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摘要：分子印迹聚合物材料（MIPs）是将模板分子、功能单体、交联剂、引发剂和致孔剂

通过一定的反应聚合在一起，形成的具有特异选择性的聚合物材料。近年来，MIPs因其构

效预设性、特异选择性、高稳定性、低制备成本、可重复使用等优势引起了研究者的关注，

被广泛应用于样品前处理技术、色谱分离技术领域。本文设计开发以分子印迹聚合物材料为

固定相的超高效液相色谱柱，用于复杂海岸带环境样品中氯酚类化合物和三嗪类除草剂的选

择性识别和分离，有效避免基质干扰问题，提高色谱柱的分离效率。
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Abstract: Molecularly imprinted polymers (MIPs) are the nanomaterials with specific selectivity

formed by polymerization of template molecules, functional monomers, cross-linking chemicals,

initiators and pore-forming reagents. In recent years, MIPs has attracted the attention of

researchers due to its advantages of structure presupposition, specific selectivity, high stability,

low preparation cost, and reusability, which has been widely used in sample pretreatment

technology and chromatographic separation technology. In this project, ultra-high performance

liquid chromatography columns with molecularly imprinted polymers as the stationary phase was

designed and developed for the selective determination and separation of chlorophenols and

triazine herbicides in coastal environmental samples, which effectively avoided interferences and

improved the separation efficiency of the columns.
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1 引言

三嗪类除草剂是当今应用广泛的除草剂，而莠去津又是这一家族中应用最广泛的除草剂

[1]。作为环境内分泌干扰物中的一员，莠去津具有环境类雌激素效应，尤其在生物放大之后

具有很高的致癌性和致突变性。因此监测环境中莠去津的含量显得尤为重要[2]。由于莠去津

在环境中分布广泛、基体样品复杂、浓度较低，莠去津的分析检测过程较为复杂，需要高选

择性的高效浓缩富集和高灵敏度的分析检测方法[3]。

酚类化合物，尤其是苯酚及氯酚类化合物，被广泛用作除草剂、杀菌剂、抗氧化剂、染

料、皮革及其纺织品防腐剂等[4]。这些酚类化合物可以通过直接排放或间接产生等途径进入

环境中，目前，在地下水、污水、地表水及土壤中均能不同程度的检测到酚类化合物的存在

[5]。酚类化合物一旦进入环境水体中，将会严重影响生态平衡，造成鱼类死亡、农作物大量

减产等危害，最终通过食物链富集进入人体内，引起头晕、恶心、贫血及其各种神经系统中

毒症状[6]。由于酚类化合物在环境中的含量较低，亟需发展可靠、有效、高灵敏度、高选择

性的分析方法用于复杂基质中痕量酚类化合物的检测。

分子印迹聚合物（Molecularly Imprinted Polymers，MIPs），作为一种新型的萃取填料，

以其优越的性能引起大家的广泛关注[7]。它是将模板分子、功能单体、交联剂、引发剂和致

孔剂通过一定的反应聚合在一起，形成的具有特异选择性的聚合物材料[8]。近年来，MIPs

因其构效预设性、特异选择性、高稳定性、低制备成本、可重复使用等优势引起了研究者的

关注，被广泛应用于样品前处理技术、色谱分离及化学/生物传感技术[9]。MIPs具有构效预

设性、特异识别性、稳定性好、制备成本低等特点，在色谱分离、固相萃取、仿生传感、模

拟酶催化等领域得到广泛应用。在色谱分离方面的研究中，制备合成球形形貌、粒径均匀可

控、选择性好的MIPs材料是目前的研究热点[10]。目前，将分子印迹聚合物材料作为固定相

填装成超高效液相色谱柱尚处于起步阶段，具有较大的应用前景。分子印迹材料基质高效液

相色谱柱的研制，既可以结合MIPs材料的特异选择性、稳定性好等特点，也可以有效利用

UPLC分析速度快、灵敏度高等优势，有利于解决复杂样品基质中目标物的分离分析困难等

问题。

本项目以三嗪类农药、氯酚类化合物为检测对象，设计开发以分子印迹聚合物材料为固

定相的超高效液相色谱柱，用于复杂海岸带环境样品中目标物的选择性识别和分离，有效避

免基质干扰问题，解决传统硅胶基质色谱柱酸碱耐受力差等问题，提高色谱柱的分离效率，
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增加传质速率，降低色谱柱背压，减少制备成本，延长色谱柱的使用寿命，保障仪器设备的

平稳运行和满足实验室特殊特定样品的分析测试需求。

2 系统总体设计

本项目设计研发分子印迹材料基质的超高效液相色谱柱，用于发展复杂海岸带环境样品

中三嗪类农药、氯酚类化合物的选择性识别和高灵敏度分析方法。针对三嗪类农药、氯酚类

化合物为目标物，制备合成球形形貌、粒径均匀可控、选择性好、比表面积较大的分子印迹

聚合物材料。采用适当的色谱柱填装技术将上述MIPs材料填装成超高效液相色谱柱，并连

接 UPLC 对目标物进行高选择性、快速高效、高灵敏度的分离分析。根据本项目的研究内

容和研究目标，拟采取的技术路线如图 1所示，主要包括三部分内容：分子印迹聚合物材料

的制备、色谱柱填装、色谱柱应用。

图 1 研究技术路线图

3 分子印迹聚合物材料的设计和制备

3.1 氯酚类印迹聚合物材料的制备

图 2 氯酚印迹聚合物材料电镜图

采用一步沉淀聚合法制备氯酚类分子印迹聚合物材料，模板分子与功能单体之间通过非
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共价作用力结合，合成路线如下：50 mL 三口烧瓶中加入 20 mL 致孔剂，0.1 mmol 模板分

子和 0.4 mmol功能单体，超声溶解后，将上述溶液置于冰箱中预聚合 12 h。再加入交联剂

和引发剂超声溶解后，在冰浴环境下通氮气 15 min，水浴温度为 60 ℃聚合反应 24 h。聚合

反应结束后，清洗去除未反应的溶剂，再用乙腈/乙酸（体积比为 9:1，V/V）清洗去除聚合

物表面及内部的模板分子，最后用乙腈清洗去除残留的乙酸。将清洗后所得分子印迹聚合物

材料在真空干燥箱中干燥至恒重后使用。

3.2 三嗪类莠去津印迹聚合物材料的制备

图 3 莠去津印迹聚合物电镜图

我们采用活性沉淀表面印迹法，以功能单体，交联剂，乙腈为溶剂制备莠去津表面印迹

聚合物。聚合过程简述如下：功能单体和模板分子莠去津溶解于 50 mL 乙腈中，放置于冰

箱中预组装 12 h形成功能单体与模板分子的配合物。30 mg经乙烯基修饰的纳米二氧化硅粒

子，交联剂，引发剂，和可逆加成断裂链转移剂加入到上述溶液中，溶液超声除气通氮除氧

后将反应瓶密封。采用两步升温法制备表面印迹聚合物。首先 50 ℃下反应 8 h，随后将体系

升温，60 ℃下继续反应 24 h。将所得印迹聚合物过滤收集后，用甲醇/乙酸（体积比 9:1，

V/V）的混合液为溶剂洗脱去除模板分子和未反应的单体，将得到的聚合物于 40 ℃下真空

干燥至恒重。此外，以传统沉淀聚合法制备二氧化硅表面印迹聚合物，与活性沉淀表面印迹

法制备聚合物对比，其制备方法与活性沉淀表面印迹相似，只是聚合体系中不加可逆加成断

裂链转移剂。

4 分子印迹固定相超高效液相色谱柱的制备

4.1 氯酚印迹聚合物材料为固定相超高效液相色谱柱的制备

将一定量的氯酚印迹聚合物材料固定相分散到 50 mL 的异丙醇-乙腈（1:1，V/V）溶液

中，超声分散 3 min。用 50 mL 针筒注入匀浆罐内，匀浆罐接至装柱机上，甲醇做顶替液，

用 60 MPa 压力下装入不锈钢空柱中，顶替液成线形流出，维持高压 20 min，减压至 30MPa

运行 10min，然后撤去压力。待压力表指针读数降为零，静止三分钟。取下装填好的色谱柱，
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用小刀削平填料，两端密封，贴好标记及流动相方向待用。

图 4 氯酚印迹聚合物材料为固定相超高效液相色谱柱的制备过程

所制备色谱柱的性能评价、数据采集和处理主要在 ACQUITY UPLC H-Class超高效液

相色谱仪上完成。用不同极性物质尿嘧啶、苯酚、甲苯的混合物作为测试物来评价聚色谱柱

的各项性能，流动相为乙腈/水＝60/40 溶液，在流速为 1 mL/min 范围内考察，检测波长为

254 nm。所制备 4.6×25cm色谱柱塔板数大于 20000，选择性因子 3.2，不对称因子在 0.8-1.2

之间。由于现在无市售酚类物质检测色谱柱，故与常规 C18色谱柱进行对比，所制备色谱

柱选择性因子优于常规色谱柱。

4.2 三嗪类莠去津印迹聚合物材料为固定相超高效液相色谱柱的制备

取一定量的莠去津印迹聚合物材料固定相分散于异丙醇中，超声 3 min 后倒入匀浆罐，

用甲醇作为流动相在 60 MPa 的压力下将填料装入不锈管柱管中作为液相色谱柱，维持高压

30 min后，将柱子拆下，用甲醇和水的混合液（9:1，V/V）以 1 mL /min 的流速将柱子冲洗

6 h。待压力表指针读数降为零时，取下装填好的色谱柱，用小刀削平填料，两端密封，贴

好标记及流动相方向待用。

图 5 三嗪类莠去津印迹聚合物材料为固定相超高效液相色谱柱的制备过程

所制备色谱柱的性能评价、数据采集和处理主要在 ACQUITY UPLC H-Class超高效液

相色谱仪上完成。用不同极性物质尿嘧啶、苯酚、甲苯的混合物作为测试物来评价聚色谱柱

的各项性能，流动相为乙腈/水＝60/40 溶液，在流速为 1 mL/min 范围内考察，检测波长为
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254 nm。所制备 4.6×25cm色谱柱塔板数大于 20000，选择性因子 2.1，不对称因子在 0.8-1.2

之间。由于现在无市售酚类物质检测色谱柱，故与常规 C18色谱柱进行对比，所制备色谱

柱选择性因子优于常规色谱柱。

5 新型色谱柱性能柱效与稳定性考察

5.1 精密度以及重复性试验

取同一供试品溶液，连续进样 6 次，考察各共有峰的相对保留时间及相对峰面积的一

致性，结果表明各共有峰相对保留时间的相对标准偏差 RSD＜ 1.40%，相对峰面积的 RSD

＜ 2.42%，结果表明方法精密度良好。取同一批样品 6 份，精密称定，制成供试品溶液，

分别进样，考察各共有峰的相对保留时间及相对峰面积的一致性，各共有峰相对保留时间的

RSD＜0.74%，相对峰面积的 RSD＜ 2.93%，结果表明方法重现性良好。

5.2 稳定性试验

以甲醇-水（65:35，v /v）为流动相，流速设为 0.4 mL /min，柱温为 25 ℃，检测波长设

为 254 nm，测得理论塔板数为 4558 块/米。采用甲醇交替冲洗一个月，保留时间、理论塔

板数变化很小，说明该固定相在流动相中是稳定的。所制备色谱柱重复使用 30次，各共有

峰相对保留时间的相对标准偏差 RSD数值小 1.72%，结果表明方法稳定性良好。

5.3 pH 适用范围试验

一般硅胶基质填料的固定相其 pH 适用范围为 2~8。项目组为提高硅胶基质的填料键合

相在酸性条件下的稳定性，一般在碳链的硅烷基侧链上采用大体积的有机基团进行保护，使

得此类色谱填料能够稳定地用于 pH极端的流动相体系中，而不会导致硅烷键的流失。我们

推出能够耐受高 pH 稳定性的填料，这种填料兼顾了表面多孔型填料和硅胶表面有机杂化的

优势，具有高柱效、宽 pH 耐受范围（2-11）的优势。

6 分子印迹聚合物材料为固定相的超高效液相色谱柱的应用

为验证新型填料色谱柱的色谱分离性能以及实际应用价值，将制备的两种印迹聚合物材

料为固定相超高效液相色谱柱分别用于湖水、海水和自来水等 12种实际样品中 7种酚类化

合物和 5种三嗪类除草剂的选择性富集和检测。

6.1 对酚类化合物的分离
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图 6 7种酚类化合物在 195 nm、214 nm、228 nm通道下的谱图

根据分子印迹聚合物材料的结构，填料的表面存在许多极性基团（如羟基和羧基等）。

用 7 种酚类化合物考察了分子印迹聚合物材料填料在正相色谱条件对酚类化合物的分离性

能。考察了流动相中乙醇含量对酚类化合物分离效果的影响，随着流动相中乙醇含量的增加，

酚类化合物的保留因子逐渐减小。图 6 为最佳分离条件下的色谱分离图，可以看出这 7 种

酚类化合物物可以在分子印迹聚合物材料为填料的色谱柱上得到很好地分离，并且出峰顺序

是与其极性相关的。比如，邻硝基苯酚中的硝基和羟基能够形成分子内氢键，大大削弱了邻

硝基苯酚的极性，所以它保留时间相对较小。
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6.2 对三嗪类化合物的分离

图 7 五种三嗪类除草剂加标样品色谱图(1)西玛津；(2)西草净；(3)莠去津；(4)莠灭净；(5)扑灭津.

项目组考察了分子印迹聚合物材料填料色谱柱对三嗪类化合物的分离效果（各个化合物

在色谱柱上的保留因子）。随着化合物本身π-电子体系的增大，其保留时间逐渐增长，色谱

峰逐渐变宽。这是因为填料的印迹聚合物本身就是一个大的π-电子体系，随着待测化合物的

π-电子体系的增加，他们之间的π-π 键相互作用增加，导致三嗪类化合物的保留时间和色谱

峰变宽。在色谱柱上的正相色谱分离性能，如图 7 所示。在只用正己烷做流动相条件下，

五种三嗪类除草剂可以在分子印迹聚合物材料填料色谱柱上得到很好地分离，并且出峰顺序

和它们的π-电子体系大小一致。

6.3 实际样品中代表性酚类化合物和三嗪类除草剂检测

为进一步评估复杂基质中项目组研发色谱柱的分析性能，对实际样品进行加标回收实验，

加标浓度选择 50 µg•L-1。12种实际样品加标后经色谱柱分析检测后，加标回收率和检测限

结果如表 1所示。以上结果表明，分子印迹聚合物材料为固定相的超高效液相色谱柱可以用

于实际样品中酚类化合物和三嗪类化合物的同时选择性萃取、富集和分离检测。
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表 1 多种实际样品中 7种酚类化合物和 5种三嗪类除草剂回收率以及检出限

7 结语

本项目以三嗪类农药、氯酚类化合物为检测对象，设计开发以分子印迹聚合物材料为固

定相的超高效液相色谱柱，用于复杂海岸带环境样品中目标物的选择性识别和分离，有效避

免基质干扰问题，解决传统硅胶基质色谱柱酸碱耐受力差等问题，提高色谱柱的分离效率，

增加传质速率，降低色谱柱背压，减少制备成本，延长色谱柱的使用寿命，保障仪器设备的

平稳运行和满足实验室特殊特定样品的分析测试需求。
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实际样品
莠去津回

收率 (%)

苯酚回收率

(%)

莠去津检出

限
苯酚检出限

苹果 89-95 70.7-106.7 2.4μg/L 4.5 μg/L

海水 39-103 90.3-102.3 3.8 μg/L 1.08 μg/L

莴苣 95-103.2 77.7-97.7 0.2 μg/L 0.11 μg/L

自来水 81-106.1 81.2-96.3 90μg/L 0.75 μg/L

大豆 79-98 79.8-99.6 6.3 μg/L 0.44 μg/L

土壤 95.1-101 85.5-105.6 25μg/ 0.44 μg/L
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