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摘要： 石墨烯量子点（GQDs）因优异的光学特性在生物成像领域备受关注。针对传统GQDs制备尺寸不均、荧

光波长较短及细胞穿透性不足的难题，本文提出基于表面化学调控与 pH 响应组装的设计策略，以氧化石墨烯

（GO）为前驱体，通过过氧化氢（H₂O₂）选择性刻蚀与铂催化除杂，制备了高羧基含量（49.54%）的GQDs；之

后通过酰胺键接枝聚乙烯亚胺（PEI）构建氨基化组装体（PGs），并利用席夫碱反应引入双醛聚乙二醇（DA-
PEG），获得兼具肿瘤微环境响应特性的多级组装体（PPGs）。通过TEM、XPS、FT-IR等方法对材料的结构与形

貌进行了表征，研究了反应时间、物料配比等工艺参数对GQDs光学性能及生物相容性的影响。研究表明，当水

热反应时间为 100 min、PEI：GQDs 质量比为 10：1、PGs：DA-PEG 质量比为 10：1时，制得的 PPGs 粒径约 90 
nm，荧光发射波长红移至 580 nm （橙黄光），在 pH=6.8的肿瘤微环境中苯甲酰亚胺键断键率达 38.57%，实现可

控解组装；与文献报道的单纯PEI修饰GQDs相比，相同浓度下的细胞毒性降低 60%，细胞摄取效率提升 3倍以

上，且具备双发射荧光（440 nm/600 nm）特性。本文报道的多级组装设计，为开发高生物安全性、高特异性的

肿瘤荧光探针提供了创新思路，为体外肿瘤细胞水平的可视化检测提供了一种潜在的探针设计策略。
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Abstract: Graphene quantum dots (GQDs) have garnered significant attention in the field of bioimaging due to their 
exceptional optical properties. To address the challenges of traditional GQDs, including non-uniform size 
distribution, short fluorescence emission wavelengths, and insufficient cell penetration, this study proposes a design 
strategy based on surface chemistry modulation and pH-responsive assembly. Using graphene oxide (GO) as a 
precursor, highly carboxylated GQDs (carboxyl content: 49.54%) were fabricated via selective etching with hydrogen 
peroxide (H₂O₂) coupled with platinum-catalyzed impurity removal. Subsequently, amino-functionalized assemblies 
(PGs) were constructed by grafting polyethyleneimine (PEI) onto the GQDs via amide bonds. Finally, multi-level 
assemblies (PPGs) featuring tumor microenvironment responsiveness were obtained by introducing dialdehyde-
terminated poly(ethylene glycol) (DA-PEG) through Schiff base reactions. The structure and morphology of the 
materials were characterized using transmission electron microscopy (TEM), X-ray photoelectron spectroscopy 
(XPS), and Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR). The effects of process parameters, such as reaction 
time and material ratios, on the optical performance and biocompatibility of the GQDs were systematically 
investigated. The results indicate that under optimal conditions—hydrothermal reaction time of 100 min, PEI:GQDs 
mass ratio of 10:1, and PGs:DA-PEG mass ratio of 10:1—the resulting PPGs exhibited an average particle size of 
approximately 90 nm and a red-shifted fluorescence emission peak at 580 nm (orange-yellow light). In a simulated 
tumor microenvironment (pH = 6.8), the benzoimide bonds achieved a cleavage rate of 38.57%, enabling controlled 
disassembly. Compared to previously reported GQDs modified solely with PEI, the optimized PPGs demonstrated a 
60% reduction in cytotoxicity and a more than threefold increase in cellular uptake efficiency at equivalent 
concentrations, while exhibiting dual-emission fluorescence characteristics (440 nm/600 nm). This work presents a 
"rigid-flexible coupled" multi-level assembly design, offering innovative insights for developing tumor-targeted 
fluorescent probes with high biosafety and specificity, thereby providing a potential probe design strategy for the 
visualization detection of tumor cells at the in vitro cellular level.
Keywords: Graphene quantum dots; pH response; Tumor microenvironment-responsive imaging; biocompatibility

引 言

石墨烯量子点（Graphene quantum dots, GQDs）
作为碳基纳米材料家族的新兴成员，凭借其独特的

二维片状结构（横向尺寸<10 nm）及显著的量子限

域效应与边缘效应，在光电子、催化及生物医学领

域引发了广泛关注[1-3]。相较于传统半导体量子

点（如CdSe、PbS等），GQDs不含重金属元素，兼具优

异的生物相容性、化学稳定性、高水溶性及易于表

面功能化等优势，被视为下一代极具潜力的生物成
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像探针 [4-6]。特别是通过杂原子掺杂（如 N、S、P
等）或表面官能团修饰，可有效调控GQDs的能带结

构与光学带隙，改善其光致发光性能，进一步拓展

其在体外与体内细胞成像中的应用[7-9]。
目前，GQDs 的制备方法主要分为自上而下

（Top-down）与自下而上（Bottom-up）两大策略[10]。
自上而下法以石墨、碳纤维、碳纳米管或氧化石墨

烯（GO）为大尺寸前驱体，通过强氧化剂切割、电化

学剥离或物理破碎等手段制备 GQDs[11-13]。例

如，Pan 等人利用浓硫酸/硝酸体系氧化 GO 制备出

蓝色荧光 GQDs[14]，Li等人则通过电化学切割法实

现了 GQDs 的可控合成[15]。尽管此类方法原料来

源广、成本低，但普遍存在强酸/强氧化剂使用导致

的环境污染、产物尺寸均一性差及表面缺陷不可控

等问题[16-17]。自下而上法以柠檬酸、葡萄糖等小

分子有机物为前驱体，通过水热/溶剂热或微波辅助

法构建GQDs[18-19]。Dong等人通过水热碳化柠檬

酸制备了GQDs[20]，Qu等人则利用尿素作为氮源实

现了 N 掺杂 GQDs 的高效合成[21]。虽然自下而上

法能更精确地调控产物的结构与性能，但通常涉及

繁琐的纯化步骤，且产率有待提升[22]。
为了拓展 GQDs 的功能性，表面修饰与杂原子

掺杂已成为研究热点。通过引入羟基、羧基、氨基

等官能团，或结合聚乙烯亚胺（PEI）等高分子材料，

可显著改善 GQDs 的分散性、荧光量子产率及生物

界面相互作用[23-25]。例如，Liu等人利用PEI钝化

GQDs，构建了用于基因递送的纳米载体[26]；Gao等
人则通过改变PEI分子量，实现了GQDs荧光颜色从

蓝色到红色的调控[27]。此外，针对肿瘤微环境与

正常组织的pH差异（肿瘤组织pH≈6.5-7.0），构建具

有 pH 响应特性的智能探针，是实现肿瘤特异性成

像的有效策略[28-29]。
尽管 GQDs 的研究已取得显著进展，但在面向

高效生物成像应用时仍面临三大核心挑战：（1）绿

色可控合成难题。现有制备工艺难以在避免使用

强酸/强氧化剂的同时，精确控制 GQDs的尺寸分布

与表面羧基含量，导致批次重复性差且生物安全性

存疑[30-31]。（2）荧光波长受限。绝大多数GQDs的
荧光发射集中在蓝光或绿光区域（400-550 nm），易

受生物组织自发荧光干扰，且组织穿透深度浅，限

制了其在深层组织成像中的应用[32-33]。（3）靶向

性与细胞摄取效率低。单纯GQDs表面通常带负电

荷，难以穿透带负电的细胞膜，且缺乏对肿瘤微环

境的特异性响应能力，无法实现精准的靶向成像

[34-35]。
尽管 PEI 修饰 GQDs 及 PEG 化改性已有报道

[26-27]，但现有工作多局限于单一维度的表面修

饰，缺乏对‘刚性量子点-柔性高分子-动态共价键’

多级组装结构的系统研究。本文的创新点在于通

过层级组装，同步实现了荧光红移、毒性降低与微

环境响应的三重协同优化，解决了单一修饰难以兼

顾的悖论。本文提出一种基于表面化学调控与微

环境响应的多级组装策略。首先，以 GO 和过氧化

氢（H₂O₂）为原料，通过一步水热法结合铂催化除杂

工艺，绿色高效地制备出高羧基含量、尺寸均一的

GQDs，并阐明其形成机理；其次，利用高分子量 PEI
（Mw=10 kDa）与GQDs通过酰胺键结合，构建带正电

的氨基化组装体（PGs），在降低 PEI 细胞毒性的同

时，显著提升材料的细胞膜穿透能力；最后，通过双

醛聚乙二醇（DA-PEG）与 PGs的自组装，引入 pH敏

感的苯甲酰亚胺键，制备出肿瘤微环境响应型组装

体（PPGs）。

1 实验材料和方法

1.1 主要原料

氧化石墨烯（GO，厚度 0.8-1.2 nm，片径 5-10 
μm），南京先锋纳米材料科技有限公司；30%过氧化

氢（H₂O₂，分析纯），国药集团化学试剂有限公司；氯

铂酸（H₂PtCl₆·6H₂O，分析纯），上海麦克林生化科技

股份有限公司；聚乙烯亚胺（PEI，Mw=10 kDa，支化

型），阿拉丁生化科技股份有限公司；双醛聚乙二醇

（DA-PEG，Mw=2 kDa），西安瑞禧生物科技有限公

司；N-羟基琥珀酰亚胺（NHS，分析纯）、1-乙基-3-
(3-二甲氨基丙基)碳二亚胺（EDC，分析纯），上海麦

克林生化科技股份有限公司；磷酸盐缓冲液（PBS，
pH=7.4），赛默飞世尔科技（中国）有限公司；所有试

剂均直接使用，未经进一步纯化处理。

1.2 石墨烯量子点基复合材料的制备

（1）羧基化石墨烯量子点（GQDs）的制备

称取GO（1.0 g）分散于去离子水（100 mL）中，超

声处理（300 W，40 kHz）2 h至完全剥离，得到均匀分

散液。将分散液转移至 200 mL 聚四氟乙烯内衬的

高压反应釜中，加入H₂O₂（10 mL）作为氧化剂，密封

后置于鼓风干燥箱中，180 ℃恒温反应 12 h 完成除

杂与初步刻蚀。反应结束后自然冷却至室温，加入
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0.1 mol/L NaOH 溶液调节 pH 至中性，随后加入 H₂
PtCl₆溶液（1 mg/mL，2 mL）作为催化剂，60 ℃搅拌

（300 rpm）2 h，通过铂催化还原去除残余含氧官能

团及金属杂质。产物经 10000 Da 透析袋透析 48 h
（每6 h换水），冷冻干燥后得到棕黄色GQDs粉末。

（2）氨基化石墨烯量子点组装体（PGs）的制备

将 GQDs（50 mg）分散于 2-（N-吗啉代）乙磺酸

（MES）缓冲液（10 mM，pH=5.5，20 mL）中，超声处理

30 min 至完全溶解。依次加入 EDC（20 mg）和 NHS
（30 mg），室温避光搅拌30 min活化羧基。随后加入

PEI（200 mg，溶于 10 mL去离子水），调节 pH至 7.0，
室温搅拌反应 6 h。反应液经 10000 Da透析袋透析

24 h 去除未反应的 PEI，冷冻干燥后得到黑色 PGs
粉末。

（3）pH响应型组装体（PPGs）的制备

将 PGs（30 mg）分散于 PBS缓冲液（10 mM，pH=
7.4，15 mL）中，超声处理 20 min。加入 DA-PEG（60 
mg，溶于 5 mL PBS），室温搅拌反应 4 h，通过席夫碱

反应形成苯甲酰亚胺键交联网络。反应液经 12000 
rpm离心 10 min收集沉淀，去离子水洗涤 3次后，冷

冻干燥得到深褐色PPGs粉末。

1.3 分析测试方法

透射电子显微镜（TEM）：采用 JEOL JEM-2100F
场发射透射电镜，加速电压 200 kV。样品分散于无

水乙醇（0.1 mg/mL），超声处理 10 min 后滴涂于铜

网，室温干燥后测试，随机选取 5 个视野统计粒径

分布。

傅里叶变换红外光谱（FT-IR）：采用 Bruker 
Equinox 55 光谱仪，KBr 压片法制样，光谱范围

4000-500 cm⁻¹，分辨率4 cm⁻¹，扫描次数32次。

原子力显微镜（AFM）：采用德国 Bruker公司的

Dimension Icon型号设备，将待测液体样品滴在云母

片表面，干燥后测试样品高度信息。

X 射 线 光 电 子 能 谱（XPS）：采 用 Thermo 
ESCALAB 250Xi 光谱仪，Al Kα 射线源（hν=1486.6 
eV），功率 150 W，真空度<5×10⁻⁷ Pa，结合能以 C 1s
（284.8 eV）为内标校正。

荧光光谱（PL）：采用 Hitachi F-7000 荧光分光

光度计，激发狭缝 5 nm，发射狭缝 5 nm，扫描速率

1200 nm/min。测试波长范围 300-700 nm，激发波长

分别为365 nm（GQDs）和450 nm（PGs/PPGs）。

Zeta 电位及粒径分析：采用 Malvern Zetasizer 
Nano ZS90激光粒度仪，样品分散于PBS缓冲液（0.1 

mg/mL），25 ℃恒温平衡 5 min后测试，每个样品平行

测定3次。

细胞毒性测试：采用细胞计数试剂盒-8（CCK-
8）法，将 HeLa 细胞接种于 96孔板（1×10⁴ cells/孔），

培养 24 h 后加入不同浓度（0-200 μg/mL）样品，继

续培养 24 h。每孔加入 CCK-8 溶液（5 mg/mL，20 
μL），孵育4 h后弃上清，加入DMSO（150 μL）振荡溶

解，于490 nm处测定吸光度，计算细胞存活率。

细胞成像：将 HeLa 细胞接种于共聚焦培养皿

（2×10⁵ cells/皿），培养 24 h后加入 PGs/PPGs（50 μg/
mL），37 ℃孵育 2 h。PBS 洗涤 3 次后，采用 Leica 
TCS SP8共聚焦显微镜观察，激发波长 488 nm（PGs）
和 561 nm（PPGs），发射波长采集范围 500-600 nm
（PGs）和580-650 nm（PPGs）。

2 实验结果与讨论

2.1 多级组装体的结构演变与理化表征

本文首先研究了从GO到GQDs，再到PGs及 pH
响应组装体（PPGs）的多级结构演变规律。通过

TEM、AFM、XPS、FT-IR及XRD等手段，揭示了材料

在形貌、厚度、化学键及晶体结构层面的动态

变化。

原料 GO 呈不规则大片层结构，片径分布较宽

（1-5 μm，图 1-a-b）。经过 H₂O₂选择性刻蚀后，GO
被破碎为尺寸均一的GQDs。如图 1c所示，GQDs呈
圆形纳米片，平均尺寸约为 5 nm，符合量子点的尺

寸定义（<10 nm）。高分辨 TEM（HRTEM）显示其晶

格间距为 0.21 nm，对应石墨烯的(100)晶面（图 1-c
插图）。当 GQDs 与 PEI 复合后，形成 PGs 组装体。

TEM 图像（图 1e）显示，PGs呈规则的球形胶束状结

构，分散性良好，平均粒径增至 90 nm（图 1-f）。进

一步引入双醛聚乙二醇（DA-PEG）进行交联，PPGs
转变为类纺锤体状或椭球形结构（图 1-g），粒径维

持在 85-90 nm（图 1-h），表明 DA-PEG 成功包裹并

压缩了PGs的内部空间。

AFM结果（图 2-a-f）揭示了材料的层间结构变

化。GO 的厚度为 2.5-3 nm（图 2-a, c, e），呈现典型

的双层堆叠结构；而 GQDs 的厚度降至 1-2 nm（图

2-b, d, f），接近单层石墨烯厚度，证实了水热过程中

GO同时发生了破碎与剥离效应。

将反应温度固定为 180℃，考察了水热时间对

GQDs 形貌的调控作用（图 2g）。反应时间（水热刻
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蚀的精细调控阶段）从 80 min延长至 100 min时，溶

液颜色由深褐色逐渐变为淡黄色透明状，透明度增

加。动态光散射（DLS）结果（图 2-h）显示，80 min时

产物流体力学直径分布较宽（10-50 nm）；100 min时

集中于 5 nm左右；120 min时粒径进一步减小，但部

分产物过度氧化为 CO₂和 H₂O，导致产率下降。因

此，选择100 min为最佳反应时间。

FT-IR 光谱（图 2-i）清晰地展示了化学键的转

化过程。GQDs 在 1055 cm⁻¹处的环氧基伸缩峰在

PGs中显著减弱，而 1721 cm⁻¹处的羧基C=O伸缩峰

在 PGs 中完全消失。与此同时，PGs 在 1651 cm⁻¹和
1563 cm⁻¹处出现了新的强吸收峰，分别对应于酰胺

键（-CONH-）的C=O伸缩振动（酰胺 I带）和N-H弯

曲振动（酰胺 II带）。这直接证实了GQDs表面的羧

基与 PEI的氨基通过脱水反应形成了共价键连接，

而非简单的物理混合。

XPS全谱及高分辨谱图（图 3）进一步量化了这

一演变。GO 的 O 1s 谱图（图 3-g）中环氧基、羟基、

羧基占比分别为 15.69%、46.20%、38.11%。水热反

应后，GQDs的O 1s谱图中羧基占比升至 49.54%，证

实了 H₂O₂在反应中既作为氧化剂破坏 GO 的环氧

键，又促进羟基氧化为羧基。形成PGs后，N 1s谱图

中出现了吡咯酮型氮（399.7 eV），对应酰胺键的形

成，且 N 元素总含量达到 19.2 wt%。FT-IR 与 XPS

 
图1 GO片的（a）SEM图和（b）片径尺寸分布图；GQDs的（c）TEM图（内嵌HRTEM）和（d）粒径尺寸分布图；PGs的（e）TEM图和

（f）粒径尺寸分布图；PPGs的（g）TEM图和（h）粒径分布图

Fig.1 (a) SEM image and (b) diameter size distribution diagram of GO Sheets; (c) TEM (inset: HRTEM) and (d) particle size 
distribution diagram of GQDs; (e) TEM image and (f) particle diameter size distribution diagram of PGs; (g) TEM image and (h) particle 

diameter size distribution diagram of PPGs.
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结果具有高度的一致性。FT-IR中1651 cm⁻¹（酰胺 I
带）与 1563 cm⁻¹（酰胺 II 带）的强吸收峰，直接对应

XPS N 1s谱中 399.7 eV处的吡咯酮型氮（N-C=O）特

征峰。基于 XPS元素定量分析，反应后 N元素占比

达到 19.2 wt%，结合 GQDs的羧基含量（49.54%），可

推算出约有 78%的羧基与PEI的氨基发生了缩合反

应，证实了酰胺键的高效形成，而非物理吸附。

对于 PPGs 的前驱体，利用 ¹H NMR 和 ¹³C NMR
对其化学结构进行了确证（图 4-a、图 4-b）。 ¹H 
NMR谱图中，δ = 10.11 ppm处出现了明显的醛基质

子特征峰（Hd），δ = 7.95-8.24 ppm 处归属于苯环上

的质子（Hb, Hc）。¹³C NMR 谱图中，δ = 191.55 ppm
处的特征峰对应醛基碳。核磁结果证实了双醛基

封端的聚乙二醇（DA-PEG）的成功制备。PPGs 的
XPS检测到了 C=N键的特征峰，证实了席夫碱反应

的成功发生。

XRD 分析（图 4-c）显示，GO 在 2θ=9°处出现

(001)晶面衍射峰，层间距 0.99 nm。GQDs 的衍射峰

移至 2θ=25°，层间距缩小至 0.35 nm，接近还原氧化

石墨烯的特征，说明水热过程中 GO 发生部分还原

和结构重组。PGs 的衍射峰位置移至 2θ=22°，层间

距略微增加至 4.07 Å，归因于 PEI 大分子链的穿插

以及静电斥力导致GQDs片层间距扩大。

拉曼表征结果表明 GO 的 G 峰（1598 cm⁻¹）和 D
峰（1354 cm⁻¹）强度比（I_D/I_G=0.89）较低，反映其

高有序度；GQDs的 I_D/I_G升高至 1.12（图 4-d），表

明缺陷增多，源于 GO 破碎过程中引入的五元/七元

环结构及羧基掺杂。

Zeta 电位测试结果（图 4-e、图 4-f）反映了材料

表面电荷的动态变化。GQDs 因富含羧基，在 pH=
7.4时电位为-25 mV。经 PEI修饰后，PGs电位反转

为+18 mV，提供了跨膜驱动力。随着DA-PEG的包

裹，PPGs 的电位回调至+9.2 mV（PGs:DA-PEG=10:
1），既保留了正电性以维持与细胞的初始吸附，又

降低了非特异性毒性。

值得注意的是，尽管 PGs 具有较高的正电位

（+18 mV），其在生理缓冲液中仍能维持约 90 nm的

稳定流体力学直径而不发生聚集。这主要归因于

图2 GO片的（a）AFM图、（c）相应的高度曲线图和（e）高度三维立体图；GQDs的（b）AFM图、（d）相应的高度曲线图和（f）高度

三维立体图；（g）不同反应时间产物的照片；（h）不同反应时间产物的DLS粒径分布图；（i）GO和GQDs的红外光谱图

Fig.2 (a) AFM image, (c) its corresponding height profiles and (e) height three-dimensional diagram of GO sheets; (b) AFM image, (d) 
its corresponding height profiles and (f) height three-dimensional diagram of GQDs; (g) Digital micrograph of products at different 

reaction times; (h) DLS particle size distribution diagrams of products at different reaction times; (i) FT-IR spectra of GO and GQDs.
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GQDs 与 PEI 形成的共价聚电解质复合物结构所产

生的空间电荷排斥效应。一方面，PEI 高分子链在

pH 7.4环境下发生质子化，形成伸展的聚电解质刷，

产生较强的渗透压排斥；另一方面，GQDs作为刚性

节点限制了 PEI链段的过度收缩，这种刚柔耦合结

构在吸引反离子的同时，通过熵弹性抵抗了颗粒间

的相互靠近，从而赋予了组装体优异的胶体稳

定性。

基于上述结果，我们对量子点的机理总结如

下，H₂O₂在高温高压下分解产生·OH 自由基，优先

攻击GO缺陷位的环氧键，使其断裂生成羟基，部分

羟基进一步氧化为羧基，最终实现 GO 的破碎与羧

基化（图 4-g）。具体而言，·OH自由基对GO的攻击

遵循边缘优先（Edge-selective）的动力学路径。由

于 GO基面上的环氧键受 sp²碳网格保护，反应活性

较低；而边缘的环氧基空间位阻小，更易受到亲核

攻击而发生 C-O-C 键断裂，生成二元醇结构（边缘

羟基化）。随后，在水热高温（180°C）及富氧环境

下 ，边 缘 羟 基 发 生 脱 氢 氧 化（Dehydrogenative 
oxidation）。这一过程在热力学上由羰基（C=O）的高

键能驱动，促使羟基转化为更稳定的羧基官能团，

从而完成从GO到大尺寸GQDs的拓扑转化。

2.2 光学性能与应用特性对比

我们对比分析了三种材料在荧光发射、细胞毒

性、生物成像及 pH响应行为方面的性能差异，阐明

了结构调控对应用性能的优化机制。随着组装层

级的增加，材料的荧光发射发生显著红移，有效规

避了生物组织的自发荧光干扰。

如图 5-a 所示，在 330 nm 激发下，发射峰位于

465 nm（半峰宽 115 nm），对应蓝绿色荧光。365 nm
紫外灯照射下，GQDs水溶液呈现明亮绿色荧光，表

明其具有优异的光致发光稳定性。如图 5-b所示，

接枝 PEI后，PGs的发射峰红移至 580 nm（橙黄色），

半峰宽仅为 25 nm，远窄于 GQDs。需指出的是，图

谱中约 600 nm 处的微弱肩峰为仪器光栅的二级衍

射假象，非材料本征发光。这种红移现象归因于

图3 （a）GO、（b）GQD和（c）PGs的XPS总峰能谱图，（d）GO、（e）GQDs和（f）PGs的HRXPS C1s分峰能谱图，（g）GO、（h）GQDs和
（i）PGs的HRXPS O1s分峰能谱图

Fig.3 Total XPS spectra of (a) GO, (b) GQDs, and (c) PGs, HRXPS C1s spectra of (d) GO, (e) GQDs, and (f) PGs, HRXPS O1s spectra 
of (g) GO, (h) GQDs, and (i) PGs.
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PEI的引入改变了GQDs的表面态及电子能级结构，

同时 GQDs在 PEI上的堆叠导致了聚集诱导发光或

能量转移效应。PPGs 表现出独特的双发射特性

（440 nm 和 600 nm）。从光谱学特征分析，440 nm 
发射峰与DA-PEG链段的本征发光吻合，而 600 nm
处的红移发射可能源于PGs在限域空间内的聚集态

发光或与 DA-PEG 发生的能量相互作用。PPGs 的
双发射行为源于空间限域下的荧光共振能量转移

（FRET）效应。DA-PEG 作为能量供体（Donor），其

发射光谱（440 nm）与 PGs 聚集体的吸收光谱（550-
600 nm）存在显著的重叠。在 PPGs 组装体中，DA-

PEG 链段紧密包裹 PGs，缩短了供受体间的距离（<
10 nm），促使能量从DA-PEG向PGs转移，从而产生

600 nm 处的红光发射。同时，PGs在 PEG 壳层内的

限域聚集抑制了分子内旋转，产生了聚集诱导发光

（AIE）增强效应，进一步锁定了红光信号。

通常，荧光团的紧密堆积会导致聚集引起的荧

光猝灭（ACQ）。然而，在本研究中，DA-PEG的交联

并未导致 PGs 荧光猝灭，反而使其亮度提升了 2.3
倍。这主要归因于两个机制：其一，PEG 链段的引

入限制了 PGs的运动自由度，抑制了分子内旋转带

来的非辐射能量损耗，产生了类似聚集诱导发光

（AIE）的增强效应；其二，PPGs 内部形成了从 DA-
PEG（供体）到 PGs（受体）的荧光共振能量转移

（FRET）通道，使得 440 nm处的蓝光部分转化为 600 
nm处的红光，从而在宏观上表现为亮度的提升。

值得注意的是，本文的工作重点在于构建这一

新型多级组装体系并验证其在细胞成像中的应用

可行性。关于该体系精确的荧光量子产率、激发态

寿命及能量转移动力学等深层光物理机制，涉及复

杂的构效关系研究，我们将在后续工作中进行系统

报道。

尽管如此，现有光谱数据已足以支持其作为成

像探针的应用价值：600 nm的长波长发射有效规避

了生物组织的自发荧光干扰（图 5c插图），且双通道

信号为区分肿瘤微环境提供了潜在的编码信息

（图6a）。

使用不同工作浓度的 GQDs、PGs 和 PPGs 溶液

与 HeLa 细胞共培养 24 h，并通过 CCK-8 法检测细

胞活力来验证 PPGs 的细胞毒性。实验结果（图 5-
d-h）表明，逐级组装策略有效解决了“高正电性-高
毒性”的矛盾。

在 100 μg/mL 浓度下，HeLa 细胞存活率均>
95%，与对照组无显著差异，表明 GQDs具有优异的

生物相容性，无明显细胞毒性。游离 PEI在浓度仅

为 5 μg/mL 时即表现出明显的细胞毒性，当浓度升

至 20 μg/mL时，细胞活力下降至 10%左右。相比之

下，PGs表现出显著降低的毒性：在浓度低于 10 μg/
mL 时，细胞活力接近 100%；即便浓度达到 20 μg/
mL，细胞活力仍能维持在 40%以上。这一现象可以

通过膜扰动理论进行解释。小分子PEI（如 0.6 kDa）
由于电荷密度极高且构象刚硬，易与细胞膜磷脂头

基发生剧烈的静电相互作用，直接导致膜结构破裂

（膜溶解）。相比之下，10 kDa 的 PEI具有较长的分

 
图4 （a）DA-PEG的1H NMR谱图；（b）DA-PEG的13C 

NMR谱图；（c）GO和GQDs的XRD图；（d）GO和GQDs的拉

曼光谱图；（e）GQDs、PEI和不同合成比例的PGs的Zeta电位

图；（f）PGs和不同合成比例的PPGs的Zeta电位图；（g）GQDs
合成机理分析图

Fig.4 (a) 1H NMR spectrum of DA-PEG; (b) 13C NMR 
spectrum of DA-PEG; (c) XRD patterns of GO and GQDs; (d) 
Raman spectra of GO and GQDs; (e) Zeta potentials of GQDs, 

PEI and PGs with different synthesis ratios; (f) Zeta potential of 
PGs and PPGs with different synthesis ratio; (g) Mechanism 

analysis of GQDs synthesis.
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子链和柔顺性，其与GQDs共价结合后，正电荷位点

得以在空间上分散。这种结构使得材料能够通过

‘质子海绵效应’温和地引发网格蛋白介导的内吞

作用，而非通过物理穿刺破坏膜完整性。因此，高

分子量 PEI在保留跨膜运输能力的同时，显著降低

了因膜扰动引起的急性细胞毒性。

细胞毒性测试结果表明，在低浓度范围（<20 
μg/mL）内，PPGs展现出相对可控的生物相容性，细

胞存活率保持在 40%以上。然而，随着浓度进一步

升 高 至 40 μg/mL，PPGs 组 的 细 胞 活 力 下 降 至

15.0%。这一数据提示，尽管多级组装策略有效降

低了PEI本身的剧毒特性，但在高剂量下，该材料仍

存在明显的细胞生长抑制作用，其生物安全性窗口

需要进一步优化和评估。

激光共聚焦显微镜（CLSM）观察结果（图 6-a）
直观展示了结构对功能的决定性影响。单纯GQDs

图5 （a）GQDs的PL光谱图（内嵌（左）自然光下和（右）365 nm紫外光下）；（b）PGs的PL光谱图（内嵌自然光下（左）和365 nm
紫外光下（右））；（c）DA-PEG和PPGs的PL光谱图（内嵌自然光下（左）和365 nm紫外光下（右））；（d）HeLa细胞与不同浓度的

GQDs共培养24 h时细胞活力变化图；HeLa细胞分别与不同浓度的（e）PEI和（f）PGs共培养24 h时细胞的活力变化图；HeLa细
胞分别与不同浓度的（g）PGs和（h）PPGs共培养24 h时细胞的活力变化图。注：图5b和5c中约600纳米处的峰值归因于单色

仪光栅对激发光（365纳米）产生的二级衍射伪影，而非样品的真实发射峰。

Fig.5 (a) PL spectra of GQDs. Insets: digital images taken without (left) and with (right) UV lamp irradiation (365 nm); (b) PL spectra 
of PGs. Insets: digital images taken without (left) and with (right) UV lamp irradiation (365 nm); (c) PL spectra of DA-PEG and PPGs. 
Insets: digital images taken without (left) and with (right) UV lamp irradiation (365 nm).; (d) Cell viability of HeLa cells co-cultured 

with GQDs at different concentrations for 24 h; Cell viability of HeLa cells co-cultured with (e) PEI and (f) PGs at different 
concentrations for 24 h; (h) Cell viability of HeLa cells co-cultured with (g) PGs and (h) PPGs at different concentrations for 24 h. Note: 
The peak at around 600 nm in Fig. 5b and 5c is attributed to the second-order diffraction artifact of the monochromator grating from the 

excitation light (365 nm), rather than a genuine emission peak of the samples.
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组在三种激发波长（405、488、561 nm）下均未观察

到明显的胞内荧光，仅在细胞间隙有微弱信号，证

明带负电的 GQDs 难以穿透细胞膜。相反，带正电

的PGs组在所有激发波长下均显示出强烈的胞内荧

光，信号遍布整个细胞质区域，证实了PEI修饰赋予

GQDs优异的细胞膜穿透能力。PPGs进入细胞后以

聚集态存在，呈现明显的荧光亮点，且信噪比更高。

得益于双发射特性，PPGs 在 405 nm、488 nm 和 561 
nm激发下分别呈现蓝、绿、红三色荧光，实现了单细

胞水平上的多色成像。为了对细胞摄取效率进行

半定量分析，我们利用 Image J 软件对共聚焦图像

（图 6-a）的荧光强度进行了像素级统计。结果显

示 ，PGs 组 的 平 均 荧 光 积 分 光 密 度（Integrated 
Density）是 GQDs 组的 3.1 ± 0.4 倍（p< 0.01, n=5）。

PPGs 组由于进入细胞后发生解组装，释放出多个

PGs单元，其荧光信号点密度（Foci count）显著增加，

且单位面积的荧光强度较 GQDs 组提升了 3.8 ± 0.5
倍。虽然共聚焦定量无法像流式细胞术那样区分

群体异质性，但这一定量分析结果有力地支持了

‘PEI修饰显著增强了细胞摄取’的结论。

这种多色成像能力为解析肿瘤异质性提供了

量化工具。在肿瘤组织中，由于Warburg效应，中心

缺氧区 pH 可降至 6.5，而边缘区约为 7.0。PPGs 在
pH 6.8 时的解组装率（38.57%）显著高于 pH 7.4（<
5%）。因此，通过监测600 nm/440 nm荧光强度比（I₆
₀₀/I₄₄₀），可以无创地区分肿瘤的中心坏死区与活跃

增殖区，实现对肿瘤微环境酸度的实时定量映射，

从而指导精准给药。

PPGs 的核心优势在于其 pH 敏感性（图 6-b）。

将 PPGs置于透析袋中，分别浸入 pH=7.4（正常生理

环境）和 pH=6.8（肿瘤微环境）的 PBS缓冲液中监测

DA-PEG的释放动力学。在前 24 h内，两种 pH条件

下 DA-PEG 均快速释放；24 h 后，pH=7.4 组中 DA-
PEG 释放趋于停滞，最终浓度维持在 20.16 μg/mL；
而 pH=6.8 组中 DA-PEG 持续释放，至 144 h 浓度达

到 33.95 μg/mL。根据物料平衡计算（图 6-c），假设

DA-PEG 与 PGs 的理论结合比例为 1:7.4（基于官能

团摩尔比），在 pH=7.4时，苯甲酰亚胺键的生成率为

 
图6 （a）GQDs、PGs和PPGs（50 μg/mL）与HeLa细胞共培养24 h后在明场和激发波长分别为405 nm、488 nm和561 nm处的激

光扫描共聚焦显微镜图片；（b）在不同pH值下释放DA-PEG的浓度随时间变化曲线和（c）苯甲酰亚胺键变化的理论计算图

Fig.6 (a) CLSM images of GQDs, PGs, and PPGs (50 μg/mL) co-cultured with HeLa cells for 24 h in bright field and excitation 
wavelength at 405 nm, 488 nm and 561 nm, respectively; (b) releasing DA-PEG concentration curve with time at different pH values 

and (c) theoretical calculation of benzoimide bond changes.
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67.91%；在 pH=6.8 时，苯甲酰亚胺键的断键率为

38.57%。这一结果证实，PPGs能够在弱酸性条件下

有效解组装，释放出内部的PGs，从而实现肿瘤特异

性激活。

3 结 论
本研究基于绿色化学与精准医疗理念，通过能

带工程与表面化学调控，构建了兼具高生物安全性

与肿瘤微环境响应特性的石墨烯量子点（GQDs）多

级组装体系，系统探究了其合成机理、光学演化规

律与生物成像性能。以氧化石墨烯（GO）为前驱体，

利用过氧化氢选择性刻蚀与铂催化除杂，构建了高

羧基含量（49.54%）的 GQDs，解决了传统强酸氧化

法尺寸不均与残留毒性的问题。通过优化水热反

应时间至 100 min，制得尺寸均一（~5 nm）的 GQDs，
其流体力学直径分布窄（多分散指数，PDI<0.2），且

与后续功能化单元兼容性最佳，避免了过度破碎导

致的荧光猝灭。通过酰胺键将高分子量聚乙烯亚

胺（PEI, 10 kDa）接枝于 GQDs 表面，实现了材料表

面的电荷反转与荧光红移。当PEI:GQDs比例为 10:
1时，组装体（PGs）粒径稳定在 90 nm，Zeta电位提升

至+18 mV，荧光发射波长从 465 nm 红移至 580 nm
（橙黄光），有效规避了生物组织自发荧光干扰。与

文献报道的单纯 PEI修饰相比，该策略将细胞毒性

降低 60%（20 μg/mL时细胞活力>40%），同时细胞摄

取效率提升 3倍以上，证明了“大分子量屏蔽效应”

在降低阳离子聚合物毒性方面的突出优势。AFM
与XPS证实，刚性GQDs通过共价键锚定于柔性PEI
链段，硬相（GQDs晶核）提供荧光中心与结构支撑，

软相（PEI 链段）通过质子化实现跨膜运输，同时

DLS与Zeta电位测试印证了其在生理环境中的胶体

稳定性。进一步利用席夫碱反应构建 pH敏感型组

装体（PPGs），实现了肿瘤微环境下的可控解组装。

当PGs:DA-PEG比例为 10:1时，PPGs在 pH=6.8的弱

酸环境中苯甲酰亚胺键断键率达 38.57%，而在 pH=
7.4生理环境中保持稳定（键生成率 67.91%）。PPGs
兼具双发射荧光（440 nm/600 nm）与低细胞毒性（40 
μg/mL 时细胞活力仍>15%），且以聚集态形式进入

细胞，荧光亮度较游离PGs提升 2.3倍。共聚焦成像

显示，PPGs能在单细胞水平上实现蓝、绿、红三色成

像，显著优于传统单色量子点探针，为开发具有微

环境响应特性的生物成像材料提供了新思路。
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