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摘要　利用水相法制备ＣｄＴｅ量子点，在不同细胞培养基及不同ｐＨ值环境中对其进行了稳定性表征，研究了量子

点对 ＨｅＬａ细胞增殖抑制率的影响，而后利用耦联转铁蛋白的量子点对 ＨｅＬａ细胞进行了靶向性标记，最后将量子

点与葡聚糖耦联，通过透明背脊皮翼视窗观察其在血管内的动态过程。结果表明：合成的量子点发射谱峰值为

６６０ｎｍ，在ＤＭＥＭ和 Ｍ１６４０细胞培养基中具有良好稳定性，当缓冲液ｐＨ值由５升高到１３时，量子点荧光强度先

升高后下降；量子点浓度为１３μｇ／ｍＬ时，ＨｅＬａ细胞存活率高于８０％；耦联转铁蛋白的量子点对ＨｅＬａ细胞靶向作

用明显；可观察到耦联葡聚糖的量子点在小鼠血管中的动态运动。该研究表明合成的量子点可成功用于活体

成像。
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１　引　　言

量子点（ＱＤ），又称为纳米晶，是一种纳米级别

的半导体结晶颗粒，一般由ⅡⅥ族（ＣｄＴｅ，ＣｄＳｅ，

ＺｎＳ，ＺｎＳｅ等）、ⅢⅤ族（ＧａＡｓ，ＧａＮ，ＩｎＰ，ＩｎＡｓ等）

或ⅣⅥ族（ＰｂＳｅ）元素组成。由于其三维尺度均为

１～１００ｎｍ，介于原子和宏观物体之间，因此表现出

独特的光学性质［１，２］：量子点荧光强度高，具有比传

统有机染料大１０～５０倍的摩尔消光系数；根据需

要，易于合成不同发射谱的量子点；量子点的斯托克

斯频移可以达到３００～４００ｎｍ，便于成像信号探测；

吸收谱宽，发射谱窄，有利于开展生物样品多色标

记；抗光漂白，荧光寿命长，便于长时间活体成像。

自１９９８年 Ｃｈａｎ等
［３］和Ｂｒｕｃｈｅｚ等

［４］同时在

犛犮犻犲狀犮犲上报道了量子点在细胞及组织标记成像中

的研究结果后，量子点的应用便开始由物理化学向

生物医学领域进军。但由于此前合成的量子点都在

有机相环境中合成，水溶性差，毒性高，合成过程复

杂，因此限制了其在生物医学领域中的应用。而同

在１９９８年，Ｇａｏ等
［５］以 ＴＧＡ作为稳定剂，制备出

水溶性的具有高量子产率和良好稳定性的ＣｄＴｅ量

子点，使量子点在生物医学领域内的应用开辟了新

的篇章。近来，关于量子点在生物医学领域应用的

深入研究越来越多［６］。

基于透明背脊皮翼视窗的光学成像系统具有微

创、实时、动态和原位观察等［７］众多优点，能够同时

实现肿瘤分子、细胞、组织层面的成像［８］，为进行肿

瘤诊断、抗肿瘤药物和肿瘤部位微血管的研究，人们

将量子点与透明背脊皮翼视窗结合，推动了肿瘤的

研究进展。２００７年，Ｔａｄａ等
［９］将量子点与 ＨＥＲ２

耦联，用共聚焦显微镜观察记录了耦联量子点从血管

溢出到靶向到肿瘤细胞表面及积聚在细胞间隙的过

程，验证了量子点用于肿瘤诊断和载药研究的可能。

为继续深入研究量子点结合透明背脊皮翼视窗在

肿瘤研究中的应用，本文首先合成了水溶性的ＣｄＴｅ量

子点，验证了其在不同培养基及ｐＨ 值环境中的稳

定性，而后将其与转铁蛋白（Ｔｆ）耦联，进行了细胞

靶向实验，最后将葡聚糖与量子点耦联，并将耦联体

通过尾静脉注射的方式使其进入血管，利用显微镜

实时观察了其在视窗血管内的动态变化。

２　实验材料与方法

２．１　实验材料

Ｔｅ粉（纯度９９＋％）、Ｌ半胱氨酸（９８％）、

ＣｄＣｌＯ４·６Ｈ２Ｏ（９９％）、ＮａＢＨ４（９９％）、哌嗪二甲基

磺酸（ＰＩＰＥ）、转铁蛋白 ｈｕｍａｎ（９７％），葡聚糖

７００００（Ｄｅｘｔｒａｎ）、４２甲氨基吡啶（ＤＭＡＰ）、Ｎ、Ｎ′

二琥珀酰亚胺基碳酸酯 （ＤＳＣ）和二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）均购自广州百灵威科技有限公司；胎牛血

清、Ｍ１６４０培养基和噻唑蓝（ＭＴＴ）购自深圳库源生

物科技有限公司；健康４周龄雄性Ｂａｌｂ／Ｃ小鼠和雄

性Ｂａｌｂ／Ｃ裸鼠购自广东省医学实验动物中心，许可

证号ＳＣＸＫ（粤）２００８００；人子宫颈癌细胞系 ＨｅＬａ

细胞由深圳大学医学院培养。

２．２　实验仪器

实验仪器主要包括：荧光分光光度计（Ｈｉｔａｃｈｉ，

Ｆ４６００）、紫 外 可 见 分 光 光 度 计 （ＢＥＣＫＭＡＮ

ＣＯＵＬＴＥＲ，ＤＵ７２０）、全 自 动 倒 置 荧 光 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＩＸ８１）、体视显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＳＺＸ１６）、

ｐＨ 计 （ＭＥＴＴＬＥＲ，ＤＥＬＴＡ３２０）、酶标仪 （ＢＩＯ

ＲＡＤ，ｉＭＡＲＫ）。

２．３　实验方法

２．３．１　量子点合成

以半胱氨酸为稳定剂，在水溶液中合成［１０］。称

取硼氢化钠１５０ｍｇ，Ｔｅ粉１９２ｍｇ，加入三颈瓶，氩

气环境中加入超纯水４０ｍＬ，常温磁力搅拌２ｈ，合

成Ｔｅ前驱体；称取Ｌ半胱氨酸８７１ｍｇ，六水高氯

酸镉１２５８ｍｇ，混合加入三颈瓶，氩气环境加入超纯

水５０ｍＬ，并用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ调节ｐＨ值，充分

混合后加入合成好的新鲜的 Ｔｅ前驱体，调节ｐＨ

值，９６℃冷凝回流，磁力搅拌８ｈ后终止反应。取

样测 试 吸 收谱 和发射谱，干 燥后 配 置 浓 度 为

１ｍｇ／ｍＬ的ＣｄＴｅ量子点测量在不同培养基和不同

ｐＨ环境下的荧光发射谱。利用共价键耦联方式将

量子点与转铁蛋白耦联［１１］，进行 ＨｅＬａ细胞靶向

实验。

２．３．２　量子点对 ＨｅＬａ细胞存活率检测

在９６孔板中均匀接种５０００个 ＨｅＬａ细胞，放

入５％ ，３７℃培养箱培养至８５％时分别加入８个不

同浓度梯度的量子点液５０μＬ，每个浓度设置６个

复孔，孵育２４ｈ。弃去培养基，小心用磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）冲２遍后，每孔加入２０μＬ ＭＴＴ 溶液

（５ｍｇ／ｍＬ，即０．５％ ＭＴＴ），继续培养４ｈ。终止培

养，每孔加入１５０μＬ二甲基亚砜，置摇床上低速振

荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪

光学厚度（ＯＤ）４９０ｎｍ处测量各孔的吸光值。同时

设置调零孔（Ｍ１６４０培养液、ＭＴＴ和ＤＭＳＯ）和对

照孔（细胞、Ｍ１６４０培养液、相同剂量溶解量子点的
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不含血清的 Ｍ１６４０培养基、ＭＴＴ和ＤＭＳＯ）。

２．３．３　构建小鼠透明背脊皮翼视窗
［１２］

用碘汀消毒处理小鼠背部手术部位，提起背部

皮肤，确保提起部位的组织是平坦的，用手术缝合针

线将视窗初步固定，而后锥子打孔，用止血钳将螺丝

紧紧固定视窗。用手术剪剪开小鼠背部另一侧皮

肤，注意不要伤及血管，固定好另一片视窗，内嵌定

位环，放入盖玻片，固定紧固环，拧紧螺母。

２．３．４　量子点耦联葡聚糖
［１３］

首先将葡聚糖活化，方法如下：用ＤＭＳＯ分别

配制３０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡聚糖、ＤＳＣ溶液１ｍＬ，混合均

匀后，加入用ＤＭＳＯ缓冲液配制的３０ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＤＭＡＰ溶液１ｍＬ，磁力搅拌６ｈ，用丙酮将活化的

葡聚糖萃取出来，烘干备用。配制１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ

为７．５）ＰＢＳ缓冲液，用此缓冲液配制１０ｍｇ／ｍＬ的量

子点５００μＬ，而后加入活化的葡聚糖粉末，使其在混

合溶液中的浓度为６ｍｍｏｌ／Ｌ，４℃下振荡１２ｈ。

３　结果与讨论

３．１　量子点的光谱表征

３．１．１　ＣｄＴｅ量子点的发射谱和吸收谱

取反应８ｈ后的量子点溶液２ｍＬ，测量其荧光

发射谱和吸收谱，其荧光发射谱峰值为６６０ｎｍ，半

峰全宽为５４ｎｍ，如图１所示。选择合成发射谱峰

值在６６０ｎｍ的ＣｄＴｅ量子点，因为在生物组织中，

６５０～９００ｎｍ被称为“近红外窗口”，此时染料的荧

光可以避开生物自发荧光，具有很好的组织穿透

性［１４］。合成的ＣｄＴｅ发射谱半峰全宽仅为５４ｎｍ，

说明合成的量子点具有良好的粒径均一性。

图１ ＣｄＴｅ量子点的吸收谱和发射谱。（ａ）量子点白光

下图像；（ｂ）量子点荧光下成像（３１２ｎｍ激发）

Ｆｉｇ．１ ＡｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＣｄＴｅＱＤｓ．

（ａ）ＩｍａｇｅｏｆＱＤｓｉｎｗｈｉｔｅｌｉｇｈｔ；（ｂ）ｉｍａｇｅｏｆ

　ＱＤｓｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ｅｘｃｉｔｅｄａｔ３１２ｎｍ）

３．１．２　量子点在不同ｐＨ环境中的稳定性

利用ＰＢＳ缓冲液配制１０ｎｇ／ｍＬ 的量子点溶

液，并分别将其ｐＨ调至５，６，７，８，９，１０，１１，１２，１３，

测量其荧光发射谱，并将峰值归一化处理，做出折线

图。如图２所示，当缓冲液ｐＨ 从５升到１０时，荧

光峰值随之递增，ｐＨ＝１０时，量子点的荧光发射谱

峰值达到最高，当ｐＨ＞１０时，荧光谱峰值开始降

低。出现这种现象的原因是由于在酸性环境下，氢

离子与量子点表面阳离子竞争配体，导致一部分表

面配对的配体解散，形成表面缺陷，从而导致它们的

荧光猝灭，酸性越强，氢离子浓度越高，猝灭越严

重［１５］。而在强碱性环境下，硫醇基极易被氧化，同

样导致配对配体解散，而使量子点的发光强度降低。

需要注意的是当缓冲液ｐＨ＝６时，量子点荧光强度

迅速下降，而当缓冲液ｐＨ＝５时，量子点荧光强度

仅为ｐＨ＝１０时荧光强度的１％，这表明该量子点在

酸性环境下将无法发射荧光，推断这种量子点不适

合用于胃部（胃液ｐＨ＝１）标记或成像实验。

图２ 量子点在不同ｐＨ环境下荧光发射谱

Ｆｉｇ．２ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＱＤｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ

３．１．３　量子点在不同培养基中的稳定性

分别用ＤＭＥＭ 培养基、Ｍ１６４０培养基和ＰＢＳ

配制浓度为１０ｎｇ／ｍＬ的ＣｄＴｅ量子点溶液，用荧光

分光光度计测量不同时刻溶液的发射谱，以开始的

荧光发射谱峰值为标准做归一化处理。如图３所

示，量子点荧光强度在ＰＢＳ溶液中缓慢下降，８ｈ后

变为初始强度的３０％。而在ＤＭＥＭ 和 Ｍ１６４０培

养基中，量子点的荧光强度表现为先上升后下降，在

６ｈ时又出现一个峰值，然后开始下降。其中在

ＤＭＥＭ中量子点的稳定性最好，８ｈ后的荧光强度

与初始值相差不多。原因可能是在 ＤＭＥＭ 和

Ｍ１６４０中具有能够保护表面稳定性的物质，而在

ＰＢＳ溶液中却没有。
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图５ ＣｄＴｅＴｆ对ＨｅＬａ细胞的靶向性。（ａ）ＣｄＴｅ作用ＨｅＬａ细胞明场成像；（ｂ）ＣｄＴｅ作用ＨｅＬａ细胞荧光成像；（ｃ）ＣｄＴｅ

作用 ＨｅＬａ细胞明场成像与荧光成像叠加图；（ｄ）ＣｄＴｅＴｆ作用 ＨｅＬａ细胞明场成像；（ｅ）ＣｄＴｅＴｆ作用 ＨｅＬａ

　　　　　　　　　细胞荧光成像；（ｆ）ＣｄＴｅＴｆ作用 ＨｅＬａ细胞明场成像与荧光成像叠加图

Ｆｉｇ．５ ＣｄＴｅＴｆｔａｒｇｅｔｉｎｇＨｅＬａｃｅｌｌｓ．（ａ）ＢｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｉｎｇｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣｄＴｅ；（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｉｎｇ

ｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣｄＴｅ；（ｃ）ｏｖｅｒｌａｙｉｍａｇｅｏｆｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉａｍｇｉｎｇａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｆｉｅｌｄｉａｍｇｉｎｇｏｆＨｅＬａ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣｄＴｅ；（ｄ）ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｉｎｇｏｆＨｅＬａｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣｄＴｅＴｆ；（ｅ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｆｉｅｌｄｉｍａｇｉｎｇｏｆＨｅＬａ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣｄＴｅＴｆ；（ｆ）ｏｖｅｒｌａｙｉｍａｇｅｏｆｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｉｎｇａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｆｉｅｌｄｉｍａｇｉｎｇｏｆＨｅＬａｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ＣｄＴｅＴｆ

图３ 量子点在不同培养基中的荧光发射谱强度

Ｆｉｇ．３ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ

ＱＤｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ

３．２　量子点对犎犲犔犪细胞存活率的影响

随着量子点浓度的升高，ＨｅＬａ细胞的存活率

降低，如图４所示，当量子点的浓度为１３μｇ／ｍＬ

时，细胞存活率大于８０％，当量子点浓度升高至

１９２μｇ／ｍＬ时，细胞存活率仍大于５０％，而应用于

小鼠活体成像的量子点浓度仅为ｎｇ／ｍＬ的数量级，

这表明该量子点在活体成像应用时的剂量是安

全的。

３．３　靶向量子点对犎犲犔犪细胞的标记

转铁蛋白受体是一类广泛存在于脊椎动物体液

及其细胞中的Ⅱ类跨膜糖蛋白
［１６］，它参与调节铁的

图４ 量子点对 ＨｅＬａ细胞存活率的影响

Ｆｉｇ．４ ＩｍｐａｃｔｏｆＱＤｓｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓ

代谢，可以通过内吞作用将转铁蛋白转运入细胞中。

在肿瘤细胞中，为了满足肿瘤细胞迅速分裂对铁的

大量需求，介导更多荷载铁的内吞，转铁蛋白受体过

表达［１７］。因此转铁蛋白常被作为一种肿瘤靶分，耦

联荧光标记物后用于癌细胞示踪。本研究将ＣｄＴｅ

量子点与转铁蛋白耦联制成靶向量子点ＣｄＴｅＴｆ，

将浓 度为 １ｎｇ／ｍＬ 的 ＣｄＴｅ 与 ＣｄＴｅＴｆ溶 液

１０μＬ，分别加入２ｍＬ的细胞培养皿中，与 ＨｅＬａ

细胞共孵育２ｈ后，用ＰＢＳ溶液清洗３次，在荧光显

微镜下观察。由图５可知，耦联转铁蛋白的量子点

对ＨｅＬａ细胞具有明显的靶向作用，并且大部分量

子点结合在 ＨｅＬａ细胞的膜表面，而转铁蛋白受体
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位于细胞膜表面，验证了ＣｄＴｅＴｆ对 ＨｅＬａ细胞的

靶向性，结合位点为转铁蛋白受体。

３．４　透明背脊皮翼视窗构建及量子点荧光团在血

管内成像

利用体视显微镜，在成功构建的透明背脊皮翼

视窗中，可以清晰地看到血管及局部组织成像，如

图６（ａ）、（ｂ）所示。但由于体视显微镜在放大倍数

及微量荧光团检测上具有局限性，因此在观察量子

点荧光团在血管中的转运时，改用倒置荧光显微镜

进行观察。将０．１ｍＬ浓度为１ｍｇ／ｍＬ的量子点

葡聚糖耦联体通过尾静脉注射进入免疫缺陷性小鼠

体内，５ｍｉｎ后在在荧光显微镜下观察（蓝光激发，

红光发射），在透明背脊皮翼视窗中可以观察到量子

点耦联葡聚糖的荧光团，而且能持续观测其动态过

程，大约经过２０ｓ的时间，量子点荧光团随血液循环

从观察视野下方转移到上方，移动距离约为３００μｍ。

图６ 透明背脊皮翼视窗模型及量子点在视窗血管中的运动。（ａ）体视显微镜下透明背脊皮翼视窗图；（ｂ）体视显微镜下

局部血管图；（ｃ）～（ｆ）倒置荧光显微镜下量子点在血管中的运动（箭头指示为量子点荧光团，标尺为２００μｍ）

Ｆｉｇ．６ ＭｏｄｅｌｏｆｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｄｏｒｓａｌｓｋｉｎｆｏｌｄｗｉｎｄｏｗｃｈａｍｂｅｒａｎｄｔｈｅｍｏｔｉｏｎｏｆＱＤｓｉｎｔｈｅｖｅｓｓｅｌ．（ａ）Ｉｍａｇｅｏｆｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｄｏｒｓａｌ

ｓｋｉｎｆｏｌｄｗｉｎｄｏｗｃｈａｍｂｅｒｂｙｓｔｅｒｅｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；（ｂ）ｉｍａｇｅｏｆｌｏｃａｌｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅｂｙｓｔｅｒｅｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；（ｃ）～（ｆ）ｍｏｔｉｏｎｏｆ

　　　ＱＤｓｉｎｖｅｓｓｅｌｂｙｉｎｖｅｒｔｅｄｆｌｕｏｒｅｓｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｔｈｅａｒｒｏｗｓｄｉｒｅｃｔｉｎｇｔｈｅＱＤｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ，ｓｃａｌｅ２００μｍ）

４　结　　论

成功地合成了一种在生物环境中稳定的量子

点；研究了量子点对 ＨｅＬａ细胞存活率的影响，发现

当量子点的浓度为１３μｇ／ｍＬ时，ＨｅＬａ细胞存活率

仍大于８０％，而应用于小鼠活体成像的量子点浓度

仅为ｎｇ／ｍＬ的数量级，因此可以忽略量子点的毒性

问题。用合成的ＣｄＴｅ量子点耦联转铁蛋白后，对

ＨｅＬａ细胞具有明显的靶向实验，可用于肿瘤细胞

的示踪。利用合成的量子点耦联葡聚糖，通过构建

小鼠透明背脊皮翼视窗，在显微镜下可清晰看到血

管中量子点的转运情况，这对于研究肿瘤微环境血

管状况以及抗肿瘤药物筛选具有重要意义。
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