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【摘要】 　 目的　 探讨２２５Ａｃ 标记血管生成素 ２（ＡＮＧＰＴ２）靶向多肽 ＨＳＶＰＲＨＥＶ（简称 ＨＳＶ）对非

小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）增殖、侵袭、迁移的影响。 方法　 成组设计研究。 制备２２５Ａｃ⁃１，４，７，１０⁃四氮杂环十

二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸（ＤＯＴＡ）⁃ＨＳＶ，并设对照组（ＰＢＳ）、ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 组、游离 ２２５Ａｃ 组及 ２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃
ＨＳＶ 组。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同 ＮＳＣＬＣ 细胞株中 ＡＮＧＰＴ２ 表达水平；通过 ＨＳＶ⁃异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）共聚焦实验及荷瘤小鼠体内荧光成像评价 ＨＳＶ 的靶向摄取能力；采用细胞计数盒（ＣＣＫ⁃８）
法检测 Ａ５４９ 细胞活力，流式细胞术检测细胞周期及凋亡，平板克隆形成评估细胞增殖能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测细胞迁移和侵袭能力，γＨ２ＡＸ 免疫荧光观察 ＤＮＡ 损伤。 采用单因素方差分析、两因素方差

分析进行组间比较。 结果 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，Ａ５４９ 细胞 ＡＮＧＰＴ２ 表达量较高。 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 在

Ａ５４９ 细胞中表现出明显的荧光摄取信号，荷瘤小鼠体内荧光成像也显示肿瘤部位存在荧光富集。２２５Ａｃ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 的标记率大于 ８５％，其可显著抑制 Ａ５４９ 细胞活力，且随着放射性浓度的增加和处理时间

的延长，细胞活力逐渐下降（Ｆ ＝ １７．６４，Ｐ＜０．００１），４８ 和 ７２ ｈ 的半数抑制浓度（ ＩＣ５０）分别为 ２３．０６ 和

４􀆰 １３ ｋＢｑ ／ ｍｌ。２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 可诱导 Ａ５４９ 细胞 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞（Ｆ＝ ４３１．６０，Ｐ＜０．００１），促进细胞凋亡

（Ｆ＝ １７．６０，Ｐ＜０．００１） ，抑制细胞克隆形成（Ｆ＝ １ ６６０．００，Ｐ＜０．００１），并抑制细胞的迁移（Ｆ＝ ５６５．００，Ｐ＜
０．００１）和侵袭（Ｆ＝ １ ７４３．００，Ｐ＜０．００１）及诱导 ＤＮＡ 双链断裂（Ｆ ＝ １１１．７０，Ｐ＜０．００１）。 结论 ２２５Ａｃ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 可抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖、克隆形成、迁移和侵袭，诱导细胞 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞、促进细胞凋亡，
并诱导 ＤＮＡ 损伤。 该研究为２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 用于体内治疗研究提供了实验基础。
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ； Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ； Ａｃｔｉｎｉｕｍ； Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃２； Ｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｓ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ； Ｍｉｃｅ， ｎｕｄｅ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （１１８７５０６１）； Ｍａｊｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２３ＺＤＦＡ０１４）

ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２６０３３１⁃０００９５

　 　 肺癌是当前全球范围威胁公众健康最严重的恶

性肿瘤之一，其中非小细胞肺癌（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ）约占全部肺癌的 ８５％［１］。 尽管近年

来靶向治疗及免疫治疗不断发展，但晚期 ＮＳＣＬＣ 仍

存在易复发、易转移及预后较差等问题［２⁃４］。
靶向 α 核素治疗是近年来放射性核素治疗领

域的重要发展方向。 与 β 粒子相比，α 粒子具有更

高的传能线密度（ ｌｉｎｅａｒ ｅｎｅｒｇｙ ｔｒａｎｓｆｅｒ， ＬＥＴ）和短

射程，可在局部范围内产生高能量沉积，从而诱导复

杂 ＤＮＡ 双链断裂（ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ， ＤＳＢ），
具有较强的肿瘤杀伤作用［５］。２２５Ａｃ 因其物理半衰期

（９．９２ ｄ）及多级 α 衰变特性，已成为目前最具应用

前景的医用 α 核素之一［６］。 研究表明，２２５Ａｃ 标记放

射性药物在多种实体瘤中具有良好的抗肿瘤活性及

临床转化潜力［７］。
血管生成素 ２（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃２， ＡＮＧＰＴ２）是肿瘤

血管生成及肿瘤转移的重要调控因子，在 ＮＳＣＬＣ 组

织中高表达，并与肿瘤进展及不良预后密切相

关［８⁃１１］。 本研究组前期筛选获得的 ＡＮＧＰＴ２ 靶向多

肽 ＨＳＶＰＲＨＥＶ（简称 ＨＳＶ）对 ＡＮＧＰＴ２ 具有较好的

亲和能力［１２］。 基于此，本研究构建２２５Ａｃ⁃１，４，７，１０⁃
四氮杂环十二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸（１，４，７，１０⁃ｔｅｔ⁃
ｒａａｚａｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ⁃１，４，７，１０⁃ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＤＯＴＡ）⁃
ＨＳＶ，系统评价其对 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖、凋亡、迁移和

侵袭的影响，为２２５Ａｃ 的靶向 α 核素治疗在 ＮＳＣＬＣ
中的进一步研究提供依据。

材料和方法

一、实验仪器与材料

１．主要材料与仪器。２２５Ａｃ 由本单位自制：利用

兰州重离子研究装置提供的束流轰击２３２Ｔｈ 金属靶，
通过散裂反应制备，再使用全自动化分离多色谱连

用装置高效分离获得２２５Ａｃ。 ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 购自上海强

耀生物科技有限公司；ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、ＲＩＰＡ 裂

解液、异硫氰酸荧光素 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）购自北京索莱宝科技有限公司；胎牛血清（ ｆｅ⁃
ｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）购自苏州依科赛生物科技有

限公司；细胞计数盒（ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８， ＣＣＫ８）溶

液、ＦＩＴＣ⁃膜联蛋白Ⅴ（Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ）、碘化丙啶（ｐｒｏ⁃
ｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ， ＰＩ）溶液购自深圳市尚唯生物科技有

限公司；４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ， ＤＡＰＩ）染色液购自上海碧云天生物技

术股份有限公司。 酶标仪购自瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司；
ＧＥＭ５０Ｐ４⁃８３ 高纯锗（ｈｉｇｈ⁃ｐｕｒｉｔｙ ｇｅｒｍａｎｉｕｍ， ＨＰＧｅ）γ
探测器（配有 ＤＳＰＥＣ ５０ 数字化谱仪）购自美国 ＯＲＴＥＣ
公司；激光共聚焦显微镜购自德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司；
倒置显微镜、流式细胞仪购自北京索莱宝科技有限

公司；小动物活体荧光成像仪购自韩国 Ｖｉｅｗｏｒｋｓ 公司。
２．细胞与实验动物。 ＮＳＣＬＣ 细胞株 Ａ５４９、

Ｈ１２９９、Ｈ４６０ 及正常肺上皮细胞株 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 均购自

苏州海星生物科技有限公司。 ５ 周龄、体质量 ２０ ｇ
左右的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠（ｎ＝ ４）购自中国农科院兰

州兽医研究所，于无特定病原体环境中饲养。 动物

实验经中国科学院近代物理研究所实验动物福利伦

理委员会批准［批件号：２０２５（０２３）］，实验动物使用

许可证号为 ＳＣＸＫ（甘）２０２０⁃０００２。
二、实验方法

１． ２２５Ａｃ 标记探针的制备。 将 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 辅助试

剂加入２２５ Ａｃ 溶液中，调节 ｐＨ ＝ ４． ５，混匀后加入

ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ（ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 与２２５Ａｃ 的质量比为 １０ ∶１），
在 ９０ ℃下温育 ２５ ｍｉｎ，完成放射性核素标记。 采用

ＨＰＧｅ γ 探测器测定放射性计数，并计算２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃
ＨＳＶ 标记率。

２． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。 采用 ＲＩＰＡ 裂解液提取细

胞总蛋白，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳后
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转膜，质量分数 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，加入 ＡＮＧＰＴ２
一抗（２４６１３⁃１⁃ＡＰ，购自武汉三鹰生物技术有限公

司），稀释比为 １ ∶１ ０００，在 ４ ℃温育过夜；次日加入

辣根过氧化物酶标记二抗（ＲＳ０００２；美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ
公司），稀释比为 １ ∶１０ ０００，在室温下温育 １ ｈ，采用

化学发光法显影。
３．细胞摄取实验。 将 Ａ５４９ 细胞按每孔 ３×１０５ 个

接种于 ６ 孔板中，待细胞贴壁后加入 ＦＩＴＣ 标记的

ＨＳＶ 多肽（ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ）温育 ２、４、６ ｈ；ＰＢＳ 洗涤后，用
０．０４ ｇ ／ ｍｌ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，ＤＡＰＩ 染色 ５ ｍｉｎ，
采用激光共聚焦显微镜观察细胞内荧光分布情况。

４．体内荧光摄取实验。 取对数期生长的 Ａ５４９
细胞 ５×１０６ 个（重悬于 １００ μｌ ＰＢＳ 中），接种于裸鼠

右侧腋窝皮下。 待肿瘤体积达到约 ２００ ｍｍ３ 后，予
每只小鼠经尾静脉注射游离 ＦＩＴＣ（１００ μｇ ／只）及

ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ（１００ μｇ ／只）。 给药后 １、４ 和 ６ ｈ 进行小

动物活体荧光成像，观察 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 在体内的分布

情况。 成像结束后，取主要脏器及肿瘤组织进行离

体荧光观察。
５．细胞活力检测。 将 Ａ５４９ 细胞接种于 ９６ 孔板

中（每孔 ３ ０００ 个），用 ０、２．５、５．０、１０．０ 和 ２０．０ ｋＢｑ ／ ｍｌ
２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 处理细胞，继续培养 ２４、４８ 和 ７２ ｈ
后，每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ８ 溶液，培养 １～２ ｈ 后，在酶

标仪上测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度，计算细胞活力。
６．细胞周期与凋亡实验。 将 Ａ５４９ 细胞以每孔

３×１０５ 个接种于 ６ 孔板，培养 ２４ ｈ 后分别加入 ＰＢＳ
（对照组）、ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ（５ μｇ）、游离２２５Ａｃ（１８．５ ｋＢｑ）
和２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ（１８． ５ ｋＢｑ）。 将不同处理组的

Ａ５４９ 细胞培养 ４８ ｈ 后，用不含乙二胺四乙酸的胰

蛋白酶（大连美仑生物技术有限公司）消化收集细

胞，室温离心（８００ ｒ ／ ｍｉｎ） ４ ｍｉｎ（离心半径 １０ ｃｍ），
弃上清液，用 ＰＢＳ 重复洗涤 ２ 次。 细胞周期检测：
加入体积分数 ７０％冷乙醇固定过夜，洗涤细胞后加

入 ＰＩ 染色液，避光温育 １５ ｍｉｎ，使用流式细胞仪进

行检测。 细胞调亡检测：加入 ２００ μｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
（深圳市尚唯生物科技有限公司）重悬细胞，分别加

入 １０ μｌ ＦＩＴＣ⁃Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ和 ５ μｌ ＰＩ 染色液，室温避

光染色 １５ ｍｉｎ 后使用流式细胞仪检测。
７．细胞克隆、迁移和侵袭实验。 （１）细胞克隆。

Ａ５４９ 细胞经处理（分组处理同细胞周期与凋亡实

验）后接种于 φ６０ 培养皿中，对照组与 ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ
组接种 １ ０００ 个细胞，游离 ２２５Ａｃ 与２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ
组分别接种 ８ ０００ 个细胞。 培养 １４ ｄ 后弃去培养

基，用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次。 采用 ０．０４ ｇ ／ ｍｌ 多聚甲

醛固定 ３０ ｍｉｎ，用质量分数 １％ 结晶紫染色 １ ｈ，在
显微镜下计数含≥５０ 个细胞的细胞集落。

（２）细胞迁移。 Ａ５４９ 细胞以每孔 ３×１０４ 个接

种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 装置上室，上室加入无 ＦＢＳ 培养基，
下室加入含 ＦＢＳ 的培养基。 细胞培养 ４８ ｈ 后，用
ＰＢＳ 轻轻冲洗 ３ 次后，使用 ０．０４ ｇ ／ ｍｌ 多聚甲醛固定

细胞 １５ ｍｉｎ，结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 轻轻冲洗 ３ 次

以去除多余染液，在倒置显微镜下观察并计数。
（３）细胞侵袭。 取 ６０ μｌ 质量浓度为 ３００ μｇ ／ ｍｌ

基质胶（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）加至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室底

部，４ ℃温育 ３ ｈ；随后向 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室加入含 ＦＢＳ
的培养基。 将 Ａ５４９ 细胞以每孔 ３×１０４ 个接种到预

先形成凝胶的上室中，培养 ４８ ｈ 后进行细胞的收

集、固定、染色、计数（同迁移实验）。
８．免疫荧光检测。 将 ３×１０５ 个 Ａ５４９ 细胞接种

于 ６ 孔板中，待细胞贴壁 ２４ ｈ 后按照不同分组处理

（同细胞活力检测）。 弃培养基后 ＰＢＳ 清洗 ２ 次，
０􀆰 ０４ ｇ ／ ｍｌ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ。 加入体积分数

０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００ 温育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次，用质

量分数 ５％牛血清白蛋白室温封闭 １ ｈ。 加入一抗

γＨ２ＡＸ（ａｂ８１２９９；英国 Ａｂｃａｍ 公司）４ ℃过夜，次日

ＰＢＳ 清洗 ３ 次，二抗采用 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的兔

抗（ＲＳ３２１８；美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公司），室温避光温育

１ ｈ。 ＤＡＰＩ 染色 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次。 在爬片上滴

加抗淬灭封片剂封片，并使用激光共聚焦显微镜进

行图像采集和定量分析。
９．统计学分析。 本研究采用成组设计，且至少

进行 ３ 次独立的重复实验。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
１０．４．２ 软件进行统计学分析，符合正态分布的定量

资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示，多组间比较采用单因素方差分析

或两因素方差分析，组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 法。
以 Ｐ＜０．０５ 为差异具有统计学意义（双侧检验）。

结　 　 果

１．不同 ＮＳＣＬＣ 细胞 ＡＮＧＰＴ２ 表达水平。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示，ＡＮＧＰＴ２ 在 Ａ５４９ 与 Ｈ１２９９ 细胞中呈

较高表达，而在 Ｈ４６０ 及 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞中表达相对

较低（图 １）。
２． ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 细胞摄取。 随着温育时间延长，

Ａ５４９ 细胞内 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 荧光信号逐渐增强（Ｆ＝ １３．４２，
Ｐ＝ ０．００６）；在 ２ ｈ 时 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 荧光主要分布于细

胞膜周围，随着时间延长，细胞质内荧光信号进一步

增加，部分区域呈点状聚集（图 ２）。
３． ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ体内摄取。活体荧光成像结果显
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图 ２　 不同时间点 Ａ５４９ 细胞激光共聚焦显微镜检测图（Ａ；×４０）及 ＨＳＶＰＲＨＥＶ（简称 ＨＳＶ）⁃异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）荧光信号定量分析

（Ｂ）　 可见随着时间延长，ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 荧光信号由细胞膜周围向细胞质内增加，且不同时间点差异有统计学意义（ ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１）。 ＤＡＰＩ
为 ４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚，Ｍｅｒｇｅ 为融合

图 ３　 不同时间点 Ａ５４９ 荷瘤小鼠活体荧光成像图（Ａ）及离体荧光成像图（Ｂ） 　 Ａ．游离 ＦＩＴＣ 注射后 １ ｈ 全身荧光迅速分布，随后快速清

除；ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 注射后 １ ｈ 肿瘤部位（箭头示）即出现明显荧光信号，随时间延长肿瘤部位荧光持续增强；Ｂ． ＦＩＴＣ 注射 １ ｈ 后，荧光信号主要

集中在肾脏，而 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 注射 １ ｈ 后，肿瘤及肝脏即出现明显荧光，随时间延长至 ４ 和 ６ ｈ，肿瘤内荧光强度增加。 色阶表示荧光强度

图 １　 不同非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞株 Ａ５４９、Ｈ１２９９、Ｈ４６０
及正常肺上皮细胞株 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 中血管生成素 ２（ＡＮＧＰＴ２）表

达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

示，荷瘤小鼠肿瘤部位可见明显 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 荧光信

号；离体荧光成像结果显示，肿瘤组织中可见较明显

ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 荧光聚集，且荧光强度在 １～６ ｈ 内逐渐增

强，并在 ４ ｈ 左右达到相对稳定水平（图 ３）。
４． ２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 抑制 Ａ５４９ 细胞增殖。 制

备的２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 终产物为无色澄清的溶液，标
记率大于 ８５％。 实验结果（图 ４）显示，２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃
ＨＳＶ 对 Ａ５４９ 细胞的增殖具有显著的抑制作用，随
着药物放射性浓度的增加和处理时间的延长，细胞

活力逐渐下降，组间差异有统计学意义（Ｆ＝ １７．６４，Ｐ＜
０．００１）。 与对照组（０ ｋＢｑ ／ ｍｌ）相比，２．５ ｋＢｑ ／ ｍｌ ２２５Ａｃ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 处理 ２４ ｈ 对细胞活力无明显影响；当放

射性浓度升高至 ２０．０ ｋＢｑ ／ ｍｌ 时，细胞活力开始降低。
处理 ４８ ｈ 后，抑制作用更加明显，在 ２．５ ｋＢｑ ／ ｍｌ 时细

胞活力开始下降；在 ２０．０ ｋＢｑ ／ ｍｌ 时，细胞活力降至

最低。 处理 ７２ ｈ 后，各放射性浓度的细胞活力进一

步降低，显示更强的抑制作用。２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 作

用 ４８ 和 ７２ ｈ 的半数抑制浓度（ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＩＣ５０）分别为 ２３．０６ 和 ４．１３ ｋＢｑ ／ ｍｌ。

６． ２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ诱导 Ａ５４９ 细胞 Ｇ２／ Ｍ 期阻滞。
对照组、ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 组、游离２２５Ａｃ 组和２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ
组Ａ５４９ 细胞 Ｇ２／ Ｍ 期百分比分别为（４．７１±０．５１）％、
（４．６９±０．５５）％、（４１．３１±２．４４）％和（４７．９４±１．４８）％，
差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４３１．６０，Ｐ＜０．００１）；其中２２５Ａｃ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ组Ｇ２ ／ Ｍ期阻滞作用较游离 ２２５ Ａｃ组更
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图 ５　 不同放射性浓度２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 对 Ａ５４９ 细胞的 γＨ２ＡＸ 免疫荧光图（Ａ；×４０）及定量分析（Ｂ）　 可见随着２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 放射性

浓度升高，细胞核内 ＤＮＡ 双链断裂（ＤＳＢ）荧光焦点数逐渐增加，呈明显的放射性浓度依赖性。 ＤＡＰＩ 为 ４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚，Ｍｅｒｇｅ 为

融合；ａＰ＜０．００１

图 ４　 不同放射性浓度２２５Ａｃ⁃１，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，４，
７，１０⁃四乙酸（ＤＯＴＡ）⁃ＨＳＶＰＲＨＥＶ（简称 ＨＳＶ）分别作用 ２４、４８
和 ７２ ｈ 后 Ａ５４９ 细胞的细胞活力

加显著（Ｐ＝ ０．０１６）。
７． ２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 促进 Ａ５４９ 细胞凋亡。 对照

组、ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 组、游离２２５ Ａｃ 组和２２５ Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ
组 Ａ５４９ 细胞凋亡率分别为（８．５７±２．６１）％、（８．５２±
１．１９）％、（９．６０±０．４６）％和（１８．５５±２．７５）％，差异有

统计学意义（Ｆ＝ １７．６０，Ｐ＜０．００１）；游离 ２２５Ａｃ 仅诱导

了轻微的细胞凋亡，而２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 则诱导了明

显的细胞凋亡，且凋亡率高于游离 ２２５Ａｃ（Ｐ＝０．００３）。
８． ２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 对 Ａ５４９ 细胞克隆、侵袭、

迁移的影响（表 １）。 对照组与 ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 组 Ａ５４９
细胞的克隆形成无明显抑制作用，而游离 ２２５Ａｃ 处

理后的细胞克隆数明显减少，经过２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ
处理后细胞克隆形成能力进一步受到抑制。

ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 组与对照组相比，Ａ５４９ 细胞迁移及

侵袭能力无明显变化；游离 ２２５Ａｃ 处理后，细胞迁移

和侵袭数均下降；而２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ处理后，迁移

表 １　 不同组别对 Ａ５４９ 细胞克隆、侵袭、迁移的影响

组别
细胞克隆

形成数（个）
迁移

细胞数（个）
侵袭

细胞数（个）

对照组　 　 　 　 　 ３２３．３３±６．１１　 ２３７．００±５．５７ ２３５．６７±５．０３
ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 组　 　 ２９１．６７±１０．４１ ２１９．３３±７．０２ ２２５．６７±５．５１
游离 ２２５Ａｃ 组　 　 ２５．３３±２．５２ １５４．３３±１１．１５ １３２．３３±３．７９

　 ２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 组 １３．００±３．６１ １５．６７±３．０６ １２．６７±２．０８
Ｆ 值　 　 　 　 　 １ ６６０．００ ５６５．００ １ ７４３．００
Ｐ 值　 　 　 　 　 Ｐ＜０．００１ Ｐ＜０．００１ Ｐ＜０．００１

　 　 注：ＤＯＴＡ 为 １，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸，ＨＳＶ
为多肽 ＨＳＶＰＲＨＥＶ 的简称

和侵袭细胞数进一步下降，且较游离 ２２５Ａｃ 组差异

具有统计学意义（均 Ｐ＜０．００１）。
９． ２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 诱导 Ａ５４９ 细胞 ＤＳＢ。 免疫

荧光染色结果显示，０ ｋＢｑ ／ ｍｌ 组细胞核内无明显的

ＤＳＢ 荧光焦点形成，而 ２．５、５．０、１０．０ 及 ２０．０ ｋＢｑ ／ ｍｌ
组都有不同程度的 γＨ２ＡＸ 阳性焦点增加，且随着
２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 放射性浓度升高，细胞核内 ＤＳＢ
焦点数逐渐增加，呈明显的放射性浓度依赖性（Ｆ ＝
１１１．７０，Ｐ＜０􀆰 ００１；图 ５）。

讨　 　 论

ＮＳＣＬＣ 的增殖、浸润及远处转移是导致患者预

后不良的重要原因。２２５Ａｃ 释放的高 ＬＥＴ、短射程 α
粒子能诱导难以修复的 ＤＮＡ 损伤，在靶向 α 核素治

疗中具有一定优势［１３⁃１５］。 本研究基于前期筛选获

得的 ＡＮＧＰＴ２ 靶向多肽 ＨＳＶ 构建了２２５ Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃
ＨＳＶ，并系统性评价其对 Ａ５４９ 细胞的体外抗肿瘤作

用。 本研究结果显示，２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 能够明显抑

制Ａ５４９细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭能力，并
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诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡，提示其可能具有一

定的 ＡＮＧＰＴ２ 相关抗肿瘤作用。
ＡＮＧＰＴ２ 是 Ｔｉｅ２ 受体的重要配体，在肿瘤血管

生成、血管重塑及肿瘤微环境调控中发挥重要作用。
既往研究表明，ＡＮＧＰＴ２ 在 ＮＳＣＬＣ 组织中的表达明

显高于正常肺组织，并与肿瘤进展、临床分期及不良

预后密切相关［１０⁃１１］。 因此 ＡＮＧＰＴ２ 成为肺癌靶向

治疗的重要潜在靶点。 本研究获得的 ＡＮＧＰＴ２ 靶

向多肽 ＨＳＶ 具有一定的 ＡＮＧＰＴ２ 亲和能力及细胞

摄取特性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，Ａ５４９ 与 Ｈ１２９９
细胞均存在较高 ＡＮＧＰＴ２ 表达。 考虑到 Ｈ１２９９ 细

胞属于 ｐ５３ 缺失型细胞，而 Ａ５４９ 细胞为 ｐ５３ 野生型

细胞［１６］，后者能够更完整地反映辐射诱导 ＤＮＡ 损

伤、细胞周期阻滞及凋亡等相关信号通路变化，本研

究组选择 Ａ５４９ 细胞作为后续功能实验模型。 此

外，ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 共聚焦结果显示，随着温育时间延长，
Ａ５４９ 细胞内 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 荧光信号逐渐增强，荧光主

要分布于细胞膜及细胞质区域，提示 ＨＳＶ 能够被

Ａ５４９ 细胞有效摄取并发生一定程度细胞内富集。
荷瘤小鼠体内荧光成像结果亦显示 ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 在肿

瘤部位存在一定荧光富集。 上述结果结合 ＡＮＧＰＴ２
表达情况，初步提示 ＨＳＶ 可能具有与 ＡＮＧＰＴ２ 相关

的结合及摄取能力，为２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 发挥增强抗

肿瘤效应提供了实验依据。
２２５Ａｃ 发挥抗肿瘤作用的核心事件之一可能是

诱导复杂 ＤＳＢ 的大量积累。 Ｚｏｌｇｈａｄｒｉ 等［１７］ 的研究

表明，２２５Ａｃ 及同类 α 核素２２７Ｔｈ 可以引起高密度、复
杂的 ＤＳＢ，并表现出较高的相对生物学效应，这类损

伤较 ＤＮＡ 单链断裂更难修复，往往会直接影响细胞

存活率下降。 关于靶向 α 核素治疗放射生物学基

础的综述指出，α 粒子造成的损伤不仅体现在 ＤＳＢ
数量增加，也体现在损伤的复杂度升高，这种复杂损

伤更容易激活共济失调⁃毛细血管扩张突变基因

（ａｔａｘｉａ⁃ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ ｍｕｔａｔｅｄ ｇｅｎｅ， ＡＴＭ） ／细胞周期

检测点激酶 ２ （ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｋｉｎａｓｅ ２， ＣＨＫ２）信号通

路的细胞周期检查点、修复失败及最终程序性死

亡［１８⁃１９］。 Ｇｒａｆ 等［２０］在２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃酪氨酸 ３⁃奥曲肽

（Ｔｙｒ３⁃ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ， ＴＯＣ）体内及体外实验中发现，随
着２２５Ａｃ 活度增加，肿瘤细胞 γＨ２ＡＸ 焦点明显增加；
在 ２．５～ １０．０ ｋＢｑ ／ ｍｌ 范围内即可观察到 Ｇ２ ／ Ｍ 期比

例升高，７２ ｈ 后出现明显的细胞凋亡，表明２２５Ａｃ 可以

通过 ＤＳＢ 进一步引起细胞周期阻滞和细胞凋亡。
该研究从放射生物学角度证实了２２５ Ａｃ 所导致的

ＤＮＡ 损伤在抗肿瘤效应中的核心作用。 与此一致，

本研究中 γＨ２ＡＸ 免疫荧光结果显示，随着２２５ Ａｃ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 放射性浓度升高，Ａ５４９ 细胞核内的 ＤＳＢ
焦点逐渐增多。 此外，Ｗｉｃｈｍａｎｎ 等［２１］ 报道在胶质

母细胞瘤和结直肠癌异种移植模型中，２２５Ａｃ⁃ｃｈ８０６
可显著抑制肿瘤生长，并伴随 γＨ２ＡＸ 表达增强、细
胞增殖核抗原 Ｋｉ⁃６７ 降低、ｐ２１ 升高及活化的半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶⁃３（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）增加，提示２２５Ａｃ 标

记药物能够通过诱导 ＤＮＡ 损伤、抑制细胞增殖并促

进凋亡发挥抗肿瘤作用。 本研究对象为 Ａ５４９ 细

胞，但所得结果同样表现为增殖抑制、克隆形成下

降、细胞周期阻滞和细胞凋亡增加，表明２２５Ａｃ 引起

的抗肿瘤效应在不同实体瘤模型中具有一定共性。
除了 ＤＮＡ 的直接杀伤，α 粒子还会通过非靶向

效应引起生物学效应，这些效应通常包括旁观者效

应以 及 由 免 疫 应 答 激 活 诱 导 的 远 隔 效 应［２２］。
Ｅｒｔｖｅｌｄｔ 等［２３］ 进一步证实，２２５ Ａｃ 标记的抗人 ＣＤ２０
单域抗体不仅能够抑制肿瘤生长，还可诱导抗原特

异性免疫应答、重塑肿瘤微环境，并与程序性死亡受

体配体 １ 阻断表现出一定协同趋势。 这提示本研究

观察到的 Ａ５４９ 细胞迁移、侵袭及克隆形成能力下

降，除与 ＤＮＡ 损伤和细胞周期异常直接相关外，也
可能与 α 核素治疗后引起的整体细胞应激状态增

强有关。 由于本研究为体外细胞实验，尚未涉及免

疫微环境和旁观者效应的直接验证。
本研究存在以下局限性：仅在细胞水平上进行

了体外验证，虽然通过不同细胞株 ＡＮＧＰＴ２ 表达检

测、ＨＳＶ⁃ＦＩＴＣ 细胞摄取及荷瘤小鼠体内荧光成像初

步验证了 ＨＳＶ 的相关结合及摄取能力，但未进一步

开展阻断实验及低 ＡＮＧＰＴ２ 表达细胞株的系统功

能学对照研究。 后续将进一步结合多种肺癌细胞模

型和动物实验，系统评价２２５ Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 的靶向

性、安全性及体内抗肿瘤效果，并围绕 ＤＮＡ 损伤应

答、凋亡调控及转移相关通路开展更深入的机制研

究，以期为２２５Ａｃ⁃ＤＯＴＡ⁃ＨＳＶ 在 ＮＳＣＬＣ 靶向 α 核素

治疗中的进一步应用提供更充分的实验依据。
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ｃｅｌｌｓ ｅｘｈｉｂｉｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｒｅ⁃
ｌａｔｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｍｅｎ ａｎｄ ｐ５３⁃ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒｓ （Ｂａｓｅｌ）， ２０２１， １３（１１）： ２６６９． ＤＯＩ：１０．
３３９０ ／ ｃａｎｃｅｒｓ１３１１２６６９．

［１７］ Ｚｏｌｇｈａｄｒｉ Ｓ， Ｒａｆｉｅｐｏｕｒ Ｐ， Ｙｏｕｓｅｆｎｉａ Ｈ． Ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ＤＮＡ ｓｔｒａｎｄ
ｂｒｅａｋｓ ｆｒｏｍ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｌｐｈａ ｅｍｉｔｔｅｒｓ ２２５Ａｃ ａｎｄ ２２７Ｔｈ ｖｉａ Ｇｅａｎｔ４⁃
ＤＮＡ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ＲＢＥ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ［ Ｊ］ ． ＥＪＮＭＭＩ Ｐｈｙｓ，
２０２５， １２（１）： ９２． ＤＯＩ：１０．１１８６ ／ ｓ４０６５８⁃０２５⁃００８０５⁃９．

［１８］ Ｃｒｕｚ⁃Ｎｏｖａ Ｐ， Ｔｒｕｊｉｌｌｏ⁃Ｎｏｌａｓｃｏ Ｍ， Ａｒａｎｄａ⁃Ｌａｒａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｄｉｏｂｉｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｐｈａ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ． Ｔｈｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｌ⁃
ｐｈａ⁃ｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ， ２０２５， １４６⁃１４７： １０９０４４．
ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｎｕｃｍｅｄｂｉｏ．２０２５．１０９０４４．

［１９］ Ｓｏｎｇ Ｚ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｑｉｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｌｐｈａ ｔｈｅｒａｐｙ： ａ ｃｏｍｐｒｅ⁃
ｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｆｒｏｍ ＂ ｌｏｃａｌ⁃ｒｅｇｉｏｎａｌ⁃ｓｙｓ⁃
ｔｅｍｉｃ＂ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， ２０２５， ５３
（１）： ３０⁃４７． ＤＯＩ：１０．１００７ ／ ｓ００２５９⁃０２５⁃０７３９０⁃０．

［２０］ Ｇｒａｆ Ｆ， Ｆａｈｒｅｒ Ｊ， Ｍａｕｓ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓ ａｓ ｐｒｅ⁃
ｄｉｃｔｏｒ ｏｆ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｐｈａ⁃ｐａｒｔｉｃｌｅ ｅｍｉｔｔｅｒ Ａｃ⁃２２５ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｌｅｃ⁃
ｔｒｏｎ ｅｍｉｔｔｅｒ Ｌｕ⁃１７７ ｆｏｒ ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１４， ９ （ ２）： ｅ８８２３９． ＤＯＩ：１０． １３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ．
ｐｏｎｅ．００８８２３９．

［２１］ Ｗｉｃｈｍａｎｎ ＣＷ， Ｍｏｒｇａｎ ＫＡ， Ｃａｏ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅ⁃
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ２２５Ａｃ⁃ｃｈ８０６ ｉｎ ｇｌｉｏ⁃
ｂｌａｓｔｏｍａ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ，
２０２４， ６５（９）： １４５６⁃１４６２． ＤＯＩ：１０．２９６７ ／ ｊｎｕｍｅｄ．１２３．２６６８９４．

［２２］ Ｌａｄｊｏｈｏｕｎｌｏｕ Ｒ， Ｌｏｚｚａ Ｃ， Ｐｉｃｈａｒｄ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｄｒｕｇｓ ｔｈａｔ ｍｏｄｉｆｙ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｌｔｅｒ ｔｈｅ ｐ３８ ／ ＪＮＫ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｄ
ｎｏｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｌｐｈａ ａｎｄ ａｕｇｅｒ ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［ Ｊ］ ．
Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１９， ２５ （ １５）： ４７７５⁃４７９０． ＤＯＩ： １０． １１５８ ／
１０７８⁃０４３２．ＣＣＲ⁃１８⁃３２９５．

［２３］ Ｅｒｔｖｅｌｄｔ Ｔ， Ｋｒａｓｎｉｑｉ Ａ， Ｃｅｕｐｐｅｎｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｌｐｈａ⁃ｔｈｅｒａｐｙ
ｕｓｉｎｇ ２２５Ａｃ ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｄｏｍａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｎｔｉｇｅｎ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｉｎｓｔｉｌｌｓ ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｂｏｔｈ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍｉｃａｌｌｙ ａｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ，
２０２３， ６４（５）： ７５１⁃７５８． ＤＯＩ：１０．２９６７ ／ ｊｎｕｍｅｄ．１２２．２６４７５２．

（收稿日期：２０２６⁃０３⁃３１） 　 　
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