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虚拟模板分子印迹固相萃取-高效液相色谱法 

检测食品中联苯三唑醇与烯唑醇 
 

高文惠，刘博，庞军，李兴峰，贾英民 

（河北科技大学生物科学与工程学院，河北省发酵工程技术研究中心，河北石家庄 050000） 

摘要：利用虚拟模板分子印迹固相萃取技术对食品中的联苯三唑醇与烯唑醇进行分离富集，并建立高效液相色谱检测方法。以

腈菌唑为模板分子，丙烯酰胺（AM）为功能单体，EDMA 为交联剂，乙腈为致孔剂，采用本体聚合法制备得到了腈菌唑分子印迹聚

合物（MMIP），以此聚合物为固相萃取剂，制备固相萃取柱，对食品中联苯三唑醇和烯唑醇进行分离富集，并采用高效液相色谱法

测定其在食品中的残留。采用 C18色谱柱分离，以甲醇-水（体积比为 90:10）溶液为流动相，紫外检测波长为 210 nm，外标法定量。

结果表明，联苯三唑醇和烯唑醇的平均回收率分别为 89.40~90.88%和 81.37~83.26%，RSD 分别为 1.08~2.04%和 1.29~2.52%，检测限

均为 0.20 μg/g。此聚合物对两种杀菌剂具有良好的吸附能力，拟模板分子印迹固相萃取技术可以用于这两种杀菌剂的分离检测。 
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Determination of Bitertanol and Diniconazole in Food by Virtual-template 

Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction-HPLC 
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Fermentation Engineering of Hebei Province, Shijiazhuang 050000, China) 

Abstract: Myclobutanil molecularly imprinted polymer (MMIP) was prepared by bulk polymerization using myclobutanil as template 

molecule, methacrylate acid (MAA) as functional monomer, ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) as crosslinker and acetonitrile as 

pore-foaming agent. The solid phase extraction (SPE) column was produced with MMIP as SPE agent. Fungicides of Bitertanol and 

diniconazole in food could be separated and enriched by SPE column, and then residuals were determined by HPLC. The sample was separated 

by the C18 column with a mobile phase of methanol and water (90:10, V/V) at the rate of 1mL/min and the wavelength was 210 nm. Their 

contents were quantified by external standard method. The average recoveries of bitertanol and diniconazole were 89.40~90.88% and 

81.37~83.26%, respectively. The detection limits were all 0.20 μg/g. RSDs were 1.08~2.04% for bitertanol and 1.29~2.52% for diniconazole. In 

conclusion, the polymer had a good adsorption capacity for the two fungicides and the virtual template molecularly imprinted solid phase 

extraction technology could be used for the separation and detection of the two fungicides. 
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分子印迹技术起源于 20世纪 40 年代，发展至今

已有 70 多年了，现在被广泛应用于食品、化学等领域，

近几年主要研究内容有新模板物质开发、功能单体选

择、应用领域拓展等。近些年分子印迹固相萃取技术 
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得到了快速发展，主要因为分子印迹技术具有特异性

选择、可反复使用、耐苛刻条件、简化前处理、制作

简单等优点。其广泛应用于固相萃取、化学仿生传感

器、模拟酶催化、膜分离技术等领域[1~6]。 

联苯三唑醇和烯唑醇属于三唑类杀菌剂。这类杀

菌剂具有高效、广谱、内吸性特点，防治机理主要是

抑制菌体细胞膜上麦角甾醇的去甲基化，使得病菌无

法形成细胞膜，从而杀死病菌。它们用来防治植物病

害，对病原微生物有杀死作用或抑制生长作用，但又

不防碍植物正常生长，而且能够起到一定的治疗作用，

被广泛的应用到农作物、蔬菜、水果的种植过程中，
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大量使用杀菌剂会造成食品及饲料中农药残留超标。

最近此类杀菌剂超标事件有 315 报道的芹菜杀菌剂超

标，还有中国产毛豆在日本被检出杀菌剂超标，频发

的超标事件也让我们更加关注此类杀菌剂的检测。杀

菌剂的残留超标对人体、动物和环境的危害已被相关

研究证实。这些物质主要导致：（1）损害神经系统；

（2）机体的生殖机能下降或异常现象；（3）降低生物

体的免疫能力并诱发肿瘤[7~9]。 

虚拟模板技术是利用与目标物结构类似的模板

物质进行合成，利用所得聚合物对目标物质分离富集。

采用虚拟模板技术合成分子印迹聚合物可有效地降低

合成过程中的毒性和成本，还能避免模板泄露导致的

定量不准确问题，而又能达到对目标物有高的吸附效

果[1]。 

本文采用本体聚合法自制了腈菌唑分子印迹聚

合物（MMIP），以此聚合物为固相萃取剂，制备固相

萃取柱，对食品中联苯三唑醇和烯唑醇进行分离富集，

并采用高效液相色谱法测定其在食品中的残留。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

腈菌唑（纯度为 97.7%，北京金宝在线科技有限

公司）；联苯三唑醇（纯度为 99%，上海酶联生物科

技有限公司）；烯唑醇（纯度为 98%，北京金宝在线

科技有限公司）；乙腈、四氢呋喃和乙酸乙酯（分析纯，

天津市永大化学试剂有限公司）；甲醇（色谱纯，天津

市光复精细化工研究所）；丙烯酰胺（AM，分析纯，

天津金汇太亚化学试剂有限公司）；乙二醇二甲基丙烯

酸酯（EDMA，分析纯，抚顺安信化学有限公司）；偶

氮二异丁腈（AIBN，化学纯，天津市大茂化学试剂厂）。 

LC-20A 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

TU-1810 紫外可见分光光度计（北京普析通用有限责

任公司）；SHZ-82A 型恒温水浴振荡器（江苏省太仓

医疗器械厂）；ASE-12 固相萃取仪（天津奥特赛恩斯

仪器有限公司）；KH5200 型超声波清洗器（昆山禾创

超声仪器有限公司）。 

1.2  腈菌唑分子印迹聚合物致孔剂的选择 

取 1 mmol/L腈菌唑乙腈溶液 100 μL于 10 mL比

色管中，分别加入 2 mmol/L功能单体乙腈溶液，使腈

菌唑与功能单体浓度比分别为 1:0、1:2、1:4、1:6、1:8、

1:10，乙腈定容，超声10 min 后，在 2 ℃环境下静置

14 h，以不含模板物质腈菌唑的功能单体乙腈溶液为

参比溶液，在波长 190~300 nm 之间进行紫外光谱扫

描。以乙酸乙酯、四氢呋喃为致孔剂操作方法同上。 

1.3  腈菌唑分子印迹聚合物制备 

实验室自制分子印迹聚合物：将 0.2 mmol 腈菌

唑和 0.4 mmol的丙烯酰胺 AM放入 50 mL的安瓿瓶

中，加 15 mL乙腈使其反应，超声1 h后，再加交联

剂 EDMA 1.5 mL和引发剂 AIBN 0.02 g。超声 30 min

后，通入 N2 脱氧 15 min，抽真空1 min 后密封，在恒

温水浴振荡器中振荡 24 h，得乳白色块状固体 MIP。

将得到的 MIP固体置于 45 ℃干燥箱内烘干 6 h，经研

磨、粉碎，过 200 目筛，再用去离子水沉降聚合物 3

次除去过细粉末。将最终得到的 MIP 颗粒用甲醇-乙

酸溶液（体积比 95:5）洗脱至无模板分子，最后用甲

醇浸泡 1 h除去残留的乙酸，洗脱后的聚合物放入真

空干燥器中(45 ℃)干燥6 h，得到腈菌唑模板聚合物

MIP。 

1.4  固相萃取柱制备 

将1.3制备的聚合物装填入内径1.5 cm、长15 cm

具砂芯层析管中，层析管中聚合物填充高度2 cm，在

上端加适量脱脂棉，轻轻挤压使柱子填充紧实。 

1.5  色谱条件 

色谱柱：安捷伦 C 18(4.6 mm×150 mm，5 μm)，

检测波长 210 nm，流动相为甲醇-水（体积比为

90:10），流速 1 mL/min，柱温箱温度为 25 ℃。 

1.6  样品前处理   

分别称取 5.00 g 果蔬样品，捣碎，加 6 g 无水硫

酸钠，用 10 mL乙腈溶解，混匀，超声 15 min，提取

两次，将两次提取液混匀，于 4000 r/min 离心 10 min，

并吸取上清液过分子印迹固相萃取柱，用三蒸水 20 

mL淋洗，待排净淋洗液后，用 10 mL甲醇洗脱，收

集洗脱液待检。 

2  结果与讨论 

2.1  腈菌唑分子印迹聚合物合成过程 

腈菌唑分子印迹聚合物的合成过程（见图 1）中

模板物质腈菌唑与功能单体 AM通过氢键相互作用，

然后用 EDMA交联剂固定，再用洗脱剂将模板物质腈

菌唑洗去就得到了具有特异性吸附能力的MIP。 

2.2  腈菌唑和 AM在不同致孔剂中相互作用 
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紫外光谱分析 

 

图 1 腈菌唑分子印迹聚合成过程 

Fig.1 The synthetic process of bitertanol molecular imprinted 

polymer 

 

 

 

图 2 不同致孔剂对体系紫外光谱的影响 

Fig.2 Effect of different pore-foaming agents on ultraviolet 

spectrum of system 

注：a、b 和 c 图为腈菌唑与AM 不同浓度比下分别在乙

腈、四氢呋喃和乙酸乙酯三种致孔剂中紫外光谱扫描图。 

腈菌唑在三种极性不同的溶剂中，紫外吸收光谱

有很大的不同，当功能单体 AM加入量逐步增加后，

由图 2 中 a 图可知，腈菌唑-AM 乙腈溶液在 196 nm

处最大吸收峰发生了红移，从 196 nm 红移到 200 nm，

红移了 4 nm。由 b 图可知，腈菌唑-AM四氢呋喃溶液

在 261 nm 处最大吸收峰也发生了红移，从 261 nm 到

262 nm，仅红移了 1 nm。由 c 图可知，腈菌唑-AM乙

酸乙酯溶液在 262 nm 处最大吸收峰未发生红移。这

些结果表明，模板分子腈菌唑与功能单体 AM之间在

乙酸乙酯中没有产生氢键作用力，在四氢呋喃中产生

的作用力很微弱，而乙腈作为致孔剂效果最好，因为

模板物质与功能单体相互作用力最强。 

由图 2a 光谱移动情况看出，随着 AM 加入比例

的增加，其紫外吸收光谱的最大吸收波长发生红移，

这是由于腈菌唑分子中存在着带有孤对电子的 N 原

子，其电负性较大能和氨基中的 H原子形成氢键，由

此可知模板分子与功能单体 AM的作用形式。烯唑醇

和联苯三唑醇都属于三唑类杀菌剂，其结构式如图 3

所示。它们在结构上都有三唑环，有带孤对电子的 N

原子，化学结构与腈菌唑类似，所以腈菌唑分子印迹

聚合物能够对烯唑醇和联苯三唑醇产生吸附作用，形

成非共价键结合。所以利用乙腈为致孔剂按 1.3 方法

制得分子印迹固相萃取剂用于样品净化。 

 

图 3 烯唑醇和联苯三唑醇的化学结构式 

Fig.3 Chemical structural formula of bitertanol and 

diniconazole 

注：a. 烯唑醇分子结构，b. 联苯三唑醇分子结构。 

2.3  淋洗液的选择 

 
图 4 水为淋洗液的色谱图 

Fig.4 Chromatogram of water as eluent 

淋洗液的选择原则之一是所选择的淋洗液不能
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将目标物质淋洗下来。实验考察了水和甲醇作为淋洗

液的淋洗效果。图 4 和图 5 为将 200 µg/mL混合标液

上样，分别经水和甲醇淋洗后淋洗液色谱图。 

 
图 5 甲醇为淋洗液的色谱图 

Fig.5 Chromatogram of methyl alcohol as eluent  

注：1：联苯三唑醇，2：烯唑醇。 

从图 4 和图 5 可以看出，水为淋洗液时没有将目

标物淋洗下来，而甲醇为淋洗液时将目标物大量洗脱

下来。故选择水为淋洗液。 

2.4  样品提取剂的选择 

样品提取剂的选择原则是对待测组分溶解度大，

但对干扰杂质溶解度小，与样品基质相容性差，且沸

点适中，粘度小，毒性低，廉价等。但是对于分子印

迹固相萃取提取剂的选择还需要考虑印迹聚合物的溶

胀现象。 

从数据上看，以甲醇为提取剂，样品回收率仅为

乙腈作提取剂时的 92.8%。出现这种现象的主要原因

是制作 MMIP的致孔剂是乙腈，当甲醇作为提取剂时

MMIP 发生了溶胀。溶胀导致内部空穴变小，吸附能

力下降，故其洗脱能力降低。 

2.5  线性关系与检测限 

表 1 烯唑醇和联苯三唑醇的线性关系及检出限 

Table 1 Linear equation and detection limit of bitertanol and 

diniconazole 

药品 线性方程 
线性相 

关系数 

线性范围 

/(μg/mL) 

检测限 

/(μg/g) 

烯唑醇 y=2.0813×104x+6.1414×104 0.9991 0.50~200 0.20 

联苯三 

唑醇 
y=54751x+18233 0.9998 0.50~200 0.20 

将烯唑醇和联苯三唑醇分别配制成质量浓度为

0.10、0.50、1、2、5、10、20、50、100、150、200 μg/mL

的一系列标准溶液，在 1.5 色谱条件下绘制烯唑醇和

联苯三唑醇的线性关系曲线。其线性关系和检测限见

表1。烯唑醇和联苯三唑醇线性相关系数分别为0.9991

和 0.9998，检测限均为 0.20 μg/g。 

2.6  分子印迹固相萃取柱对样品净化和检测

效果 

 

图 6 黄豆原液色谱图 

Fig.6 chromatogram of soya bean solution 

 
图 7 黄豆样品过柱后色谱图 

Fig.7 Chromatogram of effluent after sample passing SPE 

column 

 
图 8 黄豆样品加标过 SPE 柱后色谱图 

Fig.8 Chromatogram of sample solution of added standard 

after passing SPE column 

注：1：联苯三唑醇；2：烯唑醇。 

分子印迹固相萃取柱是利用非共价键对目标物

吸附，通过淋洗液将杂质去除，最后利用洗脱液将目

标物洗脱下来。从图 6 和图 7 对比可知分子印迹固相

萃取柱对样品净化效果明显，只对模板物质及结构类

app:ds:effluent
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似物有吸附作用。从图 8 可知，其对结构类似物具有

选择性的吸附作用，从而表现出它从复杂基质条件下

分离富集目标物的优越性能。 

2.7  回收率和精密度实验 

采用本方法对样品在1 μg/g 和100 μg/g的烯唑醇

和联苯三唑醇的 2 个添加水平下进行加标回收率实

验，分析结果如表 2 所示，烯唑醇平均回收率在

81.37~83.26%之间，相对标准偏差（ RSD ）在

1.29~2.52%之间（n=5）。联苯三唑醇平均回收率在

89.40~90.88%之间，相对标准偏差（ RSD ）在

1.08~2.04%之间（n=5）。说明方法的回收率和精密度

良好。 

表 2 回收率和精密度实验（%）（n=5） 

Table 2 Recovery rate and precision 

测定次数 

不同添加水平/(μg/g) 

苹果  白菜 

烯唑醇 联苯三唑醇 烯唑醇 联苯三唑醇 

1 100 1 100 1 100 1 100 

1 83.41 80.00 91.16 87.81  79.75 85.31 88.05 87.38 

2 80.23 82.82 89.37 90.11  81.03 80.64 92.34 89.27 

3 84.85 82.91 90.65 90.98  82.44 86.26 93.22 90.15 

4 81.62 80.72 92.06 89.85  82.93 83.18 90.94 88.97 

5 84.98 85.35 91.86 88.03  80.74 80.95 89.85 91.24 

平均回收率 83.02 82.36 91.02 89.35  81.37 83.26 90.88 89.40 

相对标准偏差 2.07 2.10 1.08 1.38  1.29 2.52 2.04 1.43 

3  结论 

3.1  乙腈为致孔剂制得的 MMIP 不仅对模板物质具

有较强的吸附能力，同样对腈菌唑的结构类似物联苯

三唑醇和烯唑醇也具有很强的吸附能力。 

3.2  采用本体聚合法自制了腈菌唑分子印迹聚合物，

以此聚合物为固相萃取剂，制备固相萃取柱，此柱对

样品净化能力非常好，能在复杂基质环境中对目标物

具有良好的的分离富集能力。 

3.3  乙腈作为样品提取剂，避免了聚合物的溶胀现

象，大大提高了柱性能。水作为淋洗剂，能将杂质冲

洗干净，同时不会将目标物洗脱下来，所以能够保证

在样品前处理过程中不损失目标物。 

3.4  利用此印迹聚合物对样品进行前处理回收率高，

对样品净化效果好。烯唑醇和联苯三唑醇线性范围为

0.50 μg/mL~200 μg/mL，线性相关系数分别为0.9991

和 0.9998，样品平均回收率分别为 81.37~83.26%和

89.40~90.88%，相对标准偏差（RSD）≦ 2.5%（n=5），

检测限均为 0.20 μg/g。 
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