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阿特拉津分子印迹固相萃取柱的制备及应用
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摘  要  以阿特拉津为模板分子 , A-甲基丙烯酸为功能单体, 乙二醇二甲基丙烯酸酯为交联剂, 偶氮二异丁腈

为引发剂, 65 e 聚合 17 h, 制备了对阿特拉津具有特异性识别的分子印迹聚合物。将聚合物研磨、过筛、洗涤

并装柱, 制备分子印迹固相萃取柱, 其最大结合量比游离态的聚合物微球高 600倍, 结合时间为游离态的

1 /60,采用液相色谱法检测其回收率达 90% ;用于富集水样中含量低于 2 @ 10- 8 m o l/L的待测物, 其回收率也

可达到 89. 3%。与市售 C18柱相比,分子印迹固相萃取柱回收时间仅为 C18柱的 1 /3, 试剂用量为其 1 /4,但回

收率更好, 净化更彻底,减少了杂质峰对分析的影响,提高了灵敏度, 利于仪器的保护和保养。应用此方法对

实际农业水样进行了检测,结果满意。
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1 引  言

分子印迹技术 (M olecularly imprinted techno logy, M IT)多用于合成具有识别特性的印迹聚合物。由

于印迹过程是将与目标分子 ( TM )具有结构互补的功能化聚合单体通过共价键或非共价键与目标分子

结合, 反应完全后洗脱目标分子,从而形成有固定孔穴大小和形状及确定功能团排列顺序的交联高聚

物
[ 1]
,并具有专一识别性强、可再生等优势,有广泛的应用前景。目前, M IT已应用于传感器

[ 2]
、人工抗

体模拟
[ 3]
及色谱固相分离

[ 4~ 6]
等方面,已成为化学和生物学交叉的新兴领域之一。

阿特拉津是一种广泛使用的三嗪类除草剂,其在土壤中半衰期较长,甚至残留于部分地区的地下水

和地表水中,被列为环境荷尔蒙的可疑物质
[ 7]
, 对人体有潜在的 /致畸、致癌、致突变 0作用 [ 8 ]

。因此, 对

此类除草剂的分析和研究具有重要意义。Ama lric等
[ 9 ]
在 2008年利用光聚合制备了分子印迹物质, 并

将其应用于固相萃取,以二氯甲烷为溶剂, 检测了农业集水区土壤中残留的阿特拉津及其代谢物的含

量。胡玉玲等
[ 10]
制备了另一种三嗪类除草剂特丁津分子的印迹整体萃取棒,并对其萃取性能进行了研

究。本研究在水质中将阿特拉津富集和分离, 热聚合 17 h制备分子印迹固相萃取柱。与市售 C18柱相

比,本萃取柱具有回收时间短, 试剂用量少,回收率高,净化效果好等优点。应用此方法对实际农业水样

进行了检测,结果满意。

2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

W aters 600-2487高效液相色谱仪 (美国W aters公司 ) ; S-450扫描电子显微镜、E iKoIB-5离子溅射

仪 (日本日立公司 ) ; ASE-12固相萃取仪 (天津奥特赛思仪器有限公司 ) ; KQ-250B超声波清洗仪 (昆山

市超声仪器有限公司 )。

阿特拉津 ( 97%,浙江长兴中山第一化工有限责任公司 ); 偶氮二异丁腈 ( A IBN,化学纯,天津博迪化

工有限公司 ) ; A-甲基丙烯酸 (MAA,分析纯, 天津市瑞金特化学品有限公司 ) ; 乙二醇二甲基丙烯酸酯

( EDMA, 98% ,上海晶纯试剂有限公司 ) ; 甲醇、甲苯 (分析纯, 天津市康科德科技有限公司 ) ; 去离子

水, M il-lQ超纯水。
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2. 2 分子印迹聚合物的制备

将 154 LL MAA, 0. 08 g阿特拉津溶于甲苯中, 超声混匀,加入 3. 04mL EDMA和 6. 96mg A IBN
[ 11 ]

至 10mL硬质试管中,超声混匀,氮吹 10m in, 除去溶解氧,密封,在 65 e 水浴聚合 17 h,得棒状聚合物。

将聚合物研碎,过 400目筛, 用甲醇-乙酸 ( 9B1, V /V )洗至紫外检测不到阿特拉津, 继续用甲醇索式抽提

洗至中性,丙酮反复沉降至少 3次,除去悬浮粉末, 得到分子印迹聚合物 (M IPs), 50 e 真空干燥至恒重。

空白聚合物除不加阿特拉津目标物外,其余与印迹聚合物合成条件相同。

2. 3 M IPs结合能力的测定

称取 20. 0mgM IPs,置于 10 mL具塞三角瓶中, 加入 1mL不同浓度阿特拉津的甲醇溶液,放入恒温

振荡器中振荡 16 h,分别离心。取适量上清液,用 HPLC测定阿特拉津的游离浓度, 根据结合前后浓度

的变化计算聚合物对目标分子的最大结合量 Qmax。

2. 4 M IPs萃取柱的性能研究

取 50mgM IPs干法装柱,制得固相萃取柱,依次用 3 mL甲苯、1mL 1. 88 Lmo l/L阿特拉津的甲苯

溶液、纯甲苯、1 mL甲醇过柱,收集洗脱液,用 N2吹干,以甲醇定容至 1 mL, 进行 HPLC检测 (液相色谱

检测前,样品保存在 - 70 e 冰箱中 )。

2. 5 M IPs柱、C18柱对水质中阿特拉津的富集和分离

取 2. 4中制得的 M IPs柱, 用 3 mL甲苯活化柱子,再用 3 mL甲醇和 3 mL水润洗, 将 100 mL 2 @

10
- 8
mo l/L阿特拉津的水溶液以 1 mL /m in的流速过柱,用 1mL水淋洗, 阿特拉津用 1. 5 mL甲醇洗脱。

过柱后的残余液在旋转蒸发仪上蒸至近干,用 1 mL甲醇复溶,进行 HPLC检测, 甲醇洗脱液用 N 2吹干

并重新定容,再进行 HPLC检测,样品平行测定 3次。

取市售的 C18固相萃取柱,依次用 5mL乙酸乙酯、5mL丙酮和 5mL去离子水润洗 C18柱,将 100mL

2 @ 10- 8
mo l/L阿特拉津的水溶液以 1 mL /m in的流速过柱, N 2吹干 C18柱, 再用 6 mL乙酸乙酯淋洗柱

子
[ 12]
,收集洗脱液, N2吹干并用 1mL甲醇定容, 进行 HPLC检测,样品平行测定 3次。

2. 6 液相色谱测定阿特拉津条件
Symmetry C18色谱柱 ( 150 mm @ 4. 6mm, 5 Lm ), 柱温 30 e ; 流动相为 CH 3OH-H 2O( 1B1, V /V ), 流

速为 1. 0 mL /m in;进样量为 20 LL, 检测波长为 220 nm。

3 结果与讨论

3. 1 模板分子与功能单体的作用机理

阿特拉津 M IPs是通过阿特拉津和 MAA间的非共价作用力 (氢键、静电作用等 )形成的具有可逆特

性的高聚物。阿特拉津分子中乙氨基和异丙氨基上与 N相连的 H
+
与 MAA形成氢键,从而形成分子结

构印迹 (见图 1)。

图 1 阿特拉津分子印迹聚合物的聚合反应原理示意图

F ig. 1 Po lym eriza tion o f atrazine mo lecu larly impr inted po lyme r
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 图 2 M IP扫描电镜图

F ig. 2 Scann ing e lectron m icrographs of atrazine mo lecu-

la rly impr inted polym er

在此反应中, EDMA即作为溶剂又作为交联剂

( CL) , 甲苯即作为溶剂又充当致孔剂, 在引发剂

A IBN存在的条件下, 高聚物出现网状结构, 扫描电

镜测试结果可以表征其整体聚合物的形态 (见图

2)。运用化学方法除去目标分子, 可以形成具有特

殊空穴的支架结构。这种特殊空穴具有记忆能力,存

在与目标化合物特异性的结合作用,聚合物内部存在

着一些官能团和构型与目标分子相匹配的位点。

3. 2 溶剂用量选择
确定 n1 ( TM ) Bn2 ( FM ) Bn3 ( CL) = 1B4B20

[ 13]
后,用

甲苯作溶剂,取不同溶剂配比 (见表 1)制备 M IPs柱。

表 1 不同溶剂配比的 M IPs柱的作用效果

Table 1 Effect of ex traction for different so lvents proportion dur ing the preparation ofM IPs

n1 Bn2Bn3Bn4
流出液中阿特拉津绝对量
Absolu te con tent of atrazin e
after extraction (m ol)

洗脱液中阿特拉津的绝对量
Atraz ine in eluen t

( m ol)

萃取时间
T im e of ext ration

(m in)

回收率
Recovery
(% )

1st Group
1B4B20B24 ND 1. 80@ 10- 9 15 90

2nd Group
1B4B20B56 1. 9@ 10- 10 1. 70@ 10- 9 30 85

3 rd G roup
1B4B20B88 1. 7@ 10- 10 1. 66@ 10- 9 48 83

 n1 Bn2 Bn3 Bn4 ( Targetm olecu leBfun ct ion m olecu leBcross-l inkerBtolu ene)。样液中阿特拉津绝对量 (A trazin e in samp le) : 2@ 10- 9m ol。

  结果表明,第一组的萃取时间分别是第二组和第三组的 50%和 31% ;第一组的回收率较第二组和

第三组提高了和 5%和 6%。由此可见,第一组 ( 1B4B20B24)的溶剂配比可使 M IPs柱萃取时间最短, 过

柱后的流出液中未检出阿特拉津,洗脱后回收率最高,达到 90% ,实现较好的柱效。

3. 3 结合能力比较
在 2. 3和 2. 4节的条件下分别进行结合量的测定,装柱前的最大结合量可以通过 Scatchard方程

[ 14]

进行计算:

Q /C = (Qmax - Q ) /K d

表 2 不同状态 M IPs结合作用效果

Tab le 2 E ffect o f adso rption for d ifferent sta te ofM IPs

M IPs状态
State ofM IPs

悬浮态 M IPs
M IPs in su spen sion

M IPs柱
M IPs extract ion colum n

结合耗时
T im e of adsorp tion (m in)

960 15

最大结合量
M axim um adsorp tion (mmo l/g)

0. 027 16. 8

 M IPs用量 ( C onten t ofM IPs): 20 m g。

式中, K d是结合位点的平衡离解常

数, Qmax是结合位点的最大表观结

合量, C为吸附液中的目标分子的

平衡浓度。根据上式,以 Q /C对 Q

作图, 可求得最大结合量。装柱后

M IPs的最大结合量则可通过上柱

前后的目标物含量的变化计算得

出 (见表 2)。

  装柱后的最大结合量为 16. 8 mmo l/g, 是装柱前的 600倍,结合时间为 15m in,仅为装柱前的 1 /60。

由此可见,装柱过程显著提高了 M IPs的结合能力和效率。

3. 4 M IPs柱与 C18柱的萃取效果比较

比较 M IPs柱与 C18柱的萃取作用效果,前者在过柱后的流出液中几乎不再含目标分子,洗脱试剂的

用量仅是后者的 25%,浓缩时间是后者的 2 /3, 且取得了满意的回收率 (见表 3)。

M IPs柱以分子印迹物上留有的记忆空穴作为结合位点,对目标分子产生特异性的吸附,并以一种

较弱的化学键相作用。C18柱则是基于简单的物理吸附, 因此 M IPs柱吸附目标分子更有选择性, 当M IPs

改变溶剂极性时,这种较弱的化学键较易断裂,目标分子则更易洗脱, 而物理吸附对目标化合物的吸附

虽与洗脱溶剂的极性有关,但其对化合物的选择性不强。
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表 3 M IPs柱及 C18柱的作用效果

Table 3 Effect of ex traction forM IPs and C18

萃取柱
C olumn

流出液中阿特拉津量
A trazin e in eluen t

( mm ol)

洗脱剂用量
W ash ing regren t

( mL)

洗脱 +浓缩时间
T im e ofw ash ing and con cen tration

(m in)

回收率
Recovery
(% )

M IPs co lumn ND 1. 5 30 90

C18 column ND 6 90 88

 样液中阿特拉津绝对量 (A trazin e in samp le) : 2@ 10- 6mm o;l ND: Not detected。

3. 5 M IPs柱的富集和净化作用效果

M IPs柱和 C18柱分别对 100mL含有 2 @ 10- 8
mo l/L目标分子的水样进行富集,洗脱液中被检测到的

 图 3 M IPs柱 ( a)、C18柱 ( b)富集及净化后样品色谱

图

F ig. 3 Chrom atog raph of sam ple concen trated and

pur ified usingM IPs-SPE( a) and C18-SPE( b)

1. 阿特拉津 ( Atraz ine)。

目标分子含量分别为 1. 785 @ 10- 9 mo l和 1. 816 @

10
- 9
mo;l 回收率分别达 89. 3%和 90. 8%。与 C18柱

相比, M IPs柱对样品的净化效果更佳 (见图 3) , 干扰

峰更少,提高了检测灵敏度,也利于延长色谱柱的使用

寿命。

3. 6 实际农业用水的分析

采用此方法对实际农业灌溉用水中的残留阿特

拉津进行固相萃取, 取 100 mL水样进行富集、洗脱

并浓缩后,液相色谱检测, 样品平行测定 3次。过柱

后流出液中均未检测出阿特拉津; 洗脱液中阿特拉

津的含量分别为 0. 90 @ 10- 9
mo ,l 0. 83 @ 10- 9

mo l和

0. 88 @10- 9
mo,l RSD为 4. 14%。本方法应用于实际

水样检测的前处理,结果令人满意。
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Preparation and Application of A trazineM o lecularly

Imprinted Solid Phase Extraction P illar

WANG Yan-H ong1, HUO Jia-P ing1, 2, ZHANG H ong1, WANG Sh-i Cheng1,

SI Sh-iHu i2, L IN Gu-i Feng1, L IGuo-Chen1, Q IW e i1

1 ( Institute of App lied Ecology Ch inese A cademy of Sciences, Shenyang 110015)
2 ( Institute of Chem istry and Chem ical Engineer ing, C entral Sou th University, Changsha 410083)

Abstract Themo lecu lar imprinted po lym ers(M IPs) w as synthesized by polymerization fo r 17 h using atrazine

as template, A-methacrylic a id(MAA ) as monomer, ethy lene g lyco l dim ethacry late ( EDMA ) as cross- linker

and 2, 2-azob isisobuty ronitrile(A IBN ) as initiator. Th is po lymer cou ld specia lly recognize atrazine. The po ly-

mers w as grinded, sieved, w ashed and packed into cartr idges. The adsorbab ility o f the solid phase ex traction

( SPE ) pillar be ing stuffed w ith the po lymersw as 600 times compared w ith that o f the po lym er sphere, and the

ex traction tim e of this SPE pillar w as only 1 /60 compared w ith that o f polymer sphere, the recoveryw as 90%

testing by HPLC. The SPE p illar could enrich atrazine at the concentration less than 2 @ 10- 8
mo l/L in the

w ater sample w ith the recovery of 89. 3% . In comparison w ith C18 pillar, theM IPs-SPE p illar used only 1 /3

time and 1 /4 reagen,t and got h igher recovery, as w el,l purified the samp lew atermore drast ica lly, decreased

the disturbance of pecu liar peaks, improved the sensitiv ity and could protect the instrum ent aga inst damage.

And the wa ter for ag ricultures cou ld be tested using th is method.

K eywords Molecular imprinted po lym er; A trazine; Temp late; Solid phase extraction; H igh perfo rmance

liqu id chrom atography
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