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Abstract: Objective: To observe the effect of Endostar combined with Radiotherapy on the expression of Transforming 
Growth Factor-beta 1 (TGF-β1) and Hypoxia-induced factor-1 (HIF-1α) in lung adenocarcinoma A549 cells and to dis-
cuss the possible mechanisms. Methods: To culture the A549 cell, when the cells achieve Logarithmic phase and there 
are four groups: Control group; Endostar group; Radiotherapy group; Endostar in combination with Radiotherapy. Cell 
proliferate rate was measured by CCK8, and the expression level of TGF-beta 1 and HIF-1α protein and mRNA of 
A549 cells in each group were examined by ELISA and PCR. Result: 1) Besides control group, the proliferation of tu-
mor cells in each group are subject to different degree of inhibition. Compared with control and Endostar groups, there 
is a significant difference of proliferate inhibition in Endostar combined with Radiotherapy group (p < 0.05). 2) After 
treatment, the expressions of TGF-β1 and HIF-1 of A549 cells in each group appears to be declining differently. The 
Radiotherapy group and combined group have a significant difference in cell proliferation at 24 hours, compared to 
control group (p < 0.05). 3) After PCR amplification, the changes of expressions of TGF-β1 and HIF-1α mRNA over 
time (0 - 24 hours) compared with the control group, all treatment groups showed a decreasing trend. After 24 hours of 
treatment, Compared with control group and Endostar group, the difference in the combined group was statistically sig- 
nificant (p < 0.05). Conclusion: Endostar combined with Radiotherapy could significantly enhance the inhibition of 
proliferate of cells and expressions of TGF-β1 and HIF-1α in tumor cells. Thus enhance the inhibition of tumor angio- 
genesis and metastatic. 
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摘  要：目的：通过观察 Endostar 联合放疗对肺腺癌 A549 细胞增值及 TGF-β1、HIF-1α表达的影响，初步探讨

重组血管内皮抑素的放疗增敏机制。方法：将培养至对数生长期的 A549 细胞分为对照组、单纯放疗组、恩度

组、联合组，检测各组 A549 细胞增殖率及 TGF-β1、HIF-1α蛋白和 mRNA 表达情况。结果：1) 除对照组外，
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各组细胞的增殖随时间的改变都受到不同程度的抑制，以联合组最为明显，差异具有统计学意义(p < 0.05)；2) 处

理后各组 A549 细胞 TGF-β1、HIF-1α的分泌下降，24 h 以放疗组及联合组 TGF-β1、HIF-1α表达量明显下降 (p 

< 0.05)；3) PCR 扩增后，各处理组 TGF-β1、HIF-1α mRNA 的表达随着时间变化均表现出下降趋势，联合组在

24 h 差异有显著统计学意义(p < 0.05)。结论：恩度联合放疗可显著抑制肺腺癌 A549 细胞增殖及 TGF-β1、HIF-1α

的表达，恩度可能通过下调 TGF-β1、HIF-1α的表达进而发挥放疗增敏作用。 

 

关键词：重组人血管内皮抑素；放射治疗；转化生长因子-β1；乏氧诱导因子-1α；肺腺癌 

1. 引言 

肺癌是发病率和死亡率都很高的恶性肿瘤，由于

其解剖部位及功能的特殊性，导致其易侵袭及转移，

绝大多数患者确诊时因出现转移或局部晚期而失去

手术机会，放射治疗是其主要的治疗方法之一。肿瘤

组织的血管及血供对肿瘤的生长有重要作用，早在上

世纪 70 年代，Folkman 便提出以肿瘤血管及血供为治

疗目标，通过阻断血供及氧供来治疗肿瘤。在体内，

肿瘤组织经放疗后可不同程度的上调 HIF、VEGF、

PDGF 等的表达，促进肿瘤血管生成及肿瘤细胞迁移，

使放射治疗效果受到限制。然而，一些研究表明，抗

血管生成药物联合放疗可以不同程度的解除这些限

制从而达到“1 + 1 > 2”的效果[1]，但其具体作用机制

并不十分清楚。 

内皮抑素(Endostatin)是一种重要的血管生成抑

制剂，是胶原ⅩⅧ羧基末端的一个分子量为 20 kD 的

蛋白水解片段。研究表明内皮抑素能特异性的作用于

新生血管的内皮细胞并抑制内皮细胞的迁移，同时诱

导其凋亡，从而发挥抗血管生成作用；另外，还通过

调节血管生长因子信号通道，多靶点发挥抗血管生成

作用，间接导致肿瘤休眠或者退缩[2,3]。但是由于国外

生产的内皮抑素容易形成包涵体，具有很难复性、性

质不稳定、不能大规模生产等缺点，长期停留在Ⅱ期

研究水平。而我国研究者通过在内皮抑素肽链末端添

加 9 个氨基酸并采用大肠杆菌作为表达体系，使该蛋

白得以大规模成功复性，生产出了新型重组人血管内

皮抑制素(Endostar, ES, YH-16)，中文名称恩度。主要

用于治疗初治和复治的晚期非小细胞肺癌。王金万[4]

等进行的Ⅲ期临床研究表明 Endostar 联合 NP 方案化

疗能提高晚期非小细胞肺癌治疗疗效。 

本实验通过观察恩度联合放疗对肺腺癌 A549 细

胞 TGF-β1、HIF-1α蛋白及 mRNA 表达的影响，分析

其临床意义，进而探讨恩度可能存在的放疗增敏机

制，对抗血管生成治疗理论进行补充。 

2. 材料与方法 

2.1. 主要材料及设备 

人肺腺癌 A549 细胞由武汉大学中南医院肿瘤研

究所提供；重组人血管内皮抑制素由先声药业提供(生

产批号：201108020)；TGF-β1 及 HIF-1α ELISA 试剂

盒购于 RD 公司；RNA 提取试剂盒购于百泰克公司(货

号：RP4001)；DNA 试剂提取盒购于天根公司(货号：

DP304-02)；23EX 医用直线加速器(美国瓦里安公司)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 细胞培养及分组 

A549细胞培养于含有10%新生小牛血清的RPMI 

1640 培养基(100 kU/L 青霉素和 100 g/L 链霉素，pH 

7.2 - 7.4) 中，37℃，5% CO2条件下常规培养。取对

数生长期的肺癌 A549 细胞，用 0.25%胰酶消化，用

含 10%的胎牛血清 RPMI1640 培养液配制成单个细胞

悬液，接种于 96 孔培养板中，使各个孔中细胞数量

大致为 5000 个；培养细胞：将培养板放入 37℃，5% 

CO2温箱中培养 12 h，待细胞贴壁后，分别给予相应

处理，每组设 3 个复孔，分别培养，实验孔周围用 PBS

填充。根据不同处理方法分为四组：1) 对照组：加入

生理盐水 10 μl；2) 恩度组：加入浓度为 5 g/L 恩度

10 μl，(终浓度 12.5 mg/L)；3) 放疗组：4 MV e 射线

2 Gy，单次照射，SSD = 100；4) 恩度联合放疗组(简

称联合组)，加入 10 μl 恩度后立即给予 4 MV e 射线 2 

Gy，单次照射。分别在处理后 0、6、12、18、24 h

收集细胞标本及上清液标本。 

2.2.2. CCK8 测定 A549 细胞增殖情况 

各组于处理后 0、12、24 h 加入 CCK8 液进行检
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测。具体操作按试剂盒说明书进行。全自动酶标仪检

测 450 nm 处吸光度 OD 值，每组设 3 个重复孔，根

据 OD 值计算抑制增殖率。细胞增殖抑制率 

E 1 OD OD  值 照实验组 对 组  100%值

Ct

-actin Ct

。 

2.2.3. ELISA 法检测各组 TGF-β1、HIF-1α蛋白 

表达量 

分别于 0、6、12、18、24 h 收集各组细胞培养液，

离心，取上清，按试剂盒说明书步骤采用 ELISA 法检

测上清液中 TGF-β1、HIF-1α的含量。 

2.2.4. Real Time PCR 检测各组 TGF-β1 及 

HIF-1αmRNA 表达量 

分别于 0、6、12、18、24 h 收集各组细胞培养液，

离心，去上清，按试剂盒说明书步骤采用 Real Time 

PCR 法检测各组 TGF-β1、HIF-1αmRNA 的含量。每

组样本重复 3 次，以对照组表达量为 1， 法计算

各组 TGF-β1 及 HIF-1 相对表达量。 

Ct Ct    待测样品。 

2.2.5. 统计学方法 

应用 SPSS17.0 统计分析软件。计量数据以均数 ±

标准差( x s )表示，多组均数比较方差齐性时采用单

向方差分析，均数间两两比较采用 q 检验，方差不齐

时则用非参数检验，p < 0.05 时差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 不同组别 A549 细胞增殖抑制情况 

除对照组外，各组细胞的增殖随时间改变都受到

不同程度的抑制，其中以联合组最为明显，放疗组其

次，恩度组抑制 A549 细胞增殖程度不如其他两个实

验组(56.327% ± 5.124%、19.037% ± 5.187%、9.662% ± 

1.536%)。联合组抑制细胞增殖程度与对照组、恩度组

相比，均具有显著统计学意义(p < 0.05)。恩度组与对

照组相比，差异无明显统计学意义(p > 0.05) (表 1，图

1)。 

3.2. 不同组别 A549 细胞中 TGF-β1、 

HIF-1α蛋白表达的情况 

各处理组 A549 细胞 TGF-β1 的分泌情况都有所

下降，其中放疗组及联合组在 24 h 内使 TGF-β1 表达

量下降的作用明显。根据统计结果，实验中各组在处

理前 TGF-β1、HIF-1α表达量无显著差异(p > 0.05)，

处理后 24 h 内各组 TGF-β1 表达量均有所下降，24 h

联合组下降程度与对照组及恩度组相比，有明显统计

学意义(p < 0.05)，恩度组在 24 h 与对照组相比，有明

显统计学意义(p < 0.05)。HIF-1α在 24 h 联合组与对

照组、恩度组及放疗组相比，其结果有统计学意义(p < 

0.05) (表 2，表 3，图 2)。 

3.3. 不同组别 A549 细胞中 TGF-β1、

HIF-1αmRNA 表达的情况 

经 PCR 扩增后，随着时间的变化(0 至 24 h)与对

照组相比，各处理组 TGF-β1、HIF-1α 均表现出下降

趋势，其中 24 h 的扩增倍数最低；与对照组比较，12 

h、18 h 及 24 h 各实验组 HIF-1α mRNA 的扩增倍数降

低均有统计学差异(p < 0.05)。与放疗组及恩度组比

较，12 h、18 h 及 24 h 联合组 HIF-1α mRNA 的扩增

倍数降低有统计学意义(p < 0.05)，而恩度组与放疗组

比较无统计学差异(p > 0.05)。与对照组比较，24 h 各

实验组 TGF-β1mRNA 的扩增倍数降低有统计学差异

(p < 0.05)。与放疗组及恩度组比较，24 h 联合组

TGF-β1mRNA的扩增倍数降低有统计学意义(p < 0.05) 

(表 4，表 5，图 3)。 

4. 讨论 
在体外，重组人内皮抑素及大鼠内皮抑素均对内 

 
Table 1. Absorbance values of lung cancer A549 cells of different 

treatment groups at different time 
表 1. 不同处理组肺癌 A549 细胞不同时间点的吸光度值(OD 值) 

组别 试验次数 0 h 24 h 

对照组 6 0.4227 ± 0.0541 1.0082 ± 0.1343 
恩度组 6 0.4112 ± 0.0638 0.9443 ± 0.0938 
放疗组 6 0.4001 ± 0.0509 0.7772 ± 0.1884*Δ 
联合组 6 0.3804 ± 0.0628 0.4613 ± 0.0713*Δ# 

注：与空白组比较，*p < 0.05；与恩度组比较，Δp < 0.05；与放疗组比较，﹟p < 
0.05。 
 

 

Figure 1. Growth inhibition rate of lung cancer A549 cells of dif-
ferent treatment groups in 24 h 

图 1. 不同处理组肺癌 A549 细胞 24 h 的生长抑制率 
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Table 2. The HIF-1α protein expression of different treatment groups at different time 

表 2. 各处理组不同时间点 HIF-1α蛋白的表达量比较(ng/L) 

组  别 0 h 6 h 12 h 18 h 24 h 

对照组 28.0983 ± 0.6681 27.8373 ± 0.5457 28.3377 ± 0.6366 28.7295 ± 0.6355 28.9688 ± 0.6656 

恩度组 28.0753 ± 0.6245 27.7066 ± 0.6077 27.1625 ±0.5784 27.5978 ± 0.5772 26.1831 ± 0.6120*
 

放疗组 28.2071 ± 0.6370 27.3580 ± 0.8549 26.6836 ± 0.6414 26.7272 ± 0.6412* 26.1614 ± 0.5813* 

联合组 28.0331 ± 0.5760 26.6619 ± 0.6106 25.9218 ± 0.6743* 25.4866 ± 0.6755*Δ 24.1155 ± 0.5871*Δ# 

注：与空白组比较，*p < 0.05；与恩度组比较，Δp < 0.05；与放疗组比较，#p < 0.05。 

Table 3. The TGF-β1 protein expression of different treatment groups at different time 
表 3. 各处理组不同时间点 TGF-β1 蛋白表达情况(ng/L) 

组  别 0 h 6 h 12 h 18 h 24 h 

对照组 131.3353 ± 0.8497 132.1236 ± 0.2055 133.4021 ± 0.1772 134.7686 ± 0.2765 135.1818 ± 0.2164 

恩度组 131.1464 ± 0.2995 132.0506 ± 0.4203 129.7335 ± 0.2888* 128.9440 ± 0.2961* 126.8469 ± 0.3629* 

放疗组 131.0492 ± 0.5636 131.7646 ± 0.2774 128.2532 ± 0.5037* 127.6795 ± 0.3517*Δ 125.1289 ± 0.2260*Δ 

联合组 131.8145 ± 0.7139 131.9791 ± 0.4919 127.2827 ± 0.2991* 120.6174 ± 0.4357*Δ 118.9616 ± 0.3529*Δ# 

注：与空白组比较，*p < 0.05；与恩度组比较，Δp < 0.05；与放疗组比较，#p < 0.05。 
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(a)                                                     (b) 

Figure 2. (a) HIF-1α protein expression of different treatment groups; (b) TGF-β1 protein expression of different treatment groups 
图 2. (a) 各组 HIF-1α蛋白表达情况；(b) 各组 TGF-β1 蛋白表达情况 

 
Table 4. The HIF-1α mRNA amplification multiples of different treatment groups at different time 

表 4. 各处理组不同时间点 HIF-1α mRNA 的表达量比较 

组  别 0 h 6 h 12 h 18 h 24 h 

对照组 1 ± 0 1.2291 ± 0.0518 1.1533 ± 0.1453 1.5445 ± 0.2846 1.9215 ± 0.2936 

恩度组 1.0635 ± 0.0744 1.1351 ± 0.2334 0.8774 ± 0.0479* 0.7550 ± 0.1177* 0.4438 ± 0.0203* 

放疗组 1.0634 ± 0.1445 1.2283 ± 0.3033 0.9031 ± 0.1405* 0.7991 ± 0.1457* 0.4543 ± 0.0358* 

联合组 1.1271 ± 0.2478 0.8236 ± 0.2286 0.5180 ± 0.0794*Δ# 0.2394 ± 0.0614*Δ# 0.1309 ± 0.0404*Δ# 

注：与空白组比较，*p < 0.05；与恩度组比较，Δp < 0.05；与放疗组比较，#p < 0.05。 

Table 5. The TGF-β1 mRNA amplification multiples of different treatment groups at different time 
表 5. 各处理组不同时间点 TGF-β1 mRNA 相对表达情况 

组  别 0 h 6 h 12 h 18 h 24 h 

对照组 1 ± 0 1.3784 ± 0.1808 0.9500 ± 0.4189 0.9791 ± 0.4375 1.0012 ± 0.4408 

恩度组 1.0243 ±0.0077 1.3327 ± 0.5692 1.0175 ± 0.2895 0.7425 ± 0.1830 0.4243 ± 0.1229* 

放疗组 1.0737 ± 0.4221 1.2462 ± 0.4563 0.8794 ± 0.3050 0.7953 ± 0.4513 0.2701 ± 0.0700* 

联合组 1.0715 ± 0.0312 1.1453 ± 0.4450 0.7699 ± 0.2050* 0.2577 ± 0.0302*Δ# 0.1131 ± 0.0525*Δ# 

注：与空白组比较，*p < 0.05；与恩度组比较，Δp < 0.05；与放疗组比较，#p < 0.05。 
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(a)                                                     (b) 

Figure 3. (a) The HIF-1α mRNA amplification multiples of different treatment groups; (b) The TGF-β1 mRNA amplification multiples of 
different treatment groups 

图 3. (a) 各处理组 HIF-1α mRNA 的扩增倍数；(b) 各处理组 TGF-β1 mRNA 的扩增倍数 

 

皮细胞增殖有抑制作用，具有独特的抗内皮细胞作用
[5]。本研究中细胞增殖实验结果表明，恩度组细胞增

殖情况也受到抑制，说明重组人血管内皮抑素恩度也

具有一定程度的抗肿瘤作用。研究表明，恩度可以通

过诱导白血病细胞 HL-60 及 NB4 的凋亡来抑制其增

殖[6]。在宫颈癌裸鼠模型中，恩度也可抑制肿瘤细胞

的增殖及血管生成[7]。这些与我们的结论一致，说明

恩度与放疗联合应用，对肿瘤细胞具有抑制增殖的作

用。 

转化生长因子-β1(Transforming Growth Factor-β1)

是一种多功能调节多肽，在各种组织及细胞内广泛存

在，它的生物学功能表现在以下几方面[8]：1) 细胞转

化和分化；2) 细胞增殖；3) 血管生成；4) 免疫抑制；

5) 细胞外基质形成；6) 肿瘤发生、发展及转移等。

TGF-β1 可直接作用于血管内皮细胞，促进血管生成，

TGF-β1 作用于人类真皮层微血管内皮细胞(MVEC)，

使 MVEC 易于在真皮层基质胶中移动并形成毛细血

管样形态，从而产生强烈的促进血管生成作用，实时

荧光定量-PCR 发现，TGF-β1 通过 SMAD2/3 和 FAK

信号通路上调尿激酶型纤溶酶原激活物受体(uPAR)

及纤溶酶原激活酶抑制剂-1(PAI-1)的表达，用 TGF-β1

特异性抗体阻滞后，TGF-β1 所引起的促血管生成作

用则减弱[9]；TGF-β1 还可作用于促血管生成因子，促

进肿瘤血管生成，Chae 等的实验[10]表明，前列腺癌细

胞可过量分泌 TGF-β1，通过 Smad3 通路及 Smad 结

合元素 2、乏氧反应元素与 VEGF 启动子结合，刺激

VEGF 启动子来诱导 VEGF 的表达。TGF-β1 还通过

其配体–受体、Smads 蛋白及靶基因信号通路作用于

基质金属蛋白酶及其他蛋白酶，使细胞外基质降解，

易于血管内皮细胞的迁移，从而形成新生血管。已有

研究表明[11]，恩度联合放疗可以显著抑制 A549 细胞

VEGF 的表达，间接说明 VEGF 表达量的降低跟

TGF-β1 的表达降低有关。 

乏氧诱导因子-1(HIF-1)是乏氧状态下，对细胞的

增殖与血管生成过程起着重要调控作用的细胞因子。

在实体瘤中，无论是乏氧环境还是富氧环境下，HIF- 

1α通常都呈现出过量表达的情况。这种过量表达在肿

瘤细胞恶性度增加、耐药性、辐射耐受等的形成过程

中起重要作用[12]。因此，可以通过抑制 HIF-1α 的过

量表达来控制或抑制肿瘤的血管生成、浸润转移等特

性来提高临床疗效。 

本实验结果表明，恩度联合放疗在短期内可以显

著降低 HIF-1α蛋白及 mRNA 的蓄积，恩度组及放疗

组 HIF-1α蛋白及 mRNA 的表达随时间表现出下降趋

势。放疗及恩度均可抑制肿瘤 HIF-1α 的表达，放疗

可以通过直接杀灭肿瘤细胞进而减少分泌细胞因子

的细胞数来降低 HIF-1α 的表达。在体内情况下，由

于肿瘤微环境中处于乏氧状态，经过放疗后，其组织

内 HIF-1α 的表达量会有不同程度的升高，这一现象

的产生与乏氧有关，而在体外实验中，细胞培养于富

氧状态下，放射线可通过氧增敏效应来加大对肿瘤细

胞的遗传物质的破坏，进而影响肿瘤细胞的增殖，从

而从源头上减少了 HIF-1α的表达。 

TGF-β1 与 HIF-1α在肿瘤血管生成、血管重塑及

侵袭转移中发挥着重要作用。肿瘤组织中新生血管主

要是通过 VEGF 及其信号通路来介导实现的，VEGF

在乏氧状况下主要由 HIF-1α 诱导表达，除了 HIF-1α

之外，TGF-β1 也可以通过其信号通路中的 smad3/smad4
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增强血管生成因子 VEGF 基因及蛋白的表达，并且这

种促进作用在乏氧情况下表现的更为突出[13]。已有研

究表明，TGF-β1 与 HIF-1α在肿瘤血管生成过程中可

以通过 TGFβ1/PHD2/HIF-1α/VEGF 通路来促进血管

生成[14]。 

综上所述，恩度联合放疗可以抑制肺腺癌 A549

细胞增殖及 TGF-β1、HIF-1α 的表达，恩度可能通过

下调 TGF-β1、HIF-1α的表达进而发挥放疗增敏作用，

为临床应用恩度联合放疗提供了理论依据。 
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