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海藻酸钠稳定金纳米簇的肾脏清除
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摘要 使用生物相容性良好的海藻酸钠作为金纳米簇的配体, 制备了细胞毒性极低的海藻酸钠稳定的金纳米

簇, 其尺寸为(4.2±0.9) nm. 海藻酸钠配体通过延缓金纳米簇的肾脏代谢过程, 将金纳米簇的血液循环半衰期延

长至(8.2±0.2) h, 并将肿瘤的摄取效率提高到10.4%ID/g; 当肿瘤区域存在高浓度的钙离子时, 其与海藻酸钠的

交联可将肿瘤摄取效率进一步提高到14.5%ID/g. 通过对小鼠排泄物的监测, 证明了金纳米簇主要通过肾脏过

滤, 经过尿液排出体外, 代谢过程仅对肾功能产生可恢复的微小干扰, 表明海藻酸钠稳定的金纳米簇具备良好

的生物安全性 . 本文通过对配体功能性的探索, 解决了纳米簇在生物安全性与肿瘤治疗效率之间的矛盾, 也为

其它高性能纳米诊疗试剂的功能设计提供了理论依据 .
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Renal Clearance of Sodium Alginate Stabilized Au Nanoclusters
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Abstract Biocompatible and biodegradable sodium alginate（SA） was used to stabilize Au nanoclusters（NCs） in 
this paper. Combined with the chemical inertness of Au， SA-AuNCs of （4.2±0.9） nm in diameter exhibited extremely 
low cytotoxicity. After administrated into mice， SA could delay the renal clearance of SA-AuNCs and prolong the    
half-life to （8.2±0.2） h in blood circulation. Thus the tumor uptake rate was increased to 10.4%ID/g. When tumor     
area contained high concentration of calcium ions， the tumor uptake rate could be further improved to 14.5%ID/g due 
to cross-link between Ca2+ and SA. The SA-AuNCs were mainly excreted through renal clearance， which only            
involved minor， but recoverable interference to the renal function. This indicates good biosafety of SA-AuNCs. This 
work can solves the contradiction between the renal clearance and tumor uptake of nanoclusters by using functional of 
ligands， which provides theoretical guidance for other high-performance diagnostic and therapeutic nanomaterials.
Keywords Nanoclusters； Renal clearance； Biosafety； Tumor uptake； Computed tomography imaging
纳米簇（NCs）是一类特殊的纳米材料， 其尺寸通常小于10 nm， 独特的尺寸效应和极高的比表面积

赋予此类材料诸多特殊的光、 电、 磁等物理性能， 被广泛地应用于传感、 催化、 能源与环境处理、 疾病

诊断与治疗等领域中［1~6］.  在肿瘤诊疗中， 以贵金属金（Au）元素为代表的纳米簇和其它形式颗粒的表

面等离子体共振效应提供了优异的光热转换性能， 为光热治疗及其它光热响应的结合疗法提供了基

础［7，8］； 同时由于较高的原子序数， Au元素对X射线（100 keV）的吸收系数高达5. 16 cm2/kg， 使得贵金

属纳米簇天然具备良好的X射线造影增强的功能， 可以在高分辨成像技术中辅助肿瘤的诊断［9］.  此外， 
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由于贵金属材料在生理环境中呈现化学惰性［10］， 在活体中不容易产生急性的生物毒性 .  基于以上优

点， 研究人员基于贵金属材料开发了一系列高性能的纳米试剂， 用于肿瘤的诊断和治疗［11~14］.
在活体肿瘤模型中开展了大量诊疗研究后， 研究人员逐渐认识到纳米试剂的诊疗效果不仅与其本

身性能相关， 还受到药代动力学过程、 健康组织非特异性摄取及肿瘤滞留效率等因素限制［15~17］.  而对

于尺寸较小的纳米簇， 特别是当尺寸<6 nm时， 纳米簇极易通过肾脏快速代谢并随尿液排出体外， 造成

极短的血液循环半衰期和极低的肿瘤滞留效率， 严重影响了试剂诊疗性能的发挥［18~21］.  但另一方面， 
肾脏清除也是进入活体的过剩纳米簇被排出体外的重要通道， 以此避免外源物质长期累积而产生不可

预计的毒性风险， 从而提高纳米簇的生物安全性 .  面对肿瘤摄取与肾脏清除之间的竞争机制， 如何在

不牺牲生物安全性的前提下， 大幅提高肿瘤对纳米簇的摄取效率， 是一个极具挑战性的问题 .
针对上述问题， 许多研究团队希望通过设计智能响应性的纳米材料， 借助肿瘤微环境中高浓度的

唾液酸和谷胱甘肽的刺激， 使纳米试剂能够智能地改变尺寸、 表面电性或者配体分子结构［22~27］， 使得

纳米试剂在肿瘤摄取过程中能够主动富集， 以此提高肿瘤的摄取效率 .  Zhang等［28］报道了一种pH响应

性的金纳米颗粒， 该纳米颗粒表面包覆的两性离子配体可在偏酸性的肿瘤微环境中改变表面电性， 致
使金纳米颗粒发生聚集， 大尺寸的聚集体不易离开肿瘤区域， 获得了纳米颗粒在肿瘤中主动富集的效

果 .  受海藻多糖功能性设计的启发［29，30］， Zhang等［31，32］在前期工作中设计了海藻酸钠稳定的金纳米簇

（AuNCs）， 该纳米复合物进入肿瘤区域后， 受肿瘤微环境刺激可以发生响应性聚集， 智能开启近红外

光热转化性能， 而未进入肿瘤区域的纳米簇则不具备近红外光热转化的性能 .  使用这种治疗性能可智

能开启的光热试剂改变了传统光热疗法只能对肿瘤局部进行治疗的方法， 发展了新的肿瘤系统治疗

方法 .
本文围绕配体海藻酸钠的功能性进一步开展研究工作， 以聚合物海藻酸钠为配体， 提高AuNCs的

水合粒径， 改善肾脏清除过程， 提高肿瘤摄取效率 .  研究结果表明， 海藻酸钠稳定的AuNCs具有极低

的细胞毒性， 通过静脉注射入小鼠体内后， 配体海藻酸钠有效延缓了肾脏对AuNCs的清除过程， 从而

延长了血液循环半衰期， 并提高了肿瘤摄取效率 .  肝功肾功中除尿酸外的各项主要参数均无明显变

化， 尿酸短期升高后也会快速恢复， 证明了海藻酸钠稳定的AuNCs具有良好的生物安全性 .  由此， 通
过配体海藻酸钠对AuNCs的功能改性， 解决了纳米簇在生物安全性和肿瘤摄取效率之间的矛盾 .
1 实验部分

1.1　试剂与仪器

三水合四氯金酸（HAuCl4·3H2O， 纯度 99%）、 硼氢化钠（NaBH4， 纯度≥96%）、 盐酸（HCl， 分析纯）

和硝酸（HNO3， 分析纯）， 国药集团化学试剂有限公司； 海藻酸钠（SA， 分子量78000）， 青岛海之林生物

科技开发有限公司； 人口腔上皮癌细胞（KB）， 上海雅吉生物科技有限公司； 细胞培养基1640和细胞计

数试剂盒8（CCK-8）， 北京索莱宝科技有限公司； 去离子水（电阻率18. 25 MΩ·cm）， 成都优普超纯科技

有限公司 .
JEM-2100F型透射电子显微镜（TEM）， 日本 JEOL公司； Zetasizer Nano ZS9型马尔文纳米粒度电位

仪， 英国Malvern公司； UV-2600型岛津紫外-可见分光光度计（UV-Vis）， 日本岛津公司； Somatom Spirit
型Siemens双排螺旋电子计算机断层扫描机（CT）， 德国Siemens公司； VERTEX 80V型傅里叶变换红外

光谱仪（FTIR）， 瑞士Bruker公司； Agilent 725型电感耦合等离子体发射光谱仪（ICP-AES）， 安捷伦科技

（中国）有限公司 .
1.2　实验过程

1.2.1　金纳米簇（AuNCs）的制备　将14. 8 mg HAuCl4·3H2O加入到100 mL含0. 25%（质量分数）SA的去

离子水溶液中； 放置 30 min后， 滴加含有 76. 66 mg NaBH4的 20 mL去离子水， 制得AuNCs.  然后， 将
AuNCs在10000 r/min转速下离心20 min， 并重新分散在去离子水中， 得到AuNCs分散液 .
1.2.2　AuNCs的CT成像　在CT测试中， 分别测定了 0， 500， 1000， 1500和 2000 μg/mL的AuNCs分散
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液， 获得了相应的CT图像， 并通过专业测试软件获得了亨氏单位（HU）的CT信号值 .
1.2.3　体外细胞毒性实验　在细胞毒性研究中， 采用不同浓度的AuNCs分散液（0， 25， 50， 100， 200和

400 μg/mL）与KB细胞一起培养 .  通过CCK-8实验测定了培养 24 h后细胞在 490 nm处的光密度（OD）

值， 并计算相对细胞存活率 .
1.2.4　肝功能和肾功能测试　将AuNCs按体重50 μg/g的浓度注射到小鼠体内 .  24 h后， 取小鼠血清进

行肝功能和肾功能检测 .  同时使用年龄相同的健康小鼠作为对照， 以上实验均重复3次取平均值 .
1.2.5　药代动力学研究和肿瘤摄取效率　通过测定血液中Au的含量进行药代动力学研究 .  将AuNCs
按体重 50 μg/g的剂量静脉注射到小鼠体内 .  然后， 分别在 0， 1， 2， 4， 10， 24和 48 h时从尾静脉抽取

10 μL血液 .  将血液样品溶解在王水中， 然后用 ICP-AES测定Au的含量 .  通过计算血液中Au与注射的

AuNCs总量之间的比值计算血液循环半衰期 .  为了测定肿瘤摄取效率， 静脉注射24 h后， 通过手术切

除小鼠的肿瘤， 待完全溶解在王水中后， 利用 ICP-AES测定Au的含量 .
1.2.6　尿液中Au含量的监测　对尿液中Au的含量进行了监测 .  分别于注射AuNCs后 1/3， 1/4， 3/8，    
1/2， 1， 2， 3， 4， 5， 6， 7和8 d， 使用硬膜外导管进行输尿管插管， 并用注射器吸取膀胱中的尿液 .  将尿

液样品溶解于王水中， 利用 ICP-AES测定Au的含量 .
2 结果与讨论

2.1　金纳米簇的结构与性能

实验中首先将分子量为78000的海藻酸钠分子与氯金酸在溶液中反应， 形成无色的海藻酸钠络合

的Au3+配合物， 再经NaBH4还原后制得AuNCs.  图1（A）示出了AuNCs的TEM照片， 可见AuNCs呈现类

球形形貌， 有较好的尺寸均一性， 经测量统计， 其平均直径（-d）为（4. 2±0. 9） nm［图 1（B）］.  为了探究

AuNCs中Au元素与配体的比例， 对AuNCs和海藻酸钠分别进行了热失重分析， 由热失重曲线（见本文

支持信息图S1）可见， 海藻酸钠在220~280 ℃出现明显的有机物分解的失重峰， 此阶段其中间产物发生

Fig. 1　TEM image of SA⁃AuNCs(A), the size distribution profile of of SA⁃AuNCs based on TEM 
image(B), SA⁃AuNCs size measured by DLS before(a) and after(b) 7 d of storage(C) and 
UV⁃Vis absorption spectra of SA⁃AuNCs(D)
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分解、 碳化， 藻酸盐糖苷键全部断裂， 羟基以水的形式脱去， 并产生热解水脱出 .  经计算， AuNCs中海

藻酸钠的质量分数为 91. 4%， Au元素的含量为 8. 6%.  AuNCs 的 zeta 表面电势高达（‒56. 3±1. 2） mV，    
说明溶液中的AuNCs之间可形成较强的静电排斥作用； 同时由于海藻酸钠配体的分子量和含量较高， 
用纳米粒度仪测得AuNCs的水合粒径尺寸为 24. 4 nm［图 1（C）］， 远大于从图 1（A）中观测到的尺寸，    
这主要归因于半刚性的海藻酸钠配体可在溶液中携带大量的负电荷， 形成较大的空间位阻， 为AuNCs
提供良好的稳定性 .  AuNCs溶液经过7 d的室温放置后， 测得其水合粒径为18. 2 nm， zeta表面电势为

（‒48. 4±3. 7） mV， 说明AuNCs具有良好的胶体稳定性 .  贵金属纳米颗粒通常具有特殊的表面等离子体

共振吸收行为， AuNCs同样具备表面等离子体共振吸收性能， 吸收峰主要在可见光区， 峰位中心出现

在520 nm［图1（D）］.
由于Au元素对X射线的吸收能力较强， AuNCs同样具备X射线成像的造影增强性能， 对不同浓度

的AuNCs溶液进行了电子计算机断层扫描（CT）， 获得的灰度CT照片显示AuNCs的造影增强效果具有

明显的浓度依赖性， CT信号随着AuNCs浓度的增加而增强［图2（A）］.  经亨氏单位（HU）定量后， 浓度

为 2 mg/mL 的 AuNCs 可提供 61 HU 的 CT 信号强度 .  将 AuNCs 的 CT 信号强度与浓度进行线性拟合       
［图2（B）］， 所得拟合曲线的斜率［HU/（mg‧mL‒1）］代表了单气浓度的AuNCs对CT信号的吸收能力， 经
计算为30. 4 HU/（mg‧mL‒1）， 表明其可在CT中用于疾病的成像诊断 .

2.2　细胞毒性

为检测 AuNCs 的细胞毒性， 将不同浓度的 AuNCs 分别与 KB 细胞共培养 24 h， 在 CCK-8 实验中     
采用 490 nm 处的光密度值测算相对细胞存活率 .  由图 3 可见， 将 AuNCs 的浓度从 25 μg/mL 提高至    
400 μg/mL， 24 h后， 所有实验组相对于空白对照组的细胞存活率均保持在约100%， 说明AuNCs对KB
细胞不存在明显的毒性， 高浓度共培养的 AuNCs 也不影响 KB 细胞的增殖过程 .  另外， 当共培养的

AuNCs浓度高于100 μg/mL时， 部分实验组细胞的相对存活率计算结果稍大于100%， 这可能是由于少

量的AuNCs 被内吞到细胞中， 在采用光密度

值估算细胞存活率时， 内吞的AuNCs 增大了

490 nm的光密度值［33］， 从而提高了细胞相对

存活率的实验结果 .  为进一步测定AuNCs的
内吞效率， 将 KB 细胞样品与 400 μg/mL 的

AuNCs 共培养 24 h 后， 使用 ICP-AES 测定被

细胞内含有的Au元素总量 .  结果表明， 5. 3%
的AuNCs被KB细胞内吞， 远低于一般纳米簇

的细胞内吞效率 .  纳米簇通常具有极小的尺

寸， 极易被细胞摄取并内吞， 文献［34］报道的

柠檬酸钠稳定的 AuNCs 的内吞效率接近

Fig. 2　CT images(A) and CT signal intensity(B) of AuNCs at increasing concentrations of 0, 0. 5, 1. 0, 
1. 5 and 2. 0 mg/mL

Fig. 3　Relative cell viability for KB cells post incubation 
with different concentrations of AuNCs for 24 h
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38%， 导致此结果的可能原因是海藻酸钠为AuNCs提供了较大的空间位阻， 阻碍了AuNCs向细胞表面

的扩散， 降低了细胞摄取效率 .  尽管如此， 海藻酸钠稳定的AuNCs仍表现出极低的细胞毒性， 在细胞

层面具有良好的生物相容性 .
2.3　金纳米簇的活体代谢性能

使用活体小鼠检测了AuNCs的生物安全性 .  首先检测的是AuNCs对小鼠肝和肾功能的影响 .  实验

中将AuNCs通过尾静脉注射入小鼠体内， 剂量为每克小鼠体重注射50 μg AuNCs.  注射24 h后， 提取小

鼠血清样本进行肝、 肾功能检测［图4（A）］.  其中， 肝功能的主要测试指标包括总蛋白量（TP）、 白蛋白

（ALB）、 球蛋白（GLO）、 直接胆红素（DBIL）、 间接胆红素（IBIL）、 总胆红素（TBIL）、 丙氨酸氨基转移酶

（ALT）、 天冬氨酸转氨酶（AST）和碱性磷酸酶（ALP）， 检测结果与健康的对照组小鼠相比无明显差异； 
肾功能的主要测试指标如肌酐（CREA）和血液尿素氮（BUN）含量均在正常范围内， 但是尿酸出现明显

升高， 相对百分比升高到250%.  为了探究AuNCs是否会对肾功能造成长期干扰， 对尿酸指标进行了监

测［图4（B）］.  结果表明， 静脉注射48 h后尿酸含量达到最高值， 是健康水平的341%， 注射48 h后尿酸

含量逐步下降， 直到静脉注射金纳米簇后的第8天， 尿酸含量恢复到健康水平的数值 .  以上结果表明， 
系统注射AuNCs的对小鼠的肝功能无明显影响， 但会造成肾功能中尿酸含量在短期快速升高， 这种干

扰可自行恢复， 不会破坏肾脏的正常功能 .

肾功能参数的变化与AuNCs在活体中的代谢机制息息相关， 实验通过AuNCs的药代动力学曲线和

小鼠排泄物中Au元素含量的变化研究了AuNCs的代谢机制 .  AuNCs的药代动力学曲线通过监测不同

时间点小鼠血液中Au元素浓度的变化绘制， 由图 5可见， 静脉注射后的几分钟内， 血液中AuNCs的    
浓度为（34. 9±1. 7）% ID/g， 随后的几个小时

内， AuNCs 的浓度开始快速降低， 直到 48 h
后， 其浓度降低至（6. 2±0. 8）%ID/g.  经过非线

性拟合， 血液中AuNCs浓度的衰减曲线与方程

y=6. 38+28. 17e‒x/8. 84具有较高的相关性 .  根据

拟合曲线计算得出 AuNCs 在血液循环中的衰

减半衰期（t1/2， h）为（8. 2±0. 2） h， 而文献［35，

36］报道的柠檬酸钠稳定的AuNCs在血液循环

中的半衰期仅为0. 7 h， 相比之下， 海藻酸钠可

以大幅延长AuNCs在血液循环中的半衰期， 此
性能有利于AuNCs在肿瘤区域的聚集， 从而提

高了摄取效率 .
大量文献报道， 对于小分子配体稳定的AuNCs和量子点等材料［37~39］， 通常在静脉注射 1 h内超过

70%注射剂量会被肾脏过滤并清除出血液， 导致其在血液循环中的半衰期极短 .  而海藻酸钠配体大幅

Fig. 4　Liver and renal functions of mice detected 24 h post intravenous injection of AuNCs(A) and 
uric acid content from 1 to 8 d post injection of AuNCs(B)

Fig. 5　Concentrations of AuNCs in the blood changes 
over time after intravenous injection
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延长了AuNCs在血液循环中的半衰期， 其原因可能是海藻酸钠改变了肾脏清除的过程 .  为此， 监测了

小鼠排泄物中Au元素的含量［图6（A）］.  在不同时间节点采集的尿液样本中， 代谢3 h的尿液颜色为深

棕红色， 约含21%注射剂量的AuNCs； 随着时间的推移， 后续尿液样本中AuNCs的含量逐渐降低， 尿
液颜色逐渐恢复至黄色［图6（B）］.  经过计算， 静脉注射24 h内通过尿液排泄出体外的AuNCs占总注射

剂量的54%左右， 24 h后每天通过尿液排泄的AuNCs逐渐减少， 且日均排泄剂量均<10%.  相比之下， 
从粪便中每日检测出的Au元素含量则较低（见本文支持信息图S2）， 仅前48 h AuNCs的排泄剂量超过

1%， 后续每日排泄剂量均不足1%.  因此， 海藻酸钠稳定AuNCs的主要代谢途径仍然为肾脏过滤通道， 
这也与肾功能的参数变化相符， 海藻酸钠配体的引入可以大幅延缓肾脏对AuNCs的清除， 从而延长

AuNCs在血液循环中的半衰期 .  经过实验观察和逻辑推断， 海藻酸钠配体对肾脏清除过程的影响机制

可能来源于两方面： （1） 高分子量的柔性配体为AuNCs提供了较大的空间位阻， 较大的水合粒径有效

阻碍了肾脏的清除过程， 同时， 聚多糖在血液循环中也容易降解， 使得最终AuNCs仍能被肾脏清除； 
（2） 活体实验中使用的AuNCs为浓溶液， AuNCs会因为配体分子间的动态交换和氢键作用形成亚稳态

的团簇， 大幅提高了颗粒尺寸（见本文支持信息图S3）， 纳米簇之间的平均间距为7. 2 nm（见本文支持

信息图S4）， 此亚稳态的团簇随着血液循环被逐渐打开， 使得AuNCs最终得到排泄 .

2.4　肿瘤成像

延长的血液半衰期有利于肿瘤对金纳米簇的摄取， 实验中使用荷载KB肿瘤的小鼠对AuNCs的肿

瘤摄取效率和成像诊断性能进行了测试 .  静脉注射24 h后， 由CT照片（图7）可见， AuNCs在肿瘤区域

发生了明显富集， 使KB肿瘤产生了增强的CT信号 .  经 ICP-AES检测发现， 肿瘤区域的AuNCs富集效

率高达10. 4%ID/g.  值得一提的是， 海藻酸钠配体极易与二价金属离子发生交联反应， 在KB肿瘤的皮

下区域注射混合了氯化钙的透明质酸溶液， 钙离子向肿瘤中扩散， 可与海藻酸钠稳定的AuNCs发生交

Fig. 6　Collected content of AuNCs from urine at different time points(A) and an optical image for 
urine samples taken 3, 6, 9, 12 h post intravenous injection of AuNCs(B)

Fig. 7　CT images of KB tumors exhibited in grayscale and false⁃color forms
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联反应， 使 AuNCs 被动滞留在肿瘤中 .  经检测， KB 肿瘤对 AuNCs 的摄取效率被进一步提高到

14. 5%ID/g， 在CT成像中， 由钙离子诱导AuNCs富集的KB肿瘤也展现出最强的CT信号 .
3 结 论

研究了海藻酸钠配体对AuNCs在活体中代谢行为的影响机制 .  首先， 海藻酸钠稳定的AuNCs结合

了Au元素的化学惰性和海藻酸钠的生物相容性， 表现出极低的细胞毒性； 其次经过静脉注射进入血液

循环后， 通过对小鼠排泄物的监测证明AuNCs主要通过肾脏清除通道排出体外， 表明海藻酸钠稳定的

AuNCs具备良好的生物安全性； 并且海藻酸钠大幅延缓了肾脏对AuNCs的清除速度， 从而将AuNCs在
血液循环中的半衰期延长到（8. 2±0. 2） h， 将肿瘤的摄取效率提高到10. 4%ID/g； 增大肿瘤区域的钙离

子浓度可进一步将肿瘤的摄取效率提高到14. 5%ID/g.  研究结果表明， 配体功能性的设计可以延缓纳

米簇的肾脏清除过程， 在不牺牲生物安全性的前提下提高纳米簇的肿瘤摄取效率， 解决了纳米簇肾脏

清除与肿瘤摄取效率之间的矛盾， 为其它高性能纳米诊疗试剂的功能设计提供了理论依据 .
支持信息见http://www.cjcu.jlu.edu.cn/CN/10.7503./cjcu20240135.
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