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黑磷负载锌离子用于增强型前列腺癌光热治疗
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摘要: 前列腺癌是男性生殖系统最常见的恶性肿瘤, 严重威胁男性身体健康。已有研究表明, 锌离子的存在会

抑制前列腺癌细胞的生长。此外, 对癌症的光热治疗因其精确度好, 治疗效率高, 受到越来越广泛的关注。在本研

究中, 制备了锌离子负载的黑磷纳米片 (BP-Zn), 评价了该系统对人前列腺癌细胞 (PC-3) 的光热治疗效果, 还评价

了锌离子对PC-3细胞的抑制效果, 证明了锌离子对于PC-3的毒性具有浓度和时间依赖性。此外, 从体外治疗中可

以看出, 锌离子辅助下黑磷光热治疗效果优于单独黑磷的光热治疗效果。本研究进一步探讨了BP-Zn在体内的治

疗效果, 结果再次证实, 锌离子和BP的联合光热治疗具有优异的抗肿瘤效果。所有动物实验均经过清华大学深圳

国际研究生院动物伦理委员会批准。

关键词: 光热治疗; 黑磷; 锌离子; 前列腺癌; 联合治疗

中图分类号: R943 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2020)07-1666-06

Black phosphorus loaded with zinc ions for enhanced photothermal
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Abstract: Prostate cancer is the most common malignant tumor of male reproductive system, which seriously

threatens men's health. It has been shown that the existence of zinc ions can inhibit the growth of prostate cancer

cells. In addition, photothermal treatment of cancer is attracting more and more attention due to its high accuracy

and efficiency. In this study, zinc ions loaded black phosphorus nanosheets (BP-Zn) were prepared, and the photo‐

thermal therapy efficiency of the system on human prostate cancer cells (PC-3) was evaluated. The inhibition effect

of zinc ions on PC-3 cells was studied. It was demonstrated that the toxicity of zinc ions on PC-3 cells was concen‐

tration- and time-dependent. Moreover, it can be seen from in vitro photothermal therapy that the treatment effect

of black phosphorus assisted by zinc ions is superior to that of black phosphorus alone. This study further studied

the in vivo therapeutic effect of BP-Zn. The results once again confirmed that the combinational photothermal treat‐

ment of zinc ions and BP had excellent anti-tumor effect. The animal procedures were approved by the Animal

Ethics Committee of Tsinghua Shenzhen International Graduate School.
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前列腺癌是男性生殖系统最常见的恶性肿瘤, 其

发病率在男性所有恶性肿瘤中位居第二位[1,2]。内分

泌治疗是晚期前列腺癌的主要治疗方式。但是, 传统

的内分泌治疗在短期内有效, 经过治疗一段时间后往
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往会转变为去势抵抗前列腺癌 (castration resistant

prostate cancer, CRPC), 危及生命[3]。目前国内治疗

CRPC的主要化疗药物是多西他赛, 可使患者生存期

延长 2.4个月。其他药物虽可不同程度延长患者总生

存率, 但不良反应较严重, 如阿比特龙和恩杂鲁胺的耐

药问题、血小板减少和中性粒细胞减少伴发热等。总

之, 虽然有大量的新药已经或正在准备进入临床, 但是

均存在一定的局限性, 疗效尚有待进一步验证。因此,

开发新型、有效的晚期难治性激素非依赖型前列腺癌

的治疗方法已成为当前研究的热点。

近年来, 光热疗法 (photothermal therapy, PTT) 以

其高效、微创的优点被认为是一种非常有前景的肿瘤

治疗新方法[4]。光热治疗是在近红外 (NIR) 激光诱导

下, 光热剂将吸收的光转化为热能, 并在肿瘤内产生局

部热量, 进而杀伤肿瘤细胞的治疗方法。其光热处理

范围易于控制, 精确度高, 对正常组织和细胞损害较

小[5-7]。其中, 探索生物相容性良好的光热剂是研究在

激光照射下利用热能杀伤肿瘤细胞的关键。黑磷

(black phosphorus, BP) 纳米片作为一种新型的二维材

料, 由于其独特的电子、光学和机械性能, 以及潜在生

物医学应用前景, 引起了人们的广泛关注[8]。已证明,

BP在生理环境下的降解产物主要是磷酸盐和膦酸盐,

它们都是人体体内的重要成分[9]。此外, 由于黑磷具

有近红外吸收能力强、光热转换效率高等优良的光学

性能, 近年来已经被广泛应用于光热治疗领域[10-12]。

锌是人体必需的微量元素之一, 广泛参与体内新

陈代谢活动, 具有重要的生理功能, 并具有广泛的抗癌

功效[13]。前列腺是体内含锌量最高的器官[14], 前列腺

上皮细胞具有聚集高浓度锌离子的功能, 而前列腺组

织向前列腺癌转变过程中则逐渐失去积累锌的能

力[15,16], 由于显著的“丧失效应”, 锌在前列腺发生发展

中的作用机制受到广泛关注。目前, 对锌离子抑制前

列腺癌细胞的研究已经受到广泛的关注。因此, 本研

究在黑磷纳米片光热治疗体系中引入锌离子, 将锌离

子负载到黑磷纳米片表面, 探讨锌离子对前列腺癌进

行光热治疗的增强作用, 希望能对前列腺癌的治疗提

供一种新思路。

材料与方法

材料 黑磷 (奥地利 Smart Elements 公司); 二甲

基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)、N-甲基吡咯烷酮

(N-methypyrrolidine, NMP)、MTT (美国 Sigma-Aldrich

公司); 醋酸锌 (zinc acetate, 美国Aladdin公司); DMEM

培养基、胎牛血清 (FBS)、磷酸盐缓冲液 (PBS)、胰蛋白

酶 (美国Gibco公司); 细胞培养瓶、细胞培养皿 (美国

Thermo Fisher Scientific 公司); 人前列腺癌 PC-3 细胞

(美国ACTT公司)。

设备仪器 细胞超声破碎仪 (美国 Sonics 公司);

近红外激光发射仪 (西安Kaisite Electronic Technology

有限公司); KQ-300GDV水浴超声仪 (昆山超声设备股

份有限公司); Tecnai G2 F30 透射电子显微镜 (TEM,

美国FEI公司); 纳米粒度及Zeta电位仪 (美国Beckman

Coulter公司); Leica DMIL倒置光学显微镜 (德国Leica

公司); Ti450热红外成像仪 (美国 Fluke公司); FV1000

激光扫描共聚焦显微镜 (日本奥林巴斯公司)。

动物 Balb/c 小鼠 , SPF 级 , 雌性 , 4～6 周 , 体重

12～15 g, 购自中山大学实验动物中心, 所有动物实验

均经过清华大学深圳国际研究生院动物伦理委员会

批准。

黑磷纳米片 (BP NSs) 的制备 将黑磷晶体 10 mg

加入到装有 20 mL去离子的离心管中, 氩气鼓泡 3 min

以除去溶液中溶解的氧气, 然后置于冰水浴中用探头

进行超声, 功率为 600 W, 超声 5 s, 间歇 5 s, 连续超声

8 h。超声结束后将样品 3 000 r·min-1离心 20 min, 去

除大片的未剥离的黑磷, 再 10 000 r·min-1离心 20 min,

去除上清, 保留沉淀, 将样品保存于 NMP中, 4 °C 保

存, 以备后续使用。

BP NSs浓度的测定 采用电感耦合等离子体原

子发射光谱仪测定 BP NSs 的浓度。取待测浓度 BP

NSs悬液 500 μL加入去离子 500 μL定容至 1 mL。在

上述样品中加入浓硝酸 2 mL, 消化过夜, 使黑磷纳米

片反应成为原子状态。然后将装有样品的玻璃小瓶开

盖敞口, 放入加热套中在 100 ℃下加热, 使溶液蒸发至

500 μL, 再加去离子水 2 mL继续蒸发, 使液体再次蒸

发至 500 μL。在 500 μL样品加去离子水 4.5 mL定容

至5 mL, 将此稀释了10倍的样品用于测试。检测前需

要配置梯度标准磷元素溶液用于做标准曲线。

BP-Zn 的制备 将含 BP NSs 的 NMP 悬液以

10 000 r·min-1离心 20 min, 以去除 NMP。将 2 mg BP

NSs重悬在 4 mL去离子水中, 吹打分散均匀, 然后加

入 10 mg醋酸锌, 再用探头超声, 功率为 600 W, 超声

5 s, 间歇 5 s, 超声时间 3 min。室温搅拌 3 h, 即可获得

BP-Zn。

BP NSs和BP-Zn的表征 取BP NSs和BP-Zn各

10 µL滴于铜网上, 真空干燥过夜, 然后用透射电子显

微镜进行观察。取适量含BP NSs和BP-Zn的悬液, 适

当稀释后用纳米粒度及 Zeta 电位仪测其粒径和 zeta

电位。

光热性质的测定 将质量浓度为 100 μg·mL-1的

BP NSs PBS 悬液和 BP-Zn PBS 悬液加入到 EP 管中 ,
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用 1.0 W·cm-2的 808 nm近红外激光进行照射, 照射时

间 10 min, 同时用红外热成像仪记录温度的变化 , 以

PBS作为对照组。

细胞培养 人前列腺癌 PC-3 细胞在 DMEM 培

养基中培养 , 培养基中加入 10% (v/v) FBS, 青霉素

(100 u·mL-1) 和链霉素 (100 μg·mL-1) 培养环境为含

5% CO2的潮湿气氛, 培养温度是 37 ℃。

锌离子的细胞毒性检测 收集 10 000个 PC-3细

胞加入到 96 孔板中 , 过夜使细胞贴壁。然后弃去培

养基, 加入含有不同Zn离子浓度的新鲜培养基, 再继

续培养 24或 48 h后, 使用MTT法进行细胞活性检测。

用 PBS 洗涤细胞 3 次 , 加入 MTT 溶液 (5 mg·mL-1)

10 μL, 继续培养 4 h 后 , 弃去上清 , 加入 DMSO 溶液

100 μL, 以溶解底部的细胞内结晶物。轻微摇晃10 min,

在490 nm下测量样品吸光度 (A) 值。

BP NSs的光热毒性 收集 10 000个 PC-3细胞加

入到 96孔板中, 过夜使细胞贴壁。然后弃去培养基,

加入含不同BP NSs浓度的新鲜培养基, 继续培养 4 h,

用近红外激光照射 (808 nm, 1.0 W·cm-2, 10 min), 再培

养 12 h后用MTT法检测细胞活性。用激光照射且未

加BP NSs组作为对照组。

锌离子辅助体外光热治疗 收集 10 000个 PC-3

细胞接种到 96孔板中, 过夜使细胞贴壁。细胞分为 3

组, 分别为BP NSs组、BP-Zn组和BP-Zn + NIR组, 共

孵育24 h后, 使用MTT法检测细胞活性。对于BP-Zn +

NIR组, 光照条件为1.0 W·cm-2, 时间为10 min。

动物实验 首先在免疫缺陷小鼠背侧皮下注射

PC-3细胞 (～106个细胞) 悬液 100 μL, 诱导肿瘤生长,

肿瘤的体积每两天测量 1次, 肿瘤体积 (V) 用如下公式

计算: V = d2 × D/2, 其中 d和D分别代表肿瘤的最短直

径和最长直径。待肿瘤体积长到 100 mm3时, 随机分

为 3组进行肿瘤治疗, 每组 3只小鼠。3组小鼠分别为

PBS组、BP + NIR组和 BP-Zn + NIR组。每四天尾静

脉给药 1次, 每只给药体积为 100 μL, 给药组BP剂量

为 5 mg·kg-1 。每次给药 12 h后进行近红外光热治疗,

光照强度为 1 W cm-2。肿瘤治疗两周后, 采用断颈法

处死小鼠, 取出BP-Zn组小鼠的心、肝、脾、肺和肾等主

要脏器, 进行组织检测。

统计学方法 用 GraphPad Prism 5.0软件进行数

据处理, 所有实验数据均用
-
x ± s表示, 各组之间比较

采用单因素方差分析 (one-way ANOVA), P < 0.05 为

具有统计学显著性。

结果

1 BP NSs和BP-Zn的表征

用 TEM 观察了 BP NSs 和 BP-Zn 的外貌形态 , 如

图 1A、B所示, BP NSs和BP-Zn的粒径约为 200 nm左

右, 对于肿瘤部位的实体瘤的高通透性和滞留 (EPR)

效应来说是一个理想的粒径范围。图 1C是BP-Zn的

能谱仪 (EDS) 元素分析, 可以清晰检测到黑磷纳米片

上锌元素的存在, 证明锌元素在黑磷纳米片上的成功

负载。此外, BP NSs和BP-Zn的形貌并无明显差别, 说

明锌离子的负载对黑磷纳米片的形貌无明显影响。用

动态散射 (DLS) 法对 BP NSs 和 BP-Zn 的粒径和 zeta

电位进行分析, 结果如图 2所示。从图中可见, BP NSs

的粒径在 190 nm左右, 而BP-Zn的粒径略有增大, 约

Figure 2 Size distribution of BP NSs (A) and BP-Zn (B). Zeta potentials of BP NSs and BP-Zn (C). n = 3,
-
x ± s

Figure 1 Transmission electron microscope image of single BP

NSs (A) and BP-Zn (B). Energy dispersive spectrometer (EDS)

mapping of BP-Zn (C). BP NSs: Black phosphorus nanosheets;

BP-Zn: Zinc ions loaded black phosphorus nanosheets
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200 nm左右。单纯BP的 zeta电位为-27.6 mV, 在负载

锌离子后, BP-Zn的 zeta电位大幅升高, 这是因为锌离

子显示正二价, 在很大程度上中和了黑磷纳米片的负

电荷, 这也说明锌离子成功负载到黑磷纳米片上。

2 纳米粒的光热特性

为了研究纳米粒的光热性能, 用热红外成像仪记

录了不同纳米粒在近红外激光照射下温度的变化。如

图 3所示, PBS组的温度变化并不明显, △T = 4.2 ℃;

BP NSs和BP-Zn组都有显著的温度升高, 经过 10 min

激光照射后, △T可分别达到 32.2 ℃和 30.2 ℃。相较

于 BP NSs 来说 , BP-Zn 组最终温度略有降低 , 但温

升 30.2 ℃已完全满足杀伤肿瘤的条件。此外, 在经过

3个光照循环后, BP-Zn的温度变化过程并没有发生显

著变化, 这说明BP-Zn有着良好的光热稳定性。

3 细胞活性评价

锌离子对于 PC-3 细胞的毒性如图 4A 所示 , 锌

离子的细胞毒性总体呈现一个时间和浓度依赖性。当

锌离子与人体前列腺癌细胞共同培养 24 h后, 在质量

浓度小于 10 μg·mL-1时, 锌离子对癌细胞并没有明显

的杀伤效果; 当质量浓度大于 10 μg·mL-1, 尤其是到达

30 μg·mL-1, 锌离子对癌细胞的毒性显著增大。在共孵

育 48 h后, 锌离子对 PC-3的细胞毒性更加明显, 质量

浓度为 5 μg·mL-1时 PC-3细胞的存活率低于 50%。黑

磷光热毒性的评价见图 4B。由图可见, 单纯的近红外

光照射并不能有效杀伤 PC-3细胞, 加入 BP NSs后再

进行近红外光照射, 肿瘤细胞杀伤效果非常明显。当

BP质量浓度达到 50 μg·mL-1时, 细胞存活率只有 26%

左右。这是因为BP在近红外激光照射下产生了大量

热量, 使环境温度升高, 从而使癌细胞死亡。

基于上述结果, 研究了锌离子和BP共同发生作用

时对 PC-3细胞的毒性, 见图 5。在没有近红外光照射

下, BP对 PC-3的细胞毒性并不明显, 在共同培养 48 h

后, PC-3的细胞存活率依然大于 90%, 这说明BP有着

非常优异的生物相容性。当 PC-3与锌离子负载的BP

共同孵育 48 h后, 其存活率大大下降, 这是因为负载在

BP上的锌离子进入了癌细胞, 进而杀伤癌细胞。在此

基础上, 对BP-Zn组进行近红外光照射, 发现 PC-3细

Figure 5 In vitro cytotoxicity of BP and BP-Zn with or without

NIR irradiation (808 nm, 1.0 W·cm-2, 10 min). n = 3,
-
x ± s. **P<

0.01, ***P<0.001

Figure 3 Changes in temperature of BP NSs, BP-Zn and water under 1.0 W·cm-2 laser over 10 min (A). Heating of a suspension of the

BP-Zn in water for three on/off cycles (1.0 W·cm-2) (B)

Figure 4 Cell viability of PC-3 cells after incubation with various concentrations of zinc ions for different time (A); treatment with different

concentrations of BP with near infrared region (NIR) laser irradiation (808 nm, 1.0 W·cm-2, 10 min) (B). n = 3,
-
x ± s. **P<0.01
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胞的存活率进一步下降。对比图 4B可以发现, 在BP

浓度同为 50 μg·mL-1时, BP-Zn + NIR的治疗效果好于

BP + NIR, 这说明光热和锌离子的联合治疗可以更有

效地杀伤PC-3细胞。

4 体内抗肿瘤实验

不同纳米粒的抗肿瘤效果如图 6所示。图 6A展

示了解剖后的肿瘤图片; 从图 6B中可见, PBS组小鼠

的肿瘤生长较为快速, PBS无明显的抑瘤作用。BP +

NIR 和 BP-Zn + NIR 均展现出优异的抗肿瘤效果 , 其

中BP-Zn + NIR的抗肿瘤效果要显著优于BP + NIR。

肿瘤图片 (图 6A) 与图 6B中的结果基本相符合。这些

结果说明, 锌离子和光热的联合治疗优于单纯的光热

治疗, 可以更有效地抑制肿瘤的生长。PBS和BP-Zn +

NIR组小鼠主要器官的组织切片见图 7, 各器官并没有

显示出明显的病理变化, 进一步证明了本研究中所使

用的纳米材料具有非常好的生物相容性, 这点在体内

应用中具有非常重要的意义。

讨论

前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤之一, 也是癌

症治疗中研究的热点领域, 本研究探讨了锌离子负载

的黑磷纳米片对前列腺癌的光热治疗作用。研究发

现, BP-Zn的粒径分布在 200 nm 左右, 这个粒径范围

可以在肿瘤部位发挥较好的EPR效应, 增强被动靶向

效果, 从而提高疗效。在研究BP-Zn的光热特性时发

现, 虽然 BP-Zn的光热效果相较于 BP NSs略低一些,

但仍然有较高的温升, 满足杀伤肿瘤细胞的条件。在

细胞毒性实验中可以看到, 锌离子的确可以有效抑制

PC-3细胞的生长, 锌离子对PC-3细胞的毒性具有时间

和浓度依赖性。此外, 在相同BP浓度下, BP与锌离子

联合进行光热治疗时, 其效果好于单一BP进行光热治

疗。在体内实验中, BP与锌离子的联合治疗效果同样

要好于单一BP的光热治疗, 再次证明BP-Zn的光热治

疗方案可以更为有效地抑制前列腺癌细胞的生长。

因此, 本研究制备了锌离子负载的黑磷纳米片, 并

将其应用于前列腺癌的增强型光热治疗, 希望可以为

前列腺癌的治疗提供一种新的思路。
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