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[摘要] 目的:利用碳点标记不同细胞,通过共聚焦显微镜下碳点的多色荧光特性,达到观察不同细胞的成像特

点。方法:采用水热法合成色氨酸碳点,用TEM、FT-IR、荧光光谱仪对碳点进行表征。采用 MTT法检测碳点对

小鼠单核巨噬细胞系RAW264.7、小鼠前成骨细胞系 MC3T3-E1和小鼠成纤维细胞系L929成像效果,以确定碳

点最佳成像浓度。选择最佳浓度的碳点分别与上述3种细胞共培养24
 

h后,在共聚焦显微镜下观察细胞的成像特

点。结果:TEM下观察制备的碳点为球形颗粒,粒径约为3.35
 

nm;FT-IR显示碳点的分子结构仅由碳、氧、氢和

氮元素组成。荧光光谱显示碳点在不同激发波长下可以呈现不同的颜色,具有激发依赖性。MTT结果显示当碳

点浓度在400
 

mg/L时,RAW264.7细胞活性达67%,MC3T3-E1细胞活性达79%,L929细胞活性达89%,表明

碳点进入细胞内部并不会明显影响细胞活性。成像结果显示,在488
 

nm和543
 

nm激发波长下,3种细胞均可以

呈现绿色和红色的荧光图像,RAW264.7和L929荧光区主要集中在细胞膜和细胞质,而 MC3T3-E1整个细胞都

具有荧光,表明碳点可能部分进入细胞核中。结论:制备的碳点对细胞成像效果好,且能够使细胞具有多色荧光,

对直接观察和分析细胞的形态和生理活动具有重要的意义。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

imaging
 

characteristics
 

of
 

different
 

cells
 

that
 

labeled
 

by
 

carbon
 

dots
 

(CDs)
 

with
 

multicolor
 

fluorescence
 

properties.
 

Methods:
 

Tryptophan
 

CDs
 

were
 

synthesized
 

by
 

hydrothermal
 

method
 

and
 

characterized
 

by
 

TEM,
 

FT-IR,
 

and
 

fluorescence
 

spectrometer.
 

MTT
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

CDs
 

at
 

different
 

concentrations
 

co-cultured
 

with
 

RAW264.7,
 

MC3T3-E1,
 

and
 

L929
 

for
 

24h,
 

which
 

were
 

observed
 

under
 

confocal
 

microscope.
 

The
 

optimum
 

imaging
 

concentration
 

of
 

CDs
 

was
 

determined.
 

Results:
 

TEM
 

showed
 

that
 

CDs
 

were
 

spherical
 

particles
 

with
 

excellent
 

dispersion
 

and
 

particle
 

size
 

of
 

about
 

3.72nm.
 

FTIR
 

showed
 

that
 

molecular
 

struc-
ture

 

of
 

CDs
 

was
 

consisted
 

of
 

carbon,
 

oxygen,
 

hydrogen,
 

and
 

nitrogen
 

elements.
 

Fluorescence
 

spectra
 

showed
 

that
 

at
 

different
 

excitation
 

wavelengths,
 

CDs
 

could
 

present
 

different
 

colors
 

with
 

excitation
 

dependencies.
 

MTT
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

cell
 

activity
 

of
 

RAW264.7,
 

MC3T3-E1,
 

and
 

L929
 

were
 

up
 

to
 

67%,
 

79%
 

and
 

89%
 

when
 

the
 

con-
centration

 

of
 

CDs
 

was
 

400mg/L.
 

The
 

results
 

of
 

cell
 

imaging
 

showed
 

that
 

green
 

and
 

red
 

fluorescence
 

images
 

were
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observed
 

at
 

488
 

nm
 

and
 

543
 

nm
 

excitation
 

wavelengths.
 

The
 

fluorescence
 

of
 

CDs
 

was
 

mainly
 

detected
 

in
 

cell
 

membrane
 

and
 

cytoplasm
 

of
 

RAW264.7
 

and
 

L929.
 

The
 

entire
 

MC3T3
-E1

 

cell
 

showed
 

fluorescence,
 

which
 

indicated
 

that
 

the
 

CDs
 

might
 

partially
 

enter
 

into
 

its
 

nucleus.
 

Conclusion:
 

Trypto-
phan

 

CDs
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

cell
 

imaging
 

to
 

facilitate
 

observa-
tion

 

and
 

analysis
 

of
 

cell
 

morphology
 

and
 

physiological
 

activi-
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ties.
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  生物学成像是以生物发光作为信号,对生物体

进行组织、细胞和分子水平的定性和定量研究。荧

光成像因其简单易操作、灵敏度高等优点成为人们

观测细胞结构、理解生命过程的一种必不可少的工

具,在生命科学几乎各个领域都被广泛应用[1]。合

适的荧光造影剂是得到理想荧光图像的重要因素。
从有机小分子到荧光蛋白,再到量子点、纳米粒子

等,各种各样的荧光造影剂被发现并被深入研究。
有机小分子染料一般尺寸较小,其优势在于对生物

体系的干扰极其细微,然而却容易被光漂白,使用寿

命过短,容易光解和褪色,光解产物往往对生物体产

生杀伤作用,更主要的是难以进行多色同时标记,因
此很难实现实时、无损监测和研究。纳米粒子具有

更强的光稳定性,并且可以克服以上传统造影剂的

缺点。最近的研究发现,碳点(carbon
 

dots,CDs),
又称碳纳米点,它是一类新型碳纳米材料,具有优良

的光学性能、粒径小,穿透率强、毒性小,使其在生物

学成像[2]、生物学感应[3]、肿瘤治疗[4]等领域中具有

广泛的应用前景。碳点在不同的激发状态下具有多

色荧光性,由于碳点表面含有羟基基团,其对细胞壁

具有很高的亲和力,能吸附到细胞膜上,使细胞在不

同的激发状态下具有不同的荧光特性[5]。本实验通

过制备色氨酸碳点,标记细胞,观察其成像特点,为
应用该碳点观察和分析细胞的形态和生理活动奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器 色氨酸、邻苯二胺(阿拉丁,
纯度99%);浓盐酸(北京化学试剂)为 分 析 纯。

MTT粉剂(Amresco公司,美国);40%甲醛(北京

化学试剂);二甲基亚砜DMSO(北京化工厂);小鼠

单核巨噬细胞系RAW264.7(中科院细胞库)、小鼠

成纤维细胞系L929
 

(中科院细胞库);小鼠前成骨

细胞系 MC3T3-E1(Gibco,美国);
 

H-DMEM
 

培

养基、胎牛血清和青/链双抗(Gibco,美国);CO2恒

温细胞培养箱(SANYO,日本);台式高速离心机

(Eppendorf,德国);马弗炉(JKKZ4-10,济南精密

科学仪器仪表有限公司);透射电子显微镜(TEM,
 

JEM-2100F,日本);傅立叶红外光谱仪(FT-IR,

AVATAR360,美国);荧光光谱仪(RF-5301
 

PC,
日本);酶标检测仪(Bio-TEK,美国);激光扫描共

聚焦显微镜(Olympus,日本)。

1.2 碳点的制备 分别称取0.051
 

g色氨酸和0.
108

 

g邻苯二胺溶解于10
 

mL去离子水中,再加入

200
 

μL浓盐酸,用玻璃棒均匀搅拌,将液体转移入

10
 

mL的反应釜中,拧紧釜盖,于马弗炉中在200
 

℃
条件下反应12

 

h,待反应釜自然冷却至室温,将反

应釜中液体用0.22
 

μm滤器过滤后,用PBS
 

缓冲液

渗析48
 

h,每6
 

h换1次渗析液,获得样本进行后续

实验。
 

1.3 碳点的表征

1.3.1 TEM 检测 取1
 

mL碳点溶液,
 

加9
 

mL
去离子水稀释,

 

充分溶解后,取10
 

μL滴加在直径

为3
 

mm的V3超薄碳网上,自然晾干后,用TEM
观察碳点的尺寸、形貌,用Nano

 

Measurer软件计算

粒子的粒径大小分布。

1.3.2 荧光光谱仪检测 取0.5
 

mL碳点溶液加

入石英比色皿中,加去离子水稀释至有效测定浓度,
设置扫描范围为220~750

 

nm的荧光发射光谱,狭
缝宽度为5

 

nm,扫描速度为1200
 

nm/min等参数,
扫描得到样品的荧光光谱。

1.3.3 FT-IR检测 取适量KBr粉末于玛瑙研

钵中,然后加一滴碳点溶液,烘干后快速研磨成极细

的粉末,用模具加压形成均匀透明薄片,从400~
4000

 

cm-1 波段进行红外光谱测试,傅立叶变换得

到样品红外光谱图。

1.4 碳点生物安全性评价 采用 MTT法检测碳

点的细胞毒性。分别取对数生长期的RAW264.7、

MC3T3-E1和L929细胞计数后取3×106 个细

胞,按照每孔5×103 个细胞转至无菌96孔板,在

5%CO2、37
 

℃条件下共培养24
 

h,设置加细胞培养

液为空白对照组(BL),相应孔加入不同浓度的

CDs,每组设置6个复孔,每孔加入培养液100
 

μL,

5%CO2、37
 

℃条件下共培养24
 

h,每孔加入5
 

mg/

ml的 MTT溶液20
 

μL。5%CO2、37
 

℃培养4
 

h,
随后终止培养,小心吸出孔内培养液,每孔加入150

 

μL
 

DMSO,振荡溶解10
 

min,选择490
 

nm波长,在
酶标检测仪上测定各孔A 值,并计算细胞相对增值

率RGR(%)=(实验组A 均值/空白对照组 A 均

值)×100%。

1.5 碳点标记细胞的成像观察 分别取对数生长

期的上述3种细胞计数后取1×105 个细胞于共聚

焦皿中,5%CO2、37
 

℃条件下共培养24
 

h,吸出原

培养液后加入培养液所含碳点浓度为400
 

mg/L。
培养24

 

h后,小心吸出孔内培养液,PBS冲洗3次

后,加入1
 

mL
 

10%甲醛固定15
 

min,固定完毕后,
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图1 碳点的的TEM照片(×300000) 图2 碳点的光谱结果 图3 碳点的傅立叶红外光谱

Fig.
 

1 TEM
 

images
 

of
 

CDs
 

(×300000). Fig.
 

2 Fluorescence
 

spectra
 

of
 

CDs. Fig.
 

3 FTIR
 

spectra
 

of
 

CDs.

图4 各组细胞的 MTT结果

Fig.
 

4 The
 

MTT
 

results
 

of
 

different
 

cells.

小心吸出孔内固定液,用PBS冲洗3次后,加入1
 

mL
 

PBS溶液于共聚焦皿中,共聚焦显微镜中观察

不同激发波长下细胞成像结果。

5a:488nm激发波长;5b:543nm 激发波长;5c:5a和5b的融合图;

5d:明场图(×1200)

图5 RAW264.7细胞与碳点成像图

Fig.
 

5 The
 

images
 

of
 

RAW264.7
 

cells
 

with
 

CDs.

1.6 统计学分析
 

 采用SPSS17.0软件进行统计

学分析,数据进行单因素方差分析,P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 碳点的形态、粒径及分布 TEM 观察碳点为

球形颗粒,粒径大小均匀,分散度较好,见图1。通

过Nano
 

Measurer软件计算500个碳点直径,该碳

点的粒径约为3.35
 

nm。

2.2 荧光光谱结果 碳点的荧光光谱图,
 

其中340
~640

 

nm代表对应的激发波长,427ex、618ex代表

对应的最佳激发波长。碳点在不同的激发波长下,
可以呈现不同的颜色,表现出激发依赖性,见图2。

2.3 FT-IR 结果 碳点的红外光谱图,3418
 

cm-1 归属于N-H伸缩振动,3000
 

cm-1 左右的宽

峰为缔合 OH的伸缩振动吸收,2570
 

cm-1 为C-
H伸缩振动吸收峰,1730

 

cm-1 和1500
 

cm-1 附近

特征峰分别归属于C=O双键和C=C双键的伸缩

振动,1240
 

cm-1 处为C-N 键的伸缩振动,1098
 

cm-1 为C-O-C的对称伸缩振动峰,1000
 

cm-1

以下为芳环的指纹区。红外表征说明碳点表面保留

了碳源中的氨基、羧基等基团,这些官能团能赋予碳

点良好的水溶性和分散性,见图3。

2.4 色氨酸碳点生物安全性评价结果 MTT结

果显示随着碳点浓度的增加,24
 

h时碳点溶液组的

光吸收值和RGR均相应减少,400
 

mg/L碳点溶液

组在培养24
 

h时,3种细胞的RGR均相应减少,且
与空白对照组相比,有统计学差异(P<0.05),见图

4。当碳点浓度为400
 

mg/L时RAW264.7细胞活

性达67%,MC3T3-E1细胞活性达79%,L929细

胞活性达89%,表明碳点进入细胞内部并不会明显

降低细胞活性。

2.5 细胞成像结果 RAW264.7
 

、MC3T3-E1、

L929细胞与碳点培养后共聚焦显微镜成像结果,

RAW264.7细胞呈圆形或椭圆形,细胞较小比较密
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集,很少见突起。MC3T3-E1细胞呈梭形或者锥

形,细胞和细胞核较大。L929细胞呈长梭形,具有

突起。3种细胞在不同的激发波长下,可以呈现不

同颜色的荧光,RAW264.7和L929荧光区域主要

集中在细胞膜和细胞质,MC3T3-E1整个细胞都

具有荧光,成像后的细胞轮廓清楚,且荧光强度稳

定,说明碳点对细胞具有很好的成像效果,见图5、
图6、图7。

6a:488
 

nm激发波长;6b:543
 

nm激发波长;6c:5a和5b的融合图;

6d:明场图(×1200)

图6 MC3T3-E1细胞与碳点成像图

Fig.
 

6 The
 

images
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

with
 

CDs.

7a:488
 

nm激发波长;7b:543
 

nm激发波长;7c:7a和7b的融合图;

7d:明场图(×1200)

图7 L929细胞与碳点成像图

Fig.
 

7 The
 

images
 

of
 

L929
 

cells
 

with
 

CDs.

3 讨论

  在生物医学领域里,对细胞、生物分子进行染色

或修饰标记是进行细胞和分子鉴别和测量的一项重

要技术,其中以荧光生物标记最为常用。近年来生

物学成像的方法主要有荧光染料染色或半导体量子

点成像。常用于细胞标记的荧光染料种类有嵌入式

荧光染料、荧光素、罗丹明等,这些荧光染料只有吸

收合适能量的光子后,才能从基态跃迁到激发态,而
所用的光必须是精确的波长,经过多次激发和光发

射,荧光染料会分解,且其激发波长较窄。量子点较

荧光染料的优点在于:能够承受多次激发和光发射、
具有宽的激发谱和窄的发射谱等,但是半导体量子

点中含有金属离子,其对生物体和环境会造成很大

的毒性,而碳点作为一种新型纳米材料则可克服上

述各项缺点。其粒径较小,分子量只有传统荧光试

剂的十分之一,更容易通过内吞作用到达细胞内[6],
可以更好的应用于细胞荧光标记与生物学成像等领

域。因此,碳点在生物医学领域的研究中将蕴含着

巨大的应用前景。

  近年来碳点的生物学成像应用研究越来越广

泛,Nandi等[7]利用碳点标记不同细菌的荧光光谱

与荧光强度阈值不同,来鉴别不同种类的细菌,为鉴

别细菌提供了一种新的方法;Ritenbery等[8]利用碳

点标记铜绿假单胞菌的生物膜,以研究时间、温度、
群体感应抑制剂对生物膜形成过程的影响,从而使

生物膜的形成过程可视化;Yang等[9]通过修饰碳

点,使碳点选择性抑制革兰阳性菌,利用碳点对细菌

的成像可以使其抑菌效果可视化。以上研究均基于

碳点的生物学成像,为鉴别细菌、研究抗菌机制和生

物膜的形成机制提供了新的思路。

  水热法制备碳点操作方法简单,其最大的优点

是所用的碳源种类繁多,自然界中含碳的材料能够

提供丰富的碳源,因此,水热法为合成碳点的首选途

径。2012年 Dong[10]和 Mohapatra[11]研究团队分

别利用豆浆和橙汁使用水热法制得性能优异荧光碳

点。色氨酸作为机体内的必须氨基酸,参与人体蛋

白质合成和代谢调节,是生物合成中非常重要的结

构单元。由于其具有多个官能基团,
 

如羧基、氨基

和吲哚基团,
 

其经过修饰之后可以形成多种不同的

结构单元。所以,色氨酸是一种良好的碳源材料。
基于以上分析,本实验以色氨酸作为碳源,采用水热

法合成碳点,在装釜过程中色氨酸、邻苯二胺和去离

子水一定要混合均匀,尽量减少合成的碳点浓度误

差。在体外细胞成像时,考虑到碳点溶液低浓度时

其生物安全性好荧光强度弱,而高浓度时生物安全

性差荧光强度高,综合以上两方面考虑选择浓度为

400
 

mg/L的碳点溶液进行细胞成像。结果显示碳

点在488
 

nm、543
 

nm激发波长下3种细胞均成绿

色、红色荧光图像,且细胞结构清晰,这为碳点的生

物学成像提供了实验室数据。
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  综上所述,合成碳点溶液的方法简单可行、成本

低廉,且合成后的碳点不仅能够在不同的激发状态

下具有多色荧光性,具有非常高的光稳定性,而且生

物安全性好,同时在细胞中生物学成像效果好。牙

周炎是一种发生在牙齿支持组织的慢性免疫炎症性

疾病,可引起牙周结缔组织破坏和牙槽骨吸收[12]。
破骨细胞、成骨细胞和成纤维细胞在牙周炎这一免

疫炎症过程中具有重要的作用,本实验研究发现,色
氨酸碳点对破骨细胞、成骨细胞和成纤维细胞均具

有很好的成像效果,将通过碳点的细胞成像,在研究

牙周炎的发生发展机制和治疗转归评价具有重要的

意义。
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书讯

  北京大学医学出版社隆重推出《口腔颌面外科门诊手术操作规范与技巧》,主编:赵吉宏,副主编:唐海

阔、蔡育。

  本书由武汉大学口腔医院口腔颌面外科赵吉宏教授主编,从基础、规范、实用的角度出发,紧密围绕临床

实际,系统介绍了口腔颌面外科门诊常见手术的操作规范,详尽到患者体位、麻醉方式、消毒范围以及手术步

骤的各个细节。本书的精华在于手术步骤及手术技巧的介绍,系作者多年来的临床工作经历、经验和体会凝

练而成。全书配图700余幅,包括临床操作实景照片、模型照片及手绘图,图片精美直观、层次清晰、立体感

强,具有较好的视觉效果。文字部分力求简明扼要,重点突出。

  本书适合于口腔通科医生、本科生、研究生、进修医生等人员学习和参考,对他们掌握科学规范的口腔颌

面外科技术大有裨益。订购方式:1)出版社邮购,电话:010-82802495;010-62046414。网络订购:登录亚

马逊、淘宝、天猫-输入书名-即可网购。
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