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·检验技术与方法·

量子点荧光免疫渗滤法定量检测血清Ｃ反应蛋白的研究
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　　摘　要：目的　对基于量子点荧光的免疫渗滤快速定量检测血清Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）方法进行初步探索，旨在建立一种较好的

快速定量检测方法。方法　采用双抗夹心法原理在免疫渗滤板上建立自制量子点和量子点抗体复合物快速免疫检测法，其结果

在紫外光照射下进行荧光定性检测。采用激光器和荧光光谱仪相结合的方法，可对荧光检测结果进行定量分析。结果　定性检

测到ＣＲＰ的最低浓度为０．１５６ｍｇ／Ｌ；定量检测ＣＲＰ浓度范围在０．１～１００．０ｍｇ／Ｌ的样本，其检测荧光值与浓度有线性对应关

系，线性拟合方程为：ｌｏｇ（犢）＝０．５６３ｌｏｇ（犡）＋４．５７０，狉
２＝０．９５８。结论　荧光免疫渗透快速定量法可对血清ＣＲＰ进行定量检测；

量子点免疫标记技术平台具有开发新型免疫诊断试剂的潜力。
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　　量子点又称半导体纳米晶，是一种新型荧光纳米材料，具

有优于传统有机荧光染料的光谱特性和光化学稳定性［１２］。近

年来，在生物标记应用领域得到广泛应用。传统的免疫荧光诊

断试剂中，常见的标记材料有机荧光染料、稀土元素、荧光乳胶

等［３］，与这些荧光材料相比较，量子点具有荧光发射峰狭窄对

称、激发光范围宽、荧光稳定性能优良等特点，因而是一种理想

的免疫诊断试剂标记材料。尤其是在快速免疫诊断试剂的方

面，近年有较多的报道，如Ｌｉ等
［４］使用量子点为标记材料制备

的免疫层析试纸可用于定量检测血清中的铜蓝蛋白，Ｙａｎｇ

等［５］用量子点免疫层析试纸，结合免疫荧光分析系统定量检测

了血清中的甲胎蛋白。

Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）是临床诊断炎症疾病的一个常用指

标［６］，快速、准确地检测血清中ＣＲＰ的含量具有重要的临床意

义。本文初步建立了一种基于ＣｄＳｅ／ＺｎＳｅ／ＺｎＳ量子点免疫探

针的快速定量检测血清中ＣＲＰ的方法，仅需５μＬ血清，在５

ｍｉｎ内实现对血清中ＣＲＰ的快速定量检测。

１　材料与方法

１．１　材料　ＣＲＰ６４０５单克隆抗体和包被了ＣＲＰ单克隆抗体

的免疫渗滤反应板由奥普生物科技有限公司提供。Ｎ羟基磺

代琥珀酰亚胺（ｓｕｌｆｏＮＨＳ）、１乙基（３二甲基氨丙基）碳二亚

胺盐酸盐（ＥＤＣ）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。

１．２　方法

１．２．１　水溶性ＣｄＳｅ／ＺｎＳｅ／ＺｎＳ核壳量子点的制备和表面改

性方法参见文献［７８］。

１．２．２　量子点与ＣＲＰ６４０５抗体的标记反应　在５００μＬＰＢＳ

缓冲液（ｐＨ６．０，１０ｍｍｏｌ／Ｌ）中，加入量子点２００μＬ（浓度约５

μｍｏｌ／Ｌ）混合均匀；然后分别加入偶联剂７５μＬｓｕｌｆｏＮＨＳ（１０

ｍｍｏｌ／Ｌ）和ＥＤＣ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），室温下避光孵育０．５ｈ；２００μＬ

（浓度约２ｍｇ／ｍＬ）ＣＲＰ抗体用 ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．４，１０

ｍｍｏｌ／Ｌ）透析过夜后，加入上述量子点反应体系，室温下避光

孵育１ｈ；加入ＢＳＡ封闭，条件ＢＳＡ的终浓度约为１０ｍｇ／ｍＬ，

室温下避光封闭１ｈ；将得到的量子点抗体偶联复合物，

２２０００ｒ／ｍｉｎ离心分离１ｈ，弃去上清后用ＰＢＳＴ洗涤液，离心

洗涤３次，最后分散在２００μＬ的 ＢＳＡ１％ ＰＢＳ保存液中，

待用。

１．２．３　斑点免疫渗滤反应　步骤１．２．２制备的量子点抗体

复合物用１％ＢＳＡ溶液稀释至适当浓度，取２００μＬ复合物加

入５μＬ待测样本，混合均匀后取１２０μＬ加入反应板孔内，待

液体完全渗入后，加入４滴洗涤液（１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，０．０５％吐

温２０）。

１．２．４　结果读取　定性检测，反应板在紫外灯（３６５ｎｍ）照射

暗箱中观察，同时数码相机拍照。定量检测，将反应板置于
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ＬＩＦＳ４０５荧光光谱仪（海洋光学，美国）探头下，反应板上的量

子点在４０５ｎｍ激光照射下，光谱仪可检测反应板上荧光斑点

的荧光光谱和强度。

２　结　　果

２．１　量子点的荧光光谱和吸收光谱　图１为使用表面带羧基

的ＣｄＳｅ／ＺｎＳｅ／ＺｎＳ量子点水溶液的紫外可见吸收光谱和荧

光发射光谱（４０５ｎｍ激发），第一激发光吸收峰５７４ｎｍ，则理

论上小于５７４ｎｍ的光源都能激发该量子点发射荧光。选择

４０５ｎｍ激光激发量子点发射荧光，可见荧光发射峰狭窄对称

（半高宽约３５ｎｍ），荧光发射峰６１８ｎｍ。

图１　　ＣｄＳｅ／ＺｎＳｅ／ＺｎＳ量子点的荧光光谱和吸收光谱图

２．２　量子点抗体耦联的验证　在ＥＤＣ和ｓｕｌｆｏＮＨＳ的活化

作用下，将量子点表面的羧基和与抗体分子中的氨基共价耦

联。如图２所示，琼脂糖凝胶电泳图上可见，量子点由于粒径

较小，表面带负电荷，可以在琼脂糖凝胶内迁移；而耦联抗体后

的复合物由于粒径增大，故而阻滞在上样孔内，表明抗体和量

子点已经共价耦联在一起。

　　１：量子点；２：量子点抗体复合物。

图２　　量子点和量子点抗体复合物的琼脂糖凝胶电泳图

２．３　ＣＲＰ的定性检测　图３所示为使用自制的量子点抗体

复合物为标记物，在免疫渗滤板上梯度定量检测ＣＲＰ的结果，

可见随着样品中ＣＲＰ浓度的逐渐降低，反应板中心的抗体印

记处的量子点荧光强度也逐渐减弱，最低可以检测到样品中

ＣＲＰ的浓度为０．１５６ｍｇ／Ｌ。

２．４　ＣＲＰ的定量检测　为了进一步研究开发定量快速免疫

诊断试剂，本研究使用４０５ｎｍ的激光和荧光光谱仪相结合，来

检测反应板上荧光印记斑点的荧光强度和光谱。图４所示为

检测不同浓度ＣＲＰ样本后渗滤板上荧光斑点的荧光光谱图。

可见随着样本中ＣＲＰ浓度的增加，荧光斑点的荧光强度逐渐

增加，最低可以检测到０．１ｍｇ／Ｌ的样本。对荧光光谱积分后

计算荧光强度值，如图５所示，为不同ＣＲＰ浓度的样本与斑点

荧光强度的关系图，经线性拟合后可得到关系方程为：ｌｏｇ

（犢）＝０．５６３ｌｏｇ（犡）＋４．５７０，狉
２＝０．９５８，其中犢 代表荧光强

度，犡代表ＣＲＰ浓度，斑点上荧光强度与样本中ＣＲＰ浓度有

较好的线性对应关系，为开发基于量子点的荧光免疫渗滤诊断

试剂提供了研究基础。

图３　　量子点荧光免疫渗滤法检测不同浓度ＣＲＰ样本的

荧光斑点图

图４　　量子点荧光免疫渗滤板检测不同浓度ＣＲＰ样本的

荧光光谱图

图５　　量子点荧光免疫渗滤板检测ＣＲＰ样本的浓度与

荧光强度的关系图（插图为线性拟合图）

３　讨　　论

即时检验技术（ＰＯＣＴ）具有操作简便，结果迅速可靠等特

点，为临床急重症患者的即时诊断及治疗提供了有利条件［９］。

免疫层析技术是ＰＯＣＴ中应用最广泛的方法之一，传统胶体

金作为标记材料建立的免疫层析技术，虽具有结果裸眼可读

性，但多用于定性或半定量检测，定量检测具有一定困难［１０］。

近年来，基于胶体金的定量免疫层析技术也有一定发展，但由

于胶体金的定量是依据图像灰度分析进行，因而定量检测结果

精密度还有待提高［１０］。荧光免疫层析技术由于具有检测灵敏

度高、结果易于定量等特点，受到较大的关注，荧光乳胶作为标
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记材料目前已有部分上市产品。量子点作为一种新型荧光纳

米材料，具有传统有机荧光染料不具备的荧光特性，在荧光免

疫检测领域也受到一定的关注，但还多处于研究开发阶段。

本文在已有的量子点制备和偶联的研究基础上［７８］，使用

量子点抗体复合物进行荧光免疫渗滤层析的方法检测样本中

的ＣＲＰ浓度。研究结果表明量子点荧光可以在一定范围内对

ＣＲＰ进行检测，在紫外灯照射下肉眼可见反应板上免疫斑点，

具有定性检测意义；进一步采用激光照射和荧光光谱仪联合的

方法，可实现对反应板上量子点荧光强度的记录，并可建立荧

光强度与样本中ＣＲＰ浓度间的对应关系。但对于建立ＣＲＰ

定量免疫检测仍有较多工作要做，如灵敏度、特异性、精密度、

重复性和试剂的稳定性等研究。

对于定量免疫检测结果的精密度和灵敏度，除了免疫层析

板本身的质量控制外，量子点抗体复合物的制备是关键因素。

为了进一步提高免疫荧光标记物的特性，仍需进一步优化量子

点与抗体的偶联步骤，如采用定向偶联技术、柔性偶联基团和

不同封闭剂的影响等。另外，量子点具有荧光发射波长可控和

激发波长范围宽的特点，适于进行多元标记，进而建立多项同

测技术平台，这些是传统的胶体金和有机荧光染料难于实现的

技术。总之，随着研究的深入，量子点标记技术可以为免疫诊

断提供一种新的技术平台，形成有竞争力的新型免疫诊断

产品。
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低，而在炎症患者血清中，ＣＲＰ浓度会有所增高，其增高程度与

炎症程度呈正相关［１０］。ＣＲＰ可以作为诊断炎症的标志物
［１１］，

血清ＣＲＰ浓度的增减可以灵敏地反映炎症程度
［１２］。因此，检测

ＣＲＰ可以有助于感染性疾病的诊断和抗感染疗效监测。

ＣＲＰ检测方法不同，其检测结果也具有差异。分析其原

因可能在于各种检测方法原理不同所致。速率散射法是利用

抗原抗体反应中形成的复合物，导致溶液中悬浮颗粒散射光增

强比率不同而进行测定的［８］。免疫层析法是根据样本与含有

标记物的鼠抗人高敏Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）的单克隆抗体反

应，利用光学检测原理，通过光电管检测到发色芯片的散射光

后，将信息输入磁卡，换算后得到ｈｓＣＲＰ浓度。免疫比浊法

是根据样本中ＣＲＰ与试剂中相应抗体在溶液中结合，立即形

成抗原抗体复合物，并形成一定浊度，在一定量抗体存在时与

抗原浓度呈正比，通过与同样处理的校准液比较，计算得知样

本中ＣＲＰ的浓度。

本研究发现，３种ＣＲＰ检测方法中，免疫比浊法检测的

ＣＲＰ异常率最高，检测最为灵敏，与免疫层析法检测结果的相

关性较高，证明这两种检测方法具有相似的检测效率。因此，

临床可以选择较为合适的检测方法，更加准确、快速、灵敏地检

测样本。
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