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脑胶质瘤化疗药物的体外敏感性试验研究
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　　［摘要］　目的　探讨采用ＭＴＴ法检测肿瘤化疗药对脑胶质瘤细胞的敏感性。方法　 分离临床实体瘤标本（原代脑
胶质瘤组织）制备单细胞悬液，包括 Ｕ８７细胞进行体外培养，将临床上常用的８种肿瘤化疗药５氟尿嘧啶（５Ｆｕ）、卡铂
（ＣＢＰ）、顺铂（ＤＤＰ）、阿霉素（ＤＯＸ）、甲氨蝶呤（ＭＴＸ）、依托泊苷（ＶＰ１６）、丝裂霉素（ＭＭＣ）、长春新碱（ＶＣＲ）配成３种不
同的浓度（５Ｆｕ的终浓度为２５０、５００、７５０μｇ／ｍＬ，其他肿瘤化疗药终浓度５０、１００、１５０μｇ／ｍＬ），采用 ＭＴＴ法检测，计算各
肿瘤化疗药物对肿瘤细胞的抑制率。结果　 ８种肿瘤化疗药对原代脑胶质瘤的抑制效率依次为：ＡＤＭ＞ＭＭＣ＞ＤＤＰ＞
ＶＣＲ＞５Ｆｕ＞ＶＰ１６＞ＣＢＰ＞ＭＴＸ；其中ＡＤＭ的敏感度最高（抑制率９５．５４％）；其次是ＭＭＣ和ＤＤＰ（抑制率＞６０％），ＭＴＸ
最不敏感（１１．２９％）。７种化疗药物对Ｕ８７细胞株的抑制率依次为：ＡＤＭ＞ＶＰ１６＞ＣＢＰ＞ＭＭＣ＞５Ｆｕ＞ＤＤＰ＞ＭＴＸ；ＡＤＭ
的抑制率最高（９１１９％），最不敏感的是ＭＴＸ，其次是ＤＤＰ（二者＜３０％）。ＤＤＰ对于Ｕ８７细胞抑制率较低，属于耐受药，
但作用于原代脑胶质瘤细胞时细胞毒作用较大，为敏感性化疗药物。结论　 ＭＴＴ法体外药敏试验为指导实体瘤患者的
临床化疗方案提供了有效数据，可减少用药的盲目性，提高个体化治疗效果。
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　　肿瘤已成为严重威胁人类健康的头号杀手，手术切
除、物理放疗、化疗是治疗恶性肿瘤的三大支柱，其中化

疗是重要手段之一。肿瘤是一个异质性、多态性、分化

不均的细胞群体，不同类型的肿瘤对同一化疗药的敏感

性不同，这与肿瘤生物学特性、患者个体差异、肿瘤化疗

药本身的毒性反应等因素有关，又因耐药性的存在，尤

其是多药耐药性，这使得肿瘤化疗效果大大降低。
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　　自１９５３年，Ｂｌａｃｋ和 Ｓｐｅａｒ首先报道了癌标本的
体外药敏试验后，化疗药敏试验从此拉开了序幕。

１９８３年Ｍｏｓｍａｎｎ［１］报道了应用 ＭＴＴ法研究肿瘤细胞
的生长和生存状况，体外药敏试验得到了迅速的发展，

如梁永钜等［２］的组织块培养药敏试验、Ｊｏｒｄａｎ等［３］应

用人脑胶质瘤细胞系进行 ＭＴＴ体外化疗敏感性试验
均表明，没有一种药物能抑制所有肿瘤细胞的生长。

以合理用药为中心的体外药敏试验除了能指导临床用

药以外，在评估化疗方案的疗效、筛选新药、制定新的

化疗方案、恶性肿瘤预后判断以及与肿瘤相关的基础

研究等方面都有极其重要的指导意义。

　　本试验将采用ＭＴＴ体外药敏试验法，检测肿瘤化
疗药对脑胶质瘤的抑制效果，旨在为临床个体化用药

提供依据。

１　资料与方法

１．１　试剂与材料
　　ＤＭＥＭ／ＨＩＧＨＧｌｕｃｏｓｅ，ＨｙＣｌｏｎｅ公司；小牛血清（ＦＢＳ），杭
州四季青生物工程材料有限公司；ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ公司；二甲亚砜
（分析纯），重庆医药股份有限公司化玻分公司；所有试验药品

由重庆医科大学附属永川医院药剂科提供；５例新鲜的脑胶质
瘤组织块（２００９年５月至２０１１年８月经病理确诊的脑胶质瘤
患者５例，男性３例，年龄 ４３～７６岁，中位年龄 ６０岁；女性
２例，年龄 ３９～６５岁，中位年龄５５岁）由重庆医科大学附属
永川医院神经外科提供；Ｕ８７细胞来源于美国典型培养物保藏
中心（ＡＴＣＣ）。

１．２　肿瘤化疗药浓度配制
　　根据国际用血浆峰浓度值，将顺铂（ＤＤＰ）、卡铂（ＣＢＰ）、丝
裂霉素（ＭＭＣ）、多柔比星（ＡＤＭ）、依托泊苷（ＶＰ１６）、长春新
碱（ＶＣＲ）、氨甲蝶呤（ＭＴＸ）用 ＰＢＳ液配制成终浓度为 １５０、
１００、５０μｇ／ｍＬ各２００μＬ（表１）；５氟尿嘧啶（５Ｆｕ）用ＰＢＳ溶液
配制成终浓度为７５０、５００、２５０μｇ／ｍＬ各２００μＬ。－２０℃冰箱
保存备用。

表１　肿瘤化疗药物的配制方法

药物 标示量
储备液

浓度（ｍｇ／ｍＬ）

高浓度加药

体积（μＬ）

中浓度加药

体积（μＬ）

低浓度加药

体积（μＬ）
５Ｆｕ ０．２５ｇ／１０ｍＬ ２５ ９０ ６０ ３０
ＶＰ１６ ０．１ｇ／５ｍＬ ５ ９０ ６０ ３０
ＣＢＰ １００ｍｇ／１０ｍＬ １０ ４５ ３０ １５
ＤＤＰ １０ｍｇ／２ｍＬ ５ ９０ ６０ ３０
ＶＣＲ １ｍｇ ５ ９０ ６０ ３０
ＡＤＭ １０ｍｇ ５ ９０ ６０ ３０
ＭＭＣ ２ｍｇ ５ ９０ ６０ ３０
ＭＴＸ ５ｍｇ ５ ９０ ６０ ３０

１．３　化疗敏感性检测
１．３．１　细胞培养　　活组织标本为临床脑胶质瘤患者手术切
除当日新鲜无污染标本，标本取自肿瘤边缘活组织较多的部

分，收集在血清培养液中后在无菌室超净工作台进行操作。用

不含血清的培养液清洗标本，以无菌眼科剪剪碎成约１ｍｍ×

１ｍｍ×１ｍｍ大小的组织块，放入含２０％小牛血清和混合消化
液的ＤＭＥＭ培养液，３７℃消化２ｈ，１００目尼龙筛网过滤，获单
细胞悬液，置于３７℃，５％培养箱进行原代培养，观察。
１．３．２　ＭＴＴ检测　　将２×１０４／ｍＬ细胞悬液种入９６孔板中，
每孔１４０μＬ，加不同肿瘤化疗药物的试验组各设８个重复孔，
加抗肿瘤药物的浓度参照血浆峰浓度（ｐｌａｓｍａｐｅａｋｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎ，ＰＰＣ）分别为１０×ＰＰＣ、１×ＰＰＣ、０．１×ＰＰＣ、每孔１０μＬ，留
８孔作为不加药的细胞生长孔，补加１０μＬ含血清培养液，使总
液体量为１５０μＬ。将细胞培养板置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱内
培养；细胞铺板２４ｈ之后贴壁，向试验组加药１０μＬ／孔，在上
述条件下的孵箱中继续培养２４ｈ；肿瘤化疗药处理后向培养后
的９６孔板中加入０．５％ ＭＴＴ溶液，２０μＬ／孔，继续培养４ｈ。
快速翻转９６孔板，甩去含ＭＴＴ的培养上清液，倒扣在吸水纸上
吸去残余液体，按１５０μＬ／孔加入 ＤＭＳＯ，放入酶标仪，在酶标
仪上振摇８ｍｉｎ，在５７０ｎｍ波长处测量 Ｄ（５７０）值。同时设置
空白孔及对照孔。

　　细胞增殖抑制率（ＩＲ）＝１－［Ｄ（５７０）对照组 －Ｄ（５７０）试验组］／
Ｄ（５７０）对照组 ×１００％
　　药敏评价参照洪本英等［１２］的药物试验评价标准，抑制率

＞５０％，认为该药敏感，３０％～５０％为中度敏感，＜３０％为不敏
感（耐药）。

１．４　统计学处理
　　结果以 珋ｘ±ｓ表示，所有检验均应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行处
理，统计学方法选用单因素方差分析；两两之间比较，方差齐性

采用Ｔｕｋｅｙ法，方差非齐性则采用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法。

２　结果

２．１　原代脑胶质瘤结果
２．１．１　各单药对原代脑胶质瘤细胞抑制率 以胶质瘤细胞在
ＰＰＣ孔的细胞增殖抑制率为评价标准，表２结果显示，卡铂高
浓度（１５０μｇ／ｍＬ）与低、中浓度抑制率有显著性差异（Ｐ＜
００５），而低中浓度间抑制率无较大差异，其抑制率具有浓度依
赖性，且随浓度的增大而增高；５Ｆｕ抑制率随浓度的增大而降
低，低浓度抑制率与高浓度抑制率有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；
ＤＤＰ各浓度抑制率随浓度的增大而升高，且抑制率都有显著性
差异；ＡＤＭ各浓度间抑制率具有显著性差异（Ｐ＜０．０５），且中
浓度时抑制率最高；ＭＴＸ高浓度时抑制率最低，且与中低浓度
的抑制率存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）；ＭＭＣ各浓度的抑制率随
浓度升高而升高，且相互间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）；ＶＣＲ
各浓度的抑制率无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；ＶＰ１６低浓度抑制
率最低，分别与中高浓度抑制率有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
２．１．２　原代脑胶质瘤细胞对８种肿瘤化疗药的敏感性　　根
据国际用血浆峰浓度值，将中浓度项（５Ｆｕ中浓度为５０μｇ／ｍＬ，
其他肿瘤化疗药都为１００μｇ／ｍＬ）的抑制率进行敏感性研究。
　　从表３可看出，８种肿瘤化疗药对原代胶质瘤细胞的抑制
率从高到低依次 ＡＤＭ＞ＭＭＣ＞ＤＤＰ＞ＶＣＲ＞５Ｆｕ＞ＶＰ１６＞
ＣＢＰ＞ＭＴＸ。其中 ＡＤＭ 的敏感度最高，抑制率达到了
９５５４％。其次是ＭＭＣ和ＤＤＰ，抑制率＞６０％，ＭＴＸ最不敏感，
抑制率仅有１１．２９％。
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表２　８种肿瘤化疗药物低、中、高浓度对胶质瘤细胞的抑制率比较（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

浓度 ＣＢＰ ５Ｆｕ ＤＤＰ ＡＤＭ ＭＴＸ ＭＭＣ ＶＣＲ ＶＰ１６
低浓度 １０．１５±６．８５ ６２．８２±５．１４ ４３．６７±４．４３ ７０．９８±９．１９ １１．３３±４．１５ ８３．２７±４．５７ ５５．１１±７．６４ ３４．００±１０．０５
中浓度 １２．７４±７．４８ ５７．６４±４．２２ ６７．９７±２．９８ａ ９５．５４±１．９７ａ １１．２９±３．４７ ９２．０８±２．８１ａ ６０．３９±９．２１ ４９．７２±９．１５ａ

高浓度 ２３．８３±１１．１６ａ ５３．９１±２．７７ａ ８４．８２±２．０５ａｂ ９０．９７±３．１０ａｂ ４．６５±３．７２ａｂ ９６．９５±１．７２ａｂ ５６．２２±７．８０ ５９．００±６．５５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与低浓度比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与中浓度比较

表３　原代脑胶质瘤细胞对８种肿瘤化疗药的敏感性分析（ｎ＝８）

项目 ＡＤＭ ＭＭＣ ＤＤＰ ＶＣＲ ５Ｆｕ ＶＰ１６ ＣＢＤＣＡ ＭＴＸ
ＩＲ［（珋ｘ±ｓ）％］ ９５．５４±１．９７ ９２．０８±２．８１ ６７．９７±２．９８ ６０．３９±９．２１ ５７．６４±４．２２ ４９．７２±９．１５ １２．７４±７．４８ １１．２９±３．４７
敏感性 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ － －

２．２　Ｕ８７细胞结果
２．２．１　７种肿瘤化疗药对 Ｕ８７细胞抑制率　　ＣＢＰ、５Ｆｕ、
ＤＤＰ、ＭＴＸ、ＶＰ１６各浓度抑制率间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；
阿霉素高浓度抑制率分别与低、中浓度存在显著性差异（Ｐ＜
００５）；ＭＭＣ低浓度抑制率与高浓度抑制率具有显著性差异
（Ｐ＜０．０５）。见表４。
２．２．２　Ｕ８７细胞对８种肿瘤化疗药的敏感性　　根据国际用
血浆峰浓度值，将中浓度项（５Ｆｕ中浓度为５０μｇ／ｍＬ，其他肿
瘤化疗药都为１００μｇ／ｍＬ）的抑制率进行敏感性研究。抑制率
从高到低依次为：ＡＤＭ＞ＶＰ１６＞ＣＢＰ＞ＭＭＣ＞５Ｆｕ＞ＤＤＰ＞
ＭＴＸ。其中，ＭＴＸ和ＤＤＰ抑制率都小于３０％，属于耐受肿瘤化
疗药。见表５。

３　讨论

　　近来有研究［４－５］采用体外药敏试验得出了胶质瘤

原代细胞培养对不同肿瘤化疗药的敏感性顺序，并将

其与临床疗效相比较，表现出较高的阳性符合率和耐

药符合率，其他诸如此类的研究也较多［６－９］。陈建文

等［１０］应用此法研究脑胶质瘤是发现客观有效率及疾

病控制率在药敏试验敏感组显著高于耐药组。蒋芹

等［１１］在对食管癌的研究后，报道了联合用药者的化疗

总体敏感度高于单一用药者。在肝癌的化疗预测中，

Ｊｏｒｄａｎ等［３］对４５例原发性肝癌患者进行试验，研究发
现１１种化疗药中，ＭＭＣ的敏感率最高，达到７５．６％，
而ＶＣＲ的敏感率最低，０例敏感，６例中度敏感，敏感

率为１３．３％。在与临床相关性的研究也发现 ＭＴＴ敏
感组的敏感率（８２．２％）明显高于经验对照组的敏感
率（４８．９％）。结果显示，ＭＴＴ法能为临床治疗提供可
靠的用药依据，如果广泛运用，对控制肿瘤转移、复发

率以及提高患者生存率都有起着积极的作用。

　　目前国际上没有形成统一的技术标准，例如肿瘤
化疗药浓度的采用、肿瘤化疗药与细胞的作用时间、敏

感标准的设立以及结果的正确判断。蒋芹等［１１］采用

血浆峰浓度的１／１０，而洪本英等［１２］则根据国际用血

浆峰浓度，将肿瘤化疗药配制成为 １００μｇ／ｍＬ和
５００μｇ／ｍＬ（５Ｆｕ），在脑胶质的研究中，倪炜等［５］直接

将标示量原液稀释成几个梯度浓度进行试验。

　　根据国际泳峰值浓度，将肿瘤化疗药的中浓度
（５Ｆｕ：５００μｇ／ｍＬ，其他肿瘤化疗药：１００μｇ／ｍＬ）项
的抑制率进行比较。８种肿瘤化疗药对原代胶质瘤细
胞的抑制率从高到低依次 ＡＤＭ＞ＭＭＣ＞ＤＤＰ＞ＶＣＲ
＞５Ｆｕ＞ＶＰ１６＞ＣＢＰ＞ＭＴＸ。其中 ＡＤＭ的敏感度最
高，抑制率达到了９５．５４％；其次是ＭＭＣ和ＤＤＰ，抑制
率都大于了 ６０％，ＭＴＸ最不敏感，抑制率仅有
１１２９％。５Ｆｕ与ＶＣＲ在低中高各个浓度下的抑制率
都无显著性差异，且抑制率都＞５０％，为原代脑胶质瘤
敏感性肿瘤化疗药，临床治疗时刻考虑替换用药。

ＣＢＰ与 ＭＴＸ虽也效果相当，但抑制率都较低，为耐受
性肿瘤化疗药，临床治疗时应避免使用，以增加化疗效

果，减少患者的毒副作用和巨大的经济负担。

表４　７种肿瘤化疗药低中高浓度对Ｕ８７的抑制率比较（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

浓度 ＣＢＰ ５Ｆｕ ＤＤＰ ＡＤＭ ＭＴＸ ＭＭＣ ＶＰ１６

低浓度 ５０．７０±２８．９２ ３７．４３±１４．４４ ２８．０５±１０．１４ ９２．３１±３．６８ １１．３５±５．６１ ４２．５９±７．８３ ６２．５２±９．９０

中浓度 ５３．７６±１７．９８ ４０．５６±１１．６５ ２３．０８±１１．８８ ９１．１９±２．０７ １２．２９±８．６３ ４９．３９±２．９１ ６５．４９±１４．６７

高浓度 ４４．３６±２４．１０ ４２．４０±１９．１２ ２６．７０±１７．６６ ７９．６４±３．４４ａｂ １３．３８±７．７４ ５５．６１±９．９１ａ ６２．８１±８．２５

ａ：Ｐ＜０．０５，与低浓度比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与中浓度比较

表５　Ｕ８７细胞对７种肿瘤化疗药的敏感性分析（ｎ＝８）

项目 ＡＤＭ ＶＰ１６ ＣＢＰ ＭＭＣ ５Ｆｕ ＤＤＰ ＭＴＸ

ＩＲ［（珋ｘ±ｓ）％］ ９１．１９±２．０７ ６５．４９±１４．６７ ５３．７６±１７．９８ ４９．３９±２．９１ ４０．５６±１１．６５ ２３．０８±１１．８８ １２．２９±８．６３

敏感性 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － －
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　　在 Ｕ８７细胞研究中，７种肿瘤化疗药抑制率从高
到低依次为：ＡＤＭ＞ＶＰ１６＞ＣＢＰ＞ＭＭＣ＞５Ｆｕ＞ＤＤＰ
＞ＭＴＸ。ＡＤＭ的抑制率最高，达到了９１．１９％，最不敏
感的是ＭＴＸ，其次是ＤＤＰ，两者抑制率都小于３０％，属
于耐受肿瘤化疗药。７种肿瘤化疗药各自３个浓度抑
制率比较，阿霉素抑制率随浓度的增大而减小，丝裂霉

素抑制率随浓度增大而升高，其他肿瘤化疗药各浓度

抑制率都无显著性差异，表明试验时应减小浓度，以避

免浪费或产生毒副作用。

　　许多学者的体外药敏试验研究结果同时强调肿瘤
化疗药的敏感性和耐药性的检测是不等价的。在大数

量病例检测中，耐药性的检测准确率往往比敏感性的

准确率要高。陈建文等［１０］发现１４７例标本中，总成功
率达到了５８％。体外药敏试验结果与临床治疗效果
的总符合率为８２．８％，阳性符合率为７１．４％，阴性符
合率为 ９３．３％。与 Ｈｉｇａｓｈｉｙａｍａ等［１３］的试验结果

（ＰＰＶ＝５０％，ＮＰＶ＝９２％）相符。在药敏试验中，药敏
性固然重要，耐药性检测也存在价值，因为根据试验可

以排除无效药，提高治疗效果。

　　肿瘤化疗药物敏感性试验的每种方法各有其优点
和局限性，单用某一种方法难以肯定化疗药物的抗肿

瘤效应。目前最为广泛运用的 ＭＴＴ法也存在一定的
不足，ＭＴＴ经还原所产生的甲瓒产物不溶于水，需被
溶解后才能检测，这不仅使工作量增加，也会对试验结

果的准确性产生影响，ＤＭＳＯ对人体有一定的损害，当
标本混有正常细胞时会影响结果的判断。另外，ＭＴＴ
法和ＡＴＰＴＣＡ法［１４－１５］都需要制备单细胞悬液才能进

行试验，此方法使得肿瘤细胞的生长环境与在体内肿

瘤组织中的生长环境呈现出一定的差别，不能非常准

确地预测体内肿瘤细胞对肿瘤化疗药的反应。梁永

钜［２］采用组织块培养的方法使肿瘤细胞在与体内环

境相近的条件下进行试验，其试验结果敏感性相对于

ＭＴＴ法偏低，但与临床结果更为符合。组织块内肿瘤
细胞比单层培养细胞对肿瘤化疗药有更强的耐药性，

但试验数据更可靠。

　　探索精准的体外药敏试验一直是肿瘤学科中一个
十分重要的课题，它在指导临床合理用药以及个体化

治疗方面有着不可低估的作用［１６］。本研究中 ＭＴＴ法
能较好地反映出各种化疗药物对脑胶质瘤细胞的敏感

性，对脑胶质瘤患者临床个体化治疗效果有预见价值，

可以帮助临床医师选择有效的化疗药物，由于药物在

体内代谢、解毒、排泄速度与体外试验有较大的差异，

体外药敏试验对药物进行初步筛选和敏感度的预测，

尤其是为临床患者设计合理的个体化治疗方案，避免

无效药物所致的不良反应，以提高治疗效果方面具有

重要的价值。
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