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摘要

量子点为探针的夹心免疫法检测

p-淀粉样肤的含量
分析化学专业硕士研究生皮江丽

指导教师郑鸽志教授

摘要

量子点(quantum dots , QDs) ， 又称半导体纳米晶，是准零维的纳米材料，由

少量的原子组合所形成的，三个维度的尺寸都在 100 nm 以下。量子点的外观恰

似一极小的点状物，主要为球形或类球形，是由 IIB ，-.._，VIA 或 IIIA ----VA元素组成

的半导体材料制成的，直径纳米级的颗粒。量子点由于它自身的量子效应，当颗

粒尺寸为纳米级时， 尺寸限域将引起尺寸效应、 量子限域效应、 宏观量子隧道效

应和表面效应，因此与传统有机荧光试剂相比， 它具有宽的激发光谱和窄的发射

光谱、 很好的光稳定性、较大的斯托克斯位移等优越的荧光特性，是一种理想的

荧光探针。因此， 近年来，量子点在生命科学等相关学科的应用也越来越成为人

们关注的焦点，特别是量子点在生物物质的荧光标记方面应用更多。己报道的 QDs

在这一领域的应用大部分集中于以量子点为荧光探针的识别和成像方面， 如生物

大分子之间的相互作用 、 细胞及组织的单色和多色标记、 生物体组织和在体光学

成像，以及其在蛋臼质、 DNA 等生物样品检测中的应用。

阿尔茨海默病 CAlzheimer 's disease, AD )是一种进行性的神经系统疾病。|陷

床主要表现为认知功能下降、行为障碍、执行功能障碍以及人格和行为改变等。

根据 2015 年《世界阿尔茨海默病报告》显示， 预计到 2050 年，全球患有老年痴

呆的人数将从目前的 4600 万人增加至1.3 15 亿人。从报告显示的数据可知近年来

AD 患者的数量急剧增加， 并且该病在老年人中的患病率和致残率高，治疗的时

间长且治疗费用很高， 给患者的家庭和社会带来极大的负担。毫无疑问 ， 阿尔茨

海默病是当今和未来人类所面临的最大的全球公共健康和社会保健挑战之一。所

以，探索早期诊断和治疗这种疾病的方法是至关重要的。研究表明 ， 细胞外淀粉

样斑块的沉积是导致AD 的主要原因，淀粉样蛋白斑块的主要成分是由 42 个氨基

酸组成的肤，这种肤被称为β淀粉样肤 CAß(I-42) )，它具有折叠和形成毒性聚合

物的趋势。由于 Aß(I-42)和 AD 之间的关系， Aß(1-42)被认为是 AD 早期诊断的

标志物。目前， 己建立一些检测 Aß的方法，但是大多数的方法操作繁琐，仪器昂

贵，灵敏度不高。因此， 发展高灵敏度并且不需要昂贵仪器的检测方法对早期诊
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断 AD 非常有必要。

基于量子良好的荧光性能，和其能够用在生物样品中作为信号标记物， 本论

文的主要研究工作如下:

(1)以量子点作为荧光探针和磁分离技术相结合而建立的夹心免疫法定量检

测 Aß(l-42)的含量。以表面修饰链每亲合素 C Strepavidin, SA) 磁珠 (Magenetic

Beads) 与生物素修饰的 AßC-端抗体 C C terminiated Antibody, C-Ab) 偶联， 与样

品混合， 再依次加入生物素修饰的 N 端抗体 (N-Ab)、过量链霉亲和素修饰的量

子点 C SA-QDs)。当样品中存在 Aß(卜42)时 ， 会形成 MB-C-Ab-Aß-N-Ab-QDs 免

疫夹心复合物。通过外加磁场可以从溶液中除去此夹心复合物， 导致溶液中 QDs

浓度减小、荧光降低: 且荧光的降低与 Aß(1-42)的浓度成线性。基于此，成功构

建了免疫测定 Aß(I-42)的新方法，检测的线性范围是 0.5-8.0 nmol L-I ，检出限为

0.2 nmol L-I 。该方法能用于检测人脑脊液 C cerebrospinal fluid , CSF ) 中的 Aß(1-42)

的检测。

(2) 基于第一个工作，为了减少反应时间， 第一个工作时间为 10_5 h ， 第二

个工作时间为 6 h; 不需要用磁铁进行分离， 实验操作更简单，同时提高检测的灵

敏度，本研究建立了一个以 QDs 作为信号标记的高灵敏度免疫分析方法检测

Aß(1-42)。首先， 将 Aß(1-42)的 C 端抗体 CC-Ab ) 固定在对抗体具有强结合力的

96 孔板上，加入样品后， 再加入生物素化的 N端抗体 CN-Ab ) ; 最后加入过量的

QDs。当样品中存在当样品中存在 Aß(1 -42)时 ， 会形成紧密结合在微孔板表面的

C-Ab-Aß-N-Ab-QDs 免疫夹心复合物而导致上请中 QDs浓度减小、荧光降低。上

清溶液 525 nm 处的荧光强度与 Aß(1-42)的浓度在 5-1 00 pmol L-1 范围内呈良好的

线性关系，检出限 1.7 pmol L-I 。该方法也成果用于 CSF 中 Aß(1-42)的检测。相比

磁分离再检测，本方法灵敏度更高、 操作更简单、分析速度更快、 检测成本更低，

有希望用于临床检测中。

关键词: 阿尔茨海默病 量子点 。-淀粉样肤夹心免疫法

11 



Abstract 

The Detection of p-amyloid Peptide ßased 

on Quantum Dots and Immunoassay 

Postgraduate majoring in Analytical Chemistry: Pi Jiang-Li 

Supervisor: Prof. Zheng Hu-Zhi 

Abstract 

Quantum dots (QDs) were rnade of serniconductor rnaterials, also known as 

serniconductor nanocrystals, is quasi zero dirnensional nanornaterials, and the three 

dirnensions are less than 100 nrn. The appearance like a tiny point, mainly spherica l or 

have spherical shape, consisting of IIB - VIA or IIlA ~ VA elernent and the particles' 

diarneter are also nanoscale. Due to the quanturn dots w ith quanturn effects, size e旺ect，

quanturn confinernent effect, rnacroscopic quanturn tunneling effect and sur也ce e旺ect.

m而en it compared with conventional organic f1uorescent reagent, it has exhibits 

excellent f1uorescent properties, including wide excitation spectrurn and narrow optical 

ernission spectroscopy, good light stability, large Stokes shi缸， good biocornpatible, so 

it is a kind ideal f1uorescent probe. There岛re， in recent years, the application of QDs in 

the science of life and related disciplines caused rnore and rnore person's attention, 

especially QDs in biological rnolecular f1uorescent labeling. Most ofthe application of 

QDs in this area has focused on the f1uorescent probes' identification and irnaging, 

such as the interaction between biological macrornolecules, cells and tissues of single 

color and rnulti-color labeling, biological tissue and in vivo optical irnaging, and its 

application in biological samples such as protein, DNA testing. 

Alzheirner's disease (AD) is a progressive neurodegenerative pathology causing 

dernentia in hurnans. The chnical rnanifestations of AD included a decline in cognitive 

ability, alterations in behavior, irreversible rnernory loss, and language irnpairrnent. 

According to the 2015 world Alzheimer's disease report shows that today over 46 

million people live with dementia worldwide, more than the population of Spain. This 

number is estimated to increase to 131.5 million by 205 O. Obviouly, there is a growing 

III 
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awareness of dementia, and the high prevalence and morbidity of the disease in the 

elderly, the treat time is long and the cost is expensive, which has a tremendous burden 

on the patient's family and society. It is no doubt that Alzheimer 's disease is one of the 

biggest global public health and social care challenges facing people today and in the 

future. Methods for early diagnosis are critical for the development of e旺ective

treatments to combat this debilitating disease. Studies have con且rmed that deposition 

of extracellular amyloid plaque is. the main cause of AD, and the major component of 

amylo id plaque is the 42-residue-long peptide (Aß(1-42)), which has great tendency to 

misfold and form toxic aggregates. With regard to the close relationship between AD 

and Aß(I-42), Aß(1 -42) is considered as a promising biomarker for AD. In recent years, 

some a忧empts have been made to detect Aß species in both aqueous solutions and cell 

derived samples. These methods, however, have some limitations. Some methods need 

expensive instruments, which limit their applications in routine testing. And the 

sensiÜvity of some methods is TIot very high. Therefore, it is highly desirable to 

develop a sensitive method for Aß( 1-42) without using expensive instruments.Based 

on the superior properties of QDs, the main works of this thesis are summarized as 

fo llows: 

(1) A new sandwich immunoassay method for the detection of Aß(1-42) based on 

quantum dot (QDs) nanolabels and magnetic separation. With beads as the substrate, 

first of all , the biotinylated C-terminal antibod.y bonding on the streptavidin modi白ed

magnetic beads by biotin - avidin binding interaction, and then bind Aß(I-42) and 

biotinylated N-terminal antibody specifically ,fmally the biotinylated N-terminal 

antibody bound with streptavidin modified QDs, respectively. ln the presence of 

Aß(1-42), QDs li时∞d to magnetic beads (MB) via the formation of immune-sandwich 

complex and can be removed by a magnetic field. And as a result, fluorescence 

intensity 仕om QDs in the supematant decreased. Under the optimized conditions, there 

is a linear relationship between the f1uorescence intensity of supernatant solution and 

the concentration of Aß(1-42) 仕om 0.50 to 8.0 nmol L-1 with a limit of detection 0.2 

nmol L-' (3õ). This immunoassay was applied to detect Aß(1-42) in human 

cerebrospinal fluid (CSF) successfully. 

(2) Based on the frrst job, in order to reduce the reaction time, make the 

operation more simple, while improve the detection sensitivity, this work established a 

high sensitivity sandwich immunassay for detecting Aß( 1-42) with QDs as the 

IV 
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f1uorescent signallabel. First of all, the the undecorated C-terminal antibody (C - Ab) 

which has special combination with one end of Aß(1 -42) will be binded on the 96-well 

plates. And then combing with Aß(1-42) and biotinylated N-terminal antibodies 例­

Ab) which has special combination with the other el1id of Aß(1-42); Finally adding 

QDs. Removing the supernatant and determining fluorescence intensity, we find that 

the fluorescel1it intensity at 525 nm of the supernatant solution showed a good linear 

relationship with Aß( 1-42), and the concentration of Aß( 1-42) 仕om 5 to 100 pmol L.1
• 

Therefore, another sandwich immunassay was developed, therefore, applying this 

method to determine the content of Aß(1 -42), the limit of detection is 1.7 pmol L.1 (3õ). 

This method can better to detect Aß( 1-42) in human cerebrospinal fluid (CSF). 

Keywords: Alzheimer's disease quantum dots ß-amyloid peptide sandwich 
llmmunoassay 
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第-章绪论

第一章绪论

1.1 引言

1959 年，著名物理学家、 诺贝尔奖获得者理查德 · 费曼在《在底部还有很大

空间》的一次讲演中指出，从最原始的时代开始， 人类的每一次技术改革都是把

物质改造成与人类生活相关的物质形态。但是从物理学的发展规律来看，我们可

以把单个的分子或者是原子通过组装变成物质。 对于纳米技术最早的梦想就是，

人类可以根据自己的意愿，将原子进行逐个排列制造出我们所需要的物质。在 20

世纪 80 年代末、 90 年代初，纳米技术飞速发展， 科学家们发明了扫描隧道显微

镜，揭开了分子和原子微观世界的神秘面纱，这对纳米科技的发展产生了巨大的

推动作用。随着人类的不断努力 ， 20 世纪 80 年代中期成功研制出了纳米金属材

料，后来人们又研制出了纳米半导体薄膜、 纳米陶瓷、纳米瓷性材料和纳米生物

医学材料等。 1990 年 7 月，在美国巴尔的摩举办了第一届国际纳米科学技术会议，

正式宣布纳米材料科学为材料科学的一个新分支，标志着乡的米科学技术的正式诞

生 [1-5] 。

纳米材料的出现很快引起了人们浓厚的兴趣和关注。纳米最初命名为"小粒

子"， 后来，德国科学家 Gleiter 提出了 "纳米晶体材料"的概念后，人类通过人

工制备获得了纳米晶体，并对它的各种面貌与性质进行了系统的研究[6-7]。纳米

材料，是纳米级结构材料的简称 ， 主要是指由纳米颗粒组成构成的， 大小范围为

1-100 nm 的材料，或者由这些组成的粒子为基本单元构成的材料。由于构成的基本

单元不同，纳米材料可分为超微颗粒材料与纳米固体材料。 超微颗粒材料主要是

由大小为 1-100 nm 之间的纳米粒子构成的。纳米固体材料主要是由超微颗粒材料

为基本单元构成的。

纳米材料，处在原子簇和宏观物体交界的过渡区域，从通常的关于微观和宏观

的观点看， 这样的系统既非典型的微观系统亦非典型的宏观系统， 是一种典型的

介观系统。 所以， 它具有表面效应， 小尺寸效应， 量子尺寸效应 ， 宏观量子隧道

效应[8-10]。由于纳米的这些特性使得它们在磁、光、 电等方面呈现出常规材料不

具备的独特性质。纳米材料诞生与发展， 使得纳米科学与技术也得以迅速发展，

因此纳米微粒在磁性材料、 电子材料、 光学材料、 高致密度材料的烧结 、 催化、

传感、 陶瓷增韧、 环境、 能源、生命科学等领域的研究与应用等方面有广阔的应

用前景[ 11-21]。因此， 纳米材料被公认为本世纪最有前景的材料。

近些年来，随着社会的发展人类研发出一些新型的纳米材料 ， 包括半导体量

子点[22] 、 二氧化硅纳米材料[23-25] 、 磁性纳米颗粒[26] 、 稀土发光材料 [27]等及
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其复合材料.[28]。量子点作为一种新颖的半导体纳米材料， 具有许多独特的性质，

在生物医学领域发挥着巨大的潜能。

1.2 量子点

1. 2. 1 量子点的概述

量子点(quantum dots , QDs) ， 又称半导体纳米品， 是准零维的纳米材料， 由

少量的原子组合所形成的， 三个维度的尺寸都在 100 nm 以下。童子点的外观恰

似一极小的点状物 ， 主要为球形或类球形， 是由 l1B"-'VIA 或 IIIA"-'YA 元素组成

的半导体材料制成的，直径纳米级的颗粒[29-31]。量子点是原子和分子所构成的

集合体， 在该纳米级的集合体中 ， 一些是由一种半导体材料组成， 如由 IIB 和 YIA

族元素组成的 CdS 、 CdSe、 CdTe、 ZnSe 等量子点，或者是 IIIA 和 YA族元素组

成的 InP、 lnAs 等量子点:也有的量子点由两种或两种以上的半导体材料所组成

的。

1983 年，贝尔实验室科学家 Brus 在 <<Chemical Physics >> 发表成果， 初次提

出了胶体量子点 Ccolloidal quantum dot ) 的概念[32]。经过十年的研究与发展， 1993 

年， Bawendi 教授领导的科研小组第一次合成出了大小均一的量子点[33] 0 1998 

年， Alivisatos [34]和 Nie [35]两个研究小组首次将量子点作为生物荧光标记应用

于活细胞体系， 该成果刊登在 Science 上 ， 这也是有关量子点作为生物探针的最

早的论文: 同时，他们也解决量子点水溶性的问题，以及量子点如何通过表面修

饰的活性基团与生物大分子偶联的问题， 使量子点用于生物医学的研究就成为了

可能， 由此也引起了量子点的研究热潮。至 201 6 年 3 月为止， 关于量子点方面的

报道的文献非常多 ， 在 Web of Science 数据库中搜索 ， 主题为 U semiconductor 

nanocrystals" 有 18，896 个结果 ， 主题为 U quantum dots"，有 105，277 个结果。因

此， 量子点的研究和发展为时代的进步提供了重要的推动力。

量子点的粒径大多介于 2-20nm 之间， 由于量子限域效应， 电子和空穴被量

子限域， 因此连续的能带结构变成了分立能级结构并具有分子特性， 受到能量激

发后可以发射荧光。基于量子点的独特性质，从而派生出纳米体系具有宏观体系

和微观体系不同的低维物性， 展现出很多不同于宏观物体材料的物理化学性质，

因此， 量子点在太阳能电池、发光器件、光学生物标记、生命科学和信息技术等

领域的研究具有重大意义。

1.2. 2 量子点的结构

到目前为止，科学家门己经发明许多不同的方法来制造量子点，不同的方法

所合成的量子点也具有不同的结构和性能。现在用作荧光探针的量子点主要有

2 
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CdSe、 CdTe、 CdS 等单核量子点和 CdSe/ZnS 、 CdSeJZnSe 等核壳式量子点。在生

物医学领域， 核壳式的量子点运用较多，而且在量子点的结构中核 (core) 和壳

(shell )各臼扮演不同的角色，核的结构、 形状以及大小决定了童子点的光学性

质，而壳具有保护核的作用 ， 同时也为生物分子的修饰提供了有利的条件， 如图

1. 1 所示[ 15] 。

Shell [Mostly ZnS for biological applications) 

Biólogically activ,e mõleculéS 
[e.g. antibodíes, peptides, etc.] 

Core [CdS, CdSe, CdTe, CdHgTefZnS 
CdTe/Cd/Se, InP, InAs, PbSeJ 

图1.1 量子点的微观结构和表面修饰。

1.2.3 量子点的荧光性能

量子点与其它材料相比具有独特的性质，主要是由于它自身的童子效应， 当

颗粒尺寸为纳米级时， 尺寸限域将引起尺寸效应、 童子限域效应、 宏观量子隧道

效应和表面效应，从而派生出纳米体系具有常观体系和微观体系不同的低维物性，

展现出许多不同于宏观体材料的物理化学性质。因此， 量子点与传统的荧光试剂

比较， 具备一些独特的荧光性能:

(1)不同粒径和组成的量子点其发射'波长不同。近来， 香港城市大学 Andrey

Rogach 教授研究组， 运用配体辅助再沉淀的方法， 通过调控反应温度， 实现了对

制备的 CH3NH3PbBf3 量子点可在蓝.绿波段进行调节。 如图 1.2 所示， 在 0-60 .C 

的范围内 ， 随着反应温度的升高，所制备量子点的粒径从 1.8nm 到 3.6 nm 逐渐

增大， 对应的发射波长从 475 nm 红移到了 520 nm [36]。量子点的粒径越小， 其

表面的原子就越多，吸收的能量也就越大， 因此，改变量子点的尺寸的大小和它

的组成，可以获得发射波长从蓝到近红外的一系列量子点[37] 。

3 
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475 nm --_… 520nm 

550 475 5∞ 525 
Wavelength (nm) 

450 
1400 

图1.2 不同粒径和组成的荧光光谱图和 CdSe 型量子点可以覆盖整个可见光区的荧光颜色图。

(2 ) 量子点具备宽的激发谱和窄的发射谱。根据之前的一些报道，我们知道

传统的有机荧光染料的激发光波长范围较窄， 而且不同荧光染料-般都需要多种

波长的激发光来激发，这给现实的研究工作带来了很多不便。然而量子点的激发

波长的范围很宽，小于量子限域峰的任意波长都能够激发。此外，量子点的荧光

发射峰窄而对称，而且无拖尾，从而避免相邻探测通道的干扰(图 1.3 ) 。

400 

{均
1,0 

。，。

{的

古
s
g
c
s
b
z
d
飞

7∞ 

图1.3量子点与罗丹明 6G 的吸收光谱和发射光谱。

(3)量子点具有很好的光稳定性。量子点荧光强度不仅很强，而且光稳定性也

很好，抗漂白能力强， 可经受反复多次激发而不易发生荧光猝灭[38-40] ，如图 1 .4

所示。因此，对量子点标记的物体可以对进行长时间的观察实验， 这很大程度上

为观察细胞中生物分子之间的长期相互作用提供了有力的条件。
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图1.4 量子点与荧光染料的光漂自能力比较

(4)量子点具有较大的斯托克斯位移。 量子点不同于有机染料的另一独特的光

学性质就是具备较大的斯托克斯位移， 这样可以防止发射光谱与激发光谱之间的

重叠， 有利于荧光光谱信号的检测， 如 1.5 所示。
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图 1 .5 (A)传统荧光素的激发与发射光谱 (8) 量子点的激发与发射光谱。

(5)生物相容性好。 1998 年， Alivisatos[34]和 Nie[35]两个研究小组初次解决

了量子点作为生物探针所遇到的生物相容性问题， 标志着量子点的在生命科学领

域的应用时代到来了。 量子点细胞毒性低， 对生物大分子标本的活性无伤害， 特

别是经过备种化学修饰之后， 可以进行特异性连接，进而对生物活体标记和检测

[41-46] ， 如l图 1.6 所示。

(6)量子点的荧光寿命长。 一般有机荧光染料的荧光寿命仅为儿纳秒， 这与很

多生物样本的白发荧光衰减的时间相当 。 而量子点的荧光寿命可持续 20 ns-40 ns 

[26] ， 可以很好地与背景荧光怀分。因此， 量子点便于长期跟踪和保存结果。长

寿命在时间分辨成像领域具有极为明显的优势[47-50] ， 如图 1.7 所示。

4ω 7ω 
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图1.6 量子点用于体内肿瘤成像。
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QDs 和 Alexa 488 的荧光寿命比较。

总而言之， 量子点具有激发光谱宽且连续分布、 而发射光谱窄而对称、 颜色

可调、光化学稳定性高、 荧光寿命长等优越的荧光特性，是一种理想的荧光探针。
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1 . 2.4 量子点的制备

通过十余年的不停努力 ， 已经建立了许多种量子点的制备方法， 主要有物理

方法和化学方法，以化学方法为主。当前， 为了制备纯净、 稳定 、 单分散、 晶体

结构好的高质量量子的方法主要有金属有机相合成法和水相直接合成法。

(1 )金属有机相合成法

在有机相中制备量子点主要运用有机金属法， 有机金属法是在高沸点的有机

溶剂中经过前驱体热解制备量子点。具体做法就是将有机金属前驱体熔液注进

250-300.C的配体溶液中 ， 有机金属前驱体在高温下迅速热解并成核， 晶核缓慢生

长就变成了量子点。也可以通过配体的吸附作用阻止晶核的生长，这样量子点就

可以稳定的存在溶剂中。有机金属前驱体主要包括 CdO 、 Cd(Ac)2 、 CdC03 、

Cd(CH3)2 、 [CdE2CNRIR2]2 C E=S, Se, Te) 、 [CdSe2CN(CH3)Hex]2等化合物; 主配

体可选择十二肢 CDDA) 、 三辛基氧化麟 CTOPO)、 nlt院或映n南等 ， 溶剂兼次配

体为三辛基瞬 CTOP) 。

采用这种方法合成的量子点的类型主要包括单核量子点、核壳型结构量子点

和多元混晶型量子点。 1 993 年 Murray 等运用 Cd(CH3)2 和 TOP-Se 作为有机金属

前驱体参加反应， TOPO 作为配体溶剂 ， 高温反应制备了粒径为 2.3-13 nm ， 荧光

量子产率约为 10%的 CdSe 量子点[51] 。 此后 ， Peng 等通过改变有机金属前驱体

浓度和配体的比例制备出了棒状 CdSe 量子点， 拓宽了量子点的晶体类型[52]。后

来研究者们发现在量子点的表面包覆一层无机物可以便量子点的表面发生钝化，

从而减少量子点表面的缺陷， 提高量子点的稳定性和量子产率。 1996 年 ， Hines 

等以二甲基锋 Zn(CH3)2和六甲基二硅硫炕(TMS)2S 作为前体， 制备出了 CdSe/ZnS

核壳型结构的量子点， 在室温下其量子产率可以达到 50% [53] 0 2002 年 Reissue

等用 CdO 作为有机金属前驱休，以硬脂酸铸作为铸源， 制备了荧光量子产率为

60-85%的 CdSe/ZnS 核壳型结构的量子点[54] 0 2003 年 ， Mekis 等以 Cd(Ac)z作为

前驱体， 采用一锅法制备了 CdSe 量子点， 然后在 CdSe 量子点溶液上方通入 H2S

气体 ， 制备出了荧光量子产率达 到-85%，并且荧光光谱从绿色到红色调谐的

CdSe/ZnS 核壳型结构的量子点[55] 0 1994 年 ， Bhargav 等初次制备了掺杂 Mn 的

ZnS 量子点， 量子产率为 18%， 童子点的尺寸从 3.5-7.5 nm 可调 [56]。自此之后，

就有大量的有关掺杂式量子点的研究报道， 并应用于生化分析领域[57-60] 。

总之， 用有机相合成的量子点晶型较好， 表面缺陷少， 发光效率高， 且尺寸

分布较窄。随着人们的不断研究， 用此方法合成量子点已经成熟， 可以有效的分

离成核和生长阶段，从而获得粒径分布更窄和童子产率更高， 并且可以成功合成

多种高质量的半导体纳米粒子。然而这种反方法也有一些不足， 主要是反应条件

7 
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要严格的无水无氧操作，有机俑和有机悴等试剂自身含有剧毒， 常温下不稳定，

易燃易爆; 另外 ， 其价格昂贵，限制了有机金属法合成量子点的扩大生产和发展。

(2) 水相直接合成法

水相合成法是指在稳定剂存在的条件下用无机试剂在水溶液中直接合成量子

点，如常用 Zn2+、 Cd2+或 Hg2+等作为阳离子前驱体， Se2-、 Te2-fF为阴离子前驱体，

用可溶性的疏基试剂作为有机配体，如颈基乙醉、 到基乙酸、 2在基乙胶、谷脱甘

肤、半脱氨酸等， 经过加热回流前驱体混合溶液的方法， 使量子点逐步成核并生

长[61-64]。另外还有水热法，该方法主要是在特制的密闭的反应容器中进行，主

要通过将水加热到超临界温度或者接近超临界温度而制备量子点[65]。采用这种

方法，反应温度很高，使得量子点的制备周期明显缩短， 量子点的成核和生长过

程分离，明显改善量子点的表面缺陷 ， 提高了量子点的量子荧光产率[66-67] 。 此

外还可以采用微波辅助法，这种方法运用微波辐射从分子内部加热，避免了普通

水浴和泊浴局部过热和量子点生长缓慢等缺点， 制备得到的尺寸分布均匀、 荧光

量子产率较高和半峰宽窄的量子点[68-70] 。

尽管有机相合成的量子点荧光量子产率高， 尺寸分布范围窄， 但是油性量子

点无法直接应用于生物体系， 需经过水溶性基团表面修饰。表面修饰过后的量子

点容易导致表面难以钝化[71] 。 水相合成量子点的实验条件易控制， 方法简单，

成本低， 可大批量制备， 表面性质可控， 很容易引入各种官能团。 一方面解决了

量子点的水溶性问题， 另一方面其表面可以修饰氨基 (-NH2)、竣基 ιCOOH)

等，可直接与生物大分子作用，便量子点具有良好的生物相容性。水相合成法已

成为制备量子点的常用方法，水溶性的量子点将成为具有发展潜力的生物荧光探

针[72] 。

1.2.5 量子点的应用

量子点作为一利l新型的纳米材料，己经逐渐的被广泛应用到物理、化学、 生

物、传感、能源等各个领域。由于量子点本身具有的多色、灵敏、稳定的荧光特

性，它己经被作为一利1荧光探针应用在生物医学的研究中。 1998 年 ， Alivisatos 

AP[34]和 Nie S[35]两个实验室同时在著名杂志 Science 上发表了量子点应用于生

物领域的文章，解决了量子点的水溶性和生物相容性的难题，从此开创了量子点

在生物领域应用的先河， 童子点在生物领域的研究迅速成为研究的热点， 在多个

领域得到广泛应用。

( 1 ) 量子点与生物分子相互作用研究

量子点的发光性质与其表面修饰分子的结构性质有密切关系。 QDs 可用于非

同位素标记的生物分子的超灵敏检测 ， 如在 QDs 表面连接上琉基乙酸

8 
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( HS-CH2COOH) ，从而使量子点既具有水溶性， 还能与生物分子(如蛋白质、 多

肤、核酸等〉 偶联(图 1.8)，从而使生物分子识别一些特定的物质[73-78]，也能

与一些蛋白结合形成生物传感器，测定生物体内物质的特性[79-81] ， 如图 1.9 所

刁亏。
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图 1.9 CdSe/ZnS 与有机磷水解蛋白 (OPH) 通过静电作用偶联，测定对氧磷。

(2 ) 基于量子点的荧光共振能量转移及其生物应用

荧光共振能量转移 (Fluorescence resonance energy transfer, FRET) 是指在两

个不同的荧光基团中 ， 一个荧光基团作为能量供体 CDonor) ， 另一个荧亢基团作

为能量受体(Acceptor ) , {共体的发射光谱与受体的吸收光谱有一定的重叠， 当这

两个荧光基团之间的距离合适时 ，就可观察到荧光能量由供体向受体转移的现象。

目前量子点作为能量供体在生物传感、 核音酸检测 、 癌症研究等方面都有很广泛

的应用[82-85] 0 Kull 等人以 CdSe/ZnS 多色量子点作为能量供体， 荧光基团 Cy3

和 Alexa647 作为能量受体， 基于多色量子点的技术进行了寡核昔酸杂交检测分析

[86] ， 如图 1 .1 0所示。 Stevens 等人基于 QD-荧光共振能量转移的的方法分析蛋白

激酶活性[87] 0 Cai 等人基于 CdTe 量子点和罗丹明 B 的荧光共振能量转移对八氯

9 
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Cy3 

苯乙烯 COCS ) 进行检测[88] 。
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图1. LO 基于量子点的荧光共振能量转移检测检测寡核音酸。
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图1. 11 基于量子点或有机染料的免疫夹心法的原理图。

量子点的免疫检测分析应用

免疫分析法C immunoassay )利用抗原与抗体之间的特异性结合反应检测药物、

激素、 蛋白质和微生物等的分析方法。以荧光童子点作为信号标记物， 与己知的

抗体或抗原结合， 用于分析检测[89-92] 0 1998 年 ， Nie 等发现在牛血清白蛋白

CBSA ) 中 ， 多克隆抗体能识别量子点标记的免疫球蛋白 CQDs-IgG)，使量子点

聚集在一起;相反， 如果没有这种抗体， QDs-IgG 标记物就能很好地分散于 BSA

中。这一试验结果证明用量子点标记的免疫球蛋白分子 C IgG ) 能识别专一的抗

体[35] 0 Narvaez 等人用量子点和有机荧光染料作为信号标志物，采用夹心免疫法

检测载脂蛋白 E[93] ， 如图 1. 11 所示。 Goldman 等人也将抗体与量子点结合进行

兔疫分析，他们首先制备了 CdSe/ZnS 核壳型量子点 ， 通过静电作用和分子自主

装作用与蛋白结合， 再与抗体结合， 量'子点与抗体的偶联物成功地用于葡萄球菌

肠毒素和 2，4，6-三硝基甲苯的荧光免疫分析[94] 0 Goldman 等人运用四种颜色不同

10 
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的量子点分别与ïf.麻毒素、 康霍毒素、志贺菌毒素 l 和葡萄球菌肠毒素 B 的抗体

偶联， 同时在一个微孔板上实现了四种毒素的检测[95] 。 可见 ， 量子点越来越广

泛的应用于免疫分析中。

(4) 量子点在细胞成像中的应用

生物医学的研究离不开光学成像技术， 量子点由于尺寸小和光学性能强的特

点， 十分适合用于在生物成像中作为荧光标记物。 1998 年， Bruchez 研究小组首

次将量子点与生物分子偶联在一起， 主要是通过静电吸附作用或自己体·受体之间特

异性结合， 该研究组分别运用红色和绿色两种量子点对小鼠的成纤维细胞的肌动

蛋白丝及细胞核同时进行了标记和光学成像[34]; 而 Nie 等则通过量子点与转铁

蛋白偶联物标记 HeLa 细胞， 该实验证实与量子点结合后的转铁蛋臼仍具有很强

的生物活性， 能够与细胞表面的受体结合并通过内吞作用进入细胞[35] ， 如图 l. 1 2

所示。 后来， Wu 等人将量子点与免疫球蛋白 G 和抗生物素蛋白偶联， 成功的标

记了乳腺癌细胞表面的 Her2 蛋白 ， 从而实现了对乳腺癌细胞的检测[40] ， 结果表

明 ， 基于量子点的荧光探针可以在细胞内成像并用于生物医学研究， 而且与有机

荧光染料相比具有显著的优点， 如图1. 13 所示。随着纳米技术的飞速发展， 童子

点作为荧光标记物己被广泛应用细胞成像[96-99] 。

图1. 1 2 量子点在细胞中的成像图

图l. 13 IgG 修饰的量子点和链霉亲和素修饰的量子点检~~IJ Her2 。

( 5 ) 量子点在生物活体标记中的应用

11 
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量子点具有很好的光稳定性和良好的生物相容性， 使其在活体示踪方面的研

究成为可能。量子点主要是通过静脉注入边入生物活体内如图 1. 14 所示。 Ballou

等人采用两种不同的童子点进行活体成像， 我们可以看到童子点能够稳定的存在

于小鼠的体内[100] 0 Gao 等人将量子点与抗体结合进入癌细胞靶向作用于肿瘤，

进而观察荧光成像[41] 0 Michalet 等人在小鼠体内通过静脉注射量子点， 然后在小

动物扫描成像仪中能很快的观察到量子点聚集在小鼠的肝脏中 ， 可见量子点能够

用于肿瘤的成像和诊断[30] 0 Cai 等用偶联 RGD 多肤的量子点分别对不同表达程

度的 Qvß3整合蛋白的乳腺癌细胞进行标记， 结果表明， 量子点能成功作用于高

度表达 o v ß 3 整合蛋白的成胶质细胞瘤细胞 U87MG 实体瘤。后来该课题组实现

了近红外量子点的肿瘤被动靶向(EPR 效应) ， 如图 1. 15 所示[101-102] 。

图1. 1 4 量子点进入小鼠体内的途径。

图1. 1 5 近红外量子点的活体肿瘤被动靶向成像图。 (a) 静脉注射量子点之前的小鼠， (b) 静

脉注射量子点 l 小时后的成像图， (c)和(d)分别为静脉注射后 4 小时和 6 小时的活体靶向

图。 肿瘤如红色箭头所示。

12 
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1.3 阿尔茨海默病

1. 3. 1 阿尔茨海默病的简介

1907 年 ， 德国巴伐利亚州的精神科医师和神经解剖学家阿洛伊斯-阿尔茨海

默首次对阿尔茨海默病进行了描述 ， 并以他的名字命名。阿尔茨海默病

(Alzheimer' s Disease, AD ) ， 又称老年痴呆， 是一种常见的进行性神经退行性疾

病， 临床表现为记忆障碍、 失语、 失用 、 失认， 视空间能力损害 ， 抽象思维和计

算能力损害，人格和行为改变，长时间会导致日常生活能力减退， 并伴随各种行

为障碍和神经精神症状。 根据发病者的年龄分为早老性痴呆和老年性痴呆， 65 岁

以前发病者称为早老性痴呆， 65 岁 以后发病者称老年性痴呆。 阿尔茨海默病也可

以根据身体机能的损伤程度和认知能力分成三个时期: 第一阶段为轻度痴果期

( 1-3 年 )， 表现为记忆减退， 判断能力下降， 社交困难， 情感淡漠， 出现时间定

向障碍; 第二阶段为中度痴呆期 (2-10 年 )， 表现为记忆严重受损， 在处理问题、

辨别事物方面有严重损害，不能独自迸行室外活动，出现各种神经症状， 情感从

开始的淡漠变为急躁不安: 第二阶段为重度痴呆期(8-12 年 )， 患者日常生活不

能自理， 大小便失禁， 记忆严重丧失， 有强握、 摸索和吸吮等原始反射， 一切的

生活都需要依赖他人。

日前对于阿尔茨海默病患者的检查手段主要有: 神经心理学测验， 包括简易

精神量表 (MMSE ) ， 日常生活能力评估包含躯体生活自理能力量表和工具使用能

力量表， 行为和精神症状 CBPSD ) 的评估;血液学检查: 神经影像学检查， 头

CT (薄层扫描)和 h仅1 (冠状位)检查， 功能性神经影像， 正电子扫描 CPET)

和单光子发射计算机断层扫描 (SPECT); 脑电图 ( EEG ) ; 脑脊液检测 ， 脑脊液

中β淀粉样蛋白和 Tau 蛋白检测: 基因检测等。

近年， 美国国家老龄化研究所与阿尔茨海默氏症协会的专家组研究发现， 阿

尔茨海默症的潜伏期主要分为三个阶段: 第一阶段， 主要是人脑脊液中β淀粉样

蛋白(amyloid-ß ， Aß)的含量开始逐渐减少， 表明 Aß开-始在大脑中形成斑块; 第

二阶段， 主要是人脊髓液中 tau 蛋白的含量开始下降，这表明脑细胞已经开始死

亡， 同时 Aß的含量出现不正常或者继续下降: 第三阶段， 在前两个阶段生物标记

物异常的情况下， 能够通过心理测试检测到一些轻微的认知变化[ 103] 。 同时依照

2015 年《世界阿尔茨海默病报告》显示， 患阿尔茨海默病的正在持续增加， 预计

到 2050 年 ， 全球患有老年痴呆的人数将从目前的 4600 万人增加至 1.315 亿人，

每 3 秒钟就可能出现有 1 例。 由此可见这种病在老年人中的患病率极高， 并且，患

者的致残率高， 治疗的时间长且治疗费用很高， 给患者的家庭和社会带来极大的

负担。因此， 阿尔茨海默病是现阶段以及未来人类必须面临的最大的全球公共健
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康和社会保健挑战之一。 所以我们要在还未出现临床症状前前检测这种疾病， 即

对阿尔茨海默病第一阶段的标志物β淀粉样肤的检测，这自旨在很大程度延缓病人

病情的恶化。

1.3.2 β淀粉样肤的简介

(a) _ _. . 1_ . ....1 .... _ _ _ .... ....I _ ' A ....\ ~ A _~_I I_^，"，~~_\ '1 11 .",..... , I_~ A __, ,,,,..... ..,,... ~ 咽咀amyloid ß-peptide (Aß) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGWIA 

(b) 
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图1.19 (a) AßI-42 的氨基酸序列; (b) Aß单体聚集形成纤维的过程。

ß-淀粉样肤在细胞基质沉淀聚积后具有很强的神经毒性作用，是大脑皮质老

年斑的主要成分。 Aß主要是由淀粉样前体蛋白( amyloid precursor protein , APP) 通

过β蛋白酶和γ-蛋白酶的连续水解作用而产生的， 含有 39-43 个氨基酸的多肤，

其分子量约 4 kDa。由β蛋白酶作用于 APP 的 671 和 672 残基间的 t肤键， 产生

ß-APPs 开1:1 C99 片段多j扰， C99 再经过于蛋白酶的水解作用产生不同长度的 Aß肤 ，

如果在 710 和 7 13 残基间 ， 产生短的 Aß肤 ， 即 Aß(I-40); 如在 714 残基后，则产

生长的 Aß肤即 Aß(1-42):其中 Aß(I-40)约占 90%， Aß(l-42)约占 10% ，但是 Aß(1-42)

比 Aß(1-40)更容易形成纤维状聚合体， 对神经元的毒性更大[104-105] <> Aß(I -42) 

在阿尔茨海默病中起重要的致病作用，它能够迅速形成低聚物，再聚集形成原纤

维 ( fibrils)，这都与早期老年痴呆症的形成息息相关， Aß(1-42)可存在于正常人

和 AD 患者脑脊液中或者血液中。其中 Aß(1-42)的第 28-42 位氨基酸残基具有较

大的形成。-折叠结构的可能性， 而第 40-42 位的 3 个氨基酸残基对 Aß(I-42)的β

折叠的构象起到稳定的作用，而第 33-42 位的氨基酸残基与第 17引 位的氨基酸

残基构成了 Aß(I-42)的疏水区， Aß(1-42)的 N端具有亲水性。不同条件下，Aß(1-42) 

能够形成α-螺旋结构、 ß-折叠结构、无规则螺旋结构， 而ß-折叠的构象有利于

Aß(1-42)单体聚集， 形成寡聚体和纤维(图 1. 19) [106-108] 。
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1. 3.3 ß-淀粉样肤的检测

由于 Aß和阿尔茨海默病之间的关系 ， Aß可作为阿尔茨海默病早期诊断的标

志物， 因此对 Aß的检测就变得非常重要了 。 近年来，己有多种方法在水溶液或细

胞样品中的 Aßo 1995 年 Gravina 等人用酶联免疫吸附法测定 Aß(1-42) 单体的浓

度[109]; 1996 年， Wang 等人利用免疫沉淀·质谱法在细胞介质中测定了 Aß(1-42)

的含量[110] 02007年 ， Santos等人运用 Alexa Fluor 488 作为能量供体和 Alexa Fluor 

594 作为能量受体而建立的荧光共振能量转移体系 ， 检测人脑脊液中 Aß的含量

[ 111]; 2011 年， Wang 等人用纳米金的共振光散射分别在水溶液和血浆中检测

Aß(I-42)的含量[112] ; 2012 年 ， Wang 等人基于纳米金的斑点印迹免疫法分别在

脑脊液和水溶液样品中检测 Aß(I -42)的含量[1 13]; 2013 年 ， Gagm 等人用硅微阵

列芯片作为基底的免疫法检测人脑脊液中的 Aß(1-42)的含量[114]]; 2014 年， Liu 

采用电化学竞争夹心免疫法检测脑脊液样品中 Aß(I-42)的含量[115] 。 但是， 这些

方法具有一定的局限性: 一些方法需要昂贵的仪器， 这限制它们在常规测试中的

应用 ; 有些方法的灵敏度也不是很高。美国国家老龄化研究所与问尔茨海默氏症

协会的专家组指出 ， AD 早期阶段β淀粉样肤在脑脊液中的含量逐渐降低。因此，

发展一个高灵敏度并且不需要昂贵仪器的方法检测 AD早期阶段的标志物，对 AD

的早期诊断非常有必要。

1.4本论文的研究内容及意义

基于量子点这种新型纳米材料优越的荧光性能及其在生物分析领域广阔的应

用前景， 本论文的主要研究工作如下:

(1 )以量子点作为荧光探针和磁分离技术相结合而建立的夹心免疫法定量检

测 Aß(1 -42)的含量。 以磁珠作为基底，首先将生物素修饰的 C端抗体通过生物素

-亲和素的相互作用结合， 再特异性结合 Aß(1-42) ， 再特异性结合生物素修饰N

端抗体 ， 最后加入链霉亲和素修饰的量子点。成功构建了 MB-C-Ab­

Aß( 1-42)-N-Ab-QDs 的夹心免疫检测体系。 当溶液中存在 Aß(l-42)的条件下， 利

用磁铁除去巴结合了 QDs 和磁珠的复合物， 除去磁珠的上清液中多余的游离的

QDs 的荧光强度随着 Aß(1-42)浓度的增加而降低。因此， 发展了一个免疫测定

Aß(I-42)的方法，检测的线性范围是 0.5-8.0 nrnol L-1 ， 检测限为 0.2 nrnol L-1 。 该

方法能用于检测人脑脊液 (CSF) 中的 Aß(l -42)的检测。

(2) 基于第一个工作， 为了减少反应时间， 第一个工作的反应时间为 10.5 h , 

第二个工作时间为 6 h; 不需要用磁铁进行分离， 实验操作更简单， 同时提高检测

的灵敏度， 本研究建立了一个以 QDs 作为信号标记的高灵敏度免疫分析方法检测
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Aß(1-42)。首先，将 Aß(1-42)特异性的无修饰的 C 端抗体 CC-Ab ) 结合在对抗体

具有强结合力的 96 孔板上， 然后在结合 Aß(1-42)和 Aß(1-42)特异性的生物素化的

N端抗体 CN-Ab ) ; 最后加入过量的 QDs。取出上清测定起荧光强度，上清溶液

525 nm 处的荧光强度与 Aß(I-42)的浓度在 5- 100 pmol L- ' 范围内呈良好的线性关

系。因此， 发展了另一个夹心免疫法测定Aß(l -42)的的含量，检测限为 1.7 pmol L- ' 。

该方法能更好的用于检测人脑脊液 CCSF) 中的 Aß(1-42) 。
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第二章基于量子点的夹心免疫法检测 Aß(1-42)

第二章基于量子点的夹心免疫法检测IJ Aß(1-42) 

2.1 引言

阿尔茨海默病 (Alzheimer 's disease. AD ) 是-种进行性的神经变性疾病 ， 在

人类中能引起老年痴呆 [116]。随着人口的老龄化， AD 的发病率逐渐增加， 全世

界超过 3500 万人受到影响[1 17] 0 AD 患者会出现以下的11备床表现=认知能力下降:

行为异常: 不可逆的记忆丧失; 语言障碍等[118]。这种疾病的治疗时间长且花费

昂贵，因此，探索这种疾病的早期诊断方法是至关重要的[11匀。研究表明 ， 细胞

外淀粉样斑块的沉积是导致AD 的主要原因[120] ， 淀粉样蛋白斑块的主要成分是

有 42 个氨基酸组成的肤， 这种肤被称为。-淀粉样肤即 Aß(1-42) ， 它具有折叠和形

成毒性聚合物的趋势。正是因为 Aß(I-42)和 AD 之间的关系 ， Aß(I-42)被认为是

AD 早期诊断的标志物[103] 。

近年来，己有多种方法用于水溶液或细胞样品中的 Aß检测: 如酶联免疫吸附

试验法[109] 、 毛细管电泳法[12 1 ]、 免疫沉淀-质谱法[110]、荧光共振能量转移法

[111] 、 表面等离子体共振-免疫芯片法[122-123] 、 共振光散射法[ 112] 、 基于纳米

金的斑点印迹免疫法[113]等。 但是， 这些方法具有一定的局限性: 一些方法需要

昂贵的仪器，这限制了它们在常规测试中的应用 : 有些方法的灵敏度也不是很高。

有研究表明 Aß(1-42)在正常人群中的含量是 0.31 nmol L-' ( 1.40 nglmL ) ， 在 AD

患者中的含量为 0. 1 6 nmol L-' ( 0.72 ng剧L) [ 1 23]。美国国家老龄化研究所与阿

尔茨海默氏症协会的专家组指出， AD 早期阶段β淀粉样肤在脑脊液中的含量逐

渐降低[103]。因此，发展一个高灵敏度井且不需要昂贵仪器的方法检测 AD 早期

阶段的标志物，对早期诊断AD 非常有必要。

量子点 (Quantum dots , QDs) ， 具有激发光谱宽、 发射光谱窄而对称、 量子产

率高等优良荧光性能[ 124- 1 28] ， 在分析检测和荧光成像等方面得到广泛应用

[1 29-13 1 ]。本研究利用童子点优良的荧光性能， 建立了以 QDs 作为荧光信号标记

的夹心免疫分析方法检测 Aß(1 -42)。首先 ，将生物素化的 Aß(1-42) C端抗体CC-Ab )

与表面修饰链霉亲和素的磁珠 (MB ) 结合: 然后再依次加入样品、生物素化的

Aß(I-42) N 端抗体 (N-Ab ) ; 最后加入过量的 QDs。当样品中存在 Aß(I-42) ， 会

生成 MB-C-Ab-Aß(1-42)-N-Ab-QDs 的免疫夹心复合物; 在外加磁场的作用下，免

疫复合物会与溶液游离的量子点分离开， Aß(l-42)的浓度越大， 分离出来的量子

点浓度减小、 荧光强度降低: 且荧光强度的降低与 Aß(l -42)的浓度在一定范围内

成线性关系。基于此， 构建了检测 Aß( I-42)的夹心免疫分析法， 检出限为 0.2 nmol 

L-' ，成功用于检测人脑脊液 (CSF ) 中的 Aß(1-42)。
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2.2 实验部分

2. 2. 1 试剂与仪器

试剂 : Aß( 1-42) (DAEFR HDSGY EVHHQ KL VFF AEDVG SNKGA IlGLM 

VGGVY IA , purity>95%) 购自于上海强耀生物科技有限公司 : 链霉亲合素修饰

的磁珠 C1\在B ) ， 平均粒径为 l μm，购自于郑州|英诺生物科技有限公司;生物素标

记的 AßI-1 6抗体 CAnti-beta Amyloid 1-16/Biotin, N-Ab)、 生物素标t己的ß-Amyloid

1-42 (CT)抗体 CAnti-beta-Amyloid 1-42 (CT)-Biotin, C-Ab)、人血清白蛋白 Chuman

serum albumin , HSA )、人分泌型免疫球蛋臼 A CSIgA)、人免疫球蛋臼 M CIgM) 、

人免疫球蛋白 G (IgG) 均购自于北京博奥森生物技术有限公司 : 葡萄糖购于重

庆北暗化学试剂厂 ; 所有氨基酸，包括赖氨酸 CLysine ， K)、谷氨酸CGlutamic acid , 

E)、精氨酸 C Arginine ， R )、酷氨酸 C Tyrosine ， Y) 、 缴氨酸 C Yaline ， V)、亮氨

酸 CLeucine , L) 、 组氨酸 CHistidine , H )、 苯丙氨酸 CPhenylalanine , F) 和天冬

氨酸 CAspartic acid , D) 均购自北京鼎国生物技术有限责任公司 : 牛血清白蛋臼

C Bovine serum albumin , BSA ) 购于上海生工生物工程有限公司;链莓亲和素修

饰的 CdSe/ZnS 量子点 CQDs)，最大发射为 525 nm， 购自于武汉咖源童子点技术

开发有限公司;整个实验过程用水均是由 Milli-Q-Plus 系统 CMillipore ， 美国)所

制 1 8.2 M.Q的超纯水。

仪器: UV-2450 紫外可见分光光度计(日本岛津公司); F-4500 型荧光分光

光度计(日本日立公司); 高速台式冷冻离心机 L阳-I-250-Z Z383K (德国 HERMLE

公司) ; 48-孔板(北京鼎国生物技术有限责任公司); Tecnai G2 F20 S-TWIN透射

电子显微镜(美国 FEI 公司);搅涡混合器(金坛市医疗仪器厂) ; pH 计 PB斗。

(赛多利斯科学仪器有限公司);十万分之一天平 ME204 (梅特勒.托利多仪器上

海有限公司) ; 超声仪 KQ5200 (昆山市超声仪器有限公司) ; -80
o

C冰箱 TSE240V

(赛默飞世尔科技中国有限公司); PHMP 型做孔板恒温振荡器(赛默飞世尔科技

中国有限公司)。

2.2.2 AIl(1-42)单体的制备和脑脊液样品的制备

Aß(1-42)单体溶液的参照文献报道的方法[132-133]: 首先将 1 mg Aß(1-42)的

冻干粉溶解在 1 mL 10 mmol L- ' 现配制的 NaOH 溶液中，然后超声 l 分钟: 用

LRH-250-Z Z383K 高速台式冷冻离心机， 在 4 oC条件下， 用 12500 叩m 离心 l 小

时除去大的颗粒， 取上清液，用磷酸盐缓冲溶液稀释， 最后用 UV-2450 紫外可见

分光光度计测定 Aß( 1-42)溶液 276 nm 处的l吸光度值， 根据朗伯比尔定律 A=εbc

(ε=1410 Lcm-' mol- I ) 确定 Aß{1-42)单体溶液的浓度。
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第二章基于量子点的夹心免疫法检测 Aß(1-42)

人脑脊液样品从重庆医科大学第二附属医院获得， 储存在 - 80
0

C的冰箱里，

夹心兔疫测定前解冻，再在 4 oC条件下 12500 rpm 离心 l 小时除去大的颗粒和其

它杂质。

2. 2 . 3 抗体的溶解与保存方法

将 100 昭抗体的冻干粉 (已经包含了 0.01 mol L-I PBS 、 I% BSA和 0.1% 防

腐剂)，加入 100 队的超纯水将其充分溶解， 再加入 100μL 甘油涡旋均匀 ， 分装

在冻存管中，置于 - 20
0

C保存，避免反复冻融， 可保证至少 l 年有效: 后续试验

时， 再使用对应的缓冲液稀释成工作液 ， 即用即配。抗体冻干粉在- 20
0

C下保存，

至少三年有效。

2. 2 . 4 缓冲液的配制

封板缓冲液 : 称取 2.204 g Na2HP04. 12H20 , 0.6 g NaH2P04.2H20 矛1:18.766

NaCl ， 溶解在超纯水中形成 1 L 溶液， pH=7.4o 封板时加入 1% 的 BSA，现配现

用。

免疫缓冲液: 称取 7 1.64g N a2HP04 • 12H20 溶解在超纯水中形成 1 L 溶液， 配

置成 0.2 mol L-I 的溶液。称取 32.21g NaH2P04.2H2ü 溶解在超纯水中形成 1 L 溶

液， 配置成 0.2 mol L-' 的溶液。用两种磷酸盐溶液调配成 0.2 mol L-' , pH=7.4 

的 PBS。实验时加入超纯水将其稀释成 0.01 mol L-' ， 并加入 0.05% (v/v)的 Tween

20 形成免疫缓冲液。

2.2.5 Ap(l-42)的检测步骤

该实验步骤主要在 48 孔板中完成，免疫检测的原理如图 2. 1 所示。

第一步 ， 在 48 孔板中加入 0.01 mol L-' pH 为 7.4 的封板缓冲液(包含 1%

BSA) , 1000μLI孔， 在 4 0C 条件下孵育过夜。然后除去微孔板中的封板缓冲溶液，

每个孔加入 50μL 10 mg mL-1 的 MB (在溶液中的最终浓度为 1.25 mg mL-1 ) ， 用

免疫缓忡液 (0.01 mol L-' PBS , pH 7.4， 包含 0.05% (v/v) Tween 20, 350μLI孔〉

清洗三次， 除去 h在B 中的叠氮化纳和其它杂质。

第二步，向每个孔中加入过量的 10μL2.4 μMC-Ab 和 390μL免疫缓忡， C-Ab

在溶液中的最终浓度为 60 nmol L- ' ， 在 37 0C 的条件下孵育 60 min。 利用亲和素

和生物素之|司的强结合力将 C-Ab 偶联在 MB 的表面。然后用缓冲液(350μLI孔)

清洗四次除去多余的 C-Ab。清洗完后向微孔板中加入 1000μL 封板缓冲液， 在

37 0C 的条件下孵育 60 mÎn 后 ， 主要是为了封闭上述反应中未结合的位点和提高

反应的灵敏度: 再除掉缓冲液。
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图 2.1 夹心免疫法检测 Aß(I-42)的原理

第三步， 再向每个孔加入不同浓度的 Aß(1-42)的标准溶液(10 llLl孔)或待

测样品和 390μL 免疫缓冲液， 在 37 0C 的条件下孵育 4h 后， Aß(1-42)的一端与

C-Ab 特异性结合在一起，然后用 350μLI孔的免疫缓冲清洗 4 次。

第四步，向每个孔中加入过量的 10μL4μMN-Ab 和 390μL 免疫缓冲 ， N-Ab 

在溶液中的最终浓度为 100 nmol L-' ， 在 37 0C 的条件下孵育 60 min 后 ， Aß(1-42) 

的另一端与 N-Ab 特异性结合， 用 350μLI孔的免疫缓冲清洗 5 次除去多余的未结

合的 N-Ab。

最后，向每个孔中加入过量的 10μL 80 nmol L-' QDs 和 390μL 免疫缓冲，

QDs 在溶液中的最终浓度为 2.0 nmol L-' ， 在 37 0C 的条件下孵育 3 h。然后用磁

铁将上清洛液和免疫复合物分离出来，用 F-4500 荧光分光光度计测定上清溶液的

荧光强度。所有孵育步骤都在 PHMP 微孔板恒温振荡器中完成。
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第二章基于量子点的夹心免疫法检测 Aß(1-42)

2.3 结果和讨论
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图 2.2 (A) QDs 的透射电子显微镜成像图 (8) QDs的粒径分布图

链每:亲合素修饰的 QDs 的最大发射为 525 nrn ， 平均粒径为 3.7 nrn (测定 146

颗) ， 图 2 为 QDs 的透射电子显微镜成像和粒径分布图。由于 QDs 具有良好的荧

光性能， 在我们的夹心免疫体系里用 QDs作为纳米信号标记物。该实验分步将生

物素化的 C-Ab 结合在链每亲和素修饰的磁珠上面， 再结合抗原 Aß(1-42) ， 进而

连接生物素化的 N-Ab. 最后在这个免疫体系上面结合信号标记物 QDs。在该体

系中，如果不加入 Aß(1-42) ， QDs 就不能结合在 MB 连接的复合物上。用磁铁分

离后， 上清溶液的荧光强度就不会发生改变 (图 2.1 和 2.3 ) 。 但是 ， 当有 Aß(1-42)

存在时， QDs 就能结合在 MB 为载体形成 C-Ab- Aß(l-42)-N-Ab 夹心免疫
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图 2.3 夹心免疫体系的荧光光谱。( I )不存在 Aß(1-42)j (，，)存在 4.0 nmol L.1 Aß(1 -42) j 

( "' )纯的 M8。生物素化得C-Ab 和 N-Ab 的浓度分别为 60 nmol L-' 和 100 nmol L-' o 
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如B 影晌 QDs 荧光的猝灾。 Aß(1-42)的浓度分别为1.0， 10.0, 50.0, 

100.0 nmol L" 。

复合物上， 形成 MB-C-Ab-Aß( 1 -42)-N-Ab-QDs 夹心免疫检测体系。用磁铁分离出

来的上清溶液的荧光强度随着 Aß(1-42)浓度的增加而降低。因为， Aß(1-42)的浓

度增加， 就会结合上更多的 QDs在磁珠上，溶液中游离的 QDs 就会减少，所以

荧光强度会逐渐降低。同样， 我们也检测了被磁铁分离出来的夹心免疫复合物的

荧光，将分离出来的 MB-C-Ab- Aß(1-42)-N-Ab-QDs 的复合物用 PBS 清洗四次，

然后分散在 400μLPBS 中，立刻检测其荧光强度，得到的结果如图 2.4 所示， 发

现 h在B-C-Ab- Aß( 1-42)-N-Ab-QDs 的荧光非常弱， 其原因是 MB 能够猝灭 QDs 的

荧光，图 2.40

2.3.2 夹心免疫检测的条件优化

为了提高检测的灵敏度， 我们以 Ll I/lo为指标对 MB 浓度、 QDs 浓度、封板

时间和 QDs 的孵育时间等检测条件进行优化。其中 Ll I = 10 -1， 10和 I分别代表存

在和不存在 2 nmol L-' Aß(1 -42)时的荧光强度。 Ll l/Jo的值越高， 表示该检测的灵

敏度越高。

如图 5A 所示， MB 的最佳浓度为 1.25 mg mL-1 
0 MB 的浓度越低，它捕获的

C-Ab 的量就比较少， 因此 Ll I/lo 的值比较低。但是当 MB 的浓度高于 1 .25 mg mL-' 

时， Ll I/lo 的值有一个下降的趋势， 这可能是由于 MB 的浓度太大， 部分 MB 发

生了团聚[134] ， 降低了它与 QDs 的结合能力。因此 MB 的优化出来的浓度为1.25

mgmL-' 。
如图 5B 所示， 我们对 QDs 的浓度进行了优化， 当 QDs在溶液中的浓度为
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2.0 nmol L-1 时 ， iJ Ulo 的值达到最大。当 QDs 的浓!支持续增大时 ， 10的值也会跟

着增大，这样反而会引起iJ 1/10的值有略微的下降。 所以，我们选取 2.0 nmol L-l 

的 QDs 用于后面的分析检测。

第二步加入 C-Ab 后清洗完后，进而采用封板缓冲液封板。该封板的步骤能

够减少后续抗原Aß(l -42)和生物素化的 N-Ab在 MB 上的非特异性吸附[135-136] 。

如图 5C所示，随着孵育时 |可的增加，检测灵敏度逐渐增加。当孵育时间达到 90 min 

肘 ， 趋于平稳。所以选取 90min 最佳封板时间。

我们以链霉亲和素修饰的 QDs 作为夹心免疫检测的信号标记物。 QDs 通过链

霉亲和素-生物素的作用结合在 N-Ab 上，因此，建立了 MB 与 QDs 之间的联系。

所以，在该免疫检测体系中我们优化了 QDs 的结合时间。随着时间的增加， 检测

灵敏度逐渐增加。考虑到实验的灵敏度和时间的消耗，选取 180 min 作为最佳孵

育时间。
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因 5 检测条件的优化。 (A) MB 浓度的优化， MB 的浓度分到为 0.25 ， 0.5 , 1.25 , 2.5 mg mL' !. 

(B) QOs 浓度的优化， QOs 的浓度分别为 LO ， 2.0, 3.5 , 5.0, 8.0 nmol L'! 0 (C ) 封板时间

优化，孵盲时间分别为 30 ， 60, 90 , 120, 150 min. (0) QOs 结合时间优化，孵盲时间分别

为 10 ， 20 , 30, 60, 90 , 120, 180 min. MB 的浓度为 1.25 mg mL斗 ， QDs 的浓度分别为 2.0

runol L-l , C-Ab 的浓度为 60 mnol L斗 ， N-Ab 的浓度为 100 runoJ L.l. .ð. I = 10 - 1， 10和 I 分剔代

表存在和不存在 2 nmol L'l Aß(I-42)时的荧光强度。
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在上述最优条件下， 基于 QDs 的夹心免疫法实现了对 Aß(1-42)的定量检测。

如图 2.6所示，上清溶液525 nm处的荧丸强度与 Aß(I-42)的浓度在 0.5-8.0 nmol L" I 

范围内呈良好的线性关系。线性回归方程为 1= - 0.2527 C (nmoL L-')+0.9857σ表

示归一化的荧光强度 ， C表示 Aß(I-42)的浓度; n=匀， R 为 0.9915，检出限 CLOD )

为 0.2 nmol L-I (3σ)。在 Aß(I-42)的浓度为 4 nmol L- I 时的标准偏差 CRSD ) 是 2.4%

Cn=ll )。
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图 2.6 上清溶液荧光强度与 Aß(I-42)浓度的线性关系。 Aß(l -42) 的浓度分别为 0， 0.5 , 1.0, 

2.0, 4.0, 6.0 和 8.0nmol L.I 。 陋的浓度为1.25 mg mL - 1, QDs 的浓度 2 nmol L-1, C-Ab 的

浓度为 60 nmol L-I, N-Ab 的浓度为 100 nmol L- I 。

2.3.3 方法的选择性

为了考察基于 QDs 的夹心免疫检测体系的选择性，我们选择了实际生物样品

中存在的一些干扰物质，如蛋白 、 葡萄糖、 氨基酸、 金属离子对该体系的影响。

在溶液中分别加入 100 nmol L.l 蛋白 (HAS ， HIgM , HIgG , HIgA) , 500 nmol L.l 

葡萄糖和 500 nmol L-1 氨基酸 CK， E, R , y , V , L , H , F, D )，如图 2.7A

所示:金属离子 100 nmol L-1 Fe3+, Cu2+, 300 nmol L-1 Zn2+, Ni2+ 、 Pb2+和 500 nmol 

L-1 C02+, Na+, K+.. Mg2+，如图 2.7B 所示。加入上述物质后， 上清溶液的荧光强

度不发生变化。只有存在 Aß(1-42) 时 ， 才会引起荧光信号的降低。证实了我们建

立的检测方法的高选择性。

我们进一步考察了一些共存物质对 4.0 nmol L-l Aß(1-42) 检测的影响共存物

质引起的误差在士5%的范围内 ， 就可以认为对 Aß(1 -42) 的检测无影响。 我们实

24 



第二章基于量子点的夹心免疫法检测 Aß(1-42)

10 nrnol L-' HIgG 手日 500 nrnol L-' Glc 、HIgM、 HlgA，
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300 nmo1 L.1, C02+ \ Na+ \ K+ \ Mg2+的浓度为 500 nmo1 L-1o C: Aß( I -42) 的浓度为 4.0 nmo1 七l;

HlgA 的浓度为 1 00 nmo1 L-'; Glc, 

500 runol L'I; HIgG 的浓度为 10 runol L飞 D: Aß(l -42) 的浓度为 4.0 runol L.I ; 

D 的浓度为F, H , 
VL 
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Cu2+ Fe3+, 
Mg2+的

浓度为 500 runo1 L-1o M8 的浓度为 1 .25 mg mL飞 QDs 的浓度为 2.0 nmol L-', C-Ab 的浓度
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2.3.4人脑脊液中 AP(l-42)的检测

采用标准加入法检测人脑脊液中 Aß(l -42)的含量， 参照实验步骤三， 先向溶

液中加入己稀释 40 倍的人脑脊液 (CSF ) ， 再加入一系列不同浓度 (0. 5 ， 1.0, 2.0 , 

4.0 , 6.0 , 8.0 nmol L-1 ) 的 Aß(1-42) ， 孵育完成后， 用磁铁分离，测上清的荧光强

度， 结果如图 2.8。得到标准曲线的线性方程为 J= - 0.33 C向mo/ L-J)+0.9947 υ 

表示归一化的荧光强度， C表示加入的 Aß(1-42)的浓度 ; n=匀， 相关系数 (R2)

为 0.9972。根据 I和加入的 Aß(1-42)的浓度，我们算出人脑脊液中 Aß(l-42)的浓

度为 0.64 nmol L-I (3.1 ng mL-1 )。这个浓度与先前的报道人脑脊液中 Aß(1-42)

的浓度 0.6-8 nmol L-1 (2.9-36 ng mL-1) 一致[110]。但是， 有其它文献报道人脑

脊液中 Aß(l -42)的浓度为 1 . 5 ng mL-1[123] 。这种差异可能是由于不同的实验条件、

不同的检测方法和不同的测试样品引起的。与以前报道的检测方法相比，我们的

工作具有较好的灵敏度和选择性，如表 l 所示。

公1.1
钮.

Z 
U -z 
τ 1.0 
u 
E .. 
u 
峙
。

运 0.9
= -z 
c 
-; 0.8 
.出
租

E 
』-Z 0.7 

。 2 4 6 8 

A~J-42 (nM) 

图 2.8 荧光强度与 Aß( 1-42)浓度的线性关系。 Aß(1-42) 的浓度分别为 0 ， 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 , 

6.0, 8.0 nillol L-I 0 

2.4结论

ν田的浓度为 1 .25 mg mL -1, QDs 的浓度为 2 nmol L-1, C-Ab 的浓度为

60 nmol L-1, N-Ab 的浓度为 100 nmol V。

Aß(1-42)作为 AD 早期诊断潜在的标志物， 其检测对 AD 的防治具有重要意

义。我们以量子点为荧光标记物， 结合磁分离技术构建了检测 Aß(1-42)的夹心免

疫新方法。该方法选择性好 ; 检测 Aß(1-42) 的线性范围是 0.50-8_0 nmo\ L-1 

(2.25-36 ng mL-1) ， 检出限为 0.2 础r1 ( 0.9 ng mL- 1 ); 并成功用于人脑脊液样品中

Aß(I -42)的检测。 我们相信本方法有望用于 AD 的早期诊断。
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表 1 :与其它方法的比较

Limit of 
Methods Linear rang 

detection 
Speed Reference 

Surface plasma 
90.28-902.8 90.28 Anal. Chem. 2010, 82, 

resonance-imrnunochip 
pglmL pglmL 10151-10157. 

assay 

Gold nanopa口icle -based 0.1 nglmL-
50 pglmL 5.5 h 

Chem. Commun. 

dot-blot immunoassay 10μglmL 2012, 48, 8392-8394. 

Immunoassay (use a silicon 
0-5 nglmL 

73.07 
7.5 h 

Biosens‘ Bioelectron‘ 

microarray platform) pglmL 2013, 47, 490-495. 

Flow cytometry -

fluorescence resonance 0.04-10 J Alzheimer's Dis. 

energy transfer (using nglmL 2007, 11, 117-125. 

antibody) 

Immune-sensing 2.5-7.5 
3.0μglmL 17 h 

Biosens. Bioelectron. 

p1atform 盹ImL 2013. 40. 329-335. 

Enzyme-I inked 375-4500 
62.5 pglmL 

APPS J. 2012, 14, 

immunosorbent assay pglmL 510-518. 

Immunoprecipi tation 爪tlass 4.5nglmL - JBiol.Chem. 1996, 

Spectrometric Ana1ysis 4.5μglmL 271, 31894-31902. 

E1ectrochemistry (using 
2-40 f.lglmL 

B ioelectrochemist.ηF 

antibody) 2008, 74,118-123 

J. Am. Chem. Soc. 

E1ectrochemistry 0.7 μglmL 2005, 

127,11892-1 1893 

1 nglmL-l 
Chem. Commun 

Resonance light scattering f.lglmL and 
2011, 47,9339-9341 

5-50μglmL 

Sandwich immunoassay 2.25 -36 
0.9 nglmL 

based on QDs nglmL 
10.5 h The present work 

27 



第三章基于量子点的双抗体夹心免疫法检测 Aß(1-42)

第三章基于量子点的双抗体夹心免疫法检测 Aß(1-42)

3.1 引言

阿尔茨海默病 (Alzhe imer's disease , AD) 是发生于老年期的最常见痴呆类型

之一， 属于中枢神经系统退行性疾病， 典型症状是进行性认知功能障碍， 如记忆、

定位、 判断和推理出现障碍， 最终丧失说话和活动能力[137]。根据 2015 年《世

界阿尔茨海默病报告》显示， 全球约有 990 万例新发痴呆患者一一每 3 秒钟就有

l 例:预计到 2050 年， 全球悬有老年痴呆的人数将从目前的 4600万人增加至 1.315

亿人。根据报告显示该病在老年人中的患病率和致残率高， 治疗的时间长且治疗

费用很高， 给患者的家庭和社会带来极大的负担。毫无疑问 ， 阿尔茨海默病是当

今和未来人类所面临的最大的全球公共健康和社会保健挑战之一。 所以 ， 探索早

期诊断和治疗这种疾病的方法是至关重要的[ 138] 0 AD 患者的脑部常伴随着细胞

夕阳-淀粉样肤 (ß-amyloid peptide , Aß) 沉积为核心的老年斑 (senile plague, SP) 

[139] 0 1 984 年 ， Glenner 和 Wong 从 AD 和 Down 综合征患者脑膜血管壁发现

一种 39-43 个氨基酸组成的具有折叠的 Aß多肤， 相对分子质量约为 4 kDa[140] , 

其中约 90%为 Aß(l-40) ， 其余 10%是 Aß(l-42) 和 Aß(l-43)。患者脑内老年斑

主要是由具有神经毒性和血管毒性的 Aß(I-42)的聚集引起的[14 1 -142]。目前 Aß

的沉积发生于 AD 的早期， 因此 ， Aß(I-42) 是导致 AD 的一个重要因素和关键

环节[143] ， 并且被认定位 AD 早期诊断的标志物之一[103] 。

己有多种方法用于检测水溶液、 细胞样品或唾液样品的 Aß含量， 如夹心免疫

检测法[144] 、 电化学检测法[145] 、 基于磁性纳米材料和抗体的夹心免疫检测发法

[146] 、 电化学竞争夹心免疫法[115] 、 硅微阵列芯片免疫法[1 14] 、 酶联免疫吸附试

验法[ 147] 、 毛细管电泳法[ 1 21 ]、 免疫沉淀-质谱法[ 11 0] 、 表面等离子体共振-免疫

芯片法[ 1 22- 1 23] 、 共振光散射法[ 1 12] 、 基于纳米金的斑点印迹免疫法[1 13]等。但

是， 这些方法具有一定的局限性: 一些方法需要昂贵的仪器，这限制了它们在常

规测试中的应用: 有些方法的灵敏度也不是很高。美国国家老龄化研究所与阿尔

茨海默氏症协会的专家组指出， AD 早期阶段β淀粉样肤在脑脊液中的含量逐渐

降低[103]。因此， 发展一个高灵敏度并且不需要昂贵仪器的方法对早期诊断 AD

非常有必要。

量子点 (quantum dots , QDs) 作为一种新型荧光探针， 因其独特的理化性质

而广受关注[ 148] 0 QDs 具有独特的量子尺寸效应和表面效应， 与传统荧光染料相

比， 显示出优良的光谱特征和光化学稳定性[149] 。 由于 QDs 的优良性能， 在分析

检测和生物成像领域得到广泛应用[1 29-13 1 ] 。
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在上一章， 我们基于量子点优良的荧光性能和磁性纳米材料所具有的分离性

能， 建立了 MB-C-Ab-Aß(1-42)-N-Ab-QDs 体系检测人脑脊液中的 Aß(1-42)。该检

测体系的检出限为 0.2 nmol L-1 ( 9.0 ng/mL)， 但是有文献报道 Aß(1-42)在正常人

群中的含量是 0.31 nmol L-1 ( 1.40 ng/mL ) ， 在 AD 患者中的含量为 0. 16 nmol L-1 

( 0.72 ng mL-l ) [ 1 23]。我们的检测方法的灵敏度还不够高， 检测脑脊液中的

Aß(1-42)还只能采取标准加入法。 此外， 前一个方法检测时间也太长， 不便于实

际应用。所以章以 QDs 作为信号标记的， 将捕获抗体直接结合在强结合力的的微

孔板上， 建立了一个高灵敏度夹心免疫分析方法检测 AßI -42 的含量。首先，将无

修饰的 Aß(1-42) C 端抗体 CC-Ab ) 结合在对抗体具有强结合力的 96 孔板上， 然

后依次加入样品和生物素化的 Aß(1-42) N 端抗体 (N-Ab ) ; 最后加入过量的

SA-QDs。检测时测定上清溶液的荧光强度。该方法无需用磁铁进行分离， 简化了

操作与反应时间，提高了灵敏度， 检出限为 1.7 pmol L-l ( 7.6 pg mL-l ) ; 简化了操

作步骤， 缩短了检测时间， 成功用于人脑脊液 (CSF) 中 Aß( 1 -42)的检测。
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图 3.1 夹心免疫法检测 Aß(I .42)的原理。
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3.2 实验部分

3.2.1 试剂与仪器

试剂 : 试剂 : Aß(1 -42) (DAEFR HDSGY EYHHQ KLVFF AEDYG SNKGA 

IIGLM YGGVV IA , purity>95%) 购于上海强耀生物科技有限公司 : 生物素标记

的AßI-16抗体CAnti-betaAmyloid 1-16/Biotin, N-Ab)、无标记的ß-Amyloid 1-42 (CT) 

抗体 C Anti-beta-Amy1oid 1-42 (CT)-Biotin, C-Ab)、人血清自蛋白 C human serum 

a lbumin , HSA ) 、 人分泌型免疫球蛋白 A CSIgA)、人免疫球蛋白 M (IgM)、人

免疫球蛋臼 G (IgG) 均购自于北京博奥森生物技术有限公司 ; 葡萄糖 CGlucose ，

Glc ) 购于重庆北暗化学试剂厂; 所有氨基酸，包括赖氨酸 CLysine ， K)、谷氨酸

C Glutamic acid , E )、精氨酸 C Arginine , R)、酶氨酸 CTyrosine , Y )、嫩氨酸

CYaline , Y)、亮氨酸CLeucine , L)、组氨酸CHistidine ，町、苯丙氨酸CPhenylalanine ，

p) 和天冬氨酸 C Aspartic acid , D ) 均购自北京鼎国生物技术有限责任公司 : 无

蛋白封板缓冲液 C Protein-Free Blocking Bu的r)，购自于赛默飞世尔科技中国有限

公司 ; 链每亲和素修饰的 CdSe/ZnS 量子点 CQDs)，最大发射为 525 nm ， 购自于

武汉酬源量子点技术开发有限公司 ; 整个实验过程用水均是由 Milli-Q-Plus 系统

所制 18.2 M.Q的超纯水。

仪器: UV-2450 紫外可见分光光度计(日本岛津公司); F-4500 型荧光分光

光度计(日本日立公司); i旋涡混合器(金坛市医疗仪器厂 ) ; 强结合力的 96-孔

板 C High Bind Microplate ) C美国康宁公司 ) ; 高速台式冷冻离心机 L阳也250-Z

Z383K C德国 HERMLE 公司) ; pH 计 PB-IO (赛多利斯科学仪器有限公司);十

万分之一天平 ME204 C梅特勒"托利多仪器上海有限公司); 超声仪 KQ5200 ( 昆

山市超声仪器有限公司); -80oC冰箱 TSE240Y C赛默飞世尔科技中国有限公司);

微孔板加热振荡器 PHMP C赛默飞世尔科技中国有限公司)。

3.2.2 AP(l-42)单体的制备和脑脊液样品的制备

Aß(1 -42)单体溶液参考文献[132- 133]配制 : 首先将 1 mg Aß( 1-42)的冻干粉溶

解在 1 mL 10 mmol L-I 新鲜配制的 NaOH 溶液中 ， 然后超声 l 分钟: 用 L阳也250-Z

Z383K 高速台式冷冻离心机， 4 oC 12500 rpm 离心 1 小时除去大的颗粒，取上清

液，用磷酸盐缓冲溶液稀释， 最后用 UV-2450 紫外可见分光光度计测定 Aß(I-42)

溶液 276nm 处的吸光度值， 根据朗伯比尔定律 A=εbc Cε=1410 L cm-I mol- I ) 确

定 Aß( I -42)单体溶液的浓度。

人脑脊液样品从重庆医科大学第二附属医院获得， 储存在- 800C的冰箱里，

夹心免疫测定前解冻， 4
0

C 1 2500 叩m 离心 l 小时除去大的颗粒和其它杂质。经
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上述处理， 就得到检测所需的生物实际样品。

3.2.3 抗体的溶解与保存方法

将 100 IlLlmg/ml 抗体的储备液(已经包含了 0.01 mol L-' TBS pH=7.4、 1%

BSA 和 50% 的甘油) ， 分装在冻存管中 ， 置于 - 20
0

C保存， 避免反复冻融， 可保

证至少 l 年有效; 后续试验时， 再使用对应的缓冲液稀释成工作液， 即配即用。

3.2.4 缓冲溶液的配制

0.01 mol L-I PBS 缓冲液: 称取 0.2 g KCI , 0.2 g K2HP04 , 2.9 g NaH2P04• 2H20 

和 8.0 g NaCl ， 再加入 0.05% (v/v) Tween 20，溶解在超纯水中形成 lL溶液， pH 

7.4。

3.2.5 AP(1-42)的检测步骤

该实验步骤主要在具有强结合力的 96 孔板中完成， 免疫检测的原理如图 3.1

所示。

第一步， 在对抗体具有强结合力的 96 孔板中加入 200μL 100 nmol L-1 的无修

饰的 C-Ab 抗体 ， 在 4 0C 条件下孵育过夜， 让抗体结合在 96 孔板的表面。然后

除去多余的抗体溶液， 用 300μL 10 mmol L- ' 的 PBS 缓冲液清洗三次。每个孔再

加入 300μL 无蛋白的封闭缓冲， 在室温下孵育 1 h 后除去多余的封板缓冲液， 用

300μLPBS 清洗 3 次。

第二步， 向每个孔加入不同浓度的 Aß(1-42) (10μLI孔)标准溶液(或样品)

和 190μLPBS 缓冲液， Aß(1-42)的一端能够特异性结合在的 C-Ab 上 ， 在 37 0C

的条件下孵育 2h 后， 用 300μLPBS 清洗 4 次。

第三步， 向每个孔中加入过童的 10μL 1 !lmol L- ' 生物素化的N-Ab 和 190μL

PBS 缓冲液 ， N-Ab 在溶液中的最终浓度为 50 nmol L- ' , N-Ab 特异性结合在

Aß(I-42)的另外一端， 在 37 0C 的条件下孵育 2h 后。用 300μLI孔的 PBS 缓冲液

清洗 3 次，以除去过量的 N-Ab o
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最后， 向每个孔中加入过量的 10μL 10 nmol L- ' 链霉亲和素修饰 QDs 和 190

μLPBS 缓冲液， QDs 在溶液中的最终浓度为 0.25 nmol L-' ， 在 37 0C 的条件下孵

育 1 h。因为生物素和亲和素之间的强结合力 ，适量的量子点能够连接在直接 N-Ab

上， 过量的 QDs 就会游离在溶液中。取出上清溶液稀释到 400 此， 用 F-4500 荧

光分光光度计测定上清溶液的荧光强度。第三步和第四步的孵育在 PHMP 微孔板

加热振荡器中完成的。
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3.3 结果和讨论

3.3.1 Ap(1-42)的检测原理

链每亲合素修饰的 QDs 的最大发射为 525 nm ， 平均粒径为 3.7 nm ( 146 颗 ) ，

透射电子显做镜成像和粒径分布图见图 2.2。由于 QDs 具有良好的荧光性能， 在

我们建立的夹心免疫检测体系里， QDs 作为荧光信号标记物。该实验分步将无修

饰的 C-Ab 结合在强结合力的 96 孔板表面上， 再用封板液封板以封闭 96 孔板上

未结合蛋白的位点 ， 防止其他蛋白，如 Aß(1-42) 、 N-Ab 在微孔板表面的结合:

再加入抗原 Aß(1-42) ， 进而加入生物素化的 N-Ab ， 最后在这个免疫体系中加入

SA-QDs。在该体系中 ， 如果不加入 Aß(I-42) ， QDs 就全部游离在溶液中 ， 取出

的上清溶液的荧光强度就是最大。 随着 Aß(l-42) 的加入并增大浓度，游离在溶液

中的量子点的量就会减少，并伴随荧光强度的下降。因此建立的一个新的夹心免

疫检测体系来测定 Aß(l-42)。
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因 3.2 优化 N-Ab 的浓度。 N-Ab 的浓度分别为1.0 ， 5札 10.0， 25.0, 50.0 ，和 100.0 nmol 

L-' 0 C-Ab 的浓度为 100 nmol L" , QOs 的浓度分别为 0.25 nmol 1" 0 111 = 10 - 1, 10 和 I 分别

代表存在和不存在 10.0 pmol L" Aß(I-42)时的荧光强度。

3.3.2 检测条件的优化

为了提高检测的灵敏度。 我们对检测的所需的条件进行了优化， 包括 N-Ab

和 QDs 的浓度。我们用Ll l/lo 的值作为条件优化的标准， L11 = 10 - 1, 10和 I分别

代表存在和不存在 10.0 pmoI L.1 Aß(I-42)时的荧光强度。 L11/l0 的值越高， 表示该

检测的灵敏度越高。
33 
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如图 3.2 所示 ， 我们对 N-Ab 的浓度进行了优化， N-Ab 的最佳浓度为 50 nmol 

L-l 。 随着 N-Ab 浓度的增大， L1 11Io 的值逐渐增大， 当 N-Ab 的浓度为 50 nmol L-l 

时， jj lIlo 的值趋于平稳。 所以选择 50 nmol L- 1 作为后面实验分析的最佳浓度。

如图 3.3 所示， 我们对 QDs 的浓度进行了优化， 当 QDs 在溶液中的浓度为

0.25 nmol L- ' 时 ， jj llIo 的值达到最大。当 QDs 的浓度持续增大时.， 10的值也会跟

着增大 ， 这样反而会引起 L1 Ulo 的值有略微的下降。虽然从图像中司 以看出 口

nmol L-1 的 QDs 的 .1 //10 也有所增大， 但是选择 1 .5 nmol L- 1 的量子点会加大药品

的消耗， 浪费药品。所以， 选择 0.25 nmol L-1 的 QDs 用于分析检测。
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。
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图 3.3 优化 QDs 的浓度。 QDs 的浓度分别为 0.25 ， 0.5, 0.75 , 1.0, 1.5 nmol L.I. C-Ab 的

浓度为 1 00 nmol L" . N-Ab 的浓度分别为 50 nmol L" . lI. J = 10 -l . 10和 l 分别代表存在和不

存在 10.0 pmol L" Aß(I-42)时的荧光强度。

在上述优化的条件下， 基于 QDs 的高灵敏度的夹心免疫法实现了对 Aß(l-42)

的定量检测。 如图 3.4 所示， 上清溶液的荧光强度 C525 nrn 处〉与 Aß(1-42)的浓

度在 5-100 pmol L-I 范围内呈良好的线性关系。线性回归方程为 1= - 0.0012 C 

(pmol L今+0.97079 (1表示归一化的荧光强度， C表示 Aß( 1-42)的浓度; 每个浓度

平行测定 5 次并取平均值)， 相关系数 CR) 为 0.9686 ， 检出限 CLOD) 为 1.7 pmol 

L-l (3(3 )。在 Aß(1-42)的浓度为 25 pmol L- 1 时的标准偏差 CRSD ) 是 4.2% Cn=11 ) 。
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图 3.4上清溶液荧光强度与 Aß( I-42)浓度的线性关系。 Aß(l -42) 的浓度分别为 5.0， 10_0, 

25.0, 50.0 和 100 pmol L-l. C-Ab 的浓度为 100nmoIL-l ， N-Ab 的浓度为 50 nmol L-l , QDs 

的浓度 0.25 nmol L- 1 。

3.3.3 方法的选择性

为了考察以 QDs 为信号标记的夹心免疫检测体系的选择性，我们选择了实际

生物样品中存在的一些干扰物质，如蛋白、葡萄糖 CGlc )、氨基酸和金属离子对

该体系产生的影响。在溶液中分别加入 100 nmol L-' 蛋白 (HAS ， IgM, IgG , 

SIgA) ， 如图 3.5A 所示; 500 nmol L-I 葡萄糖和 500nmol L-I 氨基酸 恨， E, R , 

y , V, L. H. p , D)，如图 3.5B 所示 ; 金属离子 500 nmol L-1 Zn2+、 Ni2+、 Pb2+~

Ca2+、 C户、 C02+、 Na+、 K+、 Mg2+ ， 如图 3.5C 所示。加入上述物质后，上清溶液

的荧光强度不发生明显变化。只有当溶液中加入了 Aß( I-42)时，才会引起荧光信

号的降低。证实了我们建立的检测方法的高选择性。

我们进一步考察了一些共存物质对检测 100.0 pmol L-' Aß(l-42)的影响。 共存

物质引起的误差在土5%的范围内，就可以认为对 Aß(I-42)的检测无影响。实验发

现 100 nmol L-' HAS , IgM , SIgA , IgG (3.4 D ); 500 nmol L-' Glc , K , E, R , y , 

V , L, H , p , D , (3 .5 D ) ; 300 nmol I_,-I Zn2+, N i2+, Pb2+, Ca挝、 Cr3+ ， C02+ , 

Na+、 K+~ Mg2+ (3.4 F ) 共存时对 AßO-42)的检测都无影响。
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图 3.4 免疫检测的选择性。 (A) 、 (B) 和 (C) 不罔干扰物质的信号晌应;

IgG, 

D 的浓度均为 500 出t1 j C: Aß(l -42) 的浓

Zn2+, Ni2+ 、 Pb2+ ， Ca2+, C户、 C02+ ， Na+ 、 K+ ， Mg2+ 的浓度均为 500 nmo1 

H , P, L , 

IgM, 

V , Y , 

浓度为 100 pmo1 L-1 j HAS , 

R, E, K , Glc, 100 pmol L-1 , 

度为 100 pmol L-l , 

L.l 0 (0) 、 ( E) 和 (F) 检测 Aß(I -42)时共存干扰物质的影响。 D : Aß(I-42) 的浓度为 100 pmol 

SIgA 的浓度为 100 nmol L-1 
j E: Aß(l-42) 的浓度为 100 pmol L-1, IgG , IgM , L-1

j HAS , 

Glc, K , E, R, Y , V , L , H, P , 0 的浓度均为 500 nmol L-l j F : Aß(l -42) 的浓度为 100 pmol 

L-l, Zn2+、 Ni2+、 Pb2+ 、 C沪、 Cr3+、 Co2+、 Na+， K+ 、 Mg2+ 的浓度均为 500 nmo1 L-lo C-Ab 的

N-Ab 的浓度为 100 nmo1 L-l , QDs 的浓度为 0_25 nmo1 L- I 。浓度为 100 nmol L-I , 

人脑脊液中 AP(1-42)的检测3.3.4 

采用标准加入法检测人脑脊液中 Aß(1-42)的含量 ， 向 己稀释 40 倍的人脑脊液

中加入一系列不同浓度 ( 5.0， 10.0, 25.0, 50.0 和 100 pmol L-1 )的(CSF ) 
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Aß(1-42) ， 然后按 3.2.5 所述检测。如图 3.5 所示， 得到标准曲线线性回归方程为

1= - 0.00137C (pmol L-')+0.99841 (1 表示归一化的荧光强度， C表示 Aß(1-42)的浓

度 ; n=匀， 相关系数 (R) 为 0.9984 。 根据荧光强度和加入的 Aß(1-42)的浓度，

我们算出人脑脊液中 Aß(I-42)的浓度为 0.29 nmol L-1 ( 1.3 ng mL-1 )。这个浓度与

先前的报道人脑脊液中 Aß(I-42)的浓度 1.5 ng mL-1 一致[ 14] 。 采用这个方法检测

Aß(I-42)比我们建立的第一种方法灵敏度更高， 反应时间为 6 h ， 所花时间更短，

能够用于人脑脊液中 Aß(I-42)的检测 。 与以前报道的检测方法相比，我们的工作

也具有合理的灵敏度和选择性， 如表二所示。
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图 3.5 荧光强度与 Aß(I-42)浓度的线性关系。 Aß(1 -42)的浓度分别为 5.0， 10.0, 25.0, 

50.0 和 100 pmol L-lo C-Ab 的浓度为 60 nmol V , N-Ab 的浓度为 50 nmol L-l, QOs 的浓度

为 0.25 nmol L-l 0 

3.4结论

我们基于量子点良好的荧光性能和抗体与抗原之间的特异性结合， 构建了双

抗夹心免疫法定量检测 Aß(1-42)。当溶液中加入 Aß(1-42) 时，测得上清的荧光强

度会随着 Aß(l -42)浓度的增加而减少。检测的线性范围为 5.0-100 pmol L-1 

( 0.023-0.45 ng/mL)，检出限 CLOD) 1.7 pmol L- 1 。 这种方法具有较高的灵敏度和

良好的选择性。为检测 AD 患者脑脊液中 Aß(1-42)的含量提供了潜在的可能， 也

对早期的临床诊断具有重要的意义。
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表二:与其它方法的比较

Detected Limit of 
Methods Samples Linear rang Reference 

sp巳cles detection 

The Bioseneors and 
ùn mune-sensing 2.5-7.5 

AßI-42 cerebrospinal 3.0μg!mL Bioe/ectronics 
platform 

t1uid (CSF) 
μg!mL 

2013,40,329-335 

Electrochemistry (Aß Artificial Biosensors and 
0.09-677.1 

(1-16)-heme-modified Aß cerebrospinal 45.l pg/mL Bioe/ectronics 

gold nanoparticles) fluid (aCSF) 
ng!mL 

2013,49,231 -235. 

lmmunoassay (use a Artificial Bioseneors and 
73.07 

silicοn mlcroarray AßI-42 cerebrospinal 0-5ng!mL Bioe/ectronics 

platform) fluid (aCSF) 
pg!mL 

2013，4只490-495.

Competitive Artificial Biosensors and 
0.23-4.5 22.6 

electrochemical AßI-42 cerebrospinal Bioe/ectronics 

fluid (aCSF) 
ng!mL pg!mL 

2014,51,208-212 Immunoassay 

Antibody-based magnetic 
Journal01 

10-3000 biomedicaloptics 
nanoparticle Aß saliva 20 pglmL 

1m町1Unoassay
pg/mL 2014, 

19,051205(1 )-(7). 

Enzyme-linked cerebrospinal 375-4500 62.5 APPS 2012, 

immunosorbent assay 
AßI-42 

fluid (CSF) pg/mL pg!mL 14.510-518 

IP/MS 
JBiol. Chem. 

(1mmunoprecipitαtion/M 
Aß 

cerebrospinal 4.5ng!mL-4. 
1996, 271, 

αss Spectrometric t1uid (CSF) 5盹ImL
31894-31902 

Analysis) 

Bioeleclrochemist 
El巳ctrochemistry (using AßI-4旷 Aqueou 

2-40μg!mL Iy 2008, 74, 
antibody) AßI-42 solution 

118-123 

1. Am. Chem.Soc. 

Electrochemistry 
AßI-2s1 Aqueou 

().7μg!mL 2005, 127, 
AßI-40 solution 

11892-11893 

0.1 Chem. Commun. 
Gold nanoparticle based 

AßI-42 
Aqueou 

ng!mL- IOμg 50 pg!mL 2012,48, 
dot-blot immunoassay solution 

ImL 8392-8394 

I ng!mL-1 
Chem. Commun. 

Resonance light 
AßI-42 

Aqueou l-lg!mLand 
2011, 47, 

scattermg solution 5-50 
9339-9341 

μg!mL 

High sensitivity 
The 

immunoassay (use a 0.023-0.45 
7.6 pg L-1 T he present 

high binding 96-well 
AßI-42 cerebrospinal 

ng/mL work 

plate) 
fluid (CSF) 
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致谢

致谢

人生如画，岁月如哥大。弹指间， 三年的研究生生涯己接近尾声，日子总是像

从指尖流过的细沙， 在不经意间悄然滑落。然而站在毕业的门栏上远远望去，初

来乍到时的场景却历历在目。回忆起这三年的点点滴滴，感慨不己，欣慰之余而

又庆幸无比。值得欣慰的是，我这三年的时间过得非常充实，学到了许多的东西:

庆幸的是我来到了一个很好的环境， 遇到了一个好的老师和很多可爱的朋友， 他

们给我了很多的指引和帮助， 使我能够顺利地完成学业， 再此谨向他们表示最衷

心的感谢 !

首先， 最应该感谢的是我的导师郑鹊志教授。非常感谢您当初选择了我， 让

我有机会有机会进入我梦想的西南大学， 开启我的研究生生涯，感谢您让我成为

了您的学生， 感谢您让我拥有了人生中最好的老师， 感谢您在的实验中的正确引

导，感谢您在我每次犯错后都能够包容我，原谅我， 一切的一切都感谢您。郑老

师真的是一位对工作兢兢业业，尽心尽力的好老师。还记得我刚入学时， 对科研

还不是很了解，郑老师会跟我们聊一些你对科研的态度和想法，你的思想深深的

影响着我们，激发了我们对科研的兴趣。初次做文献报告的时候，我们对一些专

业名词和实验步骤理解得都不是很准确，您每次都很耐心的为我们讲解， 总是鼓

励我们，给我们信心。当我们开始做实验了，您总是不厌其烦的教我们设计实验

方案，分析实验现象，处理实验数据，让我们对实验要有清晰的思路和建立正确

的分析方法。实验中的的每一个细节都讨论的非常细致， 当实验获得新发现时，

郑老师敏捷而发散性的思路和激情的演讲， 常常让我激动万分，仿佛己经感受到

实验完成时的喜悦心情:而当实验遇到困难时， 您会第一时间和我一起讨论， 认

真分析原因，寻找突破口。等到实验完成时 ，您又会耐心的指导我论文的书写 ，

每一字每一句您都会认真的帮我们修改。在这三年中，您不仅教会了我做实验，

还教会了我很多做人的道理， 待人真诚，学会包容。 您不仅关心我们的科研，还

关心我们的生活，您时常提醒我们要注意锻炼身体，您还经常组织我们去春游:

您让我们整个 CBN 实验室的成员凝聚在一起，感受温暖和快乐。您以渊博的专

业知识， 严谨的治学态度，精益求精的科研作风， 平易近人的人格魅力深深的影

响着我。在这里，我谨向郑老师致以最诚挚的感谢和祝福 !

其次要感谢我的师母隆异娟老师 ， 隆老师是一位漂亮而又温和的好老师。经

常给予我们关心和l帮助。感谢您隆老师 !

感谢重庆医科大学的程老师和黄宁师兄对我试验提供的帮助。

同时， 还要感谢实验室的每一位成员。特别是我们刚到实验室时， 实验室的
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师姐们给我们提供了很多的帮助 。 特别是美丽而又温柔的梁立平师姐，我刚来西

南大学时，正值七月，梁师姐顶着炎炎烈日奔走在校园里为我安排住宿， 带我去

超市买东西，熟悉学校的环境，您还教会了我报账，每当我遇到困难和失落时候，

你总是能够给予我帮助，让我们在这里感受到了友爱和温暖。并且梁师姐是实验

室里第一个探究。-淀粉样蛋白的人，梁师姐细心的引导我进行实验，尽你所能为

我解决试验和生活中所遇到的问题，为我实验的顺利进行提供的许多宝贵意见。

还有王窒梁师姐， 笠梁师姐做事非常认真和严谨， 在实验里严格要求我们， 笠梁

师姐严谨的科研态度深深的影响着我这三年研究生生涯。藤萍师姐， 温柔善良的

你一直是实验室的知心姐姐， 虽然外表看似柔弱，但内心却坚强无比，您对我们

总是那么好，让我觉得暖暖的。沈冬军师姐，沈师姐的脾气非常好， 在实验室耐

心的教我使用每一个实验仪器，你小小的身体里住着一个宽容二坚强的心。 王杰

师姐，拥有着东北大姐的风范，你豪爽的个性给实验室带来了很多的欢乐，我们

一起吃饭、 一起逛街、 一起出去玩， 这些都成为了我内心深处最美好的记忆。感

谢杨裕芳师妹， 谢谢你为溶解了那么多次 Aß，测了那么多次 Aß的浓度，溶解那

么多次抗体。感谢万冬梅师妹，你每次回家都会给我们带好多好吃的， 自家的蜂

蜜，乐山的甜皮鸭， 每次都能让我们胃口大开。感谢温祖煌师弟 ， 你在作为实验

室唯一的男生，为实验室干了很多体力活，减轻了师姐们的负担。感谢庞艳娇师

妹，邓智利师妹，李梦露师妹，你们的到来为实验室增加了青春活力和无限多的

欢乐。最后， 感谢于援援，杨利利，我们三个一路走来相互帮助和支持，还要感

谢缘分，给我一个和你们大家相识相知的机会， 与你们在一起的欢声笑语我将永

远铭记在心。

此外，我要感谢我的室友欧新、常园园， 李娜，感谢你们三年来的陪伴。感

谢杜俊宏，谢谢你对我实验工作的大力支持， 每次在我实验做到很晚时都会来接

我，也谢谢你三年来的陪伴和理解。

最后，我还要感谢我的父母。 感谢你们给予女儿这么多的爱与温暖 ! 感谢你

们在我这 20 几年的求学生涯中的无微不至的关心、 照顾和支持。在这里， 女儿向

你们道一声: 你们辛苦了 !

感谢所有爱我和帮助过我的人， 我会带着大家的期望继续努力的 !

珍重 !

再见 !

皮江丽

201 6 年 5 月于搞园十舍
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