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(57)摘要

本发明公开了偶联有链霉亲和素的磁小体

及生物分离、免疫检测方法,其中链霉亲和素通

过化学共价键交联在所述磁小体表面，且所述磁

小体表面带有氨基、羧基、巯基、或羟基功能基

团。所述磁小体的制备工序包括了磁小体的提取

和偶联链霉亲和素2个步骤。本发明的偶联有链

霉亲和素的磁小体具有交联效果好、生物相容性

高、磁控性强、超顺磁性和较低毒性的优势。
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1.一种偶联有链霉亲和素的磁小体，其特征在于，链霉亲和素通过化学共价键交联在

所述磁小体表面，且所述磁小体表面带有氨基、羧基、巯基或羟基功能基团，其通过包含以

下工序的方法制造：

1)磁小体的提取

将趋磁细菌的发酵液以3000  r/min的转速离心25min后收集菌体，菌体以1:8的质量体

积比悬浮于HEPES缓冲液中，高压均质后分离，收集磁小体；

2)偶联链霉亲和素

取1mg磁小体于离心管中，加入HEPES缓冲液，保证磁小体的终浓度为0.8mg/mL，以3000 

r/min的转速离心后，加入13μL的NHS-Biotin和10mmol/L的PBS缓冲液，使终体积为0.5mL，

33℃下温育28min后离心收集Biotin-磁小体；向Biotin-磁小体中按1:6的摩尔比添加链霉

亲和素，25℃的温度下温育3h后离心、分离收集偶联有链霉亲和素的磁小体。

2.如权利要求1所述的磁小体，其特征在于，步骤1）中的所述的收集菌体采用电磁诱导

法。

3.如权利要求1所述的磁小体，其特征在于，步骤1）中的分离为采用磁选柱、超临界流

体萃取或亚临界流体萃取技术中的一种。

4.如权利要求3所述的磁小体，其特征在于，磁选柱的分选区存在交变磁场。

5.如权利要求1所述的磁小体，其特征在于，步骤1）趋磁细菌体内的磁小体长度为80～

150nm。

6.如权利要求1所述的磁小体，其特征在于，步骤2）中以钕铁硼磁铁及磁力架来分离收

集偶联有链霉亲和素的磁小体。

7.一种生物分离、免疫检测方法，其特征在于，应用如权利要求1～6任一项所述的磁小

体。
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偶联有链霉亲和素的磁小体及生物分离、免疫检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物材料技术领域，具体涉及偶联有链霉亲和素的磁小体及生物分

离、免疫检测方法。

背景技术

[0002] 趋磁细菌是一种依靠体内生物矿化所产生的磁性纳米颗粒能够在外磁场的作用

下定向运动的革兰氏阴性菌，一般为微好氧或厌氧型。其内部的磁性纳米颗粒为磁小体，在

趋磁细菌体内组装成长链状，沿菌体长轴排列，在外磁场中引导菌体的运动。磁小体主要由

外层脂质膜和内部磁铁矿晶体构成，磁小体的外膜由趋磁细菌细胞膜内陷生成，外膜整体

带负电，目前已证实大约有  30  种特异性蛋白出现在磁小体表面膜上，因而磁小体表面膜

结构具有多态性，富含氨基、羧基、巯基或羟基功能基团。磁铁矿晶体形态多样，大小均一，

为单磁畴纳米颗粒，具有较好的生物相容性、磁控性、磁热性、超顺磁性和较低的毒性。

[0003] 链霉亲和素是链霉亲和素菌在培养过程中的分泌产物，其生物学特性与亲和素相

似，与生物素的结合常数为1015/M，是抗原抗体反应的一万倍以上。同时，链霉亲和素不含任

何糖基和等电点较低，因此在检测应用中非特异性结合很低，有利于提高检测方法的灵敏

度。

[0004] 通过将具有强特异性结合能力的链霉亲和素偶联于磁小体表面，当施予外加磁场

时，便可快速、简便地实现生物素的分离，该分离纯化技术在生物分离、免疫检测等方面具

有重要的应用价值。

[0005] 如中国专利（申请号2012800090399）提供了一种生物素结合能力高的链霉亲和素

结合磁性粒子及其制造方法，该粒子通过添加戊二醛，使磁性粒子与链霉亲和素发生交联

反应制备而成。但是该方法中的磁性粒子表面仅具有氨基，因此其与链霉亲和素的交联效

果较差，交联率较低，且粒子来源为化学合成。化学合成磁纳米颗粒普遍存在反应温度极

端、反应条件难以控制、有毒试剂使用、后修饰复杂费力等问题，同时其的均匀度、结晶度、

纯度、粒径分布、晶型控制及可操作性都远远不及生物合成的磁小体。

发明内容

[0006] 针对现有技术中存在的问题，本发明提供了偶联有链霉亲和素的磁小体及生物分

离、免疫检测方法，本发明通过下述技术方案实现。

[0007] 偶联有链霉亲和素的磁小体，链霉亲和素通过化学共价键交联在所述磁小体表

面，且所述磁小体表面带有氨基、羧基、巯基或羟基功能基团。趋磁细菌体内积累的磁小体

是由双层磷脂膜包被的磁核纳米晶体颗粒，其中磁小体膜的主要组分包括了糖脂、硫脂、磷

脂和特异的蛋白成分等。外膜整体带负电，目前已证实大约有  30  种特异性蛋白出现在磁

小体表面膜上，因而磁小体表面膜结构具有多态性，富含氨基、羧基、巯基或羟基功能基团。

磁小体磁核的单个磁纳米颗粒的直径一般分布在单磁畴磁晶体范围（35～100nm），以Fe3O4 

居多,  有时会有Fe3S4以及一些微量的过渡金属元素的掺入，其晶型多样，有立方八面体形、
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长菱形和子弹头等形式，呈单链或多链或分散排布于膜内。

[0008] 所述磁小体通过包含以下工序的方法制备：

1）磁小体的提取

将趋磁细菌的发酵液以3000  r/min的转速离心25min后收集菌体，菌体以1:8的质量体

积比悬浮于HEPES缓冲液中，高压均质后层析分离，收集磁小体。趋磁细菌通常是微好氧或

者厌氧型的革兰氏阴性菌，具有丛生、一端或两端生的鞭毛，可以在外磁场的作用下沿磁感

线方向运动。

[0009] 2）偶联链霉亲和素

取1mg磁小体于离心管中，加入HEPES缓冲液，保证磁小体的终浓度为0.8mg/mL，以3000 

r/min的转速离心后，加入13μL的NHS-Biotin和10mmol/L的PBS缓冲液，使终体积为0.5mL，

33℃下温育28min后离心收集Biotin-磁小体；向Biotin-磁小体中按1:6的摩尔比添加链霉

亲和素，25℃的温度下温育3h后离心、分离收集偶联有链霉亲和素的磁小体。通过上述操作

使得链霉亲和素与富含氨基、羧基、巯基或羟基功能基团的磁小体表面膜较好偶联。

[0010] 所述磁小体的特征在于，步骤1）中的菌体收集采用电磁诱导法。趋磁细菌的富集、

收集和筛选过程主要为：采集泥样，化学培养基培养富集，以电磁诱导法收集，即利用通电

螺线管产生磁场诱导趋磁细菌的原理进行收集。

[0011] 所述磁小体的特征在于，步骤1）中的层析分离至少采用磁选柱、超临界流体萃取

或亚临界流体萃取技术中的一种。磁选柱不仅具有收集磁小体的作用，还可以消除静电吸

附造成的污染，提高磁小体的纯化程度。

[0012] 进一步，限定所述磁小体的特征在为，磁选柱的分选区存在交变磁场。

[0013] 所述磁小体的特征在于，步骤1）趋磁细菌体内的磁小体长度为80～150nm。

[0014] 所述磁小体的特征在于，步骤2）中以钕铁硼磁铁及磁力架来分离收集偶联有链霉

亲和素的磁小体。

[0015] 所制备的磁小体主要应用于生物分离、免疫检测等领域。

[0016] 本发明有益效果：

1）磁小体表面带有氨基、羧基、巯基或羟基功能基团，其能与链霉亲和素更好的交联偶

合；

2）磁小体具有较好的生物相容性、磁控性、磁热性、超顺磁性和较低的毒性。

附图说明

[0017] 图1偶联有链霉亲和素的磁小体电镜扫面图。

[0018] 图2偶联有链霉亲和素的磁小体磁滞回线。

具体实施方式

[0019] 下面结合附图以具体实施例的形式对本发明做进一步说明，需要指出的是以下实

施方式仅是以例举的形式对本发明所做的解释性说明，但本发明的保护范围并不仅限于

此，所有本领域的技术人员以本发明的精神对本发明所做的等效的替换均落入本发明的保

护范围。

[0020] 实施例1
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磁选柱层析分离磁小体

将趋磁细菌(Magnetospirillum  magneticum  AMB-1)  菌种接种在5  L强化的磁

螺菌培养基中，奎宁酸铁总添加量为60μmol/L，在26℃静置培养96  h。培养完成后，将

趋磁细菌的发酵液以3000  r/min的转速离心25min后借助通电螺线管收集收集菌体，菌体

以1:8的质量体积比悬浮于HEPES缓冲液中，缓冲液经压力为80MPa的高压均质机破碎后用

磁选柱层析分离，收集磁小体。

[0021] 实施例2

超临界流体萃取分离磁小体

将趋磁细菌(Magnetospirillum  magneticum  AMB-1)  菌种接种在5  L强化的磁

螺菌培养基中，奎宁酸铁总添加量为60μmol/L，在26℃静置培养96  h。培养完成后，将

趋磁细菌的发酵液以3000  r/min的转速离心25min后借助通电螺线管收集收集菌体，菌体

以1:8的质量体积比悬浮于HEPES缓冲液中，缓冲液经压力为80MPa的高压均质机破碎后以

超临界流体萃取分离，收集磁小体。（以二氧化碳进行超临界流体萃取，添加5%的乙醇溶液，

萃取温度为50℃，萃取压力为13MPa，萃取时间15min）

实施例3

亚临界流体萃取分离磁小体

将趋磁细菌(Magnetospirillum  magneticum  AMB-1)  菌种接种在5  L强化的磁

螺菌培养基中，奎宁酸铁总添加量为60μmol/L，在26℃静置培养96  h。培养完成后，将

趋磁细菌的发酵液以3000  r/min的转速离心25min后借助通电螺线管收集收集菌体，菌体

以1:8的质量体积比悬浮于HEPES缓冲液中，缓冲液经压力为80MPa的高压均质机破碎后以

亚临界流体萃取分离，收集磁小体。（以丁烷进行亚临界流体萃取，萃取温度43℃，萃取压力

3  MPa，萃取时间30min）

实施例4

链霉亲和素的偶联

取1mg磁小体于离心管中，加入HEPES缓冲液，保证磁小体的终浓度为0.8mg/mL，以3000 

r/min的转速离心后，加入13μL的NHS-Biotin和10mmol/L的PBS缓冲液，使终体积为0.5mL，

33℃下温育28min后3000  r/min离心收集Biotin-磁小体；向Biotin-磁小体中按1:6的摩尔

比添加链霉亲和素，25℃的温度下温育3h后，链霉亲和素与富含氨基、羧基、巯基或羟基功

能基团的磁小体表面膜较好偶联。3000  r/min离心，以钕铁硼磁铁及磁力架来分离、收集偶

联有链霉亲和素的磁小体。

[0022] 偶联有链霉亲和素的磁小体电镜扫面图

在扫描电压20KV的条件下，将偶联有链霉亲和素的磁小体于扫面电镜下观察，如图1。

由图1可知，粒子之间出现一定程度上的聚集，表面覆盖着块状链霉亲和素，且偶联面不均

匀。

[0023] 偶联有链霉亲和素的磁小体磁滞回线

磁滞回线是表征磁性材料特性的一个重要曲线，如图2所示它反映了磁性材料对磁场

变化的反应能力，以比饱和磁化强度表示，比饱和磁化强度越大，磁响应性越强。采用振动

样品磁强仪对偶联有链霉亲和素的磁小体进行磁滞回线分析，证明所制备的磁颗粒具有超

顺磁性。
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图1

图2
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