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基于氧化铁纳米材料特性的生物分离和生物检测

杜崇磊
1, 2  杜 伟* 1  汪冰* 2  丰伟悦 2  王卓 1  赵宇亮 2

1 (烟台大学环境与材料工程学院, 烟台 264005)

2 (中国科学院纳米生物效应与安全性重点实验室, 北京 100049)

摘  要  氧化铁纳米粒子是一种新型的磁功能材料,被广泛应用于生物、材料以及环境等众多领域。本文介

绍了超顺磁氧化铁纳米粒子的制备方法,比较了各种方法的优缺点; 评述了磁性氧化铁纳米粒子在细胞、蛋白

质和核酸分离及生物检测中的应用,对多功能复合磁性氧化铁纳米粒子的构建, 在生物医学领域中的应用具

有的指导意义。
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1 引  言

磁性纳米粒子是近年来发展起来的一种新型材料, 因其具有独特的磁学特性,如超顺磁性和高矫顽

力,在生物分离和检测领域展现了广阔的应用前景
[ 1]
。同时,因磁性氧化铁纳米粒子具有小尺寸效应、

良好的磁导向性、生物相容性、生物降解性和活性功能基团等特点
[ 2~ 4]

, 在核磁共振成像、靶向药物、酶

的固定、免疫测定等生物医学领域表现出潜在的应用前景
[ 5~ 7]
。但由于其较高的比表面积,强烈的聚集

倾向, 所以通常对其表面进行修饰,降低粒子的表面,能得到分散性好、多功能的磁性纳米粒子。对磁性

纳米粒子的表面进行特定修饰,如果在修饰后的粒子上引入靶向剂、药物分子、抗体、荧光素等多种生物

分子, 可以改善其分散稳定性和生物相容性, 以实现特定的生物医学应用。此外, 适当的表面修饰或表

面功能化还可以调节磁性纳米粒子表面的反应活性
[ 8]
, 从而使其应用在细胞分离、蛋白质纯化、核酸分

离和生物检测等领域。本文介绍了磁性氧化铁纳米粒子的制备方法, 比较了各种制备方法的优缺点,

并对其在生物分离及检测中应用的最新进展进行了评述。

2 磁性氧化铁纳米粒子的合成方法

磁性纳米粒子的制备是其应用的基础。目前已发展了多种合成和制备方法,如共沉淀法、水热合成

法、溶胶凝胶法和微乳液法等, 上述方法均可制备高分散、粒度分布均匀的纳米粒子, 并能方便地对其表

面进行化学修饰,这些方法的优点和缺点见表 1。

在这些合成方法当中,共沉淀法是水相合成氧化铁纳米粒子最常用的方法。该方法制备的磁性纳

米颗粒具有粒径小,分散均匀, 高度生物相容性等优点,但制得的颗粒存在形状不规则, 结晶差等缺点。

通过在反应体系中加入柠檬酸,可得到形状规则、分散性好的纳米粒子。利用这种方法合成的磁性纳米

材料被广泛应用在生物化学及生物医学等领域
[ 9]
。微乳液法制备纳米粒子, 产物均匀、单分散,可长期

保持稳定,通过控制胶束、结构、极性等,可望从分子规模来控制粒子的大小、结构、特异性等。微乳液合

成的磁性纳米粒子仅溶于有机溶剂, 其应用受到限制。通常需要在磁性纳米粒子的表面修饰上亲水分

子,使其溶于水, 从而能应用于生物、医学等领域。

热分解法是有机相合成氧化铁纳米粒子最多也是最稳定的方法。利用热分解法制备的纳米 Fe3O4
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颗粒产物具有好的单分散性,且呈疏水性,可以长期稳定地分散于非极性有机溶剂中。该方法合成的氧

化铁纳米粒子虽然具有粒径均一的特点, 但必须在其表面偶联亲水性及生物相容性好的生物分子或制

备成核壳结构,才可用于生物医学领域。

表 1 磁性氧化铁纳米粒子的制备方法
Table 1 P repara tion m ethods o fm agne tic iron ox ide nanopa rtic les

制备方法
Preparat ion m ethod s

优点
M erit

缺点
Defect

参考文献
References

共沉淀法
C oprecip itat ion m ethod

制备过程简单便捷,产率高、成本低
S imp le, conven ien t, h igh yield, and low
cost

产物易团聚、易被氧化
Prone to agglom erat ion and su scept ib le to
ox idation

[ 9~ 12 ]

水解法
H ydro lysism ethod

工艺流程简单, 产物纯度高, 粒子分散
性较好 S im p le, h igh pu rity, and good
part icle d isp ersion

工艺参数不易控制
D ifficu lt to con trol the p rocess p aram eters

[ 13, 14 ]

水热法
H yd rotherm alm ethod

原料易得、粒子纯度高、分散性好、晶形
好 Read ily availab le raw m aterials, h igh
pu rity, good d ispersibil ity and, good crys-
tal shape

对设备的要求较高
M ore dem and ing on th e equ ipm ents

[ 15, 16 ]

微乳液法
M icroem u lsion m ethod

粒径分布窄、形态规则、分散性好 N ar-
row s ize d istribu tion, m orpholog ical ru les,
and good disp ersib ility

纳米粒子晶型结构不完整, 粒子表面
易被污染物 Imperfect Crystal stru cture
and suscep tib le to con tam in ant on th e su r-
face

[ 17, 18 ]

溶胶凝胶法
S o-l gelm eth od

反应温度较低, 纳米粒子粒径很小, 且
粒径分布均匀, 晶型和粒度可控 Low er
react ion tem peratu re, sm al l particle s ize
monod ispersion, and con trollab le crystal
type and particle s izecon trolled

产物干燥后收缩大,后期应用困难
Prone to sh rinkage after d rying

[ 19, 20 ]

热分解法
Pyrolys ism ethod

粒径可控且表面无污染 C on trollab le
part icle size, and clear su rface

成本较高,制备条件较难控制
H igh cost and uncon trollab le prepared
condit ion

[ 21, 22 ]

超声化学法
Sonochem icalm ethod

纳米粒子具有多功能性
M ult ifunction prop erties

条件要求较复杂 M ore com plex prep ara-
t ion cond it ion s

[ 23~ 25 ]

微波水热法
M icrow ave hydrotherma lm ethod

粒径分布窄、形态均一 Narrow s ize d is-
tribu tion, and un iform shape

制备工艺还不成熟
Imm aureprep arat ion process

[ 26, 27 ]

 

  此外,绿色化学和生物方法合成氧化铁纳米粒子也备受关注
[ 28, 29]

。磁性氧化铁纳米粒子除具有的表

面效应、小尺寸效应、量子效应、宏观量子隧道效应等纳米粒子基本特性外, 它同时还具有超顺磁特性、类

酶催化特性和生物相容性等特殊性质,因此在医学和生物技术领域中的应用引起了人们的广泛兴趣。

3 磁性氧化铁纳米材料在生物分离与生物检测的应用

3. 1 磁性氧化铁纳米材料在生物分离的应用

磁性氧化铁纳米粒子可以通过外界磁场来控制纳米粒子的磁性能,从而达到分离的目的,如细胞分

离
[ 30, 31 ]

、蛋白分离
[ 32]
和核酸分离

[ 33]
等。此外磁性氧化铁纳米粒子由于兼有纳米、磁学和类酶催化活性

等性能,不仅能够实现被检测物的分离和富集,而且能够使检测信号放大,在生物分析领域也都具有很

好的应用前景
[ 34, 35]

。磁性纳米粒子 (MNP)能够应用于这些领域主要基于它的表面化学修饰, 包括非聚

合物有机固定、聚合物有机固定、无机分子固定及靶向配体修饰等
[ 36]

(图 1)。纳米粒子表面功能化修

饰是目前研究的热点。

3. 1. 1 磁性氧化铁纳米材料在细胞分离方面的应用  细胞分离技术的目的是快速获得所需目标细

胞。传统细胞分离技术主要根据细胞的大小、形态以及密度的差异进行分离, 如采用微滤、超滤以及超

离心等方法。这些方法操作简单,但是特异性差, 而且存在纯度不高、制备量偏小、影响细胞活性等缺

点,因此未能被广泛地用于细胞的纯化研究
[ 37]
。近年来,随着对磁性纳米粒子研究的深入,人们开始利

用磁性纳米粒子来分离细胞
[ 38, 39]

。如磁性氧化铁纳米粒子在其表面接上具有生物活性的吸附剂或配

体 (如抗体、荧光物质、外源凝结素等 ), 利用它们与目标细胞的特异性结合, 在外加磁场的作用下将细

胞分离、分类以及对其种类、数量分布进行研究。张春明等
[ 40 ]
运用化学连接方法将单克隆抗体 CD133
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 图 1 表面偶联多个配体的多功能磁性纳米粒子构建示

意图 [ 36]

F ig. 1  Schema tic illustration o f m agnetic nanoparticles

(MNP ) possess ing var ious lig ands to enab le mu ltifunctiona lity

from a sing le nanopartic le platform [ 36]

连接到 SiO2 /Fe3O 4复合粒子的表面得到免疫磁

性 Fe3O4纳米粒子, 利用它分离出单核细胞和

CD133细胞。经培养后可以看出, 分离出来的

CD133细胞与单核细胞一样,具有很好的活性,能

够正常增殖形成集落,并且在整个分离过程中对

细胞的形态以及活性没有明显的毒副作用, 这与

Kuhara等
[ 30] ]
报道的采用磁分离技术分离 CD19

+

和 CD20
+
细胞的结果一致。Chatterjee等

[ 39]
采用

外源凝结素分别修饰聚苯乙烯包被的磁性 Fe3O4

微球和白蛋白磁性微球, 利用凝结素与红细胞良

好的结合能力, 快速、高效的分离了红细胞。此

外,磁性粒子在分离癌细胞和正常细胞方面的动

物实验也已获得成功。

3. 1. 2 磁性氧化铁纳米材料在蛋白质和核酸分离中的应用  利用传统的生物学技术 (如溶剂萃取技

术等 )来分离蛋白质和核酸程序非常繁杂,而磁分离技术是分离蛋白、核酸及其他生物分子便捷而有效

的方法。目前在外磁场作用下,超顺磁性氧化铁纳米粒子已广泛应用于蛋白质和核酸的分离。

L iu等
[ 41]
利用聚乙烯醇等表面活性剂存在下制备出共聚磁性高分子微球, 表面用乙二胺修饰后用

于分离鼠腹水抗体,得到很好的分离效果。Xu等
[ 42 ]
在磁性氧化铁纳米粒子表面偶联多巴胺分子,用于

多种蛋白质的分离纯化。多巴胺分子具有二齿烯二醇配体,它可以与氧化铁纳米粒子表面配位不饱和

的 Fe原子配位, 形成纳米颗粒-多巴胺复合物, 此复合物可以进一步偶联次氨基三乙酸分子 ( NTA ),

NTA分子可特异螯合 N i
+
, 对于具有 6 @H is标签的蛋白质的分离纯化方面表现出很高的专一性。L iu

等
[ 43]
用硅烷偶联剂 ( AEAPS)对核壳结构的 S iO2 /Fe2O3复合粒子的表面进行处理, 研究复合磁性粒子

对牛血清白蛋白 ( BSA )的吸附情况, 结果表明 BSA与磁性复合粒子之间是通过化学键作用被吸附的,

复合粒子对 BSA的最大吸附量达 86mg /g, 显示出在白蛋白的分离和固定上有很大的应用潜力。H erd t

等
[ 44]
利用羧基修饰的吸附 /解离速度快的核壳型 ( Fe3O4 /PAA )磁性纳米颗粒与 Cu

2 +
-亚氨基二乙酸

( IDA)共价交联,通过 Cu
2+
与组氨酸较强的亲和能力实现了组氨酸标记蛋白的选择性分离,分离过程

如图 2所示。

图 2 蛋白结合磁性微球示意图 [ 44]

F ig. 2 Schema tic illustration of pro te in-m agnetom ice lle b io conjuga ton[ 44]

磁性纳米粒子也是核酸分子分离的理想载体
[ 45]
。 DNA /mRNA含有单一碱基错位, 它们的富集和

分离在人类疾病诊断学、基因表达研究方面有着至关重要的作用。 Zhao等
[ 46]
合成了一种磁性纳米基因

捕获器,用于富集、分离、检测痕量的 DNA /mRNA分子。这种材料以磁性纳米粒子为核,包覆一层具有

生物相容性的 S iO2 保护层, 表面再偶联抗生素蛋白-维生素 H 分子作为 DNA分子的探针, 可以将

10
- 15

mo l/L DNA /mRNA有效地富集,并能实时监控产物。Tayor等
[ 47]
用硅酸钠水解法、正硅酸乙酯水解

法制备 SiO2 /Fe2O3磁性纳米粒子并对 DNA进行了分离。结果表明, S iO2功能化的 Fe2O3磁性纳米粒子对

DNA的吸附分离效果明显好于单独 Fe2O3磁性纳米粒子的分离效果,但是其吸附机理有待进一步研究。

3. 2 磁性氧化铁纳米材料在生物检测中的应用
3. 2. 1 基于磁学性能的生物检测  磁性氧化铁纳米粒子因其特有的磁导向性、小尺寸效应及其偶联基
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团的活性,兼有分离和富集地作用,使其在生物检测领域有广泛的应用。当检测目标为低含量的蛋白分

子时, 不能通过聚合酶链反应 ( PCR)对其信号进行放大,而磁微球与有机染料或量子点荧光微球结合可

以对某些特异性蛋白、细胞因子、抗原和核酸等进行多元化检测,实现信号放大的作用。Yang等
[ 48]
采

用一对分子探针分别连接荧光光学条码 (彩色 )和磁珠 (棕色 ), 对 DNA (顶端镶板 )和蛋白质 (底截镶

板 )生物分子进行目标分析 (图 3)。如果目标 DNA序列或蛋白存在,它将与两个磁珠结合一起,形成了

一个三明治结构,经过磁选,光学条码可以在单磁珠识别目标水平下, 通过分光光度计或是在流式细胞

仪读出。通过此方法检测目标分子是基于数百万个荧光基团组成的微米尺寸光学条码信号的扩增而检

 图 3 利用磁光夹心结构筛选 DNA和蛋白示意图 [48]

F ig. 3 Schem atic illustra tion o f DNA and pro te in screen-

ing applica tions of m agnetooptica l sandw ich assay[48]

测出来, 其基因和蛋白的检出限可达到 amo l/L量

级,甚至更低。

N am等
[ 49]
利用多孔微粒法 (每个微粒可填充大

量条形码 DNA )和金纳米微粒为基础的比色法生物

条形码检测技术检测了人白细胞介素 2( IL-2) ,检出

限可达到 30 amo l/L, 比普通的酶联免疫分析技术的

灵敏度高 3个数量级。Oh等
[ 50]
利用荧光为基础的

生物条形码放大方法检测了前列腺特异性抗原

( PSA )的水平, 其检出限也低于 300 amo l /L, 而且实

现了快速检测。

在免疫检测中,磁性纳米粒子作为抗体的固相载体,粒子上的抗体与特性抗原结合,形成抗原抗体

复合物,在磁力作用下,使特异性抗原与其它物质分离,克服了放免和酶联免疫测定方法的缺点。这种

分离具有灵敏度高、检测速度快、特异性高、重复性好等优点。Yang等
[ 51]
通过反相微乳液法制备了粒

径很小的 S iO2包覆的 Fe3O4磁性纳米粒子, 生物分子通过诱导这些高单分散的磁性纳米粒子可用于酶

的固定和免疫检测。Lange等
[ 52 ]
采用直接或三明治固相免疫法 (生物素基化抗 IgG抗体和共轭连接链

霉素的磁性纳米粒子组成三明治结构 )和超导量子干涉法 ( SQU ID) ,研究它们在确定抗原、抗体相互作

用免疫检测中的应用,结果表明特异性键合的磁性纳米颗粒的驰豫信号大小依赖于抗原 (人免疫球蛋

白 G, IgG)的用量, 这种磁弛豫 (M agnet ic re laxation)免疫检测方法得到的结果与广泛使用的 ELISA方法

的结果相当。

因磁性纳米粒子独特的性能,在生物传感器上也有潜在的应用前景。Fan等
[ 53]
在磁珠上偶联被检

 图 4 基于磁珠和金标记的化学发光与免疫分析技术

检测人免疫血球蛋白 G [ 53]

F ig. 4  Schem atic I llustration of noncompetitive

chem ilum inescent immunoassay by using m agne tic beads

and collo ida l go ld labe l for de tecting H um an IgG [ 53]

测物的一级抗体,在金纳米颗粒上连接二级抗体,两

者反应后, 利用 HC-lN aC-l B r2将 Au氧化为 Au
3+
,催

化发光胺 ( Lum ino l)化学发光, 人免疫球蛋白 G

( IgG)的检出限可达 2 @ 10
- 10

mo l/L ,实现了磁性

纳米颗粒-化学发光-免疫结合的方法对 IgG进行生

物传感分析 (图 4)。

3. 2. 2 类酶催化特性在生物检测中的应用  Cao

等
[ 54]
发现 Fe3O4磁性纳米粒子能够催化 H 2O 2氧化

3, 3,'5, 5-'四甲基联苯胺 ( TMB )、3, 3-'二氨基联苯胺

四盐酸盐 ( DAB)和邻苯二胺 ( OPD ), 使其发生显色

反应, 具有类辣根过氧化物酶 ( HRP)活性 (图 5) ,而

且其催化活性比相同浓度的辣根过氧化物酶高

40倍。并且 Fe3O 4磁性纳米粒子可以运用磁分离手

段进行重复性利用, 显著降低了生物检测的实验成

本,利用此特性可进行多种生物分子的检测。

W ei等
[ 55]
利用葡萄糖氧化酶 ( GOx)与 Fe3O 4磁
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 图 5 氧化铁磁性纳米粒子催化氧化多种过氧化物底

物显色 [ 54]

F ig. 5 The Fe3O4MNPs ca talyzed ox idation o f va rious

perox idase substra tes in the presence o fH 2O2 to produce

different co lo r reac tions [ 54]

性纳米粒子催化葡萄糖的反应 (见式 ( 1)和 ( 2) ) ,通

过比色法检测葡萄糖,其检测的灵敏度达到 5 @ 10
- 5

~ 1 @ 10
- 3
mo l/L。由于 Fe3O4磁性纳米粒子制备简

单、稳定性好、活性高,成本低, 因而比普通酶更有竞

争优势,这也为葡萄糖的检测提供了高灵敏度和选

择性的分析方法,在生物传感领域的应用上展现了

巨大的潜能,为糖尿病人疾病的诊断提供了快速、灵

敏的检测方法。然而要提高检测灵敏度,合成催化效

率高的 Fe3O4磁性纳米粒子及多功能磁性纳米粒子是

关键。Peng等
[ 56]
用电化学方法比较了不同尺寸

Fe3O4纳米粒子的催化活性发现,随着尺寸的变小,磁

性纳米粒子的催化活性变高。Wang等
[ 57]
制备的单分

散哑铃型 P-t Fe3O4纳米粒子,由于本身尺寸和结构特点,可更大限度地提高催化活性。本研究组已经合成

了分散性好和磁性高的氧化铁纳米粒子并对其进行了表征, 利用其磁学和催化特性, 已开展了葡萄糖等

生物分子的检测,该方法的检出限达到1 Lmo l/L,具有灵敏度高、操作简便和成本低等优点
[ 58 ]
。

H2O2 + ABTS
Fe3O 4

2H 2O + ox id ized ABTS ( 1)

O2 + g lucose
GOx

H2O2 + g luconic ac id ( 2)

  总之, Fe3O4磁性氧化铁纳米粒子不但具有显著的超顺磁性,而且具有类辣根过氧化物酶催化特

性,可通过使用过氧化物敏感染料,设计了一系列 (如乙肝病毒表面抗原等 )的免疫检测模型
[ 59]

,因此超

顺磁性纳米粒子在生物分离和免疫检测领域具有广阔的应用前景。

4 结  语

随着纳米技术的迅速发展,磁性氧化铁纳米粒子的开发及其在生物医学、生物分析、生物检测等领

域的潜在应用已经越来越受到重视, 但同时也面临很多挑战和问题。 ( 1)构建并制备尺寸小、粒径均

一、分散性和生物相容性好及催化性能高的多功能磁性纳米粒子; ( 2)根据被检测生物分子的特点设计

多功能磁性氧化铁纳米粒子,实现高灵敏度、特异性检测; ( 3)利用纳米氧化铁颗粒作为分子探针进行

实时、在线、原位、活体和细胞内生物分子的检测。这些问题不仅是纳米材料在生物分子检测领域应用

需要解决的难点,也是目前其进行生物分子检测研究的热点和重点。
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Bioseparation and B ioassay Based on Iron

Oxide Nanom aterials Properties

DU Chong-Le i1, 2, DU W ei* 1, WANG B ing* 2, FENG W e-iYue2, WANG Zhuo1, ZHAO Yu-L iang2

1 ( S chool of Environm ent andMa terials Eng ineering, Yan tai University, Yantai 264005)
2 (Labora tory for B io-M ed ical Effects of N anom aterials and Nanosafety and K ey Laboratory of Nuclear Analy tical T echniques,

Institute of H igh Energy Physics, Ch inese A cademy of S ciences, B eijing 100049)

Abstract Superparamagnet ic iron ox ide nanomater ia ls have been w idely used in the b iotechno logy, materials

and env ironmental chem istry, etc. In th is rev iew, the synthesis methods o f superparamagnetic iron ox ide, the

merits and de fects of these methods, and their app lication in cel,l protein, nuc leic acid separa tion and

bioassay w ere rev iew ed.

K eywords Superparamagnetic iron ox ide nanopart icles; Synthesis; B ioseparation; B ioassay; Review
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