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摘要：本研究主要结合分子印迹技术(MIP)与表面增强拉曼光谱（SRES）检测技术，综合二者特异性富集及高灵敏度检测的优势，拟建立新的氯霉素快速痕量检测方法，即制备氯霉素分子印迹聚合物并合成氯霉素MIP/Au基底，并将其应用在氯霉素SERS检测中。采用沉淀聚合法制备氯霉素分子印迹聚合物，通过超声辅助萃取技术对模板分子进行洗脱，制得氯霉素分子印迹聚合物。将聚合物置于柠檬酸三钠还原反应中，合成氯霉素MIP/Au基底。该基底在甲醇：水（1:9）氯霉素母液中充分富集6h后，有良好检测效果，可应用于牛奶样品中氯霉素检测，检测限可达0.1ppm。本研究为氯霉素快速痕量检测提供新方法，可直接用于食品样品中氯霉素的富集和检测，简化了检测步骤，提高了检测效率，有广阔的应用前景。
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Preparation of chloramphenical molecularly imprinted polymers and SERS detection
ZHAO Mengyao, HU Qi, YAO Weirong, XIE Yunfei
(School of Food Science and Technology,Jiangnan University,wuxi 214122)
Abstract: This study combined molecular imprinting technology (MIP) and surface-enhanced Raman spectroscopy (SRES) detection technology, integrated both the advantages of high sensitivity and specificity ,intends to establish a new method for fast trace detection of chloramphenicol .We will prepare the chloramphenicol molecularly imprinted polymers and synthetic chloramphenicol MIP/Au substrateand,and apply it in SERS detection of chloramphenicol. The chloramphenicol molecularly imprinted polymers was prepared by precipitation polymerization,and use the ultrasound-assisted extraction technology to elute template molecule, and get the chloramphenicol molecularly imprinted polymers. The polymer was placed in sodium citrate reduction reaction to prepare the chloramphenicol MIP / Au substrate. The substrate fully enriched 6h in methanol: water(1:9) chloramphenicol liquor , with good detection results can be applied to the detection of chloramphenicol in milk samples, the detection limit is 0.1ppm. This study provides a new method for trace amounts of chloramphenicol fast detecting, it can be directly used for chloramphenicol enrichment and detection in food samples, simplifying the detection step, to improve the detection efficiency, has broad application prospects.
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0 引言

氯霉素( Chloramphenicol，氯霉素）是一种常用抗生素，具有高效性和广谱性。被广泛应用于各类生产过程中家禽、家畜、水产品的传染性疾病控制。值得我们关注的是，氯霉素有严重的副作用，可以引起人的再生障碍性贫血和粒状白细胞缺乏症、新生儿、早产儿灰色综合症[1]等疾病。从1994年起，欧盟明令禁止在食用动物饲养中使用氯霉素，而美国也在法规中规定氯霉素的残留限量标准为“零容许量”[2]，即不得检出。2002年12月，我国农业部也规定在所有动物的可食组织中不得检出氯霉素及其盐、酯等。但是，由于氯霉素价格相对低廉，抗菌效果好，仍有不少动物养殖者及饲料生产企业违规使用，国内动物性食品中氯霉素残留现象依然十分严重。因此，如何建立可靠、灵敏、快速和实用的残留检测分析技术是控制氯霉素兽用的关键环节。

目前，食品中氯霉素残留的检测主要采用微生物学法[3]色谱法[4]、免疫分析法[5]等方法。这些方法各自有自己的优缺点和适用样品形式。但是利用这些方法进行食品中氯霉素的检测时，会遇到两个问题：第一，样品中氯霉素含量较少，用一般的方法难以实现痕量氯霉素的富集；第二，检测方法复杂费时，不便于现场快速检测。因此亟须开发一种准确性高、快速高效的氯霉素检测方法。

分子印迹聚合物在食品抗生素检测方面的应用主要体现在制备固相萃取柱用于分离和富集痕量组分，发挥分子印迹技术快速高效、痕量富集的优势[6]。Rejtharová M等[7]用氯霉素分子印迹聚合物装填固相萃取柱，对蜂产品中氯霉素进行富集，该方法对氯素的检测限能达0.05 μg/ml。现有研究中分子印迹技术多与气相色谱和液相色谱技术相结合，广泛应用于食品中氯霉素的检测。

表面增强拉曼光谱法（SERS）是近年来广泛应用的快速检测技术，具有分析速度快、灵敏度高[8]等优点，正越来越多地应用到抗生素的检测中。孔德地等[9]制备了一种简单且灵敏度高的纳米基底—银溶胶膜，实现了对三种抗生素（氯霉素、环丙沙星、恩诺沙星）的痕量检测。李春颖等[10]应用表面增强拉曼光谱建立定量分析模型建立了运用SERS技术对鱼肉中抗生素药物，氯霉素和磺胺甲基嘧啶的痕量检测方法。但是Au、Ag等贵金属基底具有不稳定、重现性差等缺点，将分子印迹技术和表面增强拉曼光谱技术结合，合成稳定的SERS基底，应用于氯霉素等抗生素的检测，成为了食品体系抗生素痕量检测的趋势。

本研究以氯霉素分子印迹聚合物的合成、吸附性能探究及氯霉素MIP/Au基底的合成、检测方法的建立为主要内容。在前人关于氯霉素分子印迹聚合物的合成及吸附性能探究的基础上，将复合基底的合成作为切入点，把已经充分洗净氯霉素的MIP聚合物放入金胶的柠檬酸三钠还原反应[11]中，合成MIP/Au复合基底。进而，优化了溶剂及其与聚合物的比例，建立以氯霉素MIP/Au基底为富集和增强基底的检测方法，以简化检测步骤，提高检测效率，并有望直接用于食品样品中氯霉素的富集和检测。
1 方法
1.1 实验材料

氯霉素标准品（梯希爱化成工业发展有限公司）、甲醇（国药集团化学试剂有限公司）、甲基丙烯酸（MAA）（国药集团化学试剂有限公司）、四氢呋喃（国药集团化学试剂有限公司）、冰醋酸（国药集团化学试剂有限公司）、乙二醇二甲基丙烯酸酯( EGDMA)（百灵威科技有限公司）、偶氮二异丁腈( AIBN)（百灵威科技有限公司）、氯金酸钾（百灵威科技有限公司）、柠檬酸三钠（国药集团化学试剂有限公司）、甲砜霉素标准品（百灵威科技有限公司）、氟甲砜霉素标准品（百灵威科技有限公司）、阿莫西林标准品（中国食品药品检定研究所）、四环素盐酸盐标准品（Dr，Ehrenstorfer）

1.2 实验方法
1.2.1 标准曲线的测定

准确称取2 mmol 氯霉素，用甲醇溶解，转移至100 ml容量瓶中，用甲醇定容，得到20 μmol/ml的氯霉素标准溶液。经过稀释后得到0.02，0.03，0.04，0.05，0.06，0.07 μmol/ml的氯霉素标准溶液。以甲醇为空白，于278 nm下测定其吸光度。

用相同的方法于226 nm处测定甲砜霉素（TAP）标准曲线和氟甲砜霉素（FF）标准曲线。

1.2.2 氯霉素分子印迹聚合物（MIP）的合成及表征
向15 ml烧杯中加入0.5 mmol 氯霉素和5 ml四氢呋喃，溶解后再加入1.3 ml甲基丙烯酸（MAA），室温静置0.5 h，然后加入2.3 ml EDMA和0.02 g偶氮二异丁腈（AIBN），混匀后转移至10 ml带塞试管中，超声脱气5 min，氮吹5 min后加塞密封，放入60 ℃恒温水浴中聚合24 h，经粉碎后过65目筛[12]。无氯霉素单体存在下的聚合物（NIP）的合成除了不加入氯霉素模板分子外，其余步骤同上所述。分别称取适量已经制备好的MIP与NIP，使用扫描电镜仪观察并拍摄照片。

1.2.3 MIP中残留氯霉素的洗脱
称取1 g MIP于具塞三角瓶中，加入甲醇：醋酸9:1（V:V）的混合溶液50ml，超声萃取30min[13]，微孔滤膜过滤，取滤膜上粉末重复上述过程10次，每次取适量洗脱液进行紫外分析，绘出洗脱次数与洗脱液中氯霉素浓度变化曲线。

1.2.4 氯霉素MIP的吸附性能

称取30 mg MIP分别置于10个离心管中，加入1000 ppm甲醇：水9:1（V:V）的氯霉素溶液5 ml，分别静置一段时间，离心后取上清液测其吸光度。根据复吸前后溶液中氯霉素浓度的变化，由方程（1-1）计算出MIP对氯霉素的吸附量Q，平行三次取平均值，绘制出吸附量Q与吸附时间的动力学曲线[14]。

                         Q=(C0-Ce)*m / v                       （1-1）

    式（1-1）中Q—聚合物对氯霉素的吸附量，μmol/g；C—吸附后溶液浓度，μmol/ml；v—吸附用标准溶液体积，ml；m—加入的氯霉素MIP的量，g。

对照实验：将上述试验中的MIP替换成NIP，其余步骤同上。

1.2.5 氯霉素MIP/Au基底的合成
      1、清洗圆底烧瓶，将清洗后的瓶子和转子放入王水（硝酸:盐酸= 3:1）中浸泡过夜；       

2、 打开油浴锅，温度调至115 ℃，升至稳定；    

3、称取柠檬酸三钠0.02 g，放入5 ml离心管中，2 ml定容；

4、称取MIP0.2 g；

5、在烧瓶中加入3 ml氯金酸钠，再加入47 ml超纯水，加热至沸[15]；

6、加入配置好的柠檬酸三钠和氯霉素MIP，调整转数500 r/min，再沸15 min。冷却、过滤后留固体备用。

1.2.6 氯霉素MIP/Au基底最佳SERS检测条件的选择
在实验过程中，综合考虑各种影响基底吸附效果的因素，确定从溶剂和溶剂比例来进行最佳SERS检测条件的选择。
1、溶剂的选择：

选取了四种溶液作为该基底的吸附实验中氯霉素的溶剂。四种溶液分别为：甲醇、乙腈、乙醇、丙酮。

准确称取0.03 g 基底固体4份，于10 ml离心管中。分别向四个离心管中加入5 ml 100 ppm的氯霉素-甲醇、氯霉素-乙腈、氯霉素-乙醇、氯霉素-丙酮溶液。摇床中震荡6 h。震荡结束后，3000 r/min下离心5 min。弃上清液，保留湿润的基底固体，进行拉曼测定。

2、溶剂比例的确定：

选择了5个吸附溶剂的比例，即甲醇：水分别为①9:1 ②8:2 ③5:5 ④2:8 ⑤1:9。称取0.03g基底5份分别于5支10ml离心管中，编号1—5，按照对应编号顺序分别将①—⑤管100ppm氯霉素母液5ml加入含有基底的离心管中。放于摇床中震荡6h，取出后在3000r/min的转速下离心5min。弃去上清液，保留湿润的基底固体，进行拉曼检测。

1.2.7 氯霉素MIP/Au基底对氯霉素的特异性研究
准确称取3份0.03g氯霉素MIP/Au基底固体，分别加入5ml氯霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素、氯霉素、四环素、阿莫西林溶液，置于摇床中震荡6h，进行特异性吸附试验。震荡结束后，3000r/min离心5min，弃去上清液，保留湿润的基底固体，进行拉曼检测。

1.2.8 基于氯霉素MIP/Au基底检测氯霉素的方法
准确称取4份0.03g氯霉素MIP/Au基底固体于10ml离心管中，分别加入100ppm、10ppm、1ppm、0.1ppm的氯霉素溶液，进行梯度吸附性能探究实验。在摇床中震荡6h，震荡结束后，在3000r/min的转速下离心5min，弃去上清液，保留湿润的基底固体，进行拉曼检测。

1.2.9 实际牛奶样品检测
取10ml牛奶试样，加入30 ml 乙酸乙脂搅拌均匀，涡旋混合提取2min，8000r•min-1 离心5 min，吸取上层清液至100ml 烧瓶中。重复上述提取操作后合并上清液。60℃下旋转蒸发仪蒸发近干。用2.0 ml超纯水溶解残渣并转移至10 ml离心管中，加1ml正己烷，旋涡振荡1 min。静置分层后用吸管吸去正己烷层，重复3次，用氮气吹除残余的正己烷，残渣用超纯水定容至10ml备用[16]。

     牛奶试样的加标量分别为0、0.1、0.2、0.5、1μg/ml。分别将加标后牛奶试样进行预处理，每份处理后样品加入0.03gMIP/Au基底，摇床中震荡6h，3000r/min离心5min，保留上清液进行紫外测定，基底固体进行拉曼检测。

1.2.10 拉曼检测条件

设备：RamTrace®-200-HS便携式拉曼检测仪

用乙腈对拉曼仪器进行基线校准后，设置仪器参数：

激发波长：785nm；扫描功率：300mW；积分时间：10s；积分次数：2次。

2 结果与讨论
2.1 氯霉素分子印迹聚合物（MIP）的合成

2.1.1 氯霉素 MIP的合成制备
通过查阅MIP合成相关文献[12]确定了如下MIP合成过程各个试剂加入量：氯霉素0.5 mmol 、四氢呋喃5 ml、甲基丙烯酸（MAA）1.3 ml、EDGMA2.3 ml和偶氮二异丁腈（AIBN）0.02 g。
2.1.2 残留氯霉素的洗脱
为了研究制备MIP过程中残留氯霉素的洗脱条件，以甲醇/醋酸 9:1（V:V）的溶液作为洗脱溶剂，采用超声波辅助萃取法[17]洗脱去除MIP中的氯霉素模板分子。利用分光光度法检测氯霉素含量，计算氯霉素的洗脱率。由图2（A）所示，经过一次超声洗脱，MIP中的氯霉素洗脱率就达到了86.42%，之后洗脱率随洗脱时间的增加而快速增加；从第四次超声（120min）时开始，MIP中氯霉素的洗脱量逐渐减少，洗脱率趋于恒定[18]，抽提10次（300min）时洗脱率达到95.52%。由图2（B）和（C）可知，因此，采用超声洗脱2次即可使MIP中的氯霉素洗脱率达到92.27%，5次洗脱即可将MIP中的氯霉素洗脱掉95%以上，而5次后MIP中的氯霉素模板分子洗脱量变得非常有限，因此在后续试验中选择洗脱条件为5次。
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图1 MIP制备过程中残留氯霉素的洗脱效果

(A) 洗脱液中氯霉素含量与洗脱次数的关系；（B)各次洗脱液中氯霉素含量；（C）对应AB图中前3次洗脱液的UV图
Fig.1 Elution of residue chloramphenicol in MIP preparation
(A)The relationship between the elution times and the chloramphenicol content in the eluent;（B) the chloramphenicol content of each time eluent;（C）The UV map of the first three times in the eluent

2.2 氯霉素MIP的吸附性能
氯霉素MIP的吸附曲线见图2。从图2(A)所示MIP对氯霉素的吸附到6h左右达到平衡，吸附量Q达到29.303μmol/g，远大于NIP的吸附量（只有10μmol/g左右）。图2（B）为静置吸附1h后MIP与NIP的对比紫外扫描光谱图，从图中也可以看出，静置吸附1h后，MIP吸附的母液中残留氯霉素的含量少于NIP吸附后的氯霉素的量，也说明MIP对氯霉素具有较好的吸附能力。

从图2（A）所示的对氯霉素的吸附量随时间的变化可以看出，利用超声萃取的方法洗脱氯霉素模板分子从而得到的MIP和NIP的吸附特性曲线在前4h内，MIP对氯霉素的吸附量随着时间的增加而迅速增加。到6h左右吸附达到平衡。而NIP的吸附量几乎一直维持在10μmol/g左右。吸附的初始阶段，聚合物表面和浅层有大量的空穴，吸附氯霉素分子的传质阻力较小，故MIP在吸附初始阶段呈现较快的吸附速度，随着越来越多的氯霉素分子被吸附，聚合物表面和浅层的空穴被结合，一段时间后达到饱和，模板分子向MIP内的深孔传质，阻力明显增大，导致吸附速度下降[17]。当聚合物的空穴被越来越多的氯霉素分子占据，一段时间后达到饱和，吸附量将不再变化，大约6h左右趋于平稳。NIP由于没有特异性结合的空穴，只是表面的物理吸附或者部分非特异性吸附，30min左右便达到吸附平衡，并且随着吸附时间的增加，吸附量也基本上没有变化。
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图2 MIP对氯霉素的吸附效果曲线

（A）吸附时间对吸附量的影响（对照:NIP）；（B）吸附1h后母液UV图。
Fig.2 Adsorption effect curve of chloramphenicol 
（A）Adsorption time impact on the adsorption capacity(contrast:NIP);（B）The liquor UV after 1h absorption 
2.3 氯霉素MIP/Au基底的合成与SEM表征
氯霉素单体、模板分子与交联剂通过沉淀聚合法在60℃条件下合成MIP，将已洗脱氯霉素的MIP置于纳米金的柠檬酸三钠还原反应中的方法制备合成氯霉素MIP/Au基底。二者的电子扫描显微镜照片如图3所示。
[image: image6.png]



图3电子扫描显微镜照片（A）氯霉素MIP/Au基底; (B)MIP
Fig.3 Electron scanning micrographs

(A) Chloramphenicol MIP / Au substrate; (B) MIP
由图3可见在氯霉素MIP基底的表面有许多起伏不平的凹痕，这些凹痕分布均匀、细密。这是由于模扳分子和功能单体结合及交联剂的作用，使其形成具有选择性位点的聚合物，这些位点为氯霉素的选择性吸附提供了物理及化学作用位点[19]。MIP/Au基底与MIP结构类似，具有大量均匀、细密的空洞，保留有氯霉素的选择性吸附空间；金纳米粒子分布在MIP聚合物分子表面，为复合基底的SERS增强效果提供了保障。
2.4 以MIP/Au基底的SERS检测用溶剂及其比例的选择
根据氯霉素分子的极性及在常用溶剂中的溶解性，氯霉素属于弱极性物质[20]，在水中微溶，但是在极性比水略小的甲醇、乙腈等有机溶剂中溶解性[21]较好。考虑不同溶剂及溶剂比例对最佳SERS增强效果有一定影响，具体结果如图4所示。氯霉素分子在不同溶剂存在条件下的SERS增强效果见图4（A），甲醇作为溶剂时得到的拉曼增强效果最好。

接着研究了甲醇与水的不同比例对氯霉素的增强效果。MIP/Au基底对氯霉素的吸附主要是两方面[22]，一方面，氯霉素与MIP/Au基底表面预留的作用位点结合形成氢键，是选择性吸附；另一方面是氯霉素的疏水作用，即聚合物表面的非选择性吸附当水的含量大于60%时，聚合物对氯霉素的吸附量急剧上升。此时，氯霉素的疏水作用起到了主要作用，氯霉素在溶液中的溶解度逐渐减小，可能导致沉淀，因此，可以推测，增加水含量有利于MIP/Au基底的吸附。因此，本研究试图在氯霉素的甲醇溶液中加入一定量的水，增加氯霉素的疏水作用，促进MIP/Au基底对氯霉素的吸附。图4（B）表明甲醇:水为1:9时增强效果最好。
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图4 溶剂及其比例对SERS检测效果的影响（100ppm的氯霉素母液；solid是氯霉素固体的普通拉曼）
(A)溶剂对SERS检测效果的影响（a.甲醇，b.丙酮，c.乙腈，d.乙醇）；（B）甲醇与水的比例对SERS检测效果的影响。

Fig.4 Effect of solvent and the solvent ratio on the SERS detection((100ppm chloramphenicol liquor; solid is chloramphenicol solid ordinary Raman)

 (A) Effect of solvent on SERS detection (a. methanol, b. acetone, c. acetonitrile, d. ethanol);(B)Effect of the ratio of methanol and water on SERS detection.
2.5 MIP/Au基底的检测限
利用MIP/Au基底对不同浓度（100、10、1、0.5ppm和0.1ppm）的氯霉素标准品溶液进行SERS检测，由图5可以看出，该基底的梯度拉曼检测在1102cm-1、1344 cm-1、1596 cm-1处出峰明显，随着浓度不断降低，在0.1ppm时，仍有较好峰形，说明该基底的SERS效果优异，检测限可达到0.1 ppm。
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        图5 MIP/Au基底对氯霉素标准品溶液的检测限

2.6 氯霉素MIP/Au基底的特异性
氯霉素MIP/Au基底在氯霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素标准溶液中吸附后进行SERS检测，结果如图6所示，该基底对氯霉素有良好的SERS检测，从而表明该基底有较好的吸附效果，对氯霉素结构类似物——甲砜霉素和氟甲砜霉素基本没有SERS检测效果，说明该基底对甲砜霉素和氟甲砜霉素没有吸附能力，从结构角度验证了该基底的特异性[23]。另外，在实际生产中，除了氯霉素，四环素和阿莫西林也是常用兽用抗生素，图6表明，氯霉素MIP/Au基底对于四环素和阿莫西林也没有吸附、检测效果。在同时添加三种抗生素的体系中，该复合基底能够特异检测氯霉素。
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图6 氯霉素结构类似物及其他常用兽用抗生素对SERS检测图（标准溶液均为100ppm；CAP.氯霉素，TAP.甲砜霉素，FF.氟甲砜霉素，TE.四环素，AMC.阿莫西林，solid是氯霉素固体的普通拉曼）
Fig.6 Impact of chloramphenicol structural analogs and other common veterinary antibiotics for SERS detection (standard solution are 100ppm;CAP.Chloramphenicol, TAP.. Thiamphenicol, FF. Florfenicol, TE. Tetracycline ,AMC. Amoxicillin ,solid .solid chloramphenicol ordinary Raman) 
2.7 MIP/Au基底用于牛奶样品检测
将MIP/Au基底至于牛奶试样中充分吸附后，取基底进行拉曼光谱检测，如图7所示，MIP/Au基底在1、0.5、0.1ppm的试样中都有较好SERS效果，在1102cm-1、1344 cm-1、1596 cm-1等特征峰处出峰明显，说明牛奶中的其他成分对检测效果影响较小。对比图5和图7，可以得出结论，复合基底在实际样品的检测中最低检测浓度与标准品实验中最低检测浓度一致[24]，均为0.1ppm。
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图7 MIP/Au基底对氯霉素加标牛奶的拉曼检测（CAP-solid.氯霉素固体拉曼）。
Fig.7 Limit of MIP / Au substrate for chloramphenicol spiked milk (CAP-solid: chloramphenicol solid ordinary Raman) 
3 结论与展望
本研究采用沉淀聚合法制备氯霉素分子印迹聚合物，通过超声辅助萃取技术对模板分子进行洗脱，制得氯霉素分子印迹聚合物。通过吸附动力学曲线探究了该聚合物的各项吸附性能，显示出由此方法制备的MIP对氯霉素有较好的特异性吸附能力。利用洗净模板分子后的氯霉素分子印迹聚合物合成氯霉素MIP/Au基底，探究了该基底的最优吸附条件，以及其他常用抗生素的干扰，从而建立了新的氯霉素的SERS检测方法，并实现了在牛奶实际食品体系中氯霉素的快速检测，检测限可达 0.1ppm。本文通过合成MIP/Au基底，实现了分子印迹技术和表面增强拉曼光谱技术的巧妙结合，即可发挥分子印迹技术痕量富集的优势，又能够结合表面增加拉曼光谱快速检测的优点，从而建立了新的氯霉素快速检测方法，在氯霉素检测相关研究中具有重要意义。
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