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分子印迹技术在生物大分子分离识别中的应用 
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(1．南开大学化学系，天津 300071；2．中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 116023) 

摘要：分子印迹技术是近些年发展起来的模拟抗体·抗原相互作用原理的新技术。该文介绍了分子印迹技术的产 

生和发展 ，重点介绍 了生物大分子 印迹 聚合物的制备条件 、聚合 方法及其识别机理 ，并对该 技术 的应 用前景 及 目前 

存在 的问题进行 了探讨 。 
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Separation and Recognition of Biomacromolecule by 

M olecular Imprinting Technique 

ZHENG Chao ，GA0 Ruyu ，ZHANG Yukui 

(J．Department ofChemistry，Nankai University，Tianjin 300071，China；2．Dalian Institute ofChemical 

Physics，the Chinese Academy ofSciences，Dalian 116023，China) 

Abstract：Molecular imprinting technique is a novel technique based on mimicking specific ac— 

tion of antibody—antigen．The emergence and the development of the technique are reviewed in 

this article．The focuses of this article include the introductions of the synthesis conditions，the 

comparisons of the various approaches on preparation methods as well as  the recognition mech— 

an isms of the biomacromolecule imprinted polymers．The primary synthetic methods include 

the embed technique，the surface imprinting procedure an d the epitope approach．The epitope 

approach is based on using a short peptide as a template that represents only part of a larger 

peptide or protein ，which in turn can be recognized by the syn thesized polymer．This approach 

for the development of the biomacromolecule imprinted polym ers selective to proteins is attrac— 

tive from an economic viewpoint：a small peptide is usually less expensive，and the quan tity 

necessary for the polymer preparation is more readily available than  that of the corresponding 

protein．In the end，the limitations and the prospective applications of this biomacromolecular 

imprinted technique are also discussed． 
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分 子印迹技术⋯ (molecular imprinting tech— 

nique，MIT)的出现直接源于免疫学 的发展 。早在 

20世纪 30年代 ，Breinl、Haurowitz和 Mudd就相继 

提出了一种当抗原侵入时生物体产生抗体的理论； 

在20世纪 40年代，由著名的诺贝尔奖获得者 Paul- 

ing 对上述理论 做 了进 一步 阐释；1949年，Dick． 

ey 首先提出了“专一性吸附”这一概念 ，这一概念 

实际上可以视为“分子印迹”的萌芽。1973年 ，德国 

Heinrich Heine大学的 Wulff小组 首次报 道人工 

合成了用于色谱手性拆分的分子印迹聚合物(mo— 

lecular imprinting polymer，MIP)，又称模板聚合物 

或特制聚合 物。20世 纪 80年代 ，Norrlow 等 进 

一

步发 展 了这一技 术。1993年 瑞典 大学 的 Mos— 

bach等 发表 了有关茶碱分子 印迹聚合 物的研究 

结果 ，自此 MIT得到了蓬勃的发展 。 

1997年在瑞典的 Lund大学成立 了国际性的分 

子 印迹 协 会 (Society for Molecular Imprinting． 

SIM)⋯ ，其宗 旨是“致力于分子印迹科学和技术 的 

全面发展 ”。 

分子印迹聚合物是以目标分子即烙印分子为模 

板 ，选择与烙印分子具有结构互补 的功能性聚合物 

单体分子，这些单体分子与烙印分子结合形成复合 

物；在交联剂作用下引发聚合 ，使烙 印分子周围形成 

交联度很高的三维交联的高分 子聚合物 网络 ；然后 
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用洗脱液将烙印分子洗脱下来形成具有空腔的分子 

烙印聚合物。根据烙印分子与单 体的相互作用 ，町 

把 MIP的制备方法分为两种基本类 型 ：共价法 

(预组织法)和非共价法(自组织法 )。 

MIT之所以发 展如此迅速 ，主要是 因为它有三 

大特点：预定性 (predetermination)、识别性(recog— 

nition)和实用性 (practicability)。由于 MIPs具有 

抗恶劣环境 的能力 ，表现 出高 度的稳定性和长的使 

用寿命等优点 ，因此 ，对印迹聚合物的合成及其应用 

研究 十 分 活跃 ，涉 及 的范 围很 广，如 于性 物 质分 

离 、生物传感器 “ 、模拟抗体与受体 ” 、 

酶模拟催化 。。。，氨基酸 ”。。 及多肽等生物大分 

子 。 、金 属 离 子 、药 物 分 子 。 、除 草 

剂 等的分离与纯化。 

由于 MIT应用 的范 围十分宽广 ，因此 ，MIT在 

生物大分子的应用领域具有广泛的应用 前景，如对 

蛋白质 。 、核酸 和多糖 的印迹 ，甚至 对整 

个微生物细胞 的印迹等等。 

1 生物大分子印迹聚合物的制备 

1．1 生物大分子印迹聚合物的制备条件 

蛋 白质是水溶性生物 大分子 ，对其识别主要发 

生在水体系中，所 以选择合适的单 体使得 到的 MIP 

可以在水 中识别蛋 白质就显得尤为重要 目前，蛋 

白质分子印迹采用的单体有丙烯酸 、甲基丙烯 

酸 、丙烯酰胺 ” 、Ⅳ_(4一乙烯苄基)亚胺基二乙 

酸铜 (Ⅱ) ” 、2一乙烯 基吡 啶 、4一乙烯基 吡 啶 

等。在实际应用中为了增加印迹分子与单体作用力 

的种类 和数量 ，也 可 以将 不 同 的功 能单 体混 合使 

用 。在众多功能单 体中较 为常用的有 甲基丙烯 

酸和丙烯酰胺。印迹聚合物的选择性与交联剂的种 

类和用量有密切的关系。根据选择的功能单体的不 

同可 以选择不同的交联剂。 目前常用的有乙二醇二 

甲基丙烯 酸酯 (EDMA) 、Ⅳ，Ⅳ一亚 甲基双丙烯 酰 

胺 ”I3 、三 甲氧基丙烷三甲基丙烯酸酯 (TRIM) 

等。 

MIP的制备通常是通 过 自由基 引发聚合而成 

的。可根据不同的制备方法采用不同的引发剂。考 

虑到蛋 白质分 子的 活性 ，目前 常用 偶氮 二异 丁腈 

(AIBN) 引发 (低温或光引发 )或用水 溶性的过 

硫酸盐一四甲基 亚乙二胺 (TEMED)的氧化一还原体 

系引发 。引发聚合反应前 ，反应混合液要通氮 

气除氧，这是因为氧气的存在会淬灭 自由基 ，使聚合 

反应不完全 ，甚至不能反应。 

1．2 生物大分子印迹聚合物 的制备方法 

目前 ，生物大分子印迹 聚合物 的制备方法大致 

分为：包埋法 、表面印迹法和抗原决定基法。 

1．2．1 包埋 法 

包埋法也称本体聚合法 ，就是将印迹分子 、功能 

单体 、交联剂和引发剂按照一定比例溶解在溶剂中， 

通过脱气 、除氧 ，经引发 聚合后得 到块状聚合物 ，然 

后再粉碎 ，过筛 ，得到小颗粒 ，进行后续操作。这种 

制备方法得到的分子印迹聚合物具有令人满意的记 

忆功能 ，对蛋 白质分子具有 良好 的选择性识别特性 ， 

且合 成操 作条 件易 于控 制 ，实 验 装置 简 单 ，便 于 

普及。 

Hjerten等 ” 利用包埋法 ，以丙烯酰胺 为单 

体合成 了低交联 度的凝胶 ，对血红蛋 白、生 长激素 、 

细胞色素 、肌红蛋白和核糖核酸酶等进行了印迹，得 

到了具有 良好选择性的分子印迹聚合物 。不同的印 

迹分子能被相应的凝胶所吸附，而非印迹蛋 白则不 

被这种惰性的凝胶吸附。 

尽管包埋法印迹技术 比较简单 ，但具有 以下弊 

端 ：(1)聚合物形态不规则 ，要得到小颗粒，需增 

加对聚合物进行粉碎 、过筛等附加程序 ；(2)在粉碎 

过程中，不可避免地毁坏部分印迹位点 ；(3)即使对 

聚合物进行粉碎后 ，仍有部分 印迹位点被包埋 在颗 

粒内，不能发挥作用 ；(4)印迹分子不 易洗脱 ，颗粒 

内部扩散阻力大。 

1．2．2 表面印迹法 

表面印迹技术是使识别位点处在颗粒的表面 ， 

以此克服本体聚合的弊端 。通常采用的表面印迹技 

术是在微球上进行印迹或涂层 印迹聚合物 ，得到的 

较均匀的球形颗粒适于各种操作 ，尤其是色谱操作 

早期的蛋 白质表面印迹是 Glad等 将铁传质 

蛋白在溶液中与硼酸酯硅烷发生作用 ，然后在多孑L 

硅胶颗粒上进行聚合。由于硼酸酯基团能与铁传质 

蛋 白上的硅酸铝发生不可逆反应 ，因此硼酸酯硅烷 

与铁传质蛋 白的预结合使得硼 酸酯基 团能正确排 

列 ，从而保证 了印迹 位点对铁传 质蛋 白的特异性 。 

通过高效液相 色谱 (HPLC)的检测 ，证 明该 聚合物 

对铁传质蛋白具有特异性。 

另一种表 面印迹技术 是在金属离子 Cu“ 、 

Co“L 或 Ni 和核糖核酸酶 A存在的情况下 ， 

利用金属螯合单体在活化 的硅胶颗粒上 进行聚 合 

(如图 1所示 )。核糖核酸酶 A存在两个暴露在分 

子表面的组氨酸，因而可以与两个金属螯合分子进 

行螯合作用，在聚合过程中金属螯合分子固定在硅 

胶表面并生成特异性结合部位 。该方法 的缺陷是蛋 

白质表面必须有暴露的氨基酸残基 ，如组 氨酸 的咪 

唑基 、半胱氨酸的巯基 、色氨酸 的吲哚基等 ，从而使 

该方法的应用范围受到限制 。 
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2．Complexation and 3 Removal ofguest 

． Formation ofW／O emulsion radical polymerization molecules and grinding 

图 1 表面 印迹法示意 图 

Fig．1 Schem atic illustration of surface m olecular imprinting technique 

还有一种表面印迹技术是基 于射频发光放电等 

离子聚合／沉积作用。Shi等 首先 将蛋 白质吸附 

在亲水的、分子级平坦的云母表面 ，然后将一个二糖 

分子薄层覆盖在吸附的蛋 白质上 。一经干燥 ，该糖 

层便通过大量的氢键与蛋白质络合。然后将一个平 

坦的含氟聚合物薄膜通过发光放 电等离子体与糖分 

子交联而沉积。接着去除 云母 并溶解 掉蛋 白质分 

子 ，最终形成一种多糖覆盖的、具有蛋 白质形状的纳 

米凹坑 ，并可通过透射 电子显微镜 、原 子力显微镜 、 

x射线光电子能谱和飞行时间第二离子能谱来检 

测。吸附试验显示在混合蛋白质溶液中，白蛋白、免 

疫球蛋 白、核糖核酸酶 A和溶菌酶 的印迹聚合物都 

能特异性地吸附相应的印迹蛋 白质。 

目前较新 的一种表面印迹方法是在尺寸单分散 

性的纳米线状聚合物表面印迹模板分子。Wang 

等 首先将模板分子 固定在表面覆盖铝膜的硅 

胶纳米棒或纳米管上 ，然后进行聚合反应 ，最后用化 

学方法溶解掉铝膜和硅胶纳米棒或纳米管，洗除模 

板分子，在纳米线状 聚合物表 面上 即会 留下识别孑L 

穴 (如图 2 所示 )。实验证 明这种表 面印迹 聚合 

物对印迹分子具有较高的选择性 。 

1．2．3 抗原决定基法 

Kempe等 以甲基丙烯酸(MAA)和 4一乙烯基 

吡啶(4-Vpy)为功能单 体 ，乙二 醇二 甲基丙烯酸酯 

(EDMA)和三甲氧基丙烷三 甲基丙烯酸酯 (TRIM) 

为交联剂 ，偶氮二异丁腈 (AIBN)为 引发剂 ，通过低 

温光引发的方法分别制备了以不同的多肽为模板分 

子的印迹聚合物。 

图 2 纳米线状聚合物表面 印迹法示意 图 

Fig．2 Schem atic representation of the molecular 

im printing approach em ploying imm obilized 

tem plate and a sacrificial solid nanotube support 

受此启发 ，Rachkov等 提 出抗原决 定基法。 

其原理来源于 自然界中的相似方法 ，即抗 体在识别 

抗原时，抗体只与抗原的一小部分，即抗原决定基作 

用。该方法采用与蛋 白质结构中暴露在表面的肽链 

(抗原决定基 )相同的短肽作为模板分子 ，得 到的大 

孑L的分子印迹聚合物不仅可识别该肽 ，也可识别整 

个蛋 白质分子 。该方法 的优点是经济实惠 ，这是 因 

为小肽通常比蛋白质便宜 ，且较易获得。对于 80％ 

一  一  
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～ 90％ 的蛋白质而言 ，C．端 的 7～9个氨基酸可作为 

其特征结构的决定基。聚合过程如图 3 ‘。所示 。 

Polymerization 

m lxture 

Formation of 

a recognition site 

around a short peptide 

Recognition of 

a larger peptide 

图 3 抗原决定 基法示 意图 

Fig．3 Schem atic representation of the epitope approach 

Rachkov等利用该法 ，以 MAA为功能单体 ，以 

EDMA为交联剂 ，首先对 四肽 YPLG(Tyr—Pro—Leu— 

Gly—NH )进行 了印迹。HPLC检测表 明，以 YPLG 

为印迹分子得到 的聚合 物不仅可 以识别 YPLG，还 

可以识别以 PLG(Pro—Leu—Gly—NH )为决定基 的催 

产素分子 。 

此后 ，Rachkov等 又考察了在水相介质 中以 

抗原决定基法合成的分子印迹聚合物对催产素及其 

相关多肽的识别。HPLC检测结果 表明，在水相介 

质 中，离子间的相互作用 以及催产素及其相关多肽 

的 N一端氨基酸基团在分子 印迹聚合物识别过程 中 

起 了重要作用。然而 ，识别过程的特异性 主要取决 

于疏水作用和氢键作用。此外 ，流动相中水的含量 、 

离子强度以及pH值的增加会减弱分子印迹聚合物 

的选择性。 

2004年 Rachkov等 进一步发展了抗原决定 

基法。他们以更长的肽链 [Sarl， a8]angiotensin 

Ⅱ(Sar—Arg—Val—Tyr—Ile—His—Pro一 a，SA)为模板分 

子，在水相介质 中合成 了分子印迹 聚合物 。具 体合 

成方法为：以丙烯酸钠 为功能单体 ，以 EDMA为交 

联剂 ，以脲为引发剂和模 板分子混合后放入 pH值 

为 7的 5 mmol／L磷酸盐缓 冲溶液中 ，在 37℃下反 

应 60 h，得到分子印迹聚合物。他们还 以高效液相 

色谱分离了血管紧缩素(Angiotensin II)以及模板 

分子 SA的混合物(分离谱图如图4所示)，考察了 

流动相的pH值、磷酸盐缓冲溶液的浓度、流动相中 

乙腈的含量对被分析物保留因子的影响。 

图 4 血管紧缩素(Angiotensin II)以及模板分子 

SA 的混合物的色谱分离图 

Fig．4 Separation of mixtures of Angiotensin II and SA 

HPLC profiles of mixtures of 50 l~mol／L AII(sharp，weak- 

ly retained peaks)and 50 l~mol／L SA(broad，strongly retained 

peaks)． 

a．MIP l(molecular imprinting)column with a mobile 

phase containing 20％ acetonitrile an d the phosphate buffer 

(pH 7．2)；b．MIP l an d Control l(non·molecularim printing) 

columns with a mobile phase containing 7 mmol／L phosphate 

buffer(pH 7．2)an d 20％ acetonitrile． 

目前用于印迹的蛋白质分子种类见表 1。 

表 1 已被用于印迹的蛋白质 分子 

Table 1 Protein m olecules appHed in 

m olecular im print technique 

Transferring [35]， 

BSA(bovine serum albumin) [49]， 

Ribonuclease A [35]， 

Urease [54] 

Myoglobin [36] 

Hemoglobin [36]， 

Streptavidin [46] 

Pepsin [55] 

Glucose oxidase [56]， 

[37]，[43] 

[53] 

[36]，[46]，[49] 

[54] 

[57] 
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表 1 (续 】 

Table 1 (Continued】 

Protein References 

[35] 

[35]，[58] 

[55] 

[46] 

[46]，[55] 

[46]，[55] 

[35] 

2 生物大分子的印迹识别机理 

人们普遍认为 ，小分子可形成作用力 的基 团数 

目很少，只有当其与介质的作用力较强时才能显示 

出识别效果。而对于生物大分子的印迹，其识别作 

用力应是数 目众多的遍及介质 的较弱作用力 ，这些 

弱的相互作用包括氢键 、电荷转移 、疏水作用和微弱 

的诱导偶极作用等 。Hjerten等 认为蛋 白质分子 

上带有带电或非极性 的基团 ，如果介质上也有大量 

的同类基团，则相互之问可形成离子作用和疏水作 

用而使蛋 白质被吸附，但这是一种非特异性 吸附 ，因 

为该介质也可以通过键合作用来吸附其他的非印迹 

蛋白质。所以对于蛋白质而言，其大多数 MIP的特 

异性没有想 像 的高的主 要原 因是配 位基 (如酶底 

物 、抗体 )和功能单 体(如甲基丙烯 酸)是带 电的或 

非极性的。因此所生成的介质在一定程度上或多或 

少地带有传统离子交换色谱 (带电)或疏水 (非极 

性)色谱的作用 ，即因为许多强键通 常与特异性不 

吻合而导致特异性丧失 ；当离子作用 和疏水作用 同 

时发生时，这种情况尤其严重。这 意味着在制备分 

子印迹聚合物时 ，必须用能和蛋白质产生弱 的相互 

作用的功能单体 ，否则很容易造成非特异性吸附 ，被 

吸附的蛋 白质很难被完全洗脱。 

对 于以硅胶为载体 的 MIP而言 ，Venton 认 

为是 由于硅胶具有多孔和褶合的表面，因而蛋 白质 

与聚合物之问存在多种关系 ：蛋 白质可被完全包埋 

在聚合物中，也可被吸附在聚合物 的表面 ，也可被半 

包埋在聚合物中。当用洗脱 液洗脱时 ，只有表 面和 

半包埋的蛋 白质可被完全洗下来 ，而包埋 的蛋 白质 

还保留在聚合物中。因此对介质吸附容量有贡献的 

只是很少一部分的印迹蛋 白。 

3 生物大分子印迹技术存在 的问题 以及应 

用前景 

分子印迹技术在近 20年来得到蓬勃发展 ，分子 

印迹技术受到了普遍关注 ，但 目前作为一种新型的 

技 术 用 于生 物 大 分 子 印迹 时 仍 然 存 在 很 多 问 

题 。 

首先 ，生物大分子印迹过程 和识别过程的机理 

是亟待解决 的问题。对生物大分子和聚合物单体官 

能团间的相互作用还缺乏系统 研究 ，在识别过程中 

是孔穴的三维空问结构还是功能基团或其他方面起 

更主导的作用还存在分歧，而目前致力于这方面研 

究的学者较少。其次，目前使用的功能单体、交联剂 

和聚合方法都有较大的局限性，尤其是没有令人满 

意的聚合方法以得到高吸附量 的 MIP，这就使得分 

子印迹技术远远不能满足实际应用的需要 。第三 ， 

如何寻找到温和而有效的洗脱剂也是亟待解决的问 

题。现阶段 ，尚未找到合适 的方法洗脱蛋 白质印迹 

分子 ，活性蛋白质很难得到回收利用 。第 四，在 MIP 

制备工艺上 ，一般情况下 MIP首先 制成块状 ，然后 

经过粉碎 、筛选得到一定粒度分布的印迹颗粒 ，但颗 

粒的不规则性降低 了模板聚合物的选择性 和柱效 ， 

无法得到可用于制备分离级 粒度可控 的印迹微球 ， 

限制了分子印迹技术 的商业应用。另外 ，一些有关 

的介质操作性能也需进一步改进 ，如吸附容量 、机械 

强度 、孔隙率等直接关系到介质是否能够实用化 。 

尽管生物大分子印迹技术还存在诸多问题 ，但 

其优异的性能在下列领域有着潜在的吸引力 。 

(1)分离领域的应用 ：生物大分子 印迹 技术提 

供了一种简单 、直接制备对 多肽 、蛋 白质 、核糖等大 

分子具有识别能力的材料的方法 。其对 目标分子的 

特异性吸附具有高选择性的优点在生命科学和医学 

分析中尤为重要。 

(2)模拟抗体 ：利用生物大分子印迹聚合物 制 

备的模拟抗体可代替天然抗体用 于免疫分析 中，经 

过分子印迹的球形聚丙烯酰胺凝胶颗粒可能在放射 

免疫分析(RIA)和酶联免疫分析 (ELISA)中有所应 

用 ，这样可不需要用于制备抗体的实验 动物及相应 

的免疫技术。另外 ，天然抗体难 以回收再利用 ，而模 

拟抗体可重复利用。 

(3)生物传感器 ：特殊识别现象在传感 器技术 

中极为重要 ，以蛋 白质为印迹分子 的高特异性凝胶 

在此领域有着诱人的前景 。根据不同的机理，以酶 

或抗体作为其特异识别元件 ，MIP对分析物产生的 

结合可通过转换器做 出快速反应 。以生物大分子印 

迹聚合物制成的传感器除了传统生物传感器的优点 

外，还有制作成本低、耐受性高、寿命长等优点，可大 

规模应用。这些还有待于人们进一步研究开发。 
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