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恶性肿瘤的发生与多种癌基因激活、抑癌基因
失活和细胞凋亡的调节紊乱有着密切关系。目前认
为，p53和bcl-2是细胞凋亡调控中最重要的基因。
而常规的免疫组织化学、免疫荧光方法在检测这些

基因表达方面存在某些局限性，本研究应用量子点

（quantum dots，QD）荧光探针的光学优越性对P53与
Bcl-2进行检测，探讨量子点荧光探针应用于人舌鳞
状细胞癌组织的临床价值。

1 材料和方法

1.1 材料来源
收集10例2009年8—10月因舌鳞状细胞癌来广

东省口腔医院住院治疗患者的舌鳞状细胞癌标本，

量子点荧光探针在人舌鳞状细胞癌
组织中的应用研究
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[摘要] 目的 通过免疫荧光技术，利用量子点荧光探针在人的舌鳞状细胞癌组织中检测特定蛋白，探讨量子点
荧光探针在人舌鳞状细胞癌组织中的应用。方法 相同粒径的量子点通过间接免疫荧光技术分别对人舌鳞状细胞
癌组织中的P53及Bcl-2蛋白进行特异荧光标记，荧光显微镜观察蛋白定位表达；不同粒径的量子点通过间接免疫
荧光技术，在同一张舌鳞状细胞癌组织切片上分别标记P53蛋白与Bcl-2蛋白，并对其定位表达进行观察。结果
相同粒径的量子点荧光探针可分别与组织中的P53、Bcl-2蛋白结合，在紫外荧光激发下发出特异红色荧光，P53蛋
白结合物主要分布于细胞核；Bcl-2蛋白结合物主要分布于细胞质；不同粒径的量子点荧光探针在同一张组织切片
上可同时对P53蛋白与Bcl-2蛋白进行标记，在紫外荧光激发下2种蛋白结合物发出2种不同颜色的荧光形成鲜明对
比，显示量子点荧光探针标记的蛋白定位准确，特异性高。结论 量子点荧光探针可应用于人舌鳞状细胞癌组织
中的2种蛋白的特异免疫荧光标记。
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Application of quantum dots fluorescent probes in tissue of human tongue squamous cell carcinoma ZHAO
Jian-jiang, HUANG Yu-hua, WANG Zhi-ping, PAN Jie, CHEN Jun.（Dept. of Oral and Maxillofacial Surgery, The
Affiliated Stomatological Hospital of Southern Medical University; Guangdong Provincial Stomatological Hospital,
Guangzhou 510280, China）
[Abstract] Objective To study if quantum dots fluorescent probes can be applied to detect P53 protein and Bcl-
2 protein in tissue of human tongue squamous cell carcinoma. Methods By indirect immunofluorescence assay the
same particle size quantum dots fluorescent probes were applied to detect P53 protein and Bcl-2 protein respectively.
Different particle size quantum dots fluorescent probes were applied to detect P53 protein and Bcl-2 protein simulta-
neously in paraffin-embedded tissue section of human tongue squamous cell carcinoma under fluorescent microscope.
Results P53 protein and Bcl-2 protein can be combined with quantum dots fluorescent probes and specific fluo-
rescene can be observed with ultraviolet light excited. P53 protein was mainly distributed in the nucleus, and Bcl-2
protein major in the cytoplasm. P53 protein and Bcl-2 protein can be combined with different particle size quantum
dots fluorescent probes respectively in the same paraffin-embedded tissue section of human tongue squamous cell carci-
noma and two kinds of fluorescene can be observed. Conclusion Quantum dots fluorescent probes can be applied to
detect two kinds of specific protein in paraffin-embedded tissue section of human tongue squamous cell carcinoma.
[Key words] quantum dots fluorescent probe； tongue squamous cell carcinoma； immunofluorescence
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制成石蜡包埋组织切片。所有患者均通过组织病理
学确诊，术前未接受任何放、化疗，其中男性5例，
女性5例；年龄39～64岁，平均50.5岁。
1.2 主要试剂和仪器
鼠抗人P53单克隆抗体、鼠抗人Bcl-2单克隆抗

体、兔抗人Bcl-2多克隆亲和纯化抗体（Santa cruz公
司，美国）；量子点标记的链霉亲和素试剂盒（武汉

珈源量子点技术开发有限责任公司）；BSA、PBS、
TBS（Gibco公司，美国），实验所用溶液都采用高压
灭菌去离子水配制；DP72荧光显微镜（Olympus公
司，日本）。
1.3 方法
1.3.1 同一粒径量子点分别对人舌鳞状细胞癌石蜡
包埋组织切片中P53和Bcl-2蛋白的标记 3~4 μm厚
人舌鳞状细胞癌石蜡包埋组织切片经脱蜡水化后在

pH=6.0的枸橼酸缓冲盐溶液浸泡，微波修复抗原，
自然冷却后，蒸馏水洗2次，TBS洗3次，加2%BSA
37 ℃封闭30 min，加一抗（鼠抗人P53单克隆抗体，
或者鼠抗人Bcl-2单克隆抗体，稀释比均为1∶100），
在37 ℃中湿盒孵育2 h，TBST洗3次，每次5 min，
2%BSA 37 ℃封闭10 min后加入二抗（生物素化羊抗
鼠 IgG，稀释比为1 ∶500），37 ℃湿盒孵育30 min，
TBST洗3次，每次5 min，2%BSA 37 ℃封闭20 min，
加量子点标记的链霉亲和素，量子点发射波峰为

605 nm（QD605），稀释比为1 ∶100，37 ℃湿盒孵育
30 min，TBST洗3次，每次5 min，TBS洗2次，缓冲
甘油封片，紫外光激发下荧光显微镜观察。空白对

照用TBS液代替一抗，其余步骤与量子点标记法相
同。
1.3.2 不同粒径量子点同时对人舌鳞状细胞癌石蜡
包埋组织中P53和Bcl-2蛋白的标记 切片脱蜡水化，
抗原修复同前，2%BSA封闭缓冲液37 ℃湿盒孵育
30 min，滴加等量的1 ∶50稀释的鼠抗人P53抗体及
1:50稀释的兔抗人Bcl-2抗体，4 ℃湿盒孵育过夜，
次日复温后TBST洗3次，每次5 min，2%BSA 37 ℃
湿盒封闭10 min，滴加1 ∶500稀释的生物素化羊抗
鼠IgG，37 ℃湿盒孵育30 min，TBST洗3次，每次
5 min，2%BSA 37 ℃封闭20 min，滴加1∶100稀释的
QD-SA，37 ℃湿盒孵育30 min，TBST洗3次，每次
5 min，2%BSA 37℃湿盒封闭20 min，滴加1∶100稀释
的量子点标记的马抗兔IgG（量子点发射波峰为545 nm，
QD545），37 ℃湿盒孵育30 min，TBST洗3次，每次
5 min，TBS洗2次，缓冲甘油封片，紫外光激发下，
荧光显微镜观察。

2 结果

用同一粒径量子点分别对人舌鳞状细胞癌石蜡

包埋组织中的P53和Bcl-2蛋白进行标记时，可以看
到量子点（QD605）标记的P53蛋白，蛋白主要定位于
细胞核，在紫外光激发下发出红色荧光，见图1A，
局部放大图见1B；量子点（QD605）标记的Bcl-2蛋
白，蛋白主要定位于细胞质，在紫外光激发下发出

红色荧光如图1C，局部放大图见1D；而空白对照则
没有量子点激发出来的特异红色荧光，见图1E。

用不同粒径量子点同时对人舌鳞状细胞癌石蜡 包埋组织中的P53和Bcl-2蛋白标记时，可以看到量
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子点QD605标记的P53蛋白，蛋白主要定位于细胞
核，在紫外光激发下发出红色荧光；而量子点QD545
标记的Bcl-2蛋白，主要定位于细胞质，在紫外光激
发下发出绿色荧光。大部分肿瘤细胞中绿色荧光包
绕着红色荧光，对比鲜明，而部分肿瘤细胞只有绿

色荧光或只有红色荧光，见图2。

图 2 不同粒径量子点同时对人舌鳞状细胞癌组织中P53和Bcl-
2蛋白进行标记 荧光显微镜 × 400

Fig 2 Marked P53 and Bcl-2 protein simultaneously in tissue of
human tongue squamous cell carcinoma with different par－
ticle size of quantum dots probes fluorescent microscope
× 400

3 讨论

目前，广泛用于生物成像和临床诊断的有机荧

光染料主要有异硫氰酸荧光素、罗丹明等，但都存
在一些缺点，如激发光谱窄，发射光谱宽且携有红

光尾段，导致发射光光谱重叠；不同颜色的染料还

需配置多个激发光源，同时检测几个荧光探针标记

的生物分子很困难；且有机染料发光不稳定，容易

出现荧光漂白等 [1]。特别对于需要激光扫描共聚焦
显微镜观察时，激光的亮度极高导致了普通有机染

料的荧光漂白现象很普遍，为获得样本的三维成像

或观察活样本时，由于所需的扫描和观察的时程较

长，这样荧光信号就会因为漂白而减弱，图像显示

不佳。因此，有机荧光在临床上的应用受到限制。
而量子点由于具有独特的量子尺寸效应和表面

效应，与现有的有机荧光染料相比具有很大优势：

1）颜色多样，通过调节量子点自身尺寸大小即可改
变其发射光波长而改变其颜色，从而产生一个色彩

斑斓、颜色分明的标记探针家族，这是传统的有机
染料无法比拟的；2）激发光谱宽且连续分布，使得
单一光源同时激发所有量子点、选择合适的激发光
波长来最小化细胞组织样本自发荧光成为可能；3）
发射光谱窄而对称、单色性好，空间位阻小，允许
不同探针间隙小而光谱重叠更少，适于同时检测多

个标记指标；4）量子点荧光强度高而稳定，抗光漂
白能力强，在激光扫描共聚焦显微镜高强度下连续

扫描1 h，未见有明显荧光衰减[2]。量子点表现出的
荧光强度和持续时间是普通有机荧光染料的10~20
倍，因而可在低信号强度情况下进行连续的光谱学

检测[3-5]。
本实验采用荧光抗体技术（fluorescence antibody，

FA），先用相同粒径的量子点分别标记P53、Bcl-2
蛋白，显示2种蛋白在舌癌组织中均表达，并了解其
定位后再在同一张组织切片中利用不同粒径的量子

点同时标记P53、Bcl-2蛋白，在同一紫外荧光激发
下即显示P53与Bcl-2蛋白在肿瘤细胞中的不同表达
位置。而有些肿瘤细胞只表达P53，显示绿色荧光，
有些肿瘤细胞则只表达Bcl-2，显示红色荧光，而大
部分舌癌肿瘤细胞由于同时表达P53蛋白及Bcl-2蛋
白，因而呈现绿色荧光包绕红色荧光。这表明P53
与Bcl-2蛋白在舌癌组织中的表达具有独特性，同时
两种蛋白都在癌组织中高表达，则可能预示患者对

放化疗敏感性较低，预后较差[6-8]。如果对舌癌的病
程变化做连续观察，从其不同着色的荧光变化中就

可以了解P53、Bcl-2的相互作用及变化，这对了解
肿瘤的发病机制、发生发展的机制及预后分析都有
很大的帮助。而用单一荧光或免疫组织化学进行蛋
白标记时不可能获得这些蛋白相互作用的信息。因
此，量子点荧光探针受到国内外学者在肿瘤标志物、
蛋白质组学研究方面的极大重视，如利用量子点荧

光探针在肺癌组织芯片上同时检测细胞角蛋白和增

殖细胞核抗原的蛋白表达，在乳腺癌组织中同时检

测人表皮生长因子受体-2（human epidermal growth
factor receptor-2，HEGR-2）、雌激素受体（estrogen
receptor，ER）抗原的表达等，通过了解肿瘤蛋白的
相互作用以期对肿瘤进行生物学行为分析，临床分

期及预后分析等[9-11]。
尽管量子点荧光探针具有许多优点而在生物医

学领域备受关注，但也存在一些缺点。如量子点比
传统荧光染料要大，且经过修饰后有时会更大，产

生的空间位阻更明显，会在一定程度上限制其在分

子生物学的应用；量子点的表面修饰和交联方式的

不同可影响量子点的物理和化学状态，使量子点产

量降低；修饰后水溶性量子点与功能基团（如抗体、
生物素等）的偶联数量关系很难判定等[12-15]。尽管如
此，其在生物医学上的研究利用还是充满前景的。
目前利用量子点荧光强度的变化对其检测的组织蛋

白进行精确定量，利用量子点的优良光学特性而制

作特定探针应用于活体成像研究等，将是下一步量

子点荧光探针的研究方向，而这将为基因组学、蛋
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白质组学、药物筛选、生物大分子相互作用、肿瘤
生物学行为分析等研究提供更加有效的技术支持。
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