
书书书

第４１卷　第５期 中　国　激　光 Ｖｏｌ．４１，Ｎｏ．５

２０１４年５月 犆犎犐犖犈犛犈犑犗犝犚犖犃犔犗犉犔犃犛犈犚犛 犕犪狔，２０１４

量子点偶联犚犌犇用于喉癌血管的靶向活体成像

朱小妹１　王晓梅２　冯　刚２　陈　强１
，２
　林桂淼２　赵郡婷１　许改霞１　牛憨笨１

１深圳大学光电工程学院教育部／广东省光电子器件与系统重点实验室，广东 深圳５１８０６０

２深圳大学医学院深圳市生物医学工程重点实验室，广东 深圳（ ）
５１８０６０

摘要　研究了偶联环状精氨酸甘氨酸天冬氨酸Ｄ苯丙氨酸赖氨酸［ｃ（ＲＧＤｆＫ）］肽段的ＣｄＳｅ／ＺｎＳ量子点（ＱＤ

ＲＧＤ）对喉癌血管靶向成像。利用羧基与氨基反应将ｃ（ＲＧＤｆＫ）肽段与ＱＤ偶联；采用荧光分光光度计对ＱＤＲＧＤ

在ＲＭＰＩ１６４０培养基和小鼠血清溶液中的光谱稳定性进行了检测；利用荧光显微镜检测 ＱＤＲＧＤ对 Ｈｅｐ２细胞

和 ＭＣＦ７细胞上整合素αｖβ３ 的靶向性；最后将ＱＤＲＧＤ尾静脉注射到小鼠体内，检测了其对皮脊翼视窗中喉癌

血管的靶向性。结果表明ＱＤＲＧＤ的发射光谱在ＲＭＰＩ１６４０培养基４ｈ内没有明显变化，在小鼠血清中２４ｈ内发

射光谱的荧光强度仅下降了２０％；对细胞荧光成像表明ＱＤＲＧＤ能特异性与细胞表面的整合素αｖβ３ 结合；血管成

像表明ＱＤＲＧＤ在注射２ｈ后聚集在喉癌局部血管，２４ｈ后ＱＤＲＧＤ从血管中移除。该研究表明ＱＤＲＧＤ能用

于活体喉癌肿瘤血管靶向成像，这为喉癌的靶向诊断和靶向治疗研究提供了参考。

关键词　医用光学；量子点；环状精氨酸甘氨酸天冬氨酸Ｄ苯丙氨酸赖氨酸肽段；整合素αｖβ３；皮脊翼视窗；肿
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１　引　　言

量子点（ＱＤ）是一种能光致发光的纳米晶体，尺

寸限制在纳米量级。量子点的尺寸限制导致量子点

的能量增大，能带变成类似于原子的分裂能级。当

量子点受到一束高能量光的激发，量子点内的电子

向高能级发生跃迁，电子从高能级返回低能级时发

出荧光，并且量子点的尺寸越小，被束缚的量子点能

量越大，发出的荧光波长越短［１］。此外量子点还具

有发光强度强和光稳定性高等特点，因此在能源［２］、

激光器［３］及单光子光源［４］方面具有重要的应用。近

年来，在量子点表面修饰生物分子的荧光探针被广

泛应用于生命科学领域研究，包括细胞成像［５］、单分

子追踪［６］、ＤＮＡ检测
［７］、活体淋巴结成像［８］、活体肿

瘤成像［９］及体内的药物追踪成像［１０］。但是如何提

高对病理组织及生物器官的靶向成像质量仍然是量

子点探针所面临的挑战。

据研究报道，整合素家族中的αｖβ３ 是重要的细

胞粘附分子，是由αｖ 链和β３ 链两个亚基组成的二

聚体糖蛋白。在多数实体肿瘤细胞类型及肿瘤血管

中高表达，而在正常组织和静态的内皮细胞中表达

较低，并且整合素αｖβ３ 与肿瘤细胞侵润及转移有

关，是肿瘤靶向成像及治疗的一个重要靶点［１１－１３］。

人工合成的含精氨酸甘氨酸天冬氨酸（ＲＧＤ）肽段

能与整合素αｖβ３ 特异性结合，在肿瘤诊断和肿瘤治

疗中具有重要的临床研究价值［１４］。喉癌是来源于

喉粘膜上皮组织的恶性肿瘤，它的发病率占全身恶

性肿瘤的５．７％～７．６％，在耳鼻喉科领域中仅次于

鼻咽癌和鼻腔、鼻窦癌，居第三位，好发年龄为５０～

７０岁。由于喉癌发病人群及发病位置的特殊性，对

喉癌的诊断和治疗效果一直不理想［１５］，靶向诊断和

靶向治疗有望突破喉癌诊断和治疗的瓶颈。

本文将ＣｄＴｅ／ＺｎＳ量子点与ｃ（ＲＧＤｆＫ）肽段偶

联 （ＱＤＲＧＤ），检 测 了 ＱＤＲＧＤ 发 射 光 谱 在

ＲＰＭＩ１６４０和小鼠血清两种不同溶液中随时间的变

化；然后将ＱＤＲＧＤ与人喉癌细胞Ｈｅｐ２和人乳腺

癌细胞 ＭＣＦ７共培养，检测了 ＱＤＲＧＤ对细胞上

αｖβ３ 特异靶向性；最后在皮脊翼视窗中构建 Ｈｅｐ２

细胞株的肿瘤血管模型，通过注射ＱＤＲＧＤ溶液在

荧光显微镜下观察ＱＤＲＧＤ对肿瘤血管的靶向性。

结果表明量子点在ＲＰＭＩ１６４０培养基和小鼠的血

清中的光谱稳定性较高，荧光成像结果表明 ＱＤ

ＲＧＤ能特异性地靶向细胞上的整合素αｖβ３ 和肿瘤

血管成像，这为肿瘤血管的靶向研究及治疗提供了

参考信息。

２　材料和方法

２．１　主要仪器

正置荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＢＸ５１）；

倒置荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＩＸ７１）；超净

工作台（蚌埠净化设备厂，ＪＤＪ２０３）；数显式恒温烘

箱（上海浦东荣丰科学仪器有限公司，ＤＨＧ９２４６）；

高压蒸汽灭菌锅型（上海博讯实业有限公司医疗设

备厂，ＹＸＱＬＳ５０ＳＩＩ）；ＣＯ２ 细胞培养箱 （美国

ＣｅｌｌＳｔａｒ公司，ＱＷＪ７００ＳＶＢＡ）；荧光分光光度计

（Ｈｉｔａｃｈｉ日立，Ｆ４６００）。

２．２　主要试剂

ＣｄＳｅ／ＺｎＳ量子点溶液（发射峰波长为６５５ｎｍ）

购自英潍捷基（上海）贸易有限公司；１乙基（３二甲

基氨基丙基）碳酰二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣＬ）购自

北京百灵威有限公司；Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）

购自生工生物工程（上海）股份有限公司；胰酶和

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８购自ｓｉｇｍａ奥德里奇（上海）贸易有

限公 司；胎 牛 血 清 （ＦＢＳ）、青 霉 素、链 霉 素、

ＲＭＰＩ１６４０培养基和ＤＭＥＭ 培养基均购自深圳库

源生物科技有限公司；其余试剂均为分析纯。

２．３　实验方法

２．３．１　ＱＤＲＧＤ偶联

用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）分别制备浓度为１ｍｇ／ｍＬ

的ＥＤＣ和ＮＨＳ溶液；取２５μＬ的ＱＤ溶液（８μｍｏｌ／Ｌ）

放入装有１００μＬＰＢＳ的１．５ｍＬ棕色ＥＰ管中，再

加入１０μＬＥＤＣ 和１０μＬ ＮＨＳ溶液磁力搅拌

２０ｍｉｎ；之后在此棕色管中加入１２．１μＬ的ＲＧＤ溶

液（１ｍｇ／ｍＬ），并且加入ＰＢＳ溶液使棕色管中溶液

体积为２００μＬ，用磁力搅拌器搅拌２ｈ，之后用透析

袋进行透析纯化，去除未偶联的ｃ（ＲＧＤｆＫ）分子。

２．３．２　ＱＤＲＧＤ不同溶液中的稳定性

分别取４μＬ的 ＱＤＲＧＤ溶液加入到９９６μＬ

的ＲＭＰＩ１６４０培养液和小鼠血清中使得 ＱＤＲＧＤ

的终浓度均为４ｎｍｏｌ／Ｌ，用荧光分光光度计分别检

测两种溶液中的ＱＤＲＧＤ在不同时间点（０、０．５、１、

２、４、６、８、２４ｈ）的发射光谱。

２．３．３　Ｈｅｐ２细胞αｖβ３ 靶向性检测

人喉癌Ｈｅｐ２细胞株（购于南京凯基生物有限

公司）的培养基是含有１０％小牛血清（ＦＢＳ）的

ＲＭＰＩ１６４０培养基，阴性对照组人乳腺癌 ＭＣＦ７细

胞株（暨南大学生命科学院馈赠）的培养基是含有

１０％小牛血清的ＤＭＥＭ完全培养基，细胞放于３７℃

和５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养；待细胞贴壁生长

到８０％时，用ＰＢＳ将细胞洗两遍，加入０．２５％的胰
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图１ ＱＤＲＧＤ在两种不同溶液中发射光谱随时间的变化。（ａ）发射光谱峰值的变化；（ｂ）发射光谱的荧光强度的变化

Ｆｉｇ．１ ＥｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＱＤＲＧＤｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓｃｈａｎｇｅｓｗｉｔｈｔｉｍｅ．（ａ）Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｅｍｉｓｓｉｏｎｐｅａｋ；

（ｂ）ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

酶消化５ｍｉｎ，然后以１０００ｒ／ｍｉｎ转速离心５ｍｉｎ；

重悬细胞后用血球计数板进行计数，将细胞以６×

１０３ 个／孔接种于含有盖玻片的２４孔板中过夜；第

二天吸去旧培养基，用 ＰＢＳ 洗两遍，分别加入

１ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＱＤＲＧＤ 和 ＱＤ 溶液（用无血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液配置），Ｈｅｐ２细胞分为一个实验

组和两个对照组，实验组直接加入１ｎｍｏｌ／Ｌ的ＱＤ

ＲＧＤ进行标记，一个对照组直接加入１ｎｍｏｌ／Ｌ的

ＱＤ溶液进行标记，另一个对照组先加入５μｍｏｌ

ｃ（ＲＧＤｆＫ）封闭３０ｍｉｎ，之后加入１ｎｍｏｌ／ＬＱＤ

ＲＧＤ溶液进行标记；阴性对照组 ＭＣＦ７细胞中只

加入１ｎｍｏｌ／ＬＱＤＲＧＤ溶液进行标记；细胞添加

ＱＤ或ＱＤＲＧＤ后放于培养箱中培养１ｈ，之后用

ＰＢＳ洗两遍，每遍５ｍｉｎ，加入４％多聚甲醛溶液固

定１０ ｍｉｎ；再 用 ＰＢＳ 洗 两 遍，加 入 配 制 好 的

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗两遍；封片后

用荧光显微镜进行观察。

２．３．４　皮脊翼视窗制作

为了研究ＱＤＲＧＤ活体靶向喉癌血管成像，在

小鼠的背部制作了皮脊视窗模型，视窗构建如文献描

述［１６］，简单步骤为选取２０～２５ｇ的ＢＡＬＢ／ｃｎｕ小鼠

（购自于广东动物中心），腹腔注射１５０μＬ的１％戊

巴比妥钠，麻醉后放于加热垫上，用碘伏对制作视窗

的部位进行消毒处理后，将一片视窗用针线缝合固

定于小鼠背部一侧，装上上边的一颗螺丝固定另一

片视窗；然后去掉另一侧直径约为１２ｍｍ左右的皮

肤，注射５μＬ的 Ｈｅｐ２细胞（２×１０
５

μＬ
－１），将直径

为１４ｍｍ的盖玻片覆盖去除了皮肤的部位；最后将

视窗下边缝合在小鼠的背部。制作完视窗的小鼠单

独放于鼠笼中饲养，给予小鼠无菌的食物和水。

２．３．５　ＱＤＲＧＤ靶向血管检测

一周后，待视窗中肿瘤面积大于等于６ｍｍ２

时，用戊巴比妥钠麻醉小鼠后，利用显微镜对小鼠的

肿瘤血管拍照；然后尾静脉注射１００ｐｍｏｌ的 ＱＤ

ＲＧＤ溶液，用波长４９０ｎｍ的激发光对小鼠血管中

的ＱＤＲＧＤ靶向进行荧光成像。

３　结果和讨论

３．１　犙犇犚犌犇在不同溶液中的稳定性

ＱＤ的发射峰波长为６５２ｎｍ，ＱＤ与ｃ（ＲＧＤｆＫ）

偶联后的发射光谱与 ＱＤ的光谱没有差别，说明ｃ

（ＲＧＤｆＫ）对 ＱＤ的发光特性没有影响。接下来研

究了ＱＤＲＧＤ溶液在两种不同生物溶液中的发射

光谱随时间的变化，如图１所示。图１（ａ）是 ＱＤ

ＲＧＤ的发射峰波长位置在两种不同溶液中随时间

的变化，图１（ｂ）是 ＱＤＲＧＤ在两种不同溶液中的

荧光强度随时间的变化。由图可见，ＱＤＲＧＤ的在

两种溶液中的发射峰的位置随时间没有明显变化，

２４ｈ后ＱＤＲＧＤ的荧光峰值位置在小鼠血清中仅

有１ｎｍ左右的位移，而在ＲＭＰＩ１６４０培养基中峰值

的位置没有变化。ＱＤＲＧＤ的荧光强度在两种溶

液中随时间变化的差异较大，在ＲＭＰＩ１６４０培养液

中，ＱＤＲＧＤ的荧光强度１ｈ后增大了９．２１％，这

种变化趋势与ＣｄＴｅ量子点在ＲＰＭＩ１６４０培养基中

的发射光谱的变化一致［１７］。分析原因可能由于

ＲＰＭＩ１６４０培养基中含有的氨基酸分子或者其他的

分子能与ＱＤＲＧＤ表面结合，增加量子点结构的稳

定性，减少量子点的聚集，从而使 ＱＤＲＧＤ的荧光

强度增强。并且ＱＤＲＧＤ的荧光强度在ＲＭＰＩ１６４０

培养基中４ｈ时没有明显变化，但在２４ｈ后其荧光强

度下降了９６．４％，因此在短时期内研究 ＱＤＲＧＤ

对细胞上αｖβ３ 靶向时可以使用 ＲＰＭＩ１６４０作为

ＱＤＲＧＤ的配制液。在小鼠血清中，ＱＤＲＧＤ的荧

光强度缓慢下降，２４ｈ之后荧光强度下降了２０％，

０５０４００２３
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说明ＱＤＲＧＤ可以用于长时间活体成像研究。

可见，ＱＤＲＧＤ在ＲＰＭＩ１６４０培养基４ｈ内的

发射光谱较稳定，并且它在小鼠血清中２４ｈ内的荧

光强度的变化是可以用来活体成像。ＱＤＲＧＤ在

这两种生物液体中的稳定性可能由于这些液体中存

在的生物分子在一定时间内不会破坏量子点的结

构，从而量子点可用于生物活体一些疾病的成像和

示踪。

３．２　犙犇犚犌犇靶向细胞成像

Ｈｅｐ２细胞和 ＭＣＦ７细胞经处理后用荧光显

微镜成像如图２所示。Ｈｅｐ２细胞与 ＱＤＲＧＤ共

培养１ｈ后，细胞核周围可看见明显的红色荧光，说

明ＱＤＲＧＤ在细胞周围聚集；Ｈｅｐ２经１ｎｍｏｌ／Ｌ

的ＱＤ溶液处理后，在细胞周围没有发现量子点的

红色荧光，说明１ｎｍｏｌ／ＬＱＤ与细胞培养１ｈ无法

对细胞进行非特异性染色成像；对于先用ｃ（ＲＧＤｆＫ）

封闭后再用ＱＤＲＧＤ处理后的Ｈｅｐ２细胞周围也没

有发现红色荧光，可能由于过量的ｃ（ＲＧＤｆＫ）将细胞

上的αｖβ３ 位点几乎全部占据，ＱＤＲＧＤ无法与细胞

上的αｖβ３ 结合，因此没有红色荧光。阴性对照组

ＭＣＦ７细胞周围没有发现红色荧光，ＭＣＦ７细胞被

证明是低表达αｖβ
［１３］
３ ，因此ＱＤＲＧＤ不能聚集在细

胞周围，可见 ＱＤＲＧＤ能特异性与细胞上的αｖβ３

结合，进而对细胞进行成像。

图２ ＱＤＲＧＤ对 Ｈｅｐ２细胞靶向性

Ｆｉｇ．２ ＱＤＲＧＤｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｏＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ

３．３　犙犇犚犌犇活体靶向肿瘤血管成像

小鼠背部构建的皮脊翼视窗模型如图３（ａ）所

示，在视窗中可以清晰看见血管。在视窗中间移植

Ｈｅｐ２细胞一周后，利用显微镜白光成像喉癌肿瘤

血管如图３（ｂ）所示，在肿瘤周围有细小而丰富的肿

瘤血管，这些肿瘤血管对肿瘤的生长具有重要意义，

它们为肿瘤的生长提供营养和排走代谢产物。并且

肿瘤血管内的内皮细胞快速生长，处于激活状态，肿
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朱小妹等：　量子点偶联ＲＧＤ用于喉癌血管的靶向活体成像

瘤血管内的整合素高表达［１８］。

尾静脉注射ＱＤＲＧＤ后，在荧光显微镜下对视

窗中的血管进行成像，５ｍｉｎ内量子点在血管中快

速流动。如图４所示，注射２ｈ后，量子点在肿瘤血

管处发现明显红色荧光，说明ＱＤＲＧＤ在肿瘤血管

处聚集，而在正常血管中没有发现荧光；注射２４ｈ

后，对视窗中肿瘤血管成像发现，肿瘤血管中红色荧

光消失，根据 ＱＤＲＧＤ在小鼠血清中的稳定性判

断，２４ｈ后ＱＤＲＧＤ的荧光强度仍为７０％左右，推

测ＱＤＲＧＤ已经从血管中排出。活体血管成像结

果说明ＱＤＲＧＤ能活体靶向喉癌血管成像。

图３ 皮脊翼视窗中喉癌血管模型。（ａ）皮脊翼视窗模型；（ｂ）白光下视窗中喉癌局部血管成像，标尺２００μｍ

Ｆｉｇ．３ Ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｖａｓｃｕｌａｒｍｏｄｅｌｉｎｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｆｏｌｄｗｉｎｄｏｗｃｈａｍｂｅｒ．（ａ）Ｍｏｄｅｌｏｆｍｏｕｓｅｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｆｏｌｄｗｉｎｄｏｗ

ｃｈａｍｂｅｒ；（ｂ）ｉｍａｇｅｏｆｐａｒｔｉａｌｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｖａｓｃｕｌａｒｉｎｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｆｏｌｄｗｉｎｄｏｗｃｈａｍｂｅｒ，ｓｃａｌｅｂａｒｉｓ２００μｍ

图４ ＱＤＲＧＤ活体靶向喉癌血管成像，标尺为１００μｍ

Ｆｉｇ．４ ＱＤＲＧＤｔａｒｇｅｔｅｄｉｍａｇｉｎｇｌａｒｙｎｇｏｃａｒｃｉｎｏｍａｖｅｓｓｅｌ犻狀狏犻狏狅，ｓｃａｌｅｂａｒｉｓ１００μｍ

４　结　　论

通过光谱检测结果得知小鼠血清和ＲＰＭＩ１６４０

培养基对ＱＤＲＧＤ用于细胞靶向成像和活体肿瘤

血管靶向成像没有明显影响；Ｈｅｐ２细胞成像结果

表明ＱＤＲＧＤ探针能与细胞上高表达的αｖβ３ 受体

特异性结合；进一步的喉癌血管成像说明ＱＤＲＧＤ

能活体靶向肿瘤血管上的αｖβ３ 受体，进而对肿瘤血

管成像，这对于早期肿瘤靶向诊断和肿瘤靶向治疗

具有重要的意义。
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