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摘要：碳量子点是一种新兴的无机准零维碳纳米材料，因其优异的荧光性能和生物相容性而被应用于生物医学领域。以透明质酸和甘氨酸为前驱物，通过水热法一步制备生物亲和型氮掺杂碳量子点(Nitrogen-doped carbon dots,  NCDs)。通过透射电子显微镜、傅里叶变换红外光谱、荧光光谱、射线衍射光谱对其进行表征发现，NCDs具有较为均一的粒径分布(~ 3.2 nm)，丰富的亲水表面基团，稳定的荧光性能和较高的荧光量子产率(12%)。生物实验表明，NCDs具有较好的生物相容性和血液相容性，可快速进入细胞内部并成功应用于肿瘤细胞的荧光成像。  
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Preparetion of novel nitrogen-doped carbon dots for bioimaging

ZHANG Miaomiao, FANG Zhengzhou, ZHAO Xuefen, NIU Yuanyuan, LOU Jiaming, XIA Sheng, DU Fengyi
(Medical School, Jiangsu Unversity, 212013)
Abstract: Carbon quantum dots are new inorganic quasi-zero-dimensional carbon nanomaterials, and can be applied in biomedical area due to their good biocompability and unique fluorescence properties. Nitrogen-doped carbon dots (NCDs) are prepared by hydrothermal process using hyaluronic acid and glycine as precursors. NCDs have the property of uniform size distribution (~ 3.2 nm)，hydrophilic surface groups，stable fluorescence and high fluorescence quantum yield (12%) by transmission electron microscopy (TEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FITR), fluorescence spectra, X-ray diffraction spectra (XRD). Also, NCDs have the characteristic of  favorable biocompability, hemocompatibility, and uptake by cancer cells, so can be applied in fluorescence imaging of tumor cells.     
Key words: biomedical engineering; nitrogen-doped carbon dots；hydrothermal process；hyaluronic Acid；fluorescence imaging
引言

    碳量子点（carbon dots, CDs）是由少量碳原子构成，直径小于量子波尔半径的准零维无机纳米颗粒，自2004年首次由Su等发现以来，一直是材料领域的研究热点[1, 2]。因其具有优异的光电学性质、较低的细胞毒性、良好的生物相容性和廉价的制备成本等特点，所以在光催化、能量储存、光电设备、光学成像和生物医学等领域都表现出重要的应用价值[3, 4]。相比于传统的金属半导体生物相容性较差的缺陷，CDs有良好的水溶性，并且发出稳定的荧光，在生物医学方面具有良好的生物兼容性。这些优越的性能确保了CDs在肿瘤成像[5]、基因转染[6]、药物传递[7]和生物传感[8]方面的广泛应用。然而，目前制备的CDs往往存在荧光量子产率低，生物亲和性差等问题，这大大限制了其作为荧光探针在细胞成像等领域中的应用。

目前，主要通过含氮化合物的表面钝化来提高CDs的荧光量子产率，其作用机理是钝化剂填补了CDs点表面的缺陷或者是由于其表面产生了能量陷阱导致了CDs的可见光发射。Dong等[9]利用半胱氨酸为表面钝化剂，制备了N和S共掺杂的CDs，荧光量子产率不仅高达70%，而且发射光谱不依赖于激发光谱。Wei等[10]通过一系列不同氨基酸制备了颜色可调的荧光CDs。近期，我们课题组研究表明氮掺杂的CDs具有异质多层的非晶态物相结构[12]。

本文采用自下而上的水热法来制备氮掺杂型荧光碳量子点。为增强碳量子点的生物相容性和荧光性能，我们筛选天然生物大分子透明质酸和含氮小分子甘氨酸为前驱物。该方法原料易得、过程简单、无需后续处理、适合大规模生产。

2、材料与方法

2.1  材料和试剂                                                  

    硫酸奎琳、透明质酸HA、甘氨酸购自阿拉丁公司，胎牛血清、胰蛋白酶和DMEM购自Gibco公司,四甲基偶氮唑蓝（MTT）购自上海普飞生物技术有限公司,二甲基亚砜（DMSO）购自Sigma公司。实验所用的水都是去离子水。

2.2  碳量子点的合成过程

    首先，将1g透明质酸溶解于20mL水中，与不同质量的甘氨酸混匀搅拌形成均一透明的溶液。将所得的溶液转移到50 mL的不锈钢高压反应釜中，180℃反应4h，自然冷却到室温后，将所得的反应混合物在5000 rpm/min的转速下离心15min除去沉淀。将所得的上清物质转移到透析膜中，用去离子水透析3天后，真空冷冻干燥得到黑棕色粉末即为NCDs。
2.3  仪器和表征

红外光谱仪用于分析碳量子点表面所带的基团和化学构成；元素分析仪主要分析碳量子点表面的元素组成；高分辨透射电镜用于表征碳量子点的大小和形貌；紫外－可见光分光光度计用于表征碳量子点的光学性质。酶标仪用于细胞毒性实验中吸光度的检测。

2.4  荧光量子产率的测定

所制备的氮掺杂量子点的产率（Φ）通过比较的方法来测量。硫酸奎宁标（报道的量子产率：54%）准液溶解在0.1mmol的硫酸溶液中［折射率（η）=1.33］。把不同浓度的氮掺杂量子点溶解于蒸馏水中制成不同浓度的水溶液（η=1.33）。利用紫外－可见分光光度计测定激发波长处的吸光度。所有样品都是用激发波长为360nm下的光致发光，并用FLS920荧光计记录。样品经过荧光分光光度计的检测后，氮掺杂量子点与对照组在激发波长下发出的紫外荧光强度相同。下列公式计算量子产率:Φx = Φst（Gradx/Gradst)(η2x/η2x)。

ST和X分别表示标准组和实验组，Φ表示荧光量子产率，Grad是荧光强度与吸光度的比值，η表示溶剂的指数。为了减少重吸收的影响，在10毫米的荧光比色皿中吸光度不得超过0.1个激发波长。

2.5 细胞的活性测定

    采用细胞活性比色检测法（MTT检测）测定碳量子点的细胞毒性。将U251（胶质瘤细胞）和E0771（肝癌细胞）以每孔100ul接种于96孔板中，每孔细胞数量为3×104个细胞。将培养板放入37℃ 5%的CO2培养箱中培养24小时。不同浓度的碳量子点溶解于DMEM代替培养基培养24h，接下来在每孔中加20ul浓度为2.5mg/ml的MTT并在37℃5%的CO2培养箱中培养4h。弃除上清液后，每孔加150ul的DMSO，96孔板在摇床上晃动15min。用纯的DMSO作为空白对照，在酶标仪上检测波长在490nm每个孔的细胞溶液的吸光度的数值。

2.6 细胞的成像和标记

    用U251(胶质瘤细胞）和E0771（肝癌细胞）来检测碳量子点在活细胞中的成像。将这两种细胞接种在直径为15mm的载玻片上，载玻片放在含有10%胎牛血清的24孔板中，放在37℃ 5%的培养箱中培养24h。随后每孔加100ul浓度为50mg/ml的碳量子点，并在温箱中培养6h。随后弃去培养液，用PBS清洗三遍，之后用4%的多聚甲醛在室温下固定10min，再用PBS清洗3遍进行封片。用荧光扫描显微镜观察细胞内碳量子点的荧光发射情况。

2.7 统计学分析 

    采用SPSS 18.0软件，实验数据用均数±标准差表示，采用一维方差分析进行数据统计分析，以p<0.05为差异有统计学意义。
3 结果与讨论

    本文通过筛选天然生物活性分子透明质酸与甘氨酸为前驱物，利用一步水热法成功获得高荧光性能与优良生物相容性的NCDs。从NCDs的TEM图可以看出，其大小较为均一，平均粒径为3.2 nm (图1A)。图1B为NCDs，透明质酸和甘氨酸的傅里叶变换红外光谱（FITR）图。如图所示，3413cm-1处的吸收峰为 -OH 的伸缩振动峰，1629cm-1处的吸收峰为 -COOH 伸缩振动峰，1405cm-1为-NHCO的振动吸收峰。由此可得NCDs表面富含氨基、羟基以及羧基，由于这些基团大部分是亲水基团，从而赋予NCDs很好的分散性和水溶性。
   对NCDs内部物相结构进行XRD（图3C）表征发现三个衍射峰：在13.07°出现一个非常强而宽的衍射峰{001}，对应氧化石墨烯的层间距；在28.6°出现一个较弱的衍射峰接近石墨烯的特征峰{002}。以上结果说明，经过高温高压碳化聚合而成的NCDs呈现非晶态的物相结构，同时兼具石墨烯和氧化石墨烯的内部特征。  

    图1D为CDs水溶液的紫外可见吸收光谱图，在340nm处有一明显的肩峰，其原因可能是前驱物化合物中较大的共轭体系变成较小的共轭体系，中间杂原子跃迁所生成的共轭体系。图1显示，NCDs具有良好的水溶性，将其溶于水中，得到浅棕色的水溶。在紫外灯（365nm)的照射下，可以看出NCDs发出蓝色的荧光（图1D 插图）。
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图1 NCDs理化与光学特性的表征。NCDs的透射电镜图（A），傅里叶红外光谱图（B），XRD光谱图（C），紫外吸收图（D）插图左侧为NCDs在白光下的照片，右侧围紫外灯下的照片。

图2是NCDs水溶液的荧光光谱（PL）图。从图中可以看出，当选用激发波长为310nm～380nm范围内激发NCDs水溶液时，发现发射峰由420 nm向460nm红移，且强度先增大再减小。当激发波长在360nm时，在450nm左右出现最大强度的发射峰。NCDs表现出激发波长依赖的发射光谱特性。可能有两种原因造成这种现象，NCDs表面不同的发光位点或者其不同粒径造成发射光谱红移。
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图2 NCDs水溶液的荧光光谱图。

作为生物医用荧光探针，良好的生物相容性显得尤为重要。接下来通过MTT与溶血试验表征NCDs的生物相容性。由图3A可知在不同浓度的NCDs溶液中，U251细胞与E0771的存活率依然很高，说明NCDs有较低的细胞毒性。由图3B所示，把血细胞溶解在双蒸水(阳性对照组)中，可引起血细胞破坏，从而导致紫外吸收光的结果明显增加。然而，将血细胞溶解在不同浓度的NCDs的溶液中，紫外吸收光的结果与PBS(阴性对照组)的结果没有明显的差异。由此说明，以天然生物活性分子透明质酸和甘氨酸为前驱物合成NCDs可显著改善碳基质纳米颗粒的生物相容性。
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图3 NCDs生物相容性的表征。A，不同浓度NCDs对U251和E0771细胞活性的影响（MTT）。B，不同浓度NCDs对血细胞溶血现象的影像。

图4为NCDs标记肿瘤细胞的荧光显微照片。两种肿瘤细胞用含NCDs的培养基孵育6h 后，更换培养液，洗去游离未被细胞吞噬的NCDs。通过荧光显微镜观察可以发现，两种肿瘤细胞都可以发出多色荧光，说明NCDs可以透过细胞膜进入到细胞质当中。在不同的激发光下，NCDs标记肿瘤细胞发出蓝色、绿色和红色三种不同荧光，说明NCDs具备激发光依赖的发射光谱特性。同时，NCDs这种特性与图4激发光红色荧光光谱结果相互印证。值得注意的是，细胞核区域荧光强度很弱，说明NCDs很难进入细胞核；但是细胞质的荧光强度很高，特别是细胞核的周边，这可能是因为NCDs通过细胞内吞作用透过细胞膜，之后随内吞体快速弥散到细胞质中，而由于细胞核通透性较低，因而NCDs不能进入到细胞核。

由于NCDs这种特殊的光学性质致使其在生物成像领域有很大的应用价值。
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图 4 U251和E0771细胞与NCDs（100 μg/mL）孵育后的荧光照片。

4 结论
    本文以透明质酸与甘氨酸作为前驱物，用简便的自下而上一步法成功合成粒径均一，水溶性好的NCDs。合成的NCDs具有非晶态的内部物相结构、激发依赖性发射光谱等特性。天然的生物活性分子赋予了NCDs优秀的细胞相容性与血液相容性。当NCDs与肿瘤细胞共同培养，并没有表现出明显的细胞毒性与溶血现象；且很快就被细胞摄入，弥散在细胞质中，尤其在细胞核周围有明显聚集现象。由于这种优异的光学性质和生物相容性，使其作为荧光探针用于肿瘤细胞的荧光成像与标记等方面有很大的潜在应用价值。
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图1为CDs水溶液的紫外可见吸收光谱图形。
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