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【摘要】目的：评估脉冲式低剂量率照射（RLDR）对食管癌细胞及小鼠正常肺组织的影响。方法：针对人食管癌细胞系

EC109和SPF级KM小鼠，进行4种模式照射：常规（CR, 5×2 Gy）、大分割（HR, 2×5 Gy）、PLDR［5×（10×0.2）Gy，当日每分

次间隔3 min］、对照组（CG, 0 Gy）。分别于照射前、10 Gy照射后第1、3、5、7天使用CCK-8法检测EC109细胞增殖水平，

第4周使用ELISA法检测小鼠血清转化生长因子β1（TGF-β1）水平以及H&E染色观察其肺组织形态。结果：EC109照射

后第3天起各实验组的相对吸光度、细胞活力显著低于CG（P<0.05）；照射后第5、7天的CR与PLDR的相对吸光度、细胞

活力均显著高于HR组（P<0.05）；CR与PLDR之间均无明显差异（P>0.05）。照射结束后第4周CR、HR小鼠肺组织出现肺

泡壁增厚、较多炎细胞浸润，PLDR组小鼠肺组织较正常；且 CR与 HR小鼠血清 TGF-β1水平明显高于 CG与 PLDR（P<

0.05），PLDR与CG无统计学差异（P>0.05）。结论：与CR、HR相比，PLDR在有效抑制食管癌细胞增殖的同时可显著降低

放射性肺损伤。
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Abstract: Objective To evaluate the responses of esophageal cancer cells and normal lung tissues in mice exposed to pulsed

low-dose rate radiotherapy (PLDR). Methods Human esophageal cancer cell lines EC109 and KM mice (specific pathogen

free) in 3 experiment groups were treated with conventional radiotherapy (CR, 5×2 Gy), hypo-fractionated radiotherapy (HR,

2×5 Gy), and PLDR［5×(10×0.2) Gy, with a beam interval of 3 min］, respectively, and no radiation was delivered in control

group (CG). CCK-8 was used to measure EC109 cell proliferation before irradiation and on days 1, 3, 5 and 7 after 10 Gy

irradiation. At the 4th week after 10 Gy irradiation, the serum transforming growth factor-β1 (TGF-β1) level was detected

using ELISA, and the lung tissue slices were stained with H&E to observe the morphologic changes. Results The relative

optical densities and cell viabilities of EC109 cells in experimental groups were significantly lower than those in CG since

the 3rd day after irradiation (P<0.05); and on days 5 and 7 after irradiation, the relative optical densities and cell viabilities of

CR and PLDR groups were significantly higher than those in HR group (P<0.05); and there was no significant difference in

relative optical densities and cell viabilities between CR and PLDR groups (P>0.05). At the 4th week after irradiation, CR

and HR results in alveolar wall thickening and more inflammatory cells, but mice exposed to PLDR had normal lung tissues.

CG and PLDR groups had similar serum TGF-β1 levels (P>0.05), which were lower than both CR and HR groups (P<0.05).

Conclusion Compared with CR and HR, PLDR can significantly reduce radiation-induced lung injury while effectively

inhibiting the proliferation of esophageal cancer cells.

Keywords: esophageal cancer; pulsed low-dose rate radiotherapy; transforming growth factor- β1; radiation-induced lung
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前 言

近年来，随着经济社会发展和人口老龄化的加

剧，癌症在越来越多的国家已经超过心脑血管疾病

成为主要死因，其中，食道癌的发病率和死亡率均位

居前列［1-2］。放疗联合手术、化疗作为食管癌治疗的

一种重要手段，其在提高局部控制率、降低远处转移

率等方面均表现显著，但是放疗剂量分割方式仍存

在一定争议［3-4］。同时，由于放疗靶区与双肺毗邻，放

射性肺损伤（Radiation-Induced Lung Injury, RILI）是

食管癌放疗的主要不良反应，是影响放疗剂量分割

方式的重要因素［5］。

前期多项研究发现细胞在<10 cGy 射线照射下

可 表 现 出 辐 射 超 敏 感 性（Hyper-Radiosensitivity,

HRS）；当剂量增加到 30 cGy以上时，辐射抗性增加，

直到 1 Gy时，抗性达最大值，且HRS似乎在具有放射

抗性的细胞系中更显著［6-8］。增殖较快的组织如肿瘤

对低剂量率也更敏感［9-10］。脉冲式低剂量率放疗

（Pulsed Low-Dose Rate Radiotherapy, PLDR）利用小

剂量率诱导肿瘤细胞HRS反应的同时不损伤周围正

常组织的原理，将每日的放疗剂量分成若干时间间

隔的分次剂量，在保护危及器官的情况下有效治疗

病灶［11］。目前，PLDR 技术已在胃癌腹腔转移、复发

乳腺癌、复发胶质瘤以及综合性复发肿瘤的放疗中

表现出显著的抑制肿瘤生长和保护正常组织的能

力［12-15］。本研究将进一步拓展其在食管癌放疗中的

应用，探讨PLDR技术与常规放疗模式相比在食管癌

治疗中的作用，为食管癌PLDR提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

人食管癌细胞系 EC109购于北京协和细胞资源

中心；SPF级 KM 小鼠（雄性，4周龄）购于斯贝福（北

京）生物技术有限公司，实验动物生产许可证号：

SCXK（京）2019-0010，饲养于 12 h 光照/12 h 黑暗环

境，环境温度（25±1）℃，相对湿度 50%~70%，自由进

食 饮 水 ；胎 牛 血 清 购 于 Cegrogen Biotech GmbH

（Germany）；RPMI-1640购于赛默飞世尔科技（中国）

有限公司；青-链霉素双抗购于北京索莱宝科技有限

公司；小鼠转化生长因子 β1（Transforming Growth

Factor-β1, TGF-β1）酶联免疫吸附法（ELISA）试剂盒

购于深圳欣博盛生物科技有限公司；Cell Counting

Kit-8（CCK-8）试剂盒、4% 多聚甲醛购于北京兰杰柯

科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 EC109 在完全培养基（RPMI-1640、

10%胎牛血清、1%青-链霉素双抗）中置于 37 ℃、5%

CO2环境下培养，每隔2~3 d传代。

1.2.2 细胞增殖实验 EC109 以 1 000 个/孔的密度接

种于 96 孔板，直线加速器对处于对数生长期的细胞

在源轴距 100 cm、剂量率 400 cGy/min 条件下进行

6 MV X线照射，孔板表面覆盖 1 cm厚补偿膜。剂量

分割模式如下：常规分割组（Conventional Radiotherapy,

CR；单次剂量 2 Gy，1 次/d，连续 5 d，共 10 Gy）、大分

割组（Hypo-Fractionated Radiotherapy, HR；单次剂量

5 Gy，1次/d，连续 2 d，共 10 Gy）、PLDR组（以分次剂

量 0.2 Gy、间隔 3 min的 10个分次完成单次 2 Gy的照

射 ，1 次/d，连 续 5 d，共 10 Gy）、对 照 组（Control

Group, CG；仅放在射野下，不出束照射）。每次照射

后放回孵箱继续培养，根据细胞状况换液。分别于照

射前、10 Gy照射后第1、3、5、7天使用CCK-8法检测细

胞增殖水平。

1.2.3 小鼠 6 MV X线照射 KM小鼠经 1%戊巴比妥

钠麻醉后俯卧固定于放置台，直线加速器在6 MV、剂

量率 400 cGy/min、射野大小 2 cm×3 cm、腋中线为等

中心平面条件下进行全胸腔高能X线照射（图 1），以

随机数表法、每组5只按上述分割模式分组。

1.2.4 血清TGF-β1检测 小鼠于 10 Gy照射后第 4周

经 1% 戊巴比妥钠麻醉后眼球取血至离心管内静置

30 min，4 ℃、2 000 g离心 10 min后取上清，ELISA法

检测血清TGF-β1水平。

1.2.5 石蜡切片制备及H&E染色 眼球取血后脱颈

处死小鼠取肺组织，4%多聚甲醛固定过夜后制石蜡

切片并进行H&E染色。

1.2.6 统计学分析 采用 GraphPad Prism 8 软件进行

统计学分析，定量资料以均数±标准差表示，多组间

比较用单或多因素方差分析，P<0.05 为差异有统计

学意义。

图1 小鼠照射摆位示意

Figure 1 Position of mice for radiation exposure
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2 结 果

2.1 照射对人食管癌细胞系的抑制作用

CCK-8结果显示自10 Gy照射结束后第3天起，各

实验组相对吸光度与CG有明显差异（P<0.05）；照射后

第 5、7 天，CR、PLDR 相对吸光度较 HR 有明显差异

（P<0.05），CR和PLDR组间无统计学差异（P>0.05）（图2）。

根据式（1）计算细胞活力：

细胞活力(% ) =
A( )实验 - A (空白)

A( )对照 - A (空白)
× 100%（1）

自 10 Gy照射结束后第 3天起，各实验组细胞活

力与 CG 有明显差异（P<0.05）；第 5 天起，CR、PLDR

细胞活力较 HR 组也有明显差异（P<0.05）；CR 组和

PLDR 组间均无明显差异（P>0.05）（表 1）。3 种分割

模式照射均能对人食管癌细胞系EC109产生较明显

的杀伤作用，且PLDR与CR相当。

2.2 照射对小鼠肺组织的影响

H&E染色结果显示 CR与 HR肺间质充血，肺泡

壁增厚，炎细胞浸润较PLDR组明显增多，CG肺泡结

构正常（图 3）。ELISA结果显示，CG、CR、PLDR、HR

小 鼠 血 清 TGF- β1 浓 度 分 别 为（416.75±99.09）、

（803.58±85.12）、（600.50±49.80）、（931.50±42.75）

pg/mL。CR与HR小鼠血清TGF-β1水平明显高于CG

组（P<0.000 5）和 PLDR 组（P<0.05），CG 与 PLDR 组
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图2 EC109细胞相对吸光度

Figure 2 Relative optical densities of EC109 cells
*表示与CG比较，P<0.05；***表示与CG比较，P<0.000 5；****表示与CG

比较，P<0.000 1；#表示与HR比较，P<0.05；##表示与HR比较，P<0.005

天数

1

3

5

7

CR

1.01±0.04

0.86±0.04****

0.57±0.03****####

0.40±0.01****###

PLDR

1.01±0.05

0.87±0.04****

0.60±0.02****####

0.44±0.02****####

HR

1.00±0.03

0.83±0.04****

0.41±0.03****

0.29±0.02****

表1 EC109细胞活力

Table 1 EC109 cell viabilities

****表示与CG比较，P<0.000 1，###表示与HR比较，P<0.000 5；####

表示与HR比较，P<0.000 1

CG CR PLDR HR

图3 小鼠肺组织病理切片（H&E ×200）
Figure 3 Pathological slices of lung tissues in mice (H&E ×200)

间无明显差异（P>0.05）（图 4）。在总剂量相同的情

况下，PLDR相较于CR和HR造成的肺损伤更小。

3 讨 论

2007年，Tomé等［16］基于一些胶质瘤细胞株表现

的低剂量 HRS 反应提出 PLDR 模式，该模式采用单

次剂量为 0.2 Gy的脉冲，脉冲间隔为 3 min，平均剂量

率低至 6.67 cGy/min，研究结果表明 PLDR 可显著增

加肿瘤局部控制率。同时，正常组织在此低剂量区

间损伤较小，且在低剂量率（0.01~1.00 Gy/min）条件

下可加速修复［17］。Leonard［18］在大量表现低剂量

HRS 的细胞系中发现类似的反剂量率效应，这可能

与细胞在G2期未能激活ATM通路有关。

PLDR作为一种特殊的放疗模式，其优势已在多种

恶性肿瘤的治疗中得到验证。韦笑等［19］采用25×2 Gy，

每天治疗分5 次，平均每次照射0.4 Gy，每次照射脉冲

间隔5 min的放疗方案，对胃癌肝门部淋巴结转移致阻

塞性黄疸的患者进行治疗。该患者治疗结束后淋巴结
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显著缩小，接近完全缓解，期间无消化道出血、穿孔等

不良事件发生。Yan等［20］对22例难治性恶性肿瘤患者

采用Tomé等［16］的方案开展PLDR，包括神经胶质瘤、肺

癌、胃癌、胆管癌、结肠直肠癌、膀胱癌等，结果表明PLDR

对体能状态评分较低或肿瘤体积较大的患者也能进行

有效、安全的治疗。

本研究也采用Tomé等［16］的方案。根据图2和表1，

PLDR 对于食管癌细胞具有与常规分割类似的杀伤

作用，即 10 Gy 照射结束后第 5 天起 PLDR 组的吸光

度、细胞活力与 CR 相当。但是，二者数值均高于

HR，其 原 因 或 与 3 种 分 割 的 生 物 等 效 剂 量

（Biological Equivalent Dose, BED）相关，如常规分割

BED=12 Gy，而大分割 BED=15 Gy。后续的研究将

增加剂量分割模式进行深入研究。

RILI是食管癌放疗常见且严重的不良反应，早期

主要表现为放射性肺炎，晚期可逐渐演变为放射性肺

纤维化，发病机制尚不明确，可能与遗传异质性、氧化

应激及多种细胞受损有关［21］。TGF-β被认为是RILI最

重要的细胞因子之一（包括TGF-β的3种亚型），在体内

参与炎症浸润、细胞生长、细胞凋亡和分化等过程，其

中TGF-β1在上皮-间质转化中起关键作用，与RILI关

系最为紧密，可作为其预测因子［22］，文献［23-25］也证实

了这一观点。本研究中，PLDR小鼠肺组织结构改变和

血清TGF-β1浓度均小于CR与HR，这证明了PLDR在

保护肺组织方面的优势，同时也从侧面反映出TGF-β1

水平变化与RILI发生的相互关系。

虽然 PLDR 在食管癌研究和之前的报道中均表

现出有效抑制肿瘤细胞增殖和降低正常组织放射性

损伤的优势，但其固有理论不可避免地延长了治疗

时间，治疗过程中患者的位置监测、运动管理等都需

要进一步深入研究。
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Figure 4 Serum TGF-β1 levels in mice
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