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［摘　要］目的：比较５氟尿嘧啶（５ＦＵ）和亚叶酸（ＦＡ）联合应用（ＦＵＦＡ）、奥沙利铂（ＬＯＨＰ）以及 ＬＯＨＰ加
ＦＵＦＡ对ＤｕｋｅｓＢ和Ｃ期结直肠癌细胞的抑制作用。方法：收集术前未化疗，手术切除的大肠癌标本６０例，将肿
瘤标本制成浓度为２×１０５／ｍｌ细胞悬液，分别加入终浓度为００１、０１和１倍血浆峰值浓度（ＰＰＣ）的 ＦＵＦＡ、ＬＯ
ＨＰ和ＬＯＨＰ加ＦＵＦＡ，用ＭＴＴ法测定肿瘤细胞生存率。结果：组间比较显示：ＦＵＦＡ和ＬＯＨＰ之间的综合疗效无
统计学差异（Ｐ＝０３３８），ＦＵＦＡ和ＬＯＨＰ加ＦＵＦＡ之间也没有统计学差异（Ｐ＝０１３８）。与ＬＯＨＰ单独用药相比
较，ＬＯＨＰ、ＦＵＦＡ联合用药的综合肿瘤细胞存活率降低，显示出统计学上的差异（Ｐ＝００３３）。结论：对临床上确
诊的ＤｕｋｅｓＢ和Ｃ期结直肠癌细胞，ＦＵＦＡ和 ＬＯＨＰ在单药用药时都具有抑制作用，而该作用在 ＬＯＨＰ加 ＦＵＦＡ
时增强，二药联合具有协同作用，这些作用呈现剂量相关性。
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　　大肠癌是常见的恶性肿瘤之一，目前其发病率
排名全国高发性恶性肿瘤的第四位。化疗在过去

几年有了很大发展，研究显示，５氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒ
ｐｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）通过和亚叶酸（ｆｏｌｉｎｉｃａｃｉｄ，ＦＡ）的联

合应用（ＦＵＦＡ），５ＦＵ的临床反应率得到了大大的
提高。奥沙利铂（Ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ，ＬＯＨＰ）通过抑制
ＤＮＡ的合成从而诱导细胞凋亡。ＬＯＨＰ的单体具
有临床抗癌的效果，在结直肠癌的治疗中ＬＯＨＰ和
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ＦＵＦＡ的联合用药能起到协同抗癌的作用。到目
前为止，大多数体外药物敏感性试验都是用单一细

胞株进行的，而临床上患者的肿瘤细胞具有多样

性，为更好模拟临床，本实验利用体外细胞毒实验

ＭＴＴ（３（４，５）ｄｉｍｅｔｒｙｌｔｈｉａｈｉａｚｏ（ｚｙｌ）３，５ｄｉｐｈｅ
ｎｙｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｒｏｍｉｄｅ）法比较 ＦＵＦＡ、ＬＯＨＰ、ＬＯＨＰ加
ＦＵＦＡ对临床上确诊的ＤｕｋｅｓＢ和Ｃ期结直肠癌细
胞的杀伤作用。

１　材料和方法

１．１　研究对象
肿瘤细胞标本均来源于贵阳医学院临床２０１０

年９月～２０１１年５月进行结直肠癌根治性手术的
６０例患者，并且术前未化疗，手术切除的大肠癌标
本均 ＨＥ染色，经病理证实。其中低分化腺癌 ３
例，中分化腺癌２２例，低－中分化腺癌４例；管状腺
癌２１例，粘液腺癌６例，粘液及管状腺癌１例；类
癌３例；Ｄｕｋｅｓ分期Ｂ期３９例，Ｃ期２１例；６０例大
肠癌患者中，男３３例，女２７例；年龄最大８１岁，最
小２８岁，平均６０３岁。
１．２　主要药品、化学试剂和实验仪器
１．２．１　实验药品　５ＦＵ：天津金耀氨基酸有限公
司产品；ＬＯＨＰ：南京制药有限公司产品；ＦＡ：山西
普德药业有限公司产品。

１．２．２　药物浓度配置和终浓度　与细胞接触的药
物终浓度为１，０１及００１倍药物峰浓度（ＰＰＣ）。
药物峰浓度值分别如下：５ＦＵ６０ｍｇ／Ｌ，ＬＯＨＰ３２０
ｍｇ／Ｌ，ＦＡ１６３ｍｇ／Ｌ［１～３］。分别配制成 ５倍终浓
度：５ＦＵ：３００ｍｇ／Ｌ，３０ｍｇ／Ｌ，３ｍｇ／Ｌ；ＬＯＨＰ１６
ｍｇ／Ｌ，１６ｍｇ／Ｌ，０１６ｍｇ／Ｌ；ＦＡ８１５ｍｇ／Ｌ，８１５
ｍｇ／Ｌ，８１５ｍｇ／Ｌ。
１．２．３　化学试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基为美国ＧＩＢ
ＣＯ公司生产；小牛血清：华美公司；Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞
分离液：上海试剂二厂生产；胰蛋白酶：ＳＩＧＭＡ公
司产品；四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）：ＳＩＧＭＡ公司产
品。

１．２．４　实验仪器　２０１０酶标仪：郑州安图生物技
术有限公司。

１．３　细胞悬液的制备
取外科手术切除的大肠癌肿瘤原发病灶，经病

理证实且术前未行化疗。标本离体后，即刻置于

ＲＰＭＩ１６４０培养基，Ｈａｎｋ液中洗涤２次，再次置于
ＲＰＭＩ１６４０的培养基中，室温搅拌６～２４ｈ。将消

化后的细胞悬液过滤，悬液经４００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离
心，收集单个细胞，用无钙镁的Ｈａｎｋ液将细胞洗２
遍后，将其悬浮于５ｍｌ７５％的Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离
液（含有１０％小牛血清，用 ＲＰＭＩ１６４０培养基稀
释，比重为１０５５）中。离心２０００ｒ／ｍｉｎ后收集位
于Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液界面上的富含肿瘤细胞
的悬液，经１％台盼蓝 （ｔｒｙｐａｎｂｌｕｅ）染色，于高倍
显微镜确定肿瘤细胞活性在 ９０％，用 ＲＰＭＩ１６４０
完全培养液调整肿瘤细胞的浓度为２×１０５／ｍｌ。
１．４　肿瘤细胞体外培养和ＭＴＴ比色分析

取９６孔无菌培养板，每孔加入含有２×１０５／ｍｌ
肿瘤细胞的ＲＰＭＩ１６４０细胞悬液１００μｌ，每组设８
复孔，３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱中培养６ｈ，
各孔按给药方案分别加入各种化疗药物２５μｌ，另
设无肿瘤细胞的空白对照组和不加化疗药物的肿

瘤细胞对照组。在３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度的培养
箱中培养 ４８ｈ后，各孔中加入浓度为 ５ｇ／Ｌ的
ＭＴＴ应用液２５μｌ，３７℃孵育４ｈ，板式离心后，吸
去上清液，每孔加入二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）２００μｌ，
在微型震荡器上震荡５ｍｉｎ，使结晶颗粒完全溶解，
将培养板置于２０１０酶标仪上，于波长５４０ｎｍ测定
每孔吸光值（ＯＤ），每组取８孔的平均值。
１．５　实验药物的评价标准
根据测得的ＯＤ值，按肿瘤细胞生存率（％）＝

（实验孔ＯＤ５４０－空白对照孔ＯＤ５４０）／（肿瘤细胞对
照组ＯＤ５４０－空白对照孔ＯＤ５４０）×１００％计算肿瘤
细胞生存率。

１．６　给药方案
设实验组、无肿瘤细胞的空白对照组和不加化

疗药物的肿瘤细胞对照组，每组设８复孔，按３个
方案给药。方案一：各孔分别加入 ００１、０１、１
ＰＰＣＦＵＦＡ；方案二：各孔分别加入 ００１、０１、１
ＰＰＣＬＯＨＰ；方案三：各孔分别加入 ００１、０１、１
ＰＰＣＦＵＦＡ和 ＬＯＨＰ，必须先加入 ＬＯＨＰ２ｈ后，再
加入相同浓度ＦＵＦＡ。
１．７　统计学分析

数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。同一药物
不同剂量之间肿瘤细胞存活率的比较采用 Ｎｏｎ
ｐａｒａｍｅｔｉｃＴｅｓｔＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＴｅｓｔ（ＳＰＳＳ１１０），即
用ＳＰＳＳ进行非参数多组定量资料 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ
秩和检验的两两比较；不同药物组间的比较采用

ＯｎｅＷａｙＡｎｏｖａＬＳＤＴｅｓｔ（ＳＰＳＳ１１０），即采用最
小显著差法的单因素方差分析。之前已作过正态

性检验和方差齐性检验。检验水准α＝００５。
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２　结果

２１　同一药物不同剂量对肿瘤细胞抑制作用的比
较

２１１　ＦＵＦＡ在００１、０１、１ＰＰＣ时的肿瘤细胞
抑制作用　在终浓度为００１ＰＰＣ时，肿瘤细胞的
存活率为０９１±０５２；在终浓度为０１ＰＰＣ时，肿
瘤细胞的存活率为０４４±０４８；在终浓度为１ＰＰＣ
时，肿瘤细胞的存活率下降为０３７±０３３。组间
差异具有统计学意义（Ｐ＜０００１）。见图１。

注：（１）与终浓度为０．１ＰＰＣ比较，Ｐ＜０．００１；
（２）与终浓度为１ＰＰＣ比较，Ｐ＜０．００１

图１　不同剂量ＦＵＦＡ处理下的肿瘤细胞存活率
Ｆｉｇ．１　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ

ＦＵＦＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２１２　ＬＯＨＰ在００１、０１、１ＰＰＣ时的肿瘤细胞
抑制作用　在终浓度为００１ＰＰＣ时，肿瘤细胞的
存活率为０９７±０５２；在终浓度为０１ＰＰＣ时，肿
瘤细胞的存活率为０８４±０４６，和终浓度为００１
ＰＰＣ组比较差异不具有统计学意义（Ｐ＝０１６３）。
在终浓度为 １ＰＰＣ时，肿瘤细胞的存活率下降为
０５０±０３１，该值低于前２个浓度作用下的细胞存
活率（Ｐ＜０００１）。见图２。
２１３　ＦＵＦＡ和 ＬＯＨＰ联合用药在 ００１、０１、１
ＰＰＣ时的肿瘤细胞抑制作用　在此联合用药下，肿
瘤细胞的存活率于终浓度为００１ＰＰＣ时为０３８
±０２５；在终浓度为０１ＰＰＣ时为０２４±０１９，在
终浓度为１ＰＰＣ时，肿瘤细胞的存活率为０１３±
０１０。组间比较差异具有统计学意义 （Ｐ＝
０００１）。见图３。
２２　不同药物对肿瘤细胞抑制作用的比较

ＦＵＦＡ、ＬＯＨＰ单独用药和ＬＯＨＰ加ＦＵＦＡ联合
用药的综合肿瘤细胞存活率分别为０５７±０２９，

注：（１）与终浓度为０．０１ＰＰＣ比较，Ｐ＜０．００１；
（２）与终浓度为０．１ＰＰＣ比较，Ｐ＜０．００１

图２　不同剂量ＬＯＨＰ处理下的肿瘤细胞存活率
Ｆｉｇ．２　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ

ＬＯＨＰｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

注：（１）与终浓度为０．１ＰＰＣ比较，Ｐ＝０．００１；
（２）与终浓度为１ＰＰＣ比较，Ｐ＝０．００１

图３　不同剂量ＬＯＨＰ加ＦＵＦＡ处理下
的肿瘤细胞存活率

Ｆｉｇ．３　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ
ＬＯＨＰ＋ＦＵＦＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

０７７±０２４和０２５±０１２。组间比较显示：ＦＵＦＡ
和ＬＯＨＰ之间的综合疗效无统计学差异（Ｐ＝
０３３８），ＦＵＦＡ和ＬＯＨＰ加 ＦＵＦＡ联合用药之间也
没有明显的统计学差异（Ｐ＝０１３８）。与 ＬＯＨＰ单
独用药相比较，ＬＯＨＰ加 ＦＵＦＡ联合用药的综合肿
瘤细胞存活率明显的降低，具有统计学意义（Ｐ＝
００３３）。见图４。

３　讨论

化疗在恶性肿瘤治疗过程中具有不可替代的

地位。５ＦＵ是一种在过去３０年中经典的抗癌药，
ＬＯＨＰ是新型的有机铂制剂。作为一线治疗措施，
目前已有３个大型的随机临床实验比较了 ＬＯＨＰ
加ＦＵＦＡ和ＦＵＦＡ的临床效果［４～６］。综合分析，联

合用药在临床疗效上略优于单独用药。

０５
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注：（１）ＦＵＦＡ加ＬＯＨＰ联合用药与ＬＯＨＰ单独用药比较，Ｐ＝０．０３３

图４　不同剂量ＦＵＦＡ，ＬＯＨＰ单药和ＬＯＨＰ加
ＦＵＦＡ处理下的肿瘤细胞存活率比较

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏＬＯＨＰ，ＦＵＦＡａｌｏｎｅａｎｄ
ＬＯＨＰ＋ＦＵＦＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

在本实验中，通过使用ＭＴＴ法，比较现在临床
上最常用的化疗方案对临床确诊的结直肠癌患者

（ＤｕｋｅｓＢ或Ｃ期）手术切除标本肿瘤细胞的抑制
作用，用于评估药物的化疗效果。结果显示：ＦＵＦＡ
作为经典的抗癌药物在单药应用中显示了较强的

肿瘤细胞抑制作用，该抑制作用呈现出一定的剂量

相关关系。ＬＯＨＰ作为单药应用同样显示了对肿
瘤细胞的抑制作用，该作用在峰值浓度时最明显。

与ＦＵＦＡ相比，ＬＯＨＰ抑制作用稍弱，但这种差异
无统计学意义。ＬＯＨＰ加 ＦＵＦＡ联合应用显示了
最强的剂量相关性肿瘤细胞抑制作用，与ＬＯＨＰ的
抑制作用相比，有统计学上差异，而与 ＦＵＦＡ相比
差异却没有统计学意义。这说明，二者的联合具有

协同作用，却不是相加的效果。这和某些文献的报

道吻合［７，８］。

与大多数报道的结直肠癌体外肿瘤细胞抑制

实验相比，本实验的优势在于使用的是临床标本，

这代表了临床病症的多样性，因而该实验的结果能

模拟临床。而类似研究，多采用的是单一的细胞

株，虽然便于研究，受试对象有同一性，但得到的结

果具有高度选择性。在本实验中，所有的患者的临

床分期都处于ＤｕｋｅｓＢ和 Ｃ期，实验结果对于预后
评估也具有一定的参考价值。本研究为将来进一

步探讨ＦＵＦＡ和 ＬＯＨＰ在治疗大肠癌方面提供了
一定的实验依据。
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