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最近报道球形的金纳米颗粒 渊gold nanorods袁
GNRs冤对肿瘤细胞放疗具有一定的增敏作用咱1蛳3暂袁可
以利用金纳米探针靶向结合肿瘤细胞袁 联合 125I 粒

子的放射活性杀死肿瘤细胞袁 以减少 125I 粒子植入
所需的处方剂量袁同时可达到完全适形尧均匀杀伤
肿瘤细胞袁并保护正常细胞免受放射线损伤遥 金纳
米棒联合 125I 粒子组织间植入治疗肿瘤袁 将会为临
床防治肿瘤开辟一条新的途径遥 本文报道选用二氧
化硅作为壳材袁制备椭球形二氧化硅包覆的金纳米
棒渊GNRs@ SiO 2冤遥
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揖摘要铱 目的 制备椭球形核-壳结构二氧化硅包覆的金纳米复合材料遥方法 选用二氧化硅作为

壳材袁制备椭球形二氧化硅包覆的金纳米棒袁并用硅烷耦联剂和二氧化硅耦联袁将叶酸联接到二氧化硅
包覆的金纳米棒渊GNRs@SiO2蛳FA冤袁用罗丹明异硫氰酸酯与 GNRs@SiO2蛳FA 表面的氨基基团反应袁得到
罗丹明标记的 GNRs@SiO2蛳FA遥用 MTT比色法研究其生物相容性遥结果 表面修饰后的金纳米棒有良好

的生物相容性遥透射电镜观察到金纳米颗粒以细胞吞噬方式进入细胞袁可靶向结合于叶酸高表达的癌细
胞曰激光共聚焦显微镜见 GNRs@SiO2蛳FA能携带荧光探针进入细胞内袁可作为荧光物质或药物的载体遥
结论 GNRs@SiO2蛳FA可靶向作用于癌细胞袁并可作为荧光试剂或其他生物标记物的载体袁应用于疾病
的诊断及肿瘤 125I粒子治疗等方面遥
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揖Abstract铱 Objective To prepare the ellipsoidal silica蛳coated gold nanorods carrying a nucleus蛳shell

structure that can be used as cancer cell targeting probes. Methods Using silicon dioxide as the shell
material袁 the ellipsoidal silica蛳coated gold nanorods were prepared. Through coupling of silicane and silicon
dioxide袁 the folic acid was coupled to silica蛳coated gold nanorods 渊GNRs@SiO2蛳FA冤. Through the reaction of
rhodanine isothiocyanate with the amino group located on GNRs@SiO2蛳FA surface the rhodanine蛳labeled
GNRs@SiO2蛳FA was thus obtained. By using MTT colorimetric method the biocompatibility of GNRs@SiO2蛳
FA was evaluated. Results After surface modification the GNRs@SiO2蛳FA showed excellent biocompatibility.
Transmission electron microscope 渊TEM冤 examination revealed that silica蛳coated gold nanorods entered the
cells by the way of cytophagy袁 which could connect to cancer cell with high folic acid expression. Laser
confocal microscope examination showed that GNRs@SiO2蛳FA could bring fluorescence probe into the cell.
Therefore袁 GNRs@SiO2 蛳FA could be used as a carrier of fluorescence materials or drugs. Conclusion
GNRs@SiO2蛳FA has effects on targeting cancer cells. It can be used as the carrier of fluorescence materials or
other biotic labels袁 which is very useful in diagnosing diseases as well as in treating neoplasm with 125I
particles.渊允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造袁 圆园员3袁 圆2院 312鄄316冤

揖Key words铱 gold nanorod曰 silicon dioxide曰 folic acid曰 fluorescence dye曰 cellular uptake
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1 材料与方法

1.1 叶酸耦联 GNRs@ SiO 2的合成与表征
1.1.1 GNRs@SiO 2 的制备 采用诱导晶种生长法袁
按参考文献咱4暂袁在反应溶液中加入一定量的 GNRs
晶种袁在表面活性剂分子作用下袁GNRs定向生长为
具有一定轴比的金纳米棒遥 取 10 ml 制备好的金纳
米棒溶液以 1.2 伊 104 g 离心 2 次袁弃上清液袁然后
将底物超声分散在 10 ml 超纯水中遥滴加氨水袁调溶
液 pH 值为 10遥 然后向瓶中加入 10 mmol 辕 L 正硅酸
乙酯的乙醇溶液 2 ml袁剧烈磁力搅拌 24 h遥 将二氧
化硅包覆的金纳米棒进行离心收集袁先后用去离子
水和无水乙醇各洗 2 次遥 最后袁将制备好的纳米复
合材料超声分散在无水乙醇中遥
1.1.2 GNRs@ SiO 2 的表面氨基化 在制备好的
GNRs@SiO 2 乙醇溶液中袁加入氨基丙基三甲氧基硅
烷渊3蛳APTS冤乙醇溶液后混匀袁80益恒温磁力搅拌反
应 4 h遥 收集溶液袁先后用无水乙醇和去离子水各离
心洗涤 2 次袁每次 15 min袁弃上清液袁将所得底物超
声分散在超纯水中遥
1.1.3 叶酸耦联 GNRs@SiO 2 先将 N-羟基丁二酰
亚胺 渊NHS冤0.1 mg尧 二氯乙烷 渊EDC冤2 mg 以及
0.2 mg 叶酸加入 500 滋 l 去离子水中混匀避光旋转
反应 1 h袁 将叶酸的羧基活化后 袁 加入制备好的
GNRs@SiO 2蛳NH 2 水溶液 20 ml袁避光旋转反应 24 h遥
以 1 伊 104 g 离心洗涤 2 次袁每次 15 min袁收集溶液袁
弃 上 清 液 遥 将 底 物 叶 酸 耦 联 的 GNRs@ SiO 2
渊GNRs@SiO2蛳FA冤超声分散在 5 ml 超纯水中备用遥
1.1.4 表征 用透射电镜观察所制备 GNRs 的大
小尧形态和结构曰用可见紫外吸收光谱检测二氧化
硅包覆前后金纳米棒光学性质的变化以及叶酸偶

联二氧化硅包覆后的金纳米棒渊GNRs@ SiO 2蛳FA冤的
紫外吸收图谱遥
1.2 GNRs@ SiO 2蛳FA 的生物相容性检测

采用 HepG2 肝癌细胞株渊购自上海细胞库冤袁将
细胞在加有 10%小牛血清 RPM I 1640 培养液中培
养至合适时间遥 取对数生长期细胞渊长满皿底面积
约 80%时冤袁消化后调节细胞浓度为 5 000 个/ml袁以
100 滋 l/孔的密度接种于 96孔板袁培养 24 h 后袁弃培
养液 袁 加入含有不同浓度 渊金元素浓度为 25 伊
10 -6袁12.5 伊 10 -6袁5 伊 10 -6袁2.5 伊 10 -6袁0.5 伊 10 -6冤
GNRs@SiO 2蛳FA 的 RPM I 1640 培养液 100 滋 l遥 细胞
继续在 37益培养箱中孵育 24尧48 h 后袁 分别加入
5 mg/ml MTT 20 滋 l 袁继续培养 4 h袁终止培养袁吸去

孔内培养液遥 每孔加入二甲基亚砜渊DM SO冤100 滋l袁
置于摇床上低速振荡 15 min袁 使结晶物充分溶解袁
在酶标仪 490 nm 波长吸光度处测量各孔的吸光
值遥 同时设置调零孔渊培养基尧MTT尧DMSO冤袁对照孔
渊细胞尧培养基 尧MTT尧DMSO冤袁每组设 5 个复孔遥 实
验重复 3 次袁取平均值分析遥细胞存活率 = 渊实验组
吸光强度均值/阴性对照吸光强度均值冤 伊 100%遥
1.3 透射电镜观察 GNRs@ SiO 2蛳FA 进入细胞过程

取对数生长期的 HepG2 细胞袁 在培养瓶中培
养袁在 37益尧5% CO 2条件下袁培养 24 h遥 将培养瓶中
的培养基吸出袁用 PBS 缓冲液洗 3 次遥 实验组加入
RPM I 1640 培养液 9 ml 和 GNRs@SiO 2蛳FA 溶液
1 ml袁对照组加入 10 ml RPM I 1640 培养液袁培育 1尧
4尧12尧24 h 后终止培养袁胰酶消化收集细胞袁将细胞
混悬液放入 50 ml离心管离心渊1 000 g冤6 min袁将细
胞团聚物重溶于 PBS 液袁移至 2 ml Ep 管中 袁离心
渊800 g冤4 min袁弃上清液遥 加入 1.5 ml 的 2.5%戊乙
醛前固定袁4益下 1%锇酸后固定 2 h袁 乙醇-丙酮梯
度脱水袁环氧树脂包埋 袁超薄切片 袁透射电镜下观
察尧照椎遥
1.4 荧光染料罗丹明标记

将罗丹明异硫氰酸酯渊RBITC冤溶于乙醇中袁加
入氨基化的 GNRs@ SiO 2蛳FA 溶液中袁 混合溶液 pH
值调至 9.0袁RBITC 与 GNRs@SiO2蛳FA 表面的氨基
基团室温下反应袁12 h 后离心洗涤 3 次袁 将纳米颗
粒重悬于无水乙醇中 袁 即得到罗丹明标记的
GNRs@ SiO 2蛳FA遥
1.5 激光共聚焦显微镜成像

将灭菌处理的盖玻片放入 6 孔板中袁用含 10%
小牛血清的 RPM I 1640 培养液将对数生长期的
HepG2 细胞浓度调节至 5 伊 104 个孔袁 接种在 6 孔
板中袁37益尧5% CO2 下培养 24 h袁加入罗丹明标记的
GNRs@ SiO 2蛳FA 共培养 2 h袁 以未加罗丹明标记的
GNRs@ SiO 2蛳FA 作为对照遥 移出培养液 援 用 RPMI
1640 培养液冲洗细胞 3 次袁室温下用细胞固定液固
定细胞 10 min袁再用 PBS 液冲洗遥 在载玻片上滴加
1 滴抗荧光淬灭的封片液袁盖上盖玻片封片袁用莱卡
激光共聚焦显微镜成像 渊CLSM袁 德国 袁 双光子
系统冤遥
2 结果

2.1 表征

通过透射电镜表征袁可观察到制备出的二氧化
硅包覆的金纳米棒渊GNRs@SiO2冤呈椭球形 渊图 1冤遥
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图 1 电镜下椭球形 SiO2包覆 GNRs

图 2 GNRs尧GNRs@SiO2和 GNRs@SiO2蛳FA 的紫外吸收图谱

金纳米棒呈棒状位于中心袁二氧化硅包覆于其表面遥

图 2 是 金 纳 米 棒 和 GNRs@ SiO 2 以 及

GNRs@SiO 2蛳FA 的紫外吸收图谱袁可见金纳米棒有2
个特征吸收峰袁分别位于 516 nm 和 712 nm 处曰而包
覆椭球形二氧化硅后的金纳米棒渊GNRs@SiO2冤的 2
个特征吸收峰位于 516 nm 和 714 nm 处遥 通过紫外
吸收图谱检测发现袁二氧化硅包覆金纳米棒前后的
特征吸收峰位置基本没有改变袁表明二氧化硅壳层
对金纳米棒进行表面修饰以后袁光学特性没有改变遥

同时可见袁叶酸偶联二氧化硅包覆的金纳米棒
渊GNRs@SiO2蛳FA冤吸收峰除了金纳米棒的特征吸收
峰外袁在 282 nm 处出现了 1 个新的吸收峰袁这与叶
酸的吸收峰位置一致遥

2.2 二氧化硅包覆的金纳米棒的生物相容性检测
图 3 是不同浓度 GNRs@SiO 2蛳FA 对 HepG2 细

胞的毒性测定结果袁 可见细胞存活率均大于 87% 袁
毒性为 0 耀 1 级袁属于对细胞的无毒范畴遥说明在一
定浓度范围内表面修饰的纳米探针对 HepG2 细胞
体外培养生物安全性较好遥

2.3 细胞摄取 GNRs@SiO2蛳FA 过程
电镜下可见 GNRs@ SiO 2蛳FA 能以纳米颗粒形

式通过细胞吞噬方式进入细胞遥 同时发现进入细胞
后袁GNRs@ SiO 2蛳FA 椭球型形状没有遭到破坏遥细胞
吞噬 GNRs@SiO 2蛳FA 的速度较快袁在与细胞接触 1 h
后袁 观察到已有 GNRs@SiO2蛳FA 与细胞膜接触袁细
胞伸出伪足曰4 h 后袁有更多的 GNRs@SiO2蛳FA 与细
胞膜接触袁并有膜样结构的吞噬泡形成袁细胞质中
有少量的 GNRs@ SiO 2蛳FA曰12 h 后袁见细胞质内大量
GNRs@ SiO 2蛳FA袁部分靠近细胞核边缘袁细胞核内未
见 GNRs@SiO2蛳FA遥 24 h 后袁 有的 GNRs@ SiO 2蛳FA
已与细胞核膜接触袁但 GNRs@ SiO 2蛳FA 依然主要存
在于细胞质内袁 细胞核内未见 GNRs@ SiO 2蛳FA遥 见
图 4遥
3.4 激光共聚焦显微镜成像

用激光共聚焦显微镜荧光检测 GNRs@SiO 2蛳FA
的 细 胞 摄 取 过 程 袁 可 见 经 过 RBITC 修 饰 的
GNRs@ SiO 2蛳FA 发射 543 nm 的红色荧光袁细胞照片

图 3 不同浓度 GNRs@SiO2蛳FA 对 HepG2细胞毒性测定

图 4 GNRs@SiO2蛳FA与 HepG2细胞培养不同时间的电镜下所见
4a 培养 1 h 4b 培养 4 h 4c 培养 12 h 4d 培养 24 h
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结果表明袁GNRs@ SiO 2蛳FA 可携带荧光探针进入细
胞内袁同时发现 GNRs@ SiO 2蛳FA 在 HepG2 细胞质内
分布较多袁而其在细胞核内分布较少袁见图 5遥

3 讨论

金纳米棒是一种棒状的 GNR袁具有独特的光学

特性袁在可见光区和近红外区袁具有横向和纵向表
面等离子体共振峰渊SPR冤 咱5蛳6暂袁金纳米棒还具有较好
的生物适应性袁表面容易被抗体尧生物素 尧寡核苷
酸尧酶等探针分子功能化 咱7蛳8暂遥 金纳米棒可吸收近红
外激光并转化为热能释放到局部环境袁这种光热效
应在疾病的治疗中具有重要的应用价值遥 文献报道
金纳米的周围温度在纳秒范围内可达到 1 000益咱9暂遥

晶种生长法是金纳米棒合成最广的一种方法遥
此方法需用大量表面活性剂十六烷基三甲基溴化

铵渊CTAB冤覆盖在金纳米棒的表面维持金纳米棒的
稳定袁而 CTAB 具有较强的生物毒性 咱10暂遥 另外袁由于
CTAB 吸附双层分子的存在袁 金纳米棒表面很难与
其他生物分子相结合 咱11暂袁这就限制了金纳米棒在生
物医学领域的应用遥 因此袁寻求一种较好的金纳米
棒表面化学修饰方法袁将为金纳米棒在生物医学领
域的应用开辟更好的发展前景遥

纳米二氧化硅无毒性袁生物相容性较好袁具有
优良的透光性袁对包覆后的金纳米棒光吸收性能影
响较小 咱12蛳13暂遥叶酸在肿瘤细胞膜表面高度表达袁而在
绝大多数正常组织中几乎不表达 咱14暂袁所以叶酸作为
靶向配体可与叶酸受体过度表达的癌细胞结合遥 如
何将叶酸与金纳米棒结合是目前国内外研究的热
点问题遥 本研究选用二氧化硅作为壳材袁制备椭球
形二氧化硅包覆的金纳米棒渊GNRs@ SiO 2冤遥 并用硅
烷耦联剂和二氧化硅耦联袁 使其表面带有大量氨
基 袁 将叶酸联接到二氧化硅包覆的金纳米棒
渊GNRs@SiO2蛳FA冤袁 用 RBITC 与 GNRs@SiO 2蛳FA 表
面 的 氨 基 基 团 反 应 袁 得 到 罗 丹 明 标 记 的

GNRs@SiO 2蛳FA遥 所制备的材料有良好的生物相容
性袁解决了传统的金纳米棒合成过程中因使用稳定
剂而产生的细胞毒性 咱15蛳16暂遥 应用激光共聚焦显微镜

观察袁发现金纳米棒能够运载荧光染料进入细胞遥
本文成功地制备出一种椭球形核-壳结构二氧

化硅包覆的金纳米复合材料袁提高了金纳米棒的稳
定性和分散性袁细胞安全性实验证明 袁表面修饰后
的金纳米棒有良好的生物相容性袁透射电镜图像观
察到金纳米颗粒以细胞吞噬的方式进入细胞的过

程曰激光共聚焦显微镜图像表明袁GNRs@SiO 2蛳FA 能
携带荧光探针进入细胞内袁可用于负载荧光染料对
细胞进行成像遥 GNRs@SiO 2蛳FA 可作为荧光试剂或
其他生物标记物的载体袁广泛应用于疾病诊断或治
疗袁 特别是能与叶酸高表达的癌细胞靶向结合袁使
其在肿瘤的 125I 粒子介入治疗方面有很好的发展
前景遥
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