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(57)摘要

本发明涉及一种免疫磁珠的制备方法。该制

备方法包括以下步骤：1)将铁盐、分解促进剂、亲

水性高分子及油酸加入到溶剂中溶解，得到混合

溶液；2)将上述混合溶液在180℃-250℃的温度

条件下反应5分钟-30分钟后冷却，得到含有反应

产物的冷却溶液；3)将所述冷却溶液中的反应产

物洗涤后得到免疫磁珠；其中，制备过程中铁盐、

分解促进剂、油酸、溶剂和亲水性高分子的用量

比为(1.5-2 .5)mmol：(8-12)mmol：(4-8)mmol：

(15-30)ml：(0.05-1 .5)g。该方法制备的免疫磁

珠分散性好、粒径分布均匀且不易团聚。
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1.一种免疫磁珠的制备方法，其特征在于，包括如下步骤：

1)将铁盐、分解促进剂、亲水性高分子及油酸加入到溶剂中溶解，得到混合溶液；

2)将所述混合溶液于180℃-250℃的温度条件下反应5分钟-30分钟后冷却，得到含有

反应产物的冷却溶液；

3)将所述冷却溶液中的反应产物洗涤后得到免疫磁珠；

其中，制备过程中铁盐、分解促进剂、油酸、溶剂和亲水性高分子的用量比为(1.5-2.5)

mmol：(8-12)mmol：(4-8)mmol：(15-30)ml：(0.05-1.5)g；

所述亲水性高分子为葡聚糖、羧基葡聚糖和羧甲基壳聚糖的一种或多种；

所述铁盐为三乙酰丙酮铁和草酸铁的一种或两种。

2.根据权利要求1所述的免疫磁珠的制备方法，其特征在于，所述分解促进剂为1，2-十

六烷二醇和1，12-十二烷二醇的一种或两种。

3.根据权利要求1所述的免疫磁珠的制备方法，其特征在于，所述溶剂为二苯醚和乙二

醇苯醚的一种或两种。

4.根据权利要求1所述的免疫磁珠的制备方法，其特征在于，所述步骤1)还包括加入油

胺溶解的步骤，所述油胺与所述油酸的摩尔比为(4-8)mmol：(4-8)mmol。

5.根据权利要求1所述的免疫磁珠的制备方法，其特征在于，所述步骤2)还包括通入氮

气进行保护反应的步骤。

6.根据权利要求1所述的免疫磁珠的制备方法，其特征在于，所述步骤3)的具体过程

是：向所述冷却溶液中加入去离子水，搅拌后静置得到分层溶液，将所述分层溶液中的反应

产物取出进行洗涤，洗涤过程中用磁铁吸附所述反应产物，倒出洗涤液，即得免疫磁珠。

7.根据权利要求6所述的免疫磁珠的制备方法，其特征在于，所述分层溶液包括有机溶

液和水溶液两层，将所述有机溶液和所述水溶液中的反应产物分别取出进行洗涤，其中，所

述有机溶液中的反应产物用乙醇洗涤，所述水溶液中的反应产物用去离子水洗涤。
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免疫磁珠的制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫磁珠技术领域，特别是涉及一种免疫磁珠的制备方法。

背景技术

[0002] 免疫磁珠(IMB)技术是一种以特异的抗原抗体反应为基础的免疫学检测和分离技

术。它是以抗体包被的磁珠为载体，用过抗体与反应介质中特异性抗原结合，形成抗原-抗

体复合物，此复合物在外加磁场的作用下发生定向移动，从而达到分离抗原的目的。免疫磁

珠(IMB)是一种均匀、具有超顺磁性及保护性壳的球形小粒子，由载体微球和免疫配基结合

而成，其中载体微球包含磁性物质和高分子层。

[0003] 当免疫磁珠(IMB)技术应用于细胞分离和DNA、RNA提取技术领域时。需要免疫磁珠

(IMB)在水中具有较好的分散性。

[0004] 免疫磁珠一般采用水热法、共沉淀法或溶剂热法制备。但该类传统方法制备的免

疫磁珠分散性差、粒径不均匀且易团聚。

发明内容

[0005] 基于此，有必要提供一种分散性好、粒径均匀且不易团聚的免疫磁珠的制备方法。

[0006] 一种免疫磁珠的制备方法，包括如下步骤：

[0007] 1)将铁盐、分解促进剂、亲水性高分子及油酸加入到溶剂中溶解，得到混合溶液；

[0008] 2)将所述混合溶液在180℃-250℃的温度条件下反应5分钟-30分钟后冷却，得到

含有反应产物的冷却溶液；

[0009] 3)将所述冷却溶液中的反应产物洗涤后得到免疫磁珠；

[0010] 其中，制备过程中铁盐、分解促进剂、油酸、溶剂和亲水性高分子的用量比为(1.5-

2.5)mmol：(8-12)mmol：(4-8)mmol：(15-30)ml：(0.05-1.5)g。

[0011] 在其中一个实施例中，所述铁盐为三乙酸丙酮酸和草酸铁的一种或两种。

[0012] 在其中一个实施例中，所述分解促进剂为1,2-十六烷二醇和1,12-十二烷二醇的

一种或两种。

[0013] 在其中一个实施例中，所述亲水性高分子包含羟基、羧基或氨基亲水基团的一种

或多种。

[0014] 在其中一个实施例中，所述亲水性高分子为葡聚糖、羧基葡聚糖和羧甲基壳聚糖

的一种或多种。

[0015] 在其中一个实施例中，所述溶剂为二苯醚和乙二醇苯醚的一种或两种。

[0016] 在其中一个实施例中，所述步骤1)还包括加入油胺溶解的步骤，所述油胺与所述

油酸的摩尔比为(4-8)mmol：(4-8)mmol。

[0017] 在其中一个实施例中，所述步骤2)还包括通入氮气进行保护反应的步骤。

[0018] 在其中一个实施例中，所述步骤3)的具体过程是：向所述冷却溶液中加入去离子

水，搅拌后静置得到分层溶液，将所述分层溶液中的反应产物取出进行洗涤，洗涤过程中用
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磁铁吸附所述反应产物，倒出洗涤液，即得免疫磁珠。

[0019] 在其中一个实施例中，所述分层溶液包括有机溶液和水溶液两层，将所述有机溶

液和所述水溶液中的反应产物分别取出进行洗涤，其中，所述有机溶液中的反应产物用乙

醇洗涤，所述水溶液中的反应产物用去离子水洗涤。

[0020] 在制备过程中，通过加入亲水性高分子，且严格控制铁盐、分解促进剂、油酸、溶剂

和亲水性高分子的用量比为(1.5-2.5)mmol：(8-12)mmol：(4-8)mmol：(15-30)ml：(0.05-

1 .5)g，于180℃-250℃的温度条件下反应5分钟-30分钟。该反应条件下，铁盐分解生成的

Fe3O4磁性颗粒与亲水性高分子的热运动加剧，有利于亲水性高分子包覆在磁性颗粒表面，

并且亲水性高分子易于Fe3O4磁性颗粒表面形成氢键进而稳定的键合在一起。该方法制备的

免疫磁珠具有粒径分布均匀、不易团聚且较好的分散性，可以用于细胞分离和DNA、RNA提取

等生物技术领域。

附图说明

[0021] 图1为本发明一实施例制备的免疫磁珠的粒度分布图；

[0022] 图2为本发明一实施例制备的免疫磁珠的扫描电镜图；

[0023] 图3为本发明一实施例制备的免疫磁珠与葡糖糖的红外光谱对比图；

[0024] 图4为本发明一实施例制备的免疫磁珠的粒径分布图。

具体实施方式

[0025] 除非另有定义，本文所使用的所有的技术和科学术语与属于本发明的技术领域的

技术人员通常理解的含义相同。本文中在本发明的说明书中所使用的术语只是为了描述具

体的实施例的目的，不是旨在于限制本发明。

[0026] 一实施方式中制备免疫磁珠的方法包括以下步骤：

[0027] 1)称取一定量的铁盐、分解促进剂、亲水性高分子、油酸及油胺加入到溶剂中，通

过搅拌将上述原料在溶剂中混合均匀、溶解得到混合溶液。

[0028] 其中，铁盐、分解促进剂、油酸、溶剂和亲水性高分子的用量比为(1.5-2.5)mmol：

(8-12)mmol：(4-8)mmol：(15-30)ml：(0.05-1.5)g。

[0029] 铁盐是含有三价铁离子的盐，铁盐热分解后用于生成四氧化三铁或三氧化二铁颗

粒。具体地，铁盐为三乙酸丙酮铁或草酸铁中的一种或两种。

[0030] 分解促进剂用于促进铁盐的分解，具体地，分解促进剂为1,2-十六烷二醇或1,12-

十二烷二醇的一种或两种。

[0031] 亲水性高分子能溶解或溶胀于水中形成水溶液或分散体系，在水溶性聚合物的分

子结构中含有大量的亲水基团。亲水性高分子可以用于免疫磁珠颗粒的表面包裹层。具体

地，亲水性高分子包含羟基、羧基或氨基等亲水基团。更具体地，亲水性高分子为葡聚糖、羧

基葡聚糖和羧甲基壳聚糖的一种或多种。

[0032] 溶剂用于溶化固体、液体或气体溶质进而成为溶液。具体地，溶剂的沸点要高于上

述铁盐的分解温度。更具体地，溶剂为二苯醚和乙二醇苯醚等溶剂的一种或多种。

[0033] 可以理解，在其他实施方式中，步骤1)中还可以加入油胺，其中油胺与油酸的用量

比为(4-8)mmol：(4-8)mmol。
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[0034] 2)将步骤1)得到的混合溶液放入三口烧瓶中，加热至180℃-250℃的温度反应5分

钟-30分钟，至铁盐分解，将反应温度自然降至室温，得到含有反应产物的冷却溶液。在一个

实施例中，加热至190℃-220℃的温度反应8分钟-25分钟，可以通过调节反应温度和保温时

间来控制所得产物的粒径及分散性。

[0035] 可以理解，在其他实施方式中，步骤2)中还包括通入氮气进行保护反应的步骤。

[0036] 3)将步骤2)中得到冷却溶液中分反应产物洗涤后得到免疫磁珠；

[0037] 可以理解，在其他实施方式中，所述步骤3)中冷却后的溶液中加入去离子水，搅拌

后静置得到分层溶液，将分层溶液中的反应产物取出进行洗涤，洗涤过程中用磁铁吸附所

述反应产物，倒出洗涤液，即得免疫磁珠。

[0038] 具体地，上述分层溶液包括有机溶液和水溶液两层，分别将有机溶液和水溶液中

的反应产物取出进行洗涤，其中，有机溶液中的反应产物用乙醇洗涤，水溶液中的反应产物

用水洗涤，再将洗涤后的反应产物混合使用去离子水洗涤数次，将所得免疫磁珠分散在去

离子水中保存。

[0039] 在制备过程中，通过加入亲水性高分子，且严格控制铁盐、分解促进剂、油酸、溶剂

和亲水性高分子的用量比为(1.5-2.5)mmol：(8-12)mmol：(4-8)mmol：(15-30)ml：(0.05-

1.5)g，并设定温度条件为180℃-250℃的温度条件下反应5分钟-30分钟。该反应条件下，铁

盐分解生成的Fe3O4磁性颗粒与亲水性高分子的热运动加剧，有利于亲水性高分子包覆在磁

性颗粒表面，并且亲水性高分子易于Fe3O4磁性颗粒表面形成氢键进而稳定的键合在一起。

该方法制备的免疫磁珠具有粒径分布均匀、不易团聚且较好的分散性，可以用于细胞分离

和DNA、RNA提取等生物技术领域。

[0040] 以下为具体实施例部分：

[0041] 实施例1：制备葡聚糖包裹的免疫磁珠

[0042] 称取0.0515g葡聚糖T40、0 .7135g三乙酸丙酮铁、2.0646g1 ,12-十二烷二醇、

4.2316ml油酸、2.1485ml油胺和20ml二苯醚放入到100mL三口烧瓶中混合溶解。升温至90

℃，磁力搅拌20分钟得到混合溶液。然后将得到的混合溶液转入到三口烧瓶中升温至200

℃，加热10分钟。待温度降至室温后，在冷却溶液中加入去离子水，搅拌后静置得到分层溶

液。分层溶液包括水溶液和有机溶液两层，将水溶液中的反应产物用去离子水洗涤，有机溶

液中的反应产物用乙醇洗涤。将洗涤后的两部分反应产物混合，再用去离子水洗涤数次，得

到的葡聚糖包裹的免疫磁珠分散在去离子水中保存。

[0043] 实施例2：制备羧甲基壳聚糖包裹的免疫磁珠

[0044] 称取0.0515g羧甲基壳聚糖、0.7135g三乙酰丙酮铁、2.0646g1 ,12-十二烷二醇

4.2316ml油酸、2.1485ml油胺和20ml二苯醚放入到100mL三口烧瓶中混合溶解。加热至215

℃，磁力搅拌5分钟。待温度降至室温后，在冷却溶液中加入去离子水，搅拌静置后得到分层

溶液。分层溶液包括水溶液和有机溶液两层，将水溶液中的反应产物用去离子水洗涤，有机

溶液中的反应产物用乙醇洗涤。将洗涤后两部分反应产物混合，再用去离子水洗涤数次，得

到的羧甲基壳聚糖包裹的免疫磁珠分散在去离子水中保存。

[0045] 实施例3：制备的免疫磁珠的效果评价

[0046] 图1为实施例1所制备的葡聚糖包裹免疫磁珠的粒度分布图，如图1所示，该免疫磁

珠平均粒径为501.1nm，分散性系数PDI为0.127。理论上，PDI数值越小，则粒径分布越均匀。
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当PDI≤0.05时，颗粒呈理想的单分散状态。传统技术制备的免疫磁珠的PDI一般为0.2左

右，大于0.127。因此，本方法制备的葡聚糖包裹的免疫磁珠相对于传统技术制备的免疫磁

珠在水中分散性好，粒径分布均匀。

[0047] 图2为实施例1所制备的葡聚糖包裹免疫磁珠的扫面电镜图，如图2所示，该免疫磁

珠的粒径在300-800nm之间，且免疫磁珠的分散性较好，未出现明显的团聚现象。

[0048] 图3为实施例制备的葡聚糖包裹免疫磁珠与葡萄糖的红外光谱对比图。如图3所

示，两者的红外谱曲线形状非常相似，均在3200-3600cm-1之间出现强而宽的吸收峰，这是由

于糖类分子中含有大量-OH所致，-OH的伸缩振动峰多在此范围内出现。而葡聚糖包裹的免

疫磁珠的光谱图在585.18cm-1处有较强的吸收，这是因为免疫磁珠中Fe3O4的Fe-O键转动所

造成的红外吸收峰。葡聚糖包裹免疫磁珠与葡萄糖的红外光谱对比图证实免疫磁珠表面已

包裹上一层亲水性的葡聚糖壳层。

[0049] 图4为实施例2制备的羧甲基壳聚糖包裹的免疫磁珠的粒度分布图。如图4所示，该

免疫磁珠的平均粒径为1μm左右，分散性系数PDI为0.131。理论上，PDI数值越小，则粒径分

布越均匀。传统技术制备的免疫磁珠的PDI一般为0.2左右，大于0.131。因此，该方法制备的

羧甲基壳聚糖包裹的免疫磁珠相对于传统技术制备的免疫磁珠在水中分散性好，粒径分布

均匀。

[0050] 以上所述实施例的各技术特征可以进行任意的组合，为使描述简洁，未对上述实

施例中的各个技术特征所有可能的组合都进行描述，然而，只要这些技术特征的组合不存

在矛盾，都应当认为是本说明书记载的范围。

[0051] 以上所述实施例仅表达了本发明的几种实施方式，其描述较为具体和详细，但并

不能因此而理解为对发明专利范围的限制。应当指出的是，对于本领域的普通技术人员来

说，在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变形和改进，这些都属于本发明的保护

范围。因此，本发明专利的保护范围应以所附权利要求为准。
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