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磁性粒子表面自组装辛可宁分子印迹电致化学发光传感器

魏小平 谭艳季 李建平*

( 桂林理工大学化学与生物工程学院，桂林 541004)

摘 要 以辛可宁为模板分子、十二烷基硫醇为功能单体，在 Fe3O4@ Au 纳米粒子表面自组装辛可宁分子印

迹膜，构建了新型磁性粒子-分子印迹电化学发光传感器。通过透射电子显微镜对磁性纳米粒子的粒径分布

及形貌进行了表征，使用红外光谱对比分析了辛可宁、分子印迹膜洗脱前和洗脱后的结构及成分。结果表明，

在最优的实验条件下( 0． 012 mol /L 硼砂缓冲溶液( pH 9． 5 ) ，0． 8 mmol /L Ｒu ( bpy) 2+
3 ) ，辛可宁浓度的对数

在 1 × 10"10 ～ 9 × 10"8 mol /L 范围内，与电化学发光强度变化值有良好的线性关系，检出限为 3． 5×10"11 mol /
L。此传感器灵敏度高、选择性好、易于更新，将其用于血清样品的检测，方法回收率为 98． 8% ～ 104． 7%。
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1 引 言

分子印迹传感器具有对目标分子专一识别的特性以及良好的机械稳定性和热稳定性，近年来受到越

来越多研究者的关注［1 ～ 4］。分子印迹传感器的合成方法通常是使目标分子、功能单体以及交联剂三者之

间发生三维聚合反应，经洗脱模板分子后，留下对目标分子具有较高选择性和亲和力的识别位点。然而，

传统制备方法所得到的印迹传感器每次使用后需要进行印迹膜的更新，繁琐、费时，且重现性差［5 ～ 7］。
磁性 Fe3O4 纳米粒子不仅具有诸多纳米材料的优点，而且还具有超顺磁效应，在外加磁场的作用

下，能够快速实现电极敏感膜的更新。利用磁性粒子作为载体，制备易更新的分子印迹传感器备受关

注［8 ～ 10］。自组装分子印迹技术［11］是指功能单体与模板分子之间通过非共价键作用( 如氢键、静电力、
疏水作用力、范德华力等) 在溶液中自发的形成单体-模板分子稳定复合物的方法，它结合了分子印迹和

自组装技术的优点，已被众多学者研究［12］。
辛可宁( Cinchonin，CCN) 是一种喹啉类生物碱，具有抗心律失常、抗疟等作用。但辛可宁使用不

当，会引起人体中毒，出现头痛、晕眩、耳鸣、恶心、视力及听力减退等症状。目前对辛可宁的检测方法也

有报导［13 ～ 17］。如文献［13］利用传统电聚合法制备的辛可宁分子印迹膜传感器的膜更新比较困难，且

聚合物印迹膜较厚导致电子传递速率慢、传感器灵敏度不高。
本研究在 Fe3O4 @ Au 磁性纳米粒子表面自组装辛 可 宁 分 子 印 迹 膜，利 用 辛 可 宁 分 子 与 底 液

中 Ｒu( bpy) 2+
3 发生共反应以增强其电致化学发光强度的原理，采用电化学发光( ECL) 的方法实现对辛

可宁的测定。此磁性粒子自组装分子印迹膜传感器不仅检测灵敏度较已报导的辛可宁传感器高，而且

利用自组装方法所制备的分子印迹膜结构稳定有序，识别过程扩散阻碍少，响应快。此外，通过施加或

移除外加磁场，实现电极表面的快速更新，有效地克服了传统印迹方法中模板分子洗脱困难的缺点。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

MPI-E 型电致化学发光分析系统( 西安瑞迈分析仪器有限责任公司) ; 电致化学发光采用三电极系

统: 工作电极为磁控玻碳电极，参比电极为 Ag /AgCl( 饱和 KCl) 电极，对电极为铂丝电极。Bransonic200
超声仪( 德国 Branson Ultraschall 公司) ; pHS-2C 型精密酸度计( 上海雷磁精密仪器有限公司) ; GS28-B
电子恒速搅拌器( 上海安亭电子仪器厂) ; DK-8B 型电热恒温水槽( 上海精宏实验设备有限公司) 。
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辛可宁( 上海化学试剂站) ; 三联吡啶氯化钌六水合物( 百灵威科技有限公司) ; 氯金酸( 国药集团

化学试剂有限公司) ; 硼砂缓冲液由 0． 01 mol /L H3BO3 和 0． 1 mol /L NaOH 配制。实验所用试剂均为

分析纯。实验用水均为二次蒸馏水。
2． 2 磁性纳米粒子 Fe3O4@Au 的制备

参照文献［18］方法合成 Fe3O4 @ Au 核壳结构的纳米微粒。称取适量 FeCl3·6H2O 和 FeSO4·
7H2O，以 Fe3+ /Fe2+ = 1 ∶ 2 的摩尔比混合，并溶解在水中，50 ℃ 恒温水浴下高速搅拌，匀速加入适量

NaOH，调节至 pH 10 后，升温至 80 ℃继续搅拌 1 h。整个实验均在 N2 保护下进行。制备的黑色悬浮液

超声 20 min 后，磁铁分离，用水反复洗涤，定容，于 4 ℃保存备用。
取 0． 229 g 柠檬酸钠溶解在 100 mL 水中，搅拌下加热，至 99 ℃时迅速加入 1 mL 上述制备的磁性

Fe3O4 纳米粒子，搅拌片刻，加入 5 mL 10 mmol /L 氯金酸溶液，继续加热并搅拌 15 min，移去热源后继续

搅拌 15 min，待浅棕红色溶液冷却到室温后，通过外加磁场进行分离，并用水清洗后定容到 20 mL，得

Fe3O4@ Au 贮备液，4 ℃保存备用。
2． 3 磁性纳米粒子 Fe3O4@Au 表面自组装分子印迹膜及非分子印迹膜的制备

先将适量上述 Fe3O4@ Au 溶液加入到 5 mmol /L 辛可宁-乙醇溶液中，超声振荡 10 min，室温下静置

12 h，确保辛可宁分子通过静电作用吸附到 Fe3O4 @ Au 纳米粒子表面; 接着，向上述混合液中加

入 15 μL 十二烷基硫醇，摇匀，室温条件下自组装 12 h; 最后，依次用甲醇-乙酸( 3∶ 1，V /V) 溶液和水洗

脱模板分子，即可在 Fe3O4@ Au 表面得到自组装的辛可宁分子印迹膜( Molecularly imprinted membrane，

MIM) 。用同样的方法制备非分子印迹膜( nMIM) ，只是在制备过程中不添加模板分子辛可宁。
2． 4 电致化学发光检测方法

电极在使用之前，先使用 0． 05 μm 的 Al2O3 粉末研磨抛光电极表面，然后分别置于 50% ( V /V)

HNO3、无水乙醇、水中超声清洗，晾干备用。
移取 5 μL 修饰了分子印迹膜的 Fe3O4@ Au，滴加到磁控玻碳电极表面，以此为工作电极。电化学

发光检测是将电极置于不同浓度的辛可宁溶液中进行重吸附后，浸入到含有 0． 8 mmol /L 三联吡啶钌的

12 mmol /L 硼砂缓冲液 ( pH = 9． 5 ) 中，直接测定发光强度。电致化学发光参数设定为: 扫描电位

为 0． 2 ～ 1． 3 V，扫描速率为 100 mV /s，光电倍增管高压为 900 V，放大级数为 4 级。
2． 5 样品处理方法

志愿 者 的 人 体 血 清 样 品 取 自 桂 林 理 工 大 学 医 院。移 取 血 清 样 本 5 mL，加 入 5 mL 过 饱

和( NH4 ) 2SO4，搅拌 5 min，3000 r /min 离心 10 min，除去杂质蛋白，取上清液，于 4 ℃保存备用。

3 结果与讨论

3． 1 核壳型 Fe3O4@Au 磁性粒子的表征

图 1 为 Fe3O4( A) 和 Fe3O4@ Au ( B) 的透射电镜( TEM) 表征图，由图 1 可知，Fe3O4磁性纳米粒子的

图 1 Fe3O4( A) 和 Fe3O4@ Au ( B) 的 TEM 图

Fig． 1 TEM images of Fe3O4( A) and Fe3O4@ Au ( B)
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粒径约为 15 nm，而 Fe3O4@ Au 的平均粒径略大于 Fe3O4，约为 20 nm。
采用红外光谱法对分子印迹膜洗脱前后进行了表征。图 2a 为辛可宁的红外谱图，3442． 30 cm"1 为

OH 的伸缩振动峰，1637． 23 cm"1 为辛可宁中 C N 的伸缩振动峰，1112． 84 cm"1 为辛可宁 C N
的伸缩振动峰; 图 2b 为分子印迹膜的红外光谱图，分子印迹膜中含有辛可宁的特征峰，当洗脱模板分

子辛可宁后，红外光谱中辛可宁的特征峰消失( 图 2c) ，由此可以证明，模板分子被成功移除。
3． 2 传感器的电化学发光响应

电化学发光反应是利用辛可宁含有的叔氨基对 Ｒu( bpy) 2+
3 的电化学发光信号有增敏作用的原理对

辛可宁进行检测。传感器在不同条件下的电化学发光信号见图 3。由图 3 可知，修饰了分子印迹膜的

电极，未洗脱模板分子时，发光强度较大( 曲线 a) ; 而洗脱模板分子后，发光强度明显减小( 曲线 b) 。
这是 由 于 未 洗 脱 模 板 分 子 前，膜 内 含 有 较 多 的 辛 可 宁 分 子，其 结 构 中 的 叔 氨 基 能 够 有 效 增

强 Ｒu( bpy) 2+
3 的发光强度; 而洗脱模板分子后，膜内几乎无辛可宁分子，从而使得发光强度明显减小。对

不同浓度的辛可宁进行重吸附，随着吸附辛可宁量的增加，Ｒu( bpy) 2+
3 的发光强度逐渐增强( 曲线 c 和 d) 。

反之，对于非分子印迹膜电极来说( 见图 3 插图) 。在电极表面形成一层致密的非分子印迹膜时，

由于 nMIM 电子传递阻碍大，且膜内无模板分子辛可宁，不能促进 Ｒu( bpy) 2+
3 发光，故发光强度极小( 曲

线 e) 。经洗脱处理后，发光强度几乎不变( 曲线 f) 。可见洗脱前后 nMIM 中都不存在印迹位点。

图 2 辛可宁( a) ，MIM 洗脱前( b) 和洗脱后( c) 的红

外光谱图

Fig． 2 FTIＲ spectra of cinchonin ( CCN) ( a) ，molecu-
larly imprinted membrane ( MIM ) before ( b ) and after
( c) template elution

图 3 分子印迹膜的电化学发光图

Fig． 3 ECL of molecularly imprinted membrane( MIM)

a． MIM /Fe3O4 @ Au 电极; b． 洗脱后的 MIM /Fe3O4 @ Au 电

极; c． 重吸附 5×10"10 mol /L CCN 后的 MIM /Fe3O4@ Au 电极;

d． 重吸附 7 × 10"9 mol /L CCN 后 的 MIM /Fe3O4 @ Au 电 极;

e． nMIM /Fe3O4@ Au 电极; f． 洗 脱 后 的 nMIM /Fe3O4 @

Au 电极。

a． MIM /Fe3O4 @ Au electrode; b． MIM /Fe3O4 @ Au electrode

after elution; c． MIM /Fe3O4 @ Au electrode after rebinding

5×10"10 mol /L CCN; d． MIM /Fe3O4@ Au electrode after rebin-

ding 7×10"9 mol /L CCN; e． nMIM /Fe3O4 @ Au electrode;

f． MIM /Fe3O4@ Au electrode after elution．

3． 3 缓冲溶液的优化

分别考察了 PBS、Tris-HCl 和硼砂 3 种缓冲溶

液对体系 ECL 响应的影响。结果表明，在硼砂缓冲

溶液中，传感器的 ECL 响应最好。进一 步考察了不

同 pH 硼砂缓冲液对体系 ECL 响应的影响。当硼砂

缓冲溶液 pH=9． 5 时，传感器的发光效果最好，故选择 pH 9． 5 进行后续实验。同时还考察了硼砂缓冲

液浓度对体系 ECL 响应的影响。结果表明，硼砂缓冲溶液浓度为 12 mmol /L 时，体系 ECL 响应最高。
3． 4 联吡啶钌浓度的影响

考察了 Ｒu( bpy) 2+
3 浓度对 ECL 响应强度的影响。在 0． 3 ～ 1． 0 mmol /L 范围内，当 Ｒu( bpy) 2+

3 浓度

较低时，发光强度很弱，其原因可能是此时参与共反应的 Ｒu( bpy) 2+
3 不足，导致了发光强度较低、灵敏度

不高的现象; 随着 Ｒu( bpy) 2+
3 浓度增加，发光强度不断增强，但当 Ｒu( bpy) 2+

3 浓度过高时，电化学反应

中生成的不稳定中间体 Ｒu ( bpy ) 3+
3 也较多，从而导致基线不稳，峰形变差，所以 Ｒu ( bpy ) 2+

3 浓度选

择为 0． 8 mmol /L。
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图 4 传感器对不同浓度辛可宁的电化学发光响应图

Fig． 4 ECL response of the sensor to different concentra-
tions of cinchonine
From a to o，the concentration of cinchonine is 0，0． 1，0． 2，0． 3，

0． 5，0． 7，1，3，7，9，20，30，50，70，90 nmol /L，respectively．

3． 5 分子印迹传感器对辛可宁的电化学发光响应

在优化的实验条件下，对不同浓度的辛可宁进

行测定，结果如图 4 所示。随着吸附的辛可宁浓度

增加，电 化 学 发 光 强 度 也 相 应 增 强，且 增 加 的 程

度 ΔI 与 辛 可 宁 浓 度 的 对 数 lgc 在 1 × 10"10

～ 9×10"8 mol /L 范围内呈良好的线性关系。线性回

归 方 程 ΔI=610． 484 lgc + 6129． 10，线 性 相 关 系

数r=0． 9962，检出限为 3． 5 ×10"11 mol /L。可见，此

传感器有较高的灵敏度和较低的检出限，这得益于

灵敏的 ECL 测量方法。
3． 6 分子印迹传感器的重现性和稳定性分析

用同一支传感器对 7×10"9 mol /L 辛可宁连续测

定 5 次，电化学发光信号相对偏差为 2． 5% ( 浓度的

相对标准偏差为 2． 6% ) ; 同一批次的 5 支传感器对

7×10"9 mol /L 辛可宁进行测定，发光强度相对偏差为

3． 8% ( 浓度的相对标准偏差为 3． 9% ) ，说明此传感器有较好的重现性。为考察传感器的稳定性，使传感器

重吸附 7×10"9 mol /L 辛可宁溶液后，置于 4 ℃下保存，定期检测电化学发光信号的变化。一星期内，电

化学发光强度几乎不变，两星期之后，发光强度减少了 4． 7%，说明传感器的稳定性较好。
3． 7 分子印迹传感器的特异识别性分析

为了研究传感器的特异性识别能力，考察了辛可宁结构类似物、血清样品中常见有机物质及常见离

子对传感器选择性的影响。结果表明，200 倍浓度的左旋咪唑; 100 倍浓度的奎宁、奎宁丁、抗坏血酸、
多 巴胺、葡萄糖、色氨酸、苯丙氨酸以及不同浓度倍数的常见离子( 表1 ) 对传感器识别1×10"9mol / L辛

表 1 常见离子干扰物的影响
Table 1 Interference of general inorganic ions

干扰离子
Interfering

ion

最大允许倍数
The maximum
ratio allowed

Mg2+ 1000
Al3+ 1000
Ca2+ 1000
Mn2+ 100
Fe3+ 300
CO2"

3 500
Cu2+ 200
Zn2+ 1000

干扰离子
Interfering

ion

最大允许倍数
The maximum
ratio allowed

I" 400
Cl" 800
Br" 200
SO2"

4 400
Co2+ 200
HCO"

3 500
PO3"

4 500
NO"

3 500

可宁的电化学发光响应信号变化影响小于 5%，

说明此传感器对辛可宁具有较好的特异性识别

能力。此传感器敏感层的形成是将模板分子

CCN 通过静电作用吸附在 Fe3O4@ Au 表面，加

入十二烷基硫醇后，通过 Au S 键自组装在金

壳表面，利用十二烷基硫醇与模板分子 CCN 之

间的分子间作用力将印迹结构固定，洗脱模板

分子 CCN 后，在印迹膜上留下与 CCN 结构及大

小相互匹配的印迹位点，使得 MIM 对 CCN 产生

特异性选择识别。
3． 8 样品检测及回收率

按照实验方法，将传感器置于处理好的样品中进行重吸附，测定电化学发光信号，同时进行加标回

收实验，结果如表 2 所示，方法的回收率为 98． 8% ～104． 7%，相对偏差小于 2． 7%。
表 2 血清样品中辛可宁的加标回收率
Table 2 Determination results of cinchonine in serum samples

血清样编号
Serum sample

辛可宁测定值
Found

( nmol /L)

相对标准偏差
ＲSD

( % ，n=5)

辛可宁加入值
Added

( nmol /L)

辛可宁测定总量
Total found
( nmol /L)

相对标准偏差
ＲSD

( % ，n=5)

回收率
Ｒecovery

( % )

1 － － 0． 70 0． 72 2． 5 102． 2
2 0． 22 3． 2 1． 00 1． 23 2． 7 104． 7
3 0． 36 1． 9 3． 00 3． 31 2． 4 98． 8

－: 未检出( Not dected) 。

结果表明，此传感器制备过程简单、易更新、灵敏度高、选择性好，适用于血清样品中辛可宁的检测。
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Highly Sensitive Self-assembly Magnetic Molecularly Imprinted
Electrochemiluminescence Sensor for Determination of Cinchonine

WEI Xiao-Ping，TAN Yan-Ji，LI Jian-Ping*

( College of Chemistry and Bioengineering，Guilin University of Technology，Guilin 541004，China)

Abstract A molecularly imprinted electrochemiluminescence sensor for detection of cinchonine based on
surface self-assembly of molecularly imprinted membrane on magnetic nanoparticles was developed．
Cinchonine was used as template and lauryl mercaptan was used as assembling monomer． The morphology and
particle size distribution of the magnetic nanoparticles were characterized by TEM， and the infrared
spectroscopy was used to study the structure and composition of cinchonine，molecularly imprinted membrane
before and after elution． The results showed that，cinchonine could be specifically assayed with a linear
relationship between the signal intensity and the logarithm of concentrations of cinchonine in the range of
1×10"10 mol /L to 9×10"8 mol /L． The detection limit for cinchonine was 3． 5 ×10"11mol /L． The sensor was
used for the determination of cinchonine in serum samples，with the recoveries of 98． 8% to 104． 7% ．
Keywords Molecular imprinted sensor; Magnetic nanoparticles; Cinchonine; Self-assemble;

Electrochemiluminescence
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