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左旋延胡索乙素印迹聚合物的制备及固相萃取应用=

朱俊访，李= =博G=
广东食品药品职业学院，广东=广州= = RNMROM=

摘= =要：目的= =利用分子印迹技术制备左旋延胡索乙素（iJqem）分子印迹聚合物（jfms），并进行固相萃取应用研究。

方法= =以 iJqem为模板分子，甲基丙烯酸（jAA）为功能单体，乙二醇二甲基丙烯酸酯（bajA）为交联剂，制备左旋延

胡索乙素分子印迹聚合物（iJqemJjfms），并进行固相萃取实验优化萃取条件，考察 iJqemJjfms吸附的选择性和专一性。

结果= = iJqemJjfms 能特异性地吸附 iJqem，而对 iJqem 的结构类似物延胡索甲素未表现出明显的吸附行为。结论= =
iJqemJjfms对 iJqem具有良好的选择性和专一性。=
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延胡索为罂栗科紫堇属植物延胡索 Corydalis=
yanhusuo=tK=qK=tang的干燥块茎，具有活血、利气、

止痛之功效，临床主要用于各种疼痛、心血管疾病

及痛经等。延胡索具有镇痛作用，其止痛效价约为

阿片的 NLNMM。延胡索总碱及延胡索甲素、乙素、

丑素、癸素均有镇痛作用，以延胡索乙素、丑素为

最强，延胡索甲素次之。大量的动物实验证明较大

剂量左旋延胡索乙素（iJqem）具有明显的催眠作

用，可抑制条件反射，减少自发及被动反射，但不

能消除翻正反射，显示无麻醉作用。延胡索具有良

好的临床应用价值，其中的 iJqem等叔胺类生物碱

是其作用的主要物质基础xNz。分子印迹技术具有分

子识别性强、固定相制备简便快捷、操作简单、性

质稳定、溶剂消耗量小以及模版分子和分子印迹聚

合物（jfms）可回收利用等优点xOz。以中药活性物

质为模板制备的jfms，正是具有其他分离材料所不

具备的强特异性和高选择性，因此在中药活性成分

的分离、分析中具有很好的应用前景xPz。本实验采

用分子印迹技术分离 iJqem，以期获得一种用于富

集 iJqem的可行有效的方法。=
N= =仪器与材料=

iCJOMNMA岛津高效液相色谱仪、ArvNOM电子=
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天平，日本岛津仪器公司；rsOSMM 紫外分光光度

计，尤尼科仪器有限公司；eeJQ 恒温水浴锅，常

州澳华仪器有限公司； iJqem 对照品（质量分数

VUB，批号 NQMOMTMO），iJqem 原料药（质量分数

VUB，批号 OMNQNOOS），西安沃森生物科技有限公

司；延胡索甲素（批号 OMNRMPNS，质量分数 VUB）

南京森贝伽生物科技有限公司；延胡索提取物（广

州市康之恒中药饮片有限公司）；甲基丙烯酸

（jAA）、偶氮二异丁氰（Af_k），科密欧化学试剂

有限公司；乙二醇二甲基丙烯酸酯（bajA），乔科

化学有限公司。乙腈为色谱纯，其余试剂为分析纯。=
O= =方法=
OKN= = 左旋延胡索乙素分子印迹聚合物（iJqemJ=
jfms）和空白分子印迹聚合物（kfms）的制备xQz=

准确称取 iJqem= PSMKQ= mg（N= mmol），置于

pchlenk管中，加入一定量氯仿超声振荡 R=mán，使

其溶解，加入一定量的 jAA，静置过夜，再加入

一定量的 bajA和 RM=mg=Af_k，超声振荡 NM=mán，
通氮气脱氧 NR= mán，抽真空，密封后放入 SM=℃水

浴锅中保温 OQ=h，得到聚合物。将聚合物研磨，过

OMM目筛后放入索氏提取器中，用甲醇J冰醋酸（V∶
N）提取，直至提取液在 OUM=nm下无模板分子吸收，

再用甲醇洗去残留的冰醋酸，晾干后真空干燥 OQ=h
后备用。=

kfms 的合成除了不加模板分子 iJqem 外，其

余步骤同jfms的制备。=
为了筛选 iJqemJjfms 制备的最佳工艺，将

bajA的用量分别设为 O、Q、S、U、NM=mmol，jAA
用量为 O=mmol，制备得到 N～R号 iJqemJjfms。确

定jAA与 bajA的比例后，加大投药量，制备得

到 S～V 号 iJqemJjfms，根据所得 jfms 性状和平

衡吸附量（n）判断最佳工艺。=
n＝ECM－CeFLN=MMM=t=

n为平衡吸附量（μmolLg），CM为溶液中 iJqem的起始浓度

（μmolLi），Ce为平衡时溶液中 iJqem的浓度（μmolLi），t

为印迹聚合物的质量（g）=

OKO= =静态吸附性能实验=
精密称取 QM=mg的 iJqemJjfms=NM份，放入 OR=

mi 具塞锥形瓶中，分别加入用甲醇配制的浓度分

别为 MKMN、MKMO、MKMP、MKMQ、MKMR、MKMS、MKMT、MKMU、
MKMV、MKNM= mmolLi 的 iJqem 对照品溶液，室温振

荡 OQ= h，取溶液进行离心、滤过，滤液于 OUM= nm
处测定吸光度。=

kfms的静态吸附实验的处理和操作同上xRJSz。=
OKP= =固相萃取实验xTJNMz=

取 O支空柱（NMM=mm×NM=mm）分别加入 MKR=g
干燥的 iJqemJjfms和 kfms，用 NM=mi甲醇冲洗平

衡。分别吸取浓度为 MKNM=mmolLi的 iJqem对照品

溶液 O=mi加至平衡后的 iJqemJjfms柱和kfms柱。

为了优化淋洗条件，分别选用甲醇、氯仿、丙酮、

丙酮J水和丙酮J氯仿进行淋洗，收集洗脱液，再用

甲醇J冰醋酸（V∶N）洗脱，收集洗脱液。洗脱液分

别浓缩至干，再用甲醇溶解，进行 emiC分析。=
为了考察 iJqemJjfms 的吸附选择性，另取 O

支空柱，分别装入 iJqemJjfms和 kfms，分别上样

iJqem的结构类似物延胡索甲素，用优化的条件进

行冲洗，同样进行 emiC分析，实验重复 P次。=
OKQ= = emiC测定 iJqem条件与线性关系考察=

Agálení=CNU柱（ORM=mm×QKS=mm，R=μm），流

动相为乙腈JNB磷酸水溶液（用三乙胺调 ée= SKM，
UM∶OM），进样量为 OM=μi，体积流量为 NKM=miLmán，
检测波长为 OUM=nm。=

线性关系考察：精密称取 NUKO=mg=iJqem对照

品，用甲醇定容至 NMM= mi，得浓度为 MKR= mmolLi
的对照品溶液，用甲醇稀释至浓度为 MKMN～MKNM=
mmolLi的 iJqem系列对照品溶液，进行 emiC分

析，得峰面积（A）与浓度（C）的线性关系为 A＝
NQP=RPN=C－R=NMPKV，rO＝MKVVV=T。=
OKR= =应用 iJqemJjfms固相萃取柱提取 iJqem验

证实验=
称取延胡索提取物粉末（RM目）OM=g，置于 RMM=

mi圆底烧瓶，加入甲醇 PMM=mi，加热回流 SM=mán，
抽滤浓缩，甲醇定容至 NMM=mi，得样品溶液。取样

品溶液 O=mi稀释至 ORM=mi，得供试品溶液。取供

试品溶液适量，按“OKQ”项方法测定供试品溶液中

iJqem的量。=
称取 MKR=g=iJqemJjfms装柱，用 NM=mi甲醇冲

洗平衡，精密吸取 O= mi供试品溶液，经过 NM= mi
丙酮淋洗、NM=mi甲醇J冰醋酸（V∶N）洗脱后，进

行 emiC分析，每个实验重复 P次。=
P= =结果与讨论=
PKN= = iJqemJjfms制备=

工艺筛选结果见表 N。改变制备工艺中交联剂

bajA的量分别得到 N～R号jfms，根据所得jfms
性状和 n判断，Q号工艺较佳，因此可确定功能单

体 jAA 和交联剂 bajA 的比例为 N∶Q。固定工=
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表 N= = iJqemJjfms的制备条件=
qable=N= = mreparation=conditions=of=iJqemJjfms=

序号= iJqemLmmol= 氯仿Lmi= jAALmmol= bajALmmol= 性状= nLEμmol·g−NF=

N= N= = R= O= = O= 黄色液体= 无=

O= N= = R= O= = Q= 黄色半液体半固体= 无=

P= N= = R= O= = S= 黄色固体少量黄色液体= 无=

Q= N= = R= O= = U= 黄色固体= NKOT=

R= N= = R= O= NM= 浅黄色固体= MKUR=

S= N= NM= P= NO= 黄色固体少量黄色液体= NKTU=

T= N= NM= Q= NS= 黄色固体= NKRP=

U= N= NM= R= OM= 黄色固体= NKVN=

V= N= NM= S= OQ= 浅黄色固体= NKUM=
=
艺中 jAA 和 bajA 所用量的比例为 N∶Q，加大

投料量，得 S～V号jfms，由jfms性状和 n值可

判断较佳工艺为 U号，即印迹分子 iJqem的量为 N=
mmol，溶剂氯仿的量为 NM=mi，功能单体jAA的

量为 R=mmol，交联剂 bajA的量为 OM=mmol。=
PKO= = iJqemJjfms和 kfms的平衡吸附性能=

通过静态吸附实验研究 iJqem在 iJqemJjfms
和 kfms上的吸附行为，等温吸附曲线见图 N。由图

N 可见在所研究的浓度范围内，iJqemJjfms 对

iJqem具有一定的吸附能力，吸附量随着溶液浓度

的升高逐渐增大，最大吸附量可达 OKOR=μmolLg。而

kfms对 iJqem的吸附相对较小，说明 iJqemJjfms
存在印迹效果。=

=

=
图 N= = iJqemJjfms和 kfms的等温吸附曲线=

cigK=N= = fsothermal=adsorption=curve=of=iJqemJjfms=and=kfms=
=
PKP= =固相萃取条件的优化=

已上样的 iJqemJjfms柱和 kfm柱分别使用甲

醇、氯仿、丙酮、丙酮J水（Q∶N）和丙酮J氯仿（Q∶
N）等不同极性溶剂洗脱，流出液进行 emiC分析，

每个实验重复 P次，计算平均回收率，见表 O。=

表 O= =不同溶剂洗脱后 iJqem的平均回收率= En=Z=PF=
qable= O= = Average= recovery= rates= of= iJqem= eluted= by=
different=solvents=En=Z=PF=

溶剂=
平均回收率LB=

iJqemJjfms= kfms=

甲醇= RTKQ= VOKT=

氯仿= TNKS= UPKQ=

丙酮= OUKU= VRKQ=

丙酮J水（Q∶N）= TMKP= VRKO=

丙酮J氯仿（Q∶N）= QNKU= VRKM=
=

根据印迹原理，iJqemJjfms应对 iJqem有特

异性吸附能力，而 kfms 是非特异性吸附，因此可

通过回收率实验比较iJqemJjfms与kfms之间的差

异，筛选合适的洗脱剂。甲醇、氯仿和丙酮J水（Q∶
N）对 iJqemJjfms柱的清洗效果不好，iJqemJjfms
柱和 kfms 柱之间差异不大，说明这 P 种溶剂对

iJqem的洗脱能力较强。丙酮和丙酮J氯仿（Q∶N）
洗脱的iJqemJjfms柱和kfms柱的回收率差值可达

SSKSB和 RPKOB，表明这 O 种溶剂可用于 iJqemJ=
jfms柱的清洗，最终确定丙酮为洗脱剂。=
PKQ= =选择性评价=

iJqem（MKNM=mmolLi）与其结构类似物延胡索

甲素（MKNM=mmolLi，结构见图 O）分别进行 iJqemJ=
jfms 柱和 kfms 柱的固相萃取，上样 O= mi，经过

NM=mi丙酮洗脱、NM=mi甲醇J冰醋酸（V∶N）洗脱

后，进行 emiC分析，每个实验重复 P次，计算平

均回收率，见表 P。=
由表 P可知，iJqem用 iJqemJjfms吸附后用

丙酮洗脱时只有一部分被洗脱下来，大部分被洗脱

剂甲醇J冰醋酸洗脱下来，这是由于 iJqem 能被 iJ=

iJqemJjfms=

kfms=

OKR=
=
=
OKM=
=
=
NKR=
=
=
NKM=
=
=
MKR=
=
=
M=

n
LEμ

m
ol

∙g
−
N F=

M= = = = = = MKMO= = = = = MKMQ= = = = = MKMS= = = = = MKMU= = = = = MKNM=
CLEmmol·i−NF=
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图 O= = iJqem与延胡索甲素的结构=
cigK=O= = ptructures=of=iJqem=and=corydaline=

=
表 P= = iJqem和延胡索甲素分别在 iJqemJjfms柱和 kfms
柱上的洗脱平均回收率= En=Z=PF=
qable=P= = Average= recovery= rates=of=iJqem=and=corydaline=
in=iJqemJjfms=column=and=kfms=column=En=Z=PF=

洗脱方式=
平均回收率LB=

iJqem= 延胡索甲素=

iJqemJjfms柱丙酮洗脱= OVKO= VOKU=

iJqemJjfms柱甲醇J冰醋酸=

（V∶N）洗脱=

TMKN= = TKN=

kfms柱丙酮洗脱= VRKN= VPKT=

kfms柱甲醇J冰醋酸=

（V∶N）洗脱=

= QKU= = SKO=

=
qemJjfms选择性吸附，甲醇J冰醋酸比丙酮洗脱能

力强，可以破坏 iJqem与 iJqemJjfms非共价键作

用。iJqem与 kfms只有非特异性吸附，因此在 kfms
柱上绝大部分 iJqem在丙酮洗脱时被洗脱下来。延

胡索甲素在iJqemJjfms柱和kfms柱的吸附行为与

iJqem 在 kfms 柱的吸附行为一致，由此可知其吸

附行为也是非特异性吸附，说明 iJqemJjfms 对

iJqem的结构类似物延胡索甲素没有吸附选择性，

即 iJqemJjfms对模板分子 iJqem具有高度的选择

性和专一性。iJqem经过 iJqemJjfms固相萃取洗

脱剂清洗后，平均回收率为 TMKNB，opa为 OKUB，
最大吸附量可达 QVKV=μgLg。=
PKR= = iJqem富集实验=

将延胡索提取物供试品溶液过 iJqemJjfms
柱，比较上样前和洗脱后样液中 iJqem的量，得平

均回收率为SUKTB，opa为PKSB。结果显示以iJqem
为模板分子的 iJqemJjfms 可有效地从延胡索提取

物中分离出 iJqem。=
Q= =讨论=

jfms的制备工艺与溶剂、功能单体和交联剂的

用量密切相关，本实验通过筛选确定 iJqemJjfms
的较佳制备工艺为 iJqem的量为 N= mmol，溶剂氯

仿的量为 NM=mi，功能单体jAA的量为 R=mmol，
交联剂bajA的量为 OM=mmol。对所得iJqemJjfms
进行平衡吸附实验，结果表明 iJqemJjfms 对模板

分子 iJqem 有一定的印迹能力。通过固相萃取研

究，由 iJqemJjfms 制作的萃取柱能较好地分离

iJqem和结构类似物延胡索甲素，并且对延胡索提

取液中 iJqem表现出了良好的富集能力。本实验采

用分子印迹技术制备了 iJqemJjfms，表现出良好

的吸附特性与选择性，为 iJqem的富集与纯化提供

了新的方法与思路。=
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