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目前化学药物治疗在视网膜母细胞瘤!123.45$
6/-735,-#89"眼内期病例的保守治疗%眼外期病例
的辅助治疗% 晚期病例的姑息治疗等方案中起到
非常重要的作用 :;<$=& )$>?#@A$双甲基$$ 噻唑$>$#@B$
二甲基溴化四氮唑蓝 >CDDB法已作为美国国立肿
瘤研究中心所采用的抗癌药物筛选方法 :)=&我们应
用常用的与临床相关性较高的 CDD 药敏检测方
法 :?+E=#进行了原代 89 瘤细胞对 L 种常用化疗药
物的敏感性研究#为探讨 89 瘤细胞的化疗药物敏

感性及实现 89 个体化用药提供参考&

& 材料与方法

&F& 标本来源
$""? 年 ) 月至 $""? 年 &$ 月在中山大学中山

眼科中心就诊的 89 患儿#共 )@ 例&行眼球摘除术
时取新鲜的肿瘤组织 # 置于无菌 8GCH&E?"
!I.6J5"双抗培养液中#立即送实验室&

体外视网膜母细胞瘤细胞对不同化疗药物的敏感性分析
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摘 要! ’目的( 研究视网膜母细胞瘤 >123.456/-73,-< 89B细胞对化疗药物的体外敏感性#以制定合理的
89 临床个体化化疗方案& ’方法( 应用 )$>?#@B$双甲基$$ 噻唑$>$#@B$二甲基溴化四氮唑蓝>CDDB体外药敏法#
测定 )@ 例 89 患儿瘤细胞对常用的阿霉素%长春新碱%鬼臼乙叉苷%卡铂%甲氨喋呤%放线菌素 K 和噻替哌共
’ 种化疗药物的敏感性& ’结果( 89 的药敏可评价率是 LEF’M& 同一种药物对不同的肿瘤细胞有不同的抑制
率#’ 种药物的最高抑制率是卡铂!(&FLM"%噻替哌!(%F’M"%放线菌素 K!L(F’M"%鬼臼乙叉苷!LLF?M"%阿霉
素!LEFE&M"%甲氨喋呤!@LFEEM"%长春新碱!@?F(@M"$最低的直接抑制率均是 %& ’结论( 不同 89 个体的瘤
细胞对不同的化疗药物有不同的敏感性# 体外药敏试验筛选敏感化疗药物对临床 89 个体化治疗有应用价
值&
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!"# 单细胞悬液的配制
用含 !$$ %&’& 胎牛血清的 ()*+!,-. 双抗培

养液反复冲洗肿瘤组织!使其成为小块状的悬液!
将大的癌组织块用显微剪剪成糊状! 然后用 #..
目铜网过滤成瘤细胞 悬 液 ! 加 入 !.. %&’&
()*+!,-. 双抗培养液!置于体积分数 /01!#23"
培养箱中培养 #- 4"
!52 !""溶液和药物工作液的配制

*66#789%:$溶于()*+!,-$液中!终浓度为/
%9;%&!过滤除菌!置于<#. "冰箱保存% *66法参
见文献 =3!>?" 选用常用的化疗药物 & 阿霉素
@ABCBDEFG8H!IJ*!汕头明治医药有限公司 K’长春
新碱 LM8HGD8HNO8HP!Q1(!广州明兴制药有限公司 R’
鬼臼乙叉苷LPOBSN8AP!Q)#!,!江苏恒瑞医药股份有
限公司R’卡铂LG:DFBST:O8H!1U)!齐鲁制药厂R’甲氨
喋呤L%PO4BODPC:OP!*6V!上海华联药业有限公司R’
放线菌素JW:GO8HB%XG8H!I16J!上海新亚药业股份
有限公司R’噻替哌(O48BOPS:!67)I!上海旭东海普
药业有限公司$% 研究的3种化疗药均用注射用生
理盐水配成母液!再用培养液配制成工作液!均设
三种浓度!使每种药物加入Y,孔板后!每孔的药物
浓 度 与 化 疗 时 病 人 的 血 浆 药 物 浓 度 LST:N%:
GBHGPHOD:O8BHZ SSGR相似 (! SSG$或$[!倍血药浓度
(.[! SSG$或!.倍血药浓度(!. SSG$% 置于-"冰箱
保存% 血药浓度计算根据公式 =>?&每%&血浆中药物
(!9$\成人平均体重(,. ]9$$J(临床用药剂量9$%
/...(平均成人血容量%&$%/.&$!.2% 3种药物的
血药浓度分别是&IJ*&#[2 !9;%&!Q1(&.[23 !9;
%&!Q)#!,&2[- !9;%&!1U)&!/ !9;%&!*6V&> !9;
%&!I16J&.[!, !9;%&!67)I&/ !9;%&%
![- 肿瘤细胞培养
将培养的肿瘤细胞吹打成悬液! 调整细胞密

度达到 #$!.,’2$!.,;%&!在 Y, 孔培养板中每孔加

入 !>. !& 的细胞悬液% 加入药物工作液 #. !&!
每种浓度 2 孔% 同时每块培养板设 2 孔对照孔!对
照孔加入 #.. !& 细胞悬液) 设 2 孔零孔! 加入
#.. !& 培养液% 放入 /^ 1!#23"培养箱中培养
-> 4 后!取出每孔加入 #. !& *66 液!继续培养-
4%
![/ 肿瘤细胞药物敏感性测定
培养结束后离心(# ...$!!!. %8H$!甩板!然

后每孔加入 #.. !& 二甲基亚砜(J*7_!广州新成
精细化工厂$!振荡 !. %8H!使甲臜颗粒充分溶解%
以零孔校正零点! 用 789%: !Y,. 型酶标仪测定
/3. H% 波长下各孔的吸光度值("/3.$!取每种药
物每种浓度三孔 " 的平均值! 按下列公式计算单
个药物的肿瘤细胞生长抑制率% 药物敏感性分级&
抑制率( 2.^为不敏感!"2.^’( /.^为敏感!"
/.^’( 3.^为中度敏感!#3.^为高度敏感%

![, 统计方法
采用 7)77!.[. 软件! 应用单因素方差分析进

行各药物不同浓度组的均数比较! 两两比较采用
)*+#! 检验!取 !,-.-/%

# 结 果

#[! 药敏测定结果的可评价率
本组进行 2/ 例 (U 的测试! 其中 / 例细胞由

于瘤体钙化多!细胞活性差!不能进行评价!可评
价率是 >/[3^% 进行每种药物 0 种浓度作用下各
组抑制率均数方差分析!结果见表 !!其中甲氨喋
呤和放线菌素 J 两药的 0 种浓度组间均数差别均
无统计学意义%
#[# #$瘤细胞对 %种化疗药物的敏感率

抑制率,(12 $$1--&
处理孔 "/3-

对照孔 "/3-

表 ! 3 种药物 0 种浓度间平均抑制率的比较
6:FTP ! 1B%S:D8NBH B‘ O4P 8H48F8O8H9 D:OPN 8H 2 GBHGP4OD:O8BH 9DBESN B‘ P:G4 ADE9N (##$!^$

56789
1- 99:
1.- 99:
-.1 99:
$
%

;<=1$

/0>01
00>?0
13>1@
13.1A
-.--

B)=C ?$

/0>?D
?@>1D
1/>13
?0.-1
-.--

E=1A ?$

/1>?/
0@>?1
?0>1A
10.F?
-.--

C;BG
@3>?/
01>1/
?D>?1
-
1.-

CGH 0$

@0>?/
0D>?-
?->1@
1-.?F
-.--

E;I @$

00>1A
?/>13
?0>10
0.//
-.-0

HBJ
?@>1F
?@>13
??>1A
-.?@
-.3D

!R!.Z ![.Z .[! SSG 9DBES %$ P:G4 BO4PDZ &a .[./b #R!. SSG %$ ![. BD .[! SSGZ &a .[./b 2R!. BD![. SSG %$ .[! SSGZ &a .[./b -R!. SSG %$ .[!
SSGZ &a .[./

2.例(U瘤细胞对3种化疗药物的敏感率见表
#% 在!. SSG下!(U瘤细胞对3种化疗药物敏感率的
顺 序 依 次 是 &Q)#!, K67)I!I16J!IJ* K1U) K

Q1(K*6V% 其中只有*6V的平均抑制率(2.^!其
余各药的平均抑制率均K2.^% 进行各药物组间敏
感率均数的方差分析 ! 其中 *6V 与 IJ* (&\
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表 ! " 种化疗药对 #$ 例 %& 药敏结果
’()*+ ! ,-+./0+102324232+0 /5 " 67890 21 :$ ;(0+0 /5 7+321/)*(03/.( !"#!$%$&" ;(0+!!’"

(()
*+

*

,-*

’
./,
.0,
./,
.0,
./,
.0,

12*3
45!6,"
*5!53-7"
*3!0/-/"
0!*3-7"
*,!//-/"
4!,"

892:
4/!73-7"
*7!03-7"
;!/,"
/!*,"
5!*/-/"
*!/-/"

:<8=
4/!73-7"
*4!5,"
*3!0/-/"
0!*3-7"
*5!53-7"
4!3-7"

:=>
4/!73-7"
*,!//-/"
4,!33-7"
;!/,"
3!4,"
4!3-7"

<?2
44!7/-/"
*;!3/-/"
*3!0/-/"
*,!//-/"
0!*3-7"
,!,"

1<@
*;!3/-/"
0!*3-7"
*/!5/-/"
*!/-/"
*,!//-/"
,!,"

>8A
**!/3-7"
4!3-7"
**!/3-7"
4!3-7"
*,!//-/"
/!*,"

$<$$""#=>B?@ !!A$<$$$"#,&> !!A$<$$$"#’B>C !!
A$<$$$"5 药均数差别有统计学意义 $C,’D 与
CDE!!A$<$#F"#=>B?@!!A$<$$$"#,&>!!A$<$$?"#
’B>C !!A$<$$?"5 药均数差别有统计学意义$=,%
与 =>B?@!!A$<$$""#’B>C !!A$<$$""两药的均数
差别有统计学意义$ 其余各药均数间差别均无统
计学意义!! G$<$H"%
在 ? II; 的药物浓度下&%& 瘤细胞对 " 种化

疗药的敏感度的顺序是’CDE.=>B?@J,&>&C,’D.
=,%.E’K.’B>C%其中 CDEJ=>B?@J,&>&C,’D 的
平均抑制率.#$C& 其余各药的平均抑制率D#$’%
进行各组间敏感率均数的方差分析& 各药物组间

均数差别无统计学意义!! G$<$H"%
在 $<? II; 的药物浓度下&%& 瘤细胞对 " 种

化疗药的敏感度的顺序是 ’C,’D.=,%&=>B?@J
E’K.CDE.,&>.’B>C% 但各药的平均抑制率均D
#$’% 进行各组间敏感率均数的方差分析&各药物
组间均数差别无统计学意义!! G$<$H"%
L<: 化疗药物对 !"瘤细胞的抑制率范围
化疗药物对不同的%&瘤细胞的直接最高抑制

率分别是’卡铂!M?<F’"#噻替哌!M$<"N"#放线菌素
D!FM<"N"#鬼臼乙叉苷!FF<ON"#阿霉素!F@<@?N"#
甲氨喋呤!HF<@@N"#长春新碱!HO<MHN"$最低的直
接抑制率均是 $!或接近 ,"&见表 :%

表 : 不同化疗药物的抑制率范围!N"
’()*+ / ’-+ 7(19+ /5 21-2)23219 7(3+0 /5 " (1321+/I*(032; 67890 !7(19+&N"

((E
*,
*
,-*

<?2
,F;*-6
,F7/-0
,F53-4

892:
,F;,-7
,F7/-*
,F30-7

:<8=
,F6;-7
,F7,-0
,F7,-*

12*3
,F66-5
,F77-3
,F00-6

:=>
,F63-3
,F77-*
,F0/-;

>8A
,F06-3
,F03-;
,F07-3

1<@
*-*F05-;
,F05-*
,F53-6

L<O #$例 !"病理结果
:$ 例患儿年龄为 LF"H 月& 经病理检查其中

有脉络膜侵犯 ?H 例!H$’"&筛板前侵犯有 L: 例
!"@<"’"&筛板侵犯有 ?O 例!O@<""&筛板后侵犯有
?L 例 !O$’ "& 视神经切面断端侵犯有 H 例
!?@<"’"&眶组织侵犯的病例有 : 例!?$’"% 其中
需要进行化疗的病例有 ?@ 例!H:<:N"&包括筛板
后侵犯#视神经断端切面侵犯和P或眶组织侵犯的
病例 ?: 例$: 例需进行预防化疗& 病理示大部分
脉络膜受侵合并瘤细胞穿破视乳头& 但未穿破巩
膜筛板% %& 眼内期病例有 ?O 例!O@<"N"&病理示
筛板或视乳头侵犯&和P或小部分脉络膜侵犯%

: 讨 论

目前 %& 常用的化疗药物有’长春新碱#鬼臼
乙叉苷#卡铂#环磷酰胺和阿霉素 QMR??S% 在本研究

中& 中# 高剂量组敏感的药物 !平均抑制率均G
#$N"的有阿霉素#鬼臼乙叉苷#卡铂和放线菌素
D$ 只在高剂量组敏感的药物有噻替哌和长春新
碱% 我们的结果与经验性化疗用药中相同的药物
是阿霉素#鬼臼乙叉苷和卡铂&由于环磷酰胺需要
在肝脏代谢后才起到杀死肿瘤细胞的作用& 这类
药物就不能进行体外 E’’ 试验& 因此不能通过
E’’ 法评价此类药物的体外 %& 细胞抑制率% 从
本研究中&推荐可以选择阿霉素#鬼臼乙叉苷#卡
铂和放线菌素 D 这几种药物进行常规联合化疗方
案的制定% 同时在高剂量组有 H$’以上个体均敏
感!抑制率.#$’"的药物是鬼臼乙叉苷#阿霉素#
放线菌素 D#噻替哌#卡铂和长春新碱$在中等剂
量组有 H$’以上个体均敏感的药物是鬼臼乙叉
苷#阿霉素#放线菌素 D 和卡铂$低剂量组 " 种药
物均未达到 H$’以上个体均敏感% 说明随着药物
浓度的降低&敏感的个体也逐渐减少% 而甲氨喋呤
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高!中!低剂量组中敏感的个体都较少"只有约 !"#
的个体敏感#
由于 $% 个体的肿瘤异质性" 化疗的敏感性

存在很大的差异$ 本研究发现不同的肿瘤标本对
不同的药物有不同的敏感性" 同一种化疗药物对
不同的 $% 细胞的体外直接抑制率差别也很大"
敏感的个体即使在 &’! (() 的浓度下有的药物抑
制率也能*+&/$ 比如虽然对 ,-. 敏感的个体少"
但少部分个体只表现对其和少数化疗药敏感"说
明了化疗前开展体外药敏试验的必要性" 也说明
进行肿瘤个体化治疗的优势" 有利于选择敏感的
化疗药" 避免了应用无效化疗方案所产生的副作
用和治疗关键时期的拖延$

,-- 方法客观"测定周期短"经济"准确率高$
$% 实体瘤中的瘤细胞无结缔组织"组织软而容易
分离得到单细胞" 能够快速地获得较高存活率且
纯度高的单细胞悬液$ #+ 例标本的可评价率是
/+’0/"说明 $% 体外药敏试验是可行的$ 我们实
验中发现"$% 瘤细胞在细胞浓度较高时才有较高
的吸光度值" 我们推荐 ,-- 法中 $% 瘤细胞的密
度为 10!&21#0!&2" 因为 $% 的瘤细胞较其他肿瘤
或组织的细胞小$ 虽然 ,-- 法建议使用血药浓度
进行试验"但我们设定 !&%!!&’! (() & 种药物浓
度"有利于进行不同药物浓度下敏感度的比较$发
现敏感的肿瘤细胞药敏都呈剂量依赖性" 药物浓
度越高" 细胞生长抑制率越高$ 而耐药的肿瘤细
胞" 药物浓度的改变对细胞生长抑制率的影响差
别不大$ 观察 #+ 例中 + 例 ,-- 失败病例的手术
标本"同 #& 例 ,-- 成功病例的标本比较"提示对
于大体观察中肿瘤钙化多"伴明显的出血和机化"
显微镜下观察发现瘤细胞肿大"成团少的标本"体
外药敏的失败率高$
本研究中发现约有 +#’#/的病例需要进行术

后的化疗"与发达国家相比比例高 3!!4!#5"分析这与
我国属发展中国家"$% 患儿就诊晚" 病情较重有
关$ 因此"对 $% 手术摘除眼球标本进行常规体外
药敏试验"以能预测敏感的化疗药物"合理制定化
疗方案"实施个体化化疗"避免无效化疗药的副作
用和提高患儿的生存质量都有重要意义$
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