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［摘要］ 目的: 探讨重组人血管内皮抑制因子( recombinant human vascular endothelial growth inhiloitor-192，rh-
VEGI-192) 对人肺腺癌裸鼠移植瘤的放射增敏作用。方法: 采用原核表达 rhVEGI-192，获得目的蛋白。通过肿瘤

倍增时间，计算药物的增敏系数。通过建立人肺腺癌裸鼠移植瘤模型，荷瘤裸鼠随机分为 4 组: 对照组、10Gy、rh-
VEGI-192、rhVEGI-192 + 10Gy。采用 6MV-X 线进行照射，照射剂量为 10Gy。获得移植瘤标本，利用免疫印迹法检

测移植瘤中 VEGF ( vascular endothelial growth factor) 的表达变化。结果: SDS 电泳结果显示，目的蛋白位于 22kD 左

右。10Gy 照射时，重组人血管内皮抑制因子的 EF( enhancement factor) 值为 1． 5。和空白对照组相比，rhVEGI-192
组和 10Gy 组移植瘤的生长受到抑制( P ＜ 0． 001) ，rhVEGI-192 + 10Gy 组移植瘤生长显著抑制( P ＜ 0． 001) ，rhVEGI-
192 + 10Gy 组移植瘤较 10Gy 组有明显生长抑制。和空白组相比，rhVEGI-192 组 VEGF 表达减少，而 10Gy 组 VEGF
表达变化不明显，rhVEGI-192 + 10Gy 组 VEGF 表达明显减少。rhVEGI-192 + 10Gy 和 rhVEGI-192 组相比，VEGF 表

达减少。结论: rhVEGI-192 联合照射能够减少 VEGF 的表达。这可能是 rhVEGI-192 的增敏机制之一。
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［Abstract］ Objective: To evaluate the mechanism of radiosensitivity of rhVEGI-192 on human lung adenocarcino-
ma grafted in nude mice． Methods: Tumor-bearing model was established by injecting 973 cells to nude mice． Mice bear-
ing tumor were randomly divided into four groups: control group，rhVEGI-192 group，radiation group，rhVEGI-192 +
10Gy group． In radiation group，mice were treated with 6MV X-ray on the tumor． A dose of 10 Gy was applied． VEGF
which expressed in tumor are detected by western blot． Ｒesults: EF of rhVEGI-192 + 10Gy group were 1． 5． Compared
with control group，tumor growth in rhVEGI-192 group and 10Gy group was inhibited ( P ＜ 0． 001 ) ，tumor growth in rh-

VEGI-192 group + 10Gy group was inhibited significantly ( P

＜ 0． 001) ． Compared with 10Gy group，tumor growth in rh-

VEGI-192 + 10Gy group was inhibited significantly ( P ＜

0． 001) ． Compared with control group，VEGF level were de-

creased in rhVEGI-192 group，rhVEGI-192 + 10Gy group．

·37·肿瘤预防与治疗 2018 年 4 月第 31 卷第 2 期 J Cancer Control Treat，April 2018，Vol． 31，No． 2



VEGF level were the same with 10Gy group． Compared with rhVEGI-192 group，VEGF level was decreased in rhVEGI-192
+ 10Gy group． Conclusion: rhVEGI-192 + radiation can decrease mouse tumor VEGF level，down-regulation VEGF is the
radioenhancement mechanism of rhVEGI-192．

［Key words］ Lung adenocarcinoma; rhVEGI-192; VEGF

血管内皮抑制因子( VEGI) 是一种新型的抗血

管生成抑制剂，能够凋亡增殖的血管内皮细胞，抑制

新生血管形成。VEGI 主要由血管内皮细胞和树突

状细胞分泌，为多功能性小分子蛋白，发挥抑制新生

血管形成的功能［1-2］。VEGI 有 3 种同工型，最早发

现的 VEGI-174，又称为 TL1，后来又发现了由全长

基因序列编码的 VEGI-251 ( TLIA) 和 VEGI-192，这

3 种同工型在结构和功能上均具有一定的差异。可

溶性的 VEGI 对结肠癌等恶性肿瘤表现出较好的反

应率。体外实验表明，VEGI 能显著抑制牛动脉内皮

细胞与人脐静脉内皮细胞的增殖。此外，VEGI 还能

抑制内皮细胞形成血管状结构。体内实验研究显

示，VEGI 蛋白的胞外区( 23 ～ 174 位氨基酸) 显著抑

制同系移植的大肠癌 MC-38 的生长，且肿瘤血管化

程度显著降低; 同样，在浆细胞瘤异体肿瘤移植模型

中，以上 VEGI 胞外区可有效抑制异体移植的肿瘤

生长［3］。
VEGI-192 是最晚被发现的 VEGI 亚型，能强力

地抑制新生血管生成，显著抑制肿瘤生长，并且对肝

肾几乎无毒性［4］。Wu 等［5］研究发现无论在体或者

体外，VEGI-192 都能够有效的抑制 MDA-MB-435 乳

腺癌细胞的增殖。在本研究中，我们试图通过 973
肺腺癌裸鼠移植瘤模型，评估 rhVEGI-192 对放射线

有无增敏效应，并初步研究其作用机制。

1 材料和方法

1． 1 动物及细胞株

雄性裸鼠，4 ～ 5 周龄，体重 20g 左右，购自厦门

大学实验动物中心。研究获得厦门大学医学院医学

伦理委员会同意，动物饲养及给药处理严格遵守国

家动物饲养和使用安全规范。rhVEGI-192 菌株由

李鲁远教授惠赠，蛋白由实验室自主提取。细胞株

为 973 细胞株，厦门大学抗癌研究中心惠赠。
1． 2 rhVEGI-192 的制备

将融化后的细菌轻轻吹吸混匀，向每个离心管

中加入 50ul 细菌和 500ul 高压无菌的 LB( LuriaBer-
tani broth) 培养基中，混匀后置于 37℃，50rpm 培养

1h，使细菌复苏。将已复苏的细菌轻轻吹吸混匀，吸

取 200ul 转接到 200ml 含有氨苄西林( 50ug /ml) 的

LB 培养基，混匀后置于 28℃，200rpm，培养过夜。

从摇床中取出锥形瓶，向 LB 培养基中加入诱导剂

( isopropylthio-galactoside ) ，混 匀 后 置 于 37℃，

20 000rpm，培养 2h。破碎菌体，溶解包涵体。用 10
倍沉 淀 重 量 的 的 洗 涤 缓 冲 液 ( PH 8． 0 ) 重 悬，

8 800rpm，4℃，离心 20min，弃上清，可重复此过程 6
～ 8 次。用 8M 尿素的裂解液( PH 8． 0 ) 溶解包涵

体。离心，保留上清，将包涵体溶液和镍柱( Ni-Aga-
rose) 混合，然后用洗涤缓冲液洗涤杂蛋白。最后用

洗脱缓冲液先进行洗脱并收集目的蛋白。将装有目

的蛋白溶液的生物透析袋放入 4M 尿素溶液中透析

6h。将装有目的蛋白溶液的生物透析袋放入 2M 尿

素溶液中透析 4h。将装有目的蛋白溶液的生物透

析袋放入 1M 尿素溶液中透析 6h。将装有目的蛋白

溶液的生物透析袋放入 0M 尿素溶液中透析 3h。
rhVEGI-192 的浓缩与过滤后使用。
1． 3 实验分组及给药方法

随机将 32 只小鼠分成 4 个实验组，每组 8 只:

空白组; rhVEGI-192 组; 10Gy 组; rhVEGI-192 + 10Gy
组。将呈指数增长的 973 细胞消化后制成浓度为 3
× 106 /mL 个细胞的悬液。每只鼠右下肢大腿皮下

注入 0． 1mL 细胞悬液，隔日观察，待移植瘤长足够

大小入组。根据实验分组和裸鼠体重计算给药剂

量，采用腹腔注射给药方法，rhVEGI-192 给药方式

为 5mg /kg． d，用生理盐水稀释。根据实验分组方法

和每只裸鼠体重计算给药剂量，然后腹腔注射已经

稀释好的药液，对照组注射同等体积的生理盐水。
当肿瘤直径增长至 0． 5cm 时开始用药，每天 1 次，

连续 14 天。
1． 4 放射方法

采用 Varian 600 直线加速器 6MV-X 线放射。
将荷瘤裸鼠装入一自制的有机玻璃盒内，并将其用

橡皮圈固定在一塑料板上，肿瘤暴露在正中，裸鼠其

他部分采用铅块遮挡，肿瘤表面放置 1． 5cm 有机玻

璃板，在直线加速器下进行放射。肿瘤直径长至

0． 5cm 时分组，于 给 药 第 7 天 放 射，放 射 剂 量 为

10Gy。
1． 5 Western blot 检测细胞 VEGF 的表达

接种移植瘤的裸鼠在用药第 28 天，分别取各组

的移植瘤标本。放在装有裂解液的研钵中研碎，然

后冰上放置半小时。高速离心 30min，去掉沉淀，取
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上清，测定蛋白浓度。电泳，转膜，5%的脱脂奶粉封

闭，TBST 洗 3 次，每次 5 分钟。加 VEGF 抗体，4℃
孵育过夜，TBST 洗 3 次，每次 5 分钟。加入 2 抗，室

温孵育半小时，TBST 洗 3 次，每次 5 分钟。加入 AB
显影液，压片，曝光。通过测定 β-actin 浓度，来调节

样品上样量。
1． 6 统计方法

统计方法应用 SPSS11． 5 软件计算，采用 Mann-
whitney μ检验。P ＜ 0． 05 差异有统计学意义。

2 结 果

2． 1 荷瘤鼠的一般情况

在整个实验过程中空白对照组裸鼠进食、活动

未见异常，5 ～ 6 只裸鼠右下肢肿瘤局部皮肤可见溃

烂; 而单独照射和联合治疗组裸鼠活动及进食未受

影响，2 ～ 3 只裸鼠右下肢肿瘤皮肤溃烂现象。
2． 2 目的蛋白的表达

本实验采用原核表达 rhVEGI-192，用包涵体经

Ni-Agarose 亲和层析纯化，SDS-PAGE 凝胶电泳扫描

鉴定包涵体( 图 1 ) 。目的蛋白位于 22kD 左右( 箭

头所指) 的位置，与预期结果相符。使用蛋白凝胶

Glyko BandScan 分析得到目的蛋白的纯度在 78%以

上。可以明确所纯化的蛋白为目的蛋白。

图 1 VEGI-192 纯化蛋白凝胶电泳图

2． 3 重组人血管内皮生长抑制因子对肺腺癌移植

瘤的放射增敏系数

如表所示，rhVEGI-192 + 10Gy 组的放射增敏系

数为 1． 5，证实 rhVEGI-192 有明显的放射增敏作用

( 见表 1) 。

表 1 重组人血管内皮生长抑制因子

对肺腺癌移植瘤的放射增敏作用

组别
肿瘤倍增时间

( 天)
AGD NGD EF

空白对照组 2 － － －
10Gy 组 8 6 － －
rhVEGI-192 组 9 7 － －
rhVEGI-192 + 10Gy 组 17 15 9 1． 5

倍增时间( Td) : 移植瘤体积增至 2 倍所要的时间; 绝对生长延

迟时间( TAGD ) : X 线照射组的移植瘤体积与空白对照组的移植瘤体

积均增至 2 倍所需的时间之差; 标准化生长延迟时间( TNGD ) : X 线

照射组 + 用药组移植瘤体积与单纯用药组移植瘤体积均增至 2 倍所

需的时间之差; 放射的增敏系数( EF) : 为 TNGD 与 TAGD 的比值，当

SEＲ 的比值 ＞ 1 时，说明有放射增敏作用。

2． 4 重组人血管内皮生长抑制因子的移植瘤生长

曲线

rhVEGI-192 组移植瘤的生长较空白对照组受

到抑制( P = 0． 000 ) ，10Gy 照射组生长较空白对照

组受到抑制( P = 0． 000) ，rhVEGI-192 + 10Gy 组移植

瘤生长 较 空 白 组 生 长 显 著 抑 制 ( P = 0． 000 ) ，rh-
VEGI-192 + 10Gy 组移植瘤较 10Gy 组有明显生长抑

图 2 第 7 天照射 10Gy 各组肿瘤的生长曲线

1，空白组; 2，10Gy 组; 3，VEGI 组; 4，VGEI-192 + 10Gy 组

图 3 VEGF 表达分析

1． 空白组 2． rhVEGI-192 3． 10Gy 组 4． rhVEGI-192 + 10Gy

·57·肿瘤预防与治疗 2018 年 4 月第 31 卷第 2 期 J Cancer Control Treat，April 2018，Vol． 31，No． 2



制( P = 0． 000) 。根据各组裸鼠肿瘤体积，绘制移植

瘤生长曲线( 见图 2) 。
2． 5 Western blotting 检测 VEGF 蛋白的表达

通过 Western blotting 检测 VEGF 的表达，以 β-
actin 作为参照，如图 3 所示，在 actin 相对等量的情

况下，和空白组相比，10Gy 组表达变化不明显，rh-
VEGI-192 表达减少，rhVEGI-192 + 10Gy 组和空白相

比，表达更少( 见图 3) 。

3 讨 论

自从 Folkman 教授发现肿瘤生长对血管的依赖

现象后，关于血管靶向治疗增敏的研究一直不断被

开发，并在近几年出现了井喷式的现象，不断有血管

靶向药物被开发出来，其中代表性的药物有贝伐单

抗，NＲP-1mAb，VEGI［6-8］ 也 是 其 中 之 一。 Zhang
等［9-11］研究发现 VEGI 能够通过激活 JNK-GATA3 信

号通 路，上 调 miＲ-29b 抑 制 VEGF 基 因 表 达。Qi
等［12］研究发现 TL1A 能通过抑制内皮前体细胞而

抑制血管生成。这些研究均发现 VEGI 对血管内皮

的抑制作用。
本实验研究发现，VEGI 联合放疗组较单照组

肿瘤有轻度生长抑制，证实了联合 VEGI 的放射增

敏效果。进一步计算 VEGI-192 + 10Gy 组的放射增

敏系数为 1． 5，放射增敏系数大于 1，进一步证实

VEGI-192 和放疗联合对肺 973 移植瘤具有明显的

放射增敏作用，起到了增敏的效果。
Western blotting 检测第 28 天肿瘤标本 VEGF

的表达，治疗组 VEGF 普遍下降，rhVEGI-192 联合

照射组合 rhVEGI-192 单 药 组 相 比，VEGF 表 达 减

少。说明联合应用进一步抑制了肿瘤细胞的 VEGF
的表达，起到了协同的作用。通过抑制 VEGF，使肿

瘤的生长抑制更加明显。
目前恶性肿瘤放射增敏的机制主要有 4 种: 增

加肿瘤细胞凋亡，降低肿瘤细胞 DNA 修复效能，调

控细胞周期检测，改善肿瘤细胞乏氧。有文献证

实［13］，放疗能诱导肿瘤细胞 VEGF 表达。这种高表

达提示肿瘤内部处于乏氧状态，肿瘤对放疗不敏感，

而高表达的 VEGF 保护了血管内皮细胞免于放射致

死性杀伤。为肿瘤进一步生长提供了可能。
VEGI 能够通过一系列通路调节 VEGF 水平。

首先，TNFSF15 同时下调 mFlt1 和上调 sFlt1 在血管

内皮祖细胞中的水平，从而调节 VEGF 和 PlGF 的表

达。其次，VEGI 能够激活 P38 和 JNK 从而使增殖

的血管内皮细胞凋亡。另外，VEGI 还能使 G0 /G1

期的血管内皮细胞停滞在早 G1 期。同时，VEGI 能

够抑制血管内皮祖细胞分化［14］。达到抑制新生血

管形成和重塑已有的血管［15］。从而使肿瘤细胞的

生长受到抑制。并且改善了肿瘤细胞内部的杂乱的

血管情况。
Tian 等［14］ 研 究 开 发 了 rhVEGI-192，显 示 rh-

VEGI-192 能够引起内皮细胞的凋亡，抑制内皮细胞

的增值，从而抑制新生血管生成。本实验研究证实

了 rhVEGI-192 的通过抑制 VEGF 发挥放疗增敏的

作用。目前关于 VEGI，有进一步研究发现它能够通

过增强免疫力抑制肿瘤生长［16］，并且血清中 VEGI
的水平对肿瘤的预后相关［17］，具体机制有待进一步

研究。
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