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科学家制备新型氮掺杂纳米石墨烯实现超分辨率荧光成像。
日前，日本冲绳科学技术大学院大学成田明光教授，德国马普高分子研究所Klaus
Müllen教授课题组和刘晓敏博士团队报导了一种新型氮原子掺杂的纳米石墨烯 N-二苯并[hi,st] 
戊烯分子，其作为一种出色的pH和金属离子荧光探针，为生物、环境和材料研究中的纳米级超
分辨率荧光成像开辟了道路。相关研究成果以A Highly Luminescent Nitrogen-Doped Nanographene
as an Acid- and Metal-Sensitive Fluorophore for Optical Imaging为题，于2021年7月5日发表在J. Am.
Chem. Soc上。

pH和/或金属离子响应的荧光探针适用于包括生物研究和环境监测在内的诸多应用。近年来，光
学超分辨率纳米级成像和检测技术的发展超越了传统光学显微镜的衍射极限，进一步提升了荧光
探针的应用潜力。然而，目前仅有极少数荧光探针可以基于超分辨率成像对pH和/或金属离子进
行探测。与此同时现有的该类荧光探针受到低荧光稳定性和窄pH响应范围的限制，使得开发适
用于超分辨率成像探测宽范围pH的稳定荧光探针材料变得十分必要。

在最新的这项研究中，我们结合了1）氮原子对pH和/或金属离子的响应特性和2）该团队之前报
道的纳米石墨烯（DBOV）的高光学稳定性及其优越的超分辨率光学特性，从结构设计上将氮原
子引入到DBOV的锯齿形边缘，从而制备出了满足相关需求的新型氮掺杂纳米石墨烯6,14-二氮杂
二苯并[hi,st] 戊烯 (N-DBOV)。
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图1：a) 氮掺杂纳米石墨烯N-DBOV 和 b) 纳米石墨烯DBOV
的化学结构，六元环内的数字表示核独立化学位移值；c) 氮掺杂纳米石墨烯N-
DBOV、纳米石墨烯DBOV和 常用有机荧光染料Alexa 647的随时间变化的荧光光漂白特性。

首先，为了检查氮掺杂对纳米石墨烯DBOV芳香性的影响，通过 GIAO-B3LYP/6-31G (d)
理论模拟对氮掺杂纳米石墨烯 N-DBOV和纳米石墨烯 DBOV 进行了核独立化学位移计算（图 1a
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和 1b）。N-DBOV和 DBOV的结果相似，表明环 A、D 和 F 具有很强的芳香性。N-DBOV 和
DBOV 的感应电流密度图的各向异性十分相似。因此，在锯齿形边缘引入氮原子不会显著影响
DBOV 的芳香性。与之前该团队报道的纳米石墨烯分子DBOV一样，氮掺杂纳米石墨烯 N-DOBV
同样具有优异的光学特性。与目前最常用的容易因为光漂白现象导致荧光淬灭的有机荧光染料相
比，氮掺杂纳米石墨烯N-DOBV具有极强的荧光稳定特性。例如，在相同的连续激光激发条件下
，在空气氛围下，N-DBOV 在长达450秒的照射时间下仍然可以保持初始 74%
的荧光强度，而其对照组常用的有机荧光染料Alexa 647在短短45
秒内由于光漂白导致了明显的荧光淬灭（图 1c）。N-
DBOV展示出的的这种高荧光稳定性特别有利于长时间的三维荧光成像应用。
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图2：基于氮掺杂纳米石墨烯N-DBOV 的玻璃基板中网格结构的三维明场和共聚焦显微镜图像。
a) 明场三维图像和 b) 共焦荧光三维图像；c)同一平面的明场图像和 d) 共聚焦荧光图像。

如图 2所示，在将 N-DBOV 作为荧光探针滴涂在玻璃基底上后，对宽度和深度各为 5 �m
的玻璃基板中的网格结构进行成像。样品首先通过传统的明场显微镜成像，然后在每个 z
位置使用共聚焦显微镜成像来获取 XY 平面上的一系列二维图像。最后，将获得的一系列二维图
像重建为三维图像。利用氮掺杂纳米石墨烯可以对深度高达 17 �m
的玻璃基板微结构和纳米结构进行成像。该探测很难用其他技术例如明场显微镜（图 2a 和 2c
）实现。N-DBOV
在整个成像过程中的荧光强度非常稳定，未观察到光漂白现象，表现出优异的光稳定性。

图3：在室温下连续添加三氟乙酸（改变溶液pH值）后，a) N-DBOV 和 b) DBOV
在二氯甲烷溶液（2 × 10-5 M）中荧光光谱的变化；c) N-DBOV 和 d) DBOV 在不同 pH
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值的水溶液中的单分子荧光特性。

此外，光谱表征证明了 N-DBOV的
pH敏感特性，其荧光强度随着溶液的pH值的降低而减弱，直至淬灭（图 3a
）。我们在单分子水平上进一步分析了 N-DBOV 的pH 依赖性荧光闪烁特性（图
3c）。活性荧光分子的数量及其发射的荧光光子数被确定为 pH
相关的函数。单分子荧光数据与溶液中显示的集合测量完全一致。这种单分子 pH
依赖性荧光可用于超分辨率 pH 测量。

图4：使用 N-DBOV对玻璃基板中的纳米级裂缝进行光学荧光成像。a）宽视场图像和b）基于单
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分子定位技术（SMLM）的超分辨率图像。 c) 宽视场图像和 d) 超分辨率 SMLM
图像的强度分布，分别使用 a) 和 b) 图像中显示的红线表示（研究团队供图）

在基于单分子定位技术（SMLM）的超分辨率成像中，N-DBOV分子的平均定位精度可达 21
nm。与宽视野图像相比，SMLM 图像的分辨率提高了约 6 倍（图 3c 和 3d）。必须提及的是，通
常被用于单分子定位技术的其他荧光分子需要在特定的缓冲溶液中才能表现出需要的荧光闪烁性
能，从而大大局限了成像的可应用范围。于此相反，N-DBOV的荧光闪烁性能则不受环境限制，
适应于很多包括空气在内的成像环境，从而极大拓展了成像应用范围。

综上所述，该团队研发的新型氮掺杂纳米石墨烯N-DBOV与传统荧光染料相比具有优异的光物理
特性，如高光稳定性和荧光闪烁特性，分别有利于三维荧光成像和超分辨率单分子定位成像。单
分子定位技术与 N-DBOV的 pH 相关荧光闪烁特性相结合，可以提供一种在纳米尺度上响应pH
差异的方法。此外，通过考虑在其他稠环位置引入亲水性基团使 N-DBOV 成为水溶性染料，可
以为现代生物成像应用带来新的机会，这是该团队目前正在进行的科研工作。

日本冲绳科学技术大学院大学Akimitsu Narita和德国马普高分子研究所Klaus Müllen，刘晓敏为本
文共同通讯作者，德国马普高分子研究所金恩泉、杨奇奇为本文共同第一作者。（来源：科学网
）

相关论文信息：https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jacs.1c04880
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