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　　摘　要：目的　研究一种用于检测抗肿瘤药物５氟尿嘧啶（５ＦＵ）血药浓度的方法。方法　以５ＦＵ为模板分子，吡咯为单

体，采用循环伏安法于玻碳电极上构建一种选择性检测５ＦＵ的分子印迹传感器。对分子印迹传感器制备过程中的条件进行优

化；以铁氰化钾溶液为探针溶液，使用差分脉冲伏安法（ＤＰＶ）对分子印迹传感器的性能进行研究。结果　在优化后的实验条件

下，５ＦＵ浓度的负对数在（１×１０－８）～（１×１０－３）ｍｏｌ／Ｌ范围内与传感器差分脉冲伏安的峰电流差值呈线性关系，５ＦＵ的检出限

为０．６４６×１０－８ｍｏｌ／Ｌ，在血浆实际样品中测得的５ＦＵ回收率为９０％～９７％，制得的传感器对５ＦＵ具有良好的选择性、稳定性

及重现性。结论　该实验构建的传感器具有较低的检测限，操作简便，成本低，选择性好，将来有望用于抗肿瘤药物５ＦＵ血药浓

度的监测。
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　　５氟尿嘧啶（５ＦＵ）是最早应用于肿瘤治疗中的一类抗代

谢药物，具有很好的抗肿瘤效果，已广泛用于各种实体肿瘤的

治疗，尤其在消化道肿瘤的治疗方面占主导地位，但由于其治

疗指数低，半衰期短，吸收不稳定等特点，导致必须长时间静脉

给药才能维持一定的血药浓度，且临床有效剂量与中毒剂量十

分相近，易发生不良反应［１３］。为了达到最佳治疗效果和减少

不良反应，在使用５ＦＵ治疗时，血药浓度监测成为治疗中的

一个特殊、必要的环节；根据５ＦＵ血药浓度来调整５ＦＵ用药

剂量，并使之维持在有效的浓度范围，可以达到进一步提高疗

效及减少不良反应的目的［４７］。

目前氟尿嘧啶血药浓度监测使用最多的方法是高效液相

色谱法（ＨＰＬＣ）、紫外分光光度法
［８１３］。高效液相色谱法虽然

应用最广，检测结果精准可靠，但对样品纯度要求较高，无法满

足大批量样本快速监测的需要。紫外分光光度法虽然简单、操

作快速，但检测结果不精确，若有杂质或辅料在该波长有吸收，

则结果偏高。分子印迹聚合物具有较强的特异性分子识别能

力，且耐高温、高压、酸碱腐蚀，在制备不同传感器方面已得到

广泛应用，由于兼具操作方便，造价低廉，易于自动化等优势，

基于电化学聚合法所制备的印迹传感膜近年来得到迅速发

展［１４１６］。已有关于氟尿嘧啶的电化学控制释放的相关报

道［１７］。但目前无５ＦＵ电化学传感器的相关研究。本研究采

用循环伏安法，以５ＦＵ为模板分子，吡咯为聚合单体，构建测

定５ＦＵ的分子印迹敏感膜电化学传感器
［１８］。整个过程无需

衍生化处理，响应快，成本低，选择性良好，可满足氟尿嘧啶的

血药浓度监测，有望成为新的监测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＣＳ３５０电化学工作站序列号：ＣＳ３５０１４０７０６９

（武汉科思特仪器有限公司，用三电极系统行电化学测试：玻碳

电极（ＧＣＥ）为工作电极，银氯化银电极（玻璃型∮４）为参比电

极，铂丝电极［￠（０．５×３７）ｍｍ］为对电极，ＳＢ５２００ＤＴＤＮ超声

波清洗机（宁波新芝生物科技股份有限公司），Ｓ２０ｐＨ计（梅特

勒托利多仪器有限公司），吡咯（Ａｌａｄｄｉｎ试剂），５ＦＵ９９％

ａｌａｄｄｉｎ试剂，铁氰化钾ａｌａｄｄｉｎ试剂，其余试剂均为分析纯，实

验用水均为２次蒸馏水。
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１．２　玻碳电极的预处理　裸玻碳电极依次用０．３０、０．０５μｍ

粒度的αＡｌ２Ｏ３ 抛光粉研磨抛光，依次用２次蒸馏水、无水乙

醇、２次蒸馏水超声清洗５ｍｉｎ，自然晾干，将电极置入１ｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２ＳＯ４ 中，采用循环伏安法（扫描范围：－１～１Ｖ，频率２００

Ｈｚ，速率１００ｍＶ／ｓ）扫描２０次激活，得到稳定的阴、阳极峰对

称的循环伏安图，２次蒸馏水冲洗干净，将激活电极置入蒸馏

水中待用。

１．３　分子印迹膜及非印迹膜的制备　以５ＦＵ为模板分子，

吡咯为单体，用循环伏安法扫描聚合得到 ＭＩＰ。将含研磨抛

光并激活的电极的三电极系统置入ｐＨ４．２的含０．００２５ｍｏｌ／

Ｌ的５ＦＵ、０．０５ｍｏｌ／Ｌ吡咯的醋酸醋酸钠缓冲液中，用循环

伏安法扫描１０圈，扫描电压范围０～１Ｖ，扫描速度５０ｍＶ／ｓ，

在玻碳电极上制得含有５ＦＵ的分子印迹膜。同样条件下，不

加入模板分子５ＦＵ，制得不含５ＦＵ的非印迹膜电极。将制

得的含５ＦＵ的分子印迹膜电极的三电极系统置入０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ溶液中，用循环伏安法扫描２０圈洗脱模板分子，扫描电

压范围－０．５～０．９Ｖ，扫描速度５０ｍＶ／ｓ，扫描完后２次蒸馏

水冲洗干净，制得含有５ＦＵ分子构型空腔的分子印迹膜。见

图１。

图１　　分子印迹传感器制备原理图

１．４　检测方法　室温条件下将制得的含有５ＦＵ分子构型孔

穴的分子印迹膜置入浓度为１×１０－９的５ＦＵ溶液中吸附２０

ｍｉｎ，使５ＦＵ与分子印迹膜的孔穴充分作用，再取出吸附了５

ＦＵ的分子印迹电极，２次蒸馏水冲洗干净，自然晾干。置入

１．０ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］＋０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ的探针溶液中，

采用差分脉冲伏安法进行检测，检测电压范围－０．２～０．５Ｖ，

电位增量０．００４Ｖ，振幅０．０２ｓ，频率５Ｈｚ，检测完后用２次蒸

馏水清洗干净，以备下一次使用。

２　结　　果

２．１　分子印迹膜的研制过程图　扫描第２圈时电压开始下

降，最后降至１个固定值。此时将制得的分子聚合膜置入含

１．０ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］＋０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ的探针溶液检测

发现电流变化很小；将制得的分子聚合膜按照上述方法洗脱

后，置入含１．０ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］＋０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ的探

针溶液检测发现电流升高，但比裸电极的电流低；将洗脱后带

有孔穴的印迹分子置入含（１×１０－９）ｍｏｌ／Ｌ５ＦＵ的 ＮａＯＨ溶

液吸附２０ｍｉｎ，吸附后表征电流变化，吸附后电流比洗脱后电

流低；非印迹电极在聚合、洗脱、吸附过程中电流均无明显变

化。将制得的聚吡咯分子印迹膜于电镜下扫描可知，聚吡咯能

很好地聚合在玻碳电极上，说明分子印迹膜制备成功。见图

２～４。

图２　　电聚合循环伏安图

图３　　不同电极的差分脉冲伏安图

图４　　电镜扫描下的ＰＰｙ膜

２．２　实验条件的优化过程

２．２．１　聚合时间的优化　在聚合过程中，膜的厚度很重要，膜

的过厚过薄均会影响样品的检测，制得厚度合适的聚合膜需通

过控制聚合时间实现，而聚合时间则可通过改变扫描的圈数实

现。图４（Ａ）所示，当聚合圈数为１０圈时，表征的差值电流最

大，故本实验制备传感器时选择１０圈为聚合圈数。

２．２．２　模板分子（５ＦＵ）浓度的优化　聚合过程中，合适的５

ＦＵ浓度有利于聚合时形成更多结合位点，浓度过高过低均可

影响聚合效果，故需对５ＦＵ浓度进行优化。配置不同浓度的

５ＦＵ，分别为０．０００５、０．００１０、０．００２５、０．００５０、０．０１００ｍｏｌ／

Ｌ，其他条件不变的情况下，用５支电极按照上述实验方法制

备不同厚度的分子印迹膜，表征制得的分子印迹膜，当５ＦＵ

浓度为０．００２５ｍｏｌ／Ｌ时，差值电流最大，如图４（Ｂ）所示，故选

择０．００２５ｍｏｌ／Ｌ为５ＦＵ的最佳浓度。

　　注：Ａ为聚合时间的优化；Ｂ为模板分子（５ＦＵ）。

图５　　５ＦＵ分子印迹电化学传感器实验条件优化

２．２．３　单体（吡咯）浓度的优化　吡咯浓度的高低可影响聚合

膜的形成，需对吡咯浓度进行优化，配置不同浓度的吡咯，分别

为０．００５、０．０１０、０．０５０、０．１００ｍｏｌ／Ｌ，其他条件不变，４支电极

按照上述实验方法制得不同厚度的分子印迹膜，当吡咯浓度为

０．０５０ｍｏｌ／Ｌ时，差值电流最大，如图５（Ａ）所示，说明吡咯浓

度为０．０５０ｍｏｌ／Ｌ时，膜的厚度适中，膜的性能最佳，故选择

０．０５０ｍｏｌ／Ｌ为吡咯的最佳浓度。

２．２．４　洗脱时间优化图　本实验采用的洗脱方法为电化学法

洗脱，洗脱时间长短可影响聚合膜的效果，故对洗脱时间进行

优化非常必要，改变洗脱时循环伏安法的圈数来改变洗脱时

间。在其他条件不变的情况下，改变洗脱的圈数，制得不同的
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分子印迹聚合物。当洗脱圈数为２０圈时，差值电流最大，如图

５（Ｂ）所示，因此采用２０圈为洗脱时间。

　　注：Ａ为单体（吡咯）浓度的优化；Ｂ为脱时间优化图。

图６　　５ＦＵ分子印迹电化学传感器实验条件优化

２．２．５　吸附时间的确定　在上述优化条件下制得的分子印迹

膜置入一定浓度的５ＦＵ溶液中吸附，每隔５ｍｉｎ取出，２次蒸

馏水冲洗干净，自然晾干，于探针溶液中用差分脉冲伏安法表

征，２０ｍｉｎ后峰电流及差值电流趋于稳定，故选择２０ｍｉｎ为最

佳吸附时间。见图６。

图７　　吸附时间的优化图

２．３　分子印迹传感器的电化学响应及标准曲线　在上述最优

化条件下制备分子印迹膜，配置不同浓度的５ＦＵ，用制备的分

子印迹膜电极对不同浓度的５ＦＵ进行吸附２０ｍｉｎ，对吸附的

电极用差分脉冲伏安法进行表征，将洗脱后印迹膜电极的峰电

流和吸附不同浓度的５ＦＵ 印迹膜电极峰电流的差值电流

（ΔＩ），与５ＦＵ浓度的负对数作图，可制得测定５ＦＵ浓度的标

准曲线，５ＦＵ在（１×１０－８）～（１×１０－３）ｍｏｌ／Ｌ之间与ΔＩ呈线

性关系，线性方程为犢＝－１．２７犡＋１０．４１，犚２＝０．９９６，５ＦＵ

的检出限为（０．６４６×１０－８）ｍｏｌ／Ｌ。见图７。

图８　　差值电流与５ＦＵ浓度负对数的关系曲线

２．４　分子印迹膜的选择性　为验证分子印迹传感器的选择

性，选择与氟尿嘧啶结构相似的替加氟，以及抗代谢类的抗肿

瘤药物甲氨蝶呤、硫唑嘌呤进行实验，按照上述制备分子印迹

传感器的方法制备４支分子印迹膜电极及４支非分子印迹膜

电极，分别配置（１×１０－５）ｍｏｌ／Ｌ浓度的氟尿嘧啶、替加氟、甲

氨蝶呤、硫唑嘌呤，将４支分子印迹膜和４支非分子印迹膜电

极分别于上述溶液中吸附２０ｍｉｎ，取出晾干，以铁氰化钾为探

针溶液，采用差分脉冲伏安法对其进行测定，５ＦＵ的响应电流

最大，故该印迹膜对５ＦＵ的选择性较好。见图８。

２．５　分子印迹传感器的重现性与稳定性　将已制得的分子印

迹传感器对５ＦＵ进行检测，检测后洗脱、晾干再进行检测，反

复进行２０次检测，每次检测的电流基本不变，说明制得的分子

印迹传感器的重现性较好。另将制得的分子印迹传感器放置

于空气中１０ｄ，１０ｄ内每隔２ｄ对传感器进行一次检测，１０ｄ

后的检测电流可达到初始电流的９８％以上，结果表明制得的

５ＦＵ分子印迹传感器重现性及稳定性均较好。见图９。

图９　　分子印迹传感器的选择性

２．６　样品分析　取健康者血浆，分别加入（１×１０－５）、（１×

１０－６）、（１×１０－７）ｍｏｌ／Ｌ的５ＦＵ，将制得的分子印迹膜电极

置入各个浓度中吸附２０ｍｉｎ，再以铁氰化钾为探针溶液，采用

差分脉冲伏安法进行测定，可得出响应电流，每个浓度平行测

定３次，取平均值，根据其线性方程计算回收率，回收率为

９０％～９７％，ＲＳＤ为２．５％～１０．５％，可以满足实际样品测定，

而实际５ＦＵ 的血药浓度范围为（１９×１０－５）～（２８×１０－５）

ｍｏｌ／Ｌ，可以用于血药浓度监测。见表１。

表１　　血浆中５ＦＵ的回收率

样品
加标量

（ｍｏｌ／Ｌ）

标准电流

（μＡ）

实测电流

（μＡ）

回收率

（％）

ＲＳＤ

（％）

血清 １×１０－５ ４．００ ３．８０ ９５ ５．０

１×１０－６ ２．７３ ２．６６ ９７ ２．５

１×１０－７ １．５２ １．３６ ９０ １０．５

２．７　检测方法比较　本方法与其他方法比较，具有更低的检

出限，可检测出更低浓度的５ＦＵ，具有更宽的线性范围，可检

测更宽的５ＦＵ浓度，更加适用于５ＦＵ血药浓度的监测。见

表２。

表２　　不同方法检测血浆５ＦＵ结果比较

检测方法 线性范围（ｍｏｌ／Ｌ）
最低检出限

（ｍｏｌ／Ｌ）

参考

文献

高效液相色谱法 （３．６９×１０－６）～（４．７２×１０－４） ３．６９×１０６ ［１９］

紫外分光光度法 （３．２６×１０－５）～（１．６３×１０－４） ３．２６×１０５ ［２０］

本方法 （１．００×１０－８）～（１．００×１０－３） ０．６４６×１０８

３　讨　　论

首先，在制备分子印迹传感器的聚合过程中，需要对其进

行电化学聚合，可在电极表面形成致密不导电的聚合膜，阻止

吡咯的进一步氧化，从而使得循环伏安法的电压逐渐减小，最
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后为固定值。通过把制得的分子聚合膜进行洗脱、吸附后表征

显示，聚合后电流小，而洗脱后电流有所升高，但比裸电极的电

流低，说明通过电化学洗脱后，在电极表面形成带有空腔的印

迹分子，由于其具有空腔，探针溶液可经过空腔自由进出，在电

极表面形成氧化还原反应，从而产生电流，与聚合膜比较，其电

流升高；但由于只是一些孔穴，进出的探针分子比裸电极少，从

而形成的电流比裸电极的电流低。吸附后电流比洗脱后电流

低，说明溶液中的５ＦＵ分子与分子印迹膜的孔穴结合，导致

孔穴数量减少，进出孔穴的探针分子减少，电极表面的氧化还

原反应相应减少，从而电流相应降低。非印迹电极由于在裸电

极表面形成一层致密的聚吡咯膜，经洗脱后不能形成空腔印迹

膜，故探针分子不能达到电极表面发生氧化还原反应，不能产

生相应的电流变化。

其次，在制备分子印迹膜过程中，影响膜的制备的因素众

多，因此需对实验条件进行逐一优化，在聚合时间上：聚合时间

过短，聚合膜太薄，形成的空腔印迹分子太少，影响对样品的检

测；聚合时间过长，形成的聚合膜过厚，不易洗脱，形成的空腔

分子也较少，同样影响分子印迹膜的电流响应；故需通过实验

确定聚合时间。合适的５ＦＵ浓度有利于聚合时形成更多结

合位点，浓度过低，可能导致单体直接聚合形成聚合膜，从而影

响传感器的性能；浓度过高，会阻碍单体与模板分子的有效结

合，所以对５ＦＵ浓度进行优化。洗脱时间太短，导致洗脱不

彻底，一些模板分子并未被释放出来，有效的印迹位点较少，洗

脱时间太长，则导致洗脱过度，甚至会导致聚吡咯被一起洗脱，

形成的有效位点仍少，故需对洗脱时间进行优化。本实验结果

表明，随着时间的延长，峰电流逐渐减小，差值电流逐渐增大，

表明印迹分子的孔穴逐渐被模板分子（５ＦＵ）占据，２０ｍｉｎ后，

电流不再减小，差值电流不再增大，趋于稳定，说明此时印迹分

子的孔穴已完全被模板分子占据，峰电流及差值电流均不再变

化，故确定２０ｍｉｎ为洗脱时间。

本研究分子印迹传感器是基于分子形象记忆现象制得，整

个聚合过程将模板分子与单体通过立体结构形成的特异性识

别位点进行固定，模板分子被去除后在分子印迹聚合膜上留下

与模板分子相匹配的孔穴，可识别特异的模板分子，故具有良

好的选择性。为了验证此传感器的选择性，本研究进行了验证

选择性实验，结果显示５ＦＵ的响应电流最大，说明５ＦＵ分子

与印迹膜的孔穴匹配，吸附于印迹膜的５ＦＵ较多，而甲氨蝶

呤和硫唑嘌呤响应电流很小，说明这２种物质和分子印迹膜上

的孔穴结构不匹配，而替加氟响应电流较其他２种物质稍大，

其原因为替加氟与５ＦＵ结构较为相似，有少量替加氟吸附于

分子印迹膜上。

本实验结果证实，制得的传感器线性范围广，检出限低，回

收率高，制备简单，操作方便，稳定性、重现性及再生性好，在监

测５ＦＵ血药浓度方面具有较高的应用价值。
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嘧啶血药浓度［Ｊ］．中国药房，２００２，１３（６）：３５０３５１．

［１０］姚水宝，杨水新．高效液相色谱法测定人血清中５氟尿嘧

啶的浓度［Ｊ］．中国药房，２００１，１２（４）：２２７２２８．

［１１］钱瑾，吴慧哲，詹丽芬．高效液相色谱法测定大鼠体内５

氟尿嘧啶的血药浓度及药代动力学研究［Ｊ］．中国医科大

学学报，２００６，３５（１）：３６３７．

［１２］ＷｏｏＹＡ，ＫｉｍＧＨ，ＪｅｏｎｇＥＪ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉ

ｎａｔｉｏｎｏｆｄｏｘｉｆｌｕｒｉｄｉｎｅａｎｄ５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌｉｎｍｏｎｋｅｙｓｅｒ

ｕｍｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈｔａｎ

ｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＢＡｎａｌｙｔＴｅｃｈ

ｎｏｌＢｉｏｍｅｄＬｉｆｅＳｃｉ，２００８，７５（２）：４８７４９２．

［１３］王嫦鹤，郭欢迎，吴沛佳，等．氟尿嘧啶注射液含量测定方

法的研究［Ｊ］．中国药学杂志，２０１３，４８（７）：５５８５６１．

［１４］郭秀春，王继磊，王海辉，等．分子印迹电化学传感器［Ｊ］．

化学研究，２０１６，１９（１）：１１１．

［１５］吴莹．分子印迹电化学传感器的研究［Ｄ］．长春：吉林大

学，２０１４．

［１６］ＰｅｎｇＹＹ，ＷｕＺＢ，ＬｉｕＺＧ．Ａｎｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｅｎｓｏｒｆｏｒ

ｐａｒａｃｅｔａｍｏｌｂａｓｅｄｏｎａｎｅｌｅｃｔｒｏｐｏｌｙｍｅｒｉｚｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ

ｉｍｐｒｉｎｔｅｄｏｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｆｉｌｍｏｎａｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄＣａｒ

ｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｍｏｄｉｆｉｅｄｇｌａｓｓｙＣａｒｂｏｎｅｌｅｃｔｒｏｄｅ［Ｊ］．Ａｎａ

ｌｙｔｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１４，６（１５）：５６７３５６８１．

［１７］黄华，刘柏峰．氟尿嘧啶的电化学控制释放［Ｊ］．分析化

学，１９９６，２４（２）：１３０１３４．

［１８］李永舫．导电聚吡咯的研究［Ｊ］．高分子通报，２００５，１３

（４）：５１５７．

［１９］叶丽卡，谢志红，陈瑞卿．高效液相色谱法测定人血浆中

５ＦＵ的浓度［Ｃ］．广州：广东省药师周大会，２０１２．

［２０］刘英，蒋雪涛，鲁莹．紫外分光光度法测定５氟尿嘧啶微

乳的含量研究［Ｊ］．中国新药杂志，２０００，９（７）：４６４４６５．

（收稿日期：２０１６０９１６　　修回日期：２０１６１１２２）
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