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明胶及酪蛋白作为封闭剂及保存稳定剂在 
免疫磁球制备中的应用 
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摘  要: 目的  研究免疫磁球封闭剂及保存稳定液的性能, 以保证微生物捕获效果。方法  以沙门氏菌为目标

捕获物, 通过制备抗沙门氏菌免疫磁球, 将明胶和酪蛋白作为封闭液及保存液成分, 对免疫磁球特异性捕获及

免疫磁球的保存周期进行了研究。结果  7.5%明胶溶液作为免疫磁球的封闭液时, 免疫磁球非特异性吸附低于

5%, 1%酪蛋白的结果高于 10%; 保存液中添加 1‰酪蛋白和 1‰明胶, 在 37 ℃条件下放置 3 d后, 免疫磁球的

特异性捕获率在 70%以上。结论  明胶作为封闭剂可以降低免疫磁球的非特异性吸附, 1‰明胶与 1‰酪蛋白在

保存液中共同作用有助于免疫磁球抗体活性的保存。 
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Application of gelatin and casein as blocking agent and stabilizer in 
preparation of immunomagnetic beads 
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ZHANG Yuan2, DU Mei-Hong1* 
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ABSTRACT: Objective  To research the performance of the blocking agent and storage stable liquid of 

immunomagnetic beads, and to guarantee the capture efficiency of microorganism. Methods  The gelatin and 

casein were used as blocking agent and preservation solution in the preparation of anti-Salmonella 

immunomagnetic beads. The specific capture rate and shelf life of the immunomagnetic beads were obtained 

and examined. Results  The non-specific binding rate of Escherichia coli was less than 5% after blocking the 

immunomagnetic beads with 7.5% of gelatin, the specific binding rate maintained above 70% after 3 d at 37 ℃ 

when the beads were preserved in 1 ‰ of casein and 1 ‰ of gelatin.. Conclusion  As ablocking agent, gelatin 
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could reduce the non-specific binding of immunomagnetic beads, and 1 ‰ of gelatin with 1 ‰ of casein in the 

preservation solution exhibited a conducive ability to keep the activity of antibody on immunomagnetic beads. 

KEY WORDS: immunomagnetic beads; gelatin; casein; blocking agent; preservation solution 
 
 

1  引  言 

由免疫磁球分离富集技术与多种检测技术相整

合的免疫磁球分离富集检测技术已经越来越多的运

用于医学、生物、食品和环境等领域的检测中[1]。免

疫磁球分离富集技术主要利用磁球表面包被的抗体

与待测物品中抗原结合, 快速准确的检测出待测物

品中是否存在目标物。在免疫磁球的制备过程中, 为

了避免非目标物吸附(非特异性)的出现, 磁球连接抗

体后, 需要包被其他蛋白封闭磁球表面剩余位点, 避

免磁球对非抗原的吸附作用。封闭液中封闭蛋白与剩

余位点结合的越多, 磁球的非特异性吸附越低, 即封

闭液的封闭效果就越好。目前, 许多检测方法中多利

用牛血清白蛋白作为封闭剂进行封闭以消除非特异

性吸附[2], 本研究之前本实验室在免疫磁球的制备中

也采用牛血清白蛋白作为封闭剂 , 但吸附结果为

9.72%, 对非目标菌的吸附率较高, 影响了目标物富

集分离之后的检测结果。 

免疫磁球表面包被有抗体, 在长时间的储存过

程中构象容易发生改变, 抗体的免疫活性就会受到

影响, 最终影响免疫磁球目标物的捕获效率。另外, 

免疫磁球在运输过程中也需要在保存液中保存, 因

此, 对免疫磁球保存液的研究成为必需。目前, 对于

免疫磁球的保存液研究报道甚少, 焦点主要集中在

对抗体的保存研究上, 抗体保存主要采用低温冻干

保存法[3]和加大保存体系中杂蛋白方法[2]。明胶和酪

蛋白是一类生物高聚分子[4-7]本质为蛋白质, 被广泛

应用于构造药物[9-12]及生物传感器[13]等生物检测和

临床医学方面[8], 而在封闭剂和保存液中的应用还未

见到。本研究以明胶和酪蛋白作为研究对象, 研究他

们在免疫磁球封闭液和保存液中的作用, 对免疫磁

球的制备及广泛应用提供科学数据及技术支撑。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

羧基磁球(直径 180 nm, 上海奥润微纳新材料科

技有限公司); 沙门氏菌多克隆 IgG抗体(美国KPL公

司, 羊抗 IgG 抗体); 沙门氏菌多克隆 IgG 抗体(北京

博奥森生物技术有限公司, 兔抗 IgG 抗体); 牛血清

白蛋白(BSA, Sigma-Aldrich公司)使用前 0.22 μm滤膜

过滤除菌; 酪蛋白(Sigma-Aldrich公司)使用前 0.22 μm

滤膜过滤除菌; 明胶(Sigma-Aldrich 公司)使用前 0.22 

μm 滤膜过滤除 ; 菌鼠伤寒沙门氏菌 (Salmonella 
typhimurium, 菌株编号: ATCC14028); 大肠埃希氏菌

(Escherichia coli, 菌株编号: ATCC25922); 福氏志贺氏

菌 (Shigella flexneri, 菌 株 编 号 : ATCC12022) 

IgG-FITC(北京博奥森生物技术有限公司, 羊抗兔抗体); 

胎牛血清(FBS, Gibco公司)使用前 0.22 μm滤膜过滤除

菌; 磷酸盐缓冲液(10 mmol/L pH 7.2-7.4, 北京欣源佳

和生物科技公司); 营养肉汤(北京陆桥技术有限责任公

司); 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐(EDC)和 N-

羟基硫代琥珀酰亚胺(NHS) (J&KCHEMICAL 公司); 

试验中所有用水均为去离子水。 

2.2  仪  器 

生物安全柜(苏净安泰, 型号: BSC-1300 A2Ⅱ , 苏

州), 生物培养箱(Thermo scientific, 型号: IGS180, 美国), 

高温灭菌锅(SANYO, 型号: MLS-3780, 日本), 荧光显

微镜(OLYMPUS, 型号: BX43/53, 日本), 天平(Sartorius, 

型号: CPA225D, 德国), 纯水仪(Milli-Q, 美国)。 

2.3  方 法 

2.3.1  磁球封闭 

将羧基磁球加入 2 mL 离心管中, PBST 洗涤 2

次。利用 5 mg/mL EDC和 5 mg/mL NHS混合溶液充

分混合, 37 ℃活化羧基磁球 30 min, PBS洗涤 2次。

加入封闭剂, 在 37 ℃封闭 30 min, PBS洗涤 2次。 

2.3.2  免疫磁球制备 

将羧基磁球加入 2 mL 离心管中, PBST 洗涤 2

次。利用 5 mg/mL EDC和 5 mg/mL NHS混合溶液充

分混合, 37 ℃活化羧基磁球 30 min, PBS洗涤 2次。

加入沙门氏菌多克隆抗体(羊抗 IgG抗体)至已活化磁

球中, 充分混合后, 37 ℃偶联 3 h, PBS洗涤 2次。加

入封闭剂, 在 37 ℃封闭 30 min, PBS洗涤 2次。 

2.3.3  免疫磁球对目标菌的捕获 

将稀释至 102 cfu/mL的 1 mL目标菌液转移到免
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疫磁球沉淀中, 混匀菌液与免疫磁球, 使目标菌与免

疫磁球充分接触, 室温结合 30 min。经磁场分离后, 

去掉上清。去磁场后, 加 1 mL PBS冲洗离心管壁上

的菌体-免疫磁球, 用 vortex 打散成浑浊溶液。微生

物平板培养, 36 ±1 ℃ ℃下经过 18 h后对菌落计数, 

利用公式 y=b/(a+b)×100%计算捕获效率(a 上清液菌
落数、b下沉液菌落数)。 

2.3.4  免疫荧光实验 

向菌体-免疫磁球中加入含有 1% FBS 的沙门多

克隆抗体(兔抗 IgG抗体), 37 ℃孵育 60 min。磁分离

30 min后, 用含 1%的 FBS的 PBS清洗 2遍。加入带

有 FITC 标记的二抗羊抗兔 IgG-FITC 室温孵育 30 

min。磁分离 30 min, 用含有 1%FBS 的 PBS 清洗 5

遍, 观察拍照。 

2.3.5  保存液的制备 

将免疫磁球放入保存液中, 保存液主要成分为

20% BSA、10%甘油、1‰叠氮化钠、1‰~5‰明胶、

1‰~5‰吐温 20和 1‰~5‰酪蛋白。将免疫磁球放在

37 ℃保存, 分别测定 37 ℃保存 1 d、2 d、3 d的免疫

磁球对目标菌的特异性捕获率。 

3  结果与分析 

3.1  免疫磁球封闭液的优化 

3.1.1  不同封闭液对磁球吸附效率的影响 

利用 7.5%明胶溶液、1%明胶溶液、0.1%明胶溶

液、1%牛血清白蛋白溶液、0.1%牛血清白蛋白、1%

酪蛋白溶液和 0.1%酪蛋白溶液封闭等量已经过活化

的磁球。利用等量经过封闭的磁球对 1mL 102 cfu/mL

菌液中的非目标菌进行捕获, 捕获率如图 1、2所示。 

如图 1、2所示, 目前普遍使用以 1%牛血清白蛋

白作为封闭液封闭磁球, 经封闭后的磁球对大肠埃

希氏菌的吸附率是 9.73%±0.69%,对福氏志贺氏菌的

吸附率是 7.49%±0.14%。磁球经 0.1%和 1%酪蛋白溶

液封闭后对非目标菌的吸附率均大于 10%。由于在正

常生化 pH值范围内, 酪蛋白溶解度仅在 0.8%~1.2%, 

1%酪蛋白溶液已接近饱和, 所以不能通过提高封闭

液浓度的方法降低磁球非特异性吸附。用 7.5%明胶

溶液封闭磁球 , 磁球对大肠埃希氏菌的吸附率为

4.72%±0.48%, 对 福 氏 志 贺 氏 菌 的 吸 附 率 是

3.44%±0.90%。但经过浓度为 1%或 0.1%明胶溶液封

闭磁球 , 磁球对大肠埃希氏菌的的吸附率均超过

10%。说明当低浓度明胶作为封闭剂封闭磁球时, 磁

球依然会吸附大量大肠埃希氏菌。7.5%明胶溶液作为

封闭剂时, 被封闭的磁球对非目标菌的吸附率可以

降低到 5%以下, 说明明胶浓度越高, 磁球封闭效果

越好。但明胶浓度过高时, 在室温条件下, 明胶会形

成凝胶 [14], 不能充分分散与被封闭磁球结合, 所以

浓度过高的明胶不能作为制备免疫磁球的封闭剂使

用。用 7.5%明胶溶液封闭后的磁球非目标菌的吸附

率低于 1%牛血清白蛋白溶液的封闭效果, 7.5%明胶

对磁球的封闭效果更好。 

 

 
 

图 1  不同封闭液制备的磁球对大肠杆菌的吸附率 

Fig. 1  Adsorption rate of magnetic beads on E.coli prepared 
by different blocking agent 

 

 
 

图 2  不同封闭液制备的磁球对福氏志贺氏菌的吸附率 

Fig. 2  Adsorption rate of magnetic beads on Sh. flexneri 
prepared by different blocking agent 
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3.1.2  不同封闭液对免疫磁球捕获效率的影响 

利用 7.5%明胶溶液、1%牛血清白蛋白溶液和 1%

酪蛋白溶液分别封闭等量的磁球-抗体复合物。利用

三种免疫磁球对 1mL 102 cfu/mL菌液中的目标菌进

行捕获, 捕获率如图 3所示。 

 

 
 
图 3  不同封闭液制备的免疫磁球的特异性捕获率 

Fig. 3  Specific capture rate of immunomagnetic beads 
prepared by differentblocking agent 

 
由图 3可知, 利用 7.5%明胶溶液对磁球-抗物复

合体进行封闭后, 免疫磁球对目标菌的特异性捕获

率是 84.57%±0.72%, 利用 1%牛血清白蛋白溶液封闭

后 , 免疫磁球对微生物的特异性捕获率 84.68%± 

0.31%, 两种蛋白质封闭后的免疫磁球对目标菌捕获

效率大致相同。利用 1%酪蛋白溶液进行封闭后, 对

目标菌的捕获率是 80.73%±0.76%, 捕获效率仍在

80%以上。说明利用明胶封闭的免疫磁球与传统方法

中利用牛血清白蛋白封闭的免疫磁球相比, 免疫磁

球对目标菌的特异性捕获效率基本相同, 1%酪蛋白

溶液封闭的免疫磁球对目标菌的捕获率低于其他两

种蛋白。但经 7.5%明胶溶液封闭磁球对微生物的吸

附率低于 1%牛血清白蛋白溶液封闭磁球的吸附率, 

所以 7.5%明胶溶液与传统方法 1%牛血清白蛋白溶

液相比更适合作为免疫磁球的封闭液。 

3.2  免疫荧光验证试验 

为了直观验证 7.5%明胶溶液更加适合作为免疫

磁球的封闭液, 利用 7.5%明胶溶液、1%牛血清白蛋

白溶液和 1%酪蛋白溶液分别封闭等量的磁球-抗体

复合物。将三种免疫磁球分别投入相同浓度的目标菌

液中捕获目标菌, 经磁分离后, 再向免疫磁球-目标

菌复合物中加入兔源沙门氏菌多克隆抗体。若免疫磁

球被封闭液封闭完全, 兔源沙门氏菌多克隆抗体只

能与沙门氏菌结合, 不能与免疫磁球结合; 若免疫磁

球封闭不完全, 免疫磁球和沙门氏菌均可以与兔源

抗体结合。加入可与一抗结合的带有 FITC标记的二

抗后, 利用荧光显微镜进行镜检。 

 

 

 
图 4  A: 1% BSA封闭免疫磁球, B: 1% BSA封闭免疫磁球捕获细菌; C: 7.5% Gelatin封闭免疫磁球, D: 7.5% Gelatin封闭免

疫磁球捕获细菌; E: 1%Casein封闭免疫磁球, F: 1%Casein封闭免疫磁球捕获细菌 

Fig. 4  A: 1% BSA blocked immunomagnetic beads, B: 1% BSA blocked immunomagnetic beads to capture bacteria, C: 7.5% 
Gelatin blocked immunomagnetic beads, D: 7.5% Gelatin blocked immunomagnetic beads to capture bacteria, E: 1%Casein 

blocked immunomagnetic beads, F: 1%Casein blocked immunomagnetic beads to capture bacteria 
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由图 4 中 A、C、E 可以看出, 在曝光时间条件

均相同的情况下, 利用 7.5%明胶溶液封闭的免疫磁

球, 经 FITC 标记后, 单个免疫磁球亮度弱, 图片背

景低。由图 B、D、F可以看出, 捕获目标菌后, 图片

中可见清晰免疫磁球-目标菌复合物。说明与 1%牛血

清白蛋白溶液封闭免疫磁珠相比, 经 7.5%明胶溶液

封闭后的免疫磁球表面无多余位点, 不能再与兔源

沙门氏菌多克隆抗体结合。本实验使用抗兔

IgG-FITC, 仅标记兔源抗体[15]。当免疫磁球捕获目标

菌后, 虽然磁球表面不能与兔源抗体结合, 但目标菌

本身可与兔源抗体结合, 所以经过 FITC 标记后, 免

疫磁球-目标菌复合物清晰可见。本实验利用免疫荧

光方法验证 2.1 结论, 即与 1%牛血清白蛋白溶液相

比, 7.5%明胶溶液作为封闭液效果更好。 

3.3  明胶、酪蛋白对免疫磁球保存液的影响 

目前普遍保持抗体活性的方法是提高保存液体

系中蛋白含量, 即利用大量杂蛋白提高保存体系中

的蛋白含量对抗体进行保护。抗体产生和存在于血浆

之中, 血浆中含有大量蛋白保持了抗体的免疫活性
[16,17]。本研究模拟血浆组成成分, 以牛血清白蛋白作

为基本成分, 在保存体系中添加少量明胶及酪蛋白。

此外添加少量吐温 20 作为表面活性剂, 微量叠氮化

钠和甘油组成免疫磁球保存液体系。 

由表 1可知, 无论三种成分的浓度高低, d 1时免

疫磁球的特异性捕获率均在 90%以上。延长保存时间

到 d 3时, 当保存液中吐温 20的浓度为 5‰时, 免疫

磁球对目标菌的特异性捕获率高, 即保存液中存在

高浓度吐温 20 有利于保存液对免疫磁球的长时间保

存; 当保存液中酪蛋白浓度为 1‰时, 保存液保存的

免疫磁球对目标菌捕获效率更高; 当保存液中明胶

的浓度为 1‰对保存免疫磁球更有利。可以看出, 当

保存液中存在一定浓度的表面活性剂时, 低浓度的

明胶和酪蛋白就可以满足保存液中杂蛋白的数量 , 

保证免疫磁球的活性。 

4  结  论 

免疫磁球对目标菌特异性捕获性能, 不仅取决

于磁球表面连接的特异性抗体性能, 同时也取决于

表面封闭液的选择。本研究以明胶及酪蛋白作为研

究对象, 通过分析磁球对非目标菌的吸附率和免疫

磁球对目标菌的特异性捕获率, 得出结论 7.5%明胶

溶液的封闭效果最佳。将菌体-免疫磁球复合物与带

有 FITC 标记的二抗连接, 利用免疫荧光技术检测

目标菌间接验证了与 1%BSA 相比 7.5%明胶作为封

闭液封闭效果更佳。本研究免疫磁球保存液体系中

添加 1‰明胶、1‰酪蛋白及 5‰吐温 20, 37 ℃条件

下保存 3 d 后 , 免疫磁球对目标菌的捕获率仍在

70%以上, 说明保存液对免疫磁球具有较好的保存

效果。利用该保存液保存免疫磁球, 避免冻干过程

中对免疫磁球抗体的影响, 为抗体的保存与运输提

供新方法, 也为今后免疫磁球的广泛应用提供科学

实验数据。 

 
表 1  保存液中明胶、吐温 20、酪蛋白含量和保存时间对捕获率的影响 

Table 1  The effect of content of gelatin,Twain 20 and casein in the preservation solution and storage time on the capture rate 

序号 明胶、吐温 20、酪蛋白含量 
捕获率(%) 

1 d 2 d 3 d 

A 1 ‰、1 ‰、1 ‰ 92.93±0.66 46.16±1.27 29.38±2.27 

B 1 ‰、1 ‰、5 ‰ 93.03±1.24 34.56±1.26 3.33±0.08 

C 1 ‰、5 ‰、1 ‰ 92.05±0.21 76.31±0.08 73.52±2.96 

D 1 ‰、5 ‰、5 ‰ 93.74±1.20 56.26±1.78 10.14±0.21 

E 3 ‰、3 ‰、3 ‰ 93.75±1.10 58.87±2.14 42.09±0.78 

F 3‰、5 ‰、3 ‰ 92.93±0.17 64.45±0.16 54.56±1.50 

G 5 ‰、1 ‰、1 ‰ 91.85±0.21 51.33±0.62 19.72±0.60 

H 5 ‰、1 ‰、5 ‰ 92.68±0.25 32.05±2.31 13.44±1.78 

I 5 ‰、5 ‰、1 ‰ 93.24±0.64 76.08±1.84 59.00±0.03 

J 5 ‰、5 ‰、5 ‰ 93.75±0.21 58.87±2.81 52.09±4.18 
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