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氧自由基与脑胶质瘤瘤周水肿关系的实验研究
赵心同 赵洪洋 姚东晓 王海均

（华中科技大学同济医学院附属协和医院神经外科 湖北武汉 430022）

摘要 目的：探讨自由基和脑胶质瘤瘤周水肿的关系。方法：体外培养大鼠 C6脑胶质瘤细胞株，采用立体定向技术将细胞株接种
在右侧尾状核，建立大鼠脑胶质瘤模型，共 60只，术后 5天将荷瘤大鼠随机分为 3组（EDA高剂量组，EDA低剂量组和对照组），
每组各 20只，每组 10只用来测定荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量、SOD活性及MDA含量，剩余 10只用来观察荷瘤大鼠生存时间。
结果：EDA干预组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量下降，SOD活性增高，MDA含量下降，以 EDA高剂量组更为显著。各组荷瘤大鼠
瘤周脑组织含水量与 SOD活性呈负相关，而与MDA含量呈正相关。且 EDA组荷瘤大鼠生存时间延长。结论：由基参与大鼠脑胶
质瘤瘤周水肿的形成，自由基清除剂能够减轻大鼠脑胶质瘤瘤周脑组织水肿。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between oxygen free radical and peritumor edema in glioma. Methods: The

rat C6 glioma cells were cultivated in vitro. The suspention of C6 glioma cells was stereotaxically injected into right caudate to establish
rat C6 glioma model. After surgery, all rat glioma models were randomly classified into 3 groups (edaravone-trteated group in high dose,
edaravone-trteated group in low dose and control group). Each group had twenty rats. Ten rats from each group were used to determine
the moisture content in peritumor brain tissues, SOD activity and the content of MDA. The other 10 rats were used to detect the survival
time after surgery. Results: The decreased moisture and MDA contents in peritumor brain tissues and increased SOD activity were found
in edaravone-treated group, especially in high dose. The survival time was longer in edaravone-treated group than that of control group.
Conclusion: Oxygen free radical is involved in the formation of peritumor edema in glioma, and the free radical scavenger may reduce
the peritumor edema in glioma.
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前言

脑胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，约占所有颅内肿瘤的
40 %以上[1]。5年术后平均生存率不足 50 %[2]，脑胶质瘤常常伴
有瘤周水肿，瘤周水肿的产生对患者临床症状的产生、治疗和
预后有很大的影响。EDA是一种新型的氧自由基清除剂，在脑
梗塞治疗中的作用已多有报道[3,4]，也有报道 EDA在控制脑出
血后血肿周围脑组织水肿有效[5,6]，然而其在瘤周水肿中的治疗
作用尚未见报道。本文通过建立大鼠脑胶质瘤模型，并用自由
基清除剂 EDA进行干预，观察其对瘤周水肿及生存时间的影
响。

1 材料与方法

1.1 材料
EDA由江苏先声药业提供（商品名：必存，生产批号：

80-100205）；小牛血清、0.25 %胰酶和高糖 DMEM培养基均购
自 Gibco公司；SOD和MDA检测试剂盒购自南京建成生物工
程研究所；8周龄的清洁级雄性 SD大鼠 60只，体重 180-250
克，购于华中科技大学同济医学院实验动物中心[实验动物许
可证号：SCXK（鄂）2004-0007],立体定向仪由深圳瑞沃德公司
提供，紫外 /可见分光光度计型号为 UV751-GD
1.2 细胞培养

大鼠 C6脑胶质瘤细胞株来自本实验室，C6胶质瘤细胞复
苏后接种于含 10 %小牛血清的高糖 DMEM培养基中，置于
37℃、5 % CO2的恒温恒湿培养箱中常规培养。
1.3 C6脑胶质瘤动物模型的建立
在细胞处于对数生长期约 80 %满时，以 0.25 %的胰酶消化、离
心、弃上清，以 Hanks液将其调整成浓度为 1×108 /ml的单细
胞悬液（台盼蓝排斥实验检测细胞活力 >90%）备用。

大鼠以 10%的水合氯醛按 3.3 ml/kg体重腹腔内注射麻醉
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后，立体定向仪固定，头部备皮，75 %酒精消毒，顶部中线切开
头皮约 1 cm，暴露前囟，于冠状缝前 1 mm，旁开矢状缝 3 mm
（为右侧尾状核位置），钻一直径 1 mm的骨孔，微量注射器抽
取 15μl细胞悬液垂直进针，进针深度为硬膜下 6 mm，然后退
针 1 mm，以 1μl/min的速度缓慢注入，注射完毕后留针 5
min，使细胞充分沉积，缓慢退针，并用骨蜡封闭骨孔。缝合头部
切口，术后大鼠单笼饲养。
1.4 动物分组及干预

大鼠脑胶质瘤模型建立 5天后随机分为 3组（EDA高剂
量组、EDA低剂量组、对照组），每组 20只。EDA高剂量组：E-
DA用量为每次 3 mg/kg体重，腹腔内注射，每天 2次，持续 2
周；EDA低剂量组：EDA每次 1 mg/kg体重，腹腔内注射，每天
2次，持续 2周；对照组：用等体积生理盐水腹腔内注射，每天 2
次，持续 2周。每组有 10只用来测定脑胶质瘤瘤周脑组织的含
水量、SOD活性及MDA含量，其余用来观察记录荷瘤大鼠的
生存时间。
1.5 瘤周脑组织含水量测定

瘤周脑组织含水量测定采用干湿重法，荷瘤大鼠快速断头
取脑，取瘤周脑组织约 0.1g称取湿重，置于烤箱中烘烤，至恒
重后称取干重。瘤周脑组织含水量计算公式为：（湿重－干重）/
湿重×100 %。
1.6 瘤周脑组织 SOD活性及MDA含量测定

取瘤周脑组织约 0.2 g，加入 9倍体积的冰生理盐水研磨，

制成 10 %的脑组织匀浆，4℃条件下 3500 r/min 离心 15 分钟
后取上清，置于 -80℃冰箱备用。SOD活性测定采用黄嘌呤氧
化酶法测定，MDA含量测定采用硫代巴比妥酸法测定，组织蛋
白含量测定采用 BCA法，步骤按照试剂盒说明操作。
1.7 生存时间观察

记录每只大鼠从接种 C6脑胶质瘤细胞至自然死亡的全部
存活时间。
1.8 统计分析

所有数据采用 SPSS 13.0软件包进行分析，计数资料以
x±s表示，各组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量的比较、SOD活性
及MDA含量的比较采用单因素方差分析，各处理组间的两两
比较采用 SNK法，瘤周脑组织含水量与 SOD活性和 MDA含
量的关系采用直线相关分析。生存曲线的绘制采用 Ka-
plan-Meier法，生存曲线的比较采用 log-rank检验,P<0.05认为
具有统计学意义。

2 结果

2.1 三组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量
干湿重法测定荷瘤大鼠瘤周脑组织的含水量见表 1。单因

素方差分析显示三组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量存在显著性
差异（P<0.01）。SNK法进行各处理组间两两比较显示，EDA低
剂量组较对照组含水量低（P<0.05），EDA高剂量组瘤周脑组织
含水量较 EDA低剂量组低（P<0.01）。

分组(groups) 含水量（moisture content）

对照组(control) 80.37±1.29

EDA低剂量组（EDA-trteated group in low dose） 79.21±1.19

EDA高剂量组（EDA-trteated group in high dose） 77.74±1.02

表 1 各组组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量比较（x±s）
Table 1 Comparison of moisture content in peritumor brain tissues

2.2 三组荷瘤大鼠瘤周脑组织 SOD活性及MDA含量
荷瘤大鼠瘤周脑组织 SOD活性及 MDA含量检测结果见

表 2。单因素方差分析显示，三组 SOD活性及MDA含量存在
显著差异（P<0.01），SNK法进行各处理组间两两比较显示，E-

DA低剂量组较对照组 SOD活性升高，MDA含量降低（P<0.
01），而较 EDA高剂量组 SOD活性降低，而 MDA含量升高
（P<0.05）。

表 2各组组荷瘤大鼠瘤周脑组织 SOD活性及MDA含量比较（x±s）
Table 2 Comparison of MDA content and SOD activity in peritumor brain tissues（x±s）

分组(groups) SOD活性（SOD activity） MDA含量（MDA content）

对照组(control) 56.22±8.92 2.93±0.44

EDA低剂量组（EDA-trteated group in low dose） 67.75±7.50 1.95±0.34

EDA高剂量组（EDA-trteated group in high dose） 78.15±10.89 1.46±0.35

2.3 瘤周脑组织含水量与 SOD活性、MDA含量的相关分析
相关性分析显示：对照组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量与

SOD活性呈负相关（r=-0.792，P<0.01）,与 MDA含量成正相关
（r=0.730，P<0.05）；EDA低剂量组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水量
与 SOD活性呈负相关（r=-0.730，P<0.05），与MDA含量成正相
关（r=0.794，P<0.01）；EDA高剂量组荷瘤大鼠瘤周脑组织含水

量与 SOD活性呈负相关（r=-0.736，P<0.05），与MDA含量成正
相关（r=0.660，P<0.05）。
2.4 三组荷瘤大鼠生存时间比较

荷瘤大鼠的生存曲线如图 4所示，各组生存时间存在显著
差异（P<0.01）。依达拉奉低剂量组较对照组生存期延长（P<0.
05），但较依达拉奉高剂量组低（P<0.05）。
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3 讨论

脑胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，手术切除是第一选
择。手术切除会导致相应部位神经功能缺失，而且手术后常常
会复发，难以达到根治，患者生存率较短，一般在一年以内，且
恶性程度越高患者生存期越短[7]，因此综合治疗显得尤为重要。
动物实验表明化疗可以延长荷瘤大鼠的生存时间[8]，也有临床
数据表明化疗能够提高患者术后生存率[9]。放疗的应用也可以
起到类似的效果。肿瘤和瘤周水肿是影响患者临床症状的产
生、治疗和预后的主要因素。瘤周水肿常常随着肿瘤恶性程度
的提高而加重[10]，化疗在控制肿瘤生长及延长复发时间有一定
作用，但在控制瘤周水肿方面无明显优势，放疗的应用常常会
导致水肿加重。瘤周水肿的产生是脑胶质瘤的一个重要病理生
理过程，是多种因素共同作用的结果，氧自由基与脑水肿的关
系逐渐受到人们的关注，有报道自由基可以使脑水肿加重[11]。

氧自由基性质极为活泼，氧化作用强，能够攻击生物膜中
的不饱和脂肪酸，有强烈的脂质过氧化作用。而这种脂质过氧

化作用可通过链式或链式支链反应放大活性氧的作用。MDA
是脂质过氧化作用的一种产物，MDA的含量间接反应机体细
胞受脂质过氧化作用的严重程度。SOD是机体防御氧化损害
的重要的酶，SOD的活性反应机体清除氧自由基的能力，两者
常常配合来反应机体氧化和抗氧化平衡。EDA（3-甲基 -1-苯
基 -2-吡唑啉 -5-酮）是一种新型自由基清除剂，是相对分子量
为 174.20的亲脂性基团，血脑屏障的通透率为 60 %[12]，可以清
除脑组织中具有高度细胞毒性的羟自由基，抑制脂质过氧化，
从而抑制脑细胞、血管内皮细胞的氧化损伤，降低血脑屏障的
通透性，从而抑制水肿。其在脑梗塞治疗方面的疗效已多有报
道[3,4]。也有动物实验及临床研究表明自由基清除剂 EDA在控
制脑出血后血肿周围水肿有效[5,6]，但对瘤周水肿的治疗作用却
鲜有报道。

本研究显示 EDA组荷瘤大鼠肿瘤周围脑组织含水量及
MDA含量较对照组低，而 SOD活性较对照组高。相关性分析
显示瘤周脑组织含水量与 MDA含量呈正相关，而与 SOD活
性呈负相关。而且 EDA组荷瘤大鼠的存活时间延长。以上结果
表明脑胶质瘤瘤周水肿的形成可能与自由基有关，EDA作为
一种自由基清除剂，在胶质瘤瘤周水肿的病理损害中具有保护
作用。

图 1 对照组荷瘤大鼠瘤周组织含水量与MDA含量关系的散点图
Figure 1 The scatter diagram shows the relationship between moisture

content and MDA in control group

图 2 EDA低剂量组荷瘤大鼠瘤周组织含水量与MDA含量关系的散

点图
Figure 2 The scatter diagram shows the relationship between moisture

content and MDA in EDA-trteated group in low dose

图 3 EDA高剂量组荷瘤大鼠瘤周组织含水量与MDA含量关系的散

点图
Figure 3 The scatter diagram shows the relationship between moisture

content and MDA in EDA-trteated group in high dose

图 4 三组荷瘤大鼠生存曲线比较
Figure 4 Comparison of survival curve in three groups
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