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要"目的
!

探讨新的分子荧光标志量子点"

g7>

%在结肠癌组织芯片上进行不同蛋白的检测及评价其临床作用&方法
!

在结肠癌组织芯片上!利用
g7>

标志的链霉亲和素复合物"

g7>8"3

%能与生物素化二抗
,

E

<

荧光结合特点进行免疫荧光组织化

学检测
Z8@K>

'

Vc(3.

蛋白表达!评价其在蛋白定位情况&结果
!

观察到
Z8@K>

'

Vc(3.

蛋白在结直肠癌组织呈高表达!并定位

于结肠癌细胞的细胞膜和胞核&结论
!

g7>

具有很好的荧光作用!能与抗体紧密结合&采用链霉亲和素修饰的
g7>

!能够准确

地检测结肠癌组织芯片上不同蛋白的定位!可为结肠癌体内和体外临床诊断提供新方法&

关键词"量子点荧光标志$

!

结肠癌$
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Z8@K>

蛋白$

!

Vc(3.

蛋白
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近年来#量子点由于其生物特性在体内和体外的生物成像

中优异的光学性质#已受到人们的高度重视(

*8%

)

'但是#目前在

传统的免疫荧光分析技术中#有机荧光标志是生物标志常用的

探针#并在临床上得到广泛的应用'然而#有机荧光基团自身

存在一些固有的缺陷#如荧光稳定性差*易光漂白*发射谱峰拖

尾等#这些都使其应用受到限制'近年来#量子点在医学领域

应用其荧光标志并取得令人满意的效果(

&8/

)

'本文将量子点的

分子标志技术在结肠癌组织芯片上进行应用#以及检测
Z8

@K>

*

Vc(3.

的抗原结肠癌组织表达及分析#现报道如下'

D

!

材料与方法

D+D

!

结肠癌组织芯片相关资料
!

%

块芯片为
*%h'

点阵#每

点直径
*+.11

#

/

%

1

厚#购自美国
#KA?C1D6>

公司'组织芯

片内包括
G0

例结肠癌#

:

例结肠炎和
.

例健康人的结肠组织#

每例组织均有
%

点'所有组织均来自临床外科切除标本#经

*0Y

中性缓冲甲醛固定
%/L

'其中男性
&/

例#女性
%G

例%腺

癌
..

例#黏液癌
.

例'炎性病变
:

例#正常结肠组织
.

例'

D+E

!

试剂
!

鼠抗人
Z8@K>

*

Vc(3.

单克隆抗体$即用型&和生

物素化抗鼠
,

E

<

均购自上海一研生物科技有限公司'分子荧

光标志量子点$

g7>

&标志的链霉亲和素复合物$

g7>8"3

&检测

试剂盒购自武汉珈源量子点技术开发有限责任公司'

D+F

!

g7>8"3

检测
Z8@K>

*

Vc(3.

的蛋白表达
!

根据试剂盒

说明书进行操作'

/

%

1

厚结肠癌组织芯片脱蜡*水化*微波抗

原修复*

I)"

洗涤#封闭缓冲液
&:X

湿盒孵育
&01DA

%滴加
Z8

@K>

*

Vc(3.

抗体#

&: X

孵育
%L

#

I)"8I

漂洗
&1DA

"次
h&

次#封闭缓冲液
&: X

湿盒孵育
*01DA

%滴加生物素化抗鼠

,

E

<

#

&:X

湿盒孵育
&01DA

#

I)"8I

漂洗
&1DA

"次
h&

次#封闭

缓冲液
&:X

湿盒孵育
*01DA

%滴加用封闭缓冲液稀释的
g7>8

"3

$

*̂ *00

&

&:X

湿盒孵育
G01DA

#

I)"8I

漂洗
&1DA

"次
h&

次#滴加甘油封片'上荧光显微镜用不同波长激发
g7>

#以细

胞内出现绿色荧光颗粒为阳性#

I)"

缓冲液代替一抗作为阴

性对照#整个试验过程均不需要避光'

E

!

结
!!

果

E+D

!

g7>8"3

检测
Z8@K>

的蛋白表达
!

在荧光显微镜下$紫外

光激发&均可以清楚地见到结肠组织中有
g7>

标志的部位发

绿色荧光#显示
Z8@K>

蛋白存在部位#背景很干净#表明没有非

特异性结合'在正常结肠组织中
Z8@K>

蛋白存在于黏膜细胞#

+

*&.%

+

国际检验医学杂志
%0*G

年
F

月第
&:

卷第
*'

期
!

,A?[9K5V;O

!

";

4

?;15;@%0*G

!

\CB+&:

!

2C+*'

"

基金项目"广东省重大科技专项基金资助项目$

%0*&30%%*000**

&'

!!

作者简介!何凤屏#女#主任技师#主要从事肿瘤分子诊断的研究'



可见
g7>

标志的部位发绿色荧光%在结肠组织的癌细胞的胞

膜内有
Z8@K>

蛋白阳性表达#可见
g7>

标志的部位发红色荧

光%在结肠组织的腺瘤细胞的胞膜内有
Z8@K>

蛋白阳性表达#

可见
g7>

标志的部位发紫红色荧光'

E+E

!

g7>8"3

检测
Vc(3.

的蛋白表达
!

在荧光显微镜下

$紫外光激发&均可以清楚地见到结肠组织中有
g7>

标志的部

位发绿色荧光#显示
Vc(3.

蛋白存在部位#背景很干净#表明

没有非特异性结合'在荧光显微镜下可以清楚地看见在正常

结肠组织中
Vc(3.

蛋白存在于黏膜细胞#可见
g7>

标志的

部位发绿色荧光%在结肠组织的癌细胞的胞膜内有
Vc(3.

蛋

白阳性表达#可见
g7>

标志的部位发红色荧光%在结肠组织的

腺瘤细胞的胞膜内有
Vc(3.

蛋白阳性表达#可见
g7>

标志

的部位发紫红色荧光'

F

!

讨
!!

论

量子点是一类直径小于
*00A1

的半导体纳米晶粒#是
*

种新型及很有潜力的荧光标志物'量子点标志探针广泛应用

于肿瘤的体内外研究#尤其是肿瘤靶向成像*前哨淋巴结成像*

肿瘤示踪*肿瘤细胞及亚细胞结构成像及肿瘤标志物检测等'

量子点纳米标志荧光不仅能特异性靶向肿瘤部位#还能通过荧

光强弱反映出其活跃程度#可应用于肿瘤的早期诊断和监测

疗效(

*8/

)

'

g7>

最显著的光学特性是激发光谱宽*发射光谱窄而对

称*荧光寿命长*抗漂白能力强*

>?Cb;>

位移大*摩尔消光系数

大'相对于传统常用的有机荧光染料#

g7>

作为生物荧光标

志具有如下的优势!$

*

&多色性#由于
g7>

的激发光谱宽*发射

光谱窄而强#一个光源能同时激发不同荧光的
g7>

#所以可以

选用不同粒径或组成的
g7>

#实现多通路生物分子标志#且各

种荧光标志之间相互干扰小'从本研究可以看出#紫外光*蓝

光激发在荧光显微镜下均可以清楚地见到结肠组织中有
g7>

标志的部位发绿色的光'此外#

g7>

的荧光发射光谱窄且对

称#光谱之间不重合或很少重合#用其做标志物可显著提高分

析方法的灵敏度和分辨率'

g7>

的发射光是有机荧光染料的

%0

!

*00

倍#稳定性强
*00

!

*000

倍#可以经受反复多次激发#

不像有机荧光染料的荧光容易瘁灭(

.

)

'$

%

&

g7>

的抗漂白能

力强光稳定性好#摩尔消光系数大#显示出更高的荧光强度#可

在活细胞内态*实时示踪分子转运*信号转导等'$

&

&背景干扰

小#

g7>

的
>?Cb;>

位移大*荧光寿命长#从而使所发射的荧光

能从背景荧光中脱颖而出'$

/

&生物相容性好!经适当的生物

修饰后#

g7>

生物相容性好#适于活体或细胞研究'同时#

g7>

与生物大分子的耦联方法和方式比较简单#例如化学键和静电

力进行耦联等#而传统标志试剂#每种试剂均需要特定的耦联

方法'本文采用链霉亲和素
8

生物素系统的非共价耦联的方式

结合#将生物素化抗体与链霉亲和素标志
g7>

非共价耦联'

其特点是操作简单易行#耦联反应的特异性强#耦联效率高#产

物的稳定性好#可实现高灵敏度检测(

G8:

)

'

结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一#在我国发病率呈逐年上

升趋势'早期诊断和治疗是提高结直肠癌治愈率的关键'通

过从分子水平对肿瘤标志物的高灵敏度检测#有助于对肿瘤的

诊断*治疗及预后判断(

G8'

)

'

Z8@K>

和
Vc(3.

是在结直肠癌

细胞表面表达的
*

种肿瘤相关抗原'有研究表明#

Z8@K>

和

Vc(3.

是在结直肠癌组织呈高水平的表达#在正常组织表达

很低或不表达#对其检测有助于对结直肠癌的早期诊断(

F8*0

)

'

本文将生物素化抗体与链霉亲和素标志
g7>

非共价耦联#成

功制备可以特异性检测结直肠癌细胞表面表达的
g7>

标志

Z8@K>

和
g7>

标志
Vc(3.

的荧光探针#可以观察到结肠癌细

胞表面的荧光图像'同时#免疫荧光标志也显示#

g7>

非共价

耦联后#

Z8@K>

和
Vc(3.

抗体仍具有与细胞表达的抗原特异

结合 的 活 性'结 果 表 明#将
g7>

和 单 克 隆 抗 体 $

Z8@K>

*

Vc(3.

&非共价耦联后制备的荧光探针#能够很好应用于结肠

癌细胞特异的免疫荧光成像分析'

[KD>PKB

等(

**

)比较早使用结合亲和素的
g7>

标志肿瘤细

胞'他们利用细胞摄取
g7>

和
g7>

结合抗体标志细胞表面

蛋白来使活细胞成像#结果发现采用壳
8

核型
g7>

标志多种细

胞#可在长达
*%O

过程中不影响细胞的生长和发育#开创了简

单*易行的非基因工程方法来研究肿瘤细胞的生物学行为'目

前#对肿瘤细胞及亚细胞结构成像#使用最多的方法仍以
g7>

标志抗体与肿瘤细胞表达的特异性抗原结合#如细胞结构*肿

瘤标志物*特殊受体等(

*%8*&

)

'本文通过采用亲和素修饰
g7>

#

再把需要耦联的抗体生物素化#

g7>

很容易与抗体结合#耦联

物可用于荧光免疫分析#与传统的有机荧光标志试剂$即一抗

或二抗&相比#在临床上的应用更广阔'

[KD>PKB

等(

**

)也有类似

的报道'

[KD>PKB

等(

**

)将生物素化的膜糖蛋白$

#8

E4

&特异性抗

体作为一抗#与亲和素结合的
g7>

依次与细胞结合#实现了对

#8

E4

转染的宫颈癌
!;9K

细胞的表面标志#为活细胞成像研究

提供了
*

种新方法'国外学者采用生物素
8

链霉亲和素的方法

将
S7.G0

*

g7G0'

*

g7G&0

标志的抗体检测乳癌细胞株上
!;@%

的表达情况#将乳癌细胞
"Z8)(8&

细胞与
!;@%

抗体孵育#此

后#以
g7>

标志
!;@%

抗体共孵育后成功在细胞表面标志出该

肿瘤标志物
!;@%

(

*/8*.

)

'本文实现了结肠癌组织芯片上进行

Z8@K>

*

Vc(3.

抗原的检测#蛋白定位准确#背景很干净#因此

认为优于免疫组织化学'此外#本方法结合分子生物学和细胞

形态学原理#具有成本低*简便快速*信息量大的特点#适合在

各级医院的应用'

综上所述#

g7>

在肿瘤标志物检测中的应用都是以抗原

抗体反应为基础#

g7>

经过标志后与抗体紧密结合应用于临

床#已显示出广阔的应用前景(

*G8*:

)

'无论是体内肿瘤靶向成

像#还是体外细胞成像等研究#

g7>

荧光标志都是
*

个很好的

工具'随着
g7>

制备和标志技术的不断提高#

g7>

对肿瘤诊

断率和疗效方面的贡献就更大'通过
g7>

标志体系建立
*

个

高特异性*高敏感性的肿瘤检测平台#是
g7>

在肿瘤学中应用

的
*

个重要方向'
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