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恩诺沙星分子印迹聚合物膜的制备及吸附性能研究 
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摘要：采用表面印迹法，以恩诺沙星为模板，甲基丙烯酸（MAA）为功能单体，乙二醇二甲基丙烯酸酯（EDMA）为交联剂，

在聚苯乙烯酶标板表面直接合成恩诺沙星分子印迹聚合物膜。通过傅立叶红外光谱分析、电镜扫描、吸附平衡结合实验、Scatchard

方程分析及吸附动力学实验对恩诺沙星印迹聚合物膜进行性能表征。合成的分子印迹聚合物膜具有很好的印迹效果，对恩诺沙星有较

高的特异性吸附，且传质速率快，由 Scatchard 方程分析可知，聚合物膜中含有两类吸附位点，其中高亲和力位点的平衡解离常数（Kd）

为 19.49 µg/mL，饱和吸附容量（Qmax）为 12.98 µg/mL，低亲和力位点的 Kd为 277.78 µg/mL，Qmax为 98.14 µg/mL，吸附位点的异质

性并不会影响聚合物膜应用于竞争性免疫吸附分析。通过该方法合成的恩诺沙星特异性识别聚合物膜可以作为仿生抗体，应用于竞争

性免疫吸附分析检测恩诺沙星在食品中的残留。 
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Abstract: The enrofloxacin molecular imprinted polymer film was directly synthesized on the surface of polystyrene microtiter plate by 

surface imprinting technique using the enrofloxacin (ENRO) as template, methacrylic acid (MAA) as functional monomer and ethyleneglycol 

dimethacrylate (EDMA) as cross-linker. The enrofloxacin molecular imprinted polymer film was characterizedby FT-IR, scanning electron 

microscope, adsorption-equilibrium experiments, scatchard analysis and adsorption kinetic experiments. The results showed that the imprinted 

film exhibited good imprinting effect, high specific adsorption ability and fast mass transfer rate. Scatchard analysis  indicated that the 

imprinted film contained two types of binding sites with specific binding properties. The dissociation constant (Kd) and maximum binding 

capacity (Qmax) of the two linear curves were 19.49µg/mL, 12.98 µg/mL for the higher affinity sites and 277.78 µg/mL, 98.14 µg/mL for the 

lower affinity sites, respectively, and the heterogeneous of MIP could be ignored in MIAs. The enrofloxacin- specific polymer film synthesized 

by the proposed method could be used as a biomimetic antibody to determine the enrofloxacin residues in food by competitive immunosorbent 

assay.  
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恩诺沙星（enrofloxacin，ENRO）化学名为 1-环

丙基-7-（4-乙基-1-哌嗪基）-6-氟-1,4-二氢-4-氧代-3-
喹啉羧酸，分子式为 C19H22FN3O3，是氟喹诺酮类药

物中第一个畜禽专用兽药，广泛应用于畜禽产品及水

产品的细菌性疾病治疗，但是由于我国可食性动物养

殖的相关法律法规相对于发达国家尚不完善，且养殖

过程与方式有待严格规范，存在用量过大和违反休药 
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期等不合理用药现象，不合理用药不仅会给动物机体

造成伤害，更严重的是在动物体内残留的药物及其代

谢物经过食物链进入人体从而对人体造成很大危害
[1]。美国食品药品监督管理局（FDA）已经禁止恩诺

沙星用于可食性动物养殖[2]，欧盟、日本及我国尚未

禁止使用，但也对其在动物食品的最高残留限量

（MRLs）作了规定[3]。 
目前用于食品中恩诺沙星残留检测的方法有微生

物法[4,5]、高效液相色谱法[6,7]、液相色谱-质谱联用法
[8,9]、毛细管电泳法[10]和免疫分析法[11,12]等。传统检测
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方法存在着难以克服的一些问题，比如样品前处理复

杂、技术操作复杂、耗时长及成本高等，且在准确度、

重现性等方面有待提高。分子印迹技术通过形成的分

子印迹聚合物对模板分子具有特异性的吸附与识别，

能够弥补传统检测方法的不足，在模拟酶及抗体、手

性物质分离、仿生传感器[13,14]、色谱分离和固相萃取
[15,16]等领域得到广泛应用。本研究利用表面印迹法，

在聚苯乙烯酶标板表面合成高特异选择性的恩诺沙星

印迹聚合物膜（以下简称 MIP 膜），表面分子印迹技

术把分子识别位点建立在印迹材料的表面，质子转移

速度加快，吸附动力学提高，吸附位点更容易接近，

利于蛋白质、大分子探针对特异性吸附位点的结合，

未来可作为仿生抗体应用于酶联免疫吸附测定法检测

肉制品中恩诺沙星的微量残留。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

仪器：Cary 50-Bio 紫外可见分光光度计（澳大利

亚 Victoria 公司）、QL-901 型振荡器（海门市其林贝

尔仪器制造有限公司）、Vector 22 傅立叶变换红外光

谱仪（布鲁克仪器公司）、SS-550 扫描电镜（日本岛

津公司）、SHB-IV 双 A 循环水式多用真空泵（郑州长

城科工贸有限公司）、96 孔酶标板（丹麦 Nunc 公司）、

单道微量可调移液器和 8 道微量可调移液器（法国

Gilson 公司）。 
试剂：恩诺沙星（99.9%，中国药品生物制品检

定所）、甲基丙烯酸（MAA，分析纯，天津市北方天

医化学试剂厂）、甲基丙烯酸羟乙酯（HEMA，分析纯，

天津市北方天医化学试剂厂）、乙二醇二甲基丙烯酸酯

（EDMA，分析纯，美国 Sigma 公司）、偶氮二异丁

腈（AIBN，化学纯，上海试四赫维化工有限公司）、

甲醇、乙腈（色谱纯，天津市康科德科技有限公司）、

甲醇、甲苯、冰醋酸（分析纯，天津市北方天医化学

试剂厂）。 

1.2  恩诺沙星分子印迹聚合物膜的制备 

准确称取 0.360 g（1 mmol）模板分子恩诺沙星固

体粉末，加入 4 mL 溶剂（甲醇/甲苯，3:1，V/V），磁

力搅拌至恩诺沙星固体粉末均匀溶解，缓慢滴加 340 
μL （4 mmol）功能单体 MAA，室温下磁力搅拌 2 h
以使模板分子与功能单体充分自组装形成模板分子-
功能单体复合物，随后缓慢滴加 540 μL （3 mmol）
交联剂 EDMA，磁力搅拌 30 min 后，加入 50 mg 引

发剂 AIBN，待其完全溶解，将圆底烧瓶放入超声清

洗器中脱气 5 min。然后用微量移液器将预聚合溶液

加入到聚苯乙烯酶标板表面，每孔 50 μL，放置于真

空干燥箱中45 ℃热引发聚合12 h，取出放置于500 mL
烧杯中，以甲醇-冰乙酸（9:1，V/V）连续超声振荡洗

脱 12 h（换三次洗脱液）至洗脱液中无恩诺沙星检测

出来即为洗脱干净，经 37 ℃干燥，即得到恩诺沙星

MIP 膜。 
作为对照，非印迹聚合物膜（简称 NIP 膜）在同

样的制备条件与步骤下合成，除了不添加模板分子恩

诺沙星。 

1.3  恩诺沙星分子印迹聚合物膜的表征 

1.3.1  红外光谱分析 
为了初步确定 MIP 膜的合成情况，推断模板分子

与功能单体键合情况以及模板分子的洗脱效果，对模

板分子恩诺沙星、恩诺沙星 MIP 膜、NIP 膜以及洗脱

后的 MIP 膜进行扫描获得红外光谱图。 
1.3.2  电镜扫描结构分析 

为了更为直观的分析 MIP 膜与 NIP 膜的形态结

构，分别在电镜扫描下进行图像观察。 

1.4  分子印迹聚合物膜对恩诺沙星的结合性

能 

1.4.1  紫外分光光度计测试条件的确定 
为了确定恩诺沙星在紫外光下的最大吸收波长，

配制 2、6、10 mg/L 的恩诺沙星标准溶液，依次用紫

外分光光度计进行全波长扫描，选择合适的最大吸收

紫外波长。 
1.4.2  吸附平衡结合实验 

考虑到 MIP 膜可以作为仿生抗体应用于 ELISA，

选择磷酸盐缓冲溶液（1×PBS）作为吸附溶剂，将恩

诺沙星储备溶液稀释为从 5~100 mg/L 的 ENRO-PBS
溶液，分别加入到聚苯乙烯酶标板各孔中（200 
μL/well），使溶液中的恩诺沙星充分吸附到聚合物膜

上。吸取各孔上清液在最大吸收波长处（λ=270 nm）

测定吸光度值，并根据公式（1）计算吸附容量 Q
（μg/mL），绘制吸附容量曲线。同时进行非印迹聚合

物膜对恩诺沙星的吸附平衡结合实验。 
Q=（C0-Ct）VS/VM                       （1） 
式中，C0（mg/L）为 ENRO-PBS 溶液的初始浓度，Ct（mg/L）

为上清液中恩诺沙星浓度，VS（mL）为溶液初始体积，VM（mL）

为聚合物膜的体积。 

1.4.3  吸附动力学实验 

为了评价所合成的 MIP 膜的传质速度，在各孔加
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入 200 μL 40 mg/L 的 ENRO-PBS 溶液，室温下分别振

摇 5~80 min，分别测定上清液的吸光度值，根据公式

（1）计算吸附容量，绘制吸附动力学曲线。 

1.5  数据统计分析 

所有的测量数据都重复测量三次，结果用平均值

和标准偏差来表示，采用 Scatchard 分析来评价分子印

迹聚合物对模板分子的结合特性，并确定平衡键合常

数以及键合位点数目。 

2  结果 

2.1  制备恩诺沙星分子印迹聚合物膜的条件

优化 

 
表1 反应溶剂的选择 

Table 1 Various solvent for the preparation of polymers 

聚合物 ENRO 用量/mg MAA 用量/mL EDMA 用量/mL 甲醇用量/mL 甲苯用量/mL 吸附容量/(mg/L)

MIP1 0.360 0.340 0.540 3.00 0.00 9.28±0.32 

NIP1 0.000 0.340 0.540 3.00 0.00 5.37±0.22 

MIP2 0.360 0.340 0.540 3.00 1.00 25.39±0.47 

NIP2 0.000 0.340 0.540 3.00 1.00 10.54±0.36 

MIP3 0.360 0.340 0.540 3.00 2.00 12.68±0.37 

NIP3 0.000 0.340 0.540 3.00 2.00 7.60±0.30 

MIP4 0.360 0.340 0.540 6.00 1.00 5.56±0.20 

NIP4 0.000 0.340 0.540 6.00 1.00 3.79±0.17 

MIP5 0.360 0.340 0.540 8.00 1.00 无 
NIP5 0.000 0.340 0.540 8.00 1.00 无 

表2 功能单体的选择 

Table 2 Selection of functional monomer 

聚合物 ENRO 用量/g MAA 用量/mL HEMA 用量/mL EDMA 用量/mL 吸附容量/(mg/L) 

MIP1 0.360 0.340 0.000 0.540 25.39±0.56 

NIP1 0.000 0.340 0.000 0.540 10.54±0.38 

MIP2 0.360 0.000 0.520 0.540 7.94±0.29 

NIP2 0.000 0.000 0.520 0.540 5.89±0.22 

MIP3 0.360 0.260 0.130 0.540 6.91±0.33 

NIP3 0.000 0.260 0.130 0.540 4.00±0.17 

MIP4 0.360 0.170 0.260 0.540 3.47±0.13 
NIP4 0.000 0.170 0.260 0.540 1.74±0.16 

表3 模板分子、功能单体和交联剂配比的优化 

Table 3 Optimization of the ratios of template molecule, functional monomer, cross-linker for the preparation of polymers 

聚合物 ENRO 用量/g MAA 用量/mL EDMA 用量/mL AIBN 用量/mg 吸附容量/(mg/L) 

MIP1 0.360 0.340 0.540 50 25.39±0.48 

NIP1 0.000 0.340 0.540 50 10.54±0.35 

MIP2 0.360 0.340 0.180 50 13.61±0.39 

NIP2 0.000 0.340 0.180 50 8.45±0.32 

MIP3 0.360 0.260 0.540 50 11.82±0.30 

NIP3 0.000 0.260 0.540 50 7.51±0.33 

MIP4 0.360 0.260 0.180 50 9.12±0.28 
NIP4 0.000 0.260 0.180 50 4.66±0.24 
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功能单体、交联剂以及反应溶剂的种类选择以及

用量比例都会对最终形成的 MIP 膜的吸附性能有较

大影响，吸能性能大小取决于 MIP 膜与 NIP 膜对恩诺

沙星的吸附容量及差值大小，通过实验考察不同种类

反应溶剂、功能单体以及模板分子与功能单体和 
交联剂的不同比例，结果表明，以 MAA 作为单一 
功能单体，3 mL 甲醇和 1 mL 甲苯作为混合溶剂， 
模板分子:功能单体:交联剂的摩尔比为 1:4:3 时，MIP
膜有最高吸附容量，而且与对应的 NIP 膜相比差值最

大，说明印迹效果更好，吸附性能与识别性更强，见

表 1~3。 

2.2  恩诺沙星分子印迹聚合物膜的表征 

2.2.1  傅立叶红外光谱分析 

137 

 
图1红外光谱图 

Fig.1 FT-IR spectra  

注：a，恩诺沙星；b，恩诺沙星印迹聚合物膜洗脱前；c，

恩诺沙星印迹聚合物膜洗脱后；d，非印迹聚合物膜。 

如图 1，c（洗脱后 MIP 膜）和 d（NIP 膜）的峰

型和大小基本一致；b~d 中的 1264 cm-1和 1154 cm-1

处吸收峰为MAA-EDMA交联形成的酯的C-O的对称

与不对称振动；a 中 2825 cm-1、1254 cm-1和 1468 cm-1

特征峰分别为恩诺沙星结构中的-CH2-的伸缩振动、剪

切振动和 C-F 的伸缩振动，在 b 中没有明显的峰形，

是由于恩诺沙星与 MAA 的结合使得出现峰的交叠现

象。综上所述，可以初步确定恩诺沙星已洗脱干净，

而且恩诺沙星、MAA 和 EDMA 相互之间成功交联聚

合。 
2.2.2  电镜扫描 

图 2 为恩诺沙星 MIP 膜与 NIP 膜的电镜扫描图，

对聚合物膜的形态结构进行直观分析。如图所示，MIP
膜表面形成了三维立体孔穴结构，而 NIP 膜表面是不

规则的块状，说明模板分子参与了合成印迹过程。

   
图2 恩诺沙星印迹a与非印迹膜b的扫描电镜图 

Fig.2 SEM images of ENRO imprinted film a and 

non-imprinted film b  

2.3  恩诺沙星分子印迹聚合物膜的吸附性能 

2.3.1  分子印迹聚合物膜对恩诺沙星的吸附平

衡结合实验 

 
图3 恩诺沙星MIP膜和NIP膜的吸附容量曲线 

Fig.3 Adsorption capacity curves of ENRO imprinted film and 

non-imprinted film  

为了评价 MIP 膜对恩诺沙星的吸附结合能力，分

别建立了MIP膜与NIP膜对恩诺沙星标准溶液的吸附

容量曲线，比较两者吸附容量大小。从图 3 中可以看

出，MIP 膜与 NIP 膜的吸附容量均随着吸附溶剂中恩

诺沙星浓度的增加而增大，在同样的浓度下，MIP 膜

的吸附容量大于 NIP 膜，而且随浓度增加而增长的幅

度大于 NIP 膜。在浓度为 5 μg/mL 时，MIP 膜的吸附

容量（2.663±0.20 μg/mL）即能达到 NIP 膜（1.093±0.17 
μg/mL）的 2 倍。 
2.3.2  Scatchard 方程分析 

分子印迹技术研究过程中，常采用 Scatchard 模型

来评价分子印迹聚合物对模板分子的结合特性，见公

式（2）。 
Q/C=（Qmax-Q）/Kd                     （2） 
式中，Q（μg/mL）为各浓度吸附溶剂中聚合物对模板分

子的平衡吸附容量；C（μg/mL）为吸附溶剂中恩诺沙星浓度；

Kd（μg/mL）为结合位点的平衡解离常数；Qmax（μg/mL）为结 
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合位点的饱和吸附容量。 

以 Q/C 对 Q 作图，即可得出 Kd和 Qmax的值。结

果如图 4：MIP 膜得到的 Scatchard 图是非线性的，说

明合成的 MIP 膜中的吸附位点为异质性，这是由于非

共价聚合方式容易产生吸附性、选择性不同的吸附位

点。聚合物膜存在两类不同的吸附位点，一类为结合

力强的高亲和力位点，Kd为 19.49 μg/mL，Qmax为 12.98 
μg/mL，另一类为结合力弱的低亲和力点，Kd为 277.78 
μg/mL，Qmax为 98.14 μg/mL。吸附位点的异质性曾经

被认为会阻碍分子印迹技术的应用发展，但是实际证

明，这点在免疫吸附分析中可以被忽略，这是因为竞

争性免疫吸附优先发生在结合能力强的高吸附位点，

待高吸附位点饱和后再竞争结合低吸附位点。 

 
图4 恩诺沙星印迹聚合物膜与非印迹聚合物膜的Scatchard分

析曲线 

Fig.4 Scatchard plot of ENRO imprinted film and 

non-imprinted film  

2.3.3  分子印迹聚合物膜对恩诺沙星的吸附动

力学实验 

 
图5 印迹聚合物膜对模板分子恩诺沙星的吸附动力学曲线 

Fig.5 Absorption kinetic curve of the imprinted film on the 

template molecule of ENRO 

为了考察 MIP 膜的传质速率，建立了 MIP 膜对

恩诺沙星（40 μg/mL）的吸附动力学曲线。由图 5 可

知，制备的 MIP 膜对恩诺沙星有较快的吸附速率，吸

附时间在 10 min 时，即达到平衡吸附容量的 60%，40 
min 时达到平衡吸附容量的 95%，60 min 时则基本达

到平衡吸附容量。快速的吸附动力学是得益于表面分

子印迹合成法，吸附位点位于 MIP 膜的表面，避免了

模板分子吸附过程中向聚合物内部传质的过程，缩短

了分析时间，这使得合成的 MIP 膜在免疫吸附分析中

的应用有很大优势。 

3  结论 

3.1  本实验合成的恩诺沙星 MIP 膜具有较高的吸附

容量和较快的传质速率，吸附位点具有异质性。分子

印迹聚合物应用于免疫吸附分析不同于 SPE、色谱分

析，后者方法的定性定量决定于特异性吸附与非特异

性吸附的总和，依赖于所有的结合位点，而且后者使

用 MIP 的用量比较大。因此，本实验合成的聚合物膜

可以作为仿生抗体应用于直接竞争 ELISA 分析。 
3.2  分子印迹聚合物的未来发展方向仍然是针对聚

合物的制备方法，由于分子印迹聚合物的合成过程需

要对多个条件因素进行优化，尚无统一、直观的合成

方法来制备出无论从形态、多孔性、吸附位点的同质

性和可接近性都更加完善、合理的聚合物，通过研究

新型分子印迹聚合物的合成方法，是未来推动分子印

迹技术应用于更多领域的重点。此外，分子印迹聚合

物的合成过程基本上在有机溶剂中进行才能得到较好

的印迹效果，如何更好的使分子印迹聚合物在水相中

合成与吸附，是有助于分子印迹聚合物与天然生物分

子相媲美的关键。 
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