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量子点荧光探针用于汉坦病毒重组抗原的检测
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!!!摘要"!目的!应用量子点荧光探针对汉坦病毒"'()*(+,-./#'0$重组抗原进行检测% 方法!合

成水溶性量子点荧光纳米颗粒#并在其表面修饰1蛋白和()*,2'0抗体作为量子点荧光探针#对 '0重

组抗原进行检测并优化检测条件% 结果!量子点与抗体的最佳偶联条件&3'456'反应时间 $ 7'抗体浓

度为 $6

!

89:;% 用本方法检测'0重组抗原的最低检测值为 # )89:;% 结论!该探针能有效的识别'0

抗原#且操作简便快速#为'0重组抗原的检测和肾出血热综合征的诊断提供了新方法%
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!!汉坦病毒"'()*(+,-./#'0$所引起的肾出血热

综合征 " 7E:C--7(8,FLE+E-M,*7 -E)(;/H)CD-C:E/#

'Q<R$和汉坦病毒肺综合征" 7()*(+,-./3.;:C)(-H

/H)D-C:E#'SR$是全世界流行的病毒性传染病)"*

%
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A6X以上)$*

% '0的检测方法已有报道#如传统免

疫荧光分析' '02Y8Z 捕捉酶联免疫吸附实验

"V[YR=$法'<B2S\<"EE+E-/E*-()/F-,3*(/E23C;H:E-2

(/EF7(,) -E(F*,C)$法等#然而均存在一些方法学上

的问题% 建立快速简便'安全'高敏感性和特异性的

'Q<R血清学诊断新方法有其重要意义%

!!针对传统检测方法中所存在的问题#结合新兴

纳米材料量子点优异的光谱性能)%24*

#本研究利用性

能优异的量子点荧光纳米颗粒"JK/$#在其表面修

饰 1蛋白 " 3-C*E,) 1#S1$和 ()*,2'0抗体#得到

JK/2S12Y81偶联复合物#作为量子点荧光探针#成

功地对'0抗体进行了检测#现报告如下%

AB材料与方法

A5AB试剂与仪器B仪器&荧光分光光度计"Q>66#

!%@&!东南国防医药 $6"$ 年 "" 月第 "& 卷第 4 期!Z,;,*(-HZED,F(;]C.-)(;CLRC.*7E(/*\7,)(#0C;5"&# Ĉ54# Ĉ+5$6"$



日本',*(F7,公司$'荧光共聚焦显微镜"日本 _;H:2

3./公司$'台式冷冻多功能离心机"$$<#美国 (̀Fa2

:()公司$'紫外9可见分光光度计 "Kb@66#美国

(̀Fa:()公司$% 试剂&\DBE羧基量子点"JK/$'碳

化二亚胺 "VK\#分析纯$' 2̂羟基琥珀酰亚胺

" '̂R#分析纯$'聚乙二醇"SV1$'L,/7E-盖玻片均由

东南大学惠赠(汉坦病毒重组抗原购于 S-CR3EF公

司(S1'小鼠 ()*,2'0抗体购于 /,8:(公司(用于鉴

别对照的 QYB\标记的小鼠 ()*,2'0抗体购于百斯

凯公司%

A5CB量子点的纯化BJK/粗品溶液中#过量的巯基

乙酸以游离形式存在#对后续的表面功能化修饰会

产生一定的影响% 为了更好地与 S1和羊抗人 Y81

进行连接#先用凝胶过滤层析法对量子点粗品溶液

进行初步纯化#采用葡聚糖凝胶12$# 中颗粒作为填

料#以超纯水为洗脱液#去除游离的巯基乙酸% 再用

超速离心机#离心半径 @ F:'%>#66 -9:,:离心 $ 7#

可见明显橘色荧光沉淀#得到浓缩纯化JK/

)>*

%

A5DB表面偶联 S1的 JK/荧光探针的制备!采用

VK\连接法在 JK/表面修饰 S1#JK/表面的羧基

首先被VK\活化#接着与 '̂R 反应生成活泼酯(活

泼酯易与含伯胺的分子反应#从而将 S1修饰到

JK/表面% 再加入纯化的小鼠 ()*,2'0抗体#使得

抗体的QF端和S1的
"

$ 区域紧密结合#得到 JK/2

S12=G偶联复合物)@*

% 具体步骤如下&

A5D5A!将纯化后的羧基量子点溶液与VK\和 '̂R

混合""c"66c$66#摩尔比$#即 65" :;的 JK/"46

!

Z$中加入 "6

!

;的 VK\和 "6

!

;的 '̂R#以 S̀ R

为反应介质"3'd>5&$#磁搅拌 %6 :,)#室温活化%

A5D5C!活化后#在反应管中加入 "6 )8S1#磁搅拌

%6 :,)#使得 S1的氨基端和 JK/的活化羧基端反

应生成酰胺键% 室温静置 $ 7% 为去除游离的 VK\

和 '̂R等小分子物质#以半径 @ F:'#666 -9:,) 离

心 "6 :,)#再溶于 S̀ R中并透析 @ 7进一步纯化%

A5D5D!在JK/2S1S̀R 溶液中按 "c" 的摩尔比加

入纯化的小鼠()*,2'0抗体#磁搅拌 $7#使=G 的QF

端和S1的
"

$ 区域紧密结合#透析 @ 7#进一步纯

化#便得到JK/2S12=G复合物%

A5EBJK/荧光探针对'0重组抗原的检测"A#

!

A5E5A!在醛基化处理过的玻片表面滴加梯度稀释

的汉坦病毒重组抗原#每组 "6

!

;#& e湿盒孵育过

夜包被%

A5E5C!弃去抗原液后#用 S̀ R 洗涤玻片 % 次#每次

# :,)#氮气吹干玻片后#滴加 SV1封闭#$# e反应

46 :,)%

A5E5D!去封闭液#实验组每组加梯度稀释的 "6

!

;

JK/2S12=G复合物#对照组加 S̀ R 缓冲液#$# e反

应 46 :,)%

A5E5E!弃去抗体后#用 S̀ R 洗涤 % 次#每次 # :,)#

氮气吹干#封片后荧光共聚焦显微镜下成像观察%

并用同样的方法采用 QYB\标记的小鼠 ()*,2'0抗

体对'0重组抗原进行鉴别实验%

CB结B果

C5ABJK/荧光探针的光谱性能BJK/的吸收光谱

峰形窄而对称#表明JK/具有非常优良的光谱性能

"图 "$% 标记前JK/溶液的吸收峰在 #># ):处#标

记后JK/荧光探针的吸收峰位于 4$6 ):#虹移了 &#

):% 引起发射峰位变化的原因是由于在交联剂

VK\的作用下#JK/表面的羧基与 S1的氨基共价

结合#由于S1是个大分子蛋白质#在一个分子上可

连接多个JK/#JK/间距离缩短#粒子间偶极与偶极

的相互作用增加#使其 R*CaE/位移增大#所以其发射

光谱对于JK/的发射光谱发生了虹移)"6*

% 而量子

点溶液和量子点荧光探针的发射光谱的半峰宽基本

不变#表明在标记过程中 JK/之间没有发生团聚#

分散性较好%

图 "!标记前后JK/溶液的荧光吸收光谱

C5CBJK/与抗体偶联条件的选择!通过测定 JK/

与抗体偶联后溶液的荧光强度#确定二者偶联的最

佳反应条件% 实验结果表明#在 $# e时#选用不同

3'值的 S̀ R 缓冲液进行量子点和抗体的偶联反

应#在 3'值为 456 时#荧光强度增幅最大"图 $$#且

在反应 $ 7后荧光强度最稳定% 在确定反应时间和

缓冲液 3'值的条件下#采用不同浓度的小鼠 ()*,2

'0抗体与量子点进行偶联反应#结果表明#在 6 T

$6

!

89:;范围内#随着抗体浓度的增加荧光强度增

大#此后荧光强度趋于稳定不再增加#最佳抗体标记

浓度为 $6

!

89:;"图 %$%

!&@&! 东南国防医药 $6"$ 年 "" 月第 "& 卷第 4 期!Z,;,*(-HZED,F(;]C.-)(;CLRC.*7E(/*\7,)(#0C;5"&# Ĉ54# Ĉ+5$6"$



图 $!3'值对JK/2S12Y81复合物的影响

图%!小鼠()*,2'0抗体浓度对JK/2S12Y81复合物的影响

C5DBJK/荧光探针对 '0重组抗原的最低检测值

!在抗体足量的前提下#将 '0重组抗原稀释建立

系列浓度""6 )89:;'#6 )89:;'"66 )89:;'$66 )89

:;'#66 )89:;'"

!

89:;'"6

!

89:;'"66

!

89:;$#分别

用新建立的量子点标记条件对每个稀释度检测% 测

得阴性对照均值为 4>#空白对照均值为 &%% 以阴性

对照均值 $倍f空白对照均值求得F.*CLL值为 ">>#

以此为标准判读荧光数据% 根据不同浓度的标准

'0重组抗原和其荧光强度值绘制标准曲线"图 &$%

图 &! '0抗原浓度的标准曲线

!!量子点荧光检测体系的回归方程为 Hd

>@gA#>[)"h$ f@4g$@#相关系数"I$ d65A@"# "7i

6g6#$#显示荧光强度与待测抗原浓度呈正相关%

JK/荧光检测体系最低检测值为 # )89:;#而用于鉴

别对照的QYB\荧光体系为 $6 )89:;%

C5EB特异性实验B用 JK/荧光探针法对已知乙肝

重组抗原"'̀ /=8$进行特异性实验#只有 '0重组

抗原组呈阳性有荧光结果#'̀ /=8组和对照组均为

阴性#证明该方法特异性好#与 '̀ /=8无交叉反应%

C5FB准确性实验B#66 )89:;的标准汉坦病毒抗原

$6 次重复检测后#平均荧光强度值为 #4@#根据回归

方程计算出真值为 #>>#偏倚系数为 "5#4X%

C5GB重复性实验B批内和批间重复性实验的结果

见表 "#批内偏倚系数"\0$均值为 Ag$X#批间 \0

均值为 "65"X%

表 "!重复性测定结果

实验 "66 )89:; #66 )89:; "

!

89:;

批内"( d"6$

!MjJ &"# j&$ #4@ j#A >%& j#>

!\0"X$ "65" "65% >5@

!平均\0"X$ A5$

批间"( d"6$

!MjJ &6@ j&@ #4" j46 >$6 j4%

!\0"X$ ""5@ "65A @5>

!平均\0"X$ "65"

DB讨B论

!!量子点作为一种新型荧光标记物#具有普通荧

光物质无法比拟的光学特性)""2"%*

&发射光谱窄而对

称'单色性好#荧光信噪比高#抗荧光猝灭性强% 而

且标记方法十分简单#只需简单离心就可对标记产物

进行纯化)"&*

% 本实验采用以 3-C*E,) 1为+桥,的偶

联法制作荧光探针#比传统的静电力偶联法更稳定%

!!本研究将量子点标记和间接免疫荧光检测技术

相结合#制备了检测 '0感染的量子点荧光探针%

本方法采用VK\交联法#以'0重组抗原片为固相

载体#以JK/2S12Y81复合物为二抗检测 '0抗原#

将量子点标记技术应用于汉坦病毒感染血清学检

测% 该方法具有良好的灵敏度和特异性#且光稳定

性强#操作简便'快速#临床应用前景广% 在此研究

基础上#可利用量子点改变材质和粒径大小即可获

得不同发射波长荧光的特性#为选用不同抗体标记

多种量子点检测多种抗原)"#*

#开拓快速同步检测多

种病原体抗原的新技术%
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手术标本安全管理的持续质量改进
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!!持续质量改进"\JY$是在全面质量管理的基础上发展

起来的#更加注重过程管理和环节质量控制的一种质量管理

理论% 我科从 $6"6 年 # 月起#应用持续质量改进方法对手

术病理标本的保存和送检进行改进#取得了满意效果%

AB检查分析标本安全管理中存在的问题

A5AB手术标本处理不规范B包括手术标本未放固定液或固

定液未浸过标本#标本袋漏液使标本自溶(同一患者多个标

本固定在同一标本袋中#无法做出准确的病理诊断)"*

%

A5CB申请单(登记本及标本袋标签填写B病理申请单一般

是手术医生在术前部分填写#术后补充填写完整(部分申请

单不是术者或者第一助手亲自填写#对术中所见及手术切取

部位描写不够详细#给诊断造成困难)$*

%

A5DB病理标本交接制度不健全B与病理科之间未建立有效

地登记交接制度#造成相互推责%

A5EB手术标本丢失B缺少+逢切必检,的观念#或其他原因

造成标本随垃圾处理或送检途中不慎丢失)%*

%

作者单位% $"666$ 江苏南京#解放军 @" 医院手术室

通讯作者% 蒋玉娣#V2:(,;&"6&$"&6&4@WII5FC:

A5FB电话报告B用电话报告的快速病理诊断易误传结果%

CB建立目标(制定改进方案

C5AB建立目标B制定和完善标本管理制度和送检流程#从

每一个细节#每一个环节着手#杜绝差错事故发生%

C5CB制定改进方案B成立由护士长负责的持续质量改进小

组#共同探讨存在的标本管理缺陷#制定新的标本管理制度#

设计常规病理和快速病理标本送检登记本#规范送检流程#

并组织全科护理人员对各制度'流程进行培训% 护士长或指

定负责人监控制度'流程的执行情况#发现问题及时处理%

C5C5A!建立常规病理和快速病理送检本!内容包括&日期'

科室'手术间号'患者姓名'YK号'标本名称与件数'巡回护士

签名'手术医生签名'病理送检员签名'病理科医生签名等%

C5C5C!规范送检流程!

$

常规病理标本&凡是在手术中切

取下来的标本#均应视为病理标本妥善保管#洗手护士向手

术医生问清标本名称及切取部位后及时交给巡回护士#巡回

护士再次核对后将标本装入标本袋内#并在标本袋上记录患

者姓名'科室'床号'住院号'YK号'标本名称及切取部位#手

术结束后巡回护士'洗手护士和手术医生三方进行标本名称

和数量的交接#手术医生在手术清点记录单上签收标本件数

及签名#并将病理申请单和标本送至标本间#在病理标本送

检本上进行登记和签名% 总管护士对标本进行核对#包括标

本袋上的标签'病理申请单'病理标本送检本三者核对正确
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