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摘要: 将荧光碳点引入透明斑马鱼胚胎中,研究了荧光碳点在斑马鱼中的活体成像和对斑马鱼的毒副作用。
通过对水中添加荧光碳纳米颗粒,从形态上观察其对于斑马鱼个体发育的生物学效应,实时观察其在斑马鱼

体内富集代谢的情况,为荧光碳点及其复合物在生物活体成像方面的研究应用奠定基础。 结果表明,荧光碳

点对斑马鱼生长发育无明显的毒副作用,不会导致胚胎发育异常(通过观察尾巴弯曲情况、色素深浅、血管发

育速度、鱼鳔发育速度来确定对胚胎发育的影响),并且对斑马鱼无明显致死现象。 荧光碳点进入斑马鱼体

内的时间非常迅速,并且可以在 48 h 之内经代谢排出体外。
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Abstract: In this paper, we introduce the carbon dots (CDs) into transparent embryos of zebrafish鄄
es and study the fluorescent imaging and toxicology of CDs. With immerging oosperms and infants of
zebrafishes into the aqueous solution of CDs for 1. 5 h, the CDs go through the cell membrane and
emerge inside of them. Then, from the morphological, we study the biological effects on the individ鄄
ual development and in vivo observe the supersession of zebrafishes. We demonstrate that CDs have
no apparent toxicity on the growing development and do not induce the development abnormity of em鄄
bryo. Furthermore, the CDs do not lead to the death of zebrafishes. We also find that CDs can enter
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into the zebrafisher rapidly and be expelled from the body within 48 h.

Key words: zebrafishes; carbon dots; embryonic development; biotoxicity

1摇 引摇 摇 言

荧光纳米粒子在生物成像、药效监测和肿瘤

治疗等方面有着潜在的应用前景[1鄄3]。 为了实现

这些功能,需要把纳米粒子直接注入到生物体内,
这样就必须首先了解这些纳米粒子对生物体的影

响和在生物体内完整的代谢过程[4鄄5]。 但是,对
于许多半导体量子点,由于尺寸、表面效应或者含

有重金属等原因,实验上已经证明其对人类健康

存在着负面影响[6鄄8]。 荧光碳量子点(碳点)是碳

家族继碳纳米管、石墨烯、富勒烯之后的新成员,
一出现便引起了广泛的关注[9鄄10]。 碳点具有分子

量小、荧光稳定性高、激发光谱宽而连续、发射光

谱连续可调等优点。 此外,因为主要成分是碳,因
而被认为具有生物相容性好且毒性低等特点,是
生物标记和荧光成像等医学应用的理想材料。 经

过近十年的努力,人们已经在碳点的制备和应用

研究上取得了显著的进步。
要使碳点能够发光且发光波长连续可调,首

先必须对其表面进行特殊的修饰。 光电子能谱实

验证明经过修饰的碳点表面存在着 C—N、C—O、
詤詤C O 和 N—H 化学键,表明这种发光碳点的表

面非常复杂[11]。 纳米颗粒的性质与其表面特性

有关,而经过修饰的碳点有没有生物毒性还不清

楚。 目前大部分实验是在老鼠表皮组织中进行成

像和药物诊断等方面的尝试,而对于碳点自身对

生物体的影响还没有系统的研究。 针对这个问

题,我们引入了斑马鱼生物模型,研究了碳点对它

的生物学影响。 斑马鱼具有产卵数目多、鱼卵容

易收集筛选、胚胎透明易于观察、灵敏度高和易重

复等特点,是研究生态毒理性实验的一种重要的

模式动物[12]。 利用斑马鱼透明和碳点发光的特

点,我们用光直接激发进入到鱼体内的碳点,观察

到了碳点在受精卵、活体内不同部位的荧光。 本

文系统研究了碳点从进入斑马鱼受精卵和斑马鱼

活体体内、在体内的运动以及最后排出受精卵和

体外的整个生物循环过程。 实验结果证明荧光碳

点对斑马鱼受精卵和活体生长发育无明显的毒副

作用,不会可导致胚胎发育异常,也不会对斑马鱼

的不同生理过程产生毒害作用,对斑马鱼无明显

致死现象。 荧光 CDs 进入斑马鱼体内的时间非

常迅速,并且可以经代谢排出体外。 这也直接证

明了 CDs 可以安全应用于医学领域的生物成像

和药物监测等方面。

2摇 实摇 摇 验

2. 1摇 荧光碳点的制备和提纯

荧光碳点的制备方法见参考文献[11]。 在

进行毒理实验之前,先对碳点进行提纯处理:取碳

点粗产物 2 mL,加入丙酮后离心,分离得到产物;
将所得产物重新溶入少量水中,加入丙酮,再次离

心,纯化;将其溶于水后转入截留分子量为 1 500
u 的透析袋中,每隔 4 h 换一次水,进行透析。 24
h 后,使用 PBS 调节 pH 值为 7,然后配成不同浓

度的碳点溶液,分别对斑马鱼受精卵和幼鱼进行

处理,观察碳点在受精卵和幼鱼中的代谢情况和

毒理实验。
2. 2摇 碳点的代谢特性实验

配成碳点浓度为 0,50,100,200,400 滋g / mL
的溶液各 4 mL,加入 6 孔培养皿中,选取受精后 3
h 的斑马鱼鱼卵开始染毒实验,每孔 20 只,每隔

24 h 更换液体,并进行观察计数。 选用浓度为 0,
25,50,100 滋g / mL 的溶液,每组溶液中培养 20 只

孵化 5 d 的幼鱼,染毒处理 1. 5 h 后用 E3 培养液

洗 3 次,然后在荧光显微镜 460 nm 波长照射光下

观察幼鱼发光及代谢情况,随后在 24 h 和 48 h 时

再次在荧光显微镜下观察幼鱼发光情况。
2. 3摇 斑马鱼毒理实验(孵化率,心率,自主运动,

畸形统计)
取浓度为 0,25,50,100,200,400 滋g / mL 的溶

液,加入 6 孔培养皿中,选取受精后 3 h 的斑马鱼

鱼卵开始染毒实验,每孔 18 只。 在产卵 24 h 后,
每隔 3 h 统计鱼的孵化率,直到鱼全部孵化为止。
在鱼产卵 24 h 时统计鱼卵的自主运动(即鱼卵中

的幼鱼在 1 min 内的摆尾次数)情况,每组取 9 只

鱼卵。 在鱼产卵 48 h 时统计幼鱼的心率,每组取
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5 只幼鱼。 最后,统计鱼的畸形率。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 荧光碳点在斑马鱼受精卵内和幼鱼体内的

代谢特性

含有重金属的纳米粒子进入到生物体后一般

会沉积到体内,很难排出体外,这也成了限制纳米

粒子在医学方面应用的主要障碍。 因为碳点的一

个重要应用是生物成像,所以有必要了解它进入

生物体内的代谢特性。 利用斑马鱼透明和碳点发

光的特点,我们在光照的条件下,观察了碳点在受

精卵和幼鱼中的动态代谢情况。
碳点进入卵或鱼体内后,在 365 nm 光激发

下,将发出蓝色光( ~ 465 nm)。 我们用不同浓度

的碳点溶液对斑马鱼受精卵处理 1. 5 h,然后取出

洗净,置于纯水中。 图 1 为不同静置时间下的荧

光碳点的代谢情况。 从对比实验可以看出,溶液

中存在的碳点可以通过细胞膜进入到细胞中(0 h

是指细胞卵被洗净后,立刻进行观察)。 随着碳

点浓度的增加,细胞的发光亮度也增大,说明进入

细胞的碳点数量增多。 在鱼卵表面,存在一些发

光的大颗粒(见图 1 底部左图和右图)。 通过白

光观察细胞,发现亮点处是一些碳点的富集。 而

之所以富集,是由于细胞膜受损或坏死所致,并且

即使通过多次洗涤,也很难除去。 然后,把鱼卵静

置在纯水中 24 h,再进行荧光观测,发现溶液浓度

为 25 滋g / mL 实验组碳点已完全代谢出鱼体外,
浓度为 50,100 滋g / mL 实验组碳点还略有残留。
等到静置 48 h 后,100 滋g / mL 实验组的受精卵中

也观察不到碳点,说明碳点可进入斑马鱼卵内富

集且能正常代谢出来。 在实验过程中,发现碳点

容易富集在细胞膜损伤处或坏死点,且难以洗掉,
这一点可以从白光与荧光的对比实验中看出。 还

有一点值得注意,从图中可以发现碳点可以通过

细胞膜进入到细胞质中,但是很难进入到细胞

核中。

0 h 0 h 0 h 0 h

24 h 24 h 24 h 24 h

0 滋g/mL

0 滋g/mL

25 滋g/mL

25 滋g/mL

50 滋g/mL

50 滋g/mL

100 滋g/mL

100 滋g/mL

24 h

25 滋g/mL25 滋g/mLWhite

24 h

图 1摇 荧光碳点在斑马鱼受精卵中的发光与代谢情况。 24 h 后,25 滋g / mL 碳点处理的鱼体内的碳点已经被排除体外。
细胞膜损坏部位容易引起碳点的富集。

Fig. 1摇 Emission and superession characteristics of carbon dots in oosperm of the zebrafishes. Within 24 h, the carbon dots have
been expelled from the embryo. The carbon dots are like to converge in the damaged parts of the cell membrance.

摇 摇 用不同浓度的碳点溶液处理 1. 5 h 后,取出

在纯水中静置不同时间后的斑马鱼幼鱼的荧光成

像如图 2 所示。 从图中可以看出,随着用于处理

的碳点浓度的增加,发光亮度增大,说明进入到体

内的碳点增多。 从图中还可以看到,在水中加入

碳点来处理斑马鱼,碳点主要富集在口、鳃部和内



488摇摇 发摇 摇 光摇 摇 学摇 摇 报 第 36 卷

48 h

48 h

48 h

48 h

24 h

24h

24 h

24 h

0 h

0 h

0 h

0 滋g/mL
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图 2摇 用不同浓度的碳点溶液处理斑马鱼后,碳点在鱼体内的代谢情况。 利用碳点的发光特性,可以看出 48 h 后,碳点

可以经过代谢排出体外。
Fig. 2 摇 Emission properties of carbon dots in the zebrafishes. Within 48 h, the carbon dots have been expelled from

the zebrafishes.

脏等处,并无进入血液循环。 随着静置时间的延

长(48 h), 斑马鱼幼鱼能将从水中吸入的碳点完

全排出体外。 而我们在实验中发现,一些纳米粒

子如二氧化硅小颗粒等,容易沉积在生物体内,无
法排出体外,并且会引起一些严重的疾病。
3. 2摇 荧光碳点在斑马鱼受精卵内和幼鱼体内的

毒理实验

从图 1 中可知,碳点会进入到受精卵中,因而

有可能对生命活动有影响。 我们首先研究了不同

碳点浓度的水溶液中,斑马鱼受精卵的存活率和

孵化率。 提纯后的碳点配制成浓度为 0,50,100,
200,400 滋g / mL 的溶液,每组溶液中培养 20 只受

精卵,持续 168 h 观察它们的存活率。 实验统计

结果总结在图 3 中,发现实验组与对照组并无明

显区别。 为了进一步了解碳点浓度对受精卵的影

响,在此基础上,我们又进行了更大浓度的实验,
碳点浓度分别为 0,500,1 000,2 000 滋g / mL,实验

组和对照组仍无差别,仅有少数个体死亡,但这是

少数受精卵无法正常生长发育的正常现象。 图 4
是斑马鱼受精卵在不同浓度的碳点溶液中的孵化

率。 受精卵经过 35 h 开始孵化成幼鱼。 从图中

可以看出,即使在浓度很高的碳点溶液中,受精卵
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图 3摇 斑马鱼卵在碳点溶液中存活率统计

Fig. 3摇 Livability of the zebrafishes ovum in aqueous solution
of carbon dots
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图 4摇 斑马鱼受精卵在各浓度荧光碳点溶液中的孵化率

Fig. 4 摇 Dependence of the hatchability of the zebrafishes
ovum on the concentration of carbon dots
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的孵化率也未受到影响。 基于以上实验结果可以

得出结论:碳点具有良好的生物相容性,对斑马鱼

的受精卵没有明显的致死、致畸等不良作用,也不

影响其孵化率。
在接下来的实验中,我们研究了碳点浓度对斑

马鱼的自主运动和心率的影响。 图 5 是斑马鱼在不

同浓度的碳点溶液中的自主运动情况。 实验表明,
荧光碳点对斑马鱼自主运动的频率影响不大。 在

0 ~400 滋g / mL 的浓度范围内,自主运动基本不受碳

点浓度的影响。 图 6 是不同浓度的碳点溶液对斑马

鱼心率的影响。 从图中可以看出,荧光碳点对斑马

鱼心率影响不大,在正常范围内波动。
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图 5摇 斑马鱼在各浓度荧光碳点溶液中的自主运动情况

Fig. 5 摇 Dependence of the exercise frequency of the ze鄄
brafishes on the concentration of carbon dots
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图 6摇 斑马鱼在各浓度荧光碳点溶液中的心率情况

Fig. 6摇 Dependence of the heart rate of the zebrafishes on the

concentration of carbon dots

图 7 是斑马鱼在不同浓度的碳点溶液中发生

的畸形率。 从图中可以看出,不同浓度的碳点溶

液对斑马鱼实验组的畸形率影响不大,100 滋g /
mL 浓度的碳点溶液产生的畸形率最高,但也没

有超过 12% ,说明荧光碳点的致畸率较低。 从图

1、3、4 可知,碳点能够进入到受精卵内,但并不影

响受精卵的存活率和孵化率,对斑马鱼胚胎发育

这个阶段影响较小。 而从图 2、5、6、7 可知,碳点

可以进入到斑马鱼体内,但并不能通过渗透进入

到斑马鱼的血液循环系统,因而需要进一步研究

碳点进入血液循环系统后,对斑马鱼生理活动的

影响。 目前,把碳点注射到斑马鱼的血管中的实

验正在进行当中。 从图 7 可知,碳点也能引起少

量的畸形。 通过显微镜观察了不同碳点溶液中畸

形的特征,如图 8 所示。 在浓度为 50 滋g / mL 的

碳点溶液中,斑马鱼出现了心窦水肿和脊椎弯曲

两种畸变现象;而在 100,200,400 滋g / mL 的碳点

溶液中,斑马鱼出现的畸形均为脊椎弯曲。 在现

阶段,我们对碳点导致畸形的原因还不清楚。
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图 7摇 斑马鱼在各浓度荧光碳点溶液中的畸形率

Fig. 7摇 Dependence of the deformity of the zebrafishes on the
concentration of the carbon dot

0 滋g/mL 50 滋g/mL 100 滋g/mL

400 滋g/mL200 滋g/mL

图 8摇 畸形斑马鱼与正常鱼的对照。 碳点会引起心窦水

肿和脊柱弯曲等畸形。
Fig. 8 摇 Some kinds of deformity can be induced to the ze鄄

brafishes by the carbon dots

4摇 结摇 摇 论

系统研究了不同浓度的碳点溶液对斑马鱼受

精卵和幼鱼的影响。 荧光碳点在受精卵和斑马鱼

中仍然能够发光,并且比较稳定。 碳点对生物系

统没有毒性,对生物各项生理指标影响较小,在体

内代谢快,不会长期积累。 由于荧光碳点具有低

毒性及制造成本低的优点,所以其代替目前所使

用的用于生物研究的标记物有很大的可行性。
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