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摘要  探讨 pEgr−IFNγ基因−放射治疗小鼠体内抗肿瘤作用的适宜照射剂量和质粒注入量。观察不同剂量 X射

线照射及瘤内不同量 pEgr−IFNγ重组质粒注入， 基因−放射治疗在接种 B16黑色素瘤小鼠体内抑瘤效应的差

异，并用酶联免疫吸附法（ELISA）法检测各组小鼠外周血 IFNγ 含量。结果表明，质粒注入后接受 20Gy X

射线照射组照后 3—27d，肿瘤生长速率明显低于 2Gy和 10Gy照射组（p＜0.001），且小鼠平均生存时间明显

延长（p＜0.001）。质粒注入量为 20µg或 30µg的联合治疗组照后 3—27d，肿瘤生长速率明显低于注入量为 10µg

的联合治疗组（p＜0.05—0.001），且平均生存时间明显延长（p＜0.01）。基因−放射联合治疗组受照射后第 1 天

和第 3 天外周血 IFNγ含量明显高于单纯基因治疗组均为（p＜0.05）和对照组， 分别为（p＜0.01，p＜0.05）。

结果显示，pEgr−IFNγ 基因−放射治疗小鼠体内抗肿瘤作用的适宜照射剂量为 20Gy，质粒注入量为 20µg；联

合治疗组可能通过诱导瘤内 IFNγ 基因表达增强，使血液中的 IFNγ 浓度升高，进而增强机体免疫功能和抗肿

瘤能力。 
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肿瘤的基因−放射治疗是将辐射诱导性基因的

调控序列与肿瘤杀伤基因相偶联，转染肿瘤细胞，

在对肿瘤实施局部放疗的同时诱导肿瘤杀伤基因表

达增强，产生辐射和基因表达产物的协同抑瘤作用。

该疗法一方面将放疗与基因治疗有机结合，发挥协

同作用[1, 2]；另一方面，由于辐射具有靶向性和可控

性，实现了对杀伤基因表达的时空调控[3]。因此，

基因−放射治疗近年来成为肿瘤治疗领域新的研究

热点之一。大量资料表明 [4, 5]，电离辐射可激活

Egr−1 启动子并诱导下游抗肿瘤基因表达增强。根

据上述机理，文献[6]成功构建了 pEgr−IFNγ重组质

粒，并进行了辐射诱导下的抑瘤实验研究。结果表

明，在电离辐射诱导下，与Egr−1启动子连接的 IFNγ

基因表达增强并且提高了放疗效果。本研究在此基

础上进一步观察不同剂量X射线照射及瘤内不同量

质粒注入，基因−放射治疗在小鼠体内抑瘤效应的

差异，以选择适宜治疗方案，探讨电离辐射、基因

表达水平及放疗效果三者之间的关系，为肿瘤 IFNγ

基因−放射治疗的临床应用提供理论和实验依据。 

1 材料和方法 

1.1 动物及细胞 

昆明小鼠，雌性，体重 16—18g，健康，购自
本校实验动物部。B16黑色素瘤细胞株，本室保存，
体外完全培养基传代培养。 

1.2 质粒的提取与注入 

将转化 pEgr−IFNγ重组质粒（吴丛梅博士构建
并提供）的大肠杆菌接种于 100mL LB培养基中，
37℃、170r / min振摇 16—18h，碱裂解法大量提取
质粒。每只动物移植肿瘤内局部注射由 20µg脂质体
（GIBCO公司）包裹的质粒（P），对照组及单纯照
射组注射 0.1mL PBS。 

1.3 实验动物分组方法 

于每只小鼠右后肢皮下接种 0.1mL 浓度为
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5×106/mL 的 B16 细胞悬液，待肿瘤生长至直径约
5mm时，将动物随机分组。选择适宜照射剂量时分
组方法：（1）对照组（Control）：瘤内注射 0.1mL PBS；
（2）单纯质粒组（P alone）：瘤内注射 20µg质粒；
（3）20Gy照射组（20Gy）：瘤内注射 0.1mL PBS；
（4） 质粒加 2Gy照射组（P +2Gy）：瘤内注射 20µg
质粒后局部接受 2Gy X射线照射；（5） 质粒加 10Gy
照射组（P+10Gy）；（6）质粒加 20Gy 照射组 
（P+20Gy)；选择适宜质粒给入量时分组方法：（1） 
对照组(Control)：瘤内注射 0.1mL PBS；（2）20Gy
照射组(20Gy)：瘤内注射 0.1mL PBS；（3）10µg质
粒加 20Gy 照射组(10µg +20Gy)；（4）20µg质粒加
20Gy照射组（20µg +20Gy）；（5）30µg质粒加 20Gy
照射组（30µg +20Gy）。 

1.4 照射条件 

采用国产 X射线深部治疗机，电压 220kV,  电
流 10mA, 滤板 0.5mm Cu和 1.0mm Al，剂量率为
0.287Gy/min。注射质粒后 42h肿瘤局部接受不同剂
量 X射线照射，其它部位铅板屏蔽。 

1.5 肿瘤体积测定 

用游标卡尺测量肿瘤最长径(L)和垂直方向最 
 

大横径(W)，每 3d测量 1次，肿瘤体积 V=LW 2/2。
不同时间所测体积与照射前体积之比为肿瘤生长速

率 ( f )。 

1.6 外周血中 IFNγ的检测 

应用小鼠 IFNγ ELISA检测试剂盒（晶美公司）。 

1.7 统计学处理 

两样本均数比较采用 Student t检验。 

2 结果 

2.1 中等量（20µg）质粒给入后经不同剂量照射，
各组小鼠肿瘤生长速率及平均生存时间 

3个基因−放射治疗组与对照组相比，肿瘤生长
速率均明显降低（p＜0.05—0.001），平均生存时间
均明显延长（p＜0.001）。其中，P + 20 Gy组照后
第 3—27天，肿瘤生长速率明显低于 P + 2 Gy组（p
＜0.001）和 P + 10Gy组（p＜0.001），而平均生存
时间明显延长（p＜0.001）；P + 10Gy组照后第 9—27
天肿瘤生长速率明显低于 20Gy 组（ p＜
0.05—0.001），平均生存时间亦明显延长（p＜0.05） 
见表 1。 

      
Tab.1  Effects of gene−radiotherapy on tumor growth after different dose irradiations                      ( x ±s, n=8) 

f (V / V0) of different days after irradiation 
Groups 

3 d 9 d 15 d 21 d 27 d 

Mean survival 
priod / d 

Control 

P alone 

20Gy 

P+2Gy 

P+10Gy 

P+20Gy 

1.99±0.39 

1.35±0.13★ 

1.38±0.18★ 

1.33±0.19★ 

1.28±0.19★ 

0.53±0.16▲○§^ 

11.64±1.48 

3.79±0.59▲ 

3.59±0.40▲ 

2.81±0.39▲ 

2.28±0.35▲* 

0.18±0.10▲○§^ 

24.35±5.29 

9.86±1.97▲ 

7.16±1.84▲ 

5.48±1.12▲* 

5.05±0.90▲* 

0.12±0.10▲○§^ 

32.54±6.82 

21.64±5.58▲ 

13.25±2.52▲ 

10.25±3.73▲* 

8.11±1.96▲●** 

0.48±0.14▲○§^ 

36.45±8.50 

29.12±7.11▲ 

19.69±5.33▲ 

18.84±6.74▲ 

12.87±3.98▲●●§ 

0.71±0.23▲○§^ 

27.80±2.49 

35.74±2.73★★ 

49.03±2.74▲ 

46.42±2.51▲ 

55.04±3.16▲●●* 

68.95±6.59▲○§^ 

★p＜0.05, ★★p＜0.01 and ▲p＜0.001 vs Control, *p＜0.05 , **p＜0.01and §p＜0.001 vs 20 Gy group, ●p＜0.05 ,  
●●p＜0.01 and ○p＜0.001 vs P + 2 Gy group, ^p＜0.001 vs P + 10 Gy group 

 

2.2 10、20、30µg质粒给入后经 20Gy X射线局部
照射，各组小鼠肿瘤生长速率及平均生存时间 

（20µg +20Gy）组与（30µg +20Gy）组之 
 

 
间差异无统计学意义，但与（10µg +20Gy）组相比，
肿瘤生长速率均明显降低(p＜0.05—0.001），平均生
存时间明显延长(p＜0.01）见表 2。 
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Tab.2  Effects of gene−radiotherapy on tumor growth after plasmid injection with different doses             ( x ±s, n=8) 

f (V / V0) of different days after irradiation 
Groups 

3 d 9 d 15 d 21 d 27 d 

Mean survival 
period / d 

Control 

20Gy 

10µg+20Gy 

20µg+20Gy 

30µg+20Gy 

1.96±0.33 

1.48±0.31★ 

1.20±0.46★ 

0.64±0.19▲●§ 

0.64±0.15▲●§ 

12.93±2.93 

3.48±1.05▲ 

2.21±1.15▲ 

0.42±0.16▲○§ 

0.36±0.08▲○§ 

26.24±6.62 

6.63±0.85▲ 

4.72±1.62*▲ 

0.26±0.23▲○§ 

0.16±0.12▲○§ 

34.43±9.09 

13.78±1.45▲ 

7.93±2.13§▲ 

0.07±0.11▲○§ 

0.12±0.10▲○§ 

39.75±9.84 

20.17±5.91▲ 

12.74±4.53§▲ 

0.64±0.29▲○§ 

0.76±0.36▲○§ 

27.22±3.43 

46.64±3.79▲ 

54.21±3.53▲* 

70.21±5.84●●▲§ 

68.37±6.82●●▲§ 

★p＜0.05, ★★p＜0.01 and ▲p＜0.001 vs Control, *p＜0.05, **p＜0.01 and §p＜0.001 vs 20 Gy group, ●p＜0.05,  
●●p＜0.01 and ○p＜0.001 vs 10µg + 20Gy group 

 
2.3 外周血中 IFNγ含量 

(20µg+20Gy) 组照后第 1 天和第 3 天外周血
IFNγ含量明显高于对照组（p＜0.01, p＜0.05）和 20µg
基因治疗组（p＜0.05）；20µg基因治疗组注入质粒
后第 1 天外周血 IFNγ 含量明显高于对照组（p＜
0.05），第 3 天两者之间无明显差异；第 5 天各组
之间无明显差异（见图 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  Concentration of IFNγ in peripheral blood  
n=3,  (1) p＜0.05,  (2)p＜0.01, vs, control group (3) p＜0.05, 
vs,20µg group. 

 

3 讨论 

恶性肿瘤是当前人类健康面临的主要威胁之

一，其有效治疗方案是国内外持续研究的热点。放

射治疗是目前临床上应用最广泛和最重要的治疗手

段之一，但长期以来，肿瘤临近部位正常组织的放

射损伤和某些肿瘤对辐射具有抗性等问题，影响着

放疗的疗效和应用。根据放射治疗和基因治疗各自

的特点，美国肿瘤放射治疗专家 Weichselbaum[1]

于 1992 年提出将两者联合应用，即肿瘤的基因−

放射治疗的设想，其含义是将同时具有肿瘤杀伤和

辐射诱导特性的基因转入体内，在对肿瘤实施局部

放疗时诱导肿瘤杀伤基因表达，造成射线和基因表

达产物对肿瘤的双重杀伤作用，以达到降低照射剂

量、减少正常组织损伤和增强放疗效果的目的。在

深入研究 Egr−1 基因启动子辐射诱导特性的基础
上，首先利用 Egr−1基因启动子和 TNFα基因构建
成表达质粒 pEgr−TNFα, 将转染该质粒的靶细胞
注入对辐射具有抗性的异种移植瘤内，当肿瘤局部

给予 X 射线照射后，瘤内 TNFα 水平较未照射组
高 2.7倍，肿瘤生长受到明显抑制，且未见局部和
全身毒性的增加[2]。目前，国内外研究结果表明在

电离辐射诱导下，与 Egr−1启动子连接的治疗基因
均有较明显的辐射诱导表达并可提高放疗效果。由

于肿瘤的发生和发展是涉及多种因素、多种途径和

多种基因变化的复杂的多阶段过程，因此选择有效

的治疗基因是进一步提高基因−放射治疗效果的关
键。IFNγ 的抗肿瘤作用早已得到充分肯定, IFNγ
由 CD4

+和 CD8
+T 淋巴细胞分泌，NK 细胞也能分

泌 IFNγ。IFNγ可直接抑制肿瘤细胞增殖，激活巨
噬细胞和 NK细胞，诱导MHC−Ⅰ类和Ⅱ类抗原表
达，促进 TH与 APC 和 CTL与靶细胞的识别和相
互作用，还可通过上调 TNF受体，增强 TNF抗肿
瘤作用。 
以往研究资料表明[6]，pEgr−IFNγ基因−放射

治疗组抑瘤作用明显高于单纯放疗和单纯基因治

疗组，联合治疗后第 3 天肿瘤局部 IFN γmRNA
表达水平明显高于单纯基因治疗组，而单纯照射

组和对照组均无明显表达，第 15天其脾脏 NK细
胞毒活性、IL−2 和 IFNγ 分泌活性均明显升高。
本实验又探讨了不同剂量 X射线照射及不同质粒
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注入量，对基因−放射治疗在荷瘤动物体内抑瘤效
应的影响，并用 ELISA法检测各组小鼠血清 IFNγ
含量。 
国内外相关研究中均采用较大剂量（20Gy）

照射[8,9]，为探讨中、小剂量基因−放射治疗的抑
瘤效应，本实验设置了 2Gy、10Gy联合治疗组，
并与 20Gy 联合治疗组抑瘤效应相比较。结果表
明，2、10、20Gy 3 个不同剂量基因—放射治疗
组与对照组相比，肿瘤生长速率均明显降低，平

均生存时间均明显延长，且抑瘤效果随照射剂量

增加而增强。其中 P+20Gy组于照后 3—27 d，肿
瘤生长速率明显低于 P+2Gy组和 P+10Gy组，而
平均生存时间明显延长，故选择 20Gy 可作为荷
瘤小鼠联合治疗的适宜照射剂量。另外，P + 10Gy
组照后 9—27 d肿瘤生长速率明显低于 20Gy组，
平均生存时间亦明显延长，提示基因−放射治疗可
降低照射剂量，取得比单纯较大剂量放疗更好的

抑瘤效果。脂质体介导治疗基因瘤内注射量变化

范围较大，可能因治疗基因和肿瘤种类等因素不

同而不同，以往研究结果表明，注入 20µg 
pEgr−IFNγ 重组质粒的联合治疗组已取得较佳抑
瘤效果[6]，考虑到 IFNγ过量表达的毒副作用，本
研究中我们将质粒注射的大剂量设为 30µg ，小
剂量设为 10µg，研究不同量质粒注入后联合治疗
的抑瘤效应差异。实验结果表明，（20µg +20Gy）
组与（10µg+20Gy）组相比，肿瘤生长速率明显
降 低 ， 平均 生 存时间 明 显 延长 ， 但其 与

（30µg+20Gy）组之间差异无统计学意义，提示
在 20µg 基础上增加质粒注入量抑瘤效果无明显
提高，故 20µg可能成为有效、安全而又经济的治
疗剂量。 
研究中，联合治疗组外周血中 IFNγ含量照射

后第 1天即达峰值，随后下降，但第 3 天仍明显
高于单纯基因治疗组和对照组，第 5 天各组之间
无差异。该结果的产生可能与 Egr−1 启动子的辐
射诱导特性密切相关，Egr−1 启动子的活性受控
于诱导因素[10]（如电离辐射、过氧化氢）。在电离

辐射作用下，Egr−1 启动子下游基因的表达可增
加数倍，但其辐射诱导作用相对短暂，一般诱导

2 天后转基因产物的表达回复至原来的较低水
平 [3]。本实验表明联合治疗在短时间内诱导瘤内

IFNγ 基因表达显著增强，瘤内高浓度的 IFNγ 有
可能部分进入血液循环，导致血液中 IFNγ暂时升
高，并通过其免疫调节作用，增强机体免疫功能

和抗肿瘤能力。 
另外，本研究表明，单次质粒注入后单次照

射，为达到较佳抑瘤效果所需的最佳照射剂量较

高。为降低照射剂量，减少正常组织放射损伤，

并进一步提高基因−放射治疗疗效，使治疗方案更
加接近临床实际应用，我们将在此基础上进一步

探讨每次质粒注入后较小剂量照射，多次给入、

多次照射的抑瘤效应。 
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ABSTRACT  To investigate the optimal doses of X-ray irradiation and plasmid injection in the anti-tumor effect of 

the pEgr-IFN γ gene–radiotherapy in vivo, we observed the anti-tumor effect of the pEgr-IFN γ gene–radiotherapy 

with different doses of X-ray irradiation and plasmid injection in mice with B16 melanoma and detected the concen-

tration of IFN γ in peripheral blood by ELISA. The results showed that the tumor growth rate of the mice irradiated 

locally with 20Gy X-rays after the plasmid injection was significantly lower (p＜0.001) than that of the mice irradi-

ated locally with 2Gy or 10Gy X-ray from the third day after irradiation and the mean survival period was longer (p＜

0.001). The results also showed that the tumor growth rate of the mice injected locally with 20µg or 30µg plasmid 

was significantly lower (p＜0.05—0.001) than that of the mice injected locally with 10µg plasmid and the mean sur-

vival period was longer (p＜0.01). It was found that the concentration of IFN γ in peripheral blood of the mice treated 

with gene-radiotherapy was higher than that of the mice of plasmid-treated group (p＜0.05, p＜0.05) or control group 

(p＜0.01, p＜0.05) on the first day and the third day after irradiation. These results suggested that the optimal dose of 

X-ray irradiation of the pEgr-IFN γ gene–radiotherapy in vivo was 20Gy and the optimal dose of plasmid injected 

into tumors was 20µg. By inducing the higher expression of IFN γ gene in the tumor, the pEgr-IFN γ 

gene–radiotherapy could increase the concentration of IFN γ in peripheral blood, so as to enhance the body’s immu-

nologic function and anti-tumor ability. 
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