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磁性微球的制备及在生物分离应用中的研究进展

中南大学资源加工与生物工程学院 (湖南 长沙 410083) 廖鹏飞 夏金兰 聂珍媛 谢建平

摘要: 磁性微球是一类新型的功能材料,在生物医学工程、细胞生物学和环境工程具有广泛的应用。本文从磁性微球的结构、特性

和制备方法进行了探讨,并详细介绍了磁性微球在细胞分离、蛋白质以及核酸的制备纯化领域中的应用。
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ABSTRACT: Magnetic microsphere, a novel kind of functional material, was widely applied in the field of biomedical, cell biology and environ

mental engineering. In this review, the structure, properties and preparation of magnetic microsphere were analyzed. Especially, application develop

ment of magnetic microsphere in the field of cell isolation, protein , enzyme and nucleic acid purification were reviewed carefully.
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引言

磁性微球是由磁性粒与各种含活性功能基团的材料复合而

成的具有一定磁性及特殊表面结构的粒子。磁性微球的研究始

于20世纪 70年代,国内在 20 世纪 80 年代以来日渐活跃[ 1]。通

过共聚合和表面改性,磁性微球表面可被赋予多种活性功能基

团, 如- COOH、- COH、- NH2等,也可共价结合酶、细胞、抗体等

生物活性物质。因为具有磁性, 磁性微球可在外加磁场的作用下

方便地被定位、导向和分离, 有学者因此将其形象地称为动力粒

子( Dynabead)。作为新型功能材料, 磁性微球在生物、医学(生物

大分子分离、靶向药物等)、细胞学(细胞标记、细胞分离等)和环

境工程(废水处理等)等领域有着广阔的应用前景。本文着重从

磁性微球的结构、特性、制备方法以及在生物分离中的应用几个

方面介绍近年来国内外有关磁性微球的研究状况。

1 磁性微球的结构和特性

1. 1 磁性微球的结构

根据无机磁性纳米粒子与提供活性功能基团的材料形成的

方式不同, 可分为四种不同的结构类型,即核壳型,包括磁性核或

磁性壳型(图1 A, B) ,混合型(图 1C) , 和多层型(图 1D)。

A. B. Core- shell C. mix- up D. multiple layer

图 1 磁性微球的分类

Fig.1 The classification of types of magnetic microspheres

1. 2 磁性微球的主要特性

相对于普通磁性颗粒材料,磁性微球具有良好的表面效应

和体积效应,具体反映在其比表面积激增,微球官能团密度和选

择性吸附能力增大, 吸附平衡时间大大缩短[2] ;其次, 它具有很好

的选择性磁响应性, 当磁性四氧化三铁晶体的粒径小于 30nm 时,

具有超顺磁性,从而可以避免在使用中粒子之间发生磁性团聚;

第三,它的物理化学性质稳定,具备一定的机械强度和化学稳定

性,能耐受一定浓度的酸碱溶液和微生物的降解,其内含的磁性

物质不易被氧化、磁性能不易下降,并且具有一定的生物相容性,

不会对生物体造成明显的伤害;第四, 磁性微球表面本身具有或

通过表面改性带有多种活性的功能基团(如- OH, - COOH, -

NH2等) ,可连接生物活性物质(如核酸、酶等) ,也可以偶联特异
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性分子(如特异性配体、抗体、抗原等)来专一性的分离生物大分

子。

2 磁性微球的制备

2. 1 磁性微球制备的材料

磁性微球由无机磁性材料与各种提供活性功能基团的材料

复合制备而成。目前无机磁性微粒的种类很多,较常用的有金属

合金( Fe, Co, Ni)、氧化铁 ( - Fe2O3, Fe3O4)、铁氧体 ( CoFe2O4,

BaFe12019)、氧化铬( Cr02)和氮化铁( Fe4N)等,其中Fe3O4( Magnetite)

是应用最多的磁性颗粒, 它很容易在水溶液中通过共沉淀或氧化

共沉淀制备, 其粒度、形状和组成可以根据调节反应条件得到控

制[ 3]。常用提供活性功能基团的材料主要可以分为三类:天然生

物大分子材料、合成高分子材料和无机物材料(见表 1)。

目前,天然生物大分子材料和合成高分子材料用于磁性材

料改性等方面的研究比较多,特别是由于天然生物大分子与生物

体的亲和性好,无毒副作用,不少研究人员以此来制备磁性靶向

药物载体。

表 1 制备磁性微球常用的提供活性功能基团材料

Table 1. Material with functional groups is commonly used in preparation of magnetic microsphere

天然生物大分子材料 合成高分子材料 无机物材料

淀粉[4],纤维素及其衍生物[ 5] ,葡聚糖[6],

壳聚糖[7, 8, 9] ,琼脂糖[10] ,明胶[ 11] ,

血清白蛋白[12] ,磷脂[13]类

聚乙二醇( PEG) [14] ,聚乙烯醇(PVA) [15] ,

聚丙烯酸[16] ,聚苯乙烯[ 17, 18] ,

硅烷衍生物[19] ,聚乙烯亚胺[ 20]

SiO2
[21], Au[22]

2. 2 磁性微球制备方法

2. 2. 1 共沉淀法

共沉淀法是在生成磁性物质( Fe3O4 或 Fe2O3 )的同时产生磁

性高分子微球的制备方法,即先将高分子物质溶解, 然后依次加

入Fe2+ 和 H2O2或 Fe2+ 和 Fe3+ , 搅拌的同时滴加碱性溶液, 通过

氧化沉淀或共沉淀反应,这样磁性物质一产生就被包裹, 形成核

- 壳磁性微球。国内的孙敏莉等[ 23]利用此法合成平均粒径在

200nm左右的 DEAE- 葡聚糖磁性微球, DEAE- 葡聚糖对磁性纳

米粒子实现了良好的包覆, 并且微球的球形度好。国外的 Lee

等[ 24]通过在聚乙烯醇( PVA )的水溶液中溶解铁盐,然后用共沉淀

法,形成稳定分散的 PVA 包裹的磁性纳米颗粒。Honda 等[ 25]先

将壳聚糖的溶液和含铁盐与亚铁盐溶液在激烈搅拌下混合均匀,

然后加氨水恒温静置,经过反应处理后制得壳聚糖磁性纳米微

球。

共沉淀法的优点是制备方法简单,避免了制取磁流体或均

匀分散磁粒子的相关处理, 制得的磁性微球粒径较小(几 nm 到

几百个 nm) , 比表面积大。缺点是磁性微球大小不均匀、磁响应

性较差,操作时需要较强的外加磁场。

2. 2. 2 共混包埋法

将磁性超微颗粒均匀的分散在亲水性的高分子水溶液中,

通过交联、絮凝、雾化和脱水等手段使高分子包裹在磁性颗粒的

表面, 从而形成核- 壳式磁性高分子微球。天然高分子磁性微球

一般采用此法制备, 采用共混包埋法制备磁性微球一般是核- 壳

型或者是混合型的结构。安小宁等[ 26]用壳聚糖直接包埋磁粉制

备出高磁性的壳聚糖微球,并研究了包埋磁粉使用的壳聚糖与磁

粉用量的比例对磁性壳聚糖微粒磁性的影响,结果表明, 磁性壳

聚糖微粒的磁性与壳聚糖的用量成反比。

共混包埋法制备磁性微球主要是通过范德华力、氢键、配位

键和共价键等作用将水溶性高分子物质缠绕在无机磁性颗粒表

面, 形成聚合物包被的磁性微球。采用此法制备磁性微球优点是

方法简单,微球表面不需要化学修饰就含有活性功能基团,可以

直接偶联所需的配基。缺点是制备的磁性微球大小难以控制,粒

度分布宽,形状不规则, 不同微球磁性物质的含量相差很大,而且

壳层中易混有杂质, 因此用于免疫测定和细胞分离时受到很大的

限制。

2. 2. 3 单体聚合法

单体聚合法合成磁性微球的方法主要有: 悬浮聚合、分散聚

合和乳液聚合(包括乳液聚合、种子聚合)等, 具体方法是将磁性

粒子均匀分散到含有单体的溶液或乳液中,利用引发剂引发单体

进行聚合反应,即可得到内部包有一定量磁性微粒的高分子微

球。

单体聚合法成功的关键在于确保单体的聚合反应在磁性粒

子表面顺利进行。由于磁性粒子是亲水性的,所以亲水性单体容

易在磁性粒子表面进行聚合, 而对于亲油性单体,聚合反应则难

以在磁性微粒表面进行, 需要对磁性微粒进行预处理或适当改变

聚合体系的有机相组成才行。邱广明等[ 27]利用聚乙二醇为分散

稳定剂,改善了磁性氧化铁粒子的稳定性和表面的亲疏水环境,

采用预先吸附- 溶胀的办法,在磁性氧化铁粒子表面积聚了足够

的引发剂和苯乙烯等单体,确保单体聚合围绕着磁粒子表面进

行,制备出粒径较大且分布均匀的磁性聚苯乙烯微球。朱以华

等
[ 28]
利用改进的悬浮聚合法, 分别通过共聚单体丙烯酸甲酯

( MA)和甲基丙烯酸环氧丙酯( GMA) 用碱水解制备得到单分散、

表面富含羧基和环氧基的磁性聚苯乙烯高分子微球, 并用种子微

乳液聚合方法制备得到了表面含氯甲基磁性高分子微球,这种磁

性微球由于表面的功能基团非常活泼, 可以不需连接剂活化而直

接可以与生物配基交联。丁小斌等[ 29]采用分散聚合法,在醇/水

体系和Fe3O4磁流体存在的情况下, 通过苯乙烯( St)与 N- 异丙

基丙烯酰胺( NIPAM)共聚,合成出Fe3O4/ P( St- NIPAM)热敏性磁

性微球。该微球在水溶液中具有明显的热敏特性, 有望在生物大

分子(如蛋白质)分离中应用。

该法的特点是制得的高分子微球磁响应性强, 形状较规则,

大部分成圆球状,且粒度分布较均匀,但是其粒径较大,疏水性单

体聚合生成的磁性微球表面一般不含功能活性基团, 需要通过表

面化学改性才能带上活性基团。

2. 2. 4 界面沉积法

界面沉积法可用于制备 A、B 和 D 型磁性微球, Furusawa

等[ 30]的方法是预先制备一种表面含有某种功能基团(如- SO3

- 、- COO- )的聚合物乳胶粒, 与纳米磁性颗粒均匀混合, 通过

加入电解质或者调节 pH 值使聚合物胶粒与磁性颗粒表面携带

的电荷相反, 磁性颗粒借助静电吸引而沉积在聚合物乳胶粒表面
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形成包覆层,形成 B型磁性微球; 如果以此乳胶粒为种子进行乳

液聚合,表面再包被一层聚合物,就可以形成 D 型结构的磁性聚

合物微球。也有些学者[ 31]则采用先制备磁性颗粒,然后通过静

电吸附在磁性颗粒的表面沉积一层物质而形成 A型磁性微球。

界面沉积法制备的微球,磁含量均一, 粒度可控, 均匀,但是

制备过程复杂。

以上是目前文献报道最多的磁性微球的制备方法, 从中可

以看出,这些方法还存在一些不足, 因此开发出一种制备工艺简

单, 合成出的微球磁含量均一,粒径小而均匀,表面活性基团丰富

的制备方法,是该领域研究的重点。

3 磁性微球作为分离载体在生物分离中的应用

由于磁性微球粒径小,比表面积大,故而偶联容量大,悬浮稳

定性好,便于高效地与目标产物偶联;又因其具有超顺磁性, 在外

磁场的作用下固液相的分离十分简单,可省去离心、过滤等繁杂

操作,节省时间。因此,在细胞分离、分类, 蛋白质提纯和核酸分

离等领域有着广泛的应用前景。

3. 1 细胞分离

在磁性微球表面接上具有生物活性的吸附剂或其它配基

(如抗体、外源凝结素等) , 利用它们与目标细胞的特异性结合, 借

助外磁场的作用,可以很方便、快速的对细胞进行分离、分类。与

常用的细胞分离方法相比, 具有简单、快捷、高效和安全等特点。

下图是磁性微球分离细胞原理的示意图[ 32]。

图 2 用磁性微球分离细胞

Fig2. Cellular isolation by using magnetic microsphere

磁性微球微球分离细胞主要有两种方式[ 33] :一种是直接从

细胞混合液中分离出靶细胞的方法, 称为正相分离或正相选择

( positive selection)另一种是利用磁性微球除去无关细胞, 使靶细

胞富集纯化的方法, 称为负相分离或负相选择 ( negative selec

tion)。Molday等[ 34]是采用磁性微球分离细胞的开拓者, 他将表

面含羧基的磁性聚合物微球用荧光染料做标记, 经碳二亚胺活

化, 在其表面偶联抗体或外源凝集素,对血红细胞和 B淋巴细胞

进行成功的分离。Naume等[35]采用正相分离法,用 CD56 单抗和

羊抗鼠的 IgG修饰的磁性单分散微球( Dynabeads M- 450)分离

了高纯度且保留 NK和 LAK活性的 CD56+ 细胞,污染细胞含量

低于3%,其活力大于91%。Garlie等[36]用抗 CD3/抗 CD28单克

隆抗体包被的磁性微球培养 T细胞, 结果表明该方法可获得大

量 T细胞,为目前癌症的细胞免疫疗法提供了一个先进的手段。

磁性微球还在微生物的中细菌的分离、纯化和检测中也有重要的

应用,利用免疫磁性微球结合其他免疫检测方法, 可以快速、准确

和高效的分离样品中的微生物, 大大提高检测方法的专一性[ 37] ,

对食品卫生和预防疾病的传播具有重要的意义。

3. 2 蛋白质分离纯化

传统的蛋白质分离方法如盐析、有机溶剂沉淀法、膜分离技

术和层析技术等, 一般是通过改变溶液的 pH值、介电常数、温度

或者是离子强度等因素来达到分离蛋白质的目的, 操作过程繁

琐、耗能、对目的蛋白质的损失很大[38]。

磁性微球的粒径小, 比表面积大,表面含有活性基团,故偶联

容量大,它能够共价结合能被目标蛋白质识别和可逆结合的配

基, 然后, 将磁性微球直接放入含有目标蛋白质的混合溶液中,待

目标蛋白质与磁性微球紧密结合后, 利用外部磁场对其进行分

离。整个分离过程不需对混合溶液的 pH值、温度、离子强度和

介电常数进行调整, 从而避免了传统分离过程中蛋白质的损失。

与传统分离方法相比较,蛋白质磁分离技术具有快速、高纯、

高收率等优点。Odabasi. M. O[ 39]采用以亲和染料配基( Cibacron

Blue F3GA)共价结合的聚(2- 羟基乙基甲酸)磁性微球,从其水

溶液和人血浆中吸附血清白蛋白 (HSA) , 并分别研究了未被

Cibacron Blue F3GA修饰的磁性微球和修饰的磁性微球对 HSA

的吸附。结果表明,非特异性吸附的 HSA 非常低,而用 Cibacron

Blue F3GA修饰的磁性微球能极大的提高 HSA 吸附量, 通过含

有 0. 5mol/ L NaSCN 的 0. 1mol/ L Tris/ HCl 洗脱, 就可以获得

HSA,并且解吸率很高,达到吸附 HSA 的 98%,修饰的磁性微球

可以重复使用,并且吸附能力没有很大的下降,因此该方法可以

用于特定蛋白的分离纯化。丁小斌等[ 40]将热敏性磁性高分子微

球的合成用于人血清白蛋白的吸附/解吸研究,结果表明该微球

具有简便、快捷的磁分离特性,而且微球在分离过程中无凝集现

象,可循环使用。因此可以用于蛋白质和酶的分离、纯化。

3. 3 核酸分离

传统的核酸分离技术包含沉淀,离心等过程,这些纯化方法

的步骤繁杂、费时长、收率低,接触有毒试剂, 很难实现自动化操

作;而采用磁性载体微球分离技术就能很好地克服这些缺点, 实

现样品地快速、高效制备,是未来核酸纯化方法发展的一个重要

方向。

Oster等[ 41]报道了采用聚乙烯醇磁性微球( M- PVA)快速、

高效地分离特定和非特定序列的核酸, 成功地从不同地血样中提

取基因组 DNA,与商业化的 DNA 提取试剂盒和传统方法相比,

显示出快速、高得率和高纯度等特点;他还采用了碳二亚胺活化

反应使表面带羧基的M- PVA 共价结合寡核苷酸链, 将其用于

杂交检测或者包含特定碱基序列的核酸的分离。Xie等[ 42]将表

面带羧基的超顺磁性纳米粒子, 应用于从人全血分离基因组

DNA,效果良好,产量高, 损失小,而且不需要离心过程和使用有

毒试剂,极具发展前景。另外[ 43] , 他还研发了一种以羧基修饰的

磁性纳米粒子作为固相载体,从样品中富集靶细胞和从细胞裂解
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液中吸附 DNA的方法。采用这种方法,吸附在纳米磁珠表面上

的 DNA 不用洗脱就可以直接作为靶基因用作 PCR扩增的模板,

从而大大简化了从靶细胞富集到靶基因扩增的全过程。该方法

快速简便,不使用有毒试剂和离心操作,便于用来构建快速、高通

量核酸制备的生物芯片。

4 展望

磁性微球在生物分离中具有极大的应用前景, 目前国外已

经开发出相关产品, 但价格昂贵, 国内这方面研究仍处于实验性

阶段。因此,开发出粒度均匀、磁响应性强、稳定性好和表面富含

活性功能基团的磁性微球具有很大的市场前景。对于如何提高

生物大分子在磁性微球表面的结合效率和专一性,以及扩展其应

用范围等将是今后该领域研究的重点。相信不久的将来, 生物磁

性微球分离技术进一步的完善和发展将有力地促进整个生化分

离技术的进步。
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胰胆管水成像(MRCP)在胆系梗阻性疾病中的应用

哈尔滨医科大学附属第二医院 (黑龙江 哈尔滨 150086) 许 冰 杨雁萍

磁共振水成像是近年来发展并成熟起来的磁共振新技术之

一, 以其独特的原理全新的方法显示人体内含液器官的高技术手

段。水成像英文名称有! MR water imaging∀! MR fluid imaging∀

! MR hydrography∀等。近年来, 在胰胆管成像( MRCP)、泌尿系
统( MRU)成像等许多领域有着突出表现。同传统的方法相比水

成像具有无创性,无放射损伤,无造影剂过敏, 简便易行等优势,

已为国内外放射科及临床医生所重视。水成像技术其应用领域

随着磁共振软件、硬件的发展不断扩展,已有很多国内外放射科

医生在研究探索 MR椎管水成像, 涎管水成像, 内耳淋巴管水成

像, 输卵管水成像等,并取得了令人瞩目的成绩。

水成像原理

水成像是利用体内液体具有长 T2 弛豫特性的特点, 而其它

组织器官 T2 弛豫时间相对短, 如脑脊液 T2 弛豫时间约 300~

500ms,其它组织 T2 弛豫时间范围一般在 40~ 90 ms ( 1. 0T)之

间。选择合适的 TR、TE, 使用重度 T2 加权, 一般要求 TR>

3000ms、TE> 150ms, 并配合脂肪抑制技术等,可将背景组织抑制

掉(因弛豫时间短,信号衰减较快) ,而含液器官如胆管系统、泌尿

系统信号强度仍较高而突显出来。此技术对停滞或缓慢流动的

液体(如胆汁、胰液、尿液、脑脊液等)非常敏感,呈高信号,而实质

器官、快速流动的液体如血液则呈低信号。

MRCP发展史

1986年 Henning[1]等首次使用 RARE技术重度 T2加权获得

胰胆管影像。1991年德国学者Wallner[2]等使用屏气法梯度回波

二维重加 T2 权稳态自由进动 ( steady- state free procession,

SSFP)技术应用于胰胆管扫描。1992~ 1993 年, Morimoto 运用三

维 FSE技术改善了图像对比度,并缩短了扫描时间, 但其空间分

辨率有限, 图像质量不够理想。1993 年, Outwater 利用非屏气

FSE序列进行成像,使用信号平均法来补偿呼吸运动伪影, 图像

质量有所提高,缺点是扫描时间过长。1995 年 Barish研究开发

了呼吸触发的 FSE序列,呼吸伪影抑制得较好, 图像质量进一步

提高。HASTE序列出现在 1995 年, 其回波链长度( ETL) 128, 扫

描时间大幅度缩短,仅为数秒~ 十几秒,运动伪影包括呼吸、肠蠕

动、心血管搏动产生的伪影全部得以消除,图像的信噪比、空间分

辨率明显提高。

成像技术及其发展

成像技术主要包括回波技术, 影像数据采集重建[二维(2D)

三维(3D)] , 线圈技术,影像后处理技术,背景抑制技术等。

1 回波技术:

(1)早期采用稳态自由进动( SSFP)技术, 此技术不成熟, 要

求患者屏气时间长,且对磁场不均匀性敏感, 序列信噪比低, 胰胆

管显影粗糙。

(2)快速采集弛豫增强序列( rapid acquisition with relaxtion

enhancement, RARE)

2 快速自旋回波( fast spin echo, FSE或 Turbo spin echo, TSE) :

常规自旋回波技术是在每个 TR期进行一次射频激励, 产生一幅

256* 256矩阵的影像需要 256 个 TR 周期的时间。如果在一个

TR 周期内,在 RF 激励后,以很小的时间间隔施加一系列 180 度

脉冲,产生相应数目回波信号, 并进行不同的相位梯度编码, 那么

假设 A次激励后产生 N个回波,并进行 N次相位编码,完成全部

相位编码所需的发射次数,或重复次数就会缩短 N倍,这样扫描

时间就大大缩短了, 这种方法就称之为快速自旋回波 FSE 或

TSE( T代表 turbo) , 一次激励所获得回波数又称之 turbo 因子。

在进行相位编码及回波采集过程中, 横向磁化矢量是不断衰减

的,信号强度不断减低,因此虽然理论上在一个周期内可获得全

部数据, 但通常因子选在 3~ 128 之间,这样扫描时间就缩短了 3

~ 128 倍。将 FSE技术与多层面采集技术结合起来, 可进一步减

少扫描时间。

单次激发( single- shot)技术:常用的包括两种 # 厚层成像,

层厚一般40~ 80mm, 是基于 RARE法的 FSE序列,单层采集, 成

像时间极短。∃ HASTE(half- fourier acquisition single shot turbo

se)单次激发快速涡流自旋回波半傅里叶采集。影像数据采集时

间等于序列周期、相位编码次数、信号采集激励次数三者的成积,

减少其中任一参量,即可缩短时间。HASTE采用的就是缩短相

位编码次数的方法,扫描系统的原始数据依次写入一个称之为 K

空间的矩阵, 其中央数据与图像对比度有关, 而周边数据与图像

的空间分辨率有关,采集的回波信号是以回波中心为轴对称的,

一次相位编码产生沿 X轴排列的一行数据, NY次相位编码即在

Y轴产生完整的数据阵列,而整个数据阵列是以零相位编码梯度

的这行数据为对称中心, 根据 K空间数据对称性,可将 K空间分
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