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量子点和量子点ＡβＡｂ探针对活体动物的毒性研究
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摘　要：目的　通过组织形态学和动物行为学观察、肝肾功能测定系统考察量子点及制备的量子点ＡβＡｂ探针的生物
毒性作用，以此评价量子点及探针的生物相容性。方法　将正常 Ｃ５７ＢＬ小鼠 ３０只随机分为量子点（ＱＤｓ）组、量子点

ＡβＡｂ（ＱＤｓＡβＡｂ）组和对照组，每组１０只，分别行量子点、量子点ＡβＡｂ探针、ＰＢＳ侧脑室注射后，行 ＨＥ染色、尼氏体

染色、动物行为学观察及肝肾功能测定。结果　ＨＥ染色和尼氏染色示 ＱＤｓ组、ＱＤｓＡβＡｂ组海马 ＣＡ１区神经元形态正

常，尼氏体清晰可见，与对照组无差异。行为学观察 ７ｄ，３组小鼠进食进水正常，二便正常，无举尾、无皮肤毛发颜色改

变，无步态异常、无兴奋抑制反应，无死亡。ＱＤｓ组和ＱＤｓＡβＡｂ组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＢＵＮ和ＣＲＥ水平与对照组无明显差异

（Ｐ＞０．０５）。结论　量子点及量子点ＡβＡｂ探针对小鼠整体毒性作用小，生物相容性好。

关键词：量子点；量子点ＡβＡｂ探针；生物相容性；Ｃ５７ＢＬ小鼠
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　　在生物医学研究领域，探索和发展高灵敏度
的生物标记方法一直是广大神经退行性疾病研究

者非常关注的热点，特别是对于 ＡＤ早期或极早期
的诊断和治疗的研究尤为关键［１］。２０世纪末，出
现了一种新的荧光标记物，即纳米无机材料的量子

点。与传统的有机荧光染料相比，量子点具有高荧

光强度、强抗光漂白能力和窄的发射光谱等独特光

学特性。这些独特的荧光特性，使其在分子生物

学、细胞生物学、基因组学、药物筛选、生物大分子

相互作用等研究中具有极大的应用前景［２］。但是

量子点的生物相容性和安全性，合成的量子点抗
体探针的毒性反应等问题都引起了广大学者的关

注。本研究通过组织形态学和动物行为学观察、肝

肾功能测定系统考察量子点及制备的量子点Ａβ
Ａｂ探针的生物毒性作用，以此评价量子点及探针
的生物相容性。
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１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　量子点及量子点ＡβＡｂ探针　非官能团
的水溶性量子点６０５和量子点ＡβＡｂ探针由武
汉珈源量子点技术开发有限公司提供，浓度为 １

μＭ，荧光最大发射波长为（６０５±１０）ｎｍ，荧光全
半峰宽≤３０ｎｍ。
１．１．２　动物　健康 Ｃ５７ＢＬ小鼠 ３４只，由中南大
学湘雅医学院实验动物中心［ＳＣＸＫ（湘）２００６
０００２］提供，鼠龄 ３～４月，体重 ３０～３５ｇ。
１．１．３　试剂及耗材　多聚甲醛（Ｓｉｇｍａ公司）；水
合氯醛（中南大学湘雅医院药剂科）；Ｈ２Ｏ２（国药
集团化学试剂有限公司）；组织包埋剂（Ｓａｋｕｒａ公
司）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；ＢＳＡ（杭州四季
青公司）；无水乙醇（湖南师范大学试剂厂）；二甲

苯（湖南师范大学试剂厂）；中性树胶（上海标本模

型厂）；β淀粉样肽（ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司）；免疫组化载
玻片（上海生工生物工程技术服务有限公司）。

１．１．４　主要溶液及配制　４％多聚甲醛固定液的
配制：在抽气橱内配置８％多聚甲醛贮液，将８ｇ粉
状的多聚甲醛溶于 １００ｍｌ去离子水中，加热并搅
拌，当温度达 ５５～６０℃时，加入 ２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
溶液直至溶液变清澈透明为止，凉至室温后，用氢

氧化钠溶液调 ｐＨ为 ７．４，滤纸过滤后 ４℃保存。
平衡盐溶液 ＰＢＳ、氢氧化钠溶液，封闭缓冲液、抗体
稀释液、缓冲甘油封固剂等是实验室常用分析纯或

粉剂，或自己配制。

１．１．５　主要仪器　ＳＮ３型小鼠脑立体定向仪
（日本 ＮｉｈｏｎＫｏｈｄｅｎ公司）；５μｌ微量进样器（上海
医疗器械厂）；ＭｕｌｔｉｍａｇｅⅡ凝胶成像系统（美国 Ａｌ
ｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ公司）；ＤＹＹⅢ８Ｂ稳压稳流型电泳仪
（北京六一仪器厂）；全自动生化分析仪（ＴＯＳＨＩＢＡ
公司）；ＬＫＢⅢ型超薄切片（瑞典 ＬＫＢ公司）。
１．２．１　分组　从正常 Ｃ５７ＢＬ实验小鼠中筛选出
侧脑室注射手术死亡 ４只（２只麻醉意外死亡，２
只继发颅内出血死亡），最后进入实验观察共 ３０
只，并随机分为 ３组：对照组（脑室注射 ＰＢＳ）、量
子点组（脑室注射非官能团水溶性量子点，ＱＤｓ
组）、量子点ＡβＡｂ组（脑室注射量子点ＡβＡｂ
探针，ＱＤｓＡβＡｂ组），每组 １０只。
１．２．２　量子点ＡβＡｂ探针的制备　取高质量水
溶性 ＣｄＳｅ／ＺｎＳ核壳型氨基官能团量子点（ＮＨ２
ＱＤｓ）与 Ａβ抗体偶联，得到量子点剪辑的抗体偶联

物，即量子点ＡβＡｂ探针，４℃冰箱保存备用。量
子点ＡβＡｂ探针由武汉珈源量子点技术开发有限
公司制备，浓度为 １μＭ。
１．２．３　琼脂糖凝胶电泳鉴定量子点ＡβＡｂ复合
物探针性质　将量子点ＡβＡｂ复合物探针加入琼
脂糖凝胶板的加样孔中后，将制胶板放入电泳槽

中，加入电泳液，打开电泳仪，电压为 １００Ｖ，使样
品向正极泳动；电泳完成后切断电源，取出凝胶置

于紫外透射仪，３０２ｎｍ紫外激发，（５９５±３５）ｎｍ
滤光片成像，观察电泳结果，并照相记录。

１．２．４　从形态学角度观察量子点ＡβＡｂ探针对
活体动物组织形态的影响　参考 Ｇｅｏｒｇｅ编制的小
鼠立体定位图谱，小鼠用 １％戊巴比妥钠腹腔注射
麻醉（６０ｍｇ／ｋｇ）后，固定在 ＳＮ３型 ＮＡＲＩＳＨＩＧＥ小
鼠脑立体定向仪上［３］，在前囟后 ０．３ｍｍ、矢状缝旁
开 １．２ｍｍ处用牙科钻钻破颅骨，５μｌ微量进样器
自定位点进针，深度 ２．２ｍｍ缓慢注入 ５μｌ液体
（控制注射速度 ０．４μｌ／ｍｉｎ），注入后留针 ５ｍｉｎ，
再缓慢退出。缝合伤口，碘酊消毒，四环素软膏局

部涂抹处理伤口预防感染，术后白炽灯照射保持体

温至苏醒。ＱＤｓ组和 ＱＤｓＡβＡｂ组分别右侧侧脑
室注射 ５μＬＱＤｓ、５μＬＱＤｓＡβＡｂ复合物，对照组
予同等剂量 ＰＢＳ；侧脑室注射后观察 １ｄ后，断头取
脑或灌注固定。将分离的脑组织置于 ３．７％多聚
甲醛中 ４℃后固定 ６ｈ，然后转入 ２０％、３０％的蔗
糖溶液中脱水。４８ｈ后常规石蜡包埋，连续切片
（厚约 ４μｍ）贴附于多聚赖氨酸处理过的载玻片
上，６０℃烤箱过夜干燥备用。ＨＥ染色，常规石蜡
切片脱蜡至水，滴加苏木素液 ８ｓ后用自来水冲
洗，盐酸酒精分化 １０ｓ后自来水冲洗，入碳酸锂液
中反蓝 ２０ｓ自来水冲洗，伊红复染 １０ｓ，自来水冲
洗，常规脱水、透明、中性树胶封片。尼氏染色，切

片脱蜡，梯度酒精脱水后入蒸馏水；３７℃温箱中用
１％焦油坚牢紫水溶液浸染 ２０～３０ｍｉｎ；蒸馏水速
洗，用 ９５％酒精分色，镜检至神经元尼氏体清晰；
无水酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

１．２．５　动物行为观察、生化指标检测急性毒性反
应　取 ＱＤｓ组、ＱＤｓＡβＡｂ组和对照组各 ５只，禁
食不禁水 ３～５ｈ；观察并记录 ２４ｈ至 ７ｄ小鼠毒
性反应情况及死亡情况，排除 １只因麻醉意外死
亡，７ｄ后心脏穿刺取血；４℃，以４０００转／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ分离血清；全自动生化分析仪检测血清丙氨
酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶、尿素氮和肌苷水平。
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１．３　统计学方法
所有数据使用 ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计分析。

各组数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多样本
均数的比较用方差分析并对有统计意义的再进行

组间比较。

２　结果
２．１　量子点ＡβＡｂ探针的性质鉴定

琼脂糖凝胶电泳显示，量子点与 Ａβ１４２抗体
结合良好，量子点ＡβＡｂ探针的量子点浓度较
ＮＨ２ＱＤｓ减低，为 １μＭ，泳动速度比 ＮＨ２ＱＤｓ快，
３０２ｎｍ荧光可被紫外光激发，最大发射波长为
（６０５±１０）ｎｍ，见图 １。
２．２　量子点ＡβＡｂ探针对活体动物组织形态的
影响

２．２．１　ＨＥ染色　３组小鼠脑组织海马 ＣＡ１区
ＨＥ染色可见 ＱＤｓ组和 ＱＤｓＡβＡｂ组海马 ＣＡ１区
细胞排列整齐、均匀，细胞结构完整，与对照组相

似，见图 ２。

图 １　量子点ＡβＡｂ复合物探针琼脂糖凝胶电泳图。从上

往下为负极到正极，电压为 １００Ｖ，７０ｍｉｎ，３０２ｎｍ紫

外光激发，（５９５±３５）ｎｍ滤光片成像。１：ＮＨ２ＱＤｓ；

２：ＡｃＱＤｓ；３：ＱＤｓＡｂ。

图 ２　各组海马 ＣＡ１区 ＨＥ染色，×４００。Ａ：对照组；Ｂ：ＱＤｓ组；Ｃ：ＱＤｓＡβＡｂ组。

２．２．２　尼氏染色　在光镜下，ＱＤｓ组和 ＱＤｓＡβ
Ａｂ组小鼠海马 ＣＡ１区示锥体细胞层神经元排列整

齐且紧密，形态正常，胞浆中尼氏体清晰可见，与

对照组无差异，见图 ３。

图 ３　尼氏染色。Ａ１：对照组，×２００；Ｂ１：ＱＤｓ组，×２００；Ｃ１：ＱＤｓＡβＡｂ组，×２００；Ａ２：对照组，×４００；Ｂ２：ＱＤｓ组，×４００；
Ｃ２：ＱＤｓＡβＡｂ组，×４００。
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２．３　动物行为观察
侧脑室注射 ＱＤｓ和 ＱＤｓＡβＡｂ探针，连续观

察 ７ｄ，３组小鼠进食进水正常，二便正常，无举尾、
无皮肤毛发颜色改变，无步态异常、无兴奋抑制反

应；７ｄ中 ３组小鼠均无死亡。

２．４　血清生化指标结果
ＱＤｓ组和 ＱＤｓＡβＡｂ组血清丙氨酸氨基转移

酶（ＡＬＴ）、天 门 冬 氨 酸 转 氨 酶 （ＡＳＴ）、尿 素 氮
（ＢＵＮ）和肌酐（ＣＲＥ）水平与对照组相比，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表 １。

表１　各组ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＢＵＮ、ＣＲＥ的变化　　（ｘ±ｓ）

　组别 ＡＬＴ（μ／Ｌ） ＡＳＴ（μ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＣＲＥ（ｕｍｏｌ／Ｌ）
ＱＤｓ组 ５８．３３±７．５４ ４０９．６７±３１．１２ １５．２７±３．９７ ３３．６０±４．４６
ＱＤｓＡβＡｂ组 ５６．６７±１１．３６ ３６７．３３±２１．９６ １４．５０±３．３２ ２６．３６±６．２４
对照组 ４１．００±９．４６ ３４９．３３±３７．３３ １３．２０±２．７５ ２３．９３±６．７８

３　讨论
量子点的毒性作用取决于多种因素，其化学组

成、粒径、电荷、浓度、表面涂层（包括表面修饰的

材料和官能团）的生物活性以及量子点使用剂量、

作用时间、靶细胞类型等均可影响量子点对生物体

的毒性［３］。控制好量子点合成过程中的参数，掌握

好量子点的表面修饰技术，尽可能减少重金属内核

氧化可能，提高量子点的作用效用，降低使用浓

度，增大粒径尺寸才能最大限度地减少量子点的生

物毒性作用［４］。

量子点荧光探针可以实现与目标生物分子的

特异性结合，并对该分子进行荧光标记。研究发现

量子点荧光探针生物相容性好，可以与生物分子进

行有效偶联，细胞毒性小，安全性好，可广泛用于

生物活体标记和检测［５］。量子点作为一类新型的

纳米荧光材料，已广泛应用于细胞标记、医学成

像、药物筛选以及疾病的诊断和治疗等，特别在生

命活动监测及长时间活体示踪等方面具有独特的

优势［６］。本实验选用高质量水溶性 ＣｄＳｅ／ＺｎＳ核 －
壳型氨基官能团量子点，链接带 ＳＨ的 β淀粉样肽
抗体分子，得到量子点ＡβＡｂ探针。鉴定发现探
针的荧光效率高、光化学稳定，荧光强度与氨基官

能团量子点相近。Ｃｈｅｎ等［７］将量子点与标记分子

形成复合物，再与猴病毒 ４０（ＳＶ４０）大的 Ｔ抗原核
定位信号（ＮＬＳ）结合，经转染进入活细胞，通过荧
光成像系统监测到复合物从细胞质到细胞核的运

动过程，后续的动态示踪发现探针可逐渐进入细胞

核或聚集到核周围，连续 １周观察均未见量子点荧
光探针对细胞有明显的毒性作用。Ｃｈｅｎ等［８］将巯

乙二醇修饰的水溶性量子点结合鼠抗人甲胎蛋白

（ＡＦＰ），制备功能化的水溶性量子点荧光探针，利
用探针进行肝癌体内靶向成像，急性毒性实验发现

裸鼠在 １周内无明显异常或中毒反应。虽然以上
研究证实量子点对细胞及裸鼠毒性作用较小，但量

子点ＡβＡｂ探针是否能应用于 Ｃ５７ＢＬ小鼠的活

体实验，对小鼠的脑组织是否有损害作用，其生物

毒性是我们必须关注的一个重要方面。

海马是大脑学习记忆的关键部位，具有高度有

序化的板层结构，且各种学习记忆能力及行为异常

与海马结构异常有密切关系，但是海马结构很容易

受到外伤、脑炎、毒性重金属离子等损伤，海马也

是 ＡＤ最早和最易受损的部位［９，１０］，因此，本实验

研究以海马为观察点观察 ＱＤｓ和 ＱＤｓＡβＡｂ探针
所致的病理损害。本实验中 ＨＥ染色光镜下见 ＱＤｓ
组和 ＱＤｓＡβＡｂ组小鼠海马 ＣＡ１区细胞排列整
齐、均匀，细胞结构完整，与对照组无明显区别。

尼氏体的数量和大小，可随生理状态不同而发生变

化，如神经元过度疲劳或受到损伤时，尼氏体变

小，数量也显著减少甚至消失，当休息或损伤情况

好转时，又可复原［１１］。因此，尼氏体可作为反映神

经元机能状态的指标。ＱＤｓ组和 ＱＤｓＡβＡｂ组小
鼠海马 ＣＡ１区锥体细胞层神经元排列整齐且紧
密，形态正常，胞浆中尼氏体清晰可见。这些结果

都表明 ＱＤｓ和 ＱＤｓＡβＡｂ探针对小鼠的海马组织
没有明显的损害。

量子点一般由晶体核心和外壳组成，其核心可

为多种金属与非金属形成的化合物，如Ⅲ ～Ⅴ族系
列的量子点晶体核心有 ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＧａＡｓ和 ＧａＮ等，
Ⅱ ～Ⅵ族系列的量子点可由 ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＣｄＳｅ和
ＣｄＴｅ组成晶体核心。晶体核心是量子点产生特征
荧光的基础，但构成核心的金属元素，在细胞内可

通过光降解或生物降解释放出金属离子如 Ｃｄ＋等，
这些元素对机体存在潜在毒性。量子点的外壳不

但具有结合某些功能基团如巯基、亲和素等的作

用，还能对有潜在毒性的核心进行保护，防止其直

接接触细胞或生物体，造成毒性损害。Ｃｈａｎ等［１２］

发现 ＣｄＳｅ量子点对人成神经纤维瘤（ｎｅｕｏｂｌａｓｔｏｍａ，
ＩＭＲ３２）细胞株作用 ２４ｈ后，细胞活性减少 ５０％
～６０％，细胞凋亡率明显增加，甚至少数细胞染色
体断裂，随后用 ＺｎＳ包被的 ＣｄＳｅ量子点重复上述
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实验没有发现细胞异常。Ｈｅ等［１３］发现在 ＣｄＴｅＭＡ
量子点表面包覆 ＺｎＳ后，不仅能够提高量子产率，
也能显著降低溶血率和细胞毒性。本实验使用的

ＱＤｓ和 ＱＤＡβＡｂ探针量子点是传统的壳核结构，
构成量子点的核含镉（Ｃｄ）元素，但在重金属核
ＣｄＳｅ外包被了一层约 ０．５ｎｍ厚的硫化锌（ＺｎＳ）
壳，可以达到防止重金属核氧化反应产生的细胞或

生物毒性作用。本实验对注射 ＱＤｓ和 ＱＤＡβＡｂ
探针量子点后小鼠进行为期 １周的观察，发现实验
组行为与对照组无差异且生长发育基本正常。生

化指标检测进一步验证了实验剂量的量子点对小

鼠的肝肾功能无明显影响。这些实验证明了本实

验应用的量子点的重金属核的氧化反应和毒性释

放在活体动物中相对较小，量子点及合成的探针生

物相容性良好，不影响活体动物的生长发育及正常

活动，将其用于实验动物的脑组织体内成像是安全

可靠的。

量子点对活体动物的毒性受多方面影响，其中

包括量子点本身的物化特性及外部环境条件。前

者主要和量子点的尺寸、带电荷量、浓度、表面修

饰物的生物活性等因素相关，后者则主要受外界氧

化条件、光稳定性、机械稳定性等多方面因素的影

响［１４］。本实验中使用的 ＱＤｓ和合成的 ＱＤＡβＡｂ
探针对活体动物无明显毒性作用，生物相容性好，

对脑组织特别是大脑学习记忆的关键部位海马区

无明显损害。究其原因可能是：量子点金属核外包

被硫化锌外壳，极大减少了重金属核的氧化反应和

毒性释放；我们使用的是发射红色荧光的量子点，

其尺寸较绿色荧光量子点更大，研究发现其毒性亦

更小［１５］；进行毒性检测的量子点浓度是根据实验

工作浓度来确定的，该浓度较低，低浓度量子点对

动物毒性作用较小。
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