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饮用水中苯基脲除草剂的分子印迹固相萃取方法研究

熊力1，王金成2*

( 1．大连工业大学，辽宁 大连 116034; 2．中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 116023)

摘 要: 以 N － ( 4 － 异丙基苯基) － N' － 亚丁基脲分子印迹聚合物为吸附剂，建立了饮用水中苯基脲除草剂的分子印

迹固相萃取方法。上样后固相萃取柱依次用 2． 5 mL 0． 1 mol /L 盐酸和 2． 5 mL 去离子水淋洗，然后氮气吹干，再用 1 mL 含

8%乙腈的甲苯溶液淋洗，最后用 2 mL 甲醇洗脱。将建立的方法用于自来水中异丙隆、非草隆、甲氧隆、绿麦隆、枯莠隆、灭
草隆、伏草隆、草不隆等 8 种苯脲类除草剂的测定，除伏草隆和草不隆的回收率较低外，其余 6 种除草剂的回收率均

＞ 60%。
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Abstract: Molecular imprinting solid-phase extraction ( MISPE) was developed for phenylurea herbicides in
drinking water by using N-( 4-isopropylphenyl) -N'-butyleneurea molecularly imprinted polymer as sorbent． Load-
ed the tap water，the MISPE cartridge was orderly washed by 2． 5 mL 0． 1 mol /L HCl and 2． 5 mL deionized wa-
ter． The MISPE cartridge was dried by nitrogen，and then washed by 1 mL 8% acetonitrile in toluene，and final-
ly eluted by 2 mL methanol． The method was used to determinate isoproturon，fenuron，metoxuron，chlortolu-
ron，difenoxuron，monuron，fluometuron and neburon in tap water． Test results of recoveries for those herbicides
were more than 60% except for the fluometuron and neburon．
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分子印迹( Molecular imprinting) 是近年来发展

起来的对目标化合物具有特定识别能力的一种聚

合物制备技术。分子印迹聚合物( MIP) 具有性质

稳定、制备简单、成本低等优点，在色谱分离［1 － 3］、
传感 器［4 － 5］、模 拟 酶 催 化［6］、膜 分 离［7］、免 疫 分

析［8］等 众 多 领 域 得 到 了 广 泛 应 用。固 相 萃 取

( SPE) 是上个世纪 70 年代发展起来的样品前处理

技术，具有省时、省力及有机溶剂用量少等优点，目

前已经广泛用于环境水样的前处理［9 － 10］。1994
年，Sellergren［11］首次将 MIP 用于 SPE 后，分子印迹

固相萃取( MISPE) 成为了研究热点。通常以目标

化合物自身为模板制备 MIP，但残留在聚合物中的

模板在 MISPE 过程中会泄漏出来，从而影响结果

的准确度。而用目标化合物的结构类似物为模板

制备 MIP 则可解决这一问题，因为在随后的色谱

分析 中 可 将 泄 漏 的 模 板 分 子 与 目 标 化 合 物

分离［12 － 13］。
苯脲类除草剂是一类结构相似、在农业中广泛

使用的芽前和芽后除草剂，由于降解速度较慢，因

而常存在于地表水和地下水中。研究结果表明，此
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类除草剂对人类有不同程度的毒性［14］，有的甚至

有致癌作用［15］。欧盟对饮用水中的农药残留明确

规定，单一化合物不得高于 0． 1 μg /L，化合物总量

不得高于 0． 5 μg /L［16］。因此，检测饮用水中的苯

脲类除草剂具有重要意义。由于仪器灵敏度的限

制，水样分析前通常需要前处理。目前用于水中苯

脲 类 除 草 剂 残 留 测 定 的 前 处 理 方 法 有 液 液 萃

取［17］、SPE［16，18 － 19］、免疫亲和萃取［20 － 21］ 等。液液

萃取不仅费时费力，而且消耗大量有机溶剂，污染

环境; SPE 虽然具有环境友好、操作简便、易于自动

化等优点，但传统的 SPE 填料选择性较差，富集目

标化合物的同时也会萃取干扰成分，对定量分析造

成干扰; 免疫亲和吸附材料虽然选择性好，但制备

复杂，成本高，而且抗恶劣环境能力差，容易失活。
作者曾以苯脲类除草剂的结构类似物 N － ( 4 － 异

丙基苯基) － N' － 亚丁基脲为模板，甲基丙烯酸为

功能单体，乙二醇二甲基丙烯酸酯为交联剂，制备

了对苯基脲除草剂具有类选择性的 MIP［22 － 23］。今

以制备的 MIP 为富集分离材料，建立了一种适用

于饮用水中 8 种苯基脲除草剂残留分析的固相萃

取方法。

1 试验

1． 1 主要仪器与试剂
Waters 2695 型( Alliance 系统，996PDA) 高效

液相色谱仪，美国 Waters 公司。
异丙隆( IP) 、非草隆( FN) 、甲氧隆( MX) 、绿

麦隆( CT) 、枯莠隆 ( DF) 、灭草隆 ( MN ) 、草不隆

( NB) 、伏草隆( FU) ( 纯度 ＞ 98% ) ，百灵威化学试

剂有限公司; 200 mg /L 8 种苯基脲除草剂标准储备

液，用乙腈配制，于 4 ℃条件下储存备用; 甲基丙烯

酸、乙二醇二甲基丙烯酸酯( 分析纯) ，使用前减压

蒸馏以除去阻聚剂，ACROS 公司; 偶氮二异丁腈

( 分析纯) ，沈阳东陵精细化工有限公司; N － ( 4 －
异丙基苯基) － N' － 亚丁基脲为自合成［22］; 乙腈、
甲醇、二氯甲烷( 色谱纯) ，甲苯( 分析纯) ，天津科

密欧化学试剂开发中心。
1． 2 色谱条件

Hypersil ODS2 分析柱 ( 250 mm × 4． 6 mm ×
5 μm) ; 流动相为乙腈 － 水，梯度条件为: 20% 乙腈

( 15 min) →50%乙腈( 45 min) →80%乙腈( 5 min)

→20%乙腈; 流量 1 mL /min; 检测波长 240 nm。
1． 3 MIP的制备

准确称取 1 mmol N － ( 4 － 异丙基苯基) － N'
－ 亚丁基脲于 15 mL 试管中，依次加入 5． 6 mL 甲

苯、8 mmol 甲基丙烯酸、20 mmol 乙二醇二甲基丙

烯酸酯和 40 mg 偶氮二异丁腈，超声 15 min，使模

板 和 偶 氮 二 异 丁 腈 溶 解，在 冰 水 浴 中 通 氮 气

10 min，塞上胶塞，于 60 ℃水浴聚合 24 h。将得到

的棒状聚合物固体研磨、过筛，收集 38 μm ～65 μm
的微粒，用丙酮沉降 3 次，每次 30 min。弃去上浊

液，沉淀放置于空气中至半干状态，然后于 60 ℃真

空干燥过夜。将得到的干燥的聚合物颗粒干法装

入 100 mm × 5 mm HPLC 柱中( 约 0． 7 g) ，依次用

300 mL 乙酸 － 甲醇( 体积比 1∶ 9 ) 、300 mL 甲醇在

线冲洗( 流量 0． 4 mL /min) ，然后取出干燥，用于

SPE。非印迹聚合物( NIP) 在无模板存在下用同样

的方法制备。
1． 4 SPE方法

将 200 mg 按 1． 3 方法制备并处理过的干燥的

MIP 和 NIP 粒子装于 SPE 小柱( 内径 0． 5 cm、长

7 cm) 中，柱的中底部和上部塞上玻璃筛板。萃取

在自制的 SPE 装置上进行，上样前萃取柱依次用

5 mL甲醇、5 mL水活化，上样量为 1 mL 0． 2 mg /L
异丙隆水溶液，上样后萃取柱用空气吹扫 30 min，

然后淋洗、洗脱。淋洗液和洗脱液氮气吹干后用

20%乙腈水溶液定容至 1 mL，在 1． 2 色谱条件下

测定。
1． 5 实际水样回收率的测定

用自来水( 经 0． 45 μm 滤膜过滤) 配制含 8 种

苯基脲除草剂( 0． 100 μg /L) 的模拟样品 500 mL，

以 5 mL /min 的流量上样。上样后萃取柱依次用

2． 5 mL 0． 1 mol /L 盐酸、2． 5 mL 去离子水淋洗，之

后用空气吹扫 30 min，然后分别用 1 mL 含 8% 乙

腈的甲苯溶液和 2 mL 甲醇淋洗和洗脱。洗脱液氮

气吹干后用 20% 乙腈水溶液定容至 1 mL，在 1． 2
色谱条件下测定。
1． 6 标准曲线绘制

吸取不同体积 8 种苯基脲除草剂标准储备液

于 100 mL 容量瓶中，用乙腈 － 水( 体积比 20∶ 80 )

配制 成 0． 010 mg /L、0． 040 mg /L、0． 100 mg /L、
0． 400 mg /L、2． 00 mg /L、8． 00 mg /L 标准溶液系

列，在 1． 2 色谱条件下测定，以峰面积对应质量浓

度绘制标准曲线，回归方程和相关系数见表 1。
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表 1 8 种苯基脲除草剂的标准曲线

Table 1 Standard curves of 8 phenylurea herbicides

除草剂 回归方程 相关系数 R2

灭草隆 A = 1． 00 × 106 ρ － 4． 93 × 103 0． 999 9
异丙隆 A = 1． 00 × 106 ρ － 4． 89 × 103 0． 999 8
绿麦隆 A = 9． 53 × 105 ρ － 409 0． 999 9
枯莠隆 A = 8． 40 × 105 ρ － 3． 59 × 103 0． 999 9
伏草隆 A = 9． 24 × 105 ρ － 3． 42 × 103 1
草不隆 A = 6． 45 × 105 ρ － 5． 40 × 103 0． 999 9
甲氧隆 A = 8． 61 × 105 ρ － 4． 45 × 103 0． 999 9
非草隆 A = 1． 14 × 105 ρ － 12． 5 0． 999 9

2 结果与讨论

2． 1 淋洗与洗脱溶剂的优化
MIP 对目标化合物的保留是多种吸附综合作

用的结果。在非共价分子印迹方法中，为了形成稳

定的单体 － 模板复合物，常常需加入过量的功能单

体，其结果是除了在 MIP 的识别位点有功能单体

的功能基团外，功能基还随意地分布在聚合物的其

他部位，使 MIP 的非特异性吸附作用增大。也就

是说，目标化合物的保留既有印迹空穴对目标化合

物的特异性相互作用( 印迹空穴对目标化合物的

识别作用) 的贡献，也有聚合物中随意分布的功能

基团与目标化合物产生的非特异性相互作用的贡

献。为了尽可能地消除干扰成分，使目标化合物得

到选择性的富集分离，以便最后得到分离良好的色

谱图，在进行 MISPE 时，选择的淋洗溶剂应尽可能

地消除非特异性相互作用，而最大限度地保留特异

性相互作用。
为选择合适的淋洗溶剂，分别考察了异丙隆上

样后，用 1 mL 甲苯、二氯甲烷、乙腈和甲醇淋洗后

的回收率，结果见图 1。由图 1 可见，用甲苯淋洗

时，无论是印迹柱还是非印迹柱，异丙隆都不能被

洗脱，说明甲苯无法消除非特异性吸附; 用甲醇淋

洗时，由于其极性很强，可以除去 90% 以上的非特

异性相互作用，但同时印迹柱也失去了识别作用，

导致 90%以上的异丙隆被洗脱; 用二氯甲烷和乙

腈淋洗时，印迹柱表现出微弱的识别作用。
为了最大限度地保留印迹柱的特异性识别作

用，同时尽可能地减弱其非特异性吸附作用，用

1 mL 甲苯 － 乙腈混合流动相进行了淋洗研究，结

果见图 2。由图 2 可见，随着乙腈体积分数增加，

异丙隆在非印迹柱上的保留明显减弱; 当乙腈体积

分数为 8% 时，75% 的异丙隆被洗脱，而印迹柱中

的异丙隆仅损失 5%，说明 1 mL 含 8%乙腈的甲苯

溶液是理想的淋洗溶剂。

图 1 不同淋洗溶剂对异丙隆回收率的影响

Fig． 1 Effect of different wash solvents on
recoveries of isoproturon

图 2 甲苯 － 乙腈混合淋洗溶剂对异丙隆回收率的影响

Fig． 2 Effect of aceonitrile amounts in toluene
on recoveries of isoproturon

在 MISPE 过程中，当目标化合物被选择性地

保留后，需用少量极性溶剂将其洗脱下来。由图 1
可见，1 mL 甲醇可以洗脱 90%以上的异丙隆，说明

甲醇是理想的洗脱溶剂。
根据以上研究结果，该试验分别选择 1 mL 含

8%乙腈的甲苯溶液和 2 mL 甲醇为淋洗和洗脱

溶剂。
2． 2 上样体积对回收率的影响

在上述优化的淋洗和洗脱条件下，考察了不同

体积含 0． 2 μg 异丙隆的水样上样对回收率的影

响，结果见图 3。由图 3 可见，随着上样体积增大，

异丙隆的回收率有所下降，但在上样 500 mL 时回

收率仍达 80%。
2． 3 基质干扰及消除

该试验优化过程均采用去离子水为基质，然而

实际水样的成分要复杂得多，常常会对 MISPE 的

回收率产生影响。纯水上样和自来水上样后异丙

隆回收率的比较见图 4。由图 4 可见，自来水上样

后回收率显著下降，这是因为自来水中存在大量

Ca2 +、Mg2 + 等，这些离子与印迹聚合物中识别位点
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的功能基团羧基进行离子交换后，使羧基形成氢健

的能力减弱，从而导致印迹柱对目标化合物的选择

性富集能力下降，回收率降低［24］。

图 3 上样体积对异丙隆回收率的影响

Fig． 3 Effect of sampling volume on recoveries
of isoproturon

为了消除基质带来的干扰，印迹柱自来水上样

后依次用 2． 5 mL 0． 1 mol /L 盐酸和 2． 5 mL 去离子

水淋洗，结果见图 4。由图 4 可见，异丙隆的回收

率显著提高，也验证了基质干扰主要由 Ca2 +、Mg2 +

等造成。

图 4 基质对异丙隆回收率的影响

Fig． 4 Effect of matrix on recoveries of isoproturon

2． 4 自来水样品回收率的测定
用上述优化的 MISPE 方法对添加了 8 种苯基

脲除草剂的自来水样进行测定，结果见表 2。由表

2 可见，除伏草隆和草不隆的回收率较低外，其余 6
种苯基脲除草剂的回收率都 ＞ 60%。该结论与印

迹聚合物的色谱评价结果［22］相一致，伏草隆和草

不隆因分子中含较大基团，与模板分子相差较大，

减弱了其与印迹聚合物中特异性识别位点的匹配

性，使印迹聚合物对其亲和性和选择性减弱，从而

导致回收率较低。

表 2 自来水样品回收率的测定结果( n = 3)

Table 2 Test results of recoveries for tap water samples ( n = 3)

除草剂 加标量 ρ / ( μg·L －1 ) 回收率 /% RSD /% 除草剂 加标量 ρ / ( μg·L －1 ) 回收率 /% RSD /%
非草隆 0． 050 104 4． 5 枯莠隆 0． 050 102 2． 4

0． 500 104 4． 0 0． 500 99． 6 1． 9
5． 00 100 3． 3 5． 00 100 2． 3

甲氧隆 0． 050 99． 0 4． 5 绿麦隆 0． 050 65． 0 4． 3
0． 500 93． 0 4． 9 0． 500 62． 5 3． 3
5． 00 98． 5 2． 6 5． 00 60． 2 4． 5

灭草隆 0． 050 104 3． 4 伏草隆 0． 050 ＜ 40
0． 500 101 2． 5 0． 500 ＜ 40
5． 00 98． 3 2． 2 5． 00 ＜ 40

异丙隆 0． 050 98． 6 2． 6 草不隆 0． 050 ＜ 20
0． 500 94． 3 1． 3 0． 500 ＜ 20
5． 00 98． 0 1． 8 5． 00 ＜ 20

3 结语

以 N － ( 4 － 异丙基苯基) － N' － 亚丁基脲分

子印迹聚合物为吸附剂，建立了饮用水中苯基脲除

草剂的分子印迹固相萃取方法。优化结果表明，含

8%乙腈的甲苯溶液可以消除 75% 的非特异性吸

附，是理想的淋洗溶剂，甲醇是理想的洗脱溶剂。
自来水中的 Ca2 +、Mg2 + 等会削弱印迹聚合物的特

异性吸附作用，上样后依次用 2． 5 mL 0． 1 mol /L
盐酸和 2． 5 mL 去离子水淋洗，可消除基质干扰。

将建立的方法用于自来水中异丙隆、非草隆、甲氧

隆、绿麦隆、枯莠隆、灭草隆、伏草隆、草不隆等 8 种

苯脲类除草剂( 单一质量浓度为 0． 100 μg /L) 的测

定，除伏草隆和草不隆的回收率较低外，其余 6 种

除草剂的回收率均 ＞ 60%，可以满足欧盟对饮用水

中农药残留的检测要求。该试验均在同一分子印

迹固相萃取柱中完成，前后共经历 50 余次使用，所

制备的萃取柱对目标化合物的亲和性和选择性没

有发生变化。
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