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放射性心脏“炎性 - 纤维化”损伤大鼠模型的建立与评估
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[摘要]　目的　从炎性-纤维化病理损伤角度出发筛选优化造模条件，构建放射性心脏损伤（RIHD）动物模

型。方法　通过 X 线单次全身照射大鼠获得最大耐受剂量，以该剂量为依据进行心脏局部性单次照射，筛选能引

起大鼠心脏显著炎性-纤维化病理损伤的最小 X 线剂量。以筛选得到的 X 线剂量进行大鼠心脏局部单次照射，构建 
RIHD 大鼠模型。于照射后 1 d、1 周、2 周、4 周、6 周取材，检测大鼠心脏病理损伤评分、Masson 染色心肌胶原

容积分数（CVF）、血浆心肌酶水平、心肌组织炎性因子和纤维化因子的表达，评价动物模型。结果　大鼠全身照

射耐受剂量低于 16 Gy；大鼠心脏局部照射剂量不低于 25 Gy 时能引起显著的炎性-纤维化病理损伤，是 RIHD 大鼠

模型的构建条件。以 25 Gy 心脏局部单次 X 线照射剂量构建大鼠 RIHD 模型，照射后大鼠心脏病理损伤评分、心肌 
CVF 增高，血浆肌酸激酶同工酶 MB（CK-MB）、心肌肌钙蛋白（cTn）水平增高；心肌组织核因子 κB（NF-κB）

p65、NF-κB p50 和肿瘤坏死因子 α（TNF-α）等炎性因子在 X 线照射后第 1 天开始出现高表达，并持续至第 4 周；

心肌组织转化生长因子 β1（TGF-β1）、Ⅰ型胶原蛋白（ColⅠ）和Ⅲ型胶原蛋白（ColⅢ）等纤维化分子表达呈渐进

性升高的趋势，第 4 周达峰值。结论　采用 25 Gy X 线心脏局部单次照射可构建稳定的炎性-纤维化 RIHD 模型。

病理观察和 CVF 能动态反映 RIHD 模型大鼠早期炎性病理变化和随时间渐进性的纤维化病理进程，炎性因子 NF-κB 
p65、NF-κB p50、TNF-α 的早期持续高表达及纤维化因子 TGF-β1、ColⅠ、Col Ⅲ 的渐进性升高可评价 RIHD 动物

模型的急性炎性损伤和纤维化迟发效应。
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Establishment and evaluation of radiation-induced “inflammatory-fibrosis” heart damage model in rats
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730000, Gansu, China

[Abstract] Objective To screen and optimize the modeling condition for radiation-induced heart damage (RIHD) 
models characterized by inflammatory-fibrosis pathological injury. Methods The rats were irradiated with single whole-
body X-ray to screen the maximal tolerated dose. Based on the screened whole-body dose, single local heart irradiation doses 
were used to screen the minimal X-ray dose which could induce the significant cardiac damage. And the RIHD rat model was 
established by exposure to the screened dose of X-ray. Tissue samples were harvested 1 day, 1 week, 2 weeks, 4 weeks and 6 
weeks after irradiation. The cardiac pathological injury score, collagen volume fraction (CVF) in myocardial tissues by Masson 
staining, plasma myocardial enzyme level, and the expression of inflammatory and fibrosis factors in myocardial tissues were 
examined for evaluating the animal model. Results The tolerance dose of whole-body irradiation was lower than 16 Gy for 
rats. Local irradiation dose at least 25 Gy could induce RIHD in rats. The pathological injury score of myocardial tissues, CVF 
in myocardial tissues and creatine kinase isoenzyme MB (CK-MB) and cardiac troponin (cTn) in plasma were increased in the 
RIHD model rats. Inflammatory factors including nuclear factor (NF)-κB p65, NF-κB p50 and tumor necrosis factor α (TNF-α) in 
myocardial tissues were increased 1 day after irradiation in the RIHD rats and maintained high to the fourth week. The expression 
levels of fibrotic molecules transforming growth factor β1 (TGF-β1), collagen type Ⅰ (ColⅠ) and ColⅢ in myocardial tissues 
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were increased gradually, and reached the peaks at week 4 after irradiation. Conclusion Stable RIHD rat model can be 
established by irradiating the precardiac region with 25 Gy X-ray. Pathological observation and CVF can dynamically reflect 
the early inflammatory changes and the progression of fibrosis in RIHD rats. The sustained high expression of NF-κB p65,  
NF-κB p50 and TNF-α at early stage and the progressive increases of TGF-β1, ColⅠand ColⅢ can be used to evaluate the acute 
inflammatory injury and delayed fibrosis in the RIHD inflammatory-fibrosis model.

[Key words]　experimental radiation injuries; radiation-induced heart damage; animal disease models; inflammatory 
reaction; fibrosis

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(10): 1069-1077]

临床上在进行胸部肿瘤（如乳腺癌、肺癌、

霍奇金病、食管癌、贲门癌、胸腺瘤等）的放射

治疗时，位于纵隔的心脏不可避免会受到照射损

伤，即发生放射性心脏损伤（radiation-induced 
heart damage，RIHD）[1]。随着胸部肿瘤放射治疗

的广泛应用，RIHD 发生率已达 20%～68%[2-3]，成

为严重的放射治疗不良反应，2015 年 Cella 等[4]指

出 RIHD 已经与传统的放射性肺纤维化损伤同等重

要。然而，RIHD 病因机制尚不明确，缺乏有效干

预措施。动物实验研究发现机体组织受到电离辐射

后早期会产生活性氧，氧化应激引起心脏局部产生

无菌性炎症反应[5]，因此 RIHD 被认为是一个渐进

的炎症反应和纤维化综合作用的病理发展过程[6]。

目前，RIHD 动物模型种类涉及犬、大鼠、小鼠、

兔等，照射造模的剂量差异较大，照射方法也存在

单次照射和多次照射、心脏局部照射和动物全身

照射等差异[7]。本研究在梳理已有动物实验模型的

基础上，筛选优化大鼠造模条件，构建 RIHD“炎

性-纤维化”损伤动物模型，为进一步研究 RIHD 
的发生机制和干预措施奠定基础。

1　材料和方法

1.1　实验动物、试剂和仪器　无特定病原体级雄

性 Wistar 大鼠 220 只，体质量（180±10）g，来

源于甘肃中医药大学科研实验动物中心 [实验动

物生产许可证号：SCXK（甘）2011-0001]。肿瘤

坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、

Ⅰ型胶原蛋白 α1 链（collagen typeⅠα1 chain，
Col1a1）、Ⅲ 型胶原蛋白 α1 链（collagen type 
Ⅲ α1 chain，Col3a1）、核因子 κB （nuclear 
factor  κB，NF-κB）  p50 和转化生长因子  β1
（transforming growth factor β1，TGF-β1）抗体

购自美国 Gene Tex 公司，NF-κB p65 抗体购自

英国 Abcam 公司；大鼠心肌肌钙蛋白（cardiac 

troponin，cTn）和肌酸激酶同工酶 MB（creatine 
kinase isoenzyme MB，CK-MB）酶联免疫吸附试

验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）

试剂盒购自上海酶联生物科技有限公司。X 线辐

照仪（型号：X-RAD 225）为美国 Precision X-Ray
公司产品，PowerPoc Basic 凝胶电泳仪为美国  
Bio-Rad 公司产品，Azure Biosystems C300 化学发

光成像系统为美国 Azure Biosystems 公司产品。

1.2　照射方法和造模条件筛选　用 X 线辐照仪单

次照射动物。照射参数：缘皮间距（source-to-skin 
distance，SSD）30.0 cm，0.3 mm 铜管滤器，电

压 225 kV，电流 13.30 mA，剂量率 6.1 Gy/min，
照射剂量设置为 4、6、8、12、16、18、20、25、 
30 Gy。照射前将大鼠经腹腔注射 10% 水合氯醛 
（3 mL/kg）麻醉，固定于消毒清洁木板上，暴露胸

前壁，观察心脏搏动最明显处，使心脏位于照射野

中心。照射结束后将大鼠分笼放置于室温 26～28 ℃ 
下直至清醒，以免麻醉后体温过低死亡。

将 70 只大鼠随机分为 7 组（每组 10 只），

分别以 0、4、6、8、12、16、18 Gy 剂量进行全

身照射，观察动物存活情况，照射后 1 周处死存

活大鼠取心脏标本进行病理学观察，筛选动物全

身照射的最大耐受剂量。然后将 50 只大鼠随机分

为 5 组（每组 10 只），以全射照射的最大耐受

剂量为依据，选择 16、18、20、25、30 Gy 剂量

分别对 5 组大鼠进行心脏局部照射（铜管全身防

护，只照射心脏），照射后 1 周处死大鼠取心脏

标本进行病理学观察，筛选引起心脏显著损伤的

局部照射剂量。

1.3　动物模型的评价　将 100 只大鼠随机分为对

照组（只进行麻醉不照射）和模型组（麻醉后以筛

选出的局部照射剂量照射），每组分别于照射后  
1 d、1 周、2 周、4 周、6 周各取 10 只大鼠，麻醉

后开胸经心脏取血，然后处死动物取心脏标本。分
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别解剖心房和心室，在心室和心房各取一小块厚 

度≤0.5 cm 的组织，分别放于 1.5 mL 的冻存管

中，迅速置于液氮中，－80 ℃ 保存备用。其余心

脏组织放入 10% 甲醛溶液中固定备用。

1.3.1　大鼠一般生长情况观察　观察大鼠活动、皮

毛改变、饮食、体质量变化等一般情况。

1.3.2　心脏病理损伤评分　将 10% 甲醛溶液固定

的心脏组织经石蜡包埋、切片后行 H-E 染色，光

镜下观察心肌组织结构，参照 Rona 等[8]的标准结

合周明东[9]的方法进行病理评分，评价射线对心脏

的炎性损害情况。病理变化按由轻到重的程度分别

记为 1、2、3、4 分，无病变为 0 分，每张切片随

机取 6 个高倍镜视野进行评分，取平均值。

1.3.3　Masson 染色　采用 Masson 染色观察胶原的

增生情况，评估心肌纤维化程度。在光学显微镜下

观察并拍照，采用 Image Pro Plus 6.0 图像分析系

统计算心肌组织中胶原容积分数（collagen volume 

fraction，CVF），CVF＝心肌间质胶原面积／视野

总面积。每组取 8 个切片，每张切片取 6 个高倍镜

视野，取平均值。

1.3.4　心肌酶检测　大鼠血液标本经肝素抗凝处理

后，立即离心获得血浆，使用双抗体夹心 ELISA 

检测血浆中 CK-MB 和 cTn 的水平，评价 X 线对

心脏功能的损害。

1.3.5　炎性-纤维化因子检测　（1）免疫组织化

学染色：将心肌组织石蜡切片常规脱蜡、水化、通

透，进行免疫组织化学染色，观察炎性因子 NF-κB 

p65、NF-κB p50、TNF-α 及纤维化因子 TGF-β1、

Ⅰ型胶原蛋白（collagen type Ⅰ，ColⅠ）、Ⅲ 型胶

原蛋白（collagen type Ⅲ，ColⅢ）的表达情况。应

用 Image Pro Plus 6.0 图像分析系统测定并分析蛋白

的相对表达量（平均光密度值＝光密度/面积）。

（2）蛋白质印迹法：提取心肌组织蛋白，测定蛋

白浓度，将蛋白变性后进行十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转膜后进行免疫反应，利用化学

发光法显示蛋白条带，最后用 ImageJ2x 软件测定

蛋白表达的灰度值并进行分析。

1.4　统计学处理　应用 SPSS 13.0 软件进行统计

学分析。实验数据以 x±s 表示，多组间比较采

用单因素方差分析，组间两两比较采用 Student-

Newman-Keuls 检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　动物造模条件的筛选结果

2.1.1　小剂量 X 线全身照射　分别以 0、4、6、
8、12、16、18 Gy 的剂量对大鼠进行 X 线全身照

射，照射后 1 h 内 6 Gy 和 8 Gy 剂量组大鼠分别死

亡 1 只，可能是麻醉过量所致；照射后第 2 天各组

大鼠均无死亡；照射后第 3 天 16 Gy 和 18 Gy 剂量

组大鼠全部死亡；至照射后 1 周，全身照射剂量低

于 16 Gy 的各组大鼠均未发生照射相关的死亡，病

理结果显示大鼠心脏结构基本正常。上述结果表明

低于 16 Gy 的全身照射对大鼠心脏损伤作用较轻；

16、18 Gy 剂量的全身照射对动物整体有明显的损

伤，动物已经不能耐受。故认为大鼠全身照射耐受

剂量应低于 16 Gy。
2.1.2　大剂量心脏局部照射　分别以 16、18、
20、25、30 Gy 的剂量对大鼠进行心脏局部照射

后，各组动物均无死亡。大鼠心脏病理结果显示，

16 Gy 剂量组大鼠心脏有血管增生扩张、血管浸润

和炎性渗出表现，说明该剂量即可引起心脏炎性

损伤；18 Gy 和 20 Gy 剂量组大鼠心脏血管浸润加

重，心内膜下水肿渗出显著，但心肌纤维排列整

齐，结构尚未受到破坏；25 Gy 和 30 Gy 剂量组大

鼠心脏毛细血管增生扩张，炎症细胞渗出，心肌纤

维断裂、排列紊乱，心肌结构破坏显著，心内膜、

乳头肌和心室瓣膜充血水肿、渗出增多，甚至有心

肌细胞溶解的表现。因此，本研究选择 25 Gy 心脏

局部照射进行动物造模。

2.2　RIHD 模型评价结果

2.2.1　大鼠一般生长情况　各组大鼠均未见死亡。

对照组大鼠饮食、活动、体质量增长正常，皮毛

柔顺亮泽。模型组大鼠在照射后第 1 天基本没有进

食、饮水和活动行为，体质量低于对照组；第 2、
第 3 天逐渐开始进食、饮水，行动迟缓；1 周左右

进食、饮水和活动行为基本恢复，但不如对照组大

鼠活跃，体质量亦低于对照组，受照射的心前区发

生脱毛现象；2 周时大鼠体质量增加，受照射的心

前区脱毛严重，照射区对应的背部也出现脱毛（射

线对穿损伤背部皮毛）；4 周时大鼠心前区放射性

皮毛损伤仍然很显著，但背部皮毛缺损面积减小，

出现新生较短的绒毛；6 周时模型组体质量基本恢

复至对照组水平，皮毛损伤已经不明显。

第 10 期．顾　静，等．放射性心脏“炎性-纤维化”损伤大鼠模型的建立与评估
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2.2.2　心脏病理损伤评分　对照组大鼠心肌细胞排

列整齐，细胞核蓝染，细胞质呈淡红色；模型组大

鼠心肌细胞水肿明显、排列紊乱，心肌细胞核轻度

固缩、染色加深，出现少量异型细胞核，可见炎性

渗出（图 1A）。对照组大鼠各时间点心肌病理损

伤评分均＜0.5；模型组大鼠各时间点心肌病理损

伤评分均高于相应时间点的对照组大鼠，差异均有

统计学意义（P 均＜0.01，图 1B）。

图 1　RIHD 大鼠心肌病理变化及病理评分

Fig 1　Myocardial pathological changes and pathology injury scores of RIHD rats
A: H-E staining was performed 1 week after irradiation; B: Pathology injury score was obtained at day 1, and week 1, 2, 4 and 6 after 

irradiation. RIHD: Radiation-induced heart damage. Original magnification: ×200 (A). **P＜0.01 vs control group. n＝10, x±s
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2.2.3　心肌胶原定量检测结果　Masson 染色结果见

图 2，胶原纤维呈蓝色，细胞质、肌纤维及红细胞呈

红色，细胞核呈蓝褐色。模型 1 d 组大鼠心肌有大量

的肌纤维和少量的胶原纤维；模型 1 周、2 周、4 周、

6 周组胶原纤维显著增多，各组 CVF 与模型 1 d 组比

较差异均有统计学意义（P 均＜0.01）。

2.2.4　心肌酶检测结果　ELISA 检测结果（图 3）显

示，模型组大鼠血浆 CK-MB 浓度均高于各观察时

点相应对照组，差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。

模型组大鼠血浆 CK-MB 浓度在 X 线照射后 1 d 增

加最显著，与照射前相比增加了 60.86%（P＜0.05）；

随后增幅呈减小趋势，1、2、4、6 周组与照射前相比

增幅分别为 39.32%、31.42%、35.63%、22.92%，差

异均有统计学意义（P 均＜0.05）。模型组大鼠血浆 
cTn 浓度均高于各观察时点相应对照组，其中 1 d、 
2 周和 4 周组与相应对照组相比差异均有统计学意

义（P 均＜0.05）。模型组大鼠血浆 cTn 浓度在 X 线
照射后 1 d 增加最显著，与照射前相比增加了 31.92%
（P＜0.05）；随后明显降低，6 周时基本恢复至照射

前水平。

图 2　RIHD 大鼠心肌胶原染色和 CVF 变化

Fig 2　Myocardial collagen staining and CVF changes of RIHD rats
A: Masson staining of myocardium at day 1, and week 1, 2, 4 and 6 after irradiation with 25 Gy X ray showing the changes of 

myocardial collagen of RIHD; B: CVF in myocardial tissues of RIHD rats. RIHD: Radiation-induced heart damage; CVF: Collagen 

volume fraction. Original magnification: ×400 (A). **P＜0.01 vs 1 d. n＝10, x±s
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2.2.5　炎性-纤维化因子检测结果　大鼠心肌组织

免疫组织化学染色结果（图 4、表 1）显示，炎性

因子 NF-κB p65、NF-κB p50、TNF-α 均在细胞质

中表达，模型 1 d、1 周、2 周、4 周组大鼠心肌  
NF-κB p65、NF-κB p50、TNF-α 表达量与照射前相

比均增加，差异均有统计学意义（P 均＜0.01）。

图 4　免疫组织化学染色检测 RIHD 大鼠心肌炎性因子和纤维化因子表达

Fig 4　Immunohistochemistry staining of inflammatory and fibrotic factors in myocardial tissues of RIHD rats
RIHD: Radiation-induced heart damage; PI: Pre-irradiation; NF-κB: Nuclear factor κB; TNF-α: Tumor necrosis factor α; TGF-β1: 

Transforming growth factor β1; ColⅠ: Collagen type Ⅰ; Col Ⅲ: Collagen type Ⅲ. Original magnification: ×400
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图 3　RIHD 大鼠血浆 CK-MB 和 cTn 浓度变化

Fig 3　Changes of plasma CK-MB and cTn concentrations in RIHD rats
A: Changes of plasma CK-MB; B: Changes of plasma cTn. RIHD: Radiation-induced heart damage; CK-MB: Creatine kinase 

isoenzyme MB; cTn: Cardiac troponin; PI: Pre-irradiation. *P＜0.05 vs control group at the same time point; △P＜0.05 vs PI of RIHD 
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纤维化因子 ColⅠ 和 ColⅢ 均在细胞质中表

达，TGF-β1 主要在细胞质中表达、细胞核也有部

分表达，模型 1 d、1 周、2 周、4 周组大鼠心肌 
TGF-β1、ColⅠ、Col Ⅲ 表达量与照射前相比均增

加，除模型 1 d 组 Col Ⅲ 表达量差异无统计学意义

外，余者差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。

炎性因子 NF-κB p65、NF-κB p50、TNF-α 表
达最高值均出现在照射后 1 d，取此组进行蛋白

质印迹检测，结果显示模型 1 d 组 NF-κB p65、
NF-κB p50、TNF-α 相对表达量与对照组相比分

别增高 15.8、6.5、8.9 倍（图 5A）。纤维化因子 
TGF-β1、ColⅠ 和 Col Ⅲ 表达高值均出现在照射后

第 4 周，取此组进行蛋白质印迹检测，结果显示模

型 4 周组 TGF-β1、ColⅠ、Col Ⅲ 相对表达量与对

照组相比分别增高 8.8、9.0、18.9 倍（图 5B）。

表 1　RIHD 大鼠心肌炎性因子和纤维化因子免疫组织化学染色检测平均光密度值

Tab 1　Average optical density of inflammatory and fibrotic factors in myocardial tissues of RIHD  

rats deteced by immunohistochemistry staining
n＝10, x±s

Group NF-κB p65 NF-κB p50 TNF-α TGF-β1 ColⅠ ColⅢ
Pre-irradiation 0.270±0.011 0.185±0.004 0.262±0.014 0.253±0.011 0.262±0.014 0.285±0.011
1 d after irradiation 0.365±0.015** 0.329±0.011** 0.377±0.010** 0.284±0.014* 0.304±0.015** 0.304±0.017
1 week after irradiation 0.362±0.011** 0.321±0.005** 0.373±0.012** 0.318±0.006** 0.319±0.004** 0.349±0.019**

2 weeks after irradiation 0.355±0.009** 0.318±0.002** 0.368±0.003** 0.348±0.007** 0.339±0.015** 0.465±0.027**

4 weeks after irradiation 0.354±0.012** 0.316±0.004** 0.366±0.012** 0.371±0.018** 0.371±0.005** 0.514±0.024**

NF-κB: Nuclear factor κB; TNF-α: Tumor necrosis factor α; TGF-β1: Transforming growth factor β1; ColⅠ: Collagen type Ⅰ; 
ColⅢ: Collagen type Ⅲ. *P＜0.05, **P＜0.01 vs pre-irradiation

图 5　蛋白质印迹法检测 RIHD 大鼠心肌炎性因子和纤维化因子表达

Fig 5　Expression of inflammatory and fibrotic factors in myocardial tissue of RIHD 

rats detected by Western blotting
A: Expression of inflammatory factors at day 1 after irradiation; B: Expression of fibrotic factors at week 4 after irradiation. RIHD: 

Radiation-induced heart damage; NF-κB: Nuclear factor κB; TNF-α: Tumor necrosis factor α; TGF-β1: Transforming growth factor β1; 

ColⅠ: Collagen type Ⅰ; Col Ⅲ: Collagen type Ⅲ; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. **P＜0.01 vs control group
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验学中通常多认为大鼠适合心肌病研究[15]。本研究

发现大鼠心脏损伤的病理改变包括心肌退行性变化

和纤维化，这符合 RIHD 的炎性-纤维化病理改变
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特点；此外，预实验表明小鼠整体对射线耐受差

（或其他生物系统对射线比较敏感，而心脏病理改

变不明显）、死亡率较高，提示小鼠可能更适合其

他生物系统的放射性损伤研究。因此，本研究选择

大鼠为 RIHD 造模对象。

在 RIHD 动物模型研究中，不同研究所选择的

照射剂量差异较大。DeBo 等[14]发现 6.5～8.4 Gy 的
单次全身剂量可对恒河猴产生长期效应，包括心肌

纤维化、左心室直径减小和全身炎症反应等；但大

多数研究采用的照射剂量在 10 Gy 以上，最高达到 
50 Gy[16]、60 Gy[17]，其中以 15 Gy、18 Gy、20 Gy、
25 Gy、30 Gy 照射剂量造模的研究较多[7]。动物照射

剂量差别较大，与照射野大小有关：全身性照射时

多器官组织均受到射线的损伤，动物不能耐受而死

亡，故造模照射剂量较小；只进行心前区心脏局部

照射时，动物全身受射线影响较小，能够耐受较大

的照射剂量[12,18]。相比于其他脏器，心脏对射线不敏

感，因此对比全身性大面积小剂量照射，这种大剂

量心脏局部照射对心脏的损伤更加显著，更适合于

动物 RIHD 研究中的模型构建。

我们在实验中系统全面地进行了第一阶段 0、
4、6、8、12、16、18 Gy 全身照射，筛选出动物

全身照射的最大耐受剂量是 16 Gy，然后以该剂量

为依据进行第二阶段 16、18、20、25、30 Gy 心脏

局部照射，筛选引起心脏显著损伤的局部照射剂

量。病理结果显示以≥16 Gy 的射线局部照射大鼠

心脏可引起心脏炎性损伤，而以≥16 Gy 的射线进

行全身照射可导致大鼠全部死亡。提示 16 Gy 可能

是引起射线不敏感器官——大鼠心脏损伤的最低剂

量；随着照射剂量的不断增加，心脏病理损伤持续

加重，射线剂量增至 25 Gy 即能引起心脏比较严重

的炎性损伤和心肌结构破坏，此时大鼠并未发生死

亡。故我们认为照射剂量至少为 25 Gy 的心脏局部

照射是 RIHD 大鼠模型的构建条件。

3.2　RIHD 动物模型的评价　病理形态观察几乎

是所有 RIHD 动物模型首选的评估方法[7]。本研

究中对照组大鼠心肌结构基本正常，病理评分较

低，而模型组病理损伤评分随照射后时间延长而

升高，说明虽然单次照射结束但是病理损伤持续

存在且呈加重趋势，这可能与射线损伤的迟发

效应有关。Masson 染色 CVF 也有类似的变化趋

势，纤维化随时间推移有渐进性进展的特点。这

些结果证明 25 Gy 单次照射可用于射线急性损伤

和迟发损伤研究。

心肌酶 CK-MB 和 cTn 在临床和基础研究中常

被作为心脏损伤的标志物。本研究中，RIHD 模型

大鼠经 X 线照射后，CK-MB 和 cTn 发生病理性增

高，且在照射后早期即发生并在照射后 1 d 达到高

峰，这种增高状态可持续至照射后 4～6 周，提示

射线能较早引起心脏急性损伤并持续存在较长时

间；但随时间推移 CK-MB 和 cTn 逐渐降低，这可

能与损伤后 CK-MB 和 cTn 的自我恢复有关。正常

情况下，外周血液中 cTn 极微量或检测不出，但是

本研究结果显示对照组大鼠 cTn 超过 1.5 ng/mL，

这可能与动物取血过程中的麻醉和使用抗凝剂肝素

有关：麻醉可降低动物的整体代谢率，对心脏的影

响表现为心率、心脏收缩力量下降，心脏排血量降

低，心脏供血减少，使心肌细胞缺血、缺氧而发生

坏死，影响血浆 cTn 水平；抗凝剂肝素带有负电

荷，而 cTn 带有较多正电荷，两者可结合形成复

合物影响抗原-抗体反应，进而影响 cTn 的 ELISA 
检测。此外，由于 CK-MB 和 cTn 的病理性增高发

生于射线照射后早期的心脏急性损伤时期，在进行

药物干预尤其是中药干预时，因其起效慢，加上  
CK-MB 和 cTn 这 2 个病理性损伤指标会在 1 周左

右逐渐降低，所以我们建议 RIHD 动物实验中仅以 
CK-MB 和 cTn 作为射线损伤心脏的造模指标，不

宜作为中药干预的判效指标。

RIHD 被认为是渐进性的炎症反应和纤维化

综合作用的结果[6]。早期以急性炎症为主，后期以

进行性纤维化为特征；随着受照剂量的增加，炎

症反应和纤维化程度加重，病变时间提前[19]。研

究显示，射线照射心脏可启动 NF-κB 炎症反应调

控通路[20-22]，同时 TNF-α 等炎性介质高表达引起

心肌细胞水肿、炎症细胞浸润[23]，随后 TGF-β1、
胶原分子在基因和蛋白水平表达上调[24-25]，成纤

维细胞增多，胶原纤维增多，导致心肌纤维化改

变。本研究使用免疫组织化学和蛋白质印迹分

析方法观察 RIHD 大鼠炎性因子（NF-κB p65、
NF-κB p50、TNF-α）和纤维化因子（ColⅠ、 
Col Ⅲ、TGF-β1）随时间的变化情况，客观评价

放射性心脏损伤大鼠模型中的炎性-纤维化病理改

变的特点。结果发现照射造模后较早时间（1 d） 
NF-κB p65 和 NF-κB p50 即出现表达峰值，这与刘
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丽娜[22]的研究结果一致，提示放射线照射早期即

启动 NF-κB 炎症反应调控通路，引起心肌细胞炎

症。我们在前期研究中曾应用 PCR 芯片技术观察

到，X 线照射心脏纤维化的效应细胞（心肌成纤维

细胞）能使 NF-κB mRNA 表达高于对照组[25-26]。上

述研究结果皆表明 NF-κB 类分子能较早提示射线

的炎性损伤，可以作为 RIHD 动物模型炎性分子的

病理指标。本研究还发现 X 线照射后早期大鼠心

肌组织中 TNF-α 蛋白表达升高，有研究显示在应

激状态下心脏组织 TNF-α 表达水平可反映心肌细

胞受损的严重程度[27]，检测 TNF-α 对于射线损伤

心脏引起炎症反应的评估很有意义，因此我们认为 
TNF-α 也应该作为 RIHD 动物模型的炎性分子病理

指标。NF-κB p65、NF-κB p50 和 TNF-α 的高表达

从照射后第 1 天开始出现，一直到照射后 4 周也没

有明显的下降趋势，说明 25 Gy 单次照射后的射线

炎性损伤效应持续存在，结合病理评分结果，表明

本实验筛选出的造模剂量和单次局部照射造模方法

可构建炎性损伤相对稳定的 RIHD 模型。

RIHD 纤维化病变实际上是胶原合成与降解失

衡的渐进性纤维化过程，主要表现为心肌成纤维

细胞增多、心肌胶原合成增加和胶原成分改变[28]。

心肌成纤维细胞可合成和分泌 TGF-β1，TGF-β1 通
过与其受体结合进而刺激受照射组织使之发生上

皮增生、成纤维细胞增殖、胶原沉积和纤维组织

形成，参与了纤维化的全过程[29]。目前，TGF-β1 
被认为是纤维化过程中起关键作用的细胞因子之

一，在放射性损伤早期，TGF-β1 mRNA 的表达较

组织学的变化更明显，能较早提示组织纤维化的

发生。我们在前期研究中已经证实 TGF-β1 参与放

射性心脏损伤，并且通过 PCR 芯片技术观察到 X 
线诱导 TGF-β1 高表达的促纤维化效应与 Smad2、
Smad3、TIMP1 等分子的异常表达有关[25]。本研

究以纤维化的关键性因子 TGF-β1 和心肌胶原主

要分子 ColⅠ、Col Ⅲ 为代表性病理分子指标反映 
RIHD 的纤维化病理改变，结果表明 25 Gy 射线单

次照射后这些纤维化分子表达呈渐进性升高的趋

势，与 Masson 染色 CVF 的变化基本一致，提示

随着照射后时间的推移，纤维化病理不断进展。表

明 25 Gy 单次心脏局部照射造模方法可构建进展性

的 RIHD 纤维化模型，TGF-β1、ColⅠ和 ColⅢ 3 
个分子可有效反映该病理过程。

3.3　本造模方法的优越性　与以往类似研究的动

物模型相比，本研究采用的造模方法有如下优势：

（1）造模动物明确为大鼠，其受照射后心脏的炎

性-纤维化病理损伤和生理功能变化接近临床放

射治疗后患者的心脏损伤变化，还具有经济与便

于繁殖、饲养和取材的特点；（2）单次 25 Gy 照
射可以满足 RIHD 的渐进性炎性-纤维化病理改变

特点，单次照射在大规模动物实验中简单易行，

节省人力、物力、财力，优于小剂量多次照射；

（3）心脏是射线不敏感器官，因此对比全身性大面

积小剂量照射，大剂量心脏局部照射对心脏的损伤

更加显著，更适合于动物 RIHD 研究中的模型构建；

（4）应用炎性病理观察、CVF 纤维化定量、心肌酶

学损伤性变化、炎性因子和纤维化因子检测等方法

可全面动态反映 RIHD 的急性损伤和迟发效应。

综上所述，25 Gy 心脏局部单次照射可有效引

起大鼠 RIHD，构建稳定的动物模型；病理形态学

观察和 Masson 染色 CVF 能动态反映 RIHD 模型

大鼠早期炎性病理变化和随着时间渐进性的纤维

化病理进程；炎性因子 NF-κB p65、NF-κB p50、
TNF-α 的早期持续高表达和纤维化因子 TGF-β1、
ColⅠ、ColⅢ的渐进性升高可评价 RIHD 炎性-纤

维化动物模型的急性损伤和迟发效应。该模型具有

动物选择明确、造模方法简单易行、指标检测系统

全面等优点，为进行相关机制和干预等研究提供了

实验基础。但本研究未从大体解剖和心脏功能方面

对该模型进行评价，仍有待完善补充，进一步明确

该 RIHD 模型的可靠性。
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