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摘要:以盐酸氢氯噻嗪为模板分子 , 以甲基丙烯酸甲酯 (MAA)为功能单体 , 以三-羟甲基丙烷-三-丙烯酸酯为交联剂 ,

偶氮二异丁腈为引发剂 , 并通过实验条件的优选 , 合成了对氢氯噻嗪具有特异作用的分子印迹聚合物。通过测定印迹聚合物的

结合量 , 评价了其对氢氯噻嗪的亲和力。 S catchard分析表明 , 在印迹聚合物中存在对氢氯噻嗪形成不同亲合力的两类结合位

点 , 这两类不同结合位点的离解常数分别为 K d1 =57.0μmol/ L 和 K d2 =3.96 mmol/ L;其最大表观结合量分别为 Qmax1 =

5.59μm ol/ g 和 Qmax2=216.4μmol/ g。
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Abstract:A synthetic polyme r selectiv e to Hydrochloro thiazide w as prepared by a non-covalent ly imprin-

ted technique , using Hydrochlorothiazide as a template , me thyl methacrylate as a functional monome r and

tri- [ hydroxymethy l] -propan-t ri-acry lic acid as a cro ss-linker , and methanol as a porogenic sol-

vent.After e xt ract ion of template , affinity of the polymer imprinted wi th Hydrochlo ro thiazide w as exam-

ined in re -binding experiment.From the Scatchard analysis , binding si te heterog eneity is obvious and

tw o types of binding sites can be ident ified.The equilibrium dissociation constant K d1 , the apparent maxi-

mum amount Qmax1 and the binding constant K a1 of the higher aff inity binding si tes can be calculated to be

57.0μmo l/L , 5.59μmo l/g , and 1.75×104 (mol/L)-1;while K d2 , Qmax2 , and K a2 of the low er aff inity

binding si tes we re calculated to be 3.96 mmol/L , 216.4μmol/g and 2.53×102 (mo l/L)-1 , respectively .
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　　分子印迹聚合物 (mo lecularly imprinted poly-

mer , M IP)对模板分子的分子空间几何结构 、 大

小具有可人工预设计性 、特异的分子识别能力以及

优良的化学稳定性好等等特点 , 可以从复杂体系中

分离 、分析待测物质 , 或进行选择性识别。利用单

体与模板分子之间形成非共价作用复合物制备
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M IP , 由于制备方法不复杂 , 因而在分析化学 (例

如固相萃取 、 色谱分离 、化学与生物传感器等)[ 1] 、

分子催化 、生物医学[ 2] 、化工分离[ 3] 等领域得到了

许多应用。例如 , 药物分析中常需要从复杂的生物

体液中分离 、 富集被测组分 。研究对药物模板分子

具有 “记忆” 功能的 MIP , 无疑是解决这类问题

的新途径。

盐酸氢氯噻嗪是一种直接作用于肾脏而促进排

尿功能的中效利尿药 , 临床上主要用于治疗各种水

肿 、高血压及尿崩症的药物 。本文以盐酸氢氯噻嗪

模板分子 , 分别以甲基丙烯酸甲酯 (MAA)、三-

羟甲基丙烷-三-丙烯酸酯 、偶氮二异丁腈分别为

单体 、 交联剂和引发剂 , 制备盐酸氢氯噻嗪分子印

迹聚合物 , 并实验考查了盐酸氢氯噻嗪分子印迹聚

合物对模板分子的亲和特性 。

1　实验部分

1.1　试剂和仪器

甲基丙烯酸甲酯 (MAA , 分析纯), 三-羟甲

基丙烷-三-丙烯酸酯 (THPTA)、 偶氮二异丁

腈 (AIBN , 分析纯), 甲醇 (分析纯), 乙腈 (分

析纯), 丙酮 (分析纯), 盐酸氢氯噻嗪 (HCTZ ,

原料药)。

UV -757CRT 紫外分光光度计 , 超级恒温槽。

1.2　分子印迹聚合物的合成

称取 0.297 g 盐酸氢氯噻嗪溶于 10 mL 有机溶

剂 , 加入一定量 MAA 于振荡器上振荡 2 h , 加入

一定量 THPTA 和 20 mg AIBN , 待充分溶解后 ,

通氮除氧 10 min 后将瓶口密封 , 置于 60 ℃恒温

(水)浴中约 24 h , 制得坚硬的分子印迹聚合物。

将聚合物研磨过筛 , 取一定量的 360 ～ 400目 M IP

装入交换柱内 , 用甲醇浸泡 2次 (每次约 2 h 时),

再用甲醇洗 7 ～ 8 次 , 直至所收集的洗脱液中在 λ

=271 nm 处无吸收为止 , 晾干 , 进行真空干燥后

备用。

在同样的条件下制备出空白模板分子印迹聚合

物 。

1.3　分子印迹聚合物的结合量测定

1.3.1　柱吸附法

将一定量的粒状盐酸氢氯噻嗪模板聚合物装入

玻璃质交换柱中 , 加入 25.00 mL 6.0×10
-5
mo l/L

的盐酸氢氯噻嗪甲醇溶液 , 收集柱下液体 , 稀释至

一定体积 、摇匀 , 用 1 cm 比色皿于271.0 nm 处测

量其吸光度 , 用标准工作曲线法测出其溶液中盐酸

氢氯噻嗪浓度 。根据过柱前后盐酸氢氯噻嗪浓度

差 , 计算出 MIP 对盐酸氢氯噻嗪的结合量 , 平行

测定 3次取其平均值 。

分配系数 K =CP/CS , 被用来表征聚合物的结

(键)合程度 , CP 是盐酸氢氯噻嗪在聚合物内的浓

度 , CS 是盐酸氢氯噻嗪在溶液里的浓度 。

1.3.2　平衡吸附法

称取一定量的盐酸氢氯噻嗪 , 以甲醇为溶剂配

制成 1.0×10
-4
～ 1.0×10

-5
mo l/L 溶液 , 分别放

入 50 mL 锥形瓶中 , 分别放入 20 mg MIP , 将瓶

密封 , 震荡 24 h 后 , 静置 , 取上层清液和用 1 cm

比色皿 , 在 λ=271.0 nm 处测量其吸光度 , 用标

准工作曲线法 (标准工作曲线法的线性工作区间为

1.0×10
-5
～ 9.0×10

-5
mol/L)测出其溶液中盐酸

氢氯噻嗪浓度 , 平行测定 2次得出其平衡结合量 。

2　结果与讨论

以盐酸氢氯噻嗪 (HCTZ)为模板分子 , 以

MAA 为单体 , 以 THPTA为交联剂制备分子印迹

聚合物 (HCTZ-M IP)的制备过程见图 1。

图 1　分子印迹形成示意图

Fig.1　Scheme of hypothetical imprint formation
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2.1　HCTZ-MIP 合成条件的选择

许多研究表明 , 分子印迹聚合物的种种性能取

决于 MIP 聚合条件。本文分别对致孔剂种类 、 聚

合反应物物质的量比等进行了实验调查。所用致孔

剂为甲醇 、乙腈 、 丙酮 。试验的反应物物质的量比

是:模板分子 、 单体 、 交联剂比分别为 1∶4∶4 ,

1∶4∶8 , 1∶8∶8 和 1∶4 ∶20。对各 HCTZ -

M IP和空白模板分子印迹聚合物 (NIP)对模板分

子的结合量进行了测定 , 结果表明 , 与对应的

HCTZ -MIP 的相比 , 各 NIP 的结合量均很小。

图 2示出了 3种致孔剂和 4种比例各条件下所合成

的 HCTZ -M IP 对底物的结合量的结果。

图 2　不同溶剂体系合成的 MIP结合量

Fig.2　The influence of both the kind of porogenic solvents and the

molar ratio of the mixture on the binding abil ity of MIP

　　由图 2所见 , 在相同反应温度和同一致孔剂情

况下 , 聚合反应物的不同比例是影响 HCTZ-M IP

对底物结合量的重要因素 。所试验的甲醇 、 丙酮 、

乙腈 3种致孔剂的介电常数分别是:31.5 , 19.1 ,

36.7。当以丙酮和乙腈为致孔剂 , 3者比例为 1∶4

∶4时所合成的 MIP 对 HCTZ 的结合量较大。当

用极性较乙腈稍低的甲醇为致孔剂时 , 所合成的

HCTZ-M IP 的再结合量明显高于丙酮 、乙腈二种

致孔剂时制备的 MIP , 而且以比例 1∶4∶8聚合

得到的 M IP 对 HCTZ 结合量最大。

从这 4种不同比例的 M IP 中还可以看出交联

剂含量会影响 M IP 对底物的再结合量。以含交联

剂摩尔分数 66.7%的结合性能最好 , 而不是交联

剂摩尔分数越大 (如 88.3%, 即 1 ∶4 ∶20)的

M IP的结合量最好。对于单体与交联剂相同摩尔

分数的两种 MIP (1∶4∶4和 1 ∶8∶8)的结合

量 , 以单体摩尔百分数较大的结合量较高 。这说明

在这些条件下合成的聚合物结构的刚性和印迹孔穴

MIP , 对 HCTZ 的亲合性是较为有利的 。

实验还发现 , 用不同致孔剂下制备的各 M IP

的机械强度和可磨性上也存在差异 。以甲醇为致孔

剂所合成的 HCTZ -M IP 机械强度高 , 不易被研

磨 , MIP 呈透明晶块状;以乙腈为溶剂所制备的

HCTZ-M IP 呈淡黄色晶块 , 质脆 , 易于研磨;而

以丙酮为溶剂制备的 MIP 为淡黄色固体 , 质软 ,

不易于被研磨。这说明用溶剂极性居中的甲醇为致

孔剂时所合成的 HCTZ -M IP 机械性能好 , 印迹

过程中形成的空穴的空间取向以及抗溶胀性等较其

他两者好 , 使得其 HCTZ -MIP 具有较好的再键

合能力。

除特别指明外 , 以下研究所用的 MIP 均以甲

醇为致孔剂和以模板分子 、单体 、 交联剂的物质的

量比是 1∶4∶8合成的 M IP 。

2.2　HCTZ-M IP的再键合分析

在甲醇溶液中 HCTZ -M IP 对 5.00 ×10
-5

mol/L HCTZ-MIP 的再键合随时间的关系用平衡

法进行了实验调查 , 结果见图 3。由图 3 可见 ,

MIP 对模板分子的再键合需要 24 h 以上 , 故平衡

法测定再 (结)键合量时选用了 24 h 。在甲醇溶

剂中的 MIP 对 HCTZ 的分配系数 K 随盐酸氢氯噻

嗪浓度增加而变化 。在底物浓度为 3.00×10-5

mol/L 时测定 了 M IP 对底物 的分配系数 为

49.0 mL/g , 当 HCTZ 的 质量 浓 度在 3.0 ～

21.0 mg/L 范围内增加时 , K 逐渐下降 (图 4)。

然而 , 空白印迹聚合物的分配系数基本不变 。M IP

的 K 是 NIP 的 4 ～ 6 倍 , 两者对 HCTZ 的亲合性

上的差异反映了在分子印迹所形成的孔穴上的显著

差异 。

图 3　平衡时间对聚合物的影响

Fig.3　The effect of binding time on the re-binding abil ity of MIP

　　对 HCTZ -M IP 对底物的再键合特性 , 进行
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了 Scatchard 分 析。 Scatchard 方 程 为:Q/c

(HCTZ)=(Qmax -Q)/K d , 式中 Q为M IP 对模

板分子的结合量 , Qmax 为表观最大结合量 , c

(HCTZ)为盐酸氢氯噻嗪浓度 , K d 为 MIP 结合

位点的平衡离解常数。在 Scatchard 图 (图未给

出)的左右两部分 , Q/c (HCTZ)对 Q 分别呈现

良好的线性关系 (两回归直线方程分别是 y1 =-

17.5x+98.09 , 回归系数 r1 =0.918 6;y2 =-

0.252 6x +54.76 , r 2 =0.800 1)。这说明 HCTZ

和功能单体的混合物聚合之后对氢氯噻嗪的结合位

点不是等价的 , 即在所研究的氢氯噻嗪浓度范围内

HCTZ-M IP 主要存在两类不同的结合位点 。由回

归直线的斜率和截距可计算出高亲合力的结合位点

的离解常数 K d1 , 最大表观结合量 Qmax1 , 分别为

57.0μmo l/L 和 5.59μmol/g , M IP 低亲和力的结

合位点的离解常数 K d2和最大表观结合量 Qmax2分别

为 3.96 mmo l/L 和 216.4μmo l/g 。由 K d 值可求

出其键合常数 K a
[ 4]
:K a1=1.75×10

4
(mo l/L)

-1
,

K a2=2.53×102 (mol/L)-1 。

图 4　盐酸氢氯噻嗪浓度对聚合物再键合的影响

Fig.4　The influence of hydrochlorothiazide concentration on the re-

binding abilities of polymers

2.3　HCTZ-MAA 复合物的作用

有机化合物的羧基与氨基或亚氨基可以形成氢

键 , 在聚合反应前氢氯噻嗪模板分子可以与甲基丙

烯酸甲酯单体之间能通过氨基和亚氨基能与羟基之

间以氢键相互作用 , 而结合成复合物 (图 1)。已

有实验证明了脂肪胺与羧酸之间可产生离子作

用[ 5] 。在甲醇溶剂中 , 盐酸氢氯噻嗪与甲基丙烯酸

的混合物的紫外吸收光谱见图 5。由图 5可见 , 随

着功能单体的加入 , 盐酸氢氯噻嗪在 λ=269.5 nm

处的吸收峰向长波方向移动了 0.5 ～ 1.0 nm , 这可

能与 HCTZ 分子中苯环上取代基 -SO2NH 2 与

MAA 的羧基之间的部分离子化作用有关。

图 5　甲醇溶剂中 HCTZ-MAA 复合物的紫外吸收光谱

Fig.5 　 Difference absorption spectra of hydrochlorothiazide and

hydrochlorothiazide - methyl methacrylate complex com-

pounds in methanol at 25 ℃

3　结　论

通过对甲醇 、乙腈 、 丙酮 3种致孔剂 , 以及模

板分子 、 单体 、 交联剂配比等实验优选的基础上 ,

所合成的以甲醇为致孔剂和反应物中模板分子 、 单

体 、 交联剂比为 1∶4∶8的氢氯噻嗪分子印迹聚合

物呈现出较好的再键合特性 。Scatchard分析表明 ,

在研究的 HCTZ 浓度范围内 HCTZ -MIP 存在两

类结合位点 , 计算得到的高亲和力的结合位点的离

解常数 K d1 、 最大表观结合量 Qmax1和键合常数为

K a1分别为 57.0μmol/L 、 5.59μmo l/g 和 1.75 ×

10
4
(mol/ L)

-1
;低亲和力的结合位点的 K d2 、

Qmax2和 K a2分别为 3.96 mmol/L 、 216.4μmol/g 和

2.53×102 (mol/ L)-1 。
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