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孔雀石绿分子印迹表面等离子共振传感器
的制备及分析应用

李　洁，陈长宝＊，张丽丽，周　杰
（山东农业大学化学与材料科学学院，山东泰安２７１０１８）

摘　要：利用表面等离子共振（ＳＰＲ）光谱，结合分子印迹技术，制备了孔雀石绿分子印
迹ＳＰＲ传感器，建立了检测孔雀石绿的分析方法。探讨了ｐＨ 值对分子印迹膜吸附特
性的影响，并在最佳ｐＨ下对其吸附选择性进行了考察。研究结果表明，与相应非印迹
传感膜相比，孔雀石绿印迹传感膜对孔雀石绿具有较高的吸附选择性能。该方法测定
河水及河泥中孔雀绿的线性范围为８．０×１０－１０～１．０×１０－８　ｍｏｌ／Ｌ，检出限（Ｓ／Ｎ＝３）分
别为８．８３×１０－１１　ｍｏｌ／Ｌ和１．５５×１０－１０　ｍｏｌ／Ｌ，平均回收率分别为９１．９７％和９３．８８％，相
对标准偏差分别为１．２％ 和２．１％。该方法具有简单、快速、灵敏度高、重复性好等特
点，适用于河水和河泥中孔雀石绿的测定。
关键词：分子印迹聚合物膜；表面等离子共振；传感器；孔雀石绿
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表面等离子共振（Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｐｌａｓｍｏｎ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）传感器是一种利用光学原理，基于金属表面介质
动态折射率变化进行测定的一种传感技术［１－２］。ＳＰＲ传感器与传统检测手段相比，该技术具有不需对样
品进行标记，可实时监测，灵敏度高等突出优点。因此，ＳＰＰ技术在生命科学、食品、环境、药物研制等领域
得到广泛应用［３－５］。分子印迹聚合物（ＭＩＰｓ）具有高度选择性、理化稳定性以及成本低、易制备等优点，将
分子印迹膜作为传感器的识别元件可以提高ＳＰＲ传感器选择性和使用寿命。１９９８年，Ｌａｉ等人［６］首先成
功制备了茶碱、黄嘌呤和咖啡分子印迹ＳＰＲ传感器，随后分子印迹ＳＰＲ传感器在其他许多检测物中得到
了研究和应用［７－８］。

孔雀石绿（Ｍａｌａｃｈｉｔｅ　Ｇｒｅｅｎ，ＭＧ）是一种三苯甲烷类染料，因对鱼类的水霉病、鳃霉病、小瓜虫病等具
有明显效果而被用于水产养殖中［９］。研究表明，孔雀石绿具有致癌、致畸和致突变的副作用，已经被许多
国家禁止用于水产养殖中［１０］。目前，检测孔雀石绿主要有高效液相色谱、液相色谱－质谱、酶联免疫法、光
谱分析等方法［１０－１３］。但这些方法大多耗时、费力、需要较繁琐的前处理步骤和大量的有机溶剂，检测成本
较高。最近，高志贤等人使用粘结剂将引发剂固定在ＳＰＲ金片表面，然后热聚合制备了孔雀石绿分子印
迹ＳＰＲ传感器［１４］。本文利用表面化学固定引发剂的方法，结合分子印迹技术，在ＳＰＲ传感芯片上通过光
引发聚合制备了均匀的孔雀石绿分子印迹薄膜，并对其吸附选择性和ｐＨ值对吸附特性影响，以及样品的
分析应用等进行了系统研究。

１　实验部分

１．１　主要仪器与试剂

ＦＴ－ＳＰＲ　１００型表面等离子体共振仪（美国，Ｔｈｅｒｍｏ公司）；传感芯片（１．８×１．８ｃｍ，美国Ｔｈｅｒｍｏ公
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司）；１８１０－Ｂ型石英自动双重纯水蒸馏器（江苏金坛中大仪器厂）；ｐＨＳ－３Ｄ型酸度计（上海精密科学仪器有
限公司）；ＣＨＩ　６６０Ｃ型电化学工作站（上海辰华仪器有限公司）；Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　Ｉｃｏｎ型扫描探针显微镜（Ｖｅｅｃｏ
仪器公司）。
甲基丙烯酸（ＭＡＡ，Ａｌｄｒｉｃｈ公司），乙二醇二甲基丙烯酸酯（ＥＧＤＭＡ，Ａｌｄｒｉｃｈ公司），１１－巯基十一烷

酸（ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ，９５％，Ａｌｄｒｉｃｈ公司），２－乙基－５－苯基异恶唑－３－磺酸盐（ＮＥＰＩＳ，９５％，Ａｌｄｒｉｃｈ公司），２，２′－
偶氮二异丁基脒二盐酸盐（ＡＢＡＨ，９７％，Ａｌｄｒｉｃｈ公司）均为分析纯；孔雀石绿（ＭＧ，天津巴斯夫化工有限
公司）；结晶紫（ＣＶ，上海试剂三厂）；甲基紫（ＭＶ，天津风船化学试剂科技有限公司）；冰乙酸（色谱纯，天
津市科密欧化学试剂有限公司）；铁氰化钾（分析纯，上海试剂一厂）；乙腈（色谱纯，天津永大化学试剂有限
公司）；所有溶剂为色谱纯，实验用水均为重蒸水。

１．２　标准溶液的配制
准确称取０．１８２５ｇ（５．０×１０－４　ｍｏｌ）的孔雀石绿，用乙腈溶解并定容于５０ｍＬ的容量瓶中，配制成１．０

×１０－２　ｍｏｌ／Ｌ的孔雀石绿溶液，置于冰箱中４℃保存，使用前用缓冲溶液稀释至所需浓度。其它几种类
似物用同样的方法配制。

１．３　孔雀石绿分子印迹ＳＰＲ传感膜的制备
将ＳＰＲ裸芯片放入新配制的１０ｍＬ　Ｐｉｒａｎｈａ洗液（７０％ Ｈ２ＳＯ４，３０％ Ｈ２Ｏ２）中清洗２ｍｉｎ，取出芯片

用大量的重蒸水冲洗，氮气吹干。然后将芯片放入２０ｍＬ　１．０×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ的ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ乙醇溶液中，
在４℃冰箱中放置过夜，取出芯片用乙醇、重蒸水反复冲洗芯片表面后，再将芯片转入１０ｍＬ　１．０×１０－２

ｍｏｌ／Ｌ的ＮＥＰＩＳ溶液中，静置３０ｍｉｎ，最后将芯片转入到１０ｍＬ　０．２０ｍｏｌ／Ｌ的ＡＢＡＨ溶液中，２０℃下
反应３ｈ，取出芯片用氮气吹干，备用。
将９．５×１０－５　ｍｏｌ的 ＭＧ和１．１×１０－３　ｍｏｌ的 ＭＡＡ加入到７ｍＬ乙腈中，充分溶解后静置２ｈ，然后

向溶液中加入７．０×１０－４　ｍｏｌ的ＥＧＤＭＡ，搅拌均匀。将上述传感芯片放入其中，通氮气除氧１５ｍｉｎ，密
闭，于４℃下在３６５ｎｍ的紫外灯照射下反应２ｈ。非印迹薄膜制备方法除不加 ＭＧ外，其它步骤与以上
方法相同。

１．４　ＦＴ－ＳＰＲ分析步骤
将上述制备好的传感芯片安装到ＦＴ－ＳＰＲ　１００型表面等离子共振仪上。ＳＰＲ　１００上配置有测角仪和

样品流动池，并和Ｎｉｃｏｌｅｔ　６７００分光光度计连接。分光光度计以近红外卤钨灯作为光源。每次实验之前，
调节入射角使其有最小的反射率，波数固定在９　０００ｃｍ－１附近，此时砷化镓铟检测器在其灵敏度最高区域
内。采用乙酸缓冲溶液（ｐＨ＝６．０）作为流动缓冲溶液，优化后选择５％乙酸和２０％乙腈水溶液为芯片再
生液，检测温度２５℃。在每次样品的结合试验测定前，ＳＰＲ传感芯片用再生液以流速２　８６０μＬ／ｍｉｎ冲
洗，然后用乙酸缓冲液冲洗直至得到稳定的ＳＰＲ基线为止。将不同浓度的被检测物溶解于流动缓冲液
中，以流速２２５μＬ／ｍｉｎ进入到流动池中，直到波数变化达到稳定值。ＦＴ－ＳＰＲ实时记录波数变化。

１．５　河水和河泥样品的制备
河水样品取自泰安市奈河。将５０．０ｍＬ样品过滤，然后加入一定量的 ＭＧ标准溶液使其浓度为８．０

×１０－９　ｍｏｌ／Ｌ，超声混匀，调节ｐＨ为６．０。河泥样品取自泰安市奈河，烘干后过２００目筛。向１．０ｇ处理
好的样品中加入０．４ｍＬ　１．０×１０－６　ｍｏｌ／Ｌ　ＭＧ标准溶液，然后加入７．５ｍＬ乙腈，充分混匀后放置１ｈ，超
声搅拌５ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ（４　０００ｒ／ｍｉｎ）。倒出上清液，重复萃取２次，合并上清液，在减压状态下蒸至近
干。将残余物重新溶解于５０．０ｍＬ（ｐＨ＝６．０）的乙酸缓冲液中，待测。

２　结果与讨论

２．１　孔雀石绿分子印迹薄膜表面形貌的表征
利用Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　Ｉｃｏｎ型扫描探针显微镜，采用Ｔａｐｐｉｎｇ模式，对裸芯片，浸泡ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ溶液后的

芯片，以及印迹、非印迹传感膜完成后的芯片进行表面形貌表征，扫描面积为３×３μｍ。由图１可知，浸泡

ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ后的芯片（ｂ）表面粗糙度要大于裸芯片（ａ），说明在芯片表面形成ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ单层。非印迹传感
膜（ｃ）粗糙度与ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ膜相似，但是表面颗粒形状大小不同，说明在芯片表面形成了聚合膜。印迹传感
膜（ｄ）与非印迹传感膜相比，表面粒状明显，排列规则，可能是由于印迹聚合膜内形成了刚性空穴所致。
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图１　芯片表面形貌图
Ｆｉｇ．１　Ｓｕｒｆａｃｅ　ｔｏｐｏｇｒａｐｈｙ　ｏｆ　Ａｕ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｃｈｉｐｓ
ａ．Ｂａｒｅｄ　Ａｕ；ｂ．ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ／Ａｕ；ｃ．ＮＩＰ／Ａｕ；ｄ．ＭＩＰ／Ａｕ．

２．２　孔雀石绿分子印迹薄膜厚度的估算
运用Ｐｉａｃｈａｍ的方法［１４］，按照图２所示的路线，在很稀的ＭＧ、ＭＡＡ和ＥＧＤＭＡ的混合溶液中，利用

表面固定ＡＢＡＨ引发的自由基聚合方法，在ＳＰＲ传感芯片上制得了薄的印迹膜。

图２　分子印迹薄膜形成示意图
Ｆｉｇ．２　Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＭＩＰ　ｆｉｌｍ

图３是裸芯片和聚合上印迹膜及非印迹膜后的芯片在乙酸缓冲液中的ＳＰＲ光谱图。由图３可知，裸
芯片结合上非印迹聚合物膜后，波数红移了２２３．２９ｃｍ－１，结合上印迹聚合物膜后，波数红移了３７５．３６
ｃｍ－１。这进一步证明在ＳＰＲ传感器表面形成了一定厚度的印迹和非印迹薄膜。按照Ｃｏｒｎ和 Ｗｅｉｂｅｌ报
道的估算膜厚度的经验方法［１５］，估算ＳＰＲ芯片上结合的印迹聚合物和非印迹聚合物涂层厚度分别约为９
ｎｍ和５ｎｍ。同时，采用原子隧道显微镜（ＡＦＭ）测定了传感膜的厚度，通过扣除金涂层的厚度获得非印
迹传感膜的厚度为６．４ｎｍ，印迹传感膜的厚度为１０．５ｎｍ。与Ｃｏｒｎ的经验方法所得的结果基本一致。

２．３　电化学表征
电化学阻抗谱［１６］是检测电极表面特征的有效手段。利用ＣＨＩ　６６０Ｃ电化学工作站，采用三电极体系：

以裸金片、ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ、非印迹膜或印迹膜修饰的金片为工作电极，铂电极为对电极，饱和甘汞电极为参
比电极，用含有１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６和Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６的１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ的乙腈溶液为电解质溶液，测得的
电化学阻抗谱图见图４。由图４可知，裸电极的阻抗值为３００Ω。在电极表面接上ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ后阻抗值
变为１　７００Ω。此时在电极表面为一层羧基负离子与溶液中的负离子相斥阻碍电子流动使得阻抗增大。
形成非印迹聚合膜后阻抗值为３　１００Ω，形成印迹聚合膜后阻抗值为４　９００Ω。在金电极表面聚合形成印
迹／非印迹薄膜后，金电极表面膜的厚度增加，空间位阻增大，阻抗值也增大，而印迹膜洗去ＭＧ后存在孔穴
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图３　传感芯片厚度ＳＰＲ光谱图
Ｆｉｇ．３　ＳＰＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｒｅｃｏｒｄｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｅｎｓｏｒｃｈｉｐｓ
ａ．Ｂａｒｅｄ　ｓｅｎｓｏｒ　ｃｈｉｐ；ｂ．ＮＩＰ　ｓｅｎｓｏｒ　ｃｈｉｐ；ｃ．ＭＩＰ　ｓｅｎｓｏｒ　ｃｈｉｐ．

图４　传感芯片的阻抗谱图
Ｆｉｇ．４　Ｎｙｑｕｉｓｔｐｌｏｔｓ　ｏｆ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ａｕ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ
ａ．Ｂａｒｅｄ　Ａｕ；ｂ．ＣＯＯＨ－ｔｈｉｏｌ／Ａｕ；ｃ．ＮＩＰ／Ａｕ；ｄ．ＭＩＰ／Ａｕ．

空隙大于非印迹膜，因此形成印迹膜后要比形成非印迹膜的阻抗值大。这也表明金片表面成功地聚合形
成了一层薄膜。

２．４　ｐＨ值对吸附性能的影响
本实验在ｐＨ值３．０～７．０范围考察了溶液ｐＨ 值对孔雀石绿分子印迹薄膜吸附量的影响。如图５

所示，检测溶液的浓度为１．０×１０－６　ｍｏｌ／Ｌ，当ｐＨ值从３．０～６．０时波数位移增加，ｐＨ 从６．０～７．０时波
数位移下降，在ｐＨ值为６．０时达到最大。原因可能是孔雀石绿与 ＭＡＡ以非共价作用力相结合，孔雀石
绿分子中含有－ＮＨ和＝Ｎ＋可与酸性较强的 ＭＡＡ中的－ＣＯＯＨ生成氢键和离子键［１７］，在ｐＨ＝６．０附
近，印迹位点与模板分子的非共价作用最强，导致波数位移最大。因此，实验中溶液的ｐＨ值固定为６．０。

２．５　孔雀石绿分子印迹聚合物的吸附性
在最佳的ｐＨ条件下，对分子印迹膜和非分子印迹膜吸附 ＭＧ的性能进行了比较。图６表明，印迹传

感芯片在孔雀石绿浓度为８．０×１０－５　ｍｏｌ／Ｌ时达到饱和，波数变化达到５０ｃｍ－１，而非印迹传感芯片达到
饱和时的波数变化为３１ｃｍ－１。这说明由于印迹效应，分子印迹聚合物比非印迹聚合物对孔雀石绿的吸附

图５　ｐＨ对吸附性能的影响
Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｐｒｏｐｅｒｔｙ

图６　ＭＧ在印迹和非印迹聚合物上的吸附等温线
Ｆｉｇ．６　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｉｓｏｔｈｅｒｍｓ　ｏｆ　ＭＧ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＭＩＰ　ａｎｄ　ＮＩＰ

效果好。从图６插图中可以看出，浓度在８．０×１０－１０～１．０×１０－８　ｍｏｌ／Ｌ之间时，印迹ＳＰＲ传感器对孔雀
石绿的波数响应与其浓度呈现好的线性关系（Ｒ＝０．９９８８）。
孔雀石绿和分子印迹聚合物之间的结合常数可以由朗格缪尔等温模型［１８］得到：

１
θ ＝

１
α＋

１
αＫａｓｓ

［ＭＧ］ （１）

其中，θ代表孔雀石绿所占据的结合位点，α代表总的结合位点数。
将图６等温线曲线实验数据代入式（１）得到印迹膜朗格缪尔等温线方程式为：１／θ＝０．１６９２＋４．０５０

×１０－１０［ＭＧ］，相关系数Ｒ＝０．９９８９。根据其直线方程的截距与斜率的比值求得孔雀石绿和分子印迹聚
合物之间的结合常数为４．２×１０８　Ｌ／ｍｏｌ。
实验进一步研究了孔雀石绿和分子印迹聚合物之间结合的热力学参数（吉布斯自由能的变化），由范
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特霍夫［１９］等式：

△Ｇ＝－ＲＴｌｎＫａｓｓ （２）
其中，Ｒ代表气体常数，Ｔ代表热力学温度，Ｋａｓｓ代表孔雀石绿和分子印迹聚合物之间的结合常数，△Ｇ 代
表吉布斯自由能的改变。
经计算吉布斯自由能的变化值是－４９．１８ｋＪ／ｍｏｌ，负值说明了孔雀石绿和分子印迹聚合物之间的结

合是自发进行的。

２．６　孔雀石绿分子印迹聚合物的选择性
实验对 ＭＧ的结构类似物 ＭＶ和ＣＶ进行了选择性吸附研究，采用印迹因子和选择性因子［１７］比较了

印迹膜的印迹效应和吸附选择性，实验结果见表１。由表１可知，孔雀石绿分子印迹聚合物显示出了对模
板分子的高选择性，但非印迹聚合物却没有。表明印迹过程中在聚合物的内部形成了对模板分子识别的
特异性结合位点，这些结合位点在结构形状大小和功能基位置都与目标物相匹配。

表１　孔雀石绿印迹聚合物的选择因子和印迹因子

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｏｆ　ＭＧ－ＭＩＰ

Ａｎａｌｙｔｅａ
Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｆａｃｔｏｒｓｂ

Ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ　ｆｉｌｍ　 Ｎｏｎ－ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ　ｆｉｌｍ
Ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒｃ

ＭＧ　 １　 １　 ２．７６
ＣＶ　 １．６１　 ０．８１　 １．３８
ＭＶ　 ２．８９　 １．３３　 １．２８

　ａ．Ａｎａｌｙｔｅｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ＝１．０×１０－６　ｍｏｌ／Ｌ；ｂ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｆａｃｔｏｒｓ＝Ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ＭＧ　ａｄｓｏｒｂｅｄ／ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ＭＧ　ａｎａｌｏｇｕｅｓ　ａｄｓｏｒｂｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ
ｓａｍｅ　ｓｅｎｓｏｒ　ｃｈｉｐ；ｃ．Ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒｓ＝Ａｍｏｕｎｔ　ａｄｓｏｒｂｅｄ　ｂｙ　ＭＩＰ／ａｍｏｕｎｔ　ａｄｓｏｒｂｅｄ　ｂｙ　ＮＩＰ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ．

２．７　方法的回收率实验
为了检验本文建立的孔雀石绿分子印迹ＳＰＲ测定方法适用于实际样品中微量分析的可行性，我们取

河水和河泥样品分别加标０．１４６０μｇ　ＭＧ进行分析。由图６插图显示的波数位移与 ＭＧ的浓度的线性关
系计算的相关数据见表２。由表２可见，河水中 ＭＧ的回收率为９１．９７％，河泥中为９３．８８％；由信噪比为

３计算，获得的河水和河泥的检出限分别为８．８３×１０－１１　ｍｏｌ／Ｌ和１．５５×１０－１０　ｍｏｌ／Ｌ，表明方法的准确度
和灵敏度均较高。

表２　河水和河泥样品的平均回收率和相对标准偏差（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｖｅｒａｇｅ　ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ（ＲＳＤ）ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｒｉｖｅｒ　ｗａｔｅｒ　ａｎｄ　ｒｉｖｅｒ　ｍｕｄ　ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ　 Ａｄｄｅｄ（μｇ） Ｆｏｕｎｄ（μｇ） ＲＳＤ（％） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

Ｒｉｖｅｒ　ｗａｔｅｒ（５０．０ｍＬ） ０．１４６０　 ０．１３４３　 １．２　 ９１．９７

Ｒｉｖｅｒ　ｍｕｄ（１．０ｇ） ０．１４６０　 ０．１３７１　 ２．１　 ９３．８８

３　结论

本研究通过在ＳＰＲ传感芯片表面固定引发剂制得分子印迹薄膜，可实现分子印迹ＳＰＲ联用技术对
河水和河泥样品中孔雀石绿残留的实时分析。所测定的孔雀石绿和分子印迹位点之间的结合常数为４．２
×１０８　Ｌ／ｍｏｌ，孔雀石绿测定的线性范围为８．０×１０－１０～１．０×１０－８　ｍｏｌ／Ｌ（Ｒ＝０．９９８８），河水和河泥的检
出限分别为８．８３×１０－１１　ｍｏｌ／Ｌ和１．５５×１０－１０　ｍｏｌ／Ｌ，回收率分别为９１．９７％和９３．８８％。印迹传感膜对
孔雀石绿有较高的选择性，并且该方法具有简单、快速、灵敏度高、重复性好等特点，能够用于样品中孔雀
石绿的残留分析。
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