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分子印迹技术在真菌毒素检测中的应用

何庆华，许 杨
(南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，中德联合研究院，江西 南昌      330029)

摘   要：旨在综述分子印迹技术在真菌毒素检测中的应用，介绍分子印迹技术的原理、聚合物制备的过程以及评

价聚合物性能的指标，并介绍粮食中常见真菌毒素：玉米赤霉烯酮、赭曲霉毒素 A、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、黄

曲霉毒素分子印迹聚合物的制备及其在固相萃取、生物传感器中检测真菌毒素的应用，分析分子印迹技术在真菌毒

素检测领域的前景以及需要解决的问题。
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Abstract ：The review introduced the theory of molecular imprinting technique, the process of producing molecularly imprinted

polymer (MIP), the indexes for evaluating MIP properties, the MIP preparation of some common mycotoxins in grains such as

zearalenone, ochratoxin A, deoxynivalenol and aflatoxin, and the application of mycotxin-MIP in determination of mycotoxin by

solid phase extraction and biosensor, and analyzed the prospect and problems to be solved on the application of molecular

imprinting technique in determination of mycotoxin.
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真菌毒素是由真菌产生的次级代谢产物，主要由曲

霉菌、青霉菌和镰刀菌产生，目前已知有 200 余种真菌

毒素，常见的种类主要有黄曲霉毒素、脱氧雪腐镰刀

菌烯醇、赭曲霉毒素 A、伏马毒素、T - 2 毒素和玉米

赤霉烯酮[ 1 -2 ]。人或动物摄入被真菌毒素污染的农、畜

产品，通过吸入或皮肤接触真菌毒素可引发多种中毒症

状[3-5]。截止 2003 年底，已有 99 个国家对食品或饲料中

真菌毒素的含量制定了法规，这些国家的人口约占世界

总人口的 87%[6]。

检测真菌毒素的方法包括高效液相色谱、气相色

谱、酶联免疫检测、胶体金免疫层析等[7-10]，色谱检测

法耗时较长且需昂贵的免疫亲和柱进行样品前处理，难

以大规模使用，免疫学检测方法简单、快速、成本低

且可进行大规模筛选，然而该类方法均建立在抗原和抗

体特异性结合的基础之上，真菌毒素全抗原及抗体均为

蛋白质分子，在高温、强酸、强碱等极端检测环境下

极易失活变性。分子印迹技术的出现为真菌毒素的快速

提取和检测提供了一条新的途径，通过该技术制备与真

菌毒素特异性结合的分子印迹聚合物(molecular imprinted
p o l y me r，MI P )，不仅成本低廉、耐高温、酸碱并可

重复使用，若将其运用于固相萃取柱中则可替代免疫亲

和柱，也可作为识别原件运用于传感器中制备可在线检

测、重复使用的生物传感器。

1 分子印迹技术

分子印迹技术来源于免疫学的发展，是指制备对某

一特定的目标分子具有特殊选择性的聚合物的过程，被

形象地称为制造识别“分子钥匙”和“人工锁”的

技术。1993 年瑞典的 Mosbach 在《Nature》上发表有

关茶碱 MIP 的研究报道后，分子印迹技术得到了蓬勃的

发展。M I P 具有三大特点：构效预定性、特异识别性

和广泛实用性[11-12]。基于该技术制备的 MIP 具有亲和性

和选择性高、抗恶劣环境能力强、稳定性好、使用寿

命长、应用范围广等特点，在色谱分离、固相萃取、

仿生传感、膜分离等领域展现了良好的应用前景，并

由此成为了高分子化学、生物化学和材料科学等交叉学
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科研究的新兴领域之一[13 ]。

1.1 分子印迹技术原理

分子印迹技术的原理是，首先功能单体与模板分子

间相互作用形成单体一模板分子复合物，然后功能单体

与交联剂交联聚合形成聚合物，将模板分子固定下来，

最后再通过一定的物理或化学方法把模板分子提取出来，

从而在聚合物中留下一个与模板分子特异性结合的功能基

的三维空穴，对模板分子具有专一性识别作用[1 4 ]。

1.2 MIP 的制备

制备 M I P，首先需要选择合适的功能单体，目前

功能单体或复合功能单体的种类主要有：甲基丙烯酸、

丙烯酰胺、2- 已烯基吡啶、2- 已烯基吡啶 - 丙烯酰胺、

2- 已烯基吡啶 - 甲基丙烯酸等[15]，模板分子与功能单体

的摩尔比直接影响到分子印迹聚合物的特异性及吸附能

力。其次，选用合适的模板分子溶剂将功能单体与模

板分子充分振荡，使其充分作用的同时加入交联剂和引

发剂，充分混合后进行通氮脱氧，在真空状态下密封，

目前常用三甲基丙烯酸酯或乙二醇二甲基丙烯酸酯作为

交联剂，偶氮二异丁腈或偶氮二戊腈作为引发剂。将

密封好的安培瓶至于水浴中，热引发聚合反应或在波长

365nm 紫外灯照射下光引发聚合，得到坚硬的分子印迹

聚合物，粉碎聚合物过筛，选用有机溶剂将模板分子

去除，并同时对洗脱液进行检测，直到检测不出模板

分子为止，则聚合物制备完成。

1.3 MIP 性能评价

评价 MIP 性能指标主要是通过测定 MIP 对底物的吸

附能力和吸附选择性，通过静态平衡结合法测定模板聚

合物的结合动力学，通过 Scatchard 分析法研究 MIP 对

模板分子的结合特性[16]。MIP 因其可模拟自然系统、具

有很强的识别特性，将其与不同换能装置相结合便可制

备出基于光、电、质量等的模拟生物传感器。

2 真菌毒素 -MIP 的制备及应用

2.1 赭曲霉毒素 A -MIP
赭曲霉毒素 A ( o c h r a t o x i n  A，O T A )分子式为

C20H18ClNO6，分子量为 404，属于香豆素类。OTA 在

受热及紫外照射的条件下容易分解，若直接使用 OTA 作

为模板分子难以得到与之特异结合的 MIP，并且 OTA 价

格昂贵，普通实验室难以承受，假模板聚合( d u m m y
template polymerisation)技术的使用有效地解决了这个问

题，该技术就是通过人工合成与模板分子基本结构类似

的化合物，该化合物保持了模板分子的框架结构，大

小和形状与模板分子相似，但成本低廉、耐热、耐酸。

Claudio 等[17]选用 L-Phe-CHNA 作为 OTA 模板分子

的类似物制备 OTA-MIP，首先以氯仿为溶剂加入甲基

丙烯酸和 EDMA(ethylendimethacrylate)，60℃热聚合，

粉碎聚合体后过筛，选取 30～90μm 大小的颗粒，溶剂

去除模板分子，直到洗脱液检测不到为止，结果显示

OTA-MIP 与 OTA 和 L-Phe- CHNA 的选择系数分别为 0.7
和 1.0，发现 OTA 分子结构中 L- 苯丙氨酸上的羧基、氨

基桥结构、苯羟基结构对于分子印迹聚合物的特异性结

合具有决定性的作用。

2.2 玉米赤霉烯酮 -MIP
玉米赤霉烯酮(zearalenone，ZEN)又称 F-2 毒素，是

主要由镰刀菌产生的 2,4–二羟基苯甲酸内酯类化合物，具

雌激素活性。ZEN 价格昂贵且具有致癌性，Urraca 等[18]选

用环十二烷 -2,3-二羟基苯甲酸(CDHB)作为替代ZEN的模

板分子，1- 烯丙基哌嗪(1-ALPP)为功能分子，TRMM
(trimethyltrimethacrylate)为交联剂，在乙腈的引发下充

分振荡，混合后进行通氮脱氧，在真空状态下密封至

于水浴中，热引发聚合反应 2 4 h，得硬状物体，磨碎

过筛后用甲醇加速萃取去除模板分子，HPLC 监测洗脱

分子直到检测不到 CDH B 为止，丙酮重悬浮聚合物数

次，挑选出 25～50μm 大小的颗粒，40℃真空干燥 24h，
得 ZEN-MIP，同样的方法制备不加模板分子的印迹物作

为对照。Urraca 等在选用 CDHB 作为模板分子的同时，

也选用了间苯二酚甲酸和雷琐幸作为模板分子对照，

这两种化合物都和 Z E N 结构相似，含有苯环和羟基，

但其大小、形状以及亲水性都与 CDHB 和 ZEN 极为不

同，结果显示以 CDHB 为模板分子的聚合物与 ZEN 的

保持系数(retention factor，K)和印迹系数(impringting
factor，IF)分别为 3.13 和 10.19 ，而以间苯二酚甲酸和

雷琐幸为模板的保持系数(K)和印迹系数(IF)分别为 0.7，
2.41 和 0.91，3.43，表明模板分子结构的大小和形状，

亲水性对于 ZEN-MIP 的成功合成为关键因素。

2.3 脱氧雪腐镰刀菌烯醇 -MIP
脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol，DON)又称为

呕吐毒素，常见于被真菌污染的谷物及其制品中。目

前用于检测 DON 的方法主要是高效液相色谱和气相色谱

法，由于检测样品多为谷物及饲料，干扰杂质较多，

基质干扰会严重影响检测的准确性，通常采用免疫亲和

柱进行净化后再配合高效液相使用。Pascale 等[19]以衣康

酸为功能单体，DON 为模板分子，以光聚合方式合成

了 DON 的分子印迹聚合物，并将其制备成固相萃取柱

用于 D O N 的提取，分别选用了水、甲苯、水 - P E G、

乙腈、乙腈 - 水作为洗脱液，回收率分别为 97%、98%、

9 3 % 、4 0 % 、3 0 % 。在意大利面条样品中分别加入

2000ng/g 和 750ng/g DON 标准品，过 DON-MIP 固相萃

取柱进行回收，经 HPLC 检测，平均回收率分别为 80%
(cv=7%，n=3)和 73%(cv=6%，n=3)，最低检测限可达
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80ng/g，表明 DON-MIP 固相萃取柱对 DON 有很好的特

异性吸附。

2.4 黄曲霉毒素 -MIP
黄曲霉毒素的的基本结构为二呋喃环和香豆素，黄

曲霉毒素 B1 是二氢呋喃氧杂萘邻酮的衍生物，即含有一

个双呋喃环和一个氧杂萘邻酮(香豆素)，前者为基本毒

性结构，后者与致癌有关。Serheeva 等[20]通过计算机模

拟技术筛选功能单体合成能识别总黄曲霉毒素的 MIP，
并将 MIP 以网格分布的方式固定于多孔渗透薄膜上，以

制备能识别总黄曲霉毒素的膜感应器。该研究选用丙烯

胺、二乙胺基乙基丙烯酸甲酯、N,N- 亚甲基双丙烯酰胺

作为功能单体，并用计算机模拟技术筛选出最优的功能

单体——N,N- 亚甲基双丙烯酰胺，其与 AFB1、B2、G1

的结合能力最佳，以此聚合物制备的膜感应器检测总黄

曲霉毒素，检测范围可达 1 × 10-9～1000 × 10-9。

3 展  望

分子印迹技术目前已经成为多学科交叉研究的热点

领域，真菌毒素 -MIP 的研究将有望制备出可重复使用、

耐酸碱和高温的固相萃取柱以取代传统的免疫亲和层析

柱，将极大的降低检测成本，满足基层检测单位的需

要，同时真菌毒素 -MIP 还可作为识别元件与不同换能

装置相结合制备出基于光、电、质量等的模拟生物传

感器，可实时在线检测样品中的真菌毒素，方便检测

人员的使用。但同时真菌毒素 -MIP 也有自身的一些局

限性；(1)作为模板分子的真菌毒素价格昂贵，难以大量

地投入使用；(2)真菌毒素 -MIP 的确切立体结构尚难以

确定；(3)聚合物常表现出不理想的吸附等温线以及较慢

的质量传递，将限制 MIP 作为分离介质的使用；(4 )当
溶剂改变时，MIP 易膨胀从而导致难以恢复的聚合物空

腔构型改变，降低了 M I P 吸附特异性。
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