
第３７卷 第６期

２０１８年　１１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３７　No．６

Nov．２０１８,９８~１０４

收稿日期:２０１８Ｇ０３Ｇ２０
基金项目:国家自然科学基金项目(３０９０１００７);湖北省农业科技创新岗位项目(２０１６６２００００００１０４４)
赵丽丽,硕士研究生．研究方向:食品科学．EＧmail:８０５８０１３９０＠qq．com
通信作者:李秀娟,教授．研究方向:食品品质与安全,农产品加工及贮藏．EＧmail:lixiujuan＠mail．hzau．edu．cn

水胺硫磷分子印迹固相微萃取涂层的制备
及在果蔬水胺硫磷农药检测中的应用

赵丽丽　张雪娜　李秀娟　潘思轶

华中农业大学食品科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　以聚乙二醇为功能单体,水胺硫磷为模板分子,采用溶胶Ｇ凝胶技术,制备水胺硫磷分子印迹固相微

萃取涂层,并建立顶空固相微萃取与气相色谱(HSＧSPME/GC)联用检测果蔬中水胺硫磷残留量的方法.结果

表明,制备的印迹涂层对水胺硫磷具有较高的选择性,且萃取能力大大高于非印迹涂层及常用商用涂层.在最

优条件下,建立的检测方法在１０~１００００μg/kg范围内线性相关系数为０．９９９６,检出限为５．６μg/kg,５次重复

实验所得相对标准偏差为２．２９％.应用该检测方法测定黄瓜、蕃茄、苹果、梨和大白菜等５种果蔬基质中水胺硫

磷含量时,均未有水胺硫磷检出,在５种基质中加标回收率均在８９．４％~１０６．６％之间.
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　　有机磷 (organophosphoruspesticides,OPPs)
农药具有高效、广谱等特点,目前广泛用于农业生产

中.由于农药的不合理使用以及易在人和动物体内

蓄积,OPPs残留超标和中毒事件时有发生,对环境

及人体健康产生了非常严重的影响[１].固相微萃取

(solidＧphasemicroextraction,SPME)作为一种绿

色简便快捷的样品前处理技术,已被广泛应用于果

蔬中OPPs的检测[２].由于果蔬基质复杂,且OPPs
含量低,常用的商用涂层对 OPPs的选择性不高,在
萃取过程中存在着竞争和取代反应,待测物的萃取

量容易受样品基体干扰,从而影响方法的灵敏度、精
密度和准确度[３].因此,研制对 OPPs萃取效率高、
选择性好、能够克服复杂基质干扰的SPME涂层具

有重要意义.分子印迹聚合物 (molecularlyimＧ
printedpolymer,MIP)作为一种稳定性好、特异识

别能力强的吸附萃取材料,已被广泛应用于传感

器[４Ｇ５]、毛细管电色谱[６Ｇ７]、对映体分离[８]、固相萃

取[９Ｇ１３]、基 质 固 相 分 散、催 化[１４Ｇ１５]等 领 域.结 合

SPME简便快捷的特点,分子印迹固相微萃取(MIＧ
SPME)技术应运而生[１６Ｇ１７],该技术能够更高效地从

复杂样品基质中分离富集目标分析物,克服基体干

扰,提高检测方法的灵敏度和准确度.目前用于果

蔬中 OPPs检测的分子印迹材料较多,但关于 MISＧ
PME涂层材料的研究却较少.笔者所在课题组在

溶胶Ｇ凝胶 MISPME涂层材料的制备及其在 OPPs
检测中的应用方面做了大量的研究工作[３,１８Ｇ１９],取
得了较好的结果.本研究采用溶胶Ｇ凝胶法制备高

选择性的水胺硫磷 MISPME涂层,建立顶空固相微

萃取/气相色谱法(HSＧSPME/GC)测定果蔬样品中

水胺硫磷残留量的分析方法,对快速、准确、高灵敏

地检测果蔬中水胺硫磷以及保障食品安全具有现实

意义.

1　材料与方法

1.1　仪器、试剂和材料

１)试验仪器.SPＧ７８９０A型气相色谱仪(配置氢

火焰离子化检测器,FID),山东鲁南瑞虹化工有限

公司;N２０００色谱数据工作站,浙江大学智达信息工

程有限公司;CAN 型氮气空气氢气一体机,武汉科

林普 丰 仪 器 有 限 公 司;SEＧ５４ 毛 细 管 色 谱 柱

(３０m×０．３２mm×０．２５μm),兰州中科安泰分析科

技有限公司;DFＧ１０１S型集热式恒温加热磁力搅拌

器,郑州长城科工贸有限公司;自制SPME手柄;商
用SPME手柄,美国 Supelco公司;商用 SPME 萃
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取头:二乙烯基苯/碳分子筛/聚二甲基硅氧烷(５０/

３０μm,DVB/CAR/PDMS)、聚二甲基硅氧烷/二乙

烯基苯 (６５μm,PDMS/DVB)和 聚 丙 烯 酸 酯 (８５

μm,PA)萃取头,美国Supelco公司.

２)试验试剂.甲苯、甲醇、丙酮、氯化钠、聚乙二

醇２０M(PEGＧ２０M)购自国药集团化学试剂有限公

司,以上试剂均为分析纯.水胺硫磷、癸醛标准品

(纯度＞９７％)、邻苯二甲酸二乙酯标准品(纯度＞
９９％)购于百灵威科技有限公司;喹硫磷、甲基对硫

磷、二 嗪 农、马 拉 硫 磷 及 毒 死 蜱 标 准 溶 液 (０．１
mg/mL,１mL)购自中国计量科学研究院.水胺硫

磷、癸醛、邻苯二甲酸二乙酯单标储备溶液:分别准

确称取１０mg的标准品于１０mL棕色容量瓶中,用
丙酮溶解定容,得到１．００mg/mL的单标溶液,并存

放在４℃的冰箱中.水胺硫磷标准工作溶液:按需

要取适量标准储备溶液用丙酮稀释到所需浓度.

３)试验材料.供试样品均购自当地超市.蔬菜

和水果样品包括番茄、黄瓜、大白菜、苹果和梨.样

品预处理:分别取１００g样品,切碎,加入１００mL去

离子水,高速匀浆,放置于棕色瓶中,密封,置于４℃
冰箱保存.
1.2　试验方法

水胺硫磷分子印迹涂层(MIP)和非印迹涂层

(NIP)参照文献[１８]制备.涂层厚度约为６５μm.

１)HSＧSPME萃取条件.在１０mL萃取瓶中,加
入４mL蒸馏水(或果蔬浆)和１．６g氯化钠,添加一定

量的标准溶液,盖紧瓶盖,涡旋混匀,将SPME装置的

不锈钢管插入瓶中,推出萃取头,在６００r/min的搅拌

速度下,于８０℃萃取４０min,萃取完成后,将萃取头

抽回不锈钢管内,于GC进样口２５０℃解吸１０min.

２)色谱条件.以高纯氮气为载气,柱头压为０．１
MPa,氢气 ０．０５ MPa,不分流 进 样;进 样 口 温 度

２５０℃;检测器温度２７０℃.柱室升温程序:初温

６０℃,保持３min,以１５℃/min升到１８０℃,保留

５min,再以５℃/min升到２２０℃,保持６min.

2　结果与分析

2.1　涂层性能评价

１)热稳定性、溶剂稳定性和制备重现性.根据

水胺硫磷的结构性质,选取 PEGＧ２０M 作为功能单

体,制备了水胺硫磷 MISPME萃取头,并对水胺硫

磷 MIP涂层、对应 NIP涂层及水胺硫磷晶体的红

外光谱进行了测定.在未除去模板分子的 MIP涂

层中出现了２个较为明显的吸收峰:２９６１．９６cm－１

和１６８９．８２cm－１,这是水胺硫磷晶体结构中独有的

吸收峰,而在 NIP涂层所得图谱中,该位置无峰或

峰很小;除去模板分子的 MIP涂层与 NIP涂层光

谱图一致.
采用溶胶Ｇ凝胶法制备的萃取头在涂层和石英

纤维之间形成了强烈的化学键,涂层具有很好的热

稳定性和化学稳定性.将 MIP萃取头分别在２５０、

２７０、２９０、３１０及３３０℃下老化３０min,其萃取效果

没有明显改变;分别将萃取头在蒸馏水、pH＝１的

盐酸溶液、pH＝１３的氢氧化钠溶液、甲苯和甲醇中

浸没２h,涂层的萃取能力并未有所降低.对萃取

头的使用寿命进行考察.MIP涂层在使用２００次

后,萃取效率没有降低,仍可继续使用.此外,４根

厚度相同的萃取头对水胺硫磷及结构类似物测定的

相对标准偏差在２．１％~１２．３％之间,表明该涂层具

有良好的制备重现性.

２)萃取性能.图１对比了水胺硫磷 MIP萃取

头、NIP萃取头与商用萃取头(PA、PDMS/DVB和

DVB/CAR/PDMS)对水胺硫磷的萃取效率.结果

显示,NIP涂层对水胺硫磷的萃取效率高于３种商

用涂层.主要原因可能为:溶胶Ｇ凝胶涂层具有多孔

网络结构,增加了涂层的比表面积,增加了涂层与目

标物的作用位点,从而提高了萃取效率;极性PEGＧ
２０M 与水胺硫磷之间有较强的相互作用.同时,

MIP涂层的萃取效果大大优于 NIP涂层,这主要归

功于分子印迹技术,MIP涂层具有与模板分子大小、

　水胺硫磷质量浓度为０．２５μg/mLTheconcentrationofisocarＧ

bophoswas０．２５μg/mL．

图１　水胺硫磷分子印迹、非印迹及商用涂层

对水胺硫磷萃取效率的比较

Fig．１　Comparisonoftheextractioncapabilityfor
isocarbophosbyuseofisocarbophosＧimprinted,

nonＧimprintedandthreecommercialfibers

９９
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空间结构相匹配的空腔,对水胺硫磷具有选择性识

别作用.

３)涂层的选择性.以 NIP涂层为对照,通过对

模板分子及其结构类似物和对照物的分析,考察

MIP涂层的选择性,结果见表１.癸醛为对照物,

MIP和 NIP涂层对其萃取量基本相当,即涂层对其

不具有选择性,这是由于癸醛与模板分子在化学结

构上有较大区别,且相对分子质量相差极大,为非特

异性吸附.水胺硫磷 MIP涂层对其他７种分子均

表现出一定的选择性,其中对模板分子具有最明显、
最稳定的选择性;对马拉硫磷和甲基对硫磷具有较

好的选择性,是由于两种农药具有和模板分子最为

相似的功能基团;而对于其他物质,虽有与水胺硫磷

相似的基团,但分子结构与模板分子差异较大,选择

性比水胺硫磷差.
由表２可知,随着加标浓度的降低,MIP涂层

对水胺硫磷的印迹因子显著提高,最高值达３．２９,大
大高于混标萃取时的印迹因子,这可能是由于加入

混标时,水胺硫磷之外的其他物质会占据一定数目

的印迹位点,使得水胺硫磷的印迹效果下降.随着

水胺硫磷浓度加大,MIP印迹效果与混标中对水胺

硫磷的印迹效果相差不大,表明印迹涂层中印迹位

点数目有限,当这些有限的位点被占据以后,非特异

性吸附越来越多.
表１　水胺硫磷分子印迹涂层对水胺硫磷及其结构类似物和对照物的选择性

Table１　ComparisonofselectivitybyisocarbophosＧimprintedfibertotemplate,

itsanaloguesandreferencecompoundatdifferentspikinglevels

加标体积/μL
Standard
volume

印迹因子Imprintingfactor
癸醛

Decanal
邻苯二甲酸二乙酯

Diethylphthalate
二嗪农

Diazinon
甲基对硫磷

ParathionＧmethyl
马拉硫磷

Malathion
毒死蜱

Chlorpyrifos
水胺硫磷

Isocarbophos
喹硫磷

Quinalphos
２ ０．９４ ０．９０ ０．８９ ０．９９ １．０１ １．１１ １．４７ １．０４
６ ０．９７ １．０７ ０．８５ １．１７ １．２４ １．１５ １．４８ １．１３
２４ １．０５ １．２７ ０．９０ １．１５ １．１５ １．０１ １．４８ １．１９
４８ １．１９ １．１６ １．２９ １．２５ １．２７ １．２２ １．５３ １．２２
６０ １．００ １．２５ １．０９ １．４２ １．３６ １．１６ １．５１ １．１１

　注 Note:印迹因子,由印迹涂层与非印迹涂层对各物质萃取量所得结果做商而得.标准溶液浓度:二嗪农,１６．６７μg/mL;甲基对硫磷,

８３．３３μg/mL;马拉硫磷,１６６．６７μg/mL;毒死蜱,３３．３３μg/mL;水胺硫磷,５００．００μg/mL;喹硫磷,２０．００μg/mL;癸醛,３３３．３３

μg/mL;邻苯二甲酸二乙酯,６６．６７μg/mL.Imprintingfactorsareobtainedbycomparisonofthepeakareasusingimprintedfiber

withthatusingthenonＧimprintedone．Concentrationsofstandard:diazinon,１６．６７μg/mL;parathionＧmethyl,８３．３３μg/mL;malathiＧ

on,１６６．６７μg/mL;chlorpyrifos,３３．３３μg/mL;isocarbophos,５００．００μg/mL;quinalphos,２０．００μg/mL;decanal,３３３．３３μg/mL;diＧ

ethylphthalate,６６．６７μg/mL．

表２　水胺硫磷分子印迹涂层对不同浓度

水胺硫磷分子的选择性

Table２　Selectivityabilityfortemplateatdifferent

spikinglevelsbytheproposedfiber

加标质量浓度/(μg/mL)
Spikinglevel

印迹因子

Imprintingfactor

０．２５ ３．２９
０．５０ ３．０７
０．７５ ２．６７
１．５０ １．５１
３．００ １．４６
４．５０ １．７２
７．５０ １．３８

　　４)基质干扰.分别用 MIP和NIP２种涂层对５
种加标果蔬中的水胺硫磷进行 HSＧSPME/GC 分

析,用SAS软件的 ANOVA 过程对所得峰面积进

行方差分析,用 Duncan检验分析确定不同样品基

质之间的差异显著性,评价结果见表３.MIP涂层

萃取得到的结果之间不存在显著差异,而用 NIP涂

层萃取得到的结果之间差异显著.图２是 MIP和

NIP涂层分别萃取加标苹果样品中 OPPs的色谱

图.由图２可以看出,MIP涂层对水胺硫磷的萃取

量明显大于 NIP涂层,但是对于二嗪农和毒死蜱,
由于这２种农药与模板分子结构差异较大,两者萃

取量相当,而 MIP萃取到的杂质明显少于 NIP萃

取头.以上结果说明,采用分子印迹的办法能够提

高目标物的识别性,降低基质干扰.
2.2　果蔬中水胺硫磷残留检测方法的建立

１)萃取条件优化.对萃取温度、萃取时间、加盐

量、样品量进行优化.在４０~８０℃的温度范围内,
萃取头的萃取效率呈现不断上升的趋势(图３A).
为避免萃取瓶温度太高而可能导致的危险,选取

８０℃进行后续实验.图３B表明萃取头在４０min
时已经达到萃取平衡.图３C考察了加盐量对涂层

萃取能 力 的 影 响.随 着 NaCl加 入 量 的 逐 渐 增

加,萃取效率不断上升,这是因为NaCl降低了水胺

００１
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表３　MIP和NIP涂层对５种果蔬样品中水胺硫磷萃取差异性

Table３　StatisticalcomparisonofthepeakareasofisocarbophosinfivedifferentsamplesusingMIPandNIPSPMEfibers

基质

Matrix

MIP
峰面积/(uV􀅰s)

Peakareas
方差分析

Analysisofvariance

NIP
峰面积/(uV􀅰s)

Peakareas
方差分析

Analysisofvariance
白菜 Cabbage ８４０５±４９１．５A

F＝０．６６
P＝０．６３２９

４８３５±７５２．７B

F＝１３．７１
P＝０．０００５

梨 Pear ７９３９±４３９．３A ４７６８±４６５．２B
苹果 Apple ８２３３±７０９．２A ５０４２±２４９．５B
黄瓜 Cucumber ８６０９±５２８．９A ６８９９±５２１．６A
番茄 Tomato ８０４４±６６５．１A ６５６３±１７８．６A

　加标量:二嗪农１．２５μg/g;毒死蜱５μg/g;水胺硫磷１０μg/g.

出峰顺序:１:二嗪农;２:毒死蜱;３:水胺硫磷.Theconcentrations

were１．２５μg/gfordiazinon,５μg/gforchlorpyrifosand１０μg/g

forisocarbophos．Peak:１,diazinon;２,chlorpyrifos;３,isocarboＧ

phos．

图２　采用MIP和NIP涂层分析加标苹果样品中

OPPs的HSＧSPME/GC色谱图

Fig．２　HSＧSPME/GCchromatogramsofOPPsinspiked

applesamplesusingisocarbophosＧimprinted

andnonＧimprintedSPMEfibers

硫磷在溶液中的溶解度,有利于萃取头的吸附.由

于０．４g/mL的 NaCl溶液已经饱和,因此,NaCl的

添加量没有继续增加.HSＧSPME的灵敏度与样品

体积和顶空体积关系密切.图３D考察了不同样品

量对涂层萃取效果的影响.萃取头的萃取效率随样

品量的增加而变大,但是继续增加样品体积将会浸

没部分萃取头,因此,样品量确定为４mL.

２)方法评价.由基质差异评价可知,MIP涂层

成功克服了不同果蔬样品基质差异的影响,因此,只
需在任何一种基质中建立标准曲线,就可准确检测

不同果蔬中水胺硫磷的残留量.本研究选择在苹果

基质中建立标准曲线.配制了不同含量的水胺硫磷

加标 样 品 (１０、１００、５００、１０００、１００００、５００００

μg/kg),在最优实验条件下,将SPME与 GC联用,
考察 HSＧSPME/GC方法的线性关系.结果表明,
水胺硫磷在１０~１００００μg/kg范围内具有良好的

　基质为水,水胺硫磷质量浓度为３．０μg/mL.Matrix:water．

Theconcentrationofisocarbophoswas３．０μg/mL．

图３　萃取温度(A)、时间(B)、

氯化钠加入量(C)、样品量(D)对萃取效率的影响

Fig．３　Effectsofextractiontemperature(A),

extractiontime(B),NaCladdition(C)

andsamplevolume(D)ontheextractionefficiency

１０１
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线性关系,线性相关系数r２为０．９９９６;加标量为

５００μg/kg 时,５ 次重复实验的相对标准偏差为

２．２９％,说明该方法精密度好.基于３倍信噪比计

算得到方法的检测限为５．６μg/kg,低于国标中水胺

硫磷最大残留限量[２０](１０~５０μg/kg),说明本方法

能够满足检测的需求.

３)实际样品分析.将建立的方法应用于不同果

蔬基质中水胺硫磷含量的检测,结果在５种样品中,
均未检出水胺硫磷.考察了方法的加标回收率,

５种样品在０．１、１０μg/g２个加标水平下的回收率

均在８９．３％~１０６．６％之间,３次重复实验所得 RSD
低于８．６％(表４),说明在实际应用中,本方法具有

很好的重现性和准确度.
表４　HSＧSPME/GC方法对实际样品中

水胺硫磷的回收率及精密度

Table４　Recoveries(n＝３)andprecision(RSD)of

isocarbophosobtainedbyHSＧSPME/GCindifferentsamples

样品

Sample
加标水平/(μg/g)
Spikinglevels

回收率(精密度)/％
Recoveries(RSD)

白菜 Cabbage
０．１ ９１．４(２．３)

１０ ９４．７(５．８)

梨 Pear
０．１ ９３．１(３．３)

１０ ８９．３(５．５)

苹果 Apple
０．１ １０６．６(５．３)

１０ ９２．７(８．６)

黄瓜 Cucumber
０．１ ９６．５(５．９)

１０ ９０．５(８．２)

番茄 Tomato
０．１ １０６．６(１．３)

１０ ９７．１(６．１)

3　讨　论

采用溶胶Ｇ凝胶法制备了一种水胺硫磷分子印

迹SPME涂层,该涂层热稳定性高,耐溶剂浸泡,使
用寿命长,制备重现性好,对水胺硫磷具有很高的选

择萃取能力,能够克服果蔬基质干扰.溶胶Ｇ凝胶法

是一种制备无机聚合物和有机Ｇ无机键合材料的技

术,能够在有机Ｇ无机相(即涂层与石英纤维表面)之
间形成强烈的化学键.采用该方法制备的 SPME
涂层较传统涂层具有热稳定性高、耐溶剂冲洗能力

强、使用寿命长、制备效率高等优点.此外,溶胶Ｇ凝

胶涂层形成了三维网状多孔结构,显著增加了传质

速率,分析时间短,也有利于模板分子的洗脱和印迹

位点的识别.本研究制备的溶胶Ｇ凝胶 MIP涂层在

使用２００次后仍可继续使用,而文献中其他方法制

备的 MIP萃取头的使用寿命仅为１００次左右[２１],
甚至 ５０ 次[２２],溶 胶Ｇ凝 胶 涂 层 表 现 出 了 极 大 的

优势.
本研究所得 MIP涂层对水胺硫磷的印迹因子

最高为３．２９,高于或相似于溶胶Ｇ凝胶法制备的其他

MIP涂层[１９,２３],但低于共聚法等得到 的 MIP 涂

层[２４Ｇ２５],如 Hu等[２６]采用共聚法制备的 MIP涂层对

模板分子的印迹因子最高达５．８,这可能是由于溶

胶Ｇ凝胶法制备的涂层具有多孔网络结构,使涂层有

较大的比表面积,NIP的萃取量大于其他方法所得

NIP涂层,而 MIP涂层中印迹位点有限,从而导致

印迹因子较小.但共聚法制得的涂层通常只在疏水

性有机溶剂中对待测物表现出良好的选择性,在水

中选 择 性 却 较 差,大 大 限 制 了 该 涂 层 的 使 用 范

围[２７],而本 MIP涂层均为水相中的应用结果.后

期研究需进一步提高溶胶Ｇ凝胶 MIP涂层的印迹

因子.
本研究使用溶胶Ｇ凝胶 MIP涂层,建立了 HSＧ

SPME/GC检测果蔬中水胺硫磷残留量的方法,该
方法有效克服了果蔬样品之间的基质差异的影响,
灵敏度、检出限和回收率都符合残留分析的要求.
采用常规SPME萃取头,由于不同样品基质对萃取

的影响不一样,需要采用标准加入法对每一种果蔬

样品进行定量分析,工作量大,耗时长.而本 MIP
萃取头克服了样品基质差异的影响,在一种基质中

的定量曲线即可用于所有样品的定量分析,显著减

少了分析工作量,提高了分析效率.与传统检测

OPPs的方法相比,如液Ｇ液萃取、固相萃取、超声波

提取等,本方法无需复杂的样品前处理过程,无需使

用大量有机试剂,操作简便快速,绿色环保,经济

实用.
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PreparationandapplicationofmolecularlyimprintedsolidＧphasemicroextraction
coatingfordeterminationofisocarbophosinfruitsandvegetables

ZHAOLili　ZHANGXuena　LIXiujuan　PANSiyi

CollegeofFoodScience& Technology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　AnisocarbophosmolecularlyimprintedsolidＧphasemicroextraction (MISPME)coating
waspreparedbysolＧgeltechnologywithpolyethyleneglycolasamonomerandisocarbophosasatemＧ
plate,andaheadspacesolidphase microextraction methodcoupled withgaschromatography (HSＧ
SPME/GC)forthedeterminationofisocarbophosinfruitsandvegetableswasestablished．Results
showedthattheimprintedcoatinghadverygoodselectivitytoisocarbophos,anditsextractioncapability
wasbetterthanthenonＧimprintedfiberandcommercialfibers．Attheoptimumconditions,theproposed
methodwaslinearintherangeof１０Ｇ１００００μg/kgwithacoefficientof０．９９９６．Thelimitofdetection
was５．６μg/kg．Therelativestandarddeviationof５replicateswas２．２９％．Themethodwasusedforthe
determinationofisocarbophosin５kindsofrealsamplesincludingcucumber,tomato,apple,pearand
cabbage．Theresultsindicatedthatnoresidueofisocarbophoswasdetectedinthesesamples．SatisfactoＧ
ryrecoveriesof８９．４％Ｇ１０６．６％ wereobtainedinthesematrices,indicatingtheaccuracyofthemethod．

Keywords　molecularlyimprinted;solidphasemicroextraction;isocarbophos;solＧgel;pesticide
residueinfruitsandvegetables
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