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生物荧光体外药敏检测在中晚期 

直肠癌化疗药物筛选中的应用 

226361 江苏南通 南通市肿瘤医院普外科 

蒋松琪，何 松，江晓晖，陈志刚，郭 燕 

【摘 要1 目的 探讨ATP生物荧光体外药敏检测法(ATP—TCA)的特点及其在中晚期结直肠癌患者化疗方案中的指 

导价值。方法 应用ATP—TCA体外检测59例结直肠癌细胞对常用抗癌药物的敏感性。结果 ATP—TCA法对结直肠癌标本 

的可评估率为96．61％。57例结直肠癌细胞对4组联合化疗药物氟尿嘧啶+丝裂霉素、氟尿嘧啶 +奥沙利铂、氟尿嘧啶+伊 

立替康、氟尿嘧啶+奥沙利铂+伊立替康相比氟尿嘧啶、丝裂霉素、伊立替康、奥沙利铂4种单药的敏感度有高度显著性差异 

(P=0．0006)。应用 ATP—TCA检测结果指导中晚期结直肠癌患者化疗，临床近期有效率为59．65％(34／57)，总预测准确率为 

63．16％(36／57)，阳性符合率为61．82％(34／55)，阴性符合率为100％(2／2)。结论 ATP—TCA能有效检测化疗药物的敏感 

性 ，对指导中晚期结直肠癌患者化疗有重要的临床意义。 
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Application of ATP-tumor chemosensitivity assay(ATP-TCA)in the screening of chemotherapeutic agents 

f0r advanced colorectal cancer 

JIANG Song—qi，HE Song，JIANG Xiao—hui，CHEN Zhi—gang，GUO Yah．Department of General Surgery， 

Nantong Tumour Hospital，Nantong 22636 1，China 

【Abstract】 0bjective To explore the experimental characteristics of adenosine triphosphate based tumour chemosensitivity 

assay(ATP—TCA)and its guiding value in the screening of chemotherapeutic agents for advanced colorectal cancer．Methods The 

sensitivity of 8 groups of common chemotherapeutic drugs in 59 patients with advanced colorectal cancer was tested by ATP—TCA in 

vitro．Results The evaluable rate in the specimens of colorectal cancer was 96．61％ by ATP—TCA．There was significant difference(P 

= 0．0006)in the sensitivity between the 4 groups of combination regimens(fluorouracil+mitomycin，fluorouracil+oxaliplatin，fluorou— 

racil+irinotecau and fluorouracil+oxaliplatin+irinotecan)and 4 single drugs(fluorouracil，mitomycin，oxaliplatin and irinotecan)in 

57 cases of colorectal cancer．The recent effe-ctive rate was 59．65％ (34／57)according to the results of ATP—TCA in directing chemo— 

therapy for advanced colorectal cancer，the total predicting accuracy rate was 63．16％ (36／57)，n1e positive coincidence rate was 

61．82％(34／55)and the negative coincidence rate was 100％(2／2)．Conclusion ATP—TCA technique is an effective method in de— 

tecting chemosensitivity，and has important clinical value to guide postoperative chemotherapy for advanced colorectal cancer． 
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结直肠癌的治疗一直是一个具有挑战性的临床 

问题，全世界统计显示结直肠癌在男性癌症发病率 

排第4位，女性第 3位 j̈。手术后化疗可提高中晚 

期结直肠癌患者的生活质量，延长生存期，本研究采 

用 ATP生物荧光体外药敏检测(ATP—TCA)。。 对 59 

例中晚期结直肠患者标本进行体外药敏试验，根据 

I 226361 南通市肿瘤医院病理科 

检澳0结果指导患者化疗并观察临床效果。 

1 资料与方法 

1．1 标本来源 收集我院2009年6月至2010年5 

月59例中晚期结直肠癌患者术后新鲜组织标本，患 

者均经电子结肠镜和病理诊断后行手术治疗。男性 
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35例，女性24例。年龄62～75岁，中位年龄67．3 

岁。直肠癌43例，结肠癌 16例。病理类型：低分化 

腺癌24例，中分化腺癌9例，高分化腺癌7例，未分 

化癌6例，黏液腺癌 10例，管状腺癌3例。所有患 

者 Karnofsky评分≥70，预计生存期 >3个月；无肠 

梗阻；白细胞 >4．0×10 ／L，血小板 >100 x 10 ／L； 

无严重心、肝、肾功能不全。 

1．2 药敏试验的抗癌药物 化疗药物均在本院临 

床使用，包括氟尿嘧啶(5一Fu，天津金耀集团)、丝裂 

霉素(MMC，浙江海正药业股份有限公司)、奥沙利 

铂(L．OHP，江苏恒瑞医药股份有限公司)、伊立替康 

(CPT—ll，用活性代谢物sN一38代替，上海龙翔生物 

医药开发有限公司)。上述化疗药物均以生理盐水 

溶解并稀释，置 一20℃保存备用，药敏试验用药浓度 

参考说明书的血浆峰值浓度(plasma peak coneentra· 

tion，PPC)。见表 1。 

表 1 药敏试验中化疗药物浓度 

抗癌药物 100％ PPC( m1) 

5一FU 

MMC 

L．OHP 

SN．38 

5 FU+MMC 

5一FU+L一0HP 

5一FU+SN一38 

5一FU+L—OHP+SN一38 

25 

0．5 

4．5 

4．7 

25+0．5 

25+4．5 

25+4．7 

4．5+4．7 

1．3 主要仪器和试剂 ATP—TCA试剂盒包括消化 

酶、ATP提取液、96孔培养板、荧光酶一荧光素、完全 

培养基、ATP生成抑制剂、红细胞裂解液、ATP标准 

品等 ，均为德国DCS公司产品。微孔板式化学发光 

检测仪 Orion II为德国Berthold Detection Systems公 

司产品，其它仪器包括 CO：培养箱、倒置显微镜、无 

菌操作台、离心机等。 

1．4 ATP—TCA操作步骤 取新鲜肿瘤组织后立即 

浸入 装 有 RPMI一1640培养 液 的无 菌 瓶 中浸 泡 

15rain，剪成0．5～1mm大小3个碎块，转移到含组 

织消化液的离心管中，于 37％孵育箱中孵育 1．5— 

3h，待其充分消化后用200目筛网滤得单细胞悬液， 

400g离心10min，去上清，用培养基洗涤 1次，若有 

明显红细胞沉淀则需要进行去除红细胞的操作 ，最 

后调整细胞浓度为 2～4×10 个／ml。取单细胞悬 

液，接种于96孔培养板，每孔 lOOpJ加入抗癌药物， 

工作液药物设定为 6个浓度即200％、100％、50％、 

25％、12．5％、6．25％的药物测试浓度，每个浓度作 

2个平行孔，同时设定无药对照孔和最大拟制孔(加 

入 ATP抑制剂)。 

将培养板置于37℃、5％CO 饱和湿度的细胞 

培养箱内培养4～5天，每孔加入50p~l ATP提取液， 

室温静置后吸出501xl上清液置于检测板中，每孔加 

入50lxl ATP荧光素一荧光酶，振荡 10s，将检测板置 

于板式化学发光检测，DCS软件系统进行数据分 

析，计算出各测试浓度抑制率及各种药物 Ic 。和 

Ic 。。Ic 。指抑制50％肿瘤细胞生长药物浓度，Ic 。 

是指抑制90％肿瘤细胞生长药物浓度。 

1．5 ATP—TCA评价 参考 Blumenthal 2005年最新 

标准 ]，将药物对肿瘤细胞抑制率分为4个等级，高 

度敏感 ：IC5o<25％ PPC及 IC90<100％ PPC，中度 

敏感 ：IC 。<25％ PPC及 IC90>100％ PPC，低度敏 

感：IC5o>25％ PPC及 IC9o<100％ PPC，耐药：IC50 

>25％ PPC及 IC9n>100％ PPC。参照 WHO实体 

瘤客观评价标准，以CR+PR计算有效率(RR)。敏 

感度=(高敏+中敏)／(高敏+中敏 +低敏+耐药) 

×100％ 

1．6 统计学分析 应用 SPSS 10．0统计软件进行 

统计 ，用 检验比较组间差异。以P<0．05为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 ATP．TCA结直肠癌标本评价 59例结直肠癌 

标本有57例完成 ATP—TCA检测，2例标本因细胞 

数量太少放弃，ATP—TCA法对结直肠癌标本的可评 

估率为 96．61％(57／59)。 

2．2 剂量．效应关系 对 1例直肠癌标本用 ATP— 

TCA法生成抗癌药物的剂量．效应曲线(图 1)，结果 

显示不同药物及同种药物不同浓度对癌细胞的抑制 

率有差异，单药和联合药物方案对癌细胞抑制率亦 

有差异，均符合药物的体内药代动力学。 

2．3 结直肠癌细胞对各种抗癌药物的敏感度 57 

例结直肠癌细胞对5一FU、MMC、SN一38、L—OHP等4种单 

药的敏感度差异无显著性( =9．263，P=0．4134)，结 

直肠癌细胞对4组联合药物方案(5一FU+MMC、5-FU+ 

L．OHP．5 FU+sN．38、5一Fu+L—OHP+sN．38)的敏感度 

差异无显著性( =11．93，P=0．2175)，结直肠癌细胞 

对4组联合药物的敏感度与4组单药相比差异有高度 

显著性(P=0．0oo6)。见表2。 
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药物浓度比例(％) 

一 5一FU - MMC 

L—OHP SN一38 
，一 5一FU+MMC —·一5一FU+L～0HP 
． 5一FU+SN一38 — 5一FU+L一0HP+SN一38 

图 1 8组抗癌药物不同药物浓度比例对 1例直 

肠癌细胞抑制率的剂量一效应曲线 

表 2 57例结直肠癌患者体外抗癌药物敏感度 

2．4 ATP—TCA检测结果与临床疗效的关系 57例 

可评估的结直肠癌标本中有 2例对 8组抗癌药物均 

表现出耐药，故临床治疗中对该患者经验性使用了 

5．Fu+L．OHP联合化疗方案，其余55例标本均对 

联合药物方案敏感，根据 ATP．TCA结果，10例患者 

应用5一FU+MMC方案，29例应用 5一FU+L—OHP方 

案，5例应用5一Fu+CPT一11方案，11例应用 5一FU+ 

L．OHP+CPT．11方案进行化疗。结果显示，有效率 

为59．65％(34／57)，ATP—TCA的总预测准确率为 

63．16％(36／57)，阳性符合率为61．82％(34／55)， 

阴性符合率为100％(2／2)。见表3。 

3 讨 论 

ATP生物荧光法是近年发展起来的肿瘤化疗药 

物敏感性检测法 ，其原理是当细胞受损时，ATP 

合成下降，细胞死亡时，ATP迅速水解消失，因此通 

袁 3 57例结直肠癌患者根据 ATP-TCA结果化疗 

与近期临床疗效的关系 

过测定细胞内源性 ATP的含量，即可反映细胞活性 

和活细胞的数量。国内外学者应用 ATP—TCA法做 

了多方面的研究，并表明其在一定程度上可提高I临 

床治疗的有效性 J。在结直肠癌方面，郭洪斌 

等 认为ATP体外药敏实验对结肠癌患者化疗药 

物及化疗方案筛选，实现化疗个体化有重要的价值。 

Cho等_9 认为因肿瘤的异质性而应该对结直肠患者 

进行 ATP肿瘤化疗药物敏感性分析实验，并发现患 

者能从中受益。 

本次研究中联合药物方案是依据 2010年中国 

结直肠癌肝转移指南制定，但我们还特别加入了已 

经退出一线治疗的5一Fu联合 MMC方案 m̈“ ，药敏 

试验结果显示，结直肠癌细胞对 4组联合化疗药物 

方案的敏感度并没有显著性差异( ：11．93，P= 

0．2175)。5一Fu联合 MMC方案具有价格低廉和使 

用简便的特点。韩俊毅等  ̈在 2009年应用 MMT 

法研究该化疗方案及临床效果后，发现患者 3年总 

生存率达到70％以上，因此如果能够合理地评估患 

者受益的可能性，目前该方案还是一种不错的选择。 

5一Fu与 L．OHP联合化疗组成了 FOLFOX系列 

方案。NCCTG协调并联合多个协作组织进行的大 

型随机Ⅲ期临床试验一线治疗结果表明，FOLFOX 

方案是目前晚期结直肠癌的一线治疗方案  ̈，在本 

研究中 FOLFOX方案的敏感度最高(57．89％)，与 

临床应用情况相符。 

CPT一1l是喜树碱类的衍生物，作用于拓扑异构 

酶 I，CPT一1l的活性代谢物 SN一38可与拓扑异构 

酶 I DNA稳固结合，特异性抑制拓扑异构酶 I对断 

裂 DNA链的修复，阻止 DNA的复制和转录，最终导 

致肿瘤细胞的死亡【 J。虽然研究及应用证实含 

CPT一1 1的联合化疗在临床上可以作为中晚期结直 

肠癌的一线治疗方案，但患者易发生不同程度的毒 

副反应如腹泻、中性粒细胞减少等，限制了进一步应 

用。近年来研究发现应用半合成的喜树碱类药物羟 

基喜树碱(HCPT)联合铂类药物方案，患者更容易 

耐受  ̈。 ，我们计划下一步应用肿瘤药敏试验对 
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CPT一1 1和HCPT联合铂类化疗药物体外敏感率差 

异及临床效果、毒副作用等方面进行比较。 

本研究选取结直肠癌细胞对 4组联合方案敏感 

度与 4种单药相 比差异有高度显著性 (P= 

0．0006)，这一结果表明联合化疗具有较好的协同 

作用。与此同时，当药敏检测结果提示癌细胞对多 

种化疗药物敏感时，应该综合考虑药物的毒副作用 

并评估患者付出的费用和获益可能性。 

由于肿瘤的异质性特点导致不同肿瘤患者对同 
一 种化疗药物的敏感性不同，表明建立个性化治疗 

可避免无效药物导致的不良反应及耐药性。我们认 

为，ATP-TCA法可以对常用化疗药物可能耐药患者 

提前预测。本次研究中未对病情进展患者进行多次 

体外药敏试验以期修正化疗药物方案，这一点有待 

于进一步研究改进。 
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