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磷脂包覆银-石墨烯量子点多功能纳米粒的制备与体外评价
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摘要: 本文制备了磷脂包覆银-石墨烯量子点多功能纳米粒 (ADG-DDPC) 并对其进行了体外评价。通过正负

电荷之间的相互吸引作用, 使得阳离子磷脂 1,2-二油烯氧基-3-三甲氨基丙烷 (1,2-dioleoyl-3-trimethy-lammonium-

propane) (DOTAP) 优先吸附在银纳米粒 (AgNPs) 内核的表面, 利用相转换原理及疏水作用使得二硬脂酰基磷脂酰

乙醇胺-聚乙二醇-环肽 (DSPE-PEG2000-cRGD) 自组装到DOTAP表面, 形成稳定的多功能纳米制剂, 并对其紫外吸

收特性、粒径分布性质、形貌、释放行为、杀灭癌细胞能力及细胞摄取情况进行研究。合成的纳米制剂的最大紫外吸

收峰在 400 nm左右, 马尔文粒径仪及透射电子显微镜均证明了该纳米制剂粒径约为 30～40 nm, 分布均一。纳米制

剂的释放与H2O2浓度呈正相关。与AgNPs对肿瘤细胞的 IC50值 [(347.78 ± 0.06) ng·mL-1] 比较, ADG-DDPC的 IC50

值为 (209.68 ± 0.09) ng·mL-1, 具有更强的细胞毒性。通过细胞摄取实验, 证实了该纳米制剂能被肿瘤细胞摄取, 且

能在肿瘤部位发光。本文成功制备了ADG-DDPC, 该制剂体外具有肿瘤细胞标记的作用及较高体外抗肿瘤活性。
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Abstract: In this paper, multifunctional silver-graphene quantum dot nanoparticles coated with phospholipids

(ADG-DDPC) were prepared and their properties were evaluated in vitro. Cationic phospholipids 1,2-diolefinoxy-

3-trimethy-laminopropane (DOTAP) was absorbed first onto the surface of the core of silver nanoparticle (AgNPs)

through the mutual attraction between the positive and negative charge. Based on the principle of phase trans‐

formation and hydrophobic interaction, dstearyl-phosphatidylglycolamine-polyethylene-glycol-cyclic-cRGD

peptide (DSPE-PEG2000-cRGD) self-assembled onto the outlayer of DOTAP of AgNPs. A stable multifunctional

nano-preparation was formed and its ultraviolet absorption, particle size distribution, morphology, in vitro release

behavior, ability to kill cancer cells and cell uptake were studied. The maximum UV absorption of the synthesized

nanometer preparation was about 400 nm. Malvern particle size meter and transmission electron microscope
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showed that the particle size of the nano- preparation was about 30-40 nm and its particle size distribution was

uniform. The in vitro release of nano-preparation was positively correlated with the concentration of H2O2. The

IC50 value of AgNPs for tumor cells was (347.78 ± 0.06) ng · mL-1, and the IC50 value of ADG-DDPC for

tumor cells was (209.68 ± 0.09) ng·mL-1, indicating that ADG-DDPC possessed a stronger cytotoxicity than that of

AgNPs. Cell uptake experiment showed that ADG-DDPC could be absorbed by tumor cells and exhibited fluoresce

inside those cells. In conclusion, ADG-DDPC was successfully prepared, and in vitro characterization study

pointed to that the nano-preparation exhibits a higher antitumor activity than AgNPs.

Key words: silver nanoparticles; phospholipid; cytotoxicity; graphene quantum dot; fluorescence imaging

银纳米粒 (AgNPs) 已经广泛被人们使用, 如感光

材料[1]、装饰材料、催化材料、抗菌材料[2-4]及医用材料

等。目前其制备方法很多, 形态多样如球状、管状和棒

状等[5-7]。随着AgNPs在杀菌方面的优势日益突出, 不

少研究小组开始研究其在抗肿瘤细胞方面的可能。

石墨烯量子点 (GQDs) 是由石墨烯延伸而来的一

种新型材料。利用GQDs的光致发光性质, 改变GQDs

的粒径, 会使它导带和价带之间的能级间隙改变, 这一

特性直接影响 GQDs 的发射波长随粒径的改变而变

化[8], 如果能够准确将GQDs运送到肿瘤部位, 利用其

光致发光这一重要特性, 在外界光源作用下, 使其在肿

瘤部位发光 , 能够指示病灶组织 , 引导手术成功进

行[9-11]。靶向制剂是指在制剂表面修饰靶向配体或抗

体, 根据肿瘤表面一些特异性受体, 使其能够较为精确

地将药物或杀灭肿瘤细胞材料运送到肿瘤组织内部。

cRGD 是一种含有精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸

(RGD) 序列的环肽 , 首先 RGD 特异性作用在肿瘤细

胞表面或肿瘤血管内皮细胞表面的 αvβ3整合素受体

表面, 然后细胞表面的特异性蛋白水解酶将 cRGD断

开, 形成了激活的CendR特异性识别并激活细胞表面

neuropilin-1受体, 在该受体的作用下实现靶向穿膜[12],

将聚乙二醇 (PEG) 作为一种长循环运输包衣, 在 PEG

外部修饰 cRGD, 利用二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙

二醇-环肽 (DSPE-PEG2000-cRGD) 耦联功能性纳米材

料, 使其不仅能够在体内保持长循环特性, 而且在这过

程中最大程度地将纳米材料运送到肿瘤部位[13,14]。为

实现药物在肿瘤部位的深部输送, Cabral等[15]研究了

粒径与肿瘤组织渗透性之间的关系, 结果显示, 小于

50 nm 的载体对于贫供血肿瘤有较好的组织渗透性 ,

所有聚合物胶束 (粒径 30、50、70和 100 nm) 均可穿透

小鼠的高度可渗透性肿瘤组织, 但只有 30 nm胶束可

以渗透胰腺肿瘤以达到抗肿瘤作用。在本文中, 构建

了一个以无机纳米银材料作为内部核心, 利用GQDs

的荧光定位功能, 加以外部修饰磷脂 1,2-二油烯氧基-

3-三甲氨基丙烷 (DOTAP) 和 DSPE-PEG2000-cRGD 两

种磷脂材料的、粒径小于 50 nm的既能够靶向到肿瘤

组织, 又能在体内实现长循环的一种新型纳米制剂, 以

期实现“诊疗一体化”。

材料与方法

材料和仪器 SH-DNA (5'-SHGGAGTTGGGGA

GGAGG-3') 巯基连接的 ssDNA (上海生工生物工程有

限公司); 氨基化 GQDs (南京先锋纳米有限公司); 三

(2-羧乙基) 膦 (TCEP, Sigma 公司)。DOTAP、DSPE-

PEG2000-cRGD (上海艾维特医药科技有限公司); 人宫

颈癌细胞系HeLa获自中国科学院细胞库; 硝酸银、柠

檬酸钠 (国药集团化学试剂有限公司); 硼氢化钠 (广东

光华化学厂有限公司); 浓盐酸 (西陇科学股份有限公

司); 磷酸盐缓冲液 (PBS, 索莱宝生物科技有限公司);

胎牛血清 (美国 Gibco 公司); 含双抗的高糖培养基

(DMEM)、胰蛋白酶-EDTA消化液 (0.25%, 北京索莱宝

科技有限公司); L-多聚赖氨酸包被细胞爬片 (大连靓

宜生物科技有限公司); 细胞膜红色荧光探针 (DiI, 上

海碧云天生物技术有限公司); 4% 多聚甲醛固定液

(阿拉丁生化科技股份有限公司); 再生纤维素透析袋

(截留分子质量 10 000 Da, 上海源叶生物有限公司); 去

离子水 (Milli-Q Integral 5 超纯水机); 50 nm 过滤器

(德国赛多利斯集团); 其他试剂均购自国药集团化学

试剂有限公司。

透射电子显微镜 TEM (JEM2100, 日本电子株

式会社 ); HC-3018R 高速冷冻离心机 (安徽中科中

佳科学仪器有限公司); CO2细胞培养箱 (美国Thermo

Scientific公司); SpectraMax®i3酶标仪 (美谷分子仪器

上海有限公司); PB-21pH计 (赛多利斯科学仪器北京

有限公司); Eclipse Ni-U 正置荧光显微镜 (日本尼康

公司); Zetasizer Nano ZS ZEN3690 (英国 Malvern 公

司), UV-2550紫外/可见分光光度计 (日本岛津公司);

DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器 (河南巩义予华

仪器有限责任公司); FLS 980稳态瞬态荧光光谱仪 (爱

丁堡仪器有限公司)。

ADG-DDPC的制备 本文根据文献[16]报道的方

法, 采用化学还原法, 利用硼氢化钠将银原子还原得到
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单质态的银纳米粒水溶液来获得实验所需的银纳米

粒。经过预实验, 首先取 3.3 mmol ·L-1柠檬酸钠水溶

液 30 mL和 6.6 mmol·L-1硼氢化钠水溶液 90 mL, 冰浴

条件下混合均匀。再取 3.3 mmol·L-1硝酸银滴加到上

述混合液中, 滴加过程保持冰浴及用力搅拌。反应结

束后, 移至暗处过夜, 存放在 4 ℃冰箱中保存备用。为

构建 AgNP-DNA - GQDs (ADG), 首先将序列为 5' -

SHGGAGTTGGGGAGGAGG-3'的 ssDNA进行巯基的

活化。取10 mmol·L-1 TCEP和100 μmol·L-1 ssDNA各

20 μL, 在 pH 6的 BR 缓冲液中孵育 1 h。ssDNA 加入

到 6 mL制备好的AgNPs中孵育 5 min。再加入一定体

积的 pH 3柠檬酸三钠-盐酸缓冲液继续孵育 5 min (每

1 μL缓冲液加AgNP 100 μL), 并再次加入等体积 pH 3

柠檬酸三钠-盐酸缓冲液孵育 20 min, 加入 3倍体积量

的BR缓冲液, 12 000 r·min-1离心 20 min, 再用 4～5倍

BR缓冲液洗, 去除多余DNA, 然后AgNP-DNA重新分

散在 5 mL BR缓冲液中备用。取 5 mL AgNP-DNA加

入 1 mg ·mL-1 GQDs 1 mL中, 室温孵育 2 h, 用截留分

子质量为 10 000Da 的透析袋透析 6 h, 将未吸附的

GQDs 除去 , 备用。精密称取 DOTAP 9.6 mg、DSPE-

PEG2000-cRGD 2.4 mg于2 mL甲醇中溶解, 取不对称磷

脂 200 μL, 缓慢注入到上述制备好的ADG中, 在 40 ℃

水浴中孵育约 30 min, 在此期间进行缓慢地摇晃, 待磷

脂吸附于ADG内核表面后, 取 2 mL于透析管中透析

8 h以上, 保证有机相甲醇被完全透析出去。将制备好

的磷脂复合物在 50 nm过滤装置下过滤, 确保得到的

磷脂复合物粒径在 50 nm以下, 制得ADG-DDPC纳米

制剂。制备过程示意图如图1所示。

AgNPs、、AgNP-DNA 及 ADG-DDPC 的紫外表征

取AgNPs和AgNP-DNA各 2 mL于两面透光的比色皿

中, 用紫外/可见分光光度计下测其在 300～800 nm之

间的吸光度。将 ADG-DDPC用超纯水稀释至 20.43、

10.22、5.11和2.56 μg·mL-1, 分别测其吸光度。

ADG、、ADG-DDPC 的粒径及其稳定性的研究

取ADG-DDPC 1 mL于四面透光的比色皿中, 采用马

尔文激光粒度测定仪测定纳米制剂的粒径。经预实

验, 将内核ADG、ADG-DDPC放置于避光的 4 ℃冰箱,

并取其在各个时间点的粒径大小。

AgNPs、、GQDs、、AgNP/GQDs、、ADG及ADG-DDPC

的透射电镜表征 将AgNPs与GQDs按照ADG-DDPC

制剂比例进行物理混合后, 制得AgNP/GQDs; 取少量

上述各溶液, 滴于覆有碳膜的铜网上, 自然干燥后, 于

透射电镜下观察其形貌特征。

ADG-DDPC 中的 GQDs 的释放 取 GQDs 2 mL

于四面透光比色皿中, 确定其激发波长与发射波长, 根

据测得的 GQDs 最大的激发波长与发射波长 , 检测

ADG-DDPC 在 0.2～400 μmol · L-1 H2O2中、于 37 ℃避

光孵育 50 min (模拟肿瘤细胞内较高浓度的H2O2) 的

荧光光谱。

定量AgNPs、、ADG-DDPC中的银 量取试样原液

1 mL, 加入硝酸 5 mL, 于电热板上 180 ℃消解 6 h, 待

消解完全后转移至 50 mL量瓶中, 用 2%稀硝酸定制刻

度, 摇匀待测。根据加入硝酸银的量完全反应时生成

的粒子浓度计算 , 用电感耦合等离子体光谱仪 (ICP-

MS)[17,18]测定溶液中银的浓度, 仪器条件如下: 射频功

率 1 550 W, 冷却气 14 L·min-1, 辅助气 0.776 3 L·min-1,

雾化气 1.074 9 L · min-1, 雾化室温度 2.5 ℃, 蠕动泵速

率40 r·min-1。

细胞毒性实验 利用CCK-8试剂盒检测AgNPs、

GQDs和ADG-DDPC对HeLa细胞的细胞毒性。取处

于对数生长期的HeLa细胞每孔 5×103个接种于 96孔

板中, 并在 37 ℃、5% CO2中孵育 24 h (建立无细胞的

空白对照组), 吸弃培养基, 向每个孔中加入含 40、80、

120、160、200、280、320、360和 400 ng · mL-1的 AgNPs、

GQDs或ADG-DDPC的新鲜培养基。 孵育 24 h后, 加

入 10 μL CCK-8检测探针, 孵育 1 h。最后使用酶标仪

在 450 nm下检测吸光度值 (A)。按照下列公式计算细

胞存活率 (cell viability, CL), 并利用 SPSS 软件计算

IC50 值。以DMEM溶液的孔作为空白 (A空白), 分别以

加入AgNPs、GQDs和ADG-DDPC作为对照组 (A对照),

计算每孔的细胞存活率 : CL = (A实验−A空白)/(A对照−
A空白)×100%。

细胞摄取实验 取两块 24孔板, 每孔底部加入 1

片 L-多聚赖氨酸包被的细胞专用爬片 , 每孔用 PBS

400 μL 洗 3 遍 , 每遍浸泡 3 min, 吸弃 ; 每孔再加入

DMEM 400 μL 洗 3 遍 , 每遍浸泡 3 min。取对数生长

期的HeLa细胞, 用培养液稀释至 8×104个/mL, 以每孔

400 μL加入 24孔板, 置于恒温培养箱培养 24 h。吸弃

孔中培养液 , 将 24 ng · mL-1 ADG-DDPC、GQDs 加入

HeLa细胞中, 分别孵育 6、12和 16 h, 吸弃药液, 每孔加

入 PBS 400 μL洗 3遍, 吸弃。每孔加 4%多聚甲醛 400

μL 固定 15 min, 吸弃。再每孔加 PBS 400 μL 洗 3 遍 ,

每遍浸泡 5 min。每孔加入预先配好的 1×10-5 mol ·L-1

DiI (细胞膜红色荧光探针) 400 μL, 37 ℃孵育 15 min

后吸弃 , 再次每孔加 PBS 400 μL 洗 3 遍 , 每遍浸泡 3

min。取出爬片, 置于预先滴有抗荧光猝灭剂的相应

载玻片上, 于正置荧光显微镜下观察ADG-DDPC进入

细胞后的荧光强度。

统计学方法 使用 SPSS软件对所有数据进行统
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计学分析, 实验所有数据以均数±标准差 (x̄ ± s) 表示。

统计方法采用双侧 t检验, P<0.05为显著性差异。如

果数据不符合正态分布, 则采用F检验。

结果

1 紫外表征

AgNPs在 400 nm处有很强的特征吸收峰, 峰形较

狭窄且对称 (图 2A), 说明该方法合成的AgNPs粒子较

为均一; 当表面吸附DNA后, 复合物的特征吸收峰红

移 5 nm, 且吸光度有所下降, 且峰形较AgNPs更不对

称, 这是由于DNA分子质量 (5 303.6 Da) 远大于柠檬

酸根的分子质量 (185 Da)。当 DNA 修饰吸附在 Ag‐

NPs表面后会使AgNPs周围介质的折光指数增大, 粒

径大小范围较AgNP的分布较广。所以, DNA分子在

AgNPs表面的吸附修饰会引起 AgNPs的特征吸收峰

红移; 而吸光度的下降则可能是因为在吸附过程中, 一

些AgNPs损失造成的。紫外特征峰的改变证明, DNA

确实吸附在 AgNPs 表面。图 2B 中不同质量浓度

ADG-DDPC (20.43、10.22、5.11 和 2.56 μg · mL-1) 紫外

最大吸收峰位置不变, 证明合成的材料内部粒子大小

均一, 在确定材料的浓度时具有非常大的意义。

2 ADG-DDPC的粒径及其稳定性的表征

所制备的ADG-DDPC表征结果显示, 纳米粒的粒

径为 (25.18 ± 1.40) nm, PDI 为 0.035, 粒径分布均一 ,

粒径分布图见图 3。从表 1中可以看出, 随着时间的延

长, 在相同的存储条件下无磷脂包裹的纳米内核ADG

于48 h内团聚较严重, 不能满足纳米注射给药; 而有磷

脂包覆的ADG-DDPC在48 h内粒径有些增大, 但仍小

Figure 2 UV absorption spectra of AgNPs, AgNP-DNA, ADG-DDPC UV-Vis absorption spectroscopy. A: AgNPs and AgNP-DNA; B:

ADG-DDPC

Figure 1 Schematic illustration of silver nanoparticles (AgNPs), graphene quantum dots (GQDs). AgNP-DNA-GQDs were the core of

the nanoparticles (ADG) (A); 1,2-dioleoyl-3-trimethy-lammonium-propane (DOTAP) and dstearyl-phosphatidylglycolamine-polyethylene-

glycol-cyclic-cRGD peptide (DSPE-PEG2000-cRGD) were dissolved in methanol (B); synthesis of phospholipid-coated silver-graphene

quantum dot multifunctional nanoparticles (ADG-DDPC) (C)

Figure 3 Particle size distribution of ADG-DDPC
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于50 nm, 满足纳米制剂的静脉注射给药需求。

3 透射电镜的表征

合成 AgNPs 的 TEM 图见图 4A, 大小在 10 nm 左

右, 粒子大小均一, 晶格明显。NH2-GQDs从透射电镜

(图 4B) 可见呈规则的球状, 大小在 1～2 nm之间, 分布

均匀。图 4C 为物理混合的 AgNPs 与 GQDs, 在没有

“桥梁”DNA作用下, AgNPs与GQDs随机分布在视野

中, 两者之间的距离不规则, 且杂乱无章。图 4D为含

单链 DNA 的 ADG 的 TEM 图, 从图中可见, 在 AgNPs

周围吸附了粒径较小的GQDs, 两者分布比图 4C中有

了明显规律性, 不再杂乱无章。图 4E为合成的磷脂材

料图, 从图中可见, 原先分布在视野中的小粒子消失,

只有粒径 (25～30 nm) 均一的光滑粒子, 比图 4A、C、D

中粒子数目变少, 粒径则更大。

4 ADG-DDPC中GQDs的释放

从 320～440 nm 激发波长下的荧光光谱图 (图

5A) 可见, GQDs在 350 nm处最大发射波长为 425 nm。

将GQDs最大激发与发射波长用于检测ADG-DDPC,

由图 5B可见, ADG-DDPC纳米材料的荧光随着H2O2

含量的增大而增强。表明在高 H2O2的环境中, ADG-

DDPC 中的 GQDs被释放较多, 且能恢复荧光。从图

5C可以更直观地看出, AgNP被溶蚀而聚集, GQDs被

释放出来。

5 定量AgNPs与ADG-DDPC中银的浓度

根据 ICP-MS测定结果, AgNPs、ADG-DDPC中银

的质量浓度分别为 3.75和 20.43 μg · mL-1, 说明 ADG-

DDPC包覆了内核后银浓度较AgNPs组显著增大。

6 细胞毒性实验

用不同浓度的AgNPs和GQDs分散液加入到人宫

颈癌 (HeLa) 细胞中孵育, AgNPs在HeLa细胞中显示

了较强的毒性, 结果见图 6。 SPSS软件计算得AgNPs

的 IC50值为 (347.78 ± 0.06) ng ·mL-1, ADG-DDPC对肿

瘤细胞的 IC50值为 (209.68 ± 0.09) ng · mL-1, 而 GQDs

在 100 μg ·mL-1以下基本不显示细胞毒性。值得一提

的是, AgNPs和ADG-DDPC在一定浓度范围内都具有

杀灭 HeLa细胞的作用 , 并且杀伤作用与剂量呈依赖

关系。

7 细胞摄取实验

将 ADG-DDPC、GQDs与 HeLa细胞进行孵育, 所

得的荧光图见图 7。ADG-DDPC在孵育 6 h后, 荧光强

度较小, 而在孵育 12 h后荧光强度明显增强; GQDs在

孵育 12 h 内几乎不能被细胞摄取而发荧光 , 延长

Figure 5 Emission spectra of GQDs at different excitation wavelengths (A); fluorescence spectra of ADG-DDPC as functions of different

concentrations of H2O2 (B); TEM of the ADG-DDPC after treating with 200 μmol·L-1 H2O2 (C). The GQDs are indicated by the arrows

Figure 4 TEM topographical maps of AgNPs (A), GQDs (B),

physical mixing of AgNPs and GQDs(C), ADG (D) and ADG-

DDPC (E)

Table 1 Particle size of ADG and ADG-DDPC within 48 hours in the absence of light at 4 ℃. PDI: Polydispersity index

Group

ADG

ADG-DDPC

Particle size

Size/nm

PDI

Size/nm

PDI

Time / h

0

18.78

0.332

25.18

0.035

1

23.3

0.371

25.18

0.071

2

29.93

0.516

25.32

0.121

3

53.61

0.310

25.34

0.214

5

89.12

0.521

25.38

0.105

7

104.4

0.621

25.38

0.213

10

352.2

0.519

26.10

0.189

12

378.4

0.421

26.21

0.233

24

594.9

0.668

27.63

0.310

48

832

0.877

30.33

0.279
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GQDs的孵育时间至 16 h后细胞内发出荧光, 较ADG-

DDPC所需时间更长, 表明ADG-DDPC较GQDs的细

胞摄取更高效。在安全剂量范围内, 通过染色红细胞

膜, 细胞的形态仍然良好, 合成的磷脂材料可以在低剂

量下发出强荧光, 证明发光效率较高。

讨论

本文提出了一种既能够抑制肿瘤细胞生长, 又能

在肿瘤细胞内发光的新型纳米制剂 ADG-DDPC。首

先利用还原反应制备得稳定的AgNPs, 透射电镜及紫

外分光光度计均证明了该结论。利用电荷吸引, 以单

链 DNA 为桥梁连接 GQDs 与 AgNPs 形成 ADG 内核 ,

GQDs 的荧光被 AgNPs 显著淬灭[19]。当 H2O2存在的

情况下, 与 AgNPs发生类芬顿反应, AgNPs溶解的同

时并产生羟基自由基[20]。从荧光分光光谱与透射电镜

中可以看出AgNPs发生了溶蚀, 并且减弱了GQDs与

AgNPs之间的能量转移, 使得GQDs的荧光强度恢复。

透射电镜及马尔文粒径仪结果表明 ADG-DDPC 较

ADG粒径有所增大, 可能的原因是靶向长循环磷脂包

覆于纳米粒表面使表观粒径增大[21]。从细胞毒性实验

与细胞荧光成像中可以看出, 含有穿膜肽 cRGD的纳

米制剂 , 在相同银当量且孵育时间时 , 较 AgNPs 对

HeLa 细胞的毒性更大。ADG-DDPC 在低毒性剂量

时, 随着孵育时间延长, 细胞内发出较明亮的蓝色光,

这可能是由于 cRGD增加了纳米粒的跨细胞膜作用,

同时肿瘤细胞中存在较高浓度的 H2O2
[22,23], 制剂中

AgNPs被“侵蚀”, 释放荧光猝灭的GQDs并恢复其荧

光 ; 细胞摄取实验结果表明 , ADG-DDPC 组较 GQDs

组在细胞内能更快发出荧光, 再次证明 cRGD可成功

介导本制剂细胞内化作用。肿瘤的可视化治疗是一项

重要但具有挑战性的工作, 本研究为肿瘤可视化治疗

提供了一种新的思路, 对寻找新的抗肿瘤纳米制剂提

供一定的借鉴。
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