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基于量子点标记技术在人血清甲胎蛋白中的意义

张光辉，程晓曦，邓爱凤，蒋锦程

（深圳恒生医院，广东深圳５１８１０２）

　　摘　要：目的　建立１种基于新型纳米颗粒———量子点（ＱＤ）作为荧光标志物检测人血清甲胎蛋白的新方法。方法　生物素

标记的甲胎蛋白单克隆抗体与血清中的甲胎蛋白抗原特异性结合形成抗原抗体复合物，耦联生物素的ＱＤ６０５和ＱＤ６５５作为荧

光标志物与抗原抗体复合物结合，借助磁场的清洗分离效应，去除反应体系中的非特异性物质，利用荧光分光光度计检测 ＱＤ标

记的甲胎蛋白抗原抗体复合物的荧光强度及光谱。结果　用３５０ｎｍ波长的光作为激发光，量子点 ＱＤ６０５单独作为标志物时，

荧光发射谱在６０５ｎｍ处有１个波峰；ＱＤ６５５单独作为标志物时，荧光发射谱在６５５ｎｍ处有１个波峰；ＱＤ６０５和 ＱＤ６５５混合

作为标志物时，荧光发射谱出现２个波峰，分别在６０５和６５５ｎｍ处。结论　本选题利用ＱＤ标记技术检测血清中的甲胎蛋白，有

望为临床免疫诊断学提供１种更快捷、有效的方法。
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　　近年来，纳米粒子在生物医学分析技术领域中取得了突破

性的进展，尤其是在生物标记分析方面，建立了一系列有机分

子不可比拟的标记探针，其中最引人瞩目的是１种新型纳米晶

体———量子点（ＱＤ）。ＱＤ因其独特的量子限域效应而表现出

优良的光化学稳定性，与传统的有机荧光染料相比，ＱＤ具有

激发谱宽而连续、发射谱窄而对称、发光时间长、发光颜色可

调、低毒性等优点。作为荧光标志物用于生物医学的分析检测

及疾病的早期诊断，是ＱＤ近几年研究的热点之一。

本研究利用ＱＤ６０５和ＱＤ６５５分别作为单独标志物和共

同标志物标记甲胎蛋白单克隆抗体以检测人血清中的甲胎蛋

白抗原，并利用荧光分光光度计分别检测发射光不同的ＱＤ标

记甲胎蛋白抗原抗体复合物样本的荧光强度及光谱，研究当人

血清中存在甲胎蛋白抗原时，利用２种不同发射光波长的 ＱＤ

标记对应的单克隆抗体，用于检测对应标志性抗原的可行性。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　日本日立公司（ＨＩＴＡＣＨＩ）的Ｆ４６００荧光

分光光度计，江苏康健医疗用品有限公司的ＸＨＢ型漩涡混合

器，ＴｈｅｒｍｏＳｈａｋｅｒ公司的 ＭＳＣ１００恒温混匀仪，上海天能公

司（Ｔａｎｏｎ）的磁板、电子秤；美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司的

Ｑｄｏｔ? ６０５ＩＴＫＴＭ ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＣｏｎｊｕｇａｔｅＫｉｔ和 Ｑｄｏｔ
? ６５５

ＩＴＫＴＭＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＣｏｎｊｕｇａｔｅＫｉｔ，深圳新产业生物医学工程

股份有限公司的血清甲胎蛋白定量测定试剂盒，福州迈新公司

（Ｍａｉｘｉｎ）的磷酸盐缓冲液（粉剂）。

１．２　试验前准备　配制０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液：称取１／３

的磷酸盐缓冲液（粉剂）加入５００ｍＬ量瓶中，加入纯净水，充

分摇匀并定容至５００ｍＬ，调节至ｐＨ（７．２５～７．３５），用于清洗

样本。

１．３　方法

１．３．１　确定试验激发波长　取３支离心管标记为 Ａ、Ｂ、Ｃ，分

别加入５００μＬ磷酸盐缓冲液；Ａ组加入４０μＬ磁珠，Ｂ组加入

１μＬＱＤ６０５，Ｃ组加入１μＬＱＤ６５５；用漩涡混合器分别将３

支离心管溶液混匀后，使用荧光分光光度计在３０１、３２５、３５０和

３７５ｎｍ的激发光下，测量各管的荧光发射光谱（范围５００～７００

ｎｍ）。

１．３．２　ＱＤ６０５作发光标志物　（１）取３支离心管，标记为Ｂ、

Ｌ、Ｈ，每管分别加入异硫氰酸荧光素甲胎蛋白抗体１００μＬ；
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（２）Ｂ管为空白对照组，加入去离子水３０μＬ，Ｌ管加入标准品

Ｌ３０μＬ，Ｈ管加标准品 Ｈ３０μＬ（标准品 Ｈ、Ｌ为１套试剂，具

体甲胎蛋白抗原水平不明，标准品Ｌ的抗原水平低于 Ｈ的抗

原水平）；（３）每管加异硫氰酸荧光素磁珠抗体１００μＬ，异硫氰

酸荧光素磁珠抗体每次使用前需用漩涡混合器摇匀；（４）将以

上３支离心管用锡纸包住避光，３７℃孵育１５ｍｉｎ；（５）再于磁

板上静置５ｍｉｎ，待试管底部出现沉淀物后，弃去上清；（６）每管

加５００μＬ磷酸盐缓冲液并摇匀，以达到清洗目的，置磁板上５

ｍｉｎ，待试管底部出现沉淀物后，弃去上清；（７）每管分别加入

１０μＬ生物素标记的甲胎蛋白抗体，再加入２μＬ亲和素ＱＤ

６０５，漩涡混合器摇匀；（８）重做（３）→（６），以去除未标记的

ＱＤ，减少对试验的干扰；（９）使用荧光分光光度计在３５０ｎｍ的

激发光下，分别测量荧光强度及光谱。

１．３．３　ＱＤ６５５作发光标志物　（１）取５支离心管，标记为Ｂ、

Ｌ１、Ｌ２、Ｈ１、Ｈ２，每管分别加入异硫氰酸荧光素甲胎蛋白抗体

１００μＬ；（２）Ｂ为空白对照组，加入去离子水３０μＬ，Ｌ１、Ｌ２管加

入标准品Ｌ３０μＬ，Ｈ１、Ｈ２管加标准品 Ｈ３０μＬ；（３）每管加入

异硫氰酸荧光素磁珠抗体６０μＬ，磁珠每次使用前需用漩涡混

合器摇匀；（４）将以上５管用锡纸包住避光，３７℃孵育６０ｍｉｎ；

（５）再于磁板上静置５ｍｉｎ，待试管底部出现沉淀物后，弃去上

清；（６）每管加５００μＬ磷酸盐缓冲液并摇匀，置磁板上５ｍｉｎ，

待试管底部出现沉淀物后，弃去上清；（７）每管分别加入１０μＬ

生物素标记的甲胎蛋白抗体，再加入１μＬ亲和素ＱＤ６０５，漩

涡混合器摇匀；（８）重做（３）→（６），以去除未标记的 ＱＤ，减少

对试验的干扰；（９）使用荧光分光光度计在３５０ｎｍ的激发光

下，分别测量荧光强度及光谱。

２　结　　果

２．１　试验激发波长的确定　通过荧光发射谱分析结果可知，

ＱＤ６０５最佳激发波长为３０１ｎｍ，ＱＤ６５５最佳激发波长为３２５

ｎｍ，而磁珠本身具有荧光，且在３０１和３２５ｎｍ激发光下荧光

效果较强，对ＱＤ标记造成影响，而在３５０、３７５和４００ｎｍ激发

光下荧光效果极小。另外，激发光波长逐渐增大时，ＱＤ６０５和

ＱＤ６５５的荧光强度会逐渐减弱，因此，试验选择用３５０ｎｍ作

为激发波长为佳。

２．２　ＱＤ６０５作为发光标志物　试验中使用 ＱＤ６０５标记的

甲胎蛋白抗原抗体复合物的荧光光谱如图１所示，发射波在

６０５ｎｍ附近达到峰值。

２．３　ＱＤ６５５作为发光标志物　ＱＤ６５５标记的甲胎蛋白抗原

抗体复合物的荧光光谱见图２。发射波在６５５ｎｍ附近达到

峰值。

图１　　ＱＤ６０５标记的甲胎蛋白抗原抗体复合物在３５０ｎｍ激发光下的发射光谱

图２　　ＱＤ６５５标记的甲胎蛋白抗原抗体复合物在３５０ｎｍ激发光下的发射光谱

３　讨　　论

　　在我国常见恶性肿瘤中，原发性肝癌的发病率和病死率分

别位列第３和第２
［１］。甲胎蛋白是用于诊断原发性肝癌最主

要的特异性标志物，健康成人血清中水平非常低［２］。甲胎蛋白

对原发性肝癌的早期诊断和治疗具有重要意义。目前，甲胎蛋

白临床检测技术包括放射免疫分析技术、酶联免疫吸附测定

法、化学发光免疫分析技术、时间分辨荧光免疫分析技术、胶体

金免疫层析技术等。

１９９８年，美国Ａｌｉｖｉｓａｔｏｓ小组和Ｎｉｅ小组几乎同时提出荧

光ＱＤ可以与生物大分子相耦联作为生物探针应用于活细胞
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体系标记，开创了荧光ＱＤ在生物技术中研究应用的先河
［３４］。

ＱＤ独特的物理性质、优良的光学特性以及比传统有机染料具

有更多的优势，并在分子生物学、细胞生物学、医学诊断、药物

筛选等研究中展现出极大的应用前景［５］。ＱＤ可与多种分子

进行耦联，如蛋白质、抗体、链霉亲和素等，作为荧光探针，检测

特定靶分子的分布和功能。Ｋｉｍ等
［６］合成 ＨＡＱＤｓ复合物并

注射到淋巴细胞中，观察到淋巴细胞的分布情况。Ｇｏｌｄｍａｎ

等［７］把重组蛋白通过静电作用结合到 ＱＤ上，再与抗体结合，

成功地对葡萄球菌肠毒素和２，４，６硝基甲苯进行了荧光免疫

分析。

本选题以新型纳米颗粒，即 ＱＤ６０５和 ＱＤ６５５标记甲胎

蛋白单克隆抗体，用于检测样本中的甲胎蛋白抗原。其基本原

理为：ＱＤ与生物素标记的甲胎蛋白单抗耦联，异硫氰酸荧光

素和甲胎蛋白抗体耦联，抗异硫氰酸荧光素磁珠耦联，以甲胎

蛋白抗原抗体复合物为核心，进而形成１套级联放大免疫反应

体系。并在紫外灯照射下观察复合物的荧光成像，通过荧光分

光光度计测量复合物的荧光强度及光谱。

　　本试验首先通过对ＱＤ６０５和ＱＤ６５５的激发光特征的探

索，选择２种ＱＤ的最佳激发光。通过对其他背景或干扰作最

小化处理，如磁珠对试验结果的干扰影响，最终将两者的最佳

激发光波长确定为３５０ｎｍ。此时，发射光谱虽不是最佳，但其

他干扰已经非常小，可以忽略。

选定试验的激发光波长后，利用 ＱＤ６０５和 ＱＤ６５５作为

标志物，分别用于标记对应的甲胎蛋白单克隆抗体。利用前述

亲和素、生物素作为桥联放大抗原抗体反应系统，以提高试验

的相应敏感度。最终通过激发光（３５０ｎｍ）的激发，紫外分光

光度计捕捉到两者反应体系中的甲胎蛋白抗原。依此证实，本

选题以ＱＤ作为标志物，用于抗原抗体分析技术有一定的可

行性。

试验中应特别注意，各种条件对 ＱＤ检测甲胎蛋白的影

响。磁珠使用前应充分摇匀；试验试剂及试验过程需避光操

作；测定荧光强度前宜将样本充分摇匀。

ＱＤ相对传统标记染料具有稳定、准确而不受干扰的优

势，将ＱＤ应用于检测人血清中的特异性肿瘤标志物，可为临

床肿瘤的免疫诊断提供１种更快捷、有效的新途径。
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