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摘!要! 采用石墨脉冲电解法制备了碳量子点溶胶!利用透射电子显微镜"c射线衍射仪"傅里叶变换

红外光谱和荧光光谱等手段对碳量子点的形状"尺寸"结构和性能进行了表征# 碳量子点为近似球形!

平均粒径为 7‘D; (J!表面含有多种富氧官能团并具有荧光特性# 体外细胞毒性试验表明$当碳量子点

浓度高于一定值时!溶胶能诱导人体肝癌细胞凋亡! 对其具有显著的抑制作用# 对碳量子点诱导凋亡

后的人体肝癌细胞进行了透射电子显微镜观察!结果显示其对线粒体产生了损伤# 在相同的浓度范围

内!碳量子点溶胶对人体淋巴细胞几乎没有产生影响# 碳量子点溶胶具有选择性诱导人体肝癌细胞凋

亡的作用!对于研究新型无毒副作用的抗癌药物具有重要意义#

关键词! 碳量子点%溶胶%癌细胞%人体淋巴细胞%凋亡
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83引言

纳米材料在癌症治疗中越来越受到重视#但

在提高治疗效果和减少副作用方面仍面临巨大挑
战 * *a**+ ( 其中#碳纳米材料因其独特的物理化学

结构和性质引起了人们极大的兴趣 * ;a7+ ( 碳量子

点!%H>K"是继富勒烯%碳纳米管和石墨烯之后的
新型碳纳米材料( 碳量子点具有强荧光%宽波长
连续激发光%发射光可调的优良电子受体和给体%

良好的水溶性%低生物毒性等特点 * *4a*<+ #因此#碳

量子点被认为是一种理想的生物医学材料#在生
物医学和细胞成像领域具有广阔的应用前景 * *4+ (

除了进一步推进碳量子点的现有应用外#探索其
新的应用领域同样具有重要意义(

由于碳量子点具有很强的荧光特性#在肿瘤
研究领域#它主要被应用于生物标记%细胞成像等
方面( 例如#人类乳腺癌细胞可以用碳量子点标
记( 不同粒径的碳量子点可以到达细胞内不同的
位置#因此不同粒径的碳量子点可以标记细胞的
不同部位( 近年来#碳量子点已被用作肿瘤治疗

的药物载体 * */+ #然而关于碳量子点如何直接影响

肿瘤细胞的报道却很少( 富勒烯衍生物的抗肿瘤
特性已被报道#尽管它们对正常人体细胞仍具有
一定的细胞毒性 * *Da4@+ #但据此也可以期望碳量子

点可能会对肿瘤细胞产生一些影响( 本研究的目
的是制备一种稳定的碳量子点溶胶#该溶胶能诱
导癌细胞凋亡#但对正常的人体细胞几乎无损伤(

本文研究认为碳量子点的尺寸和表面特性在抗肿
瘤中起着重要的作用( 据报道#合成具有不同粒

径%性质的稳定碳量子点溶胶有多种方法 * 4*a45+ #

在这些方法中#石墨脉冲电解法是一种有效的
方法(

肝癌位居全球常见癌症第 7 位#55d患者是
中国人#但肝癌药物治疗的临床疗效还不尽人意#

寻找能有效诱导肝癌细胞凋亡的药物迫在眉
睫 * 47a4/+ ( 正因此#本文首先考虑以人体肝癌细胞

作为对象验证碳量子点溶胶的抗肿瘤效果( 采用
脉冲电解法成功制备了稳定的碳量子点溶胶#并
首次报道了其对人体肝癌细胞 !Q’O?4 细胞"的
生物毒性( 利用 %’RR%G9(I.(L".IB/!%%"B/"和流
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式细胞仪#通过体外细胞实验对肿瘤细胞的凋亡
进行检测以确定其抗肿瘤效果( 用透射电子显微
镜观察了 Q’O?4 细胞对碳量子点的内吞作用(
同时#通过体外实验检测碳量子点对人体淋巴细
胞的影响以研究其免疫毒性( 除了体外试验外#
活体动物实验也证实了碳量子点的抗肿瘤作用#
这部分结果将在其他地方讨论( 简言之#本文所
描述的实验结果为碳量子点的进一步生物应用提
供了重要的参考信息(

53试验方案

5D53试验材料
胎 牛 血 清% >9RF’NNG改 良 ’#LR’培 养 基

! >UCU# &.L& LR9NGK’ NG(I#.(.(L K9L#E WB
LR9I#J.(’"%胰蛋白酶BC>),消化液!IE$OK.(BC>),
1.L’KI.G(#@‘45d"%青霉素B链霉素溶液! O’(.N.RR.(B
KIE’OIGJ$N.( KGR9I.G(#*@@e"和磷酸盐缓冲液!O&GKB
O&#I’F9PP’EKGR9I.G(# 0:2 " 购 自 美 国 的 2.LJ#B
,R1E.N& 公司( %%"B/ 和 ,((’[.( AB8M)%->,0M双
染色细胞凋亡检测试剂盒从中国凯基生物有限公
司购买( )E.IG( cB*@@和人体外周血液淋巴细胞分
离培养基购自美国的 M(T.IEGL’( 公司( 其他化学试
剂为分析纯( 石墨板!*@@ JJe;@ JJe5 JJ#纯
度!质量分数"为 DD‘Dd"购自北京吉星盛安有限
公司!中国"( 新鲜人体外周血淋巴细胞采集于
某医院门诊患者(
5D73碳量子点溶胶的制备与表征

石墨板!*@@ JJe;@ JJe5 JJ#纯度 !质量
分数" DD‘Dd"作为制备该溶胶的碳源( 采用脉
冲电解法制备碳量子点溶胶( 具体电解方法为)
将 4 块石墨板平行放置于水槽!*5@ JJe/@ JJe
7@ JJ"中#板间距为 *@ JJ#然后注入 5@@ JW去
离子水#接着将 4 块石墨板分别连接单极脉冲电
源!京新电源设备有限公司#中国"的正%负极#通
电电解!电压为 5 A#频率为 4@ \QX"一定时间后
即可制备出该碳量子点溶胶( 为了获得更细的颗
粒#在 *5@ U0#压力下对该原始胶体进行均化处
理#每个样品处理 *5 次(

将溶胶滴到硅片上#在空气中干燥#制备出用
于 c射线衍射仪 !cV>#>-J#[45@@"检测的样
品( 将碳量子点溶胶滴到孔径 =/ !J的铜微栅
上!)’1 0’RR#"#待其在空气中干燥后#在 4@@ \A
下使用透射电子显微镜 !)CU#_CUB4*@@8"观察
样品( 利用 MJ#L’_软件对 )CU图像进行分析#
从而确定其尺寸(

5D;3细胞培养
人体肝癌细胞 !Q’O?4 细胞"购自 ,J’E.N#(

)$O’%9RI9E’%GRR’NI.G( 公 司( Q’O?4 细 胞 于
>UCU培养基!混入体积分数为 *@d的热灭活胎
牛血清和*@@ !L-JW的青霉素B链霉素溶液"中进行
培养#培养时温度为 ;< f#%34 体积分数为 5d(
选择对数生长期细胞!RGL#E.I&J.NLEGZI& O&#K’N’RRK"
制备成细胞悬液#然后将悬液随机分为 =组#接种于
D7孔培养板!N9RI9E’OR#I’"中直至贴壁#培养板每孔
体积为 *@@ !W!*e*@5 个细胞-孔"( 从外周血液中
分离出淋巴细胞#并用上述方法进行培养(
5D43碳量子点溶胶对*HI,7细胞毒性的体外研究

用 %%"B/ 检测碳量子点溶胶对 Q’O?4 细胞
的毒性( 简单地说#Q’O?4 细胞!*e*@5 个细胞-
孔"在D7 孔培养板中#于 ;< f%体积分数为 5d的
%34 环境下用 *@@ !W的新鲜培养液培养( 培养
4= & 后#用不同质量浓度的碳量子点溶胶 !!* g
7D !L-JW#!4g*;/ !L-JW#!;g4<7 !L-JW"处理
Q’O?4 细胞 4=%=/%<4 &#然后加入 *@ !W的%%"B/
溶液 ! 4 JL-JW"( 孵化 4 & 后#用微型读板器
!:.GBV#1#%,#美国 " 在 =5@ (J的测试波长和
7;@ (J的参考波长下测量吸光度!"#值"( 试验
重复进行 ; 次( 用光学显微镜进一步观察经浓度
分别为 !4 和 !; 的碳量子点溶胶处理 <4 & 后的
细胞形态学变化( 取未经碳量子点溶胶处理的样
品作为对照组(
5D63*HI,7 细胞凋亡检测

选用 ,((’[.( AB8M)%->,0M双 染 法 检 测
Q’O?4 细胞的凋亡情况( ,((’[.( AB8M)%凋亡检
测试剂盒!#OGOIGK.K1’I’NI.G( \.I"是通过检测细胞
表面磷脂酰丝氨酸来检测早期细胞凋亡的敏感指
标之一( >,0M作为一种核酸染料#只能染红中晚
期的凋亡细胞和死亡细胞( 在 D7 孔板上培养细
胞#然后用不同质量浓度 !!* g7D !L-JW#!4 g
*;/ !L-JW#!;g4<7 !L-JW"的碳量子点溶胶对
细胞进行处理( 孵化 =/ & 和 <4 & 后#除去胰酶消
化液的 C>),#收集细胞( 随后#离心弃上清#用
0:2 漂洗 4 遍#收集到流式管!PRGZI9F’"中( 然
后#加入 5@@ !W的缓冲液! F.(1.(LF9PP’E"使细胞
悬浮( 加入 5@ !W,((’[.( AB8M)%->,0M染料#
室温避光孵育 *5 J.(( 最后#立即使用流式细胞
仪!PRGZN$IGJ’IE$#:>8,%2%#(IG)U MM# 2#( _GK’#
%,"分析(
5D?3细胞形态学观察

将 Q’O?4 细胞以 *e*@5 个细胞-孔的密度在
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4= 孔培养板中培养过夜#然后用 !; 质量浓度的
碳量子点溶胶处理 <4 &#最后用透射电子显微镜
观察处理组和对照组的 Q’O?4 细胞形态及碳量
子点在 Q’O?4 细胞内的分布(
5DE3碳量子点溶胶对淋巴细胞毒性的体外研究

简言之#淋巴细胞 ! *e*@5 个细胞-孔"在 D7
孔板中#用 *@@ !W新鲜培养液在 ;< f%体积分数
为 5d的 %34 环境下进行培养( 培养 4= & 后#用
不同质量浓度!!*%!4%!;"的碳量子点溶胶处理淋
巴细胞 4=%=/ 和 <4 &#然后加入 *@ !W的%%"B/溶
液!4 JL-JW"( 孵化 4 & 后#用微型读板器!:.GB
V#1#%,#美国"在 =5@ (J的测试波长和 7;@ (J的
参考波长条件下测量吸光度( 试验重复进行 ; 次(
取未经碳量子点溶胶处理的样品作为对照组(
5D=3统计分析方法

用 M:U2022 2I#I.KI.NK4@ 进行统计分析( 采
用 Y.RNG[G( 检测法研究处理组和对照组在细胞
存活率上的差异( 数据以平均数h标准差! $#"表
示( 当 %i@‘@5 时#认为具有统计学意义上的显
著差异(

73分析与讨论

本文研究了脉冲电解法制备的碳量子点溶胶
的性质和抗肿瘤效果( 一般来说#纳米颗粒的形
状和尺寸与其在人体内的毒性和生物分布直接相
关#因此#利用 )CU对制备的碳量子点的形貌和
尺寸进行了表征( 图 *!#"和 *! F"展示了碳量子
!!!!!

点的 )CU图像( 很明显#碳量子点呈近似球形#
粒径为 ;‘<;j*@‘*D (J#平均粒径为7‘D; (J#如
图 *!N"所示( 结果表明#这些碳量子点能很好地
分散在水中形成稳定的胶体溶液( 在高分辨率
)CU图像!图 *! F""中标注的 @‘4@5 (J的晶格
间距对应于石墨的!*@*"面( 如图 *! 1"所示#碳
量子点的 cV>谱图展现出一个漫散射峰#为典型
的非晶态结构#这可能是由于制备的碳量子点尺
寸过小和一些碳量子点中原子的不规则排列造成
的( 采用傅里叶变换红外光谱!8)BMV"检测来识
别碳量子点表面的官能团#如图 * !’" 所示(
; =;7 NJa*附近的宽峰对应于 %’3Q的拉伸振
动( %’Q!4 D45 NJa*"和 ""% 3!* <** NJa* "的
拉伸振动表明烷基官能团的存在( * 4;< NJa*处
的吸收峰表明 %’3官能团的存在( 红外光谱分
析表明#碳量子点表面含有多种含氧官能团#这可
能是碳量子点具有抗肿瘤作用的关键( 碳量子点
的光致发光光谱表明这些碳量子点具有荧光性
质#如图 *!P"所示(
!!采用 %%"B/ 评价碳量子点对 Q’O?4 细胞的
毒性!图 4"( 数据表明#细胞活性受到了抑制#并
且溶胶浓度和时间会对这种抑制效果产生影响(
在处理 <4 & 后#!4 组和 !; 组展现出高于其他组
的细胞毒性#而低浓度组 !!* 组"在测试期内展
现的毒性不显著( 结果表明#!4 和 !; 处理<4 &
条件下碳量子点溶胶对肿瘤细胞具有显著的毒
性( 光学显微镜观测结果进一步验证了溶胶浓度
!!!

图 53碳量子点溶胶的材料学表征
(LPUQH530AHKNTHQLNGMANQNMTHQL@NTLFOF\TAHNadIQHINQH‘2[_a
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图 73碳量子点溶胶的质量浓度对 *HI,7 细胞的体外细胞

毒性的影响"误差棒指标准偏差"!e;##

(LPUQH73-ObLTQF MVTFTFYLMLTV F\2[_aFO*HI,7 MHGGa

"+QQFQ>NQaLO‘LMNTH"# "!e;##

对细胞毒性的影响!图 ;"(
采用 ,((’[.( AB8M)%->,0M双染法研究碳量

子点溶胶的细胞凋亡诱导能力( 基于联合染色
法#利用流式细胞仪可区分早期凋亡细胞和晚期
凋亡细胞( 流式细胞分析结果!图 ="显示#经碳
量子点溶胶处理 <4 & 后的 Q’O?4 细胞#!*%!4 和
!; 对应的总凋亡率分别为 *D‘;/d%44‘/7d和
4/‘<;d( !4%!; 组细胞凋亡率明显高于对照组
!*7‘7/d#%i@‘@5"#与细胞毒性试验结果一致
!图 4"( 该部分结果表明#碳量子点溶胶是一种
有效的抗肿瘤药物#可诱导 Q’O?4 细胞凋亡(
!!通过 )CU观察碳量子点与在 !; 质量浓度下
孵化 <4 & 后的 Q’O?4 细胞之间的相互作用#以检
!!!!

图 ;3在不同浓度碳量子点溶胶中培养 E7 A后 *HI,7 细胞的代表性光学显微照片
(LPUQH;3$HIQHaHOTNTLbHFITLMNGKLMQFaMFIV LKNPHaF\*HI,7 MHGGaLOMU>NTH‘ L̂TA2[_aF\‘L\\HQHOTMFOMHOTQNTLFOa\FQE7 A

图 43经过不同浓度的碳量子点溶胶处理 E7 A后 *HI,7 细胞凋亡的流式细胞仪分析结果
(LPUQH43(GF^MVTFKHTQV NONGVaLaF\*HI,7 MHGGa& NIFITFaLaN\THQTQHNTKHOT̂ LTA2[_aF\‘L\\HQHOTMFOMHOTQNTLFOa\FQE7 A
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测它们可能的内吞现象!图 5"( 未经碳量子点溶
胶处理的细胞未见异常( 但是对于处理后的细
胞#可以看到#碳量子点被 Q’O?4 细胞摄取并积
累在细胞质内#说明细胞成功摄取了碳量子点(
碳量子点的目标似乎是细胞的线粒体( 从图 5 中
可以看出#Q’O?4 细胞的线粒体有明显肿胀#冠
!NE’KIK"消失( 这些结果表明#碳量子点可能对线

粒体有害#从而诱导 Q’O?4 细胞凋亡( 碳量子点
在 Q’O?4 细胞线粒体中积累的趋势被认为与活
性氧的产生有关#活性氧可导致氧化应激反应#具
体相关机理可参考 ,LB60K的有关报道 * 4D+ ( 然
而#碳量子点在线粒体中的沉积机制尚不清楚(
因此#需要进一步研究碳量子点溶胶对线粒体的
影响#以及碳量子点的内吞途径(

图 63经碳量子点溶胶处理 E7 A后的 *HI,7细胞的 0+S照片"黑色箭头表示细胞内部的碳量子点’白色箭头表示线粒体#

(LPUQH630+S LKNPHaF\*HI,7 MHGGaN\THQLOMU>NTLFO L̂TA2[_a\FQE7 A"0AH>GNMcNQQF^‘HOFTHaTAH2[_a

LOaL‘HMHGGa’ NO‘TAH ÂLTHNQQF^aAF âTAHKLTFMAFO‘QLFOF\*HI,7 MHGGa#

!!以上结果一致表明碳量子点溶胶对 Q’O?4
细胞具有较强的细胞毒性( 显然#应当考虑碳量
子点溶胶对正常人体细胞可能产生的毒性#因此
本文采用 %%"B/ 来研究碳量子点溶胶对人体淋
巴细胞的毒性( 如图 7 所示#与 Q’O?4 细胞相
比#在不同的质量浓度和时间条件下经碳量子点
溶胶处理后#淋巴细胞的活性均无明显变化( 综
合以上结果#可发现本文制备的碳量子点溶胶对
Q’O?4 细胞具有显著的靶向攻击能力#对淋巴细
胞并没有显示出明显的毒性(

;3结论

采用石墨脉冲电解法制备了稳定的碳量子点
溶胶( 对碳量子点溶胶的基本性质进行了系统研
究( 碳量子点呈近似球形#粒径范围及平均粒径
分别为 ;‘<;j*@‘*D (J和 7‘D; (J( 红外光谱分
析及光致发光光谱表明碳量子点表面含有多种含

!!!!

图 ?3碳量子点溶胶的浓度"$5($7($;#和处理时间
"74(4=(E7 A#对人体淋巴细胞的体外细胞毒性的

影响"误差线表示标准偏差"!e;##

(LPUQH?3-ObLTQF MVTFTFYLMLTV F\2[_aFOAUKNO

GVKIAFMVTHaNT$5’ $7’ $; \FQ74’ 4= NO‘E7 A

"+QQFQ>NQaLO‘LMNTH"# "!e;##
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氧官能并具有荧光特性( 碳量子点溶胶可诱导肝
癌细胞的凋亡#但对人体淋巴细胞无明显影响(
透射电子显微镜观察结果显示碳量子点通过对线
粒体产生损伤从而诱导人体肝癌细胞凋亡( 虽然
诱导凋亡的机制是由基因表达引起的还是代谢活
动的结果还不能确定并有待于进一步研究#但是
具有选择性诱导癌细胞凋亡作用的碳量子点溶胶
有望成为新型无毒副作用的抗癌药物(
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Q’O?4 细胞的生长抑制作用与 V#K通路的关系
*_+ 癌̂症# 4@@4# 4*!=") ;7=a;7/^

*4<+ 陈建国#宋新明 中̂国肝癌发病水平的估算及分析
*_+ 中̂国肿瘤# 4@@5# *=!*") 4/a;*^

*4/+ 张茜#芮瑞#李佩佩#等 草̂乌多糖金属配合物的制

备%表征与抗癌活性研究*_+ 郑̂州大学学报!工学

版"# 4@*7#;< !;") ;7a;D^

*4D+ ,2Q,V,6M0A# US6?W"# Q,6>CU0# ’I#R̂

%$IGIG[.N.I$#(1 L’(GIG[.N.I$GPK.RT’E(#(GO#EI.NR’K.(

&9J#( N’RRK*_+ ,̂%2 (#(G# 4@@D# ;!4") 4<Da4D@^

2NQ>FO[UNOTUK_FTaNaBFTHOT&PHOTTF -O‘UMH&IFITFaLaF\*UKNO
*HINTFKN 2HGGa

+Q,6?)#G*#4# ?S3k.J.(4# WM+&9G$#(L;# cM?9GL9G4# +S3W’.4# %,3kG(LO.(L;# Y,6?k#&G(L=

!* 2̂N&GGRGPU#I’E.#RK2N.’(N’#(1 C(L.(’’E.(L# +&’(LX&G9 S(.T’EK.I$# +&’(LX&G9 =5@@@*# %&.(#& 4 2̂N&GGRGPU#I’E.#RK

2N.’(N’#(1 C(L.(’’E.(L# :’.&#(LS(.T’EK.I$# :’.].(L*@@*D*# %&.(#& ; 3̂EI&GO#’1.NK# 0’\.(LS(.T’EK.I$8.EKIQGKO.I#R# :’.].(L

*@@@;=# %&.(#& = Q̂#EF.( %&’(LN&’(LM(KI.I9I’PGEW.P’#(1 U#I’E.#R# Q#EF.( *5@5@@# %&.(#"

&>aTQNMT) )&’N#EFG( l9#(I9J1GIK!%H>K" NGRRG.1 KGR9I.G( Z#KOE’O#E’1 F$’R’NIEGR$X.(LLE#O&.I’Z.I& O9RK’
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