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量子点与 Cu2 +
对 L02 细胞毒性的协同作用机制:量

子点可能的木马角色

赵宇侠，林匡飞
* ，张卫，苗优娜，刘莉莉

(华东理工大学资源与环境工程学院，国家环境保护化工过程环境风险评价与控制重点实验室，上海 200237)

摘要:量子点由于其广泛应用及可能的对环境的危害而引起关注，理解量子点对原有环境污染物诱导毒性的影响以及相关的

机制对于控制量子点的环境风险具有重要意义 .用 2 μg /mL( IC10 )的 QDs 和 2. 5 ～ 20 μg /mL( IC10 ～ IC40 )的 Cu2 +
以及人胚肝

细胞(L02)作为研究对象，通过 EDX 和量子点荧光光谱的变化确定了量子点和 Cu2 +
的结合，量子点的存在提高了细胞内

Cu2 +
含量，并进而由 MTT 和 HE 染色结果确定了相应的量子点存在下 Cu2 +

诱导的细胞毒性的增加:细胞形态显著变化，存活

率最大降低了 3 倍 .由此，推测量子点在此过程中可能扮演了木马角色，吸附了 Cu2 +
并携带其进入细胞，使得细胞内的 Cu2 +

含量增加进而导致毒性提高 .量子点在环境中的这种特征值得关注 .
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Mechanism of Quantum Dots Facilitating Cu2 + -Induced Hepatic L02 Cells
Toxicity: Possible Trojan-Horse Role of QDs
ZHAO Yu-xia，LIN Kuang-fei，ZHANG Wei，MIAO You-na，LIU Li-li
(State Environmental Protection Key Laboratory of Environmental Risk Assessment and Control on Chemical Process，School of

Resources and Environmental Engineering，East China University of Science and Technology，Shanghai 200237，China)

Abstract: Concerns regarding the potential environmental impact of quantum dots ( QDs ) are raised for its extensive use.
Understanding the influences of QDs on original environmental pollutants induced toxicity and obtaining information about the
mechanism is crucial to evaluate potential ecological hazards posed by QDs. The effects of QDs on Cu2 + induced Hepatic L02 cells
toxicity and the mechanisms were investigated. IC10 value of 2 μg /mL QDs and IC10 -IC50 value of 2. 5-20 μg /mL of Cu2 + was used in
this study. Firstly Luminescence emission spectrum of QDs showed 10 nm red shifts with addition of Cu2 + provide the interaction
possibility of QDs and Cu2 +，the further X-ray energy dispersive spectroscopy ( EDX) analysis indicated binding of Cu2 + on QDs
surface. Then the intracellular Cu2 + concentrations showed increase with addition of QDs，which is accompanied by loss of cell viability
and morphology changes. The mechanism was therefore assumed as interaction of QDs-Cu2 + improved the intracellular Cu2 + level then
cytotoxicity. QDs seemed to serve as Trojan-horse taking much more Cu2 + into cells via cheating cell membrane recognition，which
imply the possible interactions with heavy metal ions will pose a significant influence on environment and human body.
Key words: quantum dots (QDs); Cu2 + ; L02 cell; toxicity;

人工纳米材料不同与生物的或者自然产生的纳

米粒子，通常人工纳米材料包括金属晶体核心和表

面壳层，这些壳层可以保护金属核心并且赋予量子

点独特的荧光性质和表面活性
［1］，量子点的表面活

性的获得是通过对在合成时对表面涂层功能化 . 然
后壳层可以通过静电结合、吸附、螯合和共价结合等
多种方式增加表面活性 . 因此量子点可以用做分子
探针和体内成像等 . MPA 具有羧基，该官能团提供
了上述提到的结合的可能

［2，3］. 同样，这些广泛的结
合能力也带来与其他毒物结合的可能，最终导致对

环境或者人体的毒性的风险
［4］.

重要的是 Limbach 等［5］发现相较其水溶液粒子
形式，某些过渡金属以氧化物的形式结合进纳米粒

子时更容易进入细胞，所以他们认为在这个过程中

纳米粒子执行了木马功能，携带着过渡金属骗过细

胞膜防御系统进入细胞，从而造成细胞毒性的增加 .
另有一些报道认为纳米粒子能提高过渡金属的毒性

因为其巨大的比表面积能够促成与金属的结

合
［2，6 ～ 8］.同时量子点与铜离子的结合已被确认并
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应用于检测痕量金属铜
［9］. 因此量子点可能结合金

属铜并执行木马角色携带更多的铜离子进入细胞进

而带来毒性的增加 .
铜的主要暴露路径是饮食

［10，11］. 肝是铜离子蓄
积的重要靶器官 . 很多铜代谢相关的缺陷导致铜在
肝脏内缓慢蓄积最后导致肝脏疾病

［12 ～ 14］.另外铜浓
度在儿童体内被发现(以干重计) 为 6 mg / g［11，15］.
环境内的 Cu2 +

也被发现超过 1 mmol /mL［11，16］以及
在地表水中高达 90 mmol /mL.另外基于量子点的广
泛的应用，体内的肝蓄积和环境暴露同样也是量子

点的重要来源
［17］，同时文献［3，18］用 100 μg /mL

的量子点标记 HeLa 细胞并且文献［3，19］也用 4
μg /mL 的量子点结合 Her2 抗原靶向乳腺癌细胞 .
所以肝脏内蓄积这种 μg /mL 水平的量子点和 Cu2 +

是可能的 .
本研究的目标是确认量子点对 Cu2 +

诱导的

L02 细胞毒性的影响 .关注量子点可能的木马角色 .
通过量子点荧光光谱和 EDX 分析确定 2 种物质的
结合 .测定细胞内的 Cu2 +

含量确认量子点的木马角

色 .最后通过 MTT 和 HE 染色观察细胞存活率和细
胞形态变化确定细胞的毒性的变化 .

1 材料与方法

1. 1 量子点的制备和性质
除了特别指出外，所用的试剂包括 6-carboxy-

2′，7′-dichlorodihydrofluorescein ( CDCFH )，3-( 4，5-
dime-thylthiazol-2-yl)-2，5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) 以及无水氯化铜都购自 Sigma 试剂公司
(St. Louis，MO，USA) . 量子点 CdTe-MPA 由本校
化工学院的钟教授合成 .量子点直径为 3. 7 nm 发红
光，摩尔浓度为 5. 8 × 10 － 6 mol / L，质量浓度为 0. 64
mg /mL在 pH 值 6 ～ 12 范围内稳定，合成方法参见
文献［20］.量子点合成后用收集离心用丙醇纯化以
去除杂质 .
1. 2 细胞培养，量子点和铜离子处理

L02 人胚肝细胞购自中科院细胞库，细胞用
RPMI-1640 培养基 ( GIBCO BRL，Grand Island，
NY，USA) 加入 10 % 的胎牛血清( FBS) ( GIBCO
BRL，Grand Island，NY，USA)在 37℃湿度是 95 %
和 5 % 的 CO2的条件下培养 . 细胞在 96 孔板上以
(细胞数) 104

个 /mL 的初始浓度培养，用于分析细
胞内 Cu2 +

浓度的实验使用的是 12 孔板和细胞初始
浓度是 104

个 /mL. 细胞处理前 1 h，含有血清的培
养基吸出，细胞 PBS 缓冲液洗 2 遍后替换上新鲜的

无血清培养基
［21］.

细胞用不同浓度的单独的或联合的量子点(2
～ 20 μg /mL)与 Cu2 + (2 ～ 320 μg /mL)处理细胞，培
养 24 h 后用于各项分析 . QDs 从 10 mg /mL的无血
清的培养基配制的母液稀释得到，CuCl2 从无菌的
超纯水配置的 30 mg /mL的母液稀释得到 .
1. 3 MTT 法测定细胞存活率
活细胞线粒体可还原 MTT 为紫色的甲臜结晶，

在一定范围内紫色深浅与活细胞浓度呈线性关系，

通过测定甲臜 570nm 波长处的吸光值可反映活细
胞活力的变化 .取对数生长期细胞接种于 96 孔培养
板(1 × 104

个 /mL)，培养 24 h 使细胞贴壁，弃培养
液，每孔加入含药的培养基稀释的浓度分别为 0、
2. 5、5、10、20、40、80、160 μg /mL的 Cu2 +，和 0、
2. 5、5、10、20、40、80、160 μg /mL的量子点 CdTe
溶液，每个剂量组设定 3 个复孔 . 染毒 24 h 后弃去
每孔中的培养液，加入含 10% MTT ( 5mg /mL) 的
RPMI-1640 培养基(不含胎牛血清)，继续培养 4 h
后，弃去 MTT 溶液，每孔加入 DMSO 150 μL 后，于
37℃振荡至紫色的甲臜结晶完全溶解后用酶标仪测
定各孔在 570 nm 波长处的吸光度值 .确定量子点和
Cu2 +
对 L02 细胞的半致死浓度［21］.
对于联合毒性实验方法如上，量子点选择了 2

μg /mL(24 h 细胞致死率 10% ) 和 2. 5、5、10、20
μg /mL浓度的 Cu2 +，进行了 Cu2 +

单独处理和量子

点-Cu2 +
联合处理的细胞存活率实验 . 同样在无血

清的培养基中处理 24h 后替换 MTT 在 570 nm 波长
处测定了吸光度值 . 确定量子点的存在对 Cu2 +

细胞

存活率的影响 .
1. 4 细胞形态学观察
将待测试细胞接种于 6 孔板(内置盖玻片)，培

养 24 h，待细胞贴壁后，分别加入各种浓度受试物，
处理 24 h，将盖玻片取出，用细胞固定液(甲醇 ∶ 冰
醋酸 = 3∶ 1)固定 5 min，蒸馏水稍洗后加 HE (苏木
精-伊红) 染色 10 min，洗片后风干，倒置显微镜
( IMT-2，Olympus，Tokyo)下观察细胞形态学变化 .
1. 5 细胞内的铜离子含量测定
选择了 2 μg /mL 的量子点(24 h 细胞致死率

10% )和 2. 5、5、10、20 μg /mL 的 Cu2 +
浓度来进行

QDs-Cu2 +
和 Cu2 +
处理的 L02 细胞实验，细胞如上述

方法在 12 孔板上培养 24 h 后，离心 5 min (5 000
r /min)，细胞残留的上清液从孔中吸出，细胞用 PBS
缓冲液洗 2 次以去除细胞表面残留的 Cu2 + . 200 μL
的 Tritonx-100 (0. 5% 质量浓度) 溶液加入孔中以
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裂解细胞 .细胞再放入 － 20℃的冰箱中反复冻融直
到完全裂解 . Cu 或 Cd 的含量用 Varian SpectrAA
400 Zeeman 石墨炉原子吸收分光光度计 (GFAAS)
来测定 .每个实验平行 3 组［22］.
1. 6 统计分析
数据以均数 ± 标准差(珋x ± s)表示，应用 Origin

7. 5 软件对数据进行单因素方差分析和 t-test 检验，
* 表示以 p < 0. 05 置信度下的差异有显著性，代表
QDs-Cu2 +

联合处理样品对单独 Cu2 +
处理的差异

显著 .

2 结果与讨论

如前所述，本研究的关键是确定量子点在与

Cu2 +
共存时是否存在木马效应，从而提高 Cu2 +

所诱

导的毒性 . Limbach 等［5］认为过渡金属包裹进纳米
粒子中比其水溶液离子形式更容易穿过细胞膜屏障

进入细胞，纳米材料载带的金属进入细胞后成功地

释放出离子使得细胞内离子含量增加，进而毒性增

强 .对与在地球上存在了千百万年的过渡金属而言，
细胞膜在与其长期共存的过程中已经发展出了对它

的抗性，而纳米材料作为新兴的异生物质，细胞膜防

御系统还没有进化出对其毒性的抵抗能力，或者这

种能力相对较弱 . 这就使得纳米粒子更容易进入细
胞，而其强表面活性有赋予它结合各种离子的能力，

所以量子点扮演木马角色，携带 Cu2 +
进入细胞并增

加对细胞的毒性具有现实可能 .
在本研究中，为了评估是否量子点扮演木马角

色，先需要确定量子和 Cu2 +
的结合:通过加入 Cu2 +

后量子点的荧光光谱的红移和 EDX 结果来确证 . 再
比较量子点的加入前后细胞内 Cu2 +

浓度的变化确

定量子点是否扮演木马角色 . 最后通过 MTT 和 HE
染色实验确定细胞存活率和细胞形态的变化来确定

细胞毒性的增加 .
2. 1 QDs-Cu2 +

结合

2. 1. 1 量子点荧光光谱的红移
实验用的 MPA-CdTe 中含有羧基，该官能团能

够和 Cu2 +
结合，进而使量子点的粒径发生变化 . 这

时量子点的荧光光谱会发生红移 . 所以量子点的荧
光光谱的变化可以从侧面证明量子点和 Cu2 +

之间

的结合 .用实验选用浓度范围内的量子点和 Cu2 +
在

用无血清培养基中测定量子点荧光信号立刻淬灭，

为了得到可以捕捉的信号笔者把量子点浓度加大到

50 μg /mL，测得的量子点的荧光光谱在加入不同浓
度的 Cu2 +

后发生了大约 15 nm 左右的红移，证明了

量子点和 Cu2 +
之间的结合(图 1) . 量子点的表面化

学性质主要取决与官能团
［2，3］，考虑到 量子点的荧

光是由导带和价带见激发的电子再复合的过程产生

的，所以由环境中的离子或小分子结合导致的表面

电性和表面成分的变化进而影响电子-空穴再复合
的效率，可能最终导致荧光的变化

［23］. 表面官能团
的与 Cu2 +

结合也可能影响其跨膜转运导致细胞内

的 Cu2 +
含量的变化进而影响其诱导的细胞毒性 .

图 1 加入 Cu2 + 后的 MPA-CdTe QDs 的荧光光谱变化

Fig. 1 Changes of MPA-CdTe QDs PL spectra with

addition of Cu2 +

2. 1. 2 EDX 结果
笔者采用了 X 射线能量散射光谱(EDX)进一

步分析以确定量子点与 Cu2 +
的结合 . 研究了 2 个样

品，单独的量子点和量子点与 Cu2 +
的复合物，后者

在量子点中加入 Cu2 +
后，样品离心 15 min(10 000

r /min)，PBS 缓冲液洗 2 次以去除表面黏附的
Cu2 +，然后 70℃烘干 . 结果见图 2，铜元素出现在量
子点样品中，证明了 Cu2 +

确实结合在量子点的表

面，结合前面量子点光谱红移的结果说明了量子点

与 Cu2 +
在无血清培养基中确实发生了某种非物理

方式的结合，可能是与羧基的静电结合，该结合的发

生导致了量子点荧光性的变化 .
2. 2 细胞内的 Cu2 +

含量的增加

木马效应的第二方面是证明量子点促进了

Cu2 +
进入细胞，因为量子点可以与细胞表面的糖蛋

白和糖脂结合并被吸收进入细胞
［18，24 ～ 26］，并且细胞

与具不同表面修饰的量子点共存会导致不同毒性源

自细胞内的镉水平的差异而非物质的毒性
［22，27］. 所

以笔者要检测的 L02 细胞的不同的毒性结果可能来
自细胞内的不同的铜水平 .为了验证这个假设，进行
了单独 Cu2 +

处理和量子点-Cu2 +
联合处理的 2 组实

验，测定细胞内的铜含量 .选择了 2 μg /mL的量子点
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图 2 EDX 分析的 MPA-CdTe 量子点以及量子点-Cu2 + 样品结果

Fig. 2 EDX results of QDs and QDs-Cu2 +

(24 h 细胞致死率 10 % )和 2. 5、5、10、20 μg /mL
Cu2 +
浓度来进行 QDs-Cu2 +

和 Cu2 +
处理的 L02 细胞

实验，细胞如上述方法在 12 孔板上培养 24 h 后离
心裂解并测定细胞内的铜和镉含量 . 结果如图 3. 量
子点加入前后 Cu2 +

都能够进入细胞，相对与 Cu2 +

单独处理的样品来说，量子点的存在导致了 Cu2 +
进

入细胞量的略微显著增加，在实验室测定条件下，

Cu2 +
进入细胞的浓度大约相当于初始 Cu2 +

浓度的

1 /10 ～ 1 /20，而镉含量则大约是量子点原初浓度的
1 /2 左右(数据省略) . 这也从侧面说明了量子点的
跨膜转运能力要远大于 Cu2 +，也暗示了其木马角色

的可能性 . 量子点携带的 Cu2 +
增量没有表现出剂

量-依赖效应，可能是由于量子点表面的结合位有
限，一旦达到饱和就不会有明显增加

［28］.

图 3 L02 细胞内的 Cu2 + 含量

Fig. 3 Intracellular Cu2 + concentrations of L02 cells

2. 3 量子点对铜离子诱导的细胞毒性的影响
从 2. 1、2. 2 节的结果看，量子点确实扮演了木

马角色携带 Cu2 +
骗过细胞膜防御系统，导致细胞内

的 Cu2 +
含量增加 . 而这种增加的 Cu2 +

是否确实导

致了细胞毒性的相应提高仍有待证明 . 本研究用
MTT 实验 HE 染色来确定细胞存活率和细胞形态的
变化来评估细胞毒性的变化 . 同样选择了 2 μg /mL

的量子点(24 h 细胞致死率 10 % )和 2. 5、5、10、
20 μg /mL Cu2 +

浓度来进行 QDs-Cu2 +
和 Cu2 +
处理

的 L02 细胞实验，细胞在 96 孔板上培养 24 h 后分

图 4 L02 细胞存活率降低

Fig. 4 Decrease of L02 cells viability

别按照 MTT 和 HE 染色的步骤来处理和观察 . 前面
的 MTT 实验确定了量子点和 Cu2 +

的半致死浓度

( IC50)分别为 20 μg /mL和 30 μg /mL;为避免细胞过
度死亡导致的细胞数目太少影响检测，选用 IC10值

(24 h 培养后，导致 10 % 细胞死亡的浓度) 即 2

μg /mL 的量子点和 IC10 ～ IC40值(2. 5、5、10、20

μg /mL) 的 Cu2 +
浓度来进行实验 . 结果表明，2

μg /mL的量子点的加入显著提高了 Cu2 +
所诱导的

细胞毒性(图 4) .尽管量子点单独只能导致 10%的
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细胞死亡，与 Cu2 +
共存后却能使细胞存活率下降了

最多 3 倍 .表现出明显的协同作用 .一方面结合上面
研究的增加细胞内 Cu2 +

含量的结果，细胞内的

Cu2 +
含量增加确实导致了毒性的增加，证明了木马

效应的存在 .另一方面，也注意到增加的毒性与细胞
内的增加的铜含量程度并不完全一致，也就是说除

了木马效应之外可能还存在其他因素影响由于与量

子点共存导致的毒性增加 .
2. 4 细胞形态的变化
为了进一步确证量子点的加入带来的细胞毒性

的增加，本研究用 HE 染色通过倒置显微镜观察细

胞的形态变化，如图 5 所示 .正常的 L02 细胞为多边
形，具有完整的细胞核，并且折光性和贴壁状态也很

好 .但是经过与 QDs-Cu2 +
和 Cu2 + 24 h 的共同培养

后，细胞形态发生了不同程度的变化 .对于低浓度组
的 2. 5 μg /mL Cu2 +

处理的样品来说没有明显的变

化，加入量子点后细胞数目减少，这与 MTT 实验的
结果一致 . 对于中浓度组的 5 μg /mL Cu2 +

来说，无

论是对单独的 Cu2 +
还是 QDs-Cu2 +

联合处理组，都

出现了明显的形态变化 . 尤其联合组出现了明显的
细胞浆固缩等伤害 . 同样更加严重的形态变化出现
在10、20μg / mL的高浓度组细胞:包括明显的细胞

图 5 QDs-Cu2 + /Cu2 + 处理的 L02 细胞形态变化

Fig. 5 QDs-Cu2 + /Cu2 + treated L02 cells morphology changes

核直径变小和核收缩 .

3 结论

(1)量子点的加入提高了细胞内的铜离子的浓
度并伴随细胞存活率的下降和细胞形态的变化 .
(2)尽管没有再增加毒性(以细胞死亡率考察)

与增加的细胞内铜水平的程度不一致，但是增加的

铜离子含量至少部分解释了增加的毒性，可以作为

铜离子与量子点共存时增加的毒性的机制之一 .
(3)对于量子点毒性的评估和管理应充分考虑

其所带来的附加的环境和人体风险 . 在复杂的环境
污染物体系中木马效应值得考虑 .
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