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摘要:细胞内的活性氧(ＲＯＳ)种类和含量与肿瘤类型密切相关ꎬ但基于 ＲＯＳ 的模式识别用于癌症的精准诊断尚未见报

道ꎮ 在此ꎬ提出了一种基于 ｐＨ 调控多色金纳米簇的 ＲＯＳ 响应荧光传感器阵列ꎬ用于区分肿瘤细胞类型及其增殖状态ꎮ
该策略通过调控 ｐＨ 合成了三色荧光的组氨酸模版金纳米团簇(ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ)ꎬ响应细胞内 ＲＯＳ 而导致不同程度的荧光

猝灭ꎬ从而形成独特的光学“指纹”ꎬ通过主成分分析(ＰＣＡ)可以很好地聚为几个分离的基团ꎬ互不重叠ꎮ 通过流式细胞

术(ＦＣＭ)检测发现ꎬ３ 种 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ 被多种癌细胞内化后ꎬ对细胞内的 ＲＯＳ 表现出不同程度的荧光淬灭ꎮ 利用传感器

阵列提供的信息ꎬ细胞内 ＲＯＳ 种类和水平的差异形成了独特的光学“指纹”ꎬ通过 ＰＣＡ 可用于区分各种癌细胞ꎬ且具有

良好的重现性和准确性ꎮ 更重要的是ꎬ所提出的 ＲＯＳ 响应的荧光传感器阵列在区分肿瘤的增殖状态方面也表现出优异

的性能ꎮ ＲＯＳ 响应的荧光传感器阵列可以作为一种有前途的工具用于癌症的精确诊断ꎬ显示出巨大的临床应用潜力ꎮ
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　 　 癌症的早期诊断对其治疗以及预后评估均具

有重要意义[１ꎬ２]ꎮ 目前基于抗体的检测方法已广

泛应用ꎬ包括组织病理学、生物成像和光学 /电化

学生物传感[３￣５]ꎬ但它们依然面临着一些问题ꎬ如
肿瘤细胞标志物的缺乏、抗体本身的高成本和固

有免疫原性[６ꎬ７]ꎮ 为了克服这种困境ꎬ模式识别
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可作为一种有前途的策略来实现肿瘤的精准诊

断ꎮ 不同于传统基于“锁和钥匙”的识别模式ꎬ它
只依赖于传感元件与目标之间相互作用ꎬ由不同

的非选择性受体组成的传感器阵列可以与不同的

分析物相互作用ꎬ形成独特的光学“指纹图谱”ꎬ
再通过主成分分析(ＰＣＡ)进行聚类ꎬ从而可有效

地识别不同的分析物ꎬ并具有令人满意的准确

性[８ꎬ９]ꎮ 因此ꎬ开发合适的传感器阵列来精确诊

断肿瘤是迫切需要的ꎮ
活性氧(ＲＯＳ)是生物体内具有高反应活性的

自由基[１０]ꎮ 大量研究表明肿瘤微环境中由于肿

瘤细胞代谢异常ꎬ通常具有高氧化应激状态ꎬ其特

点是升高的 ＲＯＳ 水平通过触发各种信号通路促

进癌细胞增殖[１１￣１３]ꎮ 因此ꎬ异常的 ＲＯＳ 水平已经

成为肿瘤细胞的重要标志物之一ꎬ可作为传感器

阵列的分析物来实现对肿瘤细胞的模式识别ꎮ 然

而ꎬ由于 ＲＯＳ 具有稳态浓度极低、寿命短、反应性

高等特点[１４￣１６]ꎬ建立 ＲＯＳ 响应型传感器阵列识别

癌细胞类型目前仍具有巨大的挑战ꎮ
近年来ꎬ许多类型的超小贵金属纳米团簇由

于其易于制备和高荧光性能而引起了相当大的关

注[１７ꎬ１８]ꎮ 其中ꎬ金纳米团簇(ＡｕＮＣｓ)是由几个到

数百个原子组成ꎬ粒径约为 ２ ~ ３ ｎｍꎬ被认为是最

有前景的传感元件[１９ꎬ２０]ꎮ 相比于其他金属纳米

团簇ꎬＡｕＮＣｓ 具有以下优势:１) ＡｕＮＣｓ 在复杂基

质或较宽的 ｐＨ 范围内都更稳定ꎻ２)ＡｕＮＣｓ 具有

良好的生物相容性[２１ꎬ２２]ꎬ因此可用于生物分析ꎮ
本文通过调节 ｐＨꎬ合成了 ３ 种不同荧光特性

的组氨酸修饰的金纳米团簇(ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ)ꎬ通过

响应细胞内 ＲＯＳ 类型和水平的差异ꎬ形成独特的

光学“指纹图谱”ꎮ 再结合 ＰＣＡ 分析可有效区分

肿瘤细胞类型及其增殖状态ꎬ展示出巨大的临床

应用潜力ꎮ

１　 实验部分

１ １ 　 主要仪器与试剂

Ｆ￣７０００ 型荧光分光光度计(日本日立公司)ꎻ
ＵＶ￣１８００ 型紫外分光光度计 (日本岛津公司)ꎻ
ＨＴＸ 型多模式微孔板阅读器 (美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司)ꎻＦＬＳ９８０ 型荧光光谱仪 (英国 Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈ 公

司)ꎻＪＥＯＬ １０１１ 型透射电子显微镜(日本 ＪＥＯＬ 公

司)ꎻＥＳＣＡＬＡＢ ２５０Ｘｉ 型 Ｘ 射线光电子能谱仪(美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻＬＳＭ ８００ 型激光

共聚焦显微镜(德国蔡司公司)ꎻＢｅｃｋｍａｎ ＦＣ５００

型流式细胞仪(美国贝克曼库尔特公司)ꎮ
亚硝酸钠、氯金酸水合物 (ＨＡｕＣｌ４３Ｈ２Ｏ)

(南京化学试剂股份有限公司)ꎻＬ￣组氨酸、盐酸

异丙肾上腺素(上海麦克林生化科技股份有限公

司)ꎻ二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、次氯酸钠(ＮａＣｌＯ)、
Ｈ２Ｏ２(３０％)(国药集团化学试剂有限公司)ꎻ氧化

钾(ＫＯ２)、３￣(４ꎬ５￣二甲基噻唑￣２￣基)￣２ꎬ５￣二苯基

溴化四唑(ＭＴＴ)、ＰＭＡ、ＬＰＳｓ、ＴＥＭＰＯ、胰蛋白酶

(上海碧云天生物技术有限公司)ꎻ胎牛血清

(ＦＢＳꎬ澳大利亚 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司)ꎻＮ￣乙酰

半胱氨酸(ＮＡＣꎬ上海阿拉丁生化科技股份有限公

司)ꎮ 以上所用试剂均为分析纯ꎮ
１ ２ 　 实验方法

１ ２ １ 　 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ 的合成与表征

将新配制的 １００ ｍＬ(１ ２２ ｍｍｏｌ / Ｌ) ＨＡｕＣｌ４
溶液分为 ３ 组ꎬ通过 ＮａＯＨ 和 ＨＮＯ３ 调节至不同

ｐＨ( １ ７、 ６ ８ 和 １１ ０)ꎮ 然后将 １００ ｍＬ ( １ ８４
ｍｍｏｌ / Ｌ)Ｌ￣组氨酸溶液加入上述溶液中ꎬ１１０ ℃搅

拌 １２ ｈꎮ １２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 去除较大粒径

的副产物后ꎬ收集含有 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ 的透明上清

液ꎬ４ ℃保存ꎮ 其次ꎬＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 通过紫

外￣可见吸收光谱、动态激光散射(ＤＬＳ)、透射电

子显微镜(ＴＥＭ)和 Ｘ 射线光电子能谱(ＸＰＳ)进

行了充分的表征ꎮ
１ ２ ２ 　 多类型 ＲＯＳ 的制备

市售的 Ｈ２Ｏ２ 和 ＮａＣｌＯ 直接稀释ꎬ可分别制

备 Ｈ２Ｏ２ 和 ＣｌＯ－的工作液ꎮ ＦｅＣｌ２ 与 Ｈ２Ｏ２ 在酸性

条件下通过芬顿反应得到ＯＨꎮＮａＮＯ２ 与 Ｈ２Ｏ２

以 １ ∶５的物质的量比反应得到 ＯＮＯＯ－ꎮ ＮａＣｌＯ 与

Ｈ２Ｏ２ 混合搅拌得到１Ｏ２ꎮ 将 ＫＯ２ 溶解于 ＤＭＳＯ
中制备超氧自由基(Ｏ－

２ )ꎮ
１ ２ ３ 　 ＲＯＳ 响应的传感器阵列构建

在 ９６ 孔板(３×７ 阵列)中加入等量的各种活

性氧:(Ａ１~Ａ３):０ ０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液ꎻ(Ｂ１~
Ｂ３):含 ５０ μＬ(０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ＣｌＯ－ 的 ０ ０１ ｍｏｌ / Ｌ
磷酸盐缓冲溶液ꎻ(Ｃ１~Ｃ３):含 ５０ μＬ(０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＯＮＯＯ－的 ０ ０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液溶液ꎻ(Ｄ１ ~
Ｄ３):含 ５０ μＬ(０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ＯＨ 的０ ０１ ｍｏｌ / Ｌ
磷酸盐缓冲液溶液ꎻ ( Ｅ１ ~ Ｅ３):含 ５０ μＬ ( ０ ５
ｍｍｏｌ / Ｌ)Ｈ２Ｏ２ 的 ０ ０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲溶液ꎻ
(Ｆ１ ~ Ｆ３):含 ５０ μＬ ( ０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) １Ｏ２ 的 ０ ０１
ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液溶液ꎻ(Ｇ１ ~ Ｇ３):含 ５０ μＬ
(０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) Ｏ－

２ 的 ０ ０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲溶

液ꎮ 再加入 ２００ μＬ(２０ μｇ / ｍＬ)ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２

９２
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和 ３ 溶液室温孵育 ５ ｍｉｎꎮ 通过酶标仪分析

ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的荧光信号ꎬ计算荧光猝灭

效率ꎬ以形成的“指纹图谱”进行主成分分析ꎮ
１ ２ ４ 　 细胞培养

所有细胞系在含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培

养ꎬ并添加 １００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉

素ꎮ 所有细胞系在 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２ 的无菌环境

中生长ꎬ并在达到 ８０％以上的密度后传代[２３￣２５]ꎮ
１ ２ ５ 　 体外细胞毒性试验

采用 ＭＴＴ 法检测 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的体

外细胞毒性ꎮ 简单地说ꎬ将 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞接

种于 ９６ 孔微孔板中ꎬ培养 ２４ ｈ 进行附着ꎮ 之后ꎬ
将含有 ３ 种不同浓度 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ 的培养基分别

与 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞孵育 ２４ ｈꎮ 然后ꎬ将 ２０ μＬ
(５ ｍｇ / ｍＬ) ＭＴＴ 试剂加入上述细胞中ꎬ再孵育

４ ｈꎬ然后用 １００ μＬ ＤＭＳＯ 替换培养基ꎬ室温振荡

１０ ｍｉｎꎮ 最后ꎬ用酶标仪测定 ４９０ ｎｍ 处甲瓒晶体

的吸光度ꎮ 细胞相对活力计算公式为:细胞相对

活力(％)＝ Ａｂｓ(探针) / Ａｂｓ(对照) ×１００％ꎬ其中

Ａｂｓ(探针)和 Ａｂｓ(对照)分别为有探针和无探针

时的吸光度[２６]ꎮ
１ ２ ６ 　 肿瘤细胞类型及增殖状态鉴别

１１ 株不同细胞在含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基中培养 ２ ~ ３ ｄ(５％ ＣＯ２ꎬ３７ ℃)ꎮ 将细胞

与 ２０ μｇ / ｍＬ ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２、３ 共孵育 ２ ｈꎮ 以

ＲＯＳ 猝灭剂预处理的细胞为对照ꎮ 细胞经胰蛋

白酶消化、再分散后ꎬ通过流式细胞仪分析荧光信

号ꎬ计算金纳米团簇的荧光猝灭效率ꎬ再进行

ＰＣＡ 分析ꎮ 为了鉴别肿瘤组织增殖状态ꎬ将肿瘤

组织经消化后ꎬ再用 ＤＭＥＭ 培养基稀释至 ５×１０５

个 / ｍＬ 细胞后ꎬ其他操作流程与上述一致[２７]ꎮ
１ ２ ７ 　 患者队列

本文分析了安徽医科大学第一附属医院 １２
例浸润性乳腺癌标本ꎮ 患者年龄 ４０ ~ ６５ 岁ꎮ 本

研究按照安徽医科大学生物医学伦理委员会规程

(编号:８３２２０３９０)进行ꎮ

２　 结果与讨论

２ １ 　 多色金纳米团簇的制备与表征

使用透射电子显微镜(ＴＥＭ)和 Ｘ 射线光电

ａ~ ｃ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的 ＴＥＭ 图像ꎻｄ~ ｆ.相应金纳米团簇粒径的高斯分布ꎻｇ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的 ＸＰＳ 光谱ꎻ
ｈ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的荧光激发(虚线)和发射谱图(实线)ꎻｉ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的荧光寿命

图 １　 ３ 种金纳米团簇的表征

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ

０３
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子能谱(ＸＰＳ)表征合成的金纳米团簇ꎮ ＴＥＭ 图

像显示ꎬＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 均为单分散球形ꎬ
平均直径分别为(２ ３±０ ７)、(２ ０±０ ６)和(１ ７±
０ ５)ｎｍ(图 １ａ ~ １ｆ)ꎮ 同时ꎬＸＰＳ 显示ꎬ制备的金

纳米团簇有 Ａｕ ４ｆ、Ｃ １ｓ、Ｎ １ｓ 和 Ｏ １ｓ 这 ４ 个共同

峰(图 １ｇ)ꎬ 表明成功制备了组氨酸修饰的

ＡｕＮＣｓ[２８]ꎮ 另外ꎬＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的荧光激

发和发射光谱存在显著差异ꎬ其荧光寿命分别为

４ ９３、７ ６２、５ ２６ ｎｓꎬ可作为荧光传感器阵列元件

(图 １ｈ~１ｉ)ꎮ
２ ２ 　 ＲＯＳ 响应型传感器阵列的构建

接下来ꎬ以荧光猝灭效率为指标评估 ＡｕＮＣｓ＠
Ｈｉｓ １、 ２ 和 ３ 对 ６ 种浓度相同的 ＲＯＳ ( ＣｌＯ－、
ＯＮＯＯ－、ＯＨ、Ｈ２Ｏ２、１Ｏ２ 和 Ｏ－

２ )的荧光响应ꎮ 如

图 ２ａ 所示ꎬ对应于不同的 ＲＯＳꎬ可以观察到一种

独特的荧光响应模式ꎮ 每个 ＲＯＳ 的光学“指纹”
可以通过具有颜色差异的热图直观地反映出来

(图 ２ｂ)ꎮ 接下来ꎬ通过 ＰＣＡ 对荧光响应模式进

一步分类ꎮ 如图 ２ｃ 所示ꎬＲＯＳ 的响应模式被很好

地聚类成 ６ 个独立的组ꎬ没有重叠ꎬ表明荧光传感

阵列可鉴别不同的 ＲＯＳꎮ 定量传感函数是传感

器阵列性能的另一个重要参数ꎮ 以 ＣｌＯ－ 定量为

例ꎬ如图 ２ｄ 所示ꎬＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的荧光猝

灭效率随着 ＣｌＯ－浓度的增加而增加ꎬ分别在 ０ ~
２００、０~６００ 和 ０~１００ μｍｏｌ / Ｌ 浓度范围内呈良好

的线性关系ꎮ 此外ꎬ热图清晰地显示了 ＡｕＮＣｓ＠
Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对不同浓度 ＣｌＯ－ 的不同荧光响应

(图 ２ｅ)ꎮ 在 ＰＣＡ 图中ꎬ不同浓度的 ＣｌＯ－(１ ~ １２０
μｍｏｌ / Ｌ)可以被清晰区分ꎬ没有重叠(图 ２ｆ)ꎬ证实

了所提传感器阵列的浓度区分能力ꎮ

ａ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对 ６ 种 ＲＯＳ 的荧光响应ꎻｂ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对 ６ 种 ＲＯＳ 的热图ꎻ

ｃ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对 ６ 种 ＲＯＳ 的 ＰＣＡ 分析图ꎻｄ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对 ＣｌＯ－的荧光响应线性图ꎻ

ｅ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对 ＣｌＯ－的热图ꎻｆ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对 ＣｌＯ－的 ＰＣＡ 分析图ꎻ误差棒代表标准偏差(ｎ＝ ３)

图 ２　 ＲＯＳ 响应型传感器阵列的构建

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲＯＳ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｓｅｎｓｏｒ ａｒｒａｙ

２ ３ 　 传感机制的探究

为了探究 ＲＯＳ 响应型荧光传感器阵列的传

感机理ꎬ采用 ＸＰＳ 对 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 与 ＣｌＯ－反应

前后进行表征ꎮ 如图 ３ａ 所示ꎬＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 的

ＸＰＳ 分析确定了 Ａｕ ４ｆ ７ / ２ 和 Ａｕ ４ｆ ５ / ２ 峰ꎬ结合

能分别为 ８４ ４ 和 ８８ ２ ｅＶꎬ是对应于 Ａｕ(０)和 Ａｕ
(Ｉ)两种不同组分的典型结合能ꎮ 该结果清楚地

说明了 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 中 Ａｕ(０)和 Ａｕ(Ｉ)的共存ꎬ
这可能有助于维持 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 的荧光稳定

性[２９]ꎮ 计算得到 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 的 Ａｕ(０) / Ａｕ(Ｉ)
比率为 １ ２４ꎮ 然而ꎬ与 ＣｌＯ－ 反应后ꎬＡｕ(０) / Ａｕ
(Ｉ)比值降低至 ０ ３９ꎬ表明 Ａｕ(０)可以被 ＣｌＯ－有

效地氧化为 Ａｕ(Ｉ)(图 ３ｂ)ꎮ 同时ꎬ也探究了 ＣｌＯ－

对表面配体的氧化作用ꎮ 与未处理的 ＡｕＮＣｓ＠
Ｈｉｓ ３ 相比ꎬＣｌＯ－处理的 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 的 Ｏ—Ｃ
Ｏ 含量显著增加ꎬ而 ＣＮ 含量显著降低ꎬ这可能

是由于 Ｌ￣组氨酸的咪唑环通过开环反应(图 ３ｃ、
３ｄ)被氧化所致ꎮ

１３
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ａ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 与 ＣｌＯ－反应前的 Ａｕ ４ｆ ＸＰＳ 图谱ꎻ

ｂ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 与 ＣｌＯ－反应后的 Ａｕ ４ｆ ＸＰＳ 图谱ꎻ

ｃ.ＣｌＯ－处理前 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 的 Ｃ１ ＸＰＳ 图谱ꎻ

ｄ.ＣｌＯ－处理后 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ ３ 的 Ｃ１ ＸＰＳ 图谱

图 ３　 传感机制的探究

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

２ ４ 　 荧光探针的细胞摄取

考虑到荧光探针的生物应用ꎬ使用 ３￣(４ꎬ５￣二
甲基噻唑￣２￣基)￣２ꎬ５￣二苯基四氮唑溴盐(ＭＴＴ)法
评估 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的细胞毒性ꎮ 如图 ４ａ
所示ꎬ ＭＤＡ￣ＭＢ２３１ 细 胞 分 别 与 不 同 浓 度 的

ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 孵育 ２４ ｈ 后ꎬ观察到可忽略

的细胞毒性ꎬ表明它们具有良好的生物相容性ꎮ
由于 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ 的有效细胞摄取是区分多种癌

细胞的必要前提ꎬ因此通过 ＦＣＭ 考察了 ＡｕＮＣｓ＠
Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的内吞作用ꎮ 在 ＦＣＭ 分析之前ꎬ首
先测定 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 的 Ｚｅｔａ 电位ꎮ 图 ４ｂ
表明 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 均带正电荷ꎬ因此通过

ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ 与带负电荷的细胞膜之间的静电相

互作用有效地促进了它们内化到细胞中[３０]ꎮ 此

外ꎬ在 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞中ꎬＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３
的内吞指数相似( ~９ ０％)ꎬ这可能是由于 ＡｕＮＣｓ
＠ Ｈｉｓ 表面具有相同的配体(图 ４ｃ)ꎮ 接下来ꎬ评
估了 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 对细胞内 ＲＯＳ 的荧光

响应ꎬ分别用脂多糖(ＬＰＳｓ) /基丙烯酰胺(ＰＭＡ)
和 Ｎ￣乙酰半胱氨酸(ＮＡＣ) / ２ꎬ２ꎬ６ꎬ６￣四甲基哌啶

氧化物(ＴＥＭＰＯ)预处理 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞以诱

导和清除细胞内 ＲＯＳꎮ 如图 ４ｄ 所示ꎬ与对照组相

比ꎬ在 ＮＡＣ / ＴＥＭＰＯ 处理的 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞中

观察到强烈的荧光信号ꎬ而在 ＬＰＳ / ＰＭＡ 处理的

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞中观察到较少的荧光信号ꎬ
表明ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ 的荧光猝灭是由细胞内 ＲＯＳ 引

起的ꎮ

ａ.不同浓度 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２、３ 分别孵育 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞 ２４ ｈ 后的细胞存活率ꎻｂ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２、３ 的 Ｚｅｔａ 电位ꎻ
ｃ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２、３ 的细胞内吞指数ꎬ误差棒代表标准偏差(ｎ＝ ４)ꎻｄ.ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２、３、ＬＰＳ / ＰＭＡ＋ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２、３ 和

ＮＡＣ / ＴＥＭＰＯ＋ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２、３ 分别处理 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞的 ＣＬＳＭ 图像ꎬ标尺＝ ２０ μｍ

图 ４　 荧光探针的细胞摄取

Ｆｉｇ.４　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ
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２ ５ 　 肿瘤细胞的模式识别

受此启发ꎬ进一步评估荧光传感器阵列是否

能够区分不同的细胞系ꎮ 选择 ６ 株肿瘤细胞

(ＭＧＣ￣８０３、Ａ５４９、ＨｅｐＧ２、ＳＫＯＶ￣３、ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１、
ＨｅＬａ)和 ５ 株正常细胞 ( Ｈｅｔ￣１Ａ、 Ｌ０２、ＨＣＡＥＣ、
ｈＯＭＦ、ＨＫ￣２)作为模型ꎮ 通过流式细胞仪分析

ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２ 和 ３ 与细胞共孵育后的荧光信

号ꎮ 以 ＮＡＣ / ＴＥＭＰＯ 预处理的细胞作为对照ꎮ
如图 ５ａ 所示ꎬ由于 ＲＯＳ 的种类和水平不同ꎬ不同

细胞的荧光响应存在明显差异ꎮ 从图 ５ｂ 中可以

看出ꎬ所有细胞系均位于簇中ꎬ且彼此明显分开ꎬ
表明这些细胞被正确地区分ꎮ 同时ꎬ使用层次聚

类分析 (ＨＣＡ) 分析不同细胞系的相似性ꎮ 在

ＨＣＡ 图中(图 ５ｃ)ꎬ正常细胞和癌细胞以 １００％的

准确率被分为两个簇ꎬ证明了传感器阵列具有出

色的细胞识别能力ꎮ 接下来ꎬ进一步研究了传感

器阵列是否能够区分癌细胞的增殖状态ꎮ 利用该

传感器阵列对安徽医科大学第一附属医院收集的

１２ 例乳腺癌临床组织样本进行了检测ꎮ ＡｕＮＣｓ＠
Ｈｉｓ １、２、３ 对乳腺癌组织中 ＲＯＳ 的荧光响应如图

５ｄ 所示ꎬ形成独特的光学“指纹”ꎮ 所有乳腺癌

样本在 ＰＣＡ 得分图中正确聚类ꎬ以 ９５％置信区

间(图 ５ｅ、５ｆ)将其进一步划分为低、中、高增殖

状态对应的 ３ 个区域ꎮ 综上ꎬ构建的荧光传感

阵列具备有效鉴别癌细胞类型及其增殖状态的

能力ꎮ

ａ.荧光阵列传感器分析 １１ 株不同细胞的“指纹图谱”(ｎ＝ ５)ꎻｂ.不同细胞的 ＰＣＡ 图ꎻｃ.不同细胞的 ＨＣＡ 图ꎻ
ｄ.荧光阵列传感器分析 １２ 例乳腺癌临床样本的“指纹图谱”(ｎ＝ ５)ꎻｅ.１２ 例乳腺癌临床样本的 ＰＣＡ 分析ꎻ

ｆ.ＰＣＡ 分析划分的低、中、高增殖状态

图 ５　 肿瘤细胞的模式识别

Ｆｉｇ.５　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

３　 结论

本文制备了 ｐＨ 可控的多色 ＡｕＮＣｓ＠ Ｈｉｓ １、２
和 ３ꎬ并成功构建了 ＲＯＳ 响应的荧光传感器阵列

用于癌症的精准诊断ꎮ 构建的荧光传感器阵列响

应 ６ 种类型的 ＲＯＳꎬ从而形成独特的光学 “指

纹”ꎬ通过 ＰＣＡ 可以很好地将其聚集成几个独立

的组ꎬ而不会重叠ꎮ 基于 ＲＯＳ 响应模式ꎬ传感器

阵列不仅区分了不同的癌细胞ꎬ而且区分了它们

的增殖状态ꎮ 与先前报道的方法相比ꎬ本文的传

感器阵列具有以下突出的优点ꎮ 首先ꎬ具有不同

荧光轮廓的单配体修饰的 ＡｕＮＣｓ 具有相似的表

面性质ꎬ保证了相似的内吞效率ꎮ 其次ꎬ通过使用

ＲＯＳ 响应的荧光传感器阵列和 ＰＣＡꎬ可以快速准

确地识别各种癌细胞和癌症增殖状态ꎬ从而提高

诊断效率ꎮ 第三ꎬ传感器阵列的配置非常简单ꎬ没
有复杂的合成和昂贵的仪器ꎮ 总的来说ꎬＲＯＳ 响

应的荧光传感器阵列在癌症的精确诊断方面具有

巨大的应用潜力ꎮ 然而ꎬ所提出的传感器阵列不

便于癌症的早期诊断ꎮ 进一步的研究需要开发用

于血清 ＲＯＳ 模式识别的智能传感器阵列ꎮ
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