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低氧诱导因子 1 0【对小鼠宫颈癌放射敏感性的影响 

刘方欣 ，张玉诺 ，李晓愚 -，任庆兰 ，彭志平 ，李少林 

(1．重庆医科大学基础医学院放射医学教研室 ，重庆 400016；2．解放军第 181医院妇幼中心，广西 541002) 

【摘 要】目的：探讨低氧诱导因子 1 d(HIF-一1 d)对小鼠宫颈癌皮下移植瘤放射敏感性的影响，探讨其可能的机制。方法：建立 

宫颈癌皮下移植瘤模型，随机分为对照组、单次 ．y射线大剂量照射组、小剂量分次照射组、大剂量照射联合高压氧组、小剂量分 

次照射联合高压氧组 ，采用不同的方案进行体外放射治疗。免疫组化法测定放射治疗后移植瘤内的 HIF-一1 d、bcl-一2的表达水 

平，观察各 ．y射线处理组照射后移植瘤的抑瘤率，并对 HIF一1 d与 bcl一2的表达及抑瘤率进行相关性分析。结果：HIF一1 d的 

表达与移植瘤抑瘤率呈负相关(r：：一0．514，P<0．05)；与 Bcl-．2表达无明显相关关系。结论：抑制 HIF-一1 d的表达可提高肿瘤对 

放射治疗的敏感性，该效应可能与 Bc1．一2表达无关。 
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Effect of HypOXia—induCible factor-1 alpha on the radiosensitivity 

of rat cervicaI carcinoma 

LIU Fangxin，et al 

(Department of Radiation Medicine，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstractl06． ctive：To study the effect of Hypoxia-inducible factor-1 alpha(HIF一1 oL)on the radiosensitivity of rat cervical ca卜 

cinoma and discuss the possible mechan ism．Methods：The transplan tation tumor model of cervical carcinoma was established．77 

rats were randomly divided into five groups：control group，the large fraction irradiation group，the small fraction irradiation 

group，the large fraction irradiation combining HBO group an d the low dose irradiation combining HBO group．Expressions of 

HIF-1 d an d bcl-2 in transplan tation tumor after treatment were detected by immunohistochemical staining．and the tumor in-一 

hibitory rate by the change of tumor volume．．The correlation between expressions of HIF-一1 d and bc1．一2 (and tumor inhibitory 

rate)was also observed．Results：Expression of HIF-1 d and carcinoma growth inhibitory rate showed a reverse correlation(r=-一5．147． 

P<0．05)．No correlation was found between the expression of HIF—l and bcl-一2．Conclus／ons：Inhibiting the HIE一1 expres-． 

sion could effectively promote the radiosensitivity of rat cervical carcinoma without impacting the expression of Bct一2． 

【Key words】IHypoxia--．inducible factor-1 (HIF一1 d)；Radiosensitivity；Cervical carcinoma 

宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，在宫颈 

癌治疗中放射治疗占有十分重要的地位 ，其适应范 

围较广，可用于各期宫颈癌的治疗。但肿瘤细胞乏 

氧等原因导致的肿瘤细胞对放射线敏感性降低和 

放疗副反应限制了有效治疗剂量的增加 ，影响了放 

射治疗的疗效。低氧诱导 因子(hypoxia-一induciMe 

factor，mr)1 0【是肿瘤细胞在乏氧条件下产生的一 

种转录激活因子，参与低氧性反应的调节过程 ，是 

细胞低氧应答的关键因子。本研究采用免疫组化方 

法检测不同放疗方案照射后及在高压氧(hyperb c 
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oxygen，HBO)条件下 HIE一1 0【以及与放射敏感性密 

切相关的bcl一2在宫颈癌细胞中的表达情况，探讨 

HIF一1 0【与肿瘤细胞放射敏感性之间的关系。 

1 材料与方法 

1．1 动物和肿瘤细胞株 

动物：昆明种小鼠购 自重庆医科大学实验动物中心。小 

鼠皆为雌性 ，平均体重 20．5±2．5g。鼠源性宫颈癌细胞株 U14 

购自重庆医科大学超声研究所。 

1．2 肿瘤动物模型的建立和分组 

将宫颈癌细胞株 U14用细胞计数板计数，取 7×106个 
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细胞接种到小鼠腹腔内，进行腹腔保种。密切观察腹水生成情 

况。1周左右见腹腔接种小 鼠腹部明显膨隆 ，抽取腹水 ， 

100Of／rain离心 5rain，弃上清，加入生理盐水。细胞计数板计 

数，以5 X l0s个细胞 ／只将癌细胞接种于预先已脱毛和消毒的 

小鼠右后肢大腿背侧。用游标卡尺测量肿瘤的 3个相互垂直的 

直径，取其平均值(MD)，待肿瘤直径达 6mm时进行实验。 

将 77只已建立肿瘤模型的昆明种小 鼠随机分为 5组：I 

组 11只为空 白对照组 ；II组 l7只为单纯 射线大分割单 

次照射组；III组 l5只为大分割 射线照射 +HBO组 ；IV组 

l6只为小分割 ŷ射线分次照射组；V组 l8只为小分割 ŷ 

射线分次照射 +HBO组。 

1．3 côy射线照射和 HBO联合 ŷ射线照射 

60Co治疗机 FCC一800为山东新华医疗设备厂产品。高压 

氧舱 DWC150／300型为山东烟台冰轮集团高压氧舱有限公 

司产品。̂y射线照射 +HBO组每次照射前均进行高压氧曝露： 

0．25MPa，100％02，60min。照射前 ，按 1．0ml／kg给予速眠新肌 

肉注射 ，待药物显效后，将小鼠装入固定盒中，将其右后肢拉 

出，只照射荷瘤小鼠的带瘤腿，肿瘤表面覆盖 2cm的等效物， 

处方剂量按2cm深度计算。60Co-／射线大分割单次照射量为 

4Gy，剂量率为 39．37cGy／min；小分割多次照射组照射剂量为 

每次 1Gy，分 4次照射，每次照射后间隔 1天进行下次照射， 

平均照射剂量率为 38．24Gy／min。照射后通过观察皮下移植 

瘤的体积变化，计算抑瘤率来研究 HIF一1 Ot对小鼠宫颈癌皮 

下移植瘤的放射治疗效果的影响。照射后第 l0天、l5天、20 

天，用游标卡尺测量瘤体最长径(a)与最短径(b)，肿瘤体积 

，
2 1 T 1 T 

为 V(mm，)=— ，肿瘤体积抑瘤率 = 婴 旦 ×100％。 
0 v对 

1．4 HIF一1 的表达 

照射后第 2l天脱颈处死小鼠，尽可能地完整剥离瘤体。 

切成 0．Scm 大小的组织块，常规取病理切片进行免疫组化检 

测 HIF一1 和 Bcl一2的表达。 

鼠抗人 HIF一1 单克隆抗体购 自武汉博士德生物工程 

公司；Bc 2鼠抗人单克隆抗体为福州迈新生物技术开发公 

司产品。二抗生物素标记兔抗 鼠 IgG及二氨基联苯 (di— 

aminobenzidine，DAB)酶底物显色试剂盒为福州迈新生物技 

术开发公司产品。染色方法为免疫组化 sP法，实验步骤按试 

剂盒说明书进行。 

结果判定：结果判定采用双人双盲法用显微镜观察，以 

细胞核黄色或棕黄色为阳性标记。随机选择 10个视野，高倍 

镜下观察 500—800个细胞，计数阳性细胞。表达强度标准如 

下 ：阴性(一)：没有阳性细胞 ；弱阳性(+)：阳性细胞数 占所观 

察细胞数的 20％以下；强阳性(++)：阳性细胞数占所观察细 

胞数的 20％一50％。 

1．5 统计学分析 

用 sPss 10．0 for windows统计软件处理。检测数据以互 

±s表示 ，计数资料采用 x 检验，计量资料采用 q’检验，P> 

0．05表示无显著性差异 ，P<0．05则表示有显著差异性 ，P< 

0．O1表示有极显著差异性。HIF一1 和bcl一2表达、抑瘤率之 

间的关系采用 Spearman直线相关分析。 

2 结 果 

2．1 各组射线照射后的抑瘤率 

各组小鼠宫颈癌体外移植瘤受到 射线照射 

后肿瘤生长均受到抑制。与单次 射线大分割照射 

相比， 射线与 HBO联合应用对肿瘤的抑制作用 

更明显，均具有明显的放射增敏作用 ，具有明显的 

统计学差异(P<0．05)。 

2．2 HIF一1 0【与bcl一2的表达 

空 白对照组宫颈癌移植瘤模 型存在一定 的 

HIF一1 阳性表达 ，其中强阳性(++)仅 1例。采用 

大分割 射线照射后阳性表达率明显增加，且强 

阳性(++)例数增多，共 6例(35．2％)。联合 HBO治 

疗能够明显降低 HIF一1 的阳性表达，差异具有统 

计学意义 (P<0．05)。分割射线照射也能降低 

HIF一1 0【的阳性表达，差异具有统计学意义 (P< 

0．05)。 

bcl一2的阳性表达除大剂量 射线照射组表 

达稍有上升外 ，其他组表达水平无明显差异。 

2．3 HIF-1 0【与肿瘤抑瘤率及 bcl一2的相关性分析 

Spearman直线相关分析显示，HIF一1 0【表达与 

肿瘤抑瘤率呈负相关关系 (r=一0．514，P<0．05)： 

HIF一1 0【表达与 bcl一2的表达无明显相关关系 ，可 

能与样本量过少有关。 

表 1 各组射线照射后的抑瘤率比较 

*

V5 II group，P<0．05 

表 2 各组 HIF一1 与 bcl一2的表达情况 

s II group．P<O．05 
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3 讨 论 

HIF一1由 、B两个亚基组成。HIF-1 B为基 

础表达蛋白，HIF一1 Ot为氧调节蛋白。HIF一1 Ot在常 

氧状态下极不稳定 ，而在细胞处于低氧条件时， 

HIF一1 Ot在多种组织细胞中表达水平增高，其稳定 

性和活性也相应增加。对于实体肿瘤来说，肿瘤内 

部乏氧细胞的存在是广泛存在的现象，因此在多种 

实体肿瘤中都存在 HIF一1仅的高表达。目前的研究 

表明，HIF-1 Ot与多种肿瘤的发生、发展关系密切。 

在多种实体肿瘤中均有 HIF一1 Ot的表达如前列腺 

癌、肠癌、宫颈癌、肺癌等。在肿瘤缺氧的微环境中， 

肿瘤细胞通过 HIF一1仅的高表达来维持其氧和代 

谢的稳定，促进 自身的生长和转移。另外 ，一些癌基 

因的突变 活化或抑癌基 因的失 活也 可以增加 

HIF一1 Ot的表达I 1。同时，放射线的生物学效应也受 

到局部组织氧浓度的影响，细胞在有氧条件下照射 

时放射敏感性约为乏氧时的3倍左右。研究表明， 

乏氧细胞的存在是肿瘤细胞放射敏感性下降的重 

要原因闭。 

本研究结果表明，HIF一1 Ot在宫颈癌体外移植 

瘤模型中存在着一定的表达，且其表达水平与肿瘤 

的放射敏感性密切相关。HIF一1 Ot表达水平越高， 

肿瘤放射敏感性越低，说明 HIF-1 Ot在肿瘤放射抗 

拒性产生的过程中起到了重要作用，可能是乏氧诱 

导的放射线抗拒的关键因子。 射线照射后，肿瘤细 

胞内 HIF一1 Ot的表达水平明显增加 ，表达强度增 

强，可能与射线照射后肿瘤细胞大量凋亡坏死，进 
一 步加重肿瘤内部的乏氧水平有关。小剂量分割次 

数照射可以增加照射晚期反应组织的耐受性及降 

低氧增强比，对正常组织的保护作用大，是临床常 

用的放射增敏的手段。本研究中小剂量分割次数照 

射可以使HIF一1 Ot的表达降低，增加肿瘤的放射敏 

感性。在照射间隔时间内，凋亡、坏死细胞的清除可 

以改善肿瘤组织内的乏氧条件。目前研究认为，乏 

氧细胞对放射治疗敏感性降低，与细胞内的自由基 

产生有关。细胞内的介质受到射线照射后能产生大 

量的自由基对生物组织产生进一步的损伤，而氧分 

子的存在能与自由基快速作用产生过氧化物自由 

基，造成 DNA损伤，最终引起细胞凋亡。该过氧化 

物自由基在细胞内是一种不可修复的形式，使细胞 

在受到射线照射后内部物质成分发生变化，在射线 

诱导细胞调亡的过程中起到重要的作用。而乏氧条 

件下该过氧化物 自由基存在时间过短甚至无法产 

生，电离辐射引起的细胞损伤则可以在射线作用的 

间歇 自行修复13]。 

高压氧(hyperbaric oxygenation，HBO)是利用机 

体吸人高压氧时所产生的各种反应，对某些急、慢 

性缺血缺氧性疾病或因缺氧引起的继发性疾病产 

生有效的治疗作用。过去认为 HBO能够促进肿瘤 

的增殖和转移，因此肿瘤是 HBO的禁忌症。而最近 

的研究表明，HBO能够提高肿瘤组织内的氧分压， 

增加组织氧含量，促进氧扩散 ，使乏氧细胞转变为 

富氧细胞i4一，并且对多种肿瘤细胞的生长和转移有 

抑制作用，同时可以提高放射治疗的敏感性。本研 

究利用 HBO来提高肿瘤组织氧合、降低肿瘤组织 

内乏氧细胞数量，可以显著降低HIF-1仅的表达， 

增加肿瘤的放射敏感性，显示了良好的应用前景。 

Bcl一2是调控细胞凋亡的关键元件，与肿瘤组 

织放射敏感性关系密切。许多研究证实，电离辐射 

可调控 bcl一2家族基因表达。有报道，电离辐射能诱 

导 Bcl一2的活化161。Kariya sm等指出，Bcl一2的表达 

可以使放射抗性增加。也有报道称在人乳腺癌细 

胞株 MCF7中 bel一2的过度表达可以与乏氧协同 

作用 ，促进 VEGF的表达和体内血管生成，从而诱 

导肿瘤的转移18]。但本研究中HIF-1 Ot表达与 bel一2 

的表达无明显相关关系，可能是由于样本量较少， 

尚不能肯定bcl一2在HIF一1 Ot调控肿瘤放射敏感性 

作用中是否发挥作用。 

虽然目前 HIF一1 Ot影响肿瘤放射敏感性的具 

体机制尚不明确，但无疑在其中发挥了极其重要的 

作用，也成为肿瘤治疗和放射增敏剂研究的重要靶 

点。Sun等 用反义 HIF一1 Ot(antisense HIF一1 Ot) 

与免疫基因治疗联合应用，发现反义HIF一1 Ot能够 

提高免疫基因治疗的疗效。反义HIF一1 Ot能够抑制 

内源性 HIF一1 Ot的活性，并使肿瘤血管密度明显降 

低。通过反义技术阻断 HIF一1 Or．的表达与放射治疗 

联合应用的研究目前较少，尚需做进一步的研究。 
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ARIMA模型是将预测对象随时间推移而形成 

的数据序列视为一个随机序列，除去个别偶然因素 

影响观察值外，时间序列是一组依赖于时间 t的随 

机变量。这组随机变量所具有的依存关系或自相关 

性表征了预测对象发展的延续性 ，而这种 自相关性 

被相应的 ARIMA模型描述出来，就能从时间序列 

的过去值、现在值预测其未来的值。ARIMA模型不 

需要对时间序列的发展模式作先验假设，方法的本 

身保证可通过反复识别修改，直至获得满意模型， 

故 ARIMA模型适用于各种类型的时间序列数据； 

在预测时，不仅考察预测变量的过去值与现在值， 

而且模型拟合产生的误差也作为重要因素进入模 

型，有利于提高模型的精确度。其缺点是要求较大 

的样本量，高阶模型中的变量系数在实际工作中无 

从解释，适合短期预测。 

在生物医学的研究中，医学本身提供的信息很 

多，它可分为三大系统，信息完全明确的称为白色 

系统，信息完全不明确的称为黑色系统，介于白与 

黑之间称为灰色系统。灰色理论认为影响结核病发 

病率的各种因素，一些因素如结核菌素(BCG)的接 

种水平、综合性医疗机构诊断能力、病人对结核病 

的认知水平等是可知的，另外一些因素的影响则是 

未知的，结核病的发展趋势存在白色和黑色参数， 

由灰色理论可预测结核病发病率的发展趋势。 

大多数理统计方法要求大样本并对样本分布 

有一定要求，要求样本有较好分布规律，且计算工 

作量大，有时还可能出现定量结果与定性结果不符 

的现象。灰色系统对样本量及样本分布要求就不那 

么严格，因此具有适用性强的特点。 

重庆市 1993～2004年结核病登记发病率的原 

始数据序列无规律可循，且原始数据数量不多。利 

用残差 GM(1，1)模型对其进行分析与预测 ，从检验 

效果看，模型的拟合令人满意，说明残差 GM(1，1) 

模型具有预测性能好的优点。 

(通讯作者：王润华，E—mail：wzhzyp@163．com) 
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