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摘要:应用二元小分子醇－盐双水相微萃取(ＡＴＰＳ)技术ꎬ建立水体中 ６ 种三唑类杀菌剂的高效液相色谱(ＨＰＬＣ)分析方

法ꎬ观察了二元小分子醇体积比、盐的种类和浓度、萃取时间、样品溶液 ｐＨ 和萃取温度对萃取效率的影响ꎬ６ 种三唑类杀菌剂的

相关系数(Ｒ)在 ０􀆰 ９９９ ３~０􀆰 ９９９ ９ꎻ检出限为 １􀆰 ６７~２􀆰 ９６ μｇ / Ｌ(Ｓ / Ｎ＝ ３)ꎮ 将该方法应用于苏州地区的河水、自来水和稻田水实

际水样的分析ꎬ得到加标回收率范围在 ８１􀆰 ９％~１０６􀆰 ９％ꎬ相对标准偏差为 １􀆰 ７％~８􀆰 １％ꎮ 本方法具有简单快速的操作和低检出

限ꎬ可满足环境水样中痕量三唑类杀菌剂残留的分析ꎮ
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　 　 杀菌剂除内源性杀菌活性外ꎬ一些杀菌剂还具

有调节植物生长的功能[１]ꎮ 由于三唑类杀菌剂具

有广谱、高效、低毒、长期残留等特点[２]ꎬ正逐渐成

为新型农药研究开发的热点ꎮ 目前ꎬ三唑类杀菌剂

的检测方法有气相色谱－质谱法(ＧＣ－ＭＳ) [３]、高效

液相色谱法(ＨＰＬＣ) [４]和高效液相色谱串联质谱法

(ＨＰＬＣ－ＭＳ / ＭＳ) [５] 等ꎮ 前处理方法有液相微萃取

(ＬＰＭＥ) [３]和固相微萃取(ＳＰＭＥ) [４] 等ꎮ 但这些方

法成本高、使用有毒有机溶剂ꎬ影响实验人员健康ꎮ

双水相体系(ＡＴＰＳ)是由于萃取剂的浓度高于

临界胶束浓度时形成的互不相溶的两相体系ꎬ包括

聚合物－聚合物[６]、聚合物－盐[７]、离子液体－盐[８]和

小分子有机溶剂－盐[９] 双水相体系ꎬ具有操作条件

温和、回收效率较高等优点ꎬ已广泛用于药物、蛋白

质和抗生素[１０] 的分离富集ꎮ 采用正丙醇 /异丙醇－
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 二元双水相体系可以降低小分子醇的

挥发性ꎬ并且通过调节二元体系极性使体系与杀菌

剂极性更加相近ꎬ使其达到很好的相溶性ꎬ更容易分

􀅰１３２􀅰
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离萃取环境水样中的三唑类杀菌剂ꎮ

１　 实验

１􀆰 １　 仪器和试剂

ＬＣ－２０ＡＴ 高效液相色谱仪ꎬ配有 Ｓｈｉｍ － ｐａｃｋ
ＧＩＳＴ Ｃ１８ 柱 ( ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍꎬ ５􀆰 ０ μｍꎬ 日 本

Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司)ꎻＤＣ－１２ 型氮吹仪(上海安普实验技

术有限公司)ꎻ８００ 型离心沉淀器(上海精科实业有

限公司)ꎻＰＨＳ－３Ｓ 台式酸度计(上海仪电科学仪器

有限公司)ꎮ
腈菌唑(Ｍｙｃｌｏｂｕｔａｎｉｌ)、氟环唑(Ｅｐｏｘｉｃｏｎａｚｏｌｅ)、

戊唑醇(Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ)、戊菌唑(Ｐｅｎｃｏｎａｚｏｌｅ)、丙环

唑( Ｐｒｏｐｉｃｏｎａｚｏｌｅ )、 苯醚甲环唑 ( Ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅ )
６ 种三唑类杀菌剂标准品(质量分数均在 ９８％以上ꎬ
上海 Ａｌａｄｄｉｎ 公司)ꎻ甲醇、乙腈(色谱纯ꎬ美国 Ｔｅｄｉａ
公司)ꎻ氢氧化钠、盐酸(分析纯ꎬ国药集团化学试剂

有限公司)ꎻ无机盐(分析纯ꎬ北京国药集团有限公

司)ꎻ正丙醇、异丙醇、无水乙醇(分析纯ꎬ北京国药

集团有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 样品制备

准确称取适量各标准品于 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用
甲醇(色谱级)溶解并定容ꎬ配制成 ５００ ｍｇ / Ｌ 的单

标储备液ꎬ于 ４℃冰箱中冷藏ꎬ使用前用甲醇稀释成

２０ ｍｇ / Ｌ 的混合工作标准溶液ꎮ
１􀆰 ３　 高效液相色谱条件

流动相由乙腈(Ａ)和超纯水(Ｂ)组成ꎮ 梯度洗

脱条件为:０~５ ｍｉｎꎬ４０％~５５％ Ａꎻ５~１５ ｍｉｎꎬ５５％ ~
７０％ Ａꎻ１５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ ７０％ ~ ４０％ Ａꎮ 流动相流速

１􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ３５℃ꎬ进样量 １０ μＬꎬ检测波长

２２５ ｎｍꎮ
１􀆰 ４　 双水相萃取步骤

取 ５ ｍＬ 含有一定浓度目标物水样于 １０ ｍＬ 离

心管中ꎬ加入 ３􀆰 ２０ ｇ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ 震荡溶解ꎮ 用移液

枪迅速将 １００ μＬ 正丙醇和 ２００ μＬ 异丙醇注入样品

溶液中ꎬ超声萃取 １５ ｍｉｎ 后并在 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的转速

下离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ双水相形成ꎮ 收集上层有机相

５０ μＬ 于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中氮吹干ꎬ加 １００ μＬ ４０％
的乙腈溶液复溶后经过 ０􀆰 ２２ μｍ 有机滤膜过滤后ꎬ
进入 ＨＰＬＣ 进行测定ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 体系物质体积比的选择

研究正丙醇 /异丙醇 ∶硫酸铵形成的二元双水相

体系ꎬ考察了不同体积比的正丙醇和异丙醇(正丙

醇 ∶异丙醇分别为 ０􀆰 ０４ ∶ ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０２ ∶ ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０４ ∶
０􀆰 ０４、０􀆰 ０４ ∶０􀆰 ０８、０􀆰 ０８ ∶ ０􀆰 ０４)对萃取效率的影响ꎮ
结果显示ꎬ正丙醇和异丙醇的体积比为 ０􀆰 ０２ ∶ ０􀆰 ０４
时ꎬ６ 种三唑类杀菌剂在该体系中的萃取率最高ꎮ
因此选取正丙醇和异丙醇的体积比为 ０􀆰 ０２ ∶０􀆰 ０４ 进

行后续实验ꎮ
２􀆰 ２　 盐的种类和浓度对萃取效率的影响

小分子醇和盐溶液混合后ꎬ两者互不相溶ꎬ且混

合溶液具有较低的黏性ꎬ从而两相可以迅速分开ꎬ并
且缩短了分相的时间ꎮ 因此ꎬ对目标物进行萃取分

离时ꎬ还需考虑小分子醇和盐的分相能力以及它们
的 稳 定 性ꎮ 研 究 了 ＮａＣｌ、 Ｋ２ＣＯ３、 Ｋ２ＨＰＯ４ 和
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 等分相盐ꎬ当正丙醇和异丙醇以一定的

体积比加入时ꎬ各分相盐与正丙醇 /异丙醇均能形成
稳定的二元双水相体系ꎮ 结果显示ꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 作

为分相盐加入该体系后ꎬ６ 种三唑类杀菌剂的萃取

效率最高ꎮ 图 １ 考察了不同体积分数的(ＮＨ４) ２ＳＯ４

对三唑类杀菌剂萃取率的影响ꎬ当(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 的体

积分数为 ６４％时ꎬ目标分析物的回收率达到最大
值ꎬ因此选择(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 的体积分数为 ６４％ꎮ

１—脯菌唑ꎻ２—氟环唑ꎻ３—戊唑醇ꎻ４—戊菌唑ꎻ５—丙环唑ꎻ
６—苯醚甲环唑

图 １　 硫酸铵的体积分数对萃取效率的影响

２􀆰 ３　 超声萃取时间对萃取效率的影响

在水相和有机相间ꎬ目标分析物能够达到一种

动态的分配平衡所需要的时间被称为萃取时间ꎮ 实

验考察的萃取时间分别为 ５、１０、１５、２０、２５、３０ ｍｉｎꎬ
结果如图 ２ 所示ꎬ当萃取时间为 １５ ｍｉｎ 时ꎬ６ 种三唑

　 　 　 　 　 　 　

１—脯菌唑ꎻ２—氟环唑ꎻ３—戊唑醇ꎻ４—戊菌唑ꎻ５—丙环唑ꎻ
６—苯醚甲环唑

图 ２　 超声萃取时间对萃取效率的影响
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类杀菌剂的回收率达到最大值ꎬ萃取基本平衡ꎬ萃取

效果最好ꎮ 因此选择 １５ ｍｉｎ 为萃取平衡时间ꎮ
２􀆰 ４　 样品溶液 ｐＨ 对萃取效率的影响

样品溶液的 ｐＨ 会影响体系的成相行为ꎬ也会

影响目标物质分配行为及在样本溶液中的存在状

态ꎮ 对 ｐＨ 在 ４􀆰 ０~ １０􀆰 ０ 范围内的萃取效率进行优

化ꎮ 结果由图 ３ 可知ꎬ当样品溶液 ｐＨ 在 ６􀆰 ０ ~ ８􀆰 ０
时ꎬ各物质的萃取效率最高ꎮ 这可能是因为强酸强

碱溶液中ꎬ三唑类杀菌剂容易水解而导致待测物响

应信号降低ꎬ而在中性条件下较为稳定[１１]ꎮ 本实验

所用水样均为中性溶液ꎬ无需调整 ｐＨꎮ

１—脯菌唑ꎻ２—氟环唑ꎻ３—戊唑醇ꎻ４—戊菌唑ꎻ５—丙环唑ꎻ

６—苯醚甲环唑

图 ３　 样品溶液 ｐＨ 对萃取效率的影响

２􀆰 ５　 温度对萃取效率的影响

温度不仅影响双水相体系的成相效果ꎬ而且影

响三唑类杀菌剂的萃取结果ꎮ 由于小分子醇的沸点

较低ꎬ温度过高会促使小分子醇蒸发影响双水相体

系的稳定性ꎮ 本实验考察了萃取温度为 １５、２０、２５、

３０、３５、４０、４５℃时的萃取效果ꎬ由图 ４ 可知ꎬ在 １５ ~
２５℃ꎬ６ 种三唑类杀菌剂的萃取率都逐渐增加ꎬ在
２５℃时ꎬ６ 种三唑类杀菌剂的萃取率均达到最大值ꎮ
故选取 ２５℃作为最佳萃取温度ꎮ

１—脯菌唑ꎻ２—氟环唑ꎻ３—戊唑醇ꎻ４—戊菌唑ꎻ５—丙环唑ꎻ

６—苯醚甲环唑

图 ４　 温度对萃取效率的影响

２􀆰 ６　 试验方法工作曲线、线性范围、检出限

在上述最佳萃取条件下ꎬ制备了一系列不同浓

度的标准溶液ꎬ并进行了测定ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ 腈

菌唑和戊菌唑在 ２０ ~ ２ ０００ μｇ / Ｌ 范围内ꎬ另外 ４ 种

三唑类杀菌剂在 ３０ ~ ２ ０００ μｇ / Ｌ 范围内ꎬ均具有良

好的线性关系ꎬ相关系数(Ｒ)为 ０􀆰 ９９９ ３ ~ ０􀆰 ９９９ ９ꎬ
检出限为 １􀆰 ６７ ~ ２􀆰 ９６ μｇ / Ｌꎬ定量限为 ５􀆰 ５８ ~ ９􀆰 ８８
μｇ / Ｌꎮ 通过测定日内和日间相对标准偏差来检验

方法的精确度ꎮ 选取加标浓度为 １００ μｇ / Ｌ 的加标

水样平行测定 ５ 次ꎬ得到的日内 ＲＳＤ 值为 ２􀆰 ８％ ~
６􀆰 ２％ꎬ日间 ＲＳＤ 值为 ５􀆰 ４％ ~ ８􀆰 ９％ꎮ 实验结果表

明ꎬ该方法具有较好的准确性和可行性ꎮ

表 １　 ６ 种三唑类杀菌剂的线性范围、相关系数、检出限、定量限和相对标准偏差 (ｎ＝ ５)

分析物
线性范围 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)
校准方程式

相关系数

(Ｒ)

检出限 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

定量限 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

ＲＳＤ / ％

日内 日间

腈菌唑　 　 ２０~２０００ ｙ＝ １７０􀆰 ６４ｘ＋４１２０􀆰 ４ ０􀆰 ９９９６ １􀆰 ６７ ５􀆰 ５８ ２􀆰 ８ ５􀆰 ６

氟环唑　 　 ３０~２０００ ｙ＝ １８０􀆰 ８６ｘ＋４７０１􀆰 ２ ０􀆰 ９９９３ ２􀆰 ０６ ６􀆰 ８８ ４􀆰 ６ ６􀆰 ２

戊唑醇　 　 ３０~２０００ ｙ＝ ２２４􀆰 ６２ｘ＋９６７􀆰 ９６ ０􀆰 ９９９７ ２􀆰 ３５ ７􀆰 ８３ ３􀆰 ６ ７􀆰 ７

戊菌唑　 　 ２０~２０００ ｙ＝ ２９０􀆰 ３２ｘ＋５５７０􀆰 ４ ０􀆰 ９９９４ １􀆰 ８５ ６􀆰 １８ ６􀆰 ２ ５􀆰 ４

丙环唑　 　 ３０~２０００ ｙ＝ ７４􀆰 ４５９ｘ＋１９４􀆰 ０３ ０􀆰 ９９９７ ２􀆰 ５４ ８􀆰 ４５ ５􀆰 ３ ８􀆰 ９

苯醚甲环唑 ３０~２０００ ｙ＝ ３３１􀆰 ４９ｘ＋７８６３􀆰 ６ ０􀆰 ９９９９ ２􀆰 ９６ ９􀆰 ８８ ３􀆰 ４ ７􀆰 ８

２􀆰 ７　 实际水样测定

采集苏州地区的湖水、自来水和稻田水 ３ 个实

际环境水样ꎬ经 ０􀆰 ４５ μｍ 的滤膜过滤后ꎬ按上述方

法在实际水样中添加 ５０􀆰 ０、１００􀆰 ０、５００􀆰 ０ μｇ / Ｌ ３ 个

浓度水平的加标回收实验ꎬ每个浓度平行测 ５ 次ꎬ各

自的回收率和相对标准偏差见表 ２ꎮ 结果显示ꎬ６ 种

三唑类杀菌剂的回收率为 ８１􀆰 ９％ ~１０６􀆰 ９％ꎬＲＳＤ 为

１􀆰 ７％~８􀆰 １％ꎮ 该方法具有良好的精密度和重现性ꎬ
能满足实际水样的测定ꎮ 图 ５ 列出了环境水样中空白

和加标(５ μｇ / ｍＬ)６ 种三唑类杀菌剂的 ＨＰＬＣ 色谱图ꎮ
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表 ２　 河水、自来水和稻田水中三唑类杀菌剂的回收率 (ｎ＝ ５)

三唑类

杀菌剂

加标浓度 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

湖水 自来水 稻田水

检出值 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

回收率 /

％

ＲＳＤ /

％

检出值 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

回收率 /

％

ＲＳＤ /

％

检出值 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

回收率 /

％

ＲＳＤ /

％

腈菌唑　 　 ５０ ４０􀆰 ９５ ８１􀆰 ９ ６􀆰 ２ ４４􀆰 ６０ ８９􀆰 ２ ２􀆰 ４ ４３􀆰 ６０ ８７􀆰 ２ ４􀆰 ８

　 １００ ８６􀆰 ５０ ８６􀆰 ５ ４􀆰 １ ９３􀆰 ３０ ９３􀆰 ３ ５􀆰 ４ ９１􀆰 １０ ９１􀆰 １ ６􀆰 ３

　 ５００ ４７３􀆰 ００ ９４􀆰 ６ ５􀆰 ３ ４９９􀆰 ５０ ９９􀆰 ９ ６􀆰 ８ ４６７􀆰 ５０ ９３􀆰 ５ ２􀆰 ３

氟环唑　 　 ５０ ４６􀆰 ２５ ９２􀆰 ５ ２􀆰 ２ ４６􀆰 ８５ ９７􀆰 ３ ２􀆰 ６ ４７􀆰 ０５ ９４􀆰 １ １􀆰 ８

　 １００ ８８􀆰 ４０ ８８􀆰 ４ ３􀆰 ６ ９０􀆰 ４０ ９０􀆰 ４ ５􀆰 ４ ９２􀆰 ４０ ９２􀆰 ４ ３􀆰 ６

　 ５００ ４７８􀆰 １０ ９６􀆰 ２ ７􀆰 ２ ４４９􀆰 ００ ８９􀆰 ８ ６􀆰 ７ ４６７􀆰 ００ ９３􀆰 ４ ４􀆰 ５

戊唑醇　 　 ５０ ４７􀆰 ６５ ９５􀆰 ３ ３􀆰 ７ ５０􀆰 ３５ １００􀆰 ７ ５􀆰 ８ ４６􀆰 ３０ ９２􀆰 ６ ７􀆰 ２

　 １００ ９４􀆰 ３０ ９４􀆰 ３ ６􀆰 １ ９９􀆰 ００ ９９􀆰 ０ ３􀆰 ５ ９７􀆰 ６０ ９７􀆰 ６ ２􀆰 ８

　 ５００ ４５４􀆰 ００ ９０􀆰 ８ ２􀆰 ９ ４７３􀆰 ５０ ９４􀆰 ７ ２􀆰 ３ ５２２􀆰 ５０ １０４􀆰 ５ ６􀆰 １

戊菌唑　 　 ５０ ４４􀆰 ７０ ８９􀆰 ４ ６􀆰 ６ ４５􀆰 １５ ９０􀆰 ３ ５􀆰 ９ ４４􀆰 ４５ ８８􀆰 ９ ３􀆰 ７

　 １００ ９３􀆰 ７０ ９３􀆰 ７ ３􀆰 １ ８４􀆰 ９０ ８４􀆰 ９ ４􀆰 ９ ８２􀆰 ８０ ８２􀆰 ８ ５􀆰 ７

　 ５００ ４７７􀆰 ００ ９５􀆰 ４ ８􀆰 １ ４７４􀆰 ００ ９４􀆰 ８ ５􀆰 ５ ４５４􀆰 ００ ９０􀆰 ８ １􀆰 ９

丙环唑　 　 ５０ ４２􀆰 ３５ ８４􀆰 ７ ７􀆰 ３ ４６􀆰 ０５ ９２􀆰 １ ６􀆰 ８ ４８􀆰 ２５ ９６􀆰 ５ ７􀆰 ８

　 １００ ８８􀆰 ８０ ８８􀆰 ８ １􀆰 ７ ９７􀆰 ７０ ９７􀆰 ７ ２􀆰 ７ １００􀆰 １０ １００􀆰 １ ４􀆰 １

　 ５００ ４６３􀆰 ５０ ９２􀆰 ７ ４􀆰 ６ ５３４􀆰 ５０ １０６􀆰 ９ ５􀆰 ８ ４５３􀆰 ５０ ９０􀆰 ７ ３􀆰 ８

苯醚甲环唑 ５０ ５０􀆰 ７５ １０１􀆰 ５ ６􀆰 ２ ４８􀆰 ３０ ９６􀆰 ６ ４􀆰 ５ ４８９􀆰 ００ ９７􀆰 ８ ２􀆰 １

　 １００ ９５􀆰 ７０ ９５􀆰 ７ ２􀆰 ６ １０３􀆰 ４０ １０３􀆰 ４ ３􀆰 ６ ９７􀆰 ２０ ９７􀆰 ２ ３􀆰 ３

　 ５００ ４４８􀆰 ５０ ８９􀆰 ７ ５􀆰 ５ ４７４􀆰 ５０ ９４􀆰 ９ ７􀆰 ２ ４６１􀆰 ００ ９２􀆰 ２ ４􀆰 ２

(ａ)空白

１—腈菌唑ꎻ２—氟环唑ꎻ３—戊唑醇ꎻ４—戊菌唑ꎻ５—丙环唑ꎻ

６—苯醚甲环唑

(ｂ)加标(５ μｇ / ｍＬ)

图 ５　 空白和加标(５ μｇ / ｍＬ)环境水样的色谱图

２􀆰 ８　 与其他同类方法的比较

将该方法与文献中测定三唑类杀菌剂含量的方

法在检出限和萃取时间等方面做了比较ꎮ 从表 ３ 可

以看出ꎬ本方法操作简单ꎬ萃取时间较短ꎬ且检出限

低于其他方法ꎮ
表 ３　 本方法与其他前处理技术对三唑类

杀菌剂萃取的比较

前处理方法 检测方法 样品
检出限 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

萃取时间 /

ｍｉｎ

ＨＦ－ＬＰＭＥ①[３] ＧＣ－ＭＳ 水样 ０􀆰 ３６~１０􀆰 ８ ２０

ＳＰＭＥ②[４] ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 红酒 ４~２７ ３０

ＣＰＥ③[１２] ＨＰＬＣ－ＵＶ 水样 ０􀆰 ００７~０􀆰 ０３５ １０

ＩＬ－ＤＬＬＭＥ④[１３] ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 水样 ２~６ <１

ＡＴＰＳ(本方法) ＨＰＬＣ－ＵＶ 水样 １􀆰 ６７~２􀆰 ９６ １５

　 　 注:①离子液体分散液－液微萃取ꎻ②中空纤维液相微萃取ꎻ

③浊点萃取ꎻ④磁性固相萃取ꎮ

３　 结论

通过在小分子醇 /盐双水相体系的基础上建立

了二元醇 /盐双水相体系来分离和富集环境水体中

的 ６ 种三唑类杀菌剂ꎬ并结合高效液相色谱法
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(ＨＰＬＣ) 进行分析测定ꎮ 采用正丙醇 /异丙醇 －
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 二元双水相体系萃取环境水样中的三

唑类杀菌剂ꎬ具有操作简单、成本低、分相快、作用条

件温和、萃取效率高等优点ꎮ 此外ꎬ该分析方法线性

范围较好、检出限较低、精密度和重现性也较好ꎬ可
用于实际水样中痕量三唑类杀菌剂残留的检测

分析ꎮ
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