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摘要   目的 探究奥利司他干预胶质母细胞瘤（GBM）贝伐单抗耐药的潜在机制，并分析其对固醇调节元件结合蛋

白 1（SREBP-1）/脂肪酸合成酶（FASN）相关脂质代谢调控及上皮-间质转化（EMT）相关分子表型的影响。方法 

采用生物信息学方法筛选奥利司他与 GBM 的交叉靶点，并分析潜在核心靶点及相关生物学过程。通过体外实验观察

奥利司他对贝伐单抗耐药 U87、U251、SHG-44 细胞的影响，采用甲基噻唑基四唑（MTT）法检测细胞活力，划痕实

验和 Transwell 实验评估细胞迁移与侵袭能力，酶联免疫吸附测定（ELISA）检测甘油三酯（TG）含量、实时荧光定

量聚合酶链反应（qRT-PCR）和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测脂质代谢及 EMT相关标志物表达。结果 共获得

45 个奥利司他与 GBM 的交叉靶点，相关靶点涉及 SREBF1、FASN、EGFR 等基因，并主要富集于肿瘤相关通路、

PI3K-AKT、MAPK、HIF-1、VEGF 相关信号通路及脂质代谢相关生物学过程。体外实验显示，奥利司他处理后贝伐

单抗耐药 GBM细胞活力总体呈浓度依赖性下降，细胞迁移和侵袭能力降低，细胞内 TG含量下降。qPCR 结果显示，

脂质代谢相关基因 FASN、SREBF1 及部分间质表型相关基因 mRNA 表达总体呈下降趋势，CDH1（E-cadherin）

mRNA 表达呈升高趋势；Western blot 结果显示，FASN、SREBP-1 及 EMT 相关蛋白表达总体呈相应变化趋势，但不

同细胞系及不同指标间统计学显著性存在差异，部分指标差异具有统计学意义（P＜0.05）。结论 奥利司他可降低贝

伐单抗耐药 GBM 细胞活力，并抑制其迁移和侵袭能力，其作用可能与减少细胞内脂质积累、影响 SREBP-1/FASN 相

关脂质代谢调控以及调节 EMT相关分子表型有关。 

关键词   奥利司他；贝伐单抗耐药；胶质母细胞瘤；SREBP-1/FASN；上皮-间质转化  
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Orlistat attenuates bevacizumab resistance in glioblastoma by suppressing SREBP-
1/FASN-mediated lipogenesis and modulating epithelial-mesenchymal transition-
related phenotypes 

HUANG Guanyou1 ,2, GAN Hongchuan1,2, SONG Lairong3 , ZHANG Junting3 

(1. Department of Neurosurgery, the Second People’s Hospital of Guiyang, Guiyang 550081, China; 2. Department of Neurosurgery, the Affiliated 
Jinyang Hospital of Guizhou Medical University, Guiyang 550081; 3. Department of Neurosurgery, Beijing Tiantan Hospital, Capital Medical 
University, Beijing 100070) 

Abstract   Objective To investigate the potential mechanism by which orlistat attenuates bevacizumab resistance in 
glioblastoma (GBM), focusing on sterol regulatory element-binding protein 1 (SREBP-1)/fatty acid synthase (FASN)-
mediated lipogenesis and epithelial–mesenchymal transition (EMT). Methods Bioinformatics analysis was performed to 
identify the intersecting targets of orlistat and GBM, followed by analysis of potential core targets and related biological 
processes. In vitro experiments were conducted using bevacizumab-resistant U87, U251, and SHG-44 cells. Cell viability was 
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assessed using the methyl thiazolyl tetrazolium assay. Cell migration and invasion were evaluated using wound-healing and 
Transwell assays, respectively. Intracellular triglyceride (TG) content was measured by enzyme-linked immunosorbent assay. 
The expression of lipid metabolism- and EMT-related markers was analyzed by quantitative polymerase chain reaction (qRT-
PCR) and western blotting. Results A total of 45 intersecting targets between orlistat and GBM were identified, including 
SREBF1, FASN, and EGFR. These targets were primarily enriched in cancer-related pathways, phosphatidylinositol 3-
kinase/protein kinase B, mitogen-activated protein kinase, hypoxia-inducible factor-1, and vascular endothelial growth factor 
signaling pathways, as well as lipid metabolism-related biological processes. Orlistat treatment dose-dependently reduced the 
viability of bevacizumab-resistant GBM cells, suppressed cell migration and invasion, and decreased intracellular TG content. 
qPCR analysis showed downregulation of the lipid metabolism-related genes FASN and SREBF1, together with a general 
decrease in mesenchymal phenotype-related gene expression, whereas CDH1, which encodes E-cadherin, showed an 
increasing trend. Western blotting demonstrated corresponding changes in the expression of FASN, SREBP-1, and EMT-
related proteins, although statistical significance was observed for only some indicators (P<0.05).Conclusions Orlistat reduced 
the viability of bevacizumab-resistant GBM cells and inhibited their migration and invasion. These effects may be associated 
with reduced intracellular lipid accumulation, modulation of SREBP-1/FASN-related lipogenesis, and regulation of EMT-
related molecular phenotypes. These findings support metabolic reprogramming as a potential therapeutic target for 
overcoming bevacizumab resistance in GBM. 
Key words   orlistat; bevacizumab resistance; glioblastoma; SREBP-1/FASN; epithelial–mesenchymal transition 
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神经胶质瘤是中枢神经系统最常见的原发性恶性肿瘤之一，具有高度侵袭性和高复发率，患者预

后较差[1]。胶质母细胞瘤（glioblastoma, GBM）是神经胶质瘤中恶性程度最高的亚型，患者中位生存

期仍不理想，目前在手术、放疗、化疗及靶向治疗等方面均面临治疗抵抗和复发难题[2]。贝伐单抗作

为抗血管生成药物，可在一定程度上缓解复发性 GBM 患者的瘤周水肿，并延缓影像学进展，但多数

患者在治疗过程中会出现获得性耐药，肿瘤复发后常表现出更强的侵袭性，长期生存未见显著改

善[3,4]。 

近年来研究表明，GBM 贝伐单抗耐药的形成机制除血管生成逃逸外，还与肿瘤细胞代谢重编程

密切相关[5]。其中，脂质代谢异常激活可为肿瘤细胞膜合成、能量供给及信号转导提供物质基础，从

而促进肿瘤细胞增殖和侵袭；上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）进程则可使肿

瘤细胞获得更强的迁移和侵袭能力，其典型表现包括 N-cadherin、Vimentin、Snail 等间质相关标志物

表达上调[6]。值得注意的是，脂质代谢重编程与 EMT 进程并非相互独立。固醇调节元件结合蛋白 1

（sterol regulatory element-binding protein 1，SREBP-1）作为脂质合成的重要转录调控因子，可促进下

游脂肪酸合成酶（fatty acid synthase，FASN）表达并增强脂肪酸从头合成，同时也可能参与 EMT 相

关分子表型调控[7]。既往研究提示，SREBP-1 及 FASN 在 GBM 发生发展中具有重要作用，二者可能

通过影响脂质合成、肿瘤细胞增殖及侵袭性表型形成参与 GBM 进展[8,9]。因此，SREBP-1/FASN 相关

脂质代谢异常可能是连接代谢重编程与 EMT 相关分子表型、并参与 GBM 贝伐单抗耐药的重要分子

基础。 

奥利司他（orlistat）是一种已获批准的抗肥胖药物，具有 FASN 抑制作用。既往研究表明，其在

多种肿瘤中能抑制脂肪酸合成，并影响肿瘤细胞增殖、凋亡及肿瘤进展[10]，然而其对 GBM 贝伐单抗

耐药细胞侵袭表型的影响及其潜在机制尚不明确。本研究通过生物信息学分析与体外实验，探讨奥利

司他对 GBM 贝伐单抗耐药细胞的干预作用，并重点分析其与 SREBP-1/FASN 相关脂质代谢调控及

EMT 相关分子表型之间的关系，以期为 GBM 贝伐单抗耐药的代谢干预提供实验依据。 
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1  材料和方法 

1.1  细胞 

人 GBM 细胞株 U87（货号 TCHu138）、U251（货号 TCHu58）和 SHG-44（货号 TCHu48）均购

自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心（上海）。 

1.2  主要试剂与仪器 

奥利司他（纯度≥98%，货号 HY-66220）、贝伐单抗（货号 HY-P9906）和 FASN 抑制剂 C75

（货号 MCE HY-12364）购自美国 MedChemExpress 公司；高糖型达尔伯克改良伊格尔培养基

（dulbecco’s modified eagle medium，DMEM，货号 11965092）、胎牛血清（ fetal bovine serum，

FBS，货号 16140071）、青霉素 -链霉素双抗溶液（货号 15140122）、磷酸盐缓冲液（phosphate-

buffered saline，PBS）（货号 14190144）均购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；甲基噻唑基四唑

（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT）细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（货号 C0009S）、放射免疫沉

淀分析缓冲液（radioimmunoprecipitation assay buffer，RIPA，货号 P0013C）、十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）上样缓冲液

（5×，货号 P0015L）购自北京碧云天生物技术有限公司；Transwell 小室（8.0 μm，货号 3422）和基

质胶（Matrigel，货号 356234）购自美国 Corning 公司；人甘油三酯（triglycerides，TG）酶联免疫吸

附测定（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）检测试剂盒（货号 H710548）购自上海麦克林

生化科技股份有限公司；TRIzol 试剂（货号 15596018CN）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

焦碳酸二乙酯（diethyl pyrocarbonate，DEPC）水处理系统（货号 10601ES60）购自上海翌圣生物科

技有限公司；TransScript®一步法 cDNA 合成试剂盒（货号 AT311-02）和 PerfectStart® Green qPCR

预混液（货号 AQ601-01-V2）均购自南京全式金生物技术股份有限公司；一抗包括 E-cadherin（货号

20874-1-AP）、Vimentin（货号 10366-1-AP）、FASN（货号 10624-2-AP）、SREBP-1（货号 14088-

1-AP）、SNAI2/SLUG（货号 12129-1-AP）和内参抗体 β-actin（货号 66009-1-Ig）均购自美国

Proteintech Group 公司；N-cadherin 抗体（货号 ab76011）购自英国 Abcam 公司；辣根过氧化物酶

（Horseradish Peroxidase，HRP）标记山羊抗小鼠免疫球蛋白 G 二抗（货号 SE131）购自北京索莱宝科

技有限公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白 G 二抗（货号 ab6721）购自英国 Abcam 公

司。 

主要仪器包括恒温培养箱（型号 Heracell™ 150i）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；高速

冷冻离心机（型号 3K15）购自德国 Sigma Laborzentrifugen GmbH 公司；倒置显微镜（型号 CKX41）

购自日本奥林巴斯公司；Western blot 成像（型号 Tanon 6600 发光成像系统）购自上海天能科技有限

公司；Berthold LB941 多功能酶标仪（型号 LB941）购自德国 Berthold 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  细胞培养与耐药细胞株建立 

细胞采用完全培养基培养，完全培养基由 DMEM、10% FBS 和 1%青霉素-链霉素双抗溶液组

成。细胞置于 37 ℃、5% CO₂恒温培养箱中维持生长。为建立贝伐单抗耐药细胞株，在上述完全培养

基中加入贝伐单抗，初始浓度为 10 μg/mL，并在细胞传代过程中逐步递增药物浓度，依次为 10、

20、50、100、200 μg/mL。每次加药后观察细胞状态及存活情况，待细胞在相应药物浓度下稳定生长

后再进入下一浓度梯度诱导。监测细胞存活率，控制在 50%~80%以内。当细胞在 100~200 μg/mL 药

物浓度下可稳定生长，并维持正常形态与增殖能力，通过比较其与亲本细胞对贝伐单抗的敏感性，验

证耐药细胞株是否成功建立。 

1.3.2  MTT法检测细胞活力 

为验证贝伐单抗耐药细胞系是否成功建立，采用 MTT 法比较亲本细胞与耐药细胞对贝伐单抗的

敏感性差异。将对数生长期的亲本 U87、U251、SHG-44 细胞及其对应的耐药细胞（U87-BevR、

U251-BevR、SHG-44-BevR）以 5×10³个/孔的密度接种于 96 孔板，贴壁培养 24 h 后，分别加入不同
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浓度的贝伐单抗（0、10、20、50、100、200 μg/mL）。每组设 3 个复孔，边缘孔加 PBS 填充。作用

48 h 后，每孔加入 20 μL 5 mg/mL 的 MTT 溶液，避光孵育 4 h 形成甲瓒结晶，弃上清后加入 150 μL 

DMSO 溶解，充分混匀。使用酶标仪测定 570 nm 吸光度（参考波长 630 nm），根据光密度（optical 

density，OD）值计算细胞存活率，计算公式：（实验组 OD 值/对照组 OD 值）×100%。所有操作均

在无菌超净台中完成。 

将对数生长期的贝伐单抗耐药 U87、U251、SHG-44 细胞以 5×10³~1×104 个/孔的密度接种于 96

孔板，贴壁培养 24 h 后分组处理：DMSO 对照组：添加等体积 DMSO 溶剂对照（终浓度≤0.1%）；

奥利司他组：分别加入 10、20、50、100、200 μmol/L 梯度浓度奥利司他；阳性对照组：分别加入

10、20、50、100、200 μmol/L 脂肪酸合成酶抑制剂 C75。每组设 3 个复孔，边缘孔加 PBS 以减少蒸

发。药物作用 48 h 后，按上述 MTT 法检测细胞活力。根据细胞活力实验结果，并结合后续功能实验

需要，选择 100 μmol/L 奥利司他和 20 μmol/L C75 作为后续划痕实验、Transwell 侵袭实验、TG 含量

检测、qPCR 及 Western blot 实验的处理浓度。 

1.3.3  细胞划痕实验   

将对数生长期的贝伐单抗耐药 U87、U251、SHG-44 细胞以 5×10⁵个/孔接种于 6 孔板，培养至细

胞融合度达 80%~90%。使用 200 μL 无菌枪头在每孔细胞单层表面垂直划出 3 条平行划痕，用 PBS 轻

柔冲洗 2 次去除脱落细胞后，更换为含 1% FBS 的低血清 DMEM 高糖培养基。分组参照 1.3.2 节设

置，包括 DMSO 对照组、奥利司他组和阳性对照组；其中奥利司他组采用 100 μmol/L 奥利司他处

理，阳性对照组采用 20 μmol/L 脂肪酸合成酶抑制剂 C75 处理。分别于处理后 0 h 和 48 h 在倒置显微

镜下同一视野拍照。使用 ImageJ v1.54 软件测量划痕面积，并计算细胞迁移率：迁移率（%）=（1-48 

h 划痕面积/0 h 划痕面积）×100%。每组设 3 个复孔，实验重复 3 次。 

1.3.4  Transwell侵袭实验 

耐药细胞经无血清培养基饥饿处理 12 h 后，制备单细胞悬液（5×10⁵个/孔），上室加入 200 μL

细胞悬液（部分实验加 Matrigel 覆盖以检测侵袭），下室加入 600 μL 含 10% FBS 的 DMEM 高糖培

养基作为趋化因子。于 37 ℃孵育 48 h 后，取出小室，用棉签轻轻擦拭上室未迁移细胞，4%多聚甲醛

固定 30 min，0.1%结晶紫染色 20 min，PBS 漂洗，每孔随机选取 5 个视野于倒置显微镜下拍照并计

数膜底面穿膜细胞数。每组设 3 个复孔，实验重复 3 次。 

1.3.5  细胞内 TG含量检测 

采用 ELISA 测定细胞内 TG 含量。将对数生长期的贝伐单抗耐药 U87、U251、SHG-44 细胞接种

于 6 孔板，待细胞贴壁后按 1.3.2 节分组处理。试剂盒按说明书操作：取出 ELISA 板平衡于室温 60 

min，标准孔加入 50 μL 标准品梯度浓度溶液，样本孔加入 50 μL 待测样本，除空白孔外均加入 100 

μL HRP 标记抗体，封板膜覆盖后置于 37 ℃孵育 60 min。温育后弃液，拍干，洗板数次。每孔加入

50 μL 底物 A 和 B，37 ℃避光孵育 15 min 后加入 50 μL 终止液。终止反应后 15 min 内于 450 nm 波长

下测定吸光度，根据标准曲线计算样本 TG 含量。每组设 3 个复孔，实验重复 3 次。 

1.3.6  实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测  

采用 qRT-PCR 检测脂质代谢及上皮-间质转化相关基因 mRNA 表达水平。将对数生长期的贝伐单

抗耐药 U87、U251、SHG-44 细胞接种于 6 孔板，待细胞贴壁后按 1.3.2 节分组处理，采用 TRIzol 法

提取总 RNA。细胞裂解后加入氯仿分离，异丙醇沉淀 RNA，75%乙醇洗涤后溶于 DEPC 处理水中。

检测 RNA 浓度及纯度后，按照反转录试剂盒说明书合成 cDNA。qPCR 反应体系 20 μL，包括 cDNA 

1 μL、上游引物 0.4 μL、下游引物 0.4 μL、2×qPCR 预混液 10 μL 和无核酸酶水 8.2 μL。扩增程序

为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s，共 40 个循环；反应结束后进行熔解曲线分析。以 β-

actin 作为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法计算目标基因相对表达量。每组设 3 个复孔，实验重复 3 次。 

1.3.7  Western blot检测  

细胞取样后用预冷 PBS 漂洗两次，加含苯甲基磺酰氟（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）和

氟化钠（sodium fluoride，NaF）的 RIPA 裂解液，冰上裂解 30 min，4 ℃、12 000 × g 离心 15 min 取
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上清。蛋白浓度通过 BCA 法测定后加入 5×上样缓冲液，95 ℃变性 5 min，分装保存。取等量蛋白样

品经 10%或 12% SDS-PAGE 分离胶，电泳转膜至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene difluoride，PVDF）

膜。丽春红染色确认转膜效果后，以 5%血清白蛋白室温封闭 1 h 后，于 4 ℃孵育一抗（E-cadherin 

1：1 000，N-cadherin 1：5 000，Vimentin 1：1 000，FASN 1：5 000，SREBP-1 1：5 000，SNAI2 1：

5 000，β-actin 1：5 000）过夜。次日用含吐温-20 的 Tris 缓冲盐水（tris-buffered saline with tween-

20，TBST）洗膜 3 次，每次 10 min，加入相应 HRP 二抗（1：2 000~1：5 000）室温孵育 1 h，再洗

膜 3 次。ECL 显色，Tanon 6600 成像系统获取图像。条带灰度值通过 Image Pro Plus 6.0 分析，目标

蛋白表达量以其灰度值除以 β-actin 灰度值计算。 

1.3.8  生物信息学分析 

通 过 PubChem （ https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ） 和 PharmMapper （ https://www.lilab-

ecust.cn/pharmmapper/）获取奥利司他潜在作用靶点；从 GeneCards（https://www.genecards.org）提取

GBM 相关基因；利用 Venny 2.1 在线工具获取奥利司他潜在靶点与 GBM 相关基因的交集靶点。将交

集靶点导入 STRING 数据库（https://string-db.org/）构建蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络，并采用 Cytoscape 3.9.1 软件进行网络拓扑分析，筛选核心靶点。通过 DAVID

数据库（https://david.ncifcrf.gov/）进行基因本体论（Gene Ontology，GO）功能和京都基因与基因组

百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路富集分析。富集结果按 P 值升序

排列，选取 GO 功能富集分析前 10 条及 KEGG 通路前 20 条用于可视化展示及机制分析。 

1.4  统计学方法  

所有实验结果以平均数±标准差（ x s ）表示。采用 GraphPad Prism 9.5 软件进行统计分析：

两组间比较使用独立样本 t 检验（unpaired t-test），多组间比较采用单因素方差分析（one-way 

ANOVA）。以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  靶点预测与生物信息学分析    

为明确奥利司他干预 GBM 的潜在分子机制，通过多数据库整合筛选其候选作用靶点。利用

PubChem 和 PharmMapper 数据库获取奥利司他潜在作用靶点，并从 GeneCards 数据库提取 GBM 相关

基因。经 Venny 2.1 在线工具取交集后，共获得 45 个奥利司他与 GBM 的共同靶点（图 1A、1B），

作为后续蛋白质-蛋白质相互作用网络分析和功能富集分析的基础。 

将上述交集靶点导入 STRING 数据库构建 PPI 网络，并采用 Cytoscape 3.9.1 软件进行网络拓扑分

析。结果显示，SREBF1、FASN、EGFR、PIK3CA、MAPK1、HIF1A、VEGFA、MMP9、CDH1、

CDH2、SNAI1 和 SNAI2 靶点位于网络核心区域，提示这些靶点可能参与奥利司他干预 GBM 的关键

调控过程。上述核心靶点主要与脂质代谢、EMT 相关过程、血管生成、细胞迁移侵袭及耐药相关信

号调控有关（图 1C）。 

进一步利用 DAVID 数据库开展 GO 功能和 KEGG 通路富集分析。GO 功能富集结果显示，交集

靶点主要涉及脂质代谢、细胞迁移与侵袭、蛋白激酶活性调控及缺氧应激反应等生物学过程；细胞组

分主要富集于质膜及相关膜结构；分子功能主要富集于脂肪酸代谢酶活性和蛋白激酶活性（图

1D）。KEGG 通路富集结果显示，交集靶点主要富集于脂肪酸生物合成、胆固醇代谢、PI3K-AKT、

MAPK、HIF-1 及 VEGF 相关信号调控等（图 1E）。结合 PPI 网络中 SREBF1 和 FASN 等脂质代谢相

关靶点处于核心位置，提示奥利司他干预 GBM 的潜在作用机制可能与脂质代谢重编程、缺氧/血管生

成信号及 EMT 过程有关。 
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注：A：奥利司他的化学结构式；B：奥利司他潜在作用靶点与 GBM 相关基因的 Venn 交集图；C：交集靶点的 PPI 网络，节点大

小及颜色代表 degree 值，边的粗细代表蛋白互作置信度；D：交集靶点的 GO 功能富集分析，包括生物过程、细胞组分和分子功

能；E：交集靶点的 KEGG 通路富集分析。 

图 1 网络药理学分析预测奥利司他干预 GBM 的潜在靶点及相关功能通路 
Note. A, Chemical structural formula of orlistat. B, Venn diagram showing the intersection between putative orlistat targets and GBM related 
genes. C, PPI network of the intersecting targets; node size and color represent the degree value, and edge thickness indicates the confidence 
score of protein-protein associations. D, GO enrichment analysis of the intersecting targets, including biological process, cellular component 

and molecular function. E, KEGG pathway enrichment analysis of the intersecting targets. 

Figure 1 Network pharmacology-based prediction of potentialtargets and related functional pathways of orlistat in GBM 

2.2  贝伐单抗耐药细胞系的建立与验证   

与亲本细胞（parental cells）相比，诱导后的 U87、U251 和 SHG-44 耐药细胞（resistant cells）对

贝伐单抗的敏感性降低，在相同贝伐单抗浓度处理下细胞存活率显著升高（P＜0.001，图 2）。该结

果提示，U87、U251 和 SHG-44 贝伐单抗耐药细胞模型建立成功。 

 

注：与亲本细胞相比，***P<0.001。 

图 2 亲本细胞与贝伐单抗耐药细胞对贝伐单抗敏感性的比较（n=3） 
Note. Compared with parental, ***P<0.001.  

Figure 2 Comparison of  bevacizumab sensitivity between parental and bevacizumab-resistant GBM cells (n=3) 
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2.3  奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM细胞活力、迁移及侵袭能力的影响   

细胞活力检测结果显示，奥利司他处理后 U87、U251 和 SHG-44 贝伐单抗耐药细胞活力总体呈

浓度依赖性下降趋势，其中 50、100 和 200 μmol/L 处理后下降较为明显。阳性对照组亦表现出细胞

活力抑制作用（图 3）。 

 

注：与 DMSO 对照组中浓度为 0 μmol/L 的处理相比，**P<0.01，***P<0.001；与奥利司他组中浓度为 0 μmol/L 的处理相

比，##P<0.01，###P<0.001；与阳性对照组中浓度为 0 μmol/L 的处理相比，&&P<0.01，&&&P<0.001。 

图 3 奥利司他对贝伐单抗耐药性 GBM 细胞活力的影响（n=3） 
Note. Compared with the 0 μmol/L treatment in the DMSO control group, **P<0.01, ***P<0.001; compared with the 0 μmol/L treatment in the 

Orlistat group, ##P ，<0.01 ###P<0.001; compared with the 0 μmol/L treatment in the positive control group, &&P ，<0.01 &&&P<0.001. 

Figure 3 Effects of orlistat on the viability of bevacizumab-resistant GBM cells (n=3) 

细胞划痕实验结果显示，与 DMSO 对照组相比，奥利司他处理后贝伐单抗耐药 U87、U251 和

SHG-44 细胞的迁移率均降低，差异具有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01，P＜0.01）；阳性对照组细

胞迁移率亦低于 DMSO 对照组（P＜0.001），且与奥利司他组相比进一步降低（P＜0.05，P＜0.01，

P＜0.05），提示阳性对照组对细胞迁移的抑制作用更强（图 4）。 
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注：A~C：贝伐单抗耐药 U87、U251、SHG-44 细胞划痕图像及迁移率分析。与 DMSO 对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜
0.001；与奥利司他组相比，#P＜0.05，##P＜0.01。 

图 4 奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM 细胞迁移能力的影响（n=3） 
Note. A~C, Wound healing images and migration rate analysis of bevacizumab-resistant U87, U251 and SHG-44 cells. Compared with the 

DMSO control group, *P＜ ，0.05 **P＜ ，0.01 ***P＜0.001; compared with the orlistat group, #P＜ ，0.05 ##P＜0.01. 

Figure 4 Effects of orlistat on the migration ability of bevacizumab-resistant GBM cells (n=3) 

Transwell 基质胶侵袭实验结果显示，与 DMSO 对照组相比，奥利司他处理后贝伐单抗耐药

U87、U251 和 SHG-44 细胞的侵袭细胞数减少；差异具有统计学意义（P＜0.05，P＜0.001）；阳性

对照组侵袭细胞数较 DMSO 对照组进一步减少（P＜0.000 1），且低于奥利司他组（P＜0.001），提

示阳性对照组对细胞侵袭的抑制作用更明显（图 5）。 
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注：A~C：贝伐单抗耐药 U87、U251 和 SHG-44 细胞 Transwell 基质胶侵袭实验图像及侵袭细胞数分析（100×）。与 DMSO 对照组

相比，*P＜0.05，***P＜0.001，****P＜0.000 1；与奥利司他组相比，##P＜0.01，###P＜0.001。 

图 5 奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM 细胞侵袭能力的影响（n=3 ） 
Note. A~C, Representative images of the Matrigel-coated Transwell invasion assay and quantitative analysis of invading cells in 

bevacizumab-resistant U87, U251 and SHG-44 cells (100×) . Compared with the DMSO control group, *P＜0.05, ***P＜0.001, ****P＜0.000 
1; compared with the orlistat group, ##P＜0.01, ###P＜0.001.  

Figure 5 Effects of orlistat on the invasion ability of bevacizumab-resistant glioblastoma cells (n=3) 

2.4  奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM细胞脂质代谢及 EMT相关基因 mRNA表达的影响 

为进一步探讨奥利司他抑制贝伐单抗耐药 GBM 细胞迁移和侵袭的分子基础，本研究采用 qRT-

PCR 检测脂质代谢及 EMT 相关基因 mRNA 表达水平。结果显示，与 DMSO 对照组相比，奥利司他

处理后贝伐单抗耐药 U87、U251 和 SHG-44 细胞中，脂质代谢相关基因 FASN、SREBF1 以及间质表

型相关基因 CDH2（N-cadherin）、VIM（Vimentin）、SNAI1（Snail）和 SNAI2（Slug）的 mRNA 表

达总体呈下降趋势，但不同细胞系及不同基因的变化程度和统计学显著性存在差异。与 DMSO 对照

组相比，奥利司他处理组 U251 细胞中 FASN 和 CDH2 的 mRNA 表达显著降低（分别为 P＜0.000 1 和

P＜0.01）；U87 细胞中 SREBF1 和 SNAI2 的 mRNA 表达显著降低（分别为 P＜0.05 和 P＜0.01）；

U251 细胞中 SNAI1 的 mRNA 表达显著降低（P＜0.000 1）。奥利司他处理后，上皮标志物相关基因

CDH1（E-cadherin）的 mRNA 表达呈升高趋势，但与 DMSO 对照组相比，差异无统计学意义。阳性

对照组对部分指标的调控作用较奥利司他处理组更为明显。上述结果提示，奥利司他可能通过调控脂

质代谢及 EMT 相关分子表型，抑制贝伐单抗耐药 GBM 细胞的迁移和侵袭（图 6）。 
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注：与 DMSO 对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，****P＜0.000 1；与奥利司他组相比，#P＜0.05，##P＜0.01，####P＜0.000 1。 

图 6 奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM 细胞脂质代谢及 EMT 相关基因 mRNA 表达的影响（n=3） 
Note. Compared with the DMSO control group, *P＜ ，0.05 **P＜ ，0.01 ****P＜0.000 1. Compared with the orlistat 

group, #P＜ ，0.05 ##P＜ ，0.01 ####P＜0.000 1. 

Figure 6  Effects of orlistat on the mRNA expression of lipid metabolism- and EMT-related genes in bevacizumab-resistant GBM cells (n=3) 

2.5  奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM细胞脂质积累及脂质代谢、EMT相关蛋白表达的影响 

为进一步观察奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM 细胞脂质代谢及 EMT 相关蛋白表达的影响，本研

究检测细胞内 TG 水平及相关蛋白表达变化。ELISA 结果显示，与 DMSO 对照组相比，奥利司他处

理后 U87、U251 和 SHG-44 贝伐单抗耐药细胞内 TG 水平显著降低（P＜0.000 1）；与奥利司他组相

比，阳性对照组 TG 水平进一步降低（P＜0.05，P＜0.01），提示奥利司他可减少耐药 GBM 细胞内

脂质积累（图 7A）。 

Western blot 结果显示，与 DMSO 对照组相比，奥利司他处理后，贝伐单抗耐药 U87、U251 和

SHG-44 细胞中 E-cadherin 蛋白表达总体呈升高趋势，而 N-cadherin、Vimentin、Snail、Slug、

SREBP-1 和 FASN 蛋白表达总体呈下降趋势，但不同细胞系及不同蛋白的变化程度和统计学显著性存

在差异。具体而言，与 DMSO 对照组相比，奥利司他组 U251 细胞中 Vimentin、Snail 和 Slug 蛋白表

达均显著降低（均为 P＜0.05），奥利司他组 U87 细胞中 FASN 蛋白表达显著降低（P＜0.05）。奥

利司他组 U251 细胞中 E-cadherin 蛋白表达虽呈升高趋势，但与 DMSO 对照组相比，差异无统计学意

义；N-cadherin、SREBP-1 及其余细胞系中相关蛋白表达虽呈相应变化趋势，但差异均无统计学意

义。与奥利司他组相比，阳性对照组 U251 细胞中 E-cadherin 蛋白表达显著升高（P＜0.05）。上述结

果提示，奥利司他可在一定程度上调控贝伐单抗耐药 GBM 细胞的 EMT 相关蛋白表型及 FASN 相关

脂质代谢过程，且其作用在不同细胞系中存在差异（图 7B～7I）。 
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 注：A：ELISA 检测贝伐单抗耐药 U87、U251 和 SHG-44 细胞内甘油三酯（TG）含量；B：Western blot 检测 EMT 相关蛋白表

达；C~I 分别为 EMT 相关蛋白表达水平。横坐标下方横线分别表示 U87、U251 和 SHG-44 细胞。与 DMSO 对照组相比，*P＜
0.05，**P＜0.01，****P＜0.000 1；与奥利司他组相比，#P＜0.05，##P＜0.01。 

图 7 奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM 细胞 TG 含量及脂质代谢和 EMT 相关蛋白表达的影响（n=3） 
Note. A, Intracellular triglyceride (TG) content in bevacizumab-resistant U87, U251 and SHG-44 cells detected by ELISA. B, Western blot 

analysis of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, Snail, Slug, SREBP-1, FASN and β-actin protein expression. C~I, Relative protein expression 
levels of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, Snail, Slug, SREBP-1 and FASN, respectively. The underlines below the x-axis indicate U87, 

U251 and SHG-44 cells. Compared with the DMSO control group, *P＜ ，0.05 **P＜ ，0.01 ****P＜0.000 1. Compared with the orlistat 
group, #P＜ ，0.05 ##P＜0.01. 

Figure 7 Effects of orlistat on TG content and the expression of lipid metabolism-related proteins in bevacizumab-resistant GBM cells (n = 3) 

3  讨论 

尽管贝伐单抗作为抗血管生成药物在临床上可缓解 GBM 患者的瘤周水肿，并改善早期影像学表

现，但其对总体生存期的延长有限，获得性耐药后肿瘤复发及侵袭性增强仍是限制疗效的重要原

因 [4]。近年来，肿瘤代谢重编程，尤其是脂质代谢异常，在肿瘤耐药和侵袭转移中的作用受到关

注[11]。本研究结合生物信息学预测和体外实验验证发现，奥利司他可降低贝伐单抗耐药 GBM 细胞活

力，并抑制其迁移和侵袭能力；同时，奥利司他处理后细胞内 TG 水平下降，脂质代谢及 EMT 相关

分子表型发生相应变化。上述结果提示，奥利司他对贝伐单抗耐药 GBM 细胞侵袭表型的抑制作用，

可能与 SREBP-1/FASN 相关脂质代谢调控及 EMT 相关过程有关。 

本研究所采用的贝伐单抗耐药细胞模型经细胞活力实验验证，其对贝伐单抗的敏感性低于亲本细

胞，为后续观察耐药背景下的药物干预效应提供了实验基础。功能实验显示，与 DMSO 对照组相

比，奥利司他处理后贝伐单抗耐药 U87、U251 和 SHG-44 细胞的迁移率及侵袭细胞数均降低，提示
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奥利司他可削弱耐药细胞的迁移和侵袭能力。该结果与既往研究中 FASN 抑制剂及奥利司他在胶质瘤

和其他肿瘤中表现出的抑制细胞活力、肿瘤生长、转移及脂肪酸合成等抗肿瘤效应相一致[12-15]。 

在机制层面，SREBP-1 是脂质合成的重要转录调控因子，可促进 FASN 等脂肪酸合成相关基因转

录；FASN 则参与脂肪酸从头合成，为肿瘤细胞膜结构维持、能量代谢和信号转导提供物质基

础[16-18]。既往研究显示，SREBP-1 相关代谢调控与脑肿瘤生长密切相关[8]，FASN 在胶质瘤中的表达

也与肿瘤级别及细胞生存能力相关[12]。本研究中，生物信息学分析提示 SREBP-1/FASN 相关脂质代

谢可能参与奥利司他干预 GBM 的潜在机制；进一步实验显示，奥利司他处理后耐药细胞内 TG 水平

降低，提示其可减少细胞内脂质积累。Western blot 结果显示，FASN、SREBP-1 及部分 EMT 相关蛋

白表达呈相应变化趋势，其中部分指标达到统计学意义。由于不同细胞系及不同蛋白的显著性并不完

全一致，本研究更倾向于认为奥利司他可能通过削弱 SREBP-1/FASN 相关脂质代谢调控环节，参与影

响耐药 GBM 细胞的侵袭性分子表型，而不能将其简单表述为对该轴的完全抑制。 

脂代谢重编程参与 EMT 相关调控已在多种肿瘤中被报道[14,18,19]。脂质合成增强一方面可为细胞

膜磷脂更新和膜受体信号转导提供底物，另一方面也可能通过 PI3K/AKT、MAPK 等信号网络影响

EMT 相关转录程序 [17,18]。本研究 qPCR 结果显示，奥利司他处理后，脂质代谢相关基因 FASN、

SREBF1 以及部分间质表型相关基因 mRNA 表达总体呈下降趋势，CDH1（E-cadherin）mRNA 表达呈

升高趋势；蛋白水平检测也显示 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、Snail 和 Slug 等 EMT 相关蛋白在

部分细胞系中呈相应变化趋势。需要指出的是，EMT 是一个动态生物学过程，而非单一信号通路；

本研究中 EMT 相关分子改变主要支持“奥利司他可能调控 EMT 相关表型”，尚不能单独证明其完全

逆转 EMT 过程。因此，结合迁移、侵袭实验结果，奥利司他可能通过影响脂质代谢状态，参与调节

EMT 相关分子表型，从而削弱贝伐单抗耐药 GBM 细胞的侵袭行为。 

KEGG 富集分析提示，奥利司他与 GBM 的交集靶点涉及肿瘤相关通路、PI3K/AKT、MAPK、

HIF-1、VEGF 相关信号以及脂质代谢相关过程。由于 KEGG 富集结果本身属于预测性分析，不能直

接证明奥利司他已经作用于某一确定通路，因此本研究将其作为机制线索，并结合后续体外实验进行

解释。既往研究表明，FASN 抑制可破坏肿瘤细胞脂质稳态，并影响肿瘤细胞增殖、迁移、转移及血

管生成等过程[12-15,20]。与替莫唑胺（temozolomide，TMZ）等传统化疗药物主要通过 DNA 烷化损伤

发挥作用不同，奥利司他靶向肿瘤细胞脂质代谢依赖性，为耐药 GBM 的代谢干预提供了新的研究方

向[21]。但从本研究结果看，奥利司他对 SREBP-1/FASN 轴及 EMT 相关蛋白的影响并非在所有细胞系

中均达到显著水平，提示其作用可能受到细胞遗传背景、基础代谢状态及耐药程度差异的影响。 

本研究也存在一定局限性。首先，结论基于体外细胞实验得出，尚未在动物模型中进行体内验

证，尤其是原位贝伐单抗耐药 GBM 模型中进行验证。尽管近期研究提示奥利司他在 GBM 小鼠模型

中能降低 FASN 表达并影响肿瘤生，但其在原位耐药模型中的疗效仍需确认[22]。其次，奥利司他用于

GBM 仍面临血脑屏障穿透能力有限问题，可能需借助纳米载体等递药系统（如脂质体）通过受体介

导转运等机制来提高脑内递送效率 [11,23,24]。再次，本研究未进一步区分异柠檬酸脱氢酶（isocitrate 

dehydrogenase, IDH）突变状态等分子亚型，奥利司他在不同遗传背景 GBM 中的作用差异有待研究。

最后，虽然本研究提示 SREBP-1/FASN 相关脂质代谢调控与 EMT 相关分子表型之间存在关联，但二

者间的直接因果关系尚需通过基因操作和回复实验进一步验证，例如在奥利司他处理基础上过表达

SREBP-1 或 FASN，以观察其是否能够恢复脂质积累、EMT 相关分子表达及细胞侵袭能力。综上所

述，本研究提示，奥利司他可降低贝伐单抗耐药 GBM 细胞活力，并抑制其迁移和侵袭能力；其作用

可能与减少细胞内脂质积累、影响 SREBP-1/FASN 相关脂质代谢调控以及调节 EMT 相关分子表型有

关。本研究为从代谢重编程角度干预贝伐单抗耐药 GBM 提供了实验依据，但其具体作用靶点、因果

机制及体内疗效仍需进一步研究确认。 
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