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CdSe/ZnS核壳型量子点标记朊蛋白的研究①
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摘要:利用组氨酸与锌离子的特异性结合,用水溶性CdSe/ZnS核壳型量子点标记朊蛋白(PrPC).研究了量子点标

记朊蛋白的荧光光谱、琼脂糖凝胶电泳以及二者结合比.标记后荧光强度增加两倍多,二者结合比为3∶1.这种方

法能快速简便地实现朊蛋白的定位点标记,为进一步深入研究朊蛋白提供了一种新的标记手段.
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生物材料的标记是影响临床检测灵敏度的关键技术,有机荧光染料是最常用的生物材料标记物.与有

机荧光染料相比,近年来发展快速的量子点具有荧光性能比较稳定、激发光谱单一、荧光谱线窄、发光效

率高、发光颜色可调、可进行多色标记等优点,因此是非常有前途的生物标记物[1-4].现已有许多关于量子

点标记生物分子的报道,如用量子点标记转铁蛋白和免疫球蛋白、木瓜蛋白酶、胰蛋白酶、天花粉蛋白和

表皮生长因子等[5-7].
朊蛋白疾病(TSEs)作为国际重大疫病,曾在欧洲等地大面积暴发,给当地的畜牧业带来极大危害.

TSEs具有高度的传染性,跨国流行,直接危及动物或人类健康,影响全球经济发展、社会进步和政治稳

定[8-10].因此各国都加大了研究力度,希望能防范、抵御、控制朊蛋白病灾害.
本文以朊蛋白在细胞内的正常形式朊蛋白(PrPC)为目标,利用镍柱提取纯化得到高纯度朊蛋白,然后

根据其自身所带组氨酸与水溶性CdSe/ZnS量子点表面锌离子的特异性结合,简单方便地实现了量子点定

位点标记朊蛋白.

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

高质量油溶性CdSe/ZnS量子点(武汉大学化学与分子科学学院庞代文教授赠送);表达朊蛋白PrPC

的大肠杆菌菌种(中国科学院武汉病毒研究所肖庚富教授赠送);Ni-NTAAgarose(美国Invitrogen公司);
其他试剂均为国产市售分析纯,整个实验过程用水均为18.2MΩ的超纯水(Milli-Q-Plus系统所制).
ZF-90型暗箱式紫外透射仪(上海顾村电光仪器厂);CanonA630数码相机(佳能中国公司);DYCP-

31DN水平电泳仪(北京市六一仪器厂);DYY-6C型电泳仪(北京市六一仪器厂);F-4500型荧光分光光

度计(日本日立公司);FluorchemTM8900化学发光;荧光可见光图像分析仪(美国 ALPHAINNO-
TECH公司).
1.2 实验过程

水溶性CdSe/ZnS量子点的制备:取CdSe/ZnS核壳型量子点的己烷溶液0.5mL,与1mL二巯基辛
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酸的甲苯溶液(二巯基辛酸(DHLA)参照文献[11]制备)涡旋混合数分钟,再加少量0.5mol/L的NaOH
溶液,再次涡旋混合几分钟,低速离心取水层即得水溶性量子点.
PrPC 的提取和纯化参照文献[12]进行.
取20μL水溶性QDs(浓度为9.74×10-6mol/L)加100μL超纯水稀释,取37μLPrPC(浓度为1.58×

10-5mol/L)加343μL超纯水稀释,然后二者涡旋混合,溶液中PrPC 和QDs最终浓度比约为cPrPC∶cQDs=
3∶1;再取20μLQDs加37μL醋酸钠缓冲(PrPC 所在的缓冲溶液,pH=4.0),超纯水补体积至0.5mL,涡

旋混合,作为对照.混合物室温静置反应0.5h,即实现标记.
为确定QDs和PrPC 的结合比,取多份10μLQDs(浓度为9.74×10-6mol/L)溶液,然后分别加入适

量PrPC,使溶液中PrPC 与QDs最终浓度比为1∶1,2∶1,3∶1,4∶1和6∶1,反应0.5h后,用F-4500型

荧光仪记录PrPC-QDs荧光光谱,激发波长取260nm,狭缝宽度为5nm.

2 结果与讨论

2.1 QDs与PrPC-QDs荧光谱图

图1(a)为310nm紫外灯激发下QDs与PrPC-QDs照片,可以明显看出PrPC-QDs的荧光比单纯QDs
强.加入PrPC 后,量子点发射峰峰型和峰宽均无明显变化(图1(b)),说明标记以后复合物仍然保持量子点

发射光谱窄而对称的特征.同时荧光强度由原来的398.4增加到1277.0,增强了两倍多,荧光强度变化与

有关文献报道相一致[13-17].PrPC 将量子点表面包覆后,一方面对量子点的表面起到钝化作用,有效去除了

量子点表面缺陷,使得深阱荧光减少,提高了量子点发光强度;另一方面通过包覆使量子点不易受外界条

件干扰,荧光得到保护,因而荧光强度显著增强.

图1 QDs和PrPC-QDs的荧光比较

2.2 PrPC-QDs凝胶成像图

0.5%琼脂糖凝胶电泳,在100V恒压模式下电泳30min,FluorchemTM8900图像分析仪上观察QDs
与PrPC 标记情况(图2).PrPC-QDs的迁移速率明显小于QDs,这是由于一方面PrPC-QDs复合物的质量和

体积比游离量子点要大,导致迁移速率变慢;另一方面PrPC 在实验条件下荷正电,量子点表面荷负电,

PrPC 与QDs表面结合后,QDs表面电荷密度减小,也造成PrPC-QDs迁移速率减慢.
2.3 PrPC 与QDs结合比的确定

如图3所示,随着PrPC 浓度的增加,PrPC-QDs荧光强度初始逐渐增强,后来慢慢趋于稳定,说明二

者反应完全.由图3可知PrPC 和QDs的结合比为3∶1,即每个QDs表面结合3个PrPC 分子.据有关文献

报道,一分子二巯基辛酸修饰的水溶性CdSe/ZnS量子点约结合12~15个麦芽糖结合蛋白(MBP)[18],实

验中 MBP的碳端被预先连接组氨酸五聚体片段,形成 MBP-5HIS,然后依靠这个组氨酸尾巴与量子点相

结合.本研究依据PrPC 中4个八肽重复序列中含有的4个组氨酸,以及96位和111位的组氨酸,实现蛋白

与量子点的结合,这种定位结合使得整个PrPC 分子都包裹在QDs表面,而非单单尾部相接,所以结合的

蛋白数目较少.
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图2 QDs和PrPC-QDs琼脂糖凝胶电泳的发光成像 图3 不同浓度比下PrPC-QDs的荧光强度

3 结 论

用二巯基辛酸修饰的CdSe/ZnS水溶性量子点标记朊蛋白,确定结合比约为3∶1,并通过荧光光

谱、琼脂糖凝胶电泳对标记结果进行验证,实验结果证明量子点和朊蛋白成功偶联.这种方法的优势在

于根据朊蛋白自身所带组氨酸与量子点表面锌离子的特异性结合实现定位点标记,同时又无需在蛋白

后面附加“-Histag”,也不用加EDC,NHS等偶联剂,操作简便、快速,又有效地避免了复杂操作中蛋白

失活的可能,因此为进一步深入研究朊蛋白提供了一种简便可行的标记手段.
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LabelingPrionProteinwithCdSe/ZnSQuantumDots

YANGLi-li, HAOJian-yu, ZHENGHu-zhi, LONGYi-juan
SchoolofChemistryandChemicalEngineering,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Water-solubleCdSe/ZnSquantumdotswereusedtolabelPrionProtein(PrPC)throughmetal-
histidinecoordination.Thefluorescencespectrum,agarosegelelectrophoresisandtheirbindingratioof
PrPC-QDswerestudiedinthispaper.ThefluorescenceintensityofPrPC-QDsincreasesmorethantwo-fold
comparedwithQDsandtheirbindingratiois3∶1.Thismethodachievedlocationlabelingquicklyandeas-
ily.Anewlabelingmethodwasproposedforfurtherstudyonprionprotein.
Keywords:quantumdots;labeling;PrionProtein
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