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肿瘤的治疗是人类一直追求的目标，其中放射

治疗是治疗肿瘤的主要手段。据统计，每年有 60%
以上的肿瘤患者要接受放射治疗。因此，提高肿瘤

的放射治疗效果，降低正常组织的辐射剂量，对于

肿瘤的放射治疗具有重要的科学意义和实用价值。

高能的 酌 射线和 X 射线与物质的主要作用方

式包括康普顿散射和光电吸收，而物质的光电吸收

与重金属原子的原子序数密切相关。也就是说，原

子序数越高，其放射增敏效果越明显。Au 的原子

序数为 79，明显高于临床常使用的 I（原子序数为

53）及其化合物。然而，离子状态的 Au 具有较强

的活性，其表面容易与体内的各种蛋白相互结合，

最终导致较强的毒性。与 Au 离子相比，Au 纳米

颗粒具有明显的优势，首先，Au 纳米颗粒具有较

强的高通透性和滞留效应 [（enhanced permeability
and retention，EPR）效应]，有利于放射治疗；其
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【摘要】 目的 研究 Au 纳米颗粒对 HepG2 细胞的放射增敏作用。方法 首先制备典型的

15 nm 聚乙二醇（PEG）包裹的 Au 纳米颗粒，然后使用紫外可见分光光度计实时定量检测纳米颗

粒的血浆稳定性，同时使用噻唑蓝法研究给药后 24 h 和 48 h 的细胞活性，最后，通过克隆形成

实验研究不同浓度的 Au 纳米颗粒对 HepG2 细胞的放射增敏作用。结果 PEG 包裹的 Au 纳米颗

粒具有较好的血浆稳定性，在 24 h 及以后未见表面等离子共振吸收峰有明显的偏移。细胞活性

实验表明，24 h 后，细胞的活性有所降低，但是 48 h 后细胞的活性迅速恢复到 90%。进一步研

究克隆形成发现，Au 纳米颗粒具有明显的放射增敏作用。结论 15 nm PEG 包裹的 Au 纳米颗粒

具有较高的血浆稳定性、较低的细胞毒性和较好的放射增敏作用。
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揖Abstract】 Objective To investigate the radiosensitivity enhancement of Au nanoparticles to
HepG2 cell. Methods 15 nm polyethylene鄄glycol鄄coated渊PEG冤 Au nanoparticles were synthesized, and
then blood stability were tested by using the UV鄄vis optical absorption. Meanwhile, 3鄄渊4, 5鄄dimethylthia鄄
zol鄄2鄄yl冤鄄2, 5鄄diphenyltetrazolium bromide methods were used to investigate the cell viability after 24 and
48 hours treatments, and cloning formation were used to investigate the radiosensitivity enhancement.
Results It was found that PEG鄄coated Au nanoparticles presented a high blood stability, and surface
plasmon response has not shown significant changes after 24 hours. Cell viability was decreased after 24
hours treatment, but it was recovered to 90% after 48 hours. Cloning formation showed Au nanoparticles
presented a significant radiosensitivity enhancement. Conclusion 15 nm PEG鄄coated Au nanoparticles
presented a good blood stability, low cytotoxicity and high radiosensitivity enhancement.
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次，相对于 Au 离子，Au 纳米颗粒的毒性较低；

最后，Au 纳米颗粒的表面容易修饰，具有更为广

泛的医学用途。Au 纳米颗粒由于其独特的光学[1-3]

和表面化学特性[4-6]，以及在光热治疗 [7-8]、放射治

疗[9-10]和 X 射线造影剂[11-13]等方面的潜在应用，引

起了人们广泛的兴趣。Hainfeld等[11]使用尺寸为 1.9 nm
的裸 Au 颗粒，发现小鼠连续照射后其肿瘤体积明

显变小，直至消失，而没有辐照的小鼠全部死亡。

此后，多个团队也研究发现 Au 纳米颗粒具有明显

的放射增敏作用[11-14]。
然而，纳米材料在生理环境中的形成是个极其

复杂的过程。大量研究表明，Au 纳米材料的生物

学反应与其表面化学[14-16]、尺寸[17-19]和给药方式[20]有
关。一方面，我们研究发现，表面化学可以影响

Au 纳米颗粒在生理环境中的稳定性，从而影响其

毒性；裸的 Au 纳米颗粒在血液中与蛋白作用形成

100 nm 的聚集体，然后被内皮网状系统吸收到达

肝脏和脾脏 [21-23]。聚乙二醇（polyethylene glycols，
PEG）包裹层通过降低表面电势来提高 Au 纳米颗粒

的稳定性[24]。另一方面，我们发现，小尺寸的 Au
纳米颗粒具有更强的 EPR 效应，可以在肿瘤组织

中更好地富集，从而达到治疗的效果。

本研究以 15nm的 PEG包裹的 Au纳米颗粒为材

料，从物理学性质、血浆稳定性、体外的细胞活性、

体外放射增敏作用等几个方面来研究其生物学反应。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料

PEG鄄SH购自德国 Serva 公司，氯金酸（HAuCl4，
分析纯）、柠檬酸钠试剂均购于国药集团上海化学

试剂有限公司，UV鄄1750 型紫外鄄可见分光光度计

购自岛津仪器（苏州）有限公司，噻唑蓝、PBS 购自

北京索莱宝科技有限公司，HepG2 细胞（人肝癌细

胞）由我所提供。

1.2 实验方法

1.2.1 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒的制备

将柠檬酸钠（3 ml，6 mg/ml）加到氯金酸溶液

（19.7 ml，0.1%）中，在 90 益的条件下搅拌1 h，即

可制得 Au 纳米颗粒溶液，置于 4 益备用。然后，

取 10 mg 的 PEG鄄SH 室温下加入到 Au 纳米颗粒的

溶液中，反应 24 h。随后使用截留分子质量为 3000
的超滤管超滤，得到 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒。

1.2.2 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒的光学特性测定

使用透射电子显微镜（JEM鄄2100F，日本电子

株式会社生产）观测 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒的形

貌和尺寸，工作电压为 200 kV。用紫外分光光度

计测 Au 纳米颗粒的紫外吸收光谱，其光谱测量范

围为 400耀800 nm。

1.2.3 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒在血浆中的稳定性

测定

取 0.2 ml PEG 包裹的 Au 纳米颗粒加入到 0.8 ml
的血浆中，充分均匀搅拌，然后使用紫外鄄可见分

光光度计测量上述溶液分别在 0、0.5、1、2、6、
12、24 h 各时间点的光学吸收谱。

1.2.4 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒对 HepG2 细胞的

毒性实验

在 96 孔培养板的每孔铺 6 000 个处于对数期

的 HepG2 细胞，待细胞贴壁后，加入浓度为 0耀
0.25 mmol/L 的 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒，作用 24 h
和 48 h 后，加入噻唑蓝继续培养 4 h，终止培养后

吸去培养液，加入二甲基亚砜溶液，用酶标仪在

492 nm 波长处测吸光度值，做出 Au 纳米团簇毒性

测试曲线，从而判断 Au 纳米团簇的细胞毒性范围。

1.2.5 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒对 HepG2 细胞的

克隆形成实验

在 6孔培养板的每孔铺 10万个对数期的 HepG2
细胞，待细胞贴壁后，用含 0.05和 0.1 mmol/L Au 纳

米颗粒的培养基替换孔中原有的培养基，24 h 后用
137Cs进行照射，照射剂量分别为 0、1、2、4、6、8Gy。
每个浓度、每个照射剂量设 3 个平行孔。照射后立

即用新鲜培养基替换含 Au纳米颗粒的培养基，放置

培养箱中进行培养。当 6 孔板中出现肉眼可见的克

隆时，终止培养。弃去上清液，用 PBS小心浸洗2次。

加纯甲醇或醋酸甲醇混合液（醋酸颐甲醇为 1颐3）5 ml，固

定 15min。然后去掉固定液，加适量 Giemsa染色液

染 10耀30 min，用流水缓慢洗去染色液，放置空气中

干燥。在显微镜下计数，大于 50 个细胞为一个克

隆，计数克隆数。最后计算克隆形成率。

2 结果

2.1 Au 纳米颗粒的光学特性

图 1a 为 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒的透射电子

显微镜图片，从图中可以看出，PEG 包裹的 Au 纳

米颗粒的平均尺寸为 15 nm，而且具有较好的单分
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散性。图 1b 是 PEG 包裹和未包裹的 Au 纳米颗粒

的紫外吸收光谱图，从图中可以看出，在 525 nm
波长处出现了明显的吸收峰，即表面等离子共振

峰。表面等离子共振峰与 Au 纳米颗粒的尺寸有很

大关系，15 nm 的 Au 纳米颗粒对应于 525 nm 波

长的表面等离子共振吸收。我们注意到，用 PEG
包裹后，Au 纳米颗粒吸收峰有微小的移动，这说

明 PEG 包裹层对 Au 纳米颗粒的光学特性有微小

的影响。

2.2 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒在血浆中的稳定性

血浆中 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒在 0、0.5、1、
2、6、12、24 h 各时间点的稳定性检测结果见图

2。从图 2 可以看出，PEG 包裹的 Au 纳米颗粒加

入血浆中后，仍然能清晰地看到 525 nm 波长处的

表面等离子共振吸收峰，且随着反应时间的增加表

面等离子峰强度逐渐降低，但是 Au 纳米颗粒的表

面等离子共振吸收峰没有明显的移动。这说明，

PEG 包裹的 Au 纳米颗粒在血浆中与各种蛋白发生

了反应，并且形成了大的 Au 纳米颗粒鄄蛋白质杂化

结构，即所谓的蛋白质电晕（corona）结构。表面等

离子共振吸收峰没有移动说明 PEG 包裹的 Au 纳米

颗粒没有发生团聚，仍然保持其物理学特性。

2.3 PEG 包裹的 Au纳米颗粒对HepG2 细胞的毒性

为了进一步研究 Au 纳米颗粒的体外毒性反应。

本研究使用噻唑蓝比色法检测 24 和 48 h 时不同

浓度的 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒对 HepG2 细胞活

性的影响，结果见图 3。图 3 显示，在 24 h 时，0耀
0.03 mmol/L 的 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒对 HepG2
细胞的毒性较小，细胞活性较高，能达到 90%以

上；然而当 Au 纳米颗粒的浓度大于 0.06 mmol/L
时，细胞活性逐渐降低，0.25 mmol/L 时降到 60%。

在 48 h 时，HepG2 细胞的活性均较高，即使 Au 纳

米颗粒的浓度为 0.25 mmol/L，细胞活性也能保持在

90%以上。结果显示，PEG 保护的 Au 纳米颗粒对

HepG2 细胞的毒性相对较低。

2.4 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒对 HepG2 细胞的放

射增敏作用

不同剂量 137Cs 照射含 PEG 包裹的 Au 纳米颗
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图 1 Au 纳米颗粒的透射电子显微镜图（1a）和紫外吸

收光谱图（1b） 图中，PEG：聚乙二醇。

Fig.1 Transmission electron micrograph（1a）and optical
absorption（1b）of 15 nm PEG coated Au nanoparticals

1a

1b

图 2 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒在血浆中的稳定性 图

中，PEG：聚乙二醇。

Fig.2 The plasma stability of PEG coated Au nanoparticals
overtime

图 3 不同浓度的 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒对 HepG2
细胞活性的影响 图中，PEG：聚乙二醇；对照组：无
PEG 包裹的 Au 纳米颗粒。
Fig.3 The cell viability of HepG2 cell after 24 h and 48 h
of incubation with different concentrations of PEG coated
Au nanoparticals
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粒的 HepG2 细胞存活率结果见图 4。从图 4 可以

看出，随着辐射剂量的增加，空白组（无 PEG 包裹

的 Au 纳米颗粒）和含 0.05、0.1 mmol/L PEG 包裹

的 Au 纳米颗粒的 HepG2 细胞存活率逐渐降低。

在8 Gy 照射时，空白组的细胞存活率约为 3%，而

含 0.05 和 0.1 mmol/L 的 Au 纳米颗粒的 HepG2 细

胞存活率分别为 1.3%和 0.9%，说明 Au 纳米颗粒

表现出了明显的放射增敏作用。使用多靶单击拟合

模型方程计算发现，PEG 包裹的 Au 纳米颗粒的放

射增敏比为 1.31。

3 讨论

Au纳米颗粒的物理性质与其大小和表面化学密

切相关。对于尺寸大于 5 nm 的贵金属纳米颗粒，都

会在不同波长范围内出现表面等离子共振吸收。以

Au 为例，其表面等离子共振峰位于 520 nm 波长处

左右。我们之前系统地研究了不同大小尺寸的 Au
纳米颗粒的表面等离子共振，发现当 Au 纳米颗粒

的尺寸从 5 nm 增加到 80 nm 时，其表面等离子共振

吸收峰也将移动到 545 nm波长左右的范围；另外一

个影响其物理性质的因素就是 Au纳米颗粒的表面化

学，当 PEG包裹了 Au 纳米颗粒以后，Au 纳米颗粒

的亲水半径将增加，表面电子增加，因此表面等离

子共振将略微增加，这与我们实验观测到的一致[24]。
通过进一步研究得知，当纳米材料与生物组织

相互作用时，表面化学将扮演更为重要的角色。我

们前期的研究发现，当纳米颗粒与血浆相互作用

时，Au 纳米颗粒将首先与血液中的各种蛋白和酶

迅速反应，生成各种新的 Au 纳米颗粒鄄蛋白质杂化

物，这种结构称为“蛋白质电晕”；我们前期的研

究发现，对于 10耀20 nm 的 Au 纳米颗粒，容易在

血液中形成 30 nm 的蛋白质电晕，这些结构最终决

定纳米颗粒的细胞摄取、细胞活性等生物界面的反

应 [7，9，16]。Au 纳米颗粒对其表面等离子共振极其敏

感，从血浆稳定性实验中，没有发现明显的表面等

离子共振吸收峰的移动，说明纳米颗粒没有发生严

重的团聚；同时，表面等离子共振吸收逐渐降低，

说明 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒已经和各种蛋白开始

反应。PEG 是一种较为常用的生物包裹物，其可以

降低对纳米颗粒的物理特性和血浆稳定性的影响。

Au 纳米颗粒的毒性也与诸多因素有关。其中

最为重要的就是表面配体和细胞毒性，不同大小的

纳米颗粒将决定其进入细胞膜的多少。大量的研究

表明，与裸的 Au 纳米颗粒相比，PEG 包裹的 Au
纳米颗粒的细胞摄取要高很多，而且摄取的最佳时

间为 6 h[24-25]。对于 15 nm 的 Au 纳米颗粒，其进入

细胞的方式必然是内吞，而且需要消耗大量能量，

这决定其过程必然要有各种蛋白参与。摄取的 Au
纳米颗粒在细胞内将与 DNA 发生相互作用，从而

对细胞造成影响。PEG 保护层是一种较为稳定的

结构，可以有效地降低裸 Au 与 DNA 发生相互作

用而造成的损伤，从而降低毒性。

对于放射增敏作用，有很多的影响因素。一方

面，其与细胞摄取有关。HepG2 细胞对 Au 纳米颗

粒的摄取对其放射增敏作用产生很大的影响。已有

研究表明，15 nm 的 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒对肿

瘤细胞的摄取较高，这为放射增敏提供了非常好的

证据[7]。另一方面，Au 纳米颗粒的光电吸收截面较

大，其对于 酌 射线的吸收较高。以 Au 为例，其在

100 keV 处的 酌 射线吸收系数为 5.18 cm2/g。高的 酌
射线吸收率导致了更多的次级电子，比如俄歇电

子、散射的光电子和激发产生的特征 X 射线，这些

射线都可以加速肿瘤细胞的死亡，从而起到增强放

射治疗的作用。从材料上讲，选取较好的配体分子

是未来的发展趋势。本实验中所选用的 PEG 包裹分

子，可以有效改进 Au 纳米颗粒的血液稳定性，但

是未来还可以进一步改进表面包裹层，从而达到更

高的治疗效果。此外，尽管有一些体内的放射增敏

研究，但是更深入的放射增敏的研究仍然很有必

要，这将对纳米材料的使用起到极大的推动作用。

本实验研究了 15 nm 的 PEG 包裹的 Au 纳米颗

0 2 4 6 8

100

10

1

空白组0.05 mmol/L0.1 mmol/L

辐射剂量（Gy）
图 4 137Cs 照射对含 PEG 包裹的 Au 纳米颗粒的

HepG2 细胞存活率的影响 图中，PEG：聚乙二醇。

Fig.4 The cell viability of HepG2 cell incubating with PEG
coated Au nanoparticals of difficult concentrations after ra鄄
diating by 137Cs of different dose
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粒的血浆稳定性、体外毒性和放射增敏作用。结果

表明，PEG 包裹的 Au 纳米颗粒在血浆中的稳定性

较好，表面等离子共振吸收峰没有明显移动。进一

步研究的体外毒性表明，PEG 包裹的 Au 纳米颗粒

的毒性较低，48 h 后肿瘤细胞的活性仍能达到

90%以上。放射增敏研究表明，Au 纳米颗粒具有

一定的放射增敏作用，其体外的增敏比可以达到

1.31。这些研究表明，Au 纳米颗粒具有较好的放

射增敏作用，对于其放射增敏作用可以通过改进纳

米颗粒而进一步提高。
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