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基于量子点荧光共振能量转移（FRET）效应的裂开型 CD20核酸适配体
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摘要 目的：构建新型的基于量子点荧光共振能量转移效应的裂开型 CD20核酸适配体激活式荧光探针用于非霍奇金淋巴瘤

（Non-Hodgkin Lymphoma, NHL）的检测。方法：将 CD20核酸适配体 CE4-1进行裂解，结合量子点和 Cy5荧光供受体队之间的

FRET效应，利用流式细胞术，对裂开型核酸适配体的裂开位置、比例、浓度和反应时间进行优化，并在最优条件下评估该检测体

系对 CD20+细胞的检测特异性。结果：将 CD20核酸适配体 CE4-1分别裂开成 CE4-1-1a/CE4-1-1b和 CE4-1-2a/CE4-1-2b两种组

合，分别修饰量子点（QD）或荧光受体 Cy5后两两组合，分别与 CD20+细胞孵育，流式细胞术发现 CE4-1-1a/CE4-1-2b组合时信号

最强；进一步，通过探索两种探针比例、探针浓度、孵育时间等参数，发现当 CE4-1-1a和 CE4-1-2b浓度比例为 1:5、CE4-1-1a浓度

为 4 nM、孵育时间为 50 min时，该裂开型核酸适配体体系显示出对靶肿瘤细胞最强的亲和力和 FRET信号激活性能。进一步，实

验发现该体系与 CD20+细胞（Raji和 Ramos）可产生较强信号，而与 CD20－细胞（Jurkat、K562、Min6和 Hela）均未产生阳性信号，

提示该探针可有效保持对 CD20+细胞的高特异性。结论：基于量子点荧光共振能量转移（FRET）效应的裂开型 CD20核酸适配体

探针体系在检测 CD20+细胞方面表现出了极低的背景信号，同时有着较好的 FRET信号值，有望实现 CD20+ NHL细胞的高灵敏

激活式检测。
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Detection of NHL Cells based on Split CD20 Aptamer
and QDs-mediated FRET Effect *

To construct novel splited CD20 aptamer system based on FRET for the detection of NHL．

CD20 aptamer CE4-1 was splited as CE4-1-1a/CE4-1-1b group or CE4-1-2a/CE4-1-2b group. Splited aptamers were modified with QD

or Cy5 separately, and incubated with CD20+ cells. Cells were evaluated by flow cytometry and CE4-1-1a/CE4-1-2b group generated the

strongest signal. Further, the ratio, concentration and incubation time of splited aptamer system were explored, and the detection

specificity was ecaluated. It is shown that when the ratio of CE4-1-1a/CE4-1-2b was 1:5, the concentration of CE4-1-1a was 4

nM, and the incubation time was 50 min, the splited aptamer system exhibited the strongest FRET signal. In addition, this system

generated relative string signal with CD20+ cell lines (Raji and Ramos), whereas exhibited no positive signal with CD20－ cell lines

(Jurkat, K562, Min6 and Hela), indicating the detection specificity to CD20+ cells. The CD20 splited aptamer system based

on FRET for the detection of NHL exhibits weak background signal and relatively strong FRET signal, which presents a promising

method for detection of CD20+ NHL cells.
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前言

儿童淋巴瘤是继白血病、颅内肿瘤内后的第 3 位常见肿

瘤[1]，其中儿童非霍奇金淋巴瘤（NHL）是最常见的高侵袭性、高

恶性的淋巴瘤建立淋巴瘤的正确诊断和分类对于儿童淋巴瘤

的治疗具有重大意义[2]。据临床数据统计，儿童淋巴瘤误诊率

高，由于病理诊断造成的误诊占 24.8%。目前使用的免疫染色

多是免疫酶标技术，其通过携带荧光素或者酶反应显色等方法

实现对肿瘤组织的蛋白表达进行分析[3]。这种方法有激发光谱

窄、发射光谱宽、光漂白现象严重等缺陷，同时采取的是

"always on"信号模式，由于体系中未与靶标结合探针的信号始

终存在，"always on"模式往往表现出背景信号高、灵敏度有限

等不足，难以适应肿瘤早期诊断的需要。因此，亟需寻找新型免

疫染色技术策略。

核酸适配体（Aptamer）是新型 DNA 或 RNA小分子[4]，可

与靶标特异性结合，在生物检测上有显著优势[5]：无批次间差

异、成本低、易于修饰等优点[6-9]。量子点由于具有吸收光谱宽、

发射光谱窄、荧光强度高、光稳定性好、发射光谱可调等优越特

性，在体内外肿瘤检测中受到了重要关注[10,11]。因此，本文对

CD20的核酸适配体 CE4-1进行裂开，分别标记量子点和荧光

受体 Cy5，利用 FRET效应对该裂开型核酸适配体探针用于

NHL肿瘤细胞检测进行系统考察和优化，初步探讨其用于

NHL检测的可行性。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

CD20 核酸适配体 CE4-1(5'-TGCGTGTGTAGTGTGTCT-

GTTTTTTATCTTCTTTTATCTACTCTTAGGGATTTGGGCG

G-3')[12]、其裂开序列和荧光修饰均由上海生工合成；人 IFN-酌
蛋白和牛血清蛋白 BSA购于北京义翘神州生物技术有限公

司；胎牛血清为四季青公司产品；链霉亲和素包被顺磁纳米磁

珠购于德国 Promega公司；磁性微球 Affimag UF表面修饰羧

基 COOH购买于天津倍思乐色谱技术开发中心；PBS缓冲液

购买于 Hyclone 公司；碳二亚胺盐酸盐 (EDC·HCL)购买于

Sigma公司；羧基化量子点购于 Thermo Fisher公司；人 B淋巴

瘤细胞系 Raji和 Ramos、人 T淋巴瘤细胞 Jurkat、人急性髓系

白血病细胞 K562、乳腺癌细胞MCF-7、胰腺癌细胞 Min6和

Hela细胞由本实验室保存。

1.2 主要试剂与仪器

CD20 核酸适配体 CE4-1 (5'-TGCGTGTGTAGTGTGTCT

GTTTTTTATCTTCTTTTATCTACTCTTAGGGATTTGGGCG

G-3')[12]、其裂开序列和荧光修饰均由上海生工合成；人 IFN-酌
蛋白和牛血清蛋白 BSA购于北京义翘神州生物技术有限公

司；胎牛血清为四季青公司产品；链霉亲和素包被顺磁纳米磁

珠购于德国 Promega公司；磁性微球 Affimag UF表面修饰羧

基 COOH购买于天津倍思乐色谱技术开发中心；PBS缓冲液

购买于 Hyclone公司；碳二亚胺盐酸盐 (EDC·HCL) 购买于

Sigma公司；羧基化量子点购于 Thermo Fisher公司；人 B淋巴

瘤细胞系 Raji和 Ramos、人 T淋巴瘤细胞 Jurkat、人急性髓系

白血病细胞 K562、乳腺癌细胞MCF-7、胰腺癌细胞 Min6和

Hela细胞由本实验室保存。

流式细胞仪为美国 BD公司产品，型号为 FACS Calibur。

1.3 细胞培养

人 B淋巴瘤细胞系 Raji，Ramos，人 T淋巴瘤细胞 Jurkat

和人急性髓系白血病细胞 K562分别培养于含 10%胎牛血清

的 1640培养基中，培养条件为 37℃，5% CO2。细胞均为悬浮细

胞，每日观察细胞生长状态，及时更换培养基，定时传代，以保

证细胞处于良好状态。乳腺癌细胞MCF-7、胰腺癌细胞Min6

和宫颈癌 Hela细胞分别培养于含 10%胎牛血清的 DMEM培

养基中，培养条件为 37℃，5% CO2，当细胞密度达到 80%时，胰

酶消化细胞进行传代。所有试验所用细胞均是处于对数生长期

的细胞。

1.4 裂开型核酸适配体的构建

选择 NHL 的肿瘤标志物分子 CD20 的核酸适配体分子

CE4-1为研究对象，将完整的 CE4-1从 2个位置进行裂开，分

别得到了 CE4-1-1a、CE4-1-1b和 CE4-1-2a、CE4-1-2b共两对裂

解片段，其可共组成 4种不同的配对组合，将其进行相应的量

子点及 Cy5标记。将不同的片段组合分别和 2× 105个细胞于

冰上孵育 30 min，当二者与靶细胞结合形成特定构型后量子点

和 Cy5染料对可以相互靠近进而产生 FRET效应，采用流式细

胞术检测不同片段组合对 Raji细胞的识别能力，Jurkat细胞作

为阴性对照，评估各组平均荧光强度，选择信号最强的作为最

佳的片段组合。

1.5 裂开型核酸适配体比例优化

为了最大程度增强荧光信号，我们对裂开型核酸适配体对

之间的比例进行优化。以 50 nM 为基准，选择信号最优的

CE4-1-1a和 CE4-1-2b配对，采用 1:20、1:10、1:5、1:1、2:1、5:1和

10:1这四组浓度比例，分别与 2× 105个 Raji细胞于冰上孵育

30 min，流式细胞术检测不同片段对靶细胞的识别能力，评估

各组平均荧光强度，选择信号最强的浓度比例进行后续试验。

1.6 裂开型核酸适配体浓度优化

核酸适配体的裂开将影响其原始的解离常数。若核酸适配

体浓度过低，会导致阳性信号强度太弱，若核酸适配体浓度过

高，则会导致非特异性信号增强。为了最大程度提高阳性信号的

强度同时降低背景噪音，我们分别将 1 nM、2 nM、4 nM、8 nM、

10 nM的 CE4-1-2b-Cy5分别与 5倍浓度的 CE4-1-1a-QD进行

组合，分别与 2× 105个细胞于冰上孵育 30 min，流式细胞术检

测其信号强度，评估各组平均荧光强度，以确定最佳浓度。

1.7 裂开型核酸适配体孵育时间优化

为了进一步提高信号强度，我们对裂开型核酸适配体

体系与靶细胞的孵育时间进行优化。将已优化的裂开型核

酸适配体按照 4 nM、CE4-1-1a 和 CE4-1-2b 浓度比例为 8:1

分别与 CD20+ 细胞 Raji 分别孵育 20 min、30 min、40 min、

50 min、60 min、90 min，流式细胞术检测信号强度，评估各

组平均荧光强度。

1.8 裂开型核酸适配体检测特异性评估

为了评估裂开型核酸适配体体系对 CD20+细胞的检测特

异性，将已优化的裂开型核酸适配体按照 4 nM、CE4-1-1a和

CE4-1-2b浓度比例为 1:5分别与 CD20+细胞（Ramos、Raji）和

CD20- 细胞（Jurkat、K562、MCF-7、Min6 和 Hela）于冰上孵育

3433窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.18 SEP.2019

图 3四种裂开型核酸适配体组合识别靶细胞归一化信背比柱状图。

其中，1）CE4-1-1a-QD/CE4-1-1b-Cy5; 2）CE4-1-1a-QD/CE4-1-2b-Cy5;

3）CE4-1-2a-QD/CE4-1-1b-Cy5; 1）CE4-1-2a-QD/CE4-1-2b-Cy5.（*代表

P<0.05；**代表 P<0.01；***代表 P<0.001）
Fig.3 Normalized ratio of four split aptamer groups incubated with cells.（*

presents P<0.05；** presents P<0.01；*** presents P<0.001）

图 1基于 FRET信号模式的裂开型核酸适配体探针用于 CD20+细胞检测原理图

Fig.1 Schematic representation of the detection of CD20+ cells based on split aptamerand QDs-mediated FRET effect

50 min，流式细胞术检测信号强度，评估各组平均荧光强度。

1.9 统计学分析

多样本数据采用方差分析，使用 SPSS 15.0统计软件包进

行分析，每组数据以均数± 标准差表示，以 P<0.05为差异有统
计学意义。

2 结果

2.1 实验原理

本实验以 CD20+细胞为研究对象，通过将 CD20核酸适配

体分割为两段，并分别标记 FRET荧光供体量子点和荧光受体

Cy5，利用核酸适配体构象多样的特点，在适当的情况下，当出

现靶标分子时两端残片会靶向识别细胞膜表面蛋白并组合成

类似完整核酸适配体的功能结构，从而拉近分别标记在两端的

荧光供体与受体，以产生 FRET效应，发生信号激活并产生荧

光信号（图 1），以期弥补传统 "always on"探针高背景的缺陷，

进一步改善了现存 "激活式 "探针在复杂环境中降解引起假

阳性信号的不足，具备极低的背景信号，从而能够具备较高的

检测灵敏度，达到对 NHL肿瘤细胞的早期检测。

2.2构建裂开型核酸适配体检测体系

如图 2所示，我们根据自由能及熵等数值，采用了两种策

略对核酸适配体 CE4-1进行裂开，分别获得了 4条核酸适配体

片段，分别命名为 CE4-1-1a、CE4-1-1b、CE4-1-2a和 CE4-1-2b。

其中，CE4-1-1a 和 CE4-1-2a 核酸适配体的 3'端标记量子点，

CE4-1-1b和 CE4-1-2b的 5'端标记 Cy5荧光染料。以上核酸适

配体两两组合可以获得 4种不同裂开位置的 FRET组合。将这

4种组合分别与 Raji细胞孵育后，采用流式细胞术进行检测的

结果及其信噪比分析（如图 2 和图 3）。实验结果显示，与

CD20－细胞 Raji相比，CD20+细胞均产生较强的信号，同时，

CE4-1-1a和 CE4-1-2b可以产生最强的阳性信号，因此，我们选

择 CE4-1-1a／CE4-1-2b这一组合对作为后续实验的裂开型核

酸适配体片段。

图 2两种不同裂开位点的核酸适配体片段具体裂开位置以及碱基序列

Fig.2 Cleavage sites and sequences of two types split aptamer

2.3 裂开型核酸适配体检测体系比例优化

将量子点和 Cy5 分别标记的 CE4-1-1a/CE4-1-2b 两条裂

开型核酸适配体片段的 4中不同比例特异性识别 Raji细胞。如

图 4所示，随着比例的降低，信号呈先上升再下降的趋势，其中

1:5比例时信噪比最低，荧光信号最强，与最低信号相比，达到

统计学差异。这可能是高浓度的核酸适配体片段会诱导低浓度

的核酸适配体更多的结合到细胞从而导致信号的增强，当继续

增加一条链的浓度时反而会降低信号，这可能因为背景噪音增

强。因此，我们选择 CE4-1-1a/CE4-1-2b为 5:1作为后续实验的

核酸适配体片段最佳比例。

2.4 裂开型核酸适配体浓度优化

为了进一步增加荧光信号并降低背景噪音，我们采用

CE4-1-1a/CE4-1-2b为 1:5的比例进行浓度优化。我们分别将

1 nM、2 nM、4 nM、8 nM、10 nM 的 CE4-1-2b-Cy5 分别与 5 倍

浓度的 CE4-1-1a-QD进行组合，与 Raji细胞孵育后进行流式
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图 4裂开型核酸适配体体系比例优化归一化信背比柱状图（*代表 P<
0.05；**代表 P<0.01；***代表 P<0.001）

Fig.4 Normalized ratio of the ratio optimization for split aptamer system.

（* presents P<0.05；** presents P<0.01；*** presents P<0.001）

图 6 MTT检测裂开型核酸适配体体系对细胞存活率的影响（*代表 P<
0.05）

Fig.6 The influence of splited aptamer to cell viability detection by MTT

assay（* presents P<0.05；）

图 7裂开型核酸适配体体系孵育时间优化归一化信背比柱状图。

（*代表 P<0.05；**代表 P<0.01）
Fig.7 Normalized ratio of the incucation time optimization for split

aptamer system.（* presents P<0.05；** presents P<0.01）

细胞术检测。如图 5所示，随着探针浓度的升高，信号逐渐增

加。当 CE4-1-2b-Cy5浓度为 4 nM时，信号最强，与信号最弱组

相比达到统计学差异。而当浓度高于 4 nM后，我们观察到细胞

出现大面积死亡，如图 6所示，MTT结果显示探针浓度为 8

nM时细胞存活率为 71± 8%，浓度为 10 nM时细胞存活率仅

为 46± 5.6%，其可能由于渗透压和缓冲浓度的原因导致，因

此，我们选择了 4 nM作为 CE4-1-1a／CE4-1-2b的最适浓度进

行后续实验。

2.5 裂开型核酸适配体孵育时间优化

为了进一步提高信号强度，我们对裂开型核酸适配体体系

与靶细胞的孵育时间进行优化。将已优化的裂开型核酸适配体

按照 4 nM、CE4-1-1a 和 CE4-1-2b 浓度比例为 1:5 分别与

CD20+细胞 Raji分别孵育 20min、30min、40min、50min、60min、

90 min，流式细胞术检测信号强度。如图 7所示，随着培育时间

的延长，信号逐渐增强，在 50 min信号强度达到顶峰，达到统

计学差异。而在 60 min以后背景噪音增强，可能与非特异性吸

附相关。因此，我们选择 50 min孵育时间为标准。

2.6 裂开型核酸适配体检测特异性评估

为了评估裂开型核酸适配体体系对 CD20+细胞的检测特

异性，将已优化的裂开型核酸适配体按照 4 nM、CE4-1-1a和

CE4-1-2b浓度比例为 1:5分别与 CD20+细胞（Ramos和 Raji）

和 CD20－细胞（Jurkat、K562、Min6和 Hela）于冰上孵育 50 min，

流式细胞术检测信号强度。如图 8所示，CD20+细胞均产生较

强的信号，而 CD20－细胞几乎无信号产生。因此，该裂开型核酸

适配体检测体系具有较好的检测特异性。

3 讨论

非霍奇金淋巴瘤是一种严重威胁儿童健康的疾病，是恶性

淋巴瘤的一大类型，在我国非霍奇金淋巴瘤（NHL）所占比例远

高于霍奇金病（HD），是小儿血液系统中仅次于白血病而威胁

儿童身心健康的第二大恶性肿瘤[1,13]。NHL是一组很不均一的

疾病，由于淋巴细胞的分化阶段不同，因而在受侵袭的淋巴组

织或者淋巴结处会出现不同阶段的肿瘤细胞，可有低分化的细

胞，也可有高分化的细胞，甚至可能随着病变的进展，出现组织

学类型转变，所以 NHL的病因、病理、临床表现和治疗都有差

异。据临床数据统计，儿童淋巴瘤误诊率高，由于病理诊断造成

的误诊占 24.8%[14]，其中包括病例医师对病理形态认识不够所

致，标本取材不当，染色不当等原因，同时，传统的荧光素有激

发光谱窄、发射光谱宽、光漂白现象严重等缺陷，降低了免疫荧

光分析的准确度，增加了对儿童 NHL的误诊率。核酸适配体是

近年新兴的靶向小分子，其化学本质是一段寡核苷酸链，可为

图 5裂开型核酸适配体体系浓度优化归一化信背比柱状图（*代表 P<
0.05；**代表 P<0.01）

Fig.5 Normalized ratio of the concentration optimization for split aptamer

system.（* presents P<0.05；** presents P<0.01）
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图 8流式细胞术评估裂开型核酸适配体体系检测特异性。

Fig.8 Specificity evaluation of split aptamer system by flow cytometry.

脱氧核苷酸（DNA）或核苷酸（RNA），一般含有 20-100个碱基

不等[15]。大量实验证实，核酸适配体是具有应用前景的靶向小

分子，可与靶标以高特异性及高亲和力进行结合，其对靶标的

特异程度不亚于抗体，甚至强于抗体[15-20]。核酸适配体有望成为

新一代分子识别探针，并在肿瘤成像、检测和治疗等领域发挥

重要作用。量子点（QDs）是一种新型荧光纳米微粒，由Ⅱ～Ⅵ

族和Ⅲ～V族元素组成的半导体荧光纳米材料，通常直径在

1~100 nm之间。与传统荧光基团相比，QDs吸收光谱宽，可以

被小于发射波长 10 nm的任何波长激发；发射光谱窄[10]：不同

直径的 QDs之间不会存在串色的可能；荧光强度高、灵敏度

高，稳定性好。当 QDs作为荧光标记物用于细胞蛋白的检测，

灵敏度和特异性更高，背景噪音小，更有利于检测出含量极少

的异性细胞；互不串色，不影响检测结果。量子点为发展高灵

敏、高稳定的肿瘤细胞荧光检测方法提供了一种理想的信号报

告探针[21]。

基于此，本研究将 CD20核酸适配体 CE4-1通过裂解并连

接量子点与荧光受体 Cy5，基于靶细胞可诱导上述两段裂开片

段形成特定识别构型拉近荧光供受体对进而导致 FRET效应

的原理，构建了一种新型 CD20+细胞激活式检测荧光探针。通

过系统考察该核酸适配体探针的裂开位点、探针比例和浓度和

反应时间等实验条件，在 CE4-1-1a-QD和 CE4-1-2b-Cy5浓度

比例为 1:5、CE4-1-1a浓度为 4 nM、孵育时间为 50 min时，染

料标记在裂开位点处等一系列条件下，该探针显示出对靶肿瘤

细胞最强的亲和力和 FRET信号激活性能，同时，该体系能以

一定的特异性识别 CD20+细胞，实现了 CD20+细胞的特异性

激活式分析检测研究。

在本研究中，考虑到在实际应用中，血清等复杂生物样品

存在大量内源性荧光干扰物质，在可见光激发下会产生较强的

荧光背景噪音，会导致 CD20+细胞检测的灵敏度降低。因此，本

实验选择近红外 QD作为荧光供体。与其他 QD相比，近红外

QDs具有 Stokes位移大、信号强度高等优点，其荧光发射处于

近红外光区[22-25]，可有效降低生物本底自发荧光干扰，实验数据

显示基于近红外 QD的裂开型核算适配体检测体系在血清中

背景噪音显著低于传统检测技术。因此，基于近红外 QD的裂

开型核酸适配体在对于血清等复杂生物样品具有更强的适应

性和检测性能。

CD20核酸适配体 CE4-1是性能优良的核酸适配体，体外

细胞实验显示其能以较强的特异性与较高的亲和力识别细胞

表面 CD20分子。本研究的裂开型核酸适配体检测体系基于

CE4-1，利用其对 CD20分子的结合特异性通过 FRET效应达

到 CD20+NHL细胞的识别作用。实验数据发现，尽管裂开型核

酸适配体能以一定的特异性检测 CD20+NHL细胞，然而，我们

的实验数据显示，标记了 QD和 Cy5的裂开型核酸适配体在保

持了对 CD20+ NHL细胞识别能力，但 FRET信号明显降低。由

于 FRET主要是基于受体供体之间距离变化而产生的光物理

现象[26-30]，其荧光信号传导效率极度依赖受体与供体荧光分子

之问的距离，我们分析其可能的原因有：1.将 CE4-1裂开成两

条核酸适配体后，其对 CD20的识别能力下降，进而使得 FRET

信号减弱；2.我们在原核酸适配体 CE4-1两端分别标记量子点

以及 Cy5，由于量子点比较大的空间位阻以及 FRET信号产生

基团分别位于核酸适配体的两端，因此当裂开型核酸适配体与

靶细胞结合后，稳定的识别构象会因 QDs大的空间位阻以及

端部动态平衡导致 QDs与 Cy5染料分子之间存在较大的距

离，从而削弱了 FRET效应；3.供体发射光谱和受体激发光谱

的重叠度也将严重影响其 FRET信号的强度。本研究所用的

QD发射光谱与 Cy5荧光基团的激发光谱重叠度小，可能导致

能量转移不充足，导致 FRET信号弱。因此，在后续的研究中，

将基于以上问题，进一步提高 FRET效应，完善 CD20+ NHL细

胞靶向检测特异性和灵敏度。

综上，基于 CD20核酸适配体 CE4-1的裂开型核酸适配体

检测体系，可特异性识别 CD20+细胞，并克服了传统 "always

on"探针背景高、灵敏度低的缺陷，具备极低的背景信号，有望

发展成为一种新型核酸适配体探针设计模式用于低背景、高灵

敏检测肿瘤细胞。
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