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·基础论著· 

QD800 对舌鳞癌细胞生物学行为的影响 
李志刚  曹雨庵  杨凯 

【摘要】  目的  研究近红外量子点（QD800）对人舌鳞癌细胞（Tca8113 细胞）的生长、成瘤、增殖

及凋亡的影响。方法  （1）QD800 对 Tca8113 细胞标记后 6 h、12 h、24 h、3 d、5 d、7 d 用流式细胞仪检

测细胞的标记率及平均荧光强度。（2）用浓度为 10 nmol/L的QD800标记的Tca8113细胞及未标记的Tca8113
细胞行裸鼠皮下成瘤，观察QD800对Tca8113细胞成瘤能力的影响。（3）用流式细胞仪检测QD800对Tca8113
细胞增殖及凋亡的影响。结果  （1）QD800 对 Tca8113 细胞标记后 6 h、12 h、24 h、3 d、5 d、7 d 用流式

细胞仪检测细胞的标记率分别为 92.30%、77.07%、67.36%、49.59%、15.25%、8.37%，平均荧光强度分别

为 211.23、187.63、113.08、100.47、85.86、47.28。（2）Tca8113/QD800 组和 Tca8113 组在皮下接种 24 d
后肿瘤的平均重量分别为（1.22±0.12）g、（1.25±0.16）g。（3）Tca8113/QD800 和 Tca8113 体内成瘤 24 d
后细胞的平均增殖指数为（48.21±1.13）%、（47.25±1.27）%，平均凋亡指数为（11.33±0.65）%、（10.66
±0.57）%。结论  用近红外量子点 QD800 标记 Tca8113 细胞后不影响其生长、成瘤、增殖及凋亡能力。 

【关键词】  舌肿瘤；  量子点；  细胞增殖；  细胞凋亡；  成瘤   
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【Abstract】  Objective  To investigated the effect of near-infrared fluorescent quantum dots (QD800) on 
the growth, tumor formation, proliferation and apoptosis of human tongue squamous cell Tca8113 in vitro and in 
vivo. Methods  Flow cytometry detection of the labeling rate and the average fluorescent intensity of Tca8113 
cells labeled by QD800 on 6 h, 1 d, 3 d, 5 d, and 7 d. Tca8113 cells were labeled by QD800(Tca8113/QD800. 
Tca8113/QD800 were inoculated respectively subcutaneously into nude mice. The tumor formation of Tca8113/QD800 
and Tca8113 was observed and compared in vivo. The proliferation and apoptosis of Tca8113/QD800and Tca8113 
cells from tumors formed in vivo were analyzed by flow cytometry. Results  The labeling rate of Tca8113 cells 
labeled by QD800 on 6 h, 1 d, 3 d, 5 d, and 7 d were respective 92.30%, 77.07%, 67.36%, 49.59%, 15.25%, 8.37%, 
the average fluorescent intensity were 211.23, 187.63, 113.08, 100.47, 85.86, 47.28. The tumor weight of 
Tca8113/QD800 and Tca8113 in vivo were respective (1.22±0.12)g, (1.25±0.16)g. The cell proliferation index of 
Tca8113/QD800 and Tca8113 in vivo were (48.21±1.13)%, (47.25±1.27)% respectively, the apoptosis index 
were (11.33±0.65)%, (10.66±0.57)%. Conclusion  The growth, tumor formation, proliferation and apoptosis of 
human tongue squamous cell Tca8113 in vitro and in vivo were not affected by NIRF-QD800.  
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近年来半导体量子点（ semiconductor quantum 

dots， QDs）作为纳米荧光探针，具有荧光量子产率高，

光化学稳定性好，发光度强，不易被光解或漂白，斯

托克斯（Stokes）位移大的优点[1]，而发射光的波长范

围窄且呈对称分布，不同半导体材料的QDs或同一材
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料不同粒径的QDs在同一光源照射下发射出不同颜色

的光，这使得用不同粒径大小QDs标记细胞内不同的

细胞器成为可能，QDs的发光特征具有严格的量子尺

寸效应，通过改变QDs粒径大小可获得从紫外到近红

外范围（或从蓝色到红色波长范围）内任意点的光谱[2]，

这些特点为QDs标记活细胞进行长期观察或同时观察

多种活细胞的相互作用及变化情况提供了可能[3-4]。 
近年来发展起来的发射波长在近红外光范围内

（700～900 nm）的量子点的荧光不仅对人体组织具有强

的穿透力，同时也可避免组织自发荧光（400～600 nm）

的干扰，特别适合行体内非侵入的医学成像。QDs 优
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良的光学特征已在活体非侵入原位研究癌细胞在体内

的发生发展，癌症的早期诊断，药物在体内的转运过

程等领域显示出了巨大的发展前景[5-6]，QDs 对肿瘤细

胞的生长、成瘤、增殖及凋亡是否有影响呢？舌鳞癌

是最常见的口腔鳞癌之一，5 年生存率仅为 50%，对

其研究具有重大意义。近年来证明用具有穿膜作用的

肽段表面修饰的 QDs 能对细胞进行快速有效地标

记[7]。本研究利用近红外荧光量子点 QtrackerTM QD800
标记人舌鳞癌细胞（Tca8113 cells），观察被 QtrackerTM 

QD800 标记后 Tca8113 的生长、成瘤、增殖、凋亡能

力的改变情况。 

材料和方法 

一、细胞株及实验动物 
人舌鳞癌 Tca8113 细胞系购自重庆医科大学生命

科学院。BALB/C-nu/nu 裸鼠由重庆医科大学实验动物

中心提供。3～4 周龄，雌性，5 只，体重 19～22 g。
恒温恒湿条件下饲养，垫料、饲料和饮水均经灭菌处

理。所有实验操作程序均经过实验动物研究所实验动

物使用管理委员批准。 
二、仪器和试剂 
流式细胞仪（美国 BD 公司 FACSVantage，SE），

冷冻低速离心机（德国 HERMLE，Z233MK-2），倒

置荧光显微镜（日本 NIKON 公司，TE2004-U），电

子天平 （FA-JA），QtrackerTM 800 Cell Labeling Kit 
（美国 Invitrogen 公司）。 

三、方法 
1. QD800 对 Tca8113 细胞的标记：QD800 标记

Tca8113 细胞根据 QtrackerTM 800 Cell Labeling Kit 提
供的实验步骤进行，简述如下：（1）制备 10 nmol/L
的 QD800 标记液待用。（2）将用胰蛋白酶消化后的

Tca8113 细胞移入 EP 管内，共 5 管，每管 1×106 个细

胞。（3）然后每管加入 0.2 ml QD800 标记液，吹打均

匀。（4）置于 5%的 CO2 培养箱中共同培养 1 h 后冷

冻低速离心 5 min（1000 r/min，4 ℃）。（5）弃去培

养液，PBS 冲洗细胞 2 次，洗掉未进入细胞内的QD800。
（ 6 ）将 5 支 EP 管 内用 QD800 标记的细胞

（Tca8113/QD800）分别接种在 6 孔板内，加入培养基

继续培养。 
分别在 6 h、12 h、24 h、3 d、5 d、7 d 将标记好

的细胞消化吹打成悬液，用流式细胞仪（ Flow 
Cytometer，FCM）分别检测在 6 个时间点的标记率及

荧光强度。实验重复 3 次，取平均值计算标记率及荧

光强度。 
2. 平板克隆形成实验：将 Tca8113/QD800 和

Tca8113 细胞悬液分别接种于 6 孔板内，接种细胞数均

为 200 个细胞，轻轻晃动 6 孔板使细胞分散均匀，置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中静止培养 21 d，出现肉眼

可见的克隆，弃去培养液，PBS 小心冲洗细胞 3 次，

甲醇固定 15 min，姬姆萨（Giemsa）染色 15 min，流

水轻轻洗去染色液，在空气中自然干燥。普通光镜下

计数大于 50 个细胞的克隆数，然后计算克隆形成率，

克隆形成率＝（克隆数/接种细胞数）×100%。实验重

复 3 次，取平均值。 
3. 裸鼠皮下移植瘤细胞增殖能力和凋亡能力的检

测：按前面实验方法制备 Tca8113/QD800，立即用于

如下实验。于 5 只裸鼠左和右背部皮下分别接种浓度

为 2×106 个/ml 的 Tca8113/QD800 和 Tca8113 各

0.1 ml，观察裸鼠皮下肿瘤的生长情况，待肿瘤生长

24 d 后断颈处死所有裸鼠，剥离出肿瘤，用电子天平

称重量。将 10 块新鲜肿瘤组织（Tca8113/QD800、
Tca8113 各 6 块）分别制成肿瘤细胞悬浮液，用流式细

胞仪分别检测细胞的增殖和凋亡。 
细胞增殖检测：（1）将细胞浓度调整为 1×106 个

/ml。（2）取 1 ml 肿瘤细胞悬液离心（11 000×g，4 ℃）

5 min 后去上清液。（3）将肿瘤细胞加入－20 ℃浓度

为 70%的乙醇固定，放于 4 ℃冰箱过夜。（4）将肿瘤

细胞乙醇悬液离心（11 000×g，4 ℃）5 min。（5）
用 PBS 洗涤细胞 2 次。（6）加入 PI 染液 1 ml，4 ℃
避光 30 min。（7）用流式细胞仪检测。用下列公式计

算肿瘤细胞的增殖指数（proliferation index，PI），PI
＝（S＋G2/M）/（G0/G1＋S＋G2/M）×100%。 

细胞凋亡检测：（1）将各细胞浓度调整为 1×106

个/ml。（2）分别取 1 ml 肿瘤细胞悬液离心（11 000
×g，4 ℃） 5 min 后去上清液。（3）用 4 ℃的 PBS
洗涤细胞 2 次。（4）加入 200 µl Annexin V 染色液于

室温下放置 15 min。（5）再加入 PI 染色液 1 ml 混匀

5 min。（6）用流式细胞仪检测。用下列公式计算肿

瘤细胞的凋亡指数（apoptosis index，AI），AI＝（凋

亡细胞数/所测细胞总数）×100%。 
四、统计学分析 
采用 SPSS 12.0 统计软件进行处理。计量资料以均

数±标准差（ sx ± ）表示，采用 t 检验和方差分析，

以 P＜0.05 为有显著性差异。 

结    果 

1. QD800 对 Tca8113 细胞不同时间点的标记率：

QD800 对 Tca8113 细胞标记后 6 h、12 h、24 h、3 d、
5 d、7 d 用流式细胞仪检测细胞的标记率分别为

92.30%、77.07%、67.36%、49.59%、15.25%、8.37%  
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（取平均值计算标记率本处只是取 3 次标记率的平均

值）。平均荧光强度（荧光强度是量子点的发光强度，

本处只是取 3 次荧光强度的平均值）分别为 211.23、
187.63、113.08、100.47、85.86、47.28（图 1）。 

2. QD800 对 Tca8113 细胞克隆形成的影响：

Tca8113/QD800 和 Tca8113 细胞培养 21 d 后克隆形成

率分别为（66.7±5.6）%和（65.3±4.3）%（图 2），

两均数间无显著差异（P＞0.05），表明经 QD800 标



中华临床医师杂志(电子版)2013 年 9 月第 7 卷第 18 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),September 15,2013,Vol.7,No.18 

 

·8324· 

记后的 Tca8113 细胞克隆形成能力无改变。姬姆萨染

色后Tca8113/QD800和Tca8113细胞第 21天形成的集

落在倒置荧光显微镜下的成像（图 3）。 
3. 裸鼠皮下移植瘤细胞增殖能力和凋亡能力的检

测：Tca8113/QD800 组和 Tca8113 组在皮下接种 24 d
后。Tca8113/QD800 组和 Tca8113 组肿瘤的平均重量

分别为（1.22±0.12）g、（1.25±0.16）g（P＞0.05）。

表明 QD800 未影响 Tca8113 细胞体内成瘤能力。

Tca8113/QD800 和 Tca8113 体内成瘤 24 d 后细胞的平

均增殖指数为（48.21±1.13）%、（47.25±1.27）%（P
＞0.05），平均凋亡指数为（11.33±0.65）%、（10.66
±0.57）%，差异均无统计学意义（P＞0.05），说明

QD800 标记 Tca8113 细胞后不影响 Tca8113 细胞的增

殖和凋亡水平（图 4）。 

讨    论 

舌鳞状细胞癌是最常见的口腔癌之一，恶性程度

较高，生长迅速，浸润性强。早期舌癌 5 年生存率可

达 70%，而晚期舌癌 5 年生存率仅有 30%，因此对舌

鳞状细胞癌的研究具有重大意义[8]。如果能够从细胞水

平对癌细胞用荧光标记物标记后，对癌细胞进行敏感

的有效检测，从而进行早期诊断和个体化治疗，则能

有效提高患者生存率。QDs 就是这种荧光标记物。由

于 QDs 具有荧光量子产率高、光稳定性好等优良的光

学特征，在对体内癌细胞非侵入可视化的监测方面具

有很大的发展前景，因此发展对体内癌细胞非侵入可

视化的监测方法对研究肿瘤的发生发展、早期诊断及

治疗具有重大意义[9]。目前用 QDs 标记活细胞的方法

主要有：非特异性内吞作用，脂质体转导法，电穿孔

技术，显微注射，肽段转导或基于单克隆抗体等方法。

近年来研究证明用具有穿膜作用的肽段表面修饰的

QDs 不仅对细胞能快速有效地标记，而且对活细胞没

有损伤[10]。本研究用 QD800 标记 Tca8113 细胞，标记

6 h、12 h、24 h、3 d、5 d、7 d 后对 Tca8113 细胞的标

记率为 92.30%、77.07%、67.36%、49.59%、15.25%、

8.37%，但随着标记时间的延长及细胞不断分裂，标记

率及平均荧光强度均逐渐下降。用QD800标记Tca8113
细胞后，将 Tca8113/QD800 细胞及 Tca8113 细胞分别

接种于具有免疫缺陷的裸鼠皮下，检测成瘤的重量无

明显差别。通过流式细胞仪检测 QD800 进入 Tca8113
细胞后对细胞的生长、增殖、凋亡均无影响，这为 QDs
进一步用于非侵入活体原位可视化研究癌细胞提供了

科学依据。 
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