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【摘要】 目的 观察不同抗肿瘤药物在体外对原代人胶质瘤细胞的敏感性，为临床筛选化疗药物、

制订个体化方案提供指导。方法 46 例经手术后病理证实的胶质瘤新鲜组织标本进行体外原代培养，

流式细胞术 Annexin V⁃FITC/PI 双染法检测替尼泊苷、尼莫司汀、甲氨蝶呤和替莫唑胺在体外对原代胶

质瘤细胞的敏感性；分析不同化疗药物敏感性与患者性别、年龄和肿瘤病理分级之间的关系。结果 人

胶质瘤细胞对 4 种化疗药物敏感性的强弱程度依次为替尼泊苷（39.13%）、替莫唑胺（34.78%）、尼莫司汀

（26.09%）和甲氨蝶呤（6.52%），组间差异具有统计学意义（χ2 = 14.770，P = 0.002）；甲氨蝶呤组患者对化

疗药物敏感性最低，与其他各组比较差异有统计学意义（χ2 = 13.883，11.210，6.452；均 P < 0.05）。亚组分

析提示，性别和年龄对化疗药物敏感性无显著影响（均 P > 0.05），但不同 WHO 病理分级对替莫唑胺化疗

敏感性存在差异并具有统计学意义（χ2 = 4.305，P = 0.038）。结论 不同胶质瘤个体对化疗药物的敏感

性不同，以替尼泊苷抗胶质瘤作用较强，替莫唑胺对高级别胶质瘤药物化疗效果更佳。流式细胞术可作

为快速化疗药物敏感性检测方法，为胶质瘤筛选化疗药物并制订个体化方案。
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【Abstract】 Objective To study the sensitivity of primary human glioma cell to chemotherapeutic
agents in vitro in order to provide an experimental basis for clinical chemotherapy of glioma. Methods
The glioma cells derived from 46 cases of fresh brain glioma specimens were cultured in vitro. The
sensitivity of primary cultured brain glioma cell to 4 chemotherapeutic agents which were teniposide
(VM26), nimustine (ACNU), methotrexate (MTX) and temozolomide (TMZ) was determined by flow cytometry
assay. Results The sensitivity sequence in 46 cases of 4 chemotherapeutic agents from high to low was
VM26 (39.13%), TMZ (34.78%), ACNU (26.09%) and MTX (6.52%), there was no significant difference in
the chemosensitivity in the groups of VM26, ACNU and TMZ. The chemosensitivity in MTX group was
significant lower than the other groups ( χ 2 = 13.883, 11.210, 6.452; P < 0.05, for all). There was no
significant influence of patients' sex and age on chemosensitivity (P > 0.05, for all). Except TMZ group, the
other chemotherapeutic agents showed no significant correlation of chemosensitivity with the pathological
grade of the tumor. Conclusion Glioma sensitivity to chemotherapeutic drugs in vitro is different. VM26
anti⁃glioma effect is stronger than the other 3 drugs; TMZ shows a better effect in high grade gliomas. Flow
cytometry assay is a rapid drug sensitivity detecting method for screening chemotherapy drugs.

【Key words】 Glioma; Antineoplastic combined chemotherapy protocols; Drug screening assays,
antitumor; Flow cytometry

胶质瘤是临床最为常见的颅内原发性肿瘤，约

占所有颅内原发性肿瘤的 50%以上，其侵袭性强、

生长迅速、病死率高，手术后易复发。据资料显示，

胶质瘤在所有新发肿瘤中约占 1.40%，因胶质瘤死

亡的病例约占所有肿瘤死亡人数的 2.40%［1］。药物

化疗是胶质瘤的重要治疗措施之一，然而，目前胶

质瘤的药物化疗效果欠佳，临床上常发现不同胶质

瘤个体对同一种化疗药物的疗效会有所不同，甚至
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存在显著差异。因此，针对不同病理级别的肿瘤制

订个体化药物化疗方案对胶质瘤患者的治疗有着

重要意义。在本研究中，我们利用原代培养的人胶

质瘤细胞，采用流式细胞术检测 4 种化疗药物在体

外的抗肿瘤效应，拟为临床筛选化疗药物及制订药

物化疗方案提供实验性参考依据，以提高胶质瘤的

临床疗效。

材料与方法

一、材料

1. 标本来源 46 例活肿瘤组织标本随机取自

2008 年 1 月-2009 年 1 月在西安交通大学医学院第

一附属医院神经外科住院行手术治疗并经病理证

实的胶质瘤患者，男 28 例，女 18 例；年龄 24 ~ 70 岁，

平均（44.98 ± 19.44）岁，其中 < 40 岁 21 例，≥ 40 岁

25 例。按照 2000 年 WHO 神经上皮组织肿瘤分类与

分级标准［2］，WHOⅡ级者 24 例（弥漫性星形细胞瘤

19 例、少突胶质细胞瘤 2 例、室管膜瘤 3 例），WHOⅢ

级者 18 例（间变性星形细胞瘤 17 例、间变性少突⁃星
形细胞瘤 1 例），WHOⅣ级者 4 例（胶质母细胞瘤和

髓母细胞瘤各 2 例）。

2. 试剂与仪器 （1）试剂：DMEM 培养液和胎牛

血清均购于美国 HyClone 公司。本研究所用 4 种化

疗 药 物 替 尼 泊 苷（VM26）购 自 美 国 Bristol ⁃ Myers
Squibb 公司，尼莫司汀（ACNU）、甲氨蝶呤（MTX）和

替莫唑胺（TMZ）均为美国 Sigma 公司产品，并按照

如下公式配制血浆峰浓度（PPC）备用：血浆峰浓度

（μg/ml）= 50 × D × 2 × 10 3 / 500{D 为临床用药剂量

［mg/（kg·d）］}［3］，配药所用溶剂为灭菌注射用水。

（2）仪器：流式细胞仪由美国 Beckman Coulter 公司

提供。超净工作台为天津市泰斯特仪器有限公司

产品。Thermo HEPA Class 100 二氧化碳培养箱购

自美国 Thermo 公司。Motic⁃AE31 型倒置生物显微

镜为加拿大 Motic 公司产品。

二、研究方法

1. 原代细胞培养 选择肿瘤边缘组织较多的部

分采集活组织标本，取材时避免电凝。无菌条件下

生理盐水清洗组织标本后置无菌瓶中，注射器加注

适量无血清 DMEM 培养液即刻送实验室备测。采

用 pH 值为 7.40 的磷酸盐缓冲液清洗组织标本，剔

除血管和坏死组织，眼科镊和剪刀尽可能分离为 <
1 mm × 1 mm × 1 mm 组织块，小吸管或眼科镊小心

移至 10 ml 无菌离心管。加入质量分数为 0.25%胰

蛋白酶 6 ml，室温下轻振荡 15 min，离心半径 16 cm、

1000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入含体积分数为

10%胎牛血清的 DMEM 培养液约 10 ml，吸管吹打、

静置 5 min；上层细胞悬液移至培养瓶中，再加入适

量含体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM 培养液，

37 ℃、体积分数为 5%二氧化碳培养箱中培养 72 h，
然后进行流式细胞术检测。

2. 流式细胞术 Annexin V ⁃FITC/PI 双染法检测

细胞凋亡率 细胞密度调整至 400 × 10 3/ml 即接种

于 6 孔板中继续培养，待细胞贴壁后，分为对照组和

实验组，光学显微镜下观察细胞形态无异常，分别

将实验组 DMEM 培养液换成含血浆峰浓度的 4 种化

疗药物的培养液，每组浓度设 3 个重复孔，继续培养

48 h 收集细胞，4 ℃预冷磷酸盐缓冲液洗涤 5 min（×
2 次），弃上清后重悬细胞于 250 μ l 结合缓冲液中

（4 ℃），滴 加 5 μ l Annexin Ⅴ ⁃异 硫 氰 酸 荧 光 素

（FITC）和 10 μl 碘化丙啶（PI）溶液，摇匀，室温下避

光染色 15 min，滴加 400 μl 磷酸盐缓冲液后立即进

行 流 式 细 胞 术 检 测 ，测 定 细 胞 凋 亡 率 ，以 不 加

Annexin V ⁃FITC 及 PI 的试管作为阴性对照。细胞

凋亡率 > 30%为对化疗药物敏感，≤ 30%为耐药。

化疗药物敏感率（%）= 敏感例数 / 总例数 × 100%。

3. 统计分析方法 采用 SPSS 13.0 统计软件对

所得数据进行分析。本实验计数资料以率（%）或相

对数构成比（%）表示，采用χ2 检验。统计推断的检

验水准均为α = 0.05。
结 果

一、化疗药物体外敏感性观察

46 例胶质瘤组织标本经流式细胞术检测，替尼

泊苷、尼莫司汀、甲氨蝶呤和替莫唑胺的化疗敏感

率分别为 39.13%（18/46）、26.09%（12/46）、6.52%（3/
46）和 34.78%（16/46），4 种化疗药物敏感性比较，差

异具有统计学意义（χ2 = 14.770，P = 0.002；表 1）；不

同化疗药物之间敏感性比较，替尼泊苷、尼莫司汀

和替莫唑胺 3 组之间药物敏感率差异均无统计学意

义（P > 0.05），而甲氨蝶呤组药物敏感率低于其他抗

肿瘤药物组，而且差异具有统计学意义（均 P < 0.05，
表 2）。

二、性别和年龄对化疗药物敏感性的影响

按照患者性别和年龄进行亚组分析，其结果显
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示性别和年龄对化疗药物的敏感性均无明显影响

（P > 0.05；表 3，4）。

三、肿瘤病理分级与化疗药物敏感性之间关系

的观察

不同 WHO 分级胶质瘤对 4 种化疗药物敏感性

的比较结果显示，WHOⅡ级组和Ⅲ ~ Ⅳ级组对替尼

泊苷、尼莫司汀和甲氨蝶呤化疗敏感性差异无统计

学意义（均 P > 0.05）；而两组标本对替莫唑胺化疗敏

感性差异有统计学意义（χ2 = 4.305，P = 0.038；表 5），

其列联系数为 0.293。

讨 论

药物化疗是胶质瘤治疗的重要手段之一，但是

由于胶质瘤的耐药性、异质性以及血⁃脑屏障存在等

因素，从而导致胶质瘤对同样的化疗药物表现出不

同的敏感性。临床上的经验用药已经无法保证胶

质瘤的疗效，而且在一定程度上增加了药物的毒性

反应，如何针对不同患者的具体情况，筛选敏感的

化疗药物，制订更为合理的个体化药物化疗方案，

已成为亟待解决的问题。研究表明，经体外培养的

化疗药物

VM26（1）
ACNU（2）
MTX（3）
TMZ（4）

样本例数

46
46
46
46

敏感

18（39.13）
12（26.09）

3（ 6.52）
16（34.78）

耐药

28（60.87）
34（73.91）
43（93.48）
30（65.22）

表 1 4 种化疗药物敏感性的比较 例（%）

注：4 种化疗药物敏感性比较的χ2 检验，χ2 = 14.770，P = 0.002。
VM26，替尼泊苷；ACNU，尼莫司汀；MTX，甲氨蝶呤；TMZ，替莫
唑胺

表 2 4 种化疗药物敏感性的两两比较

组间两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（1）∶（4）
（2）∶（3）
（2）∶（4）
（3）∶（4）

χ2值

1.781
13.883

0.187
6.452
0.821

11.210

P值

0.182
0.000
0.666
0.011
0.365
0.001

注：VM26，替尼泊苷；ACNU，尼莫司汀；MTX，甲氨蝶呤；TMZ，替莫唑胺。下表同

表 3 不同性别组患者对 4 种化疗药物敏感性的比较 例（%）

组 别

男性组

女性组

χ2值

P值

样本例数

28
18

VM26
敏感

12（42.86）
6（33.33）

0.420
0.520

耐药

16（57.14）
12（66.67）

ACNU
敏感

8（28.57）
4（22.22）

0.018
0.893

耐药

20（71.43）
14（77.78）

MTX
敏感

2（7.14）
1（5.56）

0.000
1.000

耐药

26（92.86）
17（94.44）

TMZ
敏感

10（35.71）
6（33.33）

0.027
0.869

耐药

18（64.29）
12（66.67）

表 4 不同年龄组患者对 4 种化疗药物敏感性的比较 例（%）

组 别

≥ 40 岁组

< 40 岁组

χ2值

P值

样本例数

25
21

VM26
敏感

10（40.00）
8（38.10）

0.017
0.895

耐药

15（60.00）
13（61.90）

ACNU
敏感

6（24.00）
6（28.57）

0.124
0.725

耐药

19（76.00）
15（71.43）

MTX
敏感

1（4.00）
2（9.52）

0.024
0.876

耐药

24（96.00）
19（90.48）

TMZ
敏感

11（44.00）
5（23.81）

2.051
0.152

耐药

14（56.00）
16（76.19）

表 5 不同 WHO 分级组患者对 4 种化疗药物敏感性的比较 例（%）

组 别

WHOⅡ级组

WHOⅢ~Ⅳ级组

χ2值

P值

样本例数

24
22

VM26
敏感

11（45.83）
7（31.82）

0.947
0.331

耐药

13（54.17）
15（68.18）

ACNU
敏感

7（29.17）
5（22.73）

0.247
0.619

耐药

17（70.83）
17（77.27）

MTX
敏感

2（8.33）
1（4.55）

0.000
1.000

耐药

22（91.67）
21（95.45）

TMZ
敏感

5（20.83）
11（50.00）

4.305
0.038

耐药

19（79.17）
11（50.00）
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肿瘤细胞对化疗药物的敏感性和体内治疗效果有

着良好的相关性［4，5］，这意味着体外化疗药物敏感性

试验对胶质瘤的治疗有着重要的指导意义。

诱导肿瘤细胞凋亡是化疗药物发挥其抗肿瘤

作用的重要途径，在很大程度上决定了化疗药物的

临床疗效［6］。目前，流式细胞术是最精确、可靠的肿

瘤细胞凋亡率检测方法，姚静等［7］的研究结果显示，

流式细胞术 Annexin V⁃FITC/PI 双染法在体外化疗

药物敏感性试验中比经典的噻唑蓝（MTT）比色法具

有更敏感、快速、简洁、可靠等优点，具有临床应用

价值。在本研究中，我们采用流式细胞术进行体外

药物敏感性试验，结果显示，替尼泊苷的体外敏感

性最高，其次为替莫唑胺、尼莫司汀，但替尼泊苷、

尼莫司汀和替莫唑胺之间敏感性差异无统计学意

义。国内一些学者采用其他方法检测的胶质瘤体

外药物敏感性结果［8，9］与本研究相似。肿瘤的细胞

动力学及分子病理学特征目前被认为是影响药物

化疗疗效的主要因素，2002 年，一项纳入 3000 例胶

质瘤患者的临床分析显示，药物化疗可使原发性胶

质瘤患者的一年生存率提高 6%，以亚硝基脲类药

物为基础的化疗方案可将胶质瘤患者的两年生存

率由 15%提高至 20%，从而肯定了药物化疗的临床

效果，同时亦发现药物化疗效果与患者年龄、性别、

病理分级等因素无相关性［10］。我们对本组患者的

性别、年龄和病理分级进行分析，发现 4 种化疗药物

敏感性与患者性别和年龄均无相关性，在病理分级

上，除替莫唑胺外，其他 3 种化疗药物敏感性与患者

病理分级亦无关联性。因此，性别、年龄、病理分级

等因素不能作为制订胶质瘤药物化疗方案的主要

参考指标。近 20 年来，胶质瘤的药物化疗逐步走向

规范，新的化疗药物不断应用于临床。替莫唑胺属

于第 2 代烷化剂，可通过血⁃脑屏障，是一种抗胶质

瘤的新型抗肿瘤药物，与传统的化疗药物相比，具

有不良反应小、易吸收等特点，临床疗效较好。

Dinnes 等［11］的研究表明，替莫唑胺对于复发性间变

性星形细胞瘤和多形性胶质母细胞瘤治疗效果更

佳。我们将替莫唑胺列入本研究，发现其药物敏感

率为 34.78%（16/46），对高级别胶质瘤敏感性更好，

但列联系数仅为 0.293，其药物化疗效果与胶质瘤病

理级别之间的关联程度并不密切。

尽管体外药物敏感性测定结果与患者体内药

物化疗效果存在较好的相关性，但是在体内与体外

环境不同，二者效果不可能完全一致。据 Nikkhah
等［12］报告，治疗胶质瘤的化疗药物体外药物敏感性

实验与体内同时耐药的符合率接近 95%，二者之间

具有较高的相关性；体外敏感而在患者体内同样有

效者仅约 65%。因此，在临床制订药物化疗方案

时，还需考虑患者的个体差异性和药代动力学特点

等因素，同时注意避免使用在体外耐药的化疗药

物。目前，胶质瘤化疗耐药的研究已经进入分子病

理学水平［13］，耐药相关基因的发现为胶质瘤药物化

疗方案的选择提供了新的思路，随着研究的不断深

入，基于胶质瘤的分子病理学特征和体外药物敏感

性试验结果所制订个体化化疗方案将成为胶质瘤

药物化疗新的趋势。
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