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摘要：石墨烯（Graphene）是碳的同素异形体，它是由排列在六角形晶格中的单层碳原子所组成的二维碳纳米材料。石墨烯自被发现以来，由于其独特的光学、电学、热学、机械性能以及其良好的生物相容性，而逐渐被推向纳米材料技术进步的前沿。石墨烯材料的应用范围非常之广泛。本文分别从石墨烯的理化性质、药物载体、光热转换、传感器和再生修复五个方面综述了石墨烯材料在临床医学上的应用，并对其在动物医学方面进一步的研究提出展望。
关键词：动物医学；石墨烯材料；综述；纳米材料；临床应用
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 Advances in the application of graphene materials in clinical medicine 
WU Chao, WU Rui
(College of Animal Science and Technology, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing, Heilongjian 163319, China)
Abstract:Graphene is an allotrope of carbon.It is a two-dimensional carbon nanomaterial consisting of a single layer of carbon atoms arranged in a hexagonal lattice.Since graphene was discovered, it has been propelled to the forefront of technological advancemen of nanomaterial, due to its unique optical, electrical, thermal, mechanical properties and favorable biocompatibility. Graphene materials are used in a wide range of application.This paper summarizes application of graphene materials in clinical medicine from the aspects of physical and chemical properties of grapheme, drug carriers, photothermal conversion, sensor and regeneration. And this article also puts forward the prospects of graphene for further research in animal medicine.
Keywords: veterinary medicine; graphene materials; review; nanometer materials; clinical application
0 引言
简单来说，石墨烯就是碳原子排列成一层，形成一个紧密结合的六角形蜂窝晶格，同时其可被认为是一种无限大的芳香族分子。研究者们对石墨烯进行了多年的理论研究，但几个世纪以来，石墨烯只是在铅笔和其它类似的石墨材料的应用中被无意生产出来。它最初是在电子显微镜中观察到的（1962），但仅在有金属表面支撑时进行了研究[1]。后来由Boehm等人[2]（1986）引入了“石墨烯”一词来描述单层石墨。随即逐渐开始了通过机械剥离制造石墨烯薄膜的工作（1990）[3]，但都没有制备出50层以下厚度的薄膜。直到Andre Geim和Konstantin Novoselov[4]（2004）首次从高定向热解石墨(highly oriented pyrolytic graphite, HOPG)中用微机械剥离法成功将单层石墨烯从石墨片中分离出来，从而共同获得2010年诺贝尔物理学奖。石墨烯材料是一种既可用于改进现有技术又可用于开发新技术的材料。经过研究者们共同的努力，由石墨烯衍生的纳米复合材料已逐渐应用在纳米电子[5]、工程晶体管[6]、能量存储[7]与环境保护[8]等方面。更为重要的是，石墨烯的单层平面结构可确保金属、药物、荧光探针、核苷酸和其他生物分子等多种物质的有效负载，同时石墨烯材料具有良好的生物相容性、药物靶向性和促进组织再生能力，这为其在临床医学领域的应用提供了很大可能性。目前已被应用的由石墨烯衍生而来的材料中氧化石墨烯(GO)、还原氧化石墨烯（reduced graphene oxide, rGO)最为常见，另外还包括石墨烯量子点（graphene quantum dots, GQDs）、石墨烯纳米带（graphene nanoribbon , GNR）等。本文就石墨烯材料在临床医学方面的应用进展进行概述。
1 石墨烯的理化性质
石墨烯有许多不寻常的性质均来源于它特殊的晶体结构，强C-C共价键使其成为目前已知最坚固的材料。其固有拉伸强度为130.5 GPa，杨氏模量为1 TPa，大角度弯曲石墨烯单分子层其应变可忽略不计，显示出二维碳纳米结构的机械稳定性。其C-C距离为0.142 nm，厚度仅为0.35nm，单层透光率高达97.7%，是目前世界上已知最薄且近乎透明的纳米材料[9]。石墨烯具有高于硅材料10倍的载流子迁移率，室温下1.5×104 cm2/ (v·s)，同时它又是电阻率最小的材料。石墨烯单层导热系数达5300W/mK，可作为热稳材料[10]。由于石墨烯碳二维蜂窝状晶格结构是所有其他石墨材料的基本组成部分，所以很容易通过化学修饰实现功能化[11]。其中每一个碳原子都可以从平面两侧进行特殊的化学反应。石墨烯经氧化后所形成的氧化石墨烯（graphene oxide , GO）具有两亲性，在含氧官能团如羧基和羟基处进行化学修饰，可提高其生物相容性并降低界面间的能量，促进其与药物和生物大分子间的互相结合，是临床上最常采用的石墨烯材料。
2 药物载体

石墨烯的超大比表面积是其它纳米材料的4倍以上，具有负载效率高、基因转染量大等优点，可为核酸类药物、天然药物或化学合成类药物负载提供多个附着位点。疏水性和π–π堆积是石墨烯可结合药物和其他分子的两个主要因素，同时其易于跨细胞膜的能力使其在药物靶向释放应用中发挥作用[11]。石墨烯材料是使难溶性药物可成功临床应用的理想载体。
既有效又安全的核酸类药物载体，应具有防止核酸酶降解DNA，并能以高转染效率促进DNA摄取的特点[12]。Choi等[13]研究人员制备了聚醚酰亚胺（polyetherimide, PEI）功能化氧化石墨烯（PEI-GO）以有效加载mRNA用于临床应用。Huang等[14]同样通过用PEI-GO来作为非病毒基因转染试剂，与针对CXC趋化因子受体4型(CXCR4)的siRNA复合物（siCXCR4）转染乳腺癌细胞系MDA-MB-231。结果显示PEI-GO-siCXCR4复合物抑制CXCR4的mRNA和蛋白质表达，通过抑制CXCR4及其信号轴能够抑制MDA-MB-231细胞的基因表达和转移潜能。PEI-GO可以作为一种新型非病毒转染试剂开发，有助于靶向基因治疗并抑制癌细胞转移。石墨烯的疏水性可以通过范德华力作用吸附各种疏水性有机分子或聚合物。通常许多有效的、芳香的药物不溶于水，Rahmanian等人[15]通过物理吸附法合成槲皮素纳米GO，其在PBS、SGF、SIF等生理溶液中具有稳定的可分散性，说明GO能够有效帮助难溶性药物溶解与利用，体现其作为药物载体的适用性。Fan等[16]将GO与海藻酸钠（sodium alginate, SA）进行共价键结合制备GO-SA载体，通过GO与抗癌药物阿霉素（doxorubicin , DOX）的g-g叠加形成复合物，GO-SA通过受体介导的内吞作用能够将DOX靶向导入癌细胞，使药物释放速率和释放量在酸性条件下均有提高。Zheng等[17]利用聚合L-赖氨酸（PLL）修饰rGO，将人表皮生长因子受体抗体（anti-HER2）嫁接到PLL-rGO用来负载DOX，证明rGO可以选择性地与人乳腺癌细胞发生特异性的结合并释放抗癌药物。Chowdhury等[18]利用PEG-DSPE对GNRs进行表面修饰以增强其在水溶液中的稳定性。GNR-PEG-DSPE对抗肿瘤药物甲硫蒽酮的负载量高达310μmol/mg，并且能够有效地将该药物传递至恶性胶质瘤细胞内。Chong等[19]利用GQDs大的比表面积和化学惰性将其用于药物传递。将GQDs分别以静脉注射和腹腔注射的方式注入小鼠体内，结果发现因GQDs具有超小体积（3~5nm）和表面超高含氧量致其能很快被排出体外，不会在小鼠器官中大量累积。综合考虑，GQDs更适合作为药物载体用于传递药物到达靶向位点。
3 光热转化
目前，通过设计将化学治疗能力与近红外光（near infrared, NIR）激活光热治疗（photothermal therapy, PTT）和光动力治疗（photodynamic therapy, PDT）活性结合的混合纳米材料，正在为改善癌症的治疗效果做出重大努力。在传统的热疗方法中，体温的升高可以增强抗癌药物的疗效，但不能控制肿瘤部位温度升高的同时确保健康组织受到最小的侵袭。为了克服这一局限性，石墨烯材料介导的PTT已经显示出了很好的效果。这归因于石墨烯材料能在肿瘤部位积聚并将近红外光转换成热，从而实现具有空间分辨性的升温能力最终杀死肿瘤细胞。PDT疗法同样需要石墨烯类光敏剂的参与，在光与氧的作用下使肿瘤细胞损伤或坏死以达到治疗效果。通过许多石墨烯材料与PTT或PDT相结合的研究证明，石墨烯材料的加入能够提供高效率的肿瘤抑制效果[20]。
Hou等[21]研制出具有光热特性的多功能纳米片(HA-GO/Pluronic)，用于米托蒽醌(mitoxantrone, MIT)的控制释放，PTT治疗以克服耐药性乳腺癌并显著增强抗肿瘤效果。王雪丽等[22]将PDT与PTT联合应用并设计构建了一种光热-光敏纳米复合物pRGO-AS1411-ICG (pRAI)，利用光热和光毒双重效应高效杀死肿瘤细胞，提示临床上应用pRAI可为肿瘤治疗方面提供新的发展方向。Zhang等[23]通过使用GO纳米片作为载体，以己二酰肼（adipic dihydrazide, ADH）将透明质酸（hyaluronic acid, HA）-甲氨喋呤（methotrexate , MTX）前药负载到GO的羧基上，获得的GO-ADH-HA-MTX纳米系统具有相当的分散性、高血浆稳定性和良好的血液相容性，实现合并化学光热疗法协同多阶段肿瘤靶向，在整合化学疗法和PTT的癌症治疗方面具有很大前景。Diana等[24]设计的抗癌药物系统是基于壳聚糖还原的氧化石墨烯（chit-rGO），携带大量有效具有双重PTT和PDT活性的IR820染料和化学治疗药物DOX所形成的。该纳米系统对鼠结肠癌细胞（C26）具有协同杀伤活性。
4 传感器
由于石墨烯材料的高比表面积、高电子迁移率和低频电噪声，近年来其已被广泛应用于传感领域，如生物传感器、气体传感器和电化学传感器[25]。传感器因其鉴定物质的高度特异性、灵敏性以及稳定性而被广泛应用于医学检测领域。其中，以石墨烯材料为基础的荧光生物传感器因其荧光猝灭特性而备受关注。荧光团或标记在探针上的染料（如分子信标，适体，DNA酶等）吸附到石墨烯表面后发生荧光猝灭，利用探针与靶目标之间强相互作用，在探针与石墨烯表面分离时所产生剧烈的荧光，可作为探测目标的信号[26]。同时在电化学传感器中石墨烯材料的高导电性、快速转移电荷性能以及能通过简单的π-π重叠结合分析物的特点使其能够快速特异性识别元件以提高临床检测效率。
常晨阳等[27]利用GO淬灭效应设计出一种简单快速、选择性强且灵敏度高的GO纳米荧光探针，可有效检测牛奶中三聚氰胺的含量，为减少临床生殖、泌尿系统疾病提供新途径。王晓琴等[28]构建了高灵敏度的双重RecQE+ATP-FDNA-BDNA-GO检测体系。最终在不经PCR扩增的情况下，成功检测出体外柯萨奇病毒CA16和肠道病毒EV71并将其特异性检测时间缩短至两小时。该研究结果对能够及时诊断预防临床手足口病提供了重要的研究依据。人体呼出气体包含的某些信息与健康相关，利用呼出气体标志物可有效诊断疾病[29]。Chen等[30]在玻璃层表面溅射金层的表面，利用吸附在GO薄膜中的肼蒸气，通过在rGO上原位形成金纳米颗粒（AuNPs）而不使用任何有机稳定剂，制备一种洁净高效的表面增强拉曼散射（surface enhancement of Raman scattering, SERS）传感器并用于检测筛选人呼出气体中挥发性标志物。结果显示该传感器能够有效筛查诊断早期胃癌和晚期胃癌患者，并且提高灵敏度至83%，特异度至92%。Chekin等[31]开发一种电化学传感器将β-环糊精（beta-cyclodextrin, β-CD）与多巴胺结合形成dopa-CD固定在凃有rGO-PEI的电极上用于检测叶酸（folic acid, FA）。在大多数常见电极上，FA的氧化发生在高过电势下，电子转移迟缓，而rGO的高导电性、快速转移电荷的能力恰好突破这一局限，即凃有rGO-PEI的电极促使CD与FA优先结合，实现了检测限为1nM的FA传感平台。临床测定早期孕妇血中的维生素B12和叶酸含量对评估胎儿营养状况具有价值, 该传感器值得为保障胎儿的正常生长发育在早期保健工作中推广使用。
5 再生修复
组织再生过程需要支架材料具有合适的机械强度、良好的生物相容性、支持细胞分化和无毒生物降解等性能。经研究发现石墨烯独特的碳原子平面在受到外力时可自由弯曲以保证自身结构不被破坏，石墨烯基材料既可影响细胞附着、迁移和增殖、促进干细胞向不同谱系分化[22~34]，也可在体内可进行有效生物降解[35]。石墨烯材料在骨组织工程中的应用能够有效改善支架材料的生物学性能，促进其粘附、增殖以及成骨的能力。
Nair等[36]通过冷冻干燥技术将0.5和1wt %的GO纳米压片掺入明胶-羟基磷灰石（Gelatin-hydroxyapatite, GHAP）基质中，研究了其对于提高凝胶机械强度和成骨性能方面的影响。结果证明含GO的复合支架的抗压强度、可塑性和断裂功均显著高于不含GO的复合支架，可将其作为促进骨科骨再生的合适候选材料。Ana等[37]采用电泳沉积法制备了石墨烯基银-羟基磷灰石-石墨烯(Ag-HAP-Gr)复合涂层，并将其组装成多孔生物活性均匀涂层，证实了Ag-HAP-Gr涂层比Ag-HAP涂层具有更高的热稳定性，并且石墨烯涂层表面裂纹减少、机械强度更好、Ca/P比率更接近化学计量值。此外，Ag-HAP-Gr涂层在暴露3小时后依然对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌表现出强烈的抗菌活性。神经组织工程学利用支架材料构建“人工神经假体”，实现缺损神经的快速修复与再生。但传统支架材料存在导电性能差、机械性能欠佳等缺点[38]，而合成神经支架的长期性能远远优于天然材料。Assaf等[39]研究评估了聚己内酯（Polycaprolactone, PCL）与纳米碳和纳米石墨烯结合后的神经小管修复情况。对成年Lewis大鼠进行了单侧坐骨神经微管化手术，修复其坐骨神经缺损，大鼠术后存活8-12周。证实将PCL与碳纳米颗粒和石墨烯的结合改善了复合材料的化学、机械性能，甚至加速了其降解速率。Qian等[40]发明了三维多层多孔石墨烯纳米复合神经导管支架。多层多孔神经导管可以通过良好的渗透性、强大的机械支持和适当的生物降解率来实现营养物质和氧气的交换，从而实现完全的神经再生。通过三维复合导管的制备，可以显著提高神经干细胞的生物学活性；大鼠术后18周内无免疫排斥反应发生，且支架修复坐骨神经效果和自体神经移植无显著差异。表明石墨烯材料在临床前和临床应用中有助于周围神经的成功修复。
6 小结与展望
石墨烯材料在生物医学领域发展迅速，其各项研究成果改善了生物医学技术方面的不足，提高了医学治疗与预防检测效率，为生物医疗提供创造性新途径。同时，能否将石墨烯材料广泛应用到动物临床治疗、动物海关检查当中也是大多数动物医学研究者所关心的问题。通过进一步对石墨烯在生物体内发挥诊断及治疗作用机制的探究，挖掘其在动物医学领域的应用潜力，解决一些动物医学方面有待解决的技术难题备受期待。
另外，目前关于石墨烯材料的应用仍存在一些问题亟待解决。（1）明确不同的石墨烯材料应用在机体不同位置所需材料的含量、尺寸、形状、厚度以及氧化程度的最适指标，为开发高安全性支架材料提供捷径。（2）明确石墨烯材料的细胞摄取机制、细胞内和体内代谢途径。（3）石墨烯材料在体内长时间存在或是其降解过程中是否会对机体产生不良影响的问题不可忽视。
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