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不同剂量分割放射治疗对直肠癌细胞促血管生成作用的比较研究

童潮旭，张　涛，龚惠英，毛伟灵，李龙浩　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肿瘤科

　　［摘要］　目的　探讨不同剂量分割放射治疗对直肠癌肿瘤内血管生成的影响及其潜在机制。
方法　收集２０１７－２０２０年重庆医科大学附属第一医院肿瘤科收治的５６例直肠癌患者病理学资料进行
统计学分析，采用免疫组化检测大分割放疗（５Ｇｙ×５次，１周内完成）和常规分割放疗（２Ｇｙ×２５次，５周
内完成）后直肠癌患者癌组织中微血管密度，并使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测癌组织中的低氧诱导因子１α
（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）和血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）
蛋白表达水平。将培养的直肠癌细胞及人脐静脉内皮细胞分为０、４、１２、２４Ｇｙ剂量辐照组，采用ＣＣＫ８
法检测两种细胞各剂量辐照组的增殖情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各剂量辐照组直肠癌细胞中ＶＥＧＦ和ＨＩＦ１α
蛋白表达水平，ＥＬＩＳＡ检测直肠癌细胞上清液中 ＶＥＧＦ的浓度。收集各剂量辐照组的直肠癌细胞条件
培养基，干预培养并用ＣＣＫ８法和克隆形成实验观测人脐静脉内皮细胞的增殖情况。结果　常规分割
放疗组和大分割放疗组在病理肿瘤退缩分级（ｔｕｍｏｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｇｒａｄｅ，ＴＲＧ）上差异无统计学意义，直肠癌
患者术后癌组织免疫组化显示，大分割放疗组微血管密度计数（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ，３２．００±３．６１）
显著高于常规分割放疗组（２２．３３±３．０６，Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，大分割放疗组癌组织内ＨＩＦ１α
和ＶＥＧＦ蛋白表达水平显著高于常规分割放疗组（Ｐ＜０．０１）。细胞实验结果显示，不同剂量放射照射后，呈剂
量依赖性降低直肠癌细胞和血管内皮细胞的增殖能力（Ｐ＜０．０５）。直肠癌细胞中ＶＥＧＦ和ＨＩＦ１α的蛋白表
达水平和直肠癌细胞上清液中ＶＥＧＦ的蛋白浓度随着辐照剂量的增加逐渐升高（Ｐ＜０．０１）。大剂量辐照后直
肠癌细胞培养基干预人脐静脉内皮细胞能显著提高其增殖能力（Ｐ＜０．０１）。结论　大剂量放疗能抑制血管内
皮细胞增殖，同时可能通过促进直肠癌细胞ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ高表达，导致肿瘤血管代偿性生成增加。
　　［关键词］　 直肠癌；血管内皮细胞；放射治疗；ＨＩＦ１α；ＶＥＧＦ
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　　大肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是世界上常见的
恶性肿瘤之一，按部位可分为结肠癌和直肠癌，其中直

肠癌约占６０％以上［１］。临床实践中，直肠癌患者就诊

时往往已属中晚期［２］，而放射治疗在中晚期直肠癌的

治疗中有着重要地位。术前放疗能缩小肿瘤的体积，

降低其临床分期，为患者争取根治性切除的机会，并降

低术后局部复发率；同时对于低位直肠癌，术前放疗可

能通过提高保肛率来使患者的生活质量得到提

高［３－４］。目前局部晚期直肠癌的术前放疗主要有长程

放疗（１．８～２．０Ｇｙ×２５次，５～５．５周完成）和短程放疗
（５Ｇｙ×５次，１周完成）两种模式［５］。两种模式的主要

区别为单次剂量的照射强度和照射次数，即前者为常

规分割多分次照射，而后者为大分割少分次照射。

　　肿瘤生长依赖于肿瘤血管的生成［６］。血管内皮

生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）拥
有维持血管内皮细胞活性和诱导其增殖等多种功能，

并在大多数癌细胞中过度表达，是肿瘤血管生成最重

要的刺激因子［７－８］。缺 氧 诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）是 ＶＥＧＦ的重要调控
因子，ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ轴是低氧激活肿瘤血管生成的主

要机制［９－１０］。研究发现，放射辐照同样能诱导肿瘤细

胞ＨＩＦ１α的表达，激活 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ通路［１１］，但目

前关于不同剂量放射辐照对直肠癌肿瘤血管生成影响

的研究较少。本研究在临床样本中发现，不同剂量分

割模式的放疗对直肠癌肿瘤血管生成的影响可能存在

差异，并通过体外细胞实验探讨不同剂量分割放射治

疗对直肠癌血管生成的影响，以期为直肠癌放疗方案

的优化提供一定参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病例和组织标本　　收集２０１７－２０２０年重庆
医科大学附属第一医院肿瘤科经病理确诊为直肠癌的

患者５６例，其中男性 ３２例，女性 ２４例，年龄 ４４～７４
（６１．００±９．９０）岁。患者均进行术前新辅助放疗，在
放疗结束后６～８周内完成手术治疗，且在术后由病理
科进行病理的肿瘤退缩评级（ｔｕｍｏｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｇｒａｄｅ，
ＴＲＧ）。根据术前放疗方案分为两组：常规分割放疗组
（总剂量５０Ｇｙ，单次剂量２Ｇｙ，共进行２５次，每周５次，
５周内完成）４２例，大分割放疗组（总剂量为２５Ｇｙ，单

０８９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



次剂量 ５Ｇｙ，共进行 ５次，１周内完成）１４例。根据
ＡＪＣＣ肿瘤退缩分级（ｔｕｍｏｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｇｒａｄｅ，ＴＲＧ）系
统对放疗效果进行分级：ＴＲＧ０，无活的癌细胞残留；
ＴＲＧ１，单个或小簇癌细胞残留；ＴＲＧ２，残留癌灶，间质
纤维化；ＴＲＧ３，仅少数或未见癌细胞消退。直肠腺癌
组织样本来源于２０２１年１－１２月在重庆医科大学附属
第一医院胃肠外科病理确诊、并经术前局部放疗的直

肠腺癌患者手术切除的肿瘤组织。其中术前行常规分

割、大分割放射治疗各５例，男性３例，女性２例，年龄
４７～７１（５５．７９±９．２２）岁。从同一患者手术切除的肿瘤
组织中取２份样本，一份多聚甲醛固定用于包埋切片，
另一份超低温冰箱保存。本研究经本院伦理委员会审

批通过（２０２２５７）。
１．１．２　细胞、试剂与仪器　　人脐静脉内皮细胞
ＨＵＶＥＣ由重庆医科大学附属第一医院分子肿瘤及表
观遗传学重庆市重点实验室提供；人直肠腺癌细胞

ＳＷ１４６３购自美国ＡＴＣＣ公司。胎牛血清和１６４０培养
基分别购自ＢＩ公司和Ｇｉｂｃｏ公司；ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的
兔抗人多克隆抗体均购自博士德公司；βａｃｔｉｎ的鼠抗
人单克隆抗体购自碧云天公司；ＨＲＰ标记的羊抗兔、
羊抗鼠二抗购自碧云天公司；ＰＶＤＦ膜、胰蛋白酶、
ＲＩＰＡ裂解液和蛋白上样缓冲液均购自碧云天公司；
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳配胶试剂
盒、ＥＣＬ发光试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒、ＣＣＫ８试剂盒
和ＥＬＩＳＡ试剂盒等购自碧云天公司。直线加速器购
自ＶＡＲＩＡＮＭｅｄｉｃａｌＳｙｓｔｅｍｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　组织标本处理及免疫组化　　收集两组患者
的术后直肠腺癌组织，多聚甲醛固定、石蜡包埋后切

片。用内皮细胞标记物 ＣＤ３４抗体孵育，然后用 ＤＡＢ
辣根过氧化物酶显色试剂盒按说明书步骤对癌组织切

片进行ＤＡＢ染色。显微镜下观察不同放疗方案癌组
织中的ＣＤ３４阳性表达情况，拍照记录，参照 Ｗｅｉｄｎｅｒ
校正方法［１２］计算微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＭＶＤ）。
１．２．２　细胞培养　　人直肠腺癌细胞株 ＳＷ１４６３和
人脐静脉内皮细胞株 ＨＵＶＥＣ在３７℃、５％ＣＯ２的细
胞孵箱环境中用１６４０培养基（含１０％胎牛血清）单独
培养。每２天进行细胞换液，当细胞处于生长对数期、
融合度达 ８０％左右可进行细胞传代或冻存。传代时
用０．２５％胰蛋白酶（含 ＥＤＴＡ）在 ＰＢＳ清洗细胞后进
行消化，冻存时采用无血清冻存液在－８０℃超低温冰

箱内保存细胞。

１．２．３　不同剂量照射肿瘤细胞及条件培养基制备　
　采用放射线照射细胞以模拟体内放疗情况。将培养
的ＳＷ１４６３细胞以５×１０７／皿接种于直径１０ｃｍ的细胞
培养皿中，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２细胞孵箱中培养。当
细胞融合度达７０％时分成４组，根据前期实验结果和
文献［１３］，分别给予 ０、４、１２、２４Ｇｙ单次放射线照射。
以细胞培养皿表面为入射中心，ＳＳＤ设置为 １００ｃｍ，
射野大小为１０ｃｍ×１０ｃｍ，输出辐射能量为６ＭＶ。细
胞辐照结束后立即进行细胞换液，用新鲜培养基继续

培养细胞４８ｈ。收集上述不同分组肿瘤细胞照射后培
养基，１０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ。取离心后的上清并用
０．４５μｍ无菌过滤器过滤即得到照射后条件培养基。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ在组
织和细胞中的表达　　将收集的经常规分割放射治疗
和经大分割放射治疗的直肠腺癌组织剪成合适大小，

加入适量液氮冰冻后再加入１００μＬ裂解液长程研磨，
再用匀浆器进一步研磨。研磨结束后移入１．５ｍＬＥＰ
管，用４℃离心机１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，离心后吸
取上清移至新１．５ｍＬＥＰ管得到组织总蛋白。
　　将不同剂量照射后的 ＳＷ１４３细胞用 ＰＢＳ清洗
３遍，每皿加入１００μＬＲＩＰＡ裂解液（含１％ＰＭＳＦ）后
于摇床上反应２５ｍｉｎ。用细胞刮刮取细胞，超声裂解，
４℃离心机１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取离心后的
上清移至１．５ｍＬＥＰ管得到细胞总蛋白。
　　总蛋白提取后用 ＢＣＡ试剂盒按说明书测蛋白浓
度，加入ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液后１００℃加热变
性蛋白５ｍｉｎ。用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒按说明
书配制浓缩胶和分离胶进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（每孔蛋
白上样量为４０μｇ），冰上２５０ｍＡ转膜，配制脱脂奶粉
（５％浓度）封闭１ｈ，ＴＢＳＴ清洗 ＰＶＤＦ膜３×１０ｍｉｎ后
孵育一抗（稀释比例１∶１０００），４℃摇床过夜。次日同
样步骤清洗ＰＶＤＦ膜３×１０ｍｉｎ，孵育二抗２ｈ（稀释比
例１∶３０００），再次清洗ＰＶＤＦ膜后用ＥＣＬ试剂盒进行
曝光显影并保存结果。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ的
浓度　　收集不同剂量照射后的 ＳＷ１４６３细胞培养
基，离心后收集上清液，使用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测ＶＥＧＦ
在各组细胞上清液中的浓度水平。

１．２．６　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　将培养的 ＳＷ１４６３
细胞和 ＨＵＶＥＣ细胞以 ２０００／孔接种于 ９６孔板中。
待细胞贴壁后分成４组，分别给予０、４、１２、２４Ｇｙ单次
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放射线辐照。照射后更换新鲜培养基，并于照射后的

０、２４、４８、７２ｈ加入１０μＬ／孔的 ＣＣＫ８试剂。用酶标
仪在避光孵育２ｈ后检测波长为 ４５０ｎｍ时的光密度
值［Ｄ（４５０）］。
　　将培养的ＨＵＶＥＣ细胞以２０００／孔接种于９６孔板
中，并分成４组，分别加入收集的ＳＷ１４６３细胞不同剂
量（０、４、１２、２４Ｇｙ）照射后条件培养基１００μＬ／孔。于
接种后的０、２４、４８、７２ｈ加入１０μＬ／孔的ＣＣＫ８试剂。
用酶标仪在避光孵育２ｈ后检测波长为 ４５０ｎｍ时的
光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．７　克隆形成实验　　将 ＨＵＶＥＣ细胞以 ５００／孔
接种于６孔板中，加入收集的 ＳＷ１４６３细胞照射后条
件培养基，于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养７ｄ。当肉眼
可观察到细胞集落形成后终止培养，弃掉培养液，ＰＢＳ
清洗后加入４％多聚甲醛（１ｍＬ／孔）固定 ３０ｍｉｎ。结
晶紫（１ｍＬ／孔）染色 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗、干燥后拍照，
并计算克隆数。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析。计数资料采
用χ２检验；计量资料以珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析，并采用 ＬＳＤ或
Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２法进行两两比较。检验水准为０．０５。

２　结果

２．１　肿瘤退缩评级情况
　　常规分割放疗组４２例患者术后病理标本中ＴＲＧ０
共８例，ＴＲＧ１共７例，ＴＲＧ２共１１例，ＴＲＧ３共１６例；
大分割放疗组１４例患者术后病理标本中ＴＲＧ０共１例，
ＴＲＧ１共２例，ＴＲＧ２共８例，ＴＲＧ３共３例。经χ２检验，
两组放疗方案效果差异无统计学意义（表１）。

表１　不同分割放疗组直肠癌患者病理ＴＲＧ评级

病理ＴＲＧ评级
组别 ｎ

ＴＲＧ０ ＴＲＧ１ ＴＲＧ２ ＴＲＧ３
常规分割放疗组 ４２ ８ ７ １１ １６
大分割放疗组 １４ １ ２ ８ ３

合计 ５６ ９ ９ １９ １９

２．２　免疫组化检测直肠癌样本内 ＣＤ３４阳性表达并
进行ＭＶＤ计数

　　为了比较常规分割、大分割放射治疗后直肠癌患
者癌组织内血管密度情况，采用 ＤＡＢ染色，血管内皮
细胞用ＣＤ３４标记，血管内皮细胞胞浆或胞膜呈现棕
色或棕黄色染色颗粒为阳性表现。结果显示，大分割

放疗组ＣＤ３４阳性染色情况及 ＭＶＤ计数显著高于常
规分割放疗组（Ｐ＜０．０５，图１）。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测直肠癌组织中ＶＥＧＦ和ＨＩＦ１α

蛋白的表达

　　为了检测不同放射治疗模式下直肠癌组织中促血
管生成因子的表达情况，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测直肠癌
样本中促血管生成相关蛋白ＶＥＧＦ和ＨＩＦ１α的表达，
并用ＩｍａｇｅＪ软件定量分析各蛋白条带的灰度值（蛋
白相对表达量＝目的／内参蛋白灰度值）。结果显示，
大分割放疗组直肠癌组织中 ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α蛋白表
达水平显著高于常规分割放疗组（Ｐ＜０．０１，图２）。
２．４　ＣＣＫ８检测直肠癌细胞和血管内皮细胞的增殖

情况

　　采用细胞实验来模拟人体放疗情况，并使用ＣＣＫ８
检测两种细胞受不同剂量辐照后的增殖情况。结果显

示，７２ｈ后 ＳＷ１４５３细胞（Ｐ＜０．０５）和 ＨＵＶＥＣ细胞
（Ｐ＜０．０５）的增殖能力均随所受照射剂量的加大而降
低，且４、１２、２４Ｇｙ组均显著低于０Ｇｙ组（Ｐ＜０．０５，图３）。
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Ａ：免疫组化检测常规分割放疗组（左）、大分割放疗组（右）术后直肠腺癌组织标本ＣＤ３４阳性表达；Ｂ：两组患者
直肠癌组织ＭＶＤ计数（ｎ＝５）　１：常规分割放疗组；２：大分割放疗组；ａ：Ｐ＜０．０５，与常规分割放疗组比较

图１　血管内皮细胞在肿瘤组织中ＣＤ３４染色情况及ＭＶＤ计数　（ＳＰ）
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组直肠癌组织中ＨＩＦ１α和
ＶＥＧＦ蛋白的表达
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Ａ：ＳＷ１４５３细胞；Ｂ：ＨＵＶＥＣ细胞；ａ：Ｐ＜０．０５，与０Ｇｙ比较

图３　ＣＣＫ８检测不同剂量照射后ＳＷ１４６３细胞和ＨＵＶＥＣ

细胞增殖情况

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测直肠癌细胞中ＶＥＧＦ和ＨＩＦ１α
表达

　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测放疗后 ＳＷ１４６３细胞中促
血管生成因子的蛋白表达水平。结果显示，未经放射

处理的 ＳＷ１４６３细胞中 ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α的蛋白表达
水平较低，随着所受放射剂量的加大，ＳＷ１４６３细胞中
ＶＥＧＦ（Ｐ＜０．０１）和ＨＩＦ１α（Ｐ＜０．０１）蛋白的表达水平
均逐渐提高，且４、１２、２４Ｇｙ均显著高于０Ｇｙ（Ｐ＜０．０１，
图４）。
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０．０１，与０Ｇｙ比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＷ１４６３细胞中ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ
蛋白的表达水平

２．６　ＥＬＩＳＡ检测直肠癌细胞上清液中ＶＥＧＦ的浓度
　　为了检测不同剂量射线照射后 ＳＷ１４６３细胞促血
管生成因子 ＶＥＧＦ的分泌情况，收集 ＳＷ１４６３细胞上
清并采用ＥＬＩＳＡ检测其中ＶＥＧＦ的蛋白浓度水平。结
果显示，ＳＷ１４６３细胞上清中ＶＥＧＦ含量与所受放射的
剂量大小呈正相关，未经放射处理的 ＳＷ１４６３细胞上
清中的ＶＥＧＦ含量较低，随着放射剂量的增加，细胞上
清中ＶＥＧＦ的含量逐渐升高，且４、１２、２４Ｇｙ均显著高
于０Ｇｙ（Ｐ＜０．０１，图５）。

! " #$ $"

%&&

'&&

"&&

$&&

&

蛋
白
浓
度
(
)
*

·
+
,

-
.

/

/

/

放射剂量
(01

ａ：Ｐ＜０．０１，与０Ｇｙ比较

图５　ＥＬＩＳＡ法测定ＶＥＧＦ蛋白在ＳＷ１４６３细胞
上清液中的含量
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２．７　ＣＣＫ８检测血管内皮细胞在条件培养基影响下
的增殖情况

　　通过ＣＣＫ８实验检测ＨＵＶＥＣ细胞在不同剂量辐
照条件培养基干预下的增殖情况。结果显示，与未放

射条件培养基组相比，大剂量放射处理的直肠癌细胞

培养基干预显著提高了 ＨＵＶＥＣ细胞的增殖能力（Ｐ＜
０．０１），且４、１２、２４Ｇｙ均显著高于０Ｇｙ（Ｐ＜０．０１）；随
条件培养基所受放射剂量的加大，其干预提高ＨＵＶＥＣ
细胞增殖能力的作用越明显（Ｐ＜０．０１，图６）。
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图６　ＣＣＫ８检测ＨＵＶＥＣ细胞在不同剂量辐照后条件
培养基中的增殖

２．８　克隆形成实验检测细胞条件培养基对血管内皮
细胞增殖的影响

　　为了进一步验证血管内皮细胞在ＳＷ１４６３细胞辐

照后条件培养基干预下的增殖情况，采用克隆形成实

验并计数了各组条件培养基干预培养后 ＨＵＶＥＣ细胞
形成克隆的情况。结果表明，大剂量辐照处理的直肠

癌细胞培养基相比于未经辐照的条件培养基，能显著提

高人脐静脉内皮细胞ＨＵＶＥＣ的增殖能力（Ｐ＜０．０１），且
４、１２、２４Ｇｙ均显著高于０Ｇｙ（Ｐ＜０．０１，图７）。

３　讨论

　　随着人们生活水平的提升，随之而来的是生活习
惯和饮食结构的改变，我国结直肠癌的发病率呈现上

升态势［１４］。放射治疗作为直肠癌治疗的重要组成方

式之一，其时机和剂量的把控显得尤为关键。长久以

来，临床上采用先手术再放疗来降低肿瘤复发率，延长

患者生存期。但近年来研究表明，术前放疗不仅具有

传统术后放疗模式的优点，还具有缩小瘤体体积、降低

肿瘤分期、增加部分患者进行根治性切除手术的机会

和提高保肛率等多种优势［１５－１６］。因此，直肠癌的术前

放疗得到了临床医师的广泛认可和运用。

　　过去，研究者对直肠癌的术前放疗模式进行了多
种剂量组合的探索，包括长程的常规分割放疗模式：每

次剂量１．８～２．０Ｇｙ，进行２５～２８次；短程的大分割放
疗模式：每次剂量５Ｇｙ，进行５次；综合的新型放疗模
式：每次剂量 ３Ｇｙ，进行 １０次。遗憾的是，在局部复
发、远处转移和总生存率方面各放疗模式并未发现显

著差异。但在患者依从性和医疗资源占用方面，长程
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图７　克隆形成实验检测ＨＵＶＥＣ细胞在不同剂量辐照条件培养基中的增殖
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常规分割放疗存在一定的劣势，且一般认为长程常规

分割放疗后患者更易发生辐射毒副反应［５，１７－１８］。本研

究通过术后病理 ＴＲＧ分级对常规分割放疗模式和大
分割放疗模式进行比较，结果显示两种放疗分割模式

在术后病理的 ＴＲＧ分级上无显著差异。但是本研究
在不同剂量分割方式放疗后的直肠癌患者术后样本中

发现，大分割放疗组直肠癌组织内 ＣＤ３４阳性染色和
ＭＶＤ计数均高于常规分割放疗组，推测可能与短程放
疗采用的单次大剂量分割方式促进直肠癌组织内肿瘤

血管的生成有关。为此，本研究检测了各组样本中

ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的蛋白表达水平，发现大分割放疗组
直肠癌样本中 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ蛋白的表达水平显著
高于常规分割放疗组。于是在体外细胞实验中，本研

究使用不同放射剂量处理直肠癌细胞及血管内皮细胞

以模拟体内情况。结果显示，虽然大剂量的辐照直接

降低了血管内皮细胞和直肠癌细胞的增殖能力，但是

通过检测直肠癌细胞内 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的水平及上清
液中 ＶＥＧＦ的蛋白浓度，证明了射线辐照的确能促进
这些因子在肿瘤细胞中的高表达。ＶＥＧＦ可直接作用
于血管内皮细胞，诱导其增殖并促进血管的构建，还能

通过旁分泌途径间接促进肿瘤的进展，是目前已发现

的促肿瘤血管生成因子中作用效果最强的刺激因

子［１９－２０］。而 ＨＩＦ１α是 ＶＥＧＦ表达的主要调控因子，
能增强 ＶＥＧＦ的转录活性和增加 ＶＥＧＦｍＲＮＡ稳定
性。在缺氧或受辐照的条件下，肿瘤细胞通过增强

ＨＩＦ１α转录活性，上调ＶＥＧＦ表达来促进肿瘤新生血
管形成［１１，２１－２２］。

　　为了证实 ＶＥＧＦ对血管内皮细胞的影响，实验收
集了照射后癌细胞的培养基以干预血管内皮细胞，发

现这些条件培养基的确能呈放射剂量依赖性地促进血

管内皮细胞的增殖。推测直肠细胞受到大剂量辐照

后，细胞内ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的表达增加，释放到胞外的
ＶＥＧＦ蛋白也随之增多，ＶＥＧＦ作为强力的促血管生成
因子，可直接作用于血管内皮细胞，促进血管内皮细胞

的增殖。

　　另外，在实验中观察到随着放射剂量的增大，直肠
癌细胞和血管内皮细胞的增殖能力虽然逐渐下降，但

下降率明显放缓。推测这与细胞受到放射后 ＤＮＡ的
损伤再修复有关，即小剂量照射后，细胞中亚致死性损

伤的细胞占比例大。发生亚致死性损伤的细胞其

ＤＮＡ可在辐照停止后完成一定自我修复，从而逐渐恢
复增殖能力。当辐照达到一定剂量时，大多数细胞将

发生不可修复的致死性损伤。综上，研究者推测大剂

量的照射虽然直接降低了直肠癌细胞和血管内皮细胞

的增殖能力，但同时也促进了促血管生成因子ＨＩＦ１α、
ＶＥＧＦ的表达升高，由于受到放射损伤的细胞存在再
修复的机制，使得血管内皮细胞在肿瘤中增殖的总体

水平呈上升表现。

　　如今，放疗技术水平的提升使大剂量照射得到进
一步运用。由于增加了照射时的生物等效剂量，大剂

量分割放疗在多种肿瘤的治疗中取得了良好的临床效

果［２３］。研究表明，相比于常规分割照射，大剂量分割

照射在联合免疫治疗方面有明显的理论优势：大剂量

分割照射后能产生更多的肿瘤抗原，且可诱导免疫细

胞及时浸润［２４］。此外，大剂量分割照射还能通过促进

树突状细胞成熟、细胞因子分泌及激活 Ｔ细胞特异性
杀伤能力来加强免疫应答反应［２５］。然而，肿瘤新生血

管的增加会形成物理屏障，使免疫细胞到达肿瘤部位

变得困难，限制免疫治疗的有效性［１０］。异常管脉系统

还会形成缺氧和酸性微环境，使 Ｔ淋巴细胞和自然杀
伤细胞等抗肿瘤免疫细胞变成无反应状态，随后发生

凋亡，加剧免疫抑制［２６］。另一方面，ＶＥＧＦ除了刺激
肿瘤血管生成，还作为趋化因子对免疫细胞产生不同

程度影响［２７－２８］，如使树突状细胞和淋巴细胞等抗肿瘤

免疫细胞相对缺乏，髓源性抑制细胞和肿瘤相关巨噬

细胞等免疫抑制细胞积累，诱导免疫失衡。因此，如何

优化组合使大分割放疗与免疫联合达到最优协同作用

是值得进一步探索的问题。现在在肝癌、非小细胞肺

癌、黑色素瘤领域运用抗血管生成靶向药物联合免疫

药物的治疗模式有了非常好的疗效。在晚期结直肠癌

领域，ＲＥＧＯＮＩＶＯ研究也证实了抗血管生成靶向药物
联合免疫检查点抑制剂的抗肿瘤效应［２９］。在大剂量

放疗的同时应用抗血管生成的靶向药物，而后与免疫

治疗联合可能是本研究下一步的研究方向。

　　本研究仍存在局限，本研究虽然探讨了不同剂量
分割放射治疗对直肠癌细胞增殖及血管生成的影响，

但未进一步探讨放射次数带来的影响。此外，细胞实

验难以完全模拟临床放疗，研究者正在进行动物实验

进一步验证研究结果。

　　综上所述，本研究证实了单次大剂量的放射促进
直肠癌细胞中ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达，促进血管内皮
细胞的增殖，进而促进了肿瘤血管的生成，为探索肿瘤

大剂量放疗联合免疫治疗的优化提供了一定参考。
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Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＯｎｃｏｌ，２０１７，２７（１）：４１－８０．ＤＯＩ：１０．
１９４０１／ｊ．ｃｎｋｉ．１００７３６３９．２０１７．０１．００８．

［５］ＥＲＬＡＮＤＳＳＯＮＪ，ＨＯＬＭ Ｔ， ＰＥＴＴＥＲＳＳＯＮ Ｄ， ｅｔａｌ．
Ｏｐｔｉｍａｌｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｔｉｍｉｎｇ
ｔｏｓｕｒｇｅｒｙｆｏｒｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ（ＳｔｏｃｋｈｏｌｍⅢ）：ａｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｅ，
ｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ，ｎｏｎｂｌｉｎｄｅｄ，ｐｈａｓｅ３，ｎｏｎｉｎｆｅｒｉｏｒｉｔｙｔｒｉａｌ［Ｊ］．
ＬａｎｃｅｔＯｎｃｏｌ，２０１７，１８（３）：３３６－３４６．ＤＯＩ：１０．１０１６／
Ｓ１４７０２０４５（１７）３００８６４．

［６］ＺＨＡＮＧＹＹ，ＣＨＥＮＢ，ＤＩＮＧＹＱ．Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒｓｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
ＡｓｉａｎＰａｃＪＣａｎｃｅｒＰｒｅｖ，２０１２，１３（６）：２４３７－２４４４．ＤＯＩ：
１０．７３１４／ａｐｊｃｐ．２０１２．１３．６．２４３７．

［７］ＳＵＮＷ，ＷＡＮＧ Ｘ Ｊ，ＬＩＪＬ，ｅｔａｌ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ１８１ａ
ｐｒｏｍｏｔｅｓａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＳＲＣＩＮ１ｔｏｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅＳＲＣ／ＶＥＧＦｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．
ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１８，９（４）：４３８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１９
０１８０４９０４．

［８］ＫＩＭＳ，ＬＥＥＭ，ＣＨＯＩＹＫ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｖｏｌｖｉｎｇｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒａｎｄ
Ｎｏｔｃｈｉｎｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．
ＢｉｏｍｏｌＴｈｅｒ（Ｓｅｏｕｌ），２０２０，２８（１）：４５－５７．ＤＯＩ：１０．
４０６２／ｂｉｏｍｏｌｔｈｅｒ．２０１９．１１９．

［９］ＴＩＲＰＥＡＡ，ＧＵＬＥＩＤＡ，ＣＩＯＲＴＥＡＳＭ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａ：
ｏｖｅｒｖｉｅｗｏｎｈｙｐｏｘｉａｍｅｄｉａｔｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｗｉｔｈａｆｏｃｕｓｏｎｔｈｅ
ｒｏｌｅｏｆＨＩＦｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１９，２０（２４）：６１４０．
ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２０２４６１４０．

［１０］ＶＩＡＬＬＡＲＤＣ，ＬＡＲＲＩＶ?Ｅ Ｂ．Ｔｕｍｏｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ
ｖａｓｃｕｌａｒｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ：ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．
Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１７，２０（４）：４０９－４２６．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１０４５６０１７９５６２９．

［１１］ＺＨＵＨＪ，ＺＨＡＮＧ ＳＬ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α／
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒｅｄｕｃｅｓｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１８，１１９（９）：７７０７－７７１８．ＤＯＩ：１０．
１００２／ｊｃｂ．２７１２０．

［１２］ＣＨＡＢＯＷＳＫＩＭ，ＮＯＷＡＫＡ，ＧＲＺＥＧＲＺＯＬＫＡＪ，ｅｔａｌ．
ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙｕｓｉｎｇｎｅｓｔｉｎａｎｄＣＤ３４ｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１８，３８（７）：
３８８９－３８９５．ＤＯＩ：１０．２１８７３／ａｎｔｉｃａｎｒｅｓ．１２６７３．

［１３］ＭＡＥＤＡＡ，ＣＨＥＮＹＨ，ＢＵＪＣ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｉｍａｇｉｎｇ
ｒｅｖｅａｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｔｕｍｏｒｖａｓｃｕｌａｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｔｕｍｏｒｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ｈｉｇｈｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎａｐａｎｃｒｅａｔｉｃｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌ［Ｊ］．
ＩｎｔＪＲａｄｉａｔＯｎｃｏｌ，２０１７，９７（１）：１８４－１９４．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｉｊｒｏｂｐ．２０１６．０９．００５．

［１４］ＳＵＮＧＨ，ＦＥＲＬＡＹＪ，ＳＩＥＧＥＬＲＬ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃａｎｃｅｒ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２０２０：ＧＬＯＢＯＣＡＮ ｅｓｔｉｍａｔｅｓｏｆｉｎｃｉｄｅｎｃｅａｎｄ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙｗｏｒｌｄｗｉｄｅｆｏｒ３６ｃａｎｃｅｒｓｉｎ１８５ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ［Ｊ］．ＣＡ
ＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０２１，７１（３）：２０９－２４９．ＤＯＩ：１０．３３２２／
ｃａａｃ．２１６６０．

［１５］常娜，钱立庭，赵于飞，等．放疗技术在直肠癌术前治
疗中的应用与研究进展［Ｊ］．中国肿瘤，２０１９，２８（１１）：
８６１－８６８．ＤＯＩ：１０．１１７３５／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４０２４２．２０１９．１１．
Ａ００９．
ＣＨＡＮＧＮ，ＱＩＡＮＬＴ，ＺＨＡＯＹＦ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
ＣｈｉｎａＣａｎｃｅｒ，２０１９，２８（１１）：８６１－８６８．ＤＯＩ：１０．１１７３５／
ｊ．ｉｓｓｎ．１００４０２４２．２０１９．１１．Ａ００９．

［１６］万觉锋，章真．直肠癌术前放疗进展［Ｊ］．中华结直肠疾
病电子杂志，２０１６，５（２）：１２７－１３２．ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．
ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５３２２４．２０１６．０２．０４．
ＷＡＮＪＦ，ＺＨＡＮＧＺ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆ
ｌｏｃａｌｌｙａｄｖａｎｃｅｄｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｏｌｏｒｅｃｔａｌＤｉｓ
ＥｌｅｃｔｒｏｎＥｄ，２０１６，５（２）：１２７－１３２．ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．
ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５３２２４．２０１６．０２．０４．

［１７］ＡＮＳＡＲＩＮ，ＳＯＬＯＭＯＮＭＪ，ＦＩＳＨＥＲＲＪ，ｅｔａｌ．Ａｃｕｔｅ
ａｄｖｅｒｓｅ ｅｖｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ａ
ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｔｒｉａｌｏｆｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅｓｈｏｒｔｃｏｕｒｓｅｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ
ｖｅｒｓｕｓｌｏｎｇｃｏｕｒｓｅｃｈｅｍｏｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒＴ３ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｏｆｔｈｅｒｅｃｔｕｍ：ｔｒａｎｓＴａｓｍａｎｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｃｏｌｏｇｙｇｒｏｕｐｔｒｉａｌ
（ＴＲＯＧ０１．０４）［Ｊ］．ＡｎｎＳｕｒｇ，２０１７，２６５（５）：８８２－８８８．
ＤＯＩ：１０．１０９７／ＳＬＡ．００００００００００００１９８７．

［１８］ＺＨＡＮＴＣ，ＧＵ Ｊ，ＬＩＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｆｒａｃｔｉｏｎ
ｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＤｉｓＣｏｌｏｎ
Ｒｅｃｔｕｍ，２０１３，５６（４）：４２２－４３２．ＤＯＩ：１０．１０９７／ＤＣＲ．
０ｂ０１３ｅ３１８２８５７６ｃ６．

［１９］ＴＳＡＩＨＣ，ＴＺＥＮＧＨＥ，ＨＵＡＮＧＣＹ，ｅｔａｌ．ＷＩＳＰ１

６８９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇＶＥＧＦＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，
２０１７，８（４）：ｅ２７５０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｄｄｉｓ．２０１６．４２１．

［２０］ＹＡＮＧＪＧ，ＷＡＮＧＬＬ，ＭＡＤＣ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｏｎ
ｍｅｇａｋａｒｙｏｃｙｔｅｓａｎｄｐｌａｔｅｌｅｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＢｒＪ
Ｈａｅｍａｔｏｌ，２０１８，１８０（３）：３２１－３３４．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｂｊｈ．
１５０００．

［２１］ＬＵＤＷＩＧＮ，ＷＨＩＴＥＳＩＤＥＴＬ．Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｏｆｔｕｍｏｒ
ｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓｉｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒ
Ｔａｒｇｅｔｓ，２０１８，２２（５）：４０９－４１７．ＤＯＩ：１０．１０８０／
１４７２８２２２．２０１８．１４６４１４１．

［２２］郭靖，尚杨杨，汪荣泉．结直肠癌及缺氧的结直肠癌细
胞中ＨＩＦ１α与ｍｉＲＮＡ２００ｂ表达的相关性［Ｊ］．第三军
医大学学报，２０１６，３８（６）：５４５－５４９．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．
１０００５４０４．２０１５１０１２２．
ＧＵＯＪ，ＳＨＡＮＧＹＹ，ＷＡＮＧＲＱ．ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＨＩＦ１α
ａｎｄｍｉＲＮＡ２００ｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３８（６）：５４５－５４９．ＤＯＩ：１０．
１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５１０１２２．

［２３］胥芸芸，洪梅，李桂香．放疗对机体抗肿瘤免疫效应机
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