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【摘要】 目的 探讨 125

I

粒子组织间植入诱导肝癌细胞凋亡的机制。 比较不同活度 125

I

粒子组织间

植入诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞增殖的作用强度。方法 将
24

只兔
VX2

肝癌模型随机分为
3

组，

分别植入不同初始活度的 125

I

粒子：

0 mCi

组（对照组，

n=8

）、

0.7 mCi

组（

n=8

）及
1.0 mCi

组（

n=8

）。

5

周后

处死实验兔，取出肿瘤病灶，检测 125

I

粒子对肿瘤细胞凋亡、肿瘤生长相关因子表达的影响及
caspase蛳3

活

性改变。 结果 不同初始活度 125

I

粒子均可使肿瘤细胞凋亡率上升，

Bcl蛳2

、

VEGF

表达下调，

Bax

表达上

调，

1.0 mCi

125

I

粒子组作用均更加明显（

P＜0.05

）。 不同初始活度 125

I

粒子可增加肿瘤组织中
caspase蛳3

活

性，两治疗组间差异无明显统计学意义（

P＞0.05

）。 结论 125

I

粒子植入后不仅通过诱导肿瘤细胞凋亡抑制

肿瘤生长、增殖，还影响凋亡相关基因及编码蛋白表达，抑制肿瘤细胞新生血管生成。
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Abstract

】

Objective To explore the mechanism of

125

I seed interstitial implantation蛳 induced apoptosis

of liver VX2 tumor cells in experimental rabbits

，

and to compare the effects of different radioactivity

125

I seeds

on the apoptosis and on the proliferation of tumor cells. Methods A total of 24 rabbit models with VX2 liver

cancer were randomly and equally divided into 3 groups

，

and

125

I seeds with different initial radioactivity were

separately implanted into the rabbits of the three groups.

125

I seeds of 0 mCi radioactivity were used in the

control group

（

n=8

），

125

I seeds of 0.7 mCi radioactivity were used in the 0.7 mCi group

（

n=8

）

and

125

I seeds

of 1.0 mCi radioactivity were used in the 1.0 mCi group

（

n=8

）

. The experimental rabbits were sacrificed at 5

weeks after the implantation

；

the tumor lesions were removed

，

and the effects of

125

I seeds on the apoptosis

and proliferation of tumor cells were determined. The tumor cell apoptosis rate

，

tumor growth蛳 related factors

，

tumor growth factor expression protein and the influence of caspase 蛳 3 activity were evaluated. Results

Regardless of their initial radioactivity

，

all the

125

I seeds could make the tumor cell apoptosis rate increased

，

make Bcl 蛳 2 and VEGF expression level decreased

，

and make Bax expression increased

，

which were more

obvious in 1.0 mCi group

（

P<0.05

）

. The

125

I seeds could increase the activity of caspase 蛳 3 within tumor

tissue

，

but the difference between the 0.7 mCi group and the 1.0 mCi group was not significant

（

P>0.05

）

.

Conclusion The implanted

125

I seeds can not only inhibit tumor

’

s growth through inducing apoptosis of

tumor cells

，

but also inhibit tumor

’

s angiogenesis through influencing the expression of apoptosis蛳 related gene

and coding protein.

（
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图
1

125

I

粒子对兔
VX2

肝癌细胞凋亡的影响

①

对照组；

②0.7 mCi

组；

③1.0 mCi

组；

④

注：

* ** 与对照组相比，

P＜0.05

；

# 与
0.7 mC

组相比，

P＜0.05

肝癌是目前最常见的恶性肿瘤之一［

1

］

。

125

I

粒子

组织间植入治疗原发性肝癌逐渐得到临床认可并

推广。 但其治疗肝癌的机制目前报道较少。

Bcl蛳2

及

Bax

是目前研究最多的凋亡相关基因，

VEGF

是目

前所知最强的促血管生成因子。 本研究主要采用分

子生物学技术观察不同活度 125

I

粒子组织间植入对

肝癌细胞
Bcl蛳 2

、

Bax

、

VEGF

基因
mRNA

及蛋白表

达的影响， 探讨 125

I

粒子组织间植入杀伤肝癌细胞

的机制。

1

材料和方法

1.1

兔
VX2

肝癌模型制作

选取成年健康新西兰白兔
36

只，体重
2～3 kg

，

平均体重（

2.5±0.32

）

kg

，由安徽医科大学实验动物

中心提供。 采用
VX2

肝癌细胞株进行细胞培养，收

集细胞混悬液注射到新西兰大耳白兔双侧后肢皮

下，建立荷瘤动物移植瘤种兔模型。

2

周后将荷瘤种

兔处死， 取出肿瘤灶并选取肿瘤组织中有活性部

分 ，

CT

导引下以
VX2

肿瘤组织块接种法制备兔

VX2

肝移植瘤模型。 观察瘤兔生活状况并定期复查

CT

观察肿瘤生长情况。 根据
CT

扫描图像中肿瘤长

短径大小计算出肿瘤体积（肿瘤体积
V＝1/2 a×b

2

，其

中
a

为病灶长径，

b

为病灶短径）。

1.2

实验分组及 125

I

粒子植入

选取荷瘤兔体重及肝肿瘤体积大小无明显差异

的
VX2

肝癌模型
24

只，随机分为
3

组，每组
8

只。

实验前采用治疗计划系统 （

TPS

）（北京航空航天大

学、 中国原子能科学研究所和北京原博创新高科技

有限公司联合研发）制定合适的治疗计划［

2蛳3

］

。 按照

治疗计划，

CT

导引下用粒子植入器予以
3

组实验模

型分别植入初始活度为
0 mCi

、

0.7 mCi

及
1.0 mCi

的 125

I

粒子。

1.3

免疫组织化学检测

由于 125

I

粒子半衰期为
59.6 d

， 考虑到时间过

短，

125

I

粒子尚未引起肿瘤组织细胞大面积凋亡，我

们选择在 125

I

粒子植入术后第
5

周处死实验兔。取出

肿瘤病灶，测量病灶重量，采用流式细胞仪检测 125

I

粒子植入对兔
VX2

肝癌细胞凋亡的影响；采用实时

荧光定量聚合酶链反应（

RT蛳 PCR

）分别检测 125

I

粒

子植入对肿瘤细胞凋亡与生长高度相关基因
VEGF

、

Bcl蛳2

、

Bax

基因
mRNA

表达的影响， 计算实时
2

-△Ct

值；提取肿瘤组织蛋白后进行蛋白定量分析，采用

免疫印迹法测定 125

I

粒子近距离植入对
VEGF

、

Bcl蛳2

和
Bax

蛋白表达的影响；采用半胱氨酸天冬氨酸蛋

白水解酶（

caspase

）

蛳 3

活性检测试剂盒分别检测肿

瘤组织裂解液中
caspase蛳3

酶活性变化。

1.4

统计学分析

采用
SPSS 13.0

软件进行统计学分析。 所有数

据均以均数
±

标准差（

ｘ±ｓ

）表示。 两组均值比较用
t

检验，组间差异用
ANOVA

、

Dunnett

检验。

P＜0.05

为

差异有统计学意义。

2

结果

2.1

125

I

粒子对兔
VX2

肝癌细胞凋亡的影响
125

I

粒子植入
4

周后，两实验组肿瘤细胞凋亡率

与对照组相比显著增加，差异有统计学意义（

P＜0.05

）；

与
0.7 mCi

125

I

粒子治疗组相比，

1.0 mCi

组对
VX2

肝癌细胞凋亡的影响更加明显（

P＜0.05

）（见图
1

）。

2.2

125

I

粒子对兔
VX2

肝癌组织中
VEGF

、

Bcl蛳2

和

Bax

基因
mRNA

表达的影响
125

I

粒子植入后，肿瘤凋亡相关基因可发生显著

改变 。 各组肿 瘤 组 织 中
VEGF

、

Bcl 蛳 2

、

Bax

基 因

mRNA

表达情况见图
2

。

RT蛳PCR

检测
VEGF

结果

见图
3

。

2.3

125

I

粒子对兔
VX2

肝癌组织中
VEGF

、

Bcl蛳2

和

Bax

蛋白表达的影响

不同初始活度 125

I

粒子植入治疗均可使
VEGF

、

Bcl蛳2

蛋白下调及
Bax

蛋白上调（图
4

）。

427

— —



介入放射学杂志
２０１5

年
5

月第
２4

卷第
5

期
Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１5

，

Ｖｏｌ．２4

，

Ｎｏ．5

注：

* ** 与对照组相比，

P＜0.05

；

# 与
0.7 mCi

组相比，

P＜0.05

图
2

125

I

粒子植入治疗对兔
VX2

肝癌组织中凋亡与生长相

关基因的影响

注：

1

：对照组；

2

：

β蛳actin

；

3

：

0.7 mCi

组；

4

：

1.0 mCi

组

图
3 RT蛳PCR

检测
VEGF

曲线图

注：

* ** 与对照组相比，

P＜0.05

；

# 与
0.7 mCi

组相比，

P＜0.05

图
4

125

I

粒子植入治疗对兔
VX2

肝癌组织中凋亡与生长相

关蛋白的影响

2.4

125

I

粒子对兔
VX2

肝癌组织
caspase蛳 3

活性的

影响

不同初始活度 125

I

粒子植入兔
VX2

肝癌模型
4

周后，

caspase蛳3

活性显著增加， 两治疗组与对照组

比较，差异有统计学意义（

P＜0.05

）；

1.0 mCi

组与

0.7 mCi

组比较，差异无统计学意义（

P＞0.05

）。

3

讨论

3.1

125

I

粒子植入诱导肿瘤细胞凋亡

国外一些学者及国内少数学者认为 125

I

粒子组

织间植入后，在近距离放疗作用下，肿瘤细胞死亡

的主要形式为凋亡［

4

］

。 有研究对早期前列腺癌患者

施行
CT

导引下 125

I

粒子植入肿瘤组织内近距离照

射治疗，治疗前、后随访中通过活检检测肿瘤组织

变化，结果发现治疗后肿瘤组织中的凋亡细胞明显

增加，凋亡指数明显增加，说明 125

I

粒子近距离照射

治疗肿瘤，可以促进肿瘤细胞凋亡。 我们将不同初

始活度 125

I

粒子植入兔
VX2

移植瘤中， 发现肿瘤细

胞早期凋亡率逐渐上升，

1.0 mCi

125

I

粒子植入组对

肿瘤细胞凋亡的影响更加明显， 说明 125

I

粒子植入

治疗对兔
VX2

移植瘤细胞凋亡的诱导作用具有剂

量依赖性， 并再次证明了 125

I

粒子的抗肿瘤机制是

诱导肿瘤细胞凋亡。

肿瘤的发生发展是凋亡和抗凋亡失衡调节的

过程，其中
Bcl蛳2

、

Bax

作为
Bcl蛳2

家族中典型的抗凋

亡成员和促凋亡成员日益受到关注。

Bcl蛳2

主要发

挥抑制细胞凋亡的作用， 因此在肿瘤发生中，

Bcl蛳2

基因及其编码蛋白具有不同程度的表达增高。

Bcl蛳2

在不同类型肿瘤及不同进展期肿瘤中的表达水平

各不相同， 通常与肿瘤的恶性程度呈现正相关 ［

5

］

。

Bcl蛳2

过度表达，抑制促凋亡蛋白，如细胞色素
C

从

线粒体中释放，使凋亡蛋白酶
caspases

无法激活，活

性氧减少，脂质过氧化物无法生成，细胞内钙离子

浓度异常，延缓细胞发生凋亡，导致细胞过度增殖、

累积，容易发生突变或使已发生突变的基因在异常

增殖细胞内积聚， 进而促进肿瘤细胞发展。 因此，

Bcl蛳2

过度表达或异常表达是肿瘤细胞发生发展的

一个重要机制［

6

］

。而
Bax

可以拮抗
Bcl蛳2

的作用。

Bax

可诱导促凋亡蛋白如细胞色素
C

从线粒体中释放，

激活
caspase蛳3

，促进活性氧生成，促使细胞核碎裂，

细胞膜破坏，从而引起细胞凋亡，维持细胞正常增

殖［

7蛳8

］

。

本研究通过
RT蛳 PCR

和免疫印迹分析等从基

因和蛋白水平分别对
Bcl蛳 2

及
Bax

基因
mRNA

及

蛋白表达进行检测，并检测
caspase蛳3

活性变化，结

果表明不同初始活度 125

I

粒子作用于肿瘤后均可使

Bcl蛳 2 mRNA

表达下调，

1.0 mCi

125

I

粒子植入组作

用更加明显， 而不同初始活度 125

I

粒子植入均可使

Bax mRNA

表达不同程度上调，

1.0 mCi

125

I

粒子植

入组作用更加明显，从表达的蛋白水平分析得到类

似结果；对
caspase蛳3

活性研究证实，不同初始活度
125

I

粒 子 植 入 均 可 显 著 增 加 肿 瘤 组 织 组 织 中

caspase蛳3

活性，但两治疗组相比无显著性差异。 以

上结果说明， 不同初始活度 125

I

粒子植入治疗通过
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调节细胞周期使之阻滞在
G

2

/M

期、 调节
Bcl蛳 2

和

Bax

基因及其表达发挥凋亡作用，同时使
caspase蛳3

活性增加，但
caspase蛳3

活性并不随 125

I

粒子剂量增

加而增加。 本研究进一步证实 125

I

粒子组织间植入

治疗肿瘤的机制主要在于诱导肿瘤细胞凋亡，即

通过下调
Bcl蛳2

、上调
Bax

表达，最终激活凋亡执行

者
caspase蛳3

，且 125

I

粒子活度越高，诱导凋亡效果越

明显。

3.2

125

I

粒子植入抑制肿瘤血管生成

肿瘤的发生发展不仅与细胞分化、 增殖有关，

而且依赖于新生血管的形成 ［

9

］

。

VEGF

是目前所知

作用最强的促进血管形成因子，能刺激血管内皮细

胞的有丝分裂和血管生成，调节血管发展，通过结

合到受体生成血管和淋巴管［

10

］

。

VEGF

还能够通过

保护肿瘤血管不受放疗介导的细胞毒作用降低肿

瘤血管的放疗敏感性［

11

］

。

VEGF

表达及分泌增加可

见于多种肿瘤，它对于判断肿瘤的发生发展、转移

及预后有重要意义［

12

］

。 大量研究表明，抑制
VEGF

活

性能显著抑制肿瘤的生长［

13

］

。 本研究通过
RT蛳PCR

和免疫印迹分析等从基因和蛋白水平对
VEGF

进

行检测发现， 不同初始活度 125

I

粒子植入治疗均可

使
VEGF mRNA

表达下调，而对照组
VEGF

呈高表

达，两者有明显差异；我们认为对照组
VEGF

水平

升高是由于肿瘤负荷大，肿瘤细胞增生导致的肿瘤

细胞自分泌所致，两治疗组
VEGF mRNA

表达水平

均降低， 说明不同初始活度 125

I

粒子均能通过产生

低剂量率射线降低
VEGF mRNA

表达，破坏肿瘤血

管内皮细胞，抑制肿瘤新生血管生成，有效抑制了

肿瘤组织生长［

14

］

。 我们认为 125

I

粒子通过抑制肿瘤

新生血管生成杀伤肿瘤细胞， 可能与以下因素有

关：

①

125

I

粒子持续低剂量照射降低了血管内皮细胞

亚致死性损伤修复，提高了杀伤肿瘤效果；

②

125

I

粒

子通过抑制
VEGF

表达，降低了其对肿瘤血管的放

射抵抗作用，从而促进射线对肿瘤血管内皮细胞的

杀伤作用；

③

125

I

粒子可通过抑制血管生成相关蛋白

表达阻碍肿瘤血管生成；

④

杀伤肿瘤血管内皮细胞

减少了肿瘤微血管生成，从而减少肿瘤血供及转移

途径，达到杀灭肿瘤的目的。 本组两治疗组组间比

较显示
VEGF

表达水平无显著性差异，与文献报道

一致［

15

］

，说明兔
VX2

肝癌细胞及肿瘤血管内皮细胞

对不同活度的 125

I

粒子释放的低剂量射线均敏感，

其对
VEGF

表达水平的影响与 125

I

粒子初始活度无

明显相关性。
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