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3  讨论 

在样品处理中，由于本品为液体剂型，所测

成分盐酸小檗碱在甲醇中溶解性好，故可以直接

用甲醇溶解，测定，其操作步骤简单，被测组分

分离较好。 

在流动相的选择上，本试验曾分别选用了乙腈- 

0.05 mol·L1 磷酸二氢钾缓冲液(用磷酸调节 pH 值

至 3.0)(30 70)∶ [2]，0.05 mol·L1 磷酸二氢钾(三乙胺

调 pH 至 8.0)-乙腈(77 23)∶ [3]，乙腈-0.025 mol·L1

磷酸二氢钠-0.025 mol·L1 十二烷基硫酸钠 (50∶ 

25 25)∶ [4]等多种溶剂系统，发现 0.05 mol·L1 磷酸

二氢钠溶液-乙腈-磷酸(70∶30∶0.08 )出峰时间合

适，峰形尖锐，分离度及系统适用性较好，故作

为本试验的流动相。 

在色谱柱的选择上，采用 Kromasil C18 柱

(250 mm×4.6 mm，5 µm)时杂质峰溶剂峰较多，

易受干扰；采用 VP-ODS 柱(250 mm×4.6 mm，

5 µm)的出峰时间太长，保留时间大约为 17 min；

而采用 Inertsil C8-3 柱盐酸小檗碱的保留时间为

6.5 min 左右，出峰时间合适，峰形较好，分离度

达到要求。  

本实验采用 HPLC 测定烫伤合剂中盐酸小檗

碱的含量，方法简便、准确、重复性好，可作为

控制产品质量的定量依据。 
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摘要：目的  探讨采用分子印迹技术合成罗红霉素分子印迹聚合物的方法，并对其特性进行研究。方法  以罗红霉素为模

板分子，α-甲基丙烯酸为功能单体，以乙二醇二甲基丙烯酸酯为交联剂，采用分子印迹技术合成分子印迹聚合物。通过特

异性吸附实验研究分子印迹聚合物的特性。结果  通过静态平衡吸附法研究了模板聚合物的结合动力学以及该聚合物的结

合能力和选择特性，通过 Scatchard 分析法研究了印迹聚合物对模板分子的结合特性，经计算聚合物的 大表观结合量(Qmax)

和平衡离解常数(Kd)分别为 90.3 mg·g1 和 1.35 mg·mL1。结论  合成的分子印迹聚合物有形状、大小以及识别位点都与模

板分子相匹配的空穴，即具有印迹作用。 
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ABCSTRACT: OBJECTIVE  To synthesize molecularly imprinting polymer(MIP) for roxithromycin by using molecular 
imprinting technique(MIT), and study the characterisation of it. METHODS  A MIP with special molecule recognition properties 
of roxithromycin was prepared by thermal polymerization in which roxithromycin as template molecule, α-methacrylic acid as 
functional monomer and ethylene glycol dimethacrylate as the crosslinker. RESULTS  Equilibrium binding experiment was used 
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to investigate the adsorption dynamics, the binding ability to template molecule and the substrate selectivity. The Scatchard analysis 
was used to study that the MIP’s binding characteristic to template molecule. By the analysis of Scatchard plot, the apparent 

maximum number (Qmax) and the equilib-rium dissociation constant (Kd) were found to be 90.3 mg·g1 and 1.35 mg·mL1, 

respectively. CONCLUSION  The MIP for roxithromycin we synthsized produces a cavity with molecular recognition sites that 
can bind selectivity to the template, that is to say that it has imprinting effectiveness. 
KEY WORDS: molecularly imprinting polymer; roxithromycin; adsorption; functional monomer 

 

罗红霉素是大环内酯类抗生素，属于第二代半

合成的红霉素。罗红霉素由法国 Rousse 公司开发，

商品名 Rulid，1988 年上市，属 14 元环大环内酯类，

是红霉素经 C9 位结构改造得到的衍生物。罗红霉

素保留了红霉素治疗呼吸系统感染、皮肤与软组织

感染、泌尿系统感染、胃肠道感染的作用，特别是

用于治疗没有细胞壁的支原体和专性细胞内寄生

的衣原体以及 L 型细菌具有特殊的作用，在治疗衣

原体引起的泌尿生殖系统感染方面，取得了较高的

疗效。迄今已在包括我国在内的世界 90 多个国家

和地区得到广泛应用[1-2]。 

目前罗红霉素的含量测定方法主要有微生物

检定法、分光光度法[3]和HPLC[4]。国内对罗红霉素

含量测定主要是紫外法，但是大环内酯类抗生素的

紫外吸收较弱，罗红霉素只在紫外的末端210 nm处

有吸收，而在210 nm下进行测定时，由于大多数溶

剂有吸收，溶剂干扰大，因而导致仪器不稳定、分

析重复性差、灵敏度较低 [5]。分子印迹技术

(molecular imprinting technique，MIT) 以目标分子

为模板分子，与特定结构的功能单体作用后，加入

交联剂进行聚合反应，反应完成后将模板分子洗脱

出来，形成的一种具有固定空穴大小和形状及有确

定排列功能团的交联高聚物，即分子印迹聚合物

(molecular imprinting polymers，MIP)[6-8]。近年来

MIT在药物分析领域应用广泛，用于化合物的含量

测定，专一性强，准确性高，用于色谱方法或流动

注射化发光分析仪等，均得到较好的效果[9-11]。因

此本试验选用罗红霉素作为模板分子合成MIP并对

特性其进行研究，以期建立一种在线、快速、简单、

灵敏度高、选择性好的测定罗红霉素的新方法。 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

Avater370 型傅立叶变换红外分光光度计(美国

热电设备公司)；UV-2450PC 型紫外可见分光光度

计(日本岛津设备公司)；S-520 型扫描电子显微镜

(日本日立公司)；S-54 型紫外可见分光光度计(上海

棱光技术有限公司)。 

罗红霉素原料药、阿奇霉素(浙江国邦药业，批

号：070802，070604，纯度：99.8%)；-甲基丙烯

酸(MAA，分析纯，天津市永大化学试剂开发中心)；

乙二醇二甲基丙烯酸酯(本实验室自行合成)；乙二

醇(分析纯，上海化学试剂总厂第三分厂)；对苯二

酚(分析纯，天津市大茂化学试剂厂)；对甲苯磺酸

(分析纯，天津市巴斯夫化工有限公司)；偶氮二异

丁腈(AIBN，化学纯，天津市博迪化工有限公司)。 

1.2  罗红霉素 MIP 的制备方法 

称取 0.000 5 mol 模板分子和 0.004 0 mol 的功

能单体 MAA 溶于 3.0 mL 甲苯中，超声，静置 3 h，

使模板分子与功能单体充分作用，加入 0.008 mol

交联剂和 0.028 0 g 印发剂 AIBN，超声，充氮气后

立即密封。将其置于 60 ℃恒温水浴锅中 60 h，得

到白色固体聚合物。将固体聚合物取出，真空干燥，

研磨，过 200 目分样筛，得到粒径 76 µm 左右的

MIP 颗粒。然后加入甲醇溶液洗脱，超声，静置，

上清液离心后于紫外分光光度计检测，反复洗涤直

至无模板分子检出为止。真空干燥至恒重，得到

MIP。 

空白聚合物(NIP)的制备步骤，除不加模板分子

外，与上所述相同。 

1.3  MIP 和 NIP 的吸附性能实验 

分别称取 50.0 mg 罗红霉素 MIP 颗粒和 NIP 颗

粒各 8 份于 10 mL 比色管中，标号，分别加入不同

浓度的模板分子溶液，超声，离心，取上清液在 210 

nm 处用紫外分光光度法测定吸光度，平行测定 3

次取平均值。用空白聚合物做对照。通过下式计算

模板分子的游离浓度、印迹聚合物对模板分子的单

位吸附量，评价印迹聚合物的结合能力[12-13]。 

A=4.48×10-4C+0.334 6；Q=(C0C1)×V/m 

其中：A 为吸光度；Q 为单位质量 MIP 或 NIP

对罗红霉素的吸附量，mg·g1；C0 为吸附前溶液的

浓度，µg·mL1；C1 为吸附后溶液的浓度，µg·mL1；

V 为溶液的体积，mL；m 为 MIP 或 NIP 的质量，g。 

2  结果与讨论 

2.1  聚合条件的优化 
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2.1.1  交联剂用量对分子印迹性能的影响  考察

了不同交联剂与分子模板摩尔比对分子印迹性能

的影响。随着交联剂用量的增加，分子印迹的结

合量先逐渐变大，在交联剂与模板分子比例为

16∶1 时达到 大，而后又逐渐变小。因此，选择

交联剂与模板分子摩尔比为 16∶1，所制得的聚合

物交联度刚性适中，对罗红霉素的结合特性 佳。 

2.1.2  功能单体用量对分子印迹性能的影响  考

察了不同功能单体与模板分子比例对 MIP 吸附性

能的影响。当功能单体用量较少时，只有少量的罗

红霉素能与功能单体形成非共价键形式的稳定配

合物，且部分罗红霉素仍处于游离状态，这样分子

印迹中形成的与罗红霉素结构相匹配的立体孔穴

的密度较低，识别位点就少，致使结合容量低；随

着功能单体用量的增加，罗红霉素与功能单体之间

的自组装进行得更加充分，形成稳定配合物的量增

多，与罗红霉素结构相匹配的立体孔穴就多，吸附

量变大，当功能单体与罗红霉素的比例为 8∶1 时，

Q 值达到 大；但功能单体与罗红霉素的比例继续

增加，聚合物的吸附性能反而下降。可能在高比例

时，过量的功能单体使非选择性结合位点增加，另

外功能单体的浓度过大可能导致自身的缔合，致使

选择性结合位点数反而减少，Q 值又逐渐变小。所

以，选择功能单体与模板分子的物质的量的比例为

8∶1。 

2.2  印迹聚合物的吸附动力学 

为测定 MIP 对罗红霉素的结合速率，采用静态

平衡结合法测定了在 25 ℃下不同时间内的 MIP 对

罗红霉素溶液的结合量。在前 2 h 内吸附量迅速增

加，此后吸附速率缓慢增加，10 h 后基本达到吸附

平衡。这是由于 MIP 中由交联剂和功能单体构成的

立体孔穴分布深浅不一，在开始阶段，主要是颗粒

外表面对模板分子的吸附，对模板分子呈现出较快

的结合速度，而当外表面结合达到饱和后，主要发

生模板分子通过孔道向内扩散后吸附，其吸附速度

受到传质阻力的影响，致使结合速度下降，表现为

吸附曲线的斜率变小，在 10 h 以后，吸附基本达到

平衡。 

2.3  平衡吸附实验 

使用静态平衡吸附法，在罗红霉素浓度为

0.40~0.95 mg·mL1 内，测定了 MIP 和 NIP 对于罗

红霉素的吸附结合量，得到不同初始浓度溶液的吸

附等温线，结果见图 1。 

 
图 1  MIP(A)和 NIP(B)对罗红霉素的等温吸附曲线  

Fig 1  The adsorption equilibrium isotherm of MIP and NIP 
for roxithromycin 

MIP 的吸附量随着浓度的增加而逐渐增大，而

NIP 吸附量增加缓慢，并且在相同初始浓度下 MIP

的吸附量明显大于 NIP 的吸附量，这说明印迹过程

中，模板分子在 MIP 中选择性键合产生的印迹孔穴

及孔穴上的活性结合位点决定了 MIP 对模板分子

的高度亲合力和特异识别性远大于非选择性键合

作用。 

在分子印迹的研究中，常常使用 Scatchard 模

型评价分子印迹聚合物的结合特性，Scatchard 方

程[14]的表达式为： 

Q/C= (QmaxQ)/Kd 

式中，Kd 是结合位点的平衡离解常数，Qmax

是结合位点的 大结合量，C 是底物在上清液中的

平衡浓度。 

据上式，以 Q/C 对 Q 作图结果见图 2。Q/C 对

Q 明显呈线性关系，说明在所研究的浓度范围内，

印迹聚合物对印迹分子存在一种等价的结合位点。

从直线 Q/C=67.740.77Q(r=0.991 9；SD=0.58)的斜

率和截距可以分别计算出 Kd=1.35 mg ·mL1，

Qmax=90.3 mg·g1。 

 
图 2  评价聚合物结合性质的 Scatchard 图 

Fig 2  Scatchard plot to estimate the binding nature of MIP 
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2.4  印迹聚合物结合底物的选择性研究 

选用模板分子罗红霉素和与其结构类似的阿

奇霉素为底物，由平衡结合方法测定了印迹聚合物

和非印迹聚合物对底物的结合量，并通过静态吸附

分配系数 KD和分离因子来表征[15]。 

静态吸附分配系数 KD的定义为 KD=Cp/Cs 

式中，Cp 表示底物在聚合物上的浓度，

mg·mL1；Cs 表示底物在溶液中的浓度，mg·mL1。 

分离因子α定义为=KDi/KDj 

式中，i 和 j 分别表示模板分子和底物，规定 i=j

时，=1。实验结果见表 1。 

表 1  罗红霉素及阿奇霉素在 MIP 及 NIP 上的吸附量 Q、

静态吸附分配系数 KD和分离因子 

Tab 1  Adsorption amount Q, distribution coefficient KD and 
separation factor α of roxithromycin and azithromycin on MIP 
and NIP 

MIP NIP 
样品底物 

Q/mg·g1 KD α Q/mg·g1 KD α 

罗红霉素 35.2 53.2 1 18.5 23.5 1 

阿奇霉素 21.2 32.6 1.6 16.4 21.6 1.1 

由表 1 可见，印迹聚合物对底物的吸附量和静

态吸附分配系数均大于非印迹聚合物，表明印迹聚

合物对模板分子产生了明显的印迹效应。在印迹聚

合物中既存在与罗红霉素结合的功能基团，又有与

罗红霉素的立体结构能互补的特定形状孔穴，这两

种作用决定了印迹聚合物对模板分子的选择结合

特性。 

而在非印迹聚合物中功能基团的分布是任意

的，没有与模板分子互补的分子识别位点，因此，

尽管非印迹聚合物有着与印迹聚合物相同的化学

组成，它对模板分子不显示特异选择性，仅靠弱的

非选择性吸附作用结合底物，选择性降低。 

3  结论 

本试验以罗红霉素为模板分子，合成了MIP和

相应的NIP，并考察了MIP对模板分子的特异性吸

附作用，研究结果证实了MIP对模板分子能够形成

结构和大小特定的空穴，即具有“印迹”作用，对

模板分子能产生良好的选择性和吸附作用。可望将

其用作固相萃取剂，识别并分离富集(动物源性)食

品中的罗红霉素，以期建立一种在线、快速、简单、

灵敏度高、选择性好的测定罗红霉素的新方法。 
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