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羧基化磁性纳米微球的表面生物修饰方法

石 良，　王锡昌，　刘 源，　卢 瑛＊

（上海海洋大学 食品学院，上海２０１３０６）

摘要：采用Ａ和Ｂ两种羧基化磁珠，以山羊抗小鼠ＩｇＧ为模式蛋白，优化了ＥＤＣ／ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ法

的羧基磁珠表面抗体的修饰条件，对比分析了抗体修饰前后磁珠粒径和多分散系数（ＰＤＩ）的变

化，并利用竞争性免疫层析法评价了磁珠表面修饰抗体的生物学活性。优化结果显示，不同粒径

和厂家的羧基磁珠，其表面的最佳抗体修饰条件是不同的。磁珠Ａ抗体修饰前后的平均水力学

粒径变化率为６．５５％，ＰＤＩ分别为０．０１１和０．０４６，变化微小，而磁珠Ｂ在抗体修饰前后的平均

水力学粒径变化率为１３５．５５％，分散性能变差。生物学活性评价结果显示优化条件下制备的磁

珠Ａ和Ｂ表面的抗体均具有较好的抗原结合活性，磁珠Ｂ的磁信号强于磁珠Ａ。综上所述，抗

体修饰磁珠用于免疫层析检测时，抗体修饰前后磁珠粒径和分散性能的变化、材料的磁响应性能

对于检测灵敏度和层析速度具有重要意义。
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　　超顺磁性纳米微球（Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ　ｎａｎｏｐ－
ａｒｔｉｃｌｅｓ，ＳＭＮｓ，简称磁珠）的主要特点是在外加磁

场的作用下可以被磁化而显示出磁性，能够被迅速

分离出来。当 外 加 磁 场 撤 离 后 它 没 有 剩 磁 因 而 又

可重新分散到液体中，其生物相溶性和悬浮稳定性

较好［１－２］。生物活性分子可通过磁珠表面的官能基

团结合到ＳＭＮｓ上，应 用 于 分 离、检 测 和 临 床 诊 断

等领域中 ［１，３－６］，是医学、分子生物学、免 疫 学 等 研

究中的重要载体工具。另外，研究显示ＳＭＮｓ结合

免疫层析技 术 和 磁 性 分 析 系 统 可 以 实 现 定 量 的 快

速检 测，目 前 在 人 促 绒 毛 性 腺 激 素、心 肌 肌 钙 蛋 白

及 ＨＩＶ病毒等的快速检测中已有相应报道［７－９］。
根据表面化学基团的不同，磁珠可采用不同的

化学交联剂，如醛类（甲醛、戊二醛等）、碳化二亚胺

类、双环氧类物质以及氰异酸盐等［１０］进行生物分子

的修饰。羧 基 化 磁 珠 表 面 生 物 分 子 的 修 饰 以 碳 二

亚胺类中的１－乙基－（３－二甲基氨基丙基（ＥＤＣ）缩合

法最为常用。Ｇéｌｉｎａｓ等［１１］成功地将Ｄｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉ－
ａｍｉｎｅ（ＤＥＴＡ）配体固定到羧基化磁珠的表面，并

发现蛋白质在功能化磁珠表面的偶联率、生物学活

性及磁 珠 粒 径 的 变 化 均 会 直 接 影 响 到 其 应 用 效

果［１１－１２］。作 者 以 山 羊 抗 小 鼠（Ｇｏａｔ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ，

ＧＡＭ）ＩｇＧ为 模 式 蛋 白，以ＥＤＣ与 磺 酸 基 琥 珀 酰

亚胺 （ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ）为交联剂，对羧基化磁珠表面抗

体的修饰条件进行了优化。此外，通过比较不同种

类磁珠在修饰甲壳类主要过敏原原肌球蛋白（Ｔｒｏ－
ｐｏｍｙｏｓｉｎ，Ｔｍ）特异性抗体后的 生 物 学 活 性，探 讨

了适用于免 疫 层 析 检 测 的 羧 基 化 磁 珠 的 表 面 生 物

修饰方法。

１．１　材料

刀额新对虾（Ｍｅｔａｐｅｎａｅｕｓ　ｅｎｓｉｓ）：购 自 上 海 泥

城集贸市场。ＥＤＣ、ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ：上海延长生化公司

产品；ＢＳＡ：上海生工产品、无水吗啉乙磺酸：ＭＥＳ，

Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｍｄｍｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公 司 产 品；
山羊抗鼠ＩｇＧ：杭州隆基生物公司产品；其它均为国

产分析纯试剂；原肌球蛋白及抗原肌球蛋白单抗为

实验室自 行 制 备 纯 化；Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ 亲 和 层 析 柱：ＧＥ
公司产 品；羧 基 化 磁 珠 Ａ、样 品 垫、结 合 垫、硝 化 纤

维膜、吸水纸、ＰＶＣ底板：美国 ＭａｇｎａＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公

司产品；羧基化磁珠Ｂ：上海奥润微纳公司产品。
磁信号检测仪（Ｍａｇｎｅｔｉｃ　ａｓｓａｙ　ｒｅａｄｅｒ，ＭＡＲ）：

美国 ＭａｇｎａＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产品；ＨＰＰＳ５００１高 性

能纳米粒度分析仪：英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　原肌球蛋白及其特异性单克隆抗体的分离

纯化　虾 类 主 要 过 敏 原 Ｔｍ 的 纯 化 参 照 蔡 秋 凤

等［１３］的方法并稍作修改。抗Ｔｍ的单抗［１４］为实验

室前期研究成果，采用Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ 亲和层析柱，按照

产品所附操作说明进行纯化。

１．２．２　磁珠的表面生物修饰　羧基化磁珠的表面

ＧＡＭ　ＩｇＧ生物修饰采用ＥＤＣ和ＮＨＳ的化学交联

方法，其反应原理如图１所示。ＥＤＣ与磁珠表面的

羧基反应，形成氨基反 应 活 性 的 Ｏ－酰 基 脲 中 间 体，
抗体的伯胺 可 与 磁 珠 的 该 中 间 体 反 应 而 修 饰 磁 珠

（途径１）；另外该中间体在水溶液中不稳定，易于水

解，可重新生成羧基磁珠（途径２），可通过加入ｓｕｌ－
ｆｏ－ＮＨＳ可以 将 该 中 间 体 转 化 为 氨 基 反 应 活 性 的

ＮＨＳ酯，加快与伯胺结合（途径３）。具体操作流程

如下：（１）活化反应：取１ｍｇ羧基磁珠于２ｍＬ离心

管中，用２５０μＬ　５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＥＳ溶 液 含０．０５ｇ／

ｄＬＴｗｅｅｎ－２０（简称 ＭＥＳＴ）作为活化缓冲溶液洗涤

２次后，加 入ＥＤＣ与ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ，其 最 终 反 应 体 积

为２５０μＬ，混合均匀后室温旋转反应３０ｍｉｎ。（２）
偶联反应：以１ｍｍｏｌ／Ｌ的硼酸盐溶液含０．０５ｇ／ｄＬ
Ｔｗｅｅｎ－２０（简 称ＢＳＴ）作 为 偶 联 缓 冲 液，先 用ＢＳＴ
溶液洗 涤 磁 珠２次，然 后 用 适 量ＢＳＴ溶 液 重 悬 磁

珠，加入１００μｇ　ＧＡＭ　ＩｇＧ抗 体，最 终 反 应 体 积 为

２５０μＬ，室温旋转反应４ｈ后回收反应上清用于蛋

白定量。（３）封闭处理：偶联结束后加入２５０μＬ含

有１ｇ／ｄＬ　ＢＳＡ的ＢＳＴ溶液（简称ＢＳＴ－ＢＳＡ）室温

反应３０ｍｉｎ，以封闭残留的活化基团。最后用２５０

μＬ含０．０２ｇ／ｄＬ　Ｎａ３Ｎ的ＢＳＴ－ＢＳＡ重 悬 磁 珠，４
℃冷藏备用。
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图１　羧基磁珠的ＥＤＣ／ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ法表面抗体修饰原理图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍｅ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ＳＭＮｓ　ｂｙ　ＥＤＣ　ａｎｄ　ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ　ｍｅｔｈｏｄ

１．２．３　磁性纳米微球表面抗体修饰的条件优化　
为探讨最佳的 抗 体 修 饰 条 件，作 者 分 别 对 不 同ｐＨ
值 （３．０～７．０）的 ＭＥＳＴ活 化 缓 冲 液，不 同 活 化 反

应时间（１０～５０ｍｉｎ），不同交联剂ＥＤＣ的质量分数

（０．１２５～２％），不同ＥＤＣ／ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ质量比（４∶１
～１∶４），不同ｐＨ 值（７．０～９．５）的ＢＳＴ偶 联 缓 冲

液，不同偶联反应时间（１～６ｈ）及不同抗体加入量

（２５～１５０μｇ）均做了３次平行优化实验，并通过检

测抗体修饰 后 羧 基 表 面 的 抗 体 量 即 偶 联 量 进 行 修

饰效果的评价，具体实验操作同１．２．２所述。

１．２．４　 磁珠粒径分布检测　生物修饰前后羧基磁

珠的水力学 粒 径 分 布 状 况 和 描 述 聚 合 物 试 样 相 对

摩尔质量多分散程度的多分散系数（Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）采用 ＨＰＰＳ５００１型 高 性 能 纳 米 粒 度 分

析仪进行检测，它基于悬浮液中颗粒的无规则运动

（布朗运动）和对激光束的光散射原理，水力学尺寸

是包括颗粒表面水化层在内的粒径分布，其中ＰＤＩ
值 越小，颗粒 分 散 性 越 好。测 量 条 件 为：λ＝６３２．８
ｎｍ，Ｔ＝２５℃。

１．２．５　抗体偶联量的测定　羧基磁珠表面抗体修

饰后的蛋白 质 含 量 以 偶 联 反 应 后 的 回 收 上 清 液 为

样本，采用经典的Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１５］检测蛋白质含量。
抗体偶联量按下述公式进行计算：
磁珠偶联抗体 量 （μｇ／ｍｇ）＝（偶 联 前 加 入 量－偶

联后抗体量）／磁珠质量

１．２．６　抗体修饰磁珠的生物学活性评价　为评价

磁珠表面所修饰抗体的生物学活性，利用优化后的

反应条件制备过敏原Ｔｍ的特异性单抗修饰磁珠，
并以此作为 标 记 载 体 构 建 了 竞 争 性 免 疫 层 析 试 纸

条。实验所用 的 免 疫 层 析 试 纸 条 由ＰＶＣ底 板、样

品垫、结合垫、硝化纤维膜和吸水纸构建而成；分别

以ＰＢＳ溶 液（Ａ１和Ｂ１）、含０．０５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ的

ＰＢＳ溶液（Ａ２和Ｂ２）、含０．０５ｍｇ／ｍＬ过 敏 原 Ｔｍ
的ＰＢＳ溶液（Ａ３～Ａ４、Ｂ３～Ｂ４）（图５）喷点在硝化

纤维膜 上 作 为 检 测 线 Ｔ线，２ｍｇ／ｍＬ 羊 抗 鼠ＩｇＧ
喷点在硝化纤 维 膜 形 成 控 制 线Ｃ线 对 磁 珠 表 面 修

饰的抗体活 性 进 行 了 评 价。Ｔ线 和Ｃ线 的 喷 点 量

均为１．０μＬ／ｃｍ。检测时先取５μＬ单抗修饰磁珠

（２ｍｇ／ｍＬ）点于试纸条的结合垫处，然后在样品垫

处加入１００μＬ　ＰＢＳ溶 液 或 者 含 纯 化 后 的 过 敏 原

Ｔｍ 的ＰＢＳ待测溶液，室温层析２０ｍｉｎ后用 ＭＡＲ
仪定量检测Ｃ线和Ｔ线的磁信号。

２．１　活化反应条件对抗体偶联量的影响

不同活化反应条件对羧基磁珠Ａ和Ｂ表面抗

体偶联量的影响如图２所示。由图２（ａ）可知，磁珠

Ａ和Ｂ表面的抗体偶联量随ｐＨ值的升高均呈现下

降趋势；在相同ｐＨ 值 时，磁 珠 Ａ的 抗 体 偶 联 量 高

于磁珠Ｂ，说明磁珠Ａ的抗体修饰效果好于磁珠Ｂ。

随着活化反应时间的增加，磁珠Ａ和Ｂ表面的偶联

量均显示出先显著增加后逐渐下降趋势，但是在相
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同的活化时 间，磁 珠 Ａ表 面 抗 体 偶 联 量 高 于 磁 珠

Ｂ，且两种磁 珠 表 面 的 最 高 抗 体 偶 联 量 所 需 要 的 活

化反应 时 间 也 是 不 同 的。磁 珠 Ａ 在 活 化 反 应２０
ｍｉｎ时其抗体偶联量最高，而磁珠Ｂ则在活化反应

３０ｍｉｎ时抗体偶联量最高（图２ｂ）。相同偶联条件

下，磁珠Ａ表面 抗 体 偶 联 量 大 于 磁 珠Ｂ，这 是 因 为

磁珠表面 羧 基 含 量 与 抗 体 偶 联 量 直 接 相 关。磁 珠

Ａ表面羧基含量为３５０μｍｏｌ／ｇ大 于 磁 珠Ｂ的２００

μｍｏｌ／ｇ。由图１反 应 原 理 图 可 知 羧 基 含 量 高 使 较

多的活性集团能与抗体伯胺进行交联。
在低ｐＨ时交联剂ＥＤＣ与羧酸形成的中间体不

稳定，容易分解 ［１６］，但ｐＨ值过高时，部分不稳定中

间物水解可能会释放出ＥＤＣ或者使半稳定的氨基反

应活性中间物的产量减少从而造成蛋白质与中间物

的取代反应速度下降，使蛋白质偶联量下降［１７］。因

此在后续优化实验中，磁珠Ａ的活化反应条件为：ｐＨ
５．０ＭＥＳＴ活化反应２０ｍｉｎ；磁珠Ｂ的活化反应条件

为：ｐＨ　５．０ＭＥＳＴ活化反应３０ｍｉｎ。

图２　活化缓冲液ｐＨ（ａ）和活化时间（ｂ）对抗体偶联量的影

响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｐＨ （ａ），ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ
（ｂ）ｏｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ａｍｏｕｎｔ

２．２　交联剂对抗体偶联量的影响

交联剂对 磁 珠 表 面 抗 体 偶 联 量 的 影 响 实 验 结

果如图３所示。由图３（ａ）可知，不论是磁珠Ａ还是

磁珠Ｂ，当交联剂ＥＤＣ质量浓度小于０．５ｇ／ｄＬ时，
抗体偶联量呈现上升趋势，在０．５ｇ／ｄＬ时达到最高

值，其后随着ＥＤＣ质 量 浓 度 的 增 加 抗 体 偶 联 量 呈

现下降趋势。对于相同质量浓度的ＥＤＣ，磁珠Ａ的

抗体偶联量高于磁珠Ｂ。对于ＥＤＣ和ＮＨＳ的不同

质量比，磁珠Ａ和Ｂ均呈现出随着质量比的增加其

抗体偶联量也增加，并在１∶１后呈现饱和趋势（图

３ｂ）。根据上述结果，在后续优化实验中ＥＤＣ浓度

选择为０．５ｇ／ｄＬ，交 联 剂ＥＤＣ和ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ质 量

比则为１∶１。

图３　ＥＤＣ质量浓度（ａ）和ＥＤＣ／ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ质 量 比（ｂ）对 抗

体偶联量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＥＤＣ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ａ），ＥＤＣ　ａｎｄ　ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ
ｍａｓｓ　ｒａｔｉｏ（ｂ）ｏｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ａｍｏｕｎｔ

２．３　偶联反应条件对抗体偶联量的影响

偶联反应 条 件 对 磁 珠 表 面 抗 体 偶 联 量 的 影 响

结果如图４所示。由图可见，磁珠Ａ和Ｂ的表面抗

体偶联量均随着偶联缓冲液ｐＨ值的增加而增加，
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达到 最 大 值 后 又 降 低，磁 珠 Ａ 和 磁 珠 Ｂ分 别 在

ｐＨ８．５和ｐＨ９．０时 达 最 大 抗 体 偶 联 量。另 外，磁

珠Ａ和磁珠Ｂ随着抗体加入量和偶联反应时间的

增加而增加，并逐渐趋向饱和。磁珠Ａ在抗体加入

１２５μｇ、偶联反应４ｈ时其抗体偶联量最高，而磁珠

Ｂ则在１００μｇ抗体、偶联反应５ｈ时 出 现 最 高 偶 联

量。在任一偶联反应点，磁珠Ａ的抗体偶联量均高

于磁珠Ｂ。根据上述结果，后续的优化实验中磁 珠

Ａ和Ｂ的偶联缓冲液ｐＨ 值分别选择８．５和９．０，
磁珠Ａ的最适偶联反应时间 选 择 了４ｈ，而 磁 珠Ｂ
则为５ｈ。考 虑 到 单 抗 较 难 制 备 且 价 格 较 贵，因 此

作者认为抗体加入量在７５～１００μｇ范围内进行选

择较为经济，磁珠Ａ和磁珠Ｂ在这个范围的表面抗

体密度为（３３．０５±１．１１）～（４４．３６±１．３５）μｇ。

图４　偶联 缓 冲 液ｐＨ （ａ），偶 联 时 间（ｂ）对 抗 体 偶 联 量 的

影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ　ｐＨ （ａ），ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ｔｉｍｅ（ｂ）
ｏｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ａｍｏｕｎｔ

２．４　抗体修饰磁珠的粒径分布检测

磁珠经抗 体 修 饰 后 的 粒 径 变 化 用 纳 米 粒 度 分

析仪进行检 测，其 结 果 如 表１所 示。由 表 可 知，磁

珠Ａ在 抗 体 修 饰 前 后 的 平 均 水 力 学 粒 径 分 别 为

２４８．６和２６４．９ｎｍ，其 粒 径 变 化 率 为６．５５％，ＰＤＩ
分别为０．０１１和０．０４６，变化微小，说明磁珠的单分

散性能较好；磁珠Ｂ在抗体修饰前后的平均水力学

粒径分 别 为１０４．９和２４７．１ｎｍ，其 粒 径 变 化 率 为

１３５．５５％，ＰＤＩ由０．１７０变为０．４５１，说明磁珠Ｂ表

面修饰抗体后，其单分散性能变 差 了。ＩｇＧ型 抗 体

在溶液中的最大长度为２４ｎｍ［１８］，封闭液中的ＢＳＡ
尺寸较小，为９．５ｎｍ［１９］，以物理吸附方式结合在磁

珠表面；因此抗体的修饰对磁珠的粒径变化会有些

许作用，但是磁珠Ｂ在修饰抗体后其粒径出现了显

著性增加，其原因很可能是生物分子的修饰过程使

磁珠粒子间的团聚从而造成其水力学尺寸的变化，

ＸＵ等［２０］报道 了 磁 珠 洗 涤 重 悬 的 过 程 可 能 使 其 粒

径和多分散系数变大。
表１　修饰抗体前后磁珠的特征

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ＳＭＮ－Ａ　ａｎｄ　Ｂ　ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ　ａｆｔｅｒ　ａｎ－

ｔｉｂｏｄｙ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

名称 特征
水化

粒径／ｎｍ
多分散系数
（ＰＤＩ）

粒径
变化率／％

ＳＭＮ－Ａ
无修饰 ２４８．６　 ０．０１１

修饰 ２６４．９　 ０．０４６
６．５５

ＳＭＮ－Ｂ
无修饰 １０４．９　 ０．１７０

修饰 ２４７．１　 ０．４５１
１３５．５５

２．５　抗体修饰磁珠的生物学活性评价

Ｔｍ特异性单抗修饰磁珠的生物性活性评价结

果见图５（定性）和表２（定量）。由图５可见，Ａ１～
Ａ２和Ｂ１～Ｂ２试纸条在检测线（Ｔ线）处无条带，其

Ｔ线的磁信号也非常弱（表２），与定性结果相一致，

说明抗体修饰磁珠在Ｔ线未被捕获；Ａ３和Ｂ３试纸

条在Ｔ线处有 明 显 的 条 带，而 Ａ４和Ｂ４试 纸 条 则

显示出微弱条带，由表２可知Ａ３和Ｂ３在Ｔ线处的

磁信号为３　３８１．２和８　０３９．５ＭＡＲ，Ａ４和Ｂ４分别

为２１７．８和４３１．８ＭＡＲ，定量检测结果与肉眼观察

的定性结果相吻合。

作者对单 抗 修 饰 磁 珠 的 生 物 学 评 价 采 用 的 是

竞争性抗原 抗 体 反 应 原 理，即 Ｔ线 上 不 喷 点 抗 原

时，试纸条上的抗体修饰磁珠因为没有抗原抗体的

结合反应而不能停留在Ｔ线上，若Ｔ线上喷点有抗
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原时，Ｔ线处就会有抗体修饰磁珠因特异性反应而

被捕获从而停留在此处，此时Ｔ线就会显示出磁珠

所带的颜色，停留量与颜色强弱成正比。Ａ１和Ｂ１
检测线处喷点的是ＰＢＳ溶液，Ｔ线无条带而Ｃ线有

条带说明试纸条体系是有效的；Ａ２和Ｂ２检测Ｔ线

处喷 点 有 含０．０５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ的ＰＢＳ溶 液，检 测

后Ｔ线未出现条带说明抗体修饰磁珠Ａ和Ｂ均无

假阳性反应。Ａ３～Ａ４、Ｂ３～Ｂ４试纸条在Ｔ线喷点

的是过敏原Ｔｍ溶 液，因 Ａ３和Ｂ３样 本 是ＰＢＳ溶

液无竞 争 性 反 应，而 Ａ４和Ｂ４样 本 中 含 有 过 敏 原

Ｔｍ，有竞争性反应因而Ｔ线条带的颜色弱于Ａ３和

Ｂ３，上述样本的定量检测结果与肉眼观察结果相一

致，说明优化后的修饰方法制备所得抗体修饰磁珠

Ａ和Ｂ均具有较好的抗原结合活性，可应用于后续

的免疫学检测中。

表２　抗体修饰磁珠Ａ和Ｂ的磁信号比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍａｇｎｅｔｉｃ　ｓｉｇｎａｌ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ　ＳＭＮ－Ａ　ａｎｄ　Ｂ

序号 Ｃ线磁信号
（ＭＡＲ）

Ｔ线磁信号
（ＭＡＲ）

Ａ１　 ３　１６４．３　 ０．５

Ａ２　 ３　０８７．３　 １．３

Ａ３　 １　４４０．９　 ３　３８１．２

Ａ４　 ３　５２４．５　 ２１７．８

Ｂ１　 ５　１４６．０　 １．１

Ｂ２　 ５　２５０．２　 １．０

Ｂ３　 ５５０．８　 ８　０３９．５

Ｂ４　 ５　３４６．９　 ４３１．８

Ｔ线喷点溶液：非Ｔｍ（Ａ１、Ｂ１为ＰＢＳ，Ａ２、Ｂ２为０．０５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ

的ＰＢＳ）；Ｔｍ溶液（Ａ３～Ａ４、Ｂ３～Ｂ４为０．０５ｍｇ／ｍＬ　Ｔｍ的ＰＢＳ）；

Ａ１～Ａ３，Ｂ１～Ｂ３均检测阴性样品，而 Ａ４、Ｂ４检测Ｔｍ质量浓度为

５μｇ／ｍＬ的阳性样本。

图５　抗体修饰磁珠Ａ（ａ）和Ｂ（ｂ）免疫层析效果比较

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＬＦＩＡ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ
ＳＭＮ－Ａ（ａ）ａｎｄ　Ｂ（ｂ）

　　作者以ＧＡＭ　ＩｇＧ为模式蛋白对羧基化磁珠的

表面生物修饰方法进行了研究，修饰反应的优化实

验结果显示不同来源的磁珠，其表面的最佳抗体偶

联条件是不同的；此外，发现在相同的条件下，磁珠

Ａ表面抗体偶联量均大于Ｂ。分析其原因，除于磁

珠表面的羧基含量直接相关外，还可能与磁珠的单

分散性能相关，磁珠的团聚会使其表面暴露的活性

集团减少 从 而 造 成 生 物 分 子 偶 联 量 的 降 低。免 疫

层析检测结 果 表 明 这 两 种 磁 珠 在 生 物 修 饰 后 其 表

面的抗体均具有较好的抗原结合活性。但是Ｂ３的

Ｔ线磁信号（８　０３９．５ＭＡＲ）大大高于 Ａ３（３　３８１．２
ＭＡＲ），而Ｃ线 磁 性 号 大 大 低 于 磁 珠 Ａ３。其 原 因

很可能是因为 磁 珠Ｂ经 抗 体 修 饰 后 其 多 分 散 性 能

下降，磁珠间 发 生 了 一 定 的 团 聚，从 而 对 层 析 造 成

了物理屏 障 而 使 磁 珠 被 截 留 引 起 的。虽 然 磁 珠Ｂ
的分 散 性 较 磁 珠 Ａ差，但 是 其 磁 响 应 性 强（Ｂ３和

Ａ３），这有助于提 高 定 量 检 测 灵 敏 度。但 是 在 实 际

应用时往往以Ｃ线的强弱来判断试纸条的有效性，

因此Ｃ线信号过弱易造成结果误判。

综上所述，对 于 不 同 厂 家 的 同 类 型 磁 珠，即 便

是修饰同一生物分子，其生物分子所需的最佳修饰

条件是不同 的，会 受 到 粒 径、官 能 基 团 含 量 等 因 素

的影响。因 此 在 应 用 此 类 磁 珠 进 行 免 疫 层 析 检 测

﹪



　　　　　　　研究论文 石 良，等：羧基化磁性纳米微球的表面生物修饰方法

时，尚 需 要 考 虑 材 料 的 磁 性 成 分 含 量、多 分 散 性 能

等因素，研究结果显示抗体修饰前后磁珠粒径和分

散性能的变化、材料的磁相应性能对于检测灵敏度

和层析速度具有重要意义。
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