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核壳型磁性分子印迹聚合物制备
以马尿酸为模板
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[摘　要]用表面分子印迹技术,以氨基化磁性纳米颗粒为核,以马尿酸(HA)为模板分子、甲基丙烯酸(MAA)为功

能单体、偶氮二异丁腈(AIBN)为引发剂、乙二醇二甲基丙烯酸酯(EGDMA)为交联剂,制备核壳型马尿酸磁性分子

印迹聚合物(HAＧMMIPs).通过电镜对其结构进行表征,并通过动力学吸附、等温吸附、比较 HAＧMMIPs与人血

清白蛋白(HSA)对 HA的吸附等实验,对其性能进行评价.结果表明,HAＧMMIPs对 HA具有较好的吸附量和印

迹效率,在吸附 HA上表现出对 HSA的明显优势.HA五轮吸附 洗脱的循环实验表明,HAＧMMIPs具有很好的

重复再利用能力.这项研究证明 HAＧMMIPs对马尿酸分子具有良好的分离与吸附能力,对于尿毒症患者体内马

尿酸分子的分离与吸附可能存在潜在的优势.
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　　尿毒症毒素是一类肾衰竭期间在血液或组织中

蓄积,对机体的正常生理具有负面影响的物质[１].
马尿酸(HippuricAcid,HA)是这类物质中的一种,
在健康个体中,HA 浓度低于５mg/L,但在终末期

肾病患者中可增加至２４７±１１２mg/L[２].HA在血

液中的积累,可抑制肌肉对葡萄糖的利用,引起尿毒

症患者的肌肉无力,并可抑制肾脏的有机阴离子分

泌和血脑屏障的转运.HA 是蛋白结合性毒素,大
多数血液净化方式对此类物质的清除效果较差.有

研究 表 明,通 过 血 液 透 析 清 除 HA 的 比 例 仅 为

６４％[３].另外,HA是苯甲酸的甘氨酸结合物,而苯

甲酸主要由肠道菌群代谢芳香族氨基酸产生,也可

直接作为食品和饮料的防腐剂.机体内苯甲酸的大

部分(约９０％)主要与甘氨酸结合形成马尿酸,其余

的则与葡萄糖醛酸结合形成１Ｇ苯甲酰葡萄醛酸[４].
因此,针对 HA 的分离技术或样品前处理技术,不
论在血液净化领域或在食品饮料分析检测领域中都

具有一定的现实意义.
分子印迹聚合物(molecularlyimprintedpolyＧ

mers,MIPs)是用于提取目标分子的选择性吸附剂,
基本上模拟了生物分子识别过程中发生的“锁和钥

匙”结合机制.模板分子(目标分子)与功能单体相

互作用形成络合物,在聚合反应中被三维聚合物网

络包裹;聚合反应结束后洗脱模板,留下特定的定制

识别位点,由此方法制备的 MIPs能够根据独特的

大小、化学功能和立体结构识别目标分子[４].MIPs
的物理、化学条件稳定,对样品环境的适应性很广.
与无模板制备的分子非印迹聚合物(NIPs)相比,

MIPs表现出高选择性和高吸附效率.MIPs目前

被广泛用于色谱、微萃取和传感等分析应用中[５].
磁性 MIPs(MagneticmolecularlyimprintedpolyＧ
mers,MMIPs)是 MIPs和磁性纳米颗粒(NanoparＧ
ticles,MNPs)技术相结合的产物,兼顾 MIPs的特

点和 MNPs固有的高比表面积、优良的磁学性质等

优点[６],在对样品中目标分子的识别和分离方面更

具效率和优势.本文利用表面分子印迹技术,以氨

基化磁性纳米颗粒为核,以 HA 为模板,制备一种

马尿酸磁性分子印迹聚合物(HAＧMMIPs).该方

法简易可行、条件温和.除常规表征与吸附性能分

析外,还将 HAＧMMIPs与人血清白蛋白(HSA)对
HA的吸附性能进行了比较,考察 HAＧMMIPs应

用于血液净化领域去除尿毒症毒素分子的潜力.

１　实验

１．１　主要试剂

马尿酸(HA)、人血清白蛋白(HSA)购于SigＧ



maＧAldrich贸易有限公司;六水氯化铁(FeCl３ 􀅰

６H２O)、无水乙酸钠(NaAc)、１,６Ｇ己二胺、一缩二乙

二醇、乙腈、甲醇、无水乙醇、乙酸等购于国药集团化

学试剂有限公司(分析纯);甲基丙烯酸(MAA)、偶
氮二异丁腈(AIBN)、乙二醇二甲基丙烯酸酯(EGDＧ
MA)购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司(分析

纯).甲醇、乙酸铵购于SigmaＧAldrich贸易有限公

司(色谱级).实验用水均为去离子水.

１．２　主要仪器

Ultimate３０００高效液相色谱仪,FEITF２０透

射电镜(美国,赛默飞世尔科技公司);NANOＧITC
等温滴定微量热仪(美国,TA仪器).

１．３　HAＧMMIPs和 MNIPs的合成

制备 马 尿 酸 磁 性 分 子 印 迹 聚 合 物 (HAＧ
MMIPs)的流程如图１所示.

图１　马尿酸磁性分子印迹聚合物

(HAＧMMIPs)的制备流程

１．３．１　Fe３O４＠NH２的制备　参照文献[７],将３．０g
FeCl３􀅰６H２O、１２gNaAc加入９０mL一缩二乙二

醇,搅拌至完全溶解后加入１９．５g１,６Ｇ己二胺,继续

搅拌至溶液澄清,转移溶液至聚四氟乙烯内衬置入

高压反应釜中２００℃反应６h,产物用无水乙醇、去
离子水各洗涤３次,真空干燥得到氨基化磁性纳米

颗粒(Fe３O４＠NH２).

１．３．２　HAＧMMIPs的制备　将０．１４gHA、４００μL
MAA冰浴超声溶于５０mL 乙腈,４ ℃孵育过夜.
后加入 ０．１g 超声分散的 Fe３O４ ＠NH２、８０ mg
AIBN、１mLEGDMA,通 N２除氧,N２保护下 ６０ ℃
反应２h.反应结束后,产物用去离子水、甲醇乙酸

(９:１)洗脱液、甲醇各洗涤３次,直至上清液无 HA
检出,冷冻干燥得到马尿酸磁性分子印迹聚合物

(HAＧMMIPs).作为对照,按相同方法无模板制备

磁性分子非印迹聚合物(MNIPs).

１．４　TEM 表征

使用FEITF２０透射电镜观察Fe３O４＠NH２或

HAＧMMIPs的形貌.将适量的纳米材料分散于乙

醇中,涂在碳涂层铜网格上晾干待测.

１．５　吸附实验

１．５．１　动力学吸附实验　称取２mgHAＧMMIPs
或 MNIPs若干份于离心管内,各加入２ mL１００

μg/mLHA水溶液,超声混匀后,室温下将其置于

恒温振荡器中振荡吸附.在不同时间磁力分离

HAＧMMIPs(或 MNIPs),对上清液 HPLC分析,分
析峰面积,计算上清液中 HA 浓度,按式(１)计算

HAＧMMIPs(或 MNIPs)对 HA的吸附量Q.
Q ＝(C０－C)􀅰V/m (１)

其中,Q 为 HAＧMMIPs(MNIPs或 HSA)对 HA 的

吸附量,μg/mg;C０ 为吸附前 HA 浓度,μg/mL;C
为吸附后 HA 浓度,μg/mL;V 为 HA 溶液体积,

mL;m 为 HAＧMMIPs(MNIPs或 HSA)质量,mg.

１．５．２　等温吸附实验　称取２mgHAＧMMIPs或

MNIPs若干份于离心管内,各加入２mL不同浓度

的 HA 水溶液,超声混匀后,室温下将其置于恒温

振荡器中振荡吸附 ２h.吸附完成后,磁力分离

HAＧMMIPs(或 MNIPs),对上清液 HPLC分析,分
析峰面积,计算上清液中 HA 浓度,按式(１)计算

HAＧMMIPs(或 MNIPs)对 HA的吸附量Q.

１．５．３　HSA对 HA 的吸附实验　称取２mgHAＧ
MMIPs若干份于离心管内,各加入２mL１００μg/

mL(或２００μg/mL)HA水溶液超声混匀后,加入８
mgHSA,完全溶解后在室温下将其置于恒温振荡

器中振荡吸附 ２h.吸 附 完 成 后 磁 力 分 离 HAＧ
MMIPs,上清液经超滤浓缩管(ThermoScientificTM

Pierce浓缩管,１００００MWCO)离心过滤,对滤过液

HPLC分析,分析峰面积,计算滤过液中 HA 浓度,
按式(１)计算 HSA对 HA的吸附量Q.

１．５．４　液相色谱条件　色谱柱为PALPAKTypeR
(φ４．６mm×２５０mm);流动相为V(甲醇)∶V(０．０２
M 乙酸铵)＝１５∶８５;流速１．０mL/min;紫外检测

器波长２２８nm;柱温３５℃;进样量２０μL.

１．６　ITC实验

采用纳瓦级等温滴定微量热仪,样品池体积为

１mL,注射器体积 ２５０μL.将 １ mL４ mg/mL
HSA溶液注入样品池,２５０μL１mg/mLHA 溶液

装入注射器,恒温至３７℃,待基线稳定后滴定,每次

滴定体积为１０μL,间隔时间为６００s.
在相同条件下以 HA 溶液滴定纯水作为空白.

滴定完成后获得微量热曲线,数据处理后得到焓变

(ΔH)、熵变(ΔS)和解离常数(Kd)等热力学参数.

１．７　HAＧMMIPs的重复使用

称取２mgHAＧMMIPs或 MNIPs若干份于离

心管内,各加入２mL２００μg/mLHA溶液,超声混

匀后,室温下将其置于恒温振荡器中振荡吸附２h.
磁力分离 HAＧMMIPs(或 MNIPs),获取上清液待

测.采用上述１．３中的洗涤方法对磁力分离的 HAＧ
MMIPs(或 MNIPs)进行洗涤,直至上清液无 HA
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检出,冷冻干燥、回收.将回收的 HAＧMMIPs或

MNIPs,循环重复以上吸附、洗涤实验４次,将每次

完成吸附实验后的上清液(共５份),进行 HPLC分

析,分析峰面积,计算上清液中 HA 浓度,按式(１)
计算 HAＧMMIPs(或 MNIPs)对 HA的吸附量Q.

２　结果与讨论

２．１　印迹条件对HAＧMMIPs吸附效果的影响

在 MIPs的制备中,功能单体与模板之间相互

作用力越强,越有利于 MIPs选择性识别位点的形

成;MAA是最常用的非共价型 MIPs的功能单体之

一[８],既可以作为氢键的供体,也可以作为氢键的受

体.丙烯酸基 MIPs主要通过自由基聚合制备.通

过大量实验,我们对聚合反应中使用的溶剂及 HA、

MAA、Fe３O４＠NH２等的配比进行优化,发现溶剂

为乙腈,HA:MAA:Fe３O４＠NH２的比例为０．１４g:

４００μL:０．１g,且 HA与 MAA经过４℃孵育过夜,
印迹聚合物对 HA 的吸附效果最好.推测 HA 与

MAA经过４℃孵育过夜,有利于二者间产生氢键.
在此基础上进一步对分子印迹的聚合时间进行优

化,分别制备聚合时间为１、１．５、２、３、６、１２、１８h的

印迹聚合物,并评价其对 HA 的吸附能力(吸附条

件同动力学吸附实验,吸附时间为２h).由图２可

知,HAＧMMIPs对 HA 的吸附量Q 随聚合时间延

长呈现先增后减的趋势(聚合时间为３０min时,聚
合物产量极少,故无数据列出),且在聚合时间为２
h时Q 值最大.作为对照,磁性分子非印迹聚合物

(MNIPs)对 HA的吸附随聚合时间的变化不大,且
明显低于 HAＧMMIPs对 HA的吸附.计算聚合时

间为 ２h 时 HAＧMMIPs 印 迹 因 子 IF(QMMIPs/

QMNIPs)约为３.由此,得出最优的聚合时间为２h.
分析可能原因:聚合时间过短时印迹腔未完全形成,
聚合时间过长时则表面印迹层较厚,HA 进入印迹

腔受阻,导致吸附量减少.

图２　聚合时间对 HAＧMMIPs吸附量的影响

２．２　TEM 表征分析

如图３所示,Fe３O４＠NH２和 HAＧMMIPs分散

度均较好且尺寸均一.利用 Nanomeasure软件对

聚合物的粒径进行分析,Fe３O４＠NH２的平均粒径

约为２０nm,HAＧMMIPs的平均粒径约为２３nm.

HAＧMMIPs的粒径比 Fe３O４＠NH２的粒径仅略有

增加,提示分子印迹聚合物已包覆且包覆层比较薄.

图３　透射电镜图

２．３　HAＧMMIPs吸附动力学

动力学吸附实验结果如图４所示:HAＧMMIPs
和 MNIPs在０~２h间对 HA的吸附量均随着时间

的延长而增加,但是二者的增变模式有很大区别;

HAＧMMIPs对 HA 的吸附量在１５min~１．５h间

有个快速增加的过程,在１．５~２h间增加略放缓;

MNIPs对 HA的吸附量在１５min~２h间始终保

持较慢 的 增 加.当 吸 附 时 间 大 于 ２h 后,HAＧ
MMIPs和 MNIPs对 HA的吸附曲线都趋于平缓.

HAＧMMIPs对 HA 早期吸附量的增加速率明显高

于 MNIPs,且 HAＧMMIPs对 HA 的吸附量始终远

大于 MNIPs,说明含印迹腔的 HAＧMMIPs相比

MNIPs对 HA具有更强的亲和力,这是由于 HAＧ
MMIPs印迹腔内的空间、尺寸、化学键等共同作用、
对 HA进行特异性识别的结果.“定制”的印迹腔

能够更多更快地吸附 HA 分子,这与不含印迹腔的

MNIPs对 HA的非特异性吸附完全不同.当 HAＧ
MMIPs印 迹 腔 逐 渐 被 HA 占 据 饱 和 后,HAＧ
MMIPs对 HA的吸附量不再随着时间延长而发生

明显变化.

图４　HAＧMMIPs对 HA的动力学吸附曲线

为进一步研究吸附过程的速率控制和传质机

理,将一级(准一级)、二级(准二级)等动力学吸附模

型用于评价 HAＧMMIPs对 HA 的吸附特性[９].根

据拟合数据对比,图４数据更符合 Lagergren(拉格

尔格伦)准一级动力学吸附模型(图５).Lagergren
准一级动力学吸附模型的方程式为

Q ＝ Qt(１－exp(－kf􀅰t)) (２)

其中:Q 为 HAＧMMIPs对 HA 的吸附量,Qt表示

HAＧMMIPs对 HA 的平衡吸附量,kf 表示一级吸

附速率常数,t为吸附时间,h.由图５可知,准一级
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动力学模型计算的Qt值(≈４７．７μg/mg)与实验测

出的Qt值(≈ ４４．８μg/mg)吻合较好.Lagergren
准一级动力学吸附模型表明,影响 HAＧMMIPs对

HA吸附量Q 值的最主要变量是时间.

图５　HAＧMMIPs对 HA的动力学吸附拟合曲线

２．４　HAＧMMIPs的等温吸附曲线

如图６所示,HAＧMMIPs和 MNIPs的等温吸

附曲线略有不同.HAＧMMIPs对 HA 的等温吸附

曲线大概有３种特征;HA 浓度为０~１４０μg/mL
时,HAＧMMIPs对 HA 的吸附量随 HA 浓度增加

而快速增加;HA 浓度为 １４０ ~ ２００μg/mL 时,

HAＧMMIPs对 HA的吸附量随 HA 浓度增加而增

速放缓;HA 浓度大于２００μg/mL时,HAＧMMIPs
对 HA的吸附量随 HA浓度增加而无明显变化,说
明吸附趋于饱和,对 HA 最大吸附量超过９５μg/

mg.对于 MNIPs,HA浓度为０~１４０μg/mL时,

MNIPs对 HA的吸附量随 HA 浓度增加而快速增

加;HA浓度大于１４０μg/mL时,MNIPs对 HA 的

吸附量无随 HA浓度增加而明显变化,吸附趋于饱

和.相同 HA 浓 度 下,MNIPs的 吸 附 量 远 小 于

HAＧMMIPs,这是由于 HAＧMMIPs对 HA 的特异

性吸附,拥有印迹空穴的 HAＧMMIPs能吸附更多

的 HA.

图６　HAＧMMIPs对 HA的等温吸附曲线

２．５　HAＧMMIPs和HSA对HA的吸附比较

由图７可知,相同吸附条件下,HA 浓度为１００

μg/mL时,HAＧMMIPs对于 HA 的吸附量略大于

HSA对于 HA 的吸附量;HA 浓度为２００μg/mL
时,HAＧMMIPs对于 HA 的吸附量远大于 HSA 对

于 HA的吸附量.从图６HAＧMMIPs的等温吸附

曲线可以看出:当 HA 浓度大于２００μg/mL,HAＧ
MMIPs对 HA的吸附趋于饱和;在 HA２００μg/mL
浓度下,HAＧMMIPs对 HA 的吸附量相比 HSA 很

有优势.

图７　HAＧMMIPs和 HSA对 HA的吸附比较

等温滴定微量热(ITC)技术能够原位、在线、灵
敏地监测生物分子结合过程中产生的微热变化,以
此获得其平衡解离常数 Kd、摩尔结合焓 ΔH、摩尔

结合熵 ΔS 等热力学参数.在３７ ℃下 HA 滴定

HSA,图８a每一峰值表示每次滴定产生的热变化

补偿,图８b为每次滴定产生的热效应与滴定和被滴

定分子的摩尔比作图得到一条结合曲线.由图中数

据可知,HA与 HSA结合的焓变化为负值,表明结

合过程都是放热的.根据作图后的结合曲线测算,

HA与 HSA的平衡解离常数为５．２８３×１０Ｇ４M,该
数值和已有文献报道的相应值很接近[２].另据文献

报道,蛋白结合性毒素[１]如硫酸吲哚酚(Indoxyl
sulfate,IS)、硫酸对甲酚(pＧcresylsulphate,PCS)、
对甲酚 (pＧcresol,PC)、吲哚乙酸 (indoleＧ３Ｇacetic
acid,IAA)等与 HSA非共价结合,亲和力多处于中

低等亲和力范围[１０Ｇ１３];HA 与 HSA 的亲和力值在

众多蛋白结合性毒素与 HSA 的亲和力值中处于中

等水平.
大多数血液净化方式对蛋白结合性毒素的清除

效果较差[１,１４].由于分子印迹聚合物的材料特性及

ITC仪器使用限制,虽然无法直接应用ITC技术对

HA与 HAＧMMIPs之间的亲和力进行测算,但结

合图６、图７与图８能够得出,HAＧMMIPs对 HA
有着比 HSA 对 HA 更强的吸附能力.这说明,

HAＧMMIPs有进一步应用于血液净化领域的潜力.
临床研究表明[１４],在血液净化透析液中加入一定浓

度的 HSA(如浓度为２０％),透析过程中血液一侧

部分毒素可与所结合的 HSA 解离、穿过透析膜,依
靠膜两侧浓度梯度差配位结合于透析液一侧的

HSA.Mitzner等[１５]认为,毒素解离并跨膜趋向移

动,是由于透析液一侧的 HSA 始终具有大量的未

结合位点.基于此,可以大胆假设:如果把透析液一

侧中的 HSA替换成与毒素亲和力高很多的高分子

聚合物材料,那么在透析过程中毒素跨膜趋向移动

的作用将会更加显著.

２．６　HAＧMMIPs的可重复使用性

洗脱掉所结合的分子后的 HAＧMMIPs可以被
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(b)结合反应热对马尿酸与 HSA物质的量比

的单位点结合的拟合曲线

图８　HA滴定 HSA的等温滴定微量热曲线

回收并重复使用.对 HA 连续进行５个吸附Ｇ洗脱

循环实验,考察印迹聚合物的稳定性及吸附能力(图

９),数据表明,HAＧMMIPs性质很稳定,经５次吸

附—洗脱循环后,HAＧMMIPs在第５次循环实验中

对 HA的吸附量仍可达首次吸附量的９２．８％.

图９　HAＧMMIPs在吸附Ｇ洗脱循环中对 HA的吸附量

３　结论

１)以氨基修饰的磁性纳米颗粒为核,结合表面

分子印迹技术,建立了一种制备核壳型马尿酸磁性

分子印迹聚合物的方法.所制备的磁性分子印迹聚

合物 HAＧMMIPs对 HA 最大吸附量大于９５mg/

g,相应的印迹因子约为３,说明具有较大的吸附量

和较好的印迹效果.

２)研究其吸附动力学曲线发现,HAＧMMIPs对

HA的吸附在２h基本达到平衡.

３)比 较 HSA 对 HA 的 吸 附 等 实 验,HAＧ
MMIPs在吸附 HA上表现出对 HSA 的明显优势,
说明 HAＧMMIPs有进一步应用于血液净化领域的

潜力.

４)HAＧMMIPs具有良好的可重复利用性,印迹

聚合物经过了５次吸附Ｇ洗脱循环,依旧表现出对

HA良好的吸附能力.

５)HAＧMMIPs在各个实验中以磁分离技术实

现分离目的,具有快速、简便的特点,提示其具有应

用于复杂样品的潜力.根据上述实验结果可知,

HAＧMMIPs有希望作为潜在的选择性吸附材料运

用于血液净化领域,分离和吸附尿毒症患者血液内

高浓度的 HA.
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PreparationforCoreＧshellMagneticMolecularlyImprinted
PolymersUsingHippuricAcidTemplate

FANShimeng,LIULian,OUYANGJingyu,LIU Hao,YOUXiangyu,LILingling,SUJiangtao
(１SchoolofBiologicalEngineeringandFood,HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China;

２MedicalSchool ,WuhanUniv．ofArtsandScience,Wuhan４３０３４５,China)
Abstract:Usingsurfacemolecularimprintingtechnology,aminatedmagneticnanoparticlesasthecore,
hippuricacid(HA)asthetemplatemolecule,methacrylicacid(MAA)asthefunctionalmonomer,azobiＧ
sisobutyronitrile(AIBN)astheinitiator,andethylacetateGlycoldimethacrylate(EGDMA)wasusedasa
crosslinkingagenttopreparecoreＧshellhippuricacid magnetic molecularlyimprintedpolymers (HAＧ
MMIPs)．Itsstructurewascharacterizedbyelectronmicroscopy,anditsperformancewasevaluatedbyexＧ
perimentssuchaskineticadsorption,isothermaladsorption,andcomparisonofHAＧMMIPsandHSA＇s
adsorptionofHA．TheresultsshowthatHAＧMMIPshavebetteradsorptioncapacityforHA,betterimＧ
printingefficiency,andshowobviousadvantagesoverHSAinadsorbingHA;throughatleastfiverounds
ofadsorptionＧelutioncycleexperimentsonHA,itisshownthatHAＧMMIPshaveagoodabilitytoreuse．
ThisstudyprovesthatHAＧMMIPshavegoodseparationandadsorptionabilitytohippuricacid,andmay
havepotentialadvantagesfortheseparationandadsorptionofhippuricacidinuremiapatients．
Keywords:Hippuricacid;uremictoxin;molecularimprinting;humanserumalbumin

[责任编校:张　众]

(上接第４６页)

AsynchronousDistributedTrainingAlgorithmbasedonGossip
ZHOUJia,TUJun,RENDonglin

(SchoolofComputerScience,HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China)
Abstract:RingAllReducealgorithm,oneoftheexistingdecentralizeddistributedclusters,canreducethe
bottleneckofthecentralnodecommunication．However,thecommunicationalgorithmissynchronous,
whichwillleadtolongercommunicationwaitingtimeinterＧnodeinthecluster．CombinedtheGossipproＧ
tocolwithStochasticGradientDescent(SGD),thispaperproposesacommunicationframeworkGossip
RingSGD (GRＧSGD)fordeeplearning．GRＧSGDisdecentralizedandasynchronous,andsolvestheprobＧ
lemoflongcommunicationwaitingtime．ThispaperusestheImageNetdatasetandtheResNetmodelto
verifythefeasibilityofGRＧSGDandcomparesitwithRingAllReduceandDＧPSGD,anditturnsoutthat
GRＧSGDfinishesthetraininginshortertime．
Keywords:distributedDecentralization;Gossip;asynchronous
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