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毛细管电泳在量子点生物分析中的应用
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摘要:量子点(Quantumdots,QDs)作为一种荧光纳米染料,有着传统染料所不具有的优点,已经引起了各个领域广泛的关注,其

中在生物分析领域的应用更是不容小觑。毛细管电泳(Capillaryelectrophoresis,CE)是一种高效微量分离的新方法,它在量子点

的表征分离、量子点和其他生物分子的结合分析中有着不可取代的作用。基于毛细管电泳的量子点探针在生物分析领域将有着

广阔的应用前景。
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TheApplicationofCapillaryElectrophoresisin
QuantumDotsBioanalysis
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Abstract:Quantumdots(QDs)areluminescentnanomaterials,whichhavetheadvantagesthattraditional
dyesdonotpossessandhavealreadyarousedthewideattentioninvariousfields,especiallyinthefieldof
bioanalysis.Capillaryelectrophoresis(CE)isaneffectivenew methodformicroseparation.Ithasirre-
placeableeffectinseparationandcharacterizationofQDsandtheconjugationofQDswithbiomolecules.
TheapplicationofQDsbasedoncapillaryelectrophoresisinthefieldofbioanalysishasanextensivepros-
pectofapplication.
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  量子点是一种主要由IIB-VIA、IIIA-VA 或

IVA-VIA族元素组成半导体纳米颗粒,能够吸收激

发光的能量产生荧光。量子点的粒径一般在2~
10nm 之间,由于存在量子尺寸效应和表面效应,从
而导致其呈现出许多独特的不同于传统材料的物理

及光学性质[1]。由于量子点具有荧光激发谱宽、发
射谱窄且对称、发射波长可调、光化学稳定性好等光

学性质,引起了多个研究领域的广泛关注。作为一

种新型的荧光探针,量子点弥补了传统荧光探针的

不足,已在生物分析检测方面得到了广泛应用[2]。
目前,量子点最有前途的应用领域是在生物体系中

作为荧光标记物。作为荧光探针,量子点的光学特

性比在免疫荧光分析法中经常采用的传统荧光染料

(如罗丹明6G或其它有机染料分子)有明显的优越
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性。不同大小的量子点能被单一波长的光激发而发

出不同颜色的荧光(图1)[1]。而对于传统荧光染

料,不同染料的荧光都需要不同波长的激发光激

发[3]。因此,量子点的使用不仅降低了实验费用,而
且使分析变得更加简单。而当延长照射时间时,有
机染料的荧光信号往往会很快暗下来(光漂白)。而

半导体量子点则可持续发光,其荧光寿命可达有机

染料分子的100倍以上[4]。量子点的应用主要集中

在生化分析;生物标记;基于荧光共振能量转移分

析;生物成像等4个方面。

图1 不同尺寸的CdTeQDs受同一蓝色激发光照射的荧光图

Fig.1 FluorescenceemissionofdifferentsizedCdTeQDsexcited

bybluelaser

毛细管电泳是离子或荷电粒子在外加电场的驱

动下,在毛细管中根据其淌度/分配系数的差异得到

高效、快速分离的一种电泳新方法[5],CE的仪器结

构如图2所示[1]。作为一种微分离分析技术,CE
结合了经典电泳技术和现代微柱分离技术的优势,

CE具有分离效率高,适合用于复杂样品组分的分

析;分离过程迅速,易于实现高通量;进样体积小,可
达纳升级,非常适合于稀少生物样品的分析[6-7]3个

优点。正因为CE具有上述优点,使它在生物分析

检测中得到了广泛应用。

图2 CE仪器结构图

Fig.2 AsketchschemeoffundamentalCEinstrumentstructure

1 基于毛细管电泳的量子点表征分离

由于QDs的特性受大小影响很大,不同大小的

QDs在相同波长的激发光的照射下,它的发射光波

长是不一样的,所以如果用CE对 QDs进行表征,

将拓宽QDs在生物分析领域的应用。

2006年,HUANG 等用 CE和激光诱导荧光

(Laserinducedfluorescence,LIF)对QDs及其偶合

物进行表征,他们用巯基丙酸包裹CdTeQDs,再结

合到蛋白质上,在CE-LIF的检测下发现QDs偶合

物在最佳缓冲液的pH 下有效的分离出自由的

QDs[8];2007年,Mark等用毛细管区带电泳(Capil-
laryzoneelectrophoresis,CZE)表征分离QDs,用磷

酸钠做缓冲液,他们发现EDC/sulfo-NHS能很好

的和中性的QDs生物偶联,但不能和带负电的QDs
偶联[9];2008年,GLORIMAR 等也用 CE-LIF对

QDs表征分离,他们将聚合物添加到CE缓冲液中,
提高了QDs偶联物的分辨率,然后将 QDs和链霉

亲和 素 偶 联 物(QDSt)以 及 和 生 物 素 的 偶 联 物

(QDBi)混合,用一种激发波长得到2种不同波长的

发射光[10];2009年,LI等发现了一种高效的基于

CE的方法测定水溶性CdSe/ZnSQDs大小,他们

用聚合物添加剂作为筛分介质,得到电泳淌度和

QDs大小关系的方程[11];2011年,CAROLINA等

通过CE表征和分离CdSeQDs,这个衍生的方法是

基于QDs和几种表面活性剂形成的复合体来提高

QDs的亲水性和稳定性。这些基于CZE的QDs分

离是根据荷质比的不同,确定迁移时间增加或峰宽

减小和QDs核大小的粒径分布相关性[12]。

2 毛细管电泳检测量子点的生物应用

2.1 基于毛细管电泳的量子点生化分析

QDs可以直接与无机离子作用,引起荧光变

化,QDs还可以直接用于生物分子检测。2010年,

Chen等用CE和固定化QDs荧光检测蔬菜中有机

磷农药,他们的这种方法只需要简单的预处理,检测

限可达到50to180mg/kg[13];2010年,LIŠKOVÁ
M.等通过CE用QDs的免疫发光探针来分析蛋白

质的制备缀合反应[14];2011年,ZHAO 等用 QDs
提高化学发光(chemiluminescence,CL)来同时检测

多巴胺(DA)和肾上腺素(E),在一定范围内,CL强

度的减小和DA以及E的浓度成比例,DA和E的

检测 限 分 别 是2.3×10-8mol/L 和 9.3×10-9

mol/L[16];2011年,KARELKleparnik等通过 CE
用共轭QDs进行免疫测定[17];2011年,CUI等用

QDs纳米探针标记了流行感冒病毒[18],可以看到

QDs的靶向探针可以特异性识别病毒颗粒并且和

其结合,从而达到标记的目的(图3);2011年,LI等
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发现了QDs和Au结合后可以用于检测DNA[15];

2013年,GEMA等用Cdse/ZnSQDs量化检测水样

中的百草枯(一种除草剂),用亲水异性硫醇对水样

预处理,检测限达到3.0ng/L[19];2014年,ZHANG
等通过CE和QDs以及辣根过氧化物酶(HRP)增
强化学发光来同时定量检测5-羟基吲哚乙酸(5-
HIAA)和5-羟色胺(5-HT),用量子点和 HRP增强

荧光,CL的抑制强度和被检测物的浓度成比例,5-
HIAA和5-HT检测限分别是7.0×10-9mol/L和

6.0×10-9mol/L[20];2014年,EFFREY 等通过激

光诱导荧光毛细管电泳同时检测紫外线 A和B诱

导DNA损伤[21]。

图3 量子点识别并标记病毒颗粒的原理图

Fig.3 AschematicdiagramofQD-aptamernanoprobesdesigned

torecognizeandlabelvirusparticles

2.2 基于毛细管电泳的量子点偶联分析

QDs很多时候不能直接和一些生物大分子偶

联,从而需要通过一些多肽或蛋白质如链霉亲和素、
生物素、组氨酸等来连接其他核酸或蛋白等生物大

分子。2008年,SHAO 等将 QDs与牛血清蛋白

(BSA)结合,他们首次运用了毛细管电泳迁移实验

来研究量子点和蛋白质的相互作用,在化学计量比

1∶1时,观察到 BSA 轻易的吸附到量子点上[22];

2008年,MARK等在抗体非选择性或选择性生物

偶联后用CE对QDs表征来免疫测定,他们用QDs
和蛋白质以及免疫球蛋白(IgG)相连,用 EDC·

HCl(碳酰二亚胺盐酸盐)和 N-羟基硫代琥珀酰亚

胺(NHS)作为偶联剂,将BSA和肌红蛋白连接到

羧酸功能化的QDs上;同时用4—(N—马来酰亚胺

甲基)环己烷—1—羧酸磺酸基琥珀酰亚胺酯钠盐做

结合剂,部分减少了免疫球蛋白 G(IgG)和胺功能

化QDs的结合以及氧化高碘酸盐IgG和酰肼功能

化QDs的结合[23];2009年,WANG等提出了一种

用QDs提高超灵敏检测DNA键结加成物的方法,
用QDs和抗体结合检测二氢环氧苯并芘—DNA
(BPDE-DNA)加 成 物,检 测 限 能 达 到 6.6×
10-21mol/L[24];2010年,MARY等通过CE-LIF研

究了腐殖酸在 QDs上的影响[25];2010年,LI等将

QDs和分子信标(MB)结合,用 CE 检测基因突

变[26];2011年,王建浩课题组通过CE观察到组氨

酸多肽聚合体(PHPD)和QDs的优先结合[27];2012
年,SYLVIE等研究了QDs和金属硫因蛋白的相互

作用[28],QDs和分子结合后再和目标DNA杂交,
激发光照射时,通过观察发射光谱图检测DNA是

否突变(图4)。

图4 量子点-分子信标生物传感器检测基因突变原理图

Fig.4 AschematicdiagramofCE-assistedQD-MBbiosensorfor

the simultaneous detection of single-base mutation

conditionsattwoposition

2.3 基于毛细管电泳的量子点FRET分析

荧光共振能量转移(FRET)是指当供体和受体

之间的距离小于FÖRSTER 半径时所发生的从供

体到受体的非辐射能量转移,具体表现为供体荧光

强度的下降和受体荧光强度的上升。FRET能有效

测量供受体之间距离的变化,因此已被广泛用于核

酸检测、免疫分析以及生物大分子相互作用研究。

2006年,ZHANG等研究了一种基于FRET的用

QDs检测DNA的方法,和其他方法相比,他们直接

在毛细管中进行,能提高FRET效率和敏感性[29],

DNA一端偶联染料,一端偶联QDs,当QDs和染料

的的距离在一定值时它们之间才会发生FRET(图

5),在CE内很容易被检测到;2009年,LI等提出了

一种高效的基于FRET和CE的量子点生物分析

法,他们分别把不同的 QDs(一个供体,一个受体)
和小鼠的免疫球蛋白和抗免疫球蛋白相连,这样能

保证两种QDs有足够近的距离发生FRET[30];2012
年,王 建 浩 课 题 组 用 量 子 点 和 六 聚 组 氨 酸 多 肽

(PHPD)结合,多肽另一端结合染料,发生FRET,
王建浩首先发现QDs和PHPD可以在很短时间内

自组装[31],当加入凝血酶时,多肽水解从而FRET
消失[32];2013年,CHANG等首次研究了一种基于

CE和FRET的超灵敏检测并量化酸性双糖的方
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法,他们把双糖分别标记在链霉亲和素连接的QDs
供体上和染料受体上,从而发生FRET[33];2013年,
王建浩课题组用桥状二聚体蛋白质和量子点相连来

研究蛋白质和蛋白质的相互作用对蛋白质和 QDs
自组 装 的 影 响[34];2013年,WANG 等 用 多 肽 与

QDs相连,从而构建的形状可以与免疫球蛋白、抗
免疫球蛋白结合,这样可以进行人体免疫分析;还有

用多价蛋白配体与QDs自组装,发生FRET[35]。

图5 基于FRET量子点Cy5标记DNA原理图

Fig.5 PrinciplesofQD-basedFRET.Cy5-labeledDNA

2.4 基于毛细管电泳的量子点生物成像

生物学的研究离不开光学成像技术,而QDs作

为一种荧光标记探针,展现出许多传统荧光染料所

没有的光学特性,因此在对特定细胞、器官、蛋白及

核酸标记成像中具有广阔的应用前景。2013年,王
建浩课题组通过毛细管电泳研究 QDs与结肠癌靶

向多肽的相互作用,通过组氨酸标签和QDs偶联制

备肿瘤靶向生物探针,能特异性识别结肠癌肿瘤细

胞,从而可以用于生物成像(图6)[36]。

图6 TCP-1-H6-QD识别结肠癌肿瘤组织

Fig.6 TCP-1-H6-QDidentifycoloncancertumortissue

3 结论与展望

毛细管电泳是一种非常灵敏和高效的分离和表

征量子点的方法,它有着简单、高效、低廉以及用样

小等优点。虽然毛细管电泳能更好的分离和表征量

子点,但是仍然需要对毛细管电泳进行进一步的研

究,以便更好地拓展量子点的生物应用。相信随着

基于量子点的毛细管电泳的快速发展,毛细管电泳

将会成为纳米生物分析中广泛使用的技术。另外,
通过毛细管电泳和量子点的结合,将会发展出更高

灵敏度的用于生物检测和临床诊断的新方法。
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