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"摘要#

!

目的
!

探讨
)'*+,

羧基水溶性量子点在鼻咽癌标志物
!"

病毒核抗原
%

#

!"#$%

%中的标记方法&

方法
!

将
)'*+,

羧基水溶性量子点和鼻咽癌
!"#$%

在
%-

#

.-

二甲氨基丙基%

-.-

乙基碳二亚胺盐酸盐的作用下共

价交联!生成量子点标记的抗原!对标记后的抗原采用紫外可见吸收谱'荧光光谱测定!琼脂糖凝胶电泳分析&

结果
!

羧基水溶性量子点与鼻咽癌
!"#$%

抗原通过表面氨基与羧基缩合形成的稳定共价键!羧基水溶性量子点

与鼻咽癌
!"#$%

抗原之间实现了成功连接!标记后荧光发射光谱检测结果表明!标记后的量子点
!"#$%

溶液的

发射峰位置在
.('+,

附近!保持良好的荧光特性&结论
!

)'*+,

羧基水溶性量子点采用共价交联法可稳定标记

鼻咽癌标志物
!"#$%

!为后续研究提供可靠依据&
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量子点又称半导体纳米晶#主要由
!"#

族元素%如

L?E4

*

L?E

等&或
$"%

族元素%如
M+N

*

M+$E

&组成#其粒径小于

%''+,

#由于其晶体核心的存在#在宽频紫外光的激发下可发

射特定颜色的荧光+

%-0

,

-量子点主要分为亲水性和疏水性两

种#医学领域应用的量子点常常是亲水性的#且为了与其他生

物蛋白分子结合#在量子点表面带有氨基或羧基基团+

.

,

-应用

于生物医学科学的量子点要求具有水溶性*荧光强*非特异性

吸附低等特点#量子点的功能化修饰主要是把抗体*多肽*寡核

苷酸*生物素等修饰在量子点表面#修饰方法主要包括静电吸

附*共价耦联*非特异性吸附*巯基交换
&

种#其中共价耦联法

是最常用*最稳定的方法-因此本文采用羧基化的水溶性量子

点作为发光材料#采用共价交联法与
!"

病毒核抗原
%

%

!"#$%

&进行耦联-相对于传统的有机荧光分子材料#量子

点具有如下优点!%

%

&激发光谱宽而连续#吸光系数大#量子产

率高)%

0

&发射光谱窄而对称#无拖尾现象)%

.

&荧光强度强#信

噪比高)%

&

&光稳定性好#抗光漂白能力强)%

*

&发射波长随粒径

大小改变-由于其独特的化学和光学特性#量子点逐渐应用于

肿瘤生物医学领域+

&-1

,

-本文就羧基水溶性量子点用于标记鼻

咽癌标志物
!"#$%

做了初步研究#并表明量子点已成功标记

!"#$%

-

$

!

材料与方法

$H$

!

量子点标记
!"#$%

$H$H$

!

样品预处理
!

将北新化成公司购买的
!"#$%

从
O0'P

冰箱中取出#常温解冻后溶解于缓冲溶液%

0',,37

"

Q"38;94

#

6

R/H&

&中#采取截留相对分子质量
%'S%'

. 的超滤

管超滤除去杂质#样品终浓度为
0H0,

>

"

,Q

-

$

%0/

$
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$H$H/

!

样品用量
!

见表
%

-

表
%

!

样品用量信息%

&

&

&

'

抗原性状 抗原"量子点 荧光最大发射峰%

+,

& 荧光全半峰宽%

+,

&

溶液
$ %'U% )'* 0&

溶液
" &'U% )'* 0&

$H$H'

!

标记方法
!

羧基水溶性量子点%

V.)'*

&和
!"#$%

在

%-

%

.-

二甲氨基丙基&

-.-

乙基碳二亚胺盐酸盐%

!WL

&的作用下

共价交联#生成量子点标记的抗原#采取截留相对分子质量

%''S%'

. 的超滤管除去未反应的抗原和其他杂质#终产物保

存于
*',,37

"

QB38;94

#

6

R(H&

#

'H'*X #;#

.

-

$H/

!

反应原理
!

本研究所使用的交联剂为
!WL

#其反应原理

为羧基水溶性量子点上的
-LYYR

先被交联剂
!WL

活化#形成

一个中间产物#中间产物再与
!"#$%

上的
-#R

0

反应#最终在

!"#$%

与量子点之间形成稳定的共价键-

$H'

!

荧光光谱测定条件
!

荧光激发波长!

.('+,

#扫描步长!

%+,

)温度!室温)溶剂!

*' ,,37

"

QB38;94

#

6

R(H&

#

'H'*X

#;#

.

-

$H1

!

紫外可见吸收谱和荧光光谱测定条件
!

紫外扫描波长范

围!

&*'

"

/''+,

#扫描间距!

'H*+,

#扫描速度!高速)参比溶

液!

*',,37

"

QB38;94

#

6

R(H&

#

'H'*X#;#

.

-

$H2

!

凝胶电泳图测定条件
!

电泳缓冲液!

'H*S2$!

)凝胶浓

度!

%X $

>

;83E4

)电压!

%&'K

)电流!

(',$

)时间!

&',=+

-

/

!

结
!!

果

/H$

!

标记后的量子点
!"

病毒核抗原
%

%

VW-!"#$%

&发射光

谱图
!

标记后
VW-!"#$%

溶液的发射峰位置在
.('+,

附近-

见图
%

-

图
%

!

量子点标记的抗原荧光发射光谱图

图
0

!

量子点标记的抗原紫外可见吸收谱图

/H/

!

量子点标记的抗原紫外可见吸收谱图
!

标记后的
VW-

!"#$%

紫外可见吸收谱见图
0

-

/H'

!

量子点标记后的
VW-!"#$%

凝胶电泳图
!

第
%

泳道表

示标记后的
VW-!"#$%

的凝胶电泳图#第
0

泳道表示羧基水

溶性量子点的凝胶电泳图-见图
.

-

图
.

!

量子点标记的
VW-!"#$%

凝胶

电泳图%

.'0+,

激发'

'

!

讨
!!

论

鼻咽癌是我国南方沿海及湖南湘西等地常见的恶性肿瘤#

发病率最高可达
.'

"

%'

万#居耳鼻咽喉头颈外科恶性肿瘤之

首-由于鼻咽部解剖结构复杂#鼻咽癌不易早期发现#临床上

收治的患者中只有
%'X

"

0'X

属于早期#一旦出现明显症状

就诊#多已处于中晚期#因此#鼻咽癌早期诊断尤为重要-鼻咽

癌与
!"K

感染具有一定相关性#临床上用于鼻咽癌的早期诊

断主要是检测鼻咽癌患者血清的
!"

病毒感染情况#如
!"-

KL$M

>

$

#

!"#$%

#

Z9;-M

>

$

#

!$

"

M

>

$

等+

%'-%.

,

-

!"#$%

在所有

的鼻咽癌患者中都有表达#是鼻咽癌唯一的病毒核蛋白质#它

的改变可能是促进癌变的因素之一+

%&

,

-有研究发现#

!"#$%

可能通过体外诱导的鼻咽癌
[

%

期细胞周期阻滞#从而抑制鼻

咽癌细胞生长+

%*

,

-

纳米科技的迅速发展为肿瘤的早期诊断*个体化治疗*靶

向药物治疗及免疫组织化学诊断提供了新的思路-量子点具

有独特的光物理和化学性质#作为一种新型的荧光材料结合肿

瘤标志物为恶性肿瘤的发病机制*早期诊断*分期及预后监测

提供了新的机遇#目前的研究主要集中于特定的肿瘤标记物或

有形的载体#如细胞和组织基础上的分子检测-由于量子点具

有特有的光物理和光化学特性#使得量子点在生物医学领域被

广为应用#其中在细胞成像*活体动物成像*免疫分析技术中得

到广泛应用-量子点用于肿瘤早期诊断一直是研究的主要焦

点#量子点优越的性能可能影响生物医学成像#科学家对量子

点分子探针成像有着极大的兴趣#因为有望进行肿瘤或者转移

的早期诊断-量子点技术用于肿瘤中的诊治#一是通过在量子

点表面或者内部耦联肿瘤标志物及基因片段或者靶向药物-

二是利用量子点独特的光化学和光物理性质#进行细胞成像*

活体动物成像等检测#通过与光动力疗法和荧光共振能量转移

结合进行治疗-关于量子点在头颈部肿瘤中的报道不多#赵成

等+

%)

,制备了近红外量子点表皮生长因子受体单克隆抗体荧光

靶向探针%

VW(''-![\],$B

&#体外实验表明
VW(''-![\]

,$B

能与
J%&

头颈部移植鳞癌细胞表达的表皮生长因子受

体%

![\]

&特异性结合#体内活体成像显示
VW(''-![\]

,$B

静脉注射后能对
J%&

头颈部移植鳞癌进行清楚的原位可

视化荧光成像#荧光成像一直可以持续
0&:

#且在
%

"

):

时间

段内肿瘤成像最完整和信噪比最高#说明此技术对头颈部鳞癌

的发生发展*原位可视化成像和个体化治疗具有独特的优势和

发展前景-

;̂+

>

等+

%/

,先利用
J%&

头颈部鳞状癌细胞株高表

达表皮生长因子受体之一的
![\]

#皮下注入裸鼠体内的头部

和颈部区域#建立动物头颈部鳞癌模型#将波长
(''+,

的量子

点与
![\]

结合制成
VW(''-![\]

抗体探针#通过静脉注射

可以在裸鼠体内成像#这项技术有望进行头颈部肿瘤的早期诊

$

00/

$
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断及个体化治疗-

_F

等+

%(

,采用基于量子点免疫组织化学技

术与常规免疫组织化学技术在醛脱氢酶
%

在头颈部鳞癌表达

的比较中证实量子点免疫组织化学技术更为敏感和客观-

本研究首次将羧基水溶性量子点应用于鼻咽癌早期诊断

的初步研究#将水溶性羧基量子点与交联剂为
!WL

结合#其反

应原理为羧基水溶性量子点上
-LYYR

先被交联剂
!WL

活化#

形成一个中间产物#中间产物再与
!"#$%

上的
-#R

0

反应#最

终在
!"#$%

与量子点之间形成稳定的共价键-标记后琼脂

糖凝胶电泳实验结果表明#羧基水溶性量子点与鼻咽癌
!"-

#$%

通过表面氨基与羧基缩合形成的稳定共价键#羧基水溶

性量子点与鼻咽癌
!"#$%

之间实现了成功连接#也就是说明

标记是成功的-标记后荧光发射光谱检测结果表明#标记后的

VW-!"#$%

溶液的发射峰位置在
.('+,

附近#保持良好的荧

光特性-本研究为后续研究量子点标记的
!"#$%

奠定了

基础-

恶性肿瘤的早期诊断依赖于新的标志物的发现#而免疫检

测技术的进步依赖于检测方法的改进#随着纳米科技技术在生

物医学中的应用#量子点发光技术作为微粒子中的一种#以其

独特的光物理和光化学优势#量子点具有粒径小*荧光产率高*

连接方法简便*稳定性好等特点#用于样品生物分子检测-与

肿瘤标志物相结合#可以作为一种新的发光标记物#有望取代

传统的胶体金应用于免疫层析技术#不过量子点在肿瘤早期诊

断研究领域的应用还需要大量更为细致的工作-
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