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［摘 要］ 目的：构建基于碳点（carbon dots，CDs）的荧光纳米探针CDs@Tf，探讨其材料制备及应用于卵巢癌细胞荧光成像的

潜能。方法：以二水合柠檬酸钠和尿素为原料，在高温下经无溶剂法制备一种高效荧光碳点，用新型四唑化合物（MTS）法检测

其对人卵巢癌细胞HO⁃8910及人脐静脉血管内皮细胞EA.hy926的细胞毒性。昆明小鼠经尾静脉注射CDs 7 d和21 d后采集

主要器官（心、肺、肾、肝、脾）进行组织学分析，评价CDs的活体毒性。利用 1⁃（3⁃二甲基氨基丙基）⁃3⁃乙基碳化二亚胺盐酸

（EDC·HCl）及 N⁃羟基琥珀酰亚胺（NHS）作为化学耦合剂，将制备的CDs与转铁蛋白（Tf）共价结合成荧光分子探针CDs@Tf。
对其表征分析并应用于细胞成像。结果：制得一种平均粒径为3.85 nm的球形荧光CDs，最佳激发波长为400 nm，最大发射波

长为520 nm，量子产率高达93%。所制备的CDs具有较高的荧光强度和低细胞毒性等性质。建立的CDs@Tf分子探针能靶向

识别H0⁃8910卵巢癌细胞。结论：成功构建一种光学性能优良、毒性低的靶向性新型荧光纳米探针CDs@Tf，有助于应用于卵

巢癌的早期筛查。
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［Abstract］ Objective：To construct CDs@Tf fluorescent nanoprobe based on carbon dots，and to explore the material preparation
and the potential application in fluorescence imaging of ovarian cancer cells. Methods：Using sodium citrate dihydrate and urea as raw
materials，a high efficiency fluorescent carbon dots（CDs）were prepared by solvent ⁃ free method at high temperature. The cell
cytotoxicity of CDs was determined by MTS assay against HO⁃8910 ovarian cancer cells and EA.hy926 umbilical vein endothelial cells.
Major organs（heart，lung，kidney，liver，spleen）were collected from Kunming mice after 7 days and 21 days of CDs injection via tail
vein for histological analysis to evaluate the toxicity of CDs in vivo. Using 1 ⁃（3 ⁃ dimethylaminopropyl）⁃ 3 ⁃ ethylcarbonide diimine
hydrochloride（EDC·HCl）and N⁃hydroxysuccinimide（NHS）as chemical coupling agents，the prepared CDs were covalently combined
with transferrin（Tf）to form fluorescent molecular probe CDs@Tf. The probe was characterized and applied to cell imaging. Results：
The spherical fluorescent CDs with an average diameter of 3.85 nm were prepared. The CDs exhibited an optimal excitation wavelength
of 400 nm and a maximum emission wavelength of 520 nm，and a quantum yield of 93%. The CDs had excellent properties such as high
fluorescence intensity and low cytotoxicity. The established CDs@Tf molecular probe could target and identify HO⁃8910 ovarian cancer
cells. Conclusion：A novel targeted fluorescent nanoprobe CDs@Tf with excellent optical performance and low toxicity is successfully
constructed，which is helpful for the early screening of ovarian cancer.
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卵巢癌是对女性健康极具威胁性的妇科恶性

肿瘤之一，具有隐匿性，大多数患者诊断时已为晚

期，且具有复发风险［1-2］。对于目前临床公认的检测

卵巢癌的血清学指标CA125，有近20%的患者低表达

甚至不表达［3］。因此，寻找一种新型高效的筛查手段

对卵巢癌的早期诊断和早期治疗具有重要意义。

荧光成像技术具有灵敏度高、操作方便、实时

快速监测等优点，为卵巢癌的早期诊断提供一种新

策略。高性能荧光探针是荧光成像技术的关键。

荧光碳点（carbon dots，CDs）是一种球形或类球形的

半导体纳米晶体，其直径＜10 nm，由极少分子或原

子组成的纳米团簇［4］。由于其良好的光学性质和较

低的毒性，是构建荧光探针的理想材料［5］。碳点的

合成方法多种多样，然而，目前所报道制备的碳点

量子产率普遍较低［6-11］，极大地限制其作为分子探

针在细胞成像等领域的应用。如何通过简单环保

的方法制备出高荧光量子产率的碳点依然是广大

科研工作者面对的一个难题。

本研究以二水合柠檬酸三钠为碳源，通过简单易

行、绿色环保的无溶剂法制备出一种荧光性能优良的

碳点，并在此基础上构建一种新型的靶向卵巢癌细胞

的CDs@Tf分子探针，探讨其用于细胞成像的潜能，为

卵巢癌的筛查手段提供一种新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

昆明小鼠由徐州医科大学实验动物中心提供

［许可证号：SYXH（su）2002⁃0038］。小鼠实验得到

徐州医科大学实验动物伦理委员会批准。二水合

柠檬酸三钠、尿素、丙酮、乙酸、PBS缓冲剂粉末、4%
多聚甲醛（上海国药集团化学试剂有限公司）；新型

四唑化合物（MTS）细胞增殖试剂盒、高糖DMEM、双

抗（青霉素⁃链霉素溶液）、胰酶细胞消化液（上海碧

云天有限公司）；转铁蛋白、N⁃羟基琥珀酰亚胺

（NHS）、1⁃（3⁃二甲氨基丙基）⁃3⁃乙基碳二亚胺盐酸

盐（EDC·HCl）（Sigma⁃Aldrich公司，德国）。

紫外分光光度计（WD⁃9403C，北京市六一仪器

厂），恒温磁力搅拌器（IKA RCT Basic，IKA公司，德

国），傅里叶变换红外光谱仪（Bruker Tensor27，Bruker
公司，德国），荧光分光分度计（LS55，Perkin Elmer公
司，美国），荧光倒置显微镜（DMI3000B，Leica公司，

德国），透射电子显微镜（Tecnai G2 Spirit 120KV，FEI
公司，荷兰），酶标仪（BioTek Epoch，BioTek公司，美

国），Zeta电位仪（马尔文仪器有限公司，英国），高速

离心机（Sigma 3⁃30ks，Sigma公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 CDs@Tf的合成方法

用精密电子天平称取 0.058 8 g（0.2 mmol）二水

合柠檬酸三钠和 0.3 g（5 mmol）尿素加入含有 1 mL
水的小烧杯中混合搅匀，将其置于高温干燥箱中

200 ℃反应 1 h，自然冷却。加入 1 mL水和 1 mL丙

酮，在 Sigma 3⁃30ks高速离心机上以 10 000 r/min的
转速离心10 min，除去上层黄褐色液体，将所得沉淀

再次溶于 1 mL水和 1 mL丙酮的混合溶液中，以相

同的速度离心 10 min。如此反复离心 3次，将沉淀

于真空干燥箱中 35 ℃烘干，所得的荧光碳点固体

4 ℃保存。

称取碳点30 mg溶于5 mL的PBS中，配成6 mg/mL
的碳点 PBS溶液，向溶液中加入 0.1 mmol的 EDC·
HCl和0.1 mmol的NHS，磁力搅拌4 h后，再加入20 mg
的转铁蛋白（transferrin，Tf），常温下磁力搅拌 24 h。
在高速离心机上以15 000 r/min的转速离心10 min，
除去未反应的Tf，得到荧光分子探针CDs@Tf。
1.2.2 荧光光谱的测定

配制 0.01 mg/mL的碳点水溶液，利用荧光分光

光度计测定碳点的荧光强度，在相同条件下测量不

同条件下制得碳点的荧光强度，来探究其最佳实验

原料和条件。设定激发波长为400 nm，狭缝宽度为

2.5 nm。

1.2.3 荧光量子产率的测定

在室温下测定碳点的荧光量子产率。将硫酸

奎宁溶于1%硫酸溶液中，配制成0.01 g/L硫酸奎宁

的硫酸溶液作为参比物，通过测量碳点和参比物质

的稀溶液在同样激发条件下所得到的积分荧光强

度和该激发波长入射光的吸光度，根据方程计算量

子产率（φx）∶φx=φs×（As/Ax）×（Ix/Is），φ为量子产

率，I为荧光积分发射强度，A为吸光度，s与 x分别

代表所测定的参比物与样品。

1.2.4 CDs、CDs@Tf的表征分析

用场发射透射电子显微镜测定CDs的形态、大

小、分布等。用荧光分光光度计测量CDs、CDs@Tf
的激发光谱及发射光谱，并计算CDs的量子产率。

通过 Zeta 电位和傅里叶变换红外吸收图谱对

CDs@Tf的表面电荷及功能基团进行表征分析。

1.2.5 CDs的细胞毒性实验

实验采用MTS法来检测细胞毒性。取HO⁃8910
卵巢癌细胞和EA.hy926脐静脉血管内皮细胞接种

于96孔培养板，接种浓度为0.5×105个/mL。将培养
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板置于细胞培养箱中（37 ℃，5%CO2）培育 24 h后，

弃培养液。分别加入含不同质量浓度CDs的培养液

（0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 mg/mL），每个质量浓度

设置 5组平行实验。继续培养 24 h后，用移液器吸

去孔中的培养液。每孔加 90 μL 培养基，10 μL
MTS，继续在细胞培养箱（37 ℃，5%CO2）培养 4 h。
最后，在酶标仪上测定细胞溶液在490 nm处的吸光

度值，记录并处理实验结果。

1.2.6 CDs的活体毒性实验

采用昆明小鼠（雌性，7周）进行体内毒性研

究。昆明小鼠随机分为CDs组和对照组，每组6只：

小鼠分别经尾静脉注射PBS和CDs（6 mg/kg），在注

射后 7 d（3只）和 21 d（3只）采集心脏、肺、肾、肝脾

等主要器官。随后，用 4%多聚甲醛固定器官，切

片，用苏木精和伊红染色。

1.2.7 CDs@Tf靶向卵巢癌细胞的荧光成像

将HO⁃8910和EA.hy926两种细胞分别培养在

24孔板中。细胞板的每个孔中都放有消过毒的圆

形玻片，再向每孔加入 200 μL细胞培养液，在细胞

培养箱（37 ℃，5%CO2）中培养 24 h，吸出培养液，用

PBS冲洗 3遍。实验组加入 200 μL CDs@Tf的 PBS
溶液及 200 μL培养液，对照组加入 200 μL的 CDs
PBS溶液及200 μL培养液，于细胞培养箱（37 ℃，5%
CO2）培养1 h。随后吸去培养液，用PBS洗3遍后，每孔

加入200 μL多聚甲醛固定20 min，再用 PBS洗 3次，

封片，进行成像。

为了验证Tf受体介导的胞吞作用，将细胞在含

0.1 g/L Tf的培养液中于37 ℃孵育5 h，PBS缓冲液冲

洗后，将处理的细胞与CDs@Tf孵育 1 h。用PBS缓

冲液洗涤后，将细胞在荧光显微镜下成像。

2 结 果

2.1 CDs制备条件的优化

2.1.1 最佳反应试剂的选择

研究表明，功能基团氨基和羧基对形成高量子

产率的碳点影响较大［12］。本实验以二水合柠檬酸

三钠为碳源，并选取尿素和乙二胺这两种氨基化合

物为氨基源进行对比。图 1A所示为相同条件下所

制备的碳点的荧光光谱图，结果表明以尿素为原料

所制备的碳点的荧光强度较大，峰型对称性较好，

而以乙二胺为原料所得到的碳点荧光相对较弱。

尿素与乙二胺具有相似的分子结构，但比乙二胺多

了一个氧原子，说明除了尺寸和表面效应外，富氧

基团对碳点的荧光发射也有重要贡献。因此，选取

二水合柠檬酸三钠和尿素作为反应原料制备碳点

进行后续研究。

2.1.2 最佳反应比例的选择

为了获得荧光性能较强的碳点，研究了不同配

比的二水合柠檬酸三钠与尿素合成的碳点的荧光强

度。图1B可以看到，随着尿素比例的增加，所得碳点

的荧光逐渐增强，但峰位基本不变，在摩尔比为1∶25
时荧光强度达到最大值。因此，本实验过程中，柠檬

酸钠和尿素的摩尔比定为1∶25。
2.2 碳点的表征分析

2.2.1 碳点的微观形貌与粒径

图 2为碳点的透射电镜照片和粒径分布图，可

见制备的碳点近似为球形，分布均匀，分散性良好，

平均粒径为3.85 nm（n=90）。
2.2.2 碳点的光谱性质

纯化后的碳点在水中有较好的溶解度，水溶液
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A：相同反应条件下，分别以尿素和乙二胺为原料制备的碳点的荧光光谱；B：二水合柠檬酸三钠与尿素不同摩尔比制备的碳点的荧光光谱。

图1 碳点的荧光光谱图

Figure 1 The fluorescence spectra of the carbon dots
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呈浅黄色（图3A），在365 nm紫外灯下呈明亮的黄绿

色荧光（图3A）。图3B为碳点水溶液的紫外⁃可见吸

收光谱图，碳点分别在 275 nm、323 nm和 410 nm有

吸收峰，其中275 nm和323 nm的吸收峰分别归属于

碳核的π⁃π*跃迁和表面官能团—C􀰗O/—NH2的 n⁃
π*跃迁［13］。410 nm处的吸收峰为表面激发态能量

的捕获，可产生荧光发射［14］。所制备碳点的最佳激

发波长为 400 nm，最大发射波长为 520 nm，荧光峰

形对称（图3C）。以硫酸奎宁作参照，测得碳点的量

子产率高达93%。

2.2.3 碳点的稳定性

如图4可知，4 ℃保存下的碳点荧光强度在15 d
的考察时间里几乎保持不变。常温放置下，荧光强

度有轻微下降，但仍保持相对高的强度，说明该碳

点时间稳定性良好；在pH3~10的范围内，该碳点荧

光强度较稳定，因此制备的碳点可以在生物环境内

保持较好的稳定性；同时，所制备的碳点具备良好

的抗光漂白性，在紫外灯下连续照射 120 min，荧光

强度基本保持不变，是较为理想的荧光染料。

2.3 碳点的细胞毒性

由图 5可知，在碳点浓度不高于 9 mg/mL时，

对HO⁃8910及EA.hy926两种细胞均未表现出明显

的细胞毒性，在共孵育 24 h 后，细胞的存活率达

80%以上。细胞成像所需碳点的浓度低于1 mg/mL，
说明本实验制备的碳点可以应用于后续的生物成

像研究。

2.4 碳点的活体毒性

昆明小鼠经尾静脉注射PBS和碳点，7 d和21 d
后采集主要器官（心、肺、肾、肝、脾）进行组织学分

析，评价实验组与对照组的病理差异。如图6所示，

所制备的碳点在主要器官中未见明显的损伤和炎

性病变，因此，合成的黄绿色荧光碳点作为生物成

像探针具有生物相容性。

2.5 CDs@Tf分子探针的制备与表征

傅里叶变换红外光谱图（图7A）显示所制备的碳

点表面存在较多的功能基团，3 100~3 500 cm-1的吸

收带归属于O—H和N—H的伸缩振动；1 720 cm-1处

的吸收峰归属于羧基的伸缩振动；1 442 cm-1处的吸

收峰位C—N的伸缩振动。这些功能基团一方面使

碳点具有较好的水溶性，另一方面给碳点提供了表

面功能化的修饰位点。修饰后碳点在 1 720 cm-1处

的羧基基团消失，而 CDs@Tf在 1 670 cm-1和 1 533
cm-1处有酰胺键的特征峰，证明成功制备出荧光分
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A：碳点的TEM图（×375 000）；B：粒径分布图。

图2 碳点的微观形貌与尺寸

Figure 2 Micromorphology and size of carbon dots

A：碳点水溶液在日光和紫外灯下的照片；B：碳点的紫外⁃可见吸收图；C：碳点的荧光发射光谱图。

图3 碳点的荧光性能检测结果

Figure 3 The fluorescence property of carbon dots
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子探针CDs@Tf。
通过Zeta 电位进一步对CDs@Tf进行表征。如

图7B所示，碳点的表面因有大量的羧基带负电，Ze⁃

ta电位为（-31.13±0.54）mV，Tf的Zeta电位为（5.50±
0.74）mV，经修饰后CDs@Tf的Zeta电位为（-15.13±
0.61）mV，Zeta的变化说明 Tf成功偶联到了 CDs的
表面。

图 7C为 CDs@Tf的荧光发射图谱。碳点经 Tf
修饰后荧光强度变化不大，峰位有 3 nm红移，说明

Tf对该碳点的荧光性能无明显影响，可应用于细胞

的荧光成像中。

2.6 CDs@Tf靶向卵巢癌细胞的荧光成像

由于高的量子产率、良好的稳定性和较低的细

胞毒性，碳点可以作为潜在荧光探针用于肿瘤细胞

的标记。为了验证CDs@Tf的肿瘤细胞靶向能力，

将EA.hy926脐静脉内皮细胞和HO⁃8910卵巢癌细

胞分别与相同浓度的 CDs和 CDs@Tf在 37 ℃孵育

1 h，然后进行荧光成像。如图8A所示，未经Tf修饰

的荧光碳点在与细胞作用后细胞几乎无荧光，说明

进入细胞量较少。经过 Tf修饰的碳点能更好地与
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A：碳点水溶液分别在4 ℃和室温下的荧光稳定性（n=3）；B；不同pH环境下碳点的荧光强度图（n=3）；C：碳点的荧光强度随365 nm紫外灯

照射时间的变化图（n=3）。
图4 碳点的稳定性检测

Figure 4 Stability detection of carbon dots
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Figure 5 Viabilities of HO⁃8910 and EA.hy926 after treat⁃

ed with different concentration of carbon dots
（n=5）

图6 小鼠注射碳点7 d和21 d后主要器官的组织学分析（×200）
Figure 6 Histological analysis of major organs after 7 and 21 days administration of CDs（×200）
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图7 CDs@Tf分子探针的表征结果

Figure 7 Characterization results of CDs@Tf fluorescent nanoprobe

肿瘤细胞结合，HO⁃8910细胞呈现明亮的荧光，而正

常的 EA.hy926脐静脉内皮细胞荧光较弱（图 8B）。

这些结果表明，CDs@Tf对肿瘤细胞具有特异性，实

现对卵巢癌细胞HO⁃8910的靶向荧光成像。

为了验证Tf受体介导的胞吞作用，细胞先用Tf
蛋白预处理后，再与 CDs@Tf孵育。结果显示（图

8C），用游离Tf预饱和HO⁃8910细胞表面的Tf受体

后，CDs@Tf的内吞受到抑制，细胞的荧光强度变弱，

说明CDs@Tf是通过Tf受体介导的内吞进入细胞。

3 讨 论

早诊断、早治疗是提高卵巢癌生存率、降低死

亡率的关键。随着对肿瘤认识深入到分子水平，分

子影像近年来发展迅速，成为研究的热点。设计合

明场图 荧光图 明场图 荧光图

HO⁃8910 EA.Hy926
A

B

C

A：HO⁃8910细胞与EA.hy926细胞分别与CDs 孵育后的荧光成像图；B：HO⁃8910细胞与EA.hy926细胞分别与CDs@Tf孵育后的荧光成像

图；C：HO⁃8910细胞与EA.hy926细胞经Tf预处理后再与CDs@Tf孵育的荧光成像图（×200）。
图8 HO⁃8910细胞与EA.hy926细胞在不同条件下孵育后的荧光成像图

Figure 8 Fluorescence imaging of HO⁃8910 cells and EA.HY926 cells incubated under different conditions
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理有效的高亲和性分子探针是分子影像技术的关

键。作为碳系家族的后起之秀，碳点由于其良好的

光学性能和生物相容性备受研究者的青睐。目前，

提高碳点量子产率多通过有机溶剂钝化实现，这导

致碳点制备成本昂贵，后处理过程复杂。相比而

言，碳点掺入杂原子，使其具有不同的原子轨道，形

成新的表面状态，捕获激发电子，有助于碳点量子

产率的显著提升，成为近年来新的研究趋势。

本研究以二水合柠檬酸三钠为碳源，通过官

能团偶联聚合，并进一步高温碳化的原理制备碳

点。实验测得制备的碳点量子产率高达 93%。远

高于文献所报道的其他方法制备的碳点产率（4%
~20%）［6-11］，表明应用无溶剂法制备的碳点具有优

异的光致发光性能。其原因可能是因为：由于氮

原子与碳原子半径类似，氮原子易于掺杂到碳骨

架中，干扰碳点的固有性质。通过加入含氮材料

作为表面钝化剂，使得所制备的碳点表面富含氨

基、羟基等大量强供电子基团。由辐射重组发光

机制可知，强供电子基团可增加共轭体系的共轭

度，使荧光波长红移，有效提高了碳点的荧光量子

产率［15-18］。

为了提高递送效率和细胞特异性，用适当的特

异性配体对碳点进行功能化修饰是至关重要的。Tf
受体在肿瘤细胞表面高表达［19-21］，为设计肿瘤分子

成像探针提供了靶点。本研究工作利用碳点表面

的羧基与Tf的氨基间的酰胺反应，将Tf修饰到碳点

的表面制备荧光分子探针CDs@Tf。与单纯的碳点

相比，CDs@Tf更容易与肿瘤细胞结合，实现对HO⁃
8910卵巢癌细胞的靶向成像。

荧光成像技术虽具有较高的灵敏度，但在活体

成像中，对组织的显影深度却明显不足，无法对机

体深部组织器官进行检测。因此，若将碳点与磁共

振造影剂（如Gd3+、Mn2+等）结合，得到荧光⁃MR双模

态纳米探针［22］，使其不仅具有光学成像的灵敏性，

同时兼具MR成像技术特点，将为肿瘤的最终诊断

提供精确而全面的信息。

总体而言，CDs@Tf的合成过程简单，毒性低，靶

向亲和力高，荧光成像效果好，在卵巢癌细胞的生物

传感和诊断以及靶向治疗方面有潜在的应用价值。
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