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不同长径比金纳米双锥对光敏剂荧光和
光动力疗法效果的增强
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摘要　金属增强荧光(MEF)理论一直是近年来研究的热点.通过研究光谱测量、细胞共聚焦成像和流式细胞术

(FCM)等方法来定量分析不同长径比(３．１~６．５)的金纳米双锥对光敏剂铝酞菁(AlPcS)的荧光和光动力疗法

(PDT)效果的增强效应.荧光光谱和共聚焦成像结果表明,高长径比的金纳米双锥使铝酞菁的荧光强度大大增

强,最大增强因子为６;低长径比的金纳米双锥由于其等离子共振带与铝酞菁的荧光带接近,因此使铝酞菁的荧光

强度大大降低.Hela细胞(人上皮宫颈癌细胞)的凋亡测定结果显示:金纳米双锥的加入,特别是高长径比的金纳

米双锥的加入,使得铝酞菁的载药率和产生单线态氧的能力提高,从而降低了 Hela细胞的存活率,增强了铝酞菁

的光动力疗法效果.本实验为表面增强荧光的研究提供了一个新的途径,并扩展了金属纳米粒子在生命科学领域

的应用.
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Abstract　MetalＧenhancedfluorescence MEF theoryisahotresearchtopicinrecentyears敭Inthisstudy the
fluorescenceintensityandphotondynamictreatment PDT enhancementofgoldnanobipyramids AuNBPs with
differentaspectratios ３敭１Ｇ６敭５ tophotosensitizerAlPcSisquantitivelyanalyzedusingspectralmeasurement cell
confocalimagingandflowcytometrymethod FCM 敭Theresultsofflourscencespectrumandconfocalimaging
showthatAuNBPswithhighaspectratioscangreatlyenhancethefluorescenceintensityofAlPcS andthe
maximumenhancementfactoris６敭AuNBPswithlowaspectratiocangreatlyreducethefluorescenceintensityof
AlPcS becauseitsplasmaresonancebandisclosetothefluorescencebandofAlPcS敭Helacells humanepithelial
cervicalcancercells apoptosismeasurementsshowthatthejoinofAuNBPs especiallyAuNBPswithhighaspect
ratios improvesdrugＧloadingrateandsingletoxygenproductionofAlPcS敭ThenthesurvivalrateofHelacellis
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reducedandPDTeffectofAlPcSisenhanced敭TheseresultsprovideanewavenuefortheresearchofsurfaceＧ
enhancementfluorescenceandexpandthebioapplicationsofmetalnanoparticles敭
Keywords　 medicaloptics metalＧenhancedfluorescence photondynamictreatment goldnanobipyramids 
plasmonicresonance flowcytometry
OCIScodes　１７０敭６２８０ １７０敭５１８０

１　引　　言
光动力疗法(PDT)是一种新型的微创肿瘤治疗技术,其基本原理为:首先光敏剂特异性地到达肿瘤组

织,被特定波长的光激发,然后与周围的氧气等物质发生反应,生成单线态氧等活性物质杀死肿瘤细胞[１Ｇ２].
自２０世纪７０年代进入临床研究以来,光动力疗法在很多疾病尤其是恶性肿瘤的治疗中取得了令人瞩目的

成就[３Ｇ４].光动力疗法具有毒性小、收效快、靶向性强、杀伤增殖细胞的同时不危及正常组织等优点[５Ｇ６].
为了进一步增强光动力疗法的治疗效果,纳米材料被越来越多地应用到生物医学领域中来.例如具有特

殊性质的上转换纳米材料[７Ｇ８]、碳纳米材料[９Ｇ１０]、半导体量子点[１１Ｇ１２]等被用于药物控释、共振能量转移与供体荧

光增强等以增强光动力疗法的效果.金纳米颗粒是近年研究最为广泛的纳米材料之一[１３],它具有良好的生物

相容性和化学稳定性,以及独特的光学性质,在生物分子检测[１４]、诊断和治疗方面具有很大的发展潜力.
已有报道利用金纳米球[１５]、金纳米星[１６]、金纳米棒[１７Ｇ１８]和金纳米笼[１９]的表面等离子体共振效应增强荧

光强度和光动力疗法杀伤效果.金属等离子体共振是指当光以特定频率照射到比其波长小很多的纳米微粒

表面时,纳米微粒内原子的自由电子会在入射电磁场的驱动下发生共振,而纳米微粒的纳米级尺寸限制了电

子的运动范围,使其只能在微粒表面进行振荡,因此称之为表面等离子共振[２０].金纳米粒子表面等离子体

共振现象导致了粒子表面产生强电磁场,使分布于其表面或溶胶附近的光敏剂荧光发射强度较之自由态大

大增加[２１].但是,当吸附分子的激发态电子能级与金属纳米粒子的吸收峰有重叠时,会使能量由激发态荧

光分子转移到金属表面,从而使分子退激[２２].理论上,当光敏剂的发射光谱远离金属纳米粒子的吸收光谱

时,光敏剂的增强效果会更加明显.
相比于两端较为圆滑的金纳米棒,金纳米双锥(AuNBPs)在结构上沿着五角形的基底向两端延伸出两

个尖锐的顶点,会产生更强的局域表面等离子共振电磁场[２３].金纳米双锥有两个表面等离子体吸收峰.相

比于横向的表面等离子体吸收峰,纵向的表面等离子体吸收峰可通过改变长径比来调节,且对周围环境介电

性质的变化更加敏感.目前,还少有通过改变金纳米双锥的长径比增强光动力疗法效果的报道.本文选择

已经被临床批准的光敏剂铝酞菁(AlPcS)与金纳米双锥共轭物为研究对象,用 Hela细胞(人上皮宫颈癌细

胞)作为模型,在４０５nm激光的激发下,研究了不同长径比的金纳米双锥对光敏剂铝酞菁的荧光强度和光

动力疗法效果的增强效应.

２　实验方法
２．１　实验材料与设备

氯金酸(HAuCl４３H２O,纯度为９９．９％)、硼氢化钠 (NaBH４,纯度为９９％)、硝酸银(AgNO３,纯度

９９％)和十六烷基三甲基溴化铵(CTAB,纯度为９９％)均购自SigmaＧAldrich公司,并以去离子水溶解.光

敏剂铝酞菁购自FrontierScientific公司.吸收光谱由Lambda７５０型 UVＧVisＧNIR分光光度计(PerkinＧ
Elmer公司)测得.金纳米双锥的尺寸由２００kVJEMＧ２０１０F场发射透射电子显微镜(JEOL公司)测得.

２．２　金纳米双锥合成

金纳米双锥采用种子生长法合成.在柠檬酸钠的环境下,利用 HAuCl４ 溶液(０．０１mol/L,１５０μL)与

NaBH４ 溶液(０．０１mol/L,８５０μL)反应来产生金种子.种子在使用前老化２天.金纳米双锥生长时,将添

加有微量AgNO３(０．０１mol/L,４００μL)的HAuCl４ 溶液(０．０１mol/L,１．７５mL)与CTAB溶液(０．１mol/L,

４０mL)混合,用少量HCl(１mol/L,８００μL)酸化,并用LＧ抗坏血酸还原.还原后,立即加入少量金种子

(１００μL),在４０℃、水浴条件下反应２h.金纳米双锥的长径比通过添加不同体积的AgNO３ 溶液来控制.

CTAB外部末端上的正电荷使金纳米双锥互相排斥,并在水溶液中均匀分散.
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２．３　金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物制备

由于金纳米双锥表面粗糙且有着非常高的表面Ｇ体积比,因此能提高光敏剂载药效率.铝酞菁的４个苯

环均带有磺酸基团的４个负电荷.因此,容易通过静电吸附作用结合在金纳米双锥的表面,与其形成共轭

物.将不同量的铝酞菁分别加入到０．０１nmol/L的金纳米双锥溶液中,制备不同摩尔比的金纳米双锥Ｇ铝酞

菁复合物.将混合物在室温(２５℃)和黑暗条件下搅拌过夜,然后以５０００r/min速率离心,分离金纳米双锥Ｇ
铝酞菁共轭物和上清液.将共轭物重悬于去离子水用于后续实验.在共轭物制备实验中,控制铝酞菁和金

纳米双锥之间的不同摩尔比,以找出最佳值用于下一步的实验中.

２．４　金纳米双锥Ｇ铝酞菁的光谱测量

通过显微镜系统进行铝酞菁和纳米金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物水溶液的光谱测量.该系统允许激光器

连续地照射固定的一点以用于完成光谱测量.将４０５nm激光(Coherent,Radius４０５Ｇ２５)作为激发光引入显

微镜系统中.利用配备液氮冷却电荷耦合器件(CCD,Princeton,SpecＧ１０∶１００BLN)的光谱仪(Acton,

Spectropro２１５０i)测量光谱.从显微镜系统的侧出口输出的荧光直接聚焦在光谱仪的入口狭缝上.此显微

镜系统适合于测量来自高散射颗粒的荧光,因为系统中使用的６０×的物镜可以确保纳米颗粒的激发发生在

溶液样品的浅层中,这降低了颗粒在光路中的散射效应.

２．５　用于细胞共聚焦成像和光动力治疗的细胞样品制备

实验中的Hela细胞获取自上海科学院细胞库.将 Hela细胞接种在含有１０％(体积分数)胎牛血清、

１００unit/mL青霉素、１００μg/mL链霉素和１００μg/mL新霉素的培养基(DMEM)中.在二氧化碳体积分数

为５％、温度为３７℃、相对饱和湿度为９５％的培养箱中培养.当细胞覆盖面积达到培养皿底部８０％时,将
０．３μmol/L铝酞菁或０．３μmol/L铝酞菁与０．０１nmol/L具有不同长径比的金纳米双锥的共轭物加入到培

养基中温育１．５h.之后,将这些铝酞菁或金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物温育的细胞用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤

３次以除去未结合的铝酞菁或金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物,并重新悬浮于新鲜培养基.然后将这些细胞用胰

酶消化３min,并将细胞悬浮液分别收集在无菌玻璃管中,用于之后的荧光成像测量或光动力疗法测试.

２．６　金纳米双锥Ｇ铝酞菁在Hela细胞中的共聚焦成像

细胞中铝酞菁的荧光图像通过倒置荧光共聚焦激光扫描显微镜(DMI４０００D,Leica,Germany)在具有

６０５~７５０nm带通滤光片的检测通道中获得.在传输通道中同时记录差分干涉对比(DIC)图像以显示细胞

形态.实验中使用空气物镜(UplanApo,１０×)和匹配的针孔,将４０５nm激光作为激发线耦合到显微镜中.
用于激发细胞中荧光的是功率约为６０μW、波长为４０５nm的激光,其功率由功率计(Coherent,lasercheck)测得.

２．７　流式细胞术分析

根据 sigma Annexin VＧFITC 凋 亡 检 测 试 剂 盒 的 方 案 进 行 凋 亡 测 定,利 用 流 式 细 胞 仪

(BDFACSAriaI)研究金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物对Hela细胞的等离子体增强光动力疗法效应.首先在温

度为３７℃、二氧化碳体积分数为５％、空气体积分数为９５％、湿度大于９５％的条件下,将 Hela细胞在含有

０．３μmol/L铝酞菁或０．３μmol/L铝酞菁加入０．０１nmol/L具有不同长径比的金纳米双锥的无血清培养基

中孵育１．５h.孵育后,用PBS洗涤细胞三次以除去未缔合的化合物,并加入新鲜培养基.然后将这些细胞

用胰酶消化３min,并将细胞悬浮液分别收集在无菌玻璃管中.然后,将每组细胞溶液置于功率强度为

５０J/cm２、波长为４０５nm激光下照射２０min.将 Hela细胞用 AnnexinＧVＧFITC和碘化丙啶(PI:Becton
Dickinson,MountainView,CA,USA)染色,并通过流式细胞仪在波长为４８８nm激光的激发下进行细胞凋

亡分析.在５１５~５４５nm 范围测量FITC的荧光发射强度,在５６４~６０６nm 范围测量脱氧核糖核酸

(DNA)ＧPI复合体的荧光发射强度.

３　实验结果与讨论
金纳米双锥具有锋利的尖端,可以产生相对较强的电场,因此可以用作局部表面等离子体增强荧光传感

器中的一种纳米材料.在本研究中,金纳米双锥被用于实现金属Ｇ染料纳米复合材料在溶液中的荧光增强.
这种荧光增强是由等离子体激元导致激发衰变率(Гm)的增加和染料辐射量子效率(km)的增加来实现的.
实验原理如图１所示.
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图１ 金纳米双锥用于光敏剂铝酞菁的荧光增强原理图

Fig敭１ PrincipleofthefluorescenceenhancementofphotosensitizerAlPcSbyAuNBPs

图２(a)~(c)展示了一系列金纳米双锥的透射电子显微照片.如图所示,实验合成的金纳米双锥均为

沿尖端长轴排列的双五棱锥结构.图２(d)为具有不同长径比的金纳米双锥的吸收光谱.从图中可见,每个

金纳米双锥都具有两个主要的特征等离子体峰,对应于高能量区域中的横向局部表面等离子体共振

(TSPRtrans)模式和低能量区域中的纵向局部表面等离子体共振(LSPRlong)模式.纵向局部表面等离子体共

振依赖于金纳米双锥的长径比,较大的长径比导致更长的纵向吸收峰的波长.因此,可以使用纵向吸收峰的

波长来标记金纳米双锥的不同长径比.铝酞菁作为一种光动力治疗中常用的光敏剂,在本研究中与金纳米

双锥制备成金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物.铝酞菁的吸收光谱和荧光光谱(激发波长为４０５nm,激发强度为

２mW)分别显示在图２(e)和(f)中.铝酞菁具有位于３５５nm(B带)和６７０nm(Q带)附近的两个吸收带,以
及位于６９０nm的荧光带.

图２ 长径比为(a)３．１、(b)５．１和(c)６．５的金纳米双锥的透射电子显微镜图像;(d)具有不同长径比的

金纳米双锥的吸收光谱;(e)铝酞菁的吸收光谱;(f)铝酞菁的荧光光谱

Fig敭２ TransmissionelectronmicroscopeimagesofAuNBPswithaspectratiosof a ３敭１  b ５敭１and c ６敭５  d absorption
spectraofAuNBPswithdifferentaspectratios  e absorptionspectrumofAlPcS  f fluorescencespectrumofAlPcS

以铝酞菁作为光敏剂,在Hela细胞中分别使用铝酞菁和金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物进行光动力治疗实

验.虽然铝酞菁具有良好的水溶性和高的单线态氧(１O２)产额(０．２),但不易被细胞吸收,这可能是铝酞菁分

子的磺酸根基团所带负电荷导致.图４(a)显示在铝酞菁(０．３μmol/L)孵育１．５h后,Hela细胞中几乎没有
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铝酞菁荧光的存在.而相同的孵育时间后,金纳米双锥Ｇ铝酞菁[图４(b)~(d)](０．３μmol/L~０．０１nmol/L)
分布在Hela细胞的整个细胞质中,这是因为金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物的表面仍然具有一些未覆盖的正电

荷,这将促进金纳米双锥Ｇ铝酞菁与细胞膜的结合,并增强细胞对铝酞菁的内吞.低长径比(金纳米双锥的等

离子体共振带为７２０nm)的金纳米双锥淬灭了铝酞菁的荧光强度,高长径比(金纳米双锥的等离子体共振带

为９１０nm和１１００nm)使铝酞菁荧光增强,这一结果也进一步得到了印证.

图３ (a)具有不同长径比的金纳米双锥Ｇ铝酞菁的归一化吸收光谱;(b)铝酞菁和具有不同长径比的

金纳米双锥Ｇ铝酞菁水溶液的荧光光谱

Fig敭３  a NormalizedabsorptionspectraofAuNBPsＧAlPcSwithdifferentaspectratios 

 b fluorescencespectraofAlPcSandAuNBPsＧAlPcSwithdifferentaspectratiosinaqueoussolution

图４ Hela细胞荧光图像(第一行为差分干涉对比图像,第二行为荧光图像).(a)铝酞菁;(b)金纳米双锥(等离子体共振带

为７２０nm)Ｇ铝酞菁;(c)金纳米双锥(等离子体共振带为９１０nm)Ｇ铝酞菁;(d)金纳米双锥(等离子体共振带为１１００nm)Ｇ铝酞菁

Fig敭４ FluorescenceimagesofHelacells uppercolumnshowsDICimages lowercolumnshowsfluorescenceimages 敭

 a AlPcS  b AuNPBs plasmonresonancewavelengthis７２０nm ＧAlPcS  c AuNPBs plasmonresonance
wavelengthis９１０nm ＧAlPcS  d AuNPBs plasmonresonancewavelengthis１１００nm ＧAlPcS

除定性比较在不同长径比的金纳米双锥Ｇ铝酞菁孵育后的 Hela细胞的荧光激光扫描显微镜成像外,本
研究为了定量比较金属等离子体增强的光动力治疗效应,又利用制备的细胞悬浮液进行流式细胞术分析

[图５(a)].从图５(b)可以看出,单独使用光敏剂铝酞菁用于光动力治疗时,Hela细胞的存活率为８６％;而
使用不同长径比的金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物用于光动力治疗时,Hela细胞的存活率分别为７１％(金纳米双

锥等离子体共振带为７２０nm)、４１％(金纳米双锥等离子体共振带为９１０nm)和２９％(金纳米双锥等离子体

共振带为１１００nm).与对照组相比,金纳米双锥的加入使光动力治疗效果大大增强;而且,本实验结果表明

金纳米双锥的长径比越高,增强光动力治疗效果越好.这是因为光敏剂被激发后既可以产生荧光,也可以与

氧气作用产生单线态氧杀死癌细胞,并且这两种作用的被激发的光敏剂的比例几乎不变.前面的系列实验

证实高长径比的金纳米双锥能够使光敏剂的荧光激发得到增强,所以由此推断光敏剂产生单线态氧的能力

也被增强,因此 Hela细胞的存活率大大降低.而对于具有７２０nm等离子体共振带的金纳米双锥,虽然其

促使铝酞菁荧光减弱,但由于金纳米双锥的载药作用使进入 Hela细胞的铝酞菁增多,光动力治疗结果仍然

有所增强.
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图５ (a)光动力治疗实验方案以及实验光路;(b)流式细胞仪检测的细胞存活率

Fig敭５  a SchemeandopticalpathofPDTtreatment  b survivalratesmeasuredbyflowcytometry

本课题组已经定性比较了在不同长径比金纳米双锥Ｇ铝酞菁作用下的金属增强荧光强度的激光扫描显

微镜成像.为了定量比较在其作用下等离子体增强的光动力治疗效应,利用制备的细胞悬浮液基于流式细

胞术进行分析.光动力疗法可导致两种类型的细胞死亡,即凋亡和坏死.对于细胞凋亡检测,将 Hela细胞

分别与铝酞菁和金纳米双锥Ｇ铝酞菁共轭物一起培养１．５h,然后对每组样品用４０５nm激光(５０J/cm２)进行

光照处理２０min.随后,通过sigmaAnnexinVＧFITC凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡,其中AnnexinV用作

探针以检测凋亡信号.在细胞凋亡过程中,一方面由于脂质扰乱使磷脂酰丝氨酸暴露于外部细胞环境,

AnnexinV可特异性结合磷脂酰丝氨酸,用于检测活细胞的凋亡.另一方面,红色荧光染料PI通过渗透细

胞膜并结合细胞内的核酸,在坏死的早期对细胞染色.对于所有的实验组,都将Hela细胞染色再由４８８nm
激光激发,并通过 (５１５±１５)nm 和 (５８５±２１)nm 带 通 滤 光 片 再 进 行 分 析,最 后 由 标 准 速 率 收 集

(１００mL/min).从图５(b)可以看出,单独的铝酞菁用于光动力治疗不能显著诱导 Hela细胞死亡(存活率

８６％).与对照组相比,用不同长径比的金纳米双锥Ｇ铝酞菁处理的细胞组中 Hela的细胞存活率明显降低

(７１％,４１％,２９％),在等离子体共振带为１１００nm的金纳米双锥Ｇ铝酞菁的作用下,Hela细胞存活率达到最

低值２９％.这是因为光敏剂被激发后可以产生荧光,也可以与氧气作用产生单线态氧杀死癌细胞,并且两

种途径在被激发的光敏剂中所占比例几乎不变,本实验验证了金纳米双锥对光敏剂的增强作用,所以由此推

断光敏剂产生单线态氧的能力也被增强,并通过细胞杀伤实验很好地证明了此结论.金属表面增强荧光同

时增加了光敏化单线态氧的产额,从而增强了光动力疗法的作用.而对于具有７２０nm等离子体共振带的

金纳米双锥,虽然荧光减弱,但由于金纳米双锥的载药作用,光动力治疗结果仍然得到增强.简言之,细胞凋

亡检测结果表明金纳米双锥Ｇ铝酞菁等离子体增强光动力疗法的成功,金纳米双锥通过等离子体共振荧光增

强不但在细胞成像中获得了两个数量级的荧光增强,同时也极大地改善了癌细胞成像和检测效果.

４　结　　论
本研究制备了长径比分别为３．１、５．１和６．５的金纳米双锥与光敏剂铝酞菁共轭物,定量研究了不同长径

比的金纳米双锥对临床认证的光敏剂铝酞菁的荧光和光动力治疗效果增强作用.荧光光谱和共聚焦成像结

果表明,高长径比的金纳米双锥使铝酞菁的荧光强度大大增强,最大增强因子为６;低长径比的金纳米双锥

由于其等离子共振带与铝酞菁的荧光带接近,因此使铝酞菁的荧光激发强度大大降低.Hela细胞的光动力

治疗结果显示:金纳米双锥的加入,特别是高长径比的金纳米双锥的加入,提高了铝酞菁的载药率和光敏剂

产生单线态氧的能力,从而不仅使Hela细胞的存活率大大降低,而且使铝酞菁的光治疗效果大大增强.该

结果表明金属纳米粒子Ｇ光敏剂复合物在光生物医学中具有很大的应用潜力.
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