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摘　要　以壳聚糖(CTS)为功能基体 ,以 L-脯氨酸 (L-P ro)为模板分子 , 采用分子印迹技术 , 在水溶液中合成

了在空间结构和结合位点上与 L-脯氨酸匹配的分子印迹聚合物(L-P ro-M IPs)。利用红外 、扫描电镜和热失重

分析 , 对相关化合物进行了表征 ,并对合成机理进行初步探索;通过对 pH值 、反应时间 、交联剂用量的调节 ,

获得最佳的反应条件为:制备壳聚糖-L-脯氨酸复合物的 pH =10. 7, 干复合物 1. 0 g, 交联剂 8 m L, 室温下反应

18 h。结果表明 , 在水相中 , L-P ro-M IPs对 L-P ro具有良好的吸附选择性和高效分离特性 , 分离因子为 4. 67。
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在分子印迹技术中 ,模板分子与功能单体之间依靠共价
[ 1]
和非共价键

[ 2]
预组装后进行聚合 ,除去

模板分子以后 ,聚合物中就留下了与模板分子构型相匹配的结合位点 ,这些位点对模板分子具有特异选

择性 ,从而可以形成对模板分子的选择性识别 。因此 ,分子印迹技术成为手性识别研究中强有力的手段

之一
[ 3]
。但利用分子印迹技术在水溶液中直接手性拆分氨基酸的研究还较少

[ 4]
。本文以壳聚糖(CTS)

为功能基体 ,以 L-脯氨酸(L-Pro)为模板分子在水相中发生非共价作用 ,形成复合物。并用戊二醛交联

此复合物 ,以使 L-脯氨酸 “铸造 ”在聚合物的结合部位 ,最后将 L-脯氨酸洗脱 ,合成了对 L-脯氨酸具有

“记忆”特性的分子印迹聚合物。该法合成过程简单 ,条件温和 ,制备的 M IPs对模板分子具有优良的识

别能力 ,能在水相中直接手性拆分脯氨酸 ,因而在色谱分离及固相萃取等方面具有潜在的应用价值。

1　实验部分

1. 1　仪器和试剂

UV-2102型尤尼柯紫外可见分光光度计;H itach i S-3500N型扫描电子显微镜 (日本 );N IGOLET-

N exus 470型傅里叶变换红外光谱仪(美国 ), KBr压片;SDT2960 V3. 0F型热重分析仪(美国), N 2气气

氛;CREST超声波 (美国 );ZK-8A型真空干燥箱。

壳聚糖 (浙江玉环县化工厂 ),脱乙酰度≥90%;L-脯氨酸 , BR, 99%;D-脯氨酸(瑞士 F luka AG , CH-

9470 Buchs), BR , 99%;茚三酮 , AR, 95%;戊二醛 , BR , 25%;M illi-Q基础型纯化水系统 (美国 M illipore

公司)提供的二次纯净水。其它试剂均为分析纯。

1. 2　氨基酸模板交联壳聚糖分子印迹聚合物的制备

1. 2. 1　壳聚糖-L-脯氨酸复合物的制备　取 10 g壳聚糖 ,加水溶胀 2 h,其间利用超声波振荡多次 。抽

滤后的壳聚糖加入 5 mm o l /L稀 HC l质子化 24 h,再抽滤。取此溶胀酸化后的壳聚糖 ,置于 pH =10.7的

L-脯氨酸溶液中 ,在搅拌条件下进行吸附 , 18 h后抽滤 ,真空干燥 ,则制得白色壳聚糖-L-脯氨酸复合物

(CTS-L-Pro)。

1. 2. 2　交联壳聚糖-L-脯氨酸聚合物的合成　取 10 g壳聚糖-L-脯氨酸复合物 ,加入戊二醛水溶液中 ,

在室温下搅拌 18 h进行交联 ,抽滤 ,水洗 。制得褐绿色颗粒状交联壳聚糖-L-脯氨酸聚合物 。

1. 2. 3　L-脯氨酸模板交联壳聚糖分子印迹聚合物的制备　用 0.01 m ol /L NaOH溶液洗脱上述合成的

交联壳聚糖-L-脯氨酸聚合物中的 L-脯氨酸 , 12 h后抽滤 ,再洗脱。直至洗脱液中不含有 L-脯氨酸 ,即制

得黄褐色颗粒状 L-脯氨酸模板交联壳聚糖分子印迹聚合物(L-Pro-M IPs),真空干燥 ,备用 。
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1. 3　Pro的分光光度法定量分析

取含脯氨酸的滤液 ,加入 1 m L浓度为 50 mm ol /L茚三酮溶液 ,再用 pH =5.0的 HA c-N aAc缓冲溶

液定容至 10 m L。在沸水浴中加热 15 m in,冷却至室温 ,紫外可见分光光度法
[ 5]
测定 (λ=440 nm)脯氨

酸的含量。

1. 4　L-Pro-M IPs识别性能的测定

称取 2份干燥壳聚糖-L-脯氨酸印迹聚合物各 0.5 g,置于 2 mmo l /L的 HC l溶液中 ,电磁搅拌酸化

24 h后抽滤 ,然后分别置于 50 mL pH =10.7,质量浓度为 20 m g /L的 L ,D-脯氨酸溶液中 ,在搅拌条件下

进行吸附 18 h。抽滤 ,测定滤液中脯氨酸的浓度 ,根据下式计算吸附容量
[ 6]
:Q =(c0 - c)V m/ 。式中 , Q

为吸附容量 (m g /g);c0和 c分别为吸附前后 Pro浓度(g /L);m为 M IPs的质量(g), V为溶液体积 (mL)。

2　结果与讨论

2. 1　L-Pro-M IPs的最佳合成条件选择

2. 1. 1　pH值对壳聚糖吸附 L-脯氨酸的影响　常温下 ,活化 L-脯氨酸的 pH值对壳聚糖吸附 L-脯氨酸

的影响如图 1所示。图中可见 ,用 0.1 m o l /L NaOH溶液调节 pH值 ,在 pH值为 9.6 ～ 10.7范围内 , L-脯

氨酸在壳聚糖中的吸附量随着 pH值的增大而增大。pH值约为 10.7时 ,吸附量达到最大;此后 ,吸附量

随着 pH值的增大而减小 。

壳聚糖含有 —NH2 、—OH等功能基团 ,对许多化合物具有较强的吸附能力
[ 7]
。质子化后的壳聚糖

可以通过静电作用吸附阴离子化的 L-脯氨酸:

CTS—NH
+
3 +Pro

-
CTS—NH

+
3 Pro

-

L-脯氨酸为两性离子 ,在溶液中随着酸度的降低可以 Pro
+
、Pro

±
、Pro

-
离子形式存在 ,由它们的电离常

数 pK 1 =1.95、pK 2 =10.64可计算出 3种离子各自所占百分率随 pH值变化的情况。当 pH值高于等电

点 , L-脯氨酸的阴离子的量开始增多 ,将会被质子化的壳聚糖吸附;当溶液的 pH值高于 10.7后 ,由于

OH
-
与 Pro

-
形成明显的竞争交换吸附 ,这时 Pro

-
在 L-脯氨酸解离的基团中所占百分率虽然更高 ,但竞

争交换吸附的结果却使得总的吸附量下降 。因此 ,壳聚糖吸附 L-脯氨酸适宜的 pH值为 10.7。

2. 1. 2　交联剂用量的选择　取 4份干燥过的壳聚糖-L-脯氨酸复合物各 1 g,分别加入 2、4、6、8m L的质

量分数 25%戊二醛水溶液 ,所合成的 M IPs吸附选择性结果如图 2所示 。图中可见 , L-Pro-M IPs的吸附

量随着交联剂用量的增加而增加 ,当交联剂用量为 6 m L时 ,印迹聚合物对 L-脯氨酸吸附量最大 ,同时

对 D-脯氨酸的吸附量也最大 ,其手性选择性较低 。当交联剂用量为 8 mL时 ,手性选择性最高。这是由

于随着交联剂用量的增加 ,交联聚合物的 —NH2基团减少 ,导致吸附量降低;同时也使聚合物印迹空穴
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的结构更加紧密 ,识别能力增强 ,因此手性选择吸附性增强。

2. 1. 3　交联时间对 L-Pro-M IPs吸附选择性的影响　取 5份干燥过的壳聚糖-L-脯氨酸复合物各 1 g,分

别加入 8 mL质量分数为 25%戊二醛水溶液 ,交联时间分别为 6、12、18、24、30 h,所合成的 M IPs吸附选

择性结果如表 1所示 。

表 1　交联时间对 L-Pro-M IP s吸附选择性的影响

Tab le 1　Effect of crosslink ing t im e on adsorben t se lec tiv ity forL-Proline

C ross link ing tim e /h 6 12 15 18 21 24 30

QL /(m g g - 1) 0. 468 0 0. 668 8 0. 734 1 0. 826 6 0. 684 5 0. 507 0 0. 332 6

QD /(m g g- 1) 0. 021 4 0. 052 4 0. 053 7 0. 037 5 0. 034 7 0. 032 0 0. 045 8

　　表中可见 ,当交联时间为 18 h时 ,印迹聚合物对 L-脯氨酸的吸附量最大 。这可能是因为交联时间

过长 ,导致交联剂戊二醛与 CTS上未与 L-脯氨酸反应的 —NH2和—OH基团充分发生交联反应 ,交联聚

合物结构过于紧密 ,通道减少 , L-脯氨酸难于被洗脱下来 ,使得印迹聚合物中 L-脯氨酸的结合位点减少 ,

吸附量降低;而交联时间过短 ,交联不完全 ,影响印迹聚合物的选择性 ,并导致对目标分子的吸附量降

低 。所以最佳的合成条件为:在 pH =10.7的条件下制备壳聚糖-L-脯氨酸复合物 ,每 1.0 g干复合物与

8 mL质量分数 25%戊二醛交联 18 h。

2. 2　合成机理探讨

复合物的形成:在酸性条件下 ,壳聚糖链上的—NH2基团质子化形成带—NH
+
3的聚阳离子 ,有很强

的吸附性。阴离子化的 L-脯氨酸与壳聚糖聚阳离子发生静电吸附作用;同时 , L-脯氨酸上的仲氨基与壳

聚糖分子上的羟基形成氢键 ,将 L-脯氨酸协同预固定在壳聚糖上 。此时 L-脯氨酸与壳聚糖的功能团

(NH
+

3 , OH)的相对位置是固定的 ,形成壳聚糖-L-脯氨酸复合物(a)。

交联:用戊二醛原位高度交联 a,合成 L-脯氨酸模板交联壳聚糖聚合物 (b),使未与 L-脯氨酸相互

作用的功能团(NH
+
3 , OH)和戊二醛发生反应 ,生成疏水作用区域 ,从而使线性高分子壳聚糖转化成立

体交联的聚合物 ,固定了模板分子 ,并提高了壳聚糖的化学稳定性和机械强度。

分子印迹聚合物的形成:利用离子交换脱附原理 ,用碱性溶液洗脱 L-脯氨酸 ,合成 L-脯氨酸模板交

联壳聚糖分子印迹聚合物 (c)。当 M IPs酸化后 ,其手性印迹位点具有静电 、氢键和疏水等作用 ,使之具

有高度的手性识别能力。
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2. 3　分子印迹聚合物的结构表征

2. 3. 1　红外光谱分析　真空干燥的 CTS(a)、CTS-L-Pro复合物(b)、CTS-L-Pro交联聚合物 (c)和 L-Pro-

图 3　壳聚糖 、壳聚糖-L-脯氨酸复合物 、交联聚合物和

L-脯氨酸印迹聚合物的红外光谱图

F ig. 3　FT IR spectra of sam ples

a. CTS;b. CTS-L-Pro composite;

c. crosslink ing CTS-L-Pro;d. L-P ro-M IPs

M IPs(d)的红外光谱如图 3所示 。由图 3谱线 a可

见 , 1 596 cm
-1
处有氨基的变形振动吸收峰;2 932

和 2 872 cm
- 1
处分别是残糖基上的甲基或亚甲基伸

缩振动吸收峰;1 658 cm
- 1
处无酰胺Ⅰ带的吸收 ,可

认为壳聚糖脱乙酰度很高 。在 895 cm
- 1
处出现吸收

峰 ,说明了壳聚糖的糖苷键是 β构型 ,其分子链之间

以平行式排列。比较图 3谱线 a和图 3谱线 b可以

看出 ,壳聚糖与 L-脯氨酸复合后 ,由于 L-脯氨酸含

量很低 ,特征峰位没有明显变化 。但 1 596 cm
-1
处

氨基的变形振动吸收峰强度稍有增强 ,并且 1 030

和 1 090 cm
- 1
处的 C6上的一级羟基和 C2上二级羟

基的 C—O键伸缩振动吸收峰强度增强 ,峰形变宽 ,

可认为有氢键形成。综合分析可知 , 阴离子化的

L-脯氨酸与壳聚糖分子上的氨基发生离子吸附反

应;同时 , L-脯氨酸上的仲氨基与壳聚糖分子上的羟

基形成氢键 ,从而固定了 L-脯氨酸与壳聚糖的功能

基团(—NH
+
3 , —OH)的相对位置。在图 3谱线 c中 , 1 662 cm

- 1
处出现了 Schiff碱的吸收峰 ,证明戊二

醛确实与壳聚糖发生了交联反应。比较图 3谱线 b和图 3谱线 c可以看出 , 3 450 cm
- 1
左右的多重吸收

峰强度明显减弱 ,峰宽变窄 , 1 596 cm
-1
处氨基变形振动吸收峰明显减弱 ,并低移到 1 577 cm

- 1
,可能是

脯氨酸与壳聚糖的氨基变形振动吸收峰叠加的结果 ,可认为脯氨酸及其复合的氨基未参与交联反应。

1 155 cm
-1
处的氧桥反对称伸缩振动吸收峰的强度显著增强 , 1 258、1 090和 1 030 cm

-1
处吸收峰强度

明显减弱 ,峰宽变窄 ,位置都有些低移 ,说明戊二醛也与壳聚糖上的羟基发生反应 ,生成缩醛或半缩醛。

最后比较图 3谱线 c和图 3谱线 d可以看出 ,聚合物经 N aOH溶液洗脱后 , 1 662 cm
-1
处吸收峰减弱 ,低

移到 1 652 cm
- 1
,说明未完全交联的戊二醛被洗脱下来;1 577cm

-1
处的氨基变形振动吸收峰减弱 ,并高

移到 1 589 cm
- 1
,可认为 L-脯氨酸被洗脱下来。在 895 cm

- 1
处还出现 β构型糖苷键的特征吸收峰 ,说明

交联反应和洗脱都未破坏壳聚糖分子链节中吡喃苷的六元环结构。综合分析可知 ,聚合物经氢氧化钠

溶液处理后 ,脯氨酸被洗脱下来使印迹聚合物存在与印迹分子相互匹配的官能团 —NH2和—OH。

2. 3. 2　扫描电子显微镜观察　CTS(a)、CTS-L-Pro复合物(b)、CTS-L-Pro交联聚合物 (c)和 L-Pro-M IPs

(d)表面形貌的 SEM照片如图 4所示 。由图可见 , CTS-L-Pro复合物表面疏松 ,有很多孔隙 , L-脯氨酸就

被吸附在空隙中的表面上 (图 4b);CTS-L-Pro交联聚合物表面变得致密 ,立体感降低 (图 4c);L-Pro-

M IPs为多孔的交联物(图 4d),并且在聚合物表面的大孔中存在较小的通道 ,说明所合成的印迹聚合物

是具有一定孔径分布的多孔结构 ,有利于 L-脯氨酸的吸附和分离 ,也为 L-脯氨酸的扩散或交换提供了

良好的通道 。
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图 4　壳聚糖 、壳聚糖-L-脯氨酸复合物 、交联聚合物和 L-脯氨酸印迹聚合物的扫描电子显微镜图

F ig. 4　SEM im ages o f samp les

a. CTS;b. CTS-L-P ro com posite;c. cross link ing CTS-L-Pro;d. L-Pro-M IP s

2. 4　L-Pro-M IPs的性能

2. 4. 1　选择性和重复使用性 　将 M IPs颗粒干法装入玻璃柱中 (自制色谱柱 , 柱高 15 cm ,内直径

1.2 cm)。用 pH =2的盐酸溶液灌流 48 h,排除柱内空气 ,活化 M IPs。根据色谱出峰体积计算容量因子

kL =(VL -V0) /V0 , kD =(VD -V0) /V0;分离因子 α=kL /kD;分离度 R =2(VL -VD) /(w L +wD )
[ 8]
。式中 ,

V0为死体积(m L), VL和 VD分别为 L-、D-的保留体积 (mL), w L和 wD分别为 L-、D-的峰宽 。

进质量浓度为 1 g /L的脯氨酸外消旋混合物 (D , L-Pro)1 m L,以 pH =11的氢氧化钠溶液为流动相 ,

柱温 20 ℃,流速 0.27 m L /m in。每 5 mL流出液(E L)取 1 mL用分光光度法测定脯氨酸含量 ,结果如图 5

所示。可以看出 , L-Pro分子印迹聚合物对脯氨酸的外消旋混合物显示出良好的手性拆分能力 ,完全达

到了基线分离。分离因子达到 4.67,分离度达到 2.2。过柱后 ,用 pH =2的盐酸酸化 48 h ,重新活化 ,再

进样 ,重复 3次。分离因子均大于 4.0,分离度均大于 2.0,说明 L-Pro-M IPs具有良好的重复使用性。

2. 4. 2　热稳定性　在 N2气气氛中对 CTS和 M IPs进行差热 (DTA)和热重 (TG)分析 ,结果如表 2所示。

TG结果 (图 6与表 2)表明 ,失重分为 2个阶段 。100 ℃左右失去结晶水和吸附水 。M IPs的失重比

CTS大 ,说明M IPs的孔隙较多 ,更易吸附水;200 ℃后急剧失重 ,这是分子链的降解 。本实验使用的 β-壳
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表 2　壳聚糖和印迹聚合物的差热和热重分析

Tab le 2　DTA and TG of CTS andM IP s

DTA TG

Tem p. of peak /℃ Il lustrat ion M ass loss /% Exp lanation

CTS 73. 2 endotherm 0～ 3. 5 dehyd ration

318. 1 exotherm 3. 5～ 63 decomposi tion

574. 2 exotherm 63～ 66. 5 carb on ization

M IPs 90. 4 endotherm 0～ 4. 5 dehyd ration

250. 7 exotherm 4. 5～ 61 decomposi tion

595. 1 exotherm 61～ 64. 5 carb on ization

聚糖分子链间以相互平行的方式排列 ,大分子间强氢键作用导致壳聚糖很稳定 ,不熔化 ,到 200 ℃以上

才开始分解 ,主要为无规则断链反应和碳化。从 DTA可看出 ,壳聚糖交联后 ,分子间强氢键遭到破坏 ,

使 M IPs的热稳定性有所下降 ,分解峰温降低了 67 ℃;从 DTG曲线可看出 , M IPs在 445 ℃处出现新的

失重峰 ,可能是戊二醛交联引入的氢 ,使 M IPs碳化时失去更多的氢分子 。M IPs的分解温度为 206 ℃。

综合分析可知 , M IPs已交联成功并具有较好的热稳定性。
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Preparation and Properties ofMolecular Imprinting

Polymer for Chiral Separation of Proline

W E I Jun, SUN Xiang-Y ing, LIU B in
*

(College ofMaterials Science and Engineering , HuaqiaoUniversity, Quanzhou 362021)

Abstract　W ith chitosan as the functiona l m atrix(FM x) and L-P ro line(L-Pro) as the tem p late m o lecule,

m o lecu larly im printing po lym er w ith bo th the spa tial configuration and bonding sitesm atching to L-Pro linew as

synthesised by m eans of them olecularly im printing techno logy in w ate r. The po lym er produc tw as characte rized

by IR, SEM and TG. Furtherm ore, the m echanism was explo red prelim ina rily. The effects o f pH , the am oun t

of cross-linking agent and reaction tim e w ere studied. The optim um conditions w ere:pH =10.7 , com posite

1.0 g, cross-linking agent 8 m L, 18 h at am bient temperature. The expe rim enta l resu lts show thatL-Pro-M IP

has a supe rior selective adsorption capac ity and e fficient ch ira l separation o f L-Proline in w ater phase, the

resolution factor is 4.67.

Keywords　chiral separation, m o lecu lar imp rinting, ch itosan, L-Pro line
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