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摘 要!$目的% 探讨胶滴肿瘤药敏检测技术&
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#指导高级别胶质瘤术后辅助化疗的疗
效"以及体外敏感性与

8?@#AB

杂合性缺失基因变异相关性' $方法%

!C8%

年
8

月至
!C8D

年
E

月确诊高级别脑胶质瘤患者
FE

例"手术肿瘤标本经
.<!<=>

法标准处理后分别对替莫唑胺
等

G

种化疗药物及组合进行检测"根据
.<!<=>

结果指导规范术后辅助化疗方案(

HI=J

探针
法测定肿瘤组织

#?@#AB

杂合性缺失基因变异' $结果%

FE

例高级别脑胶质瘤患者体外
.<!

<=>

检测结果显示替莫唑胺)顺铂)

9K!#F

)卡铂和卡莫司汀的
>@.

值分别为
F$:ADL

)

DG:%EL

)

F$:AFL

)

DA:GAL

和
D$:8%L

( 联 合 方 案
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值 分 别 为
DC:$CL

)

F!:!EL

)

D!:ECL

)

FE:ADL

和
D!:8EL

'
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指导的行规范治疗与未行规范治疗患者的中位总生存期分别为
8%

个月和
F

个月"差异有统计学意义!
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杂合性缺失
8A

例&

EC:!L
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8?@8AB

杂合性缺失组
行规范治疗者中位总生存期显著优于未行规范治疗者&

8G

个月
N2 G

个月"

KMC:CC#

*' $结论%
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指导术后辅助化疗方案显著改善高级别脑胶质瘤的总生存"结合
#?@#AB

杂合性缺失
对于胶质瘤的治疗具有预后和治疗预测价值'
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*是一

种三维立体的化疗药物体外药敏检测技术" 比传统

`>>

法检测准确率更高"广泛应用于肺癌)乳腺癌

等实体肿瘤的体外药敏指导临床化疗策略$

8

"
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' 神经

胶质瘤
]5,0'X+2^

简称胶质瘤"是发生于神经外胚层的
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肿瘤!约占所有颅内肿瘤的
%&'

左右!年发病率约

()&*#+

万
,%)&*#+

万! 但总体生存获益仍不乐观!尤

其是高级别胶质瘤的临床诊疗水平总体上还滞后于

发达国家"

(

!

%

#

$ 目前尚无
-.!./0

技术用于高级别胶

质瘤的临床应用数据!本研究旨在通过
1(

例高级别

胶质瘤患者体外
-.!./0

药敏试验指导术后辅助化

疗方案!评估规范治疗和非规范治疗的疗效差异!并

结合
23*#45

杂合性缺失检测!以期建立高级别胶质

瘤个体化规范化治疗体系$

#

材料与方法

!"!

标本来源

自
!+#%

年
#

月至
!+#6

年
(

月于中国医科大学

肿瘤医院
*

辽宁省肿瘤医院就诊的高级别胶质瘤患

者
1(

例! 手术切取癌组织块体外
-.!./0

药敏试

验$ 切取的标本
!7

内送实验室处理!余均送病理学

检查确诊$ 所有患者均签署知情同意书$

1(

例高级别脑胶质瘤患者!其中男性
(%

例!女

性
!4

例%平均年龄
12)(

岁!年龄
! 1"

岁
(&

例!

81"

岁

!$

例%病理分级&胶质瘤
(

级
!!

例!

%

级
%2

例$

!"#

胶滴肿瘤药敏检测!

-.!./0

"

替莫唑胺'

9:!21

'顺铂'卡铂和卡莫司汀!以及

联合方案长春新碱联合卡莫司汀' 替莫唑胺联合顺

铂'顺铂联合卡莫司汀'替莫唑胺联合
9:21

和
9:21

联合卡铂$ 各试验药物分别为& 替莫唑胺
!;<*=

'

9:!

21 2)1;<*=

' 顺铂
+)&;<*=

' 卡铂
(;<*=

和卡莫司汀

+)1;<*=

$ 试验步骤&先修剪标本!剪去脂肪组织和纤

维组织$ 标本以除菌洗涤液浸洗
2+;>?

共
!

次!切

成
+@&;;

(

"2@+;;

(组织块!切碎成泥状!加入培养基

移入胶原凝胶包被培养瓶!培养并制成胶原原液!滴

注到
1

孔板制成胶原凝胶滴!每孔接种
(

滴$待药物

处理后进行
A00 B+@&;<*;CD

固定染色!测定光密度

值$

0

值为药物处理后的光密度值!

-

为对照的光密

度值!

0*-

值表示相对增殖率!其数值越低表明抑制

越强!试验药物越敏感$

!"$

根据药敏试验结果选择化疗方案规范治疗

(

2

)敏感药物
!!

种时!选择药敏抑制率最高的

化疗药的辅助化疗方案%(

!

) 只有一种敏感药物&选

择包含这种药物的单药或者联合化疗方案$(

(

)无敏

感药物&可选择替莫唑胺化疗方案$化疗
!

个疗程后

评价疗效!治疗有效者化疗
%

个疗程$未按照上述进

行的治疗归为未规范治疗组$

!"% 23*245

杂合缺失检测

采用石蜡包埋切片!

EF

染色选取肿瘤区域!采

用
23*245

荧光探针试剂盒(美国雅培公司)!在一张

切片上分别标记
23(1

和
25!&

! 分别标记为红色靶

点探针'绿色参考探针!另一张切片上标记
2452(

和

2432(

! 分别标记为红色靶点探针' 绿色参考探针$

.G:H

标记细胞核!为蓝色探针$ 缺失细胞判断标准

为红色信号数目小于绿色信号数目! 当缺失细胞比

例
I(+'

时为
23*245

杂合缺失阳性$

!"&

统计学处理

实验结果使用
/://!2@+

软件进行分析!计量资

料结果以均数
#

标准差(

!$J

)表示%运用
=K<LMN?O

法

行单因素分析! 采用
-KP!QR<MRJJ>K?

模型行多因素

分析!同时采用
SN3CN?LAR>RM

法绘制生存曲线$

:8

+@+&

为差异有统计学意义$

!

结 果

#"!

高级别脑胶质瘤
-.!./0

检测药敏结果

1(

例高级别脑胶质瘤患者的替莫唑胺'

9:!#1

'

卡铂' 卡莫司汀和顺铂的体外增殖率
0*-

值分别为

1$@46T

'

6&@%('

'

1$@41'

'

64@&4'

和
6$@2%'

!联合方

案长春新碱联合卡莫司汀'替莫唑胺联合顺铂'顺铂

联合卡莫司汀'替莫唑胺联合
9:21

和
9:21

联合卡

铂的
0*-

值分别为
6+@$+'

'

1!@!('

'

6!@(+'

'

1(@46'

和
6!@2('

$

-.!./0

指导的行规范治疗的患者共
!1

例!未

行规范治疗患者
(6

例$规范治疗组上述单药
0*-

值

分别为
11@&%'

'

6%@6!'

'

6+@%('

'

$!@!+'

和
61@&('

!

上述联合方案的
0*-

值分别为
66@(%'

'

11@+!'

'

64@++'

'

1&@6%'

和
6&@%%'

$ 未接受规范化治疗组单

药
0*-

值分别为
6+@&+'

'

6&@$$'

'

1$@+('

'

66@4%'

和

64@21'

!联合方案的
0*-

值分别为
11@1$'

'

&4@$%'

'

1$@+6'

'

1!@$&'

和
6+@+%'

$ 详见
0NUCR 2

$

#"# -.!./0

指导高级别胶质瘤患者的总生存

-.!./0

指导化疗方案共计
!1

例!其中以替莫

唑胺单药最多!共计
2$

例!其他方案包括卡莫司汀

单药
2

例!卡莫司汀联合
9:!21 (

例'顺铂联合卡莫

司汀
!

例和替莫唑胺联合
9:!21 !

例$

-.!./0

指导

(%6
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<=. >+,(1 ?@A
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?*C!DA
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?*CEJA

I K

<1L'M','L0N1 D$:OJ DD:P% JQ:P" RQ:DDO Q:PQJ

9K!#D JP:%E J%:J! JP:$$ RQ:Q!J Q:OJ$

.02H,+I0* D$:OD JQ:%E D$:QE Q:%JE Q:DEO

.+)S'H,+I0* JO:PO $!:!Q JJ:O% #:ODE Q:QP$

.+)L(2I0*1 J$:#% JD:PE JO:#D RQ:JQD Q:%$%

90*')1,S0*1T4+)L(2I0*1 JQ:$Q JJ:E% DD:D$ 8:J!! Q:QO!

<1L'M','L0N1T402H,+I0* D!:!E DD:Q! PO:$% 8:!OP Q:!Q!

.02H,+I0*T4+)L(2I0*1 J!:EQ JO:QQ D$:QJ !:%D% Q:Q8$

<1L'M','L0N1T9K8D DE:OJ DP:J% D!:$P Q:D!Q Q:PE$

9K8DT 4+)S'H,+I0* J!:8E JP:%% JQ:Q% 8:E$! Q:8J%

的行规范治疗者中位总生存期为

8%

个月! 显著优于未行规范化治

疗者的
D

个月! 差异有统计学意

义"

KUQ:QQ8

#$ 见
V05()1 #B

$

!"# #H=#OW

杂合性缺失

DE

例高级别脑胶质瘤患者中

#H=#OW

杂合性缺失组
#O

例!发生

率
EQ:!@

!

,H=#OW

正常组
%%

例 $

#H=#OW

杂合性缺失组上述单药
<=

.

值 分 别 为
PO:QD@

%

J#:PQ@

%

DP:E#@

%

$Q:JO@

和
JD:J!@

! 上述

联合方案
<=.

值分别为
D$:DO@

%

PJ:#$@

%

JQ:ED@

%

PJ:JP@

和
DO:JQ@

&

#H=#OW

正常组单药
<=.

值分别为

JD:PQ@

%

J$:%E@

%

J#:J%@

%

J$:DJ@

和
JO:!E@

!联合方

案
<=.

值分别为
J!:%Q@

%

DD:QJ@

%

JE:JJ@

%

D$:JQ@

和
JE:OJ@

!详见
<+S,1 !

$

总生存亚组分析中 !

#H=#OW

杂合性缺失组中

.F!FG<

指导的行规范治疗者中位总生存期为
#P

个月!明显优于未行规范化治疗者的
P

个月!差异

有统计学意义"

KUQ:QQ#

'$

#H=#OW

正常组
.F!FG<

指

导的行规范治疗者中位总生存期为
$

个月!优于未行

规范化治疗的
J

个月"

KCQ:QQP

'$ 详见
V05()1 #X

%

.

$

对于总生存进行多因素
.'Y

分析! 结果显示!

总生存与高级别胶质瘤患者
.F!FG<

指导规范治疗

密切相关!但与年龄%性别%肿瘤级别及
#H=#OW

杂合

性缺失无相关性"

KZ":"P

'"见
<+S,1 E

'$

E

讨 论

高级别胶质瘤以手术结合辅助放化疗的综合

治疗其疗效得到很大改观!但总体生存获益仍不乐

观$ 研究报道术后辅助化疗联合全脑放疗的恶性神

经胶质瘤的中位生存期仅
8![8P

个月!

P

年生存率

不及
8"@

(

E

!

%

)

$本次体外药敏试验采用的化疗药物均

为常用术后辅助化疗药物! 包括替莫唑胺%

9K!8D

%

卡铂%卡莫司汀和顺铂!以及联合方案长春新碱联

合卡莫司汀%替莫唑胺联合顺铂%顺铂联合卡莫司

汀%替莫唑胺联合
9K8D

和
9K8D

联合卡铂$ 研究结

果显示!替莫唑胺和顺铂
<=.

值最高!联合方案以替

莫唑胺联合
9K!8D

和顺铂联合
9K!8D

最高!这与国

外报道的临床研究结果一致!替莫唑胺是胶质瘤治
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疗的基石# 而
V4!#<

联合方案能显著改善胶质瘤患

者的生存预后$

6B@

%

#但在每例患者中不同药物的敏感

率不一样#说明胶质瘤的肿瘤异质性存在#因此#高

级别胶质瘤的治疗需要个体化治疗&

胶滴肿瘤药敏检测技术!

8M!M0N

"是一种三维

立体的化疗药物体外药敏检测技术# 与传统
ZNN

法'组织块培养终点染色计算机分析法以及
9N4

生

物荧光肿瘤体外药敏检测技术相比# 具有模拟体内

微环境的生物学特征'所需细胞量少且成功率高#结

果与临床用药一致性高的优点# 解决了原代培养成

功率低和成纤维细胞混淆的难题$

$

%

&

[2LKJ\

等$

5

%报道

在晚期胃癌患者根据
8M!M0N

检测结果共
==

例患

者表现至少一种化疗药物的高度敏感# 即
NG8

值小

于
<"7

# 而
=A

例患者表现对三种药物完全低度敏

感#即
NG8

大于
<"7

#按照
8M!M0N

结果指导治疗中

位总生存从
A!;6

个月提升至
A6;6

个月 $

5

%

&

"

期

]988^F!C8?%

研究在术后辅助治疗方案中
6!_P

应

用
8M!M0N

方法进行药敏检测# 在前瞻性研究结果

发现体外药敏反应型生存预后显著优于无反应者#

且与
6!_P

剂量无关$

A?

%

& 有研究显示
8M!M0N

检测结

果发现原发病灶和转移病灶对于体外药物敏感性不

同#说明异质性的存在#也提示对于存在转移病灶者

的化疗药物方案推荐应该慎重#可能充分考虑原发灶

和转移灶的药物敏感性更佳$

AA

%

&

N2`2\2W\L

等 $

A!

%报道在结直肠

癌探索新药疗效
8M!M0N

提供

了较细胞株更模拟体内状态和

药物疗效的新方法& 本研究结

果证实按照
8M!M0N

结果在高

级别胶质瘤指导术后辅助化疗

方案中# 行规范治疗者中位总

生存显著优于未行规范化治疗

者&

本 研 究 结 果 显 示
A,GA5H

杂合性缺失在高级别胶质瘤中

发生率达
=?;!7

# 与国外报道

数据类似 # 其检测手段包括

_&0E

'核素
8N

和
[C0

等 $

A=BA6

%

&

Z)K2

分析结果显示在
=%?$

例

患者中分析
A,GA5H

杂合性缺

失可增强化疗敏感性# 其预后

4_0

和
F0

显著优于正常患者!

E^R?;<=

#

E^R?;%=

"#

且生存获益与检测方法'胶质瘤级别无关$

A<

%

(在少突

胶质细胞瘤
A,GA5H

杂合性缺失与肿瘤干细胞特性

和
0FaA@

等有关$

A@BA5

%

& 本研究中
8M!M0N

指导规范

治疗结合
A,GA5H

杂合性缺失检测#未行规范治疗的

方案包括替莫唑胺'卡莫司汀等#在体外药敏检测中

提示使用的药物敏感性劣于其他药物# 以及未行化

疗的患者& 结果表明
A,GA5H

杂合性缺失组中
8M!

M0N

指导的行规范治疗者中位总生存期为
A6

个月#

明显优于未行规范化治疗者的
6

个月(而
A,GA5H

正

常组两组中位总生存期相似& 证明
8M!M0N

可以推

广应用于高级别胶质瘤的术后辅助治疗# 具有可行

性和可靠性&

总之# 本研究表明
8M!M0N

指导术后辅助化疗

方案显著改善高级别脑胶质瘤患者的总生存# 结合

A,GA5H

杂合性缺失对于胶质瘤的治疗具有预后和预

测价值# 为建立高级别胶质瘤个体化规范化治疗体

系提供依据&
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