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V5 与兔放射性肺损伤发生相关性的 

实验研究 

汪步海  王晓磊  金学英  花威 

【摘要】  目的  建立放射性肺损伤兔动物模型，通过限定不同 V5 值，测定肺组织中肿瘤坏

死因子 α（TNF-α）、转化生长因子 β1（TGF-β1）的表达情况，考察其与放射性肺损伤发生的相关性。

方法  健康新西兰种大白兔 30 只，实验组 25 只，共 5 组，每组 5 只，分别设定 V5 40%、50%、60%、

70%、80%，对照组 5 只，假性照射，每只均进行 CT 模拟、靶区勾画、计划制作并进行照射，6 MV

能量射线，3 野调强适形放疗（IMRT），等中心照射，全肺剂量 30 Gy/3F。观察至 8 周后解剖，分

别进行 HE 染色、TGF-β1、TNF-α 的检测。结果  病理染色提示自 V5 50%开始出现放射性肺炎病理

学改变。所有实验组 TGF-β1、TNF-α 较对照组表达增强，且与 V5 正相关。TGF-β1 表达情况：V5 40%

组与 70%、80%组有统计学差异（P＜0.05），但与 50%、60%及对照组无统计学差异；除 V5 40%外，

所有实验组均与对照组有统计学差异（P＜0.05）。TNF-α 表达情况：V5 80%与 70%和对照组有统计

学差异，其余各组两两间均无统计学差异。结论  当 V5 控制在 40%时可减少放射性肺损伤的发生，

预测放射性肺损伤发生的 V5“门槛值”在 50%附近。
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【Abstract】  Objective  To establish the rabbit model of radiation-induced lung injury for the 

study of its relationship with V5 by measuring TNF-α and TGF-β1 content. Methods  Thirty New 

Zealand rabbits were randomly divided into six groups, every eight in V5 40%, 50%, 60%, 70%, 80% and 

control group. Each rabbit received CT scan, delineation of target region and went on radiation with DT 

30Gy/3F by three-yield IMRT. All rabbits were sacrificed at 8 week after irradiation. The pathological 

changes were observed with light microscopies and the expression of TNF-α and TGF-β1 in local lung 

tissue were detected by immunohistochemistry. Results  The expression of TNF-α and TGF-β1 enhanced 

in each experimental group than control group. High expression were detected in higher V5 percentage 

group. The expression of TGF-β1: V5 40% showed significantly different with 70%, 80%, respectively 

(P<0.05). But no differences were found by comparing with V5 50%, 60% and control group. All but V5 

40% group was statistically different with control group (P<0.05). The expression of TNF-α: Only V5 70% 

and control group was statistically different related to V5 80% (P<0.05). Conclusion  When V5 is set by 

40%, it could reduce the occurrence of radiation-induced lung injury,and the threshold of predicting 

radiation-induced lung injury could be near 50%.  
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放射性肺损伤是胸部恶性肿瘤放射治疗的严

重并发症，一旦发生势必影响患者生存及生活质

量，临床干预效果不佳，因此重在预防。随着精确

放疗技术如三维适形放疗（3D-CRT）、调强适形放

疗（IMRT）的革新，通过控制肺受照剂量的体积

直方图参数，如 V20、V30、MLD 可降低致命性放

射性肺损伤发生的风险[1-5]。然而在临床实践中发

现，即使上述参数被控制在安全阈值内，仍有一部

分患者发生放射性肺损伤[6]。近年来，肺的低剂量

体积参数——V5 越来越受到关注，已发表的回顾

性分析初步显示 V5 是放射性肺炎发生的独立预测

因子[7-10]。 

既往研究证实多种细胞因子的复杂作用即

细胞因子瀑布学说，介导放射性肺损伤发生和发

展 [11-13]，而转化生长因子 β1（TGF-β1）及肿瘤坏

死因子 α（TNF-α）是两种重要的细胞因子，其表

达强度与放射性肺损伤的发生程度呈正相关。目前

未有动物实验研究佐证 V5 对放射性肺损伤发生预

测作用及无安全阈值。本研究旨在通过建立兔放射

性肺损伤动物模型，控制 V20、V30、MLD 在安全

阈值内，检测 TGF-β1、TNF-α 表达的变化与设定

的不同 V5 值之间的关系，考察 V5 与放射性肺损

伤发生的相关性，为临床设定 V5 安全阈值提供实

验依据。 

材料与方法 

一、实验材料 

1. 实验动物：健康新西兰种大白兔 30 只，体

重 2～2.5 kg，雌雄兼有，发育良好。年龄为 3～4

个月。由扬州大学动物实验中心提供。 

2. 主要试剂与设备：GE 16 排大孔径 CT；

Varian Eclipse 计划系统及 Varian 网络系统；Varian 

23EX 直线加速器；TGF-β1、TNF-α 试剂盒购自武

汉博士德生物工程有限公司；免疫组化染色试剂盒

购自福建迈新公司；浓缩型 DAB 显色剂购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。 

二、实验方法 

1. 实验动物分组：利用随机数字表将动物分成

6 组：（1）实验组 25 只，分为五组，每组 5 只，分

别设定 V5 为 40%、50%、60%、70%、80%。（2）

对照组 5 只，假性照射，麻醉固定后置于直线加速

器平台，但不进行照射。 

2. 建立动物模型：（1）动物麻醉采用速眠新Ⅱ

（盐酸赛拉嗪注射液）0.12 ml/kg 肌肉注射，待肌

肉完全松弛后，取俯卧位将兔固定在自制亚克力面

板固定装置上。（2）兔背部需贴铅点部分用备皮刀

剔除皮毛，贴上铅点，于模拟 CT 上行全肺 CT 扫

描定位，断层图像传输输到 Varian eclipse 治疗计划

系统，进行三维重建。（3）靶区勾画，物理师制作

放疗计划，在确保 V20≤35% 、 V30≤15% 、

MLD≤20 Gy，设定 V5 区间为 40%、50%、60%、

70%、80%，采用 6 MV 能量射线，3 野 IMRT，等

中心照射，全肺剂量 30 Gy/3 F
[14]。（4）每次照射完

毕均送回动物房继续饲养，观察其生存状况，并于

8 周后解剖，留取左肺下叶予 10%中性甲醛溶液中

固定，备用病理检查，其余－20 ℃冰箱保存，留用

TGF-β1、TNF-α 含量的检测。 

3. 病理检查和大体标本观察：置于 10%中性甲

醛溶液中固定 24 h，常规脱水、浸蜡、包埋、切片

（5 μm）后进行 HE 染色光镜检查。 

4. TGF-β1、TNF-α 含量的检测：采用免疫组化

法检测局部肺组织 TGF-β1、TNF-α 等细胞因子的

表达。TGF-β1、TNF-α 免疫组织化学染色物质主要

定位于细胞质中，两者阳性染色均呈黄褐色。每张

切片选取 20 个高倍视野。TGF-β1、TNF-α 的表达

定量指标为反应强度平均值（阳性染色区域占肺组

织总面积的百分比与反应强度的乘积，取算术平均

值[15-16]）。 

三、统计学分析 

使用 SPSS 17.0 进行统计分析。数据采用均

数±标准差（ sx  ）表示，各组均数比较行单因

素方差分析，两两比较采用 SNK 检验，检验水准

α＝0.05。 

结    果 

一、病理组织学变化 

1. 肺大体标本观：实验组肺稍显暗红，无明显

萎缩，质稍硬，各叶分界清晰。对照组肺淡红，光

滑，质柔软，分叶清晰（图 1）。 

2. HE 染色：对照组兔肺组织形态、结构正常。

实验组V5 40%未见明显炎性反应，自V5 50%开始，

出现放射性肺炎病理学改变（图 2，3）。 

二、免疫组化分析 

所有实验组 TGF-β1、TNF-α 较对照组表达增

强，且与 V5 正相关。TGF-β1 表达情况：V5 40%

组与 70%、80%组有统计学差异（P＜0.05），但与
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50%、60%组及对照组无差异；除 V5 40%组外，所

有实验组均与对照组有统计学差异（P＜0.05）。

TNF-α 表达情况：V5 80%、70%组和对照组有统计

学差异，其余各组两两间均无统计学差异。具体数

值见表 1～3。染色见图 4～7。 

讨    论 

对于预测放射性肺炎发生，剂量体积（DHV）

直方图是重要的工具，剂量体积参数是至关重要的

因子。目前临床应用中，肺平均受量（MLD）、V20、

V30（肺接受 20 Gy、30 Gy 照射体积占全肺体积百

分比）是公认的放射性肺炎发生预测因子。不同的

研究给出了不同的临界值限定，普遍认可但并非绝

对临界值为 MLD≤20 Gy、V20≤35%、V30≤ 

15%
[17]。临床诊疗中控制上述参数，放射性肺炎发 

表 1  实验组与对照组 TGF-β1、TNF-α 阳性染色细胞反应

强度平均值比较（ sx  ） 

组别  TGF-β1 TNF-α 

实验组 V5 40%实验组 0.30±0.18 4.06±2.76 

V5 50%实验组 0.53±0.19 4.87±3.01 

V5 60%实验组 0.65±0.28 5.30±3.25 

V5 70%实验组 0.79±0.33 5.75±3.07 

V5 80%实验组 0.80±0.35 6.32±3.30 

对照组  0.25±0.19 0.70±0.70 

 

生率下降，但仍有部分患者发生较严重的放射性肺

损伤，这可能与大面积低剂量照射相关，即所谓低

剂量致敏。V5（肺接受 5 Gy 照射体积占全肺体积

百分比）引起了更多的关注。Yorker 等[7]的研究发

现放射性肺炎的发生与低剂量区域相关，特别是

V5～V13。MD. Anderson 肿瘤中心一项研究表明，

对于接受同步化放疗的非小细胞肺癌患者，发生 3  

表 2  实验组与对照组 TGF-β1 SNK 检验 

对比组 两均数之差 q 值 q 界值(+) q 界值(*) P 值 

V5 40%实验组与 V5 50%实验组 -0.23 1.957 2.919 3.956 >0.05 

V5 40%实验组与 V5 60%实验组 -0.35 2.978 3.532 4.545 >0.05 

V5 40%实验组与 V5 70%实验组 -0.49 4.169 3.901 4.906 <0.05 

V5 40%实验组与 V5 80%实验组 -0.50 4.254 4.166 5.168 <0.05 

V5 40%实验组与对照组 0.05 0.425 2.919 3.956 >0.05 

V5 50%实验组与 V5 60%实验组 -0.12 1.021 2.919 3.956 >0.05 

V5 50%实验组与 V5 70%实验组 -0.26 2.212 3.532 4.545 >0.05 

V5 50%实验组与 V5 80%实验组 -0.27 2.297 3.901 4.906 >0.05 

V5 50%实验组与对照组 0.28 2.382 3.532 4.545 <0.05 

V5 60%实验组与 V5 70%实验组 -0.14 1.191 2.919 3.956 >0.05 

V5 60%实验组与 V5 80%实验组 -0.15 1.276 3.532 4.545 >0.05 

V5 60%实验组与对照组 0.40 3.403 3.901 4.906 <0.05 

V5 70%实验组与 V5 80%实验组 -0.01 0.085 2.919 3.956 >0.05 

V5 70%实验组与对照组 0.54 4.595 4.166 5.168 <0.05 

V5 80%实验组与对照组 0.55 4.680 4.373 5.373 <0.05 

表 3  实验组与对照组 TNF-α SNK 检验 

对比组 两均数之差 q 值 q 界值(+) q 界值(*) P 值 

V5 40%实验组与 V5 50%实验组 -0.81 0.640 2.919 3.956 >0.05 

V5 40%实验组与 V5 60%实验组 -1.24 0.980 3.532 4.545 >0.05 

V5 40%实验组与 V5 70%实验组 3.31 2.616 2.919 3.956 >0.05 

V5 40%实验组与 V5 80%实验组 -2.26 1.786 3.901 4.906 >0.05 

V5 40%实验组与对照组 3.36 2.655 3.532 4.545 >0.05 

V5 50%实验组与 V5 60%实验组 -0.43 0.340 2.919 3.956 >0.05 

V5 50%实验组与 V5 70%实验组 4.12 3.256 3.532 4.545 >0.05 

V5 50%实验组与 V5 80%实验组 -1.45 1.146 3.532 4.545 >0.05 

V5 50%实验组与对照组 4.17 3.295 3.901 4.906 >0.05 

V5 60%实验组与 V5 70%实验组 4.55 3.595 3.901 4.906 >0.05 

V5 60%实验组与 V5 80%实验组 -1.02 0.806 2.919 3.956 >0.05 

V5 60%实验组与对照组 4.60 3.635 4.166 5.168 >0.05 

V5 70%实验组与 V5 80%实验组 -5.57 4.401 4.166 5.168 <0.05 

V5 70%实验组与对照组 0.05 0.040 2.919 3.956 >0.05 

V5 80%实验组与对照组 5.62 4.441 4.373 5.373 <0.05 
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级以上放射性肺炎概率与 V5 显著相关，V5 临界值

为 42%
[8]。Jo 等[9]的研究团队分析了接受断层放疗

患者的肺剂量学参数，证实 V5 与 2 级以上放射性

肺炎发生相关，V5 临界值为 65%。Song 等[10]报道

了 37 例接受螺旋断层放疗的非小细胞肺癌患者，

确定V5＞60%为3级放射性肺炎发生的独立风险预

测因子。这些临界值尽管不同，但相差范围不大，

对临床有指导意义，NCCN NSCLC 2014 第四版指

南建议 V5＜65%，我单位通常限制在 60%以内。 

尽管有关建立放射性肺损伤模型的动物模型

研究越来越多，但是大多是普通放疗、单次大剂量、

单肺造模[16,18]。我们希望建立更接近于临床实际的

动物模型及为临床 V5 安全阈值的设定提供实验依

据。很多放疗单位已常规开展 3D-CRT、IMRT、旋

转容积调强等精确放疗技术，且多采用分次照射。

与单次大剂量照射相比，两种方式生物有效剂量差

别很大。大鼠、小鼠作为常用实验动物因其肺体积

太小，无法进行靶区勾画及对 V5 设定，而新西兰

大白兔双肺体积足够，分次照射重复性好，其本身

对射线中度敏感，是较理想的实验对象。 

放射性肺损伤的发生学说众多，目前普遍认可

的是细胞因子瀑布学说，TGF-β1、TNF-α 是此学说

的主要两种细胞因子，其表达与放射性肺损伤的发

生呈正相关[19-20]。本实验免疫组化染色显示，V5

高值组照射后 TGF-β1 表达强度明显大于低值组及

对照组，表明 V5 的数值越高，放射性肺损伤发生

的程度越重。也提示我们可以通过限定 V5 的值来

降低发生严重放射性肺损伤的风险。TNF-α 的表达

与 V5 的相关性没有 TGF-β1 明显，但总体上与

TGF-β1 一致。在 V5 50%时，病理提示已出现放射

性肺损伤，TGF-β1 表达与对照组有统计学差异，

表明 V5 的安全阈值在 50%附近。我们的研究结果

与已有回顾性临床研究的阈值相比差异不大，为临

床工作提供了实验依据，具有一定的指导意义。 

综上所述，V5 是除 V20、V30、MLD 之外的

放射性肺损伤的另一独立预测因子。在临床实践中

我们应该综合运用上述各指标预防严重放射性肺

损伤的发生。 
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