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摘要

高比表面积和印迹识别位点的精准构筑是提高分子印迹聚合物（MIPs）辨识分离效果的重要策略。受生
物表面工程的启发，本工作以介孔二氧化硅纳米片（mSiO2-NS）作为基质材料，结合表面印迹后修饰
（PIMs）和双共价作用策略，制备双受体表面印迹后修饰复合吸附剂（D-PMIPs），并用于选择性辨识分离
5′-单磷酸腺苷（AMP）。mSiO2-NS纳米片的高比表面积（498.73 m2·g−1），显著增加高活性识别位点的数
量。通过双共价功能单体分别与AMP进行有序组装，固定AMP分子的空间取向和排列，再结合PIMs在
印迹识别位点内修饰亲和性更强的嘧啶官能团，精细调节印迹识别位点，强化识别位点的辨识效果。
D-PMIPs的高亲和力结合位点数（Nmax）为39.99 μmol·g−1，显著高于单一受体的印迹吸附剂（S-BMIPs和
S-PMIPs）。利用准二级动力学模型拟合，证明印迹识别位点主要是通过硼亲和共价作用和嘧啶碱的碱基
互补配对的协同作用进行辨识分离。因此，使用双共价受体和PIMs是制备具有高辨识活性的印迹吸附
剂的有效策略，可实现印迹识别位点的精准构筑。
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1. 引言

具有“人工抗体”之称的分子印迹聚合物（MIPs）被

广泛用于辨识分离、传感、催化和药物设计等领域[1‒3]。

MIPs形成的识别位点与模板分子具有类似于“锁孔-钥匙”

的特异匹配关系[4‒5]。目前，已有多种合成方法用于制备

MIPs，如表面印迹[6]、本体聚合[7]和沉淀聚合法[8]等。在

这些方法中，表面印迹策略可以解决传统MIPs面临的印迹

空穴包埋过深、模板分子不易洗脱、结合作用力弱和传质

慢的问题，增加有效识别位点数，具有更高的模板清除率，

能有效提高模板分子的吸附量[9]。表面印迹常用的基质材

料有纳米颗粒[10]、纳米管[11]和纳米片[12]等纳米材料。

其中，纳米片由于其高纵横比、大比表面积和高机械性能

的优点而备受关注。同时，利用多种功能单体进行多步自

组装，以精确调控印迹过程，进而提高MIPs的辨识效率是

非常重要的。然而，由于同时使用多种单体也会互相干扰，

无法实现模板分子和功能单体的精确组装，因此关于以纳

米片作为基底材料的精准调控印迹识别位点的报道还比

较少。为了解决这个难题，已有研究者受生物启发在双受

体和翻译后修饰（PM）方面做出了巨大努力[5]。
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双受体是一种生理或药理机制，通常被用作增强特异

性结合的双重位点。例如，多种氨基酸可同时作用于同

一种神经递质、激素、药物或毒素[13‒16]。最近，在分子

印迹过程中模拟并应用了双受体的概念，以显著增强MIPs

的亲和力和选择性[17]。Koide等[18]通过共聚具有补充肝

素和血管内皮生长因子受体（VEGFR）-2结合域功能的单

体，开发出一种非生物蛋白质亲和试剂。Shinde 等[17]

合成了印迹聚合物宿主，能够通过多个非共价键选择性地

结合可切换阴离子。目前，基于双受体的自组装过程多是

由非共价/非共价或非共价/共价单体组成[19‒21]。与共价

键相比，非共价相互作用（如氢键和静电作用）在聚合过

程中很容易受到溶剂极性、离子干扰、溶液pH值和温度

的影响。这些因素都会对印迹效率产生副作用。然而，利

用多个高匹配性的双共价受体以精确固定模板分子空间取

向却少有报道，这主要是因为通过共价键断裂-洗脱仍具

有较大的挑战。

PM是生物合成过程中的组蛋白在不同组织中自发改

变结合基团来适应基体反应需求的现象[22]。Davis [23]和

Takeuchi 教授团队 [24]模拟 PMs 过程，先后以小分子、

蛋白质为模板分子发展了印迹后修饰（PIMs）的新思路。

该方法在印迹识别空穴内引入特异性更强的亲和基团，进

而精细调节识别位点[25‒27]。也有研究者利用PIMs策略

进行了相关研究，以提高印迹位点的辨识效果。例如，

Wang小组[28]在单步点击反应中利用PIMs开发了一种蛋

白质印迹聚合物（protein-IP），对糖蛋白具有高特异性的

同时也可作为荧光检测生物传感器。Liu等[29]将MIPs与

PIMs策略结合制备了一种印迹整体吸附剂（IMER），作

为固定化胰蛋白酶反应器，以增强对N-肉豆蔻酰化肽的

检测。设计的双硫键功能单体与模板分子共价组装，固定

模板分子的取向和排列。引发印迹聚合后，双硫键在三

（2-羧乙基）膦（TCEP）作用下被还原，模板分子随共价键

合链断裂一起脱除，再通过巯基-双硫键化合物的交换反应，

利用空穴内残留巯基引入特异性更强的亲和基团，进而精

细调节识别位点[30]。在这种情况下，通过 PIMs结合双

共价受体在印迹空穴内进行位点特异性修饰，赋予MIPs

位点分子取向识别更为精确和分子辨识作用更为专一的

优点，是一种对印迹位点进行量身定制的重要方法。

5′-单磷酸腺苷（AMP）是一种典型的核苷化合物，

也是生化药物和基因工程的重要原料，是一种重要的抗肿

瘤和抗病毒药物的中间体[9,31]。AMP包含一个腺嘌呤环

和一个核糖单元，这些官能团可发生硼亲和性相互作用和

嘌呤-嘧啶碱基互补配对。但在无序的组装过程中，多种

单体之间同时使用也会产生互相干扰，如分子间的竞争可

能会导致模板分子只与一种或者多种单体组装，或单体与

单体之间发生作用，从而破坏有效识别位点的完整性

[31]。因此，AMP无法通过多点相互作用在单体周围形成

稳定而精确的取向排列。通过精准设计印迹方法和调控印

迹位点方法，实现AMP分子的高辨识分离是研究的重要

目的。

本工作受生物表面工程启发，在介孔二氧化硅纳米片

（mSiO2-NS）表面结合表面印迹和双共价作用的 PIMs

策略制备具有双受体表面印迹后修饰复合吸附剂

（D-PMIPs），并用于选择性辨识分离 AMP。首先合成

3-（甲基丙烯酰氧基乙基二硫）丙酸磺基-N-羟基琥珀酰

亚胺酯的双硫键功能单体（DS-FM1），通过 S-FM1与模

板分子AMP腺嘌呤环上的氨基发生酯胺解共价预组装固

定模板分子，酯的反应与AMP上腺嘌呤环的胺基发生共

价作用。再通过生理活性硼酸单体[4-（（2-丙烯酰胺基乙

基） -3-氟苯基）硼酸（PBA-FM2），其 pKa值低至 7.2]，

与核糖的顺式二醇单元发生硼亲和共价作用，进一步固定

AMP形成稳定的预组装复合物。其中双共价功能单体有

效固定AMP的分子取向和排列，有序的组装抑制了AMP

上腺嘌呤环和核糖部分之间的非特异性相互作用，增强

AMP分子的特异性识别效果。然后利用mSiO2-NS表面的

氯元素作为引发剂，通过原子转移自由基聚合（ARGET 

ATRP）技术在纳米片表面修饰具有双受体的表面印迹聚

合物。随后，利用TCEP [32]将双硫键还原，并在酸性条

件下破坏硼酸和AMP之间的共价作用后，模板分子被完

全去除后得到印迹位点带有硼酸和硫醇官能团的双受体表

面印迹聚合物（D-FMIPs）。此外，还合成了一种双硫键

的嘧啶单体，即 1-[2-（2-吡啶基二硫）乙基]嘧啶-2,4-二

酮（DS-FM3），利用空穴内残留巯基引入特异性更强的

非共价亲和基团，进而精细调节印迹识别位点，制备具有

双受体表面印迹后修饰复合吸附剂（D-PMIPs）。最后，

采用静态吸附实验研究单受体和双受体表面印迹后修饰纳

米片吸附剂对AMP的吸附平衡、动力学、选择性、实际

样品应用和再生性能分析，探讨选择性辨识能力和相对应

的机制。

2. 实验部分

2.1. 试剂及仪器

十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）、正硅酸四乙酯

（TEOS）、3-氯丙基三乙氧基硅烷（CPTES）、2′-脱氧

鸟苷（dG）、2′-脱氧胞苷（dC）、2′-脱氧腺苷（dA）、

5′-单磷酸腺苷（AMP）、二甲基亚砜（DMSO）、N,N,N′,
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N″ ,N‴-五甲基二乙烯三胺（PMDETA）、三（2-羧乙基）

膦（TCEP）、抗坏血酸（VC）、N,N′-亚甲基双丙烯酰胺

（MBAA）和茜素红S（ARS）购自阿拉丁（中国）。三磷

酸腺苷（ATP）、盐酸（HCl）、乙腈、氯化铜（CuCl2）、

氯化亚铜（CuCl）、乙醇、四氢呋喃（THF）、去蛋白小牛

血清注射液、磷酸二氢钾（KH2PO4）和磷酸氢二钠

（Na2HPO4）购自国药集团化学试剂有限公司。生理活性

硼酸单体 PBA-FM2购自上海麦克林生化科技有限公司。

实验用水为去离子水，所有的试剂在使用前都未经过纯

化。本研究中所使用仪器的相关细节见附录A。

2.2. 制备D-FMIPs

在已有文献报道基础上[33‒34]，合成 mSiO2-NS 和

三种功能单体，合成方法详见附录A中的图S1。其结构

经核磁共振氢谱（1H NMR）确认，结果如附录A中的图

S2 和图 S3 所示。D-FMIPs 的制备方法如下：0.0347 g 

AMP溶解在 10 mL DMSO和 10 mL磷酸盐缓冲液（PBS）

（pH=7.4、50 mmol·L−1）的混合溶液中，加入 0.0351 g 

DS-FM1，通 30 min N2后在 35 ℃下避光静置 12 h，完成

第一次共价预组装。接着，向混合物中加入0.028 g PBA-

FM2，通 30 min N2后，在 35 ℃下避光 12 h，完成第二次

共价预组装。随后，加入 0.123 g MBAA 作为交联剂、

0.05 g mSiO2-NS作为基质材料。通 30 min N2后，再加入

0.006 g CuCl、0.008 g CuCl2和 0.025 mL PMDETA。继续

通 15 min N2后，加入 0.012 g VC，再通 30 min N2，混合

物在 35 ℃避光搅拌反应 12 h。反应后离心收集的产物用

甲醇洗涤三次，用10 mL TCEP水溶液（20 mmol·L−1）与

产物在室温下反应 12 h。反应两次后，再用HCl水溶液

（pH=3.3）作为洗脱液，去除残留的TCEP和AMP分子，

直到洗脱液中未检测到AMP，制得介孔纳米片表面印迹

吸附剂（D-FMIPs）。同时，参照上述方法，但在聚合过

程中不加入模板分子 AMP，制备介孔纳米片表面非印

迹吸附剂（D-FNIPs），只加入硼酸单体 PBA-FM2 进行

组装，制备单受体表面印迹吸附剂（S-BMIPs），同时，

只加入双硫键单体DS-FM1进行组装，制备单受体表面印

迹吸附剂（S-FMIPs）。

2.3. 制备D-PMIPs

将 0.028 g DS-FM3 溶解在 2.0 mL DMSO 和 10 mL 

PBS 缓冲溶液（pH=7.4、50 mmol·L−1）的混合溶液中，

并将上一步制备的D-FMIPs分散于混合溶液中，于 35 ℃

下搅拌 5.0 h后离心收集产物，产物D-PMIPs用甲醇洗涤

三次后，在 45 ℃下真空干燥 12 h。同时，参照上述方法

用D-FNIPs替代D-FMIPs制得双受体表面非印迹后修饰复

合吸附剂（D-PNIPs），用S-FMIPs替代D-FMIPs制备单受

体表面印迹后修饰复合吸附剂（S-PMIPs）。

2.4. D-PMIPs的静态吸附实验

对 D-PMIPs、 D-PNIPs、 S-PMIPs、 S-BMIPs 和

mSiO2-NS 进行了静态吸附实验，以研究它们的吸附动

力学、平衡和再生。用结构类似物（dA和ATP）和其他

典型核苷化合物（dC和 dG）评估了D-PMIPs的选择性。

吸附实验的详细过程见附录A。

2.5. 实际样品（血清）分析

取三名男性志愿者的血清，在 6000 r·min−1 下离心

15 min去除杂质，并用微孔硝酸纤维素膜（孔径为0.22 μm）

过滤[35]。同时，选择含有AMP活性成分的去蛋白小牛

血清注射液作为实际样品[33]。将2.0 mL血清溶液或去蛋

白小牛血清注射液分散到 16 mL 的 PBS 溶液（pH=7.4、

50 mmol·L−1）中作为血清或去蛋白小牛血清样品。在上

述血清样品中加入适量的 AMP，固定加标含量为

70 μmol·L−1。将 10 mg D-PMIPs、 D-PNIPs、 S-PMIPs、

S-BMIPs和mSiO2-NS加入离心管中作为吸附剂，每个离

心管中加入 2.0 mL 加标样品。在 25℃ 下静态吸附

4.0 h后，用微孔硝酸纤维素膜（孔径为 0.22 μm）过滤。

滤液中AMP通过高压液相色谱法（HPLC）进行分析，流

动相由 PBS 溶液（pH=7.4、50 mmol·L−1）和甲醇组成，

体积比为85∶15，流动相的流速为0.8 mL·min−1，柱温为

45 ℃，检测波长为259 nm，进样量为10 μL。

3. 结果与讨论

3.1. D-PMIPs的设计与制备

针对模板分子AMP结构，本工作设计合成了三种功

能单体，结构见图S1。功能性单体 1（DS-FM1）具有与

模板分子AMP的氨基发生酯胺解反应的酯基，同时具有

双硫键，以便随后引入嘧啶基团[图1（a）] [26]。功能性

单体 2（PBA-FM2）带有硼酸官能团，用于固定AMP的

邻二羟基，在该单体的苯环上引入了吸电子基团F，可使

硼酸单体在生理活性条件下（pH=7.4）与邻二醇结构的

化合物具有较好的pH结合和释放响应性[图1（a）] [34]。

功能性单体 3（DS-FM3）含有吡啶双硫键，可与识别位

点内的硫醇基团发生双硫键-巯基交换反应，使其在识别

位点内引入与AMP分子中腺嘌呤基团发生碱基互补配对

的嘧啶基团[图1（b）] [35]。
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D-PMIPs的合成过程如图2所示。首先，通过硅烷偶

联剂TEOS和CPTES在PS微球表面发生溶胶-凝胶过程制

备 PS/SiO2 复合微球。根据扫描电子显微镜（SEM）结

果，PS微球的直径为(2.3 ± 0.1) μm [图 3（a）]，PS/SiO2

复合微球的直径为(2.4 ± 0.1) μm [图 3（b）]，PS/SiO2呈

核壳型结构。用THF溶解PS核心，并用HCl除去致孔剂

CTAB。超声破碎处理后，产物为不规则片状结构、表面

光滑的介孔二氧化硅纳米片（mSiO2-NS） [图 3（c）、

（d）]。为了研究硅烷偶联剂用量对mSiO2-NS物化性质的

影响，分析了不同量CPTES（0.1 mL、0.15 mL、0.2 mL、

0.25 mL、0.3 mL和0.56 mL）合成的mSiO2-NS物化性能。

随着CPTES增加，mSiO2-NS光滑表面逐渐变得粗糙，且

出现了较多的纳米颗粒（附录A中的图S4）。利用氮气吸

附-脱附等温线分析了纳米片的孔径及比表面积（附录A

中的图S5），结果发现，随着CPTES增加，纳米片孔径从

23.89 Å增加到 46.56 Å，比表面积 SBET从766.03 m2·g−1逐

渐降低到 68.71 m2·g−1，这主要是由于 CTAB 在大量的

CPTES存在下更容易形成胶束（表1）[36]。同时，利用能

量色散X射线谱（EDS）和水接触角分析了纳米片的氯元素

含量和表面润湿性（附录A中的图S6）。随着CPTES增加，

纳米片的疏水性和氯含量逐渐增加。但考虑到纳米片表面氯

元素既是印迹聚合的引发剂，同时也要为水溶液中AMP的

吸附提供亲水的环境，故选择 0.15 mL CPTES 和 0.3 mL 

TEOS为最佳用量组合。

D-PMIPs的合成路线如图 1和图 2所示。首先，利用

酯胺解反应，共价组装功能单体 DS-FM1 和模板分子

AMP，随后，加入第二种功能单体PBA-FM2发生硼亲和

共价组装，进一步固定AMP分子[26,34]。随后，MBAA

作为交联剂，mSiO2-NS的氯元素作为SI-ATRP的引发剂，

引发聚合制备双受体表面印迹纳米片吸附剂（D-FMIPs）。

通过SEM可以发现，D-FMIPs的表面与mSiO2-NS相比变

得更加粗糙[图 3（e）、（f）]，说明MIPs接枝到了纳米片

表面。利用AFM进一步分析纳米片吸附剂形貌和印迹聚

合物前后的厚度，结果如图 3（g）、（h）所示，从图中

可以发现，mSiO2-NS 纳米片表面平整，厚度为 82 nm，

D-FMIPs纳米片表面变得粗糙，厚度增加到93 nm，可以

推断，约11 nm的印迹聚合物被接枝到了mSiO2-NS表面。

利用TCEP还原DS-FM1官能团中的双硫键，以去除固定

的模板分子AMP，同时，在酸性条件下打开硼亲和作用

形成的五元环，使其在印迹识别空腔中只留下硼酸和硫醇

基团[25]。最后，通过巯基-双硫键交换反应将嘧啶官能团

修饰到识别位点，构建D-PMIPs的特异性识别位点。

3.2. D-PMIPs的表征

为了研究 mSiO2-NS 和功能性吸附剂（D-FMIPs 和

D-PMIPs）吸附前后的理化性质，本工作利用傅里叶变换

红外光谱（FT-IR）、X射线衍射（XRD）、X射线光电子能

谱（XPS）和荧光显微镜对样品进行了表征分析。FT-IR

图1. （a）功能单体（DS-FM1和PBA-FM2）和AMP有序组装；（b）印迹后修饰过程示意图。
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分析如附录A中的图S7所示，1072 cm−1和700 cm−1处两个

吸收峰可归因于mSiO2-NS的Si‒O‒Si和C‒Cl键伸缩振动，

2957 cm−1的特征峰来源于 CPTES 的 C‒H 伸缩振动[37]。

在mSiO2-NS上接枝印迹聚合物后，在3440 cm−1处出现了

‒OH 和 N‒H 伸缩振动的宽峰，1670 cm−1处的特征峰是

C=O伸缩振动引起的。同时，2957 cm−1为聚合物上‒CH2

和‒CH3的C‒H的伸缩振动，表明D-FMIPs在纳米片基质

表面接枝了印迹聚合物。

此外，D-FMIPs和D-PMIPs在 1380 cm−1处出现修饰

的‒B（OH）2特征峰，表明硼酸基团被成功修饰[38]。理论上，

D-FMIPs 应在 2600~2500 cm−1处有巯基新吸收峰，同时

D-PMIPs 应在 550~430 cm−1 处有双硫键的新峰。但是，

图3. （a）~（f）PS微球（a）、PS/SiO2微球（b）、mSiO2-NS [（c）、（d）]和D-FMIPs [（e）、（f）]的SEM图片；（g）、（h）mSiO2-NS（g）和D-FMIPs
（h）的AFM图及其厚度分布。

图2. D-PMIPs的合成路线。PS：聚苯乙烯。
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500 cm−1 为指纹峰区，且巯基的强度也很弱，所以在

FT-IR 上的峰并不清晰。因此，本工作结合 mSiO2-NS、

D-FMIPs和D-PMIPs的有机元素分析进一步分析印迹过程

（表 2）。在 mSiO2-NS 接枝印迹聚合物形成 D-FMIPs 后，

N元素含量从0增加到1.433%，这主要是由于在印迹过程

中功能单体 PBA-FM2和交联剂MBAA中均含有N元素。

经印迹后修饰，D-PMIPs的N元素增加到 5.956%，也进

一步证明PIM过程中DS-FM3嘧啶官能团的引入。同时，

S含量的变化也表明印迹空腔内巯基和双硫键的存在[39]。

mSiO2-NS、D-FMIPs-AMP（未洗脱AMP的D-FMIPs）、

D-FMIPs和D-PMIPs的XPS谱图如附录A中的图 S8（a）

所示。从图中可以发现，接枝MIPs后的材料具有C 1s、

N 1s、O 1s、B 1s和S 2p的特征峰。D-PMIPs的C 1s XPS

高分辨率谱图中[图 S8（b）]，存在 C‒S（284.04 eV）、

C‒C（285.79 eV）、C‒B（284. 66 eV）、C‒N（285.45 eV）、

C‒O（286.65 eV）、C‒H（287.01 eV）和C=O（288.05 eV）

峰，分别对应于功能单体和交联剂的化学键。同时，拟合

D-PMIPs的N 1s高分辨率谱图[图S8（c）]，可以发现功

能单体 DS-FM3 和 PBA-FM2 的特征峰，即 ‒ N ‒ C=O

（401.37 eV）、N‒C3（400.41 eV）、C‒N‒C（399.53 eV）

和B‒O‒C（530.80 eV），这也表明印迹聚合物中硼酸官能

团的存在[图S8（d）]。

为了进一步研究去除AMP前后D-PMIPs表面的化学

变化，分析了D-FMIPs-AMP和D-PMIPs的B 1s和S 2p高

分辨率谱图。当洗脱去除AMP后，由于电负性的增加，

洗脱前的B‒O‒C（198.02 eV）的特征峰迁移到199.79 eV

（B‒O‒H）[图S8（e）、（f）]。利用TCEP还原双硫键，双硫

键官能团转变为巯基，D-FMIPs-AMP的S‒S（161.73 eV）

峰位移低于D-FMIPs的S‒H（174.35 eV）[图S8（g）]。当

功能单体DS-FM3通过双硫键交换反应接枝到识别位点上

时，D-PMIPs 的 S 2p 特征峰被氧化为 S‒S（162.07 eV）

[图 S8（h）、（i）]。此外，从 XPS 的原子百分比得到了

N、S 和 B 的含量（表 3）。D-FMIPs-AMP 的 S 含量为

1.73%，去除模板分子后，辨别位点中双硫键和巯基发生

交换，D-FMIPs的S含量下降到0.9%。印迹后修饰过程中

修饰了双硫键[9,40]，D-PMIPs的S含量增加到1.4% [41]。

这一结论与有机元素分析一致，进一步说明成功制备了具

有丰富硼酸官能团和巯基的D-FMIPs，以及具有双硫键和

嘧啶官能团的D-PMIPs。

为了确定硼酸官能团被成功修饰，本工作在不同

pH 条件下，利用含有顺式邻二羟基的染料茜素红 S 对

D-PMIPs 进行染色，利用荧光显微镜进行了表征分析，

结果如图4所示。当茜素红S标记的D-PMIPs在碱性环境

[图4（a）]和中性环境[图4（b）]下，视野中可以发现其

为斑点状的绿色荧光，但在酸性条件下几乎没有检测到

荧光[图4（c）]。再利用酸性溶液（pH=3.3）洗涤碱性和

中性条件下茜素红 S 标记的 D-PMIPs 后，荧光强度明

显减弱 [图 4 （d） ~ （f）]。表明含硼酸的功能单体

PBA-FM2在D-PMIPs表面成功修饰，并表现出了典型pH

响应性的硼亲和作用，可实现目标分子AMP可逆的吸附

和脱附过程。此外，PBA-FM2的 pKa值为 7.2，所以吸附

剂D-PMIPs在生理活性环境下对AMP具有良好的亲和力

[42‒43]。

表2　mSiO2-NS、D-FMIPs和D-PMIPs的有机元素分析

Sorbents

mSiO2-NS

D-FMIPs

D-PMIPs

m (mg)

2.376

2.487

2.393

Element content (%)

N

0

1.433

5.956

C

20.85

19.67

17.98

H

3.658

3.474

3.294

S

0

0.318

0.258

m: the mass of the sample taken for organic element analysis.

表3　XPS分析得到的mSiO2-NS、D-FMIPs-AMP、D-FMIPs和D-PMIPs的

主要元素含量

Sorbents

mSiO2-NS

D-FMIPs-AMP

D-FMIPs

D-PMIPs

Atomic percent (%)

C 1s

44.76

43.95

48.72

51.83

N 1s

1.10

4.33

5.17

6.09

O 1s

47.32

42.71

40.76

35.27

Cl 2p

6.83

4.51

3.58

4.00

S 2p

0

1.73

0.90

1.40

B 1s

0

2.77

0.86

1.41

表1　不同体积（0.1~0.56 mL）的CPTES制备的mSiO2-NS的性质

VTEOS:VCPTES
a

0.3:0.1

0.3:0.15

0.3:0.2

0.3:0.25

0.3:0.3

0.3:0.56

BET surface area (m2∙g−1)

766.0

498.7

362.8

184.7

182.6

68.71

Average pore diameter (Å)

23.89

26.92

26.92

33.52

37.13

46.56

Pore volume (cm3∙g−1)

0.150

0.140

0.102

0.052

0.055

0.018

Cl mass (%)

0.12

0.13

0.27

0.29

0.58

0.64

Water contact angle (° )

110

111

123

126

125

128

a VTEOS and VCPTES are the volume of TEOS and CPTES with unit of mL, respectively.
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同时，氮气吸附-脱附等温线分析[图 4（g）、（h）]。

发现了典型的IV型曲线，并伴有H3型滞后环，mSiO2-NS和

D-PMIPs具有介孔结构，比表面积SBET分别为498.73 m2·g−1

和 46.12 m2·g−1，孔径为 26.92 Å和 95.09 Å，表明MIPs在

mSiO2-NS表面成功修饰，且由于在mSiO2-NS表面印迹聚

合物形成粗糙的微结构，相邻颗粒之间的分布使D-PMIPs

孔径增加。综上，证明本工作成功制备D-PMIPs吸附剂

[44‒45]。

3.3. D-PMIPs对AMP的吸附动力学性能

如图 5（a）所示，五种吸附剂对AMP的吸附速率在

2.0 h前相对较快，然后逐渐接近平衡。其中，D-PMIPs对

AMP的吸附效果相较于其他四种吸附剂最高，证明印迹

识别位点内的双共价受体具有很强的亲和力。D-PMIPs

对 AMP 的总吸附量为 14.57 μmol·g−1（大于 S-BMIPs 的

5.658 μmol·g−1和 S-PMIPs 的 6.845 μmol·g−1），这表明硼

亲和作用及嘧啶碱作用对AMP的辨识具有协同效应。

同时，mSiO2-NS、D-PMIPs、D-PNIPs、S-BMIPs 和

S-PMIPs的吸附动力学数据利用准一级和准二级动力学模

型、Elovich模型、粒子内扩散模型和Boyd模型（附录A中

的表S1）进行拟合[124]，结果如图5所示，相关的速率常

数和线性回归值列于表4和表5。对于D-PMIPs、D-PNIPs、

S-BMIPs和S-PMIPs，准二级动力学模型拟合的R2值均高

于其他几种模型，计算得到的平衡吸附量Qe（μmol·g−1）

更接近实验所测值，证明准二级动力学模型可以更好地描

述动力学吸附过程[图5（a）和表4]，与上述结论一致。然

而，mSiO2-NS准一级动力学方程拟合的R2值更高，且计算

出的Qe（μmol·g−1）更接近实验所测值，表明准一级模型

可以更好地描述mSiO2-NS的动力学吸附过程[图5（a）和

表4]，因此，mSiO2-NS的吸附机制为物理吸附，而硼亲和

作用和印迹后修饰嘧啶官能团的化学吸附是 D-PMIPs、

D-PNIPs、S-BMIPs和S-PMIPs对AMP的主要吸附作用。

Elovich 模型的拟合数据总结在表 5 和图 5（b）中，

可以发现几种吸附剂拟合的R2均大于0.95，表明吸附剂具

图4. （a）~（f）不同pH值溶液处理经ARS标识的D-PMIPs：pH=9.0（a）、pH=7.4（b）、pH=3.3（c）的明场和荧光显微镜图，（d）~（f）三种pH值下处

理的D-PMIPs再次用pH=3.3的溶液洗涤，比例尺为200 µm。（g）、（h）mSiO₂-NS（g）和D-PMIPs（h）的BET分析，P/P0是BET测试期间的相对压力值。
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有较多的AMP辨识位点[46]。从Qt和 t1/2之间的斜率计算

AMP在五种吸附剂上的颗粒内扩散系数[图5（c）]，可以

观察到主要有三个线性区域，斜率值表明粒子内扩散不是

速率控制步骤，膜扩散控制了初始吸附速率。D-PMIPs的

kid1为 11.05 g·μmol−1·h−1/2），因此，膜扩散过程达到了约

65%的饱和度[47]。同时，为了进一步确定速率控制步骤

是膜扩散还是颗粒内扩散，本工作进行了Boyd拟合，在

图5（d）中，可以发现Bt对 t的拟合结果是线性的，且没

有经过原点，证明膜扩散是速率控制步骤[48]。

3.4. D-PMIPs对AMP的吸附平衡研究

如图 5（e）总结了 mSiO2-NS、D-PNIPs、D-PMIPs、

S-BMIPs 和 S-PMIPs 在 25 ℃（pH=7.4）条件下的吸附等

温线，吸附量随着初始AMP浓度的增加而增加，直至达到

图5. （a）AMP的非线性动力学模型拟合曲线；（b）Elovich方程拟合的曲线；（c）AMP在五种吸附剂上的颗粒内扩散；（d）AMP在五种吸附剂上的

Boyd分析；（e）、（f）Langmuir和Freundlich模型（e）和Tempkin模型（f）对mSiO2-NS、D-FMIPs、D-PNIPs、D-FMIPs和D-PMIPs吸附AMP等温线

数据拟合结果；（g）Scatchard分析；（h）mSiO2-NS、D-FMIPs、D-PNIPs、D-FMIPs和D-PMIPs对dC、dG、AMP、dA和ATP的选择性分析。Qt、t、
Bt、t1/2、Qe和Ce的定义见附录A。

表4　两个速率方程的吸附速率常数和线性回归值

Sorbents

mSiO2-NS

D-PNIPs

D-PMIPs

S-BMIPs

S-PMIPs

Qe,e (μmol∙g−1)

4.386

5.319

14.57

5.658

6.845

Pseudo-first-order kinetic model

Qe,c (μmol∙g−1)

4.143

4.997

13.270

5.209

6.548

k1 (h
−1)

1.483

0.940

0.829

1.148

0.842

R2

0.976

0.991

0.990

0.968

0.955

Pseudo-second-order kinetic model

Qe,c (μmol∙g−1)

3.826

5.561

15.740

6.119

7.184

k2 (g∙μmol−1∙h−1)

4.301

0.213

0.058

0.218

0.145

R2

0.823

0.999

0.992

0.983

0.991

h (μmol∙g−1∙h−1)

62.960

6.587

14.370

8.162

7.483

t1/2 (h)

0.061

0.844

1.095

0.750

0.960

The definitions of k1, k2, h, and t1/2 are shown in Appendix A.
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吸附平衡。由图可知，虽然D-PMIPs平衡时间不是最短

的，但对AMP的吸附性能很强，这可能与印迹位点的化

学吸附有关。

同时，本工作通过吸附等温线模型分析吸附平衡数据

和吸附特性研究，AMP 和吸附剂的相互作用机制[49]。

利用 Langmuir、Freundlich 和 Temkin 等温吸附模型进行

了拟合（附录A中的表S2）[50‒51]。由图5（e）、（f）可以

发现，相较于 Freundlich 模型（R2=0.845、0.843、0.875、

0.873和 0.843）和Temkin模型（R2=0.951、0.951、0.966、

0.964和0.920），Langmuir模型更适合描述吸附等温线（R2=

0.967、0.944、0.989、0.982和0.955），可以认为AMP在五种

吸附剂上为单层吸附。根据表6可知，D-PMIPs的最大吸附量

Qm 为 17.47 μmol·g−1，高于 mSiO2-NS （5.806 μmol·g−1）、

D-PNIPs（6.972 μmol·g−1）、S-BMIPs（6.402 μmol·g−1）和

S-PMIPs（8.844 μmol·g−1），证明硼亲和作用和印迹后修饰

的嘧啶碱基的协同作用是印迹位点对AMP的主要结合机制。

S-BMIPs和S-PMIPs具有硼亲和或嘧啶碱的单一吸附

作用力，所以吸附量相对较低。D-PNIPs缺乏模板分子，

没有形成印迹识别位点，吸附量较低。同时，mSiO2-NS

没有被功能化修饰，只能通过物理作用（如静电效应）进

行吸附，吸附量最低。因此，基质表面印迹后修饰的双受

体作用具有强化目标分子AMP选择性辨别的效果。此外，

根据Langmuir模型计算五种吸附剂的分离因子RL（表S2），

其值均在 0~1 之间 （RL=0.100、 0.125、 0.083、 0.077、

0.091），证明该吸附体系有利于对目标分子AMP的选择

性吸附。此外，有序印迹后修饰吸附剂的RL小于非印迹

或基质材料吸附剂的RL，进一步证明印迹吸附剂具有强

亲和作用。

本工作根据Scatchard方程（表S2）对吸附平衡的数据

进行了分析，相关结论如图5（g）和表7所示，五种吸附剂

均得到了两条直线，具有两类结合位点（即高亲和辨识位点

及非特异的低亲和位点）[52]。其中，D-PMIPs的高亲和

力辨识位点Nmax为 39.99 μmol·g−1，约为总位点的 70.9%。

D-PMIPs 的总位点 Nmax 值（56.40 μmol·g−1）是 S-BMIPs 

（14.27 μmol·g−1）的 3.953 倍、S-PMIPs （13.25 μmol·g−1）
的 4.258 倍，这与 Langmuir 拟合结果一致。同时 ，

D-PMIPs对高亲和力结合位点的Ka值为 284.9 μmol·L−1，

明显高于S-BMIPs和S-PMIPs。上述结果表明在基质表面

进行双受体印迹后修饰作用可以显著提高结合位点的作用

力，增强D-PMIPs对AMP的辨别效果。

3.5. D-PMIPs的选择性吸附和再生性能

选择性吸附性能是衡量吸附剂可用性的关键指标，本

研究选取了目标分子AMP的四种结构类似物（即 ATP、

dA、dG和 dC）作为选择性吸附分子。如图 5（h）所示，

吸附量遵循D-PMIPs>S-PMIPs>D-PNIPs>S-BMIPs的顺序。

对不同核苷酸分子的分析结果可归纳如下。

（1）D-PMIPs对AMP的吸附量（14.76 μmol·g−1）显

著高于 dC（4.628 μmol·g−1）、dG（4.486 μmol·g−1）、dA

（6.308 μmol·g−1）和ATP（6.121 μmol·g−1）。这主要归因于

D-PMIPs既无法与四种结构类似物形成互补嘧啶碱基配对，

表6　五种吸附剂对AMP的吸附等温线参数和相关系数

Sorbents

mSiO2-NS

D-PNIPs

D-PMIPs

S-BMIPs

S-PMIPs

Langmuir isotherm equations

Qm (μmol∙g−1)

5.806

6.972

17.47

6.402

8.844

KL (L∙μg−1)

0.009

0.007

0.011

0.012

0.010

RL

0.100

0.125

0.083

0.077

0.091

R2

0.967

0.944

0.989

0.982

0.955

Freundlich isotherm equations

KF (μmol∙g−1)(L∙μmol−1)1/n

0.794

0.461

1.743

0.730

0.857

1/n

0.294

0.387

0.335

0.316

0.337

R2

0.845

0.843

0.875

0.873

0.843

Tempkin

KT (L∙g−1)

1.146

1.150

3.412

1.266

1.711

f

0.180

0.177

0.136

0.149

0.133

R2

0.951

0.951

0.966

0.964

0.920

The definitions of KL, KF, KT, n, and f are shown in Appendix A.

表5　用Elovich模型和颗粒内扩散模型拟合的相关参数及系数

Sorbents

mSiO2-NS

D-PNIPs

D-PMIPs

S-BMIPs

S-PMIPs

Elovich model

a (μmol∙g−1∙h−1)

21.31

16.20

34.35

18.76

18.68

b (μmol∙g−1)

1.302

0.962

0.319

0.794

0.760

R2

0.969

0.990

0.952

0.957

0.993

kid1 (g∙μmo−1∙h−1/2)

3.162

3.382

11.05

4.539

4.015

Intra-particle diffusion model

kid2 (g∙μmol−1∙h−1/2)

0.962

1.470

5.090

1.737

1.508

kid3 (g∙μmol−1∙h−1/2)

0.160

0.387

0.753

0.102

0.271

R2
id1

0.999

0.997

0.999

0.847

0.953

R2
id2

0.927

0.999

0.998

0.980

0.979

R2
id3

0.741

0.715

0.941

0.664

0.448

The definitions of all the symbols are shown in Appendix A.
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也无法与其产生硼酸盐亲和作用。由于dC和dG的功能碱

基分别是胞嘧啶和鸟嘌呤[53]；尽管 dA和ATP都具有与

AMP相同的腺嘌呤官能团，但其相对大小和形状与印迹识

别位点不匹配[19]。S-PMIPs 对 AMP（7.499 μmol·g−1）、

dA（5.241 μmol·g−1）和ATP（5.047 μmol·g−1）的吸附量

高于dC（3.770 μmol·g−1）和dG（3.589 μmol·g−1），这是

由于印迹识别位点中的 PIMs 可形成尿嘧啶碱基。而

S-BMIPs因缺乏顺式二羟基结构，对dA、dC和dG均呈现

较低吸附量。

（2）D-PMIPs对dC、dG、AMP、dA和ATP的印迹因子

（IF）分别为 1.031、0.959、2.634、1.136和 1.408（表 8），

附录A中的表S4总结了现有研究关于核苷类化合物印迹吸

附剂中的 IF结果，根据对比可以看出，本研究中AMP的

IF明显高于先前报道的研究结果，表明D-PMIPs对AMP

具有很好的选择性。

（3） D-PMIPs 对 AMP 的 kd 值为 2.155×10−2 L·g−1，

较其他分子（dC、dG、dA 和 ATP）高一个数量级，且

D-PMIPs对四种结构类似物的 k′值均大于 1.8。其选择性

识别遵循AMP > dA > ATP > dC > dG的顺序。值得注意的

是，四种吸附剂对 AMP 的 kd×10−3 值遵循 D-PMIPs > 

S-PMIPs > D-PNIPs > S-BMIPs的顺序，进一步证明双受

体印迹后修饰策略构建的印迹后修饰识别位点对AMP的

选择性辨识具有重要作用。

为了测试D-PMIPs的再生性能，本工作使用盐酸溶液

（pH=3.3）作为洗脱液进行了D-PMIPs的再生实验，以破

坏硼酸盐亲和力及印迹识别位点与AMP之间的嘧啶碱基

相互作用。本工作开展了 6次连续的吸附-脱附循环实验

[54]。再生循环中AMP的吸附量如附录A中的图 S9（a）

所示。经过 6次再生循环后，D-PMIPs的表面仍然粗糙，

与第一次合成的D-PMIPs的形貌相同，且经过6次再生循

环后，D-PMIPs 对 AMP 的吸附量为第一个循环的 80% 

[图 S9（b）]，轻微的损失可能是由于 6个再生循环后少

量的印迹位点损坏或AMP分子没有从位点上彻底洗脱。

3.6. D-PMIPs对实际样品（核苷类药物和血清）的吸附性能

为了验证D-PMIPs在实际应用中的可行性，本工作采

用采用加标法进行实际样品分析[55]。AMP是小牛血清去

蛋白注射液中的活性成分之一，从 HPLC [附录 A 中的

图S10（a）]分析中可以发现，在小牛血清去蛋白注射液样

品中检测到少量的AMP，峰面积约为 77 mA.U.，出现在

4.0 min，吸附AMP前后HPLC结果的峰面积符合加标样品>

mSiO2-NS吸附后的样品>D-PNIPs吸附后的样品>S-BMIPs

吸附后的样品>S-PMIPs吸附后的样品>D-PMIPs吸附后的

样品>小牛血清去蛋白注射液样品的顺序。通过计算，加标

的小牛血清去蛋白注射液样品中，至少有52.70%的AMP

可以被D-PMIPs选择性地分离。同时，由于血清中存在核

苷类化合物，本工作中使用了几种吸附剂对加标血清进行

吸附，由HPLC结果（图S10）可知，峰面积变化的顺序与

加标的小牛血清去蛋白注射液样品相同。综上，D-PMIPs

是选择性捕获AMP的一种极为有效的解决方案，为从核苷

类药物或复杂生物样品中富集核苷化合物提供了一种有效

的方法。所提出的PIMs和双共价受体是开发具有高选择性

的印迹吸附剂的可靠策略，可实现印迹位点的精准构筑。

4. 结论

本工作在介孔mSiO2-NS纳米片表面结合双共价受体和

PIMs制备了一种新型吸附材料D-PMIPs，用于特异性识别

分离AMP。D-PMIPs具有三个显著优点：首先，mSiO2-NS

的表面印迹可进行有效洗脱，显著增加高活性识别位点的

数量；其次，通过带有双硫键的DS-FM1和生理活性硼酸功

能单体PBA-FM2，共价组装固定模板分子AMP的空间取向

和排列；再次，PIMs利用双硫键-巯基的交换反应，在印迹

识别位点修饰亲和性更强的嘧啶官能团，增强识别位点的有

效性。通过该策略制备的mSiO2-NS纳米片具有高比表面积

（498.73 m2·g−1），得到的 D-PMIPs 具有丰富的识别活性

位点，其吸附量达17.47 μmol·g−1，对AMP具有较好的辨识

活性，为高选择性吸附分离生物中的AMP提供了新思路。

因此，基于可控工程化的思路，本工作为开发高辨识印迹吸

附剂提供了新的想法。

表8　D-PMIPs和D-PNIPs的选择性吸附常数

Comparative 

compound

dC

dG

AMP

dA

ATP

IF

1.031

0.959

2.634

1.136

1.408

D-PMIPs

kd × 10−3 

(L∙g−1)

6.655

6.450

21.550

9.093

8.821

αAMP/X

3.238

3.340

—

2.369

2.442

D-PNIPs

kd × 10−3 

(L∙g−1)

6.452

6.727

8.073

7.996

6.248

αAMP/X

1.251

1.200

—

1.010

1.292

k′

2.587

2.783

—

2.347

1.890

αAMP/X is defined in Appendix A.

表7　印迹吸附剂的Scatchard分析

Sorbents

D-PMIPs

S-BMIPs

S-PMIPs

High-affinity binding sites

Ka (μmol∙L−1)
284.9

122.7

123.3

Nmax (μmol∙g−1)
39.990

8.212

9.134

Low-affinity binding sites

Ka (μmol∙L−1)
24.86

50.08

29.97

Nmax (μmol∙g−1)
16.410

6.055

4.112
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