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利多卡因分子印迹聚合物的制备及其在固相萃取中的应用
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摘 要 以利多卡因( LD) 分子印迹聚合物为研究体系，利用分子模拟计算功能单体与模板分子之间的相互作

用能，并通过作用实验加以验证，确定衣康酸为最佳单体。以乙二醇二甲基丙烯酸酯为交联剂，N，N-二甲基甲

酰胺( DMF) 为溶剂，采用本体聚合法合成分子印迹聚合物 ( MIP) ; 采用高效液相色谱检测。实验发现，聚合物

具有较高的印迹指数和选择性; 在乙腈加载、5%甲醇-乙腈淋洗、5% HCl-甲醇洗脱条件下，聚合物具有最佳印迹

效果。通过渗漏实验考察聚合物键合容量。实验发现，在乙腈溶液中每 100 mg MIP 与空白聚合物( NIP) 可分别

键合 1． 62 和 0． 92 mg LD 分子; 采用光度法测定牛血清中利多卡因的含量，其平均回收率达到 84． 6%。
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1 引 言

盐酸利多卡因 ( LD) 属酰胺类中效局部麻醉药，主要用于神经及硬膜外阻滞麻醉。LD 血药浓度过高

时，可产生中枢神经系统及心血管系统的毒性反应。由于生物样品中许多内源性物质的存在，使得样品净

化成为必要步骤。因此，发展快速、高效、高选择性、环境友好的样品前处理技术非常重要［1］。
目前，生物样品中的盐酸利多卡因前处理手段较多，如溶剂萃取和固相萃取法，结合毛细管电泳、气相

色谱质谱法或高效液相色谱法［2 ～ 5］。溶剂萃取法需要大量的有机溶剂，耗时且存在严重的基体干扰，其它

方法的仪器昂贵。固相萃取法( SPE) 出现于 20 世纪 70 年代，至今己成为许多领域样品预处理的常用方

法。传统的 SPE 吸附剂选择性不佳，在富集分析物过程中存在大量基体和干扰物质。分子印迹聚合物

( MIP) 是为印迹分子量身定做的高分子聚合物，具有预定性、实用性和识别性等特点［6 ～ 8］。由于模板选择

的多样性，使得 MIP 能广泛应用于物质的分离与分析过程，它对于目标物质的高度选择性也是普通 SPE 所

不能比拟的［9，10］。
本研究采用本体聚合法合成 MIP，并将其作为固相萃取材料，对分子印迹固相萃取( MI-SPE) 过程进行

优化选择，采用分光光度法测定生物样品中盐酸利多卡因含量。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

UV-2450 紫外可见分光光度计，LC-10A 高效液相色谱仪( 日本岛津公司) ; 5S1020 固相萃取仪( 北京

振翔工贸有限公司) ; 利多卡因 ( LD) 、衣康酸 ( IA，纯度 ＞ 98． 0%，Sigma-Aldrich 公司) ; 盐酸胺碘酮

( AD) 、N，N-二甲基苯胺( C0，纯度 ＞98． 0%，杭州大阳化工有限公司) ; N，N-二甲基甲酰胺( DMF，色谱纯，

天津光复精细化工研究所) ，乙二醇二甲基丙烯酸酯( EDMA，分析纯，百灵威化学技术有限公司) ; 偶氮二

乙丁腈( AIBN，化学纯，上海试剂厂) ，N'-( 2，6 二甲基苯基) -N，N-二乙基乙二胺( C1，自制) ，其它试剂均为

分析纯。
2． 2 MIP 的制备

将 LD 0． 2343 g( 1 mmol) ，IA 0． 5204 g( 4 mmol) ，AIBN 0． 0785 g，EDMA 3． 1715 g( 16 mmol) ，DMF
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3. 9262 g 置于 50 mL 圆底烧瓶中，充分溶解混匀，超声脱气 5 min，通氮气 15 min，于 80 ℃恒温油浴锅中加

热 24 h。聚合物磨碎收集粒径在38 ～75 μm，用索氏提取器以含冰乙酸-甲醇( 1∶9，V /V) 溶液洗至无 LD 检

出，继续用甲醇洗去乙酸，真空干燥至恒重。非印迹聚合物( NIP) 除不加 LD 外，其余与印迹聚合物合成条

件相同。
2． 3 HPLC 检测

将洗涤过的聚合物干法装填于不锈钢色谱柱( 50 mm ×4． 6 mm) 中，以乙腈为流动相，流速 0． 4 mL/min，

色谱柱温 25 ℃，波长 262 nm 检测。以丙酮测量死时间。1． 0 g /L 模板分子的乙腈溶液，每次进样 10 μL。

表 1 固相萃取实验中载液、淋洗液及洗脱液
Table 1 Percolated，washing and eluted solvents used during molecularly imprin-
ted polymer( MIP) and nonimprinted polymer( NIP) experiments

载液 Loading
1． 0 g /L

淋洗液 Washing
1 mL × 1

次洗脱液 Elution
1． 5 mL × 2

ACN CAN-MeOH ( 95∶5，V /V)

CH2Cl2 CH2Cl2 -ACN ( 90∶10，V /V)

H2O-ACN ( 50∶50，V /V) H2O-ACN ( 50∶50，V /V)

PBS-ACN ( 50∶50，V /V) PBS-ACN ( 50∶50，V /V)

MeOH-0． 2 mol /L
HCl ( 95∶5，V /V)

ACN: 乙腈( Acetonitrile) ; PBS: 磷酸盐缓冲液( Phosphate buffer solution，pH 7． 0) 。

2． 4 MI-SPE 印迹效果实验

分别取 MIP 和 NIP 各 100 mg
均匀填充至空的固相萃取柱中，

在聚合物上放置塞板。依次用相

应溶剂( 表 1) 平衡小柱，经装载、
淋洗、洗脱后，测定各步洗脱液中

待测物含量。
2． 5 血清样品的处理

取 0． 3 mL 牛血清于 4． 0 mL
离心管中，定量加入 LD 标准溶液，涡旋混匀 1 min，加入乙腈 2． 4 mL 混匀后，以 4000 r /min 离心 30 min
除去蛋白质。取上清液 1． 5 mL，按照 2． 4 节的条件进行萃取。洗脱液于 45 ℃用 N2吹干，测定方法参照

文献［11］，于 588． 0 nm 处测定 LD 含量。

3 结果与讨论

3． 1 模板与功能单体间相互作用能的理论计算

模拟计算在英国 Crandield University 完成。在 Silicon Graphics Octane running IRIX 6． 5 操作系统

图 1 IA 对 LD 紫外吸光光谱的影响

Fig． 1 UV absorption spectra of lidocaine ( LD ) in
presence of itaconic acid ( IA ) with different concentra-
tions in acetonitrile
1． 0 mmol /L LD; CIA ( mmol /L) : a． 0． 10; b． 0． 49; c． 1． 04;

d． 2． 06; e． 3． 12; f． 4． 44; g． 8． 80． Δλ = 10． 8 nm．

上，采用 SYBYL 6． 9TM软件的 LEAPFROGTM算法［12］。软件单体库中包含了 20 种常用功能单体，通过计

算每种单体与 LD 结合能，推测它们之间的作用方式，筛选最有可能形成稳定复合物的单体，计算得到

各单体与模板的结合能力大小: 衣康酸( IA) ＞ 丙烯酰胺 ＞ 甲基丙烯酸 ＞ 咪唑丙烯酸 ＞ 4-乙烯基吡啶 ＞
二乙烯基苯。从结果可知，IA 置于首位，与 LD 结合能为 － 135． 9 kJ /mol，表明 LD 与 IA 在预聚合时能

够形成相对稳定的复合物。
3． 2 模板分子与单体作用实验

固定 LD 浓度为 1． 0 mmol /L，逐次加入 0． 1 ～
8. 8 mmol /L 功能单体 IA，在 200 ～ 320 nm 测定紫外

光谱( 见图 1) 。由图 1 可见，随着功能单体浓度的增

加，吸收峰强度逐渐减弱，最大吸收波长向长波长移

动( 游离 LD 移动 10． 8 nm) ，表明模板和单体 IA 之

间产生了相互作用并形成了复合物。碱性模板分子

一般选用酸性功能单体［13］。由于 LD 为弱碱( pKa =
7． 9) ，分子结构中含有  C O 和 NH 可与酸性

较强 的 IA ( pKa1 = 3． 85，pKa2 = 5． 44 ) ［14］ 中 的

COOH 生成 氢 键 和 离 子 键，使 光 谱 发 生 变 化。
LD 常以盐酸盐形式存在，而酸式 LD 中 H + 可与分子

中的羰基形成氢键，会与 LD 和 IA 之间的氢键竞争，

光谱移动仅为 8． 0 nm，使得模板-功能单体复合物不

够稳定。本研究采用游离的 LD 作为模板分子，可增

强其与酸性较强的 IA 的静电相互作用，形成更稳定
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图 2 相似物结构分子式

Fig． 2 Structures of analogues

的复合物。
3． 3 色谱评价

印迹指数，K = k'MIP /k'NIP ( k' = ( tR － t0 ) / t0，其

中 tR 为组分保留时间，t0 为死时间) 。将 MIP 与 NIP
分别作为液相色谱固定相，研究 N'-( 2，6-二甲基苯

基) -N，N-二 乙 基 乙 二 胺 ( C1 ) 、N'-( 2，6-二 甲 基 苯

基) -N，N-二乙基乙二胺 ( C0 ) 和盐酸胺碘酮 ( AD)

等结构类似物( 结构见图 2 ) 在色谱柱中保留行为，

结果列于表 2。从表 2 可知，MIP 对模板及其类似物

表现出一定识别能力，但是对 LD 表现出显著的选择

性( K = 3． 0) ［15］。

表 2 利多卡因 MIP 选择性
Table 2 Retention and selectivity factors on lidocaine-imprinted polymer

印迹指数 Retention factor ( K)

LD AD C0 C1
选择性系数 Selective factor ( α)

kLD /kAD kLD /kC0 kLD /kC1
3． 0 1． 2 1． 1 0． 19 2． 5 2． 7 15． 8

LD: 利多卡因( Lidocaine) ; C1: N'-( 2，6 二甲基苯基) -N，N-二乙基乙二胺( N-［2-( Diethylamino) ethyl］-2'，6'-xylidine) ; C0: N，N-二
甲基苯胺( N，N-Dimethylaniline) ; AD: 胺碘酮( Amiodarone) 。

3． 4 MI-SPE 条件优化

考察不同溶剂中 MIP 与 NIP 对 LD 吸附情况( 图 3) 。结果表明，LD-乙腈溶液上样时，MIP 完全吸

附模板分子; 而 NIP 中无有序排列且与模板分子结构相对应的立体孔穴，出现大量渗漏，洗脱回收率仅

为 44%。MIP 经洗脱后留下的空穴无论从功能基和立体结构形状上都能与模板分子相匹配，显示出良

好的识别。通过优化装载、淋洗和洗脱过程，较好地分离了特异性和非特异性结合的 LD。当用乙腈上

样，乙腈-甲醇 ( 95∶5，V /V) 淋洗，甲醇-0． 2 mol /L HCl( 95∶5，V /V) 溶液洗脱两次时，效果最好。

图 3 不同溶剂中利多卡因在 MIP 和 NIP 上回收率

Fig． 3 Extraction profiles obtained with MIP and NIP after the percolation of LD in different media

通过 Breakthrough 渗漏实验［16］考察 MIP 与 NIP 的键合容量( 图 4A) 。结果表明，当 LD 乙腈溶液为

0． 2 g /L 时，每次上样 3mL，计算得到每 100 mg MIP 和 NIP 键合容量分别为 1． 62 和 0． 96 mg，随着 LD 浓

度的增加，键合容量增大( 图 4B) 。在合成过程中模板分子的质量占总质量的 2． 9%，理论上聚合物的

最大键合容量是合成时所使用的模板的 5%［17］，聚合物之所以具有高容量是因为聚合物与模板分子之

间不仅存在特异性吸附，而且存在非特异性吸附。
3． 5 类似物选择性

按照 3． 3 节实验确定的最佳条件，考察与 LD 结构类似化合物 AD，C0，C1 在固相萃取柱中的保留

情况( 表 3) 。结果表明，由于 3 种结构类似物与模板分子在形状和官能团上存在相似性而呈现一定的

交互吸附，但回收率都低于 LD，由此可说明 MIP 中形成的形状相匹配的立体空穴提高了 MIP 的萃取选

择性。对于与模板分子尺寸相差很大的 C0 和 AD 而言，选择性和保留情况呈现相似且比较差的结果。
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图 4 0． 2 g /L LD 乙腈溶液在 MIP 与 NIP 上渗漏曲线及浓度对键合量的影响

Fig． 4 A． Breakthrough curve for 0． 2 g /L of LD by MIP and NIP; B． Influence of LD concentra-
tion on the binding capacity of MIP and NIP

在氢键结合过程中，羰基是强的氢键接受体，由于在结构上 C1 较 LD 缺少一个羰基官能团，没有完全实

现位点识别，回收率低。

表 3 乙腈为溶剂时 3 个类似物在 MIP 和 NIP 柱子上的分离
Table 3 Retention of three analogues in acetonitrile on MIP and NIP column

回收率 Recovery ( % )

MIP
LD C1 C0 AD

NIP
LD C1 C0 AD

上样 Loading 0 58． 9 68． 9 35． 9 3． 5 65． 7 71． 9 50． 5
淋洗 Washing 0 31． 9 26． 6 58． 8 49． 7 30． 2 24． 7 47． 8
洗脱 Elution 98． 0 4． 4 0 3． 5 44． 0 2． 5 0 2． 5

表 4 MI-SPE 净化牛血清中 LD 的分析结果
Table 4 Detection result of molecularly imprinted solid phase
extraction( MI-SPE) -purified extracts of LD-spiked calf serum

加标量
Added
( μg)

回收量
Mean found

( μg)

回收率
Recovery

( % ，n = 6)

RSD
( % ，n = 6)

16． 0 13． 6 84． 8 6． 34
18． 0 15． 4 85． 3 4． 36
20． 0 16． 9 84． 5 5． 22

3． 6 生物样品中 LD 的测定

在最佳实验条件下，用 MIP 萃取柱对牛血清

中的 LD 进行富集，结果见表 4。由于 LD 摩尔吸

光系数很小，且与溴甲酚紫形成离子缔合物在

588． 0 nm 处有强吸收［11］，采用光度法对生物样

品的 LD 能够准确测定，克服了色谱分析生物样

品过程繁杂、成本高、用时长等缺点。
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Synthesis of Lidocaine Molecularly Imprinted Polymers
and Application on Solid Phase Extraction

LIU Cui1，Turghun Muhammad* 1，Nurmement Hudaberdi1，Elena V． Piletska2，ZENG He-Hua1
1 ( College of Chemistry ＆ Chemical Engineering，Xinjiang University，Key laboratory of Oil and

Gas Fine Chemicals，Educational Ministry of China，Urumqi 830046)
2 ( Crandield Health，Crandield University Bedfordshire MK43 OAL，UK)

Abstract Itaconic acid was selected as the best template for lidocaine molecularly imprinted polymer ( MIP)

through computational investigation and template-monomer interaction experiment． The MIP was prepared
using ethylene glycol dimethacrylate as crosslinker and dimethylformamide as porogen． High retention factor and
selectivity were achieved by HPLC evaluation of MIPs as column sorbent． After optimization of SPE profile，it
was found that the best imprinting effect was obtained with loading in acetonitrile，washing with methanol-aceto-
nitrile ( 5∶95，V /V) ，eluting with hydrochloric acid-methanol ( 5∶ 95，V /V) ． MIP and nonimprinted polymer
( NIP) showed surprisingly high binding capacity in acetonitrile in breakthrough curve，and their capacities are
1． 62 and 0． 92 mg of drug to 100 mg of adsorbent respectively． Concentration of lidocaine in spiked serum was
determined by visible spectrophotometric measurement of the SPE eluent，with the average recovery of 84. 6% ．
Keywords Molecularly imprinted polymer; Solid phase extraction; Lidocaine; Visible spectrophotometry
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《有机农药及中间体质谱手册》

该书是一部有机农药及中间体与代谢物的质谱工具书。全书共收集整理了 1412 种有机农药及中间体与代谢物，包

括有机氯杀虫剂、有机磷杀虫剂、氨基甲酸酯类杀虫剂、沙蚕毒素类杀虫剂、卫生及建筑害虫防治剂、拟除虫菊酯类杀虫

剂、其他杀虫剂、杀螨剂、增效剂、杀鼠剂、杀菌剂、除草剂、植物生长调节剂及农药中间体十四部分，几乎每个品种均列出

了中文通用名称、英文通用名称、中文化学名称、英文化学名称、中文别名、英文别名、分子式、分子量、CAS 登录号、分子

结构式和电子轰击质谱图( EIMS) 。为便于检索，书后附有中文名称索引、英文名称索引、分子式索引和 CAS 登录号

索引。
该书信息量大、实用性强、索引完备，可供农业、环境保护、检验检疫、医疗卫生、司法鉴定等行业和有关高等院校、科

研单位参考。
该书由李宏森、黄克建主编，化学工业出版社于出版，定价 135． 00 元。
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