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抑霉唑的毛细管电泳手性拆分及其在线富集

虞    婕,    许杭杰,    赵美蓉,    岳思青*

(浙江工业大学 环境学院，杭州 310029)

摘   要：采用毛细管电泳法对抑霉唑进行手性拆分，研究了手性选择剂 β-环糊精 (β-CD)、有机

添加剂、NaH2PO4、NH4H2PO4 和分离电压对手性拆分的影响；同时，采用堆积法对抑霉唑进

行在线富集，研究了进样压力和进样时间对在线富集的影响。结果表明：在分离电压为 20 kV、

β-CD 浓度为 5 mmol/L 及缓冲体系为 2.5% 异丙醇 + 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4

时，抑霉唑获得最佳分离度，分离度可达 3.0；在分离电压为 20 kV、β-CD 浓度为 5 mmol/L、
缓冲体系为 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4 + 50 mmol/L H3PO4 及进样条件为

13.8 kPa × 99.9 s 时获得最高富集倍数，富集倍数达 91~92 倍。
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Enantioseparation and on-column preconcentrstion of imazalil by
capillary electrophoresis

YU Jie,    XU Hangjie,    ZHAO Meirong,    YUE Siqing*

(College of the Environment, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310029, China)

Abstract: The enantioseparation of imazalil was conducted by capillary electrophoresis, and the effects
of chiral selector β-cyclodextrin(β-CD), organic additives, NaH2PO4, NH4H2PO4 and separation voltage
on the resolution were studied. And the effects of the injection pressure and preconcentration times on
the on-column preconcentration of imazalil were studied by the stacking method. The results showed
that the best resolution was achieved under the following conditions: separation voltage 20 kV, β-CD
5 mmol/L and a buffer system of 2.5 % isopropanol + 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4 .
And the resolution was up to 3.0. The highest enrichment factor was obtained at the separation voltage
of 20 kV using 5 mmol/L β-CD, a buffer system of 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4 +
50 mmol/L H3PO4, and the injection conditions of 13.8 kPa×99.9 s. And the enrichment factor was up
to 91-92 times.

Keywords:  imazalil;  capillary  electrophoresis;  enantioseparation;  stacking  method;  on-column
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目前，手性农药在全球商业化农药中约占

30%，在近 10 年商品化的 44 种新农药中约有

43% 为手性农药[1]，但市场上的手性农药大多以外

消旋体的形式销售和使用，单一对映体占比不足
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10%[2]。越来越多的研究表明，手性对映体的生物

活性差异很大，如：R-甲霜灵的杀菌活性是 S-甲
霜灵的 10 倍左右[3-4]；R-沙利度胺对孕妇有镇静止

吐的功效，而 S-沙利度胺对婴儿则有致畸作用[5]。

因此，对手性农药进行拆分以获得单一对映体，

有助于进一步开展对映体选择性的相关研究，从

而提升农药的环境安全性。

目前，手性拆分技术以色谱法为主，常用的有

气相色谱 (GC) 法[6-8]、高效液相色谱 (HPLC) 法[9-10]、

超临界流体色谱 (SFC) 法和毛细管电泳 (CE)[11-14]

法等。与 GC 和 HPLC 法相比，毛细管电泳法在

手性拆分上具有适用种类多、分离效率高、分析

时间短、操作便捷和使用成本低等优点[15-17]，但由

于毛细管电泳的进样量小、紫外检测器的检测限

较高，导致方法的灵敏度低，从而限制了其在痕

量分析检测中的应用。近年来，为弥补 CE 法灵敏

度低的缺点，相关学者利用在线富集技术进行了

诸多研究[18-20]，其中，堆积法作为一种重要的在线

富集技术已在痕量检测中得到广泛应用[21-23]。

抑霉唑 (imazalil) 是一种常用的手性农药 (结
构式如图式 1)，属于咪唑类内吸性杀菌剂，是苯

并咪唑类杀菌剂的替代药剂，主要用于柑橘、苹

果等瓜果类在贮运期发生的绿青病及绿霉病的

防治[24]。

目前，在抑霉唑手性拆分研究中，多采用高

效液相色谱-手性固定相法 (HPLC-CSP) 作为分离

方法，例如：Chai 等[25] 以纤维素-三 (4-甲基苯甲

酸酯) (CTMB) 和纤维素-三 (3-氯-4-甲基苯基氨基

甲酸酯) (CCMPC) 为手性固定相对抑霉唑进行手

性拆分，分别获得了 12.68 和 4.75 的最佳分离

度；Li 等 [26] 以 CCMPC 为手性固定相拆分抑霉

唑，获得了<0.60 μg/kg 的定量限和 1.75 的分离

度。虽然 HPLC-CSP 法能获得满意的分离度和较

高的灵敏度，但分析时间长、操作复杂且成本

高，对于拆分价格便宜的抑霉唑来说过于昂贵。

因此，采用操作简易、成本低廉的 CE 法对抑霉唑

进行手性拆分研究具有现实意义，而 Kodama 等[27]

的研究也表明，CE 法同样能实现抑霉唑的良好拆

分 (分离度为 6.0)。由于 CE 法的灵敏度较低，所

以需在其基础上增加在线富集的研究。因此，笔

者以抑霉唑为研究对象，以 β-环糊精[28] 为手性选

择剂，采用毛细管电泳法对抑霉唑对映体进行了

手性拆分，并采用堆积法对抑霉唑的在线富集进

行了研究。

1    材料与方法

1.1    试验材料

Beckman P/ACE MDQ 毛细管电泳系统 (Beckman
Coulter，Inc.，美国)，自带紫外检测器；MIlli-
Q 纯水仪 (Millipore，美国)；规格为 50 μm (内径) ×
65 cm 的未涂层熔融石英毛细管 (永年锐沣色谱器

件有限公司，中国)；抑霉唑和 β-环糊精 (β-CD)，
购自 Dr. Ehrenstorfer Gmbh (德国)；甲醇、乙腈和

异丙醇为色谱纯，购自 Burdick & Jackson (韩
国)；NaH2PO4 和 NH4H2PO4 为分析纯，购自广东

光华科技股份有限公司 (中国)。
1.2    毛细管电泳分析

毛细管使用前的活化：用甲醇冲洗 8 min；超

纯水冲洗 4 min；1 mol/L 的盐酸冲洗 8 min；超纯

水冲洗 4 min；0.1 mol/L 的氢氧化钠冲洗 8 min；
超纯水冲洗 4 min；缓冲溶液冲洗 5 min。每次进

样前的平衡：超纯水冲洗 5 min；0.1 mol/L 的氢氧

化钠冲洗 5 min。
分析条件：紫外检测波长 214 nm；分离电压

20~30 kV (反向电压)；柱温 25 ℃；进样压力

3.4~13.8 kPa；进样时间 3.0~99.9 s。
1.3    抑霉唑手性拆分条件的优化

1) β-CD 浓度的优化。在 50 mmol/L NaH2PO4 +
5 mmol/L NH4H2PO4 的缓冲体系和 25 kV 分离电

压的基础分离条件下，对 β-CD 浓度进行优化。β-
CD 的优化浓度设定为 3、5、10 和 15 mmol/L。

2) 有机添加剂的优化。在 5 mmol/L β-CD +
50 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4 的缓冲

体系和 25 kV 分离电压的基础分离条件下，选用

甲醇、乙腈和异丙醇 3 种有机溶剂，分别在各溶剂

的体积分数为 2.5%、5%、7.5% 和 10% 下进行优化。

3) NaH2PO4 浓度的优化。在 5 mmol/L β-CD +
2.5% 异丙醇 + 5 mmol/L NH4H2PO4 的缓冲体系和

25 kV 分离电压的基础分离条件下，对 NaH2PO4

O N

N*

ClCl

图式 1    抑霉唑结构式 (*代表手性中心)
Scheme 1    The structural formula of imazalil

(*denotes the chiral center)
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浓度进行优化。NaH2PO4 的优化浓度设定为 25、
50、75 和 100 mmol/L。

4) NH4H2PO4 浓度的优化。在 5 mmol/L β-CD +
2.5% 异丙醇 + 75 mmol/L NaH2PO4 的缓冲体系和

25 kV 分离电压的基础分离条件下，对 NH4H2PO4

浓度进行优化。NH4H2PO4 的优化浓度设定为 0、
5、10 和 15 mmol/L。

5) 分离电压的优化。在 5 mmol/L β-CD +
2.5% 异丙醇 + 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L
NH4H2PO4 的缓冲体系下，分别在 20、25 和 30 kV
下进行优化。

1.4    抑霉唑在线富集

在优化的拆分条件下 (考虑到重复性，缓冲体

系中不再包含有机添加剂)，采用堆积法对抑霉唑

进行在线富集研究。采用压力进样模式，以 50 mg/L
的抑霉唑在 3.4 kPa × 3.0 s 进样条件下所得的电泳

图为原始对照，通过增加进样压力或延长进样时

间的方式对 5 mg/L 抑霉唑的分离度和富集效果进

行研究。

1.5    分离度与富集倍数的计算

试验数据使用 32 Karat Version 7.0 软件处

理。分离度 (R) 和富集倍数 (F) 分别按公式 (1) 和
(2) 计算。

R =
2(t2−t1)
W2+W1

(1)

(1) 式中：t 为迁移时间；W 为基线峰宽 (用时

间表示)；1 和 2 分别代表两个组分。

F =
S
S 0
×n (2)

(2) 式中：S0 为 50 mg/L 样品在 3.4 kPa × 3.0 s
进样条件下的峰面积；S 为 5 mg/L 样品在不同

进样条件下的峰面积；n 为稀释倍数，本研究以

50 mg/L 的样品质量浓度为基准，对 5 mg/L 的样

品进行富集，则 n = 10。

2    结果与分析

2.1    抑霉唑手性拆分条件的优化

2.1.1    β-CD 浓度对分离度的影响　结果 (图 1) 表
明：在设定的 β-CD 浓度范围内，随着 β-CD 浓度

的增加，抑霉唑对映体的分离度不断减小。但在

观察出峰情况时发现，对映体保留时间随着 β-
CD 浓度的增加先缩短后延长，当 β-CD 浓度为

5 mmol/L 时，保留时间最短。虽然在 3 mmol/L

的 β-CD 条件下分离度最高，但其结果不稳定且重

现性较差。最终以 5 mmol/L 的 β-CD 为优化条件

进行后续优化试验。

2.1.2    有机添加剂对分离度的影响　结果 (图 2)
表明：添加体积分数为 2.5% 的异丙醇，能明显促

进抑霉唑对映体的分离，但随着其体积分数的增

加，分离度不断减小；添加不同量的甲醇对抑霉

唑对映体的分离度均无明显促进或抑制作用；而

添加乙腈明显抑制了抑霉唑对映体的分离。因

此，以 2.5% 的异丙醇为优化条件进行后续优化。

2.1.3    NaH2PO4 浓度对分离度的影响　在 25 kV
的分离电压下， 当 NaH2PO4 的浓度在 25、50、
75 和 100 mmol/L 时，对应的抑霉唑对映体的分离

度分别为 1.90、2.30、2.80 和 3.20，且对映体的基
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图 1    不同 β-CD 浓度下抑霉唑对映异构体的分离度

Fig. 1    The resolution of imazalil enantiomers under the
different concentrations of β-CD
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图 2    有机添加剂种类及用量对抑霉唑对映异构体

分离度的影响

Fig. 2    The effects of the kind and the volume fraction of
organic additives on the resolution of imazalil enantiomers
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线峰宽基本不变，保留时间随浓度增加而延长，

但当浓度为 100 mmol/L 时，由于电流过大，对映

体的保留时间和分离效果均不稳定。因此，以

75 mmol/L 的 NaH2PO4 为优化条件进行后续优化。

2.1.4    NH4H2PO4 浓度对分离度的影响　在 25 kV
的分离电压下，当 NH4H2PO4 的浓度在 0、5、
10 和 15 mmol/L 时，对应的抑霉唑对映体的分离

度分别为 2.17、2.80、2.33 和 2.30，其中当

NH4H2PO4 的浓度为 5 mmol/L 时，分离度最佳，

且对映体的基线峰宽分别为 0.23、0.17、0.22 和

0.20，保留时间基本不变。因此，以 5 mmol/L 的

NH4H2PO4 为优化条件进行后续优化。

2.1.5    分离电压对分离度的影响　结果 (图 3) 表
明：当分离电压为 20、25 和 30 kV 时，对应的抑

霉唑对映体的分离度分别为 3.0、2.8 和 2.4，且分

离电压越大，保留时间越短。其中当分离电压为

20 kV 时，分离度达到最大，但继续减小分离电压

会导致对映体保留时间和拆分效果不稳定。因

此，将分离电压确定为 20 kV。

综上，在优化后的缓冲体系和分离电压条件

下，抑霉唑对映体的分离度达到 3.0，拆分效果如

图 3C 所示。

2.2    抑霉唑在线富集的效果

由 50 mg/L 的样品在 3.4 kPa × 3.0 s 进样条件

下所得电泳图谱 (图 4A) 与 5 mg/L 样品在 3.4 kPa ×
60.0 s 进样条件下所得电泳图谱 (图 4B) 可知，在

不含有机添加剂及优化后的缓冲体系中，增加进

样时间仅取得 7~8 倍的富集效果。

因此，为提高富集效果，还需要增加样品区

带与缓冲体系区带的电导差异。于是，在优化后

的 5 mmol/L β-CD + 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L
NH4H2PO4 的基础上加入 50 mmol/L H3PO4，以加

强电导效果。此时，5 mg/L 样品在 13.8 kPa × 99.9 s
的进样条件下，富集倍数可达到 91~92 倍 (图 4C)。
此外，分析图 4 的电泳图谱可知，对映体的出峰

时间会随着进样压力的增大和进样时间的延长而
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Fig. 3    The electrophoretogram of imazalil under different
separation voltages
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A：抑霉唑质量浓度 50 mg/L，进样条件 3.4 kPa×3.0 s，5 mmol/L β-
CD，缓冲体系为 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4；B：抑

霉唑质量浓度 5 mg/L，进样条件 3.4 kPa×60.0 s，缓冲体系同 A；C：
抑霉唑质量浓度 5 mg/L，进样条件 13.8 kPa×99.9 s，5 mmol/L β-CD，

缓冲体系：75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4+ 50 mmol/L
H3PO4。 蓝色数字为计算所得峰面积。

A: imazalil concentration 50 mg/L, injection condition 3.4 kPa × 3.0 s,
5 mmol/L β-CD, the buffer system: 75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L

NH4H2PO4; B: imazalil concentration 5 mg/L, injection condition 3.4 kPa ×
60.0 s, the buffer system was same as A; C: imazalil concentration 5 mg/L,
injection condition 13.8 kPa × 990.9 s, 5 mmol/L β-CD, the buffer system:

75 mmol/L NaH2PO4 + 5 mmol/L NH4H2PO4+ 50 mmol/L H3PO4.
The blue numbers iodicated the peak area.

图 4    不同进样条件下的抑霉唑在线富集电泳图 (堆积法)
Fig. 4    The electrophoretogram of imazalil under the different

injection conditions after on-column preconcentration
(stacking method)
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延长，且增大进样压力或延长进样时间对对映体

分离度的影响不大。

本研究中所有操作均重复 3 次，结果重复性

良好，样品检测限 (信噪比 S/N = 3) 为 0.5 mg/L，
相对标准偏差为 1.8% ~ 4.0%。

3    讨论与结论

毛细管电泳 (CE) 法因具有高效、快速、便捷

和廉价等优点，成为近年来发展迅速的分离分析

方法，在手性拆分方面更是潜力巨大，但目前尚

未见应用该法对抑霉唑同时进行手性拆分和在线

富集条件优化的研究。此外，目前采用 CE 法进行

化合物手性拆分的研究存在普及性和操作性不强

的问题，主要是因为手性选择剂价格昂贵或试验

条件苛刻。本研究通过选择廉价的手性选择剂，

简化了试验操作和试验条件，旨在推广 CE 法在农

药的手性拆分和在线富集中的应用。

环糊精及其衍生物是采用 CE 法进行化合物对

映体手性拆分研究中应用最为广泛的手性选择

剂，其中，β-CD 因其所具有得空腔可与大多数对

映体相匹配，且成本低廉而成为了最常用的天然

手性选择剂[29]。因此，本研究选择 β-CD 为手性选

择剂，研究了其浓度对抑霉唑对映体分离度的影

响。结果表明：添加 5mmol/L 的 β-CD 效果最

好，该结果与 Chu 等 [ 3 0 ] 的研究结果基本一致。

Chu 等的研究表明，随着 β-CD 浓度的升高，抑霉

唑的两个对映体与 β-CD 的包合能力差异越大，但

是 β-CD 的浓度越高，其黏度就会越大，造成电渗

能力降低，最终影响对映体的分离。此外，Wren
等[31] 的研究认为，手性选择剂的浓度选择与其和

客体形成的包合常数有关，包合常数越大，则所

需手性选择剂的浓度越低，故在优化手性选择剂

浓度时，选择剂与待测物之间的包合常数是重要

的参考之一。本研究通过对缓冲体系组分及分离

电压等的逐一优化，初步取得了较理想的 CE 法手

性拆分的试验条件：缓冲体系为 2.5% 异丙醇 +
75 mmol/L NaH2PO4  + 5 mmol/LNH4H2PO4，

分离电压为 20 kV 时，手性拆分抑霉唑的分离度

为 3.0。对比 Kodama 等[27] 的研究，其以 β-CD 的

衍生物 (2-羟丙基)-β-环糊精 (2-HP-β-CD) 为手性选

择剂对抑霉唑对映体进行拆分， 2-HP-β-CD 的最

佳添加浓度为 4 mmol/L，且分离度可达 6，可

见，仍存在更多廉价且手性拆分能力强的手性选

择剂有待选择，其中二元手性选择剂体系在 CE 法

中的应用也应是后续研究的方向。此外，还可以

对缓冲体系的选择进行研究，并开展一些结构近

似化合物拆分条件的比较研究，为拆分方法的普

适性应用奠定基础。

本研究除了采用 CE 法对抑霉唑的手性拆分条

件进行优化外，还采用堆积法对其在线富集进行了

初步研究。结果表明：在缓冲体系中添加 50 mmol/L
的 H3PO4 以加强电导效果后，在 13.8 kPa × 99.9 s
的条件下进样，抑霉唑的富集效果最佳，富集倍

数可达 91~92 倍。目前，由于缺乏对抑霉唑在线

富集的研究报道，尚无研究结果可比较，且本研

究方法仅基于对标准样品的研究，所以对抑霉唑

而言，堆积法是否是其最佳的在线富集方法仍有

待进一步检验。因此，采用扫集法[32]、选择性耗

尽进样-扫集法 (堆积法与扫集法联用) [33] 等技术进

一步研究抑霉唑的在线富集效果，并进行对比分

析也是后续研究的方向。

综上所述，本研究采用毛细管区带电泳技

术，对抑霉唑对映体进行了手性拆分和在线富集

研究，通过对手性选择剂的种类与浓度、缓冲液

的 pH 与浓度以及分离电压等进行优化，得到了分

离度为 3.0 的抑霉唑最佳手性分离条件：缓冲液

5 mmol/L β-CD + 2.5% 异丙醇+ 75 mmol/L NaH2PO4 +
5 mmol/L NH4H2PO4，分离电压为 20 kV。堆积法

在线富集的结果表明，在添加了 50 mmol/L H3PO4

后，抑霉唑达到 91~92 倍的最佳富集效果。
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