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石墨烯量子点与体外巨噬细胞
生物相容性的研究*

刘 琦 许海燕 苏雨轩 周开红 李常艳**

（内蒙古大学化学化工学院，呼和浩特 010021）

摘要 目的　探讨石墨烯量子点（GQDs）的对体外RAW264.7巨噬细胞存活率、细胞凋亡及炎症因子表达的影响和细胞成

像能力，为GQDs在生物医学领域的安全应用提供理论基础。方法　采用改性Hummer’s法制备了氧化石墨烯。利用H2O2

和W18O49在水热条件下产生的羟基自由基，采用自上而下的方法将氧化石墨烯切割成GQDs。利用X射线粉末衍射、X光电

子能谱、透射电镜、原子力显微镜、扫描电镜和傅里叶红外变换等技术对GQDs微观结构进行详细分析。通过CCK-8、流

式细胞、激光共聚焦方法和实时荧光定量PCR （RT-qPCR），评价GQDs对巨噬细胞的生物兼容性和对炎症因子表达的影

响。通过CCK-8、流式细胞术和RT-qPCR，评价GQDs对巨噬细胞的生物兼容性和炎症因子的影响。激光共聚焦显示GQDs

在巨噬细胞中成像情况。结果　水热条件下，以W18O49为催化剂可将氧化石墨烯切割为 3~5 nm蓝光GQDs，产率为 43%，

荧光寿命（τ）=1.67 ns。三重态碳烯自由基的Zigzag型位点和缺陷态导致GQDs表现出激发波长的依赖性，其最佳激发和发

射波长分别为330 nm和400 nm。GQDs表面丰富的含氧官能团和其亲水性使其具有良好的水溶性。CCK-8和死活染色表明，

GQDs具有较高的生物兼容性。RT-qPCR分析结果显示，GQDs对体外RAW264.7细胞有生长抑制作用，可刺激RAW264.7

细胞提高TNF-α的表达，使细胞膜破裂并产生 IL-1β炎症因子诱导细胞凋亡。激光共聚焦结果显示，蓝光GQDs具有一定的

体外细胞成像能力。结论　石墨烯量子点的水溶性、低毒、荧光特性和炎症因子的诱导效应，为其在免疫标记和细胞成像

领域的应用提供了广阔的前景。
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与传统的有机染料和荧光蛋白等荧光标记物相

比，量子点具有发光颜色可调、激发范围宽、发射

光谱窄、光稳定性好和抗光漂白性等诸多优势，为

生命体系的靶向示踪，高灵敏、实时、原位、特异

性标记和靶向药物等研究提供了新的发展契

机［1-5］。II-VI族量子点（CdSe、CdTe、PbS）和纳

米酶（NiO、Fe2O3）存在表面不易修饰和功能化，

且毒性高的缺陷，使其在生命科学与医学领域的应

用有一定的局限性。

石 墨 烯 量 子 点 （graphene quantum dots，

GQDs）不同于其他碳材料家族（碳纳米管和石墨

烯）成员。GQDs是零维石墨烯基材料。它的量子

限域效应使其具有非零带隙的半导体特征。另外，

量子点的尺寸效应使GQDs呈现出光学可调性，光

波范围包含紫外到可见光甚至近红外。据报道，氧

化、还原或调整表面官能团的浓度可以改变GQDs

的发射强度和光致发光颜色。再者，量子点的边界

效应和两亲性，使GQDs拥有大的比表面积、丰富

的官能团、空位缺陷和高度的分散性。这些特性使

GQDs成为零维碳基材料中的超级明星。作为最丰

富和最重要的一种生物元素，它独特的光学特性、

高分散性、生物兼容性引起科学家们的广泛

关注［6-8］。

Zhang 等［9］首次将荧光石墨烯量子点成功地

用于干细胞成像。Dong研究组［10］将酸性氧化得到

了绿色荧光 GQDs，GQDs 激发波长为 488 nm 时，

不但可用于人乳腺癌MFC-7细胞膜和细胞质的标

记，还可进入到细胞核进行标记。Inazumi等［11］发
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现，胰岛素结合的GQDs可以对胰岛素受体在脂肪

细胞中的分布、内化和循环过程进行实时动态监

测。基于碳材料的上转换荧光性质，Li 等［12］发

现，用超快脉冲激光产生的双光子激发掺杂型氧化

石墨烯纳米颗粒可以产生强的荧光，将其成功用于

细胞和深层组织成像。Wang等［13］采用一步溶剂热

法合成了聚合物包裹的氮掺杂碳点，成功地实现了

体内脑胶质瘤靶向成像。Ge等［14］通过改变聚噻吩

的衍生物前驱体的类型，合成了集荧光成像、光声

成像和光热治疗为一体的红色荧光石墨烯量子点，

对肿瘤具有很大的杀伤能力。目前对于GQDs用于

肿瘤免疫治疗的荧光标记、免疫细胞成像及GQDs

的免疫细胞炎症效应和信号通道的研究相对较少。

巨噬细胞是生物体内重要的天然免疫细胞，参与天

然免疫、炎症及多种病理生理过程，可通过膜表面

的模式识别受体等识别病原微生物，也可对外来异

物进行直接吞噬与清除，是维护机体内环境稳定的

重要因素。巨噬细胞在体内外均可对量子点进行有

效吞噬。研究表明，石墨烯及其衍生物可影响巨噬

细胞和T细胞等免疫细胞的分化发育［15-17］。

本文借助W18O49催化剂，在水热条件下通过体

系内产生的羟基自由基将氧化石墨烯切割为量子

点，并利用 X 射线粉末衍射 （X-ray diffraction，

XRD）、 傅 里 叶 变 换 红 外 （fourier transform 

infrared spectroscop， FT-IR）、扫描电子显微镜

（scanning electron microscope，SEM）、原子力显微

镜（atomic force microscope，AFM）、透射电子显

微镜（transmission electron microscope，TEM）、X

射 线 光 电 子 能 谱 （X-ray photoelectron 

spectroscopy，XPS）等技术手段对GQDs进行微观

结构表征的基础上，对其荧光性能进行了分析，以

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（RAW264.7）为模

型细胞，采用CCK-8、死活染色、流式细胞仪、激

光共聚焦和实时荧光定量PCR（RT-qPCR）等研究

手段，探究GQDs与体外RAW264.7细胞相互作用

产生炎症效应后，细胞存活率、细胞成像、炎症因

子变化和细胞凋亡的诱因。

1　材料与方法

1.1　化学材料和试剂

高纯石墨（≥99.85%，国药集团化学试剂有限

公司）；浓H2SO4 （95%~98%，平湖化工试剂厂）；

浓 H3PO4 （95%~98%，国药集团化学试剂有限公

司）；KMnO4 （国药集团化学试剂有限公司）；

H2O2 （30%，国药集团化学试剂有限公司）；HCl

（36%~38%，平湖化工试剂厂）；六氯化钨（WCl6，

阿拉丁试剂公司）；正丙醇（平湖化工试剂厂）；无

水乙醇（国药集团化学试剂有限公司）。

1.2　生物材料和试剂盒

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞 （RAW264.7，

碧云天生物技术公司）；DMEM培养基（上海Viva 

Cell 公司）；胎牛血清 （FBS，美国 Gibco 公司）；

青霉素 （penicillin，华北制药集团）；链霉素

（streptomycin，华北制药集团）；氯化钠 （NaCl，

国药集团化学试剂有限公司）；氯化钾（KCl，国

药化学试剂有限公司）；二甲基亚砜（DMSO，阿

拉丁试剂公司）；CCK-8试剂盒（亚科因生物技术

有限公司）；Calcein/PI细胞活性与细胞毒性检测试

剂盒（碧云天生物技术公司）；RNAiso Plus（宝生

物工程公司），Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂

盒（翌圣生物科技有限公司）。

1.3　实验仪器

荧光倒置显微镜（DMi1，德国徕卡公司）；酶

标仪 （BIO-RAD Model 680，美国伯乐公司）；X

射线粉末衍射仪（AXS-D8型，德国Bruker公司）；

红外光谱仪（Tenser27 型，德国 Bruker 公司）；冷

场发射透射电子显微镜（Talos F200C G2，赛默飞

世尔科技 （中国） 有限公司）；扫描电子显微镜

（S-4800 型，日本日立公司）；X 射线光电子能谱

（ESCALABXI+，赛默飞世尔科技（中国）有限公

司）；原子力扫描探针显微镜（CSPM5500，北京

本 原 公 司 ）； 拉 曼 光 谱 （LABRAM HR 

EVOLUTION，美国 Thermo Fisher 公司）；激光共

聚焦显微镜（FV1000，Carl Zeiss AG）；瞬态稳态

荧光光谱仪（FLS-1000，英国爱丁堡公司）；荧光

定量 PCR 仪（Lightcycler 480 II，Roche）；流式细

胞仪（ACEA BIOSCIENCES INC，NOVOCYTE）；

Zeta电位仪（90PLUS，布鲁克海文公司）。

1.4　实验方法

1.4.1　氧化石墨烯和催化剂W18O49的制备

采用改性 Hummer’s 法制备氧化石墨烯［18-19］。

69 ml浓H2SO4加到3.0 g石墨粉和1.5 g NaNO3混合

物，冷却至 0℃。9.0 g KMnO4分批缓慢加入到上

述混合液中，然后加热至35℃反应   30 min。接着

缓慢加入138 ml H2O，维持98℃反应15 min，水浴

冷却反应10 min，加入420 ml H2O和3 ml 30%H2O2

冷却后终止反应，筛选、过滤、多次洗涤后真空干

燥，即可获得浅棕色的氧化石墨烯（文档S1）。
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采用温和条件一步合成石墨烯量子点，需要合

适的催化剂。催化剂的制备过程如下：0.1 g WCl6

固体加入到50 ml的正丙醇中搅拌均匀，然后转移

到 50 ml水热反应釜中，200℃下反应 9 h。反应后

的样品自然冷却，用无水乙醇离心、洗涤 3 次。

70℃真空干燥 12 h 后收集固体，之后对其进行结

构表征，得到 W18O49构型的催化剂（表征结果见

图S1）。

1.4.2　石墨烯量子点的制备

0.15 g 自制的氧化石墨烯，加入 5 ml 去离子

水 ， 超 声 20 min。 然 后 将 其 加 入 到 5 ml H2O2     

（2 mol/L）中搅拌均匀。0.05 g W18O49加入到上述

混合溶液中充分混合。最终将混合溶液转移到    

15 ml的水热反应釜，200℃反应72 h，自然冷却到

室温，离心、分离、洗涤，无需进一步纯化即可得

到浅黄色GQDs水溶液。

1.4.3　细胞的培养和准备

RAW264.7细胞所用培养基为DMEM培养基。

培养基过滤后添加 10%胎牛血清，2 mol/L L-谷氨

酰胺，100 IU/ml双抗（青霉素和链霉素）。用于实

验的细胞均在对数生长期（≥ 98%的细胞生活率）。

于 37℃、含 5% CO2的培养箱中静置培养，达 85%

的覆盖度传代。

1.4.4　RAW264.7细胞死活染色

将 RAW264.7 细胞接种在 24 孔板中，细胞密

度为 2×105/孔，培养 24 h后，更换上述 5组不同浓

度的（100、200、300、400和500 mg/L）GQDs进

行培养 24 h，然后弃去培养基，用PBS清洗一遍，

加入适量的Calcein/PI检测工作液，在37℃黑暗条

件下孵育5 min后，在荧光显微镜下进行拍照，对

细胞的活性进行评价。

1.4.5　细胞毒性测试

细胞成活率采用 CCK-8 试剂盒进行测试。将

处于对数生长期的 RAW264.7 细胞接种于 96 孔板

中，细胞密度约为 8 000/孔，贴壁生长 1 d后，于

96 孔中分别加入 GQDs，去除旧的培养基，加入

120 μl 包含 10 μl CCK-8 试剂的新鲜培养基，37℃

下培育2 h。然后测试96孔板各孔在450 nm的吸光

度（A）值。

RAW264.7细胞毒性测试浓度梯度为100、200、

300、400、500 mg/L；时间梯度为 24、48、72 h。

每批次实验对照组以未加入样品的细胞为空白对

照，每个浓度单次实验中设置6个重复，各组实验

独立重复 3次。用酶标仪在 450 nm 波长处测定各

孔A值。

细 胞 成 活 率 （cell viability） 的 计 算 为 ：

Cell viability = A1 - A3
A2 - A3

× 100%

其中，A1为加入GQDs细胞组吸光度值，A2为

无样品细胞组的吸光度值，A3为 CCK-8 试剂的吸

光度值。细胞毒性测试中的每个数据点有 6 个

对照。

1.4.6　RAW264.7细胞中TNF-α、IL-1β mRNA表达

将细胞种在6孔板上，使细胞密度为2×105/孔，

加入相对应的培养基，孵育 24 h，弃去培养基，

PBS 清洗 3 遍。按照 Magen RNA 提取试剂盒的步

骤提取总RNA后，将总RNA按照逆转录试剂盒步

骤进行逆转录，然后在LightCycler®PCR仪上进行

RT-qPCR反应，通过RT-qPCR对 IL-1β和 TNF‑α基

因的表达进行检测（具体过程见表S1~S3）。各组

实验独立重复3次，采用2-ΔΔCt法对结果进行计算。

1.4.7　流式细胞测试

将处于对数生长期的细胞消化后，按细胞密度

为 2×105/孔接种于 6孔板上，孵育 24 h。然后分别

加入不同浓度的氧化石墨烯量子点溶液。培养 6 h

后，弃去培养基，PBS 清洗 3 遍。加入 100 μl 1×

Annexin V 结合缓冲液，随后加入 5 μl Annexin     

V-FITC 和 5 μl PI，室温条件下避光反应 15 min，

最后加入 400 μl 1×Annexin V结合缓冲液，使用流

式细胞仪检测细胞凋亡。

1.4.8　激光共聚焦显微镜成像

利 用 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察 GQDs 在

RAW264.7 细胞内的分布和细胞成像的状态。

RAW264.7细胞接种于共聚焦专用培养皿，细胞密

度约为 2×105/孔，加适量 DMEM 培养基和 500 μl 

GQDs，培养箱放置 4 h，去除DMEM培养基，1×

PBS冲洗 2次后弃掉上清液，加入适量的HBSS缓

冲液上机观察，激发波长为408 nm。

1.4.9　材料表征

X射线粉末衍射，电压40 V，电流40 A，铜靶

Cu Kα （λ=1.540 56 Å），扫描速度为 2°/min，扫描

角度为5°~80°。

傅里叶红外变换取适量的冻干样品，采用KBr

压片法进行测试，测量范围400~4 000 cm-1。

场发射扫描电子显微镜测试过程中，需将适量

待测样品均匀分布在导电胶上，喷金 150 s后上机

测试。扫描加速电压 10~13 kV，加速电流 10 μA，

显示分辨率70~110 K。
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X 射线光电子能谱的激发源为 AlKα X 射线，

功率为：300 W，真空度为3×10-7 Pa。

原子力显微镜的扫描范围为 1.54 μm，横向  

0.2 nm，纵向0.1 nm。

荧光光谱的光谱分辨率：0.05 nm，数值孔径：

F/4.2，波长精度：±0.2 nm。

Zeta 电位：电导率范围：0~25 S/m；电场强

度：0~60 kV/m；温度控制：-5~105℃，±0.1℃；

pH 值：6.8；样品体积：1~1.5 ml；分散介质：1×

PBS和DMEM培养基。

1.4.10　数据分析

实验数据来自 3 次独立的实验，采用平均值±

标准差表示，数据分析采用Graph Pad Prism Soft软

件进行分析，细胞毒性的统计意义分析采用 one-

way ANOVA方法，P<0.05认为有显著性差异，用

*表示，P<0.01在图中用**表示，P<0.001在图中

用***表示。

2　结果与讨论

2.1　氧化石墨烯结构分析

图 1所示，采用改性Hummer’s法制备了氧化

石墨烯。利用 H2O2和 W18O49在水热条件下产生的

羟基自由基，采用自上而下的方法将氧化石墨烯切

割成 GQDs。XRD 谱图 （图 2a） 显示，石墨粉       

2θ=28.44° （002） 的特征衍射峰，采用改进的

Hummer’s 法［20］处理后消失，在 2θ=9.96° （001）

出现氧化石墨烯的特征衍射峰［21-22］。FT-IR光谱图

（图2b）进一步显示石墨被氧化、插层后所形成的

官能团：3 460 cm-1为―OH伸缩振动所产生的吸收

峰；3 000~3 600 cm-1波数范围内宽的吸收峰为吸

附水分子中的―OH 峰；1 715 cm-1为羰基 C O

的伸缩振动峰；1 385 cm-1 为 C―O 伸缩振动峰；

1150 cm-1为 C―OH 伸缩振动峰［23-25］。XPS 能谱图

（图 2c）显示，C1s在 284.8 eV处出现 sp2杂化碳的

特征峰，在287.8 eV处出现羰基（C O）的特征

峰［26］，拉曼谱图（图2d）中1 350 cm-1、1 590 cm-1

处出现分别出现 D 峰和 G 峰，且 D/G 的强度比为

0.83，表明石墨经氧化、插层后晶格发生畸变，形

成了氧化石墨烯。SEM和AFM图像显示，氧化石

墨烯为片层结构（图2e，f），且厚度为0.8 nm左右

（图 S2），说明石墨经氧化、分离和清洗后形成石

墨烯单层薄片 （图 1），与文献报道的层间距相

吻合［27-28］。

2.2　石墨烯量子点的结构和荧光性能分析

H2O2和W18O49催化剂（图S1）在200℃的水热

条件下，将氧化石墨烯氧化切割为蓝光GQDs［28-29］

（图 3）。FT-IR光谱数据（图 3a）显示：1 646 cm-1

处的碳碳双键（C C）吸收峰明显减弱，3 400 cm-1

处羟基 （―OH）、1 725 cm-1处羰基 （C O）、    

1 426 cm-1处羧基（―COO）和 1 058 cm-1处C―O

键的吸收峰明显增强［30］，表明氧化石墨烯经―OH

羟基自由基切割后，生成具有丰富官能团结构的量

子点，表面缺陷较多，使其具有较低的 Zeta 电位

（图 S3），并且在不同溶液环境下具有良好的分散

性 （图 S4，S5）。如图 3b 所示，GQDs 在紫外区

230~320 nm 表现出很强的吸收，吸收末端可延伸

至可见区域。其中230 nm处基于芳香C C键的 

π-π*跃迁，320 nm处属于C O键或其他连接基

团的 n-π*跃迁。紫外图中的小图和荧光谱图显示，

W18O49 + H2O2

Hummer’s�method Purge

 200℃ 72 h

    Hydrothermal 

Graphite
Graphite oxide

GQDs

Strip

Fig. 1　Design scheme of graphene quantum dot synthesis
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GQDs的发光范围为 300~600 nm （图 3c），最佳激

发和发射波长分别为 330 nm 和 400 nm。GQDs 表

现出激发波长的依赖性，这表明GQDs表面存在大

量的官能团，且GQDs表面氧化程度越高，产生的

表面缺陷越多 （与 FT-IR 表面分析结果相吻合），

导致荧光发射波长红移，而且荧光强度逐渐减弱，

这是由三重态碳烯自由基的Zigzag型位点和缺陷态

所致［31-32］，其荧光寿命 τ=1.67 ns （图 3d）。透射电

镜图像（图 3e，f）显示，GQDs的粒径大小为 3~   

5 nm，高分辨透射电镜中清晰可见（103）晶格面

（d=0.208 nm）［33］。

2.3　石墨烯量子点巨噬细胞兼容性

图 4 显示，对照组、 100 mg/L、 200 mg/L、

300 mg/L、400 mg/L 和 500 mg/L GQDs RAW264.7

细胞 Calcein 和 PI 死活染色结果显示：GQDs 样品

具有较高的细胞兼容性。如图 5a所示，不同浓度

（100、200、300、400、500 mg/L） 的 GQDs 样品

与 RAW264.7 细 胞 作 用 24、 48、 72 h 后 ， 对 

RAW264.7细胞的存活率均有不同程度的影响。其

中，浓度为500 mg/L的GQDs样品的细胞存活率最

Fig. 4　In vitro RAW264.7 cell live/dead staining images at different concentrations of GQDs
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低为 60%左右，100、200、300、400 mg/L浓度的

GQDs与RAW264.7细胞作用 72 h后，细胞生存率

分别为 90%、86%、74.6%、67.6%。与对照组相

比，差异有显著性意义（P<0.000 1），CCK-8实验

结果显示RAW264.7细胞的存活率与GQDs的浓度

和时间存在明显的依赖关系［34-35］，这一结果与文

献报道的纳米 NiO、Fe3O4和 TiO2对巨噬细胞的毒

性规律一致［36-38］，500 mg/L的GQDs处理的样品依

然具有60%的细胞生存率，表明GQDs具有较高的

生物兼容性，归因于GQDs表面具有丰富含氧官能

团 （―COOH、―OH和C O），使其表面为负

电荷，具有低亲和力与细胞膜作用时，易被吞噬进

入到细胞内部，为此进行了流式细胞仪和透射电镜

的检测［39-40］。

2.4　炎症因子对RAW264.7细胞凋亡的影响

双变量流式细胞仪的散点图（图 5b）结果显

示，200 mg/L石墨烯量子点对RAW264.7细胞凋亡

的变化。与对照组相比（表 S4），Q1 区的机械损

伤细胞占比从0.34%上升到1.27%（FITC-/PI+），Q3

区的活细胞占比从 92.08%下降到 80.17% （FITC-/

PI-）。随着RAW264.7细胞对石墨烯量子点的相互

作用，Q2区的晚期坏死细胞比例从 0.65%上升到

2.14%（FITC+/PI+），Q4区的早期凋亡细胞比例从

0.65%上升到 2.14% （FITC+/PI-）。早期凋亡细胞，

由于细胞肿胀，其前向散射光增大；凋亡中晚期的

细胞和坏死细胞由于其细胞膜损伤，PI能够穿透细

胞膜而嵌入DNA中，染色体降解，核破裂形成，细

胞内颗粒增多，故凋亡细胞侧向散射光增加［41-42］。

如图5c，d所示，与对照组相比，RT-qPCR的

分析结果具有显著差异。在脂多糖（LPS） +干扰

素 γ （INF-γ）的刺激作用下，RAW264.7细胞增加

TNF-α水平的表达，并与其他细胞因子共同作用参

与 体 外 RAW264.7 细 胞 的 免 疫 反 应 ， 介 导

RAW264.7 细胞产生 IL-1β 炎症因子，从而诱导

RAW264.7细胞凋亡。综合CCK-8、死活染色、流

式细胞和 RT-qPCR 的实验结果，可以推断，当

GQDs 浓度≥200 mg/L 时，对体外 RAW264.7 细胞

有生长抑制作用，主要是由于 GQDs 被内吞进入

RAW264.7细胞，刺激RAW264.7细胞提高TNF-α的

表达，使细胞膜破裂并其产生 IL-1β炎症因子，改

变了 RAW264.7 细胞周期诱导细胞凋亡，导致

RAW264.7细胞死亡［43-44］。
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2.5　GQDs在RAW264.7细胞中的成像

为了评价GQDs的体外RAW264.7细胞的成像

能力，采用透射电镜和激光扫描共聚焦显微镜

（CLSM） 观察 RAW264.7 细胞对 GQDs 的摄取情

况，结果如图6a~e所示。刺激4 h后，表面带负电

荷的 GQDs 通过内吞进入到 RAW264.7 细胞内部，

可引起细胞的免疫反应，这一过程与流式细胞测试

结果和 RT-qPCR 的实验结果相呼应。408 nm 光源

激发后，GQDs 在体外 RAW264.7 细胞中呈蓝光，

使其具有体外细胞成像能力。通常，石墨烯量子点

的荧光归因于π-π*的能带跃迁和表面缺陷发射的结

合或竞争。450 nm的发射波长透过实体组织的效

率会降低，且因GQDs发光效率低，荧光寿命短，

在细胞成像方面具有一定局限性。由于石墨烯量子

点表面含有丰富的官能团，大量的理论计算和实验

表明，杂原子的掺杂（如氮、硼、硫、磷等）可以

有效地调节石墨烯量子点的能带和电子密度，带来

新颖的荧光性质和电子性质。未来掺杂型石墨烯量

子点优异的光学性能和生物兼容性，结合激光共聚

焦成像技术可成为巨噬细胞内多种分子检测最有效

的示踪手段，也将开启肿瘤免疫治疗的新途径。

3　结 论

水热条件下，利用 H2O2和 W18O49相互作用产

生的羟基自由基（·OH）将氧化石墨烯自上而下切

割成 3~5 nm蓝光GQDs，量子产率为 43%。GQDs

表面丰富的含氧官能团提升了它的生物兼容性。

RT-qPCR的分析结果显示：GQDs影响巨噬细胞内

TNF-α 和 IL-1β 炎症因子的表达，对 RAW264.7 细

胞凋亡产生影响。激光共聚焦结果显示，蓝光石墨

烯量子点具有一定的体外细胞成像能力，为今后掺

杂型石墨烯量子点的荧光性能调变和巨噬细胞生物

成像提供理论与实验依据，这项工作将有助于推动

GQDs在活细胞成像、肿瘤免疫标记和治疗方面发

挥积极的作用。

附件  见本文网络版（http://www.pibb.ac.cn, http://

www.cnki.net ）：
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Fig. 6　Transmission electron microscopy and laser scanning confocal images of RAW264.7 cells treated with 
200 mg/L GQDs

(a) Schematic diagram of the interaction of GQDs with in vitro RAW264.7 cells under visible light and confocal state. (b) Transmission electron 

microscopy of the interaction of GQDs with in vitro RAW264.7 cells. (c-e) Bright-field, dark-field, and post-complexed confocal images of  

RAW264.7 cells treated with GQDs in vitro.
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Abstract　Objective  GQDs has become a superstar among zero-dimensional carbon-based materials. As one 

of the most abundant and important biological elements, its unique optical properties, high dispersion and 

biocompatibility have attracted extensive attention from scientists. This paper aims to investigate the effect of 

GQDs on cell viability, apoptosis and inflammatory factor expression in RAW264.7 macrophages and evaluate 

cell imaging capability of GQDs in vitro, which could provide theoretical basis for the safe application of GQDs 

in biomedical field. Methods  Graphene oxide was prepared by modified Hummer’s method. H2O2 and W18O49 

interacted with each other under hydrothermal conditions to produce hydroxyl radicals, which can cut graphene 

oxide into GQDs using a top-down approach. The microstructure of GQDs was analyzed in detail by X-ray 

powder diffraction, X-ray photoelectron spectroscopy, transmission electron microscopy, atomic force 

microscopy, scanning electron microscopy and Fourier infrared transform. The biocompatibility of GQDs on 

macrophage was evaluated by CCK-8 and dead/alive staining. Flow cytometry results showed the apoptosis of 

RAW264.7 macrophages induced by GQDs. mRNA expression of inflammatory factors was evaluated by          
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RT-qPCR. Cell imaging was exhibited by laser scanning confocal. Results  Hydroxyl radicals are produced by 

H2O2 and W18O49 under hydrothermal conditions, which contribute to cut graphene oxide into 3-5 nm GQDs in 

one step. The quantum yield of this method is 43%. Fluorescence lifetime of these blue GQDs is 1.67 ns. The 

Zigzag-type site and defect state of the triplet carbene radical lead to the excitation wavelength dependence of 

GQDs, and the optimal excitation and emission wavelengths are 330 nm and 400 nm, respectively. The boundary 

effect and amphiphilicity of quantum dots make GQDs possess abundant functional groups, vacancy defects and 

high dispersion, which results in GQDs exhibits good water solubility. RAW264.7 macrophages are incubated 

with different concentration in DEME medium for 24 h, 48 h and 72 h to evaluate cell. The survival rate of 

RAW264.7 cells is significantly dependent on the concentration and time of GQDs. CCK-8 and dead/alive 

staining show that GQDs have high biocompatibility. The effect of 200 mg/L GQDs on apoptosis of RAW264.7 

cells is revealed by the scatter plot of bivariate flow cytometry. Under the stimulation of LPS+INF‑γ, the 

expression of TNF-α was increased in RAW264.7 cells, which co-acted with other cytokines to participate in the 

immune response of RAW264.7 cells in vitro, and mediated the production of IL-1β inflammatory factor in 

RAW264.7 cells, thereby inducing apoptosis of RAW264.7 cells. The results of RT-qPCR showed that GQDs can 

inhibit the growth of RAW264.7 cells in vitro, and stimulate them to increase TNF-α expression in RAW264.7 

cells, which make cell membrane rupture and produce IL-1β inflammatory factors to induce cell apoptosis. The 

high biocompatibility of GQDs is attributed to the rich oxygen-containing functional groups (―COOH, ―OH, 

and C O) on the surface of GQDs, which makes its surface negatively charged and easy to be swallowed into 

the cell interior when interacting with the cell membrane with low affinity. Transmission electron microscopy 

(TEM) observed that the GQDs were swallowed into the cells. Furthermore, laser confocal results displayed that 

blue GQDs has certain ability of cell imaging in vitro. Conclusion  The water solubility, low toxicity, 

fluorescence properties and the induction effect of inflammatory factors of GQDs provide broad prospects for 

their application in the field of immunotherapy and cell imaging in the future.
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