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Abstract: As a class of common plant hormones, cytokinins (CTKs) can greatly promote cell division and have wide 

application in agricultural production. Therefore, it is necessary to monitor the residue of CTKs in food or environment. 

Molecular Imprinting polymer (MIP) with kinetin-6-furfurylaminopurine (6-KT) as the template molecule was prepared using 

multiple polymerizations. The MIP was used as the fiber coating of solid-phase microextraction (SPME), and then molecular 

imprinting solid-phase microextraction (MISPME) assay was developed. A series of MISPME extraction conditions were 

optimized in detail. The extraction was performed at 60°C for 30 min with n-hexane as the extraction solvent and stirring speed 

of 400 rpm, with 15 µL ethanol as the desorption solvent and desorption for 10 min. For vegetable and environmental water 

samples, two kinds of CTKs were analyzed by high performance liquid chromatography with UV detector. The enrichment 

factors of kinetin-6-furfurylaminopurine (6-KT) and N
6
-benzyladenine (6-BA) were 154 and 163, with whose detection limits 

of 0.3 ng/mL and 0.5 ng/mL, respectively. The proposed method was sensitive and reproducible, and it was suitable to the 

pretreatment and selective enrichment of plant hormones. 

Keywords: Molecular Imprinting Technique, Solid-Phase Microextraction, Cytokinin,  

High Performance Liquid Chromatography 
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摘要：细胞分裂素（CTKs）是能有效促进细胞分裂的一类常见植物激素，广泛应用于农业生产。因此，有必要监测食

品或环境中的CTKs类激素残留。以6-糠氨基嘌呤（6-KT）为模板分子，采用多次共聚法制备分子印记聚合物（MIP）。

将该聚合物作为纤维式固相微萃取（SPME）方法的涂层，发展了分子印记固相微萃取方法（MISPME）。详细优化了

MISPME萃取过程的一系列条件，最终选择萃取溶剂为正己烷、搅拌速率为400rpm、60°C萃取30min，再用15µL乙醇

解吸10min后进样分析。结合高效液相色谱-紫外检测器分析蔬菜样品和环境水样中2种CTKs。6-糠氨基嘌呤（6-KT）、
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6-卞氨基嘌呤（6-BA）的富集因子分别为154、163，检测限分别为0.3ng/mL、0.5ng/mL。方法灵敏、重现性好，适用

于植物激素的前处理和选择性富集。 

关键词：分子印迹技术，固相微萃取，细胞分裂素，高效液相色谱 

 

1．引言 

细胞分裂素（CTKs）是一类重要的植物激素，能调

控植物生长发育、增强抗逆性[1,2]。6-糠氨基嘌呤（亦称

激动素，6-KT）、6-卞氨基嘌呤（6-BA）作为2种常用的

外源性CTKs，具有延缓离体组织衰老、诱导愈伤组织分

化、提高植物金属离子胁迫等效果，在实际农业上应用广

泛[3]。然而，植物激素的过度使用也存在一定风险。若长

期食用含有植物激素残留的果蔬或水体，会对人类健康造

成威胁。我国《GB 2763-2012食品中农药最大残留限量标

准》中规定6-BA的限量为0.2 mg/kg[4]。因此，发展一种

高效的植物激素残留测定方法显得尤为重要。 

分子印迹聚合物（MIP）是一类具有空间结构识别

能力的选择性材料[5]，凭借其制备简单、特异性吸附等

优势在样品前处理、色谱柱填料、生物传感器等领域的

研究非常热门[6-8]。将MIP与固相微萃取（SPME）方法

相结合，形成的分子印迹固相微萃取（MISPME）技术

是一种新型样品预处理方法。其中，萃取纤维头式

MISPME于2001年首次报道[9]。鉴于CTKs结构中具有氨

基活性位点，能与酸性功能单体发生作用，为制备MIP

提供了可能。 

以激动素（6-KT）为模板分子制备6-KT-MIP，作为

固相萃取柱填料[10]，或者制成分子印迹整体柱[11]，用

于富集含嘌呤环的4种结构类似CTKs曾有报道。然而，采

用MISPME方法选择性富集CTKs类植物激素的工作仍很

少[12]。实验采用MISPME-HPLC方法成功实现了果蔬或

环境样品中CTKs类植物激素的检测，为植物激素的前处

理和选择性富集提供一个新思路，也有利于食品安全监控

和分析。 

2．实验部分 

2.1．仪器及试剂 

高效液相色谱仪1100型（Agilent，USA）；SPME-HPLC

接口（北京康林有限公司）；DF-101S搅拌器（巩义市科

瑞仪器有限公司，）；Milli-Q超纯水系统（Millipore，USA）；

石英纤维材料（锐沣色谱器件有限责任公司）。 

6-KT、6-BA、吲哚乙酸（IAA）购自百灵威化学技术

有限公司。准确称取6-KT、6-BA和IAA标准品（纯度>98%），

配制成浓度均为1 mg/mL储备液于4°C贮存。6-BA和6-KT

用 0.1 mol/L HCl溶解，IAA用甲醇溶解。 

偶氮二异丁腈（AIBN）购自东莞市沁威化工有限公

司；三羟甲基丙烷三甲基丙烯酸酯（TRIM）、γ-甲基丙

烯酸氧丙基三甲氧基硅烷（γ-MAPs）购自句容大华化工

有限公司；乙二醇二甲基丙烯酸酯（EDMA）购自上海和

创化学有限公司；甲基丙烯酸羟乙酯（HEMA）、甲基丙

烯酸（MAA）、4-乙烯吡啶（4-VP）购自Alfea Aesear公

司；甲醇、乙腈、乙醇为色谱纯，购自德国Merck公司。

所有实验用水均为Milli-Q超纯水。 

2.2．液相色谱条件 

ZORBAX SB-C8色谱柱（ 250mm×4.6mm，5µm，

Agilent）；流动相选择60%甲醇-40%水；流速为1.0mL/min；

最大紫外吸收波长为270nm。 

2.3．MISPME涂层及NISPME涂层制备 

MISPME涂层制备主要参考文献[13]。准确称量17mg

模板分子6-KT，加入150µL功能单体MAA，溶于3.6mL乙

醇中，充分摇匀，室温放置12h，再加入450µL交联剂TRIM

和34mg引发剂AIBN，得到预聚合溶液，超声5min，通氮

10min。将上述预聚合溶液倒入2.0mL衍生小瓶，将硅烷化

的纤维插入瓶中，60°C烘箱中反应8h。按相同步骤和聚合

方法，多次共聚涂渍MISPME涂层，制备一批不同厚度的

涂层。涂层制备完成后，用乙醇-乙酸（90:10，v/v，%）

多次洗脱，除尽涂层中的模板分子。 

制备NISPME涂层作为参照，除不加模板分子6-KT外，

其他步骤同MISPME涂层。 

2.4．SPME萃取过程 

在萃取血清瓶中加入20mL含有6-KT和6-BA组分的

正己烷溶液，将涂有MISPME涂层的纤维插入萃取瓶中，

在400rpm、60°C萃取30min，在SPME接口用15µL乙醇、

解吸10min后直接HPLC分析。 

2.5．样品处理 

白萝卜样品（购于当地超市）：准确称取2g新鲜白萝

卜，搅碎，加入12mL80%甲醇提取液4°C下浸提12h，过

滤，残渣用6mL上述提取液再次浸提1h，合并两次滤液转

移至100mL圆底烧瓶，45°C旋蒸近干，加入20mL正己烷

提取，用于后续分析。 

环境水样（采自福州大学湖水）：准确量取10 mL过

滤的环境水样于100mL圆底烧瓶，45°C旋蒸近干，加入20 

mL正己烷提取，用于后续分析。 

3．结果与讨论 

3.1．MIP涂层制备过程 

3.1.1．MIP聚合反应 

MIP制备过程中，功能单体与模板分子通过非共价作

用形成复合物，因此需根据模板分子的结构特征选择合适

的功能单体。分别考察以HEMA、MAA和4-VP等3种功能
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单体制得的MISPME涂层的萃取性能。结果（表1）表明，

MAA具有羧基，能与6-KT嘌呤环和侧链上的氨基相互作

用，形成更多结合位点，从而更好地萃取6-KT和6-BA。

因此，试验以MAA作为功能单体。当6-KT与MAA摩尔比

为1:10时，MIP中识别位点较多、萃取容量较大。 

考察功能单体MAA与交联剂TRIM两者用量对涂层

萃取能力的影响。当TRIM用量较少时，聚合物交联度较

低，涂层易脱落。当TRIM用量过多时，过度交联也会降

低聚合物的萃取效率。最终设定两者摩尔比为1:1时，能

够保证自制涂层具有较好的萃取效果。 

3.1.2．涂渍次数 

采用多次共聚法，在同一根纤维上反复涂渍，评估涂

层厚度对萃取性能的影响。表1可以看出，MISPME涂层

的厚度随涂渍次数的增加而逐渐增大。经过5次涂渍，涂

层厚度可达11.90µm，对6-KT和6-BA的萃取量达到最大。

涂渍次数超过5次后，过厚的涂层使表面均匀性下降，也

不利于在解析池中操作。 

表1 不同功能单体和涂渍次数对MISPME涂层萃取效果的影响。 

功能单体 
峰面积（LU*s） 

涂渍次数 涂层厚度（µm） 
峰面积（LU*s） 

6-KT 6-BA 6-KT 6-BA 

4-VP 60 88 n=1 0.64 130 179 

HEMA 67 75 n=3 4.24 410 489 
MAA 242 290 n=5 11.90 491 592 

a SPME条件：萃取溶剂正己烷，萃取时间30 min，萃取温度60°C，转速400 rpm；6-KT、6-BA均为0.1 µg/mL 

3.2．MISPME涂层性能 

3.2.1．形貌分析 

选取最佳聚合条件下制备的MISPME纤维涂层，进行

喷金处理后，用环境扫描电镜观察其形貌特征。从图1显

示，涂层表面含有很多不规则的颗粒。进一步放大图可看

出，涂层具有疏松多孔和高度交联的结构，适合萃取具有

特定结构的目标物。 

 

图1 6-KT-MISPME涂层的环境扫描电镜图（左：放大2500倍；右：放大500）。 

3.2.2．耐溶剂性 

SPME方法与HPLC在线联用时，需要利用溶剂在解析

池中将待测物从涂层中解析。因此，需要考察涂层的耐溶

剂能力。用乙醇、乙醇-乙酸（90:10，v/v）、甲醇、乙腈、

丙酮、正己烷等有机溶剂浸泡MISPME涂层24h，涂层仍

然呈现良好的形貌特征。萃取30次后，其萃取性能也未下

降。表明该涂层耐溶剂性能良好，并具有较长的使用寿命。 

3.2.3．涂层富集能力和选择性 

在最佳萃取条件下，将制得的MISPME及NISPME涂

层直接萃取 0.1µg/mL6-KT和 6-BA溶液，与直接进样

10µg/mL待测物的色谱图进行对比。从图2中可以看出，相

同进样体积下，经MISPME涂层萃取的2种物质的峰高显

著增大，6-KT和6-BA的富集因子分别为154、163。 

选择吲哚乙酸（IAA）为对照物，进一步考察涂层的

萃取选择性[13]。研究发现，MISPME涂层对6-KT、6-BA

和IAA的萃取量分别为700 pmol、730pmol和131pmol；

NISPME涂层的萃取量仅为241 pmol、262pmol、142pmol

（图3）。上述两种萃取量相除，得到MISPME涂层对3种

物质的选择性因子分别为2.90、2.78、0.92，表明MISPME

涂层对模板分子6-KT及其类似物6-BA具有较高的选择性，

而对结构差异大的IAA吸附量总体很少。 
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图2 萃取前后两种待测物的色谱对比图（A）直接进样10µg/mL6-KT和

6-BA；（B）MISPME及NISPME涂层萃取0.1µg/mL6-KT和6-BA(最佳萃

取条件：萃取溶剂正己烷，萃取时间30 min，萃取温度60°C，转速 400rpm，

解吸溶剂乙醇，解吸时间10 min，解吸体积15 µL)。 

 

图3 6-KT-MISPME、NISPME涂层对3种物质（0.1 µg/mL）的萃取效果。 

3.3．SPME条件的优化 

3.3.1．萃取条件 

研究了不同极性的4种溶剂（极性顺序：水＞丙酮＞

苯＞正己烷）对MISPME涂层萃取效果的影响。结果表明

（图4a），在正己烷溶液中，MISPME涂层对6-BA和6-KT

有最好的响应；增大溶剂的极性，涂层萃取能力则随之下

降。这是因为极性溶剂可能破坏分析物与MISPME涂层之

间形成的氢键。 

在SPME过程中，搅拌可使涂层对分析物的萃取快速

达到平衡。设置搅拌速度在100-500 rpm范围，最后选择转

速400rpm时，既能保证MISPME涂层有较快的萃取效率，

又能使纤维萃取头经久耐用（图4b）。萃取温度直接影响

待测物在溶液中的扩散速度。温度升高，待测物的萃取峰

随之增大。由于萃取剂正己烷沸点在65°C左右，考虑操作

安全性，最后选择萃取温度为60°C。优化涂层在10-60 min

范围内的萃取性能（图4c）。发现30 min后，萃取基本达

到平衡，萃取量变化不大。 

3.3.2．解吸条件 

分别考察了水（A）、水-乙酸（B，90:10，v/v）、

甲醇（C）、甲醇-乙酸（D，90:10，v/v）、乙醇（E）、

乙醇-乙酸（F，90:10，v/v）等溶剂体系对目标物解吸效

果的影响。由图4d可得，以上溶剂对待测物都有较好的解

吸效果，以乙醇（E）、乙醇-乙酸（F，90:10，v/v）的解

析效果最佳。但少量乙酸的存在会使HPLC谱图基线变差。

经优化解析体积和时间，最终选择15µL乙醇解吸10 min，

就能实现涂层中目标物的快速、完全解吸。 

 

图4 各种萃取条件对涂层萃取性能的影响（a萃取溶剂，b转速，c萃取时间，d解析溶剂；6-KT、6-BA浓度均为0.1 µg/mL）。 
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3.4．分析方法建立 

采用外标法，分别绘制了不同浓度标准品溶液直接进

样和MISPME涂层萃取不同浓度溶液的工作曲线。结果表

明（表2），两种方法均具有良好的线性关系，相关系数

大于0.9903。直接进样时，最低检测限为0.3µg/mL，而

MISPME的方法检测限为0.3ng/mL（6-KT）、0.5ng/mL

（6-BA），表明MISPME方法更加灵敏。 

表2 直接进样与经SPME萃取后的分析方法参数。 

分析物 
直接进样 经过SPME 

线性范围（µg/mL） 相关系数 检测限（µg/mL） 线性范围（µg/mL） 相关系数 检测限（µg/mL） 

6-KT 0.8-10 0.9984 0.3 0.005-0.1 0.9903 3×10-4 

6-BA 0.8-10 0.9985 0.3 0.005-0.1 0.9918 5×10-4 

 

3.5．实际样品分析 

按实验步骤2.5处理白萝卜样品和环境水样。选择浓

度分别为0.01、0.05、0.08µg/mL的6-KT和6-BA加入两种

样品基质中，经SPME萃取后用HPLC分析。结果（表3）

显示，该方法平均回收率在88.6-109.3%之间。同时，环境

水样杂峰较少，白萝卜样品基质稍显复杂，但总体不干扰

测定（图5）。因此，所建立的MISPME法能消除基质干

扰，适用于测定实际样品中的细胞分裂素。 

表3 实际样品加标回收率及精密度（n=3）。 

分析物 
白萝卜加标回收率（RSD%） 水样加标回收率（RSD%） 

0.01（µg/mL） 0.05（µg/mL） 0.08（µg/mL） 0.01（µg/mL） 0.05（µg/mL） 0.08（µg/mL） 

6-KT 103.3（12.1） 91.9（4.2） 105.9（6.1） 109.3（9.8） 96.4（7.8） 94.7（4.1） 

6-BA 88.6（13.4） 90.2（2.7） 101.6（4.4） 93.8（12.2） 89.4（5.6） 92.0（4.5） 

 

图5 实际样品(a:白萝卜，b:水)分析 加标6-KT和6-BA为0.05 µg/mL。 

4．结论 

采用多次共聚法，自制6-KT-MISPME涂层对2种细胞

分裂素类植物激素的最低检测限为0.3ng/mL，选择性因子

分别为2.90和2.78，富集因子高达2个数量级。方法的灵敏

度和选择性都有较大提高，并成功应用于植物样品和环境

水样分析。 
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