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绿色荧光碳量子点的细胞成像研究
刘　欢　张洪文∗ 　汤玉英　姜　彦

(常州大学,材料科学与工程学院,常州２１３１００)

摘　要　以葡萄糖为碳源,采用一步超声法制备氮掺杂碳量子点,并进行海拉(Hela)细胞成像研究.所获得的氮

掺杂碳量子点平均粒径３􀆰３nm,并具有良好的水溶性、光致发光特性.氮掺杂碳量子点具有低细胞毒性,在氮掺杂碳

量子点浓度为１mg/mL条件下,Hela细胞的存活率高于９０％,在浓度高达５mg/mL条件下,Hela细胞的存活率仍高

于６０％.

关键词　氮掺杂碳量子点,光致发光,低细胞毒性,细胞成像

Studyoncellimagingofgreenfluorescentcarbonquantumdots
LiuHuan　ZhangHongwen　TangYuying　JiangYan

(SchoolofMaterialsScienceandEngineering,ChangzhouUniversity,Changzhou２１３１００)

Abstract　NitrogenＧdopedcarbondots(CDs)weresynthesizeddirectlybyoneＧstepultrasonictreatmentunder

mildconditions．AndcellimagingexperimentswerecarriedoutwithHeLacells．Theresultsshowedthattheaverage

sizeofCDswasapproximately３􀆰３nm withgoodwatersolubilityandphotoluminescence．CDshadlowtoxicity,the

resultsshowedthatmorethan９０％ofHelacellswereviablewhenincubatedwith１mg/mLorlesserCDs．Inadittion,

thecellviabilitywasmorethanabout６０％evenatCDsconcentrationashighas５mg/mL．

Keywords　nitrogenＧdopedcarbondot,luminescence,lowcytotoxicity,cellimaging

基金项目:国家自然科学基金项目(５１２０３０１５)

作者简介:刘欢(１９９２Ｇ),男,硕士,研究方向为功能高分子材料.

联 系 人:张洪文,男,教授.

　　碳材料因其环境友好等优点,如石墨烯、碳纳米

管等近年来引起人们广泛的关注.自然界富含宏观

碳材料,通过调控碳材料的尺寸和结构可制备新型

碳纳米荧光材料.这类碳量子点是碳纳米材料家族

中的新成员[１].在２１世纪初,Scrivens等[２]首次成

功合成了碳点,但荧光产率很低.此后,更多的制备

碳量子点的方法被逐渐发掘,激光蚀刻法制备的碳

纳米粒子就具有良好的荧光性能,在进行一系列的

表面修饰后,荧光产率可达１０％以上,并首次称之

为碳点.碳量子点具有碳骨架结构,通常以分散的

形式存在,呈球状,碳纳米颗粒平均粒径５nm.除

了具有与半导体量子点相似的优越的荧光性能,这
种新型碳纳米材料具有反应条件简单、制得容易、绿
色环保和生物相容性好等长处,并可通过化学修饰

的手段实现功能化,有望在生物和医学检测等领域

实现应用.制备碳量子点的原料种类繁多,有炭

黑、石墨、碳纳米管和活性炭等大分子[３Ｇ４],也有咖

啡、蜂蜜、柠檬酸盐、糖类和聚合物等[５Ｇ７].针对不

同的原料,研究人员探索出许多不同的碳量子点

合成方法,制备的方法大致可以分为两大类:自下

而上和自上而下.
这类荧光材料有望解决传统荧光材料光稳定

性和毒性方面的弱点,是新兴的荧光材料.相比

传统的量子点,碳量子点在具有相似的光物理化

学性质之外,不含重金属、低毒和水溶性良好等特

性,受到了不少研究人员的青睐.有研究人员将

碳量子点应用于活体成像和细胞标记中[８Ｇ１１],此外

通过表面官能化等处理方式可进一步有效优化碳

量子点细胞毒性[１２].本研究以葡萄糖为碳源,氨
水为氮源,采用一步超声法简便合成氮掺杂碳量

子点,并进行细胞成像实验.由于碳量子点显著

的光致发光性质、低细胞毒性和易制备等优点,能
较好应用于细胞成像,在生物应用领域具有较好

的市场前景.
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１　实验部分

１􀆰１　试剂与仪器

葡萄糖(分析纯),上海凌峰化学试剂有限公司;
氢氧化钠、无水乙醇、无水硫酸镁、盐酸,均为分析

纯,国药集团化学试剂有限公司;硫酸奎宁(分析

纯)、去离子水,阿拉丁科技有限公司;青霉素、链霉

素,均为生化试剂,SigmaＧAldrich公司;胎牛血清

(生化试剂),LifeTechnologies公司;细胞活性和细

胞增殖检测试剂盒(CCKＧ８试剂盒,生化试剂),百
萤生物科技有限公司.

超声波清洗仪(KQ５２００E型),昆山超声仪器公

司;离心机(TGLＧ１６M 型),上海卢湘仪器有限公

司;恒温培养箱(Series８００型),thermo公司;傅里

叶红外光谱仪(FTＧIR,NicoletAvatar３７０型),美
国尼高力仪器公司;高分辨透射电子显微镜(TEM,

JEMＧ２１００型),日本电子株式会社;荧光分光光度

计(XRF,LS４５型),美国珀金埃尔默公司;紫外Ｇ可

见分光光度仪(UVＧVis,CARY１００型),日本岛津公

司;激光共聚焦显微镜(LSM７１０型),德国蔡司公

司;酶标仪(Biorad型),美国 BioTek公司;旋转蒸

发仪(REＧ２０００B型),上海亚荣生化仪器厂.

１􀆰２　氮掺杂碳量子点的制备

称取４􀆰５g葡萄糖、１g氢氧化钠,分别溶解于

４０mL去离子水中,与２mL氨水混合均匀.将上述

混合液加入到２５０mL的单口烧瓶中,采用超声波清

洗仪(KQ５２００E 型,昆山超声仪器公司)超声处理

１２h.采用旋转蒸发仪(REＧ２０００B型,上海亚荣生

化仪 器 厂)旋 蒸 除 去 多 余 水 分 (剩 余 原 溶 液 约

１０mL),用浓盐酸调节pH 至中性,然后往体系中逐

滴滴加乙醇１００mL,加入过量无水硫酸镁去除剩余

水分.过滤,采用离心机(TGLＧ１６M 型,上海卢湘

仪器有限公司)１００００r/min高速离心２０min,取上

层透明清液,得到碳点乙醇溶液.将碳量子点转移

至水溶液中,使用１０００截留量透析膜处理１周,即
制得氮掺杂碳量子点,保存备用.

１􀆰３　样品的测试

采用傅里叶红外光谱仪(FTＧIR,NicoletAvaＧ
tar３７０型,美国尼高力仪器公司)对样品官能团进

行表征.采用高分辨透射电子显微镜(TEM,JEMＧ
２１００型,日本电子株式会社)对样品微观形貌进行

表征.采用荧光分光光度计(XRF,LS４５型,美国珀

金埃尔默公司)对样品的光致发光性能进行表征.

采用紫外Ｇ可见分光光度仪(UVＧVis,CARY１００型,
日本岛津公司)对样品的光学性能进行测试.采用

激光共聚焦显微镜(LSM７１０型,德国蔡司公司)对
样品的细胞成像进行测试.

细胞成像和细胞毒性测试.首先,将氮掺杂碳

量子点分散在三蒸馏水中,经过０􀆰２２μm 的消毒过

滤膜 过 滤. 海 拉 (HeLa)细 胞 由 基 础 培 养 液

(DMEM)的高葡萄糖培养基培养,培养基中含有

１０％的胎牛血清、１００单位/mL青霉素和１００mg/mL
链霉素,采用二氧化碳含量为５％具有加湿功能的

恒温培养箱(Series８００型,thermo公司)中培养

２４h.称取氮掺杂碳量子点溶液添加到细胞中,经
过２４h孵化后,采用预先加热处理过的磷酸盐缓冲

液(PBS)清 洗 ３ 次.采 用 激 光 共 聚 焦 显 微 镜

(LSM７１０型,德国蔡司公司)观察样品细胞的成像

(样品清洗后,在３０min内完成测试).
氮掺杂碳量子点的细胞毒性测试.采用 CCKＧ

８试剂盒(百萤生物科技有限公司)测定细胞活性并

加以评估.首先,HeLa细胞被植入一个２４孔细胞

培养基板中,在３７℃孵化后,不同浓度(０、０􀆰５、１􀆰０、

２􀆰０、３􀆰０、４􀆰０和５􀆰０mg/mL)的氮掺杂碳量子点溶

液加入到细胞中,在３７℃的环境中孵化１２h.然后,
称取含有１０％ CCKＧ８的介质添加到培养基板中,

３７℃的环境中孵化５h.在活细胞脱氢酶存在条件

下,CCKＧ８可以转化为橙色甲瓒.将１００μL的反应

溶液转移到一个新的 ９６ 孔基板中,采用酶标仪

(Biorad型,美国 BioTek公司)测试溶液的吸光度

(OD),在４５０nm 条件下,重复３次,取平均值.

１􀆰４　荧光量子产率计算

荧光量子产率的测定和计算方法选择参比法.
采用紫外Ｇ可见分光光度仪(UVＧVis,CARY１００型,
日本岛津公司)测量样品在固定激发波长处的吸光

度.采用荧光分光光度计(XRF,LS４５型,美国珀金

埃尔默公司)在给定激发波长条件下,测得样品的荧

光发射光谱图,得到荧光积分面积.量子产率计算

公式见式(１).

Q ＝QS×
I
IS

×
A
AS

×
ns

n２
S

(１)

　　式中,Q 为荧光量子产率,％;I 为待测物的荧

光积分面积,a􀆰u．;A 为待测物的吸光度;n 为待测

样品物质的溶剂的折射率,N;QS 为参照物的量子

产率,％;IS 为参照物的荧光积分面积,a􀆰u．;AS 为

参照物的吸光度;nS 为参照物溶剂的折射率,％.
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２　结果与讨论

２􀆰１　TEM 分析

氮掺杂碳量子点的 TEM 图见图１.从图可以

看出,在空气氛围条件下,通过超声法获得的氮掺杂

碳量子点是一种直径小于４􀆰５nm 的类球星纳米颗

粒,在碳核周围环绕着类似晕轮的低碳化或未碳化

的分子,这与Bourlinos[１３]的报道一致,氮掺杂碳量

子点中心为明显结晶结构,晶格连贯且清晰,晶格尺

寸接近平面芳香碳或(１０２)sp２ 石墨碳[１４Ｇ１６],这意味

着氮掺杂碳量子点的结构像晶体石墨碳,氮掺杂碳

量子点的粒径主要分布在２~４􀆰５nm 之间,平均粒

径３􀆰３nm.

图１　氮掺杂碳量子点的 TEM 图

２􀆰２　FTＧIR分析

葡萄糖、氮掺杂碳量子点的FTＧIR谱图见图２.
从图可以看出,３７４０cm－１处的特征吸收峰归因于

O—H 伸缩振动峰,２９４５cm－１处是 C􀪅􀪅C的特征吸

收峰,１４１５cm－１处是 C—O 吸收峰,１１２５cm－１附近

的特征峰为羧酸酯基团的对称伸缩振动特征吸收

峰.研究结果表明,碳点富含羧基、羟基等亲水基

团,良好的水溶性为细胞成像提供了可能.氮掺杂

碳量子点的形成过程:可以推测为超声波为反应体

系提供了能量(交替的低压和高压波),导致小真空

气泡的形成和剧烈的崩溃,葡萄糖前体脱水碳化并

与氨水反应形成中间体[１７],在强的流体力学剪切力

的作用下,反应形成的中间体进一步碳化并最终形

成碳量子点.

图２　葡萄糖、氮掺杂碳量子点的FTＧIR谱图

２􀆰３　光致发光分析

激发波长不同氮掺杂碳量子点的光致发光谱图

见图３.从图可以看出,在激发波长不同条件下

(３４０nm~５２０nm,间隔２０nm),氮掺杂碳量子点随

着激发波长的增大,荧光强度呈先逐渐增大而后逐

渐减小态势,同时随着激发波长的增加,发射峰位置

出现红移,在激发波长为４００nm 条件下氮掺杂碳量

子点的荧光强度最高,发射峰的位置为５０２nm,氮
掺杂碳量子点的表现出明显的光致发光特性,由于

碳核中心有明显结晶结构,推测这可能是因为碳核

中的sp２ 区域的π到π∗ 的电子能级受sp３ 基底骨

架的σ和σ∗ 态影响,以及氮掺杂碳量子点的表面态

和边缘态(包括带边发光)等因素引起荧光现象[１８],
另外采用参比法获得的氮掺杂碳量子点的荧光量子

产率约６􀆰５％.

图３　激发波长不同氮掺杂碳量子点的光致发光谱图

２􀆰４　生物相容性分析

HeLa细胞在浓度为３mg/mL氮掺杂碳量子点

溶液培养２４h,测试激发波长为３８０nm 条件下,HeＧ
La细胞的激光共聚焦显微图见图４.从图可以看

出,HeLa细胞孵育情况良好,在３８０nm 的激发波长

条件下,可以观察到清晰的绿色荧光,这说明氮掺杂

碳量子点被 HeLa细胞有效吸收,具有良好的生物

相容性.

图４　氮掺杂碳量子点溶液培养 HeLa细胞的

激光共聚焦显微图

２􀆰５　细胞毒性分析

为了进一步分析碳量子点溶液对细胞的毒性,在
氮掺杂碳量子点溶液不同浓度(０􀆰５~５􀆰０mg/mL)培养
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HeLa细胞２４h条件下,采用 CCKＧ８来评估氮掺杂

碳量子点的细胞毒性,结果见图５.从图可以看出,
在氮掺杂碳量子点溶液浓度不超过１mg/mL的条

件下,HeLa细胞的存活率大于９０％,在氮掺杂碳量

子点溶液浓度为５mg/mL条件下,HeLa细胞的存

活率仍超过了６０％,表明氮掺杂碳量子点具有较低

的细胞毒性.

图５　氮掺杂碳量子点溶液浓度不同培养２４h的

HeLa细胞存活率图

３　结论

采用一步超声法简便合成绿色氮掺杂碳量子

点,并进行了细胞成像研究,获得的氮掺杂碳量子点

具有良好的水溶性、光致发光、低细胞毒性和高效细

胞吸收特性.制备的氮掺杂碳量子点能较好的应用

于细胞成像,能被 HeLa细胞有效吸收,在氮掺杂碳

量子点溶液浓度为１mg/mL条件下,HeLa细胞的

存活率超过９０％;在氮掺杂碳量子点溶液浓度达到

５mg/mL条件下,HeLa细胞的存活率仍超过６０％.
环境友好型的氮掺杂碳量子点在生物领域具有较好

的市场潜力.
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