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特定细菌的磁性凝集分离法

解 宇
（丸兴工业株式会社 藤泽市 日本）

摘 要：介绍一种对细菌进行直接分离的新模式，以大肠杆菌的分离为例，使用从磁性细菌体内提取的纳米磁珠，

在纳米磁珠表面联上大肠杆菌抗体后制成磁性大肠杆菌抗体，以此来结合、凝集并分离细菌混合液中的大肠杆菌。

结果表明标本溶液中添加 5$!E 的磁性大肠杆菌抗体，可对 "$D 个大肠杆菌进行凝集和分离，处理后标本溶液中其

他细菌的浓度无变化。利用此项技术可以快速凝集和分离细菌混合液中的特定细菌。
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磁性细菌（H.EI*J&J.@J;@ +.@J*,;.）多为厌氧的螺旋状菌，

长约数!:，呈革兰氏阴性，有沿着磁力线朝 0 极或 K 极泳动

的趋磁性，在含有铁离子的培养液中常温常压及厌氧环境下

可以大量繁殖；磁性细菌体内有 "$ L #$ 颗粒径为 D$I: L

"$$I: 的磁珠排列其中，各磁珠表面自然覆盖着一层厚度约

为 !I: 的生物膜，生物膜的主要成分为磷脂酰乙醇胺［"，#］。

对于特定细菌的分离，一般采用先对标本溶液进行菌落

培养，再选择特定细菌的菌落分离法，分离周期较长。本文

介绍一种新型的细菌分离模式，使用从磁性细菌体内提取的

纳米磁珠，利用此磁珠表面自然覆盖着生物膜且生物膜易于

进行化学修饰的特性［" L D］，将大肠杆菌抗体接种固定于磁珠

表面生物膜，制成磁性大肠杆菌抗体，以此来结合、凝集并分

离细菌混合液中的大肠杆菌，并对磁性大肠杆菌抗体对大肠

杆菌的分离能力进行了定量。

! 材料和方法

!"! 试剂和培养基

试剂 K-’M&6NO6KPQP｛K-’M&R-@@;I;:;S/’，26［CT6（#6B/,;S/’S;6

JU;&）B,&B;&I.:;S& U*7.I&.J*｝及 K-’M&6KHOO［K-’M&R-@@;I;:;S/’，!6
（06:.’*;:;S&:*JU/’）@/@’&U*7.I*6"6@.,+&7/’.J*］从 P;*,@* OU*:;@.’

O&(（V&@?M&,S ，0&,JU G:*,;@.）购 入。大 肠 杆 菌 抗 体（H&-R*

.IJ;6!"#$%&’#$’( #)*’ :&I&@’&I.’ .IJ;+&S/）从 W.J.,;+;& 公司（日本

东京）购入。

实验中使用两种琼脂平板培养基。一种为添加青霉素

的甘露醇 0.O’ 培养基、适合耐青霉素葡萄球菌的培养。另

一种为脱氧胆酸盐培养基，专用于大肠杆菌的分离培养。各

培养基参照医学会制定的有关微生物培养检查法中推荐的

配方及配制法制作［2］。

!"# 磁珠的提取和磁性抗体的合成

从海底淤泥中采取的磁性细菌标本（HX’ 株）经实验室

培养后，高浓度的磁性细菌溶液通过数次高压限域（最终回

直径 "D$I:）滤过处理挤碎菌体，从菌体内分离出来的磁珠

用外磁场进行回收，经超声波洗净后以 ":EY:N 的浓度低温

（!Z）保存于 PXK（B[8\!）溶液中。磁珠回收用的外磁场为

尺寸约 #@: ] #@: ] "@: 的普通 K:6O& 的磁石。

磁性抗体的合成是将磁珠表面生物膜的氨基与抗体的

氨基连接起来形成一体［"、#］。具体 步 骤 为：（"）K-’M&6KHOO

$\$2:E 加入 ":N 浓度为 ":EY:N 的大肠杆菌抗体溶液中，混

合均匀后室温反应 #U。（#）将 K-’M&6NO6KPQP "\#:E 加入 #:N
浓度为 ":EY:N 的磁珠 PXK 溶液中，混合均匀后室温反应

#U。反应完成后用外磁场进行回收，保存于 "\$:N PXK 溶液

中。（C）经过 K-’M&6NO6KPQP 处理后的磁珠溶液 "\$:N，加入

#:N 浓度为 #$::&’YN 的 Q44（Q;JU;&JU,*;J&’）溶液中，混匀后室

温反应 "U。反应完成后用外磁场进行回收，然后将回收物

加入经 #U 反应的 K-’M&6KHOO 与大肠杆菌抗体的溶液中，混

匀后低温（!Z）反应 "#U。反应完成后用外磁场进行回收、经

PXK溶液洗净后，形成的磁性大肠杆菌抗体低温（!Z）保存

于 PXK 溶液中。

使用 )^4O（)’-&,*R@*;I ;R&JU;&@/.I.J*）标识的大肠杆菌抗

体，对接种固定在磁珠表面该大肠杆菌抗体进行发光量测

定，结果表明大肠杆菌抗体的接种固定量为 "D#!EY:E 磁珠。

!"$ 实验方法

使用实验室培养的大肠杆菌 _H"$D、耐青霉素葡萄球菌

HK#82。在加入了大肠杆菌与葡萄球菌的蒸馏水溶液（各细

菌浓度分别为 "$D 个Y:N）":N 中添加一定量的磁性大肠杆

菌抗体，混合均匀，室温 "$:;I 反应后，将结合了靶细菌的磁



性大肠杆菌抗体用外磁场进行磁性诱导，凝集后固定于容器

壁上（图 !），取出无磁性的溶液成分，分别使用添加青霉素

的甘露醇 "#$% 培养基（此培养基中大肠杆菌菌落无法生长）

及大肠杆菌专用培养基进行平板培养，参照医学会制定的有

关微生物培养检查法中介绍的稀释法及菌落计数法［&］，查明

磁性固定后无磁性的溶液中葡萄球菌及大肠杆菌数量。

图 ! 特定细菌的磁性凝集分离
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作为对照，取出了全部溶液成分后的磁性凝集体在原容

器内经 :;< 溶液洗净后，加入 =>?.3%@A B%C1(/-DE$% 缓冲液

（7E?>F）至 !.A，超声波分散处理后，分别使用添加青霉素的

甘露醇 "#$% 培养基及大肠杆菌专用培养基进行平板培养，

查明其中细菌的种类。

" 结果

以图 ! 所示的方法对标本溶液进行磁性凝集、固定后，

无磁性的标本溶液中各细菌数量如图 ? 所示。结果表明，使

用 G=!) 的磁性大肠杆菌抗体，可对 !=F 个大肠杆菌进行凝集

和固定，处理后标本溶液中葡萄球菌的数量无变化。对照组

中，磁性凝集体分散处理后培养的结果，未检查出葡萄球菌，

大肠杆菌数量的变化与图 ? 呈相反形式。

图 " 磁性抗体对目标细菌的分离结果
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# 讨论

磁性细菌由来的磁珠作为一种纳米新材料，磁珠表面生

物膜经化学修饰后作为目标抗原的磁性分离用载体，在抗

体［!］、癌胚抗原［?］、胰岛素［I］、H"J［K，F］的分离及高感度检测

等的应用中获得成功。本研究结果表明，磁性大肠杆菌抗体

具有靶向性结合大肠杆菌的能力，使用磁性大肠杆菌抗体

G=!)，通过外磁场诱导，可对细菌混合液中 !=F 个的大肠杆

菌进行快速磁性凝集和分离，且对细菌混合液中其他的细菌

无明显影响。

在医疗临床的细菌培养和药敏实验检查中，从开放性与

半开放性创面及病灶采取的标本，经常有大肠杆菌等数种非

病原性杂菌存在，非病原性杂菌的混在，对低浓度病原菌的

培养及早期检测产生明显的影响［&］。在食品制造领域中，添

加了拮抗菌、发酵菌的标本，受高浓度拮抗菌、发酵菌的影

响，污染菌的早期检测和早期发现非常困难。对此，可考虑

使用磁性抗体先对标本中的非病原性杂菌、拮抗菌或发酵菌

进行磁性分离，进行标本的检测前处理。另外，在以特定细

菌的分离及检测为目标的工业领域中，使用本文所提案的方

法，能够对标本中已知的或存在可能性较大的细菌进行快速

凝集与分离。

利用磁性细菌由来的磁珠表面覆盖着生物膜的特点，可

将各种抗体接种固定于其表面作为一种备用试剂，通过外磁

场控制磁性抗体，可以进行特定细菌的磁性凝集、固定与分

离。
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科技论文中常见的一些格式

参照《中国科学院自然科学期刊编排格式规范》、国家标准 WXPPDV Y BP 和《中国学术期刊（光盘版）检索与评价数据规范》

的要求，对本刊经常遇到的一些格式暂作如下规定：

正体与斜体

DZ 物种的学名：菌株的属、种用拉丁文斜体，属的首字母大字，其余小写；属以上用拉丁文正体。病毒一律正体，首字母大

写。

NZ 限制性内切酶：内切酶前 V 个字母用斜体，后面的字母和编码正体平排，如 ;"+["，<*’/#，=3,"，>"$V\" 等。

VZ 氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 V 个字母表示时，仅第一个字母大写，其余为小写，全部正体；用单字母表示时为

大写正体。碱基缩写均为大写正体。

MZ 质粒和载体：质粒一律用正体，首字母 ] 为小写，后面字母和数码平排，如 6XUVNN、6WXR&=(6*X 等。

计 量 单 位

计量单位和单位符号以国家技术监督局发布的《量和单位》WXVDCC=VDCN=QV 执行。

DZ 时间：日（天）用 /；小时用 ’；分钟用 8(+，秒用 ) 等，单位符号均用英文小写正体。

NZ 溶液浓度：溶液浓度用 8.3^_ 表示，而不用 H 或 ‘。

VZ 旋转速率：单位符号为 -^8(+，而不用 -68。

MZ 生物大分子的分子量：蛋白质用 FI；核酸用 76 或 F7。

EZ 光密度：光密度符号用斜体表示，如 ?@，?@LCC等。

LZ 图表中数值的量和单位：用量与单位的比值表示数值，即物理量符号（斜体）与单位（正体）之间用斜线隔开，如 ,^’（时

间，单位是小时）。

PZ 有些数值带的计量单位不能省略，如 VC08 a CZE08 不可写成 VC a CZE08。
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