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摘要　为了研究ＣｄＳｅ／ＣｄＳ／ＺｎＳ荧光量子点的生殖毒性，通过建立雌性昆明小鼠卵母细胞体外培养成熟体系，将量子点

加入到卵母细胞培养液，使其浓度为２８．９０ｎｍｏｌ／Ｌ，于３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２和饱和湿度下分别培养４，８和２０ｈ，

观察卵母细胞形态并在相差荧光显微镜下拍照统计。实验结果表明，在该剂量量子点作用下，随培养时间延长，进入颗粒

细胞的量子点增加，并累积于细胞膜附近，但未发现量子点进入卵母细胞内部，激光共聚焦荧光显微镜的高分辨率层析图

证明了该结论。在该剂量量子点作用２０ｈ后，量子点虽未进入卵母细胞，但卵母细胞的成熟率显著下降。
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１１期 王晓梅等：　ＣｄＳｅ／ＣｄＳ／ＺｎＳ量子点对体外培养成熟卵母细胞的侵入性研究

１　引　　言

随着纳米科学和分子生物学的迅速发展，纳米

技术和生物分子靶向技术相结合，使人类有可能在

分子水平选择性修复发生突变的疾病细胞［１～４］，其

基本原理是：纳米尺度的颗粒［如量子点（ＱＤｓ）、氧

化铁纳米晶体、金纳米颗粒等］具有块材料所不具备

的特殊结构、光学或电磁特点［５～７］。当与疾病靶向

配体相连时，可以靶向定位到疾病特异性蛋白，并在

病症部位发生富集。在３～５０ｎｍ范围，纳米颗粒

具有很大的比表面积，可在其表面修饰功能基团，与

多种用于诊断（如光学、放射线及电磁成像）和治疗

（抗癌、抗艾滋病药物）的分子结合形成共轭物。因

此，使用纳米颗粒可以在细胞甚至分子水平探测诱

发疾病的基因缺失、细胞功能异常等，并通过临床介

入手段在它们发展之前就进行修正，达到治疗和诊

断目的［８～１０］。

在这些研究中，应用最广泛的纳米颗粒是

ＱＤｓ，也称半导体纳米微晶体，是一种由ＩＩＶＩ或

ＩＩＩＶ族元素组成的纳米颗粒，目前应用较多的

ＱＤｓ是以ＣｄＳｅ，ＣｄＴｅ等为核，ＺｎＳ，ＺｎＳｅ，ＺｎＴｅ等

为壳的核／壳结构的纳米颗粒。由于粒径很小（２～

１０ｎｍ），ＱＤｓ内部电子在各方向上的运动都受到局

限，所以量子局限效应特别显著，导致类似原子的不

连续电子能阶结构。与传统的有机染料和荧光蛋白

相比，ＱＤｓ优势明显：发射光谱窄、吸收光谱宽、荧

光强度高、稳定性好、抗光漂白性好和荧光寿命长

等［１１］。１９９８年美国Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ大学Ａｌｉｖｉｓａｔｏｓ小组

和Ｅｍｏｒｙ大学的Ｎｉｅ小组
［１２，１３］在同一期《科学》期

刊上发表论文，第一次将 ＱＤｓ引入生物医学领域，

随后，ＱＤｓ被广泛应用于细胞标记、药物运输、靶分

子追踪、脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）编码识别、多色多分

子成像和肿瘤活体成像等方面，为科研人员提供了

最直观的诊断和治疗方法［１４，１５］。

随着ＱＤｓ在生物医学领域的广泛应用，纳米颗

粒的环境毒性和生物毒性也越来越受到人们的关

注［１６］。尽管ＱＤｓ用做生物标记的量可能远小于毒

理学实验染毒的剂量，但由于ＱＤｓ结构的多样性和

生物样品的复杂性，使人们对所得数据难以综合比

较和分析，无法对ＱＤｓ的毒性以及毒性产生机理给

出准确的评价。ＱＤｓ的长期毒性和短期毒性对生

物体的行为干扰有何不同？ＱＤｓ的应用是否会影

响后代的生殖发育及其遗传特性？ＱＤｓ最终是否

可以实现安全的临床应用？这一系列的问题的回答

都需要深入开展ＱＤｓ的毒性研究。

本文以卵母细胞为研究对象，建立卵母细胞体外

培养成熟体系，将 ＣｄＳｅ／ＣｄＳ／ＺｎＳ双壳型ＱＤｓ加入

该体系，利用相差显微镜和共聚焦显微镜对结果进行

观察和统计，从细胞层面研究ＱＤｓ对体外培养成熟

过程中卵母细胞的侵入性及其对卵母细胞成熟率的

影响，进而为ＱＤｓ的临床应用提供生物安全佐证。

２　材料与方法

２．１　试剂

孕马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ）与人绒毛膜促性

腺激素（ＨＣＧ）为宁波市激素制品有限公司产品；胎牛

血清（ＦＢＳ）为上海生工生物工程有限公司产品；细胞

培养基 Ｍ２，Ｍ１６，矿物油，羟乙基呱嗪乙硫磺酸

（ＨＥＰＥＳ），透明质酸酶为Ｓｉｇｍａ公司（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，

ＵＳＡ）产品。所有试剂未进行进一步纯化处理。

２．２　培养基

卵母细胞分离培养液成分：αＭＥＭ＋５％ＦＢＳ＋

２００ＩＵ·ｍＬ－１青霉素＋２００ＩＵ·ｍＬ－１链霉素＋２０ｍｍｏｌ·

Ｌ－１ＨＥＰＥＳ，其中５％为体积分数，ＩＵ为国际单位。卵

母细胞收集培养液为Ｍ２。

卵母细胞体外成熟培养液成分：Ｍ１６和 ＴｙＨ

（Ｔｏｙｏｄａ）。

２．３　未成熟卵母细胞体外培养成熟技术

健康４～６周龄无特定病原体（ＳＰＦ）级雌性昆明

小白鼠（以下简称ＫＭ小鼠）由广东省医学动物实验

中心提供（动物质量合格证２００５Ａ０１０）。颗粒饲料喂

养每只１０～２０ｇ／ｄ，自由饮水，动物房温度１８℃～

２５℃，湿度５０％～７０％。每只鼠腹腔注射１０ＩＵ

ＰＭＳＧ４８ｈ后，脱臼处死取卵巢，体视显微镜下刺破

卵巢，挑选未成熟卵母细胞，在培养液滴中洗３次后，

转移到事先预热的培养液滴中，在３７℃，体积分数为

５％的ＣＯ２ 和饱和湿度下体外成熟培养２０ｈ。

２．４　犆犱犛犲／犆犱犛／犣狀犛犙犇狊制备

实验中所用 ＱＤｓ是在ＣｄＳｅ的核上生长双壳

ＣｄＳ／ＺｎＳ，详细制备过程参考文献［１７～１９］。

简单来讲，将 Ｃｄ，Ｚｎ和 Ｓ按摩尔比１∶３∶４

（０．５ｍｍｏｌＣｄ，１．５ｍｍｏｌＺｎ，２ｍｍｏｌＳ）混合置于

１０ｍＬ２８０℃的油酸中反应。由于ＣｄＳｅ与ＣｄＳ的

晶格匹配较 ＣｄＳｅ与 ＺｎＳ的好，ＣｄＳ优先生长在

ＣｄＳｅＱＤｓ的表面，ＣｄＳ层可以使ＺｎＳ更紧密地包

裹在核上，外壳是均匀外延生长的，最终会完全包覆

ＣｄＳｅ核。加入乙醇并离心，可以将ＱＤｓ分离出来，

ＱＤｓ沉淀物可以在有机溶剂中重新分散。采用了

Ｊｉａｎｇ等
［２０］的方法完成对 ＱＤｓ的水相转换：首先用

１３７２
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水相相容性表面活化剂巯基十一酸（ＭＵＡ）替换存

在于ＱＤｓ表面的憎水性表面分子，然后将其溶解于

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）；接下来，赖氨酸被交联到

ＭＵＡ的羧基，在ＱＤｓ外围形成一个有机壳膜。这

种赖氨酸包裹的ＱＤｓ可以作为一种多功能平台，与

生物分子共轭耦联。

２．５　主要仪器

实验 中 使 用 的 主 要 仪 器 有：ＣＯ２ 培 养 箱

（ＱＷＪ７００ＳＶＢＡ，美国ＣｅｌｌＳｔａｒ公司）；荧光分光光

度计（ＬＳ４５，美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）；倒置相差荧

光显微镜（ＢＨ２ＲＦＬＴ３，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；激

光扫描共聚焦显微镜（ＴＣＳＰＣ２，德国Ｌｅｉｃａ公司）。

３　结果与讨论

３．１　犆犱犛犲／犆犱犛／犣狀犛的光谱特性

ＱＤｓ为赖氨酸包裹的 ＣｄＳｅ／ＣｄＳ／ＺｎＳ水溶性

ＱＤｓ，直径约为６．２ｎｍ，荧光的发射谱为约６４５ｎｍ

的红光，如图１所示。

图１ ＣｄＳｅ／ＣｄＳ／ＺｎＳＱＤｓ的光谱特性

Ｆｉｇ．１ ＳｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣｄＳｅ／ＣｄＳ／ＺｎＳＱＤｓ

３．２　体外培养卵母细胞体系的建立

将取出的卵母细胞在相差显微镜下拍照，观察

不同时间正常卵母细胞发育及成熟卵母细胞的形

态。发现大部分刚取出的未成熟卵母细胞外面包裹

２～３层颗粒细胞，如图２（ａ）所示。培养２０ｈ后，用

透明质酸酶去除卵丘细胞后，清楚地看到卵母细胞

没有发生生发泡破裂（ＧＶＢＤ），如图２（ｂ）所示。延

长培养时间，卵母细胞会进入ＧＶＢＤ期［图２（ｃ）］，

最终排出第一极体（ｆＰＢ）［图２（ｄ）］，此时卵母细胞

的尺寸和体内发育成熟的卵母细胞的尺寸与形态完

全一致，该结果表明，昆明小鼠的未成熟卵母细胞可

以在体外正常发育成熟，并排出ｆＰＢ。

３．３　犙犇狊的侵入性

图３为从 ＫＭ 小鼠卵巢分离出的未成熟卵母

图２ 卵母细胞成熟前后变化。（ａ）未成熟卵母细胞，（ｂ）

培养２０ｈ后卵母细胞，（ｃ）卵母细胞发生 ＧＶＢＤ，

（ｄ）卵母细胞发生ＧＶＢＤ，并排出了ｆＰＢ，发育成熟

Ｆｉｇ．２ Ｓｉｍｐｌｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｅｓｏｆｏｏｃｙｔｅｓ．ｏｏｃｙｔｅｓ

（ａ）ｄｉｓｓｅｃｔｅｄｆｒｏｍｏｖａｒｙａｎｄｉｍｍａｔｕｒｅｄ，（ｂ）ｓｔｉｌｌ

ｉｍｍａｔｕｒｅｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏｆｏｒ２０ｈ，

　　　　（ｃ）ＧＶＢＤ，（ｄ）ｆＰＢ，ｍａｔｕｒｅ

图３ ＱＤｓ对卵母细胞的侵入性

Ｆｉｇ．３ ＩｎｖａｓｉｏｎｏｆＱＤｓｆｏｒｏｏｃｙｔｅｓｉｎｖｉｔｒｏ

细胞经ＱＤｓ作用（实验组，左侧一列）和经普通培养

液作用（对照组，右侧一列）不同时间（４，８和２０ｈ）
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后，由共聚焦显微镜拍摄到的显微图。可见，从形态

和尺寸上来看，实验组和对照组卵母细胞差别不大，

但作用４ｈ后，实验组的卵母细胞就与颗粒细胞分

离，作用２０ｈ后，在卵母细胞周围甚至看不到颗粒

细胞；而对照组的颗粒细胞则一直包裹在卵母细胞

周围；此外，ＱＤｓ主要富集在颗粒细胞中，随培养时

间的延长，进入颗粒细胞的 ＱＤｓ增加，而卵母细胞

中则无ＱＤｓ，可推测，ＱＤｓ与未成熟卵母细胞共培

养时，ＱＤｓ主要被包裹在卵母细胞周围的颗粒细胞

吞噬，而未进入卵母细胞内。

结合卵母细胞的生理结构和激光共聚焦扫描显

微镜的结果，可以认为，颗粒细胞、透明带和卵母细

胞膜在卵母细胞外形成多重保护屏障，阻挡ＱＤｓ进

入卵母细胞内。大量的颗粒细胞包裹在卵母细胞周

围，而修饰了赖氨酸的 ＱＤｓ容易被颗粒细胞吞噬，

因此ＱＤｓ在颗粒细胞层遇到了第一层阻挡；透明带

是卵母细胞周围的一层特殊结构，具有强烈的排斥

外侵入物的特性，使得 ＱＤｓ很难穿透过去；而卵母

细胞的细胞膜，则是它的最后一条防线，将外源性物

质拒绝在外。

３．４　犙犇狊对卵母细胞成熟率的影响

选用状态良好的未成熟卵母细胞［如图２（ａ）］

进行体外培养，在２８．９ｎｍｏｌ／Ｌ浓度 ＱＤｓ下培养

２０ｈ后，对卵母细胞的成熟率进行了计算。

犚Ｍ ＝
犖Ｍ

犖Ｔ

×１００％， （１）

式中犚Ｍ 是成熟率，犖Ｍ 是成熟卵数目，犖Ｔ 是总的

体外培养的卵数目。成熟卵是指卵母细胞经 ＨＣＧ

刺激发生ＧＶＢＤ，最后排出ｆＰＢ的卵。图４给出了

ＱＤｓ对体外培养卵母细胞成熟率影响的统计结果，

其中对照组为无ＱＤｓ处理的卵母细胞的体外成熟

率（狀＝２６５），实验组为浓度为２８．９０ｎｍｏｌ／Ｌ的

ＱＤｓ处理过的卵母细胞体外成熟率（狀＝１６７）。

虽然ＱＤｓ未进入卵母细胞，但由图４可见，卵

母细胞的成熟率明显下降，根据卵母细胞的生理结

构和功能，分析可能的原因有３点：１）颗粒细胞负责

卵母细胞的给养和代谢，大量外源性的ＱＤｓ被颗粒

细胞吞噬，必然造成颗粒细胞的功能发生阻滞或异

常，从而引起卵母细胞的发育异常或停滞；２）ＱＤｓ

具有巨大的比表面积，有很强的吸附性，进入卵母细

胞体外培养成熟体系后，势必改变细胞的渗透平衡，

从而减缓甚至阻止了卵母细胞的成熟进程。３）在该

浓度ＱＤｓ作用下，虽然未观察到 ＱＤｓ进入卵母细

胞，但作用２０ｈ后，可能有很少量的ＱＤｓ由于表面

晶格缺陷，发生重金属泄漏，从而造成卵母细胞发育

停止。基于这一推论，认为ＱＤｓ的表面修饰对于降

低ＱＤｓ生物毒性具有重要作用，如果用生物相容性

膜将ＱＤｓ包裹，将可能减少 ＱＤｓ在生物环境中泄

漏重金属的可能，接下来将从这方面入手，开展

ＱＤｓ表面包覆材料的生殖毒性研究。

图４ ＱＤｓ对体外培养卵母细胞成熟率的影响

Ｆｉｇ．４ ＥｆｆｅｃｔｏｆＱＤｓｏｎｏｏｃｙｔｅｓｍａｔｕｒａｔｉｏｎｒａｔｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

４　结　　论

从目前ＱＤｓ的应用和发展趋势来看，在未来的

５～１０年里，ＱＤｓ必将渗透到生物医学基础研究领域

的各个方面，并在临床诊断发挥作用。而在此之前，

首先要研究的问题就是：ＱＤｓ本身是否安全以及如何

安全使用ＱＤｓ？免疫毒性、神经毒性、生殖毒性等都

是不容回避的难题。这里以生殖影响的最终靶

点 卵母细胞为研究对象，建立卵母细胞体外培养

成熟体系，并在该体系上研究ＱＤｓ在细胞层面的生

殖毒性。实验结果表明，在浓度为２８．９ｎｍｏｌ／ＬＱＤｓ

作用下，随培养时间延长，进入颗粒细胞的 ＱＤｓ增

加，并累积于颗粒细胞膜附近，但未发现ＱＤｓ进入卵

母细胞内部，激光共聚焦荧光显微镜的高分辨率层析

图证明了该结论。在该剂量ＱＤｓ作用２０ｈ后，ＱＤｓ

虽未进入卵母细胞，但卵母细胞的成熟率为３０．５４％，

与对照组（６５．２８％）相比，发生显著下降。

然而，ＱＤｓ是否能进入活体动物卵巢，是否影

响卵母细胞成熟以及是否会影响卵母细胞的激素水

平，是研究ＱＤｓ生殖毒性在活体小动物、细胞及分

子３个层面上的问题，是全面系统把握ＱＤｓ生殖毒

性作用机理的３个方面，这里仅从细胞水平进行了

研究，未来将进一步开展动物实验，并结合生化检测

手段分析激素水平。
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