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甾烷类化合物分子印迹聚合物

功能单体的筛选及 ＭＩＰｓ 制备
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摘要：为了制备对甾烷类化合物具有特异性选择能力的分子印迹聚合物（ＭＩＰｓ），利用紫外光谱法对预聚合体系进行筛选，确定功

能单体的种类、配比及其作用方式。 将 ３ 种模板分子（胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸）分别与 ４ 种功能单体，即丙烯酸（ＡＡ）、甲基

丙烯酸（ＭＡＡ）、甲基丙烯酸甲酯（ＭＭＡ）、丙烯酰胺（ＡＭ））的相互作用强度进行对比。 研究结果发现，功能单体 ＡＡ 均可与 ３ 种

模板分子发生较强的相互作用并形成稳定的预聚合体系，从而优选出 ＡＡ 为 ＭＩＰｓ 的功能单体。 另外，通过不同比例 ＡＡ 紫外光

谱吸光度变化和差示紫外光谱分析，显示 ３ 种模板分子与功能单体 ＡＡ 的最佳浓度比均为 １ ∶ ４，且形成的稳定配合物构型分别为

胆固醇－１ＡＡ、β－谷固醇－１ＡＡ 及去氧胆酸－３ＡＡ。 同时，以 ＥＤＧＭＡ 为交联剂、ＡＩＢＮ 为引发剂，采用沉淀聚合法成功合成了 ＭＩＰｓ，
傅立叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ）分析结果显示 ＭＩＰｓ 制备良好。 因此，此方法可用于对甾烷类化合物具有特异性选择能力的 ＭＩＰｓ 功
能单体的筛选及其制备，并为深层—超深层烃源岩油源对比研究提供技术支持。
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　 　 甾族化合物广泛存在于各种动植物体中，其分

子结构相对稳定，受环境影响较小，基本保存了原

始生物碳骨架，被广泛应用于沉积环境识别、成熟

度评价、热解程度确认和油源对比等研究［１－３］，是
油气形成和成藏的重要评价指标。 然而深层—超

深层古老地层的原油多来自于多套烃源岩，具有基

质成分复杂、待测生标物质含量极低等特点［４］，不
经前处理而直接测定会对分析结果造成影响。 因

此，需要探索一种高效、快速、识别性强、干扰小的

分析测试方法，分离富集痕量甾烷类化合物，为油

气勘探提供可靠信息。
分子印迹技术的核心是分子印迹聚合物

（ＭＩＰｓ），它是一种合成的高分子材料，对特定目标

分析物及相关结构的化合物具有高亲和力和选择

性［５］，常用于痕量有机物的分析，并在色谱［６］、制
药［７］、有机环境［８］、化学分析［９］ 等领域广泛应用，
其待测物检出限可达 １０－１０ ～ １０－１２ｇ 级。 因此，为了

实现甾烷的分离富集，可将分子印迹技术引入痕量

及超痕量生标化合物研究领域。 然而，分子印迹技

术的原理在于将预聚合混合物（模板分子与功能

单体）形成的结构有效转化为聚合物基质［１０］，使得

ＭＩＰｓ 的空穴含有与功能单体相互作用的特异性识

别位点，因此，研究功能单体的种类及其与模板分

子的配比，对提高分子印迹聚合物的识别性能至关

重要，并会直接影响 ＭＩＰｓ 的后续应用。
对于结构简单的模板分子，可以直接根据其酸

碱度来选择合适的功能单体［１１］。 但大多数模板分

子结构比较复杂，可能含有不同性质的基团（如：
酸性、中性、碱性等基团），对功能单体产生位阻，
因此，不能直接采用经验式方法选择合适的功能单

体，必须通过实验方法确定。 传统的筛选方法是模

板分子分别与不同功能单体依次形成不同的

ＭＩＰｓ，并对其微球进行表征和性能的研究［１２］，但该

方法费时费力，效率低。 随着技术的发展，研究人

员开发了一些更成熟有效的筛选方法，比如紫外—
可见光谱法［１３－１５］、荧光光谱法［１６］、核磁共振法［１７］、
红外光谱［１８］ 以及计算机模拟设计法［１９］ 等。 通过

对比发现，荧光光谱法需要模板分子具有荧光性，
核磁共振中的氘代试剂成本较高，红外光谱很难实

现对模板与单体比例的分析，计算机模拟设计法没

有扣除溶剂的影响。 而紫外光谱法所需仪器设备

操作简单，灵敏度高，是研究生物分子和各种有机

分子之间相互作用的重要手段。 不仅可以对物质

进行结构分析，还可以进行定性、定量分析，测试物

质的理化性质［２０］，因此，可通过研究其光谱性质的

改变，考察模板分子与功能单体之间的相互作用。
由于甾烷类化合物没有相应的印迹位点，所以

本研究以甾烷的类似结构胆固醇、β－谷固醇、去氧

胆酸为虚拟模板，选择 ＡＡ、ＭＡＡ、ＭＭＡ、ＡＭ 为功能

单体（图 １），通过紫外光谱分析的方法，判断模板

分子与功能单体之间相互作用强度以及复合物的

稳定性，优选功能单体的种类及配比。 以沉淀聚合

的方法分别制备虚拟胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸

模板分子印迹聚合物，利用傅立叶变换红外光谱

（ＦＴＩＲ）对其聚合物进行结构表征。

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

实验所需要的试剂与仪器，如表 １ 和表 ２
所示。
１．２　 紫外光谱测定（ＵＶ）
１．２．１　 模板分子与功能单体预组装体系的 ＵＶ 测定

分别配制不同浓度的模板分子（胆固醇—乙

腈：０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；β－谷固醇—甲醇：１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；去氧胆

酸—甲醇：３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和相应浓度的功能单体（ＡＡ、
ＭＡＡ、ＭＭＡ、ＡＭ），并将其 １ ∶ ４ 混合，定容至 １０ ｍＬ，
超声 ２５ ｍｉｎ 后，静置 １２ ｈ，以乙腈和甲醇溶液为参

比溶液，在波长 １９０～５５０ ｎｍ 进行紫外光谱扫描。
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图 １　 模板与功能单体的化学结构

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｎｏｍｅｒｓ
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表 １　 制备分子印迹聚合物（ＭＩＰｓ）相关实验的主要试剂

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｉｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ＭＩＰｓ

试剂名称 试剂级别 生产厂家

胆固醇 ＡＲ 天津市大茂化学试剂厂

β－谷固醇 ＡＲ 合肥巴斯夫生物科技有限公司

去氧胆酸 ＡＲ 麦克林生物科技有限公司

ＡＡ ＡＲ 天津市大茂化学试剂厂

ＭＡＡ ＡＲ 天津市大茂化学试剂厂

ＭＭＡ ＡＲ 天津市大茂化学试剂厂

ＡＭ ＡＲ 上海广诺化学科技有限公司

ＥＤＧＭＡ ＡＲ 北京百灵威科技有限公司

ＡＩＢＮ ＡＲ 天津市大茂化学试剂厂

甲醇 ＨＰＬＣ 北京迈瑞达科技有限公司

乙腈 ＨＰＬＣ 北京迈瑞达科技有限公司

１．２．２　 不同比例的功能单体与模板分子的 ＵＶ 扫描

分别配制 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的胆固醇—乙腈溶液、
１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 β－谷固醇—甲醇溶液、３２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

去氧胆酸—甲醇溶液，加入不同浓度的 ＡＡ，浓度比

为 １ ∶ ０、１ ∶ １、１ ∶ ２、１ ∶ ３、１ ∶ ４、１ ∶ ５、１ ∶ ６、１ ∶ ７、１ ∶ ８，定容

至 １０ ｍＬ，超声 ２５ ｍｉｎ 后，静置 １２ ｈ，以相应的 ＡＡ
溶液作为参比，在波长 １９０～５５０ ｎｍ 进行紫外光谱

扫描。 对于差示紫外分析扫描，分别配置 ０． ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的胆固醇溶液、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 β－谷固醇溶

液、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的去氧胆酸溶液，除分别以相应的

模板分子溶液作为参比外，其余方法与功能单体比

例的优化相同。

１．３　 分子印迹聚合物的制备

制备 ＭＩＰｓ 及 ＮＩＰ 的原料及含量如表 ３ 所示。
首先将 ０．５ ｍｍｏｌ 的胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸依

次和 ２ ｍｍｏｌ 丙烯酸分别加入含 ６０ ｍＬ 乙腈的三角

烧瓶中，超声 ２５ ｍｉｎ 后，静置 ２ ｈ ，然后加入 １０
ｍｍｏｌ ＥＤＧＭＡ 和 １６０．５ ｍｇ ＡＩＢＮ，混合后继续超声

２５ ｍｉｎ，氮吹 １５ ｍｉｎ 后脱氧密封，在 ６０ ℃水浴下热

聚合 ２４ ｈ，将得到的热聚合物冷却、离心、干燥。 用

甲醇—乙酸混合溶液（Ｖ ∶ Ｖ＝９ ∶ １）索氏提取 ２８ ｈ，再
用甲醇洗脱 １３ ｈ，在室温下干燥 ２４ ｈ。 最后得到胆

固醇、 β － 谷固醇、 去氧 胆 酸 印 迹 分 子 聚 合 物

（ＭＩＰｓ）。 除不加模板分子外，对照聚合物（ＮＩＰ）
的合成方法与 ＭＩＰｓ 相同。
１．４　 聚合物的表征

利用傅立叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ）采用溴化钾

压片法测量固体胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸及合成

的 ＭＩＰｓ、ＮＩＰ；采用 ＡＴＲ 法测量液体 ＡＡ、ＥＤＧＭＡ，均
在 ４ ０００～５００ ｃｍ－１波长范围内进行光谱扫描。 用

场发射扫描电镜对合成的 ＭＩＰｓ 进行形貌表征。
将待测样品均匀涂敷在导电胶上，采用离子溅射仪

对 ＭＩＰｓ 喷碳，然后进行扫描电镜测试。
１．５　 聚合物吸附性能的研究

分别称取 １０ ｍｇ 的 ＭＩＰｓ、ＮＩＰｓ，放入带塞的

１０ ｍＬ玻璃离心管中，加入 ５ ｍｇ ／ Ｌ 的 ５α－胆甾烷—
甲醇溶液，封口混合均匀，恒温振荡 ２４ ｈ 后， 上清液

过膜，通过ＧＣ －ＭＳ分析结果计算ＭＩＰｓ和ＮＩＰ的

表 ２　 制备 ＭＩＰｓ 相关实验的主要仪器设备

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｉｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ＭＩＰｓ

实验仪器 型号 生产厂家

紫外可见光度计 ＵＶ－２６００ 谱质分析检测技术（上海）有限公司

傅立叶红外光谱仪 Ｂｒｕｋｅｒ Ａｌｐｈａ 泰科施普（北京）技术有限公司

电子恒温不锈钢水浴锅 ＨＨＳ－２Ｓ 上海虞龙仪器设备有限公司

场发射扫描电子显微镜 Ｍｅｒｌｉｎ Ｃｏｍｐａｃｔ 德国蔡司

气相色谱 ／ 质谱联用仪 ６８９０Ｎ（ＧＣ） ／ ５７３７Ｎ（ＭＳ） 美国安捷伦科技有限公司

回旋式振荡器 ＨＹ－５ 江苏盛兰仪器制造有限公司

表 ３　 制备 ＭＩＰ 和 ＮＩＰ 的组分材料及含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ＭＩＰ ａｎｄ ＮＩＰ

聚合物
模板分子

类型
模板分子 ／

ｍｍｏｌ
功能单体 ／

ｍｍｏｌ
交联剂

（ＥＤＧＭＡ） ／ ｍｍｏｌ
引发剂

（ＡＩＢＮ） ／ ｍｇ
致孔剂

（乙腈） ／ ｍＬ
温度 ／
℃

吸附量 ／
（ｍｇ·ｇ－１）

印迹因子
分配常数 ／
（ｇ·ｍＬ－１）

ＭＩＰ１ 胆固醇 ０．５ ２ １０ １６０．５ ６０ ６０ ０．６７０ ２．７７８ ０．１８３
ＭＩＰ２ β－谷固醇 ０．５ ２ １０ １６０．５ ６０ ６０ ０．７７９ ３．２３１ ０．２２６
ＭＩＰ３ 去氧胆酸 ０．５ ２ １０ １６０．５ ６０ ６０ ０．８７７ ３．６３８ ０．２７０
ＭＩＰ４ 去氧胆酸 ０．５ ２ １０ １６０．５ ６０ ５０ ０．４１８
ＭＩＰ５ 去氧胆酸 ０．５ ２ １０ １６０．５ ６０ ７０ ０．６９５
ＮＩＰ ２ １０ １６０．５ ６０ ６０ ０．２４１ ０．０５３
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吸附量（Ｑ）、分配系数（ＫＤ）及印迹因子（ ＩＦ）。

Ｑ＝
（Ｃｏ－Ｃ ｆ）×Ｖ

Ｍ
（１）

ＫＤ ＝
Ｑ
Ｃ ｆ

（２）

式中：Ｃｏ为目标分析物初始浓度；Ｃ ｆ为平衡吸附上

清液中目标物浓度；Ｖ 为添加的溶液体积；Ｍ 为聚

合物质量。

ＩＦ＝
ＱＭＩＰｓ

ＱＮＩＰｓ
（３）

式中：ＱＭＩＰｓ为 ＭＩＰｓ 对 ５α－胆甾烷的吸附量；ＱＮＩＰｓ为

ＭＩＰｓ 对 ５α－胆甾烷的吸附量。

２　 结果与讨论

２．１　 功能单体的筛选

在分子印迹聚合物的制备过程中，预聚合阶段

能否通过氢键及其他化学键形成稳定的复合物，是
获得高特异性聚合物的关键。 因此，研究模板分子

与不同功能单体之间的相互作用，是 ＭＩＰｓ 识别性

能研究的关键环节之一［２１］。 如果混合溶液中两种

物质之间不存在相互作用，则理论上其溶液的紫

外光谱吸光度等于相应波长范围内分别测得的

两种物质单独溶液的紫外吸光度之和［２２］ 。 若存

在差异则两种化合物在一定条件下有可能会发

生化学反应，因此对于模板与功能单体相互作用

强度和结合力的研究，可以利用两种混合溶液最大

实际测量值和理论吸光度的差值大小作判断，差值

越大，模板与单体的相互作用越强，形成的预聚合

物越稳定［２３］。
通过紫外光谱法对 ３ 种模板分子与 ４ 种功能

单体相对结合能力大小进行比较（表 ４，图 ２—图

４）。 胆固醇与 ＡＡ、ＭＡＡ、ＭＭＡ、ＡＭ 混合体系的

理论值均大于实际值（图 ２），说明胆固醇与各单

体产生了相互作用，即胆固醇的－ＯＨ 与各单体的

－ＣＯＯＨ、－ＣＯＯＲ、－ＮＨ２ 或－Ｃ ＝ Ｏ 通过氢键作用

形成新的复合物。 当胆固醇与各单体的浓度比为

１ ∶ ４ 时，其混合体系差值分别为：ΔＡＡＡ＝１．０６３ ０８、
ΔＡＭＡＡ＝０．８４７ １４、ΔＡＭＭＡ＝０．８６１ ４６、ΔＡＡＭ＝０．７１８ ７２
（表 ４）。 表明胆固醇与 ＡＡ 的差值最大，两者之

间的相互作用最强。 因此，对制备胆固醇虚拟分

子印迹聚合物而言，以ＡＡ为单体合成ＭＩＰｓ具有

表 ４　 模板分子与功能单体的最大理论吸光度
与实际吸光度差值

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｎｏｍｅｒｓ

模板分子
功能单体

ＡＡ ＭＡＡ ＭＭＡ ＡＭ

胆固醇 １．０６３ ０８ ０．８４７ １４ ０．８６１ ４６ ０．７１８ ７２
β－谷固醇 ０．９０８ ６０ ０．６６８ ０６ ０．６２１ ２４ ０．３６８ ０６
去氧胆酸 ０．２９８ ６２ ０．１３３ ２７ ０．０９５ ５１ ０．０６０ ２９
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图 ２　 胆固醇、不同功能单体及其混合溶液的紫外吸收光谱
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图 ３　 β－谷固醇、不同功能单体及其混合溶液的紫外吸收光谱
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图 ４　 去氧胆酸、不同功能单体及其混合溶液的紫外吸收光谱

Ｆｉｇ．４　 ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｎｏｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｉｘｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

更好的稳定性。
同样，由图 ３ 和表 ４ 所示，β－谷固醇与单体 ＡＡ

的浓度比为 １ ∶ ４ 时，其混合体系的实际测量值与

理论吸光值差值最大（ΔＡＡＡ＝ ０．９０８ ６０），ＡＡ 与 β－
谷固醇之间的结合力最强，形成的 ＭＩＰｓ 最稳定，
可能是由于 β－谷固醇的－ＯＨ 与 ＡＡ、ＭＡＡ 的羧基

氧、ＭＭＡ 的酯基氧、ＡＭ 的氨基氮或碳基氧形成氢

键作用，改变了电子能量。
一般而言，去氧胆酸属于酸性，应该与碱性

ＡＭ 结合力最大，但紫外显示与单体 ＡＡ 的预聚合

体系差值最大， 稳定性最好 （ ΔＡＡＡ ＝ ０．２９８ ６２）
（图 ４，表４） ，可能是羟基附近的六元环以及羧基
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使得位阻增大，从而使得 ＡＭ 上的氧原子很难与去

氧胆酸中羟基氢原子形成氢键，或 ＡＭ 中氨基氮与

去氧胆酸－ＯＨ 键形成的氢键构型为 Ｏ－Ｈ…Ｎ，比
去氧胆酸的羟基和羧基与 ＡＡ 形成的 Ｏ－Ｈ…Ｏ 作

用力弱。 综上所述，对制备虚拟胆固醇、β －谷固

醇、去氧胆酸分子印迹聚合物而言，均选择 ＡＡ 作

为功能单体最为合适。
２．２　 功能单体比例的优化

ＭＩＰｓ 的识别性能不仅与功能单体种类有关，

也受模板与功能单体配比的影响，功能单体过少时

会使 ＭＩＰｓ 的特异性印迹位点较少，功能单体过多

时会导致非特异性识别位点增多，或因为单体本身

相互竞争而造成氢键减少，最终降低了 ＭＩＰｓ 的识

别性能［２４］。
由图 ５—图 ７ 可知，随着丙烯酸（ＡＡ）单体浓

度地增加，预聚合溶液的最大吸光度呈现不同幅度

的减少。 当胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸与 ＡＡ 混

合溶液的浓度比为１ ∶ １时，其吸光值急速锐减，最
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图 ５　 胆固醇与不同比例丙烯酸混合溶液的紫外吸收光谱

ａ．浓度为 １ ∶ ０～１ ∶ ８ 的紫外光谱图；ｂ．浓度比为 １ ∶ ０～１ ∶ ８ 混合溶液的最大吸收波长与相对应吸光值的变化曲线
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图 ７　 去氧胆酸与不同比例丙烯酸混合溶液的紫外光谱图

ａ．浓度比为 １ ∶ １～１ ∶ ８ 的紫外光谱检测；ｂ．浓度比 １ ∶ ０～１ ∶ ８ 混合溶液的最大吸收波长与相对应吸光值的变化曲线
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大吸收波长产生了红移，变化程度最大，说明模板

与单体 ＡＡ 产生了化学效应，推测两者之间可能产

生了氢键作用。 随着 ＡＡ 浓度的不断增加，预聚合

混合溶液吸光值继续降低，说明两者的相互作用还

要进一步加强。 当浓度比为 １ ∶ ４ 之后，其吸光值

减小速度及红移程度变小且逐渐趋于平缓；当浓度

比为 １ ∶ ５ 时，混合溶液的吸光值出现回升，推测是

因为 ＡＡ 本身结构中存在极性官能团，这种官能团

之间将会产生氢键作用，即 ＡＡ 本身的取缔现象，
导致对胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸的影响减小

（图 ５ｂ，６ｂ，７ｂ）。 同时，如果再继续增加 ＡＡ 的含

量，也会产生过多的非特异性位点以及材料的浪

费。 综上所述，三种模板均与 ＡＡ 浓度比为 １ ∶ ４
时，可以形成稳定且相互作用较强的预聚合物，得
到识别性能好的聚合物。
２．３　 组装体系印迹位点的推断

差示紫外光谱分析方法用于研究分子印迹技

术预组装体系主客体之间的化学配位数（ｎ）和模

板分子与功能单体结合的结合常数（Ｋ） ［２５］。 该方

法主要通过绘制 ΔＡ 与 ΔＡ ／ ｂｎ
ｍ 的曲线，通过线性关

系确定 ｎ 和 Ｋ，来解释分子印迹的组装机制，从而

指导ＭＩＰｓ的合成路线，其中，ΔＡ为测定混合物质

与标椎模板物质的差示吸光度，ｂｍ为不同梯度的单

体浓度。 胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸与不同比例

丙烯酸（ＡＡ）的差示紫外分析如图 ８—图 １０ 所示。
对胆固醇、β－谷固醇、去氧胆酸与 ＡＡ 的预组

装反应体系而言。 根据预聚物形成的理论分

析［２６］，设模板分子 Ａ 与功能单体 Ｂ 之间结合反应

如下：

Ａ＋ｎＢ
ｋ
→ＡＢｎ （４）

式中：如果［Ａ］比［Ｂ］小得多，［ＡＢｎ］可根据公式

（４）计算得出：

［ＡＢｎ］ ＝［Ａ］［Ｂ］ ｎＫ
１＋［Ｂ］ ｎＫ

（５）

式中：［Ａ］、［Ｂ］、［ＡＢｎ］分别为模板分子 Ａ、功能单体

Ｂ 和主客体配合物 ＡＢｎ 的平衡浓度。 根据 Ｌａｍｂｅｒｔ－
Ｂｅｅｒ 定律，如模板分子 Ａ 的总浓度为 ａ，功能单体

的总浓度为 ｂｍ，整理公式（４）和（５）得：

ΔＡ
ｂｎ
ｍ

＝ －ＫΔＡ＋ＫΔεａｌ （６）

式中：Δε 为模板和模板—单体配合物的摩尔吸光

吸收的差值；ｌ 为比色皿的厚度。

0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4

0

100

200

300

400

500 n=1
n=2
n=3
n=4

ΔA
200 220 240 260 280 300

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

!
"

#
A

$%/nm

ΔA
b/

m
n

ba
y x=1 179.281 3 +1 506.444 8
R2=0.810 9

y x=-43.048 3 +58.089 4
R2=0.915 6

y x=-232.189 1 +300.703 9
R2=0.853 0

y x=-5.838 2 +9.445 5
R2=0.981 7

1:1
1:2
1:3
1:4
1:5
1:6
1:7
1:8

图 ８　 胆固醇预组装差示紫外光谱图
ａ．浓度比为 １ ∶ １～１ ∶ ８ 的差示紫外光谱；ｂ．浓度比为 １ ∶ ２，１ ∶ ４，１ ∶ ６，１ ∶ ８ 时 ΔΑ 与 ΔΑ ／ ｂｍｎ的线性关系
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图 ９　 β－谷固醇预组装差示紫外光谱图
ａ．浓度比为 １ ∶ １～１ ∶ ８ 的差示紫外光谱图；ｂ．浓度比为 １ ∶ ２、１ ∶ ４、１ ∶ ６、１ ∶ ８ 时 ΔΑ 与 ΔΑ ／ ｂｍｎ的线性关系图

Ｆｉｇ．９　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ β⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ｐｒｅａｓｓｅｍｂｌｙ

·３４５·　 第 ３ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 马荣，等． 甾烷类化合物分子印迹聚合物功能单体的筛选及ＭＩＰｓ 制备　



200 220 240 260 280 300 320
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7

0

0.5

1.0

1.5

2.0

20
25
30
35
40
45

ba

ΔA

!
"

#
A

$%/nm

ΔA
b/

m
n /1

03

y x=-0.016 3 +0.055 0
R2=0.411 6

y x=-0.001 95 +0.003 67
R2=0.870 38

y x=-1.158 1 10 +1.978 54× *104

R2=0.970 9

y x=-4.451 8×10 3.211 74 － ×104

R2=0.082 9

n=1
n=2
n=3
n=4

1:1
1:2
1:3
1:4
1:5
1:6
1:7
1:8

图 １０　 去氧胆酸预组装差示紫外光谱图

ａ．浓度比为 １ ∶ １～１ ∶ ８ 的差示紫外光谱图；ｂ．浓度比为 １ ∶ ２、１ ∶ ４、１ ∶ ６、１ ∶ ８ 时 ΔΑ 与 ΔΑ ／ ｂｍｎ的线性关系图

Ｆｉｇ．１０　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｅａｓｓｅｍｂｌｙ

　 　 如果 ΔＡ ／ ｂｎ
ｍ 与 ΔＡ 有良好的线性关系，则 ｎ 的

值就是一个模板能结合的单体数量。 本实验采用

尝试代入法取 ｎ＝ １，２，３，４，以 ΔＡ ／ ｂｎ
ｍ 对 ΔＡ 拟合作

图。 当模板为胆固醇时，发现胆固醇与 ＡＡ 浓度比

在 １ ∶ ２，１ ∶ ４，１ ∶ ６，１ ∶ ８ 时， ΔＡ ／ ｂｎｍ－ΔＡ 的线性趋于良好

（图 ８ａ）。 当 ｎ ＝ １ 时，相较而言其线性趋势较好

（图 ８ｂ），回归方程为 ΔＡ ／ ｂｎｍ ＝ ９． ４４５ ５ － ５． ８３８ ２ΔＡ
（Ｒ２ ＝ ０．９８１ ７），平衡常数为 Ｋ＝ ５．８３８ ２×１０３ Ｌ ／ ｍｏｌ，
说明 １ 个胆固醇分子与 １ 个 ＡＡ 分子形成胆固醇－
１ＡＡ 型复合物。 可能是因为胆固醇的六元环上有

１ 个－ＯＨ 可与 ＡＡ 中的－ＣＯＯＨ 产生氢键，所以在

ＭＩＰｓ 体系中形成了具有与胆固醇特异识别的 １ 个

位点。 推测胆固醇 －ＡＡ 的自组装作用如图 １１ａ

所示。
模板分子为 β－谷固醇时，以 ΔＡ ／ ｂｎ

ｍ 对 ΔＡ 拟

合作图，同样发现 β－谷固醇与 ＡＡ 浓度比在 １ ∶ ２，
１ ∶ ４，１ ∶ ６，１ ∶ ８ 时 ΔＡ ／ ｂｎ

ｍ －ΔＡ 的线性趋于良好。
当 ｎ＝ １ 时，曲线线性较好 （图 ９ｂ），回归方程为

ΔＡ ／ ｂｎ
ｍ ＝ ０．９８８ ３－０．５２９ ５ΔＡ（Ｒ２ ＝ ０．９９６ ９），平衡常

数为 Ｋ＝ ０．５２９ ５×１０３ Ｌ ／ ｍｏｌ，说明 １ 个 β－谷固醇与

１ 个 ＡＡ 分子形成 β－谷固醇－１ＡＡ 型复合物。 可

能由于 β－谷固醇六元环上的 １ 个－ＯＨ 可与 ＡＡ 中

的－ＣＯＯＨ 产生氢键，在 ＭＩＰｓ 体系中形成了具有与

β－谷固醇特异识别的 １ 个位点。 推测 β－谷固醇－
ＡＡ 自组装作用如图 １１ｂ 所示。

当模板为去氧胆酸时，以ΔＡ ／ ｂｎ
ｍ对ΔＡ拟合作

a.$%&

b.β-'(&

c.)*$+

O

OHHO
H

H

H

H

H

H

H

H

O

O

O
H

H H

H
H

H H

H

O

O

O

H

HH

H
H O

H

HH

H
H

O

O

OH HO

HO
OHOH HO

HO

OH

OH

OH OH

OH

OH

OH

HO

HO

!"#

!"#

!"#

图 １１　 模板分子与丙烯酸（ＡＡ）的结合示意

Ｆｉｇ．１１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｔｏ ａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄ （ＡＡ）
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图，结果发现去氧胆酸与 ＡＡ 浓度比为 １ ∶ ２、１ ∶ ４，
１ ∶ ６、１ ∶ ８ 时，ΔＡ ／ ｂｎ

ｍ－ΔＡ 曲线线性逐渐良好。 与

ｎ＝１，２，４ 相比，当 ｎ ＝ ３ 的线性相关性最好，线性回

归方程为 ΔＡ ／ ｂｎｍ ＝ １．９７８ ５×１０－４ －１．１５８ １×１０－４ ΔＡ
（Ｒ２ ＝０．９７０ ９）（图 １０），平衡常数为 Ｋ ＝ ０．１１５ ８×１０６

Ｌ３ ／ ｍｏｌ３，说明 １ 个去氧胆酸分子能够与 ３ 个 ＡＡ 形

成去氧胆酸－３ＡＡ 型稳定复合物。 即去氧胆酸上

有 ３ 个 Ｏ 与 ＡＡ 的－ＣＯＯＨ 产生氢键作用，形成了

具有与去氧胆酸识别的 ９ 个位点。 推测去氧胆酸

自组装作用如图 １１ｃ 所示。
综上所述，不同模板分子与 ＡＡ 能够通过不同

的印迹位点形成配合物。 在虚拟胆固醇、β－谷固

醇分子印迹聚合物中形成了胆固醇－１ＡＡ 型、β－谷
固醇－１ＡＡ 型配合物，具有 １ 个识别位点；在去氧

胆酸虚拟分子印迹聚合物中形成了去氧胆酸－３ＡＡ
型配合物，具有 ９ 个识别位点。
２．４　 聚合机理推断

由图 １２ 所示，在 ＭＩＰｓ 和 ＮＩＰ 红外光谱图中，
存在 ＡＡ 和 ＥＤＧＭＡ 的 １ ７３０ ｃｍ－１处 Ｃ＝Ｏ 特征峰、
ＥＤＧＭＡ 的 １ １５７ ｃｍ－１处 Ｃ－Ｏ－Ｃ 振动峰、和 ＡＡ 的

１ ２５７ ｃｍ－１处羧基 Ｃ－Ｏ 吸收峰，因此 ＡＡ 和 ＥＤＧＭＡ
发生了聚合且功能基团的振动峰并无明显变化。
２ ６６０ ｃｍ－１处 ＡＡ 的 ＣＯＯＨ 伸缩振动，在 ＭＩＰｓ 和

ＮＩＰ 的吸附带中并未找到，由此也证明 ＡＡ 参与了

聚合反应。 在 ＭＩＰｓ 和 ＮＩＰ 的红外光谱中，ＡＡ 的

１ ６３５ ｃｍ－１处 Ｃ＝Ｃ 振动峰较弱，３ ０００ ｃｍ－１处－Ｃ ＝
Ｃ－Ｈ 吸收峰并不存在，也证明了 ＡＡ 和 ＥＤＧＭＡ 发

生了良好交联，且未交联部分极少（图１３） 。同时，
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图 １２　 ＭＩＰｓ、ＮＩＰ、去氧胆酸和 ＡＡ 红外吸收光谱
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图 １３　 ＡＡ 与 ＥＤＧＭＡ 的聚合反应方程式
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洗脱后 ＭＩＰｓ 和 ＮＩＰ 红外光谱特征基本一样（图
１２），３ ４４０ ｃｍ－１处存在－ＯＨ 伸缩振动峰，２ ９８４ ｃｍ－１

和 ２ ９５６ ｃｍ－１左右处出现甲基和亚甲基基团 Ｃ－Ｈ 的

对称和非对称伸缩振动，１ ７３０ ｃｍ－１处的 Ｃ＝Ｏ 振动

峰，说明 ＭＩＰｓ 中的模板分子已经被洗脱下来。
因此，ＡＡ 和 ＥＤＧＭＡ 发生了良好的聚合，且在

洗脱后还存在 Ｃ－Ｏ－Ｃ、Ｃ－Ｏ、Ｃ ＝Ｏ 的特征峰，说明

ＡＡ 和 ＥＤＧＭＡ 聚合后形成了稳定的印迹骨架，使
得洗脱后的 ＭＩＰｓ 中留有具有识别性能的空穴，可
以重复利用。 通过紫外光谱和 ＦＴＩＲ 光谱分析，以
去氧胆酸虚拟分子印迹聚合物为例，推测出其聚合

过程（图 １４）。 后续可将制备良好的３ 种虚拟分子

印迹聚合物进行表征和性能的研究，并应用于原油

中甾烷类化合物的分离富集。
２．５　 聚合物的吸附性能

为了探究制备的 ＭＩＰｓ 的吸附性能，通过平衡

结合实验，比较各 ＭＩＰ１、ＭＩＰ２、ＭＩＰ３、ＮＩＰ 的吸附

量（Ｑ）、印迹因子（ ＩＦ）、分配系数（ＫＤ） （表 ３），发
现 ＭＩＰｓ 的 Ｑ 值、ＩＦ 值及 ＫＤ值均大于 ＮＩＰ。 因此，
ＭＩＰｓ 对 ５α－胆甾烷的吸附能力均大于 ＮＩＰ，说明

ＭＩＰｓ 对 ５α－胆甾烷具有较高的亲和性和选择性。
以上结果是由于 ５α－胆甾烷与虚拟模板分子的结

构相似，和分子印迹聚合物之间存在特定的空穴

结构，使得 ＭＩＰｓ 是可以选择性的吸附，但非分子

印迹聚合物是随机分布的，不能表现出特异的选

择性。
２．６　 温度对聚合物的影响

温度对聚合物反应的影响主要表现为它能改

变引发剂分解产生自由基的速率，影响聚合物颗粒

的外貌形态［１３］。 本实验采用的引发剂为偶氮二异

丁腈，当超过 ８０ ℃就会急剧分解，产生的热量不能

及时散出，从而影响聚合物的反应进程。

为了优化温度对聚合反应的影响，选择去氧胆

酸为模板分子，分别于 ５０、６０、７０ ℃下水浴恒温聚

合 ２４ ｈ。 结果发现反应温度为 ５０ ℃时，２４ ｈ 产生

的聚合物沉淀较少，影响了反应速率；当反应温度

为 ６０ ℃时，１２ ｈ 开始产生大量聚合物沉淀，在 ２４ ｈ
沉淀趋于稳定；７０ ℃下，聚合物在 ６ ｈ 开始出现大

量沉淀。 另外，对 ＭＩＰ３、ＭＩＰ４、ＭＩＰ５ 进行电镜扫

描测试，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 计算 １９０ 个微球粒径，随着温

度的升高，聚合物颗粒的平均粒径从 １．６３８ μｍ 增

长到 １．９５６ μｍ（图 １５），认为是由于温度升高，反应

介质中的溶解度增大，使得聚合物临界成核链增

大，或因为聚合速率加快，聚合物的核浓度增加。
结合吸附实验发现（表 ３，图 １５），当聚合温度为

５０ ℃时，形成的 ＭＩＰ４ 吸附性能最低，可能是因为

引发不完全，可溶低聚合物大量形成，粒径分布不

均匀，稳定性较差；当聚合温度为 ６０ ℃时，吸附量

最大，因为平均聚合度和交联度增加，粒径分散性

较好；当聚合温度为 ７０ ℃时，出现爆聚现象，短时

间内出现大量 ＭＩＰ５，影响了识别位点的形成。 综

上所述，选用 ６０ ℃ 为最佳聚合温度。

３　 结论

（１）通过紫外光谱法研究了 ３ 种模板（胆固

醇、β－谷固醇、去氧胆酸）与不同功能单体（ＡＡ、
ＭＡＡ、ＭＭＡ、ＡＭ）之间作用力大小，结果表明 ３ 种

模板均可与丙烯酸（ＡＡ）形成比较明显的氢键作

用，得到较稳定的预组装体系，且 ３ 种模板与 ＡＡ
的最佳浓度比均为 １ ∶ ４。

（２）差示紫外光谱结果表明 １ 个胆固醇分子和

１ 个 β－谷固醇均可与 １ 个 ＡＡ 形成稳定配合物，而
１ 个去氧胆酸分子可与 ３ 个 ＡＡ 形成稳定配合物，
它们之间的反应结合常数分别为Ｋ（胆固醇－ＡＡ）＝
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图 １４　 去氧胆酸虚拟分子印迹聚合物的合成示意
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图 １５　 不同温度聚合物微球的扫描电镜图

Ｆｉｇ．１５　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

５．８３８ ２×１０３ Ｌ ／ ｍｏｌ（ｎ ＝ １），Ｋ（ β－谷固醇－ＡＡ） ＝
０．５２９ ５× １０３ Ｌ ／ ｍｏｌ（ ｎ ＝ １），Ｋ（去氧胆酸－ＡＡ） ＝
０．１１５ ８×１０６ Ｌ３ ／ ｍｏｌ３（ｎ＝ ３）。

（３）采用傅立叶变换红外光谱仪对聚合物进

行表征分析，结果表明，ＭＩＰｓ 中的模板被完全洗

脱，且 ＡＡ、ＥＤＧＭＡ 成功地发生了聚合反应。 通过

吸附实验结果表明，ＭＩＰｓ 对甾烷类化合物 ５α－胆
甾烷具有一定的选择性。 结合扫描电镜发现 ６０ ℃
时，聚合物的球粒分布均匀，吸附性能最好，为聚合

的最佳温度。
致谢：感谢中国科学院西北生态资源环境研究

院油气资源研究中心甘肃省重点实验室对本次实
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