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【摘要】 目的 探讨替莫唑胺（TMZ）和甲泼尼龙（MP）对人胶质瘤细胞系 U251 放射治疗敏感性的

影响，以期为临床优化治疗方案提供依据。方法 经体外传代培养的 U251 细胞根据治疗方案的不同，

分为对照组、放射治疗（R）组、放射治疗 + 替莫唑胺（R + TMZ）组、放射治疗 + 甲泼尼龙（R + MP）组、放射

治疗 + 替莫唑胺 + 甲泼尼龙（R + TMZ + MP）组，分别予以放射治疗（2 Gy/24 h）、替莫唑胺、甲泼尼龙及三

者联合治疗。采用磺酰罗丹明 B（SRB）比色法、流式细胞术和 Western blotting 法分析 U251 细胞增殖率

和凋亡率，观察凋亡相关蛋白 Bax 和 Bcl⁃2 表达变化。结果 放射线照射联合甲泼尼龙治疗后，U251 细

胞存活率明显升高（均 P = 0.000）；但经体外培养 24 和 48 h 后，三者联合治疗组（R + TMZ + MP 组）U251
细胞增殖率显著高于放射治疗联合替莫唑胺组（P = 0.000）。除对照组外，不同抗肿瘤治疗组 U251 细胞

凋亡率均呈现升高趋势（P = 0.000），但放射治疗联合甲泼尼龙组细胞凋亡率显著低于其他各组（均 P =
0.000）。经放射线照射联合替莫唑胺和三者联合治疗后，U251 细胞 Bax 蛋白表达水平升高（P = 0.000），

而放射线照射联合甲泼尼龙和三者联合治疗，Bcl⁃2 蛋白表达水平升高；其中以放射治疗联合替莫唑胺

组 Bax/Bcl⁃2 比值最高（P = 0.000），放射治疗联合甲泼尼龙组最低（P = 0.000）。结论 甲泼尼龙可以诱

导人胶质瘤细胞产生放射抵抗，而替莫唑胺对甲泼尼龙诱导的放射抵抗具有增敏作用。提示：胶质母细

胞瘤患者在应用甲泼尼龙减轻放射治疗不良反应过程中所诱导的放射治疗抵抗可通过同时应用替莫唑

胺而抵消。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of temozolomide (TMZ) and methylprednisolone
(MP) on the radiosensitivity of human glioma cells (U251 cells), and to provide experimental evidence for
optimal chemotherapy in malignant glioma. Methods Human U251 cells were used for this experiment,
and treated respectively by 5 schemes: group C (control, not irradiated and no TMZ and MP), R (irradiated
alone), R + TMZ (irradiated and TMZ), R + MP (irradiated and MP) and R + TMZ + MP (irradiated, TMZ and
MP). Sulforhodamine B (SRB) assay was used to calculate the cell viability percentage. The apoptosis rate
of U251 cells was determined by flow cytometry. The expression of Bax and Bcl ⁃ 2 protein in the treated
cells was detected by Western blotting. Results After treatment, the survival rate in group R + MP was
significantly higher than group R, R + TMZ and R + TMZ + MP (P = 0.000, for all). The proliferation rate of
group R + TMZ + MP at 24 and 48 h was higher than group R + TMZ (P = 0.000). The detection of apoptosis
showed that the apoptosis rate in experimental groups increased obviously (P = 0.000, for all), but not in

group C. In cell apoptosis elevated
groups, the apoptosis rate of group R +
MP increased less than group R, R +
TMZ and R + TMZ + MP (P = 0.000, for
all). The Bax expression in group R +
TMZ and R + TMZ + MP was clearly
higher than group C, R and R + MP
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胶质母细胞瘤为临床常见的颅内原发性恶性

肿瘤，具有恶性程度高、呈浸润性生长及导致神经

功能障碍之特点。目前对胶质母细胞瘤的治疗方

案主要采用手术治疗，辅助术后分割照射并口服小

剂量替莫唑胺（TMZ，75 mg/m2）的同步放射治疗和

药物化疗方案，放射治疗 4 周后按标准治疗方案继

续服用 6 个周期的替莫唑胺，剂量 150 ~ 200 mg/m2

（前 5 d/28 d）［1⁃3］。第 2 代烷化剂替莫唑胺为咪唑四

嗪类衍生物，不经过肝脏代谢，可直接在胶质瘤组

织的碱性环境中分解，生成活性物质 5⁃（3⁃甲基三氮

烯⁃1⁃）咪唑⁃4⁃酰胺（MTIC），后者对肿瘤细胞具有较

好的疗效且不良反应小，此外，替莫唑胺的高脂溶

性、呈小分子及能透过血⁃脑脊液屏障的特点，亦被

公认为治疗胶质瘤的首选药物［2，4⁃6］。胶质母细胞瘤

患者常伴有严重的瘤周水肿、术后反应性水肿或放

射性脑水肿，需糖皮质激素如甲泼尼龙（MP）作为辅

助治疗药物。然而，最近的一些研究证实，糖皮质

激素有可能降低放射治疗或药物化疗所诱导的肿

瘤细胞死亡［7⁃13］。为此我们进行了相关体外研究，

以观察甲泼尼龙在放射治疗联合替莫唑胺治疗过

程中对 U251 细胞增殖、凋亡，以及凋亡相关蛋白

Bax 和 Bcl⁃2 表达的影响，拟从细胞和分子水平探讨

替莫唑胺及甲泼尼龙对人胶质瘤细胞放射治疗敏

感性的作用，为临床优化治疗方案提供理论依据。

材料与方法

一、材料

1. 细胞系来源 实验用细胞系为人胶质瘤细胞

系 U251，购自中国科学院上海生命科学研究院生物

化学与细胞生物学研究所中国科学院细胞库，稳定

传代 10 代后用于本实验。

2. 试剂与仪器 替莫唑胺纯药由天津天士力医

药营销集团有限公司提供，溶于体积分数为 10%的

二甲亚砜（DMSO，美国 Sigma 公司）溶液中，储存液

质量浓度为 100 mg/ml，使用时以 DMEM（体积分

数 < 0.1%）稀释至所需工作浓度，以免影响细胞生

长。甲泼尼龙（质量分数为 4%甲泼尼龙琥珀酸钠

注射液）为美国辉瑞制药有限公司产品，溶于无菌

去离子水溶液中，储存浓度为 10 mmol/L，使用时以

DMEM 稀释至所需工作浓度。磺酰罗丹明 B（SRB）
购自美国 Sigma⁃Aldrich 公司。免疫组织化学染色

试剂中Ⅰ抗工作液［含兔抗人 Bcl⁃2、Bax 和小鼠抗人

甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶（GAPDH）单克隆抗体，工作浓

度均为 1∶1000］购自美国 Santa Cruz 公司；Ⅱ抗工

作液［含辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔和

山羊抗小鼠 IgG 抗体，工作浓度均为 1∶1000］购自

武汉博士德生物工程有限公司。免疫印迹化学发

光（ECL）系统及聚偏二氟乙烯（PVDF）膜为美国

Millipore 公司产品。高糖 DMEM 培养液购自北京索

莱宝科技有限公司。体积分数为 10%的胎牛血清

（FBS）由美国 HyClone 公司提供。

二、实验方法

1. 细胞培养 将经体外传至第 10 代的人胶质

瘤细胞系 U251 置于含体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM 完全培养液中，37℃、体积分数为 5%二氧化

碳、饱和湿度培养箱常规培养，每 2 d 更换 1 次培养

液，细胞增殖达 80%融合时传代。将细胞密度为

200 × 10 3/L、呈对数生长的 U251 细胞接种于 6 孔培

养板，常规培养过夜后分为 5 组：对照组、放射治疗

组（R 组）、放射治疗 + 替莫唑胺组（R + TMZ 组）、放

射治疗 + 甲泼尼龙组（R + MP 组）、放射治疗 + 替莫

唑胺 + 甲泼尼龙组（R + TMZ + MP 组）。其中 R +
TMZ 组、R + MP 组和 R + TMZ + MP 组分别加入替莫

唑胺（终浓度为 100 μmol/L）和（或）甲泼尼龙（终浓

度为 53 μmol/L），继续培养 2 h，除对照组外，其余各

组均采用德国 Siemens Primus 直线加速器对 U251
细胞进行照射，照射条件为 6MV⁃X 线垂直照射，剂

量为 2 Gy/24 h。

(P = 0.000, for all). The Bcl ⁃ 2 protein in group R + MP and R + TMZ + MP was expressed significantly
higher than group C, R and R + TMZ (P = 0.000, for all). The highest Bax/Bcl⁃2 ratio was in group R + TMZ
(P = 0.000), and the lowest Bax/Bcl ⁃ 2 ratio was in group R + MP (P = 0.000). Conclusion MP could
induce human glioma cells to resist radiation. TMZ could improve the radioresistant induced by MP.
During the radiotherapy in malignant glioma, the radiation resistant effect induced by using MP to reduce
radiotherapeutic adverse reaction could be offset by TMZ.

【Key words】 Glioma; Temozolomide; Methylprednisolone; Antineoplastic combined
chemotherapy protocols; Apoptosis; Flow cytometry; Cells, cultured; In vitro
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表 1 不同处理组 U251 细胞各测量时间点细胞
增殖活性的比较（x ± s，OD540 nm）

组别

对照组

R 组

R+TMZ 组

R+MP 组

R+TMZ+MP 组

F值

P值

样本
例数

3
3
3
3
3

24 h
1.12 ± 0.01
0.94 ± 0.02
0.87 ± 0.02
1.01 ± 0.02
0.91 ± 0.02

28.385
0.001

48 h
1.52 ± 0.02
1.18 ± 0.02
0.98 ± 0.01
1.22 ± 0.02
1.06 ± 0.02

172.736
0.000

72 h
1.75 ± 0.03
1.29 ± 0.02
1.03 ± 0.01
1.33 ± 0.02
1.09 ± 0.01

210.847
0.000

96 h
2.23 ± 0.03
1.47 ± 0.02
1.09 ± 0.02
1.57 ± 0.01
1.12 ± 0.02

703.672
0.000

图 1 SRB 比色法分析不同处理组
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2. SRB 比色法检测不同处理组 U251 细胞增殖

活性 采集呈对数生长的 U251 细胞，按照细胞密度

3 × 10 3/孔接种于 96 孔培养板，每组设 4 个复孔。常

规培养过夜后，R + TMZ 组、R + MP 组和 R + TMZ +
MP 组分别加入替莫唑胺（终浓度为 100 μmol/L）和

（或）甲泼尼龙（终浓度为 53 μmol/L），继续培养 2 h，
予 2 Gy/24 h 放射治疗，分别于继续培养 24、48、72 和

96 h 后检测 U251 细胞增殖活性。三氯乙酸（TCA）
固定，弃上清，每孔滴加质量分数为 0.4%磺酰罗丹

B 100 μ l；10 mmol/L 非缓冲 Tris 碱性溶液（pH 值

10.50）150 μ l 溶于已结合的磺酰罗丹 B 中，经美国

Bio ⁃ Rad 酶 标 仪 测 定 每 孔 在 540 nm 下 的 光 密 度

（OD）值，以 490 nm 作为参照。计算公式：细胞存活

率（%）= 治疗组 OD 值/对照组 OD 值 × 100%。

3. Annexin Ⅴ⁃FITC/PI 双染法定量检测 U251 细

胞凋亡率 将处理 72 h 后呈对数生长的 U251 细胞

消化为单细胞悬液，经 4 ℃磷酸盐缓冲液冲洗 2 次，

重悬细胞于 100 μl 结合缓冲液中，调节细胞密度至

1 × 10 9/L。滴加 20 μ l 异硫氰酸荧光素（FITC）标记

的 Annexin Ⅴ和 5 μl 碘化丙啶（PI）溶液，摇匀，室温

下避光染色 15 min，滴加 400 μl 结合缓冲液，重悬后

采用 FACS Calibur 流式细胞仪即刻行细胞凋亡率测

定和 CELLQuest 软件分析，同时以不加 Annexin V⁃
FITC 和 PI 的 U251 细胞作为阴性对照。

4. Western blotting 法检测 Bax 和 Bcl⁃2 蛋白表达

水平 选择处于对数生长期并经治疗的 U251 细胞

进行 Western blotting 检测。以 100 μ l 十二烷基磺

酸钠（SDS）上样缓冲液煮沸法提取总蛋白，4 ℃、离

心半径 5.50 cm、12 000 r/min 离心 15 min，20 μl 上样

量，以体积分数为 10% SDS⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

（PAGE）分离蛋白质，电转移至 PVDF 膜后封闭，加

入含兔抗人 Bax 和 Bcl⁃2 单克隆抗体的Ⅰ抗工作液

（1∶1000）于 4 ℃孵育过夜，然后加入经辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 IgGⅡ抗（1∶1000）于室温下

孵育 1 h。免疫印迹化学发光试剂按照比例（1∶1）
混匀后加于 PVDF 膜上，X 线适度曝光，行 GAPDH
二次杂交，即 70 ℃水浴洗膜 30 min［Tris⁃HCl 溶液

（pH 值 6.80）62.50 mmol/L，体积分数为 2% SDS，以
及β⁃巯基乙醇 100 mmol/L］，以小鼠 GAPDH 单克隆

抗体（1∶1000）作为内参照物。采用 UVI 光密度扫

描 仪（SYNGENE Chemigenius）检 测 靶 蛋 白 与

GAPDH 每一杂交图像的峰面积值，以峰面积值比值

表示靶蛋白表达水平，每一样本共计检测 3 次，取其

平均值。

三、统计分析方法

本研究所得实验数据采用 SPSS 16.0 统计软件

进行计算与分析。计量数据以均数 ± 标准差（x ± s）
表示，多个样本均数间的比较采用单因素方差分

析，两两比较行 LSD⁃t 检验。以 P ≤ 0.05 为差异具

有统计学意义。

结 果

一、细胞增殖活性分析

与放射治疗组（R 组）相比，R + MP 组 U251 细胞

增殖率升高（P = 0.000）；R + TMZ 组细胞增殖率降低

（P = 0.000），且于治疗 72 h（P = 0.000）和 96 h（P =
0.000）时组间差异最为明显。R + TMZ + MP 组 U251
细胞于 24 h（P = 0.000）和 48 h（P = 0.001）时增殖率

高于 R + TMZ 组，且组间差异有统计学意义（P =
0.000），但在 72 和 96 h 时两组之间细胞增殖率差异

无统计学意义（P = 0.273；图 1，表 1）。

二、细胞凋亡率分析

流式细胞术检测显示，除对照组外，其余各处

理组 U251 细胞凋亡率均升高（P = 0.000），其中 R +
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MP 组 U251 细胞凋亡率分别低于放射治疗组（R 组，

P = 0.000）、R + TMZ 组（P = 0.000）和 R + TMZ + MP
组（P = 0.000），但后 3 组之间细胞凋亡率差异无统

计学意义（P = 0.391；图 2，表 2）。

三、Bax 和 Bcl⁃2 蛋白表达变化

Western blotting 检测显示，R + TMZ 组和 R +
TMZ + MP 组 U251 细胞 Bax 蛋白表达水平高于对照

组（P = 0.000）、放射治疗组（R 组，P = 0.000）和 R +
MP 组（P = 0.000）；而 R + MP 组和 R + TMZ + MP 组

Bcl⁃2 蛋白表达水平则分别高于对照组（P = 0.000）、

放射治疗组（P = 0.000）和 R + TMZ 组（P = 0.000）。

不同处理组之间比较，以 R + TMZ 组 Bax/Bcl⁃2 比值

最高（P = 0.000）、R + MP 组最低（P = 0.000），对照

组、放射治疗组和 R + TMZ + MP 组之间比较差异无

统计学意义（P = 0.191；图 3，表 3）。

讨 论

近年来，随着 fMRI、神经影像学引导的手术切

除及术中唤醒技术的发展，促进了恶性胶质瘤的最

大限度的切除［14］。新型辅助放射治疗和药物化疗

的序贯方案进一步提高了胶质母细胞瘤的治疗效

果，但总体疗效仍不尽如人意。目前，对于胶质母

细胞瘤患者所伴发的严重瘤周水肿、术后反应性水

肿和放射性脑水肿，主要应用糖皮质激素如甲泼尼

龙治疗，通过降低毛细血管通透性，降低瘤周水肿，

改善局部脑组织血流和葡萄糖代谢以缓解症状与

体征。然而，大量研究证实，糖皮质激素对放射治

疗或药物化疗所诱导的细胞死亡起反作用［7⁃13］。本

研究结果亦表明，甲泼尼龙对放射治疗造成的细胞

存活率下降具有抑制作用。因此，阐明糖皮质激素

类药物增强胶质母细胞瘤放射治疗抵抗作用的机

制及如何抵消这种作用，对指导临床放射治疗和药

物化疗方案的调整，具有重要意义。

肿瘤放射治疗的机制，主要是通过放射线产生

的氧自由基和损伤 DNA 来诱导肿瘤细胞凋亡，其有

效性已经多项肿瘤细胞放射线照射治疗研究所证

实［15⁃16］。而糖皮质激素类药物则可诱导产生放射治

疗抵抗［11］。糖皮质激素作为非酶类自由基清除剂，

可直接清除体内的自由基，并抑制巨噬细胞一氧化

组别

对照组

R 组

R+TMZ 组

R+MP 组

R+TMZ+MP 组

样本例数

3
3
3
3
3

细胞凋亡率

2.91 ± 0.15
12.91 ± 0.23
12.98 ± 0.22

5.58 ± 0.19
13.48 ± 0.26

F值

2543.000

P值

0.000

表 2 不同处理组 U251 细胞凋亡率的比较（x ± s，%）
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图 2 流式细胞术检测不同处理组 U251
细胞凋亡率 2a 对照组 U251 细胞凋
亡率为（2.91 ± 0.15）% 2b R 组 U251
细胞凋亡率为（12.91 ± 0.23）% 2c R +
TMZ 组 U251 细 胞 凋 亡 率 为（12.98 ±
0.22）% 2d R + MP 组 U251 细胞凋亡
率为（5.58 ± 0.19）% 2e R + TMZ + MP
组 U251 细胞凋亡率为（13.48 ± 0.26）%
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氮合酶（NOS）活性，减少巨噬细胞一氧化氮及自由

基的生成，继而抑制细胞死亡。与此同时，糖皮质

激素尚可通过清除自由基，减轻自由基对肿瘤细胞

DNA 的损伤，保护 DNA，抑制细胞发生凋亡［17］。凋

亡信号转导通路通过促凋亡因子 P53、Bax、Caspases
蛋白与抗凋亡因子 Bcl⁃2 和凋亡抑制蛋白（IAP）之

间的平衡对细胞凋亡进行调控［18⁃19］。Bcl⁃2 蛋白家

族为重要凋亡调节因子之一，可与 Bax 蛋白形成异

二聚体而抑制细胞凋亡过程、延长细胞寿命，从而

参与肿瘤的发生与发展。Condon 等［20］经研究发现，

Bcl⁃2 高表达与肿瘤细胞放射治疗抵抗存在明显相

关性，可诱导 DNA 被放射线破坏的肿瘤细胞继续增

殖。Das 等［11］对外源性自由基损伤因素进行研究后

发现，过氧化氢（H2O2）可明显提高 Bax 蛋白表达水

平，促进胶质瘤细胞凋亡，而甲泼尼龙则增强 Bcl⁃2
蛋白表达水平，降低由过氧化氢所诱导的 Bax/Bcl⁃2
比值增高，从而抑制胶质瘤细胞凋亡。本实验结果

表明，经甲泼尼龙预处理的 U251 细胞接受放射治疗

后其细胞凋亡率明显降低，同时 Bcl⁃2 蛋白表达明显

增强，而 Bax/Bcl⁃2 比值明显降低。提示：甲泼尼龙

能够通过诱导 Bcl⁃2 蛋白的表达而降低 Bax/Bcl⁃2 比

值，使胶质瘤细胞产生放射治疗抵抗。

目前，对于胶质母细胞瘤患者的综合治疗推荐

放射线照射与替莫唑胺联合的同步治疗方案［1 ⁃ 3］。

虽然放射治疗中辅助应用甲泼尼龙可诱导胶质瘤

细胞产生放射治疗抵抗，但该项治疗方案联合甲泼

尼龙是否对治疗效果产生影响尚不清楚。替莫唑

胺为高脂溶性、小分子且能透过血⁃脑脊液屏障的烷

化剂类抗肿瘤药物，由于其确切的临床疗效，给胶

质母细胞瘤的药物化疗带来了希望，被公认为治疗

胶质瘤的首选药物［2，6］。多中心临床试验结果已证

实，联合治疗组［放射治疗期间服用替莫唑胺，之后

再行 6 个周期的替莫唑胺化疗方案（前 5 d/28 d）］，

患者中位生存期和生存率显著优于单纯放射治疗

组，且不增加化疗药物不良反应［1，3］。我们也于体外

对这一治疗序列进行模拟实验，经细胞水平研究发

现，放射线照射与替莫唑胺联合治疗方案对肿瘤细

胞的增殖抑制作用显著强于单纯放射治疗，且替莫

唑胺还能抵消甲泼尼龙所诱导的放射治疗抵抗作

用，不影响联合治疗方案之疗效。作为一线抗肿瘤

药物，替莫唑胺可改变线粒体途径促凋亡因子 Bax
和抗凋亡因子 Bcl⁃2 的表达，主要是通过提高 Bax 蛋

白表达从而增加 Bax/Bcl⁃2 比值来实现的［21 ⁃23］。本

研究显示，当放射治疗、替莫唑胺与甲泼尼龙联合

应用时，Bax 和 Bcl⁃2 蛋白表达水平显著升高，而 Bax/
Bcl⁃2 比值则明显降低，与此同时，U251 细胞凋亡率

恢复至放射治疗组（R 组）和 R + TMZ 组的水平，肿

瘤细胞增殖率明显降低。这可能与替莫唑胺增强

Bax 蛋白表达、降低 Bax/Bcl⁃2 比值从而抵消甲泼尼

龙增强 Bcl⁃2 蛋白表达所产生的放射抵抗作用有关。

综上所述，尽管甲泼尼龙存在降低放射治疗敏

感性的作用，但当放射治疗与替莫唑胺联合应用

时，辅助应用甲泼尼龙并不影响同步放射治疗和药

物化疗的临床效果。糖皮质激素类药物降低血管

通透性、修复血⁃脑脊液屏障、改善脑水肿的作用，主

要是通过继发性影响前列腺素生物合成即磷脂酶

A2 活性，改变血⁃脑脊液屏障通透性，此作用亦可通

过抑制前列腺素生物合成的下游酶类如环氧合酶⁃2
（COX⁃2）实现［24］。Portnow 等［25］证实，COX⁃2 抑制药

在控制大鼠脑肿瘤模型瘤周水肿和延长存活率方

面，可产生与糖皮质激素类似的治疗效果。而且，

COX⁃2 抑制药塞来昔布还具有促进肿瘤细胞凋亡、

发挥放射治疗增敏作用［26］。提示：此类药物可用于

替代糖皮质激素应用于胶质母细胞瘤的瘤周水肿，

但尚待进一步研究。
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由中国医师协会神经外科分会主办、首都医科大学宣武医院和青海仁济医院共同协办的第一届全国脊柱神经外科大会，

拟定于 2011 年 8 月 11-14 日在青海省西宁市举行。周定标和凌锋教授共同担任大会主席，菅凤增教授任大会秘书长。届时将

邀请国内神经外科知名专家，以及意大利、日本、韩国等国的专家作专题报告。会议采用专题讲座、自由发言、病例讨论、卫星

会等多种形式进行交流，欢迎神经外科同仁积极参会、踊跃投稿。参会者可授予国家级继续医学教育Ⅰ类学分 8 分。

1. 征文内容 脊柱退行性疾病、脊髓肿瘤、先天性畸形等疾病的诊断与治疗新进展。

2. 征文要求 尚未在国内外公开发表、800 ~ 1000 字论文摘要 1 份，按照目的、方法、结果和结论格式书写，并于文题下注

明作者姓名、工作单位、通信作者、联系方式和 Email 地址。

3. 投稿方式 仅接受 Email 投稿，请发送至：chenzan66@163.com。

4. 联系方式 北京市宣武区长椿街 45 号首都医科大学宣武医院神经外科。邮政编码：100053。联系人：陈赞、刘群。联

系电话：（010）65664332；65667556。传真：（010）65667304。Email 地址：chenzan66@163.com；leon9@126.com。详情请登录

www.neurospine-china.com。
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