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摘要 目的 探究精氨酸-甘氨酸 －天冬氨酸 －半胱氨酸
( ＲGDC) 四肽修饰的金纳米粒子( AuNPs ) 协同光热疗法
( PTT) 杀伤人原位胰腺癌 BxPC-3 细胞的效果。方法 将
ＲGDC肽修饰到 AuNPs表面以合成 ＲGDC /AuNPs，采用高分
辨率电镜及紫外分光光度计对 ＲGDC /AuNPs 进行表征，采
用电感耦合等离子体质谱仪( ICP-MS) 法检测 ＲGDC/AuNPs

和未修饰的 AuNPs被胰腺癌 BxPC-3 细胞摄取的情况，应用
MTT法和活死细胞染色法观察经波长 532 nm的光照射前后
ＲGDC /AuNPs和 AuNPs 对 BxPC-3 细胞杀伤效果。结果
ＲGDC /AuNPs呈致密的球形形貌，粒径在 45 nm 左右。与
AuNPs组相比，ＲGDC /AuNPs 粒子能够更好的被 BxPC-3 细
胞摄取( P ＜ 0. 01 ) 。MTT 法和活死细胞染色法结果表明
ＲGDC /AuNPs组在近红外光照射下杀伤 BxPC-3 细胞效果显
著优于单纯的 AuNPs 组( P ＜ 0. 01 ) 。结论 ＲGDC 肽修饰
增加了腺腺癌 BxPC-3 细胞对 AuNPs 粒子的摄取以及增强
了 PTT对 BxPC-3 细胞的杀伤作用。
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胰腺癌被认为是最致命的恶性肿瘤，5 年生存
率不足 5%［1］。由于其早期症状隐匿且不典型，大
多数患者在初次被确诊的时候已经到了中晚期，失

去了手术治疗机会。临床上大多采用药物化疗( 如
吉西他滨) 、放射治疗以及生物治疗等方法。但由
于副作用多、靶向性差等弱点限制了这些方法的应
用。光热疗法( photothermal therapy，PTT) 在肿瘤治
疗领域具有重要的应用价值。金纳米粒子( gold
nanoparticles，AuNPs) 由于其独特的性质被认为可以

作为 PTT 的理想材料［2］。研究［3］显示精氨酸 －甘
氨酸 －天冬氨酸( Arg-Gly-Asp，ＲGD) 在动物肿瘤实
验中表现出良好的肿瘤靶向性。也有研究［4］报道
富含半胱氨酸( cysteine) 的酸性蛋白可增加胰腺癌
对吉西他滨化疗敏感性。该研究旨在观察精氨酸 －
甘氨酸 － 天冬氨酸 － 半胱氨酸( Arg-Gly-Asp-Cys，
ＲGDC) 修饰的 AuNPs 协同 PTT 杀伤人原位胰腺癌
细胞 BxPC-3 的效果，为 AuNPs 体内外抗胰腺癌提
供新的方法参考。

1 材料与方法

1． 1 材料 氯金酸、柠檬酸钠购自上海国药集团化
学试剂有限公司; ＲGDC 购自美国 MedChemExpress
公司; 人胰腺癌细胞系 BxPC-3 细胞购自中科院上海
细胞库; ＲPMI-1640 购自美国 Invitrogen 公司; 噻唑
蓝( MTT) 购自美国 Sigma-Aldrich 公司; 钙黄绿素乙
酰甲酯( calcein，AM) 和溴乙非啶豪莫二聚体( ethid-
ium homodimer-1) 购自美国赛默飞世尔公司 。
1． 2 方法
1． 2． 1 ＲGDC 肽修饰的 AuNPs ( ＲGDC /AuNPs) 制
备 取 50 ml 1 mmol /L的氯金酸在剧烈搅拌( 1 000
r /min) 条件下煮沸。随后迅速加入 5 ml，38. 8
mmol /L的柠檬酸钠，待颜色由浅黄变成紫红色，继
续煮沸 10 min，AuNPs制备完毕，冷却待用。取 400
μl的上述 AuNPs 和 400 μl ＲGDC ( 1 mmol /L) 分散
在 5 ml的超纯水中，置于 28 ℃的水浴锅中过夜，随
后用超纯水6 000 r /min离心 5 min去除多余的 ＲG-
DC( 重复 3 次) ，ＲGDC /AuNPs粒子制备完毕。
1． 2． 2 细胞培养 使用 ＲPMI-1640 培养液( 含有
10% PBS 和 1%的双抗) ，将 BxPC-3 细胞置于 5%
CO2 细胞培养箱中 37 ℃培养，贴壁达到 80% ～
90%时，利用 0. 25%的胰酶消化传代。
1． 2． 3 电感耦合等离子体质谱仪( inductively cou-
pled plasma mass spectrometry，ICP-MS) 检测 ＲGDC
肽修饰前后的金纳米粒子被细胞摄取的情况 待

BxPC-3 细胞孵育至对数期，用胰酶消化吹打重悬，
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种 24 孔板，每孔 5 × 106 个放置温箱培养 24 h，用
ＲPMI-1640 培养液分别配置 AuNPs 粒子和 ＲGDC /
AuNPs粒子，浓度分别为 5、10、20 μg /ml，将不做任
何处理的细胞孔作为空白对照，将上述溶液分别加

入孔板中，每组设置 3 个复孔，在 37 ℃温箱中孵育
24 h。之后吸出上清液，弃去含 AuNPs 的培养基，
PBS冲洗 3 遍，胰酶消化并计算细胞密度; 1 500 r /
min离心 10 min; 超声裂解细胞，高速离心 20 min;
吸出上清液，烘干，用王水溶解、超纯水定容，用
ICP-MS 测量 AuNPs 含量。用测得的 AuNPs含量除
以总的细胞数量得到平均细胞摄取量。
1． 2． 4 MTT法检测光照后各组对细胞的杀伤作用
收集对数期 BxPC-3 细胞，置 37 ℃、5% CO2 温箱

孵育 24 h，每孔加入 10 μl不同纳米粒子组溶液，浓
度分别为 5、10、20 μg /ml，同时设置不含纳米粒子
的对照孔，每组设定 3 复孔，继续培养 24 h。洗掉孔
板中培养液，加入新的培养液。分别用波长 532 nm
的光 0. 5 W/cm2 的功率照射各组细胞 5 min，在一
次照射停止后，直至分散液的温度恢复到室温之后

再重复照射，累计 3 次。光照结束后继续培养 4 h，
加入配好的 MTT( 1 mg /ml) ，继续温箱培养 4 h，加
入 20% 十二烷基硫酸钠裂解液 ( sodium dodecyl
sulfate，SDS) ，高速震荡 10 min，再用酶标仪( 570 nm
波长) 检测各孔吸光度( optical density，OD) 值。以
如下公式计算细胞存活率( % ) = ( 实验组 OD 值 －
调零组 OD值) / ( 对照组 OD 值 －调零组 OD 值) ×
100%。
1． 2． 5 活死细胞染色法检测光照后各组对细胞的
杀伤作用 进一步通过活死细胞染色直观地观察这

种低功率光强下的 MTT杀伤胰腺癌细胞的效果，种
板方法同 MTT检测，培养 24 h 后洗净原有培养液，
加入新的完全培养液，实验分为 3 组，即不加 AuNPs
的空白对照组、10 μg /ml AuNPs组和 10 μg /ml ＲG-
DC /AuNPs组，分别用波长 532 nm 的近红外光 0. 5
W/cm2 的功率照射三组细胞 5 min，继续放入温箱
培养 8 h，随后加入用 PBS 配置好的活死细胞染色
液钙黄绿素乙酰甲酯( calcein，AM) 2 μm/ml 和溴乙
非啶豪莫二聚体( ethidium homodimer-1，4 μm/ml) ，
每孔 100 μl，室温下孵育 30 min，荧光显微镜拍照保
存，最后用 Image J统计各张图片中的死细胞及活细
胞数。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，
数据均以珋x ± s表示，两组间变量比较采用 t检验，三
组间变量比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用 LSD法。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 纳米粒子的成功制备 电镜视野下可观察到
数个致密的球形形貌，平均粒径在 45 nm 左右。见
图 1。ＲGDC /AuNPs粒子及单纯 AuNPs粒子的紫外
吸收峰值，ＲGDC /AuNPs粒子和 AuNPs 粒子吸收曲
线存在明显不同，提示了 ＲGDC /AuNPs 粒子制备成
功。见图 2。

图 1 透射电镜检测 AuNPs粒子的颗粒大小及形貌

图 2 ＲGDC四肽修饰前后 AuNPs粒子紫外吸收变化

2． 2 细胞对 ＲGDC修饰前后的金纳米粒子的摄取
情况 两组金纳米粒子( AuNPs 组和 ＲGDC /AuNPs
组) 分别在 2． 5、5、10、20 μg /ml 的浓度下与 BxPC-3
细胞孵育 24 h，随后利用 ICP-MS 检测细胞对不同
浓度条件下两组纳米粒子的摄取含量。随着浓度梯
度的增加，BxPC-3 细胞对两组纳米粒子的摄取含量
呈增长趋势。在不同浓度梯度下，ＲGDC /AuNPs 组
的摄取量均多于 AuNPs组，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) 。见表 1。
2． 3 光照前后各组对细胞的杀伤作用 在未进行
光照的情况下，各组中 BxPC-3 细胞的细胞存活率都
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在 80%以上，且组间存活率比较差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05) ，见图 3A。进一步采用波长为 532 nm，
功率密度为 0. 5 mW/cm2 的激光照射两组细胞 5
min，照射停止后，待分散液的温度恢复到室温之后
再重复照射，累计 3 次，继续培养 6 h 后检测了各组
的细胞数量。在 3 个不同浓度梯度下，ＲGDC /
AuNPs组对胰腺癌细胞 BxPC-3 杀伤效果明显强于
AuNPs组( P ＜ 0. 01 ) ，表明 ＲGDC /AuNPs 粒子可能
通过光热协同效应来抑制胰腺癌细胞 BxPC-3，见图
3B、表 2。

表 1 不同浓度的两组纳米粒子和胰腺癌细胞共同

培养后对两组纳米粒子摄取的量的比较( n = 3，珋x ± s)

浓度

( μg /ml)
AuNPs组

ＲGDC

/AuNPs组
t值 P值

2． 5 4． 281 ± 0． 021 4． 896 ± 0． 024＊＊ 19． 28 ＜ 0． 01
5 5． 132 ± 0． 056 6． 158 ± 0． 062＊＊ 12． 28 ＜ 0． 01
10 7． 214 ± 0． 071 10． 821 ± 0． 083＊＊ 33． 02 ＜ 0． 01
20 10． 016 ± 0． 089 14． 523 ± 0． 095＊＊ 34． 62 ＜ 0． 01

2． 4 热疗法对各组细胞抑制的情况 通过活死细
胞染色进一步直观地观察光热疗法抑制细胞增长的

效果。在活死细胞染色中，活细胞被标记为绿色，死
细胞被标记为红色。选取激光波长为 532 nm，功率
密度为 0. 5 W/cm2，经过照射后发现未加入 AuNPs
的空白对照组基本无红色标记的死细胞出现，见图

4A; 10 μg /ml AuNPs 组有少量死细胞，见图 4B; 而
10 μg /ml ＲGDC /AuNPs 组则从出现大面积的死细
胞，见图 4C。计数结果显示 ＲGDC /AuNPs 组对细
胞的抑制率明显高于 AuNPs 组，差异有统计学意义
( P ＜ 0. 01) 。见表 3。

表 2 光照下各组纳米粒子对胰腺癌细胞

生长抑制率的影响( %，n = 3，珋x ± s)

浓度

( μg /ml)
AuNPs组

ＲGDC

/AuNPs组
t值 P值

5 14． 23 ± 1． 87 36． 16 ± 3． 10＊＊ 6． 057 ＜ 0． 01

10 19． 39 ± 1． 91 47． 21 ± 3． 70＊＊ 6． 681 ＜ 0． 01

20 25． 41 ± 2． 72 55． 19 ± 4． 80＊＊ 5． 398 ＜ 0． 01

表 3 活死细胞染色法检测各组对胰腺癌细胞

生长抑制率的影响( %，n = 3，珋x ± s)

组别 抑制率

空白对照 0． 00 ± 0． 00

AuNPs 15． 73 ± 2． 16

ＲGDC /AuNPs 50． 31 ± 5． 68＊＊

F值 53． 81

与 AuNPs组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

AuNPs具有独特的表面等离子体共振的特性及
光热转换效率显著，在 PTT 抗肿瘤上被越来越多地
研究［5］。由于 AuNPs通过胞吞作用进入细胞较难，
细胞摄取率较低，限制了其临床应用。如何通过对
纳米粒子的表面修饰增加对特定肿瘤细胞的靶向

性，从而更有效地杀灭肿瘤细胞仍然是一个巨大挑

战。
整合素被认为在肿瘤发展中发挥着关键的作

用，而 ＲGD序列被认为是绝大多数整合素的特异性
配体，可控制及介导细胞在生物材料上的粘附行

为［6］。Han et al［7］研究发现对 ＲGD 肽一级序列后
引入新的氨基酸可改变其对不同组织的亲和性。前
期研究［8］显示胰腺癌细胞及其周围的基质分泌大

图 3 MTT法检测各组粒子光照或非光照对胰腺癌细胞 BxPC-3 细胞的杀伤作用
A: 未光照的两组粒子对胰腺癌细胞 BxPC-3 细胞孵育 6 h 的毒性; B: 光照 6 h 后两组粒子对胰腺癌细胞 BxPC-3 细胞的杀伤作用; 与

AuNPs组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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图 4 活死细胞染色法检测各组之间光照后对细胞的杀伤效果 × 200

A: 空白对照组; B: AuNPs组; C: ＲGDC /AuNPs组

图 5 AuNPs和 ＲGDC/AuNPs在光热条件下杀伤胰腺癌细胞的效果图
A: AuNPs在光热条件下杀伤胰腺癌细胞的效果图; B: ＲGDC /AuNPs在光热条件下杀伤胰腺癌细胞的效果图

量的已知的具有与紫杉醇疗效相关性的蛋白质，富

含半胱氨酸。并且，该富含半胱氨酸的蛋白是一种
分泌性细胞基质糖蛋白，是一个潜在的细胞周期抑

制因子，在接近 70%的胰腺癌患者中存在表达［9］。
因此，本实验从如何对纳米粒子表面功能化，开发出

针对性的增强胰腺癌细胞对纳米粒子的摄取等方面

出发，制备了 ＲGDC /AuNPs纳米粒子。由于通过金
巯键和 AuNPs之间的共价连接形成较强的耦合，纳
米粒子的表面等离子体共振峰向近红外区域移动，

从而使这种纳米平台可被有效的用于 PTT中［10］。
进一步观察 ＲGDC /AuNPs 较普通 AuNPs 的优

势，ICP-MS定量检测直接证实了 ＲGDC 肽修饰的
AuNPs被胰腺癌细胞摄取率显著提高，接近单纯金
纳米粒子的 2 倍，其中的原因可能归结于 ＲGDC 肽
对胰腺癌有主动的靶向性。另外，经过 PTT 照射
后，ＲGDC /AuNPs 颗粒能够显著增加光热效率，原
因可能是经光照射后，巯金键断裂，更多的 AuNPs
和 ＲGDC 游离在细胞内，提高对细胞的损伤作
用［11］。由于金巯键通常较为稳定，既可以减少纳米
粒子的非靶向释放，同时这种化学键可与硫醇反应

和( 或) 发生热裂［12］。Piao et al ［13］通过将金纳米笼
与细胞膜抗菌肽组成的协作纳米系统作为光热抗癌

剂，在近红外光照射下，该纳米系统所产生的有效光

热杀伤了癌细胞，这可能是由于通过由金纳米笼的

光热启动细胞内的硫醇反应使得金巯键断裂进而释

放抗菌肽，进一步起到膜损伤的作用。同时有研
究［14］发现 ＲGDC 修饰的二氧化钛 ( titanium diox-
ide，TiO2 ) 在紫外辐射下对海拉细胞( HeLa) 具有更
高的杀伤效果。本研究结果显示 ＲGDC /AuNPs 组
对细胞的抑制率明显高于 AuNPs，这可能归因于
ＲGDC四肽本身对胰腺癌细胞表面整合素的靶向性
以及 ＲGDC四肽富含半胱氨酸，其对 AuNPs 杀伤胰
腺癌细胞也具有一定的协同作用。具体的模拟图见
图 5。
综上所述，通过引入带有巯基的半胱氨酸形成

ＲGDC 的四肽，使得半胱氨酸引入的巯基直接通过
金巯键修饰到 ＲGDC /AuNPs 表面，由于这种 ＲGDC
四肽修饰后的纳米粒子具有对胰腺癌细胞的靶向

性，增加了胰腺癌细胞对这种纳米粒子的摄取率，

同时实现了 ＲGDC /AuNPs 在热响应性情况下可发
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生巯基断裂从而释放 ＲGDC 四肽，增加了胰腺癌细
胞内富含半胱氨酸的 ＲGDC 四肽的游离浓度，增强
胰腺癌细胞对吉西他滨化疗敏感性，进一步达到在

光热治疗时对胰腺癌细胞的协同杀伤作用，为

AuNPs体外抗胰腺癌提供新的方法参考。但 ＲG-
DC /AuNPs在体内应用效果有待进一步研究。
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ＲGDC peptide modified gold nanoparticles and photothermal therapy
exert synergistic efficacy in pancreatic cancer cells

Ｒen Le，Chen Jun，Yang Xixi，et al
( Dept of Gastroenterology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the cytotoxic effects of photothermal therapy ( PTT) based on ＲGDC peptide
modified gold nanoparticles on the human pancreatic cancer cell line BxPC-3． Methods ＲGDC peptide was modi-
fied on the surface of AuNPs to synthesize ＲGDC /AuNPs． ＲGDC /AuNPs was characterized by high resolution elec-
tron microscopy and ultraviolet spectrophotometry． The cellular uptake of ＲGDC /AuNPs and unmodified AuNPs by
BxPC-3 cells was detected by ICP-MS． The cytotoxic effects of ＲGDC /AuNPs and AuNPs with 532 nm wavelength
light were observed by MTT assay and live dead cell staining． Ｒesults The ＲGDC /AuNPs showed a dense spheri-
cal morphology with a particle size of about 45 nm． Compared with AuNPs group，ＲGDC /AuNPs particles were
better uptaken by BxPC-3 cells ( P ＜ 0. 05) ． The results of MTT assay and live /dead cell staining showed that the
photothermal effects on BxPC-3 cells of ＲGDC /AuNPs group were significantly better than that of AuNPs alone
group under laser irradiation ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion ＲGDC peptide modification increases the cellular uptake of
AuNPs in pancreatic cancer BxPC-3 cells，and enhances photothermal effects on BxPC-3 cells．
Key words gold nanoparticles; ＲGDC; pancreatic cancer; photothermal therapy
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