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分子印迹技术的研究的新进展及应用

王荣艳 , , 王培龙 王静
’

王锡昌 ’ 钟耀广 ’

’上海水产大学食品学院 上海 《 旧

中国农业科学院农业质量标准与检刚技术研究所 北京 侧

摘 要 分子印迹技术是近年来发展起来的一种新的分子识别技术
,

通过分子印迹技术获得的分子印迹聚合物

具有选择性高
、

德定性好及制备简单的特点
。

分子 印迹聚合物作为固相苹取
、

色语分离和传感器的功能材料广泛应

用于生物
、

医药
、

环境样品等复杂基体中难童分析物的分析
。

本文详细介绍 了分子印迹技术的研究进展
,

阐述 了分子

印迹聚合物及其在氛霉紊分析中的应用
。
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分子印迹技术 “ 甲
,

是制备空间结构和结合位点与模板分子完全匹

配的聚合物的实验技术
。

年 川就提出了

可利用抗原作为模板来制备抗体的空间结合位点理

论
。

世纪 年代初
,

研究人员利用天然化合物或

合成化合物模拟生物体系进行分子识别研究
,

在一定
意义上构成了 仃 的雏形

。

在 仃 发展的初期
,

德国 大学的 班 教授‘
一 ,采用共

价结合方式制备分子印迹聚合物
, ,

但由于可供选择的材料十分有

限
,

故在 世纪 年代以前研究进展缓慢
。

世纪

年代以后
,

瑞典 大学的 ’一 ’〕在非

共价 方面做了许多开创性工作
,

并于 年成

立了国际性的分子印迹学会 一

, ,

极大的促进了 及其理论的发展
。

这种基于分子印迹的分子识别新型材料在手性分离
、

环境分析和催化科学等领域中的潜在应用价值引起

了许多学者的关注
,

成为国内外研究的热点
。

目前
,

国内外对 的研究正方兴未艾
,

研究及

应用文献较多【‘〕
。

本文重点介绍 在固相萃取
、

色

谱分离及传感器等方面的研究进展以及 在氯霉

素分析领域的研究
、

应用及前景
。

分子印迹技术的原理

分子印迹技术是指为获得在空间结构和结合位

点上与某一分子 印迹分子 完全匹配的聚合物的实

验制备技术
。

通过分子印迹技术合成具有分子识别
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功能的聚合物称为分子印迹聚合物
。

是

一种具有较强分子识别能力的新型高分子仿生材料
,

具有类抗体的特异性
、

高选择性
、

高强度等优点
,

另外

还具有制备简单
,

模板分子可回收重复利用等天然抗

体不具备的特点
。

, 的制备是将模板分子与功能单体
、

交联剂

和引发剂等在特定的分散体系中进行共聚合
,

制得高

交联刚性聚合物
。

然后通过物理或化学的方法除去

中的模板分子
,

得到具有确定空间构型的空穴

和功能基在空穴内精确排布的聚合物〔
’ ,

其过程如图

所示
。

因此
,

具有从复杂样品中选择性提取目

标分子或与其结构相近的某一类化合物的能力
,

适合

作为固相萃取填料
、

固相微萃取涂层以及分子印迹薄

膜来分离富集复杂样品中的痕量分析物
,

克服样品体

系复杂
、

预处理繁琐等不利因素
,

达到样品分离纯化

的目的
’ 。

图 分子印迹过程

目前
,

分子印迹过程机理还缺乏定量和系统的研

究
,

从本质上讲分子印迹聚合物 对分子的识

别源于它与模板分子之间在化学基团以及三维空间

结构上的相互匹配
,

即 的选择性与模板分子和

功能单体之间相互作用的数量与强度以及模板分子

的形态与刚性有关
,

一些研究者认为 复合物的

形成过程以及 与印迹分子之间识别过程均受热

力学定律制约相应的自由能变化可通过下式计算

△
。 十

△
,

△ 、 △
, 。、 艺 △

△‘ 可 △

式中 △‘ 是形成复合物时 ‘‘ 自由能的变化

△‘
,

是分子转动引起的自由能减少 △‘ 是分子内

旋受限引起的自由能减少 △‘、是疏水作用引起的自

由能增加 △ 、是基团振动引起的自由能变化 △‘

是极性基团相互作用对自由能的贡献 △ 、是由构

型变化引起的自由能变化 △ 是由非范德华力引

起的自由能减少
。

由上式可以分析影响 形成和

识别过程的因素并进而改善 的设计与制备
。

分子印迹技术 的应用

在固相苹取中的应用

传统固相萃取 一 ,

的

目标物与吸附剂之间的作用力是非特异性的
,

通常需

对萃取和洗脱条件进行仔细选择
,

而且对不同分析物

与基质的分离需要选择不同的柱填料
,

从而限制了

的进一步发展
。

为了提高柱效与重现性
、

扩大其

应用领域
,

新型高选择性识别能力填料基质的开发研

制是非常重要的
,

独特的选择性和亲和力适应

了这一发展要求
。

由于模板选择的多样性
,

使得

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 所不能比拟

的
” 一 ”〕。

自 年 ’
” 首次报道了在 中使

用 材料以来
,

在 中被广泛研究和应

用
。

年 面 和 衅 等〔
’‘ 又将 仃用于蛋白

质的分离纯化
。

等 ” 〕以 一 硝基酚为模板制

备
,

并将 一 与 在线联用
,

选择性地

将 一硝基酚与样品中基质分离
,

与传统的萃取材料

相比
, 一 对环境中微量污染物质的选择性较

高
’ 。

‘ 拌
’‘〕等人用非共价键分子 一

记作为模板分子进行分子印迹固定相的手性拆分
。

等〔
’ 〕比较了不同固相萃取材料对尼古丁及其

氧化产物的分离富集能力
,

其中 对底物具有高

的富集能力和重现性 而使用无 和 ,

作萃取

剂
,

回收率低且重现性不好
。 〔” 在使用

一 分离富集血浆中布比卡因时
,

以传统的液

液萃取法及
,。 一 法为对照

,

发现使用 后
,

的选择性和富集效率大为提高
。

最近
,

国外已有

文献报道应用 一 结合 优 测定动物肌肉

组织和牛尿中克伦特罗和莱克多巴胺等多种 一 兴

奋剂 ”
一 。

等【
‘ 〕以心得安为模板分子的分子

印迹 装置与自动进样器串联起来
,

用 分析

结果良好
。

等 ” 制备非共价奈普生
,

将其

曲
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作为 的填料用于人体尿液样品中蔡普生腹肌和

分离
,

并用 检测
,

试验重复性 良好
。

抉

等 以
, 一二氯苯氧基乙酸

, 一 为模

板在富含水的有机溶剂中制备
, 一 一 ,

用色谱

法来描述此聚合物
,

此研究为在富含水的环境中聚合

物的色谱分析提供了最前沿的信息
。

近年来
,

国内期刊也有相关的文献报道
。

周杰

等 洲制备甲氧节氨心吮 为模板的 一

一 ,

方法简便可靠
,

用于尿样中低浓度的 】的

测定
,

回收率达到
。

刘勤等山 用 自制

来分离净化大米中的神经性毒剂降解产物
,

并用

毛细管电泳法进行检测
,

方法简便
,

提高了分析的准

确性和灵敏度
,

使检出限达到 卜岁
。

杨春艳

等 〕用与盐酸金霉素结构相似的四环素作为虚拟模

板合成了对盐酸金霉素有特异吸附的
,

并将其填

充到聚四氟乙烯管中作为 柱
,

连接在八通阀上对

盐酸金霉素进行萃取和预富集
,

对鸡肝脏中盐酸金霉

素含量测定结果令人满意
。

邮乃慈〔川等制备左氧氟

沙星分子印迹膜
,

并应用于 选择性分离外消旋体
,

该方法为分子印迹膜萃取技术用于手性药

物拆分提供了理论和实验方法
。

在色谱分离中的应用

分子印迹在色谱分离技术中主要是用 作为

色谱分离的固定相
,

以建立
、

或毛细管电泳

分析法进行手性物质的分离
,

也可以用于样品的预处

理
。

在这些应用中
,

分子印迹聚合物的作用类似于免

疫色谱中的免疫吸附剂
。

冲 等【川 于 年

首次报道了以戊眯为模板制备的印迹聚合物用于试

样的预处理
,

该聚合物作为吸附剂完成了对生物液体

试样尿中戊眯的提取
、

纯化和浓缩
。 〕等人用

高效液相色谱印迹柱分离了胺类物质 一 ,

一 叮 一
。

欧俊杰等

在常规不锈钢色谱管中以甲基丙烯酸为功能单体
,

采

用原位聚合法制备了
, 一 特罗格尔碱

的印迹整体柱
。

另外
,

将 用作毛细管电色

谱 的固定相可以克服 一 柱效低的

缺点
,

已成为高效高选择性的分离手段
,

这也是

发展中的重要进展
。

等以碱性单体 一二甲基乙

基胺甲基丙烯酸醋 为功能单体
,

在毛细管中

采用原位聚合法制备了毛细管分子印迹整体柱
,

用于

在毛细管电色谱 中对消旋体
, ’ 一联 一 一蔡

酚 进行手性分离
。

结果表明
,

以 为功

能单体可以制备其他酸性模板的
,

从而扩大了

现代科学仪器

在 分离中的应用范围
。

在传感器中的应用

传感器由识别元件 和信号转换器组成
,

通常

被制成膜或是可填柱的多孔珠
,

作为传感器设

备的识别元件被固定在传感器与待测物的界面
。

当

与模板分子结合时
,

产生一个物理或化学信号
,

转换器将此信号转换成一个可定量的输出信号
,

通过

监测输出信号实现对待测分子的实时测定
。

年 玩 等 报道了采用 传感器测定

血浆中氯霉素
,

药物浓度的线性范围在 一 林岁

之间
。

等【川报道了测定镇静安眠剂苯巴比妥的

仿生传感器
,

线性范围在
一 吕 一 一 ’

之间
,

检测限为
一 。

等
’‘ 利用 对电极

的固体结合机制进行改性
,

采用差示脉冲伏安法检测

猪肝中的盐酸克仑特罗
。

等 ”〕将 材料

涂布在电极上
,

研制出声波传感器
,

用于筛选激素类

兽药诺龙
。 一 等 制备胆红素电化

学传感器
,

其灵敏性为 土 林灯
。

至今国

外已有 项有关分子印迹传感器的专利声明
。

国内
,

马杰 〔”〕报道了将克伦特罗 颗粒填充

在化学发光流通池中
,

采用甲醛 高锰酸钾发光体系

与 吸附的克伦特罗反应
,

通过化学发光法建立了

测定克伦特罗分子印迹流动注射化学发光分析法
。

周候江等 州利用 识别元件通过化学发光传感器

检测尿样中沙丁胺醇
,

检测限为 林岁
。

目前
,

国内唯一关于分子印迹传感器应用的相关专利是关

于有机磷农药仿生识别检测试剂盒的制备【”
。

但是
,

目前对于 的研究与应用还处在探索阶

段
,

从理论到方法都缺乏系统
、

深入的研究
,

并且远未

达到预期的应用和影响
。

的选择性吸附
、

制备

简单
、

性质稳定和可重复利用等优点已获得公认
,

在

设计药物残留的选择性净化和检测方法方面取得一

定进展
,

如 一 、

分子印迹色谱技术
、

生

物传感器等
,

但最突出的优势目前仍表现在与分离相

关的技术方面 “。

应用于抓易素残留的分析

氯霉素
,

是一种杀菌力极

强的广谱抗生素
,

由于其优良的抗菌性
、

稳定的药性
、

低廉的价格
,

而广泛作为饲料添加剂
,

用于治疗细菌

性疾病
。

但研究发现 对骨髓和新生儿有较大的

毒性
,

易引起人体血中毒
,

导致不可逆的再生障碍性

贫血等严重的毒副作用
,

对人类的健康构成巨大的潜

在威胁
。

因此
,

欧盟
、

美国均在法规中规定 的残
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留限量标准为
“

零容许量
” 〔” 。

我国农业部也明文规

定 及其盐
、

脂等在所有动物的可食组织中不得

检出
。

目前
,

的检测方法主要有微生物法
、

免疫分

析法
、

色谱法
、

色质联用法
、

超临界流体色谱法网
、

免

疫荧光毛细管电泳法
,

等等
。

但这些方法都有其不

可避免的缺点
。

更为重要的是由于 类抗生素的

残留浓度低
,

样品前处理繁琐
,

且样品基体成分复杂
,

限制了常规快速检测方法以及大型仪器方法对样品

中 残留的有效检测
。

所以
,

发展新型的样品前

处理技术
,

对提高样品中药物残留检测灵敏度和准确

性十分重要
。

近年来
,

许多研究人员将 应用到

的分析中
,

并且取得了一定的效果
。

目前
,

瑞典

已经有 一 一 的成熟产品
。

而我国在分子

印迹领域的研究尚处于起步阶段
,

还没有 仃 的检测

方法和标准
,

这些技术和标准的缺少将可能使我国在

快速检测能力上与国外的差距加大
。

在抓霉素分子印迹聚合物的制备中由于 在

通常选用的甲苯和抓仿等弱极性溶剂中溶解度很低
,

一般选择极性较强的四氢峡喃为溶剂【’,
· 。

功能单

体的选择是聚合物合成的一个关键步骤之一 〔,
。

颜

流水等 川考虑到所选溶剂为极性溶剂以及 结构

中易形成氢键的活性位点有两个醇经基和一个酞胺

基
,

故而选择甲基丙烯酸胺为功能单体
。

因为在极性

溶剂中酞胺比梭酸能形成更强的氢键
,

并且制备的丙

烯酞胺基体的 比甲基丙烯酸基体的 具有

更高的选择结合特性
。

等困 比较了甲

基丙烯酸二乙氨基乙醋
、

丙烯胺
、

甲基丙烯

酸对 的聚合效果
,

发现甲基丙烯酸并不是对任

何模板分子都有效
。

结果证明 是最有效的
,

因为其有一个单独的氢键受体并且其三位上的胺应

该是强于丙烯胺的基体
。

在 一 的制备中交

联剂一般都选用乙二醇二甲基丙烯酸醋
,

引发剂为偶氮二乙丁睛
。

传统的 一 制备方法一般用本体聚合法
,

例如颜流水
’妞〕、 , 、 肠 等采用

本体聚合的方法来制备 一 的无定形微粒
,

不同的是颜流水等人将热聚合和光聚合进行比较
,

结

果得出采用紫外光照引发聚合的粗的聚合物的特异

性较好
。

这种制备方法虽然简单
,

但是其后处理过程

过于冗长和繁琐 要经过研磨
、

筛分
、

漂洗
,

加之得到

的颗粒不规则
,

严重影响了聚合物对模板分子的特异

性选择
。

止 等 ’〕采用悬浮聚合法来制备

一 微球
,

此法经过简单的一步聚合即可获得所需

的整体印迹聚合物
,

且对模板分子具有一定的识别能

力
。

宋巍巍等〔例用电化学聚合物法来制备 分子

印迹膜
,

该膜响应快速
、

灵敏度高
、

选择性好具有良好

的再生性能
。 一 , 性质的表征到目前还没有

一个统一的理论描述
,

主要是因为其应用范围的不

同
。

目前
,

表征主要有以下几种方法 通过测定

的结合量来对其的选择性和特异性进行表征
,

通过微

分脉冲伏安法对 的分子印迹膜进行表征 通过

用扫描电镜的方法来对 的结构和表面形貌进行

表征
。

在已报到的文献中
, 一 用作 的填

料制成 一 一 较常见
峥,

·

, 州
,

用来对不同

的样品中的 甘 进行分离
、

富集
,

并且回收率都在
以上

。

等 用原位聚合法制成液相色谱

柱
,

可以用到高效液相色谱仪中来检测样品中的
。

宋巍巍等〔侧研制的 ”的纳米膜为检测

的传感器的制备创造了良好的条件
。

展 望

对印迹分子的分析具有高稳定性和强选择

性
,

且关于 的研究已经有不少
,

但这并不代表

已经相当深人
。

首先
,

结合位点的作用机理
、

传质机理还不

够清楚
,

更好的理解分子识别过程仍需要开展大量工

作 其次
,

由于目前大多 的制备是在有机溶液中

进行的
,

其识别为点与印迹分子间的分子间作用力以

氢键为主
。

而很多样品是在水相体系下
,

当 用

于此类样品的前处理时
,

其识别过程会受到水等强极

性溶剂干扰
,

在水溶液中进行分子印迹和识别仍然是

一个问题 第三
,

在分子印迹固相萃取中
,

模板分子渗

漏是急需解决的问题「,
一 ” 〕,

要通过设计选择模板分

子
,

优化功能单体和模板分子
,

进一步消除模板分子

渗漏引起的干扰
。 一 可用于 固相微萃取

,

因为 最大特点是能在萃取的同时对

分析物进行浓缩
,

既继承了 的优点
,

又有效克服

了在采用 技术时出现操作繁琐
、

空白值高
、

易堵

塞吸附柱等缺陷
, , 〕,

并经此 一 与
、

、 一 、 一 等技术联用
,

从而实现集样

品前处理技术和高灵敏度的快速检测为一体的一步

法技术 第四
,

将 应用于 中
,

的高选择

性与 的高分离效率相结合
。

两种技术的优缺点
击 扣
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互补
,

具有极大的发展前景
。

特别是 的微柱形

式可以降低印迹分子等的化学物质消耗
。

因为在预

聚合混合物中印迹分子的浓度很高
,

而一般情况下可

得到的印迹分子的量很少
,

所以 微柱的大规模生

产比起传统的 柱要容易得多 最后
,

生物模拟传感

器和催化领域的发展还很不成熟
,

现在越来越多的研

究者和资金进人了该领域
。

在化学传感器方面
,

利用

和开发膜技术制备分子印迹聚合物是这方面研究的

发展方向
。

随着合成手段
、

现代分析检测手段
、

电子技术等

迅猛发展
,

分子印迹聚合物的制备
、

表征和理论体系

将 日益完善
,

固相萃取
、

仿生传感器将更广的步人商

业化阶段
。

分子印迹技术所取得的成果将在不久发

挥其重要作用
,

并且应用范围也将会更加的广泛
。
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