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纳米复合探针的肾病

管型的荧光成像技术的研究"
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建立一种基于石墨烯量子点"

6X$H

&的肾病管型荧光检测技术'方法
!

首先!将
YD
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纳米颗粒与抗人免疫

球蛋白抗体"

'&E)>Z
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&结合!然后!将氨基化修饰的
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连接到
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表面!构建荧光探针'为了避免交联试剂
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基琥珀酰亚胺"
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&对
6X$H

的荧光猝灭效应!只加入交联试剂
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二甲基氨丙基&

>*>

乙基碳二亚胺盐酸盐"

W$4

&'再用牛血

清清蛋白"

!"7

&封闭纳米颗粒上的剩余活性基团'最后!将
YD

*

<

.

$

6X$H

复合材料作为荧光探针!标记样品中的管型!再用荧光

成像进行检测!对该方法进行初步性能评价'结果
!
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6X$H

与
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纳米颗粒表面连接后通过透射电子显微镜成像显

示连接成功'

6X$H

的荧光强度没有在
YD
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连接后明显下降'这种荧光检测方法具有高灵敏度"最低检出限为
,
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f+

&(高特异性及线性范围宽"
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,///(V

f+

&的特点!可对肾病患者尿中的管型"红细胞管型(白细胞管型(颗粒管型&进行准

确定量分析'结论
!

这种标记管型荧光成像分析可作为肾病诊断的新方法'

关键词"肾脏%
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肾脏疾病日益全球化#威胁人类健康'

+

(

)目前#管型的检

出成为肾脏损伤的重要标志之一#受到广泛关注'

,

(

)但是#目

前管型的检出主要依靠光学显微镜#存在灵敏度-特异性低的

缺点)因此#研究一种对管型检出更灵敏-特异的方法迫在眉

睫)量子点$

X$H

&有着生物相容性和强烈的光致发光性#其本

身就是一个潜在的显像剂'

*

(

#表面修饰的
X$H

可提高细胞成

像的效率'

.

(

)本研究将石墨烯量子点$

6X$H

&与
YD

*

<

.

纳米

颗粒连接成一种新型纳米复合材料#应用于管型检测具有高灵

敏度-高特异性等优点#现报道如下)

$
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材料与方法

$-$

!

材料
!

氨基化的
6X$H

由先丰纳米材料公司提供)羧基

化的
YD
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纳米颗粒购自百运纳米科技有限公司)抗人免疫

球蛋白抗体$

'&E)>Z
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&及牛血清清蛋白$
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&购自
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*>

二甲基氨丙基&

>*>

乙基碳二亚胺盐酸盐$

W$4

&及
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羟基琥珀酰亚胺$

1Q"

&购自阿拉丁公司)所有试剂的配制均

采用去离子水)
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方法
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6X$H

荧光探针的制备
!
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羧基化
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纳米颗粒$
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值为
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&中置于黑暗中反应
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)反应产物通

过磁性分离#并用
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溶液冲洗
*

次)随后#
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基化的
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纳米材料$
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&混合#置于黑暗中反应
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)不加
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#以避免
1Q"

对
6X$H

的荧光猝灭)接下来#加入
+(V
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&#室温下反应
+F

#封闭纳米粒子上的剩余活性基

团)最后
YD
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6X$H

荧光探针通过磁性分离#并用
+/(V

#!"

溶液冲洗
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次)并存储于
.
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备用)纳米颗粒通过
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型透射电子显微镜$
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公司&进行表

征)
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6X$H

荧光探针的制备流程见图
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6X$H

荧光探针的制备流程
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6X$H

荧光探针的性能
!

YD
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6X$H

荧光探

针的荧光性能使用
Y>0///

荧光分光计$日立公司&测量#激发

光谱为
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#发射光谱为
*9/
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种常见管型的荧光成像
!

管型尿标本于第三军医大

学附属新桥医院检验科获得#尿液标本共有
*

种类型的管型

$包括红细胞-白细胞-颗粒管型&)检测步骤!
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尿液标本

与
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6X$H

荧光探针在
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值
0-.

&溶液中反

应
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#然后采用
$2>,

荧光显微镜$

VD)B'

公司&进行荧光

显像)
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荧光检测的性能评价
!

将已经通过显微

镜定量的管型尿标本倍比稀释为
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个梯度浓度$
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&#然后用

相同的荧光探针法进行检测#以确定荧光成像分析法的灵敏

度-线性范围和检出限)
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6X$H

探针的表征
!

6X$H

和
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纳米颗粒经

透射电子显微镜成像)
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与
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纳米颗粒表

面连接后透射电子显微镜成像)图
,7

显示了
6X$H

纳米粒

子的结构及其分散性$直径约
,-/&(

&#适用于
X$H

和荧光成

像'
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)图
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显示了
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纳米粒子的结构及其分散性)

YD

*
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.

纳米颗粒的边缘清晰)图
,4

表明
YD

*

<
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纳米颗粒被一

些物质包围$可能是
6X$H

和
'&E)>Z
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&)在更高的分辨率下

$图
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6X$H

粒子周围的
YD

*

<

.

纳米颗粒更清楚明显)
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6X$H

探针的荧光性能
!

YD
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6X$H

荧光探针

在紫外线照射的时候有明显的荧光)此外#荧光扫描的结果显

示#适合的激发波长为
*;/

!

.,/&(

#发射波长为
.,/

!

;,/

&(

)

*./

!

.,/&(

的激发光谱扫描$每隔
,/&(

扫描一次并

作图&提示
*9/&(

是最佳激发波长#与以往报道的
6X$H

及

YD

*

<

.

纳米粒子最佳激发波长一致'

3>0

(

#这表明
YD
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6X$H

纳米复合材料可以被用作磁性和荧光探针)
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YD
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6X$H

探针测定临床标本
!

*

种类型的管型$包

括红细胞管型-白细胞管型-颗粒管型&是由光学显微镜和荧光

成像技术同步获取和测试)光学显微镜和荧光成像见图
*

)

与光学显微镜检测法相比#荧光探针检测的图像更清晰#杂质

的干扰更少)因此#本研究构建的管型的荧光成像技术是适用

于管型的临床标本检测的)
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注!
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为
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纳米粒子%

!

为
YD

*

<

.

纳米粒子%

4

为
YD

*

<

.

纳米

颗粒被一些物质包围%

$

为更高的分辨率下
6X$H

粒子周围的
YD

*

<

.

纳米颗粒)

图
,

!!

YD

*
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6X$H

探针的透射电子显微镜图像
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注!
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为显微镜法检测$
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为
YD
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6X$H

探针法检测

$

.//g

&)

图
*

!!

*

种管型临床标本的检测
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!

YD
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6X$H

探针测定的灵敏度及检出限
!

该方法的检

出限约为
,(V

f+

)然而#当测试浓度高于
.///(V

f+时#计数

的值也不会相应增加了)因此#本荧光成像测定的线性范围是

,

!

,///(V

f+

)回归分析的结果也表明#这种荧光成像分析

的荧光 计 数 与 管 型 浓 度 有 良 好 的 线 性 相 关 关 系 $
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6X$H

荧光成像计数与管型

浓度的线性相关分析

'
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讨
!!

论
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管型是一个圆柱形的结构#其基质由
@'((>QACHJ'GG

蛋白

组成#在泌尿系统感染时白细胞及红细胞的数量急剧增加可导

致管型的产生'

9>?

(

)管型产生于肾单位远曲小管及集合管#从

而进入尿液#提示肾脏疾病的进展)但是#目前管型的检出主

*
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要依靠光学显微镜#但其存在低灵敏度-低特异性的缺点)因

此#研究一种对管型的检测更为灵敏-特异的方法迫在眉睫)

X$H

的生物相容性及强烈的光致发光性使其本身就是一个潜

在的显像剂)

X$H

结合各种纳米颗粒材料的研究已经被广泛

报道'

+/

(

)表面修饰的
X$H

可提高细胞成像的效率)

X$H

链

接有磁性的物质可作为探针已被相关学者研究'

++

(

)有报道指

出#将
X$H

与药物微粒连接后可用于治疗肿瘤及其他疾

病'

+,

(

)

本研究构建了一种基于
6X$H

和
YD

*

<

.

纳米颗粒标记管

型的荧光成像技术)带有磁性的
YD

*

<

.

"

6X$H

纳米新型复合

材料#增强了管型检出的特异性#可排除尿液中非蛋白杂质和

可溶性蛋白的干扰)它可以检测临床标本中常见的管型$包括

红细胞管型-白细胞管型-颗粒管型&)同时#这种荧光检测方

法灵敏度高$最低检出限
,(V

f+

&-特异性好-线性范围宽$

,

!

,///(V

f+

&)这个检测限为光学显微镜的
+

"

+/

#主要是由于

6X$H

高荧光性和
YD

*

<

.

纳米颗粒的磁性聚集使灵敏度增加)

回归 分 析 表 明#该 检 测 方 法 有 很 好 的 线 性 关 系 $

7 h

+-+,/,5 .̀,-.;.

#

O

,

h/-?9?.

&#可以用于肾脏疾病中尿液

管型的定量分析)总之#本研究建立的荧光成像分析为肾脏损

伤的诊断提供了一种全新的方法)
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