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沙利度胺联合放疗对宫颈癌裸鼠移植瘤的 VEGF、bFGF、TNF-琢
表达的影响 *
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摘要 目的：分析沙利度胺联合放疗对宫颈癌裸鼠移植瘤的 VEGF、bFGF、TNF-琢表达的影响，探究其增敏作用的机制。方法：选择
24只裸鼠，均在左侧腋部皮下注射 0.2 mL Hela细胞悬浊液进行造模。将造模成功的裸鼠随机分成对照组(Control group，CG)、沙

利度胺组(Thalidomide group，TG)、放疗组(Radiotherapy group，RG)和联合治疗组(TG+RG)，每组 6只，分别给予羧甲基纤维素钠、

沙利度胺溶液、放疗、沙利度胺溶液 +放疗处理。治疗 14 d后，通过检测裸鼠肿瘤体积、肿瘤抑制率、肿瘤延迟生长时间(Delayed

tumor growth time，TGD)、放射增敏比(Radiosensitization ratio，SER)、肿瘤细胞的坏死程度、微血管密度、血清中血管内皮生长因子

(VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)及肿瘤组织中 VEGF、bFGF、肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)分析沙利度胺联合放疗对宫颈癌
裸鼠移植瘤的放疗增敏作用及其机制。结果：治疗 14 d后，与对照组相比，沙利度胺组、放疗组和联合治疗组裸鼠肿瘤体积均明显

变慢，肿瘤抑制率均显著增高，TGD均显著均明显延长，坏死细胞个数均明显增多，微血管密度、血清和肿瘤组织中 VEGF、bFGF、

TNF-琢表达量均明显降低(P＜0.05)；与沙利度胺组和放疗组相比，联合治疗组裸鼠瘤重均明显变慢，肿瘤抑制率均显著增高，

TGD均显著均明显延长，坏死细胞个数均明显增多，微血管密度、血清和肿瘤组中 VEGF、bFGF、TNF-琢表达量均明显降低(均

P＜0.05)；放射增敏比(SER)大于 1。结论：沙利度胺可显著增强放疗对宫颈癌裸鼠移植瘤的效果，可能与其显著降低 VEGF、bFGF、

TNF-琢的表达有关。
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Effects of Thalidomide Combined with Radiotherapy on the VEGF, bFGF,
TNF-琢 Expression in Cervical Cancer Nude Mice*

To analyze the effects of thalidomide combined with radiotherapy on the expression of the VEGF, bFGF

and TNF-琢 in nude mice with cervical cancer xenografts, and to explore the mechanism of their sensitizing effect. Twenty-four

nude mice were selected, and 0.2 mL Hela cell suspension was injected subcutaneously into the left armpit for modeling. The nude mice

with successful modeling were randomly divided into the control group (CG), the thalidomide group (TG), the radiotherapy group (RG)

and the combined treatment group (TG+RG), 6 per group. Each group was given carboxymethylcellulose sodium, thalidomide solution,

radiotherapy, thalidomide solution+radiotherapy. After 14 days of treatment, the tumor volume, tumor inhibition rate, delayed tumor

growth time (TGD) and radiosensitization were measured Ration, Ser), necrosis degree of tumor cells, microvessel density, VEGF, bFGF

in serum and VEGF, bFGF, TNF-琢 in tumor tissue were detected. The radiosensitization effect and mechanism of thalidomide combined

with radiotherapy on cervical cancer transplanted tumor in nude mice were analyzed. After treatment 14 d, compared with the

control group, the growth rate of tumor volume in the thalidomide group, the radiotherapy group and the combined treatment group was

significantly slower, tumor inhibition rate was significantly higher, TGD was significantly longer, the number of necrotic cells was signif-

icantly increased, microvascular density, serum and the expression of VEGF, bFGF, TNF-琢 in tumor group were significantly reduced,

the difference was statistically significant (P<0.05). Compared with the thalidomide group and the radiotherapy group, the tumor weight
in the combined therapy group was significantly slower, the tumor inhibition rate was significantly higher, the TGD was significantly

longer, the number of necrotic cells was significantly increased, the expression of VEGF, bFGF and TNF-琢 in microvessel density, serum

and tumor group were significantly lower, the difference was statistically significant (P<0.05). The sensitivity ratio (SER) is greater than
1. Thalidomide could significantly enhance the effect of radiotherapy on cervical cancer xenografts in nude mice, which may

be related to its significant reduction in the expression of VEGF, bFGF, and TNF-琢.
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tion ratio.

前言

宫颈癌(Cervical Cancer，CC)是继乳腺癌后最常见的妇科

恶性肿瘤之一，严重威胁全球女性生命健康，其发病呈年轻化

趋势，发病率呈逐年升高趋势[1]。据国际癌症研究署(IARC)公布

的结果显示，2018年，全球有近 57万名女性新患宫颈癌，30多

万人死于宫颈癌。其中，中国新发宫颈癌病例数约 11万例，每

年约 5万名女性因宫颈癌死亡。宫颈癌病因复杂，可能与病毒

感染、不洁性生活、不良卫生习惯等有关，其主要病因是高危型

人乳头瘤病毒(HPV)的持续感染[2,3]。目前，临床上治疗宫颈癌的

方法主要是手术治疗、放疗、化疗等，其中放疗是宫颈癌的重要

辅助治疗手段，但肿瘤细胞本身对放疗的敏感性较差。因此，寻

找一种放射增敏剂是当前研究的重要课题[4-6]。

沙利度胺(thalidomide)又名酞胺哌啶酮，是一种谷氨酸衍

生物，具有镇静催眠的效果，近年来有研究显示沙利度胺对

肿瘤血管新生有抑制作用[7]，且沙利度胺对肺癌[8]、直肠癌[9]、肝

癌[10]、结肠癌[11]等实体肿瘤均具有抑制或放疗增敏作用，但沙利

度胺对宫颈癌敏感性关系研究尚较少。本研究通过对每只裸鼠

左侧腋部皮下注射 Hela细胞悬浊液建立宫颈癌裸鼠移植瘤模

型，分析 VEGF、bFGF、TNF-琢的表达情况，探究其增敏作用的
可能机制。现报道如下。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器

沙利度胺和胰蛋白酶均购自西格玛奥德里奇(上海)贸易有

限公司；人宫颈癌细胞柱 Hela细胞株购自上海研生实业有限

公司；Gibco DMEM高糖培养基、Gibco 胎牛血清均购自赛默

飞世尔科技(中国)有限公司；塑料培养瓶购自美国 CORNING

公司；小鼠 CD34 单克隆抗体购自美国 Lsbio 公司；VEGF、

bFGF和 TNF-琢 ELISA试剂盒购自美国 R&D公司；电子数显

卡尺购自日本三丰精密仪器有限公司；电子天平购自赛多利斯

科学仪器(北京)有限公司；OLYMPUS倒置相差显微镜购自日

本奥林巴斯公司；医用电子直线加速器)购自西门子(中国)有限

公司。

1.2 细胞和实验动物

人宫颈癌细胞柱 Hela 细胞复苏后用含 10 % FBS 的

DMEM培养基于 37℃、5 % CO2培养箱中培养。清洁级雌性

BALB/c裸鼠 24只，体重 18~22g，购自陕西省医学实验动物中心。

1.3 模型建立及实验动物分组

无菌条件下收集对数生长期的 Hela细胞，制成 1× 107 /mL

细胞悬浊液，在每只裸鼠左侧腋部皮下注射 0.2 mL进行造模[12]。

造模后，每 2 d对肿瘤的直径进行测量，待肿瘤直径达到 8 mm

开始给药。将造模成功的裸鼠随机分 CG、TG、RG和 TG+RG，

每组 6只。CG组：腹腔注射 0.5%羧甲基纤维素钠，1次 /d，0.2mL/

次，连续注射 14 d；TG组：腹腔注射 25 mg/mL沙利度胺溶液，

1次 /d，0.2 mL/次，连续注射 14 d；RG组：裸鼠腹腔注射 5 %水

合氯醛麻醉后，用 6 MV线照射裸鼠腋部移植瘤体，2 Gy/d，5

次 /周，共放疗 10次；TG+RG组：腹腔注射 25 mg/mL沙利度

胺溶液，1次 /d，0.2 mL/次，连续注射 14 d；放疗方法同放疗组。

1.4 正常观察指标及评价方法

1.4.1 肿瘤体积及肿瘤抑制率测定 各组裸鼠从治疗起每 2 d

用电子数显卡尺测量肿瘤的最长径(L)和最短径(W)，并计算移

植瘤体积(V)，V=L× W2× 仔/6，其中 仔/6≈ 0.52[13,14]。治疗 2 w后

颈椎脱臼处死，剥离皮下肿瘤后称重，计算肿瘤抑制率，肿瘤抑

制率 = (对照组平均重瘤 -给药组平均重瘤)/ 对照组平均重

瘤× 100 %。称重后，将肿瘤置于 10 %甲醛溶液中固定，制作石

蜡切片备用。

1.4.2 肿瘤 TGD和 SER测定 记录各组小鼠肿瘤体积增大

至开始实验时 5倍需要的是时间，TGD=给药组小鼠用时 -对

照组小鼠用时；SER=联合组小鼠用时 /放疗组小鼠用时[15-18]。

1.4.3 肿瘤细胞的坏死程度判断 每张切片先于低倍镜(×

100)下观察整体染色情况，再于高倍镜(× 200)下观察 10个视

野，每个视计数 100个肿瘤细胞中的坏死细胞数，坏死细胞的

判断：细胞大块组织液化或剖面失去典型鱼肉样改变，镜下主

要表现为细胞核浓缩、碎裂和溶解，细胞膜不完整，细胞内容外

溢，坏死细胞成片占据整个视野，尼氏染色法（Nissl染色）表现

为弥散的浅紫红色[19,20]，并计算平均值。

1.4.4 免疫组化检测MVD 用 CD34对血管内皮细胞进行染

色标记，以见到染色浅黄色至深棕色为阳性细胞。取 5个高倍

镜视野下血管数目的均值[21,22]。

1.4.5 血清 VEGF、bFGF检测 各组裸鼠分别于给药前、给药

后 1 w、2 w 断尾取血，分离出的血清采用 VEGF 和 bFGF

ELISA试剂盒进行检测[23-25]。

1.4.6 移植瘤组织中 VEGF、bFGF、TNF-琢检测 各组裸鼠治

疗 2 w后，处死，取移植瘤组，按照 VEGF、bFGF和 TNF-琢
ELISA试剂盒操作说明书进行检测[26,27]。

1.5 统计学方法

应用 SPSS 18.0，计量资料以 x± s表示，以 one-wayANOVA

作差异显著性分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组肿瘤体积的变化比较

治疗前，各组裸鼠肿瘤体积比较无差异(P＞0.05)。治疗后

14 d，与对照组相比，沙利度胺组、放疗组和联合治疗组裸鼠肿

瘤体积增长速度均变慢，见图 1。与沙利度胺组和放疗组相比，

联合治疗组肿瘤体积均明显减小(P＜0.05)，见表 1。

2.2 各组肿瘤抑制率的比较

治疗后 14 d，与对照组相比，沙利度胺组、放疗组和联合治

疗组裸鼠瘤重均明显降低(P＜0.05)。与沙利度胺组和放疗组相

比，联合治疗组瘤重均明显降低(P＜0.05)。与对照组相比，沙利

度胺组、放疗组和联合治疗组裸鼠瘤重抑制率均明显升高(P＜
0.05)。与沙利度胺组和放疗组相比，联合治疗组瘤重抑制率均
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图 1 各组肿瘤体积的变化趋势

Fig.1 The change trend of tumor volume in each group

明显升高(P＜0.05)，见表 2。

2.3 各组肿瘤 TGD和 SER的比较

治疗后 14 d，与对照组相比，沙利度胺组、放疗组和联合治

疗组裸鼠肿瘤体积增长到治疗前 5 倍时的 TGD 值分别为

(1.00± 1.89)d、(2.50± 2.03)和(5.00± 1.89)d。与沙利度胺组和放

疗组相比，联合治疗组 TGD均明显延长(P＜0.05)。联合组小鼠

用时 /放疗组小鼠用时为 1.26，提示沙利度胺有放射增敏作用。

2.4 肿瘤细胞的坏死程度判断

治疗后 14 d，与对照组肿瘤细胞坏死程度(43.8± 4.5) a相

比，沙利度胺组(60.5± 3.4) a、放疗组(64.8± 2.9) a和联合治疗

组 (69.8± 2.5) a裸鼠高倍镜下坏死细胞个数均明显增多 (P＜
0.05)。与沙利度胺组和放疗组相比，联合治疗组高倍镜下坏死

细胞个数均明显增多(P＜0.05)。

2.5 各组肿瘤微血管密度的比较

治疗后 14 d，与对照组的 MVD(42.7± 4.0) a相比，沙利度

胺组(30.3± 2.3) a、放疗组(32.0± 1.9) a 和联合治疗组(24.7±

1.8) a裸鼠微血管密度均明显降低(P＜0.05)。与沙利度胺组

和放疗组相比，联合治疗组裸鼠微血管密度均明显降低 (P＜
0.05)。

2.6 各组血清中 VEGF、bFGF的比较

治疗后 14 d，与对照组相比，沙利度胺组、放疗组和联合治

疗组裸鼠血清中 VEGF、bFGF的表达量均明显降低(P＜0.05)。

与沙利度胺组和放疗组相比，联合治疗组裸鼠血清中 VEGF、

bFGF的表达量均明显降低(P＜0.05)，见表 3。

表 1 肿瘤体积测定结果(n=6，x± s, cm3)

Table 1 Tumor volume measurement results (n=6，x± s, cm3)

Time CG TG RG TG+RG F P

0 d 0.10± 0.03 0.09± 0.01 0.10± 0.03 0.11± 0.03 0.341 0.796

2 d 0.18± 0.04 0.16± 0.02 0.16± 0.01 0.15± 0.01 0.915 0.451

4 d 0.27± 0.04 0.21± 0.02 0.22± 0.03 0.19± 0.01 7.881 ＜0.05

6 d 0.41± 0.02 0.33± 0.03 0.29± 0.02 0.26± 0.03 29.940 ＜0.05

8 d 0.49± 0.02 0.43± 0.01 0.37± 0.02 0.33± 0.01 61.411 ＜0.05

10 d 0.65± 0.05 0.53± 0.02 0.48± 0.03 0.40± 0.03 45.544 ＜0.05

12 d 0.80± 0.06 0.64± 0.04 0.59± 0.03 0.46± 0.02 63.211 ＜0.05

14 d 0.92± 0.11 0.75± 0.10 0.65± 0.04 0.51± 0.04 23.089 ＜0.05

表 2 肿重、肿瘤抑制率测定结果(n=6，x± s)
Table 2 Measurement results of tumor weight and tumor inhibition rate (n=6, x± s)

Result CG TG RG TG+RG F P

Tumor weight(g) 0.97± 0.13 0.65± 0.07 0.58± 0.07 0.43± 0.08 32.011 ＜0.05

Tumor inhibition rate(%) / 33.05± 7.32 40.24± 7.67 55.65± 7.90 11.434 ＜0.05

表 3 血清中 VEGF、bFGF检测结果(n=6，x± s)
Table 3 Detection results of VEGF and bFGF in serum (n=6, x± s)

Result CG TG RG TG+RG F P

VEGF(滋g/mL) 115.8± 3.8 84.8± 2.1 74.4± 1.4 65.4± 2.6 353.997 ＜0.05

bFGF(滋g/mL) 80.3± 4.4 62.7± 1.6 54.6± 2.4 47.0± 1.8 133.808 ＜0.05

2.7 各组移植瘤组织中 VEGF、bFGF、TNF-琢的表达比较
治疗后 14 d，与对照组相比，沙利度胺组、放疗组和联合治

疗组裸鼠移植瘤组织中 VEGF、bFGF和 TNF-琢的表达量均明
显降低(P＜0.05)。与沙利度胺组和放疗组相比，联合治疗组裸

鼠移植瘤组织中 VEGF、bFGF和 TNF-琢的表达量均明显降低

(P＜0.05)，见表 4。

3 讨论

宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一，尤其是中晚期宫颈癌

仍有较高的病死率，严重威胁女性的身心健康[1]。患者常表现为
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阴道不正常出血、排出恶臭味米汤样液体，可伴有尿频、尿急症

状，并可通过直接蔓延和淋巴转移的途径侵袭周围组织器官。

目前，放疗在宫颈癌治疗中占有重要地位[28]，大约 80 %的宫颈

癌患者需要放射治疗作为单独或综合治疗，但肿瘤细胞通常对

放疗的敏感性较低，因放疗不敏感导致的治疗无效以及加大放

疗剂量造成的肠瘘、阴道瘘等不良反应也限制了大剂量放疗的

应用。因此，提高放疗敏感性是当前研究的重要课题。

表 4 移植瘤组织中 VEGF、bFGF、TNF-琢检测结果(n=6，x± s)
Table 4 Detection results of VEGF, bFGF and TNF - 琢 in transplanted tumor tissue (n=6, x± s)

Result CG TG RG TG+RG F P

VEGF(滋g/g) 91.9± 2.2 72.5± 1.8 65.1± 1.6 57.3± 1.4 354.620 ＜0.05

bFGF(滋g/g) 79.2± 1.5 63.0± 2.1 52.1± 1.6 43.4± 0.9 476.393 ＜0.05

TNF-琢(滋g/g) 44.4± 2.9 30.4± 1.7 25.7± 2.2 13.8± 2.6 141.433 ＜0.05

沙利度胺具有缓解妊娠反应性、镇静催眠的效果。近年来

发现，也具有抗肿瘤作用，对实体肿瘤均具有抑制或放疗增敏

作用。药理学研究证实其具有抗血管生成特性，且可提高人体

免疫力，增强自然杀伤细胞活性，并对肿瘤有抑制作用。沙利度

胺的作用机制目前主要体现在抑制血管生成[21,22]、免疫调节[29]、

抗增殖促凋亡及影响细胞迁移等特性方面，具体作用机制可能

与炎性细胞因子相关[26,27]。

新生血管对于肿瘤的生长和瘤细胞的转移均密切相关，抑

制肿瘤血管生成可以治疗肿瘤，联合放射，取得了较好的疗效。

VEGF是一类具有高度生物活性的功能性糖蛋白，能够有效地

刺激内皮细胞有丝分裂和诱导血管生成。bFGF是一种能广泛

地促进来源于中胚层及神经外胚层细胞增殖的多肽生长因子，

在体内具有广泛的生理功能，与肿瘤血管生成密切相关。研究

表明 VEGF和 bFGF在宫颈癌组织中高表达，且与肿瘤分期、

转移、预后密切相关，通过直接抑制 VEGF和 bFGF表达，调节

细胞迁移抑制血管形成，从而实现抗肿瘤[30]。本研究对裸鼠血清

及移植瘤组织中 VEGF和 bFGF含量检测，结果显示，联合治

疗组 VEGF和 bFGF的表达量明显低于对照组和单独治疗组。

微血管密度是判断肿瘤预后的独立危险因素，与肿瘤的恶

性程度密切相关。CD34为血管内皮细胞的特异性标记，显示血

管内皮细胞时，其特异性最高，优于内皮细胞的其他标记物，因

此，选用 CD34单克隆抗体对移植瘤组织中血管进行标记，结

果显示，联合治疗组血管密度明显低于对照组和单独治疗组[31]。

TNF-琢是一种体内重要的炎性因子，在介导宿主防御和免
疫调节方面具有广泛的活性。研究表明，沙利度胺可降低

TNF-琢的 mRNA在人体内的稳定性及其合成，抑制肿瘤细胞

产生 TNF-琢，从而抑制肿瘤细胞生长，防止其逃避体内免疫监
视和免疫杀伤。本研究结果表明，联合治疗方法对 TNF-琢表达
抑制效果明显优于单独治疗组。

综上，沙利度胺与放疗联合治疗，能够显著改善宫颈癌裸

鼠移植瘤的 VEGF、bFGF及 TNF-琢的表达，这可能与放疗敏感
性机制有关，沙利度胺联合放疗，抑制血管生成、抗增殖促凋

亡，为沙利度胺成为新型放疗增敏药及临床治疗宫颈癌提供了

理论依据。
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