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(57)摘要

本发明提供了一种免疫壳聚糖磁性微球及

其制备方法和在样品前处理中的应用。本发明提

供的免疫壳聚糖磁性微球的制备方法包括如下

步骤：采用1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚

胺盐酸盐和N-羟基硫代琥珀酰亚胺活化壳聚糖

磁性微球，然后加入生物识别材料进行反应，然

后加入封闭液进行封闭处理即得。将本发明免疫

壳聚糖磁性微球用于样品前处理，有效解决了食

品安全领域样品前处理中有机溶剂用量大、操作

繁琐、耗时长、基质效应明显等缺点，大大简化了

样品前处理过程，缩短前处理时间，提高了分析

方法灵敏度，从而实现食品样品中有害小分子物

质的超灵敏检测。
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1.一种壳聚糖磁性微球的制备方法，包括如下步骤：

向六水合氯化铁的乙二醇溶液中加入壳聚糖，然后加入醋酸钠的乙二醇溶液，氮气保

护下进行反应即得。

2.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于：所述六水合氯化铁与所述壳聚糖的投

料质量比为1～5：1。

3.根据权利要求1或2所述的制备方法，其特征在于：所述醋酸钠与所述壳聚糖的投料

质量比为10～15：1。

4.根据权利要求1或2所述的制备方法，其特征在于：所述反应的温度可为180～190℃，

时间为48小时。

5.权利要求1-4中任一项所述方法制备的壳聚糖磁性微球。

6.一种免疫壳聚糖磁性微球的制备方法，包括如下步骤：采用1-乙基-(3-二甲基氨基

丙基)碳二亚胺盐酸盐和N-羟基硫代琥珀酰亚胺活化权利要求4所述壳聚糖磁性微球，然后

加入生物识别材料进行反应，然后加入封闭液进行封闭处理，即得所述免疫壳聚糖磁性微

球。

7.根据权利要求6所述的制备方法，其特征在于：所述壳聚糖磁性微球采用吗啉乙磺酸

缓冲溶液溶解。

8.根据权利要求6或7所述的制备方法，其特征在于：所述生物识别材料为单克隆抗体、

核酸适配体、受体或分子印迹材料。

9.权利要求6-8中任一项所述方法制备的免疫壳聚糖磁性微球。

10.权利要求9所述免疫壳聚糖磁性微球在食品检测、食品前处理或从样品中富集目标

物质中的应用。
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免疫壳聚糖磁性微球及其制备方法和在样品前处理中的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种免疫壳聚糖磁性微球及其制备方法和在样品前处理中的应用，属

于纳米磁性材料领域以及生物学领域。

背景技术

[0002] 免疫磁性微球作为一种新型的功能性纳米材料近年来受到高度的重视和研究，它

在食品安全和生物医学等领域得到广泛的应用。免疫磁性微球表面的生物识别材料可以特

异性地和目标物结合，在外加磁场的作用下会发生定向移动，可以实现样品中目标物的富

集分离纯化。但是在单独的磁性微球表面偶联生物识别材料形成免疫磁性微球，会出现偶

联效率低、磁分离速度慢、非特异性吸附等问题，从而阻碍了免疫磁性微球的发展与应用。

因此，在磁性微球表面包裹有机或无机物形成核壳型的结构，可以在很大程度上提高免疫

磁性微球的性能，达到提高富集分离效率的目的。

[0003] 食品安全问题已成为全世界关注的公共卫生问题，但是由于所需分析的样品种类

繁多，样品基质复杂，加上大多数化合物都是以微量或痕量形式存在，所以样品前处理提高

分析方法灵敏度的关键。样品前处理的主要任务是去除干扰物、提高选择性、浓缩目标物，

从而达到提高分析方法的灵敏度、选择性和准确度，缩短操作时间，节省有机溶剂。尤其对

痕量或超痕量目标物检测，样品前处理技术显得尤为重要。现有前处理技术主要包括液液

萃取、固相萃取、免疫亲和色谱等，但是这些技术存在有机溶剂消耗量大、非特异性吸附明

显、操纵繁琐、耗时长等缺点。基于此，需要对免疫磁性微球进行改进并提供新的样品前处

理方法。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种免疫壳聚糖磁性微球及其制备方法，所制备的免疫壳聚

糖磁性微球具有吸附容量大、选择性高、灵敏度好、分离快速的优点，将其用于样品前处理，

大大简化操作过程、节省大量有机溶剂，提高了分离净化效率，同时可以实现超灵敏检测样

品基质中的痕量或超痕量有害化合物。

[0005] 本发明首先提供一种壳聚糖磁性微球(Fe3O4@CTS)的制备方法，包括如下步骤：

[0006] 向六水合氯化铁的乙二醇溶液中加入壳聚糖，然后加入醋酸钠的乙二醇溶液，氮

气保护下进行反应即得。

[0007] 所述六水合氯化铁与所述壳聚糖的投料质量比可为1～5：1，具体可为3.6：1；

[0008] 所述醋酸钠与所述壳聚糖的投料质量比可为10～15：1，具体可为12：1；

[0009] 所述反应的温度可为180～190℃，时间为48小时；

[0010] 所述反应可在油浴下进行。

[0011] 所述反应结束，可采用乙醇和去离子水交替洗涤数次，60℃真空干燥24小时。

[0012] 壳聚糖作为一种天然氨基多糖，具有优良的生物亲和性、无毒和易于化学改性，富

含氨基(-NH2)和羟基(-OH)等功能基团。通过本发明“氮气保护油浴水热法”合成的壳聚糖
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磁性微球兼具两者的优点，可作为生物识别材料的固定载体，提高磁性微球与生物识别材

料的偶联效率，有效避免壳聚糖磁性微球本身的非特异性吸附的缺点，用于快速浓缩富集

并高效分离净化复杂样品基质。

[0013] 进一步地，在所述壳聚糖磁性微球的基础上，本发明制备免疫壳聚糖磁性微球，其

是以四氧化三铁为磁核、壳聚糖为中间体、生物识别材料为壳层的核壳型结构。

[0014] 所述免疫壳聚糖磁性微球具体可按照如下方法制备：

[0015] 采用1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDC)和N-羟基硫代琥珀酰亚

胺(NHSS)活化所述壳聚糖磁性微球，然后加入生物识别材料进行反应，然后加入封闭液进

行封闭处理，即得所述免疫壳聚糖磁性微球。

[0016] 所述壳聚糖磁性微球采用吗啉乙磺酸缓冲溶液(0.05M，pH  5.0)溶解。

[0017] 所述活化步骤后，磁分离后弃上清以除去未反应的EDC和NHSS，用去离子水洗涤

Fe3O4@CTS。

[0018] 所述封闭液可为BSA溶液。

[0019] 所述生物识别材料以其PBS溶液的方式加入。

[0020] 所述生物识别材料可为单克隆抗体、核酸适配体、受体或分子印迹材料，可根据待

分析检测的目标物，选择相应的生物识别材料，如检测黄曲霉毒素B1时，可选择黄曲霉毒素

B1的核酸适配体。

[0021] 本发明采用的新型生物识别材料如核酸适配体、分子印迹材料相比于传统的抗体

具有化学稳定、特异性强、成本低廉等优点。

[0022] 本发明制备方法简单，反应条件不苛刻，制备好的免疫壳聚糖磁性微球的粒径均

一(200nm)。

[0023] 本发明制备的免疫壳聚糖磁性微球具有吸附容量大、选择性高、灵敏度好、分离快

速的优点。

[0024] 将本发明制备的免疫壳聚糖磁性微球用于样品前处理，有效解决了食品安全领域

样品前处理中有机溶剂用量大、操作繁琐、耗时长、基质效应明显等缺点，大大简化了样品

前处理过程，缩短前处理时间，提高了分析方法灵敏度，从而实现食品样品中有害小分子物

质的超灵敏检测。

附图说明

[0025] 图1为本发明免疫壳聚糖磁性微球的制备方法的示意图。

[0026] 图2为本发明实施例1制备的壳聚糖磁性微球表征图谱，其中，图2(A)为扫描电镜

图，图2(B)为透射电镜图，图2(C)为傅里红外光谱图，图2(D)为X射线衍射谱图。

[0027] 图3为本发明基于免疫壳聚糖磁性微球的样品前处理方法的示意图。

具体实施方式

[0028] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0029] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0030] 实施例1：合成并表征壳聚糖磁性微球

[0031] 六水合氯化铁(7.2g)溶解于160mL乙二醇，加入2.0g壳聚糖，然后逐滴加入40mL乙
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二醇(含有24.0g醋酸钠)，剧烈搅拌30min，氮气保护油浴185℃反应48小时，反应完毕后，用

乙醇和去离子水交替洗涤数次，60.0±0.5℃真空干燥24小时，即可得到Fe3O4@CTS。

[0032] 本实施例制备的Fe3O4@CTS的表征图谱如图2所示，其中，图2(A)为扫描电镜照片，

图2(B)为透射电镜照片，图2(C)为傅里红外光谱图，图2(D)为X射线衍射图，由上述表征图

谱可以看出，本实施例成功合成了壳聚糖磁性微球，且粒径均一(200nm)。

[0033] 实施例2：制备黄曲霉毒素免疫壳聚糖磁性微球

[0034] 通过活泼酯法，将黄曲霉毒素B1的核酸适配体用于制备黄曲霉毒素免疫壳聚糖磁

性微球(Fe3O4@CTS@AFs-aptemer)：将Fe3O4@CTS用MES溶液(0.05M，pH  5.0)溶解，涡旋混匀；

(2)分别加入EDC和NHSS溶液进行活化；(3)磁分离后弃上清以除去未反应的EDC和NHSS，用

去离子水洗涤Fe3O4@CTS；(4)加入含有黄曲霉毒素B1核酸适配体的PBS溶液，在室温下柔和

振荡反应；(5)加入浓度为20％的BSA溶液，封闭未反应的活性位点。(6)将制备好的免疫磁

性微球于4℃下保存。

[0035] 在PBS溶液中添加不同浓度的黄曲霉毒素标准品，将制备的Fe3O4@CTS@AFs-

aptemer进行浓缩富集后，提取液用超高液相串联质谱法检测，结果如表1所示，6种黄曲霉

毒素的回收率大于98.9％，相对标准偏差小于8.1％，说明Fe3O4@CTS@AFs-aptemer对食品样

品中的黄曲霉毒素B1具有较高的特异性识别和净化能力。

[0036] 表1  Fe3O4@CTS@AFs-aptemer对黄曲霉毒素B1的分离净化效果

[0037]

[0038] 实施例3：Fe3O4@CTS@AFs-aptemer吸附量测定

[0039] 取0.5mL浓度为1000ng/mL的黄曲霉毒素B1标准品于20mL的10％甲醇溶液中(v/

v)，混匀后加入1mL的Fe3O4@CTS@AFs-aptemer，室温反应30min后磁分离，超纯水洗涤后，用

1mL甲醇洗脱并收集，50℃氮吹至干，1mL乙腈-水(3:7，v/v)复溶，过0.22μm的滤膜并收集于

棕色进样小瓶中，UPLC-MS/MS进行检测。结果表明Fe3O4@CTS@AFs-aptemer对黄曲霉毒素B1

的最大吸附量分别为346ng/mL。

[0040] 实施例4：Fe3O4@CTS@AFs-aptemer分离净化玉米、花生、橄榄油中的黄曲霉毒素

[0041] 玉米、花生样品用刀式混合研磨仪研磨成面，橄榄油样品不做前处理，取阴性样品

25g添加一定浓度标准品后涡旋混匀1min，室温静置2h后用于后续实验。按照分离净化步

骤，如图3所示，可在1min内达到净化吸附和解吸过程，快速高效提取样品中的黄曲霉毒素，

提取液用超高液相串联质谱法检测，结果如表3所示，三种样品的添加回收率范围在86％～

104％之间。

[0042] 表3玉米、花生、橄榄油样品中黄曲霉毒素B1的回收率和精密度(n＝3)
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[0043]
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图1

图2
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图3
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