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Ôëóîðåñöåíòíûå ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû â ìèêðîñêîïèè è öèòîìåòðèè

Êâàíòîâûå òî÷êè ñ ÿäðîì èç ñåëåíèäà êàäìèÿ è îáîëî÷êîé èç ñóëüôèäà öèíêà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
íîâûé êëàññ ôëóîðîõðîìîâ, êîòîðûå îáëàäàþò çíà÷èòåëüíûìè ïðåèìóùåñòâàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàäè-
öèîííûìè îðãàíè÷åñêèìè ôëóîðîõðîìàìè è ôëóîðåñöåíòíûìè áåëêàìè. Êâàíòîâûå òî÷êè îáëàäàþò
áîëüøèì êîýôôèöèåíòîì ýêñòèíêöèè, øèðîêèì ñïåêòðîì âîçáóæäåíèÿ, áîëüøèì ñäâèãîì Ñòîêñà, âûñî-
êîé ôîòîñòàáèëüíîñòüþ, óçêèìè è ñèììåòðè÷íûìè ñïåêòðàìè ýìèññèè. Áëàãîäàðÿ ýòèì ñâîéñòâàì ïðè-
ìåíåíèå êâàíòîâûõ òî÷åê â ìèêðîñêîïèè è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ÿâëÿåòñÿ î÷åíü ïåðñïåêòèâíûì. Èñ-
ïîëüçîâàíèå êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê ñ àíòèòåëàìè, ñòðåïòàâèäèíîì è çîíäàìè ÄÍÊ (ÐÍÊ) ïîçâîëÿ-
åò ïîëó÷àòü âûñîêîñòàáèëüíûå ìíîãîöâåòíûå ôëóîðåñöåíòíûå ïðåïàðàòû, êîòîðûå ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ
äëÿ íàó÷íûõ è äèàãíîñòè÷åñêèõ öåëåé. Â íàñòîÿùåì îáçîðå ðàññìàòðèâàþòñÿ îñíîâíûå äîñòèæåíèÿ â
îáëàñòè ïîëó÷åíèÿ ìíîãîöâåòíûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå êâàíòîâûõ òî÷åê äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêî-
ïèè è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, à òàêæå íåîáõîäèìàÿ äëÿ ðàáîòû ñ íèìè ìîäåðíèçàöèÿ ìèêðîñêîïîâ è
ïðîòî÷íûõ öèòîìåòðîâ. Â òî æå âðåìÿ ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå êâàíòîâûõ òî÷åê íàòàëêèâàåòñÿ íà
îïðåäåëåííûå òåõíè÷åñêèå òðóäíîñòè, ñâÿçàííûå ñ èõ îòíîñèòåëüíî áîëüøèìè ðàçìåðàìè è íåêîòîðûìè
õèìè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè. Ýòè òðóäíîñòè êàñàþòñÿ êàê êîììåð÷åñêèõ, òàê è ïîëó÷àåìûõ â ëàáîðàòî-
ðèè êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êâàíòîâûå òî÷êè, ôëóîðåñöåíòíûå íàíîêðèñòàëëû, èììóíîãèñòîõèìèÿ, ïðî-
òî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÈÊ — èíôðàêðàñíûé,
ÒÎÔÎ — òðèîêòèëôîñôèíîêñèä, ÓÔ — óëüòðàôèîëåòîâûé, ÔÈÒÖ — ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò,
DAPI — 4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë-äèãèäðîõëîðèä, FISH — ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ,
GFP — çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, PE — ôèêîýðèòðèí;

Ôëóîðåñöèðóþùèå ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàë-
ëû èëè «êâàíòîâûå òî÷êè» (quantum dots, QD) îáëàäàþò
óíèêàëüíûìè îïòè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè, âûãîäíî
îòëè÷àþùèìè èõ îò îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ. Îáëà-
äàÿ äîñòàòî÷íî âûñîêèì êâàíòîâûì âûõîäîì ôëóîðåñ-
öåíöèè (40—50 %), êâàíòîâûå òî÷êè ïî âåëè÷èíàì ñå÷å-
íèÿ ïîãëîùåíèÿ âîçáóæäàþùåãî ñâåòà ñóùåñòâåííî ïðå-
âîñõîäÿò îðãàíè÷åñêèå ôëóîðîõðîìû, à íåêîòîðûå
êâàíòîâûå òî÷êè ïðåâîñõîäÿò äàæå íàèáîëåå ÿðêèé ôëóî-
ðåñöåíòíûé áåëîê — ôèêîýðèòðèí (PE).

Êâàíòîâûå òî÷êè ïîãëîùàþò ñâåò â øèðîêîì äèàïà-
çîíå — îò áëèæíåãî óëüòðàôèîëåòà (ÓÔ) äî äàëüíåé
êðàñíîé îáëàñòè, òîãäà êàê èõ ñïåêòð èñïóñêàíèÿ ñðàâíè-
òåëüíî óçîê è îïðåäåëÿåòñÿ ðàçìåðîì ÷àñòèö. Ïîýòîìó
ðàçëè÷íûå íàíîêðèñòàëëû (íàïðèìåð, ÷àñòèöû ñåëåíèäà
êàäìèÿ), âîçáóæäàåìûå âîëíàìè îäíîé è òîé æå äëèíû,
áóäóò ôëóîðåñöèðîâàòü â äèàïàçîíå îò ãîëóáîé äî áëèæ-
íåé èíôðàêðàñíîé (ÈÊ) îáëàñòè. Êðîìå òîãî, êâàíòîâûå
òî÷êè îêàçûâàþòñÿ íàìíîãî áîëåå ôîòîñòàáèëüíûìè, ÷åì
íèçêîìîëåêóëÿðíûå îðãàíè÷åñêèå ôëóîðîõðîìû, ÷òî ñî-
çäàåò âîçìîæíîñòü äëèòåëüíîãî (â òå÷åíèå äíåé èëè äàæå

íåäåëü) îòñëåæèâàíèÿ ïîâåäåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè
â æèâûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ.

Ýòè ñâîéñòâà äåëàþò êâàíòîâûå òî÷êè î÷åíü ïðèâëå-
êàòåëüíûìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ðàçëè÷íûõ ïðèëîæåíèÿõ
ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîäîâ. Îäíàêî ïðàêòè÷åñêîå èñïîëü-
çîâàíèå êâàíòîâûõ òî÷åê ñòàëêèâàåòñÿ ñ îïðåäåëåííûìè
òðóäíîñòÿìè è íåóäîáñòâàìè, êîòîðûå ðåäêî ðàññìàòðè-
âàþòñÿ â ëèòåðàòóðå.

Íàñòîÿùèé îáçîð ïîñâÿùåí îïèñàíèþ ñîâðåìåííûõ
ïîäõîäîâ ê èñïîëüçîâàíèþ êâàíòîâûõ òî÷åê â èììóíîãè-
ñòîõèìèè, ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè è íåêîòîðûõ ñìåæíûõ
îáëàñòÿõ.

Îáùèå ñâîéñòâà êâàíòîâûõ òî÷åê

Íåîðãàíè÷åñêèå ôëóîðåñöåíòíûå íàíîêðèñòàëëû èëè
êâàíòîâûå òî÷êè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íîâîå ïîêîëåíèå
ôëóîðîõðîìîâ, îáëàäàþùèõ îïðåäåëåííûìè ïðåèìóùå-
ñòâàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàäèöèîííûìè îðãàíè÷åñêèìè
ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè, òàêèìè êàê ôëóîðåñöåèí,
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ðîäàìèí è èõ ïðîèçâîäíûå FITC è TRITC, è ôëóîðåñöåíò-
íûìè áåëêàìè — ôèêîýðèòðèíîì (PE), çåëåíûì ôëóîðåñ-
öåíòíûì áåëêîì (GFP) è äð.

Ïåðâûå ôëóîðåñöèðóþùèå êâàíòîâûå òî÷êè áûëè ïî-
ëó÷åíû â 1993 ã. (Murray et al., 1993), íî îíè èìåëè íèç-
êèé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè — îêîëî 1 %. Çà ñ÷åò ïîäáîðà
êîìïîíåíòîâ è ñîâåðøåíñòâîâàíèÿ òåõíîëîãèé ïðîèçâîä-
ñòâà óäàëîñü ñîçäàòü êâàíòîâûå òî÷êè ñ îòíîñèòåëüíî âû-
ñîêèì êâàíòîâûì âûõîäîì ôëóîðåñöåíöèè (äî 90 % ïðè
10 K) è óçêèì ñïåêòðîì ýìèññèè. Êëþ÷åâûå óñîâåðøåíñò-
âîâàíèÿ (ñîçäàíèå QD êâàíòîâûõ òî÷åê ñ ÿäðîì èç ñåëå-
íèäà êàäìèÿ è òîíêîé îáîëî÷êîé èç ñóëüôèäà öèíêà)
áûëè ïðîâåäåíû â 1996—1997 ãã. (Danek et al., 1996; Hi-
nes, Guyot-Sionnest, 1996; Dabbousi et al., 1997). Ýòî ïî-
çâîëèëî íà÷àòü øèðîêîå ïðèìåíåíèå êâàíòîâûõ òî÷åê â
ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèÿõ, â ÷àñòíîñòè â áèîëîãèè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ðûíîê âûïóñêàþòñÿ êâàíòîâûå
òî÷êè ñ ýìèññèåé îò çåëåíîãî (520 íì) äî áëèæíåãî
ÈÊ-ñâåòà (800 íì). Ñîâðåìåííûå êâàíòîâûå òî÷êè îáëà-
äàþò âûñîêîé ôîòîñòàáèëüíîñòüþ, èìåþò îòíîñèòåëüíî
øèðîêèé ñïåêòð âîçáóæäåíèÿ, áîëüøîé ñäâèã Ñòîêñà è
óçêèå ñèììåòðè÷íûå ñïåêòðû èñïóñêàíèÿ.

Êîììåð÷åñêèå ïðåïàðàòû êâàíòîâûõ òî÷åê âûïóñêà-
þòñÿ â âèäå ñàìèõ ÷àñòèö, íàáîðîâ, ïðèãîäíûõ äëÿ êîíú-
þãàöèè ñ áèîìîëåêóëàìè, íàêîíåö, â âèäå ãîòîâûõ êîíú-
þãàòîâ ñ ðàçëè÷íûìè ìîëåêóëàìè (àíòèòåëàìè, áåëêîì À,
ñòðåïòàâèäèíîì). Îäíàêî äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ïðèìå-
íåíèå êâàíòîâûõ òî÷åê â èììóíîãèñòîõèìèè, ôëóîðåñ-
öåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH è àíàëîãè÷íûå ìåòî-
äû) è â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè íå ïîëó÷èëî øèðîêîãî
ðàñïðîñòðàíåíèÿ. Ïîýòîìó â íàñòîÿùåì îáçîðå ìû ðàñ-
ñìîòðèì êàê ïðåèìóùåñòâà êâàíòîâûõ òî÷åê, òàê è ïðîá-
ëåìû, êîòîðûå âñòàþò ïåðåä èññëåäîâàòåëÿìè, æåëàþùè-
ìè èõ èñïîëüçîâàòü.

Còðîåíèå è îïòè÷åñêèå ñâîéñòâà
ôëóîðåñöåíòíûõ ïîëóïðîâîäíèêîâûõ

íàíîêðèñòàëëîâ, âàæíûå äëÿ ìèêðîñêîïèè
è öèòîìåòðèè

Íàèáîëüøåå ïðèìåíåíèå â áèîëîãèè è ìåäèöèíå íà-
øëè ïîëóïðîâîäíèêîâûå ôëóîðåñöåíòíûå êâàíòîâûå òî÷-
êè ñ êðèñòàëëè÷åñêèì ÿäðîì èç CdSe è CdTe, ïîêðûòûå
îáîëî÷êîé èç ñóëüôèäà öèíêà (ZnS), êîòîðûå îáëàäàþò
(â íàñòîÿùåå âðåìÿ) ìàêñèìàëüíûì ýôôåêòèâíûì ðàäèó-
ñîì ïîãëîùåíèÿ è êâàíòîâûì âûõîäîì. Îïòè÷åñêèå ñâîé-
ñòâà êâàíòîâûõ òî÷åê, ò. å. ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíòíîãî
èçëó÷åíèÿ, øèðèíà ñïåêòðà èçëó÷åíèÿ (bandwidth) è êâàí-
òîâàÿ ýôôåêòèâíîñòü (quantum efficiency), çàâèñÿò îò ïðî-
ñòðàíñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ ýëåêòðîíîâ âíóòðè íàíî-
êðèñòàëëà è õàðàêòåðèñòèê îáîëî÷êè. Îíè ðåãóëèðóþòñÿ
â ïðîöåññå ïîëó÷åíèÿ íàíîêðèñòàëëîâ (ñì. îáçîð: Îëåé-
íèêîâ è äð., 2007). Äëÿ êâàíòîâûõ òî÷åê èç ñåëåíèäà êàä-
ìèÿ (CdSe) äèàïàçîí ðàçìåðîâ, ïðè êîòîðûõ íàáëþäàåòñÿ
ýôôåêò ôëóîðåñöåíöèè, ñîñòàâëÿåò 1.5—12.0 íì (Norris et
al., 1994). Óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ÿäðà íàíîêðèñòàëëà îò 1.5
äî 5.0 íì âåäåò ê ñìåùåíèþ ñïåêòðà èçëó÷åíèÿ èç çåëåíîé
(500 íì) â êðàñíóþ (650 íì) îáëàñòü. Åùå áîëüøèå ïî ðàç-
ìåðàì êðèñòàëëû èçëó÷àþò â áëèæíåé ÈÊ-îáëàñòè
(700—800 íì). Ïðè ýòîì ïðè ïåðåõîäå îò 500 ê 650 íì ñó-
ùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ ÿðêîñòü ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷åò
ðîñòà ýôôåêòèâíîãî ñå÷åíèÿ (êîýôôèöèåíòà ìîëÿðíîé ýê-
ñòèíêöèè) êâàíòîâîé òî÷êè. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûå êâàí-
òîâûå òî÷êè èìåþò äèàìåòð ÿäðà îêîëî 6 íì, ÷òî ñîîòâåò-

ñòâóåò ðàäèóñó ýêñèòîíà Áîðà äëÿ ñåëåíèäà êàäìèÿ
(5.6 íì), è ìàêñèìóì èñïóñêàíèÿ îêîëî 600 íì (Biju et al.,
2008).

Êâàíòîâûå òî÷êè èìåþò øèðîêèé ñïåêòð âîçáóæäå-
íèÿ, îäíàêî ìàêñèìàëüíûé ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò ýê-
ñòèíêöèè îíè äåìîíñòðèðóþò ïðè âîçáóæäåíèè ÓÔ-ñâå-
òîì (350 íì) (Wu et al., 2007). Â ñèëó òåõíè÷åñêèõ ïðè-
÷èí, à òàêæå òîãî, ÷òî ÓÔ-ñâåò âîçáóæäàåò èíòåíñèâíóþ
àâòîôëóîðåñöåíöèþ â êëåòêàõ è òêàíÿõ, äëÿ âîçáóæäåíèÿ
êâàíòîâûõ òî÷åê èñïîëüçóþò ôèîëåòîâûé (405 íì) èëè
ñèíèé (440—488 íì) ñâåò, ãäå êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè
êâàíòîâîé òî÷êè â íåñêîëüêî ðàç íèæå (Wu et al., 2007).
Êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè äëÿ áîëüøèíñòâà êâàí-
òîâûõ òî÷åê ñîñòàâëÿåò 0.2—0.4 (â çàâèñèìîñòè îò äëèíû
âîëíû âîçáóæäàþùåãî ñâåòà) (Wu et al., 2007), ÷òî ÿâëÿåò-
ñÿ óäîâëåòâîðèòåëüíîé õàðàêòåðèñòèêîé ïî ñðàâíåíèþ ñ
îðãàíè÷åñêèìè ôëóîðîõðîìàìè.

Ñèíòåçèðóåìûå CdSe/ZnS íàíîêðèñòàëëû ïîêðûòû
ñëîåì îêñèäà òðèîêòèëôîñôèíà (ÒÎÔÎ) è ðàñòâîðèìû
òîëüêî â îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëÿõ (íàïðèìåð, â òîëóî-
ëå). Äëÿ ïðèäàíèÿ âîäîðàñòâîðèìîñòè êâàíòîâûì òî÷êàì
íà èõ ïîâåðõíîñòü äîïîëíèòåëüíî íàíîñÿò áèôóíêöèî-
íàëüíûå ñîåäèíåíèÿ, çàìåùàþùèå ÒÎÔÎ è ñîäåðæàùèå
ãèäðîôèëüíûå ãðóïïû, èëè ôîðìèðóþò ïîëèìåðíûé
ñëîé, íàïðèìåð èç ìîäèôèöèðîâàííîãî ïîëèýòèëåíãëèêî-
ëÿ, áåç óäàëåíèÿ ÒÎÔÎ ñ ïîâåðõíîñòè (ñì. îáçîð: Îëåé-
íèêîâ è äð., 2007). Íàðóæíàÿ îáîëî÷êà êâàíòîâîé òî÷êè
äîëæíà ñîäåðæàòü àêòèâíûå ãðóïïû äëÿ êîíúþãèðîâàíèÿ
ñ áèîìîëåêóëàìè, íàïðèìåð àíòèòåëàìè, ÄÍÊ, ÐÍÊ, áåë-
êîì À, ñòðåïòàâèäèíîì è ò. ä. (Bruchez et al., 1998; Tholo-
uli et al., 2006; Lidke et al., 2007). Ðàçìåð êâàíòîâîé òî÷êè,
âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ïîìèìî ÿäðà ñëîé ñóëüôèäà öèíêà è
ïîâåðõíîñòíûé ñëîé, îòâåòñòâåííûé çà åå ðàñòâîðèìîñòü
è ñâÿçûâàíèå ñ áèîìîëåêóëàìè, ñîïîñòàâèì ñ ðàçìåðîì
áîëüøîãî ãëîáóëÿðíîãî áåëêà (250—750 êÄà) èëè íå-
ñêîëüêî ïðåâûøàåò åãî (ðèñ. 1).

Êâàíòîâûå òî÷êè îáëàäàþò ðÿäîì ñâîéñòâ, ïîçâîëÿþ-
ùèõ èñïîëüçîâàòü èõ â ìèêðîñêîïèè, ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè è â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo (Clapp et al., 2004; Michalet
et al., 2005; Howarth et al., 2008). Ïðåèìóùåñòâà êâàíòî-
âûõ òî÷åê îñîáåííî âèäíû â ýêñïåðèìåíòàõ, òðåáóþùèõ
äëèòåëüíûõ ýêñïîçèöèé, ãäå èñïîëüçîâàíèå òðàäèöèîí-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ñòðîåíèÿ êâàíòîâîé òî÷êè (QD).

ßäðî èç CdSe îêðóæåíî ñëîåì ZnS è ãèäðîôèëüíîé îáîëî÷êîé èç îðãàíè-
÷åñêèõ âåùåñòâ (íàïðèìåð, ìîäèôèöèðîâàííûì ïîëèýòèëåíãëèêîëåì —
ÏÝÃ). Ðàçìåð êðèñòàëëè÷åñêîãî ÿäðà èç CdSe 2—6 íì, òîëùèíà îáîëî÷-
êè èç ZnS îïðåäåëÿåòñÿ òîëùèíîé è ñòðîåíèåì ãèäðîôèëüíîé îáîëî÷êè

è ÷àñòî ñîñòàâëÿåò áîëåå 10 íì.



íûõ ôëóîðîõðîìîâ îãðàíè÷åíî èõ âûñîêîé ñêîðîñòüþ
âûöâåòàíèÿ, è â ýêñïåðèìåíòàõ, òðåáóþùèõ îäíîâðåìåí-
íîé îêðàñêè íåñêîëüêèìè öâåòàìè (Sweeney et al., 2008).
Êðîìå òîãî, êâàíòîâûå òî÷êè îòëè÷àþòñÿ âûñîêîé ýëåêò-
ðîííîé ïëîòíîñòüþ, è â ðåçóëüòàòå íàíîêðèñòàëëû áîëü-
øîãî ðàçìåðà (íà÷èíàÿ ñ QD655) íåïîñðåäñòâåííî âèäíû
â ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï áåç äîïîëíèòåëüíîé îáðàáîòêè
êîíòðàñòèðóþùèìè àãåíòàìè, ÷òî äàåò äîïîëíèòåëüíûå
ïðåèìóùåñòâà äëÿ ïðèìåíåíèÿ êâàíòîâûõ òî÷åê â ìèêðî-
ñêîïèè (Liu et al., 2000; Giepmans et al., 2005). Íàïðèìåð,
ýòî ïîçâîëÿåò áûñòðî îïòèìèçèðîâàòü óñëîâèÿ èììóíîõè-
ìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.
Îäíàêî íåáîëüøèå íàíîêðèñòàëëû (íàïðèìåð, QD525)
äëÿ èõ âèçóàëèçàöèè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå íóæäà-
þòñÿ â äîïîëíèòåëüíîì êîíòðàñòèðîâàíèè ñåðåáðîì (Sti-
erhof, El Kasmi, 2010). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â ïðî-
öåññå ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ äëÿ ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè êâàíòîâûå òî÷êè íåîáðàòèìî óòðà÷èâàþò
ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà ñðàçó ïîñëå îáðàáîòêè ÷åòû-
ðåõîêèñüþ îñìèÿ (Giepmens et al., 2005).

Äëÿ êâàíòîâûõ òî÷åê â îòëè÷èå îò îðãàíè÷åñêèõ ôëó-
îðîõðîìîâ õàðàêòåðíû: 1) âûñîêàÿ ôîòîñòàáèëüíîñòü;
2) óçêèé è ñèììåòðè÷íûé ñïåêòð èñïóñêàíèÿ (ïîëóøèðè-
íà íà ïîëóâûñîòå ñîñòàâëÿåò 25—40 íì, «êðàñíûå õâîñ-
òû» â ñïåêòðå ýìèññèè ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóþò); 3) áîëü-
øîé ñäâèã Ñòîêñà, êîòîðûé äëÿ âñåõ íàíîêðèñòàëëîâ
ïðåâûøàåò 100 íì è ìîæåò äîñòèãàòü 300—400 íì.
Îñíîâíûì ôèçè÷åñêèì íåäîñòàòêîì êâàíòîâûõ òî÷åê ÿâ-
ëÿåòñÿ íåñòàáèëüíîñòü èõ ôëóîðåñöåíöèè — ìåðöàíèå
(Nirmal et al., 1996). Ìåðöàíèå ÿâëÿåòñÿ ñòîõàñòè÷åñêèì
ïðîöåññîì, îáóñëîâëåííûì âðåìåíí*ûì ïåðåõîäîì êâàí-
òîâûõ òî÷åê â çàðÿæåííîå ñîñòîÿíèå, è ïåðèîäû îòñóòñò-
âèÿ ôëóîðåñöåíöèè äëÿ îäèíî÷íîé êâàíòîâîé òî÷êè ìî-
ãóò äîñòèãàòü íåñêîëüêèõ ñåêóíä (Banin et al., 1999; Kuno
et al., 2000; Neuhauser et al., 2000; Lee, Osborne, 2009). Ïðè
ïðîäîëæèòåëüíîì íàáëþäåíèè ïåðèîäû îòñóòñòâèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè ìîãóò â ñîâîêóïíîñòè ñîñòàâëÿòü äî 1/4—1/5.
Ìåðöàíèå ìîæåò áûòü óìåíüøåíî çà ñ÷åò ìîäèôèêàöèè
ñàìèõ êâàíòîâûõ òî÷åê — èõ îêðóæàþò áîëåå òîëñòîé
îáîëî÷êîé (He et al., 2006; Chen et al., 2008). Äðóãîé

ïóòü — äîáàâëåíèå â ñðåäó ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè b-ìåð-
êàïòîýòàíîëà, äèòèîòðåéòîëà èëè äðóãèõ âîññòàíîâèòåëåé
(Hohng, Ha, 2004; Biju et al., 2008). Îäíàêî ïîëíîñòüþ èç-
áàâèòüñÿ îò ìåðöàíèÿ ïðåïàðàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê ïîêà
íå óäàåòñÿ.

Êàê ñëåäóåò èç òåîðåòè÷åñêèõ âûêëàäîê è âèäíî íà
ðèñ. 2, íàèëó÷øèìè îïòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè (ñàìûé óç-
êèé ñïåêòð ýìèññèè, ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü) îáëà-
äàþò êâàíòîâûå òî÷êè ñ ýìèññèåé âáëèçè 625 íì (â ÷àñò-
íîñòè, QD605 è QD655), ïîñêîëüêó èõ ðàçìåð áëèçîê ê ðà-
äèóñó ýêñèòîíà Áîðà äëÿ ñåëåíèäà êàäìèÿ (Biju et al.,
2008). Êâàíòîâûå òî÷êè, ôëóîðåñöèðóþùèå â äàëüíåì
êðàñíîì è áëèæíåì ÈÊ-ñâåòå, èìåþò çíà÷èòåëüíî áîëü-
øóþ øèðèíó ñïåêòðà ýìèññèè, à êâàíòîâûå òî÷êè ñ ìàê-
ñèìóìîì ìåíåå 600 íì îáëàäàþò ìåíüøåé èíòåíñèâíî-
ñòüþ ôëóîðåñöåíöèè.

Èñïîëüçîâàíèå êâàíòîâûõ òî÷åê
â èììóíîãèñòîõèìèè

Äëÿ îáñóæäåíèÿ âîçìîæíîñòåé, êîòîðûå äàåò èñïîëü-
çîâàíèå êâàíòîâûõ òî÷åê â èììóíîãèñòîõèìèè, âíà÷àëå
êðàòêî ðàññìîòðèì èñïîëüçîâàíèå äðóãèõ êðàñèòåëåé.

Î ð ã à í è ÷ å ñ ê è å ê ð à ñ è ò å ë è â è ì ì ó í î ã è ñ ò î -
õ è ì è è. Â ðóòèííîé èììóíîãèñòîõèìèè (íàïðèìåð, â
äèàãíîñòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ) ñòàíäàðòîì ÿâëÿåòñÿ
èäåíòèôèêàöèÿ îäíîãî àíòèãåíà íà ñðåçå. Äëÿ ýòîãî èñ-
ïîëüçóåòñÿ, êàê ïðàâèëî, íåïðÿìàÿ ðåàêöèÿ Êóíñà (ïåð-
âè÷íîå àíòèòåëî ïðîòèâ èñêîìîãî àíòèãåíà, çàòåì âòî-
ðè÷íîå àíòèòåëî) ñ èììóíîôåðìåíòíûìè ñèñòåìàìè äå-
òåêöèè (ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé).
Òåîðåòè÷åñêè èììóíîôåðìåíòíûå ìåòîäû ïîçâîëÿþò
ïðîâîäèòü îäíîâðåìåííîå âûÿâëåíèå íà ïðåïàðàòå äâóõ è
äàæå äî ÷åòûðåõ àíòèãåíîâ, íî ïðè óñëîâèè, ÷òî ýòè àíòè-
ãåíû ëîêàëèçóþòñÿ â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé
èëè â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ (Krenacs et
al., 1989).

Îñíîâíûì ïîäõîäîì äëÿ âûÿâëåíèÿ äâóõ àíòèãåíîâ è
áîëåå íà îäíîì ïðåïàðàòå ÿâëÿåòñÿ èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîå îêðàøèâàíèå. Ìíîãîöâåòíàÿ îêðàñêà â ýòîì ñëó÷àå
îñíîâàíà íà èñïîëüçîâàíèè ôëóîðîõðîìîâ ñ ðàçëè÷íûìè
ìàêñèìóìàìè ýìèññèè (Ferri et al., 1997; Panchuk-Voloshi-
na et al., 1999), îäíàêî ýòîò ïîäõîä èìååò ðÿä ïðàêòè÷å-
ñêèõ îãðàíè÷åíèé. Âî-ïåðâûõ, èç-çà îòíîñèòåëüíî áîëü-
øîé øèðèíû ñïåêòðîâ èñïóñêàíèÿ ðàññòîÿíèå ìåæäó
ìàêñèìóìàìè èñïîëüçóåìûõ ôëóîðîõðîìîâ äîëæíî áûòü
íå ìåíåå 50—60 íì. Ïðè ìåíüøåì ñäâèãå âîçíèêàåò çà-
ñâåòêà â ñîñåäíèõ êàíàëàõ ôëóîðåñöåíöèè (bleed-through).
Âî-âòîðûõ, äëÿ êàæäîãî ôëóîðîõðîìà íåîáõîäèìî èìåòü
ñâîé íàáîð ñâåòîôèëüòðîâ äëÿ âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè ðòóòíîé ëàìïû, èìåþùåé íåîäíîðîä-
íûé (êâàçèëèíåéíûé) ñïåêòð èñïóñêàíèÿ, èñïîëüçîâàíèå
ðàçíûõ âîçáóæäàþùèõ ñâåòîôèëüòðîâ ïðèâîäèò ê òîìó,
÷òî îòíîñèòåëüíàÿ ÿðêîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ïðèìåíÿåìîãî êðàñèòåëÿ.
Èñïîëüçîâàíèå êîìáèíèðîâàííûõ íàáîðîâ ñâåòîôèëü-
òðîâ (êàê â âèäå êóáèêîâ, òàê è â âèäå íàáîðîâ Ïèíêåëÿ
èëè íàáîðîâ Ñåäàòà) ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ïîõîæèõ ïî îïòè÷åñêèì ñâîéñòâàì ôëóî-
ðîõðîìîâ ìîæåò îêàçàòüñÿ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷íîé.

Ïðèìåíåíèå æå ëàçåðíûõ èñòî÷íèêîâ âîçáóæäåíèÿ
(â ÷àñòíîñòè, â ñêàíèðóþùåé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêî-
ïèè) äëÿ ðàáîòû ñ íåñêîëüêèìè îðãàíè÷åñêèìè ôëóîðîõ-
ðîìàìè ëèìèòèðóåòñÿ òåì, ÷òî äëÿ âîçáóæäåíèÿ êàæäîãî
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Ðèñ. 2. Ñóììàðíûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ñìåñè èç ÷åòûðåõ
êâàíòîâûõ òî÷åê, ñêîíúþãèðîâàííûõ ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àí-
òèòåëàìè. ×åòûðå ïèêà ñîîòâåòñòâóþò ýìèññèè QD525, QD565,

QD605 è QD705.

Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 440 íì. Âñå êâàíòîâûå òî÷êè áûëè âíåñåíû â
êþâåòó äëÿ èçìåðåíèé â ýêâèìîëÿðíîì êîëè÷åñòâå.



êðàñèòåëÿ íåîáõîäèì ñîáñòâåííûé ëàçåð. Êðîìå òîãî,
èç-çà íåáîëüøîãî ñäâèãà Ñòîêñà (ó áîëüøèíñòâà îðãàíè-
÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ îí íå ïðåâûøàåò 20 íì) ïðèõîäèò-
ñÿ èñïîëüçîâàòü ôèëüòðû âîçáóæäåíèÿ è çàïèðàþùèå
ôèëüòðû ñ áëèçêèìè ïàðàìåòðàìè. Ýòî âåäåò ê óìåíüøå-
íèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ïîÿâëåíèþ ïðîáëåì ïðè ðàçäå-
ëåíèè ôëóîðåñöåíöèè îò êðàñèòåëÿ è àâòîôëóîðåñöåíöèè
íà ôèêñèðîâàííûõ ñðåçàõ òêàíè (Baschong et al., 2001).
Íàêîíåö, íåâûñîêàÿ ôîòîñòàáèëüíîñòü òðàäèöèîííûõ
ôëóîðîõðîìîâ ïðèâîäèò ê áûñòðîìó óìåíüøåíèþ ñîîò-
íîøåíèÿ ñèãíàë/øóì ïðè äëèòåëüíîé ýêñïîçèöèè, â ÷àñò-
íîñòè ïðè ïîñëîéíîì ñêàíèðîâàíèè (ïîëó÷åíèå z-ñòîïîê
êàäðîâ) â êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè.

Ïîýòîìó áîëüøèíñòâî ïðàêòè÷åñêè âûïîëíÿåìûõ
ìíîãîöâåòíûõ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
îãðàíè÷èâàåòñÿ îêðàñêîé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ DAPI èëè àíà-
ëîãè÷íîãî êðàñèòåëÿ è äâîéíîé îêðàñêîé (çåëåíîé è êðàñ-
íîé) ðàçëè÷íûõ àíòèãåíîâ â êëåòêå.

Ê â à í ò î â û å ò î ÷ ê è â è ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è è.
Îäíèìè èç ïåðâûõ êâàíòîâûå òî÷êè äëÿ èììóíîãèñòîõè-
ìèè èñïîëüçîâàëè Bruchez ñ êîëëåãàìè (Bruchez et al.,
1998). Àâòîðû ïîìåòèëè ÿäåðíûå àíòèãåíû è ôèëàìåíòû
F-àêòèíà ôèêñèðîâàííûõ ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ àíòè-
òåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè ñ çå-
ëåíîé è êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèåé. Âûñîêàÿ óñòîé÷èâîñòü
êâàíòîâûõ òî÷åê ê âûöâåòàíèþ îêàçàëàñü îñîáåííî ïî-
ëåçíà äëÿ 3-ìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíî-
ãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Ðàçìåð íà-
íîêðèñòàëëîâ îïðåäåëÿåò ñîîòíîøåíèå ìåæäó êâàíòîâû-
ìè òî÷êàìè è àíòèòåëàìè — ìíîæåñòâåííûå êîïèè
(3—15 ìîëåêóë) èììóíîãëîáóëèíà êëàññà G (IgG) îáû÷íî
ñêîíúþãèðîâàíû ñ îäíîé êâàíòîâîé òî÷êîé. Íàïðîòèâ, â
ñëó÷àå îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ òèïà ÔÈÒÖ, ðîäàìè-
íà è äðóãèõ, êàæäàÿ ìîëåêóëà àíòèòåëà ñâÿçàíà ñ íåñêîëü-
êèìè ìîëåêóëàìè ôëóîðîõðîìà (ðèñ. 3).

Ðàçëè÷íûå ïðîòîêîëû ïîëó÷åíèÿ ïðÿìûõ êîíúþãàòîâ
êâàíòîâûõ òî÷åê ñ àíòèòåëàìè ïîäðîáíî îïèñàíû â ðàáî-
òå Xing et al. (2007). Îäíàêî àâòîðû ïîä÷åðêèâàþò, ÷òî
ïîëó÷àåìûå ïî ýòèì ïðîòîêîëàì êîíúþãàòû ñîõðàíÿþò
ñòàáèëüíîñòü òîëüêî â òå÷åíèå 4—6 íåä, ïîñëå ÷åãî êà÷å-
ñòâî îêðàøèâàíèÿ çíà÷èòåëüíî óõóäøàåòñÿ. Êîììåð÷å-
ñêèå êîíúþãàòû àíòèòåë (Invitrogen Inc., ÑØÀ) ñòàáèëü-
íû â òå÷åíèå íå ìåíåå 6 ìåñ.

Õîòÿ ñàìè êâàíòîâûå òî÷êè èñêëþ÷èòåëüíî ôîòîñòà-
áèëüíû, â èììóíîõèìè÷åñêîì ïðåïàðàòå (ñî ñâîáîäíûìè
àìèíîãðóïïàìè, êîíúþãàòû ñî ñòðåïòàâèäèíîì èëè ñ àí-
òèòåëàìè) îíè âåñüìà ÷óâñòâèòåëüíû ê ñîñòàâó ðàñòâîðà,
è ïðè ðÍ 7.4 äëÿ èõ ñòàáèëèçàöèè â ïðåïàðàòå íåîáõîäè-
ìî äîáàâëåíèå â áóôåð íå ìåíåå 0.1 % ÁÑÀ (Zhu et al.,
2010).

Äëÿ ìåäèöèíñêîé äèàãíîñòèêè êðèòè÷åñêèì óñëîâè-
åì ÿâëÿåòñÿ ðàçâèòèå ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ îêðàøèâàòü
ôèêñèðîâàííûå ôîðìàëèíîì è çàêëþ÷åííûå â ïàðàôèí
îáðàçöû (ñî ñðîêîì õðàíåíèÿ äî íåñêîëüêèõ ëåò). Íå-
ñêîëüêî ãðóïï èññëåäîâàòåëåé, ðàáîòàÿ ñ êëèíè÷åñêèìè
îáðàçöàìè, óñïåøíî ïðîâîäèëè ìíîãîöâåòíîå ìå÷åíèå
(äî ïÿòè öâåòîâ) ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê äëÿ èäåíòè-
ôèêàöèè îòäåëüíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê íà ñðåçàõ òêàíè
ïðè ðàêå ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû (Wu et al., 2003) èëè ìî-
ëî÷íîé æåëåçû (Xing et al., 2006). Ïðè ýòîì âîçáóæäåíèå
âñåõ ôëóîðîõðîìîâ ïðîèçâîäèëîñü ñ ïîìîùüþ îäíîé è
òîé æå äëèíû âîëíû. Âûñîêàÿ ñòàáèëüíîñòü êâàíòîâûõ
òî÷åê äàëà âîçìîæíîñòü àâòîðàì ïðîâîäèòü è ñïåêòðîñêî-
ïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå îòäåëüíûõ êëåòîê, ÷òî ïîçâîëèëî
êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü óðîâåíü ýêñïðåññèè êàæäîãî àí-

òèãåíà (N-êàäãåðèíà, ôàêòîðà ýëîíãàöèè-àëüôà, E-êàäãå-
ðèíà è âèìåíòèíà). Ýòè çàäà÷è íå ìîãóò áûòü âûïîëíåíû
ñ èñïîëüçîâàíèåì îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé èç-çà èõ áû-
ñòðîãî âûöâåòàíèÿ è çíà÷èòåëüíîãî ïåðåêðûâàíèÿ ñïåê-
òðîâ ôëóîðåñöåíöèè. Êðîìå òîãî, ôîòîñòàáèëüíîñòü êâàí-
òîâûõ òî÷åê ïîçâîëÿåò â ñëó÷àå âûñîêîé àâòîôëóîðåñöåí-
öèè òêàíè äîáèòüñÿ «âûæèãàíèÿ» àâòîôëóîðåñöåíöèè â
ïðåïàðàòå ñ ïîìîùüþ äëèòåëüíîãî (íåñêîëüêî ìèíóò) îá-
ëó÷åíèÿ ïðåïàðàòà, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèòñÿ åãî ôîòîãðà-
ôèðîâàíèå (Xing et al., 2006). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû
áûëè ïîëó÷åíû è â îòíîøåíèè ëèìôîìû Õîäæêèíà (Liu
et al., 2010a, 2010b).

Êîëäóýëë ñ ñîàâòîðàìè (Caldwell et al., 2008) èñïîëü-
çîâàëè QD605 è QD705 äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè MDM-2 è b-àêòèíà â áëîêàõ îáðàçöîâ èç
êàðöèíîìû ïî÷êè. Ïðè èññëåäîâàíèè êàðöèíîìû ëåãêèõ
ñðàâíèâàëè êîíúþãàòû QD605 è QD545 ñ òðàäèöèîííûìè
ôëóîðîõðîìàìè (Chen et al., 2009). Èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå
àíòèãåíîâ êàëâåîëèí-1 è ÿäåðíûé áåëîê PCNA, àâòîðû
ïðèøëè ê çàêëþ÷åíèþ î áîëåå âûñîêîì óðîâíå ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê
ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàäèöèîííîé èììóíîãèñòîõèìèåé. Àíà-
ëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû — ïðèìåðíî 10-êðàòíîå ïîâûøåíèå
÷óâñòâèòåëüíîñòè — áûëè îòìå÷åíû è äðóãèìè àâòîðàìè
(Sukhanova et al., 2002, 2006).

Ïðîòîêîë îêðàøèâàíèÿ êâàíòîâûìè òî÷êàìè ãèñòîëî-
ãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ äëÿ íåïðÿìîé ðåàêöèè Êóíñà ïî-
äðîáíî îïèñàí (Akhtar et al., 2007). Äàííûé ìåòîä ïîçâî-
ëÿåò ïðàêòè÷åñêè âûÿâëÿòü òîëüêî äâà àíòèãåíà, ïðèìå-
íÿÿ â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë àíòèòåëà îò ìûøè è
êðîëèêà. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçóþòñÿ êîíú-
þãèðîâàííûå ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè àíòèòåëà êîçüè èëè
îñëèíûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè è êðîëèêà ñî-
îòâåòñòâåííî. Äëÿ âûÿâëåíèÿ áîëüøåãî ÷èñëà àíòèãå-
íîâ íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ïîñëåäîâàòåëüíûå îêðà-
øèâàíèÿ, êîòîðûå âêëþ÷àþò â ñåáÿ îêðàñêó ïåðâè÷-
íûìè áèîòèíèëèðîâàííûìè àíòèòåëàìè, èíêóáàöèþ ñ
êîíúþãàòàìè ñòðåïòàâèäèíà ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè, çà-
òåì îòìûâêó íåñâÿçàâøèõñÿ ðåàãåíòîâ è ïîâòîðíîå îêðà-
øèâàíèå ïî òîé æå ñõåìå ñ èñïîëüçîâàíèåì äðóãèõ àíòè-
òåë è êâàíòîâûõ òî÷åê. Ïðèìåíÿÿ òàêóþ ñõåìó, ìîæíî îä-
íîâðåìåííî èäåíòèôèöèðîâàòü äî 5 àíòèãåíîâ (Fountaine
et al., 2006).

Ôëóîðåñöåíòíûå ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû â ìèêðîñêîïèè è öèòîìåòðèè 395

Ðèñ. 3. Ñõåìà êîíúþãàòà àíòèòåë ñ êâàíòîâîé òî÷êîé (à) è
êîíúþãàòà àíòèòåë ñ îðãàíè÷åñêèì ôëóîðîõðîìîì (á).



Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ â áîëüøèíñòâå
ôëóîðåñöåíòíûõ èññëåäîâàíèé ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî-
÷åê èñïîëüçóþò ëèáî äâóõñëîéíûé ñýíäâè÷ — áèîòèíè-
ëèðîâàííîå ïåðâè÷íîå àíòèòåëî è êâàíòîâûå òî÷êè, êîíú-
þãèðîâàííûå ñî ñòðåïòàâèäèíîì (Wu et al., 2003; Fountai-
ne et al., 2006; Sweeney et al., 2008, è äð.), íåïðÿìîé ìåòîä
Êóíñà (Sukhanova et al., 2002; Wu et al., 2003; Îëåéíèêîâ è
äð., 2007; Akhtar et al., 2007) èëè äàæå òðåõñëîéíûé ñýíä-
âè÷ — ïåðâè÷íîå àíòèòåëî, áèîòèíèëèðîâàííîå âòîðè÷-
íîå àíòèòåëî, çàòåì êîíúþãèðîâàííûå ñî ñòðåïòàâèäèíîì
êâàíòîâûå òî÷êè (Chan et al., 2005; Xiao et al., 2008; Bodo
et al., 2009). Îäíàêî ïðîöåäóðà îêðàøèâàíèÿ áîëåå ÷åì
äâóõ àíòèãåíîâ ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê, êîíúþãèðî-
âàííûõ ñî ñòðåïòàâèäèíîì, ÿâëÿåòñÿ ìíîãîñòóïåí÷àòîé
(Fountaine et al., 2006) è ìîæåò áûòü óñïåøíîé òîëüêî ïðè
ïîëíîì áëîêèðîâàíèè èçáûòêîâ êàê ïåðâè÷íûõ, òàê è
âòîðè÷íûõ àíòèòåë, à òàêæå ïðè òùàòåëüíîé îòìûâêå
ñòðåïòàâèäèíîâûõ êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê. Êðîìå
òîãî, èñïîëüçîâàíèå òðåõñëîéíîãî ñýíäâè÷à ìîæåò âåñòè
ê îáðàçîâàíèþ àãðåãàòîâ ìîëåêóë è ïåðåêðåñòíîé ñøèâêå
áåëêîâ-ìèøåíåé (Tokomasu, Dvorak, 2003). Äëÿ òîãî ÷òî-
áû ñäåëàòü ïðîöåäóðó ìåíåå òðóäîåìêîé, íåêîòîðûå àâòî-
ðû îäíîâðåìåííîå îêðàøèâàíèå íåñêîëüêèõ àíòèãåíîâ
ïðîâîäèëè, ñìåøèâàÿ êâàíòîâûå òî÷êè ñî ñòðåïòàâèäè-
íîì è áèîòèíèëèðîâàííûå ïåðâè÷íûå àíòèòåëà â ïðîáèð-
êå íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä èììóíîõèìè÷åñêîé ðåàêöèåé
(Sweeney et al., 2008).

Äëÿ àìïëèôèêàöèè ñèãíàëà, ïîëó÷àåìîãî ñ ïîìîùüþ
êâàíòîâûõ òî÷åê, êîíúþãèðîâàííûõ ñî ñòðåïòàâèäèíîì,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äîïîëíèòåëüíîå óñèëåíèå òèðàìè-
äîì (Ness et al., 2003; Akhtar et al., 2007). Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî â ïåðâîé ðàáîòå àâòîðû èñïîëüçîâàëè çàâåäîìî íåîï-
òèìàëüíûé äëÿ êâàíòîâûõ òî÷åê âîçáóæäàþùèé ñâåòî-
ôèëüòð — 545/30 íì, ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà îêàçàëàñü
âûøå, ÷åì ñ èñïîëüçîâàíèåì îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ
Alexa 546 èëè Cy3 (Ness et al., 2003). Ðàáî÷àÿ êîíöåíòðà-

öèÿ êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê ñî ñòðåïòàâèäèíîì ñî-
ñòàâëÿåò 10—20 íÌ, è äàëüíåéøåå åå óâåëè÷åíèå
ïðèâîäèò ëèøü ê âîçðàñòàíèþ ôîíà; ó÷èòûâàÿ íèçêóþ
ðàñòâîðèìîñòü êâàíòîâûõ òî÷åê â âîäíîé ñðåäå, ïðîìûâ-
êè â PBS äîëæíû áûòü ñâåäåíû ê ìèíèìóìó (Ness et al.,
2003; Chan et al., 2005).

Íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî àíòèãåíîâ ìîæíî äåòåêòèðî-
âàòü, ñî÷åòàÿ êâàíòîâûå òî÷êè è îðãàíè÷åñêèå êðàñèòåëè.
Ìîäèôèöèðîâàâ ëàçåðíûé ñêàíèðóþùèé êîíôîêàëüíûé
ìèêðîñêîï, Kingeter è Schaefer ñìîãëè îäíîâðåìåííî äå-
òåêòèðîâàòü ôëóîðåñöåíöèþ â 6 êàíàëàõ, ÷òî ïîçâîëèëî
èì îäíîâðåìåííî èñïîëüçîâàòü îðãàíè÷åñêèå ôëóîðîõðî-
ìû (DAPI, Alexa 555 è GFP) è êâàíòîâûå òî÷êè, ôëóîðåñ-
öèðóþùèå â äàëüíåé êðàñíîé è áëèæíåé èíôðàêðàñíîé
îáëàñòÿõ, — QD655, QD705 è QD800 (Kingeter, Schaefer,
2009).

Êâàíòîâûå òî÷êè òàêæå ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ ñî-
÷åòàííîãî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî è ôëóîðåñöåí-
òíîãî èññëåäîâàíèÿ (Nisman et al., 2004; Alivasatos et al.,
2005; Giepmans et al., 2005; Deerinck et al., 2007; Deerink,
2008). Îäíàêî íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî êîíòðàñò äàæå
êðóïíûõ êâàíòîâûõ òî÷åê çàìåòíî ìåíüøå, ÷åì ñîåäèíå-
íèé òÿæåëûõ ìåòàëëîâ (îñìèé, óðàí, ñâèíåö), èñïîëüçóå-
ìûõ ïðè êîíòðàñòèðîâàíèè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷å-
ñêèõ ïðåïàðàòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, áîëüøèíñòâî ïðèìåíÿåìûõ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ïîäõîäîâ ê èñïîëüçîâàíèþ êâàíòîâûõ òî÷åê
òðåáóåò äîñòàòî÷íî òðóäîåìêèõ ìåòîäîâ îêðàñêè ïðåïà-
ðàòîâ. Ïîýòîìó ñ òî÷êè çðåíèÿ ðóòèííûõ èììóíîãèñòîõè-
ìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿ-
þò èñïîëüçîâàíèå ïðÿìûõ êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê ñ
àíòèòåëàìè è âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ñóùåñòâóþ-
ùèõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìèêðîñêîïîâ ñ ìèíèìàëüíûìè äî-
ïîëíåíèÿìè è ïåðåäåëêàìè. Âîçìîæíîñòü ïðÿìîãî èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ êîíúþãàòàìè êâàíòî-
âûõ òî÷åê ñ àíòèòåëàìè áûëà ïîêàçàíà ïðè èññëåäîâàíèè
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Ðèñ. 4. Ýôôåêò «çàòåêàíèÿ» ñèãíàëà QD è àâòîôëóîðåñöåíöèÿ.

Îêðàøèâàíèå ñðåçà ëèìôîóçëà ïàöèåíòà ñ õðîíè÷åñêèì Â-êëåòî÷íûì ëèìôîëåéêîçîì êîíúþãàòîì QD565—CD45. Îá. 40/0.75�; çàïèðàþùèå ñâåòî-
ôèëüòðû: 525 (à), 565 (á) è 605 (â) íì. Âñå ôîòîãðàôèè ñäåëàíû ñ îäèíàêîâîé ýêñïîçèöèåé è 14-áèòíûå èçîáðàæåíèÿ îòøêàëèðîâàíû â àâòîìàòè÷åñêîì
ðåæèìå (min/max) â ïðîãðàììå Metamorph. Íà ôîòî à ïðåîáëàäàåò ñèãíàë àâòîôëóîðåñöåíöèè, è êîíòóðû êëåòîê ÷àñòî íå ñîâïàäàþò ñ ôîòî á; íà
ôîòî â àâòîôëóîðåñöåíöèÿ ñëàáàÿ, ïðåîáëàäàåò «çàòåêàíèå» ñèãíàëà îò QD; êîíòóðû êëåòîê ñîâïàäàþò ñ êîíòóðàìè íà á. Íåñïåöèôè÷åñêàÿ ôëóîðåñ-

öåíöèÿ ÷àñòèöû, çàíåñåííîé â ïðåïàðàò (â ëåâîì âåðõíåì óãëó), âûãëÿäèò çíà÷èòåëüíî ÿð÷å íà ôîòî à è â, ÷åì íà ôîòî á.



ðàêà øåéêè ìàòêè — îïóõîëåâûå êëåòêè áûëè âèçóàëèçè-
ðîâàíû ñ ïîìîùüþ ìå÷åíèÿ ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñ-
òà (Nida et al., 2005), îäíàêî äàííûé ìåòîä ïîêà íå ïîëó-
÷èë øèðîêîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ðàçëè÷íûõ êâàíòîâûõ òî÷åê ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ñìåííûå ôëóîðåñöåíòíûå êóáèêè, íî äëÿ
îäíîâðåìåííîé äåòåêöèè òðåõ è áîëåå ñèãíàëîâ îò êâàí-
òîâûõ òî÷åê ëó÷øå ïðîèçâåñòè ìîäåðíèçàöèþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìèêðîñêîïà. Ê ñîæàëåíèþ, âî ìíîãèõ ðàáîòàõ ñ
èñïîëüçîâàíèåì êâàíòîâûõ òî÷åê ïàðàìåòðû ìèêðîñêî-
ïîâ, êîòîðûìè ïîëüçîâàëèñü àâòîðû, íå îïèñûâàþòñÿ, ïî-
ýòîìó ìû ïðèâîäèì îäèí èç âàðèàíòîâ ìàëîáþäæåòíîé
ìîäåðíèçàöèè ñòàíäàðòíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêî-
ïà, êîòîðûé ïîçâîëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü ðàçäåëüíî ñèãíàëû
îò áîëüøèíñòâà òèïîâ êâàíòîâûõ òî÷åê (QD525—
QD800).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ äëÿ âîçáóæäåíèÿ âñåõ êâàí-
òîâûõ òî÷åê èñïîëüçîâàëè îäèí è òîò æå êóá ñâåòîôèëü-
òðîâ (Semrock Inc., ÑØÀ), êîòîðûé ìîíòèðîâàëñÿ âî ôëó-
îðåñöåíòíûé ìèêðîñêîï (Eclipse E-600; Nikon, ßïî-
íèÿ): âîçáóæäàþùèé ñâåòîôèëüòð BP435/40, ïîëîñà
ïðîïóñêàíèÿ êîòîðîãî ñîîòâåòñòâóåò ÿðêîé ëèíèè ðòóò-
íîé ëàìïû, ñâåòîäåëèòåëüíîå çåðêàëî 510 íì è çàïèðàþ-
ùèé ñâåòîôèëüòð LP500. Ýòà êîìáèíàöèÿ ôèëüòðîâ ïî-
çâîëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü ôëóîðåñöåíöèþ îò ðàçëè÷íûõ
êâàíòîâûõ òî÷åê. Ñèãíàë çàïèñûâàëè ñ ïîìîùüþ îõëàæ-
äàåìîé ÏÇÑ-êàìåðû ñ 14-áèòíîé îöèôðîâêîé ñèãíàëà
(Coolsnap HQ2; Rooper Scientific, ÑØÀ), ïîñêîëüêó îïòè-
ìàëüíûå ýêñïîçèöèè ïðè èñïîëüçîâàíèè íåèììåðñèîí-
íûõ îáúåêòèâîâ ñîñòàâëÿþò 2—3 ñ è áîëåå (äëÿ àíòèãåíîâ
ñ íèçêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè). ×òîáû çàïèñûâàòü èíäè-
âèäóàëüíûé ñèãíàë, íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ÏÇÑ-êàìåðîé
óñòàíîâèëè êîëåñî (filter wheel) ñ íàáîðîì óçêîïîëîñíûõ
èíòåðôåðåíöèîííûõ ñâåòîôèëüòðîâ äëÿ êàæäîãî òèïà
êâàíòîâûõ òî÷åê. Ïîëó÷åííûå íà äàííîé ìèêðîñêîïè÷å-
ñêîé ñèñòåìå ôîòîãðàôèè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ ïðå-
ïàðàòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4. Èñïîëüçîâàíèå çàïèðàþ-
ùèõ ñâåòîôèëüòðîâ ñ ìàêñèìóìàìè ïðîïóñêàíèÿ, îòñòîÿ-
ùèìè âñåãî íà 40 íì, ïîçâîëÿåò íàäåæíî ðåãèñòðèðîâàòü
ñïåöèôè÷åñêóþ îêðàñêó ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê è
äèôôåðåíöèðîâàòü åå îò ñèãíàëà àâòîôëóîðåñöåíöèè.

Èñïîëüçîâàíèå êâàíòîâûõ òî÷åê
â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè

Êîíúþãàòû êâàíòîâûõ òî÷åê ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ â
öèòîìåòðèè â êîìáèíàöèè ñ ôëóîðåñöåíòíûìè áåëêàìè
èëè îðãàíè÷åñêèìè ôëóîðîõðîìàìè. Ïîñêîëüêó ôîòîñòà-
áèëüíîñòü êâàíòîâûõ òî÷åê â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè
íåàêòóàëüíà, öåëåñîîáðàçíîñòü èõ ïðèìåíåíèÿ îáúÿñíÿåò-
ñÿ äðóãèìè ïðè÷èíàìè. Ýòî, âî-ïåðâûõ, îòñóòñòâèå äîñòà-
òî÷íîãî êîëè÷åñòâà äîñòóïíûõ îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé
(âêëþ÷àÿ òàíäåìíûå) äëÿ èññëåäîâàíèÿ ãåòåðîãåííîñòè
ñëîæíûõ ïîïóëÿöèé, íàïðèìåð èììóííûõ Ò-êëåòîê (Per-
fetto et al., 2004; Chattopadhyay et al., 2006). Âî-âòîðûõ, îò-
íîñèòåëüíàÿ ÿðêîñòü êâàíòîâûõ òî÷åê è èõ ñïåêòðàëüíûå
ñâîéñòâà äåëàþò èõ ïðèìåíåíèå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì
îðãàíè÷åñêèì êðàñèòåëÿì, êîòîðûå âîçáóæäàþòñÿ ñ ïî-
ìîùüþ ôèîëåòîâîãî ëàçåðà (Abrams, Dubrovsky, 2007).
Â-òðåòüèõ, ñèììåòðè÷íûå ñïåêòðû ýìèññèè êâàíòîâûõ
òî÷åê ïîçâîëÿþò óìåíüøèòü âåëè÷èíó ñïåêòðàëüíîé êîì-
ïåíñàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûìè (ïî ìàêñèìóìó
ýìèññèè) îðãàíè÷åñêèìè êðàñèòåëÿìè (Abrams, Dubrovs-
ky, 2007; Chattopadhyay et al., 2010).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîáëåìà èñïîëüçîâàíèÿ êâàíòîâûõ
òî÷åê â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ìîæåò áûòü ðàçäåëåíà íà
äâå: 1) çàìåíà îòäåëüíûõ êðàñèòåëåé êâàíòîâûìè òî÷êàìè
äëÿ óâåëè÷åíèÿ èíäåêñà îêðàñêè (staining index) è ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ïðèáîðà è 2) ñîçäàíèå ìíîãîöâåòíûõ ïàíå-
ëåé ñ ìàêñèìàëüíûì ÷èñëîì äåòåêòèðóåìûõ êàíàëîâ.

Â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè äëÿ âîçáóæäåíèÿ êâàíòîâûõ
òî÷åê, êàê ïðàâèëî, èñïîëüçóåòñÿ ôèîëåòîâûé äèîäíûé
ëàçåð (405—408 íì), ïîñêîëüêó óðîâåíü àâòîôëóîðåñöåí-
öèè ïðè âîçáóæäåíèè ÓÔ-ñâåòîì ñëèøêîì âûñîê. Ëàçåð,
èçëó÷àþùèé â ñèíåì äèàïàçîíå (488 íì), òîæå âîçáóæäà-
åò êâàíòîâûå òî÷êè, õîòÿ è ñ ìåíüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ.
Äàæå êðàñíûé (633 íì) ëàçåð ñïîñîáåí âîçáóæäàòü êâàí-
òîâûå òî÷êè, êîòîðûå èìåþò ìàêñèìóì ýìèññèè ïðè äëè-
íå âîëíû áîëüøå 640 íì (QD655, QD705 è QD800).

Äëÿ ðåøåíèÿ ïåðâîé çàäà÷è áîëüøå âñåãî ïîäõîäÿò
êâàíòîâûå òî÷êè QD605 è QD655 (Abrams, Dubrovsky,
2007; Chattopadhyay et al., 2007; Ibanez-Peral et al., 2008;
Zhang et al., 2009; Zahavy et al., 2010). Îíè èìåþò íàè-
áîëüøóþ îòíîñèòåëüíóþ ÿðêîñòü è èíäåêñ îêðàñêè. Êâàí-
òîâûå òî÷êè ñ ìàêñèìóìîì ýìèññèè ïðè äëèíå âîëíû ìå-
íåå 600 íì ôëóîðåñöèðóþò ñëàáåå çà ñ÷åò ìåíüøåãî êîýô-
ôèöèåíòà ýêñòèíêöèè, à äëèííîâîëíîâûå (QD705 è
QD800) âûñâå÷èâàþò â îáëàñòè, ãäå êâàíòîâûé âûõîä ôî-
òîýëåêòðîííîãî óìíîæèòåëÿ ïðîòî÷íîãî ôëóîðèìåòðà ñó-
ùåñòâåííî ñíèæåí (Kingeter, Schaefer, 2009). Ïðè îêðàñêå
ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ íàñûùàþùàÿ êîíöåíòðàöèÿ
äëÿ êîíúþãàòîâ ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè òàêàÿ æå, êàê è äëÿ
îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ — 1—2 íÌ (Chattopadhyay
et al., 2006; Abrams, Dubrovsky, 2007).

Ìû óñïåøíî èñïîëüçîâàëè 3-ëàçåðíûå öèòîìåòðû
ñòàíäàðòíîé êîíôèãóðàöèè (FACSCanto è FACSAria; BD
Biosciences, San Jose, CA) äëÿ àíàëèçà è ñîðòèðîâêè êëå-
òîê êðîâè îò ïàöèåíòîâ ñ õðîíè÷åñêèì Â-êëåòî÷íûì ëèì-
ôîëåéêîçîì, îêðàøåííûõ 8-öâåòíîé êîìáèíàöèåé àíòè-
òåë, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ QD655, êîíúþãèðîâàííûé ñ àí-
òèòåëîì ê CD38. Â òî æå âðåìÿ êîíúþãàòû CD38 ñ
QD525, QD565 èëè QD585 ïðè ñîâìåñòíîì èñïîëüçîâà-
íèè ñî ñòàíäàðòíûìè ôëóîðîõðîìàìè â ìíîãîöâåòíîé ïà-
íåëè (6—8 öâåòîâ) íå ïîçâîëÿëè îòëè÷àòü ïîëîæèòåëü-
íóþ ïîïóëÿöèþ Â-ëèìôîöèòîâ (CD38+ ) îò íåãàòèâíîé
(Barteneva, Vorobjev, 2009).

Êâàíòîâûå òî÷êè ìîæíî èñïîëüçîâàòü íà ïðîòî÷íûõ
öèòîìåòðàõ ñî ñòàíäàðòíûì íàáîðîì ñâåòîôèëüòðîâ è
çåðêàë, íî äëÿ ëó÷øåé äåòåêöèè ñèãíàëîâ íàáîð íåîáõî-
äèìî èçìåíèòü. Îïòèìèçàöèÿ ïðèáîðà äëÿ ìíîãîöâåòíîé
ïàíåëè âêëþ÷àåò â ñåáÿ çàìåíó äèõðîè÷íûõ çåðêàë è çà-
ïèðàþùèõ ôèëüòðîâ è äëÿ îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ, ñ
òåì ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü «çàòåêàíèå» ñèãíàëà îò îðãàíè-
÷åñêîãî ôëóîðîõðîìà â êàíàëû äëÿ êâàíòîâûõ òî÷åê. ×òî-
áû óâåëè÷èòü êîëè÷åñòâî êàíàëîâ, äîñòóïíûõ äëÿ çàïèñè
ñèãíàëîâ îò êâàíòîâûõ òî÷åê, â ðÿäå öèòîìåòðîâ ïðèìå-
íÿåòñÿ îêòàãîíàëüíàÿ ñèñòåìà ôîòîóìíîæèòåëåé äëÿ ôëó-
îðåñöåíöèè, âîçáóæäàåìîé ôèîëåòîâûì ëàçåðîì («ôèî-
ëåòîâûé îêòàãîí»). Â ðåçóëüòàòå èíñòðóìåíò ñïîñîáåí äå-
òåêòèðîâàòü îäíîâðåìåííî äî 7 ðàçíûõ êâàíòîâûõ òî÷åê
(öèòîìåòð FACSAria; BD Biosciences, San Jose, CA, ÑØÀ,
èëè àíàëîãè÷íûå ïðèáîðû; ñì. ðèñ. 5).

Âîçìîæíîñòè êîìáèíèðîâàíèÿ â îäíîé öèòîìåòðè÷å-
ñêîé ïàíåëè áîëüøîãî êîëè÷åñòâà îðãàíè÷åñêèõ è òàí-
äåìíûõ êðàñèòåëåé îáû÷íî ëèìèòèðîâàíû 10—11 öâåòà-
ìè ââèäó øèðîêîãî ñïåêòðà ýìèññèè áîëüøèíñòâà îðãà-
íè÷åñêèõ êðàñîê è ýôôåêòà «çàòåêàíèÿ» ôëóîðåñöåíòíîãî
ñèãíàëà â ñîñåäíèå êàíàëû. Ñîòðóäíèêè ëàáîðàòîðèè
Ð¸äåðåðà (Perfetto et al., 2004) âïåðâûå îïèñàëè âîçìîæ-
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íîñòü ïðèìåíåíèÿ â öèòîìåòðèè êâàíòîâûõ òî÷åê â ñîñòà-
âå ìíîãîöâåòíûõ ïàíåëåé. Ïàíåëü âêëþ÷àëà â ñåáÿ
6 êâàíòîâûõ òî÷åê â äîïîëíåíèå ê 11 îðãàíè÷åñêèì è òàí-
äåìíûì êðàñèòåëÿì äëÿ ìîäèôèöèðîâàííîãî â ëàáîðàòî-
ðèè ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà. Âñå êîíúþãàòû êâàíòîâûõ òî-
÷åê ñ çîíäàìè áûëè ïðèãîòîâëåíû â ëàáîðàòîðèè (Chatto-
padhyay et al., 2006, 2007). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èç 17
óêàçàííûõ â ðàáîòå êðàñèòåëåé ìíîãèå äàþò çíà÷èòåëü-
íîå «çàòåêàíèå» ñèãíàëà â ñîñåäíèå êàíàëû (èç îðãàíè÷å-
ñêèõ êðàñèòåëåé îòìåòèì PE-Cy5, PE-Cy5.5 è PE-Texas
Red, à äëÿ êâàíòîâûõ òî÷åê — QD545, QD565, QD585 è
QD605), ÷òî äåëàåò èõ ñîâìåñòíîå ïðèìåíåíèå êðàéíå íå-
óäîáíûì, îäíàêî àâòîðû óòâåðæäàþò, ÷òî ñïåêòðàëüíàÿ
êîìïåíñàöèÿ ìîæåò áûòü îïòèìèçèðîâàíà è ïîçâîëÿåò
èäåíòèôèöèðîâàòü ïîëîæèòåëüíûå ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê
(Chattopadhyay et al., 2007).

Õîòÿ êîëè÷åñòâî êîììåð÷åñêèõ êîíúþãàòîâ àíòèòåë ñ
êâàíòîâûìè òî÷êàìè çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èëîñü çà ïîñëåä-
íèå íåñêîëüêî ëåò, âî âðåìÿ íàïèñàíèÿ ñòàòüè ïðàêòè÷å-
ñêè îòñóòñòâîâàëè êîììåð÷åñêèå êîíúþãàòû àíòèòåë ñ
êâàíòîâûìè òî÷êàìè äëÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîá â ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòüþ
çíà÷èòåëüíîé ìîäåðíèçàöèè ïðîòîêîëà äëÿ ôèêñàöèè
è ïåðìåàáèëèçàöèè êëåòîê ïðè èñïîëüçîâàíèè êâàíòîâûõ
òî÷åê â ñîñòàâå ïàíåëè äëÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî îêðàøè-
âàíèÿ. Â ðåçóëüòàòå ïðè ðåøåíèè çàäà÷è ñîçäàíèÿ ìíî-
ãîöâåòíîé ïàíåëè ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè èññëåäîâàòåëþ
÷àñòî íåîáõîäèìî íàëàäèòü â ñâîåé ëàáîðàòîðèè êîíúþ-
ãàöèþ àíòèòåë ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè. Ìåòîäèêà êîíúþ-
ãàöèè êâàíòîâûõ òî÷åê ñ àíòèòåëàìè äëÿ ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè áûëà îïèñàíà (Chattopadhyay et al., 2007). Êîì-
ìåð÷åñêèå íàáîðû äëÿ êîíúþãàöèè äîñòóïíû äëÿ

îñíîâíûõ âàðèàíòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê (ñàéò êîìïàíèè In-
vitrogen, ÑØÀ: www.invitrogen.com). Òàê æå êàê è â èì-
ìóíîãèñòîõèìèè, â ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ìîæíî
èñïîëüçîâàòü êîíúþãàòû êâàíòîâûõ òî÷åê ñî ñòðåïòàâè-
äèíîì è áèîòèíèëèðîâàííûìè àíòèòåëàìè, îäíàêî ýòî
ìîæåò ïðèâåñòè ê òðóäíîñòÿì ïðè èñïîëüçîâàíèè íå-
ñêîëüêèõ ñýíäâè÷åé.

Â ñâîèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû èñïîëüçîâàëè ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ê Zap-70, ñêîíúþãèðîâàííûå ñ QD655
äëÿ ìíîãîöâåòíîé ïàíåëè ñ 4 äðóãèìè ïðÿìûìè êîíúþãà-
òàìè ñ òðàäèöèîííûìè ôëóîðîõðîìàìè (àíòèòåëà ê CD3,
CD19, CD5 è CD38) (Sotnikov et al., 2010). Ìû îïòèìèçè-
ðîâàëè îêðàøèâàíèå äëÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèîãî (Zap-70)
è ÿäåðíîãî (Ki-67) ìàðêåðîâ, èñïîëüçóÿ êîììåð÷åñêèå íà-
áîðû, âêëþ÷àâøèå â ñåáÿ ñàïîíèí èëè ïàðàôîðìàëüäå-
ãèä.

Îïòè÷åñêèå ñâîéñòâà êâàíòîâûõ òî÷åê ïîçâîëÿþò
ïðèìåíÿòü èõ â êîìáèíàöèè äðóã ñ äðóãîì, ÷òî ðåçêî óâå-
ëè÷èâàåò ÷èñëî äåòåêòèðóåìûõ ïîïóëÿöèé (Hadrup et al.,
2009). Â îòëè÷èå îò ñòàíäàðòíîé ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè,
â êîòîðîé ñèãíàëû ñ îäèíî÷íûõ ôëóîðåñöåíòíûõ êàíàëîâ
èñïîëüçóþòñÿ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè àíòèãåí-ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ñóáïîïóëÿöèé, êîìáèíàòîðíûé ìåòîä ïðåäïîëàãàåò
ïðèìåíåíèå êîìáèíàöèè ôëóîðîõðîìîâ, äëÿ òîãî ÷òîáû
îõàðàêòåðèçîâàòü êîíêðåòíóþ ñóáïîïóëÿöèþ. Â ðåçóëüòà-
òå äëÿ êàæäîãî ìàðêåðà ïîëó÷àåòñÿ óíèêàëüíîå ñî÷åòàíèå
äâóõ ìåòîê íà ïîâåðõíîñòè (íàïðèìåð, QD605 + QD655,
QD605 + QD705 è ò. ä.), êîòîðîå ïîçâîëÿåò ðàçäåëèòü
êëåòêè ïî ïîïóëÿöèÿì íà äâóìåðíûõ ãðàôèêàõ. Òàê, îäíî-
âðåìåííîå èñïîëüçîâàíèå äâóõöâåòíîãî êîäà è 8 ðàçëè÷-
íûõ ôëóîðîõðîìîâ ïîçâîëÿåò ñ ïîìîùüþ 10-êàíàëüíîãî
öèòîìåòðà (2 êàíàëà ñâåòîðàññåÿíèÿ è 8 ôëóîðåñöåíòíûõ
êàíàëîâ) îäíîâðåìåííî îõàðàêòåðèçîâàòü â îäíîì ýêñïå-
ðèìåíòå äî 28 óíèêàëüíûõ êëåòî÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé
(Hadrup, Shumacher, 2010). Êîìáèíàòîðíûé ìåòîä (6 âà-
ðèàíòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê è äâà áåëêà-ôëóîðîõðîìà — PE
è àëëîôèêîöèàíèí, — ñêîíúþãèðîâàííûå ñ ïåïòèäà-
ìè-ìóëüòèìåðàìè ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìî-
ñòè I êëàññà) ïîçâîëèë îáíàðóæèòü ñïåöèôè÷åñêèå ñóáïî-
ïóëÿöèè Ò-êëåòîê ñ ÷àñòîòîé ýêñïðåññèè�0.02 % (Hadrup
et al., 2009). Õîòÿ àâòîðû íàáëþäàëè ñíèæåíèå âåëè÷èíû
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà (÷òî òèïè÷íî ïðè óâåëè÷åíèè
÷èñëà ñêîìáèíèðîâàííûõ â ïàíåëè ôëóîðîõðîìîâ),
òåì íå ìåíåå, èì óäàëîñü çàðåãèñòðèðîâàòü 25 èç 28 âîç-
ìîæíûõ äâóõìåðíûõ êîìáèíàöèé êðàñèòåëåé. Ýòà æå ìå-
òîäèêà áûëà óñïåøíî ïðèìåíåíà äëÿ îöåíêè ýïèòîï-
ñïåöèôè÷íîãî îòâåòà CD8+ T-êëåòîê ê øåñòè ðàçëè÷íûì
àíòèãåíàì ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè áå-
òà-êëåòîê îñòðîâêîâ Ëàíãåðãàíñà ïðè ïåðåñàäêå èõ ïàöè-
åíòàì ñ äèàáåòîì (Velthius, et al., 2010).

Êâàíòîâûå òî÷êè âî ôëóîðåñöåíòíîé
ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH)

Ä å ò å ê ò è ð î â à í è å Ä Í Ê. Îäíî èç ïåðâûõ èññëåäî-
âàíèé ñ ïðèìåíåíèåì êâàíòîâûõ òî÷åê äëÿ FISH áûëî âû-
ïîëíåíî Pathak et al. (2001), îäíàêî â ñâîåé ïóáëèêàöèè
àâòîðû îòìå÷àëè âûñîêèé ôîí. Óëó÷øåíèå ìåòîäîâ ïîëó-
÷åíèÿ è êîíúþãàöèè êâàíòîâûõ òî÷åê ïîçâîëèëî óñïåøíî
èñïîëüçîâàòü èõ äëÿ FISH-àíàëèçà õðîìîñîì ìûøè è ÷å-
ëîâåêà. Ïðèìåíåíèå áèîòèíèëèðîâàííûõ ïðîá ÄÍÊ è
êîíúþãàòà QD605 ñî ñòðåïòàâèäèíîì ïîçâîëèëî ïîëó-
÷èòü áîëåå âûñîêóþ ñòàáèëüíîñòü è èíòåíñèâíîñòü ñèãíà-
ëà ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàäèöèîííûìè ôëóîðîõðîìàìè FITC
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Ðèñ. 5. Êîíôèãóðàöèÿ îêòàãîíàëüíîé ñèñòåìû ôîòîóìíîæèòå-
ëåé íà ìîäèôèöèðîâàííîì 20-êàíàëüíîì ïðèáîðå FACSAria2 â

ëàáîðàòîðèè àâòîðîâ.

Èç 8 ôîòîóìíîæèòåëåé íà ñõåìå «ôèîëåòîâîãî» îêòàãîíà 6 ïðåäíàçíà÷å-
íû äëÿ QD525—QD705. Ïóñòàÿ ÿ÷åéêà ìîæåò áûòü çàïîëíåíà ñïåöèàëü-

íûì ôîòîóìíîæèòåëåì äëÿ QD800.



è Texas Red ïðè èñïîëüçîâàíèè ÄÍÊ-çîíäîâ íà ëîêóñû
1q12 è HER2 (Xiao, Barker, 2004). Â òî æå âðåìÿ àâòîðû
íàáëþäàëè ýôôåêò ìåðöàíèÿ (blinking) êâàíòîâûõ òî÷åê,
÷òî çàòðóäíÿëî èõ èñïîëüçîâàíèå äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî
àíàëèçà ñèãíàëà (îöåíêè óðîâíÿ àìïëèôèêàöèè ãåíà).

Äåòàëüíûé ïðîòîêîë ïðîâåäåíèÿ ãèáðèäèçàöèè äëÿ
àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ îïóáëèêîâàí Íîëë
(Knoll, 2007). Àâòîð èñïîëüçîâàëà îòíîñèòåëüíî êîðîòêèå
çîíäû (150—600 íóêëåîòèäîâ), ìå÷åííûå äèãîêñèãåíè-
íîì. Ìåòêà âûÿâëÿëàñü êâàíòîâûìè òî÷êàìè (QD655),
êîíúþãèðîâàííûìè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ äèãîêñèãåíèíà.
Ìåòîä ïðèãîäåí äëÿ ðàáîòû êàê ñ õðîìîñîìíûìè ïðåïà-
ðàòàìè, òàê è ñ ãèñòîëîãè÷åñêèìè ñðåçàìè. Ê ñîæàëåíèþ,
äàííûé ìåòîä íå ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü áîëåå îä-
íîãî ëîêóñà ÄÍÊ.

Ïîñêîëüêó êâàíòîâûå òî÷êè îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé
òåìïåðàòóðíîé ñòàáèëüíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ îðãàíè÷å-
ñêèìè ôëóîðîõðîìàìè, îíè õîðîøî âûäåðæèâàþò âûñî-
êóþ òåìïåðàòóðó ãèáðèäèçàöèè, íåîáõîäèìóþ, íàïðèìåð,
äëÿ ìå÷åíèÿ òåëîìåð (Kapoor et al., 2009). Ïðàêòè÷åñêè
âñå òðàäèöèîííûå ôëóîðîõðîìû, âêëþ÷àÿ ôèêîáèëèïðî-
òåèíû, â ýòèõ óñëîâèÿõ ïîâðåæäàþòñÿ è òåðÿþò ôëóîðåñ-
öåíöèþ. Àâòîðû èñïîëüçîâàëè äëÿ ìå÷åíèÿ êîíúþãàòû ñ
QD605, QD655 è QD705 è ïîëó÷èëè äàííûå, áëèçêèå ê
ðåçóëüòàòàì òðàäèöèîííîãî FISH è áëîòèíãà ïî Ñàóçåðíó
(Southern blotting). Ïðåèìóùåñòâî èñïîëüçîâàíèÿ êâàíòî-
âûõ òî÷åê çàêëþ÷àëîñü â âîçìîæíîñòè ñîâìåñòíîãî èì-
ìóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ è èçìåðåíèÿ äëèíû òåëîìåð.

Íåñìîòðÿ íà óïîìÿíóòûå ïðåèìóùåñòâà êâàíòîâûõ
òî÷åê ïî ñðàâíåíèþ ñ îðãàíè÷åñêèìè ôëóîðîõðîìàìè,
ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ ñ èõ èñïîëüçîâàíèåì âñå
åùå íå ñòàëà ðóòèííûì ëàáîðàòîðíûì ïðîòîêîëîì. Ðÿä
òåõíè÷åñêèõ ïðîáëåì, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ âûñîêèé ôîí,
íåðàâíîìåðíîñòü îêðàøèâàíèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè çîíäîâ
ïðîòèâ öåëûõ õðîìîñîì, è òðóäíî âîñïðîèçâîäèìûå ðå-
çóëüòàòû îñëîæíÿþò ðàçðàáîòêó ïðîòîêîëîâ âûïîëíåíèÿ
FISH ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ êâàíòîâûõ òî-
÷åê (Ioannou et al., 2009). Ìíîãèå óñïåøíûå ãðóïïû èñ-
ñëåäîâàòåëåé èñïîëüçîâàëè íå êîììåð÷åñêèå, à ñèíòåçè-
ðîâàííûå â ñîáñòâåííîé ëàáîðàòîðèè êâàíòîâûå òî÷êè ñî
ñïåöèôè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè, ê ïðèìåðó ìåíüøåãî
ðàçìåðà (çà ñ÷åò óäàëåíèÿ ÒÎÔÎ ñ èõ ïîâåðõíîñòè), è ñî
ñïåöèàëüíî ñèíòåçèðîâàííîé ãèäðîôèëüíîé îáîëî÷êîé,
îòëè÷íîé îò êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ êâàíòîâûõ òî÷åê
(Xiao, Barker, 2004; Bentolila, Weiss, 2006; Ma et al., 2008).
Êðîìå òîãî, äëÿ õîðîøåãî ñâÿçûâàíèÿ çîíäà ñ íóêëåèíî-
âîé êèñëîòîé íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü âñòàâêó ìåæäó
ïîâåðõíîñòüþ êâàíòîâîé òî÷êè è ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ

ÄÍÊ, êîòîðàÿ ãèáðèäèçóåòñÿ (Chan et al., 2005; Ma et al.,
2008) (ðèñ. 6).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â ñâÿçè ñ áîëåå èíòåíñèâíûì
ñèãíàëîì îò êâàíòîâûõ òî÷åê èõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ
âûÿâëåíèÿ îòäåëüíûõ ãåíîâ ñ áîëåå êîðîòêèìè (â 100 ðàç
ìåíüøå îáû÷íûõ) ÄÍÊ-ïðîáàìè (Knoll, 2007).

Ä å ò å ê ò è ð î â à í è å ì Ð Í Ê. Áûëè ðàçðàáîòàíû ñïå-
öèàëüíûå çîíäû íà îñíîâå êâàíòîâûõ òî÷åê, êîíúþãèðî-
âàííûõ ñî ñòðåïòàâèäèíîì, è ìîäèôèöèðîâàííûõ îëèãî-
íóêëåîòèäîâ, ïîçâîëÿþùèå äåòåêòèðîâàòü ìÐÍÊ íà ñðå-
çàõ òêàíè (Chan et al., 2005; Tholouli et al., 2006). Áîëåå
òîãî, àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî äåòåêòèðîâàíèå ìÐÍÊ ìîæíî
ïðîâîäèòü îäíîâðåìåííî ñ äåòåêòèðîâàíèåì áåëêîâ â
ýòèõ æå êëåòêàõ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì. Ìå-
òîä ïðèãîäåí êàê äëÿ ñâåæèõ ñðåçîâ òêàíè (Chan et al.,
2005), òàê è äëÿ ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ (Tholouli et al., 2006;
Byers et al., 2007). Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êîíöåíò-
ðàöèè äåòåêòèðóåìûõ òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ èëè ñïåöèôè-
÷åñêèõ äëÿ îïóõîëè ìÐÍÊ è áåëêîâ âî âñåõ óêàçàííûõ ðà-
áîòàõ áûëè âåñüìà çíà÷èòåëüíû, è ïîýòîìó âîïðîñ î ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Ïðàêòè÷åñêèå ñîâåòû ïî ìå÷åíèþ ïðåïàðàòîâ
êâàíòîâûìè òî÷êàìè

Ïðè èñïîëüçîâàíèè êâàíòîâûõ òî÷åê ïðèãîäíû îñ-
íîâíûå ìåòîäû ôèêñàöèè, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ â èììó-
íîãèñòîõèìèè, — ôèêñàöèÿ ôîðìàëèíîì è ñìåñÿìè íà
åãî îñíîâå (çà èñêëþ÷åíèåì ñìåñåé, ñîäåðæàùèõ ñïèðò).
Äëÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî îêðàøèâàíèÿ æåëàòåëüíî ïîñëå
ôèêñàöèè ïðîâîäèòü ïåðìåàáèëèçàöèþ êëåòîê ðàñòâîðîì
íåèîííîãî äåòåðãåíòà (Tween 20 èëè Triton-X-100). Âñå
ðàñòâîðû, èñïîëüçóåìûå ñîâìåñòíî ñ êâàíòîâûìè òî÷êà-
ìè, äîëæíû èìåòü â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà ÁÑÀ.

Ìíîãîöâåòíîå èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå
ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê, òàê æå êàê è èñïîëüçîâàíèå
êâàíòîâûõ òî÷åê äëÿ ìíîãîöâåòíûõ ïàíåëåé â öèòîìåò-
ðèè, òðåáóåò óìåíèÿ êîíúþãèðîâàòü èõ ñ àíòèòåëàìè äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íûõ êîíúþãàòîâ. Êîíúþãèðîâàíèå
êâàíòîâûõ òî÷åê îñíîâàíî íà ðåàêöèÿõ ìåæäó àìèíî- è
êàðáîêñèëüíîé ãðóïïàìè, ìåæäó àìèíî- è ñóëüôãèäðèëü-
íîé ãðóïïàìè, ìåæäó àëüäåãèäíîé è ãèäðàçèäíîé ãðóïïà-
ìè. Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ìåòîäîâ è ïîëó÷àå-
ìûõ êîíúþãàòîâ ïðèâîäèòñÿ â òàáëèöå.

Ì å ò î ä è ê à ê î í ú þ ã à ö è è. Äëÿ êîììåð÷åñêèõ ïðå-
ïàðàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê êîìïàíèÿ Invitrogen ïðåäëàãàåò
ãîòîâûå íàáîðû è ïðîòîêîëû. Îäíàêî äëÿ óñïåøíîé

Ôëóîðåñöåíòíûå ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû â ìèêðîñêîïèè è öèòîìåòðèè 399

Ðèñ. 6. Ñõåìà ìîäèôèêàöèè êâàíòîâûõ òî÷åê äëÿ ãèáðèäèçàöèè ñ ÄÍÊ (ÐÍÊ).

Ïîâåðõíîñòü êâàíòîâîé òî÷êè ïîëíîñòüþ îòìûâàåòñÿ îò ÒÎÔÎ, çàòåì íà íåå íàíîñÿòñÿ ñóëüôèäíûå ãðóïïû, ê êîòîðûì ïðèñîåäèíÿþòñÿ çîíäû. Ïî
äàííûì: Ma et al., 2008.



êîíúþãàöèè íåîáõîäèìî ïðîâîäèòü äîïîëíèòåëüíóþ
î÷èñòêó àíòèòåë îò äðóãèõ áåëêîâ ìåòîäîì àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè (íàïðèìåð, ñ ïðîòåèíîì G). Äëÿ îáåñïå÷å-
íèÿ áîëüøåé ñòàáèëüíîñòè ïîëó÷àåìûõ êîíúþãàòîâ èõ
öåëåñîîáðàçíî ñðàçó æå êîíöåíòðèðîâàòü íà êîíöåíòðè-
ðóþùèõ êîëîíêàõ ñ îòñå÷êîé 50 êÄà è ðàçâîäèòü â áóôåðå
TBE (pH 8.3). Êîíúþãèðîâàííûå ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè
àíòèòåëà õðàíÿòñÿ ïðè 4 °Ñ, èõ íåëüçÿ çàìîðàæèâàòü. Õðà-
íèòü êîíúþãàòû êâàíòîâûõ òî÷åê íåîáõîäèìî â ñòåêëÿí-
íûõ àìïóëàõ, òàê êàê â ïëàñòèêîâûõ îíè áûñòðî àãðåãèðó-
þò. Äàæå êîììåð÷åñêèå êîíúþãàòû èìåþò îãðàíè÷åííîå
âðåìÿ õðàíåíèÿ (íå áîëåå 6—8 ìåñ). Áîëåå ïîäðîáíî íå-
êîòîðûå âàðèàíòû êîíúþãàöèè êâàíòîâûõ òî÷åê ñ àíòèòå-
ëàìè îïèñàíû â ìåòîäè÷åñêîé ñòàòüå (Xing et al., 2007).

Ì å ò î ä è ê à ì å ÷ å í è ÿ ê î í ú þ ã è ð î â à í í û ì è
à í ò è ò å ë à ì è. Âûáîð ïðîöåäóðû ôèêñàöèè è ïåðìåàáè-
ëèçàöèè îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà óðîâåíü
ôëóîðåñöåíöèè êâàíòîâûõ òî÷åê. Ïàðàôîðìàëüäåãèä
(ÏÔÀ) â êîíöåíòðàöèè îò 1 äî 4 % ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ëó÷-
øèõ ôèêñàòîðîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè êâàíòîâûõ òî÷åê (Ja-
iswal et al., 2004; Kampani et al., 2007; Sotnikov et al.,
2010). Áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ÏÔÀ è íàëè÷èå â
ôèêñèðóþùåé ñìåñè ìåòàíîëà ñíèæàþò ôëóîðåñöåíöèþ
êâàíòîâûõ òî÷åê (Williams et al., 2008; Sotnikov et al.,
2010). Èììóíîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà ïðÿìûìè êîíúþãàòà-
ìè èëè êâàíòîâûìè òî÷êàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñî
ñòðåïòàâèäèíîì, ìîæåò ïðîâîäèòüñÿ òàê æå, êàê è îðãàíè-
÷åñêèìè ôëóîðîõðîìàìè (Akhtar et al., 2007). Îäíàêî, ïî
íàøèì äàííûì, äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëó÷øèõ ðåçóëüòàòîâ ìåòî-
äèêà îêðàñêè äîëæíà ðàçëè÷àòüñÿ. Êîíúþãàòû àíòèòåë è
êâàíòîâûõ òî÷åê ñëåäóåò íàíîñèòü íà ñðåç òîëüêî ïîñëå-
äîâàòåëüíî, ïåðåä íàíåñåíèåì êàæäîãî íîâîãî êîíúþãàòà
íåîáõîäèìî îòìûâàòü ñðåçû â 2%-íîì ðàñòâîðå ÁÑÀ íà
ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS). Ïðè íàíåñåíèè íà ñðåç
êîêòåéëÿ êîíúþãàòîâ ñïåöèôè÷åñêàÿ îêðàñêà ÷àñòî íå ïî-
ëó÷àåòñÿ, âåðîÿòíî èç-çà âçàèìîäåéñòâèÿ èõ ìåæäó ñîáîé.

Áëàãîäàðÿ èñêëþ÷èòåëüíîé ôîòîñòàáèëüíîñòè êâàí-
òîâûõ òî÷åê íåò íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàòü çàùèùàþ-
ùèå îò âûöâåòàíèÿ ðåàãåíòû (antifade reagents) âî âðåìÿ
çàïèñè ñòîïîê îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ íà êîíôîêàëüíîì ìèê-
ðîñêîïå. Ïðåïàðàòû ìîæíî çàêëþ÷àòü ïðîñòî â íåéòðàëè-
çîâàííûé ãëèöåðèí.

Ç à ï è ñ ü è ç î á ð à æ å í è ÿ. Ñòàíäàðòíûå ñâåòîôèëü-
òðû, èñïîëüçóåìûå âî ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè äëÿ
FITC èëè ðîäàìèíà, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ êâàí-
òîâûõ òî÷åê QD525 è QD605 ñîîòâåòñòâåííî (Deerinck,
2008). Îäíàêî äëÿ âîçáóæäåíèÿ êâàíòîâîé òî÷êè îïòè-
ìàëüíûì ôèëüòðîì ÿâëÿåòñÿ 425/40 èëè 435/40 íì, à
ýìèññèîííûé ôèëüòð äîëæåí ñîîòâåòñòâîâàòü ïèêó ýìèñ-

ñèè êâàíòîâîé òî÷êè ñ øèðèíîé ïîëîñû íå áîëåå 20 íì
äëÿ QD525—QD655 è 20—40 íì äëÿ QD705 è áîëåå. Ïðî-
öåäóðà çàïèñè èçîáðàæåíèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè êâàíòî-
âûõ òî÷åê îòëè÷àåòñÿ îò îáû÷íîé. Ïðåïàðàò ñëåäóåò ñíà-
÷àëà ýêñïîíèðîâàòü íå ìåíåå 2—3 ìèí ïðè âîçáóæäàþ-
ùåì ñâåòå, à òîëüêî çàòåì íà÷èíàòü ôîòîãðàôèðîâàíèå.
Ýòî ïîçâîëÿåò óìåíüøèòü àâòîôëóîðåñöåíöèþ, à òàêæå â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ óâåëè÷èòü ñèãíàë îò êâàíòîâûõ òî÷åê.

Çàêëþ÷åíèå

Ïðèìåíåíèå êâàíòîâûõ òî÷åê â èììóíîãèñòîõèìèè è
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îáóñëîâëåíî èõ ñóùåñòâåííûìè
ïðåèìóùåñòâàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ îðãàíè÷åñêèìè ôëóî-
ðîõðîìàìè: 1) øèðîêèì ñïåêòðîì âîçáóæäåíèÿ è óçêèì
ñïåêòðîì èñïóñêàíèÿ, êîòîðûé äåëàåò âîçìîæíûì ñîâìå-
ñòíîå èçó÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóáïîïóëÿöèé êëåòîê èëè
áèîìîëåêóë; 2) ðåçèñòåíòíîñòüþ ê âûöâåòàíèþ (ôîòîñòà-
áèëüíîñòüþ); 3) áîëüøèì ( 100 íì) ñäâèãîì Ñòîêñà, à òàê-
æå 4) âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ îêðàøåííûõ ïðåïàðàòîâ,
êîòîðûå ìîãóò õðàíèòüñÿ â òå÷åíèå íå ìåíåå íåñêîëüêèõ
íåäåëü, à âåðîÿòíî, è íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ. Îäíàêî, íå-
ñìîòðÿ íà âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü ê âûöâåòàíèþ, ðåàëüíàÿ
íåñòàáèëüíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, ïðîÿâëÿþùàÿñÿ â ýôôåê-
òàõ ôîòîàêòèâàöèè, óñèëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè è ìåðöàíèè
âûïóñêàåìûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ êâàíòîâûõ òî÷åê, äåëàåò
èõ ìàëîïðèãîäíûìè äëÿ êîëè÷åñòâåííûõ èçìåðåíèé (Lee,
Osborne, 2009).

Îñíîâíûå ïðîáëåìû ïðàêòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ
êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê ñâÿçàíû ñî ñëåäóþùèìè îá-
ñòîÿòåëüñòâàìè. 1. Îòñóòñòâèå ñòàíäàðòà äëÿ ýòèõ ÷àñ-
òèö — çíà÷èòåëüíàÿ âàðèàáåëüíîñòü ðàçìåðà, ñîñòàâà è
õàðàêòåðèñòèê êâàíòîâûõ òî÷åê îò ðàçíûõ ïðîèçâîäèòå-
ëåé; àâòîðàì íåèçâåñòíû ïîïûòêè ñðàâíèòü êâàíòîâûé
âûõîä ôëóîðåñöåíöèè êâàíòîâûõ òî÷åê, ïîëó÷åííûõ èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ (êîìïàíèé èëè èññëåäîâàòåëüñêèõ ëà-
áîðàòîðèé), è äàæå îöåíèòü âàðèàáåëüíîñòü ÷àñòèö ðàç-
ëè÷íûõ ïàðòèé (batch-to-batch variation) îò îäíîãî è òîãî
æå ïðîèçâîäèòåëÿ. 2. Ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøàÿ ïàíåëü
êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ êîíúþãàòîâ êâàíòîâûõ òî÷åê äëÿ
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. 3. Íåäîñòàòî÷íàÿ ñòàáèëüíîñòü
êîíúþãàòîâ â âîäíûõ ðàñòâîðàõ (èõ ïðåöèïèòàöèÿ). 4. Îò-
íîñèòåëüíî âûñîêàÿ ñòîèìîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ îðãàíè÷å-
ñêèìè ôëóîðîõðîìàìè.

Ïåðñïåêòèâû ðàçâèòèÿ êâàíòîâûõ òî÷åê ñâÿçàíû ñ
ðàçðàáîòêîé íîâûõ ïîêîëåíèé ýòèõ ÷àñòèö, êîòîðûå áó-
äóò èìåòü ñõîäíûå ðàçìåðû ïðè ðàçëè÷íûõ îïòè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèêàõ (â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîäîáíûå êâàíòîâûå
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òî÷êè âûïóñêàþòñÿ ôèðìîé Crystalplex: http://www.crys-
talplex.com). Ýòî îñîáåííî âàæíî äëÿ ÷àñòèö ñ äëèííîâîë-
íîâûì ñïåêòðîì èñïóñêàíèÿ, áîëüøèå ðàçìåðû êîòîðûõ
çàòðóäíÿþò èõ ïðèìåíåíèå äëÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî îêðà-
øèâàíèÿ. Êîììåð÷åñêè äîñòóïíûå êâàíòîâûå òî÷êè è èõ
ïðîèçâîäíûå (êîíúþãàòû ñî ñòðåïòàâèäèíîì) â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ, ïî-âèäèìîìó, ìàëîïðèãîäíû äëÿ ïðîâåäåíèÿ
èññëåäîâàíèé ïî ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò.

Îãðàíè÷åííàÿ ñòàáèëüíîñòü êîììåð÷åñêèõ ïðåïàðà-
òîâ êâàíòîâûõ òî÷åê (íå áîëåå 2—6 ìåñ) îáóñëîâëåíà ñîá-
ñòâåííûìè õèìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè êâàíòîâûõ òî÷åê, â
÷àñòíîñòè òîíêîé îáîëî÷êîé èç ñóëüôèäà öèíêà, êîòîðàÿ
ïîñòåïåííî îêèñëÿåòñÿ ïðè õðàíåíèè. Ïîýòîìó äëÿ ïîâû-
øåíèÿ ñòàáèëüíîñòè âîäîðàñòâîðèìûõ êâàíòîâûõ òî÷åê
òàêæå íåîáõîäèìû íîâûå ðàçðàáîòêè â îáëàñòè õèìè÷å-
ñêîãî ñèíòåçà.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêòû 08-04-01350 è 08-04-01379), Ìèíèñòåðñòâà
íàóêè è îáðàçîâàíèÿ ÐÔ (ïðîåêò 02.512.11.2296), ïðàâè-
òåëüñòâà Ìîñêâû (äëÿ È. À. Âîðîáüåâà) è ãðàíòà CRC (îò
Invitrogene, ÑØÀ, äëÿ Í. Ñ. Áàðòåíåâîé).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Îëåéíèêîâ Â. À., Ñóõàíîâà À. Â., Íàáèåâ È. Ð. 2007. Ôëóî-
ðåñöåíòíûå ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû â áèîëîãèè è
ìåäèöèíå. Ðîññèéñêèå íàíîòåõíîëîãèè. 2 (2) : 160—173.

Abrams B., Dubrovsky T. 2007. Quantum dots in flow cytomet-
ry. In: Methods in molecular biology. New York: Humana Press.
374 : 185—203.

Akhtar R. S., Latham C. B., Siniscalco D., Fuccio C.,
Roth K. A. 2007. Immunohistochemical detection with quantum
dots. In: Methods in molecular biology. New York: Humana Press.
374 : 11—28.

Alivasatos A. P., Gu W., Larabell C. 2005. Quantum dots as
cellular probes. Ann. Rev. Biomed. Eng. 7 : 55—76.

Banin U., Bruchez M., Alivasatos A. P., Ha T., Weiss S., Chem-
la D.S. 1999. Evidence for a thermal contribution to emission inter-
mittency in single CdSe/CdS core/shell nanocrystals. J. Chem.
Phys. 110 : 1195—1201.

Barteneva N., Vorobjev I. 2009. The development of multico-
lor panels with quantum dots-conjugated antibodies for diagnostics
of chronic lymphoid leukemia (CLL) by conventional flow cytome-
ter. Nanotechnology (Nanotech-NSTI Proceedings). 2 : 26—28.

Baschong W., Suetterlin R., Laeng R. H. 2001. Control of
autofluorescence of archival formaldehyde-fixed, paraffin-embed-
ded tissue in confocal laser scanning microscopy. J. Histochem. Cy-
tochem. 49 : 1565—1572.

Bentolila L. A., Weiss S. 2006. Single-step multicolor fluores-
cence in situ hybridization using semiconductor quantum dot-DNA
conjugates. Cell Biochem. Biophys. 45 : 59—70.

Biju V., Itoh T., Anas A., Sujith A., Ishikawa M. 2008. Semi-
conductor quantum dots and metal nanoparticles: syntheses, optical
properties, and biological applications. Anal. Bioanal. Chem.
391 : 2469—2495.

Bodo J., Durkin L., Hsi E.D. 2009. Quantitative in situ detecti-
on of phosphoproteins in fixed tissues using quantum dot technolo-
gy. J Histochem. Cytochem. 57 : 701—708.

Bruchez M., Moronne M., Gin P., Weiss S., Alivisatos A.P.
1998. Semiconductor nanocrystals as fluorescent biological labels.
Science. 281 : 2013—2016.

Byers R. J., Di Vizzio D., O’Connell F., Thoulouli E., Leven-
son R. M., Gossard K.,Twomey D., Yang Y., Benedettini E., Rose J.,
Ligon K. L., Finn S. P., Golub T. R., Loda M. 2007. Semiautomated
multiplexed quantum-dot based in situ hybridization and spectral
deconvolution. J. Mol. Diagn. 9 : 20—29.

Caldwell M. L., Moffitt R. A., Liu J., Parry M., Sharma Y.,
Wang M. D. 2008. Simple quantification of multiplexed quantum
dot staining in clinical tissue samples. Conf. Proc. IEEE Eng. Med.
Biol. Soc. 2008 : 1907—1910.

Chan P., Yen T., Frederique R., Gonzalez-Maeso J., Seal-
fon S. C. 2005. Method for multiplex cellular detection of mRNAs
using quantum dot fluorescence in situ hybridization. Nucl. Acid
Res. 33 : e161—e166.

Chattopadhyay P., Perfetto S.P., Yu J., Roederer M. 2010. The
use of quantum dot nanocrystals in multicolor flow cytometry. Wi-
ley Interdiscip. Rev. Nanomed. Nanobiotechnol. 2 : 334—348.

Chattopadhyay P. K., Price D. A., Harper T. F., Betts M. R.,
Yu J., Gostick E., Perfetto S. P., Goepfert P., Koup R. A., De
Rosa S. C., Bruchez M. P., Roederer M. 2006. Quantum dot semi-
conductor nanocrystals for immunophenotyping by polychromatic
flow cytometry. Nature Med. 12 : 972—977.

Chattopadhyay P. K., Yu J., Roederer M. 2007. Application of
quantum dots to multicolor flow cytometry. In: Methods in molecu-
lar biology. New York: Humana Press. 374 : 175—184.

Chen H., Xue J., Zhang Y., Zhu X., Gao J., Yu B. 2009. Comparison
of quantum dots immunofluorescence histochemistry and conventional
immunohistochemistry for the detection of caveolin-1 and PCNA in the
lung cancer tissue microarray. J. Mol. Hist. 40 : 261—268.

Chen Y., Vela J., Htoon H., Casson J.L., Werder D. J., Bussi-
an D. A., Klimov V. I., Hollingsworth J. A. 2008. «Giant» multi-
shell CdSe nanocrystal quantum dots with suppressed blinking. J.
Amer. Chem. Soc. 130: 5026—5027.

Clapp A. R., Medintz I. L., Mauro J. M., Fisher B. R., Bawen-
di M. G., Mattoussi H. 2004. Fluorescence resonance energy trans-
fer between quantum dots donors and dye-labeled protein accep-
tors. J. Am. Chem. Soc. 126 : 301—310.

Dabbousi B.O., Rodriguez Viejo J., Mikulec F.V., Heine J.R.,
Mattoussi H., Ober R., Jensen K.F., Bawendi M.G. 1997.
(CdSe)ZnS core-shell quantum dots: synthesis and optical and
structural characterization of a size series of highly luminescent
materials. J. Phys. Chem. B. 101 : 9463—9475.

Danek M., Jensen K.F., Murray C.B., Bawendi M.G. 1996.
Synthesis of luminescent thin-film CdSe/ZnSe quantum dot compo-
sites using CdSe quantum dots passivated with an overlayer of
ZnSe. Chem. Matter. 8 : 173—180.

Deerinck T. J. 2008. The application of fluorescent quantum
dots to confocal, multiphoton, and electron microscopic imaging.
Toxicol. Pathol. 36 : 112—116.

Deerinck T. J., Giepmans B. N. G., Smarr B. L., Martone M. E.,
Ellisman M. H. 2007. Light and electron microscopic localization
of multiple proteins using Quantum dots. In: Methods in molecular
biology. New York: Humana Press. 374 : 43—53.

Ferri G. L., Gaudio R. M., Castello I. F., Berger P., Giro G.
1997. Quadruple immunofluorescence: a direct visualization me-
thod. J. Histochem. Cytochem. 45 : 155—158.

Fountaine T. J., Wincovitch S. M., Geho D. H., Garfield S. H.,
Pittaluga S. 2006. Multispectral imaging of clinically relevant cel-
lular targets in tonsil and lymphoid tissue using semiconductor qu-
antum dots. Modern Pathology. 19 : 1181—1191.

Giepmans B. N., Deerinck T. J., Smarr B. L., Jones Y. Z., Ellis-
man M. H. 2005. Correlated light and electron microscopic imaging
of multiple endogenous proteins using quantum dots. Nature Me-
thods. 10 : 743—749.

Hadrup S. R., Bakker A. H., Shu C. J., Andersen R. S., van Ve-
luw J., Hombrink P., Castermans E., Thor Straten P., Blank C., Ha-
anen J.B., Heemskerk M.H., Schumacher T.N. 2009. Parallel detec-
tion of antigen-specific T-cell responses by multidimensional enco-
ding of MHC multimers. Nature Methods. 6 : 520—526.

Hadrup S. R., Schumacher T. N. 2010. MHC-based detection
of antigen-specific CD8+ T cell responses. Cancer Immunol. Im-
munother. 59 : 1425—1433.

He H., Qian H. F., Dong C. Q., Wang K. L., Ren J. C. 2006.
Single nonblinking CdTe quantum dots synthesized in aqueous thi-
opropionic acid. Angew. Chem. 118 : 7750—7753.

Hines M. A., Guyot-Sionnest P. 1996. Synthesis and characteri-
zation of strongly luminescing ZnS-capped CdSe nanocrystals. J.
Phys. Chem. 100 : 468—471.

Ôëóîðåñöåíòíûå ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû â ìèêðîñêîïèè è öèòîìåòðèè 401



Hohng S., Ha T. 2004. Near-complete suppression of quantum
dot blinking in ambient conditions. J. Amer. Chem. Soc. 126 :
1324—1325.

Howarth M., Liu W., Puthenveetil S., Zheng Y., Marshall L. F.,
Schmidt M. M., Wittrup K. D., Bawendi M. G., Ting A. Y. 2008.
Monovalent, reduced-size quantum dots for imaging receptors on
living cells. Nature Methods. 5 : 397—399.

Ibanez-Peral R., Bergquist P. L., Walter M. R., Gibbs M., Gol-
dys E. M., Ferrari B. 2008. Potential use of quantum dots in flow
cytometry. Int. J. Mol. Sci. 9 : 2622—2638.

Ioannou D., Tempest H. C., Skinner B. M., Thornhill A. R., El-
lis M., Griffin D. K. 2009. Quantum dots as new-generation fluo-
rochromes for FISH: an appraisal. Chromosome Research. 17 :
519—530.

Jaiswal J. K., Goldman E. R., Mattoussi H., Simon S. M. 2004.
Use of quantum dots for live cell imaging. Nature Methods.
1 : 73—78.

Kampani K., Quann K., Ahuja J., Wigdahl B., Khan Z. K.,
Jain P. 2007. A novel high throughput quantum dot-based fluores-
cence assay for quantitation of virus binding and attachment. J. Vi-
rol. Methods. 141 : 125—132.

Kapoor V., Hakim F. T., Rehman N., Gress R. E., Tel-
ford W. G. 2009. Quantum dots termal stability improves simulta-
neous phenotype-specific telomere length measurement by FISH-
flow cytometry. J. Immunol. Methods. 344 : 6—14.

Kingeter L. M., Schaefer B. C. 2009. Expanding the multicolor
capabilities of basic confocal microscopes by employing red and
near-infrared quantum dot conjugates. BMC Biotechnology. 9 : 49.

Knoll J. H. M. 2007. Human metaphase chromosome FISH
using quantum dot ñonjugates. In: Methods in molecular biology.
New York: Humana Press. 374 : 55—66.

Krenacs T., Laszik Z., Dobo E. 1989. Application of immuno-
gold-silver staining and immunoenzymatic methods and multiple
labeling of human pancreatic Langerhans islet cells. Acta histoc-
hem. 85 : 79—85.

Kuno M., Fromm D. P., Hamann H. F., Gallagher A., Ne-
sbitt D. J. 2000. Nonexponential «blinking» kinetics of single CdSe
quantum dots: a universal power law behavior. J. Chem. Phys.
112 : 3117—3120.

Lee S. F., Osborne M. A. 2009. Brightening, blinking, bluing
and bleaching in the life of quantum dot: friend or foe? Chem. Phys.
Chem. 10 : 2174—2191.

Lidke D. S., Nagy P., Jovin T. M., Arndt-Jovin D. J. 2007. Bio-
tin-ligand complexes with streptavidin quantum dots for in vivo cell
labeling of membrane receptors. In: Methods in molecular biology.
New York: Humana Press. 374 : 69—79.

Liu C., Miller P. D., Henstrom W. L., Gibson J. M. 2000. Tran-
smission electron microscopy of semiconductor quantum dots. J.
Microscopy. 199 : 130—140.

Liu J., Lau S. K., Varma V. A., Moffitt R. A., Caldwell M.,
Liu T., Young A. N., Petros J. A., Osunkoya A. O., Krogstad T., Le-
yland-Jones B., Wang M. D., Nie S. 2010a. Molecular mapping of
tumor heterogeneity on clinical tissue specimens with multiplexed
quantum dots. ACS Nano. 4 : 2755—2765.

Liu J., Lau S. K., Varma V. A., Kairdolf B. A., Nie S. 2010b.
Multiplexed detection and characterization of rare tumor cells in
Hodgkin’s lymphoma with multicolor quantum dots. Anal. Chem.
82 : 6237—6243.

Ma L., Wu S. M., Huang J., Ding Y., Pang D. W., Li L. 2008.
Fluorescence in situ hybridization (FISH) on maze metaphase chro-
mosomes with quantum dot-labeled DNA conjugates. Chromoso-
ma. 117 : 181—187.

Michalet X., Pinaud F. F., Bentolila L. A., Tsay J. M., Doo-
se S., Li J. J., Sundaresan G., Wu A.M., Gambhir S.S., Weiss S.
2005. Quantum dots for live cells, in vivo imaging, and diagnostics.
Science. 307 : 538—544.

Murray C. B., Norris D. J., Bawendi M. G. 1993. Synthesis
and characterization of nearly monodisperse CdE (E-sulphur, sele-
nium, tellurium) semiconductor nanocrystallites. J. Amer. Chem.
Soc. 115 : 8706—8715.

Ness J. M., Akhtar R. S., Latham C. B., Roth K. A. 2003. Com-
bined tyramide signal amplification and quantum dots for sensitive

and photostable immunofluorescence detection. J. Histochem. Cy-
tochem. 51 : 981—987.

Neuhauser R. G., Shimizu K. T., Woo W. K., Empedocles S. A.,
Bawendi M. G. 2000. Correlation between fluorescence intermitten-
cy and spectral diffusion in single semiconductor quantum dots.
Phys. Rev. Lett. 85 : 3301—3304.

Nida D. L., Rahman M. S., Carlson K. D., Richards-Kortum R.,
Follen M. 2005. Fluorescent nanocrystals for use in early cervical
cancer detection. Gynecol. Oncol. 99 : S89—S94.

Nirmal M., Dabbousi B. O., Bawendi M. G., Macklin J. J., Tra-
utman J. K., Harris T. D., Brus L. E. 1996. Fluorescence intermit-
tency in single cadmium selenide nanocrystals. Nature. 383 : 802—
804.

Nisman R., Dellaire G., Ren Y., Li R., Bazett-Jones D.P. 2004.
Application of quantum dots as probes for correlative fluorescence,
conventional, and energy-filtered transmission electron microsco-
py. J. Histochem. Cytochem. 52 : 13—18.

Norris D. J., Sacra A., Murray C. B., Bawendi M. G. 1994.
Measurement of the size dependent hole spectrum in CdSe quantum
dots. Phys. Rev. Lett. 72 : 2612—2615.

Panchuk-Voloshina N., Haugland R.P., Bishop-Stuart J., Bhal-
gat M.K., Millard P.J., Mao F., Leung W-J., Haughland R.P. 1999.
Alexa dyes, a series of new fluorescent dyes that yield exceptional-
ly bright, photostable conjugates. J. Histochem. Cytochem.
47 : 1179—1188.

Pathak S., Choi S. K., Arnheim N., Thompson M. E. 2001. Hyd-
roxylated quantum dots as luminescent probes for in situ hybridiza-
tion. J. Amer. Chem. Soc. 123 : 4103—4104.

Perfetto S. P., Chattopadhyay P., Roederer M. 2004. Sevente-
en-colour flow cytometry: unravelling the immune system. Nat.
Rev. Immunol. 4 : 648—655.

Sotnikov I., Jaron S., Konopleva M., O’Brien S., Andreeff M.,
Hillabrant J., Manis J., Brown J., Vorobjev I., Barteneva N. 2010.
QDot nanocrystals in intracellular flow: Zap-70, Ki-67 and five-co-
lors fluorophores panel. Nanotechnology (Nanotech-NSTI Procee-
dings). 3 : 424—427.

Stierhof Y. D., El Kasmi F. 2010. Strategies to improve the an-
tigenicity, ultrastructure preservation, and visibility of trafficking
compartments in Arabidopsis tissue. Eur. J. Cell Biol.. 89 : 285—
297.

Sukhanova A., Venteo L., Cohen J. H. M., Pluot M., Nabiev I.
2006. Nano-biocaptures for research and diagnostics in inflammati-
on diseases and cancer. Ann. Pharm. Franñ. 64 : 125—134.

Sukhanova A., Venteo L., Devy J., Artemyev M., Oleinikov V.,
Pluot M., Nabiev I. 2002. Highly stable fluorescent nanocrystals as
a novel class of labels for immunohistochemical analysis of paraf-
fin-embedded tissue sections. Lab. Invest. 82 : 1259—1261.

Sweeney E., Ward T. H., Gray N., Womack C., Jayson G., Hug-
hes A., Dive C., Byers R. 2008. Quantitative multiplexed quantum
dot immunochemistry. Biochem. Biophys. Res. Commun. 374 :
181—186.

Tholouli E., Hoyland J. A., Di Vizio D., O’Connell F., Macder-
mott S. A., Twomey D., Levenson R., Yin J. A., Golub T. R.,
Loda M. K., Byers R. 2006. Imaging of multiple mRNA targets
using quantum dot based in situ hybridization and spectral deconvo-
lution in clinical biopsies. Biochem. Biophys. Res. Commun.
348 : 628—636.

Tokomasu F., Dvorak J. 2003. Development and application of
quantum dots for immunocytochemistry of human erythrocytes. J.
Microscopy. 211 : 256—261.

Velthius J. H., Unger W. W., Abreu J. R., Duinkerken G., Fran-
ken K., Peakman M., Bakker A. H., Reker-Hadrup S., Keymeu-
len B., Drijfhout J. W., Schumacher T. N., Roep B.O. 2010. Simul-
taneous detection of circulating autorective CD8+ T-cells specific
for different islet cell-associated epitopes using combinatorial
MHC multimers. Diabetes. 59 : 1721—1730.

Williams Y., Byrne S., Bashier M., Davies A., Whelan A., Gun’-
ko Y., Kelleher D., Volkov Y. 2008. Comparison of three cell fixati-
on methods for high content analysis assays utilizing quantum dots.
J. Microscopy. 232 : 91—98.

Wu X., Liu H., Liu K. N., Haley J. A., Treadway J. A., Lar-
son J. P., Ge N., Peale F., Bruchez M. P. 2003. Immunofluorescent

402 È. À. Âîðîáüåâ, Å. Ï. Ðàôàëîâñêàÿ-Îðëîâñêàÿ è äð.



labeling of cancer marker Her2 and other cellular targets with semi-
conductor quantum dots. Nature Biotechnol. 21 : 41—46.

Wu Y., Campos S. K., Lopez G. P., Ozbun M. A., Sklar L. A.,
Buranda T. 2007. The development of quantum dot calibration be-
ads and quantitative multicolor bioassays in flow cytometry and
microscopy. Anal. Biochem. 364 : 180—192.

Xiao Y., Barker P. E. 2004. Semiconductor nanocrystal probes
for human metaphase chromosomes. Nucl. Acids Res. 32 : e28.

Xiao Y., Gao X., Gannot G., Emmert-Buck M. R., Srivastava S.,
Wagner P. D., Amos M. D., Barker P. E. 2008. Quantitation
of HER2 and telomerase biomarkers in solid tumors with IgY anti-
bodies and nanocrystal detection. Int. J. Cancer. 122 : 2178—
2186.

Xing Y., Chaudry Q., Shen C., Kong K. Y., Zhau H. E.,
Chung L. W., Petros J. A., O’Regan R. M., Yezhelyev M. V., Si-
mons J. W., Wang M. D., Nie S. 2007. Bioconjugated quantum dots
for multiplexed and quantitative immunohistochemistry. Nature
Protocols. 2 : 1152—1165.

Xing Y., Smith A. M., Agrawal A., Ruan G., Nie S. 2006. Mole-
cular profiling of single cancer cells and clinical tissue specimens
with semiconductor quantum dots. Inter. J. Nanomedicine. 1 :
473—481.

Zahavy E., Heleh-Shabtai V., Zafrani Y., Marciano D., Yitzha-
ki S. 2010. Application of fluorescent nanocrystals (q-dots) for the
detection of pathogenic bacteria by flow cytometry. J. Fluoresc.
20 : 389—399.

Zhang H., Sachdev D., Wang C., Hubel A., Gaillard-Kelly M.,
Yee D. 2009. Detection and downregulation of type I IGF receptor
expression by antibody-conjugated quantum dots in breast cancer
cells. Breast Cancer Res. Treat. 114 : 277—285.

Zhu X., Duan D., Madsen S., Publicover N. G. 2010. Compati-
bility of quantum dots with immunobuffers, and its effect on sig-
nal/background of quantum dot-based immunoassay. Anal. Bioa-
nal. Chem. 396 (3) : 1345—1353.

Ïîñòóïèëà 6 XII 2010

APPLICATIONS OF FLUORESCENT SEMICONDUCTOR NANOCRYSTALS IN MICROSCOPY

AND CYTOMETRY

I. A. Vorobjev,1, 2 E. P. Rafalovskaya-Orlovskaya,2 A. A. Gladkih,2 D. M. Potashnikova,2 N. S. Barteneva3, 4

1 A. N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Moscow State University,
2 Russian Hematology Scientific Center, Moscow,

3 Immune Disease Institute and Program in Cellular and Molecular Medicine at Children’s Hospital and
4 Department of Pathology, Harvard Medical School, Boston, MA, USA;

e-mail: ivorobjev@mail.ru

Quantum dots (QD) nanocrystals consisting of CdSe core with ZnS shell are a novel class of fluorophores
with tremendous potential in microscopy and cytometry techniques. The unique optical features of Qdots, name-
ly, high photostability and extinction coefficient, wide absorption and narrow emission spectra, and large Stokes
shift make them desirable fluorescent tags for diverse biomedical applications. Applications of this novel tech-
nology in microscopy and cytometry produce reliable multicolor specimens due to increased photostability, abi-
lity for multiplexing and narrow emission spectra of nanocrystals. QD conjugates are available on the market
and could be prepared in the laboratory. This paper describes the application of QD-conjugates for immunophe-
notyping and FISH assessment of cells and tissues, and the requirements for microscope and flow cytometer re-
engineering for successful use of QD in multiplex fluorescent format. Despite the considerable progress, impor-
tant methodological issues still need to be solved in terms of QD nanocrystals’ size, heterogeneity, functionali-
zation and stability of their conjugates. We discuss practical approaches and challenges that need to be
addressed to make QD immunostaining a standard method in biology.
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