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基于自动磁珠转运的转基因蛋白 Cry1Ab 检测
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摘 要 基于自动磁珠转运，建立了转基因蛋白 Cry1Ab 免疫检测的新方法。利用水热法制备了粒径约

400 nm 的纳米磁球，并进行电镜表征，通过溶胶法对磁球表面进行氨基修饰，采用戊二醛偶联对磁珠实现抗

体包被，在核酸提取仪中进行酶联免疫反应，采用分光光度法进行检测。本方法对转基因蛋白 Cry1Ab 的检出

限低于 1 !g /L，与商品化酶联免疫试剂盒相当。本方法节约人力、严格控制时间，同时，所需设备成本较低，

有望取代传统的手动检测技术。
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1 引 言

转基因作物( GMOs) 因其先进的生物技术优势而发展迅速。在 1996 ～ 2008 年期间，种植面积增幅

高达 74 倍，每年的增长率超过 9%［1］。虽然转基因作物有其独特的生物技术优势，但其对人和动物及

环境的风险尚未得到充分评估。如潜在的物种间基因流动、破坏生物多样性、增强害虫的抗药性和对人

类健康的威胁等因素，尚无法排除。因此，一些国家对转基因作物进行了立法，要求对含有转基因成分

超过 1%的产品进行强制标识，该含量后被降至 0． 9%［2］。快速检测 GMOs 成分是这些法规能否有效实

施的关键。《Analytical and Bioanalytical Chemistry》期刊于 2010 年 3 月就 GMOs 检测分析技术出版了专

刊
［3］。

目前，检测转基因生物及其制品的技术可分为两大类: 基于核酸的检测和基于蛋白质的检测
［2］。

核酸检测是检测其插入的外源基因，以聚合酶链式反应( PCR) 为主。PCR 法灵敏度高，但操作复杂，对

测试人员有较高的技能要求
［4］; 另外，它耗时长、成本高和难以实现高通量检测等也限制着其应用。

蛋白层面的检测以免疫分析最为成功，包括酶联免疫吸附试剂盒( ELISA kit) 和金胶试纸等。ELISA 对

操作的要求相对 PCR 要简单，但对操作人员的技能要求也很重要
［5］。试纸条操作简单，成本低廉，能较

好地实现现场检测，但难以用于定量分析。另外，免疫生物传感器等新兴技术也被用于蛋白检测
［6］。

生物磁珠因其优良的抗原捕捉能力而备受关注
［7］。利用磁珠转运可以方便地实现各种生化反应

步骤，而不需要复杂的流体控制系统。目前，磁珠转运应用于核酸提取和纯化的研究及装置较多，而除

了医院所使用的大型免疫磁分离发光检测系统需要复杂流路控制外，用于免疫分析的报道较少。利用

磁珠自动转运可以使操作流程更为标准化、统一化，同时降低操作劳动强度，对操作时间和条件的控制

也十分精准。本研究利用自制的免疫磁珠，结合现有的核酸提取仪，通过免疫磁珠转运实现了对转基因

蛋白 Cry1Ab 的检测。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

SK3300HP 超声清洗器( 科导公司) ; BS224 型电子天平( 德国 Sartorius 公司) ; 电动搅拌机和涡旋

振荡器( 德国 IKA 公司) ; M5 多功能酶标仪( 美国 MD 公司) ; 核酸提取仪( 杭州博日公司) ; 单道和八

道移液器( 德国 Eppendorf 公司) ; JEM-1200EX 透射电镜( 日本 JEOL 公司) ; 低温磁场测试和试样制备

系统( 美国 Quantum Design 公司) ; 实验用水通过去离子水机( 美国 Millipore 公司) 制备。
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Cry1Ab 蛋白一抗 ( 鼠单抗) 和酶联免疫试剂盒 ( 美国 Abraxis LLC 公司) ; 戊二醛、正硅酸乙酯

( TEOS) 、3-氨丙基三乙氧基硅烷( APTES) 、牛血清白蛋白( BSA) 、六水合三氯化铁( FeCl3·6H2O) ，购

自美国 Sigma-Aldrich 公司; 四甲基联苯胺( TMB) 单组分显色底物( 天津天健公司) 。所用试剂均为分析

纯; 0． 1 mol /L 磷酸盐缓冲液( PBS，pH 7． 4) 和 PBST 缓冲液( 含 0． 1%吐温 20 的 PBS，pH 7． 4) 。
2． 2 实验方法

2． 2． 1 水热法制备 Fe3O4 纳米磁珠 综合文献［8，9］的方法合成磁珠。简言之，在 25 mL 内衬聚四氟

乙烯的高压反应釜中，加入 0． 719 g FeCl3· 6H2O、1． 2 g 醋酸钠、0． 48 g 聚乙烯吡咯烷酮( PVP) 和 15
mL 乙二醇，磁力搅拌 20 min 使之混合均匀; 然后将反应釜盖牢置于温度为 160 "C 的烘箱中反应 24 h，

待其自然冷却后，将釜内反应产物进行离心或磁分离，再经乙醇和去离子水交替清洗 3 次，置于真空干

燥箱中 60 "C 干燥 8 h，得到黑色粉末。
2． 2． 2 磁珠的表面修饰 参见文献［9］的方法，在磁珠表面修饰 SiO2 层，制备 Fe3O4@ SiO2 磁珠。简

言之，取 40 mg 裸磁珠溶于 20 mL 乙醇，超声分散，加入 12 mL 去离子水和 2 mL 氨水( 25% ～28% ) 。移

入三颈烧瓶中，在 45 "C 水浴中机械搅拌; 另取 400 !L TEOS 溶于 20 mL 乙醇。充分搅拌后加入到之前

的三颈烧瓶中，搅拌 6 h，清洗后即得到包裹有 SiO2 层的磁珠( Fe3O4@ SiO2 ) 。
在磁珠 Fe3O4@ SiO2 磁珠表面修饰上氨基( NH 2 ) ，参照文献［10，11］: 将所得Fe3O4@ SiO2 磁

珠加入到 100 mL 98% ( V /V) 乙醇中，在三颈圆底烧瓶中机械搅拌 20 min，加入 100 !L APTES，反应

6 h; 将反应产物离心或磁分离，再经乙醇和去离子水交替清洗 3 次; 用 2 mL 乙醇溶解，即得 20 g /L 的氨

基化磁珠。磁滞回线通过低温磁场测试和试样制备系统测得。
2． 2． 3 免疫生物磁珠的制备 取上述修饰有氨基的磁珠 75 !L 加入到 EP 管中，用 PBS 缓冲液清洗 3 次; 加

入10%戊二醛溶液，圆周混合反应1 h，再用PBS 清洗3 次，即得到戊二醛活化的修饰有醛基的磁珠; 向其中加

入 20 !L 1 g /L 转基因蛋白 Cry1Ab 一抗和 280 !L PBS，于室温下圆周混合 3 h; 清洗后加入 300 !L
0． 2 mol /L 甘氨酸混合 15 min，封闭剩余的醛基; 加入含( m/V) BSA 2． 5%的 PBS 溶液混合15 min，封闭非特异

性吸附位点; 清洗过后加入 350 !L PBS 进行涡旋振荡，即得到均匀的修饰有一抗的免疫生物磁珠悬浮液。
2． 2． 4 自动磁珠转运 取与核酸提取仪配套的 96 孔深孔板( 每孔容积约为 1． 2 mL) ，在软件中编写程

序，设定操作和每步的运行时间。与传统的生化反应系统不同，核酸提取仪通过磁珠的转运实现一系列

不同的生化反应步骤，由于磁珠的转运可以通过磁棒运动实现，因此整个系统避免了复杂的流路控制体

系。核酸提取仪在工作时( 图 1) ，套有一次性塑料套头的磁棒和套头可以同步运动，也可以分开运动。
当需将样品从一个操作步骤( 一列孔) 转移到下一操作步骤时( 另一列孔) ，磁棒会进入套头底部并和套

头一起运动到孔底，磁吸附 60 s 后，磁棒连带套头及吸附在上面的磁珠进入到下一步骤( 一列孔) 。此

时，磁棒离开套头并上移至顶部，吸附在套头上的磁珠被释放到溶液中，并在套头连续的上下运动带动

下分散开来。本实验中的抗原分析物 Cry1Ab 蛋白、二抗( 兔多抗) 和酶标抗体( 标记有 HRP 酶的羊抗

兔 IgG) 均来自 Abraxis 公司的试剂盒，抗原浓度为 0，0． 25，1，2 和 4 !g /L，抗体皆为试剂盒工作浓度。
第一列中取 5 孔加入不同浓度的抗原，其余各列中同列孔的加样量相同。各列孔的加样量和操作时间

见表 1，检测原理如图 1。

表 1 不同步骤( 孔列数) 的加样量与操作时间
Table 1 Reagent composition and operation time of different steps ( column，col)

孔列数
Col No．

第 1 列
Col． 1

第 2 列
Col． 2

第 3 列
Col． 3

第 4 列
Col． 4

第 5 列
Col． 5

第 6 列
Col． 6

第 7 列
Col． 7

第 8 列
Col． 8

加样量
Reagent
( !L)

50 !L 磁珠
Magnetic
beads

600 !L
PBST

100 !L 二抗
Detection antibody

600 !L
PBST

100 !L 酶标抗体
Tracer antiobody

600 !L
PBST

600 !L
PBST

300 !L
TMB

200 !L 抗原
Antigen 100 !L PBS 100 !L PBS

时间
Time( min) 30 3 30 3 30 3 3 10

PBST: Phosphate buffered saline Tween-20; TMB: 3，3'，5，5'-tetramethylbenzidine

2． 2． 5 比色分析 在磁珠转运操作的最后一步( 第 8 列) 结束后，磁头会将夹心结构的磁珠免疫复合
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物吸走，随即与 TMB 的显色反应停止 ( 5 min 内高浓度孔吸光值 A650 变化小于 0． 004，在仪器分辨率

± 0． 006 范围内) 。比色测试在 M5 多功能酶标仪上完成。

图 1 磁珠转运原理示意图( 以第 1 和 2 列的第 1 孔之间转运为例)

Fig． 1 Illustration of magnetic beads-based transfer ( take the transfer between well 1 of column 1 and 2 as
example)

3 结果与讨论

3． 1 Fe3O4 纳米磁珠的制备及表征

水热法优点在于合成较为简单，粒径分布非常窄，均匀度好，形貌容易控制
［12］。乙二醇是一种具

有高沸点的强还原剂，被广泛用于羟基化以形成单分散性好的金属或金属氧化物纳米颗粒。醋酸钠作

为一种静电作用稳定剂，可以起到防止纳米颗粒聚集的效用
［12，13］。另外，PVP 作为表面活性剂可以进

一步防止颗粒聚集。图 2a 为采用水热法合成的磁珠 TEM 照片，颗粒近似于球状，直径约 440 nm。
TEOS 在氨水的碱性环境下能水解产生 SiO2，这样便可以在裸磁珠的表面形成 SiO2 层。一方面可以起

到保护作用，防止 Fe3O4 纳米颗粒被进一步氧化，同时防止 Fe3O4 裸磁珠参与别的反应，例如催化

TMB［14］; 另一方面，新形成的 SiO2 层表面有丰富的羟基，可以为进一步修饰提供充足的偶联位点。本

研究修饰上的 SiO2 层厚度约为 45 ～ 60 nm( 图 2b) 。APTES 作为一种高效的硅烷偶联剂，被广泛用于在

表面修饰上氨基。APTES 不同于 TEOS，它在空气中即可吸潮发生反应，因为它有富含电子的氨基活性

中心，能迅速与氢供体( 如羟基等) 作用发生吸附和催化缩合，即使在无水环境下也可以发生反应
［15］。

Rossi 等
［10］

曾在无水环境下，以无水乙醇为溶剂，加入 0． 75% APTES，即在共沉积法所获磁珠的表面修

饰上足够的氨基，并成功用于葡萄糖氧化酶的偶联。在有机相中，APTES 水解较慢，倾向于形成可控

图 2 透射电镜照片: ( a) 裸磁珠，( b) 经 TEOS 修饰磁珠，( c) 再经 APTES 修饰磁珠

Fig． 2 TEM images of ( a) bare magnetic beads，( b) tetraethyl orthosilicate ( TEOS) -treated
beads and ( c) ( 3-aminopropyl) triethoxysilane ( APTES) -treated beads
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性较强的单层，而在水相中，APTES 水解剧烈，易形成表面积更大、氨基位点更多的多层硅层
［11］。为了

尽可能多地在表面修饰上氨基，本研究在乙醇相中加入少许水相。图 2c 为经 TEOS 和 APTES 修饰后的

图 3 经 APTES 修饰后的磁珠的磁滞回线( 饱和磁化

率为 56． 8 emu /g)

Fig． 3 Hysteresis loops of APTES-treated magnetic beads
indicating magnetic saturation value of 56． 8 emu /g

TEM 图，硅层总厚度为 80 ～ 90 nm，APTES 层修饰的

厚度约为 25 ～ 30 nm。
最终修饰好的磁珠仍保有良好的磁性。从磁滞

回线( 图 3) 可知，磁珠的饱和磁化率为 56． 8 emu /g;

它还表现出良好的超顺磁性( 例如，当外加磁场移除

时，不存在剩磁) ，这是由于磁珠中存在小于 30 nm
的磁纳米颗粒组分; 磁珠的超顺磁性能防止外加磁

场移除后磁珠发生聚 集，并 且 能 使 之 迅 速 重 新 分

散
［16］。由于超顺磁性和硅层的屏蔽效应，硅层修饰

后的磁珠能够轻易且稳定地分散在水溶液中。本实

验中经 APTES 修饰后的磁珠的浓度约 1． 08 × 1010

个 /mL，将该磁珠置于 EP 管中，再外加磁场( 约 4000
高斯) 后，能在 1 s 内完成磁分离，这表明所制磁珠有

良好的磁响应能力。磁珠作为分离工具进行应用

时，磁珠的分散性和对磁场的灵敏性是两个需考虑的重要因素
［16］。

3． 2 生物免疫磁珠的功能化

自 Avrameas［17］
提出将戊二醛用于偶联抗体和酶标以来，该方法因简单、高效，在偶联中能极好地保

持抗体分子的免疫活性和酶分子的催化活性而被广泛应用，并为 Sigma-Aldrich 公司在商业化酶标抗体

生产和 Bangs 公司生物磁珠的偶联中所使用。Avrameas［18］
还发现，在极端条件下，用戊二醛活化的

HRP 酶的活性很稳定，而未经戊二醛处理的 HRP 酶容易失活。本研究采用戊二醛活化磁珠表面的氨

基，并采用了较高的浓度( 10% ) ，以保证磁珠表面的氨基得到充分活化。但是，戊二醛法容易发生自

聚，在修饰上抗体等蛋白时，当蛋白浓度太低，易出现几个磁珠连一个蛋白的现象，造成肉眼可见的凝

集，影响分散的均匀性，并导致沉降。本研究中 13 !g 蛋白 /mg 磁珠偶联时所得生物磁珠较为均匀，故

本研究采用 20 !g 转基因一抗修饰 75 !L 磁珠。
3． 3 免疫检测与比色

磁珠转运与分离技术已广泛用于核酸等的纯化与分离，而用于免疫检测则鲜见报道。本研究利用

图 4 加 HCl 前后不同浓度的抗原 Cry1Ab 蛋白的吸

光值信号响应

Fig． 4 Absorbance response of varying Cry1Ab protein
concentration with and without addition of HCl

核酸提取仪，成功实现了基于免疫磁珠转运的转基

因蛋白免疫检测。最终得到的免疫复合物中的 HRP
酶可以催化底物 TMB 的反应，得到蓝色产物，该蓝

色产物的最大吸收波长为 650 nm; 在蓝色产物中加

入 HCl 或 H2SO4 时，会得到黄色终产物，此时溶液的

最大吸收波长转移至 450 nm［5］。第 8 列孔中用 TMB
显色 10 min 后，加 1 mol /L HCl 终止前后的结果见

图 4。加 HCl 后，方法的检测灵敏度提高了约 2 倍，

线性从 R2 = 0． 9707 增加到 R2 = 0． 9986。方法能够

检测出低至 1 !g /L Cry1Ab 蛋白。按文献［19］，该

结果折合约为真实 GMOs 样品中 0． 5%，达到欧盟的

检测标准( 低于0． 9% ) 。本方法的重现性良好( RSD
＜5% ) 。所需的样本量为 100 ～ 300 !L。较之同类

型的美国 Abraxis LLC 公司酶联免疫试剂盒，本方法

在检出限、灵敏度及样本量等各种指标都相当。本方法较简便地实现了基于磁珠转运的酶联免疫自动

检测，为实现大批量、长时间和高工作强度的检测提供了可能性。
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本实验研究了免疫磁珠的制备方法，验证了将核酸提取仪用于免疫磁分离检测的可行性，实现了基

于磁珠转运的转基因蛋白的酶联免疫检测。
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Magnetic Beads Transfer Based Assay for Cry1 Ab Protein

LI Dong-Yang，FAN Kai，WU Jian* ，YING Yi-Bin
( College of Biosystem Engineering and Food Science，Zhejiang University，Hangzhou 310029)

Abstract A novel method for the immunoassay of genetically modified organisms ( GMOs) protein Cry1Ab
was proposed． First the nano-magnetic beads with the diameters around 400 nm were prepared by hydrothermal
method． Then，the prepared magnetic beads were modified with NH 2 group using sol-gel approach． The

antibodies were conjugated on the surface of magnetic beads through bi-functional agent glutaraldehyde． The
immunoassay was carried out in the nucleic acid extractor which is commercial available． In this proposed
method，the detection limit for Cry1Ab is less than 1 !g /L，which is comparable to the common ELISA meth-
ods． This automatic way is promising for its rapidity and simplicity．
Keywords Genetically modified organisms; Magnetic separation; Cry1Ab protein; Magnetic beads transfer;
Immunoassay
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