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摘要    本文以蜡烛灰为碳源, 在强酸环境中超声法一步合成了粒径均匀的荧光碳点(CDs), 粒

径(3.47±1.81) nm, 在紫外灯照射下发出黄绿色荧光. 研究表明, CDs 表面带有–OH、C=O 和

–COOH 等官能团, 存在 sp3杂化和 sp2杂化两种碳原子. 所合成的碳点具有良好的耐光漂白能力

和生物相容性, 能潜在地作为黄绿色荧光成像试剂应用于细胞成像.  
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1  引言 

相对于二维的石墨烯和一维的碳纳米管, 新型

碳材料——零维的碳点 [1]不仅具有尺寸优势 (10 

nm)、强的量子局限和边缘效应[2~4], 而且具有类似于

量子点优良的发光性能 [5, 6], 因此引起研究者的日

渐关注[7]. 同时, 碳点的化学惰性、耐光漂白性和良

好的生物相容性[5, 6, 8, 9]使其在生化分析[10]、细胞成

像[1, 5, 6, 8, 11~13]、光电动力学[14, 15]等诸多领域可以得到

潜在的应用.  

然而, 目前碳点的发展和应用依然处于初期探

索阶段. 研究的内容主要集中在碳点的制备, 期望

通过简单快速的方法合成具有优良发光性能的碳 

点[1~4, 8, 9, 16~19]. 2006 年, Sun 等[1]基于激光消融碳靶物

的多步处理方法, 得到发光性能较好的荧光碳纳米

粒子, 并首次称其为碳点(carbon dots, CDs). 之后, 人

们通过水热氧化碳源法[2, 8, 20~22]、激光消融法[1, 5, 6, 23]、

电化学氧化法[9, 24]、微波法[3, 25]、高温煅烧法[19]、超

声合成法[26]等制备出具有优良发光性能的碳点. 尽

管碳点的制备已经取得积极进展, 包括应用各种经

济、绿色、环保的物质合成荧光碳点[16~18], 但大部

分合成方法依然操作复杂, 且所合成碳点大多是蓝

色 [16~18, 26]光致发光特性. 而由于细胞具有较强的自

发蓝色荧光, 因此将这些碳点用于细胞成像时不利

于靶信号与背景信号的区分, 背景干扰较大. 综上所

述, 非常有必要发展简便合成其他颜色的碳点, 特别

是具有较长波长发光特性的碳点的方法, 这样在生

物成像时能够降低背景干扰, 且减小激光对生物的

损伤.  

本文以蜡烛灰为碳源, 在强酸环境中通过超声

法一步合成黄绿色荧光碳点. 合成方法简单, 原料便

宜易得, 所制备的碳点具有良好的稳定性、抗光漂白

能力和生物相容性, 能作为潜在的荧光标记探针进

行细胞成像.  

2  实验部分 

2.1  试剂及标准溶液 

蜡烛购于西南大学教育超市; 硫酸(H2SO4, 98%)、

硝酸(HNO3, 37%)、丙三醇、氢氧化钠(NaOH)均购于

重庆川东化学试剂厂; cell counting kit-8(CCK-8)细胞

毒性检测试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司; 

多聚甲醛购于北京鼎国昌盛生物技术有限公司 ; 

MEM 培养基、胎牛血清(FBS)和胰蛋白酶均购于美国
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Gibco公司. Britton-Robinson 缓冲溶液用于调节碳点

溶液的酸度; 5 mol/L NaCl 储备液用于调节溶液的离

子强度; 4.5 mg/mL 碳点储备液存于 4 ℃冰箱中. 所

有化学试剂均为分析纯, 实验用水为超纯水.  

2.2  仪器 

使用 UV-3600 紫外-可见分光光度计(日立公司, 

日本)、F-2500 荧光分光光度计(日立公司, 日本)和 IR 

Prestige-21 傅里叶变换红外光谱仪(岛津公司, 日本)

进行相关的光谱表征; 使用 ESCALAB250 型 X 射线

光电子能谱仪(美国热电公司, 美国)、LabRAM HR

高分辨显微拉曼光谱仪(HORIBA Jobin Yvon 公司, 

法国)、Tecnai G2 F20 S-TWIN 场发射透射电子显微

镜(TEM, FEI 公司, 美国)进行碳点的相关性质表征; 

成像分析使用 IX81LCS-DSU 奥林巴斯转盘共聚焦显

微镜(奥林巴斯, 日本), 荧光成像时使用 Cy-3 通道发

射滤光片, 曝光时间 100 ms. 实验过程中还使用了

H1650-W 台式微量高速离心机(湘仪离心机仪器有限

公司, 中国)、CoolSafe 型冷冻干燥机(ScanVac, 丹麦)、

超声波清洗机(上海比郎仪器有限公司, 中国)、E-450

数码相机(尼康公司, 日本)、QL-901 旋涡混合器(海门

市其林贝尔仪器制造有限公司, 中国)、pH 510 型酸度

计(EUTECH仪器公司, 新加坡)和EPOCH超微量全波

长酶标仪(Bioteck Instruments, 美国)等仪器设备.  

2.3  碳点的制备及纯化 

使用洁净的玻片在烛焰上方收集蜡烛灰, 然后

刮取约 20 mg 蜡烛灰与 20 mL 混酸(浓 H2SO4:浓

HNO3 = 3:1)于 50 mL 比色管中混匀, 得到黑色悬浊

液. 将其置于超声仪中, 60 ℃下超声 8 h, 放置过夜. 

接下来, 将反应所得粗溶液离心除去大颗粒的未反

应物, 收集上清液, 用饱和 NaOH 溶液调节 pH 至中

性, 再用 0.22 m 滤膜过滤, 得到黄褐色溶液. 将溶

液用透析袋(MWCO 3500)于二次水中透析 48 h 除去

钠盐. 透析后的溶液冻干, 称重并溶于二次水中, 即

得一定质量浓度的碳点溶液.  

2.4  细胞毒性及成像实验 

使用 cell counting kit-8(CCK-8)试剂盒检测细胞

毒性. 实验中, 首先用胰酶消化 HeLa 细胞, 将其与

MEM培养液配成一定浓度的细胞悬液, 接种于 96孔

细胞培养板, 置于细胞培养箱(37 ℃, 5% CO2)中孵

育 24 h. 然后将细胞培养板中培养液吸出, PBS 洗涤

一次, 加入新鲜 MEM 培养液, 其中空白组每孔 90 L

培养液和 10 L PBS 缓冲液. 实验组每孔 90 L 培养

液和 10 L样品(不同浓度的碳点溶液), 继续培养 24 h 

(37 ℃, 5% CO2). 取以上所得细胞培养板, 吸出培养

液, PBS 洗涤两次, 然后每孔加入 90 L 的 PBS 和 10 

μL 的 CCK-8 溶液, 继续孵育 1 h. 最后, 在酶标仪上

测定细胞溶液在波长 450 nm 处的吸光度, 记录并处

理实验结果.  

荧光共聚焦显微镜用于细胞成像时, 将 HeLa 细

胞接种于 24 孔细胞培养板, 加入含有 2%胎牛血清

(FBS)的 MEM 培养液, 孵育 24 h(37 ℃, 5% CO2). 然

后吸出细胞培养板中培养液, PBS 洗涤一次, 再加

270 L MEM 培养液(含 2% FBS), 30 L 样品(0.5 

mg/mL 碳点溶液), 继续孵育 3 h. 最后, 将以上所得

细胞培养板弃去培养液, PBS 洗涤三次, 4%多聚甲醛

固定 30 min, 丙三醇封片, 进行成像.  

3  结果与讨论 

3.1  碳点的表征 

通过 TEM 对碳点的形态进行表征. 如图 1 所示, 

所合成的碳点为球形和类球形, 粒径相对比较均匀, 

平均粒径约 3.5 nm. 该碳点极易溶于水, 其溶液单分

散性非常好, 在紫外灯(ex, 365 nm)光照下发射出肉 
 

 

图 1  碳点的透射电镜照片; 内嵌图为粒径分布图(共统计

80 个颗粒粒径, d = (3.47±1.81) nm) 
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眼可见的黄绿色荧光, 显示出优良的光致发光特性. 

为了进一步探索该碳点的发光性质, 分别对其进行

了吸收和荧光光谱扫描. 如图 2(a)所示, 碳点在紫外-

可见区没有特征吸收峰, 这与间带半导体材料的吸

收性质一致; 其荧光发射光谱随着激发波长增加而

逐渐红移, 呈现出多元激发、多元发射的光谱特性, 

这些特性与文献报道相符[7], 可能是由于 CDs表面发

光位点不同, 以及制备过程中不均匀纳米粒径的量

子尺寸效应等所造成的[1, 27].  

为了进一步表征碳点的性质, 测定了其红外光

谱、X 射线光电子能谱(XPS)和拉曼光谱. 图 3(a)出现

了位于 3425 cm1 的羟基(–OH)伸缩振动吸收峰、饱

和 C–H 伸缩振动峰(2924 cm1 和 2858 cm1)、羰基

(C=O)伸缩振动吸收峰(1708 cm1)、碳碳双键(C=C)

伸缩振动吸收峰(1608 cm1 及 1400 cm1). 特别需要

指出的是, 结合 1708 cm1 处 C=O 的吸收峰, 3425 

cm1 处–OH 较宽的吸收峰形, 说明是羧酸(–COOH)

上的–OH 发生了弯曲振动. 也就是说, CDs 表面部分

氧化成–OH, C=O 以及–COOH. XPS 测试结果显示, 

碳点主要含有碳元素和氧元素(图 3(b)), 而在 C 1s 谱

图(见图 3(c))中有 285.08, 286.68, 287.98, 289.28 eV四

种信号峰, 分别对应碳碳单键和双键(C–C/C=C), 烷

氧基和环氧基或羟基碳 (C–O/C–O–C/C–OH), 羰基

(C=O)和羧基(COOH). 拉曼光谱(图 3(d))显示, 分别

在 1358 cm1 和 1580 cm1 处出现两个较强的 D 峰和

G 峰, 表明存在 sp3 杂化碳原子和 sp2 杂化碳原子, 此

结果与红外和XPS数据相符. 以上数据表明, 蜡烛灰

前体在强氧化性混酸的腐蚀下, 得到表面部分功能

化的荧光碳点.  
 

 

图 2  (a) 碳点水溶液的紫外-可见吸收光谱; (b) 不同激发

波长下归一化的荧光发射光谱; (c) 碳点水溶液荧光照片, 
ex, 365 nm 

3.2  碳点稳定性考察 

首先, 考察了不同pH对碳点荧光强度的影响. 当

溶液 pH7.0 时, 碳点的荧光强度随着溶液 pH 增大而

线性增强, 线性增强方程为 F = 119.4 pH + 351.9 (n = 

6, r = 0.99); 而在 pH > 7.0 的碱性条件下, 碳点的荧光

强度基本趋于稳定, 如图 4 所示. 这可能是由于在酸

性条件下, 碳点表面的功能基团–OH 和–COOH 易发

生氢键缔合作用, 碳点聚集从而导致荧光猝灭[28]; 在

碱性条件下, 则因为去质子作用, 使羟基和羧基带上

负电荷, 从而使碳点间因为静电排斥作用保持单分散, 

其荧光较强. 需要说明的是, 在酸性条件下荧光强度

随 pH 增大线性增加, 表明去质子化可能只发生在一

种官能团上, 要么是–OH、要么是–COOH.  

此外, 该碳点具有优良的光稳定性及抗盐能力, 

与文献相符[7]. 研究表明, 当碳点溶液中的氯化钠浓

度低于 1.8 mol/L 时, 碳点的荧光强度基本保持不变, 

说明该碳点具有很强的抗盐能力, 为碳点在生物方

面的应用提供了保障. 碳点溶液在 300 nm 激发光条

件下连续照射 30 min, 其荧光强度基本没有变化, 说

明所合成碳点非常稳定, 几乎没有光漂白现象.  

3.3  碳点发光机理探讨 

有关碳点的发光机理还不清楚, 目前仍处于推

测阶段. 该反应体系中, 碳点的制备是由蜡烛灰前体

在强氧化性混酸的环境下, 通过超声过程所完成的. 

其中混酸不仅将蜡烛灰前体腐蚀为极小粒径的碳纳

米粒子, 同时还扮演了强氧化剂的重要角色. 众所周

知, 溶液在超声的过程中由于产生交替的高压波和

低压波, 形成微小的气泡, 这些小气泡在超声场的

作用下振动、生长并不断聚集声场能量, 当能量达

到某个阈值时 , 空化气泡急剧崩溃闭合 , 这种“超

声空化”现象直接导致液体流的高速碰撞和强的流

体剪力 . 因此 , 在超声条件下 , 空化现象的产生导

致混酸与蜡烛灰发生强烈碰撞, 将其腐蚀并分裂为

微小的碳纳米粒子[26]. 所形成的碳纳米粒子表面具

有很多缺陷能带 , 当用激发光照射时, 由于其电子

和空穴被量子限域(粒径在 1 ~ 10 nm), 连续的能带结

构变成具有分子特性的分立能级结构, 受激后激子

会发生辐射重组而发射荧光[1]. 

3.4  碳点的生物应用 

为了考察该碳点的生物相容性 ,  本研究通过 
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图 3  (a) 碳点的红外吸收光谱; (b) 碳点固体样品的 XPS 能谱; (c) C 1s 电子结合能谱; (d) 碳点的拉曼光谱 

 

图 4  不同 pH下碳点的荧光发射(ex, 300 nm). BR作为缓冲

溶液 

CCK-8 实验法对所合成的碳点进行了细胞毒性评价, 

结果如图 5(a)所示. 当碳点浓度低于 3 mg/mL 时, 

细胞存活率均在 80%以上, 表明该碳点具有较低的

细胞毒性. 除了具有优异的光稳定性、强的抗盐能力

和良好的生物相容性外, 该碳点具有黄绿色光致发

光的性质, 这与细胞本身所具有的蓝色自发荧光有

显著对比, 将更有利于细胞成像中靶信号与背景信

号的区分. 基于此, 本研究将该碳点进一步用于细胞

成像. 实验发现, HeLa 细胞具有微弱的背景荧光(图 

 

图 5  细胞毒性及成像实验. (a) 碳点对 HeLa 细胞的活性影

响; (b) HeLa 细胞明场图; (c) 空白对照 HeLa 细胞荧光成像; 
(d) 碳点与 HeLa 细胞孵育 3 h 后的荧光成像(cCDs 为 0.50 
mg/mL) 

5(c)), 而将碳点与 HeLa细胞共同孵育 3 h 后, 能够观

察到较强的荧光信号(图 5(d)). 因为其荧光量子产率

较低(以硫酸奎宁为参照约为0.6%), 所以成像效果仍
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然需要通过碳点表面功能化增强其荧光量子产率而

得以改善, 使得该碳点可作为一种优良成像试剂应

用于细胞成像.  

4  结论 

本文以蜡烛灰为碳源, 在强烈的混酸环境中超声

法一步合成荧光碳点; 合成方法简单, 所需原料经济. 

合成的碳点具有较好的黄绿色光致发光特性、耐光漂

白性、低毒和良好的生物相容性, 可以作为一种潜在

的优良成像试剂用于细胞成像. 由于表面没有特定的

钝化试剂, 该碳点荧光量子产率不乐观; 期待引入特

异的功能基团, 钝化碳点表面, 制备出荧光性能更好

的碳点; 进一步研究工作正在进行中.  
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Abstract: In this paper, fluorescent carbon dots (CDs) with an average diameter of (3.47±1.81) nm was facilely 
synthesized through one-step by directly treating candle soot with ultrasonic in violent acid condition. Characterizations 
indicated that CDs had functional groups such as –OH, C=O and –COOH, and there were the sp3 and sp2 carbon atoms. 
The as-synthesized CDs not only had excellent biocompatibility and chemical inertness, but also had yellow-green 
photoluminescence, which could serve as a potential fluorescent reagent for bioimaging. 
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