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低共熔溶剂液相微萃取技术测定 5种杀菌剂 

农药残留分析方法 
 

赵桐桐，张冬昊，郭振福，何扩，王素利 

（河北北方学院河北省农产品食品质量安全分析检测重点实验室，河北张家口 075000） 

摘要：本文建立了低共熔溶剂液相微萃取高效液相色谱法测定 5 种杀菌剂（三唑醇、嘧霉胺、三唑酮、烯唑醇、嘧菌环胺）的

农药残留分析方法，以苯酚作为氢键给体，氯化胆碱作为氢键受体组合而成的低共熔溶剂作为提取溶剂，THF 作为分散剂，形成浑

浊小液滴，目标分析物被萃取到微量的 DESs 相中，经过离心，吸取 DESs 相进高效液相色谱分析。对影响萃取效率的重要因素进行

选择和优化。研究表明，氯化胆碱与苯酚在 1:2 的比率形成的低共熔溶剂萃取效果最好，同时，在最佳的萃取条件（样品容量为 5 mL，

DES2为 150 μL，THF 为 150 μL，超声时间为 20 min，离心时间为 10 min）下进行添加回收率实验，回收率在 73.7%~102.3%之间，

相对标准偏差（RSD）为 0.7%~7.1%，最小检出限（LOD）0.026~0.052 µg/L。为实际检测残留农药提供安全可靠的提取和分离技术，

减少有机溶剂的使用对环境及人体健康构成的危害。 
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Abstract: A method was developed for the determination of five fungicide residues (triadiconazole, pyrimethanil, triadimefon, carbazole, 

and cyprodinil) by high performance liquid chromatography with deep eutectic solvent as extraction in liquid-phase microextraction. A DES 

containing phenol as a hydrogen bond donor and choline chloride as a hydrogen bond acceptor was used as the extraction solvent. THF was used 

as a dispersant solvent to form small droplets of turbidity. The target analyte was extracted into trace DESs phase. After centrifugation, the upper 

DESs phase was subjected to high-performance liquid chromatography for analysis. Various parameters affecting extraction efficiency were 

investigated and optimized. The results were shown that the DESa molar ratio of choline chloride and phenol 1:2 is the best extraction efficiency. 

Under the optimum conditions are as follows: sample volume 5 mL, DES2 150 μL, and THF 150 μL, ultrasonic time 20 min and centrifugation 

time 10 min. The recoveries were between 73.7%~102.3%, the relative standard deviations (RSDs) were between 0.7%~7.1%, and the low 

limits of detection (LOD) were 0.026~ 0.052 μg/L.  

Key words: deep eutectic solvents (DESs); liquid phase microextraction (LPME); fungicides; ultra high performance liquid 

chromatography (UPLC) 

 
离子液体（Ionic liquids，ILs）在过去几十年中被

认为是一种绿色溶剂，并引发了高热度的研究。然

而，随着研究的不断深入，传统的离子液体也暴露出

了低生物降解能力弱、生物相容性差、可持续性不 
收稿日期：2019-03-21 

基金项目：河北省自然科学基金项目（B2017405049）；河北省高等学校科学

重点研究（ZD2016139）；河北北方学院博士基金项目资助 

作者简介：赵桐桐（1995-），女，硕士研究生，研究方向：农产品安全 

通讯作者：王素利（1968-），博士，教授，研究方向：农药残留分析和环

境毒理 

强[1]等特点，其安全性开始被质疑。2003 年，Abbott
等[2]发现共熔溶剂（Deep eutectic solvents，DESs），

它被认为是一种离子液体类似物。具有和离子液体相

似的物理性质，比如低蒸汽压，优良导电性等并且能

在室温下以液体的形式存在，同时具有生产成本低

廉，合成路线简单，可生物降解，无毒环保等优点，

因此，DESs 被认为是一种环境友好型溶剂。 
正是由于 DESs 一系列的优势，越来越多的科学

工作者们开始将目光转移到低共熔液体的研究中[3]。

到目前为止，已经被广泛应用于不同的学科，如催化，
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提取，生物化学和电化学等领域，特别是低共熔溶剂

在提取和分离纯化领域具有很强的作用[4-6]。低共熔溶

剂还被应用于微波辅助萃取顶空固相微萃取技术的吸

收烟草中挥发性溶剂介质[7]、分散固相萃取中的洗脱

剂[8,9]、色谱中的添加剂、作为新型的流动相添加剂，

改善色谱峰形[10,11]等。 
20 世纪 90 年代，Jeannot 和 Cantwell[12]提出液相

微萃取(Liquid phase microextraction，LPME)技术，替

代传统的分散液液微萃取 (Dispersive liquid-liquid 
microextraction，DLLME)，应用于不同类型的液相微

萃取技术中。近年来，随着技术的不断延伸和发展，

DESs 液相微萃取成功应用测定了水和生物样品的美

沙酮[13]，水中的多环芳烃[14,15]，境水中重金属[16,17]，

同样 Arain[16]以 1-硝基-2-萘酚作为配体，测定了水中

的钴，Khezeli 测定了槛榄油、芝麻油中的酚酸类，Liu
食用油中的叔丁基对苯二酚[18,19]。 

本研究以苯酚作为氢键给体，氯化胆碱作为氢键

受体组合而成的低共熔混合物作为提取溶剂，研究对

5 种杀菌剂类的提取效率，建立低共熔溶剂超声辅助

液相微萃取技术（DES-UA-LPME）测定 5 种杀菌剂

的残留分析方法，减少有机溶剂的使用对环境及人体

健康构成的危害。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Acquity UPLC H-Class 型超高效益相色谱，美国

Waters 公司；WD-9415E 型超声清洗器，北京市六一

仪器厂；QL-901 型涡旋仪，澳门市其林贝尔仪器制造

有限公司；TDL-50B 低速台式离心机，上海安亭科学

仪器厂；ALC-210.4 分析天平，德国 Acculab 公司。 
乙腈（色谱纯），美国 Mreda；氯化胆碱（纯度

99%），中国阿拉丁有限公司；苯酚（纯度≥99.5%），

中国阿拉丁有限公司；四氢呋喃（THF，分析纯），天

津市永大化学试剂有限公司；5 种农药标准品（三唑

醇、嘧霉胺、三唑酮、烯唑醇、嘧菌环胺）纯度均大

于 98%，中国标准物质有限公司；实验用水为超纯水。 

1.2  DESs的制备 

称取一定量的氯化胆碱和苯酚按照 1:1（DES1），

1:2（DES2），1:3（DES3），1:4（DES4），1:5（DES5）

的比率进行混合。将混合物涡旋、静置直至完全混合

成无色透明液体，避光保存备用。 

1.3  样品前处理 

取 5 mL 水样放入 10 mL 玻璃离心管中，加入一

定浓度的混合标准溶液，混合均匀。吸取 150 μL 的

DESs 于玻璃离心管中，再加入 150 μL THF，涡旋 1 
min，超声 20 min，在转速 3500 r/min 条件下离心 10 
min。用微量注射器吸取上层有机相于干净的试管中，

加入 50 μL 乙腈稀释，然后经 0.22 μm 有机相滤膜过

滤注入 UPLC 中分析测定。 

1.4  液相色谱条件 

色谱柱：Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 柱

（2.1×100 mm，1.8 um）；流动相 A：水，B:乙腈；检

测波长：225 nm；流速 0.3 mL/min；进样量 6 μL；梯

度洗脱条件见下表： 
表1 流动相梯度洗脱条件 

Table 1 Mobile phase gradient elution conditions 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0 80 20 

5 60 40 

15 40 60 
18 20 80 

1.5  数据分析 

本实验回收率计算方法如下：以样品峰面积与标

准溶液峰面积定量，根据测得的有机相中分析物的峰

面积求得各物质的浓度，萃取回收率 ER 即有机相中

的分析物的萃取量占分析物总量按以下公式计算： 
org org

0 aq

C VER 100%
C V

= ×  

式中：Corg：有机相中分析物的浓度；C0：水溶液中添加

浓度；Vorg：有机相的体积；Vaq：水溶液的体积。 

2  结果与讨论 

2.1  氯化胆碱、苯酚、氯化胆碱与苯酚的红外

光谱图 

氯化胆碱、苯酚、氯化胆碱与苯酚的红外光谱图

如图 1。 
从图1中可以看出，氯化胆碱的吸收峰和苯酚的吸

收峰大致在同一波数处，峰强度也相近，混合物的吸

收峰为两者的吸收峰叠加，但是峰强度有所减弱。第

一点，高度变矮，峰强度减弱，说明有一部分原来振

动的基团受到两者混合后其他的阻碍，振动降低；第

二点，从细微出观察可以看到，3600~3000 cm-1处的

O-H振动带略微向波数低的方向偏移，说明振动频率
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略微降低，为分子间氢键的形成会是电子密度扁平化，

略微降低O-H的电子云密度，使得振动频率下降，由

此说明，两者之间形成了分子间氢键。综上所述，氯

化胆碱与苯酚形成的混合溶剂，两者之间存在氢键作

用力，且溶剂的红外性质两者相似，不会产生其他的

杂质峰，在形成低共熔溶剂的同时又不改变溶剂的红

外性质。 

 

 

 
图 1 氯化胆碱、苯酚、氯化胆碱与苯酚的红外光谱图 

Fig.1 FT-IR spectra of choline chloride、phenol、choline 

chloride and phenol 

注：a：氯化胆碱；b：苯酚；c：氯化胆碱与苯酚。 

2.2  低共熔溶剂最佳萃取条件 

在此文章中，DES-UA-LPME技术用于提取和测

定5种杀菌剂，对影响提取效率的各种主要影响参数进

行了优化和选择。参数优化均在添加浓度为20 µg/L的
水溶液中进行，每次实验是在改变一个参数其它参数

保持不变的条件下进行的，每个实验重复6次。 

2.2.1  DESs 比例的的选择 

 
图 2 氯化胆碱与苯酚的比例对萃取效率的影响 

Fig.2 The effect of molar ratio of choline chloride and phenolon 

extraction efficiency 

为了找出氯化胆碱和苯酚的合适比例，将氯化胆

碱作为氢键接受体、苯酚作为氢键给体，以不同比例

在涡旋仪上以 3500 r/min 涡旋，直到完全混合至无色

透明液体，不同的比例对于 DESs 的密度是重要的影

响因素，同时影响对分析物的提取效率。本实验研究

了氯化胆碱和苯酚摩尔比为 1:1、1:2、1:3、1:4、1:5
形成的 DESs 分别对 5 种杀菌剂萃取效率的影响，图

2 所示的结果是在 5 种不同比例萃取溶剂条件下 5 种

农药峰面积的变化，可以明显看出 5 种不同比例的

DESs 均有一定的萃取效果，当比例为 1:2 时对 5 种农

药的萃取效果明显优于其他 DESs，DES1的萃取效果

也比 DES4、DES5的效果好，可能是由于苯酚比例的

加大导致低共熔溶剂的粘度增大，影响了萃取效果。

因此，选择比率 1:2 的 DES2作为最佳溶剂进行进一步

的试验。 

2.2.2  DESs 的体积对萃取效率的影响  

 
图 3 DES 的量对萃取效率的影响 

Fig.3 Effect of the amount of DES on extraction efficiency 

DESs 作为液相微萃取技术中的提取溶剂，与分

析物通过 π-π 共轭作用和氢键作用进行萃取，DESs
的体积对于其萃取效果是非常重要的影响因素，本研

究对氯化胆碱和苯酚 1:2 比例条件下，研究体积在

0~180 μL之间的萃取效率实验。分析结果如图3所示，
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DESs 用量的多少对于萃取效率具有很大的影响，而

且不同量的 DESs 对不同农药的萃取效果也不同，

DESs 150 μL 时对 5 种农药萃取效果均较优。因此，

以 DESs 体积 150 μL 作为条件进行进一步试验。 
2.2.3  THF 的体积对萃取效率的影响 

DLLME-DESs是一种基于水介质中DESs的自聚

集和乳化的方法，因此，需要通过在萃取过程中加入

非质子溶剂，如四氢呋喃（THF）与水溶液分离[18]。

故，THF 的加入量对于萃取效率也会产生一定的影

响，本研究对 THF 50、100、150、180、200 μL 进行

萃取实验，试验结果如图 4 显示。分析数据可知，当

THF 的添加量较低时，萃取过程乳化程度较低，对于

农药的提取效率并不高。随着量的增多，萃取效率显

著提升，但是在该研究的几个变量中，当 THF 的添加

量超过 150 μL 时，萃取效率并没有显著的提升，甚至

对于个别农药有下降的趋势。因此，选取 THF 为 150 
μL 作为最佳萃取条件进行进一步试验。 

 
图 4 THF 的体积对萃取效率的影响 

Fig.4 Effect of the amount of THF on extraction efficiency 

2.2.4  超声萃取时间的选择 

 
图5 超声时间对萃取效率的影响 

Fig.5 The effect of ultrasonic time on extraction efficiency 

超声在整个试验过程中是很重要的一个过程，它

可以使 DESs 尽可能地分散到水样中，与农药有充分

地接触。因此，对试验结果也具有一定的影响，本研

究对超声 1、3、5、10、20、30 min 进行萃取分析，

结果如图 5 显示。当超声时间较短时，DESs 分散性

不好，萃取结果并不理想，当超声时间足够时，萃取

也取得了理想的结果。当萃取时间超过 20 min 后，

DESs 分散性已经达到了最优效果，因此继续延长超

声时间并没有太大的意义。故选取 20 min 作为最佳超

声时间进行研究。 
2.2.5  离心时间的选择 

离心可以使 DESs 相与水相分离形成明显的分

层，离心过后，DESs 相位于上层。若离心时间不足，

有机相与水相分层不明显，不利于对分析物的提取。

本研究在转速 3500 r/min 条件下分别离心 1、3、5、
10、20 min。结果如图 6 所示，当离心时间达到 10 min
后，样品中的两相可以看到明显的分层，萃取效率也

能达到最佳。因此，离心时间选用 10 min 即可进行进

一步试验。 

 
图 6 离心时间对萃取效率的影响 

Fig.6 The effect of centrifuge duration on extraction efficiency 

2.2.6  样品体积容量的影响 

本研究分别对 1、3、5、6、8 mL 不同体积水进

行了萃取效率影响实验研究，结果显示如图 7，当样

品容量在 1 mL 到 5 mL 时，萃取效果并没有显著地变

化；当样品容量超过 5 mL 时，DES2的萃取效果稍有

下降，此时 DES2的量不足够支持萃取。因此，选用 5 
mL 样品量进行进一步试验。 

 
图 7 样品的体积对萃取效率的影响 

Fig.7 Effect of sample volume on extraction efficiency 
2.2.7  pH 的影响 

pH值是液相萃取技术中影响萃取一个重要因素，
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影响分析物的存在状态和在水相中的溶解度，在本节

研究中，调节混合溶液 pH 值，使 pH 值为 2、3、4、
5、6、7、8、9，在此条件下研究 DESs 对 5 种杀菌剂

萃取效率的影响，pH 值用 0.5 mol/L HAC 和 0.5 mol/L 
NaOH 调节。研究结果表明，pH 值对萃取效果并没有

太大的影响，正常操作情况下 pH 值的波动并不大，

因此，在接下来的研究过程中没有调节 pH 值。 

2.3  方法有效性评价 

2.3.1  方法的线性、精密度和检出限 

在最佳优化实验条件下，向水中加入一定浓度的

混合标准溶液，对其线性、回收率、重复性、最小检

出浓度和定量限进行考查，结果如表 2 所示。以 5 个

浓度添加水平的样品峰面积对浓度进行线性回归，每

个浓度 3 个重复。10~500 µg/L 范围内线性良好，相关

系数为 0.9991~0.9996；最小检出限以 3 倍信噪比计算

为 0.026~0.052 µg/L，定量限以 10 倍信噪比计算为

0.09~0.17 µg/L。 
表2 线性、相关系数(R2)、回收率、LOD和LOQ 

Table 2 The linearity, correlation coefficients (R2), LOD and LOQ 

分析物 回归方程 相关系数 R2 检出限 LOD/(µg/L) 定量限 LOD/(µg/L) 

三唑醇 y=25779x+810.2 0.9996 0.031 0.10 

嘧霉胺 y=28077x-1416.1 0.9992 0.051 0.17 

三唑酮 y=39164x-1690.4 0.9996 0.043 0.14 

烯唑醇 y=39591x-2022.9 0.9993 0.052 0.17 

嘧菌环胺 y=50437x+1313.9 0.9991 0.026 0.09 

表3 种杀菌剂在自来水、河水、田间水中20 µg/L和 50 µg/L添加浓度的回收率 

Table 3 Recoveries of five fungicides in tap water, river water and field water at two spiked level of 20 µg/L and 50 µg/L 

杀菌剂 
添加水平 

/(µg/L) 

自来水 河水 田间水 

回收率/% 
相对标准 

偏差 RSD/%
回收率/%

相对标准 

偏差 RSD/%
回收率/% 

相对标准 

偏差 RSD/%

三唑醇 
20 85.91 2.91 80.62 5.60 88.93 4.63 

50 97.52 0.71 87.91 6.51 73.69 2.21 

嘧霉胺 
20 75.58 4.83 88.34 3.52 92.42 5.87 

50 93.66 1.06 89.73 4.31 98.21 7.11 

三唑酮 
20 89.84 1.30 96.47 1.23 91.73 5.52 

50 92.31 5.44 97.32 3.85 87.12 2.11 

烯唑醇 
20 90.52 3.45 92.81 2.24 102.25 2.86 
50 89.34 5.22 92.07 1.31 78.51 4.85 

嘧菌环胺 
20 96.84 0.94 91.19 5.62 96.58 4.11 

50 89.92 3.31 87.92 0.84 85.11 2.83 

2.3.2  方法验证和实际样品分析 

采集本地自来水、河水、田间水样，按上述方法

进行添加浓度为 20 µg/L 和 50 µg/L 的回收率实验，结

果如表 3 所示。从表中可知，回收率在 73.7%~102.3%
之间，RSD 小于 10%。自来水、河水、田间水样中分

析物的浓度均低于定量限，未检出。 

3  结论 

本研究建立了低共熔溶剂液相微萃取高效液相色

谱测定杀菌剂的残留分析方法，同时对影响萃取效率

的一些影响因素（如 DESs 的比例、体积、超声萃取

时间和离心时间、溶液 pH 值等）进行了优化，确定

了最佳萃取条件。该技术利用氯化胆碱和苯酚混合组

成的 DESs 作为萃取剂，减少了有毒有害溶剂的使用。

并且对不同水样进行添加回收率实验，得到满意的结

果，该方法提取效率高、简便、快速、环保，为日后

进一步研究其他低共熔溶剂的萃取试验做了铺垫，为

实际检测残留农药提供安全可靠的提取和分离技术。 
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