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　　［摘要］　目的　探讨放射性粒子１２５Ｉ在动物体内抗人脑胶质瘤的效果及其作用机制。方法　建立人胶质瘤的动物模型，
瘤内植入放射性粒子１２５Ｉ，观察肿瘤生长情况，在电镜下观察其超微结构的变化，采用ＴＵＮＥＬ技术检测肿瘤组织的凋亡情况，流

式细胞仪检测Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的表达，并应用免疫组化染色检测血管密度和ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的表达。结果　成功建立了人胶质瘤细胞
Ｕ２５１的动物模型，植入放射性粒子１２５Ｉ后，胶质瘤生长较对照组明显受到抑制（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），电镜下可呈现核断裂、染色质

边聚等细胞凋亡的形态特征。检测显示：和对照组相比，肿瘤组织的Ｂａｘ／Ｂｃｌ２（１．８８±０．４７ｖｓ１．１１±０．５２，Ｐ＜０．０１）和组织凋亡

率的ＩＨＳ评分（３．６４±０．８９ｖｓ０．８１±０．４５，Ｐ＜０．０１）明显增高；肿瘤组织的微血管密度ＩＨＳ评分（１．４０±０．５５ｖｓ３．２３±０．８７，Ｐ＜
０．０１）、ＶＥＧＦ的ＩＨＳ评分（１．５８±０．５５ｖｓ４．１９±０．４５，Ｐ＜０．０１）和ｂＦＧＦ的ＩＨＳ评分（２．４４±０．８９ｖｓ３．５２±０．７９，Ｐ＜０．０５）明显

降低。结论　放射性粒子１２５Ｉ对在体人胶质瘤Ｕ２５１有明确的抑制作用，促进瘤细胞凋亡和降低瘤组织微血管密度可能是其主
要作用机制。

　　［关键词］　胶质瘤；间质内放疗；放射性核素１２５Ｉ；动物模型；细胞凋亡；微血管密度
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第１期．潘宝根，等．放射性粒子１２５Ｉ对胶质瘤细胞治疗作用的实验研究 · ４７　　　 ·

　　胶质瘤的治疗仍是目前神经外科学界的难题之
一，尽管近几十年来在手术、放疗、化疗等方面不断
取得进步，但是胶质瘤的平均生存期并没有明显改
观［１］。２０世纪８０年代后期，随着释放低能γ射线的
放射性核素研制成功，放射性粒子植入近距离治疗
逐渐被广泛应用于临床，据不完全统计，我国每月销
售１２５Ｉ粒子２００００～３００００粒，治疗患者４０００～
６０００例［２］。但放射性粒子对胶质瘤的治疗，国内外
一直存有较多争议［３７］。目前国内外关于１２５Ｉ粒子对
在体胶质瘤治疗的动物实验研究报道较少，我们在
建立皮下荷Ｕ２５１人胶质瘤的裸鼠模型基础上，瘤内
植入１２５Ｉ粒子，通过观察肿瘤的体积变化，以明确１２５Ｉ
粒子在胶质瘤治疗中是否存在治疗作用，并通过探
讨间质内放疗后肿瘤细胞的凋亡，明确其作用机制，
为其临床应用提供实验和理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物及材料　４周龄ＢＡＬＢ／ｃ雄性无胸
腺裸鼠２４只，体质量１４～１８ｇ，购自北京大学实验
动物学部，饲养于石家庄市和平医院ＳＰＦ级无菌净
化室内；Ｕ２５１人胶质瘤细胞株购自中国科学院上海
细胞生物学研究所；放射性粒子１２５Ｉ由上海欣科医药
有限公司惠赠，活度２．９６×１０７Ｂｑ，半衰期６０．２ｄ，
释放２７～３５ｋｅＶ的Ｘ射线和３５．５ｋｅＶγ射线（１
ｅＶ≈１．６０２１７７×１０－１９Ｊ）。

１．２　裸鼠皮下肿瘤模型的建立及处理　７５％乙醇
消毒局部皮肤后，于裸鼠后腿皮下缓慢注射５×１０７

有活力的 Ｕ２５１人胶质瘤细胞悬液。依据公式［８］

Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２（Ｖ：移植瘤体积，Ｌ：肿瘤最长径，Ｗ：与

Ｌ相垂直的最宽径）求得移植瘤的体积。４０ｄ左右
当肿瘤长到２００ｍｍ３时，随机平均分为对照组和实
验组。严格局部皮肤消毒后，于裸鼠后腿肿瘤正中
处，在皮上切开小口，直视下肿瘤内植入１２５Ｉ粒子（实
验组）或空壳（对照组），每个瘤内均为１枚。定期记
录肿瘤体积变化，３０ｄ后处死动物。实验结束后粒
子集中收集处理，处死动物按常规处理。

１．３　透射电镜观察　在日本ＪＥＭ１２３０透射电子显
微镜下观察细胞超微结构并拍照。

１．４　ＴＵＮＥＬ法测定各组肿瘤组织的凋亡情况　
石蜡包埋的切片常规脱蜡脱水，蛋白酶Ｋ孵育，滴加

５０μｌ的ＴＵＮＥＬ反应混合溶液孵育，荧光镜下分析
结果；加入５０μｌ转化剂ＰＯＤ孵育，加入５０～１００μｌ
ＤＡＢ底物溶液孵育，苏木精复染、封片，光镜下图像
分析。结果判定：细胞核中有棕色颗粒者为阳性细
胞，少量坏死细胞可呈阳性。每个标本选２张切片，
计数每高倍视野中的凋亡细胞，共选６个高倍（×

４００）视野，其均值为该标本的代表值。

１．５　流式细胞仪检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表达　将
肿瘤组织剪碎后，制成单细胞悬液，ＰＢＳ 冲洗，

０．１２５％胰酶消化２ｍｉｎ后用ＰＢＳ将细胞从瓶壁吹
下，８００×ｇ离心５ｍｉｎ；７５％乙醇固定，以１００目筛
网过滤后再离心（８００×ｇ）５ｍｉｎ，加入碘化丙啶（ＰＩ）

０．１５ｍｌ（工作浓度为１０μｇ／ｍｌ），室温避光３０ｍｉｎ，
上机。收集２万个细胞，荧光强度以线性放大，数据
在 Ｍａｃｉｎｔｏｓｈ６５０计算机上用 Ｍｏｄｉｆｉｔ软件分析。检
测各组Ｕ２５１细胞中Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表达（鼠抗
人Ｂｃｌ２或Ｂａｘ单克隆抗体均为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司生产）。

１．６　免疫组化 ＳＰ法检测血管密度和 ＶＥＧＦ、

ｂＦＧＦ的表达　ＣＤ３１是内皮细胞标记物，从它的表
达情况可以知道肿瘤组织的微血管密度情况。将实
验小鼠麻醉后，切取肿瘤组织，然后剪下约０．５ｃｍ×
０．５ｃｍ×０．１ｃｍ大小的组织块，快速投入４％多聚
甲醛溶液中进行固定；固定之后，经梯度乙醇脱水，
二甲苯透明，石蜡包埋；将厚度５μｍ的组织切片附
于经多聚赖氨酸附膜的载玻片上，６０℃过夜；脱蜡、
入水；切片上滴加抗原修复液；切片上滴加正常山羊
血清封闭液；切片上滴加第一抗体；切片上滴加生物
素化第二抗体（ＩｇＧ）；切片上滴加辣根过氧化物酶标
记链霉卵白素工作液（ＳＡ／ＨＲＰ）；ＤＡＢ显色；苏木
精复染，１％氨水返蓝。显微镜观察及图像分析。

１．７　　ＩＨＳ评分　对ＴＵＮＥＬ及免疫组化检测结
果进行ＩＨＳ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｃｏｒｅｓ）评分。根
据文献［９］，按阳性细胞百分比（ａ）及阳性细胞染色
强弱（ｂ）计算，ＩＨＳ＝ａ×ｂ。ａ＝０分，无阳性细胞；１
分，阳性细胞为１％～１０％；２分，阳性细胞为１１％～
５０％；３分，阳性细胞为５１％～８０％；４分，阳性细胞
为８１％以上。ｂ＝０分，阴性；１分，弱阳性；２分，中
度阳性；３分，强阳性。ＩＨＳ０分为（－）；１～４分为
（＋）；５～８分为（）；９～１２分为（）。ＩＨＳ客观分
析整张病理切片的阳性细胞率及其染色强度，结果
可信度高。每批染色均同步设对照，以ＰＢＳ代替一
抗为阴性空白对照。

１．８　统计学处理　计量资料均以珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行方差分析，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组胶质瘤的体积比较　植入１２５Ｉ粒子１５ｄ
以后，实验组肿瘤生长明显受到抑制，肿瘤体积开始
逐渐缩小，两组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１），见表１。
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表１　植入１２５Ｉ粒子后两组肿瘤大小比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｂｅｔｗｅｅｎ１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ，Ｖ／ｍｍ３）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｔ／ｄ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２０３．１±５．６ ２５６．７±３４．６ ３１５．８±５０．４ ３９２．４±６７．８ ４７９．２±８６．５ ６０９．７±１１２．４ ７８１．６±１６０．８
１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇ ２０２．４±５．９ ２５５．９±４１．７ ２８９．７±４７．２ ３０２．５±５４．９ ２６５．４±５７．７２１２．６±４９．６ １６３．３±４１．２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　电镜形态观察　电镜下可见对照组切片上肿
瘤细胞增殖活跃，核分裂相多见（图１Ａ）。实验组切
片除可见辐射造成的细胞损伤，细胞外胶原纤维成
分明显增多及大面积坏死外，还可见较多凋亡细胞，

具有凋亡的特征性细胞变化：核周隙变宽，染色质密
集，位于皱缩的核膜下，即染色质边缘化；胞质内细
胞器变致密，滑面内质网扩张及线粒体扩张（图１Ｂ、

１Ｃ）。

图１　肿瘤组织的超微结构改变

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｓｈｏｗｉｎｇｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｉｎｔａｃｔｏｒｇａｎｅｌｌｅｓａｎｄｍｏｒｅｐａｔｈｏｃａｒｙｏｃｉｎｅｓｉｓ；Ｂ：１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｆｅｗｅｒｃａｒｙｏｃｉｎｅｓｉｓ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ

ｏｆｎｕｃｌｅａｒｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｋａｒｙｏｒｒｈｅｘｉｓ；Ｃ：Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅ１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐ：ｐａｔｃｈｅｓｏｆｃｏｎｄｅｎｓｅｄｃｈｒｏｍａｔｉｎｌｙｉｎｇａｇａｉｎｓｔｔｈｅ

ｎｕｃｌｅａｒｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｇｕｌａｒｎｕｃｌｅｕｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１５００（Ａ），×３０００（Ｂ），×１００００（Ｃ）

２．３　ＴＵＮＥＬ法检测分析肿瘤组织的细胞凋亡情

况　显微镜下观察，实验组可见大量的ＴＵＮＥＬ阳

性细胞（图２Ａ），整个细胞着色较深，细胞核内有较

强的棕色颗粒，而胞质内ＴＵＮＥＬ染色较少；对照组

ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达明显减少（图２Ｂ）。实验组

ＩＨＳ评分为（３．６４±０．８９），明显高于对照组（０．８１±

０．４５，Ｐ＜０．０１），表明粒子照射诱导了肿瘤组织凋

亡率的提高。

２．４　流式细胞仪检测Ｕ２５１细胞中Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋

白的表达　经流式细胞仪检测发现，实验组Ｂａｘ的

荧光指数（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＦＩ）为（１．３５±０．２９），

高于对照组（０．９４±０．３５，Ｐ＜０．０５）；实验组Ｂｃｌ２
的ＦＩ为（０．７２±０．２２），低于对照组（０．８５±０．２３，

Ｐ＜０．０５）；实验组Ｂａｘ／Ｂｃｌ２为（１．８８±０．４７），明显

高于对照组（１．１１±０．５２，Ｐ＜０．０１）。

２．５　免疫组化染色检测肿瘤组织的微血管密度　
实验组ＩＨＳ评分为（１．４０±０．５５），明显低于对照组

（３．２３±０．８７，Ｐ＜０．０１），表明粒子照射诱导了肿瘤

组织微血管密度的降低（图３）。

２．６　免疫组化学染色检测肿瘤组织的 ＶＥＧＦ、

ｂＦＧＦ的表达情况　ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ和肿瘤组织的微血

管生长情况密切相关，实验组ＶＥＧＦ的ＩＨＳ评分为
（１．５８±０．５５），明显低于对照组（４．１９±０．４５，Ｐ＜
０．０１）；实验组ｂＦＧＦ的ＩＨＳ评分为（２．４４±０．８９），低
于对照组（３．５２±０．７９，Ｐ＜０．０５）。表明粒子照射诱
导了肿瘤组织ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ表达的降低（图４）。

３　讨　论

　　本实验中的实验动物模型成功模拟了体内实体
肿瘤的生长，肿瘤生长较为缓慢，裸鼠能长时间荷瘤
生存，为观察治疗效果提供了充裕的时间，并能通过
肿瘤的直接测量来动态观察肿瘤的生长。

　　细胞凋亡是指细胞在一定的生理或病理条件
下，主动的程序化死亡。ＴＵＮＥＬ法在细胞凋亡的
研究中已被广泛采用，它可检测出极少量的凋亡细
胞，灵敏度远比一般的组织化学和生物化学测定法
高。通过ＴＵＮＥＬ法的分析，我们看到经１２５Ｉ粒子作
用后的Ｕ２５１肿瘤组织的凋亡率明显高于相应的空
载体组（Ｐ＜０．０１）。
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图２　肿瘤组织的细胞凋亡情况

Ｆｉｇ２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ
Ａ：１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：

×４００

图３　免疫组化染色检测肿瘤组织的微血管密度

Ｆｉｇ３　Ｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎ
１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＳＰ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图４　免疫组化检测肿瘤组织ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦａｎｄｂＦＧＦｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎ１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＳＰ）

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆ１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｂＦＧＦｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂＦＧＦｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆ１２５Ｉｉｍｐｌａｎｔｉｎｇｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

　　Ｂｃｌ２是存在于核膜、内质网和线粒体中的一种

膜结合蛋白，是一种重要的凋亡抑制因子，主要是对

抗引起线粒体破裂的离子失衡，从而阻断细胞色素

Ｃ的释放，也可直接抑制ｃａｓｐａｓｅ的活化［１０］。当

Ｂｃｌ２具有活性时，它可抑制辐射诱发的细胞凋亡；

而Ｂａｘ则可对抗Ｂｃｌ２的作用，启动凋亡。利用流

式细胞仪，通过免疫荧光标记Ｂａｘ和Ｂｃｌ２，发现１２５Ｉ
粒子作用后的Ｕ２５１肿瘤组织其促凋亡蛋白Ｂａｘ的

表达明显上升，而抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达明显下

降，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２明显升高（Ｐ＜０．０１）。考虑其促凋亡

作用显然与Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的升高有关。因此推测１２５Ｉ
粒子很可能是通过诱导Ｂａｘ／Ｂｃｌ２升高而介导凋

亡，从而抑制Ｕ２５１细胞的生长。

　　在同一细胞群体中，诱发细胞凋亡的剂量远远

低于引起坏死所需的剂量。在常规放疗中采用的是

大剂量照射，目的在于直接杀死癌细胞，但同时也杀

死了部分正常细胞。利用肿瘤组织与正常组织对诱

发细胞凋亡在敏感性上的差异，用小剂量辐射选择

性诱发细胞凋亡，这样既消除了癌细胞，又保护了正

常细胞。研究证实，低剂量辐射可诱导机体的适应

性反映，并有抗肿瘤、提高机体免疫力的作用［１１］。

　　在肿瘤的形成过程中，如无新生血管生成，无论

是在原发灶或转移灶，直径一般不会超过２ｍｍ［１２］，

微血管密度是反映肿瘤血管生成能力的一个可靠指

标，既可作为反映血管生成程度的指标也可作为反

映胶质瘤预后的一项独立指标。新生血管的形成不

仅促进肿瘤的生长，而且有利于肿瘤的浸润和远处

转移。本实验应用血管内皮的特异标志物ＣＤ３１相

关抗原抗体标记血管内皮细胞，显示肿瘤间质的微

血管并对其进行定量分析，结果发现１２５Ｉ粒子治疗后

胶质瘤组织的微血管密度明显减少（Ｐ＜０．０１）。为

探讨其抑制胶质瘤微血管生成的机制，实验观察了

两种比较强的血管生成诱导因子 ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ
在肿瘤组织中的表达情况。ＶＥＧＦ能增加血管通透
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性，引起血浆蛋白渗漏到血管外区域，在细胞基质中

沉积，为成纤维细胞和血管内皮细胞长入提供基

质［１３］。ＶＥＧＦ作为重要的正向调节因子之一，其表

达与组织中微血管密度及新生血管的数量密切相

关，是诱导肿瘤发生发展的重要因素。ｂＦＧＦ是血

管内皮细胞中很强的促分裂因子和趋化因子，它以

旁分泌及自分泌的形式产生，通过和不同的内皮细

胞表面受体结合激活其血管原性。同时，ｂＦＧＦ还

可通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号传导途径，抑制内皮细

胞的凋亡，促进血管形成。作为趋化因子，ｂＦＧＦ可

以趋化血管内膜的多种细胞，并诱导这些细胞表达

蛋白水解酶、胶原酶等，这些酶具有促进内皮细胞增

殖、迁移，降解细胞外基质蛋白的能力，诱导血管的

生成［１４］。实验结果发现１２５Ｉ粒子实验组的ＶＥＧＦ和

ｂＦＧＦ的表达较对照组明显减少（分别为Ｐ＜０．０１
或Ｐ＜０．０５），提示ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ表达的减少是１２５

Ｉ粒子抑制胶质瘤微血管生成的重要原因。

　　本研究通过在体人胶质瘤的动物实验，成功模

拟了１２５Ｉ粒子植入对胶质瘤的治疗作用，并初步证

实１２５Ｉ粒子具有抑制人胶质瘤细胞系 Ｕ２５１生长的

作用，其抑制作用与其诱导凋亡作用有关，其诱导凋

亡作用和上调促凋亡蛋白Ｂａｘ与抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２
的比例有关。此外１２５Ｉ粒子还可抑制胶质瘤微血管

生成，进而抑制肿瘤增殖，其具体机制与胶质瘤组织

ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ表达的减少有关。
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·消　息·

中国学术期刊（光盘版）电子杂志社设立“学术不端文献检索中心”

　　为加强学术道德约束，防范学术不端行为的发生，中国学术期刊（光盘版）电子杂志社设立了“学术不端文献检索中心”。

该中心制订了“《中国学术期刊网络出版总库》删除学术不端文献的暂行办法”，暂行办法规定：被查出的学术不端文献将从《中

国学术期刊网络出版总库》删除，删除的文献不计入《中国学术期刊综合引证报告》、《中国学术期刊影响因子年报》相关文献计

量指标统计。


