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[摘要 ] � 目的: 比较两类三聚氰胺分子印迹聚合物的性能及应用。方法: 以三聚氰胺为模板分子, 分别以 �-甲基丙烯

酸和丙烯酰胺为功能单体,乙二醇二甲基丙烯酸酯为交联剂, 偶氮二异丁腈为引发剂, 60� 聚合 24 h, 制备了两种分子印

迹聚合物。比较研究了它们对三聚氰胺的特异识别作用和氢键作用力大小;同时研究了印迹聚合物固相萃取柱的应用。

结果: 研究发现,两类分子印迹聚合物对三聚氰胺都存在一类等价结合位点, 都具有特异性的识别作用; 用 �-甲基丙烯

酸单体合成的印迹聚合物对模板分子的氢键作用力和结合能力更强;用该分子印迹聚合物作固相萃取柱, 其液相色谱检

测回收率 > 90%。对奶粉和液态奶提取液的加标回收率分别为 90. 4% ~ 95. 8%、91. 5% ~ 92. 7%。结论: 自制印迹聚合

物固相萃取柱对牛奶样品预处理,试剂用量少, 萃取回收时间短,检测牛奶样品中三聚氰胺,结果满意。

[关键词 ] � 三聚氰胺; 分子印迹聚合物;固相萃取; 高效液相色谱

[中图分类号 ] � R 155. 5+ 7� � � � [文献标识码 ] � A� � � � [文章编号 ] � 1004- 8685( 2011) 01- 0044- 04

Perform ance and application of the two types ofmolecularly imprinted polym ers form ela�
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[ Abstract] � Objec tive: T o compare per fo rm ance and application o f two types of m e lam ine mo lecu larly impr inted po lyme rs.

Methods: T he two mo lecu lar ly im printed po lym ers(M IP s) w ere syn thesized by polym er ization for 24 h in 60� using �- m ethy l�
ac ry lic ac id(M AA ) and acry lam ide( AM ) as the function monom er respective ly, m e lam ine as the temp la te m o lecu lar, ethylene

g lyco l dim thacry late as the cross- linker agent and 2, 2- azob isisobutyron itr ile( A IBN ) as the initiator. T he specific indentifica�
tion function and the hydrogen bond ing force to me lam ine, and the app lication ofm o lecu lar ly im prin ted so lid phase exraction co l�
um n w ere stud ied. R esults: The two po lym ers could specia lly recognize m e lam ine. The results stud ied o f equilibr ium binding ex�
per iment showed tha t the interaction be tw een the hydrogen bonds o f m elam ine and M AA w as stronge r than that of m e lam ine and

AM, and the prepared po lym er w ithM AA as functiona lmonom er show ed strong er and better b ind ing ability to me lam ine. In addi�
tion, the me lam ine m o lecular ly impr inted po lym ersw ithM AA as functiona lm onom er w as gr inded, s ieved, w ashed and packed in�
to cartr idges. T he recovery o f the so lid phase ex traction( SPE ) p illar w as mo re than 90% testing byH PLC. The recover ies o fm el�
am ine from m ilk powder and m ilk w ere in the rang e o f 90. 4% ~ 95. 8% and 91. 5% ~ 92. 7% , respective ly. Conc lu sion: T he

sam ples w ere pretreated according to the solid phase ex trac tion co lum n to carry out the detection of rea lm ilk. T he M IP s- SPE p il�
lar got h ighe r recovery, less reagen t and sho rter tim e. Satisfacto ry resu lt was obta ined for the determ ina tion o f m elam ine in sam�
p le.

[ Key words] � M elam ine; M o lecular im pr inted po lym er; So lid phase ex traction; HPLC

� � 分子印迹技术 ( m olecu lar impr inting technique, M IT )是指

制备对某一特定的模板分子 (目标分子、印迹分子或烙印分

子 )具有特异选择性的聚合物的过程 [ 1]。在聚合物制备过程

中, 模板分子通过离子键、氢键等作用确定了分子印迹聚合物

( m o lecular impr inting po lym er, M IP)基质孔穴的形状、大小,确

定了聚合物功能基团的取向, 使聚合物分子结构中形成许多

作用位点, 从而对模板分子保持特殊的 �记忆�, 具有预定识别
的高度选择性 [1]。目前, M IP已应用于色谱分析 [2, 3]、固相萃

取 [4~ 6]、传感器 [7]和模拟酶 [8]等研究。

� � 三聚氰胺 ( m e lam ine) ,俗称蜜胺, 是一种白色或无色晶体,

通常用于塑料制品中合成树脂的生产, 在高温和酸性条件下

能引起三聚氰胺转移到食品中。不法分子在高蛋白食品中非

法添加三聚氰胺, 可以提高含氮量,从而降低成本。

� � 目前测定食品中三聚氰胺的检测方法包括气相色谱 [ 9]、

气相色谱 -质谱法 ( GC- M S) [ 10, 11]、高效液相色谱 -紫外或二

极管阵列和串联质谱 ( HPLC- UV, DAD, M S /M S) [ 12~ 14]等检测

方法。GC - M S需要衍生化, 过程比较繁琐。HPLC - UV或

DAD由于其无需衍生化是目前最为常用的检测方法。由于生
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物样品奶制品基质比较复杂, 三聚氰胺在其中的浓度低, 富

集、净化等样品前处理显得尤其重要。

� � 本研究在极性溶液中采用本体聚合法制备了三聚氰胺分
子印迹聚合物, 并制备成固相萃取柱。在相同实验条件下,与

C18固相萃取柱进行比较, 分子印迹聚合物固相萃取柱的回收

率更好, 所用试剂用量少,萃取回收时间短。用该方法检测奶

制品中三聚氰胺, 结果满意。

1� 实验部分
1. 1� 仪器与试剂
� � UV - 2550型紫外 -可见分光光度计 (日本岛津公司 );

D ionex P680高效液相色谱仪 (美国戴安公司, 配紫外检测

器 ) ; HH - 4型数显电子恒温水浴锅 (金坛市晶玻实验仪器

厂 ) ; BF - 2000氮气吹干仪 (湖南八方世纪公司 ); PB- 21型

精密酸度计; KQ - 250B超声波清洗仪 (昆山市超声仪器有限

公司 ) ; ZK - 82型电热真空干燥箱 (上海实验仪器有限公司 );

离心机; 恒温振荡器等。

� � 三聚氰胺 ( > 99% , M e ,l上海晶纯试剂公司 ), �- 甲基丙

烯酸 ( MAA, 分析纯,北京大田丰拓化学技术有限公司 ); 丙烯

酰胺 ( AM,化学纯, 上海山浦化工有限分司 ); 偶氮二异丁腈

( A IBN,化学纯, 上海山浦化工有限分司 ); 乙二醇二 (甲基丙

烯酸 )酯 ( EGDM A, 98% , 北京大田丰拓化学技术有限公司 );

其它试剂均为分析纯。

1. 2� 三聚氰胺分子印迹聚合物的制备
1. 2. 1� 以 MAA为功能单体的印迹聚合物 (M IP)和非印迹聚

合物 ( N IP)的制备 � 取 1 mmo l三聚氰胺溶于一定量的乙醇 -

水 ( 5�1, v /v)溶液中, 加入 4 mm o lMAA和 30 mm o l EGDM A至

25 m l安瓿瓶中, 超声混匀,于恒温振荡器上 45� 振荡过夜,使

三聚氰胺与 MAA充分作用。加入 0. 25 mmo l A IBN, 超声混

匀, 通 N2 10 m in~ 15 m in,以除去体系中的 O2, 密封。在 60�
水浴中反应 24 h,生成棒状聚合物。将聚合物用机械法研磨,

过 400目标准筛,得 37 �m颗粒, 用丙酮悬浮除去悬浮粉末。

用甲醇�乙酸 = 90�10 ( V /V )溶剂, 索氏提取法洗脱模板分子

三聚氰胺、未能聚合的功能单体 M AA和交联剂 EGDMA, 之后

再用甲醇洗掉残留的乙酸。洗涤过程中, 用液相色谱法检测

洗脱液, 直至未能检测到模板分子为止。将处理好的印迹聚

合物置于 60� 干燥箱中干燥 24 h,制得以 M AA为功能单体的

三聚氰胺印迹聚合物。

� � 在结合反应时, 不加入三聚氰胺模板分子, 其它按照以上

完全相同的操作进行合成和后继处理, 制备非印迹聚合物

( non- impr inted polym er, N IP)。

1. 2. 2� 以 AM为功能单体的印迹聚合物 ( M IP )与非印迹聚合

物 ( N IP )的制备 � 用丙烯酰胺代替 MAA作为功能单体, 称取

1 mmo l丙烯酰胺, 按照 � 1. 2. 1�中的方法操作, 制备另一种三

聚氰胺分子印迹聚合物 (M IP )。不加模板分子三聚氰胺,同前

操作, 制得非印迹聚合物 ( N IP)。

1. 3� 分子印迹聚合物结合能力研究
� � 称取 20. 0 mg M IP于安瓿瓶中, 分别加入 5 m l不同浓度

( 0. 08 mm o l/L ~ 0. 80 mm o l/L )的三聚氰胺 -甲醇水溶液, 放

入恒温振荡器中室温下振荡 12 h,离心, 取上清液,经 0. 45 �m

滤膜过滤, 用 HPLC测定所得溶液中三聚氰胺的含量, 根据吸

附前后溶液浓度的变化计算聚合物对三聚氰胺的吸附量 Q; 根

据 Q值绘制三聚氰胺与分子印迹聚合物的结合等温线和 Scat�
chard图, 计算出最大吸附量 Qm ax及平衡离解常数 Kd, 评价印

迹聚合物的结合性能。

1. 4� 分子印迹聚合物萃取柱的制备和性能研究
� � 称取三聚氰胺印迹聚合物粉末 200 m g干法装柱, 装入容

量为 3 m l固相萃取空柱中,两端分别用滤膜垫片堵住, 装填均

匀后依次用 3 m l甲醇、3 m l去离子水、2 m l 50 �g /m l三聚氰胺

的甲醇水溶液、3 m l水、5 m l甲醇、5 m l含 5%乙酸的甲醇溶液

或含 5%氨水的甲醇溶液过柱, 收集洗脱液, 用 N2吹干, 滤渣

用流动相溶解并定容至 1 m ,l用 HPLC检测。

1. 5� M IPs柱与 C18柱对奶制品中三聚氰胺提取的比较研究

� � 取 1. 4中制得的 M IP s柱, 先用 3 m l甲醇和 3 m l去离子水

活化柱子, 再将 2 m l 50 �g /m l三聚氰胺甲醇水溶液以

0. 2 m l/m in的流速过柱, 然后用 3 m l去离子水和 3 m l甲醇以

同样的速度淋洗, 三聚氰胺用 3 m l含 5% 乙酸的甲醇溶液洗

脱。洗脱液用 N2吹干, 用流动相重新溶解,并定容至 1 m ,l再

用 HPLC检测, 平行测定 3次。

� � 市售的 C18固相萃取柱 ( A npelc lean, SBAA - 1102003), 处

理方法参考国标法 [15] ,样品平行测定 3次。

1. 6� 三聚氰胺检测方法
� � 色谱柱: K rom asil C18柱, 5 �m, 150 � 4. 6 mm; 流动相:

10 mmo l/L辛烷磺酸钠 + 10 mm o l/L柠檬酸 (调 pH 3. 0) -甲醇

= 75�25 ( V /V ); 流速: 1. 0 m l/m in; 进样量 20 � ;l检测波长

235 nm。

2� 结果与讨论
2. 1� 模板分子与功能单体的作用机理
� � 应用 UV - V is光谱分析方法,比较研究了 M AA、AM 两种

不同功能单体与模板分子三聚氰胺之间作用力的大小, 结果

见图 1a、1b。结果显示, 随着体系中单体比例的增大, 体系吸

收光谱最大吸收峰向长波移动, 即发生红移, 吸光度值逐渐减

小。说明单体与模板之间发生了非共价作用, 影响了三聚氰

胺的紫外光谱图。结合三聚氰胺、M AA及 AM 的分子结构特

点推测, 三聚氰胺是通过非共价作用力 (氢键、静电作用等 )与

M AA间形成具有可逆特性的三聚氰胺 M IP s。如图 2所示, 一

个三聚氰胺分子中的三对氨基和杂环 N, 可同时与三个 MAA

分子羧基形成六个氢键, 组成三个新的八元环,并与一个 p- �

共轭的六元环处于同一平面, 构成由 24个原子形成的大平

面,从而形成分子结构印迹,经过交联形成三聚氰胺 M IP s。同

理, 三聚氰胺分子与 AM分子也可形成氢键, 进而形成类似分

子印迹聚合物 (图 3)。

图 1� 预聚合溶液中三聚氰胺的紫外吸收图谱

2. 2� 分子印迹聚合物对底物吸附性能研究

� � 按照表 1分别制备了 6组 M IP和 N IP, 用 � 1. 3�方法测定
了作用后聚合物的饱和吸附量, 应用平衡结合实验, 评价了它

们对模板分子的识别能力。对比表 1结果可知, � M IP对模板

分子 M e l的吸附量明显大于 N IP的吸附量, M IP对模板分子

M e l表现出良好的选择性。� 用 MAA单体制备的 M IP ( N IP )

对模板分子的吸附量大, 用 AM单体制备的 M IP ( N IP )吸附量
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小。这可能是因为 O原子的电负性较 N原子的大, 以致 - OH

中的 H比 - NH中的 H 与六元环上 N 原子的氢键键合力更

强。� 模板分子含量一定时, 单体含量比例不同, 对应 M IP、

N IP对 M el的吸附量也不同。但分析 M IP11、M IP12和 M IP13

发现, 虽然 M AA含量成倍改变, 但对 M e l的吸附量为 91. 27 ~

93. 62, 仅仅改变 2. 5%。这表明 M IP1对模板分子 M e l吸附能

力强, 当 M AA含量适量时, M e l与 M AA可迅速形成图 2所示

的 1�3结构, 达到饱和结构。�从表中可知, 以 M AA为单体

制备的印迹聚合物 M IP13的特异性吸附量最大。这可能是因

为 MAA含量最高,模板分子三聚氰胺反应最完全, 形成的三

聚氰胺分子印迹聚合物就最多。

表 1� 三聚氰胺分子印迹聚合物的组成及印迹效果评价

聚合物
三聚氰胺

(mm ol)

MAA

(mmo l)

AM

( mm ol)

EGDM A

( mm ol)

吸附量 Q

( �mo.l g- 1 )

� Q

(�m o.l g- 1 )

M IP11

N IP11

M IP12

N IP12

M IP13

N IP13

M IP21

N IP21

M IP22

N IP22

M IP23

N IP23

0. 5

-

0. 5

-

0. 5

-

0. 5

-

0. 5

-

0. 5

-

2. 0

2. 0

4. 0

4. 0

6. 0

6. 0

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

2. 0

2. 0

4. 0

4. 0

6. 0

6. 0

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

93. 62

53. 06

91. 27

60. 82

92. 42

20. 37

77. 04

12. 94

63. 66

30. 10

54. 79

2. 82

-

40. 56

-

30. 45

-

72. 05

-

64. 09

-

33. 56

-

51. 97

2. 3� 分子印迹聚合物结合特性分析

2. 3. 1� 结合动力学分析 � 分别称取 20 m g M IP 13和 N IP13聚

合物于安瓿瓶中, 然后加入 10 m l 0. 64 mmo .l L- 1的三聚氰胺

标准溶液, 于 25� 恒温振荡器中作用, 每隔一段时间, 取出

1 m l溶液测定聚合物的饱和情况,记录三聚氰胺吸附量与吸附

时间之间的变化曲线。由图 4可知, 在前 10个小时内, M IP13

的三聚氰胺吸附量迅速增加, 之后其吸附量逐渐增大, 最终接

近饱和。其原因可能在于分子印迹聚合物表面和内部都有基

质孔穴,之初 ,主要是表面孔穴发生吸附作用, 空间阻碍小, 与

模板分子结合快; 随着表面孔穴的饱和, 由于空间位阻的原

因, 模板分子进入内部孔穴结合的速度变慢, 导致吸附速度增

加缓慢, 吸附量变化较小。

图 4� 三聚氰胺分子印迹聚合物的结合动力学曲线

2. 3. 2� 结合热力学分析 � 为了比较 M AA和 AM 制备的印迹

聚合物的结合特性, 在相同实验条件下, 用平衡结合实验的方

法测定了分别以 M AA和 AM为功能单体制备的印迹聚合物的

结合量 Q对不同三聚氰胺吸附液的初始浓度的变化曲线, 如

图 5、图 6所示。由图可知, 在实验的各个浓度范围内, M IP比

N IP可以结合更多的三聚氰胺, 并且随着起始浓度的增加, M IP

结合三聚氰胺的量增加的速度比 N IP快很多。

� � Scatchard方程分析常被用来评价聚合物的结合特性 [ 16] ,

本实验将 M IP13和 M IP21的结合等温线数据按照 Scatchard方

程进行整理并作图, 考察聚合物对三聚氰胺的结合情况。

Scatchard方程:

� � Q /C= ( Qm ax - Q ) /Kd

� � 式中, Q是键合容量, �m o .l g- 1; C是模板分子的平衡浓

度, mmo .l L - 1; Qm ax是结合位点的最大表观结合量, �mo .l g- 1;

Kd是结合位点的平衡离解常数, �m o.l L- 1。Q /C - Q图见图 7

和图 8。

� � 由图 7可知, Q /C - Q呈现良好的线性关系, 反映 M IP -
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M e l对 M e l的结合位点是等价的,表明 M IP中存在一类等价的

结合位点, 对三聚氰胺呈现均匀的亲和力, 这是分子印迹聚合

物模板效应的体现, 属于选择性吸附。对图 7中数据进行拟

合, 得拟合线性方程: Q /C = - 0. 37Q + 87. 25( r= 0. 9900)。由

线性方程的斜率和截距可以计算出: K d = 2. 70 �mo .l m l- 1,

Qm ax = 235. 58 �mo .l g- 1。

� � 同理, 由图 8可知, Q /C- Q对图中数据进行拟合, 得拟合

线性方程: Q /C = - 0. 58Q + 72. 88( r= 0. 9921)。由线性方

程的斜率和截距可以计算出: Kd = 1. 72 �m o.l m l- 1, Qm ax =

125. 35 �m o.l g- 1。

� � 通过分析图 7、图 8可知, M IP13比 M IP21对三聚氰胺具

有更好的吸附性能, Sca tchard方程分析也表明 , M AA是一种更

好的功能单体, 这与前面的吸附实验结果一致。

2. 4� M IP13柱与 C18柱的萃取效果比较

� � 比较了 M IP13柱与 C18柱的萃取效果,前者所用洗脱剂用

量明显少于后者, 且取得了满意的回收率 (见表 2)。

� � M IP13柱的填充物是以目标分子为模板合成的聚合物,经

洗脱后留下对目标分子具有特异性结合的空穴, 因此对目标

分子有特异性吸附, 而且是以较弱的化学键相互作用的。C18

柱则是基于简单的物理吸附, 因此 M IP13柱吸附目标分子更

有选择性 [ 17]。

表 2� M IP13柱与 C18柱的萃取效果比较

萃取柱
流出液中三聚氰胺含量

(�g)

洗脱剂用量

(m l)

回收率

(% )

M IP13 colum n

C18 column

ND

ND

3

5

90. 5

87. 2

� � 注: ND: N ot detected

2. 5� 应用
� � 采用此方法对奶制品的样品加标液进行固相萃取,高效液相

色谱法检测,平行测定 3次。过柱后流出液中均未检出三聚氰胺,

洗脱液中检出三聚氰胺的加标回收率结果满意 (见表 3)。

表 3� 不同样品过 M IP13柱及 NIP13柱后洗脱

液的回收率和 RSD ( n= 3 )

样品

平均回收率 (% ) /RSD%

加标量 40 �g

M IP N IP

加标量 100 �g

M IP NIP

样品 1 (奶粉 ) 95. 8 /7. 1 8. 5 /9. 3 90. 4 /6. 4 7. 9 /15

样品 2 (液态奶 ) 91. 5 /4. 9 10. 2 /20 92. 7 /5. 8 10. 3 /10
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