胶滴肿瘤药敏检测技术的研究进展
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摘要：胶滴肿瘤药敏检测技术(CD-DST)是一种体外肿瘤药敏检测技术，其突出特点是能够排除成纤维细胞对实验的干扰，在体外对抗癌药物的特异性杀伤作用做出客观评价，同时所需标本量小（3×103个细胞/孔）的特点扩大了该技术的应用范围，弥补了目前其它药敏技术的不足。国外临床研究表明此技术的体外检测结果与临床疗效间存在较好的相关性。
CD-DST技术作为一种先进的体外肿瘤药敏检测技术，对化疗药物杀伤肿瘤细胞有效性的评价、化疗方案的筛选以及肿瘤化疗个体化治疗的推广均具有实际意义。国外研究表明，该技术的应用能够提高恶性肿瘤患者的疗效和临床医师用药的科学水平。 
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Advances on collagen gel droplet culture drug-sensitivity test

Liang Zhi Zhang Wei

Abstract Collagen gel droplet culture drug-sensitivity test is a vitro chemosensitivity assay。It can eliminate the effects of fibroblasts by employing image analysis, evaluate the efficacy
Of anticancer drugs. Furthermore,the CD-DST solves some problems inherent in other conventional assays by using a relatively small number of cells(3×103 cell/30ul).There was a statistically correlation between clinically reported response rates and the response rates obtained by CD-DST.
It appears to be useful in exploring the possible combination plots and principles, evaluating the efficacy of existing chemotherapy, and optimize chemotherapy on an individual basis.
Therefore,CD-DST can be used to improve and guide tailored chemotherapy in the future.
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    恶性肿瘤是一类严重威胁人民生命和健康的疾病。近年来，某些恶性肿瘤的化疗效果有了明显提高，但多数肿瘤尤其是实体瘤疗效仍不理想。由于肿瘤异质性的存在，使不同的肿瘤类型或同一肿瘤类型的不同病人对药物的敏感性不同，治疗效果差异很大。例如胃癌患者的单药有效率仅为15%-30%，MMC有效率为30%，5-Fu有效率为21%，EDI有效率为19%，联合化疗的有效率也仅为30%-50%[1]，可以看出目前肿瘤的临床化学治疗具有一定的盲目性。此外由于化疗药物多具有细胞毒性, 不当的治疗不仅会贻误治疗，还会产生严重的毒副作用和联合耐药，最终导致治疗失败。因此，如何提高化疗用药的针对性和准确性，科学的使用化学药物是肿瘤化疗中需要解决的实际问题。
    自人们20世纪50年代有人提出对肿瘤病人进行个体化治疗以来，国际上相继建立了一系列体内、外药物敏感性试验技术。目前具有代表性的有以下几种体外药敏实验：琥珀酸脱氢酶抑制实验（SDI）[2] 、四唑蓝比色法 (MTT) [3] 、ATP生物荧光体外药敏检测法（ATP-TCA） [4]及立体组织培养药物测定实验（HDRA）[5]。这些方法不同程度的部分解决肿瘤个体化治疗的问题，但均存在所需细胞数量多，不能解决小量标本进行药敏检测的问题。
    在此种研究背景下，人们建立了胶滴肿瘤药敏检测技术(collagen gel droplet culture drug-sensitivity test，CD-DST )。CD-DST技术克服了其它方法的缺点，具有所需细胞数量少、敏感、快速及临床相关性好的特点[5]，是一种先进的体外药敏检测技术，在临床应用中具有广阔发展前景。现就其原理、特点及临床应用作一介绍。 
1. CD-DST原理及技术特点
1.1 CD-DST技术原理
    由于人体内的肿瘤组织是由肿瘤细胞、正常细胞和细胞外基质共同组成的细胞群体，肿瘤细胞生长的微环境对肿瘤细生长产生重要影响。CD-DST技术是利用胶原凝胶在37℃时形成的三维立体结构的特点，在体外模仿了体内肿瘤细胞生长的微环境，使肿瘤细胞能够在与体内环境相似的条件下生长，生长的肿瘤细胞具有与体内相似的细胞形态特点。经过7天的培后，经干胶、染色、扫描等程序最终对化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用程度做出客观评价。
    如图1所示，CD-DST技术利用胶原酶消化细胞外基质，将肿瘤单细胞包埋于Ⅰ型胶原中，形成胶原凝胶，肿瘤细胞在三维立体环境中生长，然后在近似于体内环境的条件下中评定药物对细胞的作用 [6]。

图1：CD-DST技术原理


1.2 CD-DST技术技术特点
    1979年，Yang J等[7]提出了一种新型体外细胞培养技术，将乳腺癌上皮细胞种植到胶原中以形成三维立体结构，从而达到使其生长类似于体内细胞生长状态。随后Miller BE [8]及Nakagawa H [9]等人证实了肿瘤细胞在胶原中培养具有克隆形成率高、与体内细胞形态相似的特点，将此技术应用体外药敏实验。 1997年Kobayashi H等[10]采用此种细胞培养技术，结合其他体外药敏试验优点，报道了CD-DST这种新的体外药敏检测技术。CD-DST技术具有以下特点[6,10,11]： 
①细胞用量少（3×103个细胞/孔）
    由于所需标本细胞数量少，不仅可对小量的组织标本进行药物敏感性测定，而且可以对胸腹水等液体标本进行检测。从而使乳腺针吸活检标本、胸水标本、组织活检标本可以进行体外药敏检测，扩大了肿瘤药敏技术的检测范围。
②标本培养成功率高
    肿瘤细胞在胶原凝胶所形成的三维立体培养环境中，培养成功率高，细胞具有与体内细胞相似的生长形态。如图2所示，肿瘤细胞在胶原凝滴培养与SDI培养相比较具有较高的生长率。

图2： 肿瘤细胞在胶原凝滴培养和SDI培养细胞生长率比较[11]
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③采用图象软件系统分析结果，客观准确
    通过图象软件系统进行分析，排除成纤维细胞对实验的干扰，可对抗癌药物对肿瘤细胞的特异性杀伤作用在体外做出客观评价。研究报道肺癌细胞和成纤维细胞经过中性红染色，具有明显不同的特点，结果如图3。

图3肺癌细胞和成纤维细胞的生长形态[10][image: image2.jpg]



A.肺癌细胞克隆B.比较肺癌细胞和成纤维细胞经过中性红染色的区别 
④ 结果测定快速（3秒/滴）
    结果利用计算机进行结果分析，测定6种药物的时间只需1分钟。

1.3 CD-DST技术流程 
CD-DST肿瘤体外药敏检测操作流程[12,13]主要为以下流程（图4）：
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图4：CD-DST技术实验流程

    1. 肿瘤细胞悬液制备：将新鲜瘤组织剪碎成0.5-1mm碎块，加入消化酶（胰酶、胶原酶）消化2～3小时，待细胞分散后,通过80um的筛网过筛，得到细胞悬液。
    2. 肿瘤细胞的原代单层培养：将上述细胞悬液加入到I型胶原蛋白包被的细胞培养瓶中培养24小时,弃上清中未贴壁的死细胞。
    3. 胶原蛋白凝胶内培养：将细胞用胶原酶消化后，收集活细胞并计数，将活细胞滴入胶原凝胶液中。将胶原和细胞混合物接种于六孔板37℃培养，1小时后加入培养基，培养过夜。
    4. 待测药物的添加：在六孔板中加入抗癌药物，在不同药物浓度作用下培养24小时。清洗并除去抗癌药物后，无血清培养7天。
    5. 结果测定：中性红染色固定、扫描，结果传输计算机。利用图象软件分析药物的抑制率，评估药物体外杀伤作用。
    6. 结果评价：
通过图象软件，对图象进行分析。在设定亮度值128为阈值，排除亮度值在128-255之间的成纤维细胞，直接对亮度值在0-128之间的肿瘤细胞形成的克隆进行光密度的计算（D），结果传输到计算机，计算出分析药物的抑制率。

D=㏒10（投射光总量/透射光总量）

    药物体外敏感性用T/C的百分比值表示，其中T为加药处理组的的光密度值，C为空白对照组光密度值。如果T/C的百分比值≤50%则认为药物在体外敏感。
2. 国际上CD-DST临床相关性研究 
2.1标本可评价率研究
    Kobayashi H等人研究表明[14]，CD-DST技术标本可评价率较高，不同肿瘤类型标本的总体评价率为82%，结果如表1所示。经过统计学分析可发现不同类型的肿瘤标本的可评价率均无显著差异。同时通过对小量标本（针吸和活检）进行药敏实验，标本总体评价率为78.6%，结果如表2所示。因此CD-DST技术对小量标本的检测同样具有标本可评价率高的特点，可以弥补目前其它体外药敏技术无法对小量标本进行检测的不足。

表1 ：不同肿瘤类型CD-DST标本可评价率
	
	肺癌
	乳腺癌
	胃癌
	结肠癌
	食管癌
	胰腺癌
	胆管癌
	脑部肿瘤

	标本数量
	659
	163
	92
	107
	13
	17
	8
	32

	可评价标本
	543
	132
	78
	89
	11
	17
	8
	28

	评价率（%）
	82
	81
	85
	83
	85
	100
	100
	88


标本总评价率=83%
表2：活检标本可评价率
	
	乳腺针吸活检标本
	胸水标本
	胃组织活检标本
	食管组织活检标本

	标本数量
	58
	7
	25
	13

	可评价标本
	49
	5
	18
	9

	评价率（%）
	85
	71
	72
	69


标本总评价率=78.6%

2．2药物体外敏感性和临床单药治疗有效率的比较研究
    药物体外敏感性和临床单药治疗有效率的比较结果如表3所示，经过统计学分析，可以发现药物体外敏感性结果和实际临床单药治疗有效率有较高的吻合率。

表3：药物体外敏感性和临床单药治疗有效率[14]
	抗癌药物
	肿瘤类型
	体外敏感率(%)
	临床反应率 (%)

	CDDP
	肺癌
	23.4
	25

	
	乳腺癌
	13.8
	8

	
	胃癌
	14.3
	25

	MMC
	肺癌
	23.9
	19

	
	乳腺癌
	14.8
	20

	
	胃癌
	26.8
	31

	5-FU
	肺癌
	-
	-

	
	乳腺癌
	27.9
	26

	
	胃癌
	35.3
	23


2.3 CD-DST体外药敏测定结果与临床疗效的相关性研究
    1996年，Inaba M等[15]首先证实此方法在体外进行药物敏感性检测的可行性，随后进行了临床相关性研究[16,17]。体外药敏检测的肿瘤标本包括胃肠道肿瘤、乳腺癌、非小细胞肺癌，食管癌等多种肿瘤类型。研究资料统计结果表明CD-DST体外药敏测定结果与临床疗效具有较好的相关性[14]，其中阳性预测值为 79.8%﹑阴性预测值为88.8%﹑特异性为80.6%。

表4：CD-DST测定结果与临床疗效相关性研究结果[14]
	CD-DST/临床反应
	S/S
	S/R
	R/S
	R/R
	总计

	非小细胞肺癌
	44
	13
	5
	46
	108

	乳腺癌
	24
	3
	4
	26
	57

	胃癌
	4
	3
	0
	3
	10

	食管癌
	2
	0
	1
	1
	4

	脑部肿瘤
	1
	0
	0
	3
	4

	总计
	75
	19
	10
	79
	183


S：敏感性 R： 抗药性
预测精确值 84.1%（154/183） 
阳性预测值 79.8%（75/94） 阴性预测值 88.8%（79/89）
敏感性　88.2%（75/85） 特异性 80.6%（79/98）

3. CD-DST技术在临床中和科研中的应用
3.1指导临床化疗用药，设计个体化治疗方案。
    建立可靠的体外肿瘤药敏检测方法，可以帮助临床医师选择有效的化疗药物，有的放矢的设计个体化治疗方案，提高临床治疗效果。国外研究结果表明，CD-DST辅助临床进行化疗方案的确定，取得了较好的临床效果。
Yabushita等[18]报道了CD-DST指导下的化疗在卵巢癌治疗中应用，4名患者在CD-DST指导下进行辅助化疗，24到36个月之间均未复发。5例患者进行在CD-DST指导下进行诱导缓解化疗，3例达到完全缓解，1例达到部分缓解,有效程度明显高于常规化疗。
    Takamura Y等[19]以CD-DST指导70例乳腺癌患者的临床治疗,其中59例标本可评价，标本评价率为84.3%。根据CD-DST检测结果，32例对药物敏感的患者，临床治疗有效的为28例；27例对药物抵抗的患者，临床治疗有效的仅为1例。另外在20例可评价的乳腺癌复发的患者中，药物敏感组患者的中位缓解期为15.9个月，体外抗药患者的中位缓解期为2.5个月。结果表明，CD-DST辅助化疗的应用能够提高临床疗效。
    因此，该技术在临床恶性肿瘤的个体化治疗应用中具有实际意义。
3.2 为非常规化疗肿瘤设计化疗方案
    CD-DST技术在一些非常规化疗肿瘤设计治疗方案中得到了应用。Kobayashi H等[20]研究了CD-DST技术在非小细胞肺癌化疗中的应用，结果表明，在CD-DST技术指导下的化疗，25例病人中11例按CD-DST技术用药的患者，2例达到完全缓解，6例达到部分缓解，3例稳定。其余14例病人按经验化疗，只有1例达到部分缓解，结果具有明显差异。
目前非小细胞肺癌ⅢA期的病人3年生存率在30%以下。Gika M等[21]报道了1例非小细胞肺癌ⅢA期的病人，在CD-DST技术指导下进行辅助化疗，经过CD-DST技术选药常规剂量化疗，病人生存期达3年以上，目前未发现病情进展。
    食管癌、非小细胞肺癌、消化道肿瘤等均为高发的非常规化疗癌种，同时所得到的标本细胞数量较少。通过CD-DST技术的应用，可以对小量的标本进行检测，从众多药物的中筛选出对肿瘤患者有效的药物，指导临床化疗的应用，提高医生科学用药的水平。
3.3与肿瘤相关的基础研究
    Inoue Y等[22]人利用CD-DST技术研究了多西紫杉醇（DTY）和顺铂（CDDP）在肺癌体外的药物敏感性与Bcl-2蛋白 和 P-gp表达的关系。结果显示，Bcl-2高表达能够提高非小细胞肺癌细胞对DTY的敏感性。P-gp高表达能够提高肺腺癌细胞对CDDP的敏感性。Bcl-2 和 P-gp是否可作为一种肺癌细胞药物敏感性的分子标记需进一步研究。
    因此作为一种先进的技术，CD-DST技术在肿瘤相关基因基础研究领域中可能会有进一步的应用。
4. 展望与结论
    CD-DST技术在肿瘤体外药敏检测的应用已有十年的历史，作为一种先进的体外药敏检测方法，在临床治疗和肿瘤相关基础研究中应用已有成功的报道。目前，日本Nitta Gelatin 公司已将该技术产业化，该产品已在日本应用于肿瘤患者临床个体化治疗。
    大量国外研究结果表明CD-DST技术检测的标本可评价率高，检测结果与临床研究相关性好，该技术的应用可能提高恶性肿瘤患者的治疗效果和医生科学用药的水平，从而使肿瘤患者的个体化治疗成为现实。 
因此，CD-DST技术具有标本用量小﹑特异性高的特点，弥补了目前其它药敏技术的不足，使细胞数量较少的肿瘤标本可以顺利完成药敏检测，扩大了药敏检测技术的临床应用范围，在临床应用中具有广阔的发展前景。
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