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量子点对小鼠卵巢颗粒细胞的毒性
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摘要　研究了ＣｄＴｅ量子点对体外培养小鼠卵巢颗粒细胞的毒性。采用荧光光度计测量了该量子点在ＤＭＥＭ 培

养基、Ｍ１６４０培养基和磷酸盐缓冲液中的光谱稳定性，分别利用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３２２５８染色和ＣＣＫ８试剂对量子点处理

颗粒细胞的凋亡情况和存活率进行检测。结果表明量子点在ＤＭＥＭ培养基中稳定性比其他溶液好，２４ｈ内量子

点的发射峰波长无明显偏移，荧光强度仅下降９．８％；Ｈｏｅｃｈｓｔ３２２５８凋亡染色发现细胞核凋亡量随着量子点浓度

的升高而增加，ＣＣＫ８检测也得到一致的结论。该研究表明，在低浓度下量子点对颗粒细胞的形态、功能无影响，

随着量子点在颗粒细胞质中蓄积量的增加，颗粒细胞凋亡率也明显升高。本研究为量子点在活体研究中的安全应

用提供了生殖毒性参考。
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１　引　　言

量子点（ＱＤ）是直径在１～１００ｎｍ之间，能光致

发光的半导体纳米晶体。与传统有机染料相比，量子

点具有荧光强度高，激发谱宽、发射谱窄等光学特性，

且其抗光漂白性能好，荧光寿命长，有利于做细胞的

荧光标记或开展活体成像研究［１，２］。自１９９８年Ｃｈａｎ

等［３］将量子点偶联转铁蛋白应用于标记 ＨｅＬａ细胞

后，量子点偶联各种生物分子被应用于生物医学领

域［４～６］。然而在实际应用中，量子点的生物毒性也引

起了研究者的注意。近年研究表明，影响量子点毒性

的方面很多，包括量子点自身的理化特性、共孵育时

间及量子点浓度等［７，８］，其毒性研究也逐渐深入到遗

传毒性、神经毒性、生殖毒性和发育毒性等方面［９，１０］。

而在生殖毒性方面，本实验室前期研究结果表

明［１０，１１］，未成熟卵母细胞与量子点在体外进行共培养

时，量子点无法进入卵母细胞内部，而是被阻挡在卵

母细胞周围、负责卵母细胞给养和代谢的颗粒细胞

中，但卵母细胞的成熟率明显下降，究其原因，可能是

量子点蓄积于颗粒细胞的细胞质中，引起颗粒细胞功

能异常，间接影响了卵母细胞的正常发育。因此，研

究量子点对卵巢颗粒细胞的毒性效应及机理对于揭

示量子点的生殖毒性意义重大。

本文系统地检测了量子点对体外培养的卵巢颗

粒细胞的毒性效应。首先比较分析了ＣｄＴｅ量子点

在不同溶液中的稳定性，而后选择ＱＤ稳定性最好

的ＤＭＥＭ 培养基作为颗粒细胞体外培养液，用

Ｈｏｅｃｈｓｔ３２２５８染色不同浓度的量子点处理后的颗

粒细胞，在荧光倒置显微镜下观察细胞的凋亡情况；

进一步用 ＣＣＫ８试剂检测不同浓度量子点处理

２４ｈ后的细胞存活率。研究表明，颗粒细胞的凋亡

与ＱＤ具有剂量依赖性，这为ＣｄＴｅ量子点安全用

于活体实验提供了参考。

２　材料与方法

２．１　主要仪器

实体解剖镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＣＸ２Ｃ光学

显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；倒置荧光显微镜（日

本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＴＣＳＳＰ２激光扫描共聚焦显微

镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）；ＪＤＪ２０３型超净工作台（蚌埠

净化设备厂）；ＤＨＧ９２４６型数显式恒温烘箱（上海

浦东荣丰科学仪器有限公司）；ＹＸＱＬＳ５０ＳⅡ型高

压蒸汽灭菌锅型（上海博讯实业有限公司医疗设备

厂）；ＱＷＪ７００ＳＶＢＡ 型 ＣＯ２ 细 胞 培 养 箱 （美 国

ＣｅｌｌＳｔａｒ公司）；酶标仪（ＢＩＯＲＡＤ，ＩＭＡＲＫ）；荧光

分光光度计（日立Ｆ４６００）。

２．２　主要试剂

Ｔｅ粉（纯度高于９９％）、Ｌ半胱氨酸（纯度

９８％）、ＣｄＣｌＯ４·６Ｈ２Ｏ（纯度９９％）、ＮａＢＨ４（纯度

９９％）（购自广州百灵威科技有限公司），用于水相

ＣｄＴｅ量子点合成。孕马血清促性腺激素（宁波市激

素制 品有 限 公司产品）；胰 酶（购自 Ａｍｒｅｓｃｏ）；

Ｈｏｅｃｈｓｔ３２２５８染料、二脒基苯基吲哚染料（ＤＡＰＩ）和

ＣＣＫ８试剂盒（Ｓｉｇｍａ公司产品）；胎牛血清、ＤＭＥＭ

培养基、Ｍ１６４０培养基（均购自深圳库源生物科技有

限公司）；其余试剂均为分析纯。

２．３　实验方法

２．３．１　ＣｄＴｅ量子点的制备及表征

利用半胱氨酸为稳定剂，在低温水相中一步合成

水溶性ＣｄＴｅ量子点
［１２，１３］，简单来讲，首先将硼氢化

钠和碲粉按一定比例加入超纯水中，在氩气环境下常

温磁力搅拌２ｈ，合成碲前驱体；再将Ｌ半胱氨酸和高

氯酸镉按一定比例加入ＮａＯＨ中，充分混合后加入

合成好的新鲜碲前驱体，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量子点原液进行测试和相关实验。

２．３．２　量子点在不同溶液中的稳定性

称取干燥ＣｄＴｅ量子点分别用ＤＭＥＭ培养基、

Ｍ１６４０培养基和磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）配制质量浓度

为１０μｇ／ｍＬ的ＣｄＴｅ量子点溶液，用荧光分光光

度计分别测量量子点在这三种不同溶液中荧光光谱

随作用时间的变化。

２．３．３　小鼠卵巢内颗粒细胞的体外培养

实验中用的是购自广东动物中心４周龄的雌性

昆明鼠，给小鼠腹腔注射１００μＬ的孕马血清促性腺

激素（ＰＭＳＧ），４８ｈ后在无菌条件下取出小鼠的卵

巢，用ＰＢＳ洗两遍后在实体解剖镜上分离卵泡，然

后刺破卵泡膜、用胰酶消化颗粒细胞、低速离心收集

颗粒细胞，并将其放于体积分数为１０％的小牛血清

的ＤＭＥＭ的培养基中进行体外培养（３７℃，体积分

数５％ＣＯ２）。

２．３．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３２２５８染色凋亡颗粒细胞

将培养好的颗粒细胞制成５×１０４ｍＬ的细胞悬

液，将１ｍＬ的细胞悬液接种到２４孔板的每个孔

中，放于体积分数５％ ＣＯ２，３７℃饱和湿度培养箱

中。待颗粒细胞贴壁后，分别加入不同质量浓度的

量子点溶液（１、１０、２０、４０、６０、８０、２００μｇ／ｍＬ），每个

浓度设置３个平行样，同时设置不加量子点的对照
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组。在培养箱中孵育２４ｈ后，将细胞培养液吸出放

于离心管中，离心后计数经不同浓度量子点处理后

的死细胞数；用体积分数４％的多聚甲醛溶液固定

２４孔板中的细胞３０ｍｉｎ，加入１ｍＬ质量浓度为

１０μｇ／ｍＬ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３２２５８溶液，１５ｍｉｎ后吸掉染

料，用ＰＢＳ洗两遍后，用荧光倒置显微镜和激光扫

描共聚焦显微镜对其拍照。

２．３．５　ＣＣＫ８试剂检测颗粒细胞存活率

收集颗粒细胞制成４×１０４ｍＬ的细胞悬液２０ｍＬ，

混匀后分别将１００μＬ的细胞液加入提前用质量分数

为０．２％的明胶溶液处理过的９６孔板的每个孔中，放

于培养箱中培养至细胞贴壁后，分别将不同质量浓度

的量子点溶液（１、１０、２０、４０、６０、８０、２００μｇ／ｍＬ）加入

９６孔板，每个浓度设置６个复孔，同时设置不加量子点

对照组，放于培养箱中孵育２４ｈ后，每个孔继续加入

２０μＬ的ＣＣＫ８试剂，继续放于培养箱中培养４ｈ后终

止培养，在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ处测量各孔的吸光

度（ＯＤ）值，统计细胞存活率。

３　结果与讨论

３．１　量子点在不同溶液中的稳定性

所制备的ＣｄＴｅ量子点在纯水中的发射谱峰值

为６４２ｎｍ，半峰全宽为５０ｎｍ，如图１所示，根据量子

点材料及光谱特性，计算量子点的核为４．２ｎｍ
［１４］。

接下来对量子点在ＰＢＳ，Ｍ１６４０和ＤＭＥＭ 三

种不同生物溶液中的稳定性进行了表征。图２（ａ）

是量子点在三种溶液中荧光发射谱峰值随时间的变

图１ ＣｄＴｅ量子点在纯水中的荧光发射谱

Ｆｉｇ．１ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣｄＴｅ

ＱＤｓｉｎｐｕｒｅｗａｔｅｒ

化曲线，图２（ｂ）是量子点在三种溶液中荧光强度随

时间的变化情况。由图２可见，量子点的荧光峰值位

置随时间的变化幅度不大，在ＰＢＳ中的峰值位置基

本没变，在ＤＭＥＭ和 Ｍ１６４０中荧光发射峰均发生了

小于２ｎｍ的红移；但量子点的荧光强度在三种溶液

中的变化差异较大：在 Ｍ１６４０培养基中，量子点荧光

强度表现为先上升后下降，在第６ｈ又出现一个峰

值，然后开始较快速地下降，２４ｈ后荧光强度降低到

零；在ＰＢＳ溶液中，量子点在最初的１ｈ内荧光强度

没有明显变化，在２４ｈ后量子点的荧光强度下降为

原来的１４．２％；在ＤＭＥＭ中，前８ｈ内，量子点的荧

光强度有较大幅度的上下波动，随后缓慢下降，２４ｈ

后荧光强度仍保持为原来的９０．２％。可见，量子点在

ＤＭＥＭ培养基中可保证荧光光谱和强度在较长时间

内（２４ｈ）的稳定性，因此，实验中采用ＤＭＥＭ作为颗

粒细胞体外培养的培养基。

图２ 量子点在不同溶液中发射光谱随作用时间变化的曲线。（ａ）荧光峰值位置随时间的变化；

（ｂ）荧光强度随时间的变化

Ｆｉｇ．２ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｃｈａｎｇｅｓｏｆＱＤｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．

（ａ）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｅａｋｖａｒｙｗｉｔｈｔｉｍｅ；（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖａｒｙｗｉｔｈｔｉｍｅ

　　由于采用的量子点在碱性水溶液环境中合成，

所以当量子点置于非碱性环境时，其荧光特性可能

会发生变化；为了明确细胞培养液对量子点光谱特

性的影响，首先检验了生物溶液对量子点荧光强度

和峰值的影响。结果表明，在２４ｈ的观察期内，量

子点在ＤＭＥＭ培养基中的荧光强度和峰值变化最

小，也就是说量子点在ＤＭＥＭ 中的光谱稳定性最

好，原因可能是在ＤＭＥＭ 培养基中的一些氨基酸

和（或）无机盐在量子点的表面形成了保护层，阻止

了量子点的降解，从而使光谱特性更稳定。
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３．２　颗粒细胞体外培养

选择ＤＭＥＭ培养基作为卵巢颗粒细胞体外培养

的培养基。实验中先用ＰＭＳＧ注射小鼠，无菌条件

下取出小鼠的卵泡并在解剖镜下分离；用注射针刺破

卵泡后用胰酶消化，离心收集颗粒细胞后进行体外培

养。如图３（ａ）所示，颗粒细胞贴壁后形态不一，细胞

核呈椭圆型，长径为１０～２５μｍ不等，核周围有颗粒

物分布，胞质形态不规则，大小也不一致。用终质量

浓度为１０μｇ／ｍＬ的量子点处理细胞后，荧光下采集

的量子点在颗粒细胞中的分布图像如图３（ｂ）所示，

根据红色荧光（量子点）和蓝色荧光（ＤＡＰＩ）的相对位

置，可以判断量子点进入了颗粒细胞中。

图３ 颗粒细胞的形态及量子点在颗粒细胞中的分布。（ａ）颗粒细胞在白光下的形态，标尺为２０μｍ；

（ｂ）量子点在颗粒细胞中的分布，标尺为５０μｍ

Ｆｉｇ．３ ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＱＤｓｉｎｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌ．（ａ）Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｇｒａｎｕｌｏｓａ

ｃｅｌｌｓｂｙｗｉｇｈｔｌｉｇｈｔ，ｓｃａｌｅｂａｒｉｓ２０μｍ；（ｂ）ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＱＤｓｉｎｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌ，ｓｃａｌｅｂａｒｉｓ５０μｍ

　　为了进一步判断量子点进入颗粒细胞后的分

布，利用激光扫描共聚焦显微镜，对１０μｇ／ｍＬ的量

子点处理后的颗粒细胞进行了层序列扫描成像，由

图４黄色圈中量子点与细胞的相对位置可以看出，

量子点均分布于颗粒细胞质中，但未能进入细胞核。

图４ 量子点在颗粒细胞中的分布（终浓度１０μｇ／ｍＬ，作用２４ｈ），图中绿色为反射光信号，红色为量子点的荧光信号。

（ａ）绿色反射光信号呈现颗粒细胞形态；（ｂ）红色信号给出量子点的分布；（ｃ）前两图迭加。标尺为２０μｍ

Ｆｉｇ．４ ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＱＤｓｉｎｓｉｄｅｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓｗｉｔｈｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔ１０μｇ／ｍＬｆｏｒ２４ｈ．Ｔｈｅｇｒｅｅｎｐｓｅｕｄｏｃｏｌｏｒｉｓ

ｔｈｅｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓｉｇｎａｌａｎｄｔｈｅｒｅｄｏｎｅｉｓｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｆｒｏｍＱＤｓ．（ａ）Ｇｒｅｅｎｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｇｒａｎｕｌｏｓａ；（ｂ）ｒｅｄｓｉｇｎａｌｓｈｏｗｅｓｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＱＤｓ；（ｃ）ｏｖｅｒｌａｐｏｆｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｓｉｇｎａｌｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒｉｓ２０μｍ

３．３　犎狅犮犺犲狊狋３２２５８染色观察颗粒细胞

分别用终质量浓度为１、１０、２０、４０、６０、８０、

２００μｇ／ｍＬ的ＣｄＴｅ量子点处理颗粒细胞２４ｈ后，

用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３２２５８染色在倒置荧光显微镜下观察。

低浓度处理后凋亡染色结果如图５所示，对于对照

组和量子点质量浓度为１μｇ／ｍＬ组，细胞核是椭圆

形的 正 常 形 态，染 色 均 一；质 量 浓 度 上 升 为

１０μｇ／ｍＬ时，视场内的细胞数量大幅减少；而当质

量浓度上升至２０μｇ／ｍＬ时，视场内接近一半的颗

粒细胞的细胞核染色不均一，出现凋亡小体。对于

高浓度量子点处理的细胞，荧光成像如图６所示，当

质量浓度为４０μｇ／ｍＬ的时候，视场内细胞数减少，

大部分细胞核出现凋亡小体［如图６（ａ）］，细胞膜出

现裂解的现象；当浓度为２００μｇ／ｍＬ时，视场内的细

胞几乎全部凋亡。

同时还吸取了２４板中各个孔的培养液，分别对

培养 液 中 的死 细胞计数，发 现当 质 量 浓 度 为

１μｇ／ｍＬ时，培养液中死细胞的数目与对照组一样；

当质量浓度为２０μｇ／ｍＬ时，死细胞的数目是对照

组的１０倍；当质量浓度为４０μｇ／ｍＬ时，死细胞的

数目是对照组的２２倍；当质量浓度为２００μｇ／ｍＬ

时，死细胞数是对照组的３５倍。
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图５ 低浓度量子点处理颗粒细胞２４ｈ后凋亡染色成像，标尺为５０μｍ

Ｆｉｇ．５ ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｓｔａｉｎｉｎｇｉｍａｇｉｎｇｏｆｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙＱＤｓｗｉｔｈｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ，ｓｃａｌｅｂａｒｉｓ５０μｍ

图６ 高浓度量子点处理颗粒细胞２４ｈ后细胞凋亡染色成像。黄色圈内细胞是裂解的细胞，

红色箭头所指是凋亡的细胞核。ａ和ｂ都是指被放大的凋亡的细胞核，标尺５０μｍ

Ｆｉｇ．６ ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｓｔａｉｎｉｎｇｉｍａｇｉｎｇｏｆｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙＱＤｓｗｉｔｈｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ．Ｙｅｌｌｏｗ

ｒｉｎｇｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｌｙｓｉｓｃｅｌｌ，ｒｅｄａｒｒｏｗｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｎｕｃｌｅａｒ．ａａｎｄｂｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｎｕｃｌｅｉｔｈａｔａｒｅ

　　　　　　　　　　　　　　　　　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ．Ｓｃａｌｅｂａｒｉｓ５０μｍ

　　以上标记和死细胞计数结果表明，量子点对颗

粒细胞的毒性呈剂量依赖性，这与Ｌｏｖｒｉｃ等
［７，８］所

观察到的量子点毒性效应一致。根据所使用ＣｄＴｅ

量子点的材料特点，认为这种剂量效应的产生主要

是由于量子点中的重金属元素释放造成的：在合成

溶液中，ＣｄＴｅ量子点状态稳定，纳米晶体的元素呈

稳定晶体状态，量子点无毒性；当ＣｄＴｅ量子点处于

细胞培养液中时，培养液的成分及ｐＨ 值都会造成

晶体状态不稳定，裂解释放出镉离子；随着量子点剂

量的增加，培养液中游离的镉离子也相应增加，颗粒

细胞内吞镉离子从而造成更多的细胞死亡。该结论

也证实了我们前期的研究工作［１０，１１］：量子点加入到

体外培养的腔前卵泡体系后，会大量蓄积在颗粒细

胞中，造成颗粒细胞功能异常甚至死亡，进而影响到

卵母细胞的营养摄取及代谢，从而阻碍了其正常发

育及成熟。

３．４　犆犆犓８试剂检测细胞存活率

为了进一步明确该量子点的安全使用剂量，进

行了ＣＣＫ８细胞存活率检测实验。在９６孔板中分

别加入１、１０、２０、４０、６０、８０、２００μｇ／ｍＬ的ＣｄＴｅ量

子点处理颗粒细胞２４ｈ后，加入ＣＣＫ８试剂４ｈ后

用酶标仪在４９０ｎｍ波长处检测ＯＤ值。结果如图

７所示，随着量子点浓度的增加，颗粒细胞的存活率

呈现下降的趋势：当量子点质量浓度为２０μｇ／ｍＬ

时，颗粒 细 胞的存 活率 与对 照组相 比 下 降 为

４９．６９％；质量浓度为４０μｇ／ｍＬ时，颗粒细胞存活

率与对照组相比下降为 ３８．５０％；质量浓度为

２００μｇ／ｍＬ时，颗粒细胞的存活率与对照组相比仅

有１６．９３％。

该结果与上述 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色标记结果对照，可
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图７ 量子点处理２４ｈ对颗粒细胞存活率的影响

Ｆｉｇ．７ Ｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｂｅｉｎｇ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＱＤｓｆｏｒ２４ｈ

得出一致的结论，即当作用于颗粒细胞的量子点浓

度升高时，细胞的凋亡率上升、存活率下降，提示在

使用该量子点作为荧光标记物时，应选择适当的量

子点浓度，同时兼顾成像的清晰度与细胞的状态。

在颗粒细胞的标记成像研究中，ＣｄＴｅ量子点的质

量浓度应低于１０μｇ／ｍＬ。

４　结　　论

量子点因其独特的光学性质被广泛应用于生物

研究领域，但由于其特殊的材料构成及尺寸效应，可

能会带来一系列的生物毒副作用。本文研究了实验

室自行合成的量子点的生殖毒性，将量子点作用于

体外培养的卵巢颗粒细胞，利用多种途径检测其毒

性效应，同时分析毒性发生的机制。结果表明，细胞

培养基的成分会对量子点的荧光稳定性有一定的影

响，具体的分子机理还需更深入的研究；此外，当量

子点对颗粒细胞的作用浓度高于１０μｇ／ｍＬ时，随

着量子点浓度的增高，颗粒细胞的凋亡增加。此研

究证实了当大量量子点进入颗粒细胞后，会在颗粒

细胞的胞质中蓄积，造成颗粒细胞功能异常甚至死

亡，这与本课题组早期的研究结论一致［１０，１１］。因此

本实验室水相合成的ＣｄＴｅ量子点会造成一定的生

殖毒性，在应用于动物体内之前，有必要对ＣｄＴｅ量

子点可能存在的毒性进行测试，明确安全使用剂量。
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