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肺癌细胞原代培养 M T T 法药敏试验研究

田 冲
.

沈寒放 (第三军医大学附属西南医院呼吸内科 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

提 要 采用 M T T 法对肺癌细胞药物敏感性进行研究
.

先以 M T T 与
,

H
一

T dR 掺入法分对测试 8 例肺

癌原代细胞对 4 种抗癌药的反应并将两者加以比较
,

结果显示
:

两法有较好的相关性
。

后用 M T T 法测试 6 种

常用抗癌药对 20 例原代肺癌细胞的作用
,

发现 6 种药物均有一定的抗癌作用
,

其中以卡铂 ( C B I x二A )作用最

强
.

实验证实
:

M T T 法有较多优点
,

有一定临床实用价值
。

关键词 抗癌药
.
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.
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2

临床治疗研究中
,

建立肿瘤药敏检测系统
,

使肿瘤

化疗个体化是十分必要的
。

近几年
,

此类方法学的研究

十分活跃
,

迄今有
:

裸 鼠移植瘤法
,

集落形 成法
,

拒染

法
,

结晶紫法
,

氖标胸腺崛咤掺入法 (
’

H
一

T d R l)[ 〕等
,

上

述各法在有关实验室与临床研 究中各有所长
,

但用于

临床推广 尚存在一定困难
。

自 19 8 3 年 M os m a n n
建立

唾哇蓝 ( M T T )法 2[] 测定细胞活度以来
,

为肿瘤耐药性

检测的研究开辟了新的途径
。

本实验用 M T T 疗法测

试各个体肺癌原代培养细胞对 6 种抗癌药的反应性并

与
’

H
一

T d R 掺入法作比较
。

S
:

活度抑制率
; A 。 :

对照组 A 值
; A d

:

加药组 A 值
.

数据处理
:

相关分析
,

方差分析
,

四格表确切概率法
。

2 结 果

1 材料与方法

本 实验采用 20 例手术所得肺癌组织进行原代细胞培

养s[]
,

其中男性 17 例
,

女性 3 例
。

年龄 37 ~ 68 岁
.

组织类型
:

鳞

癌 15 例
,

腺癌 5 例
.

药物
:

环磷酞胺 ( C T X )
、

5
一

氟脉 啥陡 ( 5
-

F U )
、

阿霉素 ( A D R )
、

长春新碱 ( V C R )
,

足叶乙贰 ( V P 1 6 )
、

卡铂

( C B I : ( A )6 种抗癌药
。

每种药物设 6 个浓度点
,

其范围由血峰

值 X l o
一 ’

~ X 一0 , 。

设对照组 I 即细胞悬液加 P BS 与对照组 -

即 培养液加抗癌药
,

以上均用双复管测 试
。

试剂
:

唆哇 烂

( M T I
、

)
,

二甲基亚矾 ( D M OS )
。

仪器
:

D G 3 o 2 2 酶联免疫测试

仪
。

多头细胞收集器
.

M T T 测试法川
:

细胞悬液加入 96 孔培养板每孔 2 0 。川
,

培

养 12 h
,

加入不同浓度各种抗癌药 20 川 于相应孔内
,

培养 48

h
,

离心
,

弃上清液 2 8 0 科 l
,

即加 0
.

2 % M T I
,

液 5 0 拜l
,

又培养 s

h
,

后加入 D M S O 1 5 0 拜 l轻摇 5 ~ 1 0 m in ,

在 5 7 0 n m 波长以酶

联免疫仪测试光密度 ( A )值
.

3

H
一

T d R 掺入法 l[]
:

如上法细胞悬液加抗癌药培养 48 h
,

加
’
H

一
T d R 液 20 川培养 24 h

,

用多头细胞收集器将细胞收集于

玻璃纤维滤膜
,

凉干
,

将膜片置于闪烁瓶内加 P P O
、

P o p O P 闪

烁液 s m l 于 p计数仪测试 m in 一 ’

值
.

2
.

1 细 胞浓度 与 A 值的关系 (表 l)

将标本 l 与标本 I 的细胞浓 度作梯度稀释后分别测其 A

值
,

经相关分析
,

标本 I r ~ 。
.

9 98
,

尸 < 。
.

0 0 1 ;

标本 I 二 一

0
.

9 8 9
,

P < 0
.

0 0 1
。

2
.

2 M T T 与
’

H
一

T d R 掺入法相 关性比较

8例不同个体的肺癌细胞分别用两法测试 4种药物 6个浓度

及对照组的 m in 一 ’

值 (
’
H

一

T d R 法 )与 A 值 ( M T T 法 )经相关分

析得相关系数 (表 2 )
。

2
.

3 药物对原代肺癌细胞的作用

2
.

3
.

1 6种药物对肺癌细胞的作用 (表3)

2
.

3
.

2 6种药物作用 比较 (表 4)

表 1 细胞浓度与 A 值关系

T a b 1 T b e r e l a t i o n s h i P 加 t w ee n c o n e e n t r a t i o n o f

e e l l 扭 n d A v a l u e

aS m Pl e l aS m P l e l

反11 o u m b e r / w e l l A v a lu e C
e 】1 n u m b e r

/ w e l l A v a
lu e

尸勺口O八UO0
.

1 4 8 X 10 5 0
.

28

0
.

2 9 6 X 10 s 0
.

36

0
.

2 6 8 X 1 0 5

0
.

5 3 6 X 1 0 s

0
.

4 4 0 又 10 ` 0
.

4 1 0
.

8 4 0 X 1 0 s 1
.

2 3

0
.

5 9 6 X 10 ` 0
.

4 8 1
.

0 7 2 又 1 0 5 1
.

3 5

0
.

7 4 0 X 10 s 0
.

54 1
.

3 4 2 X 10 s 1
.

4 6

1
.

6 80 又 10 5 1
.

5 4
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h
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w h ie
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表 2’
H

一
T d R掺人法与M T T法的相关系数 (r) 值

Ta b Zc
倪i f fei en to e r rela ti o n tow toa sa s yso fM T Ta n d

3

H
一

T d R

D
u r gs

D
u r geo n e en ta r ti o n s

Co n trol

1 23 41 5 623 45 6

AD R0
.

2 83 3
`

0
.

2 2 2 8
.

0
.

87 81
’.

0
.

89 42
“ ’

0
.

87 92
’.

0
.

7 7 2 9
.

0
.

4 802

V G R0
.

9 41 7 二 0
.

3 9 42二 0
.

881 5二 0
.

41 9 80
.

4 81 8

V P1 60
.

87 4 4
’.

0
.

9 63 8二 0
.

7 5 64
.

0
.

83 9 4
“.

0
.

62 5 8

0
.

7 81 4
.

0
.

5 5 4 80
.

41 4 80
.

7 2 4 4

C B I二〔 A0
.

7 3 9 9
’.

0
.

7 5 9 9二 0
.

9 67 9
’.

0
.

9 63
’.

0
.

9 6 84二 0
.

93 82二 0
.

2 2 9 6

, :
P < 0

.

0 5 , , , :

P < 0
.

0 1
.

T h e
M T T

a n d ’
H

一

T d R
a s s a y s s

h
o w e

d
e x e e

ll
e n t a g r e e

m
e n t

.

表 3 `种药物对 20 例肺癌细胞的作用 A 值信士
, )

T a b 3 E f f e e t o f 6 a n t i ca n e e r d r u g s o n 2 0 ca
s es o f l u n g ca n e e r c e l ls

D r u g s C o n t r o l
D

r u g e o n e e n t r a t i o n s

1 2 3 4 5 61 2 3 4 5 6

C T X 0
.

4 5士 0
.

2 5 0
.

3 2士 0
.

2 2

0
.

4 5士 0
.

2 5

0
.

4 5士 0
.

2 5

0
.

2 8士 0
.

1 9

A D R

0
.

3 7土 0
.

2 2

0
.

3 7士 0
.

23

0
.

3 6士 0
.

22

0
.

3 5 4士 0
.

2 3

0
.

3 4 0士 0
.

2 2

0
.

3 3 0士 0
.

2 0

0
.

3 3 0士 0
.

2 0

0
.

3 1 0士 0
.

2 0

0
.

3 2 0士 0
.

2 2

0
.

3 5士 0
.

2 2

0
.

3 1士 0
.

2 1

0
.

2 8士 0
.

2 0

0
.

2 8士 0
.

2 0

0
.

2 9士 0
.

1 9

0
.

2 7士 0
.

1 9

0
.

2 8士 0
.

1 9

0
.

2 9士 0
.

2 0

0
.

2 6士 0
.

1 7

0
.

2 8士 0
.

1 9

0
.

24士 0
.

1 9

0
.

2 3士 0
.

1 6

0
.

24士 0
.

15

V C R 0
.

2 8士 0
.

1 7

0
.

2 5士 0
.

1 9

0
.

2 1士 0
.

1 6

V P 1 6 0
.

1 7士 0
.

1 7

C B I犯 A

0
.

4 5士 0
.

2 5

0
.

4 5士 0
.

2 5

0
.

4 5士 0
.

2 5

0
.

3 6士 0
.

2 1

0
.

3 3士 0
.

2 1

0
.

3 5士 0
.

22 0
.

2 4士 0
.

1 8

0
.

2 4士 0
.

1 6

0
.

2 0士 0
.

1 8

0
.

2 1士 0
.

1 5 0
.

1 5士 0
.

1 3

T h e r e w a s n o v e r s ig n i f
e a n e e e ie f fe r e n e e a

m
o n g th e v a r i o u s e o n e e r t r a t io n s o f 6 d r u g s ,

w h ie
h w

a s e a
l

e u
l

a t e d w it h
a n a ly s i s

o
f

v o r ia n e e
.

表 4 各药物对 20 例肺癌细胞效应
T a l 4 E f f e c t o f e a e h a n t i e a n e r d r u g o n 2 0 e as

e s o f

l u n g c a n c e r e e l l s

D r u g s N o
.

o f

e f f i e a e y

N o
.

o f

n o e
f f i e a e y

T o l
a

l
R a t e o f

e
f f i

e a e y ( % )

5
一

F u

A D R

V C R

V P 1 6

CT X

C B I犯 A

16

15

2 0

2 0

2 0

2 5

l 4

l 2

2 0

2 0

l 4

5

1 6

1 l

4 0

1 2
.

5

T h
e r e s u

l t s s h o w e d t h
e r e w a s a s i g n i fi

e a n e e
d i ff e r -

e n e e in e
f f

e e t o f a n t i e a n e e r
d

r u g s b e t w e e n C T X
a n

d

C B I:兀 A t o
l

u n g e a n e e r e e ll
s ( P < 0

.

0 5 )
,

w h ie
h w

a s

e a
l

e u la t e
d w it h t h e m e t h

o
d

o f a e e u r a t e p r o b a b i li t y

f o u r fo ld t a b l
e

.

3 讨论

由于肿瘤耐药的多样性 与多变性 3j[
,

抗癌药治疗

的个体化显得更为必要
,

故摸索
、

选择一种适用于临床

的抗癌药的筛选方法已是当务之急
。

M T T 是一种黄色细粒状四氮哇化 合物
,

其分子

中的四哇环在活的真核细胞线粒体内唬拍酸脱氢酶作

用下发生断裂
,

形成蓝色沉淀物甲瞪
。

其形成量与活细

胞内酶的活性及活细胞量密切相关
,

该物质溶解后可

被分光光度仪测试
,

量化指标为 A 值
。

利用这一生物

特性 M os m a n n
建立 M T T 法进行细胞活度的测试

。

后

被引入肿瘤细胞抗癌药物敏感性测试
〔`

, `口
。

本实验以二

例原代培养肺癌细胞进行细胞浓度梯度 稀释
,

得 出细

胞浓度
、

A 值的关系见表 1
,

经相关分析
,

尸 < 。
.

0 0 1
,

提示细胞量的增加与 A 值存在明显的线性依存关系
,

M a s m a n n
报道一致

。

蓝色甲腮的形成与活细胞量之间存在着一种线性

正相关的关系
,

利用其特性 可以进行药物对肿瘤细胞

抑制的评价
,

但由此所得的结果与临床疗效是否一致

呢 ? 许德风 6j[
、

K s s T 等将
’

H
一

T d R 掺入法 药敏试验测

试的药物评价与临床治疗的效果进行比较
,

结果表明
:

两者有较好的一致性
。

因此
,

我们选用
’

H
一

T d R 法与本

法进行对照
、

以两法同时测试 8例肺癌细胞对不同浓度

的 4种抗癌药的反应并对所测结果作相关分析
,

发现 28

个测试点的相关 系数 中有 20 个所对应的 尸 < 。
.

o l( 表

2 )表现出明显的一致性相关
。

说明用 M T T 法作为临

床肿瘤药敏的评价
,

具有良好应用价值
。

本实验选用临床治疗中常用 6种抗癌药物对 20 例

非小细胞肺癌的原代培养细胞进行药敏测试
,

此 6种药

分别作用于细胞增殖周期的不 同时相
,

在彼此组合时

具有协同作用
,

各药物对肿瘤细胞的抑制能力 (见表 3
,
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等
.

肺癌细胞原代培养 M T T 法药敏试验研究 1 2 7

4 ) C B D C A > V P 1 6 > V C R > A D R > 5
一

F u > C T X
,

其结

果得出印象是
,

在 6种药物 中 C B D C A 对肺癌抑制力最

强
,

C T X 最 弱
,

C B D C A 作用 明显强 于 C T X
。

显 然对

C T X 的评价与通常报道的临床疗效不符
〔 , 」。

这可能与

C T X 未被活化有关
,

因为 C T X 需在肝脏微粒体 内转

化成 4
一

轻化 环磷酞胺时才对肿瘤有较强的杀伤作用
。

体外培养所用者是原型
,

故抑癌率低
。

若欲确切反映

C T X 的抑癌作用
,

可采用静脉注射后
,

取患者血清或

其他代谢产物来测试其抑癌能力
,

可供临床用药参考
。

M T T 测试法有众多优点
,

与拒染法相 比操作较

简单
、

实验误差减少
、

利于临床应用
,

但尚存一些不足

有待克服 8j[
。

为了客观地反映出各个体肿瘤对药物的

反应
,

在临床药敏试验中多采用短期的原 代肿瘤细胞

作为实验对象
,

由于肿瘤细胞有锚地不依赖性生长的

特点图
,

相当一部分肿瘤细胞在体外培养 中呈悬浮生

长
,

尤其在原代培养中是如此
,

即使在传代培养中贴壁

生长 良好 的细胞也呈现贴壁不牢的现象
。

因而 M T T

测试中弃去上清培养液时
,

不免带 出部分细胞
,

尽管有

人统计其带出细胞所造成的误差仅为 4 % 〔’ 0〕 ,

但仍对

结果的准确性 一定影响
。

为此
,

W ill so n
J K 等 ll[ 」提 出

快速翻板法可减少细胞的丢失
,

但快速翻板难 以确保

每孔倒出等量液体
,

而培养液存留不均匀
〔刘 同样影响

测试结果
。

F ar se : L[
` , 〕
提 出以细胞基质包被培养板可

使细胞贴壁
。

今后能否采用此法减少细胞丢失
,

值得进

一步摸索
。

此外
,

原代培养细胞群是一种混合体
,

其中

掺有少量正常细胞即外周淋巴细胞与微量成纤维细

胞
。

前者还原 M T T 能力极低
; 后者在 48 h 培养 中未见

明显增殖图
。

虽然原代肿瘤细胞培养 中存在的上述正

常细胞对 M T T 测试结果影响极小
。

若能将其分离
、

去

除可使该法所测结果更 为精确
。
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第 2期 田 坤
,

等
.

肺癌细胞原代培养 M T T 法药敏试验研究 1 2 7

4 ) C B D C A > V P 1 6 > V C R > A D R > 5
一

F u > C T X
,

其结

果得出印象是
,

在 6种药物 中 C B D C A 对肺癌抑制力最

强
,

C T X 最 弱
,

C B D C A 作用 明显强 于 C T X
。

显 然对

C T X 的评价与通常报道的临床疗效不符
〔 , 」。

这可能与

C T X 未被活化有关
,

因为 C T X 需在肝脏微粒体 内转

化成 4
一

轻化 环磷酞胺时才对肿瘤有较强的杀伤作用
。

体外培养所用者是原型
,

故抑癌率低
。

若欲确切反映

C T X 的抑癌作用
,

可采用静脉注射后
,

取患者血清或

其他代谢产物来测试其抑癌能力
,

可供临床用药参考
。

M T T 测试法有众多优点
,

与拒染法相 比操作较

简单
、

实验误差减少
、

利于临床应用
,

但尚存一些不足

有待克服 8j[
。

为了客观地反映出各个体肿瘤对药物的

反应
,

在临床药敏试验中多采用短期的原 代肿瘤细胞

作为实验对象
,

由于肿瘤细胞有锚地不依赖性生长的

特点图
,

相当一部分肿瘤细胞在体外培养 中呈悬浮生

长
,

尤其在原代培养中是如此
,

即使在传代培养中贴壁

生长 良好 的细胞也呈现贴壁不牢的现象
。

因而 M T T

测试中弃去上清培养液时
,

不免带 出部分细胞
,

尽管有

人统计其带出细胞所造成的误差仅为 4 % 〔’ 0〕 ,

但仍对

结果的准确性 一定影响
。

为此
,

W ill so n
J K 等 ll[ 」提 出

快速翻板法可减少细胞的丢失
,

但快速翻板难 以确保

每孔倒出等量液体
,

而培养液存留不均匀
〔刘 同样影响

测试结果
。

F ar se : L[
` , 〕
提 出以细胞基质包被培养板可

使细胞贴壁
。

今后能否采用此法减少细胞丢失
,

值得进

一步摸索
。

此外
,

原代培养细胞群是一种混合体
,

其中

掺有少量正常细胞即外周淋巴细胞与微量成纤维细

胞
。

前者还原 M T T 能力极低
; 后者在 48 h 培养 中未见

明显增殖图
。

虽然原代肿瘤细胞培养 中存在的上述正

常细胞对 M T T 测试结果影响极小
。

若能将其分离
、

去

除可使该法所测结果更 为精确
。
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