
前 言

肝细胞癌（Hepatocellular Carcinoma, HCC）是全

球癌症相关死亡的第四大原因，肝癌常规治疗手段

包括手术治疗、放疗、化疗等，但预后仍较差［1-2］。

HCC发病隐匿，早期无明显的临床表现，多数患者就

基于LQ模型的原发性肝癌立体定向放射治疗剂量学实验
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【摘要】目的：探讨肝癌立体定向放射治疗（SBRT）的剂量学效应是否符合线性二次（LQ）模型。方法：选取体外培养的人

肝癌细胞株 HepG2 和 Hep3B，给予生物有效剂量（BED）照射（6、8、10、12、14 Gy）。照射分割方式包括单次照射（模拟

SBRT）和分次照射3次、5次（模拟 IMRT）。检测辐照后存活分数反应不同分割方式的损伤效应；绘制生存曲线，观察不同

分割方式对细胞增殖的影响；辐照后细胞划痕实验，观察不同分割方式对细胞侵袭和迁移能力的影响。结果：LQ模型在

肝癌SBRT放疗的应用体外验证中出现明显的分离效应。对于HepG2细胞和Hep3B细胞，当BED<12 Gy（α/β=10 Gy）时，

不同分割方式在损伤效应、增殖能力、侵袭能力上未显示出明显差异，SBRT符合LQ模型；当BED≥12 Gy时，单次分割相

对于多次分割，显示出更高的损伤效应，即SBRT损伤效应高于 IMRT。结论：SBRT在肝癌中适用LQ模型具有一定的剂

量区间，超过该区间损伤效应高于LQ模型预测结果。
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Experimental study of stereotactic body radiotherapy dosimetry for primary hepatic carcinoma

based on LQ model
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Abstract: Objective To investigate whether the dosimetric effects of stereotactic body radiotherapy (SBRT) in hepatic

carcinoma conform to the linear-quadratic (LQ) model. Methods Human hepatic carcinoma cell lines HepG2 and Hep3B

cultured in vitro were selected and subjected to biological equivalent dose (BED) irradiation (6, 8, 10, 12, 14 Gy). The

fractionation regimens included single-fraction irradiation (simulated SBRT) and 3- or 5-fraction irradiation (simulated

IMRT). The surviving fraction after irradiation reflected the damage effects of different fractionation regimens; the effects of

different fractionation regimens on cell proliferation were analyzed through survival curves; and cell scratch experiment after

irradiation was used to observe the cell invasive and migration abilities after exposure to different fractionation regimens.

Results Significant separation effect was observed in the in vitro validation of the LQ model in SBRT for hepatic carcinoma.

For HepG2 cells and Hep3B cells, when BED < 12 Gy (α/β = 10 Gy), fractionation regimens did not show significant

differences in terms of damage effects, proliferative ability, and invasive ability, indicating SBRT conformed to the LQ

model; when BED ≥ 12 Gy, single-fraction had more obvious damage effects as compared with multiple-fraction, indicating

that the damage effect in SBRT was more significant than that in IMRT. Conclusion The LQ model applies to SBRT for

hepatic carcinoma in a certain dose range, beyond which the damage effect is higher than the predicted results of the LQ

model.
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诊时已处于晚期［3］。传统观念认为肝癌辐射敏感性

较低，放疗疗效较差，同时受限于胃肠道等危及器

官，放疗反应较重，因此肝癌放疗的进展缓慢［4］。立

体 定 向 放 射 治 疗（Stereotactic Body Radiotherapy,

SBRT）是一种较新的放射治疗方式，尤其适用于控制

腹部和盆腔早期原发性和寡转移癌症［5］。随着SBRT

技术的普及，肝癌放疗疗效得到明显提升，贯彻于

HCC 治疗全分期［6］。然而，SBRT 尚缺乏统一、公认

的评价标准，经典的线性二次（Linear Quadratic, LQ）

模型在 SBRT 剂量学效应评估上存在较大争议［7-8］。

因此，USC 和 RMR 等替代模型及 LQL 和 MLQ 等修

正模型也被建立起来，然而这些模型并未显示出较

LQ模型显著的优越性［9-12］。本文采用肝癌体外细胞

系（HepG2 和 Hep3B），在 不 同 生 物 有 效 剂 量

（Biological Effective Dose, BED）梯度下，采用不同分

割方式，观察肝癌细胞辐射损伤效应、增殖情况及侵

袭、迁移能力，为探索LQ模型在SBRT适用性提供临

床数据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人肝癌HepG2和Hep3B细胞购于中国科学院细

胞库，细胞置于含10%胎牛血清（Vivacell）、100 U/mL青

霉素和 100 U/mL 链霉素（Beyotime）的 RPMI1640 培

养基（Hyclone）中，在 37 ℃、体积分数为 5% CO2的恒

温培养箱（Thermofisher）中培养。细胞呈贴壁生长，

每 2 d 换液一次。当细胞汇合度达到约 80% 时，用

0.25%胰蛋白酶-EDTA（Gibco）消化传代。

1.2 辐照条件

取 对 数 生 长 期 的 细 胞 接 种 至 T25 培 养 瓶

（Corning）内，待细胞汇合度达到约 80%时，室温下采

用 VitalBeam 直线加速器（Varian）进行 6 MV-X 线照

射：机架 0°时治疗床床面源皮距 100 cm，培养瓶下垫

1.5 cm固体水，照射野40 cm×40 cm，剂量率500 cGy/min，

机架角转至 180°照射。分别设置BED为 6、8、10、12、

14 Gy组进行照射，每组分 3种分割方式，分别为单次

分割、3次分割、5次分割。

1.3 辐射剂量的计算

BED计算公式：BED=nd(1+d/α/β)，其中 n为分次

数；d 为每次给予的剂量；α/β为组织特异性常数，肿

瘤组织默认值取 10。按照 BED 计算公式计算不同

BED 分组下不同分割方法单次照射的剂量，结果如

表1所示。

1.4 克隆形成实验

对数生长期的 HepG2 和 Hep3B 细胞分别进行

6 MV-X线辐照，辐射剂量按第1.3小节中所述。电离

辐射后，消化细胞并记数。取一定数目的细胞接种

于 60 mm 的培养皿中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱培

养 10 d，弃掉培养基，后用 PBS（Servicebio）小心冲洗

两遍，甲醇（Sigma）固定 30 min，用 3 mL 8% Giemsa

（Beyotime）染色 30 min，在显微镜下计数克隆数（显

微镜下大于 50 个细胞的集落为一个克隆）。计算克

隆形成率（克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%）

以及存活分数（Survival Faction, SF=受照射细胞的克

隆形成率/对照组细胞克隆形成率），并绘制生存

曲线。

1.5 细胞增殖检测

将对数生长期细胞制成单细胞悬液，取 100 µL

细胞悬液加于 96 孔板的孔中（10 000 个细胞/孔），每

组设置 3 个复孔，培养 24、48、72 h 后进行检测，向每

孔中加入 10 µL CCK-8（Beyotime）溶液。将 96 孔板

在 37 ℃培养箱内孵育 1 h，用酶标仪（Thermofisher）

测定 450 nm 处的吸光度值，重复实验 3 次，取平均

值，绘制增殖曲线。

1.6 体外划痕实验

取对数生长期细胞，以 106/mL的浓度接种于 6孔

板中，培养至细胞长满培养皿底。用无菌 200 μL 枪

头在每孔细胞中划出一条等宽直线细痕，制作细胞

伤口模型；无菌PBS清洗 3次以除去漂浮细胞。此时

设为划痕后零时，拍照。继续培养，每隔 24 h在显微

镜下观察划痕宽度，采并用相机拍照记录。图像使

用 ImageJ软件处理，以获得 0 h培养后（12、24 h）的划

痕面积。利用细胞迁移率计算公式［细胞迁移率=

（0 h 划痕面积-培养后划痕面积）/0 h划痕面积］计算

不同分割方式下的细胞迁移率。

1.7 统计学方法

数据采用 SPSS20.0 统计软件分析，符合正态分

布的计量资料用均数±标准差表示，两组间比较采用 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析方法。P<0.05

为差异有统计学意义。

分割方式

单次分割

3次分割

5次分割

BED

6 Gy

4.22

1.71

1.08

8 Gy

5.25

2.12

1.40

10 Gy

6.18

2.64

1.71

12 Gy

7.04

3.06

2.00

14 Gy

7.85

3.47

2.28

表1 不同BED及分次照射方案下的分次剂量（Gy）
Table1 Fractional doses with different BED and

fractionation regimens (Gy)
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2 结 果

2.1 相同BED在不同分割方式下肝癌细胞辐照后损

伤效应和增殖能力

由表 2、表 3及图 1的结果可知，随着照射剂量的

增加，不同分割方式下的细胞存活率均呈下降趋势，

即表现为剂量依赖性。在 BED 处于 6~10 Gy 时，不

同分割方式在损伤效应和增殖能力上未显示出明显

差异。当BED≥12 Gy时，不同存活曲线趋于分离，单

次分割相对于多次分割显示出更高的损伤效应。由

图 1 可知，当 BED≥12 Gy 时单次大剂量放疗后细胞

增殖能力受到更明显的损害。

分割方式

单次分割

3次分割

5次分割

P值

BED

6 Gy

0.401±0.019

0.435±0.028

0.467±0.020

0.075

8 Gy

0.315±0.017

0.348±0.034

0.323±0.021

0.401

10 Gy

0.144±0.010

0.154±0.016

0.136±0.010

0.402

12 Gy

0.033±0.003

0.077±0.008

0.066±0.005

0.001

14 Gy

0.001±0.001

0.003±0.001

0.004±0.001

0.001

表2 HepG2接受不同剂量X射线照射后的存活分数（x̄± s）
Table 2 Surviving fraction of HepG2 after exposure to different doses of X-rays (Mean±SD)

表3 Hep3B接受不同剂量X射线照射后的存活分数（x̄± s）
Table 3 Surviving fraction of Hep3B after exposure to different doses of X-rays (Mean±SD)

分割方式

单次分割

3次分割

5次分割

P值

BED

6 Gy

0.522±0.013

0.539±0.034

0.559±0.042

0.419

8 Gy

0.451±0.023

0.438±0.014

0.419±0.023

0.957

10 Gy

0.252±0.016

0.265±0.010

0.270±0.015

0.343

12 Gy

0.103±0.011

0.145±0.008

0.159±0.012

0.002

14 Gy

0.001±0.001

0.003±0.001

0.005±0.001

0.001

O
D

45
0

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

24 48 72 96
t/h

单次分割3次分割5次分割

O
D

45
0

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

24 48 72 96
t/h

单次分割3次分割5次分割

图1 相同BED的情况下，不同分割方式辐照下肝癌细胞的增殖情况（**P<0.01）
Figure 1 Proliferation of hepatic carcinoma cells irradiated by different fractionation regimens with the same BED (**P<0.01)

a：HepG2 b：Hep3B

2.2 相同BED在不同分割方式下肝癌细胞辐照后迁

移能力

依据第 2.1 小节中的结果，当 BED≥12 Gy 时，单

次分割方式造成的细胞损伤效应与其他分割方式产

生显著差异。为了探究辐射剂量相同时，不同分割

方式是否会对细胞的迁移能力产生不同影响，选择

BED=12 Gy进行不同方案照射。由图 2、图 3的结果

可知，辐照后肝癌细胞的迁移能力显著降低。在 24、

48 h 两个时间点，单次分割照射的两种细胞的迁移

能力与其他分割方式照射后产生显著差异（P<0.05）。

然而，3次分割和 5次分割两种方式照射后细胞迁移

能力的改变无显著差异（P>0.05）。以上结果说明当

BED=12 Gy 时，单次大剂量照射对肝癌细胞的迁移

能力产生更大的损伤。
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3 讨 论

HCC 是一种辐射中度敏感的恶性肿瘤，但是由

于放疗产生的邻近器官损伤以及全肝对辐射总量的

低耐受导致放疗在 HCC 治疗中的作用受到制约［13］。

因此使射线能量集中于肿瘤组织，减少周边正常组

织器官的受照剂量，成为拓展放疗在肝癌治疗中应

用的有效手段。三维适形放疗［14］、图像引导放疗［15］、

呼吸门控［16］等一系列提升放疗精度的手段运用于肝

癌治疗都取得较好的临床结果。

随着 SBRT 技术的出现与进步，更少的照射次

数、更好的生物学效应、更高的肿瘤区域剂量以及更

少的危及器官损害使得肝癌放疗进入新的时代［17-18］。

然而，对于SBRT剂量分割模式的选择仍没有统一的

标 准 ，目 前 已 有 报 告 的 剂 量 为 24~60 Gy，3~10

次［19-21］。对于高剂量的照射和低剂量的照射在不同

的文献［22-23］报告中都表现出较好的效果。考虑到

局部剂量增高可能带来的危及器官损伤增加以及对

肝功能的损害，需要建立一种有效的模型评估 SBRT

治疗肝癌的最佳分割方式。

传统的辐射剂量学模型是基于LQ模型建立的，

然而LQ模型在SBRT剂量学评估中是否适用仍存在

较大争议［7］。Brown等［8］认为 LQ模型应用于较高剂

量（<20 Gy）的辐射生物学效应预测仍具有较高的拟

合优度。然而有证据表明当单次剂量高于 10 Gy时，

辐射会诱发较强的间接杀伤效应，包括血管损伤、肿

瘤内皮细胞损伤等［24］。显然在上述情况下 SBRT 的

生物学效应是被低估了。同时Kelada等［25］发现缺氧

对大分割放疗的杀伤效应影响更为显著，而LQ模型

很可能高估了这部分辐射损伤。因此，对于LQ模型

是否适用于 SBRT 以及是否需要探索更好的预测模

型应用于SBRT辐射生物学效应的评估，仍需要更多

的研究予以论证。

结果表明，在体外实验中，辐射处于低剂量区间

（BED 为 6~10 Gy）时不同分割方式对辐射杀伤效应

的影响较小，LQ模型适用于不同分割方式放疗的生

物学效应预测。然而当辐射剂量较高（BED≥12 Gy）

时，单次大剂量放疗较多次分割放疗产生更高的生

物学效应。推测差异效应的产生与单次大剂量放疗

造成细胞杀伤机制的差异有关，凋亡以外的细胞死

亡方式（包括坏死等）在大剂量放疗中的作用更为显

著［26］。由于本研究局限在细胞学层面，可能不能完

0 h

24 h

48 h

空白对照 单次分割 3次分割 5次分割

细
胞

迁
移

率

0.0
0.1
0.2
0.4
0.6
0.7

24 48
t/h

空白对照
单次分割3次分割5次分割

0.3
0.5

图2 BED为12 Gy时，HepG2接受不同照射方案后的迁移能力（**P<0.01）
Figure 2 Migration ability of HepG2 after exposure to different irradiation regimens at a BED of 12 Gy (**P<0.01)

0 h

24 h

48 h

空白对照 单次分割 3次分割 5次分割

细
胞

迁
移

率
0.00.1
0.2
0.4
0.6

1.0

24 48
t/h

空白对照
单次分割3次分割5次分割

0.3
0.5
0.70.8
0.9

图3 BED为12 Gy时，Hep3B接受不同照射方案后的迁移能力（*P<0.05，**P<0.01）
Figure 3 Migration ability of Hep3B after exposure to different irradiation regimens at a BED of 12 Gy (*P<0.05, **P<0.01)
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整反映辐射对肿瘤的杀伤效应，SBRT造成的血管损

伤、组织乏氧的影响与SBRT的免疫激活效应的影响

都被排除或是低估了，因此需要进一步动物实验以

验证和完善此项研究的结论。
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