
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201610780209.3

(22)申请日 2016.08.31

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 106405075 A

(43)申请公布日 2017.02.15

(73)专利权人 上海美吉生物医药科技有限公司

地址 201321 上海市浦东新区国际医学园

区康新公路3399弄3号楼

(72)发明人 刘关　蔡红东　陈昌岳　张培培　

张祥林　

(51)Int.Cl.

G01N 33/543(2006.01)

G01N 33/531(2006.01)

审查员 张婷

 

(54)发明名称

一种免疫磁珠及其制备方法

(57)摘要

本发明提供了一种免疫磁珠及其制备方法，

包括磁性微球和生物配基，所述免疫磁珠的结构

由内至外为：磁性微球-生物素-链霉亲和素-生

物素-生物配基。本发明的免疫磁珠性质稳定，而

且磁性好，粒径小。本发明采用生物素-链霉亲和

素-生物素的连接方式，先通过酰胺化反应得到

生物素化磁性微球，然后将生物素化磁性微球与

链霉亲和素结合。由于生物素-链霉亲和素的结

合具有亲和性高和特异性的特点，使磁性微球与

生物配基可以定向结合，不易交联，不易引起链

霉亲和素结构改变。同时，本发明的制备方法简

单，反应条件温和，使生物配基可以保留生物活

性。
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1.一种用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠，包括磁性微球和生物配基，其特

征在于：所述免疫磁珠的结构由内至外为：磁性微球-生物素-链霉亲和素-生物素-生物配

基，所述磁性微球为核壳结构的无机或有机高分子包裹的磁性纳米簇，所述生物配基层为

BSA、酶、抗体、DNA或RNA中的一种。

2.一种制备权利要求1中所述用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠的方法，其

步骤包括：

s1.磁性纳米簇的制备；

s2.氨基修饰的磁性微球的制备；

s3.生物素化磁性微球的制备；

s4.将生物素化磁性微球与链霉亲和素结合；

s5.免疫磁珠的制备：将步骤s4中结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球与生物素化

生物配基结合得到所述免疫磁珠。

3.根据权利要求2所述用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠的制备方法，其特

征在于：所述步骤s3中的生物素化磁性微球的制备是将氨基修饰的磁性微球分散在二甲亚

砜或N,N-二甲基甲酰胺中，然后加入生物素活性酯，进行酰胺化反应后得到的，其中氨基修

饰的磁性微球和生物素活性酯的质量比为1:(0.25～1)。

4.根据权利要求2所述用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠的制备方法，其特

征在于：所述步骤s4是将生物素化磁性微球与链霉亲和素在室温下反应60～90分钟后得

到，其中链霉亲和素的添加量为生物素化磁性微球质量的0.1～0.6。

5.根据权利要求2所述用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠的制备方法，其特

征在于：所述步骤s5中步骤s4中结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球与生物素化生物配

基的质量比为1：(0.01～1)。

6.根据权利要求2所述用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠的制备方法，其特

征在于：所述步骤s1中的磁性纳米簇是通过水热法、溶剂热法或共沉淀法制备得到。

7.根据权利要求2所述用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠的制备方法，其特

征在于：所述步骤s2中的氨基修饰的磁性微球为核壳结构的二氧化硅包裹的磁性纳米簇，

通过如下方法制备得到：向含有磁性纳米簇的溶液中加入氨水、硅烷化试剂和氨基硅烷偶

联剂，反应1～3天后得到氨基修饰的磁性微球；所述磁性纳米簇、氨水、硅烷化试剂、氨基硅

烷偶联剂加入量的质量比为：1:(12.5～40):(2～8):(0.5～3)。

8.一种权利要求1所述用于捕获外周血血液中肿瘤细胞的免疫磁珠在细胞分选中的应

用。
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一种免疫磁珠及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫磁珠的制备领域，具体地说是一种免疫磁珠及其制备方法。

背景技术

[0002] 免疫磁珠(Immonumagnetic  beads，简称IMB)，是由磁性微球和生物配基结合而

成。磁性微球与生物配基的结合一般有物理结合和化学偶联的方法。化学偶联法具有结合

容量大，稳定性好，制备得到的免疫磁珠通常可以保存数月。但是为了防止抗体失活，化学

偶联法一般只能使用比较温和的条件，因此会导致抗体的包被效率不佳；而且化学偶联会

利用过多的抗体活性基团，可控度低因而会导致抗体失活。物理吸附方法是最早被John 

Ugelstad等采用的方法，具有包被简单，反应条件温和的特点，但是其主要利用蛋白的疏水

性在磁性微球表面进行包被，磁性微球在包被之前必须具有疏水性，免疫磁珠保存时间不

能太长，磁珠表面活性物质易脱落，蛋白稳定性和活性会受到影响。

[0003] 通过生物素-亲和素化磁珠的结合来制备免疫磁珠是目前最常用的亲和性高的物

理结合包被方式，其反应快速，产物稳定，专一性强，克服了一般物理吸附的缺点，又具有高

的亲和性，可以维护生物基质的活性以及特异性。亲和素本身背景高，常用的物理结合包括

生物素-链霉亲和素连接的方法，具体是先将磁性微球表面修饰一层链霉亲和素后，再与生

物素标记的生物配基进行定向的生物素-链霉亲和素结合，得到免疫磁珠。由于每个链霉亲

和素分子能结合4个分子的生物素，可以提高磁性微球表面生物配基的包被量。如公开号为

CN103443626A的中国专利《链霉亲和素结合磁性粒子及其制造方法》公开了一种蛋白质结

合磁性粒子即免疫磁珠，它是将链霉亲和素结合磁性粒子和生物素化蛋白质连接得到。其

中链霉亲和素结合磁性粒子是通过使表面具有氨基的磁性粒子与链霉亲和素及戊二醛反

应再还原后得到。链霉亲和素的每条肽链含159个氨基酸残基，其中赖氨酸、精氨酸等碱性

氨基酸的含量比一般亲合素少，含酸性氨基酸较多，其等电点为6.0，因此链霉亲和素上的

氨基反应掉过多容易导致等电点发生变化或者失活；且该方法在进行还原时还需要添加强

还原剂(如硼氢化钠或者氰基硼氢化钠)，容易引起蛋白等活性物质失活，而且戊二醛会导

致磁性粒子自身，以及蛋白质自身内部发生交联，不利于蛋白质的偶联。

发明内容

[0004] 本发明的主要目的是针对现有技术存在的不足提供一种免疫磁珠及其制备方法，

用该方法制备得到的免疫磁珠，生物配基与磁性微球定向连接，不会导致内部交联和蛋白

质失活，而且生物配基包被量大，生物活性好。

[0005] 在本发明的一方面，本发明是通过如下技术方案实现的：一种免疫磁珠，包括磁性

微球和生物配基，所述免疫磁珠的结构由内至外为：磁性微球-生物素-链霉亲和素-生物

素-生物配基。

[0006] 优选的，所述生物配基为BSA、酶、抗体、DNA或RNA中的一种。

[0007] 优选的，所述磁性微球为核壳结构的无机或有机高分子包裹的磁性纳米簇。比如
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二氧化硅包裹的磁性四氧化三铁、或者葡聚糖包裹的磁性四氧化三铁等等，最优选为二氧

化硅包裹的磁性四氧化三铁。

[0008] 在本发明的另一方面，提供了一种制备上述免疫磁珠的方法，其步骤包括：

[0009] s1.磁性纳米簇的制备；

[0010] s2.氨基修饰的磁性微球的制备；

[0011] s3.生物素化磁性微球的制备；

[0012] s4.将生物素化磁性微球与链霉亲和素结合；

[0013] s5.免疫磁珠的制备：将步骤s4中结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球与生物

素化生物配基结合得到所述免疫磁珠。

[0014] 在本发明的一种实施方式中，所述步骤s3中的生物素化磁性微球的制备是将氨基

修饰的磁性微球分散在二甲亚砜或N,N-二甲基甲酰胺中，然后加入生物素活性酯，进行酰

胺化反应后得到的，其中氨基修饰的磁性微球和生物素活性酯的质量比为1:(0.25～1)。由

于活性酯在水相中易失活，反应时间短，在碱性条件下可以有利于提高反应效率制备生物

素化磁性微球。本发明以二甲亚砜或N,N-二甲基甲酰胺为溶剂，可以防止活性酯的失活。同

时延长反应时间提高磁性微球表面的生物化，优选为反应10～24小时至生物素活性酯反应

完全。作为本领域技术人员公知的，所述步骤s3中，酰胺化反应完成后应当进行磁分离，磁

分离得到的生物素化磁性微球用pH为7.2的PBS溶液洗涤并分散在PBS溶液中。

[0015] 优选的，所述步骤s4是将生物素化磁性微球与链霉亲和素在室温下反应60～90分

钟后得到，其中链霉亲和素的添加量为生物素化磁性微球质量的0.1～0.6。

[0016] 优选的，所述步骤s5中步骤s4中结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球与生物素

化生物配基的质量比为1：(0.01～1)。由于链霉亲和素和生物素的亲和性很高，因此不需要

考虑浓度和比例问题，只要结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球不饱和，生物素化生物

配基都可以与磁性微球偶联。但是考虑到生物配基的成本因素，本发明采取质量比为1：

(0.01～0.2)。

[0017] 优选的，所述步骤s1中的磁性纳米簇是通过水热法、溶剂热法或共沉淀法制备得

到，也可以采用市售商品。制备磁性纳米簇的方法为本领域技术人员所熟知的技术，得到的

产品只需要满足具有良好的磁性，并且可以与有机或无机高分子形成核壳结构即可。

[0018] 进一步的，所述步骤s2中的氨基修饰的磁性微球部分为核壳结构的二氧化硅包裹

的磁性纳米簇，效果更加优于直接在磁性纳米簇粒子表面进行氨基修饰得到的磁性微球，

可以采用市售商品或者按照本领域技术人员所知的常规方法制备，均不影响本发明的结

果。可以使纳米簇聚集在二氧化硅内部，形成核壳结构，增大粒径，并且增加磁性和稳定性

即可。优选的，本发明采用如下方法制备氨基修饰的二氧化硅包裹的磁性纳米簇：向含有磁

性纳米簇的溶液中加入氨水、硅烷化试剂和氨基硅烷偶联剂，反应1～3天后得到氨基修饰

的磁性微球；所述磁性纳米簇、氨水、硅烷化试剂、氨基硅烷偶联剂加入量的质量比为：1:

(12.5～40):(2～8):(0.5～3)。所述氨水的质量百分浓度为25～28％。其中，硅烷化试剂可

以为正硅酸四乙酯(CAS：562-90-3)，氨基硅烷偶联剂可以为(3-氨基丙基)三乙氧基硅烷

(CAS：919-30-2)。本领域技术人员在选择其他的硅烷化试剂与氨基硅烷偶联剂时，可以对

反应原料的比例进行调整，均不超出本发明的保护范围。

[0019] 在本发明的第三方面，提供了一种上述免疫磁珠在细胞分选中的应用。
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[0020] 本发明的有益效果为：

[0021] (1)本发明提供了一种免疫磁珠，其免疫磁珠的结构由内至外为：磁性微球-生物

素-链霉亲和素-生物素-生物配基，得到的免疫磁珠性质稳定，而且磁性好，同时粒径为200

～400nm。

[0022] (2)本发明采用生物素-链霉亲和素-生物素的连接方式，先通过酰胺化反应得到

生物素化磁性微球，然后将生物素化磁性微球与链霉亲和素结合。由于生物素-链霉亲和素

的结合具有亲和性高和特异性的特点，使磁性微球与生物配基可以定向结合，不易交联，不

易引起链霉亲和素结构改变。亲和素的高等电点(等电点10-10.5)及高含糖结构导致在聚

苯乙烯板和硝酸纤维素膜上或与组织细胞DNA结合时，易产生一定程度的非特异性结合，造

成较高的显色背景，而链霉亲和素(不含糖基，等电点5-6)在应用中克服了这一缺点。同时，

由于一个链霉亲和素分子有四个结合位点，可以结合四个生物素分子，而空间位阻的作用

会使链霉亲和素在与生物素化磁性微球结合后，仍然有1～3个剩余位点可以与生物素化生

物配基结合，使包被在磁性微球外侧的生物配基包被量增大。

[0023] (3)本发明的制备方法简单，反应条件温和，反应均可以在室温下进行，不容易造

成生物配基的变质、降解等，同时避免了使用还原剂，且是通过亲和性结合可以维持生物配

基的生物活性和特异性。

[0024] (4)本发明原料简单易得，成本低，工艺步骤简单，具有很强的实用性。

附图说明

[0025] 图1为本发明CD45抗体免疫磁珠1的光学显微镜下形貌图；

[0026] 图2为本发明CD45抗体免疫磁珠1的荧光显微镜下形貌图；

[0027] 图3为本发明EpCAM免疫磁珠分选的CTC细胞免疫荧光图。

具体实施方式

[0028] 以下通过具体实施例来进一步说明本发明：下列实施例中未注明具体条件的实验

方法，按照常规方法和条件，或按照商品说明书选择。

[0029] 实施例1

[0030] (1)磁性纳米簇的制备：通过共沉淀法制备磁性纳米簇Fe3O4  1；

[0031] (2)氨基修饰的磁性微球的制备：向含有10mg磁性纳米簇Fe3O4  1的溶液中加入

125mg氨水、30mg正硅酸四乙酯和30mg(3-氨基丙基)三乙氧基硅烷，反应1天后进行磁分离，

并且用乙醇和水交替洗涤各两次，得到氨基修饰的磁性微球1；

[0032] (3)生物素化磁性微球的制备：将20mg氨基修饰的磁性微球1分散在二甲亚砜中，

然后加入10mg生物素活性酯，进行酰胺化反应，反应过夜后进行磁分离，用pH为7.2的PBS溶

液洗涤后得到生物素化磁性微球1；

[0033] (4)将生物素化磁性微球与链霉亲和素结合：将1mg生物素化磁性微球1与200μL链

霉亲和素(浓度为0.5μg/μL)在室温下反应60分钟后得到结合了链霉亲和素的生物素化磁

性微球1；

[0034] (5)免疫磁珠的制备：将结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球1与标记荧光的生

物素化抗体CD45结合，进行磁分离得到所述CD45抗体免疫磁珠1。
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[0035] 用nanodrop检测溶液中反应前和反应后生物素修饰的生物配基1的浓度，计算得

到加入的生物素化抗体约在50μg左右可以完全与1mg结合了链霉亲和素的生物素化磁性微

球偶联，并且继续加入生物素化抗体，通过nanodrop检测剩余生物素化抗体不与结合了链

霉亲和素的生物素化磁性微球继续反应，说明结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球达到

饱和。

[0036] 对上述CD45抗体免疫磁珠1进行显微镜检测，得到的光学显微镜下形貌图如图1所

示，荧光显微镜下形貌图如图2所示。通过图1和图2可以看出，本发明的CD45抗体免疫磁珠1

上，免疫磁珠上偶联有标记荧光的CD45，偶联效率高。

[0037] 实施例2

[0038] (1)磁性纳米簇的制备：通过共沉淀法制备磁性纳米簇Fe3O4  2；

[0039] (2)氨基修饰的磁性微球的制备：向含有10mg磁性纳米簇Fe3O4  2的溶液中加入

250mg氨水、20mg正硅酸四乙酯和10mg(3-氨基丙基)三乙氧基硅烷，反应2天后进行磁分离，

并且用乙醇和水交替洗涤各两次，得到氨基修饰的磁性微球2；

[0040] (3)生物素化磁性微球的制备：将20mg氨基修饰的磁性微球2分散在N,N-二甲基甲

酰胺中，然后加入5mg生物素活性酯，进行酰胺化反应，反应过夜后进行磁分离，用pH为7.2

的PBS溶液洗涤后得到生物素化磁性微球2；

[0041] (4)将生物素化磁性微球与链霉亲和素结合：将1mg生物素化磁性微球2与200μL链

霉亲和素(浓度为1μg/μL)在室温下反应90分钟后得到结合了链霉亲和素的生物素化磁性

微球2；

[0042] (5)免疫磁珠的制备：将结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球2与标记荧光的生

物素化抗体CD45结合得到所述CD45抗体免疫磁珠2。

[0043] 加入的生物素化抗体约在100μg左右可以完全与1mg结合了链霉亲和素的生物素

化磁性微球偶联，并且继续加入生物素化抗体，通过nanodrop检测剩余生物素化抗体不与

结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球继续反应，说明结合了链霉亲和素的生物素化磁性

微球达到饱和。

[0044] 实施例3

[0045] (1)磁性纳米簇的制备：通过共沉淀法制备磁性纳米簇Fe3O4  3；

[0046] (2)氨基修饰的磁性微球的制备：向含有10mg磁性纳米簇Fe3O4  3的溶液中加入

125mg氨水、40mg正硅酸四乙酯和5mg(3-氨基丙基)三乙氧基硅烷，反应3天后进行磁分离，

并且用乙醇和水交替洗涤各两次，得到氨基修饰的磁性微球3；

[0047] (3)生物素化磁性微球的制备：将20mg氨基修饰的磁性微球部分1分散在二甲亚砜

或N,N-二甲基甲酰胺中，然后加入20mg生物素活性酯，进行酰胺化反应，反应过夜后进行磁

分离，用pH为7.2的PBS溶液洗涤后得到生物素化磁性微球3；

[0048] (4)将生物素化磁性微球与链霉亲和素结合：将1mg生物素化磁性微球3与200μL链

霉亲和素(浓度为3μg/μL)在室温下反应75分钟后得到结合了链霉亲和素的生物素化磁性

微球3；

[0049] (5)免疫磁珠的制备：将结合了链霉亲和素的生物素化磁性微球3与生物素化抗体

EpCAM结合得到所述EpCAM抗体免疫磁珠3。

[0050] 加入的生物素化抗体约在80μg左右可以完全与1mg结合了链霉亲和素的生物素化
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磁性微球偶联，并且继续加入生物素化抗体，通过nanodrop检测剩余生物素化抗体不与结

合了链霉亲和素的生物素化磁性微球继续反应，说明结合了链霉亲和素的生物素化磁性微

球达到饱和。

[0051] 实施例4癌症病人的CTC细胞捕获

[0052] 取健康人和不同癌症病人的外周血血液，对血液中的CTC进行捕获。要求受试者血

常规白细胞值位于2×106～1.2×107个/mL之间，全血样本未出现溶血或血块凝结。并且受

试者相关信息完整，样本采集、保存方法规范，实验操作规范，具体步骤如下：取不同癌症病

人血液3mL，将实施例3中的EpCAM抗体免疫磁珠依次加入到上述各混合细胞悬液中，在4℃

下孵育30分钟，然后在1分钟内进行磁分选并用PBS洗涤2～3次，将孵育回收的CTC进行抗体

染色、并在载玻片上固定、然后进行细胞核DAPI染色、封片后，用荧光显微镜鉴定，结果如图

3所示，细胞膜表面显示有荧光，在荧光显微镜下为绿光荧光，说明捕获到的细胞表面呈

EpCAM阳性，说明为肿瘤细胞。而正常人的血液中没有捕获到肿瘤细胞。

[0053] 如果先对血液进行红细胞裂解，并且用CD45抗体免疫磁珠去除血液中的白细胞后

再用EpCAM抗体免疫磁珠进行肿瘤细胞的捕获，捕获效率更高。

[0054] 对于本技术领域的普通技术人员来说，在不脱离本发明实施例原理的前提下，还

可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也视为本发明实施例的保护范围。
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