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摘 要：介绍了环境雌激素的分类、来源，同时介绍了近些年发展起来的新技术一分子印迹技术。

重点介绍了分子印迹技术在环境雌激素的识别和分析中所取得的进展。并对这一技术在该领域

的应用前景进行了展望。
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Abstract：Molecular imprinting technique is a novel technique which is developed rapidly in recent

years．In this manuscript，the application of this novel technique on the analysis of environmental

estrogens is critically reviewed and the future appcication of this technique also discussed．The

sort and the source of environmental estrogens are also introduced in this review．
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近年来，大量的科研结果表明环境中存在多种

能模拟和干扰动物及人类内分泌机能的物质。这

些外源性化学物进入机体后，干扰体内内分泌物质

的合成、释放、运输、代谢、结合等过程，激活或抑制

内分泌系统的功能，破坏机体内环境的稳定。这一

大类物质被统称为环境内分泌干扰物[1]，被称为第

3代环境污染物[2]。实验表明，环境内分泌干扰物

对机体雌激素、甲状腺素等有明显的干扰效应，可

能导致一系列的发育异常、生理异常，甚至还会引

起有关的生态学效应。环境内分泌干扰物分布广

泛，种类繁多，不仅影响人类健康，也威胁到自然界

中其它生物种族的生存。这些外源性物质中有一

类化学物质具有雌激素样活性，可模拟内源性雌激

素的生理、生化作用[1]。

从而干扰体内正常分泌物质的合成、释放、运

转、代谢、结合等过程，影响内分泌系统功能，从而

破坏其维持机体稳定性和调控作用的物质。这些

外源性物质中有一类化学物质具有雌激素样活性，

或具有拮抗雄激素的效应，称为环境雌激素[1’3]。
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环境雌激素的分类及影响

1．1环境雌激素的分类

环境雌激素可以分为天然雌激素、人工合成雌

激素、生物来源雌激素和环境化学污染物等。天然

雌激素：主要由生物体内细胞自行分泌，其中雌二

醇、雌酮和雌三醇主要由生物体的卵泡颗粒细胞分

泌，可以促进生物第二性征发育，天然雌激素会通

过生命体的代谢进入环境，从而对环境产生影响。

人工合成的雌激素：包括与雌二醇结构相似的类固

醇衍生物，主要用于避孕药或用于促进家畜生长的

同化激素。这是一类由人工合成的环境雌激素，为

非甾体类雌激素，这些人工合成的雌激素具有较强

的生物活性，在环境中一般比较稳定，不易降解，会

在环境中造成污染。如：己烯雌酚(DES)；生物来

源雌激素：主要可分为两类，它们是植物性雌激素

和真菌性雌激素。植物性雌激素：广泛分布于包括

豆类植物、茶叶、三叶草等多种植物中，它们与天然

雌激素结构相似，具有雌激素效用。如：异类黄酮、

香豆雌酚、白藜芦醇、大豆苷元、去二甲氧愈创木酸

等；真菌性雌激素：这是一类具有雌激素活性的真

菌毒素。如玉米赤霉烯酮；环境化学污染物，主要

包括农药、工业化学物质等。农药：主要为有机氯

化合物，如DDT、DDE等；工业化学物质：包括多氯

联苯、二恶英、烷基酚类、某些金属(铅、汞、有机锡

等)。[3]其中烷基酚类中的双酚A，作为合成树脂的

组成物质原材料，是重要的化工原料(包括食品和

饮料容器)，也是一种非常重要的环境雌激素H]。

1．2环境激素的影响

环境雌激素可通过食物链或直接接触等途径

进入人或动物体内，通过干扰血浆中正常激素水平

的维持，对机体等产生多方面影响[5]。

人们关于环境雌激素及其对人体健康的影响

早在19世纪就有所认识，但直到90年代环境雌激

素对人类生殖、发育的影响及与激素依赖性肿瘤和

自身免疫性疾病等的关系才引起社会和医学界的

重视。美国、日本等一些发达国家对环境雌激素问

题近年来予以极大关注。2000年，我国的国家自然

科学基金对雌激素的研究也给予了有力支持[5]。

2分子印迹技术

2．1 分子印迹技术的发展历程

分子印迹技术(MIT)是一门新兴的高度交叉

科学技术，MIT的出现源于免疫学的发展，其原理

类似于抗原抗体的锁钥学说。早在20世纪40年

代，Pauling在研究抗体抗原的相互作用时就提出

了以抗原为模板合成抗体的理论[6]。但此项技术

一直未引起世人的重视，直到1972年由德国的

Wulff等首次报道人工合成有机分子印迹聚合物

(MIPs)之后，这项技术从此才逐渐为人们所认

识[7]，1993年瑞典Lund大学的Vlatakis等在《Na—

ture))上发表有关茶碱MIPs的研究报道[8]，使其最

终成为化学和生物学交叉学科的新兴领域之一，这

项技术才在近三十几年内得到了蓬勃发展。

2．2分子印迹技术的定义、分子印迹聚合物的制

备过程及制备方法

2．2．1 分子印迹技术的定义 分子印迹技术

(MIT)是指制备在空间结构和结合位点上与某一

模板分子完全匹配、且对模板分子具有特异识别能

力的新型聚合物的一种实验制备技术。该聚合物

称为分子印迹聚合物。

2．2．2分子印迹聚合物的制备过程 MIT一般包

括3个步骤：在适当的溶剂中，在合适的化学反应

条件下，模板分子与具有适当功能基团的功能单体

依靠彼此官能团之间的共价或非共价作用，形成复

合物。常见的非共价键作用有：氢键、静电力、金属

螯合作用和疏水作用等。加入交联剂，使模板分子

复合物与交联剂共聚，在模板分子周围形成高度交

联的超分子高聚物；将聚合物中的模板分子洗脱出

来，这样在聚合物中便留下了一个与模板分子在空

间结构上完全匹配、并含有与模板分子的功能基团

相匹配位点的立体空穴。这个立体空穴的空间结

构和功能单体的种类是由模板分子的结构和性质

决定的。由于用不同的模板分子制备的MIPs具有

不同的结构和特异性，一种MIPs只能特异性地识

别一种分子，也即MIPs对该模板分子具有选择性

结合作用。这便赋予该聚合物特异的“记忆”功能，

即类似生物自然的识别系统。MIPs具有亲和性和

选择性高、稳定性好、使用寿命长、应用范围广等特

点。
’

2．2．3分子印迹聚合物的制备技术

1)本体聚合。分子印迹早期大都采用本体聚

合方法制备MIPs，即把印迹分子、功能单体、交联

剂和引发剂按一定比例先后溶于适宜的溶剂，在密

封的容器中，以热或紫外等方式进行引发，经聚合

制得分子印迹聚合物，经研磨、过筛、洗脱等得到所

需粉末状的MIPs[9]。苏庆德等曾用此法制备了可

识别农药久效磷的MIPs，并探讨了识别机理‘10]。

本体聚合法简单，至今仍是制备MIPs的主要方法

之一；但后处理过程繁杂，而且模板分子不易洗脱，
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MIPs中有效成分低，难以大规模生产。

2)原位聚合。该方法是在色谱柱或毛细管等

反应器内直接进行聚合。这种制备方法制得的

MIPs连续、均匀，具有良好的分离效果。李志伟等

以药物烟酰胺为模板分子，甲基丙烯酸(MAA)为

功能单体，乙二醇二甲基丙烯酸酯(EGDMA)为交

联剂，甲苯和正十二醇的混合溶液为致孔剂，采用

原位聚合法制备了具有特定识别性能和分离能力

的分子印迹聚合物，并将其作为高效液相色谱固定

相，实现了模板分子与烟酸在2 min内的快速分离，

并使模板分子与烟酸的分离度达1．8[1¨。Daniela

Hoeggar等提出了以丙烯酰胺为基础的整体柱的

制备方法，用于毛细管色谱中，其机械性能和化学

稳定性都很好[1引。

3)悬浮聚合。此法是制备微球型MIPs常用

方法[9]。Mayes等对药物心得安采用悬浮聚合的

方法，在乙腈中合成分子印迹聚合物[1引。郑细鸣等

也用此法制备了用于分离外消旋体的MIPs微球，

有良好的热稳定性和立体选择性，用无皂乳液聚合

法合成了微米级聚苯乙烯微粒，并以其为种球，采

用单步溶胀聚合法制得了单分散柚皮素分子印迹

聚合物微球(MIPs)，制得的MIPs对模板分子具有

较强的特异吸附能力，以槲皮素为竞争底物，其分

离因子达1．96r14]。张立永等采用多步溶胀悬浮聚

合的方法，甲基丙烯酸甲酯(MMA)为功能单体，以

甲基橙分子为模板制备了分子印迹微球，收到了较

好的效果。悬浮聚合工艺简单、制备周期短，并且

可在水中进行聚合而能够满足水溶性分子的印迹

要求，但是所制MIPs粒径较大，影响其性能与实际

应用‘1 51。

4)表面聚合。该技术是首先使印迹分子和功

能单体在溶剂中形成的复合物，进而使该复合物与

活化硅球等介质反应，接枝聚合，从而制得MIPs。

这一方法解决了本体聚合中印迹分子包埋过深或

过紧而难洗脱的问题[9]。Klaus Mosbaeh等在硅胶

表面成功地接枝聚合制备了罗丹明B的MIPs[16]。

刘岚等以茶碱作为模板分子，通过对硅胶表面进行

修饰后进行接枝共聚，制备了基于硅胶表面修饰的

分子印迹聚合物，实验表明这种分子印迹聚合物对

茶碱表现了特异性吸附，而对相似化合物咖啡因则

无特异性吸附，并用薄层色谱对聚合物的分离性能

进行了研究，结果表明分子印迹聚合物的分离性能

要优于薄层色谱的分离性能[171。

5)MIPS膜的制备。MIPS膜具有分离和选择

渗透等功效，且稳定性和机械强度明显优于生物

膜。还具有可以反复使用等优点[引。何锡文等在

光照和引发剂的作用下，模板分子香豆素一3一羧

酸、功能单体丙烯酰胺和交联剂乙二醇二甲基丙烯

酸酯(EGDMA)或三甲氧基丙烷三甲基丙烯酸

(TRIM)在聚偏氟乙烯(PVDF)微孔滤膜表面聚合

形成分子印迹聚合物复合膜[1 81。

此外还有溶胶一凝胶方法，Fabio Augusto等用

此方法合成了咖啡因的分子印迹聚合物，将其应用

于液相色谱，对咖啡因的检出限达到53／卫g／L Dg]。

除上述分子印迹技术外，近年来还陆续发展了多种

分子印迹制备技术。

3 分子印迹技术在环境激素检测中

的应用

3．1分子印迹技术在天然雌激素检测中的应用

在天然雌激素的检测中，厦门大学的王小如等

采用氧化铝模板法和溶胶一凝胶法，以孕酮(Es—

trone)作为印迹分子，合成了对孕酮有特异性识别

的Si02纳米管膜(Nanotubes membrane，NTM)。

实验结果表明，合成的纳米管膜，由于其纳米级孔

径和几纳米的管壁厚度，因此对目标分子具有高选

择性、高亲和性、高容量和快速结合能力。而且本

实验证明了通过氧化铝模板法可以制备各种无机

或有机材料的MIP纳米管[2引。Rachkov等采用一

种分子印迹技术与液相色谱联用的方法，制备成荧

光传感系统应用于甾类荷尔蒙雌二醇的检测。17一p

雌二醇是人类雌激素中生物活性最强的一种，它除

了通过生命体的代谢进入环境外，还因为是雌性激

素类药物生产的母体化合物而随工业废水进入环

境，会对环境造成严重影响。建立的这种检测体系

可以快速对0．1～4肛mol／L之间的雌二醇的浓度

做出检测，并且可再生应用，由于同时联合了印迹

分子的荧光性质、印迹聚合物的特定吸收性质，这

种检测体系具有分析时间短，选择性优良等特殊优

点，因此，对这类物质存在水平和生物学活性的研

究具有十分重要的现实意义[2¨。于红霞等采用分

子印迹技术，通过丹磺酰氯与17一p雌二醇反应，合

成出17--B雌二醇荧光标记物，进而合成17一p雌

二醇荧光标记化合物分子印迹聚合物，该分子印迹

聚合物可用于对复杂介质中17一p雌二醇的快速检

测m]。Mulchandani等以17一a雌二醇为模板分

子，丙烯酰胺为功能单体，合成了分子印迹聚合物，

吸附量为380 nmol／mg，可以重复使用多次，在检测

环境水质中得到成功应用[2引。Yoshiyuki Datable

等以4一乙烯基吡啶为功能单体，同时采用17一B
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雌二醇的结构类似物为模板分子，合成对17一p雌

二醇有吸附性的分子印迹物，并用其检测河水，检

出限为50 ng／LE2“。

3．2分子印迹技术在人工合成的雌激素和生物来

源雌激素检测中的应用

在人工合成的雌激素和生物来源的雌激素的

检测中，分子印迹已经成功地对己烯雌酚和葛根异

黄酮、玉米赤霉烯酮等进行了检测。马金余等通过

本体聚合的方法以己烯雌酚(DES)为模板分子，甲

基丙烯酸(MAA)为功能单体，二甲基丙烯酸乙二

醇酯(EDMA)为交联剂，合成己烯雌酚分子印迹聚

合物，并以该聚合物为填料制成固相萃取小柱，应

用于己烯雌酚残留分析的样品前处理，并比较了该

固相萃取小柱与C。。固相萃取小柱对DES保留行为

的差异。C。。固相萃取小柱和DES—MIPs固相萃

取小柱对DES都有纯化效果，但前者洗脱效率不

高，容易在除去杂质的过程中损失DES，具有专一

选择性吸附的DES—MIPs固相萃取填料能较好地

分离、富集纯化DES。同时通过选择不同浓度的甲

醇水溶液，使得己烯雌酚达到理想的分离纯化效

果，实验中对加标鸡肉样进行了含量测定，回收率

可达·95％以上[2 5l。程绍玲等以葛根素为模板分

子，丙烯酰胺为功能单体，二甲基丙烯酸乙二醇酯

(EDMA)为交联剂，合成了葛根素分子印迹聚合物，

实验发现由于葛根素特殊的分子结构，使得该印迹聚

合物对另外两种结构类似物大豆苷和大豆苷元也具

有一定的吸附效果，他们将该分子印迹聚合物应用于

液相色谱，进行在线富集，结果成功地分离了葛根中

的有效成分乜6|。Guillermo Orellana等以玉米赤霉烯

酮为模板分子，采用本体聚合的方法，制成分子印迹

聚合物，并将其制成分子印迹探针，同时与液相色谱

联用，对玉米赤霉烯酮进行检测，检出限达到2．5×

10一mol／L，并具有良好的特异性[2川。

3．3分子印迹技术在其它种类雌激素检测中的应用

在其它种类的环境激素检测上，分子印迹技术

在对多氯联苯、双酚A、硒、甲基汞等检测中均具有

良好的效果。常文保等对双酚A，选择4一乙烯基

毗啶作为功能单体，加入交联剂乙二醇二甲基丙烯

酸酯(EGDMA)和引发剂偶氮二异丁腈引发聚合，

分别合成了以双酚A为模板分子的分子印迹聚合

物和相应的空白聚合物，并制备了对双酚A分子有

高度特异性的双酚A分子印迹固相萃取柱瞳8|。

Naoto Tsuru等以双酚A为模板分子制成分子印

迹聚合物传感器，该传感器的检出．限可以达到

100灶g／L[2引。Hiroyuki Nakazawa等以经过同位

素标记过的双酚A为模板分子，采用悬浮聚合的方

法合成分子印迹聚合物，将该聚合物用于固相萃

取，对双酚A进行检测，发现对于双酚A有很好的

吸附效果，将其作为固相萃取填料，再通过液质进

行检测水中的双酚A，检出限可达到1／ug／L[3⋯。
Ken Hosoya等在对多氯联苯的检测中首次采用两

步溶胀法，使用甲基丙烯酸乙烯酯做功能单体，以

O一，rn一或p_-甲苯作致孔剂同时也作为模板分子

进行聚合，制备出了颗粒均匀的印迹聚合物，并将

其作为高效液相色谱的固定相，虽然在选择性实验

中，观察到聚合物的识别能力不是很突出，但是，它

却证明了用相似分子模板制备出来的印迹物有识

别类似的分子的能力，而且为用致孔剂作为模板分

子提供了一个可行的途径，这将使得制备大容量的

分子印迹聚合物逐渐成为可能，同时该方法还避免

了单纯仪器检测多氯联苯前处理复杂且毒性较大

的难题[311。Ridvan Say等以甲基汞为模板分子，采

用分散聚合的方式合成分子印迹聚合物，作为SPE

的填料，进行预富集，配合MISPE—ICP-AES检

测甲基汞和汞，检出限可达20 ng／L和50 ng／L，而

配合用MISPE／HPLC-DAD进行检测，他们的检出

限分别可以达到0．80 ng／mL和2．50 ng／mL，这比

用其它方法检测大大降低了检出限，并且用该印迹

聚合物成功地检测了海水中的甲基汞和汞[32l。Ya—

dollah Yamini等以Se02，2一乙烯基吡啶，合成了硒

离子的分子印迹聚合物，并与原子吸收联用，用其

检测了血浆、水中的硒，检出限达到3．3“g／L[33。。

4展望

环境雌激素是一类分布广泛、种类众多的外源

性物质，虽然目前已经合成出多种环境雌激素的分

子印迹聚合物，但是如何找到种类更多、性能更好

的功能单体和交联剂，用于改善分子印迹聚合物吸

附特性，增加其吸附容量，并利用印迹聚合物，进一

步配合仪器使用，提高检测灵敏度，应是今后的研

究重点。而且如何能制备出针对某一类环境激素

的分子印迹聚合物，并将其应用在检测中，仍是今

后的研究方向。
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