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缺氧对Ｃ５７小鼠脑胶质瘤模型肿瘤形成及生存期的影响
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　　［摘要］　目的　探讨缺氧对Ｃ５７小鼠胶质瘤肿瘤形成及生存期的影响。方法　 ①培养ＧＬ２６１胶
质瘤细胞系，转染荧光素酶基因，制备 ＧＬ２６１Ｌｕｃ细胞。②４２只清洁健康级雌性 Ｃ５７小鼠［６周龄，体
质量（１７．５±２．３）ｇ］脑内注射ＧＬ２６１Ｌｕｃ细胞荷瘤，分成常氧饲养组（２１％Ｏ２）和低氧饲养组（１０％Ｏ２），每
组２１只，其中６只分别于７、１４、２１ｄ后行活体成像图像采集以观察小鼠肿瘤形成能力；另外１５只用于
生存期观察，时限３０ｄ。③取材并ＨＥ染色观察肿瘤形成情况，免疫组化ＧＦＡＰ鉴定胶质瘤。结果　活
体成像显示缺氧饲养组小鼠有明显肿瘤形成，而常氧饲养组无肿瘤形成，计算颅内荷瘤细胞病毒活性并

统计分析得缺氧饲养组肿瘤形成能力强于常氧饲养组（Ｐ＜０．０５）；生存期分析显示缺氧饲养组小鼠平
均生存期为２２．５ｄ，生存率明显低于常氧饲养组（Ｐ＜０．０１）；脑组织大体标本和ＨＥ染色发现缺氧组小
鼠共１８只有脑肿瘤形成，常氧组仅２只形成肿瘤，免疫组化 ＧＦＡＰ胶质瘤鉴定示肿瘤内高表达。结论
　ＧＬ２６１胶质瘤细胞系Ｃ５７小鼠成瘤模型缺氧饲养后肿瘤形成能力明显强于常氧饲养组，且生存率较
常氧组更低，提示缺氧可以增加肿瘤恶性。
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１６３．ｃｏｍ

　　胶质瘤作为颅内最常见的肿瘤，约占颅内肿瘤的
３５％～５０％［１］。尽管目前胶质瘤的治疗方式包括有手

术、放疗及化疗在内的多种手段，但仍是颅内肿瘤中治

愈率最低的肿瘤［２］。据研究，超过５０％的高度恶性胶
质瘤患者会在术后１年内复发，究其原因，主要是胶质
瘤细胞对放化疗的高度抵抗性［３－４］。为解决这一科学

难题，研究者着手研究术后高压氧联合放化疗对胶质

瘤患者生存率的影响。传统观点认为高压氧可以增加

氧弥散量及弥散距离，使得肿瘤内血液氧浓度提高，进

而促进肿瘤快速生长。然而，最新研究发现术后高压

氧联合放化疗可以明显增强放化疗的敏感性并显著延

长患者生存期［５］，而这些研究成果是建立在肿瘤内部

的缺氧微环境［６］。缺氧微环境下的肿瘤细胞可以通

过自身改变来适应外部环境进而成为肿瘤复发及治疗

失败的根本原因［７］。关于缺氧，最新研究证实缺氧微

环境可以促进肿瘤干细胞干性持续，进而增强肿瘤恶

性［８］。为了更进一步了解缺氧微环境对胶质瘤患者

的影响，我们拟采用小鼠胶质瘤成瘤模型，通过体外缺

氧模拟肿瘤内缺氧微环境来探讨缺氧对小鼠肿瘤形成

及生存期的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　实验所用ＧＬ２６１胶质瘤细胞系由第三军医大学西
南医院高压氧实验室赠送。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、０２５％
胰蛋白酶（１００ｍＬ）和胎牛血清均购于美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司。脑立体定位仪［精度（０．１０±０．０１）ｍｍ］由深圳
瑞沃德生命科技有限公司提供。５μＬ微量注射器购
自宁波镇海玻璃仪器厂。Ｌｕｃ慢病毒由第三军医大学
西南医院高压氧实验室赠送，慢病毒基因序列：上游

５′ＧＡＡＧＡＴＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＡ３′，下游：５′
ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＣＡＣＧＧＣＧＡＴＣＴＴＴＣＣＧＣ３′。活体成
像底物 Ｄ虫荧光素钾盐购自北京泛博生物化学科技
有限公司。

１．２　实验动物
　　清洁健康级雌性６周龄 Ｃ５７小鼠４５只，体质量
（１７．５±２．３）ｇ，购自第三军医大学西南医院实验动物
中心，自由进食、饮水。荷瘤后小鼠通过 ＳＰＳＳ１７．０统
计软件随机分为缺氧及常氧饲养 ２组。常氧饲养条
件：２１％Ｏ２，５％ＣＯ２，７４％Ｎ２；缺氧饲养条件：１０％Ｏ２，
５％ＣＯ２，８５％Ｎ２；缺氧饲养采用 １２／１２ｈ昼夜循环方
式，缺氧时间具体为：早８：００－晚２０：００。
１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养　　ＧＬ２６１胶质瘤细胞系置于完全
培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％ＦＢＳ＋１００Ｕ／ｍＬ青霉素 ＋
１００μｇ／ｍＬ链霉素，ｐＨ＝７．２）中，于３７℃，５％ＣＯ２恒
温孵箱内培养。每日于倒置相差显微镜（奥林巴斯Ｉ×
７１）下观察细胞密度及形态改变，待细胞密度８０％时
予细胞传代，取对数生长期细胞行相关实验处理。

１．３．２　ＧＬ２６１Ｌｕｃ细胞制备及活性检测　　ＧＬ２６１
细胞按每孔２×１０５接种到６孔板内培养，待细胞密度
６０％～７０％时，换液并加入Ｌｕｃ慢病毒液（ＭＯＩ＝５０），
继续培养２ｄ后换成筛选培养基（内含 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ，终
浓度５μｇ／ｍＬ）。以后每天细胞用筛选培养基换液，筛
选１４ｄ后镜下见大量死细胞，移除死亡细胞并将剩下
活细胞行单克隆生长。每日观察细胞生长状况，每隔

３～４ｄ传一次代。培养１周后，检测 ＧＬ２６１Ｌｕｃ荧光
素酶活性。

１．３．３　小鼠ＧＬ２６１Ｌｕｃ胶质瘤颅内种植　　５％的水
合氯醛腹腔内注射麻醉小鼠（０．７ｍＬ／１００ｇ），然后予
立体定位仪上俯卧位固定。７５％酒精消毒后剪开小鼠
头部中部皮肤，长约１ｃｍ，显示前囟及矢状缝。前囟
外后０．１５ｍｍ，往右２ｍｍ处行颅骨转孔。用微量注
射器抽取 ＧＬ２６１Ｌｕｃ单细胞悬液 ５μＬ（共计 １０４细
胞），然后沿针孔垂直缓慢进针，进针深度４ｍｍ，后退
１ｍｍ，重复该步骤 １０次后缓慢注射荷瘤细胞，速度
１μＬ／ｍｉｎ。细胞颅内注射并维持５ｍｉｎ后缓慢退出微
量注射器样针，７５％酒精消毒伤口，骨蜡骨孔封闭，缝合

２１６
第３７卷第７期
２０１５年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１５



头皮切口。由于麻醉意外死亡小鼠３只，剩余４２只小
鼠通过ＳＰＳＳ１７．０统计软件随机分为２组：常氧饲养组
和低氧饲养组，每组２１只，其中６只用于活体成像观察
肿瘤形成，另外１５只用于小鼠生存期观察，时限３０ｄ。
１．３．４　小鼠活体成像　　分别于荷瘤７、１４、２１ｄ后
行活体成像观察肿瘤形成。异氟烷气体麻醉动物，每

只腹腔注射 ２００μＬ活体成像底物 Ｄ虫荧光素钾盐
（１５ｍｇ／ｋｇ），注射１５ｍｉｎ后开始 ＮｉｇｈｔＯＷＬＭａｃｒｏ显
像 系 统 （ＬＢ９８３ ＮＣ３２０， Ｂｅｒｔｈｏｌｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）图像采集。依据活体成像活细胞“ＧＬ２６１
Ｌｕｃ底物”氧化反应发光原理，图像中有荧光者记为肿
瘤形成，无荧光者记为无肿瘤形成［９］。根据颅内荷瘤

细胞病毒活性强度，通过ＮｉｇｈｔＯＷＬＭａｃｒｏ分析软件计
算并得到肿瘤体积。

１．３．５　小鼠肿瘤大体标本取材、ＨＥ染色及 ＧＦＡＰ胶
质瘤鉴定　　尸检全部死亡小鼠。对于所有３０ｄ仍
存活小鼠予麻醉处死后再行解剖。剪开小鼠颈部中部

皮肤，沿头皮中线剪开皮肤及肌肉层，轻轻打开颅顶

骨，取出脑组织，观察有无肿瘤形成。脑组织固定于

４％多聚甲醛内，常规石蜡包埋后切片，片厚５μｍ，脱
蜡后行ＨＥ染色及免疫组化ＧＦＡＰ胶质瘤鉴定。
１．３．６　小鼠生存期分析及计入标准　　以成功颅内
荷瘤后麻醉苏醒作为生存期计入起点，每日观察小鼠

有无偏瘫、走路不稳、体质量消瘦、食欲下降等异常症

状，待出现上述相关症状后密切观察小鼠生存情况，小

鼠死亡后记下时间值作为生存期观察终点。小鼠死亡

前期出现偏瘫、走路不稳两者之一症状且经解剖及

ＨＥ染色验证有肿瘤形成者计为肿瘤所致小鼠死亡；
小鼠死亡但解剖或ＨＥ验证无肿瘤形成者考虑为缺氧
致小鼠死亡，不计入生存期观察。

１．４　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析。

不同组活体成像肿瘤体积比较采用配对样本 ｔ检验；
生存率分析采用单因素方差分析，生存曲线采用

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法，并用ＬｏｇｒａｎｋＴｅｓｔ对各组生存曲线予
以调整并进行比较。

２　结果

２．１　ＧＬ２６１及ＧＬ２６１Ｌｕｃ胶质瘤细胞培养
　　Ｌｕｃ慢病毒转染成功后细胞培养３代，于倒置相
差显微镜下（奥林巴斯 Ｉ×７１）观察细胞形态，ＧＬ２６１
Ｌｕｃ胶质瘤细胞与ＧＬ２６１细胞形态相似，均贴壁生长，
呈长梭形。细胞生长状态好，无明显悬浮死细胞。检

测荧光素酶活性示该病毒活性大于３×１０５，可以作为
荷瘤细胞行小鼠颅内种植（图１）。
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Ａ：ＧＬ２６１胶质瘤细胞；Ｂ：ＧＬ２６１Ｌｕｃ胶质瘤细胞
图１　ＧＬ２６１及ＧＬ２６１Ｌｕｃ胶质瘤细胞形态学观察

（奥林巴斯Ｉ×７１）

２．２　Ｃ５７小鼠活体成像图像采集
　　Ｃ５７小鼠分别荷瘤７、１４、２１ｄ后，予活体成像观
察肿瘤形成。根据荧光强度肉眼可见分别缺氧、常氧

饲养７ｄ后均无肿瘤形成；１４ｄ后缺氧饲养组有肿瘤
形成，常氧饲养组无肿瘤形成；２１ｄ后缺氧饲养组肿
瘤体积进一步增大，常氧饲养组仍未形成肿瘤。通过

ＮｉｇｈｔＯＷＬＭａｃｒｏ分析软件得到肿瘤体积，经统计学分
析，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明与常氧相
比，缺氧饲养可以加快肿瘤形成（图２）。
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Ａ：常氧缺氧组活体成像　↑示肿瘤部位；Ｂ：常氧缺氧组肿瘤体积统计分析（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ，ａ：Ｐ＜０．０５，与２１％Ｏ２比较）
图２　荷瘤小鼠条件饲养后活体成像及肿瘤体积统计分析
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２．３　生存期分析
　　缺氧饲养组于荷瘤后１ｄ死亡小鼠１只，考虑急
性缺氧所致，不计入生存期观察；其余１４只死亡第１只小
鼠为荷瘤后１１ｄ，最后１只死亡时间为荷瘤后２７ｄ，根
据生存期计入标准，共有１２只小鼠计为肿瘤致死。经
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５计算后得缺氧组小鼠平均生存期
２２．５ｄ。常氧饲养组仅在荷瘤后２３ｄ死亡小鼠１只，
解剖后可见肿瘤，计入生存期观察组，其余小鼠饲养

３０ｄ未死亡。经 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法生存率分析，并用
ＬｏｇｒａｎｋＴｅｓｔ对各组生存曲线予以调整后比较得 Ｐ＜
０．０１，具有统计学意义，表明缺氧饲养组小鼠生存率低
于常氧组（图３）。
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图３　不同饲养组荷瘤鼠生存曲线　（ｎ＝１５，珋ｘ±ｓ）

２．４　小鼠肿瘤大体观察及ＨＥ染色结果
　　大体观察及 ＨＥ染色可见缺氧饲养组２１只小鼠
中有１８只（活体成像组６只，生存分析组１２只）有肿
瘤形成，位于额顶叶，边界不清，浸润样生长，正常脑组

织未明显受压，中线结构无移位。常氧饲养组仅２只
有肿瘤形成。免疫组化 ＧＦＡＰ鉴定示肿瘤内高表达，
证明该肿瘤为胶质瘤（图４）。

３　讨论

　　作为颅内恶性程度最高的肿瘤，胶质瘤特征性的

特点为浸润性生长且边界不清，因此常规外科手术不能

彻底清除肿瘤细胞，从而使得大多数患者预后不良［１０］。

目前研究者认为胶质瘤的这种高度恶性与肿瘤内缺氧

微环境密切相关。事实上，颅内肿瘤生理状态下即为一

缺氧微环境，平均氧浓度范围波动在０５％ ～７％［１１］。

研究者将氧浓度范围 ２．５％ ～７％定义为轻度缺氧，
０５％～２．５％为中度缺氧，０．１％～０５％为重度缺氧，
严重缺氧或无氧则被认为是氧浓度少于０．１％［８］。其

中Ⅱ级胶质瘤表现为轻度缺氧（２．５％ ～７％），Ⅲ级胶
质瘤表现为中度缺氧（０．５％ ～２．５％），Ⅳ级胶质瘤表
现为严重缺氧或无氧（＜０．１％）［８］。既往研究主要着
力于解决缺氧与肿瘤干细胞之间的相关关系并进而发

现缺氧可以通过增强肿瘤干细胞干性而表达更高程度

的耐药性。２００９年，Ｌｉ［１２］通过研究发现肿瘤缺氧可以
加快肿瘤干细胞自我更新并促进肿瘤细胞增殖，其他

一些报道也得到了类似结果［１３］。

　　为了改善肿瘤内部缺氧并提高肿瘤血管的血流灌
注力及通透性，研究者开始研究高压氧在这方面的可

能性。理论依据基于高压氧可以增加血流中物理溶解

的氧含量，从而增加活性氧自由基的产生并进一步杀

死肿瘤细胞。２００７年，Ｒａａ［１４］发现高压氧治疗后可以
明显减缓肿瘤的形成速度，肿瘤细胞凋亡率也低于常

氧组，通过光学显微镜还发现肿瘤组织内的缺氧坏死

区域也明显下降。其他一些研究也证实了高压氧联合

放化疗可以明显提高患者生存率［１５－１７］。基于此，我们

认为肿瘤缺氧微环境本身会增强肿瘤细胞恶性并影响

患者生存期，本实验通过ＧＬ２６１胶质瘤Ｃ５７小鼠成瘤
模型缺氧环境下饲养模拟颅内肿瘤缺氧微环境，探讨

缺氧对小鼠胶质瘤形成及生存期的影响，发现小鼠在

缺氧环境下饲养１４ｄ就有肿瘤形成，２１ｄ后肿瘤体积
进一步增大，而常氧饲养２１ｄ后仍未见肿瘤形成。在
缺氧环境下，小鼠的生存期也明显低于常氧饲养组，其

平均生存期仅为２２．５ｄ，而常氧饲养组饲养３０ｄ后仅

!

"# $ %

!

!

!

ＡＢ：常氧脑组织：Ａ：脑组织标本；Ｂ：脑内ＨＥ（无肿瘤形成）；ＣＥ：低氧脑组织：Ｃ脑组织标本；Ｄ：脑内ＨＥ（有肿瘤

形成）；Ｅ：组化ＧＦＡＰ鉴定　↑：示肿瘤部位

图４　ＧＬ２６１荷瘤Ｃ５７小鼠脑标本、ＨＥ染色及免疫组化鉴定
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死亡小鼠１只。这些研究结果再次证明了缺氧微环境
可以促进胶质瘤恶性进展，从而为高压氧联合放化疗

治疗胶质瘤提供了新的理论依据。
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