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高压氧对脑内种植 GL261 胶质瘤 C57 小鼠
尼莫司汀化疗后生存期的影响

【摘要】 目的 观察高压氧辅助治疗对脑内种植 GL261 胶质瘤细胞系 C57 小鼠尼莫司汀（嘧啶亚

硝脲）化疗后平均生存期的影响。方法 于 C57 小鼠右侧尾状核种植 GL261 胶质瘤细胞，术后第 7 天分

别接受单纯高压氧或单次尼莫司汀化疗或高压氧与尼莫司汀联合治疗，观察不同治疗方法对荷瘤鼠生

存期的影响。结果 大体标本观察显示，不同处理组荷瘤鼠肿瘤体积均较大、占位效应明显，正常脑组

织受压严重、中线结构偏移，但不同处理组肿瘤体积比较差异无统计学意义（F = 0.602，P = 0.618）。平均

生存期（F = 12.177，P = 0.000）评价和 Kaplan⁃Meier 生存曲线分析（χ2 = 13.604，P=0.003）显示，单纯高压氧

治疗（χ2 = 0.365，P = 0.546）和单次尼莫司汀化疗（χ2 = 0.884，P = 0.347）对荷瘤鼠生存期无明显影响；高压

氧联合尼莫司汀化疗（χ2 = 9.962，P = 0.002）可延长荷瘤鼠生存时间，且疗效优于单纯高压氧治疗（χ2 =
6.925，P = 0.008）和单次尼莫司汀化疗（χ2 = 7.152，P = 0.007）。结论 高压氧对颅内种植 GL261 胶质瘤

细胞系的 C57 小鼠生存期和生长无明显影响和促进作用，联合尼莫司汀化疗则可使荷瘤鼠平均生存期

明显延长，提示高压氧对尼莫司汀化疗具有增效作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of hyperbaric oxygen (HBO) on the survival of C57
mice implanted with GL261 gliomas after chemotherapy with nimustine (ACNU). Methods Forty adult
male C57 mice were divided into four groups: control, HBO, ACNU and HBO + ACNU randomly by SPSS
10, and planted with GL261 glioma cell suspension in their caudate nucleus to form tumors. From the 7th
day after implantation, these groups (except control group) began to receive different treatments (HBO,
ACNU and HBO + ACNU), in order to observe the effects of different treatments on the survival time of
tumor bearing mice. Results There were no significant differences in the tumor volume, mass effect,
severe compression of normal brain tissue and midline shift (F = 0.602, P = 0.618). The average survival
time was significant with one ⁃ way ANOVA (F = 12.177, P = 0.000) and with the Kaplan ⁃ Meier survival
analysis of log⁃rank (χ 2 = 13.604, P = 0.003), while multiple comparisons between groups showed HBO (χ2 =
0.365, P = 0.546) and single ⁃ time ACNU (χ 2 = 0.884, P = 0.347) had no effect on the survival of mice; the
effect of HBO + ACNU (χ2 = 9.962, P = 0.002) was better than that of HBO (χ2 = 6.925, P = 0.008) and single⁃
time ACNU (χ 2 = 7.152, P = 0.007). Conclusion The HBO had no effect on survival time of C57 mice
with implantation of GL261 and could not promote the growth of the GL261 glioma. However, combining
the treatment with ACNU could extend the survival time of tumor bearing mice, suggesting that HBO could
strengthen the therapeutic effects of ACNU．
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脑胶质瘤具有浸润性生长特点，神经外科手术

是目前主要治疗方法，但仍难以彻底切除，大多数

患者预后不良，尤其是恶性胶质瘤患者，平均生存

期低于 1 年。随着肿瘤治疗学方法的发展，药物化

疗已成为治疗颅内肿瘤的重要方法，如何增强治疗

效果、减少对全身和系统的损害越来越受到重视。

高压氧（HBO）作为一种简单、有效且安全的辅助治

疗方法，在颅内恶性肿瘤药物化疗中的作用备受关

注［1］。在本实验中，我们采用尼莫司汀（ACNU，嘧

啶亚硝脲）联合高压氧对脑内种植 GL261 胶质瘤的

C57 小鼠进行治疗，以观察高压氧辅助药物化疗对

荷瘤小鼠生存期的影响。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 清洁级健康雄性 C57 小鼠 40 只，

体质量 14.70 ~ 18.50 g，平均（16.46 ± 1.02）g，由第三

军医大学动物实验中心提供，自由进食、饮水。所

有小鼠经编号后按照 SPSS 10.0 统计软件进行完全

随机分组，分为不予干预治疗组（对照组）、高压氧

治疗组（HBO 组）、尼莫司汀化疗组（ACNU 组），以及

尼莫司汀联合高压氧治疗（联合治疗）组，每组 10 只

小鼠。

2. 细胞系来源 本实验所用细胞系为小鼠

GL261 胶质瘤细胞系，购于美国模式培养物集存库

（ATCC），收集于体外连续传代至 20 代的细胞备用。

3. 药品与试剂 体积分数为 10%的胎牛血清

（FBS）500 ml 和 DMEM/F12 培养基 500 ml（含多种氨

基酸、葡萄糖、无机盐、有机化合物和维生素）均购

自美国 Hyclone 公司。尼莫司汀（商品名：宁得朗；

批号：KPA0026，规格：25 mg/瓶）由日本三共株式会

社 生 产 。 质 量 分 数 为 1% 的 戊 巴 比 妥 钠（批 号：

110122，规格：5 g）由上海索莱宝生物科技有限公司

提供。

4. 主要实验仪器 68001 型动物标准型单臂脑

立体定位仪购自深圳瑞沃德生命科技有限公司［精

度：（0.10 ± 0.01）mm］。微量注射器（25 μl）由宁波

镇海玻璃仪器厂生产。DWC800 型动物高压氧舱由

山东烟台冰轮高压氧舱有限公司提供（容器净质

量：469 kg，最高工作压力：0.70 MPa，容积：0.71 m3）。

二、实验方法

1. GL261 胶质瘤细胞系细胞培养 GL261 胶质

瘤细胞接种于放置含体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM/F12 培养基的培养瓶中，置于 37 ℃、体积分

数为 5%的二氧化碳、充分湿度恒温孵育箱内培养，

每日观察培养基颜色、性状，并于倒置相差显微镜

下观察细胞形态及密度；平均每 2 d 换液 1 次，当细

胞传代至密度达 80%时，以质量分数为 0.25%胰蛋

白酶消化传代；消化收集生长状态良好的 GL261 胶

质瘤细胞，离心半径 10 cm、800 r/min 离心 5 min，弃
上清液后磷酸盐缓冲液重悬。计数板计数细胞密

度，调整接种密度为 10 × 10 3/μl 备用。

2. GL261 胶质瘤细胞颅内种植 GL261 胶质瘤

细胞悬液冰上保存，间歇摇匀。质量分数为 1%的

戊巴比妥钠以 40 mg/kg 剂量腹腔注射麻醉小鼠，然

后俯卧位固定于立体定向仪上；于中线上、眼裂后

行直切口，长约 1 cm，显露前囟，以磨钻于前囟后

0.14 mm、中线旁 2 mm 颅骨处钻孔，显露硬脑膜。

微量注射器汲取 4 μl 细胞悬液，固定于移动架上，调

整微量注射器使其垂直且针尖刚触及骨孔处硬脑

膜，缓慢垂直进针 4.60 mm、后退 1 mm 使肿瘤细胞

种植于右侧尾状核，缓慢注射细胞悬液，注射完毕

针头静置 5 min 后缓慢拔出、骨蜡封闭骨孔、缝合头

皮。所有 C57 小鼠术后均不予以脱水和糖皮质激素

类药物，清洁级常规饲养。实验过程中因麻醉意外

死亡 3 只，后补充至 40 只。接种后无一例小鼠发生

颅内感染，处死后经尸检证实均有肿瘤生长。

3. 治疗方法 高压氧治疗组小鼠于种植 GL261
胶质瘤细胞后第 7 天进入动物高压氧舱进行治疗

（1 次/d），入舱后以纯氧气洗舱 10 min，纯氧加压，

15 min 内匀速升压至 2.50 个绝对大气压（ATA），即

0.25 MPa，稳压 80 min、匀速减压 25 min，治疗过程

中以压缩纯氧气通风换气 2 次，5 min/次，保持氧浓

度 > 95%；连续治疗 10 d。尼莫司汀化疗组和联合

治疗组小鼠于种植 GL261 胶质瘤细胞后第 7 天，按

照 40 mg/kg 剂量一次性腹腔注射 5 mg/ml 尼莫司汀，

联合治疗组小鼠于注射化疗药物后即刻进入动物

高压氧舱（1 次/d），治疗过程与高压氧治疗组相同，

两组均连续治疗 10 d。对照组小鼠种植 GL261 胶质

瘤细胞后不予干预治疗。不同处理组 C57 小鼠接种

细胞数目均为 40 × 10 3 个细胞。

4. 观察项目 种植 GL261 胶质瘤细胞后，观察

C57 小鼠日常活动情况，以种植后 12 h 作为 0.50 d
记录，当小鼠自然死亡或出现明显厌食、偏瘫等神

经系统症状与体征、体质量 > 15%时，处死小鼠进行

尸体解剖［2］：剪开颈部皮肤、肌肉，自枕骨大孔处断
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头，剪开枕骨，小心剥离颅骨后完整取出全脑，浸泡

于质量分数为 4%多聚甲醛溶液固定。以 GL261 胶

质瘤细胞种植成功至小鼠自然死亡或处死时间作

为生存期，测量肿瘤最大左右径（d1）、前后径（d2）
和深度（d3），根据参考文献［3］所提供的公式计算

肿瘤体积：肿瘤体积 = d1 × d2 × d3 × π / 6。
三、统计分析方法

采用 SPSS 10.0 统计软件对所有实验数据进行

计算与分析。计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表

示，不同处理组小鼠生存期的比较采用单因素方差

分 析 ，组 间 两 两 比 较 行 Bonferroni（方 差 齐）或

Tamhane's T2（方差不齐）检验；采用 Kaplan⁃Meier 法
计算生存曲线，Log⁃Rank 法对各组生存曲线进行整

体及两两比较。以 P ≤ 0.05 为差异有统计学意义。

结 果

一、GL261 胶质瘤细胞生长情况观察

GL261 胶质瘤细胞系细胞生长形成的肿瘤为小

鼠同源性大脑胶质瘤，种植于 C57 小鼠后呈侵袭性

生长。预实验结果显示，肿瘤种植部位形成的实体

瘤呈鱼肉状，无明显包膜，血供丰富、呈浸润性生长

（图 1a，1b）；种植第 1 周时，HE 染色可见肿瘤细胞于

尾状核呈侵袭性生长，边界不清（图 1c）；第 2 周时肿

瘤细胞呈圆形、梭形或不规则形，生长活跃，并向基

底节浸润生长，肿瘤边界不清晰，细胞核呈圆形或

不规则形，染色质为深染（图 1d）。

二、GL261 胶质瘤细胞颅内种植后肿瘤大体标

本观察

大体标本观察显示，对照组（图 2a）、高压氧治

疗组（图 2b）、尼莫司汀治疗组（图 2c）和联合治疗组

（图 2d）荷瘤鼠右侧尾状核均有肿瘤生长，不同处理

组荷瘤鼠肿瘤生长部位、浸润生长方式无明显差

异，肿瘤体积较大，占位效应明显，正常脑组织严重

受压，中线结构偏移，但不同处理组小鼠右侧尾状

核肿瘤体积差异无统计学意义（P = 0.618，表 1）。

三、生存期评价

不同处理组荷瘤鼠平均生存期分析显示，整体

差异具有统计学意义（P = 0.000，表 2），方差齐性检

验不同处理组之间生存时间方差不齐（P = 0.012），

因此行 Tamhane's T2 检验。结果显示，与对照组相

比，单纯高压氧治疗（P = 0.998）和单次尼莫司汀化

疗（P = 0.953）对荷瘤鼠平均生存期均无明显影响，

而高压氧联合尼莫司汀治疗则可使荷瘤鼠平均生

存期提高（P = 0.020），而且其疗效分别优于单纯高

压 氧 治 疗（P = 0.024）和 单 次 尼 莫 司 汀 化 疗（P =
0.062，表 3）。

Kaplan⁃Meier 生存曲线分析显示，不同处理组

荷瘤鼠生存曲线经 Log⁃Rank 比较差异有统计学意

图 1 GL261 胶质瘤细胞颅内种植后形成实体瘤大体标本观察 1a，1b 肿瘤呈鱼肉状，无明显包膜，血供丰富，呈浸润性生长
1c 种植第 1 周时，肿瘤于尾状核呈侵袭性生长，边界不清晰（箭头所示） 1d 种植第 2 周时，肿瘤向基底节呈浸润性生长，边界不
清晰（箭头所示） 图 2 右侧尾状核肿瘤大体标本观察显示，不同处理组荷瘤鼠肿瘤生长部位、大小、浸润生长方式无明显差异，均
体积较大，占位效应明显，正常脑组织严重受压、中线结构偏移 2a 对照组 2b 高压氧治疗组 2c 尼莫司汀治疗组 2d 联
合治疗组

Figure 1 Observation of gross specimens of GL261 glioma in mice brain. Implanted tumors were fish ⁃ like, without envelop, and in
rich blood supply and invasive growth (Panel 1a, 1b). The tumor invaded into the caudate nucleus without clear boundary 1 week after
implantation (arrow indicates, Panel 1c). The tumor invaded into the basal ganglia without clear boundary 2 weeks after implantation
(arrow indicates, Panel 1d) Figure 2 Observation of gross specimens after the mice were sacrificed showed no obvious differences of
the tumor location, size, and invasive growth mood among different groups. The tumor volumes were big with obvious mass effects and
the normal brain tissues were compressed to the other side, with displacement of midline structure. Control group (Panel 2a). HBO
group (Panel 2b). ACNU group (Panel 2c). HBO + ACNU group (Panel 2d)
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义（χ2 = 13.604，P = 0.003；图 3）。与对照组生存曲线

比较提示，单纯高压氧治疗（χ2 = 0.365，P = 0.546）和

单次尼莫司汀化疗（χ 2 = 0.884，P = 0.347）对荷瘤鼠

的生存期无明显影响；而高压氧联合尼莫司汀治疗

（χ2 = 9.962，P = 0.002）可使荷瘤鼠生存期延长，而且

疗效优于单纯高压氧（χ 2 = 6.925，P = 0.008）和单次

尼莫司汀治疗（χ2 = 7.152，P = 0.007）。

讨 论

恶性胶质瘤组织存在缺氧缺血状态，大量研究

证实乏氧细胞群的存在是导致肿瘤治疗后复发和

转移的主要原因之一［4］。肿瘤细胞由于生长迅速、

代谢旺盛，其组织内存在大量乏氧细胞群，对药物

治疗具有极强的耐受性，而且在乏氧环境下生长的

肿瘤细胞更易发生基因突变而成为治疗耐受性基

因型，恶性程度提高，侵袭性和迁移性更强［5］。另

外，生存于乏氧区域的这些细胞对放射治疗耐受，

而且缺氧还可直接影响与血管生长、细胞凋亡和糖

酵解有关的基因表达［5］。高压氧治疗后可明显提高

荷瘤鼠肿瘤组织内的氧分压，增加组织含氧量，促

进氧扩散，使乏氧细胞转变为富氧细胞，在一定时

间内进行放射治疗和药物化疗可明显抑制肿瘤细

胞生长，增强其对放射线的敏感性。Stuhr 等［6］的研

究显示，反复高压氧治疗能够使二甲基苯蒽诱导的

肿瘤细胞产生抗血管生成效应。

因肿瘤组织缺氧限制了化疗药物的治疗效果，

且经注射途径给药进入肿瘤组织内的药物成分较

低，使得肿瘤组织中的乏氧区域药物浓度较低［5］。

组织缺氧被认为具有促进神经胶质瘤对放射治疗

和药物化疗如替莫唑胺的耐药性［7］。尼莫司汀可使

肿瘤细胞 DNA 发生烷基化，从而阻止其 DNA 复制

使肿瘤细胞停留在 S 期和 M 期，进而抑制肿瘤细胞

生长。目前认为，高压氧可使处于缺氧、缺血或休

眠状态的肿瘤细胞活化，乏氧细胞变为富氧细胞、

G0 期细胞进入增殖期，从而增加肿瘤细胞对抗肿瘤

药物的敏感性。与此同时，高压氧还可提高肿瘤细

胞膜的通透性，致使抗肿瘤药物渗透进入肿瘤细胞

的量增加，因而增强抗肿瘤药物的细胞毒作用［8］。

尼莫司汀属于亚硝脲类抗肿瘤药物，可溶于水和脂

肪并能够透过血⁃脑脊液屏障，是中枢神经系统肿瘤

主要化疗药物之一。本实验结果表明，化疗药物尼

莫司汀联合高压氧对脑内种植 GL261 胶质瘤细胞

系细胞的 C57 小鼠治疗效果显著优于单纯尼莫司

汀，能够明显延长荷瘤鼠的平均生存期。Kawasoe
等［8］认为，卡铂联合高压氧对在体肿瘤具有抑制肿

瘤细胞生长的效果。Dagıstan 等［9］采用替莫唑胺联

合高压氧治疗大鼠脑胶质瘤，其结果显示胶质瘤细

组间两两比

A∶B
A∶C
A∶D

P值

0.998
0.953
0.020

组间两两比

B∶C
B∶D
C∶D

P值

0.998
0.998
0.062

表 3 不同处理组荷瘤鼠平均生存期组间两两比较的
Tamhane's T2检验

Table 3. Pair comparison of median survival timebetween groups with Tamhane's T2 test

组别

对照组（A）
HBO 组（B）
ACNU 组（C）
联合治疗组（D）

样本例数

10
10
10
10

生存期

18.28 ± 2.33
18.78 ± 2.36
20.33 ± 5.24
32.19 ± 9.17

F值

12.177

P值

0.000

表 2 不同处理组荷瘤鼠平均生存期的比较（x ± s，d）
Table 2. Comparison of the median survival time ofeach group (x ± s, d)

组别

对照组

HBO 组

ACNU 组

联合治疗组

样本例数

10
10
10
10

肿瘤体积

84.08 ± 9.44
80.86 ± 8.74
85.28 ± 4.10
82.58 ± 7.78

F值

0.602

P值

0.618

表 1 不同处理组荷瘤鼠右侧尾状核肿瘤体积的
比较（x ± s，mm2）
Table 1. Comparison of the tumor volumes in differentgroups (x ± s, mm2)

图 3 不同处理组荷瘤鼠生存曲线

Figure 3 The Kaplan⁃Meier survival curve of each group
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胞生长受到明显抑制，而且细胞增殖速度降低、细

胞凋亡增加；其他实验结果亦表明高压氧联合化疗

药物对肿瘤细胞具有明显的抑制作用［10⁃12］。以上研

究结果提示，高压氧对多种化疗药物具有增效作

用。近年的研究表明，肿瘤组织内的乏氧环境是维

持肿瘤干细胞“干性”的原因之一［13］，而干细胞对放

射治疗和药物化疗均不敏感，因此，高压氧治疗可

通过提高肿瘤组织中的氧分压和供氧水平而改变

这些干细胞的生物学特性，使肿瘤细胞对化疗药物

的敏感性增强。

但是，高压氧对肿瘤细胞生长的抑制作用尚存

有争议。曾有文献报道，高压氧治疗可能起促进肿

瘤细胞生长的作用［14］，恶性肿瘤也因而在很长一段

时期内被视为高压氧治疗的禁忌证。本项实验结

果证实，高压氧治疗对脑内种植 GL261 胶质瘤细胞

系细胞的 C57 小鼠平均生存期无明显影响，而且我

们的同期研究结果亦表明高压氧治疗对脑内种植

VX2 肿瘤荷瘤兔平均生存期无明显影响［15］。越来

越多的研究结果揭示，高压氧对肿瘤细胞的生长并

无促进或抑制作用，一些特定类型和分期的肿瘤患

者以高压氧作为化疗药物的辅助治疗措施可能具

有良好的效果［5］。因此，颅内恶性肿瘤不应是高压

氧治疗的禁忌证。

高压氧在辅助肿瘤药物化疗中取得了一些进

展，尤其对一些中枢神经系统肿瘤的辅助治疗具有

良好的应用前景，治疗过程中还可减轻多种因放射

治疗和药物化疗所导致的不良反应，同时提高治疗

效果。高压氧对肿瘤化疗药物的增敏作用机制值

得深入研究。
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