
什么是乳胶微球？

Technical Note 008

乳胶微球技术概述

乳胶微球指的是胶体尺寸（纳米至亚微米）范围内的球形聚合物颗粒，由无定形聚合物（通常是聚苯乙烯）形成。
对于粒径<100 nm的微球，微球中每根聚合物链的平均分子量约为1 x 106 g，对于较大粒径的微球，其平均分子量降至约2.4
x 105 g。聚苯乙烯链是每两个碳原子上连接一个苯环的线性碳氢链。
苯环之类的芳香环控制着高分子链相互盘绕和纠缠，并占据了大部分的空间。如果我们能够观察粒子表面的微观结构，我们
看到的将只是随机堆叠的苯环，偶尔有一个链的末端伸出在外。
因此，乳胶微球的表面具有很强的疏水性，能够对具有疏水区域的分子物质产生强有力的物理吸附作用。许多表面活性剂和
蛋白质分子仅仅通过简单的被动吸附就能牢固结合在乳胶微球的表面上。

该图显示了聚苯乙烯微球表面的一部分。该视角俯视表面的一个硫酸根基
团（红色和黄色部分）。注意苯环在平面上占主导地位，使得表面呈现出
强烈的疏水特性，非常适合吸附蛋白质等材料。
聚合物链的末端通常有一个带电基团，它的电荷保证了乳胶微球的胶体稳
定性，防止微球聚集。带电的末端约占颗粒表面积的5%至10%，余下约90%

的区域能够结合其他分子，例如乳胶凝集测试中使用的抗体。
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聚苯乙烯的理化特性
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文献值特性
20°C 时为 1.055 g/cm3密度

刚性高分子，压缩模量 3000 mPa变形性

2.49 – 2.55介电常数

100 – 110°C（Tg）玻璃化转变温度

1.59 @ 590 nm折射率

苯、氯仿、四氯化碳、环己烷、二甲基甲酰胺、二氯甲烷、吡啶、四氢呋喃、甲苯、二甲苯可溶于

丙酮，丁烷，乙醇，乙醚，甲醇，己烷，苯酚，丙醇，水不溶于

~0.30 M 单价离子，pH 7*CCC（疏水性乳胶微球）：

>1.0 M 单价离子，pH 7CCC（亲水性乳胶微球）：

*注：CCC（临界凝集浓度）指的是在乳胶颗粒悬浮液中产生快速聚集所需的特定离子浓度。



为什么选择超净（免清洗/无表活）微球？
超净乳胶微球不需要表面活性剂来防止聚集。干净的表面有助于消除吸附和稳定性实验中的不确定性。
市售表面活性剂的纯度往往不高。不同制造商提供的同一名称的表面活性剂之间通常存在很大差异，并且存在显著的批次间差
异。这不可避免地导致蛋白质附着行为的变化。
此外，使用表面活性剂的微球制造商通常不愿意告知最终用户使用了哪些表面活性剂以及乳胶分散体中剩余了多少表面活性剂。
非离子表面活性剂经常发生一些表面活性剂有可能共价接枝到颗粒表面。在这种情况下，无论是广泛的透析还是离子交换树脂
都不能去除材料。
建议通过使用不含表面活性剂的免洗微球来消除这些问题。干净且经过良好表征的微球表面使检测试剂的优化变得容易。

胶体稳定性注意事项
乳胶微球通常以良好分散于水中的形式提供。微球能够在没有特异性相互作用（如抗体 - 抗原相互作用）存在的情况下聚集，
是微球粒子之间存在范德华力相互作用。这种效应是可以累加的。当粒子变大，范德华力的作用也会增强。对于由大量原子组
成的胶体颗粒，粒子“感觉到”彼此吸引的距离可以达到0.5 μm。

该图显示了当聚合物微球靠近在一起时，分离两个颗粒所需的能量会变
得很大。小颗粒相互吸引的力较小，大颗粒则较大。吸引力与颗粒大小
成正比。可用于帮助它们分离的热能量需要1kT左右，这一量级与周围
环境所提供的热扰动相当。如果颗粒发生了聚集，靠热扰动是无法分开
它们的，因此需要一个能垒来保证颗粒分开，不会相互聚集。超净乳胶
微球利用的是合成过程中引入微球颗粒表面的电荷。其他制造过程可能
会依赖不确定的表面活性剂混合物。

两个乳胶微球之间的吸引力
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两个乳胶微球之间的排斥力
当微球颗粒间的静电斥力足够强，颗粒在类似于吸引力的距离上就能
“感受到”斥力。斥力是根据靠近表面的电荷引起的电势计算的；这种
电势被称为 ζ 电势。它可以通过实验直接测量，也可以通过微球表面电
荷的滴定结果来估算。

两个乳胶微球之间的总相互作用
总相互作用是通过简单地将吸引力添加到排斥力来计算的。在1 mM的
盐浓度下，微球颗粒之间存在很高的斥力屏障。当盐浓度增加到100
mM时，斥力屏障要低得多，但仍然足以保持颗粒的分散稳定性。在盐
浓度达到500 mM时，颗粒会聚集。在这种高盐度下，离子型表面活性
剂无法保持乳胶微球的胶体稳定性，需要加入非离子型表面活性剂。
对于亲水性乳胶（例如羧基修饰的乳胶微球），锚定在表面上的可溶
性聚合物组成的“模糊”表层能够提供额外的排斥力阻止微球聚集。
这一层实际上类似一种高浓度的的聚合物溶液。当两层被推到一起时，
局部渗透压的增加足以抵抗表面层的压缩。

除了这种强烈的短程排斥效应之外，静电排斥从这个“模糊”表层的最
外边缘就开始起作用了，总的效应是使得排斥力大为增强。这类的稳定
效应属于静电作用带来的稳定效应，其效果非常显著。
这种类型的相互作用广泛存在于自然界中，许多生物系统的蛋白质表层
都具有类似的作用。例如牛奶中的脂肪液滴和血液中的红细胞，都依赖
静电斥力保持自身的分散稳定性。

加入静电排斥力的总相互作用
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“模糊”表层的厚度随着pH值和盐浓度的改变而改变。当pH值的增加，层内的羧基的解离度越来越高，表层会膨胀。当盐浓
度增加，电荷逐渐相互屏蔽，表层会收缩。而在非常高的盐浓度下，聚合物层的溶解度会降低，并且会完全塌陷，进而导致微
球颗粒的聚集，相当于达到了临界凝集浓度CCC。亲水性乳胶微球的CCC通常超过1 M氯化钠，此类微球颗粒在接近生理离子强
度的缓冲液中更易于使用。
重力沉降
单个微球的沉降动力学符合Stokes定律。该公式将沉降速率与微球颗粒和液体之间的密度差、颗粒大小、重力以及液体粘度相
关联。
问题在于，上述参数的任何一个都可以变化，外加粒子的浓度。当我们使用乳胶微球的时候，我们可以很容易地离心 1 μm 颗
粒，但离心 0.1 μm 的颗粒要困难得多。因此，除了认识到粒子始终处于热运动状态外，我们还必须牢记上述每个因素的影响。
让我们依次考虑以上的每个因素能产生的影响：

• 聚苯乙烯的密度为1.055 g/ml，在正常的实验室温度下接近水。温
度变化不会改变这一点，因为聚苯乙烯的膨胀系数非常小。但水的
密度确实发生了显著变化——如果我们在 4°C 下离心，微球沉降的
速率将降至室温下速率的 95%。此外，密度也是盐浓度的函数。
因此，在1XPBS这种接近生理环境的盐浓度下，沉降速率可以减慢
高达30%。

• 粘度对温度甚至比密度更敏感，在4°C时，沉降速率将进一步减慢
至25°C时的54%。

• 随着颗粒变小，沉降速率减慢。例如，当我们将粒径从 1 μm 减小到 0.1 μm（减少到10%）时，沉降速率减慢到较大颗粒
对应值的 1%。这意味着，例如，我们必须离心大约 8.5 小时，而不是离心 5 分钟！

• 粒径效应的另一个问题是微球颗粒不是静态的; 由于局部密度波动，它们会以随机方式扩散。越小的微球随机扩散的速率
越高。这种布朗运动很容易用光学显微镜观察到。我们为什么要担心这个？因为这种随机运动会对抗沉降。

• 当我们通过增加速度来增加离心机中的g力时，离心力会随着速度的平方而增加。上图的曲线显示了单纯硫酸根稳定的聚
苯乙烯微球的沉降速率随离心力的变化



羧基修饰的乳胶微球比单纯硫酸根稳定的乳胶微球具有更大的流体动力学尺寸，该尺寸也是盐浓度和pH值的函数。因此，在不
确切指定各项参数的情况下预测沉降速率是很难的。
蛋白质在微球表面的附着也会改变微球的沉降速率，有可能相对原有的微球而言加快或者减慢沉降速率。不过，由于胶体稳定
性的改变，蛋白包被的颗粒通常更容易快速且充分地重新分散。

微球的选择
微球类型的选择取决于测试类型和您希望使用的蛋白。例如，如果要使用共价偶联，则应选择表面带有活性基团的微球。微球
粒径大小由测试的原理和指标要求决定。

使乳胶微球沉降的典型g力约为1 cm/min

粒径问题
简单的目视法检测：需要考虑的主要因素是良好的肉眼可见度、快速的凝集响应（受到扩散速率影响）和可用的微球表面积。
粒径在0.3 μm 至 0.5 μm 的微球尺寸有利于肉眼观察，并且它们的扩散也比较迅速。此外，微球能够吸附蛋白的表面积也相对
较大。然而，如果不使用材料密度较高的颗粒的话，这个粒径范围的微球很难通过离心洗涤。如果要考虑清洗特别是对于需要
去除多余蛋白的共价偶联体系，通常要使用超过1 μm的粒径。
利用条带或膜的检测：微球需要能以高扩散迁移率的通过条带或者膜的多孔网络，0.2 – 0.3 μm 左右的粒径是比较好的选择。
利用光学系统的检测：浊度法测试通常需要微球粒径不超过0.4 μm的上限。在此限值以下，当颗粒凝集，散射光强随之上升。
光的散射强度与体积的平方成正比; 两个颗粒结合到一起之后，其散射光强是单个颗粒的四倍。此类检测方法可以在合理的固含
量下使用更小粒径的微球，即在0.1%到1%之间的固含量。
另外一些自动检测系统是围绕来自更大粒径微球的光散射而设计的。它们使用1.5 μm至5 μm的微球颗粒，并且可以围绕单个颗
粒的散射进行设计。在如此大的粒径下，每毫升的颗粒数量在1%的固体含量下非常小。固体含量为1%的5 μm颗粒每毫升有
6 x 108个颗粒（相比之下，500 nm颗粒的数值为6 x 1011 个/mL，而50 nm颗粒为6 x 1014 个/mL）。
蛋白附着问题
使用何种蛋白附着的方法是另一个重要的考虑因素。抗体的取向和构象决定哪种方法最合适。
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如果物理（被动）吸附能给出令人满意的结果，那么最常用的颗粒是硫酸根稳定的聚苯乙烯微球。对于这种类型的表面，大约
5 – 10%被空间上分开的一价硫酸根基团占据。其余90 – 95%的表面由聚苯乙烯的堆叠苯环组成。这是一个高度疏水的表面，
为蛋白质分子的疏水部分提供了充足的吸附位点。
通过两步法的共价偶联通常使用碳化二亚胺类的偶联剂（如EDC）进行，以得到活性酯中间体。蛋白通过羧酸基团和伯胺基团
附着在乳胶微球上。如果要将蛋白上的胺连接到表面，则应选择羧基修饰的乳胶微球。也可以将蛋白质上的羧基用作连接的位
点，然后选择具有脂肪胺功能表面的颗粒。
通过简单的一步法孵育可以很容易地进行共价偶联。这里利用蛋白质上的伯胺基，有两种类型的表面活化微球可用。醛基和氯
甲基微球都很容易与蛋白反应产生有效的共价键。醛基微球比氯甲基微球更亲水，对于分散稳定性更有利。氯甲基表面更容易
用甘氨酸等小分子阻断多余的位点。
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