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地西泮分子印迹聚合物的光谱学特性及其在传感测试中的应用
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摘 � 要 � 制备地西泮的分子印迹聚合物, 应用紫外光谱( ultrav io let spect ra, UV spectr a)和红外光谱( infra�

r ed spect ra, IR spectra)分析该聚合物的识别特性及模板分子和功能单体的结合作用。在丝网印刷电极上原

位制备地西泮的分子印迹膜, 并在此基础上建立了检测地西泮的电导型传感方法。实验结果表明模板分子

与功能单体可形成 1�2 型氢键配合物, 印迹聚合物中存在可与模板分子通过协同氢键相互作用的官能团,

该聚合物对地西泮有高度特异的识别力, 电导型传感方法对地西泮的检测限达0� 008 mg  L - 1 , 线性范围为

0� 039~ 0� 62 mg L - 1 , 可实现现场快速检测。
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引 � 言

� � 地西泮又名安定, 属于第二代安眠镇静药, 国家明令禁

止在动物饲料和饮水中使用。但一些养殖企业为了提高饲料

报酬, 违禁使用安定类药物的现象时有发生, 动物性产品中

此类药物的残留对消费者健康和对外贸易均产生很大危害。

因此建立快速、有效的测定地西泮的方法十分必要。分子印

迹聚合物对目标化合物具有高度选择性, 在样品中待测化学

物质的分离、富集、检测领域具有广阔的研究前景[ 1�12] 。有

资料报道应用地西泮分子印迹聚合物固相萃取柱, 采用液质

联用检测血液中地西泮含量, 该方法前处理步骤繁琐, 需要

大型仪器, 不适合现场快速检测[ 13] 。目前, 地西泮分子印迹

聚合物的光谱特征还不清楚, 也还没有将分子印迹技术与传

感技术相结合检测地西泮的报道。本文以地西泮为模板分子

制备对地西泮有高选择性的印迹聚合物。通过紫外光谱和红

外光谱探讨模板分子和功能单体的相互作用及聚合物的识别

机理, 拟建立一种基于地西泮分子印迹膜的快速检测地西泮

的电导型传感方法。

1 � 实验部分

1� 1 � 试剂与仪器

地西泮标准品( Diazepam)、甲基丙烯酸( M AA )、乙二醇

二甲基丙烯酸酯 ( EGDM A)均购于 sigma 公司; 偶氮二异丁

腈( A IBN )、二甲亚砜( DM SO)、甲醇、丙酮、乙酸及其他分

析纯均购于中国医药集团上海化学试剂公司; 实验用水均为

双蒸水。

EQUINOX 55 傅里叶变换红外�拉曼光谱仪 ( Bruker,

Germany) , UV1800PC 紫外�可见分光光度计 ( Shimadzu, Ja�
pan) , XM TD�204 电热恒温水浴锅 (上海博泰实验设备有限

公司) , 索氏提取器(江苏海门华盛实验仪器有限公司) , SB�
80超声波仪(宁波新芝生物科技股份有限公司) , 一次性丝网

印刷电极条( Newpro Co� L tD, Taiw an) , CON 6/ TDS 6 电导

仪(新加坡 OAKTON 公司)。

1� 2 � 地西泮分子印迹聚合物(MIP)的制备

取地西泮 0� 284 7 g( 1 mmol)、M AA 0� 516 mL ( 6 mmol)

溶于 10 mL 二甲亚砜中, 超声 10 min, 放置 2 h 进行预聚合。

加入 EGDM A 5� 667 mL ( 30 mmo l) , A IBN 0� 061 g , 超声混

合均匀, 充氮气除氧10 min, 密封, 置于 60 ! 水浴中反应 24

h, 得玻璃状聚合物。将该聚合物粉碎, 丙酮反复沉降以除去

细小颗粒, 蒸干丙酮后放入索氏提取器中, 用体积比 9� 1 的

甲醇�乙酸溶液洗脱 48 h, 用甲醇洗去乙酸, 60 ! 干燥后得

到印迹聚合物( M IP)备用; 非印迹聚合物 ( NIP)的制备除不

加模板分子外, 其他步骤同上。

1� 3 � 预聚合液的紫外光谱分析
固定模板分子地西泮的浓度为 0� 1 mmol  L - 1 , 分别加

入 0, 0� 2, 0� 6, 0� 8, 1� 0, 4� 0 mmol  L- 1的 M AA, 超声使



分散均匀, 预聚合 2 h。用相应浓度的 M AA 二甲亚砜溶液作

参比, 得到一系列模板分子的紫外吸收光谱图。

1� 4 � 分子印迹聚合物的红外光谱分析
以 KBr 压片法制备样品, 在 500~ 4 500 cm- 1范围内测

定 M IP 和 NIP 的红外光谱。

1� 5 � 丝网印刷电极原位合成地西泮分子印迹膜及传感方法

检测地西泮的标准曲线建立

聚合液配制同 1� 2 节, 量取 1� 2 �L 聚合液均匀涂布在

丝网印刷电极工作区, 将电极条固定在密闭容器底部, 容器

抽真空后置于 60 ! 水浴中, 当丝网印刷电极上涂布聚合液

的区域出现半透明蜡状物质后, 取出电极条置于 4 ! 冷却,

得到地西泮分子印迹膜修饰的丝网印刷电极。洗脱步骤同

1� 2 节。

用 B�R 缓冲液 ( pH 7� 0) 配制 0� 039, 0� 078, 0� 15,

0� 31, 0� 46, 0� 62 mg L - 1的地西泮标准溶液。取 30 �L B�R
缓冲液滴入丝网印刷电极的工作区, 待传感仪读数稳定后,

记录此刻电导值(背景值) , 然后用吸水纸吸干电极工作区的

缓冲液, 加待测样品 30 �L , 稳定后记录电导值(终值)。每次

检测结束后更换带有印迹膜修饰的丝网印刷电极条, 共测试

6 个浓度, 平行测定 3 次。以响应信号值 (信号值= 终值�背

景值)为纵坐标, 以地西泮的质量浓度为横坐标, 作标准曲

线。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 模版分子与功能单体预聚合液的紫外光谱特征

� � 地西泮分子具有苯并二氮杂卓�2�酮的结构, 其共轭系统

在 295 nm 附近有特征吸收峰。采用紫外吸收光谱法分析印

迹分子地西泮与单体 M AA 在溶剂中的相互作用, 计算主客

体配合物的结合常数和配位比[14] 。由图 1 可见, 随着溶剂中

M AA 浓度增大, 地西泮分子的最大吸收波长向长波长方向

移动, 即发生了红移现象, 同时吸收峰的强度也逐渐增加。

这种移动可能是由于 M AA 作为质子供体与地西泮的生色团

形成氢键, 吸收波长移动所对应的能量差即为氢键的强度。

Fig� 1 � UV adsorption spectra of diazepam

and MAA system in DMSO solution

a0 ( dia) = 0� 1 mmol L- 1; b0 ( MAA) / mmol L- 1=

a: 0; b: 0� 2; c: 0� 6; d : 0� 8; e: 1� 0; f : 4�0

� � 设主体地西泮(缩写为 dia)浓度为 a0 , 客体 M AA 浓度

为 b0 , 化学配位比为 n, 则结合反应如下

dia+ nM AA+ dia[ M AA] n ( 1)

K= [ dia[ M AA] n ] / [ dia] [ M AA ] n ( 2)

根据物料平衡

[ dia] + [ dia[ M AA] n ] = a0

[ M AA] + [ dia[ M AA] n ] = b0 ( 3)

因为 b0 远大于 a0 , 可忽略[ dia[ M AA] n] , 所以

[ M AA] ∀ b0 ( 4)

将( 3)和( 4)带入( 2)得

[ dia[ M AA] n ] = a0 b0
nK / ( 1+ b0

nK ) ( 5)

根据 Lamber�Beer 定律, 若溶液中只 有 dia 与 dia

[ M AA] n 有吸收, 设�1和�2分别为地西泮和配合物的摩尔吸

收系数, 则总吸光度为

A = �1 l[ dia] + �2l[ dia[ M AA ] n ] =

�1 l( a0�[ dia[ M AA ] n] ) + �2 l[ dia[ M AA] n ] =

(�2��1) l[ dia[ M AA] n ] + �1la0 ( 6)

� � 令 A 0 = �1 la0, 则吸光度的变化为

 A = A - A 0 = (�2 - �1 ) l[ dia[ M AA ] n ] =

 �l [ dia[ M AA] n] ( 7)

将( 7)带入( 5)得

 A / bn0 = - K A / + K �la0 ( 8)

� � 化学配位比 n分别取 1, 2, 3时, 以  A / bn
0 对  A 作图,

发现 n = 2 时  A / bn0 与  A 的函数有线性关系, 回归方程为

 A / bn
0 = 1� 532 3 A + 2� 118 7( R = 0� 941 2) 。推测在此聚

合反应中, 模板分子与功能单体通过协同氢键形成 1� 2 型

配合物, 结合常数 K 为 1� 532 3 # 106 L 2  mo l- 2 , 表明该类

氢键配合物十分稳定。

2� 2 � 印迹聚合物化学基团的红外光谱特征

在地西泮的红外光谱中(图 2) , 1 690 cm- 1附近为二氮

杂卓结构内酰胺中 C O 的伸缩振动峰, 内酰胺中的

C O 是强的质子接受体, 易与 M AA 的 ∃ COOH 作用

形成氢键[ 15] 。在未经洗脱的印迹聚合物中, 该谱带向高波数

段移动至 1 730 cm- 1 , 表明地西泮分子中内 酰胺的

C O 氧原子可能是与甲基丙烯酸中的 ∃ COOH 的氢原

子形成氢键的一个结合位点。图 3a 中所示乙二醇二甲基丙

烯酸酯 C C 双键较强的伸缩振动峰出现在 1 636 cm- 1处,

交联聚合后聚合物 1 636 cm- 1附近的 C C 振动峰强度大

大降低, 说明功能单体和交联剂大部分都进行了聚合, 能把

Fig� 2� IR spectra of MIP without eluting a and diazepam b
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模板分子交联在聚合物中。另外, 印迹聚合物中较宽的

∃ OH振动吸收峰相对于 M AA 的 ∃ OH 不对称振动吸收峰

发生了较大红移, 也说明了模板分子与单体之间发生了结合

作用。从图 4 可以看出, 洗脱后的印迹聚合物与非印迹聚合

物的 C O , ∃ OH和 C C 双键等明显吸收峰的峰型基

本一致, 说明印迹聚合物中的地西泮分子被洗脱, 留下了与

其官能团相匹配的空穴。此印迹聚合物可有效的识别待测液

中的地西泮分子并与之发生特异性的结合。

Fig� 3 � IR spectra of EGDMA a, MAA

b and MIP without eluting c

Fig� 4 � IR spectra of eluted MIP a and NIP b

� � 本实验用热聚合法成功合成了地西泮的分子印迹聚合物
及聚合膜, 且利用常规的洗脱方法能较为容易地将模板分子

洗脱, 表明预聚合液中模板分子与功能单体以非共价方式形

成稳定的主客体配合物, 此结果与相关报道一致[ 16] 。模板分

子地西泮二氮杂卓结构中的氮原子呈弱碱性, 因此选择酸性

的甲基丙烯酸作为功能单体, 具有更大的分子间作用力。推

测地西泮分子二氮杂卓中的 N 原子和羰基与 M AA 的羧基

可以通过氢键作用形成识别位点, 加入交联剂、引发剂后,

这些识别位点被交联固定在聚合物中。洗脱掉模板分子的印

迹聚合物具有立体空穴结构和特异的识别位点, 对地西泮表

现出高的选择性。

2� 3 � 基于分子印迹膜的电导型传感方法检测地西泮的标准

曲线

本实验在成功地制备地西泮分子印迹聚合物的基础上,

结合电化学传感技术, 建立了以分子印迹膜修饰的一次性丝

网印刷电极做为敏感元件的电导传感方法。该方法检测地西

泮的标准曲线见图 5, 回归方程为 Y = 22� 289X + 2� 741 6( R

= 0� 993 6) , 检测限达 0� 008 mg  L- 1 , 在 0� 039~ 0� 62 mg

 L - 1范围具有良好的线性关系。这种基于分子印迹技术的

电导型传感器检测地西泮特异性强、灵敏、成本低、高通量,

能对样品进行现场快速检测, 随着分子印迹技术和传感技术

的不断完善, 该电导型传感器将在食品安全检测领域发挥更

大的作用。

Fig� 5� Calibration curve for determination of diazepam

3 � 小 � 结

� � 采用分子印迹技术制备了对地西泮分子具有特异选择性

的印迹聚合物和分子印迹膜, 紫外光谱和红外光谱分析表明

地西泮和甲基丙烯酸能通过氢键形成主客体配合物, 该聚合

物通过协同氢键专一地结合地西泮。初步探索了以该分子印

迹膜修饰的一次性丝网印刷电极在电导型传感检测中的应

用。这种电导型传感器灵敏度高, 响应时间短, 特异性强,

成本低, 能对多个样品进行现场、快速检测, 随着分子印迹

理论的不断进步与完善 , 该电导型传感器将在食品安全检测

领域发挥更大的作用。
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Spectroscopic Study of Diazepam Molecularly Imprinted Polymers and

Initiative Application to Conductimetric Sensor Based on Molecularly

Imprinted Films

LIU Xiao�fang , L I Feng, YAO Bing , W ANG L i, L IU Guo�yan, CH AI Chun�yan*

Schoo l o f Ag r iculture and Biolog y, Shanghai Jiao Tong Univer sity, Shanghai � 200240, China

Abstract� T he mo lecular ly imprinted po lymers were synthesized using diazepam as the template and mo lecular ly imprinted f ilms

( M IF ) prepared on screen pr inted electrodes ( SPE) . The binding mechanism and recognit ion character istics of the molecula rly

imprinted po lymers were studied by ultr av io let ( UV ) spect ra and infrar ed ( IR) spectra. In addit ion, a conductimetr ic senso r fo r

diazepam was established preliminar ily based on diazepam M IF modified SPE. The results of UV spectra indicated that template

molecules and funct ional monomers had fo rmed 1� 2 hydro gen bonding complexes; t he results of IR spect ra show ed that there

were some funct ional g roups in the mo lecular ly impr intedpolymer s w hich could interact with the template molecules. The molec�
ula rly impr int ed po lymers manifested highly recognition to diazepam. The r esponse o f the conduct imetric sensor to the concentra�

t ion of diazepam displayed a linear corr elation over a range o f 0� 04 to 0� 62 mg  L- 1 w ith a detect ion limit o f 0. 008 mg L- 1.

The sensor is suit able for on�t he�spot detect ion of diazepam.

Keywords� Diazepam; M o lecularly impr inted po lymer ; Spect roscopy; Conductometr ic sensor
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