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人实体瘤抗癌药物敏感试验MTT法的建立△ 

病理生理教 f室 汤 为学 骆云鹏 王瑞雪 

R叼7 、I 
提 要 本文挥 r用MTT珐进行人史 怍}卣抗鹅药敏试验 条件删】影 响因素．结果 嵌明该法之 

最适 寤细胞浓度为0．5一 lX 10 个／孔。嚣适培养时间为三_天。 167例实体瘤的八种抗癌 药 物敏感 

试验结果说四其与种瘤细胞生长特性．病理类型和 中̈瘤标本取材部位等目素有关 MTT浩有操作 

简单、重复性好 ．成功率较高、便于推广等优点 

关-词 鎏 塑 ；抗癌药物敏感试验 
中圈分类号 R979．1 

肿瘤化疗研究在近40年来取 得 巨 大 进 

步，挽救或延长了不少肿瘤患者生命。但迄 

今恶性肿瘤化疗仍停留于按文献资料 及临床 

传统经验给药，疗效常 不 尽 满 意。实践提 

示，不同肿瘤虽病理诊断属同一类型，但其 

对抗癌药物的敏感性却有明显差异。因之， 

如何选择对某一具体肿瘤有效的抗癌药物引 

起人们普遍关注。 目前，抗癌药物敏感试验 

国内外已有不少报道 。 983年 Mosma— 

nn用MTT (四甲基偶氮唑盐)显色法 测定 

细胞生长}1987年Carmicheal等成功地将 

MTT法用于细胞株进行药物筛选 1j=；988年 

PieSers等又应用于急性 白血病细胞的抗 癌 

药物筛选 }1990年W ilson、Sargent用 

于卵巢 性肿瘤 的药物敏感试验 。但 内 

用MTT法进行人实体瘤抗癌药物敏感试验 

尚．无报道。本文研究MTT法 用于 1 67例 

人实体瘤抗癌药物敏感性测定，并探讨其最 

适条件及影响因素。 

材料和方法 

蔼敏试验 

院 二院、儿科黑院等手术 切除新鲜忡瘤组织。包括 

卵巢粘 液性囊睬癌1 J倒．卵巢浆液性囊噤癌 9例 、 

子宫内膜癌4例 ，输卵管腺瘙2侧 内胚窭瘤 2俪． 

克洛根勃氏瘤2倒、卵巢低分化澹】倒、腹膜恶性 间 

皮瘤1例 腹摸乳头状隙寝1例，卵巢含睾丸母细胞 

癌1倒．肺隙癌19倒．肺鳞庙5例．食道鳞癌 5倒 

腺癌gO例 、直肠腺癌39例，结肠腺瘟l2例、盲肠 

． 瞄1侧、肛管繇癌2例、乳腺癌腹壁转移性 结 节1 

例、肾瘙腹壁转移性结节1例．膀胱腺癌9例、小脑 

胶质细胞癌l俪、神经母细胞瘤1例、卵黄囊瘤2例、 

肝 细胞癌4例、视蹰膜母 细胞 瘤3例，肾胚胎瘤1例． 

脑膜癌1例，胰隙癌淋巴结转移1例 鞘膜 揎 l例， 

性混合生殖细胞瘤l例 琳 肉瘤3例 ．共16 7俐 

(2) 培养液：RPMI--16~O(美闷，GIBCO)， 

新生牛血清 (术校微生物教 研 宣 挺 供 )．青 霉 素 

10万u／L，链霉素0．1g／L 

(3) 四甲基偶氮 唑盐 (MTT)、胶 原 酶 

DNA酶 (美国．Sigma)。 

(4) 二甲亚帆 (DMSO．北京化工厂 )。 

(5) 06孔培养板 (美闰．Cor．ing) 

(6) 抗癌药物；丝裂霉素C(MMC． 日 率 

和发酵工业株式会社)．柔红霉岽 (DNR．意大利 ． 

FarmitMia)、氨甲喋呤(MTX．上海第十二制 药 

厂 )、长春新碱 (VcR 上海第十一捌 药 1-) 顺 

1． 材辩 

(1) 人‘ 徘瘤标本米源；重庆 医科大学附一 △ 卫生 部资助利研课题 
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铂 (CDDP．云南个旧市生物化学制 药 厂)、卡铂 

(Carboplatin，济南齐 鲁 制 药厂)、足 叶 乙甙 

(VP ̈  江苏连云 港 制 药 厂)、5-氟 尿 嘧 啶 

(5-Fu．天 津市人 民制药厂) 。 

2．方法 将手术切除的新鲜肿瘤组织 (约lcms 

大小)，在超净台上清除脂肪、纤维组织、血块和坏 

死组织。Hanks藏洗净．经机械及酶 (0．2％胶原 

酶和0．0O2％ DNA酶)处理．制成种瘤单 细 胞悬 

液 - 。如混有较多红细胞，应低渗 去 除。洗潦 

二次，台盼兰染色，计算活细胞数 调整活细胞浓 

度至5×i00—5X1O听·／ml。将细胞悬液接种 于96 

孔培养板内，每 孔2O0 1。实 验包括试剂 对 照组． 

肿瘸细胞阴性对照蛆．肿瘸细胞阳性对照组 (内加 

lectin)及加不同抗癌药物的实验组 各种抗癌 药 

物按规定稀释戚三种不 同浓度，每种浓度作三个平 

行 孔．每孔加抗癌药物 20~tl 冒 37℃，7眄CO=湿 

性脬育箱内培养24—06h后．500X g离 心 lorein， 

弃上清，每孔加舯0 11640培 养 液 及 20p1 MTT 

(Smg／m1)，再培养4h后．离心 弃上请，每孔加 

DMSO 2oopA。用擞量振荡 器 (wz--2A型，北京 

海淀电子医疗仪器厂)摇振5miⅡ，在 自动 酶 标读 

数仪(Bio-Rad F~255o型)上比色，波长600am L15 ． 

制出每孔光密度值。 

计算：肿瘸细胞存活率= 

丽  ×l∞ 肿瘤细胞阴性对照组光密度值 。。 

结果判定 ； 

肿癌细胞存活率<3O眄，则该药为高度敏感 

肿瘤细胞存活率30—50师，则该药为 中度敏感 

肿瘤细胞存活率>50眄．则该药为不敏感 

结 果 

1．每孔最遁肿瘤细胞接种数 将肿瘤单 

细胞悬液分别配制成1×10。、5×10 1×10 

5×10‘、1×1O‘、5×100、1×10 、5×100及 

x i0。个／孔等系列稀释度，分别接种 于 96 

孔培养板，每孔200p．1，不加抗 癌 药，按前 

述方法操作，培养72h，并测定光密度值(图 

1)。图1显示随细胞数增加，所测光 密 度值 

增大。当细胞浓度≥5×l0 个／孔 时 光 密度 

值接近或等于2．5J细胞浓度<1×lO。个／孔 

时光密度值<o．2。细胞浓度为 o．5—1×lo 

·l04· 

圈1 肿瘤细胞数与光密度值的关 系(卵 

巢浆液性囊腺癌DP．9032) 

个／孔时，则可获得理想的光密度值。 

2． 肿精细胞培养时间选择 接种瘸细 

胞 (肺腺 癌，接 1X10 0．5X10 、1X10 

个／孔三种浓度) 于板孔，置 37℃、7啪C0I 

湿性孵育箱，分别培养24、48、72和 96h， 

测得不 同瘤细胞浓度在不同时间内的光密度 

值。结果见培养96h后细胞活力 降低，培养 

72h前细胞活 力 仍 较 好 (图2)。用5一Fu 

0D 

1．5 

1 0 三  ‘ 
I ～～ 

2‘ 档 72 96 h 培养时闸 

图2 肿瘤细胞培养时间与光 密度值的 

关系 (肺腺癌，DP．9023) 

▲一1×lO 个细胞／孔．·--0．5X 10卟 细 胞／扎， 

●一l×10卟 细胞，孔 
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MMC、VCR、MTX、CDDP分剐 作 用 

24、48、72~H96h(肺腺癌，细胞浓度 1 x 10 

个／孔)，测其肿瘤细胞存活率变化 (图3)。 

可见细胞培养 72h左右药物作用较充分。因 

此选用72h为该法最适肿瘤细胞培养时间。 

3．抗癌药物肿瘤纽胞毒作用测定 根据 

96 h 培养时间 

圉3 五种抗癌药物作用时间与 肿 瘤细胞存活率关系 (肺腺癌，DP-902 3) 

△一MT×(1O gml一 ) ~．--~CR(1p．gml一 ) O-：-MMC(1pgml一 ) 

●一 5．Fu(1OOpgml一 ) c3-- CDDP(1Op．ginI一 ) 

图4 CDDP浓度与肿瘤细胞存活率关系 (卵巢粘液 隍囊腺癌，DP．9006) 

需要采用灭菌生理盐 水 或 注 射 用 水 稀 释 

CDDP MM CSHVCR成 】00、50、10、5l】1 

0 5、0．1和0．0 5~．gml一 等浓度，分别加入96 

孔扳，作用于癌细胞(卵巢粘液性囊腺癌，细 

胞浓度1×10 fi-／~)，培养72h，测 得 不同 

剂量药物作用下肿瘤细胞存活率变化 (图4— 

5．6)。可见随药物浓度增加，肿癌细胞存活 

率减少。 

4．重复性试验 以输卵管腺癌、子宫内 

膜癌、卵巢粘液性囊腺癌、肺腺癌、直肠腺 
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图 5 MMC浓度与肿瘤细胞捍活 率 关系 (卵巢粘液性囊腺癌，DP．9006) 

固6 VcR浓度与肿 瘤细胞存活率关系 (卵巢粘液性囊腺癌，DP．9006) 

表1 MTT法用于人实体癌抗癌药物敏感试验 的组内重复性实验 

癌、卵巢低分化癌、腹膜乳头状腺癌 7例标 

奉分析 MTT法用在人实体寤抗癌药物敏感 

性测定时的重复性 (裘 )。结果表明重复性 

·106· 

较好，CV为10％左右。 

5．实验成功率 通过 167侧实体瘤药敏 

试验检测，我们认为MTT法药敏试验成功 

● 
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必须符台(1)测试系统中无污染；(2)培养瘤 

细胞分散 良好 ，以使结果符合统计要求J (3) 

培养瘤细胞生长 良好，光密度值须 达 到O．5 

以上 (图1)。我们肝做1 67例实 体 瘤标本， 

136侧成功，成功率8{．4菇 (表2)。 

表2 各种类型肿瘤MTT法抗癌药敏 

试验成功数 

肿 瘤 羹 型 

隙 癌 

鳞 搀 

皮下转移性癌结节 

其他种瘤 

台 计 

例数 实验成功俩教 

1B5 114 

10 6 

2 0 

20 I6 

167 136 

讨 论 

1977年Salmon⋯建立人类肿瘤原代细 

胞生长的双层琼脂培养，为肿瘤干细胞克隆 

分析和体外抗癌药物筛选打下基础，丽后， 

Friedman建立。H—TdR掺入人 类 肿 瘤细 

胞克隆药物敏感试验。以上二种方法技术设 

备要求较高。MTT法子 19B9年由Mosmann 

提出，该法利用皤细胞内线粒体脱氢酶能将 

MTT转化为兰紫色衍 生 物 甲 黯 (forma— 

zam)的原理来检测活细胞数 目。因为产物 

甲僭颜色深浅 (可以OD值表示)与 活 细胞 

数成正比，而且OD值可以在自动酶 标 读数 

仪上连续记数。故本组利用此原理测定抗癌 

药物作用后oD值变化，并计算出肿 瘤 细胞 

存涪率，从而预测患者体内肿瘤细胞对某抗 

癌药物敏感程度，据此建立 MTT法用于人 

实体瘤抗癌药物敏感性检铡。 

实验成功率 我们的研究显示抗癌药物 

敏感试验与 (1)恶性肿瘤 的病理类型和肿瘤 

细胞生长情况有关，如肿瘤类型为腺癌 ，肿瘤 

细胞生长良好，试验成功数较高 (表2)。(2) 

肿瘤标本取材部位有关，如所取肿瘤标本靠 

近肿瘤边缘，则内含活细胞较多，药敏成功 

率较高。如取于较大肿瘤的中心部位，则内 

含坏死组织较多，药敏成功率较低。本组共 

有31例失败，其中l铡腺癌因坏死组 较多； 

j3例消化道肿瘤因污染；其余l4例(5例腺癌、 

3例鳞癌、2例皮下转移性癌结节．4饲其他肿 

瘤)团肿瘤细胞太少或生长不 良而来获成功。 

肿瘤单细胞悬液常混有非 性细胞如白细胞 

及成纤维细胞，但量极少，又白细胞代谢活 

性低“ ，成纤维细胞在短期培养时增殖少， 

而肿瘤细胞 占有极高百分率，故我们认为非 

恶蛀细胞对MTT法药敏试验结果影响较少。 

随药物浓度增加，肿瘤细胞存活率下降 

(圈4．5．6)。根据Alberts研究，抗癌药物 

敏感试验药物浓度为血蜂 能正确反映该药 
u  

对某一肿瘤细胞的敏感性。本组药敏试验所 

用各种药物浓度都按此给 予。 

根据Salman c 、富田 等报道，某抗 

癌药物的药敏试验结果与临床疗 效 一 样 敏 

惑，即真阳性率为6O～7o％J某 ～ 药 物 的 

药敏试验结果与临床疗效 一样均不敏感，即 

真阴性率为90 左右。本组 MTT法用于临 

床时间尚不够长，-但抗癌药敏检测应用于晚 

期卵巢恶性肿瘸患者，近期效果满意(如×× 

女42岁复发性转移性卵巢腺癌 (DP．9184)， 

再次手术，属残瘤者，术后根据药敏结果进 

行三个月化疗，结果癌块由 loom缩 小 至 6 

cm，腹水消失。)远期疗效正在观察之中。 

因此抗癌药物敏惑试验能较好反映个体药物 

敏感性，有助于临床医师正确 部 署 化 疗方 

案，并减少药物对患者的毒副作用，因而肿 

瘤患者在化疗前作抗癌药物敏感试验十分必 

要。 

MTT法抗癌药物敏感试验操 作简单、 

重复性好 、成功率较高、易于推广。此外我 

们应用本涪于血液恶性肿瘤 的骨髓血和癌性 

胸腹水药敏检查，亦收到理想效果 (将另文 

报道)。 

(本研究承范雉珂教授支持并审田全文；叶之轰 

副教授提供临床资料；重医大附一院妇产科 普外 

科 胸外科 ，馏展外科 脑虾辩，血禳科 ．附二院 
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妇产科．胸外科．几科医院外科，重庆长航医院内 

科．市第三人民医院眼科等提供肿瘤标本；重医大 

病理生理教研室．病理解剖教研室同志的支持．在 

此一并致谢 I) 
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1)E ERMINATION OF ANTICAN℃ER 

DRUG sENsITIⅥ TY TEST BY THE MTT COLO 

RIMETRIC ASSAY FOR HUM AN SoLID T【 M0RS 

Tang W eixue，et Al 

Department of Pathop~ysiology 

W e studied the methodology of s-O．5-dimethyl-2一thlazoly J)2．5-diphehy1 H— 

tatrazolium bromide(MTT)colorlmetric assay [or a~ticancer drug se口sitivity test 

of humau so1id tumors
．
Results showed that the optireal ce11 concentration per 

wc11 is O．5-1×10 ． the optlmal incubation period for the action of a~ticaneer dru． 

gs on tumor cells is three days
．
The eoncc~tratiola of anticancer drugs used shoald 

be vatled with different drugs
．

W e observed 167 samples of huma~ solid tnmors
．  

The applicability of this test is concerned w ith the growrh characteristits of tu． 

mot cells．histologlca】types of ma】ignaney．and the resected portion of the tumor 

specimen
．
The MTT colorimetrIc assay ls a simple．rapid and reliable m ethod for 

antlcancer drug se~eltlvity test of humau solld fumefs 

KEY W ORDS MTT c01orim etr；c assay；Tumor；Anticanccf drug sensitlvity 
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