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硒化镉量子点对人黑素瘤细胞和正常表皮细胞的毒性

宋方茗，郑　红，娄子洋

第二军医大学药学院药物分析测试中心，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　通过ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８（ＣＣＫ８）检测不同粒径硒化镉（ＣｄＳｅ／ＺｎＳ）量子点对人恶性黑素瘤细胞 Ａ３７５、

Ａ３７５．ｓ２以及正常人表皮细胞 ＨａＣａＴ的细胞毒性，研究硒化镉量子点对黑素瘤细胞生长的影响。方法　分别取处于对数生
长期的Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２以及 ＨａＣａＴ细胞铺入９６孔板内，次日分别向铺有细胞的孔内加入浓度为１６２、８１、５４、４０．５、２７、

１０．１２５、４．０５、２．０２５、１．０１２５ｎｍｏｌ／Ｌ水溶性量子点（ＱＤｓ）６０５与ＱＤｓ５４５进行孵育，２４ｈ后每孔加入１０μｌＣＣＫ８，测定２种

硒化镉量子点对Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２及 ＨａＣａＴ细胞增殖的影响。结果　ＣＣＫ８法显示，随着 ＱＤｓ６０５与 ＱＤｓ５４５浓度的增加，
Ａ３７５和Ａ３７５．ｓ２细胞存活率随之下降。不同浓度的ＱＤｓ６０５与ＱＤｓ５４５作用于Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２细胞，２４ｈ后其细胞存活率

均低于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），但是对 ＨａＣａＴ细胞没有抑制作用。结论　硒化镉量子点对Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２人黑素瘤细
胞有一定的抑制作用，而对 ＨａＣａＴ正常人表皮细胞抑制作用不明显。

　　［关键词］　硒化镉量子点；黑素瘤；表皮细胞；细胞增殖；细胞毒性
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　　生命体系中化学和生物信息是当前生物医学研
究迫切需要解决的关键问题之一，发展相关的新技
术与新方法至关重要。半导体纳米材料具有独特的
光学性质，尤其是半导体量子点，它的物理尺寸小于
激子的波尔半径，从而导致了一种量子限制效应，使
量子点具有独特的光学和电学性质［１］。近年来，量

子点因其特殊光学的特性，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
等研究中取得了重大进展［２６］。随着半导体量子点
合成技术的进步，已经可以获得较高质量的产品，荧
光量子产率也有很大的提高，这使得半导体量子点
作为荧光探针应用于生物医学领域的前景逐渐展现
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出来。恶性黑素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）是一
类起源于神经嵴的黑素细胞恶性肿瘤。黑素瘤具有
高度恶性、进展迅速等特点，且容易广泛转移，对常
规放、化疗不敏感，治疗非常棘手，预后较差。黑素
瘤已成为长期困扰临床医师们的难题。近期文献［７］

报道半导体纳米微晶体（即量子点）作为一种新型的
荧光标记物可对黑素瘤细胞进行标记，这对黑素瘤
细胞的早期诊断具有重要意义。然而不同粒径量子
点对黑素瘤细胞的毒性缺少相关验证。本研究以

ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８（ＣＣＫ８）法测定不同粒径硒化镉
（ＣｄＳｅ／ＺｎＳ）量子点对人体恶性黑素瘤细胞 Ａ３７５、

Ａ３７５．ｓ２以及人体正常表皮细胞 ＨａＣａＴ增殖的影
响，为其进一步应用于生物医学领域提供依据。

１　材料和方法

１．１　试剂、生物材料与仪器　Ａ３７５细胞，中国科学
院上海细胞所；Ａ３７５．ｓ２ 细胞，沈阳药科大学；

ＨａＣａＴ细胞，第二军医大学长海医院。胎牛血清
（Ｂｉｏｃｈｒｏｍ）；新生牛血清（Ｇｂｉｃｏ）；高糖ＤＭＥＭ 培养
液、ＰＢＳ、ＲＰＭＩ１６４０（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ＣＣＫ８（日本同仁
化学研究所）；０．２５％胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ）；水溶性量子
点ＱＤｓ５４５（初浓度８．５５μｍｏｌ／Ｌ）、ＱＤｓ６０５（初浓
度８．０７μｍｏｌ／Ｌ），武汉珈源量子点技术开发有限公
司。酶联免疫检测仪（Ｔｈｅｒｍｏ）。

１．２　细胞培养　将 Ａ３７５细胞培养于高糖ＤＭＥＭ
培养液（含１０％胎牛血清），Ａ３７５．ｓ２细胞培养于

ＲＰＭＩ１６４０培养液（含１０％胎牛血清），ＨａＣａＴ培养
于ＲＰＭＩ１６４０培养液（含１０％新生牛血清）中，置

３７℃、５％ＣＯ２条件下培养，１～２ｄ换１次培养液。
当细胞生长至对数期分别添加不同粒径水溶性量子

点处理。

１．３　ＣＣＫ８测定水溶性量子点对 Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２、

ＨａＣａＴ细胞的毒性　分别取３种处于对数生长期
的细胞用０．２５％胰蛋白酶消化并制成细胞悬液，按
每孔９０００～１００００个细胞接种于９６孔板，每孔１００

μｌ，共接种３块９６孔培养板。将９６孔板置于３７℃、

５％ＣＯ２培养箱培养。２４ｈ后，每块培养板分别以梯
度浓度的量子点（分别为初浓度的１５０，１１００，

１１５０，１２００，１３００，１８００，１２０００，

１４０００，１８０００，即 １６２、８１、５４、４０．５、２７、

１０．１２５、４．０５、２．０２５、１．０１２５ｎｍｏｌ／Ｌ）以及完全培
养液培养的细胞作为实验组和对照组，不含细胞和
水溶性量子点的培养液作为空白对照，每组设３个
复孔，将３块培养板移入３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养。

２４ｈ后，弃培养液，ＰＢＳ洗板 ２ 次，加入 ＣＣＫ８
１０μｌ。继续在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养２～４ｈ，酶

标仪５５０ｎｍ处测各孔光密度（Ｄ 值）。肿瘤细胞存
活率（％）＝［（实验孔Ｄ值－空白孔Ｄ 值）／（对照孔

Ｄ值－空白孔Ｄ值）］×１００％。

　　通过与对照组细胞比较计算细胞活性。对照组
细胞活性设为１００％。结果通过３次独立实验计算
标准偏差。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计
学分析，所有数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分
析进行比较，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＱＤｓ６０５对Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２、ＨａＣａＴ细胞活性
的影响　通过ＣＣＫ８法观察细胞活性，结果发现：
随着ＱＤｓ６０５浓度的增加，Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２细胞存
活率随之下降；不同浓度的 ＱＤｓ６０５作用于 Ａ３７５、

Ａ３７５．ｓ２细胞，２４ｈ后其细胞存活率均低于对照组
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），而不同浓度的 ＱＤｓ６０５作
用于 ＨａＣａＴ细胞２４ｈ，只有 ＱＤｓ６０５浓度为１６２、

８１、５４、２．０２５、１．０１２５ｎｍｏｌ／Ｌ时差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），其他浓度差异无统计学意
义（表 １）。Ａ３７５ 细胞活性从 ９１．７％ 一直降至

７．２％，Ａ３７５．ｓ２ 细 胞 活 性 从 ７０．６％ 一 直 降 至

１０．３％，尤其是 ＱＤｓ６０５ 浓度为 ５４ｎｍｏｌ／Ｌ 时，

Ａ３７５和 Ａ３７５．ｓ２活性出现较大幅度的骤降，而

ＨａＣａＴ活性变化幅度不大。

表１　不同浓度ＱＤｓ６０５对Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２和

ＨａＣａＴ细胞活性的影响

Ｔａｂ１　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ３７５，Ａ３７５．ｓ２，

ａｎｄＨａＣａＴｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＣｄＳｅ／ＺｎＳＱＤｓ６０５
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌ

Ａ３７５ Ａ３７５．ｓ２ ＨａＣａＴ
ＱＤｓ６０５ｃＢ／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

１６２ ７．２±７．５ １０．３±８．４ ４９．９±３．８

８１ １９．８±５．９ ４０．２±１７．６ ７２．２±１．４

５４ ５５．１±６．０ ６２．０±１２．１ ７７．０±１．７

４０．５ ７１．６±２．１ ７０．６±１３．０ １０１．４±３．５
２７ ７４．２±３．１ ７０．１±１３．５ １０４．６±５．６
１０．１２５ ７６．４±４．１ ６４．４±７．０ ９８．２±３．７
４．０５ ８４．６±１２．４ ６０．２±７．９ ９８．２±０．７
２．０２５ ９０．２±７．９ ６１．６±６．６ ９１．５±６．０

１．０１２５ ９１．７±５．９ ７０．９±３．１ ８７．９±７．０

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００ １００ １００

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　ＱＤｓ５４５对Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２、ＨａＣａＴ细胞活性
的影 响 　 不 同 浓 度 的 ＱＤｓ５４５ 作 用 于 Ａ３７５、

Ａ３７５．ｓ２细胞，２４ｈ后其细胞存活率均低于对照组
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（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），而不同浓度的 ＱＤｓ５４５作
用 ＨａＣａＴ细胞２４ｈ，只有 ＱＤｓ５４５浓度为１６２、５４
ｎｍｏｌ／Ｌ时差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１），而其他浓度均差异无统计学意义（表２）。

Ａ３７５细胞活性从７６．２％一直降至２４．０％，Ａ３７５．ｓ２
细胞活性从８２．７％一直降至１６．２％，尤其是 ＱＤｓ
５４５浓度为５４ｎｍｏｌ／Ｌ时，Ａ３７５和 Ａ３７５．ｓ２活性出
现较大幅度的骤降，而 ＨａＣａＴ活性变化幅度不大。

表２　不同浓度ＱＤｓ５４５对Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２和

ＨａＣａＴ细胞活性的影响

Ｔａｂ２　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ３７５，Ａ３７５．ｓ２，

ａｎｄＨａＣａＴｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＣｄＳｅ／ＺｎＳＱＤｓ５４５
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌ

Ａ３７５ Ａ３７５．ｓ２ ＨａＣａＴ
ＱＤｓ５４５ｃＢ／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

１６２ ２４．０±４．２ １６．２±１０．３ ８９．６±１１．１

８１ ５９．３±８．９ ２８．９±７．３ ９４．６±１０．９
５４ ６８．７±１１．８ ７０．２±４．９ ９２．６±４．５

４０．５ ７５．４±１５．８ ７１．７±１６．９ ９４．２±７．３
２７ ７５．９±１３．７ ７１．５±１３．１ ９４．１±３．２
１０．１２５ ７６．２±１３．１ ７９．６±７．５ ９５．５±５．８
４．０５ ７５．６±１４．４ ８０．４±１７．８ ９５．５±２．９
２．０２５ ７１．９±８．２ ７５．０±１８．３ ９４．３±５．４
１．０１２５ ７０．２±１３．８ ８２．７±１１．２ １００．５±０．７

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００ １００ １００

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　本研究利用新型细胞检测 ＭＴＴ法改良试剂

ＣＣＫ８进行毒性分析，其原理是在电子载体１甲氧
基５甲基吩嗪　硫酸二甲酯的作用下被细胞中脱氢
酶还原为具有高度水溶性的黄色甲 染料，生成的
甲 数量与活细胞数量成正比，此方法重现性好，操
作简便，且还原后的甲 染料是水溶性的，不需要溶
解，可用于检测量子点对Ａ３７５、Ａ３７５．ｓ２人体恶性
黑素瘤细胞以及 ＨａＣａＴ人体正常表皮细胞增殖的
影响。

　　本实验结果表明，肿瘤存活率存在明显的剂量
效应关系，不同浓度的量子点能够不同程度地影响
细胞的增殖。这可能是量子点核中的Ｃｄ、Ｓｅ等元素
（尤其是Ｃｄ）对于细胞具有毒性，修饰后的量子点在
生物体内经过长期氧化降解或是光解作用后，造成

壳层脱落而形成裸核结构，从而引起Ｃｄ离子的释
放，这样可对细胞产生急性或慢性毒性作用［８］，因此
在做细胞标记等一系列研究工作时，选择量子点浓
度要尽可能在较低剂量范围中选择，避免引起肿瘤
细胞的凋亡，而失去研究意义。实验发现，ＱＤｓ６０５
较ＱＤｓ５４５更容易引起细胞存活率下降，结果表明
粒径大的量子点有可能更易脱落表面保护层，形成
裸核结构，从而对细胞有一定的毒性。

　　同时，本实验用人正常表皮细胞 ＨａＣａＴ作对
照，发现随着 ２ 种量子点浓度变化，并没有对

ＨａＣａＴ细胞有较大毒性，甚至高剂量（１６２ｎｍｏｌ／Ｌ）
时，ＨａＣａＴ 细胞存活率仍能保持４９．９％（ＱＤｓ
６０５），以及８９．６％（ＱＤｓ５４５），说明量子点对人正常
表皮细胞没有较大影响。这一发现提示既可通过改
良量子点的制备，减少对肿瘤细胞毒性，有效地对肿
瘤细胞进行标记，又可利用量子点对正常细胞不具
有较大影响的特性，设想把量子点作为一种新的治
疗手段，有效地杀死肿瘤细胞，即其在肿瘤诊断和治
疗方面均具有重要意义，值得深入研究。
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