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【摘要】目的 探讨贝伐珠单抗（Bev）联合高压氧（HBO）对小鼠胶质母细胞瘤（GBM）的治疗作用。方法 体外培养U251细
胞，随机分为对照组、Bev组（Bev作用24 h）、HBO组（HBO治疗1次）和Bev+HBO组（Bev作用24 h后，接受HBO治疗1次），采用

MTT法检测细胞增殖能力，采用划痕实验和Transwell小室实验检测细胞迁移和侵袭能力。取100只雄性BALB/c裸鼠，右侧纹

状体注射U251细胞建立GBM模型，造模后7 d随机分为对照组（腹腔注射PBS，3次/周，连续2周）、Bev组（腹腔注射Bev，5 mg/
kg，3次/周，连续2周）、HBO组（HBO治疗，1次/d，连续2周）、Bev+HBO组（同时接受Bev和HBO处理2周）；每组取10只小鼠记

录生存时间；每组取5只小鼠，HE染色测定肿瘤体积；每组取5只小鼠，CD34免疫组化染色测定肿瘤组织微血管密度（MVD）；每
组取 5只小鼠，PCR检测肿瘤组织基质金属蛋白酶（MMP）9 mRNA表达水平。结果 Bev对U251细胞增殖能力无明显影响（P>
0.05），明显增强U251细胞迁移和侵袭能力（P<0.01）；明显降低肿瘤组织MVD（P<0.05），明显增加肿瘤组织MMP9 mRNA表达水

平（P<0.05），但对荷瘤小鼠肿瘤体积及生存时间无明显影响（P>0.05）。HBO明显抑制U251细胞增殖、迁移、侵袭能力（P<
0.01），明显降低荷瘤小鼠肿瘤组织MMP9 mRNA表达水平（P<0.01），但对荷瘤小鼠生存时间、肿瘤体积及肿瘤组织MVD均无明

显影响（P>0.05）。Bev联合HBO明显抑制U251细胞增殖、侵袭和迁移能力，明显降低荷瘤小鼠肿瘤组织MVD和MMP9 mRNA
水平（P<0.05），明显缩小肿瘤体积（P<0.05），明显延长荷瘤小鼠的生存时间（P<0.01）。结论 单独应用Bev或HBO对GBM小鼠

肿瘤体积及生存时间无明显影响，但Bev联合HBO明显抑制小鼠GBM生长，明显延长小鼠生存时间。
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【Abstract】Objective To explore the therapeutic effect of bevacizumab (Bev) combined with hyperbaric oxygen therapy (HBO) on
a mouse model of glioblastoma (GBM). Methods U251 cells were cultured in vitro and randomly divided into control group, Bev group
(treatment with Bev for 24 h), HBO group (tretament with HBO for one time) and Bev+HBO group (treatment with Bev for 24 h and then
with HBO). MTT assay, transwell migration assay and wound healing assay were used to detect the proliferation, migration and invasion
abilities of U251 cells. U251 cells were injected into the right striatum of 100 male BALB/c nude mice to establish the GBM models. 7
days after making the establishment, these mice were randomly divided into control group (intraperitoneal injection of PBS, 3 times per
week for 2 weeks) and Bev group (intraperitoneal injection of Bev, 5 mg/kg, 3 times per week for 2 weeks), HBO group (HBO, 1 time per
day for 2 weeks), Bev+HBO group (treatment with Bev and HBO for 2 weeks). Ten mice in each group were used to record survival time;
5 mice in each group were used to measure the tumor volume by HE staining; 5 mice in each group were used measure the tumor tissue
microvessel density (MVD) by CD34 immunohistochemical staining; 5 mice in each group were used to detect the expression level of
matrix metalloproteinase (MMP) 9 mRNA in tumor tissues by PCR. Results Bev had no significant effect on the proliferation of U251
cells (P>0.05), but significantly enhanced the migration and invasion of U251 cells (P<0.01). Bev significantly reduced tumor tissue
MVD (P<0.05) and significantly increased tumor tissue MMP9 mRNA expression levels (P<0.05), but had no significant effect on tumor
volume and survival time of GBM mice (P>0.05). HBO significantly inhibited the proliferation, migration and invasion of U251 cells (P<
0.01). HBO significantly reduced the expression level of MMP9 mRNA in tumor tissues of GBM mice (P<0.01), but it had no significant
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胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）是侵袭性极

强的颅内恶性肿瘤，即使采用手术联合术后放化疗

等综合治疗，中位生存时间仅 14个月[1]。GBM高表

达血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor，VEGF），理论上抗VEGF治疗具有良好效果，

但Ⅲ期临床试验（AVAglio 和 RTOG 0825）表明，贝

伐珠单抗（bevacizumab，Bev）、放疗和替莫唑胺的联

合治疗方案，并未提高新诊断的GBM病人总生存期
[2，3]。并且，抗VEGF靶向治疗后，胶质瘤细胞的侵袭

能力明显增强[4，5]。高压氧（hyperbaric oxygen，HBO）
可抑制基质金属蛋白酶9（matrix metalloproteinase 9，
MMP-9）的表达，从而抑制肿瘤细胞的浸润 [6~9]。另

外，HBO可直接抑制肿瘤细胞增殖或通过提高放化

疗的敏感性，在多种肿瘤的治疗中发挥作用[10~12]。本

文探讨Bev联合HBO对小鼠GBM的治疗作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 GBM细胞系U251细胞（中国人民解

放军空军军医大学神经外科研究所章翔教授惠赠）

用含 10 ml/L胎牛血清（美国 Gibco公司）的 DMEM
（美国Hyclone公司）培养基培养。

1.2 MTT法检测Bev作用浓度 将U251细胞接种至

24孔板，每孔 1×104个细胞，1 d后（细胞贴壁），加入

不同浓度Bev（0、2、4、6、8、10 mg/ml）。继续培养 2、
4、6 d，MTT试剂盒（美国Sigma公司）测定吸光度值，

绘制细胞生长曲线，确定后续实验Bev的浓度。

1.3 分组及处理 将U251细胞分为4组：对照组、Bev
组、HBO组和Bev+HBO组。HBO处理方案：采用烟

台豪特氧业设备有限公司的动物实验舱，按操作说

明，在30 min内稳定升高至0.2 MPa，持续60 min，然
后在 30 min内降至常压后出舱，加压时注意氧舱温

度不超过37℃。对照组不进行任何处理；Bev组加入

6 mg/ml的Bev作用24 h；HBO组接受1次HBO治疗；

Bev+HBO组在加入6 mg/ml的Bev作用24 h后，接受

HBO治疗 1次。在HBO组和Bev+HBO组接受HBO
治疗时，对照组和Bev组细胞从孵箱取出，放于室温

（25 ℃）120 min。
1.4 MTT法检测细胞增殖能力 将U251细胞接种至

24孔板，每孔 1×104个细胞，每组接种 9孔。24 h后

（细胞贴壁）行不同处理，继续培养48 h，每组取3孔
计数，以MTT法测定吸光度值。

1.5 划痕实验检测细胞迁移能力 以1×105细胞/孔的

密度，将U251细胞接种于6孔板中，生长至90%的融

合度后，用200 μl枪头垂直于六孔板底部划痕，无血

清DMEM培养液洗去除划下的细胞，以无血清培养

基培养。各组细胞行相应处理后，用倒置相差显微

镜记录此时及24 h后细胞的迁移情况。

1.6 Transwell实验检测细胞侵袭能力 基质胶（美国

BD公司）包被的Transwell小室（美国Millipore公司）

放入 24 孔培养板中，以 5×104细胞/孔的密度，将

U251细胞接种至上室，孔径为 8 μm的滤膜将上室

的细胞和下室的培养液隔开。各组行相应处理，以

无血清培养基培养 24 h后，将位于滤膜上层的细胞

擦除，穿过滤膜，位于滤膜下部的细胞用龙胆紫（美

国Sigam公司）染色后，倒置显微镜观察。

1.7 脑胶质瘤裸鼠原位移植瘤模型的建立及实验分

组 取100只雄性BALB/c裸鼠[3~4周龄，（14±2）g，斯
贝福生物技术有限公司]，参照文献[13，14]在鼠立体

定向仪（西安光学仪器厂）辅助下，通过微量进样器，

将1×106个U251细胞（2 μl）注射到右侧纹状体，建立

荷瘤动物模型。7 d后将裸鼠随机分为对照组、Bev
组、HBO组和Bev+HBO组，每组 25只。对照组经腹

腔脉注射 PBS，3次/周，连续 2周；Bev组腹腔注射

Bev（5 mg/kg，3次/周，连续 2周；HBO组接受HBO治

疗，1次/d，连续 2周；Bev+HBO组同时接受 Bev和
HBO处理2周。

1.8 小鼠存活时间分析 每组取10只小鼠，记录小鼠

存活时间。

1.9 肿瘤体积的评估 造模后 21 d，每组取 5只裸鼠

采用CO2窒息法处死，参照文献[16]，将小鼠脑组织

从瘤细胞接种处一分为二，包埋后连续切三张切片，

进行HE染色（图 1），使用 NIS-Elements 软件（日本

尼康公司）计算每张图像中肿瘤面积，并取平均值，

将瘤组织估算成一个球形，计算肿瘤组织的半径 r，
按公式4πr3/3计算肿瘤体积。

1.10 微血管密度（micro vessel density，MVD）的测定

effect on the survival time, tumor volume and tumor tissue MVD of GBM mice (P>0.05). Bev combined with HBO significantly inhibited
the proliferation, invasion and migration of U251 cells, significantly reduced MVD and MMP9 mRNA levels in tumor tissues and tumor
volume of GBM mice (P<0.05), and significantly prolonged the survival time of GBM mice (P<0.01). Conclusions Bev or HBO alone has
no significant effect on the tumor volume and survival time of GBM mice, but the combination of Bev and HBO significantly inhibits the
tumor growth and significantly prolongs the survival time of GBM mice.

【Key words】Glioblastoma; Bevacizumab; Hyperbaric oxygen; Proliferation; Invasion
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造模后 21 d，每组取 5只裸鼠，多聚甲醛灌注固定后

分离肿瘤组织，冰冻切片后，采用采用 SP法进行

CD34免疫组织化学染色，按试剂盒（北京中杉金桥

生物技术有限公司）说明操作。参照Weidner等[17]报

道方法测定MVD，高倍镜下（×200）计数CD34阳性

细胞数，单位为个/HP。见图2。
1.11 qPCR检测肿瘤组织MMP9 mRNA的表达 造模

后 21 d，每组选取 5只裸鼠采用CO2窒息法处死，获

取颅内肿瘤组织，使用 TRIzol试剂（日本TaKaRa公
司）提取总RNA。使用逆转录系统（日本 Toboyo公
司）逆转录成 cDNA。qPCR 使用 SYBR Premix EX
Taq试剂盒（日本 TaKaRa公司）和ABI PRISM 7300
qPCR系统（美国Applied Biosystems公司），以GAP⁃
DH为内参，重复三次。采用 2-ΔΔCT法量化分析。

1.12 统计学分析 采用 SPSS 19.0进行分析；定量资

料用 x±s表示，采用方差分析和 q检验；非正态分布

定量资料采用Kruskal-Wallis H检验；P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 Bev 的作用浓度 0、2、4、6 mg/ml 的 Bev 处理

U251细胞，细胞增殖能力无明显差异（P>0.05，图
3）；8、10 mg/ml的Bev处理U251细胞，细胞增殖能力

明显下降（P<0.01，图 3）。因此，选用 6 mg/ml的Bev
进行后续实验。

2.2 HBO联合Bev对U251细胞增殖能力的影响 与

对照组相比，Bev组U251细胞增殖能力无明显变化

（P>0.05，图 4）；与对照组或 Bev 组相比，HBO 组

U251 细胞增殖能力明显下降（P<0.01，图 4）。与

HBO组相比，HBO+Bev组U251细胞增殖能力明显

下降（P<0.05，图4）。
2.3 HBO联合Bev对体外培养U251细胞迁移和侵袭

能力的影响 与对照组相比，Bev组U251细胞迁移和

图4 HBO联合Bev对U251细胞增殖能力的影响

与对照组相比 * P<0.01；与Bev组相比，# P<0.05；与HBO组相比，

& P<0.05；HBO. 高压氧；Bev. 贝伐珠单抗

图3 贝伐珠单抗作用U251细胞最佳浓度的确定

与0 mg/ml组相应值比，* P<0.01，# P>0.05
图1 HE染色测定荷瘤裸鼠肿瘤体积

图2 CD34免疫组化染色测定荷瘤裸鼠微血管密度（×200）
A. 对照组；B. Bev组；C. HBO组；D. HBO+Bev组；标尺为100 μm
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侵袭能力均明显增加（P<0.01，图 5、6），而HBO组

U251细胞迁移和侵袭能力均明显下降（P<0.01，图
3、4）；与Bev组相比，Bev+HBO组U251细胞迁移和

侵袭能力明显下降（P<0.01，图 5、6）。与HBO组相

比，Bev+HBO组细胞迁移和侵袭能力均无明显变化

（P>0.05，图5、6）。
2.4 HBO联合 Bev荷瘤裸鼠存活时间的影响 对照

组、Bev组、HBO组、Bev +HBO组荷瘤裸鼠中位生存

时间（四分位间距）分别为：22（18~27）d、24（20~31）
d、23（21~30）d、32（29~39）d。与对照组相比，Bev组
和HBO组荷瘤小鼠的生存时间延长，但无统计学差

异（P>0.05）。与对照组、HBO组或Bev组相比，HBO
联合Bev组荷瘤裸鼠的存活时间明显延长（P<0.01）。
2.5 HBO联合 Bev荷瘤裸鼠肿瘤体积的影响 对照

组、Bev组、HBO组、Bev+HBO组荷瘤裸鼠的肿瘤体

积分别为：（32.47 ± 2.09）mm3、（27.51 ± 4.76）mm3、

（26.78±4.24）mm3、（16.27±3.03）mm3。与对照组相

比，Bev组和HBO组荷瘤小鼠的肿瘤体积缩小，但无

统计学差异（P>0.05）。与对照组、HBO组或Bev组
相比，HBO+Bev组荷瘤小鼠的肿瘤体积明显缩小

（P<0.01）。
2.6 HBO联合 Bev荷瘤裸鼠肿瘤体积的影响 对照

组、Bev 组、HBO 组、Bev+HBO 组荷瘤裸鼠的肿瘤

MVD分别为：（40.17±7.68）个/HP、（28.50±7.06）个/
HP、（35.50±5.17）个/HP、（26.17±6.11）个/HP。与对

照组相比，Bev组和HBO+Bev组MVD明显减少（P<
0.05），HBO组MVD无明显变化（P>0.05）；Bev组与

HBO+Bev组MVD无统计学差异（P>0.05）。
2.7 HBO联合Bev荷瘤裸鼠肿瘤MMP9 mRNA表达

的影响 与对照组相比，Bev组MMP9 mRNA表达水

图5 HBO联合Bev对U251细胞迁移能力的影响

与对照组相比 * P<0.01；与Bev组相比，# P<0.05；HBO. 高压氧；Bev. 贝伐珠单抗

图6 HBO联合Bev对U251细胞侵袭能力的影响

与对照组相比 * P<0.01；与Bev组相比，# P<0.05；HBO. 高压氧；Bev. 贝伐珠单抗
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平明显增加（P<0.01，图 7），HBO组MMP9 mRNA表

达水平明显下降（P<0.01，图 7）；与对照组和Bev组
相比，HBO+Bev组MMP9 mRNA表达水平明显下降

（P<0.01，图 7）。与HBO组相比，HBO+Bev组MMP9
mRNA表达水平无明显变化（P>0.05，图7）。
3 讨 论

GBM属于血管形成极为活跃的实体瘤，VEGF
在血管形成中发挥重要作用，GBM组织VEGF呈高

表达。理论上，VEGF单克隆抗体Bev对GBM有一

定的治疗效果。实际上，Bev联合替莫唑胺和放疗

明显延长新诊断的GBM病人无进展生存期，显示了

Bev在胶质瘤治疗领域的潜力。然而，Bev可诱导增

强胶质瘤细胞侵袭性，并使病人病情迅速恶化，在临

床应用中并不能明显延长病人总生存期。如果克服

Bev导致的肿瘤细胞侵袭性增强，并增强Bev对肿瘤

细胞的抑制作用，对增强Bev的治疗效果有利。

本文结果显示HBO明显抑制Bev导致的U251
细胞侵袭性增强。以往大量研究显示MMP9在肿瘤

细胞的侵袭和转移中发挥重要作用，并与肿瘤细胞

增殖能力相关[15]。MMP9的表达水平随胶质瘤病理

分级的增高而增加，与GBM的侵袭性、增殖能力以

及病人不良预后有着密切的关系；抑制MMP9，肿瘤

细胞的侵袭和增殖能力明显下降。HBO可明显抑

制缺血脑组织、脊髓损伤组织、糖尿病足、损伤血管

组织MMP9的表达，还可下调肿瘤细胞MMP9的表

达，抑制肿瘤细胞的浸润与转移[8，9，18]。本文结果显

示，HBO明显抑制Bev导致的MMP9表达上调，提示

MMP9在HBO抑制 Bev导致的U251细胞侵袭性增

强中发挥重要作用。

回顾性分析及荟萃分析显示HBO可导致肿瘤

细胞凋亡、抑制肿瘤细胞分裂增殖。本文结果显示，

与单独HBO或Bev相比，二者联合应用使U251细胞

的增殖能力明显下降，荷瘤裸鼠的肿瘤体积明显缩

小，存活时间明显延长，提示HBO与Bev联合应用，

可产生协同效应，共同抑制GBM生长。本文还发

现，Bev可降低肿瘤组织MVD，但不能延长荷瘤裸鼠

的存活时间，与临床应用 Bev治疗 GBM的结论一

致。HBO对肿瘤组织MVD没有影响，联合应用Bev
与HBO，与单独使用Bev相比，肿瘤组织MVD未见

明显变化，但肿瘤体积缩小，荷瘤裸鼠存活时间明显

延长，提示HBO增强Bev对胶质瘤细胞的抑制效果，

与肿瘤组织内血管形成的关系不大，其中涉及的机

制有待进一步研究分析。

既往研究显示，HBO可增强化疗药物的敏感

性，改善胶质瘤的放疗抗性，抑制胶质瘤干细胞增

殖，并促进胶质瘤病人术后神经功能恢复，因此将

HBO作为胶质瘤辅助治疗的方法，值得深入研究。

总之，HBO可抑制Bev导致的胶质瘤细胞侵袭

性增强，又能增强Bev对胶质瘤细胞的抑制作用，将

HBO与Bev联合应用，有助于增强Bev的治疗作用。
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这提示PIK3CD-AS2与胶质瘤的发生和恶性进展存

在一定的关系。同时，本文还发现 PIK3CD-AS2高

表达病人总生存期显著低于低表达病人。为验证数

据库检索结果的可靠性，我们收集 127例临床胶质

瘤病例进行分析，结果与公共数据库检索结果相符，

进一步证实了PIK3CD-AS2作为胶质瘤分子生物学

标志物的价值。

总之，lncRNA PIK3CD-AS2 在胶质瘤中高表

达，可作为胶质瘤病人预后生物学标志物。
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