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PVCL-MnO2纳米探针用于多形性胶质母细胞瘤的放疗增敏
及MRI成像的实验研究 *

贺美娟 王毅晖 余宏微 范旭辉 王 悍△

（上海交通大学附属第一人民医院放射科 上海 200080）

摘要目的：探讨 PVCL-MnO2对多形性胶质母细胞瘤的放疗增敏作用，并进行体内MRI成像研究。方法：制备 PVCL-MnO2纳米

探针，利用透射电子显微镜(Transmission Electron Microscope, TEM)对其形态进行表征，并使用 Image J分析其尺寸分布。采用细

胞增殖 -毒性实验 (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT)，测定 PVCL-MnO2协同放疗处理肿瘤细胞

48 h后的细胞活性。将多形性胶质母瘤细胞瘤细胞进行 PVCL-MnO2共孵育后，协同放疗处理，分别使用免疫荧光，蛋白质印迹法

等实验技术检测 H2AX组蛋白异型的磷酸化形式 (phosphorylated form of the histone protein H2AX, 酌-H2AX)，活性氧自由基
(reactive oxygen species, ROS)的产生及 Bax，Bcl-2凋亡相关蛋白的表达。PVCL-MnO2尾静脉注射至原位多形性胶质母细胞瘤小

鼠中，在不同的时间点进行MRI扫描，观察成像效果。结果：PVCL-MnO2颗粒粒径分布均匀，结构规整,表现出良好的单分散性。

PVCL-MnO2联合放疗可有效增强 DNA双链的断裂，ROS及促凋亡蛋白 Bax的产生，同时下调了抗凋亡蛋白 Bcl-2。MRI成像显

示，PVCL-MnO2具有较好的 T1-加权MRI成像效果，在尾静脉注射 PVCL-MnO2后 4 h，肿瘤部位的信号增强最明显,随后信号开

始下降。结论：PVCL-MnO2可实现多形性胶质母细胞瘤的放疗增敏及MRI成像。
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Experimental Study of PVCL-MnO2 Nanoprobe for Radiosensitization
and MRI Imaging of Glioblastoma Multiforme*

To investigate the radiosensitization and MR Imging of PVCL-MnO2 nanoprobes on orthotopic

glioblastoma multiforme. PVCL-MnO2 nanoprobes were prepared and characterized by transmission electron microscope

(TEM). Meanwhile, the size distribution was analyzed by Image J. Then the cell viability of tumor cells treated by PVCL-MnO2 and

radiotherapy for 48 h were determined by cell proliferation-toxicity test (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide,

MTT). Moreover, C6 cells treated with PVCL-MnO2 nanoprobes and radiotherapy, immunofluorescence, western blot and other

techniques were utilized to evaluate the production of 酌-H2AX, reactive oxygen species (ROS) and apoptosis-related proteins (Bax,

Bcl-2). Finally, glioblastoma-bearing mice were injected with PVCL-MnO2 nanoprobes via tail vein and scanned by MRI at different time

points. PVCL-MnO2 nanoprobes possessed a uniform size distribution, well-defined structure and excellent monodispersity. The

combination of PVCL-MnO2 nanoprobes and radiotherapy could effectively enhance DNA double-strand breaks and the production of

ROS and pro-apoptotic protein Bax. The expression of anti-apoptotic protein Bcl-2 was downregulated. MR imaging showed that

PVCL-MnO2 performed excellent in T1-weighted MRI imaging. The increasing signal at the tumor site was the most distinct at 4h

post-injection of PVCL-MnO2. Then the signal began to decrease. The PVCL-MnO2 nanoprobe has potential for

radiosensitization and MRI imaging of glioblastoma multiforme.
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前言
多形性胶质母细胞瘤（Glioblastoma multiforme, GBM)是最

具侵袭性的恶性脑肿瘤，其发病率为 3/10万，5年生存率低于
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10%[1]。放疗是改善 GBM临床症状和提高其生存率的不可或缺

的方式[2]。然而，放疗依旧存在一定的局限性，不可避免的副作

用，放疗抵抗的肿瘤微环境以及免疫抑制细胞的存在，使得放

疗并不能取得较好的成效，实现 GBM的完全根治。目前针对

胶质瘤的综合治疗方法主要包括手术切除肿瘤联合放疗或替

莫唑胺 (temozolomide, TMZ)化疗，但患者的总生存时间并未

得到明显改善，仍少于 15个月[3]。因此，亟需找到能够提升基于

放疗的抗 GBM治疗效果的方法。

在过去的几十年里，新兴的纳米技术使得多种纳米材料被

设计并开发出来，用于放疗增敏,弥补放疗所存在的不足。比

如，金 -、铋（bismuth, Bi）-、银（silver, Ag）-、铂（platinum, Pt)等高

原子序数纳米粒子[4-7]，由于它们产生的光电子、康普顿电子和

俄歇电子可以将辐射能量沉积在肿瘤部位，促进 ROS的产生，

杀死肿瘤细胞，现已被用来增强放疗的抗肿瘤效果。此外，还有

些纳米材料通过改善肿瘤微环境的缺氧，消耗内部高表达的谷

胱甘肽（glutathione, GSH），将肿瘤细胞细胞周期停滞在 G2/M

期，从而使肿瘤细胞对射线更加敏感。其中，一些纳米酶比如磁

性四氧化三铁纳米粒子，MnO2和 CaO2，铜基纳米粒子等可以

催化肿瘤微环境中的 H2O2产生氧气，改善肿瘤的缺氧微环

境[8-10]。MnO2还可以在高 GSH的肿瘤微环境分离出Mn2+，实现

T1-加权MRI成像，对脑肿瘤的研究具有极大的价值。因此，我

们设想用聚（N- 乙烯基己内酰胺）（poly(N-vinyl caprolactam）,

PVCL）纳米水凝胶构建 PVCL-MnO2，进而研究其放疗增敏作

用及MRI成像效果。

1 材料和方法

1.1 材料

乙二胺（Ethylenediamine，EDA，百灵威科技有限公司），1-

（3- 二甲氨基丙基）-3 乙基碳二亚胺盐酸盐 （1-（3-Dimethy-

laminopropyl）-3-ethylcarbodiimide hydrochloride，EDC，吉尔生

化有限公司），N-羟基琥珀酰亚胺（NHydroxysuccinie NHS，吉

尔生化有限公司），MTT细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（碧

云天公司），胎牛血清（Fatal Bovine Serum，FBS，Gibco 公司），

DMEM细胞培养液（Hyclone 公司），RPMI-1640细胞培养基

（Hyclone公司）；青霉素 -链霉素（杭州吉诺生物科技有限公

司）；胰酶（Gibco 公司）；活性氧检测试剂盒（碧云天公司）；

酌-H2AX 抗体（CST 公司）；Bax，Bcl-2 抗体（Affinity 公司）；

JEOL 2010F透射电子显微镜（日本电子株式会社）；激光扫描

共聚焦显微镜（Leica公司）。

1.2 材料的合成

将含 EDC（287.55 mg）和 NHS（172.635 mg）的混合溶液

加入到 30 mL PVCL NGs（210 mg）水溶液中，搅拌两小时以

活化羧基。上述溶液与过量的 EDA（200.4 滋L）反应 3天，PVCL

NGs表面的羧基通过 EDC / NHS偶联反应转化为氨基，得到

PVCL.NH2 NG，随后透析 3 天以去除杂质。使用注射泵以

0.1 mL/min的速度将KMnO4（5mg/mL）水溶液滴加到 PVCL NG

（7 mg/mL），PVCL NGs与 KMnO4比例为 1 : 0.5，连续搅拌过

夜。上述溶液去离子水透析 3天后，获得 PVCL-MnO2NGs。

1.3 材料的表征

TEM电镜下观察 PVCL-MnO2 NGs的形貌，并用 Image J

统计粒径分布。

1.4细胞培养及MTT法检测细胞毒性

将胶质母细胞瘤细胞 C6 细胞培养于含 10% FBS 的

DMEM培养基，脑微血管内皮细胞（brain-derived Endothelial

cells.3, bEnd.3）细胞培养于含 10% FBS的 RPMI-1640培养基，

培养箱的温度为 37℃，二氧化碳浓度为 5%。为了防止高浓度

锰离子对正常细胞的损伤作用，使用 MTT检测不同纳米水凝

胶浓度的 PVCL-MnO2纳米探针对 bEnd.3的毒性作用，明确锰

离子合适的剂量。将 100 滋L含 1伊104的 bEnd.3接种于 96孔板

中，贴壁后加入不同浓度的 PVCL-MnO2。24小时后每孔加入

10 滋L MTT 溶液（5 mg/mL），继续孵育 4 h，然后小心吸取孔

内上清液，每孔加入 100 滋L DMSO，震荡 10 min后，使用酶标

仪测定 490 nm波长下的吸光度。根据（ODPVCL-MnO2 - OD blank）/

（ODcontrol - ODblank）伊 100%计算出各组细胞存活率。
1.5 实验分组

为了探究 PVCL-MnO2的放疗增敏，将 C6细胞分为 3组：

未给予刺激的一组为阴性对照组 - Control组；单独给予 X线

照射（6 Gy）的为放疗（radiotherapy，RT）组 -RT组；同时给予 X

线照射（6 Gy）和 PVCL-MnO2处理的为实验组，RT+ PVCL-

MnO2组。

1.6 免疫荧光检测 酌-H2AX的表达
将 2 伊 105个 C6细胞预先接种在共聚焦培养皿中。细胞

贴壁后，分别加入或不加入 PVCL-MnO2，6小时后进行 X线

照射（4 Gy，180 KV，10 mA）。2小时后终止培养，用 4 %多聚

甲醛固定，然后分别进行破膜和封闭处理，加入 200 滋L
酌-H2AX抗体（1: 400），4 ℃下孵育过夜。第二天用 PBS洗涤

后，加入抗兔 IgG Fab2 Alexa Fluor 誖 488分子探针（1: 500），

暗盒中孵育 1小时。最后用 DAPI染色并通过激光扫描共聚焦

显微镜进行评估。

1.7 ROS检测

将 2 伊 105个 C6细胞预先接种在共聚焦培养皿中。细胞贴

壁后，分别加入或不加入 PVCL-MnO2，6小时后进行 X线照

射。24小时后，去除细胞培养液，每个皿中加入 1 mL按照 1:

1000用无血清培养液稀释的活性氧荧光探针，37 ℃细胞培养

箱内孵育 30分钟。用无血清细胞培养液洗涤细胞三次，加入

PBS后用激光扫描共聚焦显微镜直接观察。

1.8 Western Blot检测 Bax, Bcl-2凋亡相关蛋白的表达

收集不同处理的 C6细胞，PBS洗涤 3次之后，每孔加入

100 滋L蛋白裂解液（含有蛋白酶抑制剂），冰上裂解 20 min后，

13000 rpm，4 ℃离心 15分钟，吸取 80 滋L上清于新的 1.5 mL

Ep管中，每管再加入 20 滋L的 5伊蛋白上样缓冲液，混匀后置于
100℃水中煮 10分钟。BCA蛋白定量后，进行电泳、转膜及封

闭，4 ℃孵育 Bax，Bcl-2（1:1000）一抗过夜。TBST洗涤条带 3

次，每次 15分钟，室温下孵育二抗一小时，再次 TBST洗涤条

带 3次，每次 15分钟，最后滴加 ECL发光液显影。

1.9 原位多形性胶质母细胞瘤的构建

使用 ICR小鼠（25～30 g，雄性，购自上海斯莱克实验动物

有限责任公司）建立小鼠多形性胶质母细胞瘤原位动物模型，

用于 PVCL-MnO2的MRI成像。C6细胞培养于 37℃、5% CO2
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图 2不同浓度的 PVCL-MnO2对 bEnd.3细胞增殖的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of PVCL-MnO2 on proliferation of

bEnd.3 cells

的培养箱中，选取对数生长期的细胞，弃去培养液，PBS冲洗 3

遍，离心获得细胞沉淀，加入适量 PBS。小鼠头部剃毛处理，酒

精棉球擦拭小鼠头部，沿头的矢状缝切开头皮，约 1 cm，然后

用微型钻孔器在矢状缝右 2 mm，前囟后 2 mm处钻孔，微量注

射器抽取 5 滋L细胞（1伊105个细胞），在该钻孔处下 3 mm以

1 滋L/min的速度注入细胞，注射结束后留针 15 min，最后缝合

头皮，碘伏消毒，待小鼠醒来后放至小鼠笼。

1.10 PVCL-MnO2的体内MRI成像

将 PVCL-MnO2（Mn：91.8 滋g）尾静脉注射至原位多形性
胶质母细胞瘤小鼠，分别在注射后的 0、1、2、4、10和 24小时，

用 3.0 T MRI系统进行磁共振扫描，其扫描参数为：自旋回波

T1加权相（T1WI），重复时间 (TR) 为 500 ms，回波时间(TE)为

15 ms，扫描野(FOV)为 60 mm伊60 mm，层厚 2 mm，同时测量不

同时间点的信噪比（Signal to noise ratio，SNR）[11，12]。

1.11 统计学分析

所有数据使用 GraphPad Prism 8.4.0进行分析，多组组间

差异使用 one-way analysis of variance（ANOVA）检验，P<0.05
具有统计学差异。

2 结果

2.1 PVCL-MnO2的表征

TEM电镜可见 PVCL-MnO2纳米颗粒表现出良好的单分

散性，类似于球形结构，经 Image J检测该纳米颗粒的尺寸分布

为 116 依 10 nm（图 1）。

2.2 不同浓度 PVCL-MnO2作用后对细胞活性的影响

用不同浓度（0、20、40、60、80、100 滋g/mL）PVCL-MnO2纳

米颗粒处理 bEnd.3细胞 24小时后，用MTT法检测细胞活性。

结果显示，正常细胞 bEnd.3细胞与 60 滋g/mL PVCL-MnO2纳

米颗粒共培养 24小时后，其细胞活性不到 50%，与 40 滋g/mL
PVCL-MnO2纳米颗粒共培养其细胞活性可达到 50%以上，见

图 2。因此选用 40 滋g/mL的纳米材料浓度用于后续的体外细
胞实验。

2.3 PVCL-MnO2的放疗增敏

2.3.1 MTT法检测 PVCL-MnO2联合放疗对肿瘤细胞增殖的影

响 在被 PVCL-MnO2与 6 Gy的放疗剂量干预 48 小时后，

MTT法检测到 C6细胞的活性仅为 46%，与对照组及 RT组相

比，C6 细胞的细胞活性分布下降了 54%（P<0.0001）和 32%

（P<0.0001），见图 3，说明 PVCL-MnO2可以增强放疗对细胞的

杀伤作用。

2.3.2 免疫荧光检测 酌-H2AX的表达 酌-H2AX的产生与肿瘤
细胞被电离辐射后产生的 DNA双链断裂（DNA double-strand

breaks，DSBs）密切相关，形成的 酌-H2AX焦点数量与 DNA双

链断裂数量一一对应。为确定 PVCL-MnO2能否增强放疗对肿

瘤细胞的 DNA损伤，我们通过免疫荧光成像检测 酌-H2AX的
表达。结果如图 4所示，对照组中可见少许几个 酌-H2AX焦点，
RT 组的 酌-H2AX 焦点稍有增多，RT+ PVCL-MnO2 组的

酌-H2AX焦点表达的最明显，说明 RT+ PVCL-MnO2处理后肿

瘤细胞的 DNA损伤程度最高。

2.3.3 免疫荧光检测 ROS的产生 在放疗过程中，还会产生

活性氧自由基（reactive oxygen species，ROS）攻击肿瘤细胞,促

进肿瘤细胞的凋亡 [13，14]。因此，我们使用活性氧探针

（2,7-Dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH-DA）检测各组

处理后肿瘤微环境中 ROS的产生，见图 5。与对照组和 RT组

相比，RT+ PVCL-MnO2组可见到更明显的 ROS表达，因此可

以产生更强的抗肿瘤作用，与之前的实验结果相一致。

图 1 PVCL-MnO2的 TEM图

Fig. 1 TEM images of PVCL-MnO2 nanoparticles

图 3 PVCL-MnO2联合放疗对 C6细胞增殖的影响

Fig. 3 Effects of PVCL-MnO2 on proliferation of C6 cells
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图 6不同处理组的 C6中 Bax, Bcl-2的表达情况

Fig. 6 Expression of Bax and Bcl-2 in C6 cells treated with PBS,

RT and RT+PVCL-MnO2

图 7不同时间点的MRI体内成像图片及对应的 SNR值

Fig.7 T1-weighted MRI images of glioblastoma-bearing mice and T1 SNR at different time post-injection of PVCL-MnO2

图 5经不同处理后 C6细胞产生 ROS的免疫荧光,图中标尺代 25 滋m
Fig. 5 Immunofluorescence imaging of generated ROS when C6 cells were

treated with PBS, RT, RT+PVCL-MnO2. Scale bar, 25 滋m

2.3.4 Western Blot检测 Bax, Bcl-2凋亡相关蛋白的表达 Bax

和 Bcl-2是 Bcl-2家族的主要成员，在肿瘤进展及线粒体功能

障碍引发的凋亡通路的抑制方面发挥着重要作用[15]。Bcl-2蛋

白可以抑制细胞凋亡，延长肿瘤细胞的存活时间[16]。相比之下，

Bax蛋白是细胞凋亡的启动子，可以促进肿瘤细胞的凋亡[17]。

为了探究放疗联合 PVCL-MnO2对凋亡通路的影响，我们用

Western Blot检测了 Bax、Bcl-2凋亡相关蛋白的表达，见图 6。

与 Control 组相比，RT+ PVCL-MnO2 组 Bax 蛋白表达增高，

Bcl-2蛋白明显下降，说明 RT+ PVCL-MnO2组可以通过上调

Bax蛋白的表达和下调 Bcl-2蛋白的表达，从而介导 C6细胞

的凋亡。

2.4 体内MRI成像分析

构建的原位多形性胶质母细胞瘤小鼠尾静脉注射

PVCL-MnO2，后不同时间点进行MRI扫描。T1WI图像和 SNR

结果如图 7A、B所示，随着时间的增加，T1信号在逐渐增加，在

4小时达到信号的高峰，然后信号开始下降。

3 讨论

研究表明，二氧化锰具有类 Fenton效应，可以在酸性的肿

瘤微环境中催化 H2O2产生氧气和活性氧自由基·OH，同时也

可以被 GSH还原，分解出大量Mn2+[18，19]。一方面，氧气的产生

缓解了肿瘤微环境的缺氧，ROS的聚积和 GSH的消耗可以促

进肿瘤细胞的凋亡，增强放疗的抗肿瘤效果。另一方面，Mn2+可

以作为 T1-加权MRI成像的对比剂，应用于肿瘤的诊断与监

测[20-22]。因此，二氧化锰既是成像的手段，又是治疗的利器。在众

多的纳米载体中，纳米水凝胶由于良好的生物相容性、易表面

功能化、出色的流动性及可变形性而凸显出来[23-25]，被广泛的应

图 4经不同处理后 C6细胞产生 酌-H2AX的免疫荧光，
图中标尺代 50 滋m

Fig. 4 Immunofluorescence imaging of 酌-H2AX when C6 cells were

treated with PBS, RT, RT+PVCL-MnO2. Scale bar, 50 滋m
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用于药物的刺激响应性输送和生物成像。在我们之前的工作

中，我们已经合成了尺寸均匀、分散性及胶体稳定性较好的

PVCL水凝胶[26]。并且，我们的研究发现，纳米粒子的粒径对细

胞的摄取效率具有很大影响，粒径越大的纳米粒子被细胞吞噬

的就越少。因此，尺寸小于 200 nm的纳米凝胶更适合作为纳米

载体，用于诊疗一体化纳米探针的构建。因此，本研究构建的

PVCL- MnO2有望实现MRI引导下的放疗增敏。

肿瘤微环境中高水平的 GSH可以通过减少 ROS的产生

和抑制有丝分裂原活化蛋白激酶 （mitogen-activated protein

kinase，MAPK）通路，抑制电离辐射诱导的细胞凋亡[27]。我们

通过免疫荧光技术证明放疗协同 PVCL-MnO2可以促进肿瘤

内 ROS 的表达，增强肿瘤细胞 酌-H2AX 焦点的表达。同时，
Western Blot的结果表明，肿瘤细胞的抗凋亡蛋白 Bcl-2被下

调，促凋亡蛋白 Bax的表达被上调，可以进一步诱导肿瘤细胞

的凋亡。因此，PVCL-MnO2可以通过消耗肿瘤内的 GSH并促

进 ROS的产生，增强肿瘤细胞对电离辐射的敏感性，实现更强

的抗肿瘤效果。此外，PVCL-MnO2的体内成像结果显示，随着

时间的增加，MRI的信号强度及 SNR也同步增加，在达到信号

高峰后又开始下降，表明了 PVCL-MnO2应用于脑肿瘤成像的

可行性。

综述所述，本研究成功合成了 PVCL-MnO2纳米探针并对

其进行表征，在细胞水平上可实现放疗增敏，体内 MRI也取得

了较好的成效。近年来，Mn2+被研究发现还具有促免疫激活的

作用，通过增强肿瘤细胞 DNA损伤所产生的环 GMP-AMP合

酶（cyclic GMP-AMP synthase，cGAS）和干扰素基因刺激剂

（stimulator of interferon genes，STING）信号，进一步促进树突状

细胞（dendritic cells，DCs）的成熟和毒性 T淋巴细胞的增殖[28，29]。

此外，放疗产生的 DNA也可以激活 cGAS-STING信号通路，

促进 I型干扰素（type-I interferons, IFN-I）的产生[30]。因此，PV-

CL-MnO2有望通过增强该信号通路，提升电离辐射后肿瘤细胞

诱导的抗肿瘤免疫反应。我们下一步将对放疗协同 PV-

CL-MnO2产生的免疫系统激活进行验证。
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