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摘要 核仁是细胞内重要的亚核结构，其在恶性病的演变过程中扮演重要角色，是病理学家诊断癌症的重要指标 . 尽管核仁

如此关键，但到目前为止，核仁的荧光探针寥寥无几 . 本文以水杨酸和1，8-二氨基萘为反应物，通过微波消解法合成了一种

新型荧光碳纳米颗粒（FCNs），采用透射电子显微镜、动态光散射仪、傅里叶红外光谱仪、紫外分光光度计、荧光光谱仪

等对其物理、化学、光学性质进行了表征、分析 . 借助激光扫描共聚焦等技术对FCNs的细胞摄取机制及分布进行了探究 .

实验结果表明，所合成碳纳米颗粒尺寸均匀，最佳激发波长在 348 nm，对应的最大发射峰为 432 nm，荧光量子产率为

17.8%，荧光寿命为1.13 ns，其表面含有丰富的氨基和羟基，光稳定性强且毒性极低，可实现对细胞核仁染色，并且随着共

孵育时间的延长，进入细胞的量越多，靶向核仁更明显 . 此外，经过对FCNs细胞摄取路径的考察，发现FCNs是通过小窝

介导的路径被內吞 . 该研究为碳基纳米材料在亚细胞器靶向成像的应用方面提供了有力的工具和新思路 .
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荧光标记是生物医学领域中举足轻重的技术，

例如在生物成像、生物传感、药物递送和光动力疗

法等研究过程中，均需要对研究目标进行荧光标

记 . 为了实现高效、准确的荧光标记，发展可靠、

耐用的荧光探针极其关键 . 荧光探针的性质直接决

定了生物成像的成功与否 . 当前用于荧光标记的探

针主要包括荧光蛋白、有机荧光染料、半导体量子

点等［1］ . 其中荧光蛋白虽然特异性好，但是需要构

建带有荧光蛋白的质粒，操作过程复杂、繁琐，且

荧光蛋白本身光稳定性差 . 有机荧光染料通常合成

成本低、尺寸小、种类多，但光稳定性差、不耐漂

白 . 半导体量子点（QDs）亮度高，光稳定性好，

但是其中的重金属（如镉、铅和汞）细胞毒性大 .

即使它们的表面被包裹，在成像分析过程中仍存在

于细胞，会对细胞造成损害，这一缺点大大限制了

QDs 在细胞方面的应用［2-3］ . 为了克服上述问题，

科学家开发出了具有更好的光学和生物学特性的碳

点（CDs），作为新型荧光材料用于活细胞的生物

成像 . 与常规的有机荧光染料及无机半导体量子点

相比，CDs在耐光漂白、化学惰性、表面功能化等

方面表现出优异的特性［3］ . 此外，CDs荧光碳纳米

材料因其主要组成元素是碳、氢、氧、氮，表现出

很低的细胞毒性［4-6］ . 由于上述诸多优点，CDs 被

广泛应用于不同学科，包括光催化反应、化学和生

物传感、药物基因传递系统、体外和体内生物成

像［7-13］ . Li 等［14］通过一步电化学方法，以抗坏血

酸水溶液直接合成了可用于细胞成像的多功能碳

点 . 康玉等［15］以蔗糖、L-半胱氨酸为原料制备出

了可应用于细胞内Pb2+传感的绿色荧光碳点 . 据报

道，碳点可以扩散到整个细胞中，但并没有在细胞

器靶向积累［5］ . 尽管CDs的研究已经取得了长足进

步，但亚细胞器的靶向标记仍然是一个挑战，碳点
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标记亚细胞结构的能力尚待探索 .

核仁是细胞内重要的亚核结构 . 它的形状、大

小和数量在恶性肿瘤的演变过程中会发生变化，是

外科病理学家诊断癌症的依据 . 为了实现核仁成

像，一些核仁染色荧光团在科研工作者们的努力下

逐渐被报道出来 . 比如，含有铕、钌等的金属配合

物［16-18］，小分子有机探针［12，19-20］，配体修饰的量

子点等［21］ . 然而，这些核仁染色探针一般需要多

步合成，易被光漂白，且细胞毒性较强 . 因此，我

们迫切希望发展出可用于核仁染色的新型碳纳米荧

光团 . 我们课题组研究报道了一种可选择性点亮活

细胞核仁的nGQD石墨烯碳点［4］ . 这种碳点是在以

炭黑合成 cGQD的基础上，再做修饰而得到的，过

程相对复杂，且用于核仁染色碳点的研究报道仍处

于初步发展阶段 . 所以，这里我们采用微波消解系

统 成 功 地 一 步 合 成 出 一 种 荧 光 碳 纳 米 颗 粒

（FCNs），表征了其物理、化学、光学性质，并实

现了其对细胞核仁的靶向染色 .

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

1，8-二氨基萘（98%）和水杨酸（99.5%）购

自上海麦克林试剂公司 . 硫酸奎宁（BR）、无水乙

醇和其他试剂购买于阿拉丁试剂有限公司 . 细胞培

养使用的高糖培养基DMEM和胎牛血清购买于美

国生命技术公司 .细胞成像所用的八孔池、96孔板

购买于Thermo Fisher （美国） . 实验所用超纯水均

经过Millipore超纯水系统处理，可直接使用 . 本文

使用的人宫颈癌HeLa细胞购自中国细胞库，并在

本实验室专业细胞培养环境下传代培养 .

微波消解器，美国CEM公司；ZEN3600动态

光纳米粒度仪，英国 Malvern Instruments 公司；

Millipore 超滤管，上海百研生物科技有限公司；

JEM-2100透射电子显微镜，Nicolet 6700傅里叶红

外光谱，美国 Thermo Fisher 公司；Shimadzu UV-

2450 紫外可见分光光度计，岛津公司；Horiba

FluoroMax-4 荧光光谱仪，美国赛默飞公司；FS5

荧光光谱仪，爱丁堡仪器公司；Nano ZS Zetasizer

激光纳米粒度仪，马尔文仪器有限公司；HERA细

胞恒温培养箱，美国 Thermo Fisher 公司；Nikon

A1共聚焦荧光显微镜，尼康公司 .

1.2 合成过程

利用自下而上法，以水杨酸和1，8-二氨基萘为

反应物，分别称取0.14 g和0.47 g，将其溶于10 ml

无水乙醇中，然后转移至微波消解装置的反应器

中，发生氨基和羧基的脱水缩合反应而合成 . 设定

为功率 800 W，反应温度 200℃，反应器温度会迅

速升高，并保持反应 1 h. 反应结束后，关闭仪器，

待温度自然冷却，低于 80℃时，将样品从反应容

器中取出 . 图 1为微波消解合成碳纳米颗粒的示意

图 . 最后，采用 0.22 μm的微孔过滤膜过滤所得到

的溶液 . 将得到的碳纳米颗粒溶液透析 24 h （透析

袋截留分子质量为500 u），收集透析袋的内液并干

燥，待用 .

1,8-Diaminonaphthalene

NH2 NH2 OH
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O
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Cool200�

Fig. 1 Schematic diagram for synthesizing FCNs via microwave-assisted heating
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1.3 性能表征

采用透射电子显微镜（TEM）、动态光散射仪

（DLS）对碳纳米颗粒的形貌、尺寸、粒度进行表

征 . 使用UV-2450分光光度计，在200~800 nm波长

范围内测得其紫外可见 （UV-Vis） 吸收光谱 . 以

4 nm为间隔，在激发波长 300~600 nm、发射波长

400~700 nm，测定碳纳米颗粒的三维荧光光谱 . 利

用 FS5荧光光谱仪，发射狭缝宽度为 0.02 nm，时

间相关单光子计数（TCSPC）技术采集其荧光寿

命信息 .

1.4 量子产率和测定

荧光量子产率和荧光寿命是荧光材料的重要特

征指标 . 荧光量子产率是荧光材料在吸收光后所发

射出荧光光子数与所吸收激发光光子数之间的比

值 . 本文荧光量子产率的测定、计算方法选择参比

法 . 即，先采用紫外可见分光光度仪测量样品在某

激发波长处的吸光度，再测得该样品在固定激发波

长下的荧光发射光谱图 . 经计算得到荧光积分面

积，并按照以下公式（1）进行计算 .

Q = QR × I
IR
× A
AR
× n
n2R

(1)
其中，Ｑ是荧光量子产率（%）；Ｉ为待测物

的荧光积分面积；Ａ是目标待测样品的吸光度；n

是目标待测样品溶剂的折射率；ＱR是参照物硫酸

奎宁（0.1 mol/L H2SO4，22℃）的量子产率，已知

其量子产率是 58%；IR是硫酸奎宁的荧光积分面

积；AR是参照物硫酸奎宁的吸光度；nR是参照物溶

剂的折射率 .

1.5 荧光寿命测定

荧光寿命指激发光切断后，荧光强度衰减至原

荧光强度 1/e所经历的时间 . 它体现的是荧光分子

在S1激发态的平均寿命 . 这里我们利用FS5荧光光

谱仪，发射狭缝宽度为 0.02 nm，时间相关单光子

计数 （TCSPC） 技术进行数据采集，进而获得、

分析荧光寿命信息 .

1.6 耐光漂白能力测定

将同一个FCNs溶液放置在紫外灯下，分别照

射 10、20、30、40 min，然后测定、对比其在

348 nm激发波长下，432 nm发射处的荧光强度 .

1.7 细胞毒性测试

采用MTT（3-（4，5）-dimethylthiahiazo（-z-y1）-

3，5-di-phenytetrazoliumromide）实验评估、测试该

碳纳米颗粒的细胞毒性 . 首先，将正常培养的HeLa

细胞，以2×104/孔的密度，接种在含10%胎牛血清

的DMEM培养基的 96孔板中 . 然后将铺好细胞的

96 孔板放置在 5% CO2 培养箱中，于 37℃孵育

24 h. 在加药前，使用无菌 PBS 缓冲液清洗细胞，

然后加入100 μl含有不同浓度FCNs的DMEM培养

基，孵育 24 h. 以不加 FCNs 的细胞孔作为空白对

照 . 之 后 ， 向 每 个 孔 中 加 入 20 μl MTT 溶 液

（5 g/L），并将孔板在 37℃下进一步孵育 4 h. 孵育

后，加入150 μl二甲基亚砜溶解沉淀的甲瓒 . 最后，

使用酶标仪测量 570 nm处的吸光度，以处理孔和

空白孔的A570的比值计算细胞存活率 .

1.8 细胞成像

对于活细胞成像，首先将5×103个细胞接种到每

个八孔池中，培养24 h. 然后，吸弃培养基 . 利用无

菌磷酸盐缓冲液（PBS）溶液清洗细胞3次，再加入

100 mg/L FCNs溶液，根据实验需求，共同培养1、

3、5 h. 同样地吸弃培养基，并用无菌 PBS溶液清

洗细胞3次，最后加入PBS溶液，利用共聚焦显微

镜对细胞进行明场成像和荧光成像 . 荧光成像的激

发光波长为405 nm，发射滤光片为长度420 nm.

1.9 细胞切片透射电镜

在直径10 cm的培养皿中培养细胞至长满且生

长状态良好 . 用无血清 DMEM 培养液清洗细胞 1

次，然后向其中加入FCNs溶液，共孵育 5 h. 吸弃

培养液，用PBS清洗细胞3次，然后将细胞用细胞

刮刮下，在离心管中低速离心数分钟，吸弃上清

液，保留沉淀物 （沉淀物体积不小于大米粒大

小），沿管壁小心加入 2.5%戊二醛固定液，于 4℃

冰箱内固定过夜 . 用 0.1 mol/L PBS溶液清洗细胞 3

次，每次 15 min，然后 1% 锇酸固定液固定 1.5 h.

固定后，同样用 0.1 mol/L PBS溶液清洗细胞 3次，

每次 15 min. 接下来，经 50%、70%、90%、100%

丙酮逐级脱水（每级 15 min） . 用Epon812树脂包

埋 . 先用 2∶1 的纯丙酮与包埋液室温条件下包埋

0.5 h，再用 1∶2 的纯丙酮与包埋液 37℃条件下，

包埋1.5 h，最后使用纯包埋液37℃包埋3 h. 之后，

进行固化，分别在 37、45、60℃条件下固化 1.5 h.

最后，使用 Reichert-Jung ULTRACUT E 型超薄切

片机（奥地利），70 nm切片，铜网捞片，再用透

射电子显微镜（JEM1200，日本）观察拍照 .

2 结 果

2.1 TEM、DLS分析

纳米材料的形貌和尺寸是材料重要的参数，它

在很大程度上决定了生物系统如何与材料相互作
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用，比如直接影响材料被细胞摄取的方式、运输过

程等 . 为此，我们利用 TEM 和 DLS 表征了所合成

FCNs的形貌和尺寸、粒度及带电性 . TEM图直观

地表明（图2a），该碳纳米颗粒呈现球形形貌，分

散非常均匀，无团聚现象，其尺寸在38 nm. 图2b，

c分别是采用DLS得到的颗粒尺寸分布图及Zeta电

位统计图 . 经过分析，可知其分散在水中的尺寸大

约 45 nm. 由于在合成的过程中，水杨酸和 1，8-二

氨基萘摩尔比为 1∶3，含有氨基的 1，8-二氨基萘

过量，所以FCNs纳米颗粒表面带电，而且为正电

荷， Zeta 电位为 50 mV. 利用傅里叶变换红外

（FTIR） 对 FCNs 表面的官能团进行分析、探索

（图2d） . 3 425 cm-1和3 343 cm-1处的峰值分别归因

于O—H和N—H的伸缩振动 . 该结果表明在碳点中

存在含氧和氨基的官能团 . 1 665 cm-1和 1 498 cm-1

处是C＝O伸缩振动特征峰，表明碳点中存在前体

的主要官能团 . 1 577 cm-1处的特征吸收峰对应的是

C＝C的伸缩振动 . 1 411 cm-1处的峰源自C—N的伸

缩振动，C—O的伸缩振动出现在1 221 cm-1处，而

—CH的特征峰是1 157 cm-1和753 cm-1处 .

2.2 光学性能分析

图 3a描绘了FCNs的紫外可见吸收光谱 . 由图

可知，其在 230 nm、280 nm、348 nm处分别有三

个吸收峰 . 其中230 nm处很强的吸收峰，归因于芳

香碳上 sp2 杂化的 π-π*电子跃迁；280 nm 处源于

FCN表面的C＝O 键发生n-π*跃迁；348 nm处是由

于羰基键的 n-π*跃迁所造成 . 我们测量了 FCNs在

各种激发波长下（y轴），对应的发射波长（x轴）

的发射强度，然后根据强度的强弱，得到 FCN的

三维荧光光谱（图3b） . 由图可知，其激发波长在

310~380 nm，且只有一个主激发中心和一个发射

中心 . 为了详细研究其荧光特性，我们以 12 nm间

隔，从 300 nm开始激发 FCNs （图 3c） . 当其激发

波长在 348 nm时，其最大发射峰在 432 nm处（图

3d） . 以 0.1 mol/L H2SO4硫酸奎宁的量子产率为参

考［22］，经测定和计算得其量子产率为17.8%.

2.3 荧光寿命和光稳定性

光致发光衰减光谱如图4a所示 . 该荧光寿命曲

线是根据以下拟合公式（2）多指数函数拟合所得：

R (t) = A1e( )- t
τ1 + A2e( )- t

τ2 + A3e( )- t
τ3 +

A4e( )- t
τ4 (2)

其中 R 为荧光强度；A1、A2、A3、A4为常数；

τ1、τ2、τ3、τ4为各指数成分荧光寿命；t为时间 . 经

拟 合 得 τ1 为 0.04 ns （13.7%）， τ2 为 0.54 ns

3 425

4 000 3 000 2 000 1 000
Wave number/cm�1 

�50 0 50 100 150
0

1

2

3

4

50 100 150
0

5

10

15

20

25

 
Diameter/nm 

(b)

(c) (d)

In
te

ns
ity

/%
Tr

an
sm

itt
an

ce
/%

3 343
1 665

1 577
1 498

1 157

1 221
1 411

753

Zeta potential/mV

C
ou

nt
s/

10
5

200 nm

(a)

50

60

70

Fig. 2 Characterization of FCNs
(a) TEM image of FCNs; (b) Particle size distribution determined by DLS; (c) Zeta potential of FCN with DLS; (d) FT-IR spectra of FCN.
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（25.9%）， τ3 为 1.21 ns （51.4%）， τ4 为 3.95 ns

（9.1%），计算得其平均寿命1.13 ns.

图4b显示了在紫外灯照射不同时长下FCNs的

荧光强度变化 . 随着照射时间的延长，碳纳米颗粒

的信号强度逐渐下降，在 10 min内下降了 5%，在

20 min 时下降了 4%. 0.5 h 后，信号强度共下降了

12%，而相较于前 0.5 h，信号强度在 40 min 时仅

下降了 1%. 由此可见，FCNs的光漂白速率是逐渐

减弱的，且即使照射 40 min，FCNs的信号强度仍

然高达87%.

2.4 细胞毒性

为了证实FCNs对细胞的毒性，进而判定其在

细胞成像方面的应用潜力，我们利用MTT实验对

其毒性进行评估 . 当加药浓度为 25 mg/L，培育

12 h后，共聚焦显微镜拍摄的明场细胞生长状态良

好（图 5a） . 当加入不同浓度FCNs，培育 24 h后，

细胞的存活率如图5b所示 . 由图可知，即使在浓度

高达 200 mg/L 条件下，细胞的存活率仍然高达

87%.

2.5 细胞成像

为了确认FCNs在生物成像中的应用潜力，我

们进行了 FCNs 染色 HeLa 细胞的荧光成像 . 将

FCNs加入到细胞培养基中，并在 37 oC下孵育 5 h

后，通过共聚焦显微镜观察FCNSs染色的细胞 . 我

们发现细胞生长状态良好（图6a） . 在对应的荧光

通道看到FCNs集中在了细胞质区域和细胞核仁位

置 . 经过将细胞明场区域（图6a）和荧光区域（图

6b）融合后（图 6c），可以看出 FCNs 对细胞膜具

备非常有效的穿透能力，并可以实现对核仁的有效

染色 . 与此同时，我们制备细胞切片，利用TEM对

其靶向核仁的现象进一步确证（图6d） . 相较于细

胞核与细胞质区域FCNs在细胞核仁的地方确有明

显聚集现象，这也更进一步佐证了FCNs具备靶向

细胞核仁的功能 .

此外，我们对FCNs在细胞的停留时间进行了

初步探索 . 将生长状态良好的细胞与FCNs共孵育

不同的时间（图6e-h），在不加FCNs的情况下，只

观察到了细胞的自荧光（图6e），随着共孵育时间
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Fig. 3 Fluorescence characterization of FCNs
(a) UV-Vis absorption; (b) 3D fluorescence spectra; (c) Fluorescence spectrum under different excitations; (d) Fluorescence spectrum under excitation

of 348 nm.
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的延长，发现FCNs进入细胞的量增加，并在核仁

部位更加明显地聚集 . 通过对不同条件下核仁区域

的荧光强度统计分析（图6i），孵育5 h的核仁的信

号强度是细胞自荧光的35倍，是孵育1 h的4倍 .

2.6 细胞摄取途径研究

为了考察在细胞正常生长的情况下FCNs进入

细胞的途径，我们利用不同內吞途经抑制剂，如细

胞松弛素D （cytochalasin，Cyto D）、甲基-β-环糊

精 （methyl - β - cyclodextran，MβCD） 及氯丙嗪

（chlorpromazine，CPZ） 等药物对细胞进行预处

理 ， 浓 度 依 次 分 别 为 5 μmol/L、 2 mmol/L、

2.5 μmol/L. 首先，在八孔池中铺上细胞，待其生长

24 h后，将抑制剂加入，先与细胞预处理 1 h，再

加入 FCNs 共孵育 5 h. 然后，利用 PBS 清洗细胞 3

遍，多聚甲醛固定细胞并清洗后，利用激光共聚焦

荧光显微成像系统对其进行成像、分析（图 7） .

经过CytoD（图7b）与CPZ（图7c）的细胞，其荧

光强度与对照组（图 7a）没有明显的差异，而经

MβCD（图7d）处理的细胞组的荧光强度大约是对

照组的一半（图 7e），存在显著的差异 . 综上结果

表明，FCNs进入细胞的内吞途径与巨胞饮及网格

蛋白介导无关，而主要是以小窝蛋白介导的内吞作

用进入细胞 .

101

102

103

104

0 10 20 30

�4

0

4

 : Decay

: Fit
τ1= 0.04 ns, 13.7%
τ2= 0.54 ns, 25.9%
τ3= 1.21 ns, 51.4%
τ4= 3.95 ns, 9.10% 

  

 

x2= 1.089

  

t/ns
0 10 20 30 40

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity

t/min

(a) (b)
C

ou
nt

s
R

es
id

ua
l

Fig. 4 Characterization of fluorescent lifetime and photostability
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(b) Photostability investigation of FCNs exposure for 40 min.

(a) (b)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
vi

ab
ili

ty

ρ/(mg•L�1)
0 10 25 50 100 20010 μm

Fig. 5 Cytotoxicity assessment of FCNs
(a) Bright field cell image (incubation with 25 mg/Lfor 12 h). (b) Cytotoxicity assessment of FCNs on HeLa cell in vitro by MTT assays.



·1210· 2021；48（10）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

3 讨 论

生物过程的研究往往需要对细胞器进行染色 .

尽管已经有多种商品化的亚细胞靶向染料，但是可

用于细胞核仁染色成像的染料依然很少［23］ . 核仁

是细胞内重要的亚核结构 . 它的形状、大小和数量

在恶性病的演变过程中会发生变化，是病理学家诊

断癌症的依据［24］ . 为了实现核仁成像，一些核仁

染色荧光团在科研工作者们的努力下逐渐被报道出

来 . 比如，含有铕、钌等的金属配合物［16-18］、小分

子有机探针［12，19-20］、配体修饰的量子点等［21］ . 然

而，这些核仁染色探针一般需要多步合成，易被光

漂白，且细胞毒性较强 . 为此，本论文以1，8-二氨

基萘和水杨酸为反应原料，发展出一种新型的核仁

碳纳米颗粒荧光探针，以弥补以上探针的缺点 . 碳

点的合成方法众多，比如激光烧蚀法、电化学氧化

法、溶剂热法和微波合成法等 . 其中微波合成法是

公认的操作简单、合成快速、成本低廉的方法［9］ .

因此，我们选用了微波消解合成的方法合成了

FCNs，并采用了TEM、DLS、傅里叶红外光谱对

FCNs 的尺寸、形貌及表面的基团进行了表征 . 实

验结果表明其呈现球形形貌，尺寸在 38 nm左右，

带正电，且表面含氨基、羟基，水溶性较好 . 该

FCNs的尺寸相较于已报道的碳点，尺寸偏大，但

其分散性高，并未发生聚集现象，是很有潜力的单

分子荧光成像探针 . 经过对其荧光性质的考察，我

们发现其最大吸收在348 nm，最大发射在432 nm，

且只有一个发射中心 . 通过采用参比法对其荧光量

子产率测定，得其量子产率为 17.8%. 光稳定性是

探针重要的指标 . 当我们把FCNs用紫外灯照射不
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同时间后，对比其信号强度变化，可知FCNs具有

良好的耐漂白性 . 与 Reineck 等［25］报道的荧光染

料、金纳米簇相比较（AF647在 1 min内几乎被完

全被漂白；金纳米簇的信号强度在7 min内降低至

10%），FCNs是极耐漂白的 . 据文献报道，碳点的

抗漂白是取决于碳点颗粒的分散性和其分子表面结

构的稳定性［26］ . 由此更进一步说明我们合成的

FCNs具有良好的分散性及表面结构的稳定性，更

表现出其格外优异的耐光漂白特性 .

探针的毒性大小是探针能否用于细胞成像的前

提条件 . MTT实验是常用的评估细胞毒性的测试方

法，经过对比，我们发现即使 FCNs 浓度高达

200 mg/L，作用时间长达24 h，细胞的存活率只降

低了 13%. 与既往报道的碳点相比（细胞的存活率

低于60%），在同样的加药浓度、共同孵育24 h后，

FCNs 的细胞毒性减小了约 30%［27-28］ . 与类似实验

条件下CdSe/CdS （人表皮角质形成细胞的存活率

75%）［29］和 CdSe/ZnS 量子点（猪肾近端细胞的存

活率约 50%）相比［30］，FCNs 对细胞的毒性更低 .

此外，体外评估所使用的碳纳米颗粒浓度很大程度

上高于实际应用（如活细胞的光学成像）所需的浓

度和孵育时间 . 因此，该碳纳米颗粒对细胞几乎无

毒，满足了用于活细胞成像的必要前提条件 . 细胞

成像实验结果表明，FCNs对细胞膜具备非常有效

的穿透能力 . 与当前报道的大多数碳点相似［31-32］，

此FCNs同样可以用于细胞染色，但是不同的是其

具备特异性点亮细胞核仁的特点 . 由于反应过程

中，氨基是过量的，由图 1c的电位图我们表征了

FCNs的带电性，并得知其带正电，而细胞核仁带

负电，故该 FCN染核仁的可归因于静电吸附，这

一结果与 Wang 等［33］报道的带正电荷的壳聚糖纳

米颗粒（GCC）对核仁染色结果相符合 . 但是，相

较而言，该碳纳米颗粒的量子产率、光稳定性及细

胞毒性均优于GCC，且细胞毒性低 . 此外，该碳纳

米颗粒的特点及应用也与本课题组发展的靶向核仁

的nGQD相类似，同样是通过静电吸附作用聚集并

点亮核仁 . 随着共孵育时间的延长，FCNs 进入细

胞的量越大，在核仁的部位聚集越明显 . 该 FCNs

靶向核仁成像结果与目前市场上的商品细胞核仁染

料 SYTO RNA-Select dye的结果一致［4］ . 但此材料

易于合成，尺寸较大，更具备将其应用于靶向核仁

载药研究的潜力 .

纳米材料进入细胞的方式是实现其生物医学方

面应用的基础，这将为相关药物的研发、作用靶点

的研究提供有效的依据，也将为其在生物行为研究

领域中的潜在应用提供方向 . 据文献报道，纳米颗

粒进入细胞主要有以下 3 种方式［34］ . a. 巨胞饮作

用，即通过细胞膜突出的伪足和褶皱将纳米材料包

裹起来，形成吞噬体，然后与溶酶体融合进入细

胞；b. 小窝蛋白介导的胞吞路径，细胞膜内陷后形

成陷窝小泡，小窝蛋白存在于其表面；c. 网格蛋白

介导的胞吞作用 . 因此，选择了3种路径的抑制剂，

包括Cyto D、MβCD及CPZ来考察FCNs进入细胞

的路径 . 其中Cyto D通过抑制F-肌动蛋白的聚合，

来抑制巨胞饮作用；MβCD可以用来消除细胞膜中

的胆固醇，用来抑制小窝蛋白介导的内吞作用；

CPZ因为可以将细胞膜上的网格蛋白及其连接蛋白

转移到内涵体上，抑制网格蛋白包裹的內吞囊泡的

形成，进而抑制网格蛋白介导的胞吞作用［35］ . 实

验结果表明，FCNs进入细胞的内吞途径与巨胞饮

及网格蛋白介导无关，而主要是以小窝蛋白介导的

内吞作用进入细胞 . 这结果与诸多文献报道的碳点

进入细胞的路径的结果相一致［34］ .

综上，本文以微波消解法一步合成了一种尺寸

均匀、分散性好、光稳定性高、毒性极低的新型荧

光碳纳米颗粒探针FCNs，并实现了该探针对细胞

核仁靶向 . 通过对细胞摄取 FCNs路径的考察，发

现 FCNs是通过小窝介导的路径被內吞 . 本研究发

展出了一种新型碳纳米材料荧光探针，为碳纳米材

料在靶向成像和生化分析检测中的应用提供了新

思路 .
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Abstract The nucleolus is an important subnuclear structure in the cell, which plays an important role in the

evolution of malignancies and the diagnosis of cancer. Although the nucleolus is critical, so far, there are really

few fluorescent probes for the nucleolus. In this paper, salicylic acid and 1,8-diaminonaphthalene were used as

carbon and nitrogen sources, and a novel fluorescent carbon nanoparticles (FCNs) were synthesized by

microwave digestion system. Its physical, chemical and optical properties of FCNs were characterized and

analyzed by using transmission electron microscope (TEM), dynamic light scattering instrument (DLS), Fourier

infrared spectrometer, ultraviolet spectrophotometer, fluorescence spectrometer, etc. The experimental results

demonstrated that the synthesized carbon nanoparticles were uniform in size and rich with amino groups on

surface. Its best excitation wavelength was 348 nm, the corresponding maximum emission peak was 432 nm. Its

fluorescence quantum yield was 17.8% and fluorescence lifetime was 1.13 ns. Moreover, the photostability and

cytotoxicity of FCNs were investigated with illumination and MTT assays. Our results suggest that FCNs exhibit

to be a really photostable and low toxic probe. To confirm the potential application of this fluorescence FCNs in

bioimaging, the FCNs were designed to stain human cervical cancer HeLa cells. After incubation, we found that

FCNs enable the function of selectively staining the nucleolus of living cells due to its positive chargeability. Its

cellular uptake mechanism and intracellular distribution in HeLa cells were explored further by using confocal

laser scanning microscopy and TEM. It was interesting to observe that more FCNs entered the cell, and lighted the

nucleolus more obviously with the extension of the co-incubation time. In addition, after investigating the cells’

uptake path of FCNs, we found that FCNs were endocytosed via caveolae-mediated pathway rather than clathrin

mediated pathways or macropinocytosis. Our study provided a potential probe for nucleolus and this finding is of

great significance for the development of functional nanomaterials targeting subcellular organelles.
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