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摘　要　合成了以 7-氨基-4-甲基香豆素为模板分子, 聚偏氟乙烯微孔滤膜为支撑介质的分子印迹复

合膜。采用荧光光度法, 研究了荧光分子印迹膜的吸附动力学、吸附容量和选择性吸附性能。研究表明,该

印迹膜对模板分子具有良好的识别功能。
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1　引言
香豆素广泛存在于车叶草、草木犀和董衣草油、芸香科等植物中,具有重要的药用价值,也可作

为增香剂用于食品行业中[ 1, 2]。因此,研制对香豆素具有高度亲和性和选择性的分子印迹聚合物用

于香豆素的检测、提取具有重要意义。

分子印迹聚合物对模板分子具有特定的记忆功能、较高的亲和性和选择性,同时制备简单、造

价低廉、使用寿命长、稳定性好、易保存,在生物、环境、食品、医药等领域 [ 3—7]展现出良好的应用前

景。本文以聚偏氟乙烯( PVDF)膜为支撑体, 7-氨基-4-甲基香豆素为模板,以乙二醇二甲基丙烯酸

酯( EGDMA)为交联剂, 偶氮二异丁腈( AIBN )为引发剂制备了对香豆素具有较高吸附选择性的分

子印迹聚合物复合膜, 并对其吸附性能进行了研究, 为分子印迹聚合物复合膜作为传感器识别元件

用于复杂体系中检测模板分子奠定了理论和实验基础。

2　实验部分

2. 1　实验仪器与材料

Ultraspec 3300pro 紫外分光光度计(英国 Biochrom 公司) ; Kq5200b超声波清洗机(昆山市超

声仪器有限公司) ; SLO-BLO多功能酶标仪(美国分子仪器公司) ; XW-80A 微型漩涡混合仪(上海

泸西分析仪器有限公司) ; DZF-6020MBE真空干燥箱(上海博迅实业有限公司) ; ZF7三用紫外分

析仪(巩义予华仪器有限责任公司)。

乙醇 (分析纯)、2-乙烯吡啶 ( 97% )、7-氨基-4-甲基香豆素 ( 98% )、7-羟基-4-甲基香豆素

( 98%)、偶氮二异丁腈( 98%) , 均来自上海晶纯试剂有限公司; EGDMA( 98% )、DMSO(分析纯)、

乙酸(分析纯) , 均来自无锡海硕生物有限公司; 96 孔荧光酶标板(美国康宁公司) ; 聚偏氟乙烯

( PVDF,孔径 0. 45�m)、paraf ilm 膜(上海亚东核级树脂有限公司)。



2. 2　实验方法

2. 2. 1　7-氨基-4-甲基香豆素印迹复合膜的制备

0. 04mmol 7-氨基-4-甲基香豆素溶解于 1. 5mL DMSO 溶剂中,并依次加入 0. 16mmol 2-乙烯

吡啶( 2-VP) ,乙二醇二甲基丙烯酸酯( EGDMA ) 0. 8mmol和 0. 003g 偶氮二异丁腈( AIBN)引发剂

混合超声 15m in, 然后将预先浸于 0. 15mol/ L AIBN 溶液 10min的 PVDF 膜放入上述溶液, 静置

20m in 后取出,用石英板夹住, 赶出气泡用 Paraf ilm 膜密封,紫外灯照射 16h。非印迹膜( NIP )采用

与印迹膜( M IP)相同的制备方式, 但不加入模板分子。制备的印迹膜用乙醇∶乙酸( V / V , 4∶1)洗

脱
[ 8]
至荧光强度趋于稳定, 再用乙醇洗去残留的乙酸。最后, 将印迹复合膜保存在乙醇溶液中以备

用。

2. 2. 2　7-氨基-4-甲基香豆素荧光印迹膜的吸附特性

将保存于乙醇溶液中的印迹复合膜取出,甩干后放入 96孔荧光酶标板中,加入 10
- 4
mol/ L 的

7-氨基-4-甲基香豆素溶液, 每隔 20min扫描一次印迹膜的荧光强度变化, 直至荧光强度稳定不变

为止,测量分子印迹膜的吸附动力学。印迹膜的吸附能力是分别取不同浓度的 7-氨基-4-甲基香豆

素溶液 250�L 加入含印迹复合膜的荧光孔板中, 测其荧光强度变化,直至荧光强度不变为止。7-氨

基-4-甲基香豆素荧光印迹膜的选择性实验,是选择和模板分子结构类似的 7-羟基-4-甲基香豆素

作为竞争分子,采用先将印迹复合膜于 7-羟基-4-甲基香豆素溶液中吸附 10min,然后再于相应浓

度的 7-氨基-4-甲基香豆素溶液中反应 10min, 测量吸附过程的荧光强度变化。为了得知模板分子

在溶液和吸附材料中的分配,常采用富集率 E、分配系数 K d、选择性系数 k等参数来评价 M IP 膜材

料的吸附性能 [ 9]。

E%= [ ( CA- CB ) / CA ]×100% ( 1)

K d= [ ( CA- CB) / CB]×[溶液体积( mL) ] / [ MIP 质量( g ) ] ( 2)

k= K dx 1/ K dx 2 ( 3)

式中: CA、CB——吸附前后吸附分子的量( mol·L
- 1
) ; x 1——目标分子; x 2——竞争分子。

3　结果与讨论

3. 1　7-氨基-4-甲基香豆素印迹复合膜的制备

分子印迹采用 7-氨基-4-甲基香豆素为模板分子,经溶剂去除模板分子后可获得对模板分子有

效识别的三维立体空穴。实验探索了洗脱溶剂对模板分子的去除效果。图 1表明采用乙醇和 4∶1

乙醇/乙酸溶液循环洗脱 7-氨基-4-甲基香豆素印迹聚合物复合膜, 随着洗脱的进行印迹膜的荧光

强度不断下降。采用 4∶1的乙醇/乙酸洗脱荧光强度下降趋势较乙醇快,说明含有乙酸的乙醇溶液

更有利于洗脱模板分子 7-氨基-4-甲基香豆素。这可能由于乙酸较乙醇更易与 7-氨基-4-甲基香豆

素形成氢键, 使得模板分子 7-氨基-4-甲基香豆素从印迹聚合物复合膜中洗脱出来。

3. 2　7-氨基-4-甲基香豆素印迹复合膜的荧光特性

荧光光谱法检测 7-氨基-4-甲基香豆素印迹聚合物复合膜(图 2) , 7-氨基-4-甲基香豆素印迹聚

合物复合膜( MIP)在 366nm 激发波长下,发射波长为 430nm, 荧光较强。在同样条件下,非印迹聚

合物膜( NIP )由于不含荧光分子,其荧光强度极弱。

3. 3　7-氨基-4-甲基香豆素印迹复合膜的吸附动力学

印迹复合膜的吸附动力学测量表明吸附效率随吸附时间变化(图 3)。实验表明,开始的一段时
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间内印迹膜对 7-氨基-4-甲基香豆素的吸附比较快。这是因为初始膜上 7-氨基-4-甲基香豆素浓度

较低,溶液与膜上 7-氨基-4-甲基香豆素的浓度差较大,传质推动力较大,从而加快了印迹分子快速

的传质。分子传质一定时间后,印迹膜的浅层孔穴被模板分子占据,扩散向膜的深层进行传递,浓度

差的降低与传质阻力的增加导致传质速度降低,吸附 4h达到平衡。

图 1　7-氨基-4-甲基香豆素印迹复合膜解吸

荧光强度变化

a——乙醇洗脱; b——乙醇/乙酸( 4∶1, V /V )洗脱。

图 2　印迹复合膜与非印迹复合膜的荧光光谱

NIP×50——图中的曲线是非印迹聚合膜( NIP)

荧光强度放大 50倍的曲线。

图 3　7-氨基-4-甲基香豆素印迹复合膜

吸附动力学曲线

图 4　7-氨基-4-甲基香豆素印迹膜荧光强度变化曲线

� ——膜上荧光变化;▲—— 吸附的香豆素量。

3. 4　7-氨基-4-甲基香豆素印迹复合膜的吸附能力

为了评价印迹膜的吸附能力,通过测定印迹膜吸附不同浓度 7-氨基-4-甲基香豆素溶液,用荧

光光谱分别检测吸附前后溶液与膜的荧光强度来表征。图 4表明,当加入 7-氨基-4-甲基香豆素时,

分子印迹膜在 430nm 的荧光强度不断提高,并随 7-氨基-4-甲基香豆素浓度增加印迹膜的荧光强

度逐渐增大。同时,分子印迹膜上的荧光强度变化与其吸附的 7-氨基-4-甲基香豆素的量变化趋势

相同,表明 7-氨基-4-甲基香豆素分子印迹膜的荧光强度变化直接相应于分析物浓度的变化,与分

析介质直接相关。

3. 5　荧光印迹膜的选择性

为了评价材料的选择性,采用结构类似的 7-羟基-4-甲基香豆素作为竞争分子测试印迹膜的选
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择性吸附。在相同条件下, 7-氨基-4-甲基香豆素聚合物复合膜对 7-氨基-4-甲基香豆素的富集率、分

配系数明显高于 7-羟基-4-甲基香豆素的富集率和分配系数;印迹膜对模板分子的选择性是结构类

似物的 2—4倍(见表 1)。

相对于 7-羟基-4-甲基香豆素, 印迹聚合物复合膜对 7-氨基-4-甲基香豆素表现出更大的亲和

性能, 显示出了优先选择性吸附。选择性的提高可归因于印迹膜制备过程中模板分子 7-氨基-4-甲

基香豆素与单体发生了氢键作用,使分子定向排列, 形成了一定的立体化学结构, 聚合后将这种三

维立体结构得以固定。模板分子洗去后,聚合物中立体结构所形成的三维立体空穴与 7-氨基-4-甲

基香豆素的分子结构相匹配,因而表现出更高的选择性。
表 1　香豆素印迹复合膜的竞争吸附

溶液浓度( 10- 4mol/ L)

X 1 X 2

吸附量( 10- 4mol/ L)

X 1 X 2

E( % )

X 1 X 2

K d(m L·g- 1)

X 1 X 2
k

0. 6 0. 6 0. 39 0. 19 0. 66 0. 32 107. 84 27. 15 3. 97

0. 8 0. 8 0. 48 0. 29 0. 61 0. 37 77. 03 29. 25 2. 63

1. 0 1. 0 0. 41 0. 24 0. 41 0. 24 45. 90 21. 00 2. 18

　　注: X 1—— 7-氨基-4-甲基香豆素;X 2—— 7-羟基-4-甲基香豆素; E——富集率; K d——分配系数; k——选择性系数。

4　结论
以聚偏氟乙烯( PVDF)为支撑膜, 7-氨基-4-甲基香豆素为模板分子, 2-乙烯吡啶为功能单体,

乙二醇二甲基丙烯酸酯( EGDMA )为交联剂,偶氮二异丁腈( AIBN )为引发剂,通过紫外光引发合

成印迹聚合物复合膜, 并对印迹复合膜的荧光特性、吸附时间、吸附容量、竞争吸附等性能进行了测

试,制备的印迹膜对模板分子具有良好的识别功能。
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Selective Determination of 7-Amino-4-Methyl-Coumarin

by Fluorescence Molecularly Imprinted Membrane

WANG Hui-Yun　GAO Yun-Ling　YAO Ke-Jian
( State K ey L aboratory Breed ing B ase of G reen Chemist ry Synthesis T echnology , Colleg e of Chemical Engineering

and Mater ials Science, Zhej iang Univ ersity of T echnolog y, H angzhou 310032, P. R . China)

Abstract　With 7-am ino-4-methyl-coumarin as a template molecular and polytet raf luoroethylene

microfilt ration membrane as support medium, molecular imprinted polymer w as synthesized. The

adsorption kinetics, adsorpt ion capacity and select iv e adsorpt ion performance of molecular imprinted

polymer w ere investigated by fluorescence spectrometry . The imprinted membrane show s the good

recognition funct ion for template molecules.

Key words　Fluorescence; Molecular Imprinted T echnique; M olecular Imprinted Membrane;

Coumarin
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