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氧化钆纳米粒子对A549肺癌细胞的辐射增敏效应研究
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摘要: 采用氧化钆纳米粒子 (GON)，研究钆基纳米粒子对X射线和碳离子束的辐射增敏效应。首先，通过透

射电镜观察材料粒径，使用DLS检测材料的水合半径及Zeta电位，并用紫外吸收谱证实GON在培养基中稳

定性较好；研究发现钆 (Gd)浓度为 10.0 µg/mL的GON对 30 keV/µm碳离子束辐照水溶液产生的羟自由基

的增强系数为 1.13；GON对A549肺癌细胞和正常MRC-5肺细胞没有明显的毒性，且在人肺癌A549细胞中

的摄取量随共培养浓度的增加而增加，在 10.0 µg/mL共培养浓度下，细胞摄入Gd的量为 0.73 pg/cell；进

一步采用克隆存活实验证明，GON的加入对X射线和碳离子辐照A549细胞所产生的损伤具有明显的增强，

在 10%的细胞存活水平下，GON对A549细胞在X射线及碳离子辐照下的辐射增敏分别达 15.5%和 10.1%。

鉴于钆材料常被用于磁共振成像 (MRI)，所获得的GON有望作为X射线和碳离子的诊疗一体化材料。
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1 引言

癌症在全世界具有较高的发病率和死亡率，每年

有超过 1 800万新发病例和 960万死亡病例；肺癌包

括非小细胞肺癌 (NSCLC)和小细胞肺癌 (SCLC)，是

最常见和致命的癌症，发病率和死亡率均占所有恶性

肿瘤的第一位，每年因肺癌死亡的人数约占癌症死亡

人数 18.4%
[1]
。临床放射治疗是一种公认的、无创性

治疗多种癌症的方法，可用于癌症的早期治疗和缓解

晚期或转移性病灶带来的痛苦。虽然放射治疗对多数

肿瘤的治疗效果很好，但是对肺癌治疗的效果很不理

想，五年生存率仅为 15%
[2]
。由于肺和心脏是人体的关

键器官，肺癌治疗剂量受心脏和正常肺的耐受剂量影

响，往往导致肺癌治疗失败。如何提高同等物理剂量

辐照下靶区的生物有效剂量沉积，是肺癌治疗的关键

问题。

随着研究的深入，使用放疗增敏剂可以提高肿瘤

细胞对放疗的敏感性。X-射线等电离辐射在辐照高原

子序数材料时产生的俄歇电子与原子序数的四次方成

正比，因此，基于高原子序数金属的纳米粒子作为电离

辐射增敏材料越来越倍受关注
[3–4]
。因为金的原子序数

是 79，金纳米粒子 (GNP)具有尺寸小、分散性好、稳

定性强和良好的生物相容性等特点
[5]
，金纳米粒子是

最早用于辐射增敏研究的金属纳米粒子
[6–7]
，也是目

前研究最多的纳米粒子
[8–11]

。除此之外，钆材料作为

一种T1增强的临床磁共振成像材料对软组织具有高分

辨的清晰成像，钆基纳米粒子可以用作电离辐射的增

敏材料，对X射线和粒子束辐照均有增强
[12–16]

，目前

已有一种钆纳米材料AGuIX进入临床试验 (临床试验

号NCT02820454)
[17]
。

在前期研究中，我们发现氧化钆纳米粒子 (GON)

在乳腺癌MCF-7细胞中具有很好的生物相容性
[18]
。在

已有研究的基础上，本文首先研究GON浓度对电离辐

照水溶液自由基产额的影响，在考察GON浓度对A549

细胞的细胞毒性和细胞内摄入Gd浓度的影响后，进一

步研究GON预处理对X射线和碳离子照射下A549细

胞存活的影响，证明GON对电离辐射的增敏效应。
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2 材料与方法

2.1 材料与仪器

GON根据文献[18]的方法合成，18.25 Ω超纯水由

超纯水系统制成(购买自中国香港Heal Force公司)，六

水合硝酸钆 (Gd(NO3)3·6H2O，99%)和二甘醇 (均购买

自中国上海阿拉丁试剂公司)；人肺癌A549细胞系 (购

买自中国科学院上海细胞库)；改良型 1640培养基、青

霉素 (100 U/mL)、链霉素 (100 µg/mL)和胎牛血清 (均

购买于美国Hyclone公司)；培养瓶和直径 35 mm、60

mm的培养皿 (均购买自美国CORNING公司)；96孔

板、Multiskan Spectrum全波长酶标仪 (均购买于美

国Thermo公司)；二甲基亚砜 (DMSO，99.9%，购买

自美国 Sigma-Aldrich公司)；CCK-8试剂盒 (购买自日

本同仁公司)；香豆素-3-羧酸 (3-CCA，97%，购买自

中国北京 J&K化学公司)；透射电子显微镜 (购买自

日本 JEOL公司)、等离子体电感耦合原子发射光谱

仪 (ICP-AES，购买自美国BD公司)、Zeta粒度分析

仪 (购买自英国Nano-ZS公司)。

2.2 GON的表征

为了获知GON的结构、形态等特征，将 1 µL稀释

后的GON溶液滴于经碳膜包被的铜网中，室温晾干后

在透射电子显微镜 (检测电压为 200 kV)下观察，并拍

摄高分辨的透射电子显微成像照片。室温下，经Zeta

粒度分析仪检测了GON的水合半径和Zeta电位。

2.3 紫外可见光吸收光谱测定

分别取 200 µL的GON溶液加入 96孔板中，利用

酶标仪扫描光谱曲线 (200∼900 nm)：波长步进设为 2

nm，每个样品均扫描 3次；以扫描波长为横坐标，吸光

度值为纵坐标，以 3次吸光度值的平均值得到样品的最

终紫外-可见光吸收光谱数据。

2.4 受X射线和碳离子辐照后GON水溶液的羟

自由基增强效应

称取 38.0 mg 3-CCA，将其溶于 10 mL PBS中，超

声 20 min使 3-CCA充分溶解，加入 14 µL DMSO并过

滤备用。用超纯水将GON配制成相应Gd浓度 (0, 0.1,

0.5, 1.0, 5.0, 10.0 µg/mL)的等渗溶液，并分别分装到

直径为 35 mm的培养皿中 (1 mL/皿)；用 50 kVp的X

射线 (0.57 Gy/min)和传能线密度 (LET)为 30 keV/µm

碳离子束 (辐照实验在兰州重离子研究装置 (HIRFL)的

浅层治癌终端上完成，辐照能量为 86 MeV/u，剂量

率约为 2.0 Gy/min)分别照射 2 Gy；之后将培养皿中

照射后的溶液转移至离心管中，离心 (12 000 rpm，20

min)取出上清液，于 96孔板中每孔加入 150 µL；并设

置酶标仪中激发光和发射光分别为 395 nm和 442 nm，

检测其荧光强度。

2.5 细胞培养

人肺癌A549细胞在改良型 1640培养基 (含有体

积分数 10% 胎牛血清、 100 U/mL的青霉素和 100

µg/mL的链霉素)中培养，培养箱中湿度饱和、温度设

定 37 ℃、CO2质量分数为 5%；培养期间使用含 0.25%

EDTA的胰酶进行传代消化；使用处于对数生长期、生

长旺盛的A549细胞开展实验。

2.6 细胞毒性检测

采用CCK-8试剂盒检测GON对细胞活性的影响。

将A549细胞接种到 96孔板中 (10 000个细胞/孔)，贴

壁培养 24 h；分别加入 0∼50 µg/mL的GON孵育 24

h；弃去含GON培养基，使用PBS缓缓清洗 2次，加

入含CCK-8的培养基，轻微震荡均匀后避光培养；并

用酶标仪在 450 nm处检测吸光度值 (OD)。根据以下公

式计算细胞增殖活力：

增殖活力=

(
实验组OD值-调零组OD值

对照组OD值-调零组OD值

)
×100%。

2.7 A549细胞中Gd的平均摄取量检测

将A549细胞接种到培养瓶中(3×106个细胞/瓶)培

养 24 h后，分别加入钆 (Gd)浓度为 0.5, 5, 10, 15和 20

µg/mL的GON；共培养 24 h后，弃去含GON的培养

基，酶解成细胞悬液、并计算总细胞数；超声裂解细

胞后，12 000 rpm，离心 25 min；弃去上清液，烘干

后取出，待冷却至室温后加入“王水”(盐酸：硝酸=3:1，

v/v)进行离子化，用 ICP-AES测量溶液中Gd的含量；

并用测得的Gd含量除以总细胞数量，即为Gd的平均

细胞摄取量。

2.8 细胞克隆存活实验

将A549 细胞接种到直径为 35 mm 的培养皿中

(100 000 个细胞/皿)，培养 24 h 后加入 10 µg/mL

的GON共培养 24 h；然后弃去GON，用X射线 (50

kVp，剂量率 0.57 Gy/min) 和碳离子束 (LET 50

keV/µm，剂量率 0.2 Gy/min)分别照射 0, 1, 2, 4和 6

Gy；将照射后的细胞消化为细胞悬液、计数并接种到

直径为 60 mm的培养皿中。培养两周后，用结晶紫染

色 30 min，在倒置显微镜下观察并计算克隆数量，超

过 50个细胞的细胞集落认为是一个克隆存活细胞。用

对照组的克隆数目除以接种的细胞数，可得到每个培养

皿中细胞的存活率 (SF)；用辐照组的细胞存活率除以
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对照组的细胞存活率，即为某一剂量的细胞存活率。

3 结果

3.1 GON的特征

多元醇法合成的GON直径约为 1.4 nm左右
[18]
。

从图 1(a) 中高分辨透射电子显微成像照片可知，

GON是由珍珠项链状的晶格所组成的，且具有相等

的晶面间距。GON水合半径约为 8.567 nm，zeta电位

约为 55.5 mV (图 1(b), (c))；此外，无论将不同浓度

的GON在培养基中孵育 24 h后检测 200∼900 nm的紫

外吸收光谱 (图 1(d))，还是将 10 µg/mL的GON在培

养基中孵育不同时间，并检测紫外吸光度值 [图 1(e)]，

均发现GON在培养基中的稳定性较好。
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图 1 (在线彩图)GON的表征
(a) 透射电镜及高分辨透射电镜成像图片；(b) DLS检测水合半径；(c) Zeta电位检测报告；(d, e) 200∼900 nm紫外可见光谱图。其

中 (d)不同浓度的GON在培养基中孵育 24 h后检测结果，(e) Gd浓度为 10 µg/mL的GON在培养基中孵育不同时间后检测所得。

3.2 水中GON的羟自由基辐射增强效应

Gd浓度为 0∼10 µg/mL的GON水溶液经X射线

辐照后，其产生的羟自由基产量可以用生成的 7-羟

基-香豆素-3-羧酸 (3-CCA)的荧光变化来表征。通过

酶标仪检测 442 nm荧光变化值，X-射线辐照后GON

对水中的羟自由基产额的增敏比可以用公式ER =

∆Xi/∆X0来计算，其中∆Xi指某剂量下加GON、且

辐照后的荧光强度变化，∆X0指某剂量下未加GON、

仅辐照后的荧光强度变化。结果如图 2 所示：当添

加了 0∼10 µg/mL 的GON 后，水溶液经 2.0 Gy X-

射线和碳离子辐照后产生的羟自由基产额增强率分

别为 0.94∼1.05和 0.22∼1.13倍。结果表明，在加入 10

µg/mL GON水溶液中，X射线和碳离子辐照产生的自

由基产额均有所增加。
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图 2 (在线彩图)GON的水溶液经X射线和碳离子辐照

后的羟自由基产额增强比
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3.3 GON对A549细胞的毒性

采用CCK-8试剂盒进行细胞活力的检测，在Gd

浓度为 0∼50 µg/mL范围内，GON与A549细胞共培

养 24 h后，细胞仍保持较高的存活率；相对正常细

胞MRC-5细胞而言，经GON孵育 24 h后，A549细胞

的活性发生轻微的增强。(如图 3所示)。实验结果表明，

Gd浓度为 0∼50 µg/mL的GON的加入对A549肺癌细

胞和MRC-5正常肺细胞无明显毒性。

图 3 (在 线 彩 图) 不 同 浓 度 的GON 分 别 与A549

和MRC-5细胞共培养 24 h后的细胞活性图

3.4 GON在A549细胞中的摄取量

实验进一步探究了A549细胞内摄入的Gd浓度，

由图 4可知：当GON(Gd浓度为 10 µg/mL)与细胞共

培养 24 h后，经 ICP-AES测量得到A549细胞中Gd

的摄入浓度达到 0.73 pg/cell (若 1×109细胞为 1 g，则

细胞内Gd的浓度为 728.5 µg/mL)；Gd在A549细胞

内的摄入浓度与培养基中的孵育浓度呈线性正相关，

GON与细胞共培养是一个Gd富集的过程。

3.5 GON对A549细胞的辐射增敏效应

如图 5所示，与对照组相比，10 µg/mL的GON

在各个剂量点处的细胞存活率更低，且差异随着辐射

剂量的增加越来越明显。GON对A549细胞的辐射增

敏效应如图 5中线性平方 (LQ)模型拟合的存活曲线

所示，经计算发现，在SF=10%和 50%时，X射线辐

照下GON对A549细胞的放射增敏分别为 1.16和 1.31，

而碳离子辐照下GON对A549细胞的放射增敏分别

为 1.10和 1.11 (见表 1)。

图 4 (在线彩图)不同浓度的GON与A549细胞共培

养 24 h后的细胞Gd摄取量曲线
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图 5 (在线彩图) 10 µg/mL GON对受X射线和碳离子

辐照的A549细胞存活率的影响

表 1 X-射线和碳离子辐照下的LQ模型中α, β, R2, DSF10, DSF50参数和GON的辐射增敏比∗

辐照条件 Gd浓度/(µg/mL) α/Gy−1 β/Gy−2 R2 DSF10/Gy DSF50/Gy

X射线

0 0.251 0.06 0.96 4.46 1.90

10.0 0.483 0.034 0.98 3.77 1.32

辐射增敏比 1.16 1.31

碳离子

0 0.665 0 0.99 3.46 (RBE1.29) 1.05 (RBE1.81)

10.0 0.738 0 0.99 3.11 0.944

辐射增敏比 1.10 1.11

* α, β和R2分别为LQ模型的线性系数，线性平方系数和决定系数；DSF10和DSF50分别代表细胞存活率为 10%和 50%时所需的
辐照剂量。
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4 讨论与结论

Gd(Z=64)属于高原子序数材料，钆基纳米粒子电

子密度高，因此，电离辐射含有钆基纳米粒子的水溶液

时，除了电离辐射与水相互作用会导致水分子的电离和

二次电子发射外，入射粒子和二次电子与Gd的相互作

用还将导致钆基纳米粒子周围几纳米范围内电子发射

增加，释放出来的电子进一步解离水分子导致水中氧化

物ROS增加。通过占ROS主要地位的羟基自由基的测

量可以直接反映出Gd对电离辐射的增敏效应。因此，

在获得GON后，我们首先通过X-射线辐照GON水溶

液中自由基的变化，考察GON的辐射剂量增敏系数；

Gd浓度不同，X-射线辐射产生的自由基产额不同，其

中Gd浓度为 10 µg/mL的GON溶液在 2 Gy X射线和

重离子辐照下自由基产额均有增强。进一步以此浓度为

细胞共培养浓度，开展了X-射线和碳离子辐照A549细

胞的克隆存活实验，证明Gd浓度为 10 µg/mL的GON

具有明显的增敏效应。

钆基纳米粒子对电离辐射细胞的增敏机制复杂，从

现有数据可知，在 10%细胞存活水平下，Gd对X射线

和碳离子的增敏效率在 15%和 10%左右，这个数据与

自由基产生的增敏比 1.13的结果比较相近。此外，将本

文所使用的GON与已经应用于临床试验探究的AGuIX

相比，发现：材料均是超小粒径 (<5 nm)，易于通过

肾脏代谢，避免长期滞留在体内产生毒性；不同之处

在于AGuIX对受重离子辐照的A549细胞的辐射增敏

比 (SER10%和SER50%均约为 1.14)略高，仍需通过促

进细胞内Gd摄入等方法，提升GON的增敏作用。由

于在A549细胞中Gd的浓度 (728.5 µg/mL)远高于水

溶液中Gd的浓度 10.0 µg/mL，在细胞水平Gd对电离

辐射的增敏更多可能来自于对细胞周期阻滞、DNA双

链断裂、线粒体途径、细胞凋亡通路等的影响，这有待

进一步的深入研究探索。

在探究GON对细胞活性的影响时，实验发现一个

有趣的现象：经GON孵育 24 h后，A549细胞的活性

发生轻微的增强。已有研究表明，纳米材料与生物界

面的相互作用是非常复杂的，纳米材料的毒性与其结

构、理化特征，纳米粒子的动力学以及相互作用的生

物分子的分子特征等均息息相关
[19]
；如：纳米粒子与

蛋白或脂质的相互作用能增强生物相容性
[20]
；纳米材

料的表面修饰同样也会影响细胞毒性。此外，Ma等
[18]

和Miladi等
[21]
的研究中孵育钆基纳米材料的肿瘤细

胞其活性也发生轻微的增强；这一现象也存在于孵育

了金、银纳米粒子
[22–23]

、氧化钛
[24]
和氧化铋

[25]
等纳

米材料的多种肿瘤细胞系中。与本文实验结果相近，

Ma等
[18]
研究也发现所得的GON在血清、培养基和细

胞内有很高的稳定性，且被细胞摄入后，主要存在于细

胞质中；因此，我们认为GON细胞毒性低，具有较好

的生物相容性。

总的来说，GON细胞毒性小、增敏效应明显；结

合Gd材料本身可以作为磁共振成像T1对比剂；因而，

此钆基纳米粒子可用作X-射线和碳离子辐照中的诊疗

一体材料。
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3. Key Laboratory of Magnetic Materials and Devices, Chinese Academy of Sciences, Division of Functional
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Abstract: In this paper, the radiosensitizing effects of gadolinium based nanoparticles to X-ray and carbon

ion beams were studied by using gadolinium oxide nanoparticles (GON). Firstly, the particle size of GON was

measured by transmission electron microscopy, the hydration radius and Zeta potential of GON were measured

by dynamic light scattering (DLS), and the stability of gadolinium nanoparticles in the medium was confirmed

by ultraviolet absorption spectrum. It was found that GON with 10.0 µg/mL gadolinium concentration enhanced

the hydroxyl radical productivity by 1.13 times in aqueous solution under 30 keV/µm carbon ion beam irradiation.

In addition, GON had no obvious toxicity to A549 lung cancer cells and normal MRC-5 lung cells. The uptake

of gadolinium in human lung cancer A549 cells enhanced with the increase of co-culture GON concentration, and

the uptake of gadolinium was 0.73 pg/cell when the co-culture concentration of GON was 10.0 µg/mL. Most

importantly, the radiosensitizing effect of GON on A549 cells irradiated with X-rays and carbon ions was assessed

with the clonogenic survival assay. Our experimental results indicated that obviously radiosensitizing effect of

GON on A549 cells was observed. The radiation enhancement ratio of GON on A549 cells exposed to X-rays

and carbon ions was 15.5% and 10.1% at 10% survival level. Since gadolinium has been widely used for magnetic

resonance imaging (MRI), the obtained GON is expected to be an ideal material for the diagnosis and treatment

of cancer using X-ray and carbon ions radiotherapy.
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