
食品与生物技术学报 2013 年第 32 卷第 3 期

梁光明，等： 利用人免疫球蛋白构建免疫磁珠富集金葡菌条件优化研究论文

摘要：利用人免疫球蛋白制备富集金黄色葡萄球菌的免疫磁珠及优化条件；利用化学键法制备免
疫磁珠，并用矩阵法和单因素法优化免疫磁珠制备条件，通过磁珠对抗体饱和吸附量及加入量相
关性评价磁珠与抗体固定化程度，根据免疫磁珠的特异性、灵敏性及饱和捕捉量来考察 IMBS.aureus

对金葡菌的富集能力；结果显示采用 MB-M 型磁珠，加入质量浓度均为 5 mg/L 的活化剂 EDC 和
NHS，于 24 ℃偶联人 IgG，24 h 得到 IMBS.aureus，其饱和吸附量为 393.27 μg，磁珠与人 IgG 加入量具
有相关性，IMBS.aureus特异性好、 灵敏度高 （26 CFU/10 mL），0.2 mL IMBS.aureus饱和捕捉菌液浓度为
106 CFU/mL；通过优化，磁珠装载人 IgG分子的能力提高了 5倍，检测限提高了 4倍，富集金葡菌的
效率大大增强，成本降低，为人免疫球蛋白磁珠富集和分离金黄色葡萄球菌实际应用创造了条件。
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Abstract： The aim of this study is to determine the building conditions for developing
immunomagnetic bead using human immunoglobulin G enrichment of Staphylococcus aureus. For
this，the preparation conditions of immunomagnetic beads was optimized by matrix method and the
single factor，and the the degree of fixed antibody to immunomagnetic bead was evulated by the
amount of saturated adsorption capacity and correlation. Inspect enrichment ability of
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金黄色葡萄球菌（简称“金葡菌”）可在各种恶
劣环境下生长，并极易产生毒素（最低致病剂量为 1
μg/kg[1-3]）。虽然目前检测金葡菌的方法较多，但是由
于常规检测方法在菌浓度较低时易造成漏检，多数
免疫学方法操作复杂，而灵敏度和准确性较好的分
子学方法价格昂贵，需专业人员操作 [4-5]等原因，使
得金葡菌引起的食源性中毒事件依然发生。 因此，
亟待建立一种金葡菌快速检测方法弥补以上不足。
新兴技术免疫磁快速分离法可有效地收集、浓

缩大量样品中的少量病原微生物，并且对目的菌的
富集具有高分离率、高特异性、无污染、操作简便等
特点。 其原理是：磁珠在一定条件下结合抗体成为
抗体-磁珠二联体，将其加入样品中，根据特异性结
合原理形成抗原-抗体-磁珠复合物， 即免疫磁珠
（Immunomagnetic bead，IMB） 在磁力作用下发生力
学移动，使之与样品中的干扰物质分离，从而达到
富集特定抗原的目的。 目前，该方法已在分离致病性
微生物方面取得了显著成绩， 研究多集中于沙门氏
菌[6-7]、大肠杆菌 O157：H7[8-11]、单增李斯特氏菌[12-14]、副
溶血弧菌[15]等，其中免疫磁法分离大肠杆菌已纳入标
准方法（SN 0169-2010）中。 近年来，学者将该方法与
其他方法（ELISA、PCR 等）相结合，在省略前增菌步
骤的同时，IMB凭借其高特异性，有效地提高了分离
准确率（95%以上），可在 2~6 h内完成检验[16]。
但是， 现有的商品化免疫磁珠不仅价格昂贵，

且品种不齐全，分离金葡菌的商品化免疫磁珠暂未
问世。 根据免疫磁珠分离原理，构建稳定高效的免
疫磁珠的关键是获得高纯度的抗体。 然而，商品化
金葡菌抗体不易得到，需要经过繁琐的过程进行自
制，纯度不易控制，且价格昂贵。 目前已知，人免疫

球蛋白的 Fc 片段具有与致病性金黄色葡萄球菌细
胞表面一种特有的蛋白质 （ 金葡菌 A 蛋白，SPA）
特异性结合的能力 [17]，可以用于金葡菌的分离。 目
前，商品化人免疫球蛋白纯度高、稳定性好、价格合
理、获得途径多，为制备稳定性好，分离效率高，价
格合理的金黄色葡萄球菌免疫磁珠提供了有利条

件。 本文作者拟对用于富集金葡菌的人免疫球蛋白
免疫磁珠的制备条件进行优化，为构建高效快速的
金黄色葡萄球菌快速检测技术奠定基础。

1.1 试验材料
AllMag 超顺磁性聚合物纳米微球（简称磁珠），

购自上海奥润微纳新材料科技有限公司。 选用磁珠
型号分别为 PM3-008（简称 MB-S），PM3-020（简称
MB-M），PM3-100（简称 MB-B）。 3种磁珠均为单分
散系列，表面基团为羧基，平均粒径分别为 100 nm，
180 nm和 1 000 nm。
碳二亚胺 （EDC）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、

2-吗啉乙磺酸（MES），购于广州齐云生物科技有限
公司；人免疫球蛋白（简称“人 IgG”），购于上海鼎国
生物科技有限公司。
1.2 IMBS.aureus制备条件的优化

磁珠中加入活化缓冲液（0.1 mol/L MES 和体积
分数 0.05%的吐温-20，pH 6.0~6.5）调节 pH；先后
加入 EDC 和 NHS，与磁珠摇床反应 30 min，偶联缓
冲液（0.1 mol/L MES，体积分数 0.1%的 BSA，体积分
数 0.05%的吐温-20，pH 7.0~7.4）磁力吸附洗涤；加
入人 IgG 与磁珠偶联， 结合后磁力吸附取分离液，
考马斯亮蓝法测定磁珠与人 IgG 的结合量；加入洗

immunomagnetic bead to Staphylococcus aureus according to specificity，sensitivity and saturation
catches. Aas a result，the homemade IMBS.aureus was obtained. The bead was adopted the type of MB-
M，added activator combination EDC and NHS （5 mg/L），then incubated 24 h with human
immunoglobulin G at 24 ℃；Adsorption capacity of IMBS.aureus was 393.27 μg；There was correlation
between the contents of beads and human immunoglobulin G；IMBS.aureus has high specificity，
sensitivity （26 CFU/10 mL） and catch capability. The aboved results demonstrated that Homemade
IMBS.aureus exhibited the characters of stable property，strong accumulation ability and low costs. This
manuscript provided a novel way to deal with rapid detection about food-borne pathogens.
Keywords： Staphylococcus aureus，Immunomagnetic bead -based separation，Human immunoglo -
bulin G，Concentration
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涤缓冲液 （0.1 mol/L MES，体积分数 0.05%的吐温-
20，pH 7.0~7.4）， 磁力吸附洗涤， 加入封阻液 （0.2
mol/L pH8.5 Tris 溶液，体积分数 0.1%的 BSA，体积
分数0.05%吐温-20） 室温作用 1~2 h， 存放于保存
缓冲液（0.1 mol/L MES，pH 7.4）中，4 ℃保存待用。

IMBS.aureus富集金葡菌时， 取已制备 IMBS.aureus 加

入到金葡菌菌悬液中，37 ℃孵育 1 h， 磁力吸附，洗
涤缓冲液洗涤磁珠，加入 1 mL 无菌生理盐水，振荡
均匀后倒入培养基中，37 ℃培养 24 h，记录菌落数。
1.2.1 磁珠型号 取 MB-S，MB-B 和 MB-M3 种磁
珠各 2 mg，均加入等量人 IgG 偶联，根据 3 种磁珠
与人 IgG 的结合率判断各型号磁珠与免疫球蛋白
的结合能力；IMBS.aureus 制备后加入到等浓度金葡菌

菌悬液（300 CFU/mL）中富集培养，记录菌落数。
1.2.2 活化剂浓度 根据矩阵法原理 [18]，将活化剂
EDC和 NHS质量浓度均设置为 1~6 mg/L 进行梯度
组合，对 2 mg MB-B 磁珠进行活化，确定活化剂组
合 EDC和 NHS的最佳使用浓度。
1.2.3 磁珠与人 IgG 偶联温度 取 2 mg MB-B 磁
珠，活化后与人 IgG 进行偶联，分别于 4 ℃，24 ℃和
37 ℃振摇 12 h，比较不同温度下磁珠与人 IgG 的结
合率，确定制备 IMBS.aureus最佳温度。
1.2.4 磁珠与人 IgG 偶联时间 取 2 mg MB-M 磁
珠， 活化后于 24 ℃与人 IgG 偶联 8、12、16、20、24、
28 h，了解磁珠与人 IgG偶联过程，确定制备 IMBS.aureus

的最佳时间。
1.3 磁珠与特异蛋白质结合能力的评价
1.3.1 MB-M对人 IgG的饱和吸附量的测定 取磁
珠 2 mg，分别与人 IgG 0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.35、
0.4、0.45、0.5 mg 偶联， 通过结合率确定磁珠对人
IgG的承载能力。
1.3.2 MB-M与人 IgG使用量的相关性 分别取磁
珠 1、1.5、2、2.5、3、3.5 mg， 相应加入人 IgG 0.15、
0.2、0.25、0.3、0.35、0.4 mg，计算结合率，分析磁珠使
用量与人 IgG结合量间的相关性。
1.4 IMBS.aureus富集金葡菌能力的评价

1.4.1 IMBS.aureus 饱和捕捉量 在最佳条件下制备
IMBS.aureus，分别取 IMBS.aureus 1、1.5、2、2.5、3、3.5 mL，加
入到等浓度金黄色葡萄球菌菌悬液中 （106 CFU/
mL），记录菌落数，确定 IMBS.aureus饱和捕捉量。
1.4.2 IMBS.aureus特异性的确定 将 IMBS.aureus 分别加

入到金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、链球菌、藤黄球菌

的菌悬液中，观察免疫磁珠捕捉各种菌的能力。 将
培养后各平板菌落进行血浆凝固酶实验 ， 确定
IMBS.aureus的特异性。
1.4.3 IMBS.aureus 灵敏性的确定 制备 1 mL 和 10
mL不同浓度金葡菌菌悬液，将 IMBS.aureus加入到菌悬

液中进行富集分离；同时按照传统菌落计数法进行
检测，即对于 10 mL 菌悬液，需从中吸取 1 mL 后进
行培养。 记录菌落数。

2.1 IMBS.aureus最佳制备条件

2.1.1 磁珠型号的选择 等量 MB-S，MB-M 和
MB-B 分别与人 IgG 结合，结合数分别为 37.34 μg，
127.82 μg和 98.83 μg。当 3个型号的免疫磁珠加入
到等浓度金葡菌菌悬液后，MB-S 和 MB-B 制备的
免疫磁珠对金黄色葡萄球菌的捕捉量分别为（112±
15.52） CFU/mL，（253±22.87） CFU/mL，分离能力较
弱，分离结果明显低于已知菌悬液浓度；而 MB-M
分离能力较强，可分离（291±11.44） CFU/mL，分离
结果与已知菌悬液浓度菌相符。 因此，确定 MB-M
为制备 IMBS.aureus所用磁珠型号。
2.1.2 活化剂浓度优化 结果表明，未加入活化剂
的磁珠与人 IgG 结合量远低于加入活化剂后磁珠
与人 IgG 的结合量， 用未活化的磁珠制备免疫磁
珠，基本不能捕获金葡菌，而用活化的磁珠制备免
疫磁珠，可达到理想效果。 由图 1 可知，当 EDC 和
NHS 质量浓度均达到 5 mg/L 时， 结合量达到最大
（133.27 μg）；当活化剂质量浓度增加到 6 mg/L 时，
人 IgG 与磁珠偶联含量有所下降。 因此， 活化剂
EDC和 NHS的最佳质量浓度均为 5 mg/L。

图 1 不同活化剂 （EDC 和 NHS） 组合条件下的磁珠结合
IgG 的量（μg）

Fig. 1 Optimal concentrations between EDC and NHS

结果与分析2
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2.1.3 偶联温度的确定 MB-M磁珠与人 IgG分别
在 4、24、37 ℃下偶联， 其结合率分别为 49.56%，
89.79，67.59%。 IMBS.aureus制备中，磁珠与人 IgG的偶
联温度为 24 ℃。
2.1.4 偶联时间的确定 结果表明，随着时间的延
长， 磁珠与人 IgG 偶联量逐渐增多，18 h 后磁珠与
人 IgG 偶联量趋于平缓，在 24 h 后磁珠与人 IgG 偶
联量基本保持不变，达到最大结合量。 因此选取 24
h为磁珠与人 IgG偶联的最佳时间（图 2）。

图 2 人 IgG 与磁珠偶联时间的确定
Fig. 2 Determine the couple time to Human IgG

conjugated with magnetic beads

2.2 评价MB-M对人 IgG 的结合能力
2.2.1. 确定磁珠对人 IgG 的最大饱和吸附量 结果
表明， 在人 IgG 添加量小于 400 μg 时， 磁珠对人
IgG 吸附量随着人 IgG 的加入而增加， 当人 IgG 与
磁珠结合量达到 400 μg，继续添加人 IgG 不会影响
磁珠与人 IgG 结合量。 因此确定磁珠对人IgG 饱和
吸附量为 393.27 μg（图 3）。

图 3 磁珠对人 IgG 饱和吸附量
Fig. 3 Determine saturation adsorption capacity to

Human IgG conjugated with magnetic beads

2.2.2 磁珠加入量与人 IgG 结合量相关性的确定
结果表明，磁珠含量与人 IgG 加入量存在良好的线
性关系，线性方程为 y=117.25x+55.984，线性相关系
数 R2=0.994 1（图 3）。 根据这个结果，可以根据样品
量而有选择地制备免疫磁珠，既避免浪费又可提高
工作效率，同时为试剂盒研发后的大批量生产奠定

基础。

图 4 磁珠含量与人 IgG 加入量的线性关系
Fig. 4 Linear relationship between concentration of

magnetic beads and Human IgG

2.3 IMBS.aureus对金葡菌的富集能力评价

2.3.1 确定 IMBS.aureus对金葡菌的最大捕捉量 结果
表明：当免疫磁珠体积为 0.2 mL 时，捕获金黄色葡
萄球菌的能力基本稳定，不因免疫磁珠含量增加而
发生变化（图 4）。 因此，0.2 mL IMBS.aureus可作为捕获

金黄色葡萄球菌的工作体积。

图 5 不同体积免疫磁珠对金葡菌的捕捉量
Fig. 5 Determine catch capacity to S.aureus conjugated

with IMB

2.3.2 确定 IMBS.aureus 的特异性 图 6 表明 ，用
IMBS.aureus 分离金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、链球菌、
藤黄球菌，分离效果有明显差异。 IMBS.aureus只捕获金

黄色葡萄球菌，对链球菌、藤黄球菌和大肠杆菌几
乎不结合。 分别挑取各平板的菌落做血浆凝固酶试
验，只有金黄色葡萄球菌使血浆凝固，而其他平板
的菌落均未使血浆凝固。因此，自制 IMBS.aureus具有良

好的特异性。
2.3.3 确定 IMBS.aureus的灵敏性 从表中数据可知，
与常规菌落定量方法相比，IMBS.aureus 的富集能力较

好，分离效果明显。当体积为 1mL时，两种方法效果
接近；当体积为 10 mL 时，IMBS.aureus的分离效率显著

好于传统方法，菌落浓度越小，效果越明显。 通过实
验数据计算可知，IMBS.aureus 捕捉率达到90%时最低
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讨 论3

菌液体积/mL
参照菌落数/

CFU
免疫磁法

相对误差/%
传统方法

相对误差/%

1

<30 0.96 1.03

30-100 0.94 0.94

100-200 0.95 1.42

200-300 0.97 0.32

10

<30 8.57 36.67

30-100 4.72 24.53

100-200 2.85 9.52

200-300 3.57 9.09

结 语4
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检测菌落数为 26 CFU/10 mL（表 1）。

图 6 IMBS.aureus特异性效果图

Fig.6 IMBS.aureus specificity for S.aureus
表 1 IMBS.aureus法和常规方法分离金葡菌的灵敏性比较

Table 1 Sensitivity of S.aureus isolated by IMBS.aureus and
conventional method

据文献[18]报道，磁珠的材料、粒径大小和制备方
法对免疫磁珠的吸附能力有着较大的影响，本研究

中对不同型号的商品化磁珠结合人 IgG 的能力进
行了评估，筛选得到了一种对人 IgG 承载能力较高
的磁珠，对于高效能的人 IgG 免疫磁珠的制备具有
重要意义。 此外，磁珠与球蛋白的偶联率与磁珠表
面的活化基团的数量和性质直接相关，因此对磁珠
表面基团的活化处理显得尤为重要，若活化处理不
当，易出现结合容量低、测试反应过程球蛋白脱吸
附率较高等现象，对免疫磁珠的灵敏度、精确度及
检测限将造成直接的不利影响[18]。 本研究中采用了
共价结合法对活化剂组合（EDC 和 NHS）比例及浓
度进行了优化， 使得目标磁珠上的活化基团-羧基
末端达到了最大活化度，提高了磁珠对人 IgG 的结
合容量和结合度， 从而获得了稳定、 高效的人 IgG
免疫磁珠。 另外，根据文献中报道，磁珠与抗体结合
的温度与时间均不相同，本文作者根据自身实验条
件摸索了适合实验用磁珠与人 IgG 的结合条件，进
而将磁珠对抗体的结合量进行了优化。 从研究结果
可以看出，条件优化后制备的免疫磁珠其最低检测
量已达到 26 CFU/10 mL， 比相关文献 [19] 提高了 4
倍；磁珠装载人 IgG分子的能力也提高了 5 倍[20]。另
外， 本研究中还对免疫磁珠的工作条件进行了优
化。 通过评价发现，经以上条件优化后而制备的免
疫磁珠对金黄色葡萄球菌的富集能力强、 特异性
好、灵敏度高，且明显降低了检测成本，为免疫磁珠
在金黄色葡萄球菌的快速富集和检测的普及应用

打下了良好的基础。

本研究中采用化学键法自制 IMBS.aureus， 分别通
过矩阵法和单因素法优化免疫磁珠制备条件，确定
了磁珠型号 （MB-M）， 活化剂质量浓度 （EDC 和
NHS 均为 5 mg/L），最佳偶联时间（24 h）及温度（24
℃）； 通过检测磁珠对抗体的饱和吸附度 （393.27
μg） 及加入量相关性来评价磁珠与抗体固定化程
度； 通过评价磁珠的特异性、 灵敏性 （26 CFU/10
mL）及饱和捕捉量（0.2mL）考察了免疫磁珠对金葡
菌的富集效能。 作者已将自主研发的 IMBS.aureus申请

专利，为高效快速检测金葡菌提供了可能。
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