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荧光纳米材料在化学传感、生物成像及光电器件等领域具有重要应用前景，其合成方法的研究得
到广泛关注。我们采用柠檬酸和乙二胺作为原料，在 150 ℃、常压的相对温和条件下，通过“一
锅法”反应制备了氮掺杂荧光碳点。所得荧光碳点光学带隙为 3.4 eV，在单光子或双光子激发下呈
现出明亮的荧光，且荧光发射波长稳定 (λ = 450 nm)。基于荧光碳点低细胞毒性和长荧光寿命的优势，
实现了荧光碳点作为离体肿瘤细胞 (HeLa 细胞 ) 标记和荧光寿命成像探针的应用，获得了高对比度
的荧光寿命成像结果。通过将所得荧光碳点与普通油墨混合制备均匀分散的荧光墨水，可用于普
通纸张及其他基材 ( 如柔性塑料薄膜、纺织品、衣服 ) 的荧光图案化，为固态荧光传感、荧光防伪
标记和可穿戴光电子设备应用研究提供了基础。
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1. 背景介绍

随着纳米材料和纳米技术的飞速发展，近来涌现

出许多新型荧光纳米材料[1]，包括半导体量子点[2,3]、
染料掺杂的聚合物或二氧化硅纳米颗粒[4–6]、金属纳

米团簇[7]、稀土掺杂的上转换纳米颗粒[8,9]和荧光碳

纳米点[10,11]。其中，碳点(CD)又称碳量子点或碳纳米

点，因其制备成本低、原材料丰富、生物相容性高、抗

光漂白性能好等优点[12,13]，引起广泛关注。目前碳点

已在生物传感[14]、生物成像[15]、光动力治疗[16]、太

阳能电池[17]、光电显示[18]和催化等领域展现出重要

应用前景[19]。相应的荧光碳点制备方法也有大量文献

报道，包括简单的蜡烛燃烧、激光消融和水热碳化等多

种方法[20]，其中，采用柠檬酸与含氮碱在水热条件下

的聚合反应及碳化过程是制备高效率荧光碳点的常用方

法[21]。已有研究表明，将一定量的柠檬酸与乙二胺在

160 ℃下进行水热处理，可制备量子效率高达94%的荧

光碳点[22]。尽管传统水热法在制备纳米材料的实验室

规模基础研究中有广泛应用，但对相应材料的规模制备

和产业化应用存在多种限制，比如传统水热法使用聚四

氟乙烯内衬和不锈钢高压釜作为反应器的成本较高、封

闭反应器(“黑匣子”)中的反应过程难以实现反应过程

的实时监测、高温高压反应条件的规模放大存在较高安

全隐患[23]。因此，开发荧光碳点快速宏量制备新方法，

   * Corresponding author. 
      E-mail address: puyuan@mail.buct.edu.cn; liming.dai@case.edu 
 
2095-8099/© 2017 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of the Chinese Academy of Engineering and Higher Education Press Limited Company. 
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/). 
英文原文: Engineering 2017, 3(3): 402–408 
引用本文: Dan Wang, Zhiyong Wang, Qiuqiang Zhan, Yuan Pu, Jie-Xin Wang, Neil R. Foster, Liming Dai. Facile and Scalable Preparation of Fluorescent Carbon 
Dots for Multifunctional Applications. Engineering, http://dx.doi.org/10.1016/J.ENG.2017.03.014

Contents lists available at ScienceDirect

journal  homepage:  www.elsevier.com/ locate /eng

Engineering



2 Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

是当前碳点研究中面临的重大挑战，也是实现其商品化

应用的关键。

本文报道了一种柠檬酸与乙二胺在常压条件下，通

过“一锅法”快速宏量制备氮掺杂荧光碳点的方法。所

得碳点光学带隙为3.4 eV，在单光子或双光子激发下呈

现出明亮的荧光，且荧光发射波长稳定(λ = 450 nm)。
与传统水热法相比，本研究方法具有如下优点：①反应

过程在150 ℃常压条件下进行，符合节能环保绿色化学

的要求[24]；②相对温和的反应条件，利于规模放大和

宏量制备；③所得碳点荧光发射波长稳定且与激发波长

无关，有别于传统碳点荧光特性。所得碳点具备低细胞

毒性和长荧光寿命，可作为细胞荧光寿命成像的探针，

获得具有高对比度和高分辨率的成像结果。由于碳点表

面具有丰富的亲水基团，使其能够很好地分散在水相介

质，进而制备高分散荧光墨水分散体，通过与普通油

墨混合，可用于普通纸张及其他基板(如柔性塑料薄膜、

纺织品、衣服)的荧光图案绘制，在固态荧光传感、荧

光防伪和可穿戴光电子设备领域具有潜在应用。

2. 材料和实验方法

2.1. 荧光碳点的制备和表征

碳点的制备采用柠檬酸与乙二胺在常压条件下加

热煮沸回流实现。具体而言，首先将2 g 柠檬酸和3 mL
去离子水在50 mL容量的烧杯中混合均匀，随后在室

温条件加入3 mL乙二胺。将混合溶液加热(加热速率为

15 ℃·min–1)至沸腾状态并保持30 min，通过温度计实时

监测反应过程的温度。待反应物中的水完全蒸发后，进

一步对烧杯中的产物进行加热，至反应混合物从黄色液

体转变为深棕色黏稠状，使柠檬酸与乙二胺充分缩合形

成聚合物，进而碳化得到荧光碳点。反应完全后将产物

冷却至室温，可得棕色固体荧光碳点材料。

碳点样品微观尺寸和形貌采用Hitachi H-9500型高

分辨率透射电子显微镜(HRTEM)在明场成像模式成像

观察。通过使用Pierce™预染蛋白(Thermo Fisher Scien-
tific)分子质量标准，利用聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)
分析碳点的分子质量[25]。使用PerkinElmer傅里叶变换

红外光谱仪(FTIR)测定样品红外光谱。X射线光电子能

谱分析(XPS)的数据采集通过VG Microtech ESCA 2000
型XPS仪器完成，实验过程中使用单色Al源。热重分

析(TGA)采用TA Instruments公司设备，加热速率为15 
℃·min–1。紫外-可见吸收光谱测试使用Shimadzu UV 

1800型扫描分光光度计。单光子激发光谱和荧光发射光

谱通过Hitachi F-2500荧光分光光度计获得，双光子激发

荧光光谱通过Ideaoptics PG 2000型光纤光谱仪采集，激

发光为波长750 nm、脉冲宽度150 fs的脉冲激光。荧光

寿命测量通过时间相关单光子计数系统(TCSPC)完成，

激发光和荧光发射光波长分别为390 nm和450 nm。

2.2. 细胞培养和细胞毒性研究

离体细胞毒性研究使用HeLa细胞作为研究对象，

HeLa细胞在含有10%胎牛血清(FBS)、1%青霉素和1%
两性霉素B的细胞培养基中培养。在细胞毒性研究实验

的前一天，将HeLa细胞接种至96孔培养皿中，每个孔

中的细胞数约为6000个。将一定量的荧光碳点溶液滴加

入不同实验组细胞的培养液中，使碳点浓度分别为0、
50 μg·mL–1、100 μg·mL–1、150 μg·mL–1、200 μg·mL–1、

250 μg·mL–1和300 μg·mL–1。将细胞与荧光碳点共同孵

育3 h和24 h后，通过MTT[3-(4, 5-二甲基噻唑-2)-2, 5-
二苯基四氮唑溴盐]法测定细胞存活率。未经荧光碳点处

理的对照细胞(即碳点浓度为0)的细胞存活率记为100%，

并与其他实验组细胞的相对存活率结果进行比较。

2.3. 双光子激发细胞成像

离体细胞双光子荧光成像使用HeLa细胞作为研究

对象。首先将HeLa细胞接种至35 mm细胞培养皿中并

使其贴壁生长24 h，随后向细胞培养液中加入100 μL荧
光碳点分散体(浓度为1 mg·mL–1)。未加荧光碳点的一组

HeLa细胞作为对照。待细胞在含荧光碳点的培养液中

孵育2 h后，用磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline, 
PBS)清洗细胞三次，并在双光子荧光寿命成像系统下

观察细胞荧光信号。所用双光子荧光寿命成像系统由

Olympus FV1000型激光扫描共聚焦显微系统耦合飞秒

脉冲激光器(作为激发光源)，以及PicoQuant MicroTime 
200型荧光寿命成像单元组成。

3. 结果与讨论

3.1. 荧光碳点的合成与表征

图1(a)是本文采用柠檬酸和乙二胺为原料制备荧光

碳点的反应过程示意图。实验过程中，在柠檬酸与乙二

胺混合之初，由于对外部加热(加热速率约15 ℃ ·min–1)
以及柠檬酸与乙二胺反应放热的共同作用，混合溶液温

度迅速升高。5 min后，混合溶液温度达到100 ℃，并伴
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有明显的气泡产生。待水分完全蒸发后，将反应混合物

进一步加热至150 ℃ (通过数字红外线温度计监测)，使

柠檬酸与乙二胺充分缩合，形成聚合物状纳米点，进

而通过自组装和碳化，形成纳米尺寸的荧光碳点。图

1(b)展示了采用“一锅法”合成荧光碳点所得产物的照

片，表明该方法易于放大，有利于荧光碳点的快速宏量

制备。图1(c)是所得荧光碳点的高分辨率透射电子显微

镜照片，可以看出碳点为平均粒径为3 nm的颗粒。图

1(c)中的插图是单个碳点的高分辨率照片，从图中可

以清楚地看到所得碳点具有晶格相结构，且晶格间距

为0.205 nm，与石墨中的(102)晶面的间距相一致[26]。
PAGE分析结果表明，所得碳点分子质量在20~25 kDa范
围，且分子质量分布较窄[图1(d)]。

图2(a)是实验制备荧光碳点的X射线衍射(XRD)

图1. (a) 柠檬酸和乙二胺反应制备荧光碳点的反应过程示意图；(b)“一锅法”宏量制备荧光碳点产物照片；(c) 荧光碳点高分辨率透射电子显微
成像照片，插图：单个碳点高分辨率晶格相照片，晶格间距为0.205 nm；(d) 荧光碳点PAGE分析结果，I：作为参照的预染色蛋白谱带数据，II：
实验中参照蛋白的谱带结果，III：可见光下荧光碳点的谱带分布，IV：紫外灯(365 nm)照射下荧光碳点的谱带成像。

图2. 荧光碳点的结构和组成表征。(a) XRD；(b) FTIR；(c) XPS；(d) TGA结果。
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分析结果，由于碳点尺寸小，因此呈现出较宽的衍射

峰。图2(b)是荧光碳点的FTIR光谱，可以看到—COOH 
(3431 cm–1和1638 cm–1)、—NH (1576 cm–1)和 C—NH—
C (1125 cm–1)的特征峰。图2(c)是荧光碳点的XPS数据，

表明荧光碳点碳、氧、氮的原子分数分别为62.4 %、

21.5%和16.1%[27]。图2(d)是荧光碳点在空气氛围下

的TGA分析结果，可以看到由于碳点物理吸附的水分

子的热解，其在室温至200 ℃重量损失为20%，随后在

200~500 ℃由于含氧基团的分解继续失重，在温度高于

550 ℃后，碳点开始燃烧分解直至完全分解。

3.2. 荧光碳点的单光子和双光子激发荧光特性

图3(a)是荧光碳点分散体(浓度为1 μg·mL–1)在可

见光和在暗室中紫外灯(365 nm)激发下的图像及其光

学吸收和荧光发射光谱。从图3(a)中的插图可以看出，

荧光碳点可以很好地分散在水中形成透明分散体，在

紫外光激发下产生明亮的蓝色荧光。由图3(a)中的吸

收光谱可以看到，荧光碳点在波长350 nm处有一个强

吸收峰，同时在波长230 nm处有一个肩峰，分别对

应羰基的n-π*转变特征峰和氮杂环sp2的π-π*转变特征

峰。作为对照，我们分别测试了纯柠檬酸和乙二胺的

吸收光谱，可以看到两种材料在波长大于250 nm的光

谱范围内没有明显的吸收(见补充材料图S1)。图3(a)
展示了荧光碳点在350 nm(即吸收峰波长)的紫外光激

发下，发出的荧光光谱曲线，其荧光发射峰位于波长

450 nm处。通过设定荧光发射波长为450 nm，测定得

到的碳点激发光谱在200~400 nm光谱波段范围内，且

呈现出与吸收光谱相似的趋势(见补充材料图S2)。通

过测定不同激发光(300~450 nm波长范围)激发下碳点

的荧光光谱，得到了碳点激发-荧光发射对应关系图  
[图3(b)和补充材料图S3]，可以看到实验所得荧光碳点

的荧光发射波长稳定(发射峰位于450 nm)，且与激发波

长无关，表明不同荧光碳点颗粒的尺寸和表面特性基本

一致[28]。进一步的荧光效率测试表明，实验所得碳点

图3. (a) 荧光碳点水相分散体 (浓度为1 μg·mL–1)的紫外-可见吸收(黑色曲线)光谱和紫外激发(350 nm)荧光光谱(蓝色曲线)。插图：日光灯照射(左)
和紫外灯激发(右)下荧光碳点水相分散体的图像；(b) 荧光碳点的激发-发射关系图；(c) 不同功率密度的飞秒脉冲激光(波长为750 nm)激发下荧光
碳点的荧光光谱；(d) 荧光强度与飞秒脉冲激光功率的平方的关系曲线；(e)荧光碳点水相分散体在波长为390 nm的皮秒脉冲激光激发下荧光寿命
曲线及其拟合 (荧光检测波长为450 nm)；(f) 单光子和双光子激发荧光过程示意图， Si是较高的激发态；S1是较低的激发态；S0是基态。
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在350 nm紫外光激发下的相对荧光量子产率为42.7%。

为了研究荧光碳点在飞秒脉冲激光激发下的双光子

荧光特性，我们采用波长为750 nm、脉冲宽度为150 fs
的脉冲激光作为激发光源，激发比色皿中的碳点分散体

(浓度为10 μg·mL–1)，并用光纤光谱仪记录荧光发射光

谱。通过对比色皿中荧光碳点分散体的线性透射光谱测

试，可以看到碳点对600~900 nm近红外光谱范围内的

线性吸收基本可忽略 (见补充材料图S4)。然而，在波长

为750 nm的近红外飞秒脉冲激光激发下，荧光碳点能够

发出波长为400~500 nm的荧光，且荧光光谱的峰值位

于460 nm[图3(c)]，与单光子紫外激发条件下荧光光谱

类似[图3(a)中的蓝色曲线]。因此可以认为，在单光子

和双光子激发荧光发射过程中，荧光碳点中的激子最终

均由相同的激发态发生辐射跃迁至最低的能态[图3(f)]。
为了验证图3(c)中所示荧光光谱是由双光子激发产生，

我们测量了不同功率飞秒脉冲激光激发下荧光碳点的荧

光强度，结果如图3(d)所示。从图中可以看出，荧光碳

点在波长为750 nm的近红外飞秒激光激发下，其荧光强

度与激发光的功率的平方呈线性相关，表明在该过程中

有两个光子被同时吸收[图3(d)]。根据荧光碳点分散体

的时间分辨光致发光(TRPL)衰减曲线，可以得到荧光碳

点在水相介质中的平均荧光寿命约为7.2 ns，明显大于

细胞自发荧光的荧光寿命(通常为1~3 ns)[29]。因此，实

验所得荧光碳点有望作为生物医学研究中荧光寿命成像

的纳米探针。

3.3. 荧光碳点的体外细胞毒性研究

为了研究荧光碳点的潜在生物医学应用，我们首

先采用MTT法测试了碳点对离体HeLa细胞的细胞毒性。

图4是HeLa细胞在含有不同浓度碳点的培养基中孵育

24 h后的细胞存活率(具体过程参见2.材料和实验方法)，
可以看出，在荧光碳点浓度增加至300 μg·mL–1的条件

下，其对离体细胞的活性仍旧没有明显影响，表明实验

所得荧光碳点的细胞毒性低、生物相容性好。

3.4. 荧光碳点用于离体细胞的双光子激发荧光寿命成像

由于具有良好的荧光特性和较低的细胞毒性，目

前已有碳点用作细胞荧光成像探针的诸多文献报道

[30–32]。然而，已有的碳点用于细胞成像的研究，主

要是基于碳点的荧光强度信号，以增强细胞成像对比

度。由于碳点的荧光光谱通常在蓝色至绿色光谱波段

[400~500 nm，参见图3(a)]，而细胞的自发荧光在短波

长波段也非常显著，因此，在实际荧光成像过程中，难

以区分碳点的荧光信号与细胞的自发荧光，特别是在碳

点浓度较低的情况下[30]。上述关于碳点荧光寿命的结

果已经表明，碳点的荧光寿命大于细胞自发荧光的荧光

寿命，可望作为探针获得高分辨率细胞荧光寿命成像

结果。荧光寿命成像系统可以通过双光子激发荧光探

针，通过探针样品和背景在荧光寿命的差异来获得图像

[33]，可以区分不同荧光衰减速率的样品(即使它们具有

相同的荧光光谱)[34]。此外，与短波紫外光相比，近红

外光在生物组织中具有更大的穿透深度，因此使用双光

子激发(波长为750 nm的近红外飞秒脉冲激光) 有利于潜

在的深层组织成像应用。图5是未经处理的对照组细胞

(左)及与本实验所得荧光碳点(中，荧光寿命约为7.2 ns)
共同孵育2 h的实验组细胞，以及与已有文献报道中石墨

烯量子点[31](右，荧光寿命为1 ns)共同孵育2 h的细胞的

荧光寿命成像结果。从图中可以看到，利用荧光寿命成

像技术可以很好地区分荧光碳点的荧光信号和细胞自发

荧光信号，表明实验所得长荧光寿命的碳点在作为细胞

内标记探针及细胞荧光寿命成像方面具有应用前景。

3.5. 荧光碳点图案化应用

基于荧光碳点的荧光特性，也可制备图案化应用

的荧光墨水。我们将实验制备的荧光碳点与商用墨水

(Hero, 2104S)均匀混合，得到稳定分散的荧光墨水分散

体，放置7 d后没有在墨水中观察到明显的沉淀和聚集，

表面荧光碳点在墨水中具有高的分散稳定性。利用所得

荧光墨水在亲水的纸张上绘制图案[图6(a)]，墨水与纸

张浸润性良好。在波长为365 nm的紫外光激发下，可以

看到所绘图案呈现出明亮的荧光[图6(b)]，其荧光光谱
图4. MTT法测定所得HeLa细胞在含有不同浓度碳点的培养基中孵育
24 h后的细胞存活率。 



6 Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

有别于相应纸张的自发荧光背景[图6(c)]。同时我们还

注意到，基于荧光碳点的墨水可以在一些其他基材(如
柔性塑料薄膜、纺织品、衣服)中浸润固化，其固态荧

光发射的光谱与溶液中类似，发光峰位于450 nm[图6(c)

和图3(a)]。基于荧光碳点的荧光图案经紫外灯(365 nm)

连续照射1 h后，仍然显示出明亮的荧光信号(见补充材

料图S5)，表明荧光碳点图案的光稳定性良好。上述初

步结果表明，实验所得荧光碳点在固态荧光传感和荧光

防伪标记领域具有应用前景。

4. 总结

本文采用柠檬酸与乙二胺为原料在常压条件下，通

过“一锅法”制备了氮掺杂荧光碳点，制备快速且规模

图5. 未经处理的对照组细胞(左)、与本实验所得荧光碳点共同孵育的细胞(中)，以及与之前文献中石墨烯量子点共同孵育的细胞(右)的明场光学
成像(a~c)、双光子激发荧光寿命成像 (d~f)结果及相应的荧光寿命分布 (g~i)。

图6. 采用含有荧光碳点的墨水所绘制的图案在日光灯(a)和波长365 nm的紫外灯(b) 照射下的图像；(c)为固态荧光碳点和背景纸在波长365 nm紫
外光激发下的荧光光谱。
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放大简单。所得碳点的生物相容性好，在单光子或双光

子激发下呈现出明亮的蓝色荧光，且荧光发射波长稳定 
(λ = 450 nm)，具有较长的荧光寿命(7.2 ns)，显著大于

细胞自发荧光的寿命，可作为细胞标记探针用于双光子

荧光寿命成像以获得高对比度的成像结果。所得荧光碳

点还能够与普通墨水均匀混合，制备具有高分散稳定性

的荧光墨水，用于普通纸张和其他基材(如柔性塑料薄

膜、纺织品、衣服)的荧光图案化应用研究，为固态荧

光传感、荧光防伪和可穿戴光电子设备应用研究提供基

础材料。我们相信本文所开发的荧光碳点新方法及碳点

墨水分散体在多功能应用方面有巨大的发展前景。 
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