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基于硼亲和策略的分子印迹技术研究进展
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摘要!基于硼酸配基与顺式二羟基化合物的可逆共价结

合"硼亲和分子印迹技术具有印迹效率高&亲和力强以及

Q

2

调控的结合与释放等优势"被广泛应用于含有顺式二

醇配基分子的分离与富集#文章介绍了硼亲和分子印迹

技术在核苷酸&糖&糖蛋白&细胞和细菌识别及富集中的

应用"并对其发展前景进行了展望#

关键词!分子印迹'硼亲和'顺式二醇生物分子'分离富集
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核苷$糖类$多聚糖和糖蛋白等一类含有顺式二醇的

生物分子在代谢组学$糖组学和蛋白质组学等研究领域

具有重要意义%但生物样品中#含有顺式二醇的生物分

子含量较低#并且高浓度的干扰组分严重影响检测的灵

敏度和准确性%因此#针对具有顺式二醇的生物分子的

选择性富集显得尤为重要%在众多分离富集方法中#基

于与顺式二羟基化合物的可逆共价结合作用实现分离富

集的硼亲和策略引起研究者的广泛关注/

#

0

%

Q

2

值调控

的可逆共价结合作用是硼亲和策略实现选择性富集的关

键#硼酸盐与顺式二醇物质的结合$解离取决于其结合特

性%当溶液
Q

2

高于硼酸配基的
Q

8<

值时#硼酸盐可以

与含有顺式二醇的物质形成五元或六元环酯,当溶液
Q

2

为酸性时#硼酸-顺式二醇复合物自动解离%这种可逆

的共价结合作用#赋予硼亲和材料广谱选择性$

Q

2

调控

结合与释放$较快的解吸速度等特性%但是#传统硼亲和

材料也存在一些局限性*硼酸配基较高的
Q

8<

值#导致只

能在碱性条件下才能实现共价结合作用#生物兼容性较

差,选择性较差#由于硼酸配基对顺式二醇结构的广谱性

识别#无法满足对特定目标的选择性富集,亲和力较低#

大多数硼基材料
P>

值为
#"

X&

"

#"

XW

#低丰度靶标富集

时易受干扰%

分子 印 迹 技 术 )

;C>HBM><O=;

Q

O=DFHLFHBGDC>C

E@

#

03V

+是以特定的分子作为模板#通过与功能单体相互作

用形成配合物#经过聚合$洗脱#在聚合物表面或内部形

成具有选择性的识别空腔/

!

0

%分子印迹聚合物空腔的可

设计性#特异性识别能力在纯化和分离/

6

0

$化学.生物传

感器/

+

0

$抗体的生物识别/

&X7

0和药物的识别与释放/

W

0等

领域受到广泛关注%根据印迹方式#分子印迹通常分为

共价/

%

0和非共价键印迹/

$

0

#其中非共价键印迹可以针对

模板分子进行功能单体的选择与设计#但预聚合中的动

态平衡会导致聚合过程中形成大量非均一的印迹位点,

传统的共价键印迹方法虽然能够获得均一的印迹位点#
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但模板分子不易被去除#吸附位点较少%

因此#将硼亲和策略与分子印迹技术相结合#硼亲和

的可逆共价结合反应有利于模板分子的印迹与去

除/

#"X#6

0

,同时#分子印迹所构筑的选择性空腔/

#+

0

#不仅能

提高硼亲和材料的选择性能#利用纳米尺寸印迹空腔的

限域效应/

#&X#7

0

#还可以进一步提高硼基材料对含有顺式

二醇结构分子的亲和能力#实现快速$稳定$有选择性的

富集含有顺式二醇的生物分子%结合最新的研究#文章

总结硼亲和分子印迹技术在富集核苷$糖类$多聚糖和糖

蛋白等方面的研究进展#并对该技术的发展前景进行展

望#旨在拓宽分子印迹技术的应用范围%

#

!

硼亲和分子印迹技术的应用进展

#A#

!

核苷酸检测

核苷酸是
.41

和
'41

的重要组成部分#为生命体

细胞代谢提供了信息#其在血液中的含量也可用于评估

氧化应激/

#W

0

%由于核苷酸分子量较小#而且能够用于反

应结合的官能团也较少#因此研究出一种能够高效$特异

性富集分离核苷酸的方法显得尤为重要%

利用制备分子印迹聚合物时所形成的选择性空腔#

可以特异性识别模板核苷酸/

#%

0

#

bCD

E

C

等/

#$

0以乙酰乙酸

甲酯)

011

+为功能单体#

$:

乙基腺嘌呤)

$:*1

+为模板分

子#乙二醇二甲基丙烯酸酯)

*\.01

+与
4

#

4:

)

#

#

!:

亚

苯基+二)

!:

甲基
:!:

甲基丙酰胺+)

a.S0a

+分别作为交联

剂与引发剂进行引发聚合#制备了含有腺嘌呤识别位点

的分子印迹聚合物)

03a

+#制备的
03a

虽然具有较好的

吸附容量和较高的印迹因子#但达到吸附平衡的时间较

长)

6&;=D

+#且聚合环境中有毒试剂较多%

4HN=;

等/

!"

0

制备了一种丙烯酰胺苯基硼酸分子印迹聚合物#用于选

择性富集核苷酸%以苯硼酸化的丙烯酸为功能单体#过

硫酸铵为交联剂#相应的核糖核苷酸钠盐作为模板分子#

通过电聚合方式在金电极表面形成核苷酸印迹膜#这种

利用电聚合方式制备的印迹膜吸附容量可达
W7;

E

.

E

#印

迹因子为
%A7

#具有很好的选择性%同时溶液中的腺嘌呤

浓度达到纳摩尔水平就可以产生明显的电信号#表明该

方法具有很好的灵敏度#同时聚合环境中有毒试剂较少%

为了进一步提高印迹聚合物的热稳定性和对核苷的

吸附效果#

2M

等/

!#

0制备了一种具备高吸附能力的
03aN

)硼酸盐亲和核壳结构分子印迹+#以胞苷$尿苷$肌苷$鸟

苷为模板分子#氨基苯硼酸)

1aS1

+改性的
011

为功能

单体#二氧化硅为载体#

*.\01

为交联剂制备了印迹聚

合物#结果表明
03aN

在
6""[

以下具有良好的稳定性#

在
7""[

以上完全分解%通过
2ab(

固相萃取柱分析得

出#当使用
&Y

三氟乙酸.乙腈)

W

$

6

#体积比+混合溶液为

洗脱液#洗脱液体积为
"A+;b

时#洗脱后溶液中模板分

子的峰面积最高#相对应的峰面积达
#AW$h#"

&

#

#A+"h

#"

7

#表明该条件下的洗脱环境最好%当样品
Q

2

为
$

时#

吸附后通过液相方法分析#核苷峰面积最高为
#A&Wh

#"

&

#表明该条件下
03aN

的吸附效果最好#同时所使用的

载体二氧化硅具有特殊的中间结构#具有较大的比表面

积#在通过
)a*

柱时#可以吸附更多的模板分子#吸附效

率进一步提高%

#A!

!

糖类及其衍生物检测

糖类是一类重要的生物分子#在实际应用中具有重

要的作用%大多数糖类只有一种具有不同立体化学性质

的官能团)羟基+#使得其对不同糖类的识别极为困难%

苯硼酸对于含有顺式二羟基的物质具有很好的亲和力#

能够快速与糖类物质结合#分子印迹技术可以赋予这个

过程以选择性/

!!

0

%

V<D

等/

!6

0以
::

果糖与
::

木糖为模板

分子#硼酸改性的
6:

异氰酸根合丙基三乙氧基硅烷作为

功能单体#利用硼亲和表面分子印迹策略制备了一种表

面荧光分子印迹传感器#用于选择性分离糖类%试验中

利用四乙氧基硅烷)

V*-)

+在碱性条件下缩合形成的

)=-

!

为载体#结合硼亲和分子印迹技术#制备得到了一种

双模板分子印迹聚合物%与以往的果糖-木糖分子印迹

聚合物)吸附容量
#%AW;

E

.

E

+相比#制备出的表面分子印

迹聚合物的吸附容量达
6!;

E

.

E

#由于表面分子印迹聚合

物的表面具有更多的吸附位点与印迹空腔#同时在引入

6:

异氰酸根合丙基三乙氧基硅烷后#可以通过荧光的变化

更方便地判断模板分子是否被洗脱下来#为判断模板分

子是否洗脱完全提供了有利条件%

为了进一步提高印迹聚合物对模板分子的选择性和

灵敏度#

SG<R<D<

等/

!+

0以果糖为模板分子#先将果糖与三

氨基苯硼酸)

1aS1

+预结合#在氟化物存在的情况下#采

用电聚合方式使
1aS1

在电极表面自聚得到果糖分子印

迹聚合物#相比以往制备的印迹聚合物#这种利用电聚合

方式制备得到的印迹聚合物对
::

果糖的选择性提高了

!&Y

#由于印迹膜附着在电极表面#提高了对
::

果糖的检

测灵敏度%

葡萄糖是生物进行生命活动的能量来源#同时也是

糖尿病的检测目标%多数单糖除了立体结构的差异外并

没有其他结构区别#因此很难将葡萄糖与其他单糖区分

开来%

(GHD

等/

!&

0制备了一种光引发的硼酸亲和分子印

迹生物相容性探针#用于葡萄糖的特异性检测#以
+:

乙烯

基苯硼酸)

ZaS1

+为功能单体#葡萄糖为模板分子#聚乙

二醇为致孔剂#聚乙二醇二丙烯酸酯为交联剂#

3O

E

<BMOH

#%+

为紫外线引发剂#自聚方式制备了亲水性
03a

%在紫

外引发聚合前将预聚物置于毛细管中#聚合结束后可以

得到涂覆有
03a

印迹层的毛细管探针%制备得到的
03a

具有很好的亲水性#

03a

与葡萄糖的结合常数比其他简

单苯基硼酸与葡萄糖的结合常数高
6

个数量级#吸附容量

达
6%"

$

E

.

E

#

\(:0)

检测葡萄糖的检测限为
"AW

$

;C>

.

b

#

)

"
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远远优于以往的检测器#因此在分析实际样品时可以充

分稀释#降低复杂基质干扰%制备过程简单#同时可以准

确控制探针表面的印迹层厚度#可以快速检测生物流体

和半固体生物组织中的葡萄糖%

0MG<;;<L

等/

!7

0制备

了一种基于硼亲和的微萃取探针#将印迹层印迹涂覆在

有拉曼活性银纳米粒子的镀金探针表面#再将探针插入

待检测的植物组织内#在葡萄糖或果糖与硼酸反应形成

环酯后#再对探针表面进行分析%制备得到的探针具有

较低的检测限)

#

$

E

.

;b

+#检测时间为
!";=D

#探针表面

的
03a

对葡萄糖与果糖的印迹因子高达
#!A$

#相互作用

强度达
7A&h#"

+

;C>

.

b

#探针在缓冲液中存储
!

个月后仍

具有较高的稳定性#其信号强度仅降低了
#+Y

#该探针可

以快速检测一些药用植物以及草药植物组织中的一些功

能性物质)含有顺式二醇结构+#并不仅仅局限于单糖类

化合物%

#A6

!

糖蛋白分离富集与检测

蛋白质分子印迹一直以来都是研究的热点/

!W

0

#由于

较大的尺寸导致蛋白质难以从高度交联的聚合物网络中

去除#蛋白质空间结构对环境的敏感性和大量潜在相互

作用位点可能影响印迹聚合物的交叉反应性和非特异性

吸附/

!%

0

%为了克服这些缺陷#研究提出了多种印迹方法#

如表面印迹/

!$

0

$表位印迹/

6"

0

$皮克林乳液聚合/

6#

0

$分级

印迹/

6!

0等印迹策略%其中表面.表位印迹是一种将印迹

结合位点锚定在载体表面的方法#可以改善模板蛋白难

以被去除的问题%但蛋白质结构对环境的敏感性$印迹

过程中可能出现的交叉反应性及非特异性吸附仍未得到

解决%将硼亲和策略引入蛋白分子印迹中#能够在保证

蛋白结构的同时有效提高印迹的选择性%硼酸与糖蛋白

的共价结合属于可逆反应#当溶液
Q

2

高于硼酸单体的

Q

8<

时#硼酸与糖蛋白形成共价复合物,当溶液
Q

2

低于

硼酸的
Q

8<

值时#复合物自动解离#因此只需挑选合适的

硼酸作为功能单体#制备出的分子印迹聚合物可以很好

地选择性分离富集糖蛋白#同时苯硼酸自身的亲水性以

及生物相容性也是其适用于生物分子印迹的一个重要

因素/

#"

#

66X6+

0

%

b=

等/

6&

0报道了基于硼酸盐的糖蛋白表面印迹方法#

以苯胺$

6:

氨基苯硼酸)

1aS1

+和丙烯酸连续改性的磁性

,H

6

-

+

!

1M

纳米颗粒)

4aN

+作为芯材料#引入硼酸和可

聚合双键#以辣根过氧化物酶)

2'a

+为模板#通过单体在

多功能
4aN

表面上的自由基诱导接枝共聚制备蛋白印迹

薄膜%该条件下制备的分子印迹聚合物具有较高的印迹

因子)

WA%"

+#较高的吸附容量)

6%;

E

.

E

+%

03a

在
$";=D

内达到
"A6;

E

.

;b

的饱和吸附#而非印迹聚合物则需要

!!";=D

%将制备的
03a

涂覆在电极表面可用于电化学

检测辣根过氧化物酶)

2'a

+#在
"A"#

"

"A6";

E

.

;b

的浓

度范围内具有良好的线性关系#该方法的检出限为

"A""&;

E

.

;b

%

为了进一步提高印迹聚合物对蛋白质的选择性#

b=

等/

67

0利用光引发硼酸盐亲和分子印迹用于分离富集糖蛋

白#将模板蛋白与乙烯基苯硼酸在
Q

2

%

%A"

的适当致孔

剂溶液中混合形成预聚物#将预聚物与交联剂)

a*\.1

+

和适当的
]Z

引发剂混合#然后通过
]Z

引发的自由基

聚合方式#使预聚物快速聚合成聚合物#再使用适当的酸

性溶液洗脱模板分子#留下与模板相对应的三维印迹空

腔#制备好的印迹聚合物特异选择性强#印迹因子为
$A!

%

通常基于硼亲和的分子印迹需在碱性环境下才能实现对

含有顺式二醇结构分子的识别#但通过
]Z

引发制备出

的
03a

可以在
Q

2

为
7

的环境中对模板分子有明显的亲

和力#可检测到模板蛋白的存在#拓宽了
03a

的
Q

2

范

围#无需对样品进行预处理%

同时#糖蛋白在多种生命活动中起着至关重要的作

用#是疾病诊断和治疗靶标的重要生物标志物%但糖蛋

白在体内的丰度很低#且干扰物质浓度较高%因此#开发

出一种快速$准确识别目标糖蛋白#具有高度灵敏度的方

法显得尤为重要%

)MD

等/

6W

0将分子印迹技术与硼亲和相

结合#制备了一种纸基电化学生物传感器#用于检测卵清

蛋白)

-Z1

+%先对载体二氧化硅进行一系列的修饰得到

)=-

!

!

1D

.

LN.41

.

(H-

!

作为电化学检测时的信号标签#

然后以
+:

巯基苯硼酸为功能单体制备糖蛋白印迹膜#最

后将印迹膜附在电极表面进行电化学分析%制备出的电

化学传感器可以用于检测
#

QE

.

;b

"

#"""D

E

.

;b

线性

范围内的
-Z1

#检测限较低)

"A%W

QE

.

;b

+#对于临床诊

断以及其他相关领域具有良好的应用前景%

eGM

等/

6%

0制

备了一种硼亲和分子印迹聚合物#以更好的特异性分离

富集卵清蛋白%首先通过蒸馏-沉淀聚合法制备四氧化

三铁
!

甲基丙烯酸缩水甘油酯纳米粒子作为分子印迹载

体#然后将氨基苯硼酸与乙二胺通过形成的
S:4

配位络

合物固定在四氧化三铁
!

甲基丙烯酸缩水甘油酯纳米粒

子表面作为功能单体#最后加入模板蛋白#通过自聚合形

成印迹层%制备的印迹聚合物不仅可以利用自身硼亲和

作用吸附.解吸模板蛋白#同时其磁性特征可以在外加磁

场时分离#重复利用性较好#制备的印迹聚合物对
-Z1

的吸附容量达
!6"A%;

E

.

E

#印迹因子为
WA&#

#同时印迹聚

合物在弱酸至弱碱性溶液中表现出较好的吸附性能#说

明制备的印迹聚合物在生理条件下的复杂实际样品具有

很好的应用前景%

#A+

!

细菌检测

细菌感染会造成严重的健康威胁#因此实现细菌病

原体的早期检测和鉴定显得尤为重要%目前大多数检测

方法是将抗体和亲和肽作为识别原件#但是抗体和亲和

肽制备成本高$步骤繁多且贮存稳定性较差#同时还需配

备精密的检测仪器和专业的试验人员%分子印迹聚合物

*!

权威论坛
1]V2-'3V5,-']0

总第
!#%

期
"

!"#$

年
#!

月
"



由于制备过程相对简单#良好的稳定性已被用于细菌的

选择性检测/

6$

0

#且细菌表面存在大量富含顺式二醇的物

质如磷壁酸$肽聚糖和细菌外壁上的脂多糖#易于通过硼

亲和策略实现对细菌的识别%

0CGNHD

等/

+"

0以间氨基苯

硼酸)

6:aS1

+为功能单体#葡萄糖球菌为模板细菌#采用

电化学聚合的方法在电极表面制备出细菌印迹聚合物

)

(3a

+#采用果糖的竞争性置换去除模板细菌%结果表

明#

(3a

生物传感器在检测葡萄糖球菌时#在
#"

6

"

#"

W

(,]

.

;b

的浓度范围内表现出良好的线性关系%基

于
(3a

的分子印迹传感器在浓度为
#"(,]

.

;b

情况下

对检测模板细菌仍有响应#而
43a

基本无响应#说明
(3a

在制备过程中形成了对模板细菌识别的印迹空腔#同时

采用竞争性方法去除模板细菌#不会对细菌活性结构产

生影响%

#A&

!

细胞检测

癌症是目前致死率最高的一类疾病#由癌症导致死

亡的
$"Y

都是因为癌细胞发生了转移#因此#在人体血液

中对癌细胞进行检测和隔离对于早期的诊断和治疗具有

重要意义%用于分离细胞的技术大都基于细胞的物理或

化学性质/

+#

0

#常规的方法有密度梯度离心/

+!

0

$介电电

泳/

+6

0

#或是基于细胞大小$密度$电荷或迁移性质/

++

0

#这

些方法缺乏特异性#而用于特异性检测某种癌细胞的方

法大都依赖于生物识别分子#尤其是抗体#但生物识别分

子难以制备以及保存稳定性差)易失活+%癌变时#细胞

表面通常会发生糖基化现象#可以利用硼酸对于这种含

有顺式二醇的糖类化合物具有的亲和力将硼亲和与分子

印迹结合起来#用于分离和检测癌细胞/

+&

0

%

_<D

E

等/

+7

0

制备了一种单糖荧光分子印迹聚合物用于靶向识别癌细

胞#以硼酸修饰的二氧化硅荧光纳米粒子为载体#分别以

唾液酸$岩藻糖和甘露糖为模板分子#四乙氧基硅烷为交

联剂#利用硼亲和分子印迹技术制备了不同模板印迹的

二氧化硅荧光纳米粒子)

03a

+#用于癌细胞的靶向识别与

荧光成像#试验中未加入模板分子制备得到
43a

%结果

表明#在干扰细胞与癌细胞同时存在的情况下#

03a

与癌

细胞结合后呈现强荧光#而干扰细胞则无荧光#使用
43a

作用两种细胞时#在荧光成像下均无荧光#这种方法有利

于癌细胞检测#在对
03a

与
43a

染色后#印迹聚合物同

样可以作为癌细胞成像的工具%相比常规的细胞检测手

段#印迹聚合物易制备#具有良好的保存稳定性#尤其是

在引入荧光色素后#为检测癌细胞的靶向识别与成像提

供了有利条件%

将硼 亲 和 分 子 印 迹 与 表 面 增 强 拉 曼 散 射 技 术

)

)*')

+相结合#

5=D

等/

+W

0以唾液酸)

)1

+为模板分子#以

具有表面增强拉曼效应的银纳米粒子)

1

E

4aN

+为载体#

通过
V*-)

)交联剂+在含有氨水的乙醇溶液中缩聚反应

得到表面分子印迹聚合物#用于识别表面含有唾液酸残

基的癌细胞#从而针对正常细胞$癌细胞和组织进行选择

性成像%将
)1

印迹的银纳米粒子与癌细胞和正常细胞

分别作用一段时间后#癌细胞出现很强的
)*')

信号#而

正常细胞基本无信号%基于硼亲和分子印迹制备的

)*')

探针克服了使用传统抗体探针难于制备$易于降解

的缺点#改变
)*')

探针中的印迹模板可以扩展到其他癌

症标记物的识别与成像%为更灵敏地检测癌变细胞表面

的唾液酸#

)G=DLH

等/

+%

0制备了一种荧光核壳结构的分子

印迹聚合物#以
)1

为模板分子#乙烯基苯硼酸为功能单

体#

*.\41

为交联剂#硝基苯并恶二唑为荧光标记基团#

采用自由基聚合方式制备得到
03a

#结果表明#

03a

与

)1

的相互作用强度达
7A7h#"

&

;C>

.

b

#而葡萄糖醛酸及

其他 单 糖 与
03a

的 相 互 作 用 强 度 最 高 为
#A%h

#"

&

;C>

.

b

#在细胞成像试验中#表面有唾液酸表达形成

聚糖的细胞会被染色聚集#而正常细胞没有这种现象#该

方法可应用于低浓度的唾液酸检测#具有较好的临床应

用价值%

!

!

硼亲和分子印迹技术的发展方向
目前关于核苷酸$细菌$细胞等物质的分子印迹技术

虽然已经有了较为长远的发展#但是由于此类物质本身

并未含有较多可以印迹的官能团#因此印迹效果不理想#

硼亲和策略的引入使得分子印迹技术在方法学上被推向

了新的高度#高效$准确$可控的优点#使得硼亲和分子印

迹成为了研究热点%药物分析$疾病诊断$癌细胞的成像

与靶向治疗等方面的应用#使得硼亲和分子印迹技术的

发展方向不再局限于某一类化学物质的检测#同样可以

应用于临床等方面)抗体的高效$选择性萃取$酶活性分

析等+%

6

!

总结
基于硼亲和分子印迹技术的迅速发展#尤其是对核

苷酸$糖$糖蛋白$细胞和细菌识别及富集中具有显著的

优势%但硼亲和分子印迹技术仍存在不足#主要体现在*

%

在制备硼亲和分子印迹过程中仍需加入氟化钠$过硫

酸铵等有毒有害试剂#试验大都在有机相中进行#而用于

水相印迹的体系较少#同时如何实现印迹层的可控制备

和定向印迹仍需进一步研究%

&

硼亲和分子印迹技术目

前仅限于含有顺式二醇结构的物质#如何拓展到其他分

子或离子印迹中仍有待研究%

'

进一步拓展硼亲和分子

印迹聚合物在不同光电传质界面上的应用%
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斐等!基于硼亲和策略的分子印迹技术研究进展


