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　　提　要　目的: 探索经纤支镜活检肺癌组织进行原代癌细胞培养、体外药敏试验的可行性 ,试图减少临床

肺癌化疗的盲目性。 方法: 对 46例经纤支镜活检肺癌组织进行原代细胞培养 ,并用 M TT法首次对培养成功

者行长春新碱 ( V CR)、足叶乙甙 ( VP16 )、顺铂 ( DDP)三种药药敏检测 ;临床应用 COEP或 CO FP基本方案化

疗一疗程 , 2月～ 3月后复查并与体外药敏结果相比较。结果: 10例培养成功者药敏检测均获满意结果。7例体

外药物敏感者 , 6例临床化疗有效 , 1例表现为临床耐药 ; 3例体外耐药者 ,临床化疗均无效。M TT法药敏结果

预测临床肺癌化疗近期疗效的总符合率为 9 /10 ( 90% ) ,阳性符合率为 6 /7( 85. 71% ) ,阴性符合率 3 /3

( 100% )。 结论: 经纤支镜活检组织可行原代肺癌细胞培养及 M TT法药敏检测 ,其结果代表性强、针对性好 ,

与临床肺癌化疗近期疗效间有良好的一致性。 此研究有可能加速不能手术肺癌患者化疗的个体化进程。
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　　肺癌化疗的最佳措施是抗癌治疗的个体化。 80%

肺癌病例确诊时已失去手术时机 ,其化疗均带有盲目

性 ,严重地影响着肺癌化疗的个体化进程。体外药敏检

测对临床化疗用药有较好的指导意义 ,在诸多方法中 ,

以 MT T法最受人青睐。目前国内外肺癌体外药敏试

验的研究取材为细胞株、手术切除癌块及转移癌

灶
[1, 2 ]
。本文应用经纤支镜活检肺癌组织进行原代细胞

培养、利用 MT T法测试各个体肿瘤对三种临床常用

肺癌化疗药物的敏感性 ,并观察其近期疗效 ;试图探讨

其可行性及临床应用前景。

1　材料与方法

1. 1　组织细胞来源
　　本实验对 46例经纤支镜活检肺癌组织进行原代细胞培

养 ,其中男性 38例 ,女性 8例 ,年龄 26～ 74岁。组织细胞类型:

鳞癌 28例 ,腺癌 10例 ,小细胞肺癌 8例。并对培养成功的 10例

行药敏检测。

1. 2　药物设置
　　选用足叶乙甙 ( V P16 )、长春新碱 ( VCR)、顺铂 ( DDP)三药

物 ,分别用三蒸水或 20%酒精配成母液保存于 - 25℃冰箱中 ,

工作液随配随用。每种药物设置血峰值一个浓度点 ( VP16: 2 cg /

L、 V CR: 5× 10- 1 mg /L、 DDP: 2 cg / L)。对照组为对照Ⅰ 与对照

Ⅱ ,对照Ⅰ 为细胞悬液加 PBS,对照Ⅱ 为培养液加抗癌药物 ;设

双复管。

1. 3　原代肺癌细胞培养
　　经纤支镜在支气管腔内无菌取出肺癌组织约 50mg ,立即

浸入含青霉素、链霉素各 500 U /ml的 4℃ Hanks液中 ,随后

漂洗数次、离心。 将组织剪碎至 0. 5 mm3大小 ,序贯经胰蛋白

酶、Ⅱ型胶原酶和 DNA酶消化。 离心、弃去上清液 ,加 Hank 's

液吹打、铜网过滤 ;去红细胞、细胞沉淀加入 RPM I-1640完全

培养液中。 台盼兰染色、活细胞计数并调整细胞浓度 ,制成 6×

103～ 8× 105个活细胞 /ml的细胞悬液。 置于 5% CO2、 95%空

气、 100%饱和水蒸汽的 37℃二氧化碳培养箱中培养。

1. 4　培养细胞的鉴定
　　取培养 3 d的细胞离心、沉淀涂片、吹干 ,分别行角蛋白

ABC法组化染色和 HE染色。

1. 5　 MT T法

　　参照文献报道方法 [1]并加改进 ,实验中离心后采用快速翻

转法弃除上清液。

1. 6　体外药敏结果与临床反应关系观察
　　小细胞肺癌采用 COEP基本方案 ,非小细胞肺癌采用

COFP基本方案。具体为: CO EP方案:第 1天 , V CR 2 mg静脉

推注 ;第 2, 4天 , DDP 40 mg /d静滴 ;第 5、 7、 9天 , V P16 100 mg /

d静滴 ;环已亚硝脲 ( CCN U ) 100 mg于疗程的最后一天服用 ,

每两周为一周期 ,两周期为一疗程。COFP方案:第 1天 , VCR 2

mg静推 ;第 2至 4天 , DDP 40 mg /d静滴 ;第 8、 10天 , 5-氟脲

嘧啶 ( 5-Fu) 500 mg /天静滴 ;环已亚硝脲于疗程的最后一天服

用 ;每三周一次 ,两次为一疗程。按照国家恶性肿瘤疗效判断标

准 ,观察治疗后 2～ 3个月内的情况 ,并与体外药敏结果相比

较。

2　结果

2. 1　各类型肺癌细胞培养结果见表 1

　　本实验中若生长良好的癌细胞数达到药敏试验要求数 ,才

列为培养成功。 46例标本中 10例培养成功 ,失败 36例 ,其中

33例因细胞数太少 , 3例因微生物污染。
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表 1　三种类型肺癌培养结果

Tab 1　 The culture results of three types of lung cancers

Resul ts of cul ture
Types n

Succes s Non-succes s Succes sive rate(% )

Squamous cancer 28 5 23 17. 86

Adenocarcinoma 10 2 8 20. 00

Small cel l cancer 8 3 5 37. 50

Total 46 10 36 21. 74

2. 2　培养细胞角蛋白免疫组化分析
　　 10例培养成功的细胞 ,培养 3 d后涂片角蛋白 ABC法组

化分析 , 10例培养细胞之细胞浆均染成棕褐色 ,计为强阳性 ,表

明所培养细胞来源于上皮组织。 HE染色确定为各类型肺癌细

胞。

2. 3　 MT T法药敏试验结果
　　本研究中用于药敏试验的 10例肺癌细胞均获成功 ,其中 5

例鳞癌 , 3例小细胞癌 , 2例腺癌。 以用药组活性抑制率> 50%

为药物敏感的标准 ,结果显示 , 10例肺癌细胞中 7例对药物有

不同程度的敏感 , 3例表现为完全耐药。 三药对不同类型肺癌

细胞有效强度不一 ,鳞癌 VP16 ( 3 /5)> DDP( 2 /5)> V CR( 1 /5) ;

腺癌 VCR( 1 /2)、 DDP( 1 /2) ;小细胞癌 V P16 ( 3 /3)> DDP( 2 /3)

及 VCR( 2 /3)。敏感性程度亦不同 ,三药敏感 ( 2 /10) ,两药敏感

( 4 /10) ,单药敏感 ( 1 /10) ,均耐药 ( 3 /10)。

2. 4　 MT T法药敏结果与近期临床疗效间的关系

　　本组 10例肺癌病人分别用 COEP或 COFP方案进行正规

化疗一疗程。 在治疗后 2～ 3月复查症状、体征、胸片及其它辅

助检查 ,结果见表 2。

表 2　药敏结果与临床疗效关系

Tab 2　 The relationship of drug test and clinical response

Drug tes t
( n )

Clinical response Correctiv e rate P v alue

Ef fective 7 6 85. 71

0. 999996

No-ef fective 3 3 100. 00

Total 10 9 90. 00

　　初步显示: 药敏试验中有效的 7例 ,临床化疗一疗程后复

查 , 6例症状明显改善 ,胸部 X线片示病灶明显缩小 (> 50% ) ,

1例无效。 3例体外药敏试验示耐药的病例 ,临床用药后复查患

者病情加重 , X线检查见肺部病灶较前增大。

3　讨论

　　多年来学者们试图用纤支镜活检组织行肺癌细胞

培养研究 ,结果颇令人失望。收集国外文献迄今仅 7例

培养建系成功 ,且都为小细胞肺癌 [3 ]。 本实验选用 46

例经纤支镜活检的肺癌标本行原代细胞培养 , 10例取

得成功 ( 21. 74% )。同时取 28例手术切除肺癌组织标

本 (其中鳞癌 20例 ,腺癌 7例 ,小细胞癌 1例 )行癌细

胞培养 ,均获成功 ( 100% ) ,成功率明显高于经纤支镜

活检标本。培养成功者均经活细胞观察 ,涂片角蛋白组

化及 HE染色证实为癌细胞。 结果显示小细胞肺癌较

易培养成活 ( 3 /8) ,鳞癌及腺癌成功率低 ( 5 /28, 2 /10)。

此结果与各类型肺癌生长方式有关: 小细胞肺癌多为

管壁浸润 ,呈粘膜上型生长 ,故活检效率高 ,培养成功

率高 ;鳞癌多为腔内菜花样肿物 ,表面有较多坏死组织

及脓性分泌物 ,活检时不易取到足够的活癌细胞 ;腺癌

多呈粘膜下生长 ,活检时易出血 ,故培养成功率低。 影

响培养成功的最主要因素是活检组织所含活细胞太少

和伴随的微生物污染。

　　对失去手术时机的肺癌患者 ,化疗乃是治疗的重

要措施。而肺癌的耐药性和肺癌组织类型的多样混合

性及异质性 ,常致化疗失败。部分不能手术患者不可能

行体外药敏预测试验 ,盲目化疗影响疗效。纤支镜活检

组织肺癌细胞培养的成功 ,获得了原发灶中各类型癌

细胞的群体细胞 ,为保证药敏检测的准确性奠定了基

础 ,有希望减少不能手术治疗患者化疗的盲目性 ,提高

化疗有效率。 Saimon[4 ]证实 ,取自不同病人而组织类

型相同的癌细胞对同一药物的反应性不同 ;同一病人

原发灶与转移灶之间 ,不同转移灶之间 ,对同一药物也

呈现出不同的敏感性。 实施化疗主要强调治疗原发病

灶 (有重要脏器转移者例外 ) ,故对不适合手术的肺癌

病人 ,经纤支镜行原发癌灶活检 ,并进行原代细胞培养

及药敏试验 ,可使药敏试验更具代表性 ,使化疗更有针

对性。

　　本研究首次使用经纤支镜原代培养肺癌细胞用

MT T法进行药敏试验 , 10例获得成功。表明用 MT T

法检测这类细胞的药物反应性是可行的。 因经纤支镜

活检所获得的组织较少 ,经处理后仅能得到 3. 5 m l～

5. 5 m l单细胞悬液 ,故本实验只选用三种药物 ,取一

个有效浓度点进行试验。初步结果显示 ,本组 10例肺

癌细胞对 V P1 6、 DDP、 V CR三药的敏感性相近 ,以

V P16略强 , V CR稍差。因实验例数较少 ,仅有 10例 ,

尚难以代表肺癌的总体反应情况。纤支镜活检组织所

能培养的细胞数量较少 ,不能进行大量化疗药物的敏

感性检测。纤支镜活检时如何取材 ,培养时如何提高存

活率、减少细胞丢失 ,扩大药敏检测的范围是今后尚需

探索的研究课题。

　　不少研究表明 , M T T法药敏结果与临床治疗反

应性间存在着良好的一致性。本组 10例体外 MT T法
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药敏试验表明显示 , 7例敏感、 3例耐药。正规化疗一疗

程后复查 , 7例体外药物敏感者 6例治疗后缓解 ,患者

自觉症状明显缓解 ,胸部 X线片示肺部病灶明显缩小

(> 50% ) ;仅 1例治疗后病情恶化。 3例体外耐药者联

合化疗后复查 ,症状加重 ,X线检查见肺部病灶明显增

大。本组体外药敏结果与临床治疗反应性间相比较 , P

值为 0. 999996,提示无明显差异 ;体外药敏预测符合

率为 90% ,阳性符合率为 85. 71% ,阴性符合率为

100%。 预测准确率与文献报道一致
[5 ]
。 进一步证实

MT T法能较好地预测临床化疗的反应性。
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Clinical significance of bronchof ibroscopic biopsy to test drug sensitivity

of lung cancer cells
Xiong Wei, Shen Hanfang ( Depar tment of Respira tor y Diseases, Southw est Hospital, Third M ilitar y Univ ersity , Chongqing ,

630038)

　　 Abstract　Objective: To investig ate the po ssibility of collecting the lung cancer cells with broncho fi-

bro scopic biopsy for primary culture fo r the test of drug sensitiv ity to r educe the blindness o f th e clinical man-

agement of lung cancer. Methods: Fo r ty six lung cancer specimens obtained with bronchofiro scopic biopsy fo r

prima ry culture and th e test o f sensitivity o f the cancer cells to thr ee drug s of VCR, DDP and V P16 w as con-

ducted with M TT assay. Then the result o f the test wa s compared with the clinical response. Results: A-

mong the 10 successfully cultur ed cases 6 out o f th e 7 cases being sensitiv e to the thr ee drug s in vitro exhibit-

ed good clinical response and o th er 3 cases resistant to the drug s in vitro had no clinica l response. Conclusion:

The primary culture o f lung cancer cells obtained w ith bronchofibroscopic biopsy is useful to select the best

anticancer drug and to design an individual anticance r chemo therapy regimen and thus the efficient ra te of

ch emother apy fo r lung cancer can be incr ea sed.

　　 Key words　 bronch ofibr oscopic biopsy; lung cancer; primary cultur e; M T T assay; anticancer drug

细胞凋亡和细胞增殖抑制在射线损伤造血功能中的作用

The role of apoptosis and cell proliferation suppression in radio- induced

hematopoietic dysfunction

邹仲敏　 罗成基　　 (第三军医大学预防医学系防原教研室 )重庆 , 630038

　　射线对造血组织的损伤机理是放射病的研究重点。凋亡概

念的提出为揭示损伤的分子机理开辟了一条新途径。放射损伤

作为一个确定的诱发凋亡的方法 ,它的效应是肯定的。 射线诱

导的凋亡是受基因调控的一个主动过程 ,涉及诸多基因。 本实
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