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牛血清蛋白分子印迹聚合物的制备及分子识别性能 
 

袁士芳，王硕，邓启良，方国臻 

（天津科技大学食品营养与安全实验室，天津 300457） 

摘要：本文报道了以活化硅球为支撑载体，将其表面用 3-氨基丙基三乙氧基硅烷(APTES)和戊二醛进行修饰，通过醛基共价健

和牛血清蛋白(BSA)，同时以丙烯酰胺(AAm)为单体，N,N’-亚甲基双丙烯酰胺(MBA)为交联剂，在水相体系中合成对 BSA 具有较高

选择性的新型分子印迹聚合物。通过对合成的聚合物进行平衡结合，吸附动力学和选择性的三个表征实验发现，该聚合物对 BSA

具有选择性高、传质速度和结合平衡速度快等诸多优点，并通过 Langmuir 方程分析，证明平衡结合中吸附容量(Q)与初始浓度(C)

的一致性，并呈良好的线性关系，印迹聚合物的饱和吸附容量 Qmax为 28.98 mg/g。 
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Abstract: A novel molecularly imprinted polymer has been prepared using silica gel as support material, bovine serum albumin (BSA) as 

template, acrylamide (AAm) as functional monomer and N,N'-methylenebisacrylamide (MBA) as cross-linker in aqueous medium. The silica 

gel was modified by 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) and glutaraldehyde and then reacted with BSA by forming imine bonds to 

covalently immobilize the template protein. The static and kinetic adsorption properties of the imprinted polymer were evaluated. The results 

showed that the imprinted sorbent exhibited good recognition, selective ability and offered a faster kinetics for the adsorption of the template 

BSA. The results of the Langmuir model evaluation indicated that the adsorption isotherm of imprinted polymer towards the template molecule 

were in good accordance and with linearity. The maximum adsorption capacity (Qmax) of imprinted sorbent toward BSA was 28.98 mg/g. 
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分子印迹技术（Molecularly imprinted technique，

MIT）是从仿生角度，采用人工方法制备对特定分子

（模板分子）具有专一性结合作用和特定空间结构空

穴的聚合物--分子印迹聚合物（Molecular imprinted 

polymer，MIP）的技术[1~2]。目前分子印迹技术已成

功用于印迹一些低分子量、难溶于水的化合物[3~7]，但

对于生物大分子蛋白质仍然存在许多问题。因为高度

交联的三维材料不利于生物大分子的扩散；印迹一般

是在有机溶剂中，而蛋白质分子在有机溶剂中易变性。

为克服上述缺陷，越来越多的研究者开始关注在水溶

液环境中合成蛋白质分子印迹聚合物[8~9]。由于 MIP

具有构象预定性、特异识别性、长期稳定性及实施简

便性等优点，在生物大分子的富集、手性化合物的分

离、固相萃取及敏感膜传感器等诸多领域具有重要的

应用前景[10]。本研究报道了一种合成表面印迹牛血清 
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白蛋白的印迹聚合物的新方法，以活化硅球为载体，

将其表面醛基化后，通过亚胺键共价键合牛血清白蛋

白；再用丙烯酰胺和 N,N’-亚甲基双丙烯酰胺在水相体

系中进行聚合，得到牛血清白蛋白分子印迹聚合物。

通过吸附实验表明，用本方法合成的分子印迹聚合物

对模板蛋白质显示出选择性吸附能力。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Cary50-Bio型紫外可见分光光度计，澳大利亚

Victoria公司；RF-KT/C型加热磁力搅拌器，天津欧诺

仪器仪表有限公司；ZK-35BS型电热真空干燥箱，天津

三水科学仪器有限公司；SY型型电热式恒温水浴锅，

天津欧诺仪器仪表有限公司。 

硅球为80~120目，青岛海洋化工有限公司；3-氨基

丙基三乙氧基硅烷（APTES），武大有机硅新材料股

份有限公司；牛血清蛋白（BSA，分子量（MW）67 kDa，
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等电点（pI）4.8），牛血红蛋白（BHb，MW 64.5 kDa，

pI 6.7），马肌红蛋白（MB，MW 16.7 kDa，pI 7.0），

细胞色素c（Cyt c，MW 12.4 kDa，pI 9.8），溶菌酶（Lyz，

MW 14.4 kDa，pI 11.2），丙烯酰胺（AAm），N,N’-

亚甲基双丙烯酰胺(MBA)，十二烷基硫酸钠（SDS）均

为上海生工产品。其余试剂分析纯。 

1.2  蛋白质分子印迹聚合物的制备 

1.2.1  载体硅球活化 

8.0 g硅球（80~120目）置于250 mL三颈瓶中，加

入60 mL 33%甲烷磺酸水溶液，电磁搅拌下回流反应8 

h。滤出固体，用蒸馏水反复冲洗至水溶液为中性，于

70 ℃真空干燥8 h[11]。 

1.2.2  载体硅球的衍生化 

0.5 g活化硅球分散在50 mL甲醇中，加入5 mL 

APTES，磁力搅拌70 ℃回流12 h。滤出固体，用甲醇

和去离子水反复冲洗，于70 ℃真空干燥8 h。 

0.5 g接入氨基的硅球浸渍在20 mL含0.2 mol/L戊

二醛的PBS溶液中（pH 6.2，0.01 mol/L），室温下搅拌

12 h，滤出固体，去离子水反复冲洗，冻干备用[12]。 

1.2.3  化学键合牛血清蛋白及分子印迹聚合物的制备 

取0.1 g醛基修饰的硅球，与80 mg BSA，共同溶于

5 mL PBS缓冲液中（pH 7.0，0.01 mol/L），室温反应1 

h；随后加入285 mg AAm，15 mg MBA，磁力搅拌3 h；

向体系中通入氮气5 min以出去氧气；加入100 μL 10% 

(m/V)过硫酸铵溶液(APS)，100 μL 5 % (V/V) N,N,N,N-

四甲基乙二胺溶液(TEMED)，25 ℃水浴聚合24 h。聚

合反应结束后，用10% (m/V) SDS：10% (V/V)乙酸溶液

洗脱模板12 h，40 ℃真空干燥。 

1.3  印迹聚合物对不同蛋白质的分子识别性能评价 

1.3.1  紫外分光光度计测试条件的确定 

配制BSA 1 mg/mL标准溶液在紫外分光光度计进

行全波长扫描，选择合适的检测波长。发现在λ=279.9 

nm时，BSA有较大吸收，因此选定为紫外检测波长。 

1.3.2  标准曲线的绘制及吸附容量（Q）的计算 

紫外分光光度计标准曲线：准确量取对应体积的

BSA标准储备液(2 mg/mL)，用pH 7.0，0.01 mol/L的PBS

溶液稀释成浓度为0.25、0.50、0.75、1.00、1.25、1.50、

1.75 mg/mL的标准使用液，在紫外分光光度计(λ=279.9 

nm)上测定吸光度值，绘制标准曲线。 

根据标准曲线和吸附后的溶液吸光度值，求得在

吸附平衡后溶液中剩余的目标物的浓度，根据吸附前

后溶液中目标物的浓度变化，可由公式(1)求出吸附容

量Q (mg/g)： 

V
W

CC
Q 




)( fi                           (1) 

式中，Ci为初始浓度(mg/mL)，Cf为吸附后溶液浓度

(mg/mL)，V为加入的吸附溶液体积(mL)，W为聚合物用量(mg)。 

2  结果与分析 

2.1  紫外检测条件的确定与标准曲线的绘制 

 

图 1 BSA 标准溶液全波长扫描谱图 

Fig.1 Spectra of standard solution of BSA scanning in whole 

wavelength 

通过对BSA标准溶液的全波长扫描(200~800 nm)，

得到全波长扫描图(图1)。BSA在λ=279.9 nm条件下有最

大吸收，选定为紫外检测波长。 

依据1.3.2提供的标准曲线绘制方法，分别绘制了

表征实验中的BSA标准曲线，具有良好的线性。如图2

所示： 

 
图 2 BSA 标准曲线 

Fig.2 The standard curves of BSA 

2.2  功能单体与交联剂的配比 

在分子印迹技术中，功能单体与交联剂的配比会

在很大程度上影响合成的聚合物中特异性吸附孔穴的

形成和分布。因此，要在溶剂对功能单体、模板分子

以及交联剂都能充分溶解的情况下，首先优化功能单

体和交联剂的配比。 

本实验以BSA为模板分子，AAm为功能单体，

MBA为交联剂，APS和TEMED为引发剂。实验对功能

单体和交联剂这两种重要反应物的添加量设计了多组

配比，分别合成后考察各自的吸附容量，进而得出功

能单体和交联剂的最佳质量比，制备吸附和识别效果
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最理想的聚合物。实验设计的功能单体和交联剂的质

量配比见表1。 

表 1 不同功能单体和交联剂质量配比合成聚合物效果比较 

Table 1 The compared results of BSA imprinted polymer with 

different ratio of functional monomer and cross-linker 

AA:MBA 19:1 16:1 14:1 9:1 2:1 

QMIP 6.72 15.46 13.74 22.27 18.28 

QNIP 6.14 12.89 10.95 10.00 9.66 

α 1.09 1.20 1.25 2.23 1.89 

注： MIP

NIP

Q

Q
 

。 

实验结果表明，功能单体与交联剂质量比为9:1时，

所得的印迹聚合物具有最佳的选择性和识别能力。而

按照2:1比例制备的聚合物由于加入了过量的功能单体

和交联剂，无选择性吸附孔穴在聚合物中占据的体积

比例较大，降低了聚合物的吸附容量并加重了非特异

性吸附，因而在本体聚合中，加入的功能单体和交联

剂并不是量越多越好。功能单体、交联剂的质量比为

9:1作为聚合物合成的最佳比例。 

2.3  聚合物对 BSA的动力学实验 

为了考察分子印迹聚合物对模板分子的吸附速

率，在分子印迹聚合物加入量5.0 mg和BSA-PBS溶液5 

mL、初始浓度为1.0 mg/mL的情况下，测定了不同吸附

时间(t)条件下，分子印迹材料对模板分子BSA的吸附容

量，如图3所示。 

 
图 3 印迹聚合物吸附动力学曲线 

Fig.3 Kinetic uptake plot of imprinted polymer 

实验结果表明：制备的印迹聚合物具有较高的吸

附速度，吸附2 h达到吸附容量的57.2%，吸附4 h之后

达到吸附容量的81.4%左右，10 h之后吸附基本达到平

衡。在吸附初期，载体硅球表面有大量的印迹位点，

所以模板蛋白易于结合到印迹位点上；随着识别位点

被占用，吸附速率会显著降低，吸附过程达到平衡。

与非印迹聚合物相比，印迹聚合物有更高的吸附容量。 

2.4  聚合物对 BSA的平衡结合实验 

为了评价所合成的聚合物对模板分子BSA的结合

能力，实验中测定了室温下在0.1~1.4 mg/mL浓度范围

内，印迹材料吸附容量Q随BSA初始浓度的变化趋势。 

 
图 4 BSA 分子印迹聚合物吸附容量曲线 

Fig.4 Adsorption isotherms of molecularly imprinted polymer 

由图4可以看出，随着BSA初始浓度的增大，印迹

聚合物对BSA的吸附容量也随之增大。在BSA初始浓度

较低时，BSA的量不足以使特异性结合为位点饱和。

当BSA的浓度增加时，特异性结合位点逐渐饱和，从

而达到吸附平衡。在1.0 mg/mL浓度时，印迹聚合物吸

附容量达到最大值22.27 mg/g。 

2.5  Langmuir 方程分析 

在分子印迹技术研究中常采用Langmuir模型[13]来

评价分子印迹聚合物的吸附特性： 

maxmax

e 1

bQQ

C

Q

C e
                         (2) 

其中Ce为达到吸附平衡时的浓度(mg/mL)，Q是指达到吸附

平衡时的吸附容量(mg/g)，而Q max是指最大饱和吸附容量，b是 

Langmuir平衡常数(mL/mg)。 

结果见图5。 

 
图 5 印迹聚合物的 Langmuir 分析曲线 

Fig.5 Linearized Langmuir plot of imprinted polymer 

进行线性回归，可得到一条线性良好的直线，回

归 方 程 为 ： Q/C=0.0345C+0.0117 ， 相 关系 数 为

R2=0.9949。 

由该曲线的斜率和截距可求得印迹聚合物的饱和

吸附容量Qmax=28.98 mg/g。结果表明印迹聚合物对模板

分子具有结合作用，聚合过程形成了比较明显的印迹
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位点。 

2.6  印迹聚合物对BSA的吸附选择性实验 

特定选择性是分子印迹聚合物最显著的特征之

一，由于洗脱模板分子后留下了与其形状与结合部位

相互对应的空腔，此空腔可对模板分子进行选择性识

别。印迹聚合物的选择特性可以用印迹因子α和选择性

因子β来表征[13]。印迹因子α定义为： 

NIP

MIP

Q

Q
α                                (3) 

QMIP表示模板分子或者类似物在印迹聚合物上的吸附容量

（mg/g），QNIP表示模板分子或者类似物在非印迹聚合物上的吸

附容量（mg/g）。 

选择性因子β定义为： 

ana

tem

α

α
β                                (4) 

αtem表示对模板分子的印迹因子，αana表示对类似物的印迹

因子。 

在实验中，选用非模板蛋白BHb，MB，Lyz，Cyt 

c为底物，研究了印迹聚合物及其非印迹聚合物对非模

板蛋白的选择性。吸附容量结果见图6，印迹因子α值

和选择性因子β见表2。 

 
图 6 印迹和非印迹聚合物对不同蛋白质的选择性吸附 

Fig.6 Selective adsorption of different proteins by imprinted 

and non-imprinted polymer 

表 2 聚合物对不同和蛋白的选择性 

Table 2 The selectivity of MIP for different proteins 

Protein QMIP(mg/g) QNIP(mg/g) α β 

BSA 22.27 10.00 2.23 - 

Lyz 10.22 8.72 1.17 1.91 

BHb 15.66 10.22 1.53 1.46 

MB 8.10 7.87 1.03 2.16 

Cyt c 6.67 4.85 1.37 1.63 

实验结果表明，五种蛋白中模板分子BSA的印迹

因子α最大为2.23，而其他几种蛋白的α均小于2。这是

由于印迹聚合物表面有许多特异性结合位点，可以特

异性识别模板分子。而印迹空穴的识别位点与其他非

模板蛋白的结构不互补，非模板蛋白的吸附量相对较

少。对非印迹聚合物而言，主要是靠非特异性吸附来

吸附蛋白。选择性实验表明，该印迹聚合物对BSA有

较高的选择性。 

3  结论 

3.1  本试验以活化硅球为支撑载体，将其表面用3-氨

基丙基三乙氧基硅烷(APTES)和戊二醛进行修饰，通过

醛基共价健和牛血清蛋白(BSA)，同时以丙烯酰胺

(AAm)为单体，N,N’-亚甲基双丙烯酰胺(MBA)为交联

剂，在水相体系中合成对BSA具有较高选择性的新型

分子印迹聚合物。 

3.2  单体与交联剂的比例会影响印迹聚合物的吸附

性能，经过一系列实验，结果确定，单体与交联剂的

质量比为 AA:MBA=9:1 时得到的聚合物印迹效果最

好。 

3.3  与非印迹聚合物相比，印迹聚合物具有较高的吸

附容量和较快的吸附速率，本实验制备的印迹聚合物

吸附 2 h 达到吸附容量的 57.2%，吸附 4 h 之后达到吸

附容量的 81.4%左右，10 h 之后吸附基本达到平衡。

同时，印迹聚合物对 BSA具有较高的吸附容量，Qmax

为 28.98 mg/g。 

3.4  印迹聚合物对模板分子具有较高的选择性，其印

迹因子为 2.23。 
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