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单元素硫量子点的制备及其生物性能研究
综合实验设计
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摘要：结合材料、化学和生命科学的研究热点，设计了单元素硫量子点的制备、表征及生物性能研究的综合实验。采

用自上而下的方法获得聚乙二醇修饰的硫量子点 (PEG-SQDs)。通过多种表征手段对其形貌、元素、官能团、粒径、电位及

荧光性质进行综合表征分析，并研究了 PEG-SQDs 的生物相容性、荧光成像能力和入胞行为。该实验包含量子点的制备、

表征分析、生物性能探究等多个步骤，涉及材料、化学、生命科学的基础知识，不仅能拓展学生的知识面，且有利于培养

学生的综合实践能力和分析解决问题的能力。
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Abstract: Combined  with  the  research  hotspot  of  material,  chemistry  and  life  science,  a  comprehensive  experiment  on  the
preparation,  characterization  and  biological  properties  of  single  element  sulfur  quantum  dots  was  designed.  Polyethylene  glycol
modified  sulfur  quantum dots  (PEG-SQDs)  were  obtained  by  the  top-down  method.  The  morphology,  elements,  functional  groups,
particle  size,  potential  and  fluorescence  properties  of  PEG-SQDs  were  comprehensively  characterized  and  analyzed  by  various
characterization methods. Meanwhile, the biocompatibility, fluorescence imaging ability and cell entry behavior of PEG-SQDs were
also  studied.  This  experiment  includes  several  steps  such  as  the  preparation,  characterization  and  biological  property  analysis  of
quantum  dots,  involving  the  basic  knowledge  of  materials,  chemistry  and  life  science.  It  not  only  expands  students’   scope  of
knowledge, but also helps to cultivate students’ comprehensive practical ability and problem-analyzing and solving ability.
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荧光量子点由于其独特的尺寸和结构特性、

良好的化学稳定性、宽泛的激发谱及均一对称的

发射光谱、长的荧光寿命及耐光漂白性等优点在

光电设备、生化分析、生物标记、生物成像、生

物医学等领域具有潜在的应用价值[1−2]。然而，传

统的荧光量子点通常含有一些重金属离子（CdTe、
CdS、HgS、PbS等）

[3−4]，由于重金属离子潜在的

生物毒性和环境危害，极大地限制了其在各领域

尤其是生物医学领域中的应用。此外，小分子荧

光材料由于其具有较高的荧光量子产率、较好的

生物相容性等特点也被广泛应用于生物成像领

域，如商业化的荧光素衍生物、罗丹明衍生物、

花菁类衍生物等[5−6]。但是此类荧光材料的合成纯

化比较复杂且原材料的污染比较大。因此，近年

来无金属单元素量子点的合成及生物性能研究受

到了研究者的关注，如碳量子点（CQDs）[7]、磷量

子点（PQDs） [8]、硅量子点（SiQDs） [9]、硫量子点

（SQDs）[10] 等。

硫量子点（SQDs）由于其原料来源丰富、无毒、

化学稳定性好且具有天然抗菌活性等优点 [11−12]，
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已成为近年来研究的一种新型材料。早在 2014年，

文献 [13]首次采用硝酸刻蚀方法从 CdSQDs中
制备出 SQDs，并研究了 SQDs的结构及光学性

质；随后，文献 [14]通过自上而下的方法合成了 PEG
修饰的 SQDs，并研究了合成条件对其光谱性质的

影响；文献 [15]采用纯氧环境下合成 SQDs，并研

究了其荧光性质及量子效率；文献 [16]采用过氧

化氢辅助法改良了 SQDs的合成方法；文献 [17]
进行了 SQDs在分析检测方面的应用研究等。目

前对 SQDs的研究报道依然较少，且主要集中在

合成方法的改进、光谱性质的研究等，对其生物

性能的研究还鲜有报道。

因此，本文聚焦硫量子点在生物医学领域的

应用，从硫量子的合成及生物性能的研究出发，

采用升华硫粉为原料，通过自上而下的方法合成

聚乙二醇修饰的硫量子点（PEG-SQDs），采用多种

表征手段分别从形貌、元素、官能团、粒径及电

位进行分析表征。此外，通过分子荧光手段研究

PEG-SQDs的荧光性质，并通过不同介质下的静置

实验和细胞毒性实验研究其生物相容性。最后，

利用其荧光特性，通过细胞摄取实验研究 PEG-
SQDs的荧光成像功能及入胞行为，为其在生物医

学领域的应用奠定前期研究基础。本实验涵盖了

材料、化学和生物医学的交叉渗透，材料新颖，

制备环保、安全、简单、可行，有利于培养学生的

多种实验操作实践能力和分析解决问题的综合能

力，从而提升学生的科学研究兴趣和探索精神。

 1    实验方法

 1.1    试剂

升华硫、浓硝酸（HNO3）、氢氧化钠（NaOH）

和聚乙二醇 400（PEG-400）（成都科龙化学试剂，

中国）均为分析纯，实验用二次去离子水由优普超

纯水系统提供。胎牛血清（FBS）和磷酸盐缓冲溶

液（PBS）（PAN公司，德国），青霉素链霉素、胰

蛋白酶和 RPMI 1 640培养基（Hyclone公司，美国），

CCK-8试剂盒（Solarbio公司，中国），碘化丙啶

（Propyl iodide，PI）（Solarbio公司，中国）。

 1.2    合成方法

聚乙二醇修饰的硫量子点的合成可分为以下

两步[14]。

1） 硫粉预处理

称取 1.000 0  g升华硫粉与40  mL浓硝酸混

合，搅拌条件下置于 70 ℃ 下反应 48 h。反应结束

后离心洗涤至中性。

2） 一步合成

将 40 mL蒸馏水、2 mL PEG-400和 3.000 0 g
NaOH依次加入硝酸处理后的硫粉中，70 ℃ 下继

续反应 72 h，待反应结束后，置于 3 500 Da的透

析袋中透析至中性，命名为聚乙二醇修饰的硫量

子点 （PEG-SQDs）。
具体操作流程如图 1所示。
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图 1    PEG-SQDs的合成流程图
 

 1.3    硫量子点的表征

采用英国 Malvern公司 Nano ZS90型动态光

散射仪进行硫量子点表面电荷和粒径大小的测

定；采用美国 FEI公司 Inspect F型场发射扫描电

子显微镜（FE-SEM）和日本岛津公司 SPM-9 700型

原子力显微镜（AFM）进行其表面微观形貌的表

征；采用美国 Thermo公司 Nicolet IS10型傅里叶

变换红外光谱仪（FTIR）对其官能团进行分析表

征；采用英国 Kratos公司 AXIS Ultra  DLD型的

X-射线光电子能谱仪（XPS）进行元素分析表征；采

用日本岛津公司 RF-5301PC型分子荧光仪进行量

子点荧光性能的分析；采用美国 Thermo公司

VariOskanFlas 3 001型酶标仪进行细胞毒性的定

量分析；采用日本 Nikon公司 Ni-E型激光共聚焦

显微镜（CLSM）进行硫量子点的入胞监测。

 1.4    成纤维细胞培养

将冻存的不超过 4代的小鼠成纤维细胞株

（L929）复苏于 RPMI 1 640培养基中（10% FBS+1%
青霉素链霉素），贴壁生长 24 h后，经 PBS洗

涤、换液处理，直至瓶底长满细胞，观察其形态

和铺展情况良好后，备用。

 1.5    生物相容性评估

PEG-SQDs的生物相容性从稳定性和细胞毒性

两方面评估。
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1） 稳定性

分别将 PEG-SQDs和水、PBS、RPMI 1640和

含有血清的 RPMI  1640以 1:1比例混合，静置

3个月后观察其在各介质中的情况。

2） 细胞毒性

将消化后的 L929细胞接种于 96孔板中

（2×104/孔），培养过夜使其形态生长状态良好，然

后加入不同浓度的 PEG-SQDs（0，50，100，200，
300，400，500，800，1 000，2 000，3 000 μg/mL）
培养 24 ，48 ， 72 h后，通过 CCK-8测试原理记

录在 450 nm处的吸光度，用不同处理条件下测得

的吸光度计算细胞存活率为：

细胞存活率 = [(As−Ab)/(Ac−Ab)]×100% （1）

式中：As 代表实验孔，Ac 代表对照孔，Ab 代表空白孔。

 1.6    材料入胞实验

将消化好的 L929接种于经紫外消毒后的铺

有细胞爬片的 24孔板中（4×104/孔），培养过夜使

其贴壁生长；然后将 200 μg/mL的 PEG-SQDs加
入孔中，与细胞共培养 6 h和 12 h后，使用 PBS
洗涤几次；再使用多聚甲醛固定 15 min，经过

PBS洗涤，参考使用说明书加入 PI染色，再使用

PBS洗涤 3次；最后通过激光共聚焦显微镜。

561 nm激发，红色荧光代表 PI染色的细胞核；

405 nm激发，绿色荧光代表 PEG-SQDs的入胞情况。

 2    结果与讨论

 2.1    聚乙二醇修饰的硫量子点的表征

1） 微观形貌表征

采用 SEM和 AFM进行 PEG-SQDs的微观形

貌观察。如图 2 （a）、（c） 的 SEM图所示，获得的

硫材料呈现圆形颗粒堆积状态，高倍放大下，呈

现纳米颗粒形貌，粒径小于 100 nm。AFM进一步

更清楚地观察硫材料的微观形貌及粒径大小。如

图 2 （b）、（d）所示，PEG-SQDs呈现一种小颗粒被

包裹的“鸡蛋式”单分散结构，其中中间的“蛋

黄式”小颗粒表示纯硫点，粒径约为 10 nm，周围

“蛋白式”包裹的材料是 PEG，表明硫量子点被

PEG修饰，获得 PEG修饰的硫量子点   （ PFG-
SQDs）粒径约为 80 nm。以图 2分析表明，粒径

为 10 nm左右的纯硫量子点被 PEG成功修饰，获

得 PFG-SQDs，降低了硫量子点的团聚，以期增强

其生物相容性。
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(c) SEM (粒径小于 100 nm) (×80 000) (d) AFM (粒径到 10 nm) (×100 000)

(a) SEM (×40 000) (b) AFM (×60 000)

图 2    不同倍数下 PEG-SQDs的 SEM和 AFM图
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2） 元素及官能团表征

采用 XPS和 FTIR进行 PEG-SQDs的元素及

官能团分析。如图 3 （a）  XPS结果所示，PEG-
SQDs中主要含有C、S和O元素，由于 PEG-400的

修饰，可清楚观察到 C和O两种元素。图 3 （b） FT-
IR分析 PEG-SQDs的官能团，结果显示：3 433 cm−1

和 1 647 cm−1 处观察到 H2O中 O—H的伸缩振动

和 H—O—H的弯曲振动峰[18−19]。此外，修饰 PEG-
SQDs的 PEG-400的特征峰也同时被观察到，分别

是： 2 866 cm−1 处 C—H 伸缩振动吸收峰；1 452 cm−1

和 1 348 cm−1 处C—H弯曲振动的吸收峰；1 093 cm−1

处 C—O—H伸缩振动引起的吸收峰；943 cm−1 处

O—H伸缩振动引起的吸收峰[20]。其中，指纹区的

红外吸收光谱复杂特征性差，但是可以反映分子

结构的细微变化。如本工作中在 669 cm−1 处观察

到一个小峰，主要是由于 S—O 的弯曲振动引起的[17]。

此外，FTIR图中未观察到新的吸收峰出现，表明

PEG-400物理吸附在 SQDs的表面，作为覆盖剂和

稳定剂修饰 SQDs，获得 PEG-SQDs，降低了 SQDs
的团聚性，使得材料具有较强的稳定性。
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图 3    PEG-SQDs的 XPS和 FTIR图
 

3） 电位和粒径表征

采用动态光散射仪对 PEG-SQDs的粒径和

电位进行分析表征。如图 4 （a） 所示，PEG-SQDs
的直径约为 80 nm，与 AFM的结果吻合。电位变

化结果显示 PEG-SQDs表面呈负性，电荷约为

−26 mV，可能是由于 PEG-SQDs表面含有较多的

磺酸盐，如图 4（b）所示。此外，较大的负电荷数

值也表明了 PEG-SQDs具有较好的稳定性。
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图 4    PEG-SQDs的粒径和电位图
 

4） 荧光性能表征

采用分子荧光仪对 PEG-SQDs进行荧光性质

评估。如图 5 （a）所示，当激发波长为 280~360 nm

时，PEG-SQDs的荧光强度逐渐增强，且当激发

波长为 360 nm 时荧光强度最大并出现红移趋势；

继续增大激发波长至 380 nm 时荧光强度出现减
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弱趋势；当激发波长继续增大时（405~480 nm），

荧光强度急剧下降，如图 5 （b）  所示。综上表

明，PEG-SQDs具有荧光性能，最佳激发波长为

360 nm，最大发射波长为 446 nm，为蓝色荧光

（图 5 （a）中  插图），为其荧光成像的应用奠定

基础。
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图 5    PEG-SQDs在不同激发波长下的荧光图
 

 2.2    生物相容性评估

PEG-SQD的生物相容性从稳定性和细胞毒性

两方面评估。

1） 稳定性

将 PEG-SQD与不同的介质溶液混合，静置

3个月后，观察其在各介质中的分散情况。如图 6 （a）
所示，静置 3个月后，观察到 PEG-SQD在水、

PBS、RPMI和 PRMI+FBS体系中均具有良好的溶

解性，未观察到沉淀或悬浮，表明 PEG-SQD具有

良好的稳定性。
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图 6    PEG-SQDs生物相容性评估

2） 细胞毒性

选用小鼠成纤维细胞（L929）对 PEG-SQD进行

细胞毒性的评估。如图 6  （b）  所示，当 PEG-
SQD的浓度升高到 3 000 μg/mL，72 h的细胞存活

率依然高于 90%，且在 24 h时具有一定的促进增

殖效果，表明 PEG-SQD对 L929几乎没有毒性，

具有细胞友好性。综上结果表明，PEG-SQD具有

良好的生物相容性，为其在生物医学领域的应用

奠定了基础。

 2.3    入胞行为评估

200 μg/mL的 PEG-SQDs与 L929细胞分别共

培养 6 h和 12 h后，采用激光共聚焦显微镜成像

技术，研究不同时间下 PEG-SQDs的入胞情况。

由材料的荧光性质 （图 5）可知，PEG-SQDs在
405 nm处可被激发，因为与细胞核染料 DAPI激
发和发射均有重叠，为避免荧光成像的误判，本

实验采用 PI染料进行固定细胞细胞核的染色，

因此 405 nm激发，赋予材料绿色荧光，561 nm
激发，赋予细胞核红色荧光。采集图像时，共

聚焦成像条件一致，因此成像图片的荧光强度

可间接反映不同时间下 PEG-SQDs的入胞量。

如图 7所示，分别共培养 6 h和 12 h后，PEG-
SQDs在 DAPI通道可以看到明显的绿色荧光，

且有细胞轮廓痕迹，表明 PEG-SQDs可以顺利入

胞；由图 7 （a）~图 7 （c）和图 7 （d）~图 7 （f）入胞

图对比，共同培养 6 h后，在细胞核边缘可见绿

色荧光；共同培养 12 h后，在细胞核内可见明
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显的绿色荧光。综上表明，PEG-SQDs可被 L929
细胞摄取，且随着时间的推移入胞量增多，12 h

后可进入细胞核内，在细胞成像及载体领域具

有潜在的应用价值。
 
 

20 μm 20 μm 20 μm 

20 μm 20 μm 20 μm 

(a) 6 h

PI PEG-SQDs Merge

(d) 12 h

(b) 6 h

(e) 12 h

(c) 6 h

(f) 12 h

图 7    不同时间下 PEG-SQDs的入胞成像
 

 3    结束语

发光量子点在生物标记、生物医学等领域受

到广泛的关注。其中，单元素量子点由于其毒性

低、稳定性和生物相容性好且具有稳定的荧光性

质等，已逐渐成为下一代供选择的荧光纳米材

料。本文以近期研究热点荧光材料−硫量子点

为研究对象，提出制备修饰后的硫量子点的方法

并进行合成验证，同时对其荧光性质、生物相容

性和入胞情况进行分析研究。结果表明：

1） 通过自上而下的方法可以获得 PEG修饰的

单元素硫量子点，记为 PEG-SQDs；
2）  采用多种表征手段进行理化性质的分析

表征，PEG-SQDs呈现 PEG包裹硫量子点的“鸡

蛋式”结构，粒径约为 80 nm，表面带有负电荷

（−26 mV），且在 360 nm激发下达到最大发射强

度，同时 405 nm 激发下也表现出良好的荧光性质；

3） PEG-SQDs在不同体系中具有良好的稳定

性，且在高浓度下（3 000 μg/mL）未发现细胞毒

性，表明 PEG-SQDs具有良好的生物相容性；

4） PEG-SQDs可利用自身的荧光性进行细胞

荧光成像，随着时间的推移进入细胞的量增多，

当共培养 12 h后，PEG-SQDs可以进入细胞核。

实验内容涉及材料、分析化学、仪器分析、

生命科学等理论知识，具有交叉学科的特点及基

础综合性。实验操作简单、环保、安全，适于学

生操作。通过本实验的开展使学生了解多学科的

知识及技术手段，培养和提高学生的综合实践和

应用能力，进一步提升科研兴趣并提升综合素质。
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