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分子印迹固相萃取-高效液相色谱法检测 
奶粉中的双氰胺
刘慧琳，倪天鸿，周凯文，王 静*

（北京食品营养与人类健康高精尖创新中心，北京市食品添加剂工程技术研究中心，北京工商大学，北京 100048） 

摘  要：通过一步聚合法制备以双氰胺为模板分子，甲基丙烯酸为功能单体，乙二醇二甲基丙烯酸为交联剂，偶

氮二异丁腈为引发剂的分子印迹聚合物。通过扫描电子显微镜、红外光谱、紫外光谱等对材料的物理及化学性能

进行表征。采用分子印迹固相萃取结合高效液相色谱法检测实际奶粉样品中的双氰胺残留。该方法的线性范围为

0.01～2.00 mg/L，线性相关系数R2为0.999 4，呈现良好的线性关系，检出限（RSN=3）为0.57×10－2 mg/L，样品加

标回收率为102.5%～104%，相对标准偏差在0.21%～0.86%之间。
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Abstract: A novel molecularly imprinted polymer was developed by a one-step polymerization using dicyandiamide 

as template, methacrylic acid as functional monomer, ethylene glycol dimethylacrylate as cross-linker, and 

azobisisobutyronitrile as initiator. The physicochemical properties of the prepared material were characterized by scanning 

electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, and ultraviolet spectroscopy. A molecularly imprinted solid 

phase extraction coupled with high performance liquid chromatography method was developed using this material to detect 

dicyandiamide in real milk powder samples. The linear range of this method was from 0.01 to 2.00 mg/L, with a correlation 

coefficient (R2) equal to 0.999 4, which had a good linear relationship. The limit of detection (LOD) was  0.57 × 10-2  mg/L 

(RSN = 3). The recovery was ranged from 102.5% to 104%, and the relative standard deviation was between 0.21% and 0.86%.
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双氰胺（dicyandiamide，DCD），又称二氰二胺，

是一种溶于水的白色粉末状物质。DCD常作为硝化抑制

剂[1]来缓解氮肥的分解和转化[2-3]，以提高对氮肥的利用

率[4-6]。但残留的DCD会通过食物链会进入奶牛体内从而
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对奶源造成污染[7]。2014年新西兰的DCD污染事件引起

了国内外的广泛关注。DCD的积累会对人体尤其是婴幼

儿的健康产生危害[8-9]，因此需要建立一种快速高效的检

测机制。

到目前为止，已有多种方法可用于D C D残留的

检测，包括高效液相色谱（high performance liquid 

chromatograph，HPLC）法[10-11]、光谱法[12]、液相色谱-

质谱联用法[13-15]、气相色谱法、荧光检测法[16]、拉曼光 

谱法[17]等。HPLC法预处理步骤较多且样品易受杂质干

扰；紫外检测法前处理简单方便，但灵敏度较低；气相

色谱法灵敏度高，但需进行衍生化处理，不够便捷；液

相色谱-质谱联用法成本较高且需要复杂的预处理过程。

分子印迹技术作为一项新兴技术，其合成的分子印

迹聚合物（molecularly imprinted polymers，MIP）具有高

选择性、高稳定性、高适用性等特点[18-21]。固相萃取技术作

为一种吸附萃取技术，因其能良好地适应各种成分复杂

的实际样品且试剂用量较少而被广泛使用[22-23]。将两者相

结合不仅可以除去实际样品中的干扰基质，而且能够有

效地解决各种复杂实际样品的内源性干扰。样品经过处

理后可直接进入HPLC等仪器中进行检测。最近，分子印

迹固相萃取（molecularly imprinted solid phase extraction，

MISPE）由于其简单方便、成本低廉、精准快速[24-26]，已

成为一个新的研究热点[27-30]。

本实验采用M I S P E的方法，选取D C D为模板

分子，甲基丙烯酸（methac ry l i c  a c id，MAA）为

功能单体，乙二醇二甲基丙烯酸（e thy lene  g lyco l 

dimethacrylate，EGDMA）为交联剂，偶氮二异丁腈

（azobisisobutyronitrile，AIBN）为引发剂通过一步聚合

法制备得到MIP。通过与固相萃取-HPLC技术联用，高

效、灵敏、准确地分离检测奶粉中的DCD残留。本方法

为复杂基质中小分子有机物的分离富集提供了一种新型、

高效的检测方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

乙腈（分析纯） 赛默飞世尔科技有限公司；无水

甲醇、二水合磷酸二氢钠（均为分析纯） 西陇化工股

份有限公司；乙二醇二甲基丙烯酸酯（纯度99%） 北京 

索莱宝科技有限公司；甲基丙烯酸（纯度99%）、氨

水（分析纯） 国药集团化学试剂有限公司；偶氮二

异丁腈（纯度99%）、DCD（纯度99%）、氰胺（纯度

99%）、三聚氰胺（纯度99%）、三聚氰酸（纯度99%）   

北京百灵威科技有限公司；十二水合的磷酸氢二钠（分

析纯） 北京化工厂。

1.2 仪器与设备

SHZ-82A恒温振荡器 常州国华电器有限公司；

WG9220A电热鼓风干燥箱 天津市通利信达仪器厂；

Cary 100 UV-Vis紫外分光光度计 安捷伦科技有限

公司；VELOCITY 18R大容量冷冻离心机 澳大利亚

Dynamica公司；DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器  

予华仪器有限责任公司；Vertex 70傅里叶红外光谱仪  

德国Bruker公司；S-4800扫描电子显微镜 日立集团； 

MX-F涡旋振荡器  大龙兴创实验仪器有限公司；

LC-20AT HPLC仪 日本岛津公司；UGC-24M氮吹仪  

北京优晟联合科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 HPLC条件

色谱柱：Inertsil  ODS-SP（4.6 mm×150 mm，

5 µm）；柱温30 ℃；流速0.2 mL/min，流动相：B相（乙

腈）-A相（水）（3∶7，V/V），进样体积5 µL。

1.3.2 MIP制备  

将 D C D  8 4 . 0 8  m g 与 M A A  0 . 9 4 5  m L 和

EGDMA 0.945 mL按1∶4∶5的比例依次加入25 mL的圆底

烧瓶中并加入45 mL的引发剂AIBN，密封后将其置于

60 ℃的恒温油浴锅中反应24 h。最后得到白色块状的固

体，充分研磨后过筛，直到所有的MIP均能被筛下。最

后用甲醇经索氏提取器洗模板分子10～20 h，洗后将聚

合物烘干备用。作为对照实验，制备了非印迹聚合物

（non-imprinted polymer，NIP）其操作过程除不加模板

分子DCD之外，一切操作皆和上述步骤相同。

1.3.3 pH 7.5缓冲溶液的配制

取二水合磷酸二氢钠6.2 g溶于蒸馏水中并定容至

200 mL，并将其作为A液。再取14.3 g的二水合磷酸氢二

钠溶于蒸馏水中，定容至200 mL作为B液。取A液8 mL和

B液42 mL充分搅拌、混匀后再取混合液20 mL并加蒸馏

水定容至200 mL制成浓度为0.02 mol/L、pH 7.5的磷酸缓

冲溶液。

1.3.4 标准溶液的配制

取200 mg的DCD溶于蒸馏水中，充分混匀，静置

20 min，最后定容至200 mL容量瓶中制成1 g/L的DCD母

液。临用时通过梯度稀释配制成质量浓度0.01～5 mg/L的

标准溶液。三聚氰胺、三聚氰酸、氰胺的标准溶液配制

过程皆同上述操作步骤相同。

1.3.5 MIP吸附性检测

1.3.5.1 MIP的静态吸附

取20 mg的MIP加入到5 mL的DCD溶液中。该DCD溶

液是取不同质量DCD溶于pH 7.5缓冲溶液之中而制成，

质量浓度范围为0.001～1 mg/mL。将其放入恒温振荡器

中室温振荡24 h。再放入大容量离心机中，在5 000 r/min

离心20 min，离心后过滤，取上清溶液，稀释200 倍，放
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入紫外分光光度计中检测。测出的吸光度通过标准溶液

曲线算出DCD所对应的质量浓度，根据下式确定所对应

的吸附量（Q）：

Q C0 Cfree V
W

式中：C0为该溶液的标准质量浓度；Cfree为所测得的

吸光度对应质量浓度；V为DCD溶液的体积；W为所添加

聚合物的质量。

1.3.5.2 MIP的动态吸附

取20 mg的MIP加入到1 mg/mL的DCD溶液中。在室

温的条件下经过不同的振荡时间（5、10、20、30、60、

90、120、180、240 min），在5 000 r/min离心20 min，

过滤，取上清液并稀释200 倍。最后加入1 cm石英比色

皿，以pH 7.5的缓冲溶液作为空白试剂，放入紫外分光光

度计内测得吸光度。所得的吸光度根据标准曲线得出相

对应的质量浓度。

1.3.5.3 MIP的竞争性吸附

选取DCD、三聚氰胺、氰胺、三聚氰酸，各配制成

0.01、0.001 mg/mL两种质量浓度的溶液，再分别在两种

浓度的溶液中添加20 mg的MIP和NIP，后放入恒温振荡

器中振荡24 h。在5 000 r/min离心20 min，过滤，取上层

清液，稀释200 倍。分别加入1 cm比色皿中，以pH 7.5的

缓冲溶液作为空白试剂，4 种分析物分别在波长为219、

212、205、194 nm的条件下进行吸光度检测。通过标准

曲线得出不同的质量浓度。

1.3.6 MISPE预处理

1.3.6.1 MISPE柱的制备

准确称取70 mg MIP添加到准备好的固相萃取空柱

之中，使萃取柱内的聚合物不泄出。作为对照实验，制

取非印迹固相萃取（non-imprinted polymer solid phase 

extraction，NISPE）柱，其操作除添加的柱料是NIP外皆

同上述步骤相同。

1.3.6.2 MISPE柱洗脱液优化

取1 g/L的DCD溶液，梯度稀释成2 mg/L的标准溶液

充当MISPE的上样液，以乙腈-甲醇（3∶1，V/V）为淋洗

液，洗脱液分别为纯甲醇、甲醇-氨水（9∶1，V/V）、甲

醇-氨水（8∶2，V/V）为洗脱液。以相同质量浓度的DCD

溶液充当NIP固相萃取柱的洗脱液，淋洗液相同，洗脱液

为纯甲醇。收集后，在50 ℃条件下氮吹，随后以乙腈复

溶，进行HPLC仪检测。

1.3.7 实际样品的处理

1.3.7.1 奶粉样品的处理

取2 g奶粉样品加入到10 mL乙腈中，振荡1 min，

再超声20 min后，在10 000 r/min条件下离心20 min。

过滤，取上层清液，以此上清液为上样液。乙腈 -

甲醇（9∶1，V / V）为淋洗液，洗脱液为甲醇 -氨水 

（9∶1，V/V）。收集洗脱液并在氮吹浓缩仪中吹干，乙

腈复溶后进行HPLC检测。

1.3.7.2 奶粉样品的加标处理

取不同量的DCD溶于乙腈之中，制成质量浓度2、

1、0.5 mg/L的DCD溶液，将其分别加入到上述处理的奶

粉样品中，进行HPLC加标回收检测。 

1.4 数据统计分析

本实验皆重复3 次取平均值，实验数据以 ±s表示。

采用OriginPro 8.5.1软件进行绘图，采用SPSS Statistics 

17.0进行显著性分析。

2 结果与分析

2.1 结构表征

2.1.1 扫描电镜检测结果

500 nm1.00 kV 6.2 mm200 000 1.5 500 nm1.00 kV 5.9 mm200 000 1.5

a b

图 1 MIP（a）和NIP（b）的扫描电镜图

Fig. 1 Scanning electron micrographs of MIP (a) and NIP (b)

由图1可以看出，MIP的表面结构较为粗糙，这是因

为当制备好的MIP经过洗模板后，目标物分子DCD被洗

脱下来，MIP内部形成一个特异性的空穴结构。而NIP

表面较为光滑，没有很强的凹凸感，排列也相对致密一

点，则是因为其并没有参与洗脱模板分子的过程。

2.1.2 傅里叶红外光谱检测

4 000 3 500 3 000 2 500 2 000 1 500 1 000 500
/cm 1

2 989

1 723

1 462

1 394

1 154

a

4 000 3 500 3 000 2 500 2 000 1 500 1 000 500
/cm 1

2 989

1 723

1 462

1 394

1 154

b

图 2 MIP（a）和NIP（b）傅里叶红外光谱图

Fig. 2 FT-IR spectra of MIP (a) and NIP (b)
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从图2可以看出，二者具有一些相同的特征吸收

峰，这是由于MIP和NIP本身具有相同的化学组成成分，

1 723 cm－1处是—C＝O键的伸缩振动特征吸收峰，代表

着MIP和NIP都存在—COOH键。2 941 cm－1和2 989 cm－1 

（C—H），1 651 cm－1（C＝C），1 462 cm－1（带芳香环

C＝C），1 394 cm－1（C—O），1 154 cm－1（C—N）， 

1 723 cm－1（C＝O），这些说明交联剂乙二醇二甲基丙

烯酸酯已经成功地将印迹聚合物进行了交联。

2.2 MIP的吸附性能分析

2.2.1 MIP的静态吸附分析

1.8
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图 3 DCD对MIP和NIP的静态吸附曲线

Fig. 3 Binding isotherms of MIP and NIP for DCD

如图3所示，MIP和NIP对DCD的吸附性随着初始质

量浓度的增加而增加。在0.001～0.1 mg/mL之间其聚合物

吸附量的增加速率基本稳定，而在0.1 mg/mL之后吸附量

的增长速率逐渐减少，吸附量趋于平衡。由此可以看出

在质量浓度0.1 mg/mL左右聚合物基本吸附完成。
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图 4 MIP的Scatchard方程分析图

Fig. 4 Scatchard equation analysis of MIP

如图4所示，两条直线是对图中散点分两部分进行

线性回归制成的，其方程分别为Q/C=405.81－865.16Q
和Q /C=17.72－9.89Q，其中C为吸附后的平衡质量 

浓度（mg/mL）。根据两个方程的截距和斜率可以得出

其最大吸附量Qmax分别为0.61 mg/g和1.79 mg/g，以及其

解离常数Kd分别为0.001 2 mg/mL和0.101 mg/mL。可以

看出Q/C和Q并不是呈线性关系。这是因为当质量浓度

较低时，吸附还未完全，主要是通过物理手段来进行吸

附的，所以Qmax值比较低。而质量浓度较高时，吸附已

经完成，则是通过化学位点结合的方式完成吸附，吸附

效果较好，Qmax值就较高。

2.2.2 MIP的动态吸附分析
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图 5 DCD对MIP和NIP的动态吸附曲线

Fig. 5 Binding kinetic curves of MIP and NIP for DCD

如图5可知，DCD对MIP和NIP的吸附程度随着时间

的延长而增加。在0～120 min内的吸附量增长速率基本趋

于恒定，而在超过120 min后增长速率突然减少，其曲线趋

于平缓。聚合物在120 min左右的时间内可以完成吸附。

2.2.3 MIP的竞争性吸附分析

b
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图 6 不同基质对MIP和NIP（0.01 mg/mL）吸附对比

Fig. 6 Binding behaviors of different substrates on MIP and NIP (0.01 mg/mL) 
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图 7 不同基质对MIP和NIP（0.001 mg/mL）吸附对比

Fig. 7 Binding behaviors of different substrates on MIP and NIP (0.001 mg/mL)

表 1 不同质量浓度的印迹因子和选择性因子

Table 1 Imprinting factor and selectivity factor at  

different concentrations 

质量浓度/
（mg/L）

选择性因子
（QDCD/QMEL）

选择性因子
（QDCD/QCA）

选择性因子
（QDCD/QCM）

印迹因子
（QMIP/QNIP）

0.01 1.78 2.25 1.92 2.08
0.001 1.71 2.18 2.08 2.03

注：QMEL、QCA、QCM分别为MIP对三聚氰胺、三聚氰酸、氰胺的吸附量。

 
为了评价所制备材料的性能，选择D C D结构类

似物氰胺、三聚氰胺和三聚氰酸进行研究。实验选择 

0.01 mg/mL和0.001 mg/mL两个质量浓度，如图6、7所

示，两个质量浓度下MIP对于DCD的选择性较好，均大

于其结构类似物的选择性。对其选择性因子和印迹因子

进行计算，结果如表1所示，两种质量浓度下DCD的选
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择性因子均大于1.7。说明所制备的MIP对于目标物DCD

具有较好的吸附效果，其原因在于MIP在制备过程中，

加入了模板分子，洗脱后在聚合物的内部及表面形成了

对目标物DCD的特异性孔穴。NIP在两个质量浓度下对

DCD的吸附值相较于MIP均降低至原来的1/2，对其余竞

争物的吸附效果也不明显，计算印迹因子均大于2，说

明所制备的MIP的吸附性能远大于NIP。由此可以看出该

MIP对DCD的特异选择性良好，可用于充当MISPE的柱

料对DCD进行分离、提取。

2.3 MISPE提取液优化分析
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a .纯甲醇为洗脱液的MISPE；b .洗脱液为甲醇 -氨

水（8∶2，V /V）的MISPE；c .洗脱液为甲醇 -氨水

（9∶1，V/V）的MISPE；d.纯甲醇为洗脱液的NISPE。

图 8 不同甲醇-氨水比例洗脱液MISPE/NISPE的HPLC

Fig. 8 MISPE/NISPE liquid chromatography with methanol-ammonia 

mixtures at different ratios as elution solutions

由图8可知，在9.28～9.30 min时有明显的峰面积

出现。而相同质量浓度下以甲醇 -氨水（9∶1，V /V） 

为洗脱液的MISPE在HPLC中的峰面积最大，回收率

为86%，而以纯甲醇为洗脱液的MISPE所测得的回收

率为34.5%，以甲醇 -氨水（8∶2，V /V）为洗脱液的

MISPE所测得的回收率为77%，由此可知以甲醇-氨水 

（9∶1，V/V）为洗脱液的洗脱效果最佳。而由图8d可

知，以纯甲醇为洗脱液的NISPE所测得的色谱峰面积

非常小，回收率仅为3%。以此相比，以相同洗脱液的

MISPE回收率远高于NISPE。证明以MISPE的柱料较好，

且洗脱液为甲醇-氨水（9∶1，V/V）最好。

2.4 DCD标准曲线

DCD的标准曲线方程为y=79 278x－849.827，线性范

围为0.01～2.00 mg/L，R2为0.999 4，检出限（RSN=3）为

0.57×10－2 mg/L。

2.5 实际样品HPLC分析

2.5.1 奶粉样品的HPLC分析
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a.未经MISPE处理；b.经过MISPE处理。

图 9 奶粉样品的HPLC图

Fig. 9 Liquid chromatogram of milk powder sample

从图9可以看出，在9.28～9.30 min之间皆无明显的

峰面积。以此可知在实际样品中DCD的含量非常微

小，不足以被HPLC仪检测出来。从图9a可以看出，未

过固相萃取的色谱图杂峰较多，峰形较宽。而图9b的

色谱峰的杂峰较少且峰形较好，由此可以看出MISPE

的效果良好。

2.5.2 奶粉样品加标的HPLC分析

为了验证所建立方法的准确性，进行了加标回收实

验。由表2可知，添加量分别为2、1 mg/L和0.5 mg/L，每

个添加水平重复3 次。平均回收率别为102.5%、103%和

104%，相对标准偏差在0.21%～0.86%之间，样品回收率
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较好。证明MISPE充当吸附柱料对DCD的特异选择性较

好，所开发的方法可以用于实际样品中DCD的检测研究。

表 2 奶粉中DCD的加标回收率（n=3）

Table 2 Recoveries of DCD spiked in milk powder (n = 3)

加标量/（mg/L） 检出量/（mg/L） 回收率/% 相对标准偏差/%

2 2.05 102.5 0.21

1 1.03 103 0.34

0.5 0.52 104 0.86

此外，将所建立的分子印迹-固相萃取-HPLC技术与

传统的HPLC技术相比较，本实验的线性范围明显更宽，

检出限降低了2 个数量级，说明所制备的分子印迹吸附材

料具有较好的选择特异性，将其作为固相萃取填料后，

可以提高方法的精密度与准确性。

3 结 论

在乳制品中残留的痕量DCD会对人体健康构成威

胁，因此，本实验以MIP作为固相萃取吸附剂，结合

HPLC技术，建立了一种DCD的检测方法。该方法的线性

范围为0.01～2.00 mg/L，相关系数R2为0.999 4，检出限

为0.57×10－2 mg/L。对于复杂样品中DCD的检测具有满

意的回收率和精确性，可用于实际样品中对DCD残留的

测定。该方法的建立为开展DCD污染控制和形成机制研

究提供一定的理论基础和技术支持。
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