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【摘要】 　 目的　 构建负载２２３Ｒａ 的 ＣａＣＯ３ 纳米颗粒（ＮＰｓ），以肝细胞癌（ＨＣＣ）细胞为模型，评估

其治疗效能，并探讨 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 在细胞内水解释放 Ｃａ２＋增敏 α 核素治疗的分子机制。 方法 　 采用

ＣａＣｌ２ 与 Ｎａ２ＣＯ３ 共沉淀法制备 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ，并以少量 ＢａＣｌ２ 替代 ＣａＣｌ２ 进行掺杂，模拟并验证２２３Ｒａ 标

记 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的可行性。 运用透射电子显微镜（ＴＥＭ）、Ｘ 射线衍射仪（ＸＲＤ）、热重分析仪（ＴＧＡ）对
ＮＰｓ 进行表征。 制备２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 并检测标记率。 采用大鼠 Ｎ１Ｓ１ ＨＣＣ 细胞，通过完全随机设计

开展实验。 用细胞计数盒（ＣＣＫ⁃８）评估 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的生物安全性，比较２２３ＲａＣｌ２ 与２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ
对 Ｎ１Ｓ１ 细胞的杀伤效能，检测 Ｎ１Ｓ１ 胞内 Ｃａ２＋水平（Ｆｌｕｏ⁃４ ＡＭ 探针结合流式细胞术）、细胞周期分

布（流式细胞术），通过免疫荧光染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＤＮＡ 双链断裂标志物 γ⁃Ｈ２ＡＸ 和同源重组

（ＨＲ）修复蛋白 ＲＡＤ５１ 的表达变化。 采用两独立样本 ｔ 检验和单因素方差分析（事后检验采用

Ｔｕｋｅｙ 法、Ｄｕｎｎｅｔｔ 法）处理数据。 结果　 成功制备粒径约 ２０ ｎｍ 的 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ，２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 标记率

为（９８．１０±１．２３）％（ｎ＝ ３）。 ６００ μｇ ／ ｍｌ 及以下质量浓度 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 对正常肝细胞 ＢＲＬ⁃３Ａ 及 Ｎ１Ｓ１ 细

胞均无明显毒性。 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 可显著提升 Ｎ１Ｓ１ 细胞内 Ｃａ２＋ 浓度（ ｔ ＝ ６．９７，Ｐ ＝ ０．００２）。２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３

ＮＰｓ 处理后 Ｎ１Ｓ１ 细胞活力降至（４９．９５±３．２１）％，低于２２３ＲａＣｌ２ 组（Ｆ＝２５．３３，ｑ＝８．６５，均 Ｐ＜０．００１）。 相较

于２２３ＲａＣｌ２ 和 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 处理组，２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 处理后处于 Ｓ 期的 Ｎ１Ｓ１ 细胞比例增加（Ｆ＝ ４．３８，Ｐ＝
０．０４２），且细胞内 γ⁃Ｈ２ＡＸ 荧光强度最高（Ｆ ＝ ４３３．２０，Ｐ＜０．００１），ＲＡＤ５１ 蛋白表达较对照组降低（Ｆ ＝
１１９．７０，ｑ＝２５．１４，均 Ｐ＜０．００１）。 结论　 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 是２２３Ｒａ 的良好递送载体，且其进入细胞后水解释放

的 Ｃａ２＋可通过下调 ＲＡＤ５１ 蛋白表达和削弱 ＨＲ 修复能力增强２２３Ｒａ 对 ＨＣＣ 细胞的杀伤作用。
【关键词】 　 癌，肝细胞；放射疗法；镭；碳酸钙；纳米粒子；肿瘤细胞，培养的；大鼠
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ｃａｒｒｉｅｒ ｆｏｒ ２２３Ｒａ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｒｅｌｅａｓｅ Ｃａ２＋ ｕｐｏｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ， ｗｈｉｃｈ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＲＡＤ５１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｉｍｐａｉｒｓ ＨＲ ｒｅｐａｉｒ ｃａｐａｃｉｔｙ， ａｎｄ ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ２２３Ｒａ ｏｎ ＨＣＣ ｃｅｌｌｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ； Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ； Ｒａｄｉｕｍ； Ｃａｌｃｉｕｍ ｃａｒｂｏｎａｔｅ； Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；
Ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ； Ｒａｔｓ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２２７２０４０）
ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２６０４１４⁃００１２１

　 　 α 粒子凭借其较 Ｘ、γ 及 β－射线更高的传能线

密度（ ｌｉｎｅａｒ ｅｎｅｒｇｙ ｔｒａｎｓｆｅｒ， ＬＥＴ）及不依赖氧环境

的细胞杀伤特性［１⁃２］，能够高效杀伤乏氧肿瘤细胞，
已成为肿瘤放射性核素内照射治疗的研究热

点［３⁃４］。２２３ＲａＣｌ２ 是目前唯一获美国食品与药品监督

管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ＦＤＡ）批准的

α 粒子药物［５］，主要用于骨转移性前列腺癌的治

疗［６］。 因缺乏理想的递送载体，α 核素在非骨靶向

实体肿瘤中的应用受限［７］。
ＣａＣＯ３ 纳米颗粒（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ＮＰｓ）具有良好

的生物相容性，是极具潜力的药物载体［８⁃９］。 Ｒａ 与

Ｃａ 属同一族，具有相似的化学性质［１０］，这为利用元

素掺杂法实现 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 对２２３Ｒａ 的负载奠定了基

础［１１］。 此外，ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 在细胞内水解产生的 Ｃａ２＋

可以与 Ｍｇ２＋竞争，干扰 Ｍｇ２＋依赖的 ＤＮＡ 修复酶活

性［１２］。 α 粒子可以高效导致 ＤＮＡ 双链断裂（ＤＮＡ
ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ， ＤＳＢ），而同源重组（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ， ＨＲ）修复是 ＤＳＢ 的主要修复途径之

一；ＲＡＤ５１ 是 ＨＲ 修复过程中的关键重组酶，其活

性依赖于 Ｍｇ２＋的辅因子作用［１３］。 因此，利用 ＣａＣＯ３

ＮＰｓ 递送２２３Ｒａ，还可以通过提高胞内 Ｃａ２＋水平抑制

ＲＡＤ５１ 介导的ＨＲ 修复，从而增进 α 粒子对肿瘤细胞

的杀伤。 基于此，本研究采用共沉淀法制备 ＣａＣＯ３

ＮＰｓ 并进行２２３Ｒａ 标记，以大鼠 Ｎ１Ｓ１ 肝细胞癌（ｈｅｐ⁃
ａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ）细胞为模型，评估２２３Ｒａ⁃
ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的肿瘤杀伤效能，并初步验证其通过释

放 Ｃａ２＋下调 ＲＡＤ５１、抑制 ＨＲ 修复从而增进 α 治疗

的分子机制。

材料与方法

１．仪器与材料。 实验仪器主要有：四联磁力搅

拌器（ＭＩＴＲ 米淇，长沙米淇仪器设备有限公司）、透
射电 子 显 微 镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＴＥＭ；Ｈｉｔａｃｈｉ ＨＴ⁃７８００，日本）、Ｘ 射线衍射仪（Ｘ⁃ｒａｙ
ｄｉｆｆｒａｃｔｏｍｅｔｅｒ，ＸＲＤ；Ｒｉｇａｋｕ Ｓｍａｒｔ Ｌａｂ，日本）、热重

分析仪（ ｔｈｅｒｍｏｇｒａｖｉｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｚｅｒ，ＴＧＡ；ＴＡ Ｑ５００，
美国）、高速离心机（ＧＴＲ１６⁃２，北京时代北利离心机

有限公司）、高速台式离心机（ＧＴ⁃１６，北京时代北利

离心机有限公司）、ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 仪（ Ｓｉｅｍｅｎｓ Ｓｙｍｂｉａ
Ｔ１６，德国）、井型 γ 计数器（ＧＣ⁃２１０１，北京派特生物

技术有限公司）、流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ，美国）、
倒置荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ７１，Ｅｖｉｄｅｎｔ，日本）。

无水 ＣａＣｌ２、Ｎａ２ＣＯ３、ＢａＣｌ２ 购于国药集团化学试

剂有限公司；Ｆｌｕｏ⁃４ ＡＭ 荧光探针购于美国 ＡＰＥｘＢＩＯ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＬＬＣ 公司；细胞计数盒（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８，
ＣＣＫ⁃８）购于日本同仁化学研究所；２２３ＲａＣｌ２ 注射液

（Ｘｏｆｉｇｏ）购于德国 Ｂａｙｅｒ 公司；ＲＡＤ５１ 抗体、ＤＳＢ 标

志物 γ⁃Ｈ２ＡＸ 抗体购于上海圣尔生物科技有限公

司；大鼠 Ｎ１Ｓ１ ＨＣＣ 细胞株和大鼠 ＢＲＬ⁃３Ａ 正常肝

细胞株购于上海葵赛生物科技有限公司。
２． ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的制备与表征。 将 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ

ＣａＣｌ２ 溶液与聚丙烯酸（ｐｏｌｙａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄ， ＰＡＡ）混匀

（５００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌 １ ｈ），随后在 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌条件下

缓慢滴加等体积的 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＣＯ３ 溶液，继续室

温搅拌反应 １ ｈ；反应结束后用高速离心机室温离心

（１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心半径 １０ ｃｍ）５ ｍｉｎ 收集沉淀，用
去离子水和无水乙醇交替洗涤，最后于 ６０ ℃真空干
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燥 １２ ｈ，获得 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ。 通过 ＴＥＭ 观察 ＮＰｓ 形貌

与粒径，并利用其配备的能量色散 Ｘ 射线谱（ｅｎｅｒｇｙ
ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ Ｘ⁃ｒａｙ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ， ＥＤＳ）进行成分分析及

元素映射 （ ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｍａｐｐｉｎｇ）。 ＸＲＤ 分析晶体结

构，ＴＧＡ 分析热稳定性。
３． ２２３Ｒａ 标记及验证。 基于 Ｂａ 与 Ｒａ 的同族化

学相似性，将 Ｂａ２＋ 作为２２３ Ｒａ 的非放射性类似物，
Ｂａ２＋与 Ｃａ２＋按物质的量比 １ ∶１ ０００ 进行掺杂共沉淀

实验，使用元素映射验证 Ｂａ２＋掺杂的可行性。 类似地，
在 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 合成过程中加入２２３ＲａＣｌ２（３７ ｋＢｑ ／ ｍｌ），用
高速台式离心机室温离心（１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心半径约

６．８９ ｃｍ）５ ｍｉｎ 去除游离２２３Ｒａ，沉淀即为２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３

ＮＰｓ，使用 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像验证是否标记成功；采用

井型 γ 计数器测定放射性计数并计算标记率。
４．细胞培养。 大鼠 ＨＣＣ 细胞 Ｎ１Ｓ１ 和正常肝细

胞 ＢＲＬ⁃３Ａ 均于含体积分数 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基中 ３７ ℃、体积分数 ５％ＣＯ２ 培养。 本研究细

胞实验采用完全随机设计，根据不同实验目的设置

对应处理分组。
５．细胞内 Ｃａ２＋水平及 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 分布检测。 首

先使用 ＣＣＫ⁃８ 法检测不同质量浓度（０、５、２５、１００、
２００、４００、６００ μｇ ／ ｍｌ）ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 处理 ２４ ｈ 后 ＢＲＬ⁃３Ａ
和 Ｎ１Ｓ１ 细胞的活力。 将 Ｎ１Ｓ１ 细胞以 ５×１０５ 个 ／孔
的密度接种于 ６ 孔板，贴壁后分别加入含 ＣａＣＯ３

ＮＰｓ（２００ μｇ ／ ｍｌ）的培养基处理 ４ ｈ。 Ｆｌｕｏ⁃４ ＡＭ 探

针（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）３７ ℃避光温育 ３０ ｍｉｎ 后，采用流式细

胞术检测细胞内 Ｃａ２＋ 荧光强度。 另取部分细胞于

ＴＥＭ 下观察 ＮＰｓ 的分布。
６．细胞活性与杀伤效应检测。 将 Ｎ１Ｓ１ 细胞以

４×１０３ 个 ／孔的密度接种于 ９６ 孔板（每孔液体总体积

为 １００ μｌ）贴壁后进行干预：（１）分别加入不同放射性

浓度（０、０．５、１、２、４、６、８、１０ ｋＢｑ ／ ｍｌ）的２２３ＲａＣｌ２ 处理

２４ ｈ；（２）分为对照组、ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组（２００ μｇ ／ ｍｌ）、
２２３ＲａＣｌ２ 组（２ ｋＢｑ ／ ｍｌ）和２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ（２ ｋＢｑ ／ ｍｌ）
组处理 ２４ ｈ。 各组细胞均置于 ３７ ℃、体积分数为

５％的 ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养。 干预结束后，每
孔加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液继续温育，利用酶标仪测定吸光

度并计算细胞活力。
７．细胞周期检测。 将 Ｎ１Ｓ１ 细胞以 ５×１０５ 个 ／孔

的密度接种于 ６ 孔板，按方法 ６ 分组处理 ２４ ｈ 后，
收集细胞，加入体积分数 ７０％冷乙醇于 ４ ℃固定过

夜。 ＰＢＳ 洗涤后，用碘化丙啶 ／ ＲＮａｓｅ Ａ 染色液于

３７ ℃避光温育 ３０ ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期分布。
８．免疫荧光检测。 将 Ｎ１Ｓ１ 细胞以 ３×１０４ 个 ／孔

的密度接种于 ２４ 孔板内的盖玻片上，按方法 ６ 分组

处理 ２４ ｈ 后，用 ０．０４ ｇ ／ ｍｌ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，以
体积分数 ０．３％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通透 １０ ｍｉｎ，质量分数

５％牛血清白蛋白封闭 １ ｈ。 加入 γ⁃Ｈ２ＡＸ 抗体（１ ∶
５００）后 ４ ℃温育过夜。 次日，加入相应荧光二抗（１ ∶
５００），室温避光温育 １ ｈ，然后用 ４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基

吲哚（４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ， ＤＡＰＩ）复染细胞

核。 在荧光显微镜下观察并采集图像，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件进行荧光强度定量分析。
９． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 按方法 ６ 分组处理 Ｎ１Ｓ１

细胞 ２４ ｈ 后，以 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白质，ＢＣＡ
法测定蛋白质浓度。 取 ２０ μｇ 蛋白质进行十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳后转膜，用质量分数

５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ 后，加入 ＲＡＤ５１ 抗体 （ １ ∶
１ ０００） 和甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰＤＨ） 抗体 （１ ∶ ５ ０００）
４ ℃温育过夜，加入辣根过氧化物酶标记二抗室温

下温育 １ ｈ，进行化学发光法显影，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

进行灰度分析。
１０．统计学处理。 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２７．０

和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９．０ 软件进行数据分析，符合正

态分布的定量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示。 ２ 组间比较采用两

独立样本 ｔ 检验；多组间比较采用单因素方差分析，
进一步两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 法（仅与对照组比较时

采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 法）。 所有实验设置至少 ３ 次独立生

物学重复，采用双侧检验，Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学

意义。

结　 　 果

１． ２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的制备与表征。 ＴＥＭ 观察

显示合成的 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 呈近球形，粒径约 ２０ ｎｍ，分
散性良好（图 １）。 通过元素映射与 ＸＲＤ 证实 Ｂａ２＋

成功掺杂且产物为方解石型，热重分析失重特征符

合 ＣａＣＯ３ 热分解规律。 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像证实，利用

元素掺杂共沉淀法成功将２２３Ｒａ 标记到 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 上

（图 ２），２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的标记率为（９８．１０±１．２３）％
（ｎ ＝ ３）。 体外稳定性检测显示，在 ＰＢＳ 中温育

１４４ ｈ 后，２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的放化纯仍保持在（９５．０７±
１．３９）％，显示出良好的体外稳定性。

２． ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的生物安全性及诱导 Ｎ１Ｓ１ 细胞

内 Ｃａ２＋ 浓度升高。 ＣＣＫ⁃８ 结果显示，在 ６００ μｇ ／ ｍｌ
及以下质量浓度，ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 对 Ｎ１Ｓ１ 细胞和正常肝

细胞 ＢＲＬ⁃３Ａ 的存活无毒性（没有一个质量浓度组

出现细胞活力下降） ，在６００ μｇ ／ ｍｌ时，细胞活力与
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图 １　 ＣａＣＯ３ 纳米颗粒（ＮＰｓ）的透射电子显微镜（ＴＥＭ）图像　 　 图 ２　 ２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像图　 可见热点信号明显集中于离

心管底部，表明 ＮＰｓ 具有良好的放射性标记稳定性　 　 图 ３　 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 与 Ｎ１Ｓ１ 细胞共培养 ４ ｈ 后 ＴＥＭ 检测图　 左图可见 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ

成功进入肝细胞癌细胞内部；右图为选框区域放大图，可见部分 ＮＰｓ 被溶酶体包裹

图 ４　 细胞杀伤实验结果　 ４Ａ．不同放射性浓度２２３ＲａＣｌ２（０ ～ １０ ｋＢｑ ／ ｍｌ）处理 ２４ ｈ 后 Ｎ１Ｓ１ 细胞活力；４Ｂ．对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组

（２００ μｇ ／ ｍｌ）、 ２２３ＲａＣｌ２ 组（２ ｋＢｑ ／ ｍｌ）及２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组（２ ｋＢｑ ／ ｍｌ）处理 ２４ ｈ 后 Ｎ１Ｓ１ 细胞活力　 　 图 ５　 各组 Ｎ１Ｓ１ 细胞处理 ２４ ｈ 后

Ｇ０ ／ Ｇ１ 期、Ｇ２ ／ Ｍ 期及 Ｓ 期细胞比例堆积柱状图　 紫色、绿色、红色分别代表 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期（ＤＮＡ 合成前期 ／ 静止期）、Ｇ２ ／ Ｍ 期（ＤＮＡ 合成期）及 Ｓ
期（ＤＮＡ 复制期）

对照组相比差异仍无统计学意义［Ｎ１Ｓ１：Ｆ＝ ４．７０（Ｐ＝
０ ．００８），ｑ ＝ ０．６７（Ｐ ＝ ０．９８２）；ＢＲＬ⁃３Ａ：Ｆ ＝ ３．３９（Ｐ ＝
０．０２８），ｑ＝ ２．２９（Ｐ ＝ ０．５４０）］，提示 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 在测

试质量浓度范围内本身不具有细胞毒性。 ＴＥＭ 观

察显示，ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 与 Ｎ１Ｓ１ 细胞共培养后被细胞吞

噬，主要分布于细胞质及溶酶体内（图 ３）。 Ｆｌｕｏ⁃４
ＡＭ 探针流式检测发现，ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 处理组 Ｎ１Ｓ１ 细

胞的 Ｆｌｕｏ⁃４ 荧光强度显著增高（ ｔ＝ ６．９７，Ｐ＝ ０．００２），
表明 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 能够提高 ＨＣＣ 细胞内 Ｃａ２＋浓度。

３． ２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 增强对 ＨＣＣ 细胞的杀伤效

能。 ＣＣＫ⁃８ 结果显示，２２３ＲａＣｌ２ 对 Ｎ１Ｓ１ 细胞活力的

抑制呈放射性浓度依赖性（图 ４Ａ）。 按照图 ４Ｂ 所

示不同分组处理 ２４ ｈ 后，与对照组相比，ＣａＣＯ３ ＮＰｓ
组细胞活力无明显差异（Ｆ＝ ２５．３３，Ｐ＜０．００１；ｑ ＝ １．１３，
Ｐ＝ ０．８５３）； ２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组细胞活力为（４９．９５±
３．２１）％，低于２２３ＲａＣｌ２ 组（Ｆ ＝ ２５．３３，ｑ ＝ ８．６５，均 Ｐ＜
０．００１），表明 ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 作为载体可显著增强２２３Ｒａ
对 ＨＣＣ 细胞的杀伤效能。

４． ２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 诱导 ＨＣＣ 细胞 Ｓ 期阻滞并

抑制 ＨＲ 修复。 细胞周期检测结果（图 ５）显示，２２３Ｒａ⁃
ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组 Ｓ 期（即 ＤＮＡ 复制期）细胞比例显著升

高（Ｆ＝４．３８，Ｐ＝０．０４２），与对照组（ｑ＝１３．１３，Ｐ＜０．００１）
和２２３ＲａＣｌ２ 组（ｑ＝ １２．５２，Ｐ＜０．００１）差异均有统计学

意义。 免疫荧光检测（图 ６Ａ）显示，４ 组间 ＤＳＢ 标志

物 γ⁃Ｈ２ＡＸ 荧光强度差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４３３．２０，
Ｐ＜０．００１），２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组 γ⁃Ｈ２ＡＸ 荧光强度高

于对照组（ｑ ＝ ４０．０２，Ｐ＜０．００１）、ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组（ ｑ ＝
３６．６９，Ｐ＜０．００１）、２２３ＲａＣｌ２ 组（ ｑ ＝ ８．６７，Ｐ＜０．００１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 ６Ｂ）证实各组 ＲＡＤ５１ 蛋白的

表达差异有统计学意义（Ｆ ＝ １１９．７０，Ｐ＜０．００１），２２３Ｒａ⁃
ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组 ＲＡＤ５１ 的表达低于２２３ＲａＣｌ２ 组（ｑ ＝ ５．８５，
Ｐ＝ ０．０１３）和对照组（ｑ ＝ ２５．１４，Ｐ＜０．００１）。 上述结
果表明，ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 能通过抑制 ＨＲ 修复关键蛋白
ＲＡＤ５１ 的表达，削弱 ＨＣＣ 细胞对 α 粒子诱导 ＤＳＢ
的修复能力。

讨　 　 论

本研究针对 α 核素２２３Ｒａ 缺乏有效递送载体的

临床“痛点” ［９］，成功构建２２３ Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 递送系

统，并在 ＨＣＣ 细胞模型中验证了其增敏放疗的效

能。 本研究结果显示，ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 具有优异的放射

化学稳定性与生物相容性，能通过内吞途径顺利进
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图 ６　 对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＣａＣＯ３纳米颗粒（ＮＰｓ）组、２２３ＲａＣｌ２ 组、２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 组免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果　 Ａ．左图为各组 Ｎ１Ｓ１ 细

胞处理 ２４ ｈ 后 γ⁃Ｈ２ＡＸ（红色）及 ４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ；蓝色）免疫荧光染色图（×４００），右图为各组 γ⁃Ｈ２ＡＸ 相对荧光强度（ＲＦＩ）定

量柱状图（ ａＰ＜０．００１）；Ｂ．左图为各组 ＲＡＤ５１ 蛋白（相对分子质量 ３８×１０３）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 代表性条带（ＧＡＰＤＨ 为甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶），右图为

各组 ＲＡＤ５１ 相对蛋白表达量柱状图（ ａＰ＜０．００１）

入 ＨＣＣ 细胞并定位于溶酶体；体外实验证实，相较

于游离的单核素处理组，２２３ Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 对 ＨＣＣ
细胞的杀伤效能增强（ｑ ＝ ８．６５，Ｐ＜０．００１）。 这表明

ＣａＣＯ３ 纳米载体能够克服传统 α 核素在非骨靶向

实体瘤中应用受限的瓶颈。
２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 增强杀伤的机制在于抑制

ＤＮＡ 损伤修复。２２３Ｒａ 释放的高能 α 粒子主要通过

诱导严重的 ＤＳＢ 来杀伤肿瘤细胞［１４］。 在哺乳动物

细胞中，ＨＲ 修复是修复 ＤＳＢ 的关键途径，而 Ｓ 期是

细胞进行 ＤＮＡ 复制尤其是 ＨＲ 修复最为活跃的时

期［１５⁃１６］，Ｓ 期阻滞提示可能存在 ＤＳＢ 修复被抑制，
且该过程高度依赖于重组酶 ＲＡＤ５１ 的活性［１７］，而
ＲＡＤ５１ 介导的 ＤＮＡ 链侵入与交换需要 Ｍｇ２＋作为辅

因子［１８］。 在本研究中，２２３ Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 进入细胞

溶酶体后大量释放的 Ｃａ２＋ 能够竞争性地占据

ＲＡＤ５１ 蛋白中的 Ｍｇ２＋结合位点，从而有效阻断 ＨＲ
修复通路。 实验中观察到联合处理组细胞被显著阻

滞于 ＤＮＡ 修复极为活跃的 Ｓ 期［１５⁃１６］，且 ＨＲ 修复关

键蛋白 ＲＡＤ５１ 表达下调（Ｆ＝ １１９．７０，Ｐ＜０．００１），同时

伴随损伤标志物 γ⁃Ｈ２ＡＸ 的大量积累（Ｆ＝ ４３３．２０，Ｐ＜
０．００１），从机制层面印证了这一推论。 这种“持续损

伤”与“阻断修复”的协同策略，是实现 ＨＣＣ 细胞高

效杀伤的核心机制。
尽管本研究初步证实了２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ 的治

疗潜力，但仍存在一定局限性：首先，研究数据均基

于体外细胞层面，尚未能完全模拟实体瘤复杂的微

环境及体内代谢过程；该系统在体内的靶向富集能

力仍需进一步验证。 笔者计划在后续研究中构建大

鼠 ＨＣＣ 原位模型，采用经肝动脉放射栓塞方式给

药，利用 ＨＣＣ 主要由肝动脉供血的解剖学优势实现

物理定位与局部富集，从而提升靶向效率［１９］。 未来

将系统评估该策略下的体内抑瘤效果与安全性，为
其临床转化提供更充分的依据。 其次，载体在酸性

环境下的降解速率与 ＤＮＡ 修复动力学之间的精确

对应关系，仍需通过实时荧光成像或代谢示踪技术

进行更深入的验证。
综上，本研究成功制备了２２３Ｒａ⁃ＣａＣＯ３ ＮＰｓ，发现

其可通过释放的 Ｃａ２＋干扰 ＲＡＤ５１ 介导的 ＨＲ 修复

过程，显著增强 α 粒子对 ＨＣＣ 细胞的杀伤效能。 本

研究为 α 粒子内放射治疗 ＨＣＣ 提供了新的策略和

理论基础。
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