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应用量子点探针观察粒子辐射细胞损伤动态过程
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摘要: 荧光量子点由于具有发射荧光效率高、光稳定性好、无光漂白等优良特性，因此在生物学研究

中得到广泛应用。用量子点标记细胞，通过量子点荧光可以对细胞进行长时程观察，实现活细胞动态

示踪。利用量子点和DiO荧光染料对A549细胞膜双染，直观展示了量子点优于有机荧光染料的抗光漂

白特性，并阐述了一种利用量子点对细胞A549进行标记并观测在α粒子辐照下细胞损伤动态变化过程

的方法，这种方法对于阐明粒子辐射作用细胞的过程、了解辐射损伤的机理有一定的优势。
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1 引言

粒子辐射在自然界广泛存在，并且可与生物体发

生作用而产生各种生物学效应。离子束生物工程技术

就是利用粒子辐射作用于生物体而开发起来的一种有

用的技术，其应用研究包括：植物育种、微生物品种

改良、基因工程、动物细胞遗传改良、生命起源研究

和环境低剂量暴露与健康等[1]。粒子辐射作用于生物

体在时间上可分为物理阶段、物理化学阶段、化学阶

段以及生物阶段等过程，在作用空间上可从微观生物

分子的损伤到宏观生物性状的改变。以往对辐射引起

质粒DNA断裂、细胞染色体畸变、胞内蛋白含量和

酶活影响的研究较多，检测生物损伤终点的手段包括

分子生物学实验、流式细胞技术等，但对辐射损伤其

动态过程可视化研究涉及较少，主要是因为大部分荧

光探针 (如：有机荧光染料)有光漂白现象，一般不适

用在荧光显微镜下进行长时间观测。

自 20世纪 80年代发明荧光量子点材料以来，量

子点技术迅速发展起来并在生物学研究中得到广泛应

用[2]。荧光量子点一般是由Ⅱ-Ⅳ族或Ⅲ-Ⅴ族元素的

半导体纳米材料组成，直径在 1 ∼ 100 nm之间。与

有机荧光染料相比，它们有如下特性：激发谱宽且连

续，发射谱窄而发射效率大，荧光强度高；发射波长

与尺寸相关，可以用不同尺寸的量子点实现同时多色

成像；光稳定性强无光漂白现象等[3−4]。利用量子点

的这些优点可对细胞的生命过程进行长时间观察。例

如：研究人员利用量子点标记胞内蛋白质 (如驱动蛋

白、肌球蛋白)、DNA分子、细胞器等，对它们的运

动及细胞在受到外界干扰和刺激 (如病毒侵染、热刺

激等)下的响应进行观测[5−8]。

本文工作利用量子点对A549细胞进行标记，并

对粒子辐照条件下的细胞损伤的微观过程进行长时间

的观测，建立和展示了一种运用荧光量子点技术有效

进行辐射生物学研究的方法。

2 材料与方法

2.1 细胞爬片

普通 20 mm × 20 mm盖玻片超声清洗 15 min，

在 75%乙醇中浸泡 2 h，超净工作台内将盖玻片置

于无菌的直径 35 mm培养皿中，无菌PBS缓冲液

冲洗 3遍。本实验采用人非小细胞肺癌细胞A549，
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以 1×104个/mL的细胞浓度将细胞接种于有盖玻片

的培养皿中。细胞培养于含 10%胎牛血清 (灏洋生物

制品科技有限责任公司)、青霉素 100 U和链霉素 100

mg/L (生工生物工程 (上海)股份有限公司)的培养基

中，置于 5% CO2、37 ℃恒温培养箱中。

2.2 荧光标记

2.2.1 A549细胞活细胞膜特异性染色

DiO荧光染料 (3，3′-dioctadecyloxacarbocyanine

perchlorate)(碧云天公司)是一种常见的细胞膜荧光

探针，进入细胞膜之前荧光非常弱，当与膜上脂类结

合后，能在蓝光激发下发出绿色荧光。利用DiO荧

光染料对A549细胞的染色具体步骤如下：(1) 将 10

mg的DiO溶于 5 ml无水乙醇中储存,储存液浓度为 2

mg/ml；(2) 用Tyrode缓冲液将DiO稀释至工作液

浓度 10 µmol/L；(3) 当细胞爬片上的细胞密度达

到 70% ∼ 80%时，用DiO工作液孵育 30 min；(4)

Tyrode缓冲液清洗细胞爬片 3次，每次 5 min。

A549细胞膜上表达凝集素 (lectin)，利用 biotin-

WGA(Vector)和QD-SA (武汉珈源公司，连接了链

酶亲和素的量子点超敏荧光试剂盒QK605S)对细胞

膜特异性染色。具体步骤如下：(1) 当细胞爬片上的

细胞密度达到 70% ∼ 80%时，PBS缓冲液清洗细胞

爬片；(2) biotin-WGA在Tyrode缓冲液中以 1:250

稀释，4 ℃孵育 10 min；Tyrode缓冲液清洗细胞爬

片 3次，每次 5 min；(3) QD-SA在Tyrode缓冲液中

以 1:200稀释，4 ℃孵育 10 min；(4) Tyrode缓冲液

清洗细胞爬片 3次，每次 5 min。

2.2.2 A549细胞活细胞示踪

量子点活细胞示踪试剂 (武汉珈源公司量子点活

细胞示踪试剂盒QK605CT)是利用穿膜肽与量子点

在体外非共价结合后，穿膜肽附着在核壳结构的量

子点外周，使穿膜肽能较容易介导量子点进入细胞

膜，同时量子点荧光性质不受影响。具体步骤如下：

(1) 将试剂组分A(量子点)和组分B (导肽)微量室温

混合 5 min；(2) 混合物以 1:100倍稀释于完全培养基

中；(3) 长有A549细胞的爬片用完全培养基清洗两

次；(4) 将混合物与细胞孵育 4∼ 5 h。

Hoechst33342 (碧云天公司) 复染细胞核，统

计 10 000个细胞中经辐照后的细胞核异常率，实验

重复 3次。具体步骤如下：5 µg/mL的Hoechst33342

与细胞 37 ℃孵育 30 min；Tyrode缓冲液清洗细胞爬

片 3次，每次 5 min。

2.3 α粒子辐照

本实验所用辐照设备为中国科学院离子束生物

工程重点实验室的旋转可调α-放射源装置[9]。参数如

下：放射源 241Am，出射α粒子能量为 5.5 MeV，活

度：7.4 MBq，剂量率约为 1.11 cGy/s。辐射窗口出

射的α粒子经过Mylar膜 (厚度 3.5 µm)到达细胞样

品，达到细胞时平均能量为 3.3 MeV，在细胞中射程

大约 20 µm。α粒子辐照细胞时，将细胞爬片表面仅

保留一薄层培养基，倒扣在辐射源出射口，辐照剂量

为 30 cGy，辐照完成后将细胞爬片重新置于含有培养

基的培养皿中。根据CR-39检测本实验中α粒子到达

细胞表面的剩余能量，计算得出爬片周边区域所受的

剂量高于中间区域 (水层厚薄的影响)，对照组细胞同

辐照组一样经过倒扣等处理方法，观察爬片周边区域

的细胞变化过程，实验重复 5次。

2.4 荧光成像

A549细胞爬片置于有培养基的培养皿中，荧光

显微镜 (奥林巴斯TH4-200)，20倍物镜观察，DiO的

激发波长 488 nm，Hoechst33342受紫外激发，量子

点可用紫外和蓝光激发。荧光观测在室温下进行。

3 结果与讨论

3.1 量子点和DiO对A549细胞膜的双染 (活体)

荧光观测实验

量子点用于细胞染色对于长时间观测比传统有机

染料具有明显优势。图 1是用量子点和DiO对A549

细胞膜的双染图。从图 1可看出，量子点在长时间的

激发光激发下，荧光没有减弱，相反荧光强度会有

一定的上升。而DiO荧光染料的荧光在激发光激发

下，荧光强度不断下降，在 30 min后荧光已经很弱，

到 45 min时已经基本消失了，直观展示了量子点具

有优于有机荧光染料的抗淬灭性质。
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图 1 (在线彩图)量子点QD-SA和DiO对活细胞A549细胞膜的双染图

(a) 是紫外激发下，量子点的红色荧光；(b) 是蓝光激发下，DiO荧光染料的绿色荧光。

3.2 用量子点标记细胞并观测α粒子辐照作用后
细胞的变化过程

细胞在受到粒子辐照后，会出现细胞凋亡、坏死

和自噬等现象。细胞坏死的特点是：膜通透性增高，

细胞肿胀，细胞器肿大，最后细胞破裂。细胞凋亡的

特点是：染色质固缩、细胞胞间连接减少，细胞变圆，

其中胞膜空泡化是细胞凋亡的最独特的性质，空泡作

为凋亡小体的前体，呈小的、近似圆形的胞质碎片包

裹在细胞膜内[10]。

图 2(a)中显示了胞吞了量子点的A549细胞在经

过 30 cGy的α粒子辐照后随时间的变化过程 (亮色区

域是量子点荧光)。从图中可以看出，A549细胞在受

到α粒子辐照后，在 25 min时发现细胞已经开始皱

缩，50 min时可见细胞中量子点聚集，胞膜出现空

泡，75 min时细胞皱缩严重，量子点在细胞中有一定

程度的弥散， 并且有的细胞明显发生胞膜空泡化 (如

图中箭头所示)。以上特点说明这些细胞有可能进入

凋亡途径。图 2(b)中是对照组的细胞形态，可见在观

测时间范围内细胞的质膜结构和量子点在胞内的分布

没有明显的变化。

图 2 (在线彩图)实时观测胞吞了量子点的A549在接受 30 cGy α粒子辐照后的细胞变化过程

(a) 为 30 cGy辐照组；(b) 是未经α粒子辐照的对照组。
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另外，我们还对α粒子辐照过的A549细胞在培

养 24 h后用Hoechst33342染色观测A549细胞中细

胞核损伤情况，如图 3所示。观测双染的A549细胞

细胞核的形态，统计核凸出、核质内凹、核碎裂、不

等缢裂、双核细胞和微核细胞在总细胞中所占的比

例。30 cGy α粒子辐照后的核异常率明显增加，其

中主要表现为核变形, 总核异常率为 13.9‰ ，而对

照组的总核异常率为 5.7‰。以前也有研究人员对不

同剂量 γ射线引起人体外周血淋巴细胞核损伤作了

统计研究[11]，发现辐照后的细胞其核变形率 (核凸

出、核质内凹等)明显增加。这里，我们使用量子点

和Hoechst33342双染细胞的方法，可以通过量子点

在胞内的分布以及细胞核的形态来判断细胞受辐照后

的核异常率，这样的判断方法可能更为准确。

图 3 A549细胞辐照后的细胞核异常率

通过以上实验和分析，我们展示了应用量子点技

术可以有效实时跟踪细胞在受粒子辐射作用后其损

伤、凋亡或坏死等变化的动态情况。

4 结论

本文利用量子点活细胞示踪技术，对经α粒子辐

照的细胞进行长时间观测，观察到细胞内量子点在胞

内的分布及细胞的形态的变化，实时示踪了细胞在受

重离子辐照后的变化过程。从连续的荧光图拍摄中，

发现有些细胞发生皱缩、胞膜出现空泡、量子点聚集

或进入细胞核区等细胞损伤的动态过程。通过这项工

作，我们建立了一种利用量子点染色对细胞粒子辐射

效应进行实时检测的方法，展示了应用荧光量子点技

术可以对辐射生物学有关问题进行研究。
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Abstract: Owing to the excellent optical properties such as high quantum yield of emission, photo-stability

and anti-photobleaching, fluorescent quantum dots(QDs) now have been extensively applied in bioscience re-

search. Labeling cells by quantum dots allow long-term observation of the cellular processes. In this paper, we

employed both QDs and DiO dye to label cells and thus showed the superior anti-photobleaching property of

QDs directly, and also reported the method of application of QDs in observing the damage process of A549

cells induced by α particle irradiation, demonstrating the advantage of application of QDs in the radiobiology

research.
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