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發展分析磁泳之免疫分析應用中文摘要

關鍵詞：分析磁泳、免疫分析

磁性分離技術使用功能性之磁性顆粒，是靈敏、高選擇性的方法，可快速且容易的捕
獲特定的蛋白質、基因和其它生物物質並進行相關的分析。此技術相對於其他分析方法而
言，對被分析物質(analytes)產生較少機械壓力(mechanical stress)且較簡便、便宜的，而且可
較容易自動化和小型化。

本計畫建立以永久磁鐵為磁場源的磁性分離系統為基礎，結合免疫分析及分析磁泳來
進一步探討它在生化相關分析上的應用，如 immunomagnetic assays，以建立簡單、快速、
高選擇性的磁性分離技術與應用。

本年度探討以抗原抗體及其他化學鍵結反應相連結之磁性顆粒與其基質(substrate)之
親合力(affinity) (Kaffinity)關係，建立以抗原抗體為選擇基礎的高選擇性磁性顆粒及相關的分
離與分析條件最適化之參數。



Development of immunoassay applications of analytical magnetapheresis

Keywords：immunomagnetic assays, analytical magnetapheresis

The magnetic separation, using functional magnetic particles, is a fast and selective method
to capture specific proteins, genetic material and other biomolecules for further analysis. This
technique is simpler, economic, and less mechanical stress for analytes versus other analysis
methods. This technique is also easy to automation and miniaturization. The purpose of this
proposal is to investigate the immunoreactions and biochemical applications of analytical
magnetapheresis. Functional magnetic particles and analytical magnetapheresis would be
studied for various biochemical and related applications.

We investigated the affinity reaction of the antigen-antibody and magnetically
chemical-derivatized reaction to establish the optimal parameters for high selective analysis.
The optimized conditions will provide guidelines for the biomedical applications of analytical
magnetapheresis in the future.



前言：

目前分離技術中利用物理性質為分離基礎的技術大都是以物質的大小、密度、電荷、
擴散係數等為主，對於日益複雜的樣品單由以上一種物理性質來做分離往往未能達到有效
的分離的效果，另外發展及使用其他具選擇性的物理性質來達到有效的分離在生化樣品之
應用上是非常的重要且必需的。磁場具有高的選擇性且使用簡單，應用於水溶液中的樣品
時，較使用離心場在儀器上是更較簡單且快速，若與電場比較，因其不受電解產物的干擾，
所以較簡單方便。若使用永久磁鐵來組合磁場在，在儀器設備上更是非常的簡便與經濟。
由於它的速度和選擇性的特點，磁性分離技術已陸續被使用在生物技術相關的應用。分析
磁泳(analytical magnetapheresis)應用於有磁性感受性物質的分析則是相對較新的技術。

傳統上磁場是應用於採礦業上將磁化率高的物質分離出來[1-3]，近來在國際上有將磁場
應用於顆粒[3-6]及血球[7-11]等的分離，技術上主要是利用磁場的高選擇性及簡單性，但這些
應用大都使用電磁鐵以產生高的磁場強度來完成，但有些未能有效的控制流速或未能使用
流洗 (e1ution) 的方式完成，所以成本高且不方便。發展以永久磁鐵組合磁場來做分離技術
的基礎是非常的值得且有經濟價值，它的應用很多，包括顆粒方面、環境方面、生物 (或
微生物)方面等。

研究目的：

本研究以永久磁鐵為基礎磁場的磁性分離系統為基礎，結合免疫分析及分析磁泳陸續
地進一步來探討它在生化相關分析上的應用，如 immunomagnetic assays，以更進一步建立
簡單、快速、高選擇性的磁性分離技術與應用。

文獻探討：

磁性分離技術使用功能性之磁性顆粒，是靈敏可靠的方法，可快速且容易的捕獲特定的
蛋白質、基因和其它生物物質。此技術相對於其他分析方法而言，對分析物質(analytes)產
生較少機械壓力(mechanical stress)且較簡便、便宜的，而且可自動化和小型化。

磁性流體或 ferrofluids 主要包括微米或奈米大小的氧化鐵顆粒(Fe3O4 或 γ- Fe2O3) 分
散在載體液體。近年來，根據使用磁性固態支持(magnetisable solid phase supports, MSPS) 發
現了許多在生物領域應用即診斷、藥物標的、分子生物學、細胞分離和純化、免疫分析等
[12-14] 。當前被使用的許多磁性顆粒是超順磁性的(superparamagnetic)，即這些顆粒在一個外
加磁場下可容易地被磁化，當磁場被去除時立刻再分散。商業化的磁性顆粒一般分類為赤
裸顆粒(unmodified magnetic particles)、化學衍生化的顆粒(chemically derivatized)、以及一般
特異性配位基(general specificity ligands)，如 streptavidin, 蛋白質 A 或 monoclonal 和
polyclonal 抗體。

Immunoassays 由於它的敏感性、特異性和一般適用性，在臨床診斷和在基礎研究上成
為一個重要工具。包括 fluoroimmunoassays 、酵素 immunoassays 或放射免疫測定的各式
各樣的 immunoassays，主要是將酵素或抗體固定化在為微盤上，再經過與分析物反應
(incubation)、清洗(wash)…… 等步驟，所需步驟多，時間長。磁性顆粒已應用於與一級或
二級抗體，用來分離和定量抗原。此方法可減少離心試樣的步驟，如此可減少分析試樣的
時間和簡化操作，因此增加效率和準確性。 Matsunaga 等人 [16] 開發了一個新穎的
fluoroimmunoassay 方法, 螢光素 isothiocyanate (FITC) 被共軛的單株抗體（conjugated
monoclonal），anti-Escherichia coli 抗體，固定在細菌磁性顆粒(bacterial magnetic particles,
BMPs) 用來作為 E. coli 之偵查和移除。 Matsunaga 等人亦開發了化學發光酵素
immunoassay 與 BMPs 使用 IgG 作為試樣抗原 [17]。同樣磁性顆粒基於 ELISA 的原理亦被
開發做為葡萄球菌種類 [ 18 ]偵查。



研究方法：

本計畫結合生化immunoassay 技術及分析磁泳技術以研究功能性磁性顆粒與分析磁泳
分離系統在生化相關分析上可能的各種應用。

探討以抗原抗體及其他化學鍵結反應相連結之磁性顆粒與其基質(substrate)之親合力
(affinity) (Kaffinity)，以便建立以抗原抗體為選擇基礎的高選擇性顆粒及相關的分離與分析技
術。抗原抗體接在磁性顆粒後之親合力或酵素與其substrate之親合力，對磁性分離之選擇性
及回收率扮演著重要的因素，但一般商業化產品均不提供此資訊，文獻上提供之資訊也大
都是抗原抗體本身在均勻溶液(homogeneous solution)利用equilibrium dialysis 所測量而得。
本研究結合分析磁泳技術，將抗原或抗體接在磁性顆粒上，利用磁場將磁性顆粒沉積在分
析槽內，再注射經螢光標示或與微米顆粒結合之抗體或抗原，以達到分離及分析定量之目
的，此運作條件下之抗體磁性顆粒與抗原之親合力探討，一來可驗證本實驗系統裝置是否
正常運作，二來可提供後續分析應用之最適化條件之參數選擇指標。

結果與討論

The interaction of Biotinylated silica and streptiavidin-coated magnetic beads with a Laminar
flow chamber

The association rate constant , k was determined by different methods:
1. determined by initial rate method d[p]/dt =k* M* Lbulk

2. determined by first-order reaction (intergral method)
ln[A]t= ln[A]0 –kt

3. determined by second-order reaction

The results from the reaction of biotinylated silica and different sizes of streptiavidin-coated
magnetic beads were shown on below.
(a) 2um S-beads, Reaction time 0.31~15.5 sec
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y = 7937.8x + 23585

R2 = 1
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(B) 860nm

圖表標題
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(C ) 420nm

y = 4E-14x + 2E-13

R2 = 0.9873
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( b ) determined by first-order reaction (intergral method)
ln[A]t= ln[A]0 –kt
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y = 0.0071x + 24.402

R2 = 0.8382
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由以上結果可知本實驗條件下, 在較高流速時, 所得結果可利用 pseuodo-first rate
reaction, 並利用 initial rate method 求 reaction rate constant, 來比較顆粒大小對反應之影
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以上結果, 我們實際上是透過平均產物量所求的反應速率常數，反應物濃度隨時間減

少，反應速率愈慢，進樣流速愈慢，反應時間愈長，所得之 rate constant 也較小。因

此我們固定流速在 0.05 ml/min, 進樣不同濃度樣品，在透過 initial rate method 求

得不同顆粒與反應速率之關係。
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上圖為 reaction rate 與 sizes of streptavidin labeled magnetic particles 之關係圖,
利用 PEARSON 函數計算 particle size 與 kinetic rate 相關係數 r（-0.7849） , 由此可見

磁性顆粒愈大反應速率及速變小, 因建議在 flow system 之應用, 應選擇小顆粒反應較佳.
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