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二氧化锰纳米颗粒负载槲皮素对乳腺癌细胞的放射增敏作用研究
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　　［摘要］　目的　探究二氧化锰纳米颗粒负载槲皮素［Ｍｎ（ＱＵ）］对乳腺癌４Ｔ１细胞及移植瘤小鼠
的放射增敏作用。方法　用油酸模板法合成二氧化锰（ＭｎＯ２）纳米颗粒，采用透射电子显微镜、扫描电
镜和能量色散Ｘ射线光谱仪表征合成的ＭｎＯ２纳米颗粒的形貌和化学组分。进一步用物理吸附法负载
槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ＱＵ），通过傅里叶变换红外光谱仪和紫外分光光度计进行成分表征，并利用溶氧仪检
测Ｍｎ（ＱＵ）在不同 ｐＨ与不同浓度过氧化氢反应生成氧气的能力；利用 ＣＣＫ８法检测不同浓度 Ｍｎ
（ＱＵ）对小鼠乳腺癌４Ｔ１细胞活性的影响；克隆形成、γＨ２ＡＸ荧光染色、ＲＯＳ荧光染色、活／死细胞荧光
染色和流式细胞术检测Ｍｎ（ＱＵ）联合放疗对４Ｔ１细胞的放射增敏作用以及对细胞凋亡的促进作用。最
后，构建小鼠乳腺癌 ４Ｔ１细胞移植瘤模型评价 Ｍｎ（ＱＵ）联合放疗抑制小鼠乳腺癌生长的作用。
结果　成功合成了粒径大小约为１２０ｎｍＭｎＯ２纳米颗粒并负载ＱＵ。所制备的Ｍｎ（ＱＵ）与过氧化氢反
应的氧气生成能力与ｐＨ大小呈负相关而与过氧化氢浓度呈正相关；细胞实验结果显示，Ｍｎ（ＱＵ）在浓
度为５０μｇ／ｍＬ时对４Ｔ１细胞无明显毒性，但能显著增强Ｘ射线诱导的４Ｔ１细胞杀伤作用（放疗增敏比
为１．６１），增加ＤＮＡ双链的断裂以及ＲＯＳ的产生，细胞死亡比例增加，诱导４Ｔ１细胞凋亡；体内移植瘤
实验结果显示不同处理组对小鼠肿瘤体积抑制能力：Ｍｎ（ＱＵ）联合放疗组＞ＭｎＯ２联合放疗组＞ＱＵ联合
放疗组＞放疗组＞对照组。结论　Ｍｎ（ＱＵ）联合放疗对乳腺癌４Ｔ１细胞表现出显著的增殖抑制和放射增
敏作用，并对移植瘤的生长也表现出明显的抑制效果。
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　　乳腺癌已经成为当今影响人类健康的重要威胁，
每年造成了成千上万的人死亡。针对乳腺癌的治疗，

由于传统手术肿瘤切除的高创伤和化疗的毒副作用，

使其治疗作用往往不尽人意，同时还有复发的风险，给

患者带来了身体上和经济上的双重负担［１－２］。放疗作

为一种高能量和高穿透能力的治疗手段，近年来已广

泛地应用到深部实体肿瘤的治疗中。当含有高能量的

射线照射实体瘤时，射线会直接损伤肿瘤细胞 ＤＮＡ，
进而导致肿瘤细胞的增殖减少，最终杀灭肿瘤［３－４］。

此外，高能射线还能通过作用于肿瘤细胞中的过氧化

氢和氧气，产生具有细胞毒性的活性氧，使肿瘤细胞发

生氧化应激，进而走向死亡［５－６］。然而，由于肿瘤细胞

的缺氧微环境，使肿瘤的放疗效果受限。

　　近年来，含有高原子序数的金属纳米药物用于肿
瘤的放射增敏已被广泛研究［７－１０］。具有电子未占空轨

道的金属原子吸收高能射线的辐射能量，再与水和氧

气发生电子交换，生成具有细胞毒性的活性氧，例如单

线态氧、过氧化氢、羟基自由基、超氧阴离子，氧化损伤

肿瘤细胞的 ＤＮＡ、脂质化物和蛋白质，诱导细胞发生
凋亡和铁死亡［１１］。因此，通过提高氧浓度，改善实体

肿瘤的缺氧微环境，同时增强肿瘤细胞对射线的敏感

性成为肿瘤放疗的重要策略。ＭｎＯ２纳米颗粒具有良
好的水溶性和低毒性，近年来已广泛地应用于实体肿

瘤的放射治疗中［１２］。ＭｎＯ２纳米颗粒能在肿瘤细胞中
催化过氧化氢反应生成氧气和细胞毒性的羟基自由

基，在改善肿瘤缺氧微环境的同时极大地提高了射线

诱导的活性氧生成，产生氧化应激和更强的放疗杀伤

效果［１３－１４］。由于细胞自身存在的保护机制对射线产

生辐射抵抗，导致 ＭｎＯ２纳米颗粒的放疗效果不能完
全发挥出来。因此，开发兼具氧气生成和抑制辐射抵

抗的纳米放疗增敏剂具有显著的迫切性。

　　ＱＵ作为一种纯天然黄酮醇类化合物，具有抗菌、抗
过敏和降血脂等生物学活性［１５－１６］。此外，近年来研究

发现ＱＵ在癌症治疗中也具有很好的潜力，尤其是可作
为放疗增敏剂通过对细胞凋亡的诱导、细胞周期的阻滞

及肿瘤乏氧微环境的改善等方式来减轻细胞辐射抵抗

从而增强肿瘤的放疗效果［１７－１８］。但它在实际使用中仍

面临许多局限，如水溶性极低、对光敏感，容易降解等。

因此，基于ＭｎＯ２纳米颗粒的优异载药性能和ＱＵ的放
射增敏作用，本研究采用油酸模板法合成ＭｎＯ２纳米颗
粒，再通过物理吸附法负载ＱＵ，增强乳腺癌４Ｔ１细胞的
放射增敏作用。最后，构建小鼠乳腺癌移植瘤模型评价

Ｍｎ（ＱＵ）联合放疗抑制移植瘤生长的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验细胞及动物　　小鼠４Ｔ１乳腺癌细胞购
买于北纳生物技术有限公司，ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠（ＳＰＦ级雌
性，６～８周龄）购买于陆军军医大学实验动物中心。
本研究经陆军军医大学伦理委员会批准，并根据《中

国实验动物福利和伦理指南》进行。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ培养基、链霉素／青霉素、
胎牛血清 、胰蛋白酶购买于赛默飞世尔生物化学制品

有限公司，ＣＣＫ８试剂购买于重庆葆光生物技术有限
公司，γＨ２ＡＸ荧光染色检测试剂盒和活性氧检测试
剂盒购买于上海碧云天生物技术有限公司，凋亡试剂

５４３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）



盒购买于普诺赛生物科技有限公司，油酸购买于国药

集团化学试剂有限公司，高锰酸钾（ＡＲ级）购买于国
药集团化学试剂有限公司，无水乙醇购买于阿达玛斯

试剂有限公司，槲皮素购买于麦克林生化科技股份有

限公司。

１．２　方法
１．２．１　纳米材料制备　　将１０ｍＬ油酸滴加入５００ｍＬ
高锰酸钾水溶液（２ｇ／Ｌ）中，室温下剧烈搅拌。反应液
在室温下保持１２ｈ搅拌使其反应完全，生成的棕黑色
产物用去离子水洗３次去除未反应的高锰酸钾，用乙
醇洗５次去除残留的油酸或氧化油酸，离心后在６０℃
下干燥即得 ＭｎＯ２纳米颗粒，于－２０℃保存备用。称
取２０ｍｇＭｎＯ２纳米颗粒分散在５ｍＬ乙醇中，然后将
５ｍＬＱＵ乙醇溶液（２ｍｇ／ｍＬ）滴加入混合液中。搅拌
２４ｈ后，离心用乙醇进行３次洗涤，即得 Ｍｎ（ＱＵ）纳
米材料，于－２０℃保存。
１．２．２　纳米材料表征和 Ｍｎ（ＱＵ）产氧能力测定　　
采用扫描电子显微镜（ＺＥＩＳＳ）观测 ＭｎＯ２纳米颗粒形
貌，即滴加 ＭｎＯ２纳米颗粒在硅片上，经喷金处理，通
过扫描电镜（３ｋＶ加速电压）观察形貌结构。采用透
射电镜（Ｈｉｔａｃｈｉ）分析ＭｎＯ２纳米颗粒微观形貌和粒径
大小，即滴加ＭｎＯ２纳米颗粒在铜网上，通过透射电镜
（加速电压１００ｋＶ）观察材料形貌以及粒径。采用能
量色散Ｘ射线光谱仪（ＥＤＳ）进行ＭｎＯ２纳米颗粒的元
素组成分析。采用傅里叶变换红外光谱仪（Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ）测定 ＱＵ、ＭｎＯ２、Ｍｎ（ＱＵ）的红外吸收光谱图。
采用紫外分光光度计（上海仪电分析仪器有限公司）

对ＱＵ、ＭｎＯ２、Ｍｎ（ＱＵ）的组分进行紫外吸收光谱表
征。将５０μｇ／ｍＬＭｎ（ＱＵ）分散在脱氧水中，在温和搅
拌下与不同浓度过氧化氢溶液混合，每２０秒用溶解氧
仪实时检测氧气浓度，测定Ｍｎ（ＱＵ）产氧能力。
１．２．３　细胞培养　　将ＤＭＥＭ培养基加入１０％胎牛
血清和 １％链霉素／青霉素用于培养 ４Ｔ１细胞并放置
于３７℃、５％ＣＯ２含量的恒温培养箱中孵育。通过显
微镜监测细胞的生长状态并选取处于对数生长期的细

胞用于后续实验。

１．２．４　ＣＣＫ８法测定细胞活性　　将４Ｔ１细胞用胰
酶消化，调整细胞的浓度为５×１０４个／ｍＬ，按１００μＬ／
孔接种于９６孔板中，待细胞贴壁后分别依次加入浓度
为０、１２．５、２５、５０、７５和 １００μｇ／ｍＬ的 Ｍｎ（ＱＵ）水溶
液，每组６孔，放回细胞培养箱孵育 ４８ｈ后在每孔加
入１０μＬＣＣＫ８工作液，继续孵育４ｈ，用酶标仪获取
吸光度ＯＤ值，计算细胞的存活率。
　　细胞存活率（％）＝（实验组 ＯＤ值－空白组 ＯＤ
值）／（对照组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）×１００％。

１．２．５　细胞克隆形成实验　　将４Ｔ１细胞接种至细胞
６孔板，分别用ＱＵ（６．７μｇ／ｍＬ）、ＭｎＯ２（４３．３μｇ／ｍＬ）、
Ｍｎ（ＱＵ）（５０μｇ／ｍＬ）作用２４ｈ后弃掉原培养基，每孔
加入ＰＢＳ进行清洗，然后再加入 ２ｍＬ新鲜培养基后
分别给予 ０、２、４和 ６Ｇｙ的 Ｘ射线生物辐照仪（Ｒａｄ
ｓｏｕｒｃｅ２０００）辐照，放回细胞培养箱继续孵育２４ｈ。将
细胞用胰酶消化后调整密度为 １０３个／孔后放回培养
箱继续孵育。用４％多聚甲醛固定细胞，结晶紫染色，
清洗后晾干，拍照。根据单击多靶模型利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ软件进行细胞存活曲线拟合，计算放射增敏比
（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｒａｔｉｏ，ＳＥＲ）。
　　单击多靶模型公式：Ｓｕｒｖｉｖａｌｆｒａｃｔｉｏｎ（ＳＦ）＝１－
（１－ｅ－ｋＤ）ｎ；
　　式中ｋ为细胞存活曲线的钝化常数，ｎ为外推数，
ｋ和ｎ的值可由拟合曲线方程直接给出。
　　ＳＥＲ＝Ｄ３７（对照组）／Ｄ３７（实验组）；Ｄ３７＝Ｄ０＋
Ｄｑ；Ｄ０＝１／ｋ；Ｄｑ＝ｌｎｎ×Ｄ０；
　　式中 Ｄ３７表示细胞存活率为３７％时所用的辐射
剂量；Ｄ０为平均致死剂量；Ｄｑ为准阈剂量。
１．２．６　γＨ２ＡＸ免疫荧光染色　　４Ｔ１细胞按 ５×
１０４／孔的密度接种于共聚焦培养皿中，放回细胞培养
箱孵育贴壁后按下 列 分 组 处 理：正 常 对 照 组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、６Ｇｙ辐照组（ＲＴ）、ＱＵ＋ＲＴ组、ＭｎＯ２＋ＲＴ
组、Ｍｎ（ＱＵ）＋ＲＴ组。４％多聚甲醛固定后用ＰＢＳ清洗
３次，每次５ｍｉｎ。加入免疫染色封闭液进行室温封闭
６０ｍｉｎ，封闭后加入按 １∶２００比例稀释的 γＨ２ＡＸ抗
体，４℃孵育过夜后再用 ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。
加入按１∶５００比例稀释的 ＩｇＧＦａｂ２ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（Ｒ）５５５
二抗，在室温下进行避光孵育２ｈ后，用 ＤＡＰＩ染色液
在室温条件下对细胞核进行复染。用 ＰＢＳ清洗细胞
后放置于共聚焦显微镜（ＺＥＩＳＳ８００）下进行检测。
１．２．７　细胞 ＲＯＳ检测　　将 ４Ｔ１细胞接种于 ６孔
板，按照Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＲＴ、ＱＵ＋ＲＴ组、ＭｎＯ２＋ＲＴ组、Ｍｎ（ＱＵ）＋
ＲＴ组分组处理后放回细胞培养箱继续孵育 ２４ｈ，用
ＰＢＳ清洗细胞后在每孔中加入 １ｍＬ用无血清培养基
按１∶１０００比例稀释的 ＤＣＦＨＤＡ，继续孵育４０ｍｉｎ后
清洗３次，在荧光显微镜（奥林巴斯）下观察并拍照。
１．２．８　细胞死活荧光染色　　将４Ｔ１细胞接种至６孔
板，分组处理同上。每孔加入５００μＬ按１∶１０００稀释
的ＣａｌｃｅｉｎＡＭ／ＰＩ混合工作液，放回细胞培养箱进行
３０ｍｉｎ避光孵育后在荧光显微镜下观察并拍照。
１．２．９　流式细胞术测定细胞凋亡　　将４Ｔ１细胞接
种于６孔板中。分组处理后收集细胞并用 ＰＢＳ清洗。
加入１００μＬ按 １∶１０稀释的 ＡｎｎｅｘｉｎＶＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
重悬细胞。之后再加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ染色液和ＤＡＰＩ
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染色液各 ２．５μＬ，避光孵育 １５ｍｉｎ。加入 ４００μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ后用流式细胞仪（ＢＤｖｅｒｓｅ）检
测细胞凋亡。

１．２．１０　移植瘤小鼠体内治疗　　于ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠右
腿前背部皮下接种 １×１０６个 ４Ｔ１细胞（１００μＬ／只），
构建小鼠皮下移植瘤模型，当肿瘤体积长至大约７０ｍｍ３，
将荷瘤小鼠随机分为五组：正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、６Ｇｙ
辐照组（ＲＴ）、ＱＵ＋ＲＴ组、ＭｎＯ２＋ＲＴ组、Ｍｎ（ＱＵ）＋ＲＴ
组，第 １天和第 ４天分别给予 ＰＢＳ、ＱＵ（２ｍｇ／ｋｇ）、
ＭｎＯ２（１３ｍｇ／ｋｇ）和 Ｍｎ（ＱＵ）（１５ｍｇ／ｋｇ）药物瘤内注
射治疗，放疗组药物干预４ｈ后对肿瘤局部进行６Ｇｙ
的Ｘ射线照射。游标卡尺２ｄ测量１次小鼠肿瘤的长
径（Ｌ）和横径（Ｗ），并通过Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２公式计算肿瘤
体积（Ｖ），连续测量１２天，记录小鼠肿瘤体积变化曲
线并计算各组肿瘤生长抑制率。

１．３　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．３对定量数据进行柱状
图绘制和统计分析，数据用 珋ｘ±ｓ表示。当数据服从正态
分布且方差齐时组间差异用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）
进行对比。Ｐ＜０．０５则认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　纳米材料的理化性质
　　通过扫描电镜（ＳＥＭ，图 １Ａ）和透射电镜（ＴＥＭ，
图１Ｂ）可观察到合成的 ＭｎＯ２纳米颗粒的直径约为

１２０ｎｍ，与文献报道一致［１９］。利用能量色散Ｘ射线光
谱仪（ＥＤＸ）分析ＭｎＯ２纳米颗粒元素组成。实验结果
显示，所合成的纳米颗粒中的主要元素为 Ｍｎ和 Ｏ，其
原子百分比约为 １∶２，证实了所制备的材料是由二氧
化锰组成的 ＭｎＯ２纳米颗粒（图 １Ｃ）。将 ＱＵ负载到
ＭｎＯ２纳米颗粒上，合成负载槲皮素的二氧化锰纳米颗
粒［Ｍｎ（ＱＵ）］。利用傅里叶变换红外光谱证明了 ＱＵ
的存在。从图１Ｄ中可以看出，１５９２ｃｍ－１处的特征峰
属于ＱＵ的 Ｃ＝Ｏ伸缩振动。紫外光谱实验结果也显
示Ｍｎ（ＱＵ）在４１０ｎｍ波长处出现了一个尖锐的吸收
峰，这种现象可能是由于ＱＵ（紫外吸收波长为３７４ｎｍ）
与ＭｎＯ２结合后的吸收峰发生红移导致（图１Ｅ），这也
进一步证实 ＱＵ的成功负载。此外，我们建立了 ＱＵ
的浓度与紫外吸光度标准曲线，根据吸光度结果计算

出Ｍｎ（ＱＵ）载药率高达１３．４ｗｔ．％。为测定Ｍｎ（ＱＵ）
与过氧化氢反应的产氧能力，我们通过溶氧仪（雷磁，

ＪＰＢ６０７Ａ）研究了Ｍｎ（ＱＵ）在不同 ｐＨ、过氧化氢浓度
条件下的氧气生成能力。如图１Ｆ所示，当过氧化氢的
浓度不变时，溶液 ｐＨ越小 Ｍｎ（ＱＵ）的氧气生成能力
越强。当溶液的ｐＨ不变时，过氧化氢的浓度越高，Ｍｎ
（ＱＵ）的氧气生成能力越强。鉴于肿瘤微环境呈现出
弱酸性和高过氧化氢浓度的特性，Ｍｎ（ＱＵ）有可能通
过提升氧气浓度增强肿瘤对放射的敏感性。
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图１　纳米材料的理化性质表征
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２．２　细胞活性评价
　　采用 ＣＣＫ８法评价了 Ｍｎ（ＱＵ）对 ４Ｔ１细胞的活
性影响（图 ２）。实验结果表明，当药物浓度增加到
５０μｇ／ｍＬ时，４Ｔ１细胞活性仍保持大于９０％。药物浓
度继续提高，细胞活性略微降低。当药物浓度分别达

到７５μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ时，细胞活性仍大于８０％，
表明合成的Ｍｎ（ＱＵ）具有较好的安全性，在５０μｇ／ｍＬ
剂量内无明显的细胞毒性。
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图２　不同浓度Ｍｎ（ＱＵ）对４Ｔ１细胞的毒性影响

２．３　Ｍｎ（ＱＵ）的体外放疗增敏抗肿瘤作用
２．３．１　细胞克隆形成实验结果　　通过细胞的克隆
形成能力评价Ｍｎ（ＱＵ）处理后的４Ｔ１细胞的放射敏感
性的改变情况。如图３Ａ所示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，６Ｇｙ
辐照（ＲＴ）处理后的４Ｔ１细胞克隆形成数目变化不明
显，ＱＵ联合６Ｇｙ辐照组细胞克隆数略有减少，未表现
出显著的放疗增敏活性，ＭｎＯ２联合６Ｇｙ辐照组细胞
克隆数明显减少，显示出一定的放疗增敏活性，而 Ｍｎ
（ＱＵ）联合６Ｇｙ辐照组克隆形成数最少。由此可见，
经Ｍｎ（ＱＵ）处理后可增加 ＲＴ的肿瘤活性抑制作用。
利用单击多靶模型计算细胞的放射敏感性。图３Ｂ结
果显示，相比于单纯辐照组。Ｍｎ（ＱＵ）在同等放射剂
量下显示出最低的ＳＦ值，计算所得Ｍｎ（ＱＵ）联合放

疗组的放射增敏比为１．６１，与其他组相比Ｍｎ（ＱＵ）表
现出最强的放射增敏作用。

２．３．２　γＨ２ＡＸ荧光染色结果　　γＨ２ＡＸ是发生
ＤＮＡ损伤时的重要标志物。辐射造成的 ＤＮＡ双链断
裂会诱导Ｈ２ＡＸ磷酸化形成 γＨ２ＡＸ，通过测定细胞
中 γＨ２ＡＸ含量可用于评判 ＤＮＡ的损伤程度和修复
情况。如图 ４所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组中仅有极少量的 γ
Ｈ２ＡＸ焦点，证明几乎无ＤＮＡ损伤情况发生。单纯辐
照 ＲＴ组、ＱＵ＋ＲＴ组和 ＭｎＯ２＋ＲＴ组有少量的 γ
Ｈ２ＡＸ焦点形成，而 Ｍｎ（ＱＵ）＋ＲＴ组中形成大量的 γ
Ｈ２ＡＸ焦点，表明Ｍｎ（ＱＵ）＋ＲＴ处理组的４Ｔ１细胞产
生的ＤＮＡ双链断裂数目增加，导致ＤＮＡ损伤加剧，为
Ｍｎ（ＱＵ）用于进一步肿瘤放疗增敏治疗提供可能。
２．３．３　细胞ＲＯＳ荧光染色结果　　活性氧ＲＯＳ是高
能射线照射细胞后产生的具有细胞毒性的活性物质，

同时也是诱导细胞产生氧化损伤的关键刺激因素，通

过检测辐照后细胞内 ＲＯＳ水平可用来评价药物的放
疗活性。利用活性氧指示剂，通过共聚焦显微镜检测

ＲＯＳ水平。如图５所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，单纯辐照
ＲＴ组和 ＱＵ＋ＲＴ组没有表现出很明显的 ＲＯＳ生成，
ＭｎＯ２＋ＲＴ组表现出一定的辐射诱导 ＲＯＳ生成。然
而，Ｍｎ（ＱＵ）在同等辐照剂量下具有最多的 ＲＯＳ生
成，进一步表明Ｍｎ（ＱＵ）具有优异的放疗增敏抗肿瘤
能力。

２．３．４　细胞活／死荧光染色结果　　ＣａｌｃｅｉｎＡＭ／ＰＩ
荧光染色通过检测细胞内酯酶活性和细胞膜完整性，

从而反映细胞活性与细胞毒性。如图 ６所示，与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，单纯辐照ＲＴ组和ＱＵ＋ＲＴ组没有表现
出明显的细胞状态变化，ＭｎＯ２＋ＲＴ组细胞的死细胞含
量略有增多，Ｍｎ（ＱＵ）＋ＲＴ组细胞的死细胞含量明显
增多，活细胞数量减少，进一步证实 Ｍｎ（ＱＵ）联合放
疗对肿瘤细胞活性具有明显的抑制作用。
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Ａ：４Ｔ１细胞经分组处理后的克隆形成实验；Ｂ：０、２、４、６ＧｙＸｒａｙ辐照后４Ｔ１细胞的生存分数（ｎ＝３）

图３　分组处理后的４Ｔ１细胞克隆形成影响及ＳＦ值的计算
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与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ａ：Ｐ＜０．００１
Ａ：免疫荧光检测各组细胞核 γＨ２ＡＸ焦点形成情况；Ｂ：各组细胞 γＨ２ＡＸ焦点数目统计图（ｎ＝３）

图４　分组处理后的４Ｔ１细胞 γＨ２ＡＸ免疫荧光检测和相对荧光强度统计
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Ａ：不同处理组细胞ＲＯＳ生成情况；Ｂ：各组细胞 ＲＯＳ荧光强度统计图（ｎ＝３）
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．００１

图５　分组处理后的４Ｔ１细胞ＲＯＳ荧光检测和荧光强度统计

９４３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）
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图６　分组处理后的４Ｔ１细胞活／死荧光染色图
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图７　分组处理后的４Ｔ１细胞凋亡图

２．３．５　流式细胞术检测细胞凋亡结果　　为评价Ｍｎ
（ＱＵ）的放疗增敏抗肿瘤活性，通过流式细胞仪检测细
胞凋亡。实验结果如图 ７所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＲＴ、ＱＵ＋ＲＴ、
ＭｎＯ２＋ＲＴ和Ｍｎ（ＱＵ）＋ＲＴ不同处理后的细胞凋亡率
（Ｑ２＋Ｑ３）分别为 ３．６４％、７．０５％、１４．９％、１５．８７％，
３２．６３％。与对照组相比，单纯 ＲＴ组的细胞凋亡率仅
升高了３．４１％，表明４Ｔ１细胞在６Ｇｙ辐照下损伤轻
微。ＱＵ联合放疗的细胞凋亡率与对照组相比升高了
１１．２６％，ＭｎＯ２联合放疗组相比对照组的细胞凋亡率
增加了１２．２３％，表现出一定的放疗增敏活性。而Ｍｎ
（ＱＵ）联合放疗组的细胞凋亡率增加了２８．９９％，通过
加剧４Ｔ１细胞凋亡比例显著增强了放疗增敏抗肿瘤作
用，表明Ｍｎ（ＱＵ）通过增强放射治疗诱导的细胞凋亡
比例实现放射增敏的抗肿瘤效果。

２．４　体内抗肿瘤效应评价
　　为进一步评价Ｍｎ（ＱＵ）的体内放疗增敏抗肿瘤活
性，利用ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠建立了４Ｔ１移植瘤模型来评价
Ｍｎ（ＱＵ）在小鼠体内的抗肿瘤能力。实验结果显示

（图８），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，不同处理组对小鼠肿瘤体
积生长抑制能力Ｍｎ（ＱＵ）＋ＲＴ组＞ＭｎＯ２＋ＲＴ组＞ＱＵ＋
ＲＴ组，表明Ｍｎ（ＱＵ）联合放疗对肿瘤生长抑制效果
最明显，进一步确证所制备的 Ｍｎ（ＱＵ）优异的体内放
疗增敏抗肿瘤能力。

３　讨论

　　放疗作为一种具有高能量和高穿透力的治疗方
式，通过给予肿瘤部位射线照射产生直接或间接的杀

伤作用，在临床上已经成为精准医学治疗实体瘤的重

要医学手段。但因为放疗对周围正常组织的破坏以及

肿瘤的高效代谢速度和对大量氧气的需要，使得肿瘤

微环境保持着缺氧的状态，使得放疗后断裂的ＤＮＡ周
围没有充足的氧气产生稳定的氧化合物，无法有效地

抑制ＤＮＡ受损的自动恢复，因此更加进一步限制了放
疗的效果。因此怎样通过改变肿瘤的缺氧微环境使放

疗抵抗有所缓解是目前的一项研究热点。放疗增敏剂

能够在一定程度上解决这些问题对疗效产生的影响。

０５３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：分组处理后第１２天小鼠的肿瘤实物图；Ｂ：分组处理后小鼠移植瘤体积变化曲线

图８　分组治疗对小鼠移植瘤的体内生长抑制作用

纳米材料作为一门新兴的医工交叉学科，广泛应用于

肿瘤放疗增敏［２０－２１］。和常规化学药物比较，新型纳米

材料可以更有效地靶向递送药物，提高灵敏性。纳米

材料的尺寸和造型可以变换，从而进一步提高放疗

效果。

　　基于 ＭｎＯ２纳米颗粒其优异的物化和生物学性
质，近年来已广泛将其应用于肿瘤的放射增敏领域。

同时，ＭｎＯ２纳米颗粒由于良好的生物相容性、形状多
样性用于药物递送。如空心ＭｎＯ２颗粒包载疏水抗癌
药物喜树碱（ＣＰＴ）以实现药物肿瘤微环境响应性递
送、改善肿瘤缺氧微环境从而放化疗结合增强肿瘤抑

制效果［２２］；Ｌｉｎ等用人血清白蛋白（ＨＳＡ）为模板合成
ＭｎＯ２纳米颗粒并包载自噬抑制剂，逆转异常的肿瘤
微环境，抑制自噬激活［２３］。然而，由于肿瘤细胞的自

我保护机制对射线产生辐射抵抗，导致单纯的 ＭｎＯ２
纳米颗粒放疗的效果受到限制，难以发挥出最大疗效。

　　ＱＵ是一种有抗肿瘤活性的天然黄酮醇类化合
物，它能通过调控细胞周期起到放疗增敏的抗肿瘤治

疗功效［１８］。ＣｈｏｉＪＡ等发现 ＱＵ可诱导乳腺癌 ＭＣＦ７
细胞凋亡和 Ｇ２／Ｍ期阻滞，提高细胞的放射敏感
性［２４］。基于此，我们通过 ＭｎＯ２纳米颗粒作为递药载
体，制备的Ｍｎ（ＱＵ）在增加 ＱＵ的生物利用率的同时
对乳腺癌４Ｔ１细胞和小鼠移植瘤具有良好的放射增敏
作用。

　　通过细胞 ＣＣＫ８实验表明合成的 Ｍｎ（ＱＵ）具有
良好的生物相容性。同时克隆形成实验结果发现，与

单纯 ＭｎＯ２纳米颗粒相比，Ｍｎ（ＱＵ）具有更强放疗增
敏能力，其放疗增敏比为 １．６１。γＨ２ＡＸ免疫荧光和
ＲＯＳ荧光染色实验证明Ｍｎ（ＱＵ）相比于单纯ＭｎＯ２纳
米颗粒能显著增加辐射诱导的 ＤＮＡ双链断裂和刺激
更多的细胞毒性ＲＯＳ生成，从而表现更强的４Ｔ１肿瘤
细胞生长抑制作用。细胞活／死荧光染色结果也显示

Ｍｎ（ＱＵ）能增强 ４Ｔ１肿瘤细胞在射线作用下死亡比
例。同时，细胞流式分析结果表明，Ｍｎ（ＱＵ）能增强
４Ｔ１肿瘤细胞在射线作用下发生凋亡的比率，其促凋
亡作用显著强于其他对照组，表现出最强的拮抗 ４Ｔ１
肿瘤细胞生长作用。小鼠移植瘤模型的抑瘤实验结果

也表明Ｍｎ（ＱＵ）联合放疗组具有最优的实体肿瘤生长
抑制作用。综上所述，本研究成功合成了 Ｍｎ（ＱＵ）纳
米药物并对其进行表征，在细胞水平上可实现放疗增

敏，体内移植瘤抑制也取得了较好的成效。

　　设计的 Ｍｎ（ＱＵ）的放疗增敏抗肿瘤机制可能是
ＭｎＯ２纳米颗粒响应射线照射后肿瘤微环境的高水平
过氧化氢，在产氧的同时释放装载的 ＱＵ。然后，释放
的ＱＵ可将肿瘤细胞的有丝分裂阻滞在 Ｇ２／Ｍ期，同
时破坏肿瘤细胞内的氧化还原平衡，抑制肿瘤细胞的

自我保护机制，降低了肿瘤细胞对射线产生的抵抗，从

而使ＭｎＯ２纳米颗粒最大限度地发挥放疗增敏作用，
提高了辐射所引起的肿瘤细胞 ＤＮＡ双链断裂和活性
氧生成，促进肿瘤细胞凋亡，充分发挥出优异的体内和

体外放疗增敏抗肿瘤效果。希望本文的研究能为设计

和开发具有更加优异效果的放疗增敏剂提供了新的见

解和思路。
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