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经降解酶修饰的分子印迹干凝胶用于多巴胺选择性吸附和降解
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摘要: 近年来, 因使用成瘾药物产生过量多巴胺 (DA) 引起关注并亟需解决。分子印迹干凝胶聚合物 (molecu‐

larly imprinted xerogel polymers, MIXPs) 由仿生溶胶-凝胶法制备而成, 即聚乙烯亚胺、模板分子DA自组装并以非

共价氢键与四甲氧基硅烷交联, 洗脱模板DA会留下印迹位点。然后将单胺氧化酶进行MIXPs固定化, 得到经酶固

定化后的分子印迹干凝胶 (monoamine oxidase immobilized MIXPs, MAO-MIXPs), 通过制备的人工脑脊液在体外模

拟脑中多巴胺表达环境, 考察其对多巴胺的选择吸附性能和降解性能, 并以吸附性能和降解性能为指标, 对MAO-

MIXPs进行处方优化, 确定最佳处方为: DA 40 mg、聚乙烯亚胺 0.6 mL与单胺氧化酶 2.5 mg·g-1。扫描电子显微镜、

差示热量扫描仪和傅立叶变换红外光谱对MAO-MIXPs的性状和理化性质进行表征, Brunner-Emmet-Teller多分子

层吸附公式 (BET) 和兰格缪尔吸附公式 (Langmuir) 模型模拟, 其吸附行为倾向于单层吸附。本研究成功制备了可

选择性识别、吸附并降解多巴胺的分子印迹干凝胶聚合物。
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Abstract: In recent years, the overexpression dopamine (DA) due to the use of addictive drugs has caused

concern and urgently needs to be addressed. The method used in our study is known as biomimetic sol-gel synthesis.

We undertook the experiment to develop molecularly imprinted xerogel polymers (MIXPs) through template

molecules dopamine polymerized with polyethyleneimine (PEI), then self-assembled and crosslinked with tetrame‐

thoxysilane (TMOS) in the form of non-covalent hydrogen bonds by using biomimetic sol-gel process, and then

eluted template DA will leave a blotting site. Monoamine oxidase immobilized MIXPs (MAO-MIXPs) was

obtained by coating monoamine oxidase onto MIXPs. The synthesis optimization of MAO-MIXPs was finally set

as the ratio of DA template, PEI and MAO coating (DA 40 mg, PEI 0.6 mL, MAO 2.5 mg·g-1) to achieve highly

selective adsorption toward DA in artificial cerebrospinal fluid based on the adsorption performance and degrada‐

tion performance. The micromorphologies and physical-chemical properties of MAO-MIXPs were characterized

by scanning electron microscopy, differential scanning calorimeter and Fourier transform infrared spectroscopy,

and then amount of adsorption was calculated with adsorption equation. Simultaneously, the Brunner-Emmet-Teller

(BET) and Langmuir model were simulated. It was found that the adsorption behavior tended to be monolayer

adsorption. This new molecularly imprinted polymer demonstrated potential dopamine expression regulation for
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highly selective recognition, adsorption and degradation of dopamine.
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process

分子印迹聚合物 (molecularly imprinted polymer,

MIP) 是通过“锁-钥匙”机制选择性靶向结合分子受

体, 这些分子受体在形状、大小和功能基团上与模板分

子一致, 即在聚合物材料上留下与模板分子互补的孔

穴结构[1,2]。目前MIP在许多领域已受到广泛关注, 例

如纯化和分离、化学/生物传感、人工抗体、药物递送、

催化和降解、生物受体的替代品以及分子印迹固相萃

取即分析化学中的提取和样品制备[3-8]。传统制备分

子印迹聚合物的有机基质印迹聚合物理化性质较差,

例如刚性和稳定性差, 浸渍溶剂中易发生溶胀。然而

具有网络状的二氧化硅溶胶-凝胶基质可解决克服以

上问题, 即良好的热稳定性和水相容性[9]。溶胶-凝胶

反应中产生的水和醇是致孔剂, 干燥后所得高分子聚

合物为分子印迹干凝胶 (molecularly imprinted xerogel

polymers, MIXPs)[10]。

可卡因、偏苯丙胺和 3,4-亚甲基二氧基甲基苯丙

胺会导致过量的多巴胺 (dopamine, DA) 产生[11]。多巴

胺可导致细胞死亡[11]、神经毒性[12]和心脏毒性[13]。据

文献[14]报道 , 单壁碳纳米管 (aggregated single-walled

carbon nanotubes, aSWNTs) 对纹状体中的细胞外 DA

有治疗作用。然而, aSWNTs的选择性很小, 除了可吸附

DA外, 还会吸附其他儿茶酚胺神经递质, 如去甲肾上腺

素 (norepinephrine, NA) 和肾上腺素[15]。另外, aSWNTs

还有许多缺点, 包括聚集性强、溶解性低、生物相容性

低和遗传毒性[16-19]。因此, 采用MIXPs克服上述关于

aSWNTs的问题, 以改善大脑中过量DA的选择性吸附。

此外, 单胺氧化酶对儿茶酚胺代谢有重大意义[20], 单胺氧

化酶 A (monoamine oxidase A, MAO-A) 是 DA代谢中

的关键酶之一[21], 研究表明DA可被线粒体酶复合物

MAO消除[22]。将酶固定化技术与分子印迹干凝胶的

溶胶-凝胶方法相结合, 使降解酶MAO固定化在分子

印迹干凝胶 (monoamine oxidase immobilized MIXPs,

MAO-MIXPs) 上, 通过高选择性识别、吸附和降解作

用, 降低表达DA的量。

在本研究中, 聚乙烯亚胺 (polyethyleneimine, PEI)

首先与 DA结合形成胶体溶液 (溶胶), 然后与四甲氧

基硅烷 (tetramethoxysilane, TMOS) 缩聚体混合形成高

度交联的二氧化硅材料 (或凝胶)-MIXPs, 将降解酶

MAO 固定化到 MIXPs上。此外, 制备人工脑脊髓液

以模拟多巴胺在脑环境条件下的体外吸收过程。根据

合成优化和表征的结果, 经聚合反应相结合形成了一

种新型的共聚物, 且不同掺入量可显著并有规律地吸

附与降解, 通过生物方法和技术使MAO-MIXPs可高

选择性识别、吸附并降解多巴胺, 有望用于多巴胺的表

达调节。

材料与方法

材 料 DA (99.9%, Meilunbio 制 药 公 司); PEI

(99.9%, 相对分子质量为 600)、四甲氧基硅烷 [TMOS,

Si(OCH3)4, Macklin公司]; 3,4-二羟基苯乙酸ELISA试

剂盒 (北京冬歌博业生物科技有限公司); MAO-A (每

小瓶 2.5 mg, Sigma-Aldrich公司); 去离子水 (沈阳药科

大学实验中心)。

仿生溶胶-凝胶法合成MIXPs 将 PEI 0.2 mL与

水 20.4 mL混合并静置 24 h以上制备PEI水溶液[23], 然

后将DA 40 mg溶于1 mL PEI水溶液中, 并向混合溶液

中加入TMOS 1 mL (PEI水溶液∶TMOS = 1∶1, v/v)[23],

涡旋。最后, 将该体系静置下形成象牙白色湿凝胶, 并

在 40 ℃真空干燥箱中干燥直至形成干凝胶状态。由

于 DA 是水溶性药物 , 因此通过用水洗涤数次除去

DA, 离心 (13 000 r·min-1), 通过紫外可见分光光度计

(UV-vis, UV5100, 上海元析仪器有限公司) 测定离心后

的上清液中DA浓度, 检测波长为 280 nm。直到紫外

可见分光光度计检测不到上清液的吸光度为止。如上所

述使用仿生方法在未添加DA模板情况下合成空白的

非印迹干凝胶聚合物 (nonimprinted xerogel polymers,

NIXPs)。

降解酶固定化MIXPs 在-80 ℃的冰箱中取出适

量的单胺氧化酶 (monoamine oxidase, MAO)。稀释后,

将MIXPs和NIXPs加入到MAO溶液中, 180 r·min-1振

荡8 h, 并在37 ℃的干燥箱中干燥, 将MAO分别固化在

MIXPs上, 使其含量为 0.5、1、1.5、2、2.5、3和 3.5 mg·g-1。

在吸附实验中分别称取 36 mg的MIXPs、MAO-MIXPs

和MAO固定化NIXPs (monoamine oxidase immobilized

NIXPs, MAO-NIXPs), 体外吸附实验时使MAO的质量

浓度达到 0.015 mg·mL-1, 分别在 15、25、35、45、55 和

75 min时离心 (13 000 r·min-1), 取上清并测量DA与其

主要降解产物3,4-二羟基苯乙酸。

体外制备人工脑脊液 脑脊液中神经递质的浓度是

脑功能和相关疾病的直接指标。脑脊液是血浆的超滤液,
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血浆和肽类蛋白从血液中主动转移到脑脊液中或在脉

络丛中, 其中含有一定量的维生素、胆固醇和蛋白质,

但糖和钙的含量极低, 没有胆红素和非蛋白质氮, 更多

的是碳酸氢盐和氯化物, 其主要由Na+、Cl-和HCO3
-组

成, 而K+、Mg2+和Ca2+较少[24]。在目前研究中, 人工脑

脊液 (aCSF) 是将10 mmol·L-1葡萄糖、4 mmol·L-1蔗糖、

2.5 mmol·L-1 CaCl2、26 mmol·L-1 NaHCO3、2 mmol·L-1

MgSO4、2.5 mmol·L-1 KCl和 124 mmol·L-1 NaCl混合制

备而成[25]。

处方的优化 进行处方单因素考察分别将 PEI

0.2、0.3、0.4、0.6和0.8 mL与水20.4 mL混合并静置24 h

以上制备PEI水溶液[23]。考察DA对吸附效果的影响,

分别将DA 20、40、60、80、100和 140 mg溶于 1 mL PEI

水溶液中, 并向混合溶液中加入TMOS 1 mL (PEI水溶

液∶TMOS = 1∶1, v/v)[23], 然后涡旋。最后, 将该体系静

置形成象牙白色湿凝胶, 并在 40 ℃的真空干燥箱中干

燥直至形成干凝胶状态。MIXPs筛分后粒径范围为d ≤
250 μm、250 μm < d ≤ 380 μm和380 μm < d ≤ 1 000 μm,

分别称取 60 mg放入 5 mL去离子水中超声 4 h。aCSF

溶液中加入 4 mg·mL-1 DA 5 mL, 使其在 aCSF溶液中

的质量浓度达到 2 mg·mL-1, 最后在 37 ℃的振荡器中

振荡20 h进行吸附实验。

扫描电子显微镜 (scanning electron microscopy,

SEM) 表征 使用双面胶带将样品安装到金属桩上, 并

在真空下喷涂一层薄薄的金。镀金后, 通过 SURA 35

场发射后用扫描电子显微镜 (S-3400N, 日本日立公司)

分别表征MIXPs、NIXPs和不同粒径的MIXPs的微观

形貌。

傅立叶变换红外光谱 (Fourier transform infrared

spectroscopy, FTIR) 表征 通过傅立叶变换红外光谱

(EQUINOX55) 在 400～4 000 cm-1内测定 DA、MIXPs

和MIXPs吸附DA (MIXPs adsorption DA, DA-MIXPs)

的光谱并鉴定官能团 , 使用 KBr 制备 DA、MIXPs 和

DA-MIXPs样品。

差示热量扫描仪 (differential scanning calorimeter,

DSC) 表征 采用差示热量扫描仪 (瑞士梅特勒托利

多仪器有限公司) 检测DA、MIXPs和DA-MIXPs的结

晶状态。将样品约 5 mg密封在铝盘中进行测量。在

40 mL·min-1的氮气吹扫下, 以 10 ℃·min-1的速率将样

品从30 ℃加热到300 ℃。

吸附实验 用 UV-vis 检测离心后获得上清液的

吸光度值, 并根据吸光度值计算平衡浓度, 通过以下吸

附方程式 (1) 来计算吸附量:

Qe = (C0 - Ce) × V / m (1)

其中, C0和 Ce (mg·mL-1) 分别为初始浓度和平衡

浓度; Qe (mg·g-1)、V (L) 和m (g) 分别代表MAO-MIXPs、

MAO-NIXPs、MIXPs、NIXPs 的吸附量、溶液体积和

重量。

选择性重吸附实验 分别称取MIXPs 60 mg (DA

40 mg 和 PEI 0.2 mL, 380 μm < d ≤ 1 000 μm) 并加入

5 mL去离子水中超声 4 h。在 aCSF中分别加入 5 mL

4 mg·mL-1 DA 和 NA, 使 DA 和 NA 的质量浓度达到

2 mg·mL-1。最后将其在振荡箱中于37 ℃振荡20 h, 离

心并测量样品上清液。

统计学方法 所得数据用均数 ± 标准差 (
-
x ± s)

表示 , 用 Excel 和 Origin 统计软件进行数据统计和分

析 , 进行 ANOVA 方差分析 , 并用 Excel和 Origin 对数

据进行分析作图。

结果

1 以DA为模板的MIXPs合成

DA 与 PEI、TMOS 结合并水解形成胶体溶液 (溶

胶), 然后缩聚形成高度交联的二氧化硅材料 (或凝

胶), 其表面含有许多硅烷醇基团, 有较高的孔隙容积

和安全性[26], TMOS水解过程如下[10]:

nSi(OCH3)4 + 2nH2O → nSiO2 + 4nCH3OH

MIXPs制备方法如图 1, MIXPs通过仿生溶胶-凝

胶两步法合成, 首先由DA和 PEI聚合, 然后聚合物与

TMOS以非共价氢键形式自组装成湿凝胶, 其中溶胶-

凝胶反应中产生的水和醇是致孔剂, 洗脱模板分子干

燥后所得高分子聚合物为 MIXPs, 对 DA有选择性吸

附作用。甲基苯丙胺是诱导中枢神经系统兴奋状态最

有效的拟交感神经胺之一 , 通过中枢神经系统释放

DA和其他生物胺, 并抑制神经元、囊泡单胺转运蛋白

和MAO。使用制备的MAO-MIXPs可降解DA并特异

性识别吸附DA, 以治疗由于DA过量产生而引起的成

瘾性。MAO-MIXPs是以DA分子为模板、PEI为功能

性单体、TMOS为交联剂的一种创新的印迹方法, 并将

降解酶MAO固定化在分子印迹干凝胶上。

2 SEM表征

由 SEM 结果可见 , 在 MIXPs 中有许多明显的孔

(图 2a), 表明已经形成了 DA 的印迹“记忆腔”, 而在

图 2b中空白组表面是光滑的, 没有发现孔隙。由于空

白的 NIXPs不存在 DA模板分子从而不会形成“记忆

腔”。在图2c、d中, MAO固定化在NIXPs上后, 表面光

滑并附着有蛋白质, 表明MAO被包裹在NIXPs上, 同

时MAO也可固定化在MIXPs的表面。在进行24 h吸附

实验后 , MAO-MIXPs、MAO-NIXPs、MIXPs 和 NIXPs

降低DA表达量的比较结果进一步证明MAO-MIXPs

对DA可特异性识别 (表 1)。而MAO-MIXPs降低DA
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表达量的效果明显高于 MIXPs, 这是因为印迹“记忆

腔”的形成可增加对DA的吸附量。与此同时, 由于降

解酶的存在, MAO-MIXPs会对DA降解, 从而增强了

降低DA表达量的效果。随着MIXPs粒径的增大、孔

隙更多, 对DA的吸附量将会更多 (图3)。

3 DSC表征

DA、MIXPs、DA-MIXPs 和 MAO-MIXPs 的 DSC

图谱见图 4。DA在 248.41 ℃显示出强吸热峰, MIXPs

和MAO-MIXPs为宽而钝的吸热峰, 这是无定形多胺

的 PEI 被结合在二氧化硅上 , 合成后的 MIXPs 也是

无定形的。DA-MIXPs 没有出现明显的吸热峰 , 而

DA-MIXPs的模板分子DA和记忆腔通过氢键结合在

一起。

4 FTIR表征

DA、MIXPs、DA-MIXPs和MAO-MIXPs的红外光

谱图见图 5。MAO-MIXPs、MIXPs和DA-MIXPs主要

谱带有着相似的位置, 在 1 087.5和 954.8 cm-1观察到

的 MIXPs的特征峰分别表明 Si-O-Si和 Si-OH拉伸振

动。在 1 630.5 cm-1处出现的OH特征峰是由于TMOS

水解产生的。799.1和 465.5 cm-1是 Si-O特征峰。N-H

键的弯曲振动出现在 3 411.6和 1 630.5 cm-1处, 而C-N

键的弯曲振动是在 1 400和 1 440 cm-1处。这些吸收峰

Figure 1 Schematic diagram for the synthesis process of monoamine oxidase immobilized MIXPs (MAO-MIXPs). MAO: Monoamine

oxidase; MIXPs: Molecularly imprinted xerogel polymers; DA: Dopamine; TMOS: Tetramethoxysilane; PEI: Polyethyleneimine

Figure 2 Scanning electron microscopy (SEM) top images of the

molecularly imprinted xerogel polymers (MIXPs) (a), nonimprinted

xerogel polymers (NIXPs) (b), monoamine oxidase immobilized

MIXPs (MAO-MIXPs) (c) and monoamine immobilized NIXPs

(MAO-NIXPs) (d). Magnification: ×7 000

Figure 3 SEM top images of the MIXPs. a: d ≤ 250 μm; b: 250 μm < d ≤ 380 μm; c: 380 μm < d ≤ 1 000 μm (A), and comparison of

adsorption effects of different diameters (B)

Table 1 Comparison of adsorption amounts (Qe) of MAO-MIXPs,

MAO-NIXPs, MIXPs and NIXPs

Sample
MAO-MIXPs
MAO-NIXPs
MIXPs
NIXPs

Qe/mg·g-1

23.29
19.79
16.67
6.67
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的出现表明 PEI大分子已被接枝到硅胶表面, 并以偶

联的方式形成 MIXPs。据文献[27]报道, 未吸附 DA的

MIXPs存在N＝O, 即MIXPs和DA之间没有氢键相互

作用。当使用去离子水作为洗脱液时, DA和PEI之间

的氢键相互作用被破坏, 随后DA被释放。因此, 由于

氢键作用 , DA-MIXPs 的官能团 Si-OH 和 C-N 特征峰

与MIXPs的相应特征峰相比更宽、更钝。DA苯基特

征峰 (2 958.8、1 470.6、876.8、831.0 cm-1) 在DA-MIXPs

的 FTIR谱图上证明 DA被氢键键合在 MIXPs的空腔

中。通过 PEI 和 DA 之间非常强的氢键相互作用 ,

MAO-MIXPs特异性识别吸附DA。

5 MAO-MIXPs的降解与吸附能力分析

由图 6A可以看出, 随着 DA量的增加, MIXPs的

吸附能力越强, 这表明模板上的靶位越来越多。当多

巴胺达到一定量 (40 mg) 时 , 出现最大吸附量 , 然后

随着多巴胺的增加吸附容量下降。聚集的DA竞争性

位点导致吸附位点的减少, 或聚合物和交联剂的量有

限, 承载不了过多的DA。同时DA洗脱不彻底, 以至

于孔隙的数量减少。当PEI的体积为 0.6 mL, MAO为

2.5 mg·g-1时, 对DA吸附量最佳 (图 6B、C)。制备3种

不同的 MIXPs, 分别是 PEI 0.6 mL + DA 60 mg、PEI

0.2 mL + DA 40 mg和 PEI 0.6 mL + DA 40 mg进行比

较, PEI 0.6 mL + DA 40 mg制备得到的MIXPs吸附量

最大 (图7A)。

由图 6D和表 1可以看出, MAO-MIXPs对降低DA

表达量的效果明显高于MAO-NIXPs和MIXPs, 与未用

降解酶固定化的 MIXPs相比, 当 MAO固定在 MIXPs

上时, 对 DA降解大大增加。此外, MAO-NIXPs由于

缺乏模板分子 DA 印迹形成的孔 , 对 DA 的吸附量比

MAO-MIXPs 少 , 导致对降低 DA 表达量的效果不如

MAO-MIXPs。

6 MAO-MIXPs选择性吸附分析

为了验证 MAO-MIXPs 对 DA 的选择性 , 使用

MAO-MIXPs 吸附与 DA 结构相似的分子如 NA 并比

较MAO-MIXPs与DA和NA的吸附特异性。DA和NA

的吸附质量浓度均为 2 mg·mL-1。如图 7B所示, MAO-

MIXPs对DA的最大吸附量达到 23.29 mg·g-1, 远高于

对NA的吸附量 9.37 mg·g-1。MAO-MIXPs对DA表达

量的降低效果也高于没有MAO固定化的MIXPs。这

表明所制备的MAO-MIXPs因增加了DA降解酶MAO

从而显著降低了DA表达量。

7 MAO-MIXPs的吸附机制

经过 MAO-MIXPs的静态重吸附实验, 使用兰格

缪尔吸附公式 (Langmuir) 和 Brunner-Emmet-Teller 多

分子层吸附公式 (BET) 模拟计算平衡吸附过程和线性

回归值, 进行ANOVA方差分析。DA的吸附质量浓度

为 1～6 mg·mL-1时MAO-MIXPs的吸附等温线见图 8。

当DA浓度增加时, MIXPs的平衡吸附能力也随之增

加。Langmuir模型假定了均等的吸附位点分布具有

相等的能量[28]。Langmuir模型方程如下:

Qe = KQCe / (1 + KCe) (2)

BET模型方程如下:

Qe = BCeQ / (Cs - Ce) / [1 + (B - 1) Ce / Cs] (3)

其中, Qe (mg·g-1) 和Q (mg·g-1) 分别为DA的平衡

和饱和吸附量 , Ce (mg·mL-1) 为 DA 的平衡浓度 , K

(mL·mg-1) 是Langmuir常数。Cs (mg·mL-1) 为DA饱和

浓度, B为与吸附热有关的常数。

如图 8和表 2所示, 与BET模型相比, Langmuir模

型 R2值更接近 1。Langmuir模型表明为单层吸附[29]。

这说明在MAO-MIXPs上具有均匀分布的降解酶及印

迹层且更倾向于单层吸附机制, 并且最可能的吸附方

式是通过存在于表面的经降解酶修饰的选择性分子印

迹腔。

Figure 5 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra

of DA, MIXPs and DA-MIXPs

Figure 4 Differential scanning calorimeter (DSC) spectra of DA,

MIXPs, MAO-MIXPs and MIXPs adsorption DA (DA-MIXPs)
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Figure 6 The influence of the different amount of DA template molecule on the adsorption efficiency (A). The influence of the different

amount of PEI on the adsorption efficiency (B). The influence of the different amount of MAO on the adsorption efficiency (C). Comparison

of adsorption amounts of MAO-MIXPs, MAO-NIXPs, MIXPs and NIXPs at different time (D)

Figure 7 Optimized ratio of DA and PEI for synthesizing MIXPs (A). The influence of the analog on the adsorption efficiency (B). NA:

Norepinephrine

Figure 8 Langmuir model and Brunner-Emmet-Teller (BET) model were fitted by origin software
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讨论

本文首次利用仿生溶胶-凝胶法和降解酶固定化

技术制备了MAO-MIXPs。 MAO-MIXPs可高选择性

识别、吸附并降解DA, 有望用于DA表达调节。仿生

溶胶-凝胶法首先将DA和 PEI聚合, 再通过非共价键

氢键的结合, 与TMOS自组装偶联, 经洗脱模板分子留

下“记忆腔”, 然后将DA降解酶MAO固定在MIXPs。

MAO-MIXPs因洗脱模板分子后留下DA印迹位点以

及MAO可对DA降解, 降低了DA的表达。DA吸附实

验是在人工脑脊液下进行的, 即通过模拟脑中DA过

表达环境并为体内研究提供了理论基础。吸附机制实

验研究验证了该聚合物更倾向于均一单层吸附, 为今

后MAO-MIXPs剂型的制备提供了理论基础。此项研

究尚未在动物实验中探索, 未来期待进一步在体内探

究吸附效果。

综上所述, 通过仿生溶胶-凝胶法和酶固定化技术

制备了 MAO-MIXPs, 创新地提出了新型吸附分子体

系。此项研究为对特定化合物的快速识别吸附及降解

提供了一个新的方向, 有望使其能够高度选择性地吸

附并降解, 降低因甲基苯丙胺成瘾机制产生的超过阈

值的DA水平, 同时不吸附其他类似结构的儿茶酚胺

神经递质。
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