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摘  要：以丙烯酰胺和甲基丙烯酸为功能单体制备得到了具有选择性识别能力的人血红蛋白分子印迹聚合物. 该印迹

聚合物的分子识别特性来自聚合物的结合基团与印迹分子的功能基团之间的氢键和静电作用，以及印迹孔穴的空间几

何选择性. 研究表明，聚合单体中甲基丙烯酸的含量会影响聚合物对血红蛋白的特异结合能力及分子印迹聚合物的吸

附容量和洗脱性能. 
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1  前 言 

分子印迹技术是一种人工合成对特定目标分子具

有高度亲和性的高分子聚合物的技术. 在聚合过程中，

印迹分子通过氢键、静电作用、疏水作用等非共价键作

用，对可聚合的功能单体进行组装，然后除去印迹分子，

在聚合物中留下了功能基团精确排布的孔穴，该孔穴与

印迹分子的形状、大小、电荷分布具有互补性，因而这

种聚合物具有选择性识别印迹分子的功能. 
目前，分子印迹技术已成功用于氨基酸类、糖类及

其衍生物和药物类手性物质的分离[1−3]，但对生物大分

子，如蛋白质的印迹技术研究还较少有成功的范例[4,5]. 
相对于小分子的印迹，生物大分子印迹技术存在着诸多

困难：(1) 由于生物大分子的结构复杂，与功能单体的

可结合位点众多，造成功能单体的选择十分困难；(2) 生
物大分子的巨大体积使其在分子印迹聚合物中的传质

较差，造成印迹分子的解吸和洗脱十分困难，并且使大

分子的分子印迹聚合物的吸附容量很小；(3) 由于生物

大分子在许多条件下容易变性失活，引起空间结构的改

变而使分子识别受到破坏，因此其印迹聚合物的制备及

操作条件必须十分温和，包括溶剂、聚合温度等条件的

选择都受到很大限制，等等. 因此，采用多种水溶性的

功能单体制备蛋白质分子印迹聚合物可能是一种较好

的选择[5−7]. 
本研究以人血红蛋白为印迹分子，采用丙烯酰胺和

甲基丙烯酸为功能单体，成功制备了对人血红蛋白具有

较高选择性的分子印迹聚合物，对生物大分子的印迹技

术作了初步探索. 

2  实 验 

2.1 仪器与试剂 

人血红蛋白(HHb)，溶菌酶(Lysase)，牛血清白蛋 

白(BSA)，华美生物工程公司；甲基丙烯酸(MAA)，分

析纯，天津化学试剂六厂分厂，使用前用活性炭吸附除

去阻聚剂；丙烯酰胺，分析纯，北京化学试剂公司；N, 
N′−亚甲基双丙烯酰胺，分析纯，北京化学试剂公司；

四甲基乙二胺(TEMED)，中国科学院上海生物化学研究

所；其余试剂均为分析纯. 
ÄKTA explorer 型液相色谱仪，Agilent 8453 型紫外− 

可见光分光光度计. 
2.2 分子印迹聚合物的制备 

以丙烯酰胺和甲基丙烯酸为功能单体，以人血红蛋

白为印迹分子，制备分子印迹聚合物(MIPs). 称取一定

量的丙烯酰胺和甲基丙烯酸，使丙烯酰胺和甲基丙烯酸

的总量为 3 mmol，加入 N,N′−亚甲基双丙烯酰胺 36 mg，
加入 3 mL 溶有 5 mg/mL 人血红蛋白和 0.2 mg/mL 过硫

酸铵的磷酸盐缓冲液(0.01 mol/L, pH 6.2)，超声波处理

10 min 后加入 TEMED 90 µL 进行聚合. 空白聚合物的

制备方法同上，只是在聚合时未加入印迹分子. 
将聚合好的 MIPs 挤过 60 目筛网，使其破碎成颗粒. 

将颗粒转移到锥形瓶中，加入 0.01 mol/L, pH 7.0 的磷酸

盐缓冲液 100 mL，25℃下置于 195 r/min 的摇床上振荡. 
定时取样，测定溶液中蛋白质的含量，直至确认未印迹

蛋白已洗脱干净. 为了洗脱印迹的蛋白质，用含 10 g/L 
十二烷基磺酸钠(SDS)的 10%(ϕ) HAc 溶液处理 2 h，然

后用去离子水反复冲洗. 洗脱后的MIPs用磷酸缓冲液反

复洗涤、离心. 
2.3 分子印迹聚合物的吸附性能 

在制备好的 MIPs 中加入 0.5 mg/mL 的人血红蛋白

溶液 5 mL，25℃下振荡 1 h，用考马斯亮蓝法测定上清

液中蛋白含量. 用同样的方法测定空白聚合物对人血红

蛋白的吸附. 
将待吸附样品换成牛血清白蛋白溶液(溶解于 pH 
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4.6 的磷酸缓冲液中)，用同样的方法测定 MIPs 对非印

迹蛋白的吸附性能. 
2.4 分子印迹聚合物的色谱评价 

将洗脱印迹分子后的MIPs装入改造的 2.5 mL塑料

注射器内，接上 ÄKTA explorer 液相色谱仪，对印迹蛋

白质进行色谱评价. 上样量为 100 µL(蛋白质浓度为 1 
mg/mL)，流动相为 0.01 mol/L 的磷酸盐缓冲液(pH 7.0)，
流速 0.1 mL/min，用 220 nm 波长紫外检测流出液中的

蛋白质. 
2.5 光谱法分析功能单体与印迹分子的相互作用 

在 0.01 mol/L 的磷酸盐缓冲溶液中(pH 6.2)，固定

人血红蛋白的浓度(0.2 mg/mL)，渐增丙烯酰胺或甲基丙

烯酸的量，配制成系列溶液，以对应的丙烯酰胺或甲基

丙烯酸空白溶液为参比，扫描这些溶液在 190~800 nm
的吸收光谱，以观测功能单体与印迹分子的相互作用. 

3  结果与讨论 

3.1 人血红蛋白分子印迹聚合物的制备 

考察了印迹蛋白质相对用量对 MIPs 制备的影响，

发现对于聚丙烯酰胺类的 MIPs，未被印迹的蛋白质比

率随印迹蛋白质用量的加大而降低，但最低只能达到约

50%左右，如图 1 所示.  即尽管加大印迹蛋白质的用量 

在一定程度上可以增加 MIPs 的印迹量，但同时也会造

成印迹分子的大量损失，并增大印迹分子的扩散阻力. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 1 印迹蛋白质用量与未印迹比率的关系 
Fig.1 The relationship between weight of protein for  

imprinting and non-imprinted ratio of protein  

3.2 人血红蛋白分子印迹聚合物的色谱评价 

进一步对 HHb−MIPs 的吸附特异性进行液相色谱

评价. 由图 2 可见，HHb−MIPs 对印迹分子 HHb 具有一

定的吸附量. MIPs 中 HHb 分子的解吸不彻底，原因可

能是较大分子量的 HHb 在 MIPs 中的结合位点比较多，

而 HHb−MIPs 对非印迹蛋白溶菌酶基本无吸附，即人血

红蛋白的 MIPs 对其他蛋白质的非特异性吸附很小. 
  

 

 

 

 

 

 
图 2 HHb−MIPs 及空白聚合物对印迹的 HHb 和未印迹的蛋白溶菌酶的色谱图 

Fig.2 Liquid chromatography of HHb-MIPs and blank polymer for imprinted HHb and non-imprinted lysase 

3.3 印迹分子与功能单体的相互作用 

由于大多数功能单体都需在有机溶剂中发生聚合，

而有机溶剂易导致蛋白质分子结构变性. 为此，采用能

在水溶液中聚合的功能单体(丙烯酰胺、甲基丙烯酸)制
备 HHb 的 MIPs，并用紫外滴定法研究了溶液中功能单

体与印迹分子 HHb 的相互作用. 
按前述方法，在印迹分子血红蛋白溶液中改变功能

单体(丙烯酰胺或甲基丙烯酸)浓度，得到一系列溶液的

吸收光谱. 随功能单体浓度的变化，HHb 的吸收光谱发

生了变化，这表明在人血红蛋白和功能单体之间产生了

相互作用. 由于丙烯酰胺在水中是非解离的，其酰胺基

团能在水中形成氢键[8]，因此推测该结合作用是血红蛋

白与丙烯酰胺的酰胺基之间形成的氢键作用. 而 MAA
的羧基能在水中形成氢键[8]，且 HHb 和 MAA 在 pH 6.2
的磷酸盐缓冲液中带不同电荷，因此 HHb 和 MAA 之间

存在的可能是较强的静电作用和氢键的协同作用. 

20 40 60 80 100 120

48

50

52

54

56

58

60

N
on

im
pr

in
te

d 
pr

ot
ei

n 
ra

tio
 (%

) 

Weight of protein (mg)

0 2 4 6 8 10

0

30

60

90

120

150
(a) Imprinted HHb

 HHb-MIPs
 Blank polymer

A
bs

or
ba

nc
e 

(m
AU

)

Elution volumn (mL)
0 2 4 6 8 10

0

40

80

120

160

200

240
(b) Non-imprinted lysase

 HHb-MIPs 
 Blank polymerAb

so
rb

an
ce

 (m
A

U
)

Elution volumn (mL)



第 3 期                        孙瑞丰等：人血红蛋白分子印迹聚合物的制备及分子识别性能                        343  

功能单体的种类和浓度对制备 MIPs 非常关键，会

影响到印迹分子的洗脱、在聚合物中的传质及 MIPs 的

吸附容量. 由于 MAA 与血红蛋白之间存在较强的静电

作用，添加 MAA 可加大 MIPs 的吸附容量，但同时也

会使 MIPs 的非特异性结合增加. 因此需对 MIPs 中

MAA 的添加量进行考察. 
3.4 分子印迹聚合物对人血红蛋白的特异性吸附性能 

考察了不同MAA含量的HHb−MIPs的特异性吸附

性能，研究对象分别为 HHb 及分子量相近(67000 Da)
的非印迹蛋白−牛血清白蛋白(BSA)，结果如图 3 所示. 

由图 3(a)可见，HHb−MIPs 对非印迹蛋白质 BSA 

的结合量与空白聚合物的结合量几乎一致，说明 HHb− 
MIPs 对 BSA 没有特异性的识别能力. 而 HHb−MIPs 对
印迹分子 HHb 的吸附量与空白聚合物有一定的差别，

说明 HHb 的分子印迹聚合物对 HHb 具有特异性吸附能

力[图 3(b)]. 由于聚丙烯酰胺是一种惰性凝胶，不含

MAA的空白聚合物对HHb几乎没有吸附，但不含MAA
的 MIPs 对 HHb 则有一定的吸附. 这是由于在 MIPs 中
有与 HHb 匹配的空间结构，可以利用空间效应吸附一

定的印迹分子. 随着 MAA 含量的增加，MIPs 和空白聚

合物对人血红蛋白的吸附量都增加，这表明 MIPs 的吸

附容量主要取决于 MAA 的含量. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 不同 MAA 含量的 HHb−MIPs 对 BSA 和 HHb 吸附性能的比较 
Fig.3 Binding comparison of MIPs for bovine serum albumin (BSA) and HHb at different contents of MAA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 HHb−MIPs 中 MMA 含量对特异性吸附的影响              图 5 HHb−MIPs 中 MAA 含量对洗脱的影响 
Fig.4 Effect of MAA content on specific binding rate of HHb-MIPs    Fig.5 Effect of MAA content on elution capacity of HHb-MIPs 

定义 MIPs 的特异吸附量(mg)为印迹胶吸附量与非

印迹胶吸附量之差，考察 MAA 加入量与 MIPs 特异性

吸附性能的关系，结果如图 4 所示. 当 MAA 含量较低

时，MIPs 对人血红蛋白具有较高的特异性吸附，但当

MAA 的加入量由 1 µL 增至 2 µL 时，特异性突然下降. 
进一步增加 MAA 的加入量，MIPs 的特异性吸附变得更

不明显. 这说明 MAA 较强的静电作用会加大聚合物的

非特异性吸附，使印迹蛋白质的模板作用表现得不明显. 

3.5 甲基丙烯酸含量对印迹蛋白洗脱的影响 

在蛋白质分子印迹技术的研究中，为了洗脱印迹的

蛋白质分子，常常不得不采用蛋白酶降解或其他苛刻的

方法，因此无法得到有活性的蛋白质[7,9]. 
为了将蛋白质 MIPs 用于分离有活性的蛋白质，采

用增加离子强度的方法进行印迹蛋白的洗脱. 由图 5 可

见，随着 MIPs 中 MAA 含量的增加，采用高离子强度

的 NaCl 溶液(0.5 mol/L)对印迹蛋白的洗脱量逐渐减少，
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说明 MAA 含量增加，使 MIPs 与印迹蛋白之间的相互

作用(主要是静电作用)增强，仅用高离子强度的溶液进

行印迹蛋白的洗脱就比较困难. 此外，由于蛋白质分子

体积很大，MIPs 中的传质问题也可能是导致洗脱效果

不理想的一个重要原因. 
尽管高离子强度溶液的洗脱效果不显著，但经多次

重复吸附和洗脱实验的结果表明，人血红蛋白的 MIPs
对印迹分子 HHb 的特异性识别能力保持不变，可以多

次重复使用. 

4  结 论 

用丙烯酰胺和甲基丙烯酸为功能单体制备得到了

具有一定选择性识别能力和较好吸附性能的人血红蛋

白印迹聚合物. 该分子印迹聚合物的分子识别特性来自

该聚合物的结合基团与印迹分子功能基之间的氢键和

静电作用及印迹孔穴的几何选择性. 聚合单体中甲基丙

烯酸的含量会同时影响聚合物对血红蛋白的吸附容量、

特异结合能力和洗脱能力. 为了使洗脱的印迹蛋白质保

持生物活性，可考虑采用高离子强度溶液进行印迹分子

解吸和洗脱，此方面尚需进一步研究. 
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Preparation and Specific Molecular Recognition Properties of                        
Human Hemoglobin Imprinted Polymers 

SUN Rui-feng,  LUO Hui,  YU Hui-min,  SHEN Zhong-yao 

(Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China) 

Abstract: Using acrylamide and methylacrylic acid as functional monomers, human hemoglobin molecular-imprinting-polymers 
(HHb-MIPs) were successfully prepared. The studies showed that the specific molecular recognition properties of HHb-MIPs were 
related to both the interactions between the functional groups of polymers and imprinted protein, and geometric complementation of the 
cavities in the polymers. Further studies showed that the content of methyacrylic acid in the polymers could affect the specific binding 
properties of MIPs. The supplementation of methylacrylic acid can increase the specific adsorption capacity of the HHb-MIPs on the one 
hand, but decrease the elution capacity on the other hand. 
Key words: acrylamide; methylacrylic acid; human hemoglobin; molecular imprinting polymers; molecular recognition 


