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基于黑磷荧光淬灭特性的肿瘤细胞探测

闫武娟,王秀翃,姚倩,乔鹏飞,LangMarionC
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摘要　黑磷(BP)纳米片可淬灭荧光染料的荧光,基于这一特性,合成了可特异性识别人乳腺癌细胞 MCF７的脱氧

核糖核酸(DNA)适体,并用荧光染料５Ｇ羧基荧光素(FAM)将其标记.当BP纳米片与该适体混合时,其荧光被淬

灭.而当 MCF７细胞存在时,DNA适体由于可以识别该细胞并与之结合,会从BP纳米片上脱离,从而实现荧光恢

复.恢复的荧光强度与细胞数量呈线性关系.实验结果表明,利用BP纳米片检测乳腺癌细胞具有高效、特异、灵
敏的优势,这一方法可以推广至其他肿瘤细胞的检测.
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Abstract　Blackphosphorus BP nanosheetscanquenchthefluorescenceofafluorescentdye andbasedonthis
property thedeoxyribonucleicacid DNA aptamerwhichcanspecificallyrecognizethehumanbreastcancercells
MCF７aresynthesizedandlabeledwith５Ｇcarboxyfluorescein FAM 敭WhentheDNAaptamerismixedwithBP
nanosheets itsfluorescenceisquenched敭However inthepresenceofMCF７cells theDNAaptamercanrecognize
theMCF７cellsandinteractwiththesecells andthedisassociationofDNAaptamerfromBPnanosheetsoccursandthen
therestorationoffluorescenceisrealized敭Thefluorescenceintensityshowsthelinearrelationshipwiththenumberofcancer
cells敭Theexperimentalresultsindicatethatitishighlyefficient specificandsensitivetouseBPnanosheetsfordetecting
breastcancercellsandthismethodcanbeappliedinthedetectionofotherkindsofcancercells敭
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１　引　　言

纳米材料具有特殊的光学性能,可以用于光学

成像和诊断以及光学治疗,其在生物医学中的应用

备受瞩目[１Ｇ２].近年来,二维(２D)纳米材料因其特

有的物理化学性质,以及在光学、电子、能量转换、生
物医学方面表现出的优异性能,得到了广大科研工

作者的广 泛 研 究[３Ｇ５].研 究 发 现,石 墨 烯 氧 化 物

(GO)和 MoS２ 都有良好的淬灭荧光的性能,基于

GO和 MoS２ 的荧光核酸适体探针可以利用 GO、

MoS２和DNA分子之间的相互作用,以及DNA单

链和目标物之间的匹配原理来探测溶液中的靶分

子[６Ｇ９].黑磷(BP)是一种新型的二维层状晶体,是
正交磷组中最稳定的同素异形体.BP的直接能带
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隙结构[１０]以及带隙稳定性使其在光电子行业中的

应用(从 通 信 到 热 成 像)几 乎 覆 盖 整 个 电 磁 波

谱[１１Ｇ１２].基于BP与石墨烯的相似性,BP在生物医

学中的应用也在迅速发展,其应用涉及到药物递送、
生物医学成像、气体探测和疾病治疗等.BP具有高

的消光系数和光热转换效率及良好的生物降解性和

较低的生物毒性,这使得它在光热治疗、光动力治

疗、光声成像和载药方面有很大的优势[３,１３Ｇ１５].本

文报道了BP纳米片对荧光物质的淬灭作用,并且

利用此高淬灭性能和特异性荧光标记的核酸适体来

实现肿瘤细胞的探测,发现BP纳米片能够有效地

淬灭核酸适体的荧光.将此荧光淬灭的混合物加到

靶细胞上并孵育后,发现被淬灭的荧光可以恢复.
因此,通过荧光的淬灭与恢复可以检测靶细胞的存

在.本探测手段有以下优势:１)探测过程操作简单,
且成本低;２)BP的吸附力强,可以有效地吸附更多

的荧光核酸适体,提高探测效率;３)BP的淬灭效果

显著,微量BP即可实现荧光淬灭;４)BP的生物降

解性能好,而且磷也是生命体内所需物质,所用的荧

光核酸适体不会产生免疫反应;５)本探测方法的适

用范围比较广泛,可以合成识别其他生物化学分子

的探针以实现探测.实验结果表明,利用BP纳米

片的荧光淬灭性能,BP纳米片与荧光核酸适体的复

合物可以作为探针有效地检测肿瘤细胞的存在.这

种方法高效、安全、灵敏,为癌症的早期诊断提供了

一种新思路.

２　主要仪器与试剂

荧光核酸适体溶液的配制:荧光核酸适体为核

酸与荧光基团的连接物,是通过一种新的体外筛选

技术,从随机单链寡聚核苷酸文库中得到的能特异

结合蛋白质或其他小分子物质的单链寡聚核苷酸,
可以是核糖核酸(RNA),也可以是脱氧核糖核酸

(DNA)[１６].实验中用到的可以特异识别 MCF７细

胞的适体 DNA 的序列为:GGCTATAGCACA
TGGGTAAAACGACＧFAM.荧光核酸适体由

北京三博远志生物技术有限责任公司生产供应.

BP溶液的配制:BP粉末中加入超纯水,用超声

波分散机超声３０min,再用超声清洗仪超声６h,用
离心机将溶液离心２h(２０００r/min,４℃),最后取

上清液使用.对所得到的BP清液进行定量分析,
得到其浓度(单位体积内的质量)为１．５mg/ml.

细胞的培养:人乳腺癌细胞 MCF７属于贴壁生

长的细胞.培养条件:用包含牛血清蛋白的完全培

养基培养细胞,细胞置于恒温培养箱中孵育.
实验所用到的主要测量仪器为德国Berthold

Technologies公司的Mithras２LB９４３多功能酶标仪.

３　实验结果与讨论

３．１　BP的形貌表征

用粉末BP为原料,以超纯水为介质,利用液相

剥离法,通过多次超声和离心清洗制备出了纳米尺

寸的BP.在透射电镜下观察到的结构近似为片状,
片径大约在５０~１００nm 之间,如图１所示.利用

原子力显微镜分析得出其厚度大约为４nm,因此制

备所得到的是少层的BP纳米片.对于这种近似于

片状结构的BP,其优势在于能提供更大的体积表面

积比,为有效结合提供了一个很好的平台.

图１ BP纳米片的透射电镜图

Fig敭１ TEMimagesofBPnanosheets

３．２　BP的淬灭性能

合成了可以特异性识别乳腺癌细胞 MCF７的

核酸适体,并将其用荧光染料５Ｇ羧基荧光素(FAM)
标记.荧光标记的核酸适体在不同浓度下的荧光强

度如图２所示.从实验结果可以看出,随着核酸适

体浓度的增大,荧光强度也在不断增大,说明溶液中

的荧光基团数目在增加.
在荧光标记的核酸适体浓度一定(５０nmol/L)

的条件下,研究了不同浓度BP对其的荧光淬灭效

果,结果见表１.通过对比加入BP前后荧光强度的

０２０７０３０Ｇ２
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图２ 不同浓度荧光标记的核酸适体的荧光强度

Fig敭２ FluorescenceintensityofDNAaptamerlabeledwith
differentfluorescenceconcentrations

变化可以发现,当向荧光标记的核酸适体溶液中加

入BP纳米片后,BP的纳米层状结构所带负电荷[１７]

与单链DNA中带正电荷的碱基形成了静电作用

力[１８],BP纳米片将溶液中荧光标记的核酸适体分

子吸附在其表面上,形成了BP与荧光标记的核酸

适体的结合物(BPＧAptamer),标记在DNA末端的

荧光基团与BP之间发生了荧光共振能量转移[１９Ｇ２０]

现象,从而导致了荧光标记的核酸适体荧光的淬灭,
如图７所示.这种淬灭呈现浓度依赖性,随着BP
浓度的增大,BP纳米片对荧光的淬灭效果越显著.
体积分数为２５％的BP纳米片便可以达到５３％的

荧光淬灭效率.此处计算荧光淬灭效率的公式为

η＝
F０－F

F０
(１)

式中F０ 为荧光标记的浓度为５０nmol/L的核酸适

体的荧光强度值,F 为加入BP后的BPＧAptamer结

合物的荧光强度值,η为荧光淬灭效率.
表１　不同浓度黑磷的淬灭率

Table１　FluorescencequenchingrateofBPwith

differentconcentrations

Volumefraction
ofBP/％

０ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

Quenching
rate/％

０ ２１．１ ２２．９ ４１．８ ５３．０ ６８．７ ７４．８

　　除了能够淬灭FAM的荧光之外,还研究了BP
对荧光量子点的淬灭作用.实验中所用的量子点是

CdTe量子点,浓度为５００nmol/L.实验发现,BP
纳米片的荧光淬灭作用与其体积分数有关,如图３
所示,黑磷的体积分数从上到下依次为０,２０％,

４０％,６０％.随着BP纳米片体积分数的增大,BP
对量子点荧光的淬灭作用明显增强.

３．３　乳腺癌细胞检测

利用BP纳米片的荧光淬灭性能,初步尝试了

图３ 不同浓度的BP对CdTe量子点的荧光淬灭效果

Fig敭３ FluorescencequenchingeffectsofBPnanosheets
withdifferentconcentrationsonCdTequantumdots

对乳腺癌细胞 MCF７的检测.在培养皿中分别培

养０,５０００,１００００,１５０００个 MCF７细胞,待细胞贴

壁并健康生长之后,吸取细胞溶液中的培养基,用磷

酸盐缓冲液(PBS)清洗细胞,向细胞中加入 BPＧ
Aptamer溶液(核酸适体最终浓度为５０nmol/L,

BP纳米片最终体积分数为２５％,即表１中淬灭率

为５３％的配比浓度).孵育２h后,检测每个样品的

荧光强度.实验发现 MCF７细胞的参与使得被淬

灭的荧光得到了恢复.如图４所示,从上到下对应

的细胞数目依次为１５０００,１００００,５０００,０,可以看

出,随着细胞数目的增加,荧光恢复效果越来越明

显.实验中使用体积分数为２５％的黑磷以及浓度

为５０nmol/L的核酸适体最低可探测到约２５００个

细胞,而其饱和探测值为１５０００个左右的细胞,图５
所示为不同数量细胞下的５２０nm处的荧光峰值.

图４ 细胞数目对荧光强度恢复的影响

Fig敭４ Effectofcellnumberonrestorationof
fluorescenceintensity

然而,如果将荧光标记的特异性核酸适体序列

换为 荧 光 标 记 的 非 特 异 性 的 随 机 DNA 序 列

(randomＧDNA),研究发现,虽然BP纳米片也可以

有效地淬灭其荧光,但是 MCF７细胞却不能使其荧

光恢复,实验结果如图６.因为随机序列的DNA无

法识别 MCF７细胞,不能与细胞结合,因此无法脱

０２０７０３０Ｇ３
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图５ 不同细胞数目下５２０nm处的荧光强度

Fig敭５ Fluorescenceintensitiesat５２０nmunder
differentnumberofcells

离BP纳米片表面,如图７(a)所示.而核酸适体与

MCF７细胞的特异性结合使核酸适体脱离BP纳米

片表面,BP对核酸适体的淬灭作用消失,因此荧光

恢复,淬灭及恢复原理见示意图７(b).这一结果说

明BP纳米片和荧光标记的特异性核酸适体的复合

物可以作为有效的探针,特异性地识别并检测肿瘤

细胞.目前,肿瘤细胞的检测主要依赖流式细胞分

析技术,这一结果将为开发肿瘤检测新技术提供新

思路.

图６ 不同条件下的荧光强度

Fig敭６ Fluorescenceintensitiesunderdifferentconditions

图７ 荧光淬灭以及恢复示意图.(a)加入靶细胞可以恢复DNAＧaptamer的荧光;(b)加入靶细胞不能恢复随机序列的荧光

Fig敭７ Schematicoffluorescencequenchingandrestoration敭 a FluorescenceofspecificDNAＧaptamercanbe
restoredwiththeadditionoftargetcells  b fluorescenceofrandomＧDNAsequencecan

notberestoredwiththeadditionoftargetcells

４　结　　论

在发现新型二维材料BP具有荧光淬灭特性的

基础上,应用荧光核酸适体与目标物的特异性识别,
实现了肿瘤细胞 MCF７的特异性探测,并说明了特

异性荧光核酸适体与目标物的结合作用强于与黑磷

的结合作用.BP与荧光核酸适体的巧妙结合是一

种非常有效且简便的探测方法,相信这一方法可以

为生物医学领域的研究工作提供便利.
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