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　　摘　要 :目的　评价肿瘤细胞经药物处理后的生存情况 ,探讨将该方法用于卵巢癌药敏试验的

可行性。方法　采用生物荧光法检测三磷酸腺苷 (ATP) ,对小鼠纤维瘤细胞株 L929、人卵巢癌组织

和腹水细胞进行抗癌药物处理后的细胞活性测定。结果　该法能测出不同浓度药物对细胞作用的

剂量—效应关系 ,以及不同个体对不同浓度药物反应的差异 ,实验变异系数 CV值为 112～1518% 。

结论　ATP生物荧光法有稳定、重复性好、特别敏感的特点 ,用于卵巢癌体外药敏试验可行。
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　　以抗癌药物治疗个体化为目的的药物敏感性试

验是当今癌症研究的主要课题之一[1] 。至今 ,学者

们建立了多种肿瘤体外药敏试验 ,并在临床上取得

一定效果 ,寻找一种敏感性、特异性高 ,简便易行 ,与

临床相关好的方法仍在进行[2] 。本文采用生物荧光

液闪测定法检测三磷酸腺苷 (ATP) ,评价肿瘤细胞

经药物处理后的生存情况 ,探讨将该方法用于卵巢

癌药敏试验的可行性。

1　材料与方法

111　研究对象　小鼠纤维瘤细胞株L929 (American

TypeCultureCollection) ;卵巢癌实体瘤标本 5 例 ,腹

水标本 1例 ,均为本科手术病人的新鲜标本。

112　试剂及仪器 　试剂 :ATP 标准品 ;RPMI1640、

McCoys5A培养基 ( Gibco) ;琼脂糖 (Serva) ;荧光素、荧

光素酶 (BoehringerMannheim ) ;4% 三氯醋酸溶液

(TCA) 、ATP检测中和液、反应液等由本实验室配

制 ;抗癌药物顺铂 (CDDP) 、足叶乙甙 (VP216) 、阿霉

素 (ADR) 、52氟脲嘧啶 (52FU)按血浆最高浓度 ( PPC)

的 50倍配制储备液[3] 。仪器 :液闪计数仪等。

113 　ATP生物荧光液闪测定法 [4,5] 　将待测液

100ul、中和液 200ul、含荧光素、荧光素酶的反应混合

液 300ul和反应缓冲液 4ml加入闪烁瓶中 ,于液闪计

数仪中检测 1分钟计数值。

114　ATP标准品的检测 　ATP标准品系列浓度

10 -9 、10 -8 、10 -7 、10 -6 、10 -5 molΠml, 与等量 4%TCA

溶液混匀 ,取 100ul 进行测定。作出标准曲线 (图

1) 。

图 1　ATP标准曲线

图 2　细胞数与 ATP量的关系

115　L929细胞培养及检测　取生长旺盛的L929细

胞用 2%台盘兰染色计活细胞数 ,分别稀释成 102、

10
3、10

4、10
5 个细胞Πml,提取 ATP进行测定 ,分析活

细胞数与 ATP量及荧光计数值的关系[4] (图 2) 。
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116　卵巢癌细胞的培养及检测[6] 　(1)取腹水 ,离

心、破红细胞 ,细胞悬液加入带凝胶的 24孔培养板中

培养。(2)新鲜瘤组织剪碎 ,经混合酶液分解后 ,去除

细胞碎片及大细胞团 ,将含有少量 <30 个细胞团块的

单细胞悬液接种于上述培养板培养。(3)分别加入终

浓度为 1x和 012xPPC的抗癌药物 ADR、52FU、VP216

和 CDDP。培养结束测定 ATP。对照组于第 1～7天

取样 ,分析其生长情况 (图 3)及剂量效应曲线 (图 4)。

图 3　卵巢癌细胞生长曲线

图 4　抗癌药物对卵巢癌细胞的影响

117　细胞学分析 　对照组瘤细胞在加药前 (0 天 ,

即细胞培养当天)和培养结束时 (第 5天)作细胞涂

片 ,HE染色 ,计癌细胞比例。

118　统计学分析　各项检测平行作三管 ,计算变异

系数 ,以评价方法的稳定性。

2　结果

211　ATP标准曲线 　以 ATP浓度 (molΠml)的对数

为横坐标 ,计数值的对数为纵坐标 ,绘制直线如图

1。

直线方程 :Y=1.48X+15.03

相关系数 : r =0.9963, ( P <0.001 )

平均变异系数 CV=1.3% (1.0% ～2.1% )

212　活细胞数与 ATP量的关系　以L929细胞数的

对数为横坐标 ,计数值的对数为纵坐标 ,细胞数在 3

×10
2～10

6 个Πml时 ,绘制一直线 ,直线相关系数 r

=0 19922 ( P <0 1001) ,平均变异系数 CV=1 14% 。

通过计数值可反应活细胞的数目。(图 2)

213　细胞的生长曲线 　卵巢癌实体瘤 (标本 1)及

腹水标本 (标本 2)在培养第 2～5天中 ,癌细胞的生

长相对稳定 ,第 7天后大量死亡。图中取点为平行

三管均值 ,CV值 112%～1518% 。(图 3)

214　抗癌药物对卵巢癌细胞的影响

21411　最初 3 天 ,药物处理组与对照组无明显区

别 ,第 4天开始 ,药物处理组 ATP量 (以相对计数值

表示)持续下降 ,与对照组的差别越来越明显 ,第 6

天后 ,对照组 ATP值亦开始下降。(图 4)

21412　不同浓度抗癌药物在不同培养时间对卵巢

癌细胞的影响列于表 1中。

ATP值下降率 = 1-
药物处理组 ATP值
对照组 ATP值 ×100%

　

　　表 1 抗癌药物作用后 ,卵巢癌细胞 ATP下降率 ( �x + s) %

药物
012xPPC

第 3天 第 5天

1xPPC

第 3天 第 5天

DDP 1011±013 819±111 2310±210 5111±311

VP216 7516±210 8217±811 6212±412 94±1113

52Fu 1112±112 1413±213 812±112 4013±315

Adr 2010±312 6911±217 2718±116 8312±216

0101< P <0 105 P <0 1001

　　同一浓度作用下 , 第 5天的下降率均大于第 3

天 , 而同一时间条件下 , 高浓度作用后的下降率大

于低浓度 , 因而在培养的第 5天检测更易测出药物

作用结果。图 5即显示卵巢癌细胞经抗癌药物处理

后的剂量2效应曲线 , 图中各组数据 CV值 510%～

1413% 。

215　不同个体肿瘤细胞对抗癌药物的反应 　6 例

卵巢癌细胞用 012x和 1xPPC的四种抗癌药物作用
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后 , 第 5天进行检测 , 与对照组相比 ,ATP 下降率

>70% 为敏感 (S) , 下降率 50%～70%为中度敏感

(PS) , 下降率 <50% 为耐药 (R) , 结果见表 2。不

同个体对各种药物的反应性有差别。

　　表 2 卵巢癌细胞对化疗药物的反应

Adr

012x 1x

VP216

012x 1x

52Fu

012x 1x

DDP

012x 1x

S 1 2 2 3 0 1 1 4

PS 2 2 2 2 2 2 3 2

R 3 2 2 1 4 3 2 0

216　细胞学检查结果 　制备的细胞悬液 , 台盘兰

染色计活细胞数可达 90%以上 ; 涂片经 HE染色观

察癌细胞含量达 90% 。对照组培养 5天后 ,HE 染

色观察癌细胞含量为 95%以上。

3　讨论

311　ATP2CVA的原理和可行性 　在生理条件下 ,

细胞内 ATP含量相对稳定 , 当细胞的代谢受损时 ,

ATP合成下降 , 细胞死亡 , 则 ATP迅速消失。因

而对 ATP进行测量 , 不仅能检测细胞的死亡 , 也

能评价细胞的活性[7] 。Kangas
[8]等提出的 ATP生物

荧光法 (BioluminescenceAssay 或 ATP2CellViability

Assay,ATP 2CVA) 的新药敏试验方法是测定已加入

各种化疗药物的癌细胞中的 ATP与对照组相比较 ,

通过 ATP下降的百分率了解细胞被药物杀灭的程

度来评价药物的敏感性。据报道敏感性可达 90%

～92%, 特异性 86%～100% 。由于实体瘤细胞培

养的困难及检测生物荧光的荧光光谱仪价格昂贵 ,

国内仅有关于卵巢癌细胞株和白血病的初步研究报

道[9] 。本文采用液闪法检测生物荧光 , 该法可用

ATP的测量来作为检测活细胞数的指标[10] 。具有

特别敏感、稳定、重复性好的特点 , 所获结果与

Kuzmits、Peng等的报道完全一致。并因此使药敏

试验需要细胞量大大减少 , 检测一次仅需细胞 1×

10
4

, 可使标本较少或细胞分离较困难的复发癌、

转移癌成功率大大提高 , 具有极大的优越性[6,11] 。

本文对 ATP生物荧光法用于卵巢癌腹水和实体瘤

的药敏试验的可行性研究表明 ATP法尚可测出不

同的肿瘤细胞对不同浓度的各种抗癌药所表现出的

不同反应性 , 将 ATP法用于药敏试验是可行的。

此外 ,ATP 法检测的是肿瘤细胞的总体杀伤情况

(totaltumorcellkill ) , 包括正在分裂增殖和未分裂

增殖的细胞 , 克服了克隆形成法、放射性标记核酸

前体掺入法中只能检测处于分裂增殖期细胞的弱

点 , 理论上对各种不同作用机制的药物 (包括抗生

素、抗代谢药、生物碱、烷化剂等等) , 都能进行

测定[1,12] 。

312　检测时间　由于对照组细胞在第 3～6天生长

旺盛或保持相对稳定 , 第 7 天以后由于养料的消

耗 , 生长下降。而药物处理组前 2天与对照组差别

不大 , 第 3～5天中方显示下降趋势 , 以后基本处

于最低点。考虑到 : (1) 半固体培养基对非肿瘤细

胞的抑制在短时间内效果不明显 , 第 6天后最好 ;

(2) 某些抗癌药物为细胞周期特异性 (如 52Fu) ,

在短时间内细胞可能尚未进入一个新的周期 , 因而

应适当延长培养时间 , 使结果更准确 ; (3) 应用于

临床的敏感试验应尽可能在短时间内出报告。综合

这几点因素 , 本研究选择了在第 5天时进行检测 ,

此结果与文献报道的第 5天或第 6天检测也基本一

致[6,10,12] 。

另外 , 本方法与 HTCA不同 , 并不需要制备困

难的绝对单细胞悬液。而采用混合酶液分解就能获

得供实验用的 90%以上的活细胞 , 简单可行。由

于采用琼脂糖半固体培养基 , 有效地防止了非肿瘤

细胞生长 , 培养第 5 天癌细胞比例在 95%以上 ,

提高了实验的可信度。

本研究认为 ATP法灵敏度高、重复性好 , 能

够检测出卵巢癌不同个体对抗癌药物的不同反应

性 , 且实验周期较短 , 需要细胞量小 , 故用于卵巢

癌体外药敏试验可行 , 实验结果与临床疗效的相关

性 , 值得进一步研究。
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TheEvaluationofAdenosineTriphosphateBioluminescence

AssayforTumorinVitroChemosensitivityTest
LIUShan2lin,PENGZhi 2lan,LOUJiang 2yan,etal

The second Affiliated Hospital of Huaxi Medical university , Chendu 610041 , China

Abstract: Adanosinetriphosphate (ATP) isthebasicenergysourceforlivingcells.Itrapidlydisap 2
pearswhencellsdie.SomeasuringtheATPlevelsmayestimatetheviabilityofcellsexposedtodrugs.Dose 2
responsecurvecanbedeterminedinmousefibromacellline:L929treatedwithchemotherapeuticagentsby

theATP 2bioluminescenceassayandThedifferentinvitroresponseof6ovariancarcinoma (5fromfreshtumor

tissues,1fromascites ) treatedwithetopside,cis 2plating,5-fluorouracilandadriamycincanbeinvestigat 2
ed.Thecoefficientofvariationfortriplicateassaysrangesfrom1 12to15 18%.Itmeanshighreproducibility

oftheassay.Thispresentationalsoreportedthatsinglecellsuspension (include<30cellsclusters ) canbe

separatedfromtissuefragmentsbymeansoftheenzymecocktail (collagenase,Dnase,pronase ) .Theviable

cellswereover90%.0 15%Argarose ΠMcCoyunderlayercanpreventthegrowthofanchorage 2dependentnon2
malignantcells.ThisstudydemonstratesthatATPbioluminescenceassayisasensitive,efficientmethodfor

tumorchemosensitivitytest.Correlationofinvitrodrugsensitivityandinvivopatientresponseworthfurther

studying.
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　　儿童期脑膜瘤极少见。我科 10

年仅收治此类肿瘤 10例 ,本文重点探

讨有关的临床病理特点及治疗。

1　临床资料

111　一般资料　10例中 ,男 4例、女 6

例。年龄 7～16岁。病程 1月～2年 ,

平均 11116月。

112　临床表现　主要为颅内压增高及

神经局灶症状。首先症状以眼球突出

及视神经损害最多见 ,占 50%, 其次为

颅内压增高症状 ,占 40%。

113　肿瘤位置、病理及预后情况 　肿

瘤位于眶内 2例 ,位于前颅底 3例 ,其

中 1例侵及额窦 ,颞顶凸面 2例 ,桥小

脑角、额窦及脊髓各 1例。3例直经在

6cm或以上 ,4 例直径在 4cm或以上。

病理检查示上皮细胞型脑膜瘤 6例 ,沙

粒体型脑膜瘤 3例 ,纤维细胞型脑膜瘤

1例。10例中 ,1 例因手术后严重脑水

肿致中枢衰竭死亡。余 9 例术后

015～7年随访 ,除 1 例左眶内脑膜瘤

有 3次复发史外 ,余均恢复良好 ,无复

发。

2　讨论

小儿脑膜瘤发病率很低 ,生长速度

快 ,易恶变 ,又因

小儿颅骨的可塑

性 ,至发现时体

积较大 ,易延误

治疗。本组 10例脑膜瘤中有 7例直经

在 4cm或以上 ,3例直径甚至在 6cm或

以上。因此 ,掌握小儿脑膜瘤的临床特

点 ,尤为重要。

小儿脑膜瘤以颅内压增高及视力

减退为首发症状者多见 ,但其好发部位

与成年者不同 ,多见于前后颅底、侧脑

室及眶内。本组 2例位于眶内 ,4 例位

于前后颅底。本组另一特点是 ,脑瘤发

生在颅外者即异位脑膜瘤较多 ,其中眶

内 2例 ,额窦及脊髓各 1例 ,占 40%, 而

脊髓脑膜瘤极为罕见 ,本组出现 1例。

Starshak等的研究提示 ,成人脑膜

瘤发生囊变机会较低 (2%～416% ) ,而

小儿脑膜瘤发生囊变机会高 (13%～

50% ) ,本组有 2例瘤内有囊变 (20% )。

这种瘤内有囊的脑膜瘤在阅读 CT片

时易被误诊为恶性胶质瘤或转移瘤 ,在

临床诊治中应提高警惕。

病人预后与复发 ,主要取决于首次

手术切除程度、肿瘤部位及肿瘤侵润

性。部分肿瘤尚需放射治疗。本组 1

例复发 3 次 ,均行手术切除 ,2 例附加

了放疗。
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