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【摘( 要】目的：应用 HQ[ 法探讨不同药物对骨髓间充质干

细胞（IH>F）、肝 癌 细 胞（E>）和 E/GM$ 细 胞 的 药 敏 差 异-
方法：雌性清洁级 HO 大鼠 $" 只，应用二乙基亚硝胺饲喂法

建立大鼠原发性肝癌模型，选取诱癌成功大鼠 + 只分别原代

培养 E> 与 IH>F，同时培养 E/GM$ 细胞系细胞，HQ[ 法进行

药物敏感实验，观察药物敏感性的差异- 结果：对阿霉素、顺

铂、洛 拉 曲 克 的 敏 感 度 从 高 到 低 依 次 为 E/GM$ 细 胞，E>，

IH>F- 而丝裂霉素药敏显示，) 种细胞药物敏感度从高到低

依次为 E/GM$，IH>F，E>- 结论：E> 药敏实验与 E/GM$ 细胞

和 IH>F 存在一定异同-
【关键词】肝肿瘤；肿瘤干细胞；间质干细胞；HQ[ 药物敏感实验
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IJ 引言

原发性肝癌细胞中也存在类似于其他实体瘤肿

瘤干细胞的强增殖性细胞亚群，其在表面标志、耐药

性、强增殖性等方面与骨髓间充质干细胞（23@@6Y
2/F/;5B=230 F?/2 5/00F，IH>F）存在相同点［!］- 而细

胞系则被认为是不同于肿瘤干细胞的永生化细胞-
我们使用二乙基亚硝胺（J4/?B=0;4?@6F324;/，O1X）制

备大鼠原发性肝癌模型，应用 HQ[ 法药物敏感实验

检测抗肝癌药物（ 阿霉素、顺铂、丝裂霉素、洛拉曲

克）对肝癌细胞（ B/G3?653@54;623 5/00F，E>），IH>F
和 E/GM$ 细胞杀伤作用，为探讨耐药机制不同的细

胞特征差异提供新的线索-

KJ 材料和方法

K- KJ 材料J 雄性清洁级 HO 大鼠 $" 只，鼠龄 + Y]，

体质量（!"$- % ^ !"- $）<，由南方医科大学动物实验

中心提供；E/GM$ 细胞由广东省人民医院肿瘤科惠

赠；V#OI1I，QUIP#!’,"，胎牛血清为杭州四季青产

品；HQ[，O1X 为美国 H4<23 公司产品；阿霉素（规格：

!" 2< _ 支）为浙江海正药业股份有限公司产品；顺

铂（规格：!" 2< _ 瓶）为山东齐鲁药业股份有限公司

产品；丝裂霉素为浙江海正制药厂产品；洛拉曲克

（;603?@/\/J J4B=J@65B06@4J/，WM))%）为北京康辰医药

发展有限公司产品-
K- (J 方法J 采用 O1X 诱发大鼠肝癌模型，即用"- $*
< _ V O1X 水溶液为诱癌剂，放在水中大鼠自由饮水-
!$ ‘ !’ Y] 后选取诱癌成功的大鼠 + 只进行实验- 将

大鼠处死，%*" 2V _ V 乙醇浸泡 ) 24;- 无菌条件下剥

离肿瘤，取肝癌组织约 ! <，置于含 *"" K _ V 青霉素，
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!"" # $ % 链霉素的无菌 &’( 液中) 切取无坏死肝癌组

织块，用 *+,- 液漂洗 . 次，剪碎为 ") ! //0 1 2 //0，

放入 .! /% 培养瓶贴壁，加少量含 ."" /% $ % 胎牛血

清的 3&45 267" 培养液) 翻置 .! /% 培养瓶，!" /% $
% 89.，0:; 恒温箱中培养 . 1 0 <) 再次翻转，加足

量含 ."" /% $ % 胎牛血清的 3&45 267" 培养液) 根据

培养液改变情况 . 1 0 = 换液) 同只大鼠在 *8 原代

培养取材后，无菌条件下分离股骨胫骨，咬去骨两端，

用 %>?4@4 培养基冲出骨髓于离心管中，吹打制成

细胞悬液) 贴壁培养法纯化 4(8A［.］)
抗癌药物工作液浓度为该药的标准血浆峰浓度

. 倍) 血浆峰浓度（/# $ %）B 药物用量（/# $ -#）C 6"
-# $ !""" /% C. C 2""" /# $ #) 四种药物分别配成 ."D
溶液) 取培养瓶中细胞，调整细胞密度至 0 C 2": 个 $
%，2E" !% $ 孔接种至 F6 孔板，预培养 .7 < 后，每孔加

药物 ." !%（终浓度为配制浓度的 2 $ 2"），每种药物

设 0 个复孔，每孔总液量为 ."" !%，继续在培养箱内

培养 7E <，甩去培养液风干) 每孔加冰冷 !"" # $ % 三

氯醋酸 !" !%（终浓度为 2"" # $ %）固定 6" /G, 后去

离子水洗 7 1 ! 次，干燥) 每孔加 7 # $ % (3’ 2"" !%
作用 0" /G,，2" /% $ % 醋酸轻洗 7 次，甩干) 每孔加

2" //HI JKGA>L+AM ."" !% 摇动混匀，在平板振荡器上

振荡 ! /G,，在酶联免疫检测仪测定 ! 值，用空白对

照调零，所用波长为 7F" ,/) 将所获 *8 生长抑制率

定义为药物对 *8 的体外抑制率) 抑瘤率（N）B（无

药细胞对照孔 ! 值平均值 O 用药孔 ! 值平均值）$ 无
药细胞对照孔 ! 值平均值 C 2""N )

统计学处理：采用 (&(( 2") " 统计软件) 各化疗

药物对 *8 抑制率、4(8A 抑制率和 *MPQ. 抑制率组

组间进行配对 " 检验，不同化疗药物对 *8 抑制率，

4(8A 抑 制 率，*MPQ. 抑 制 率 分 别 进 行 9,M>R+S
TU9VT 分析)

!" 结果

对阿霉素、顺铂、洛拉曲克 0 种药物的敏感性为：

*8!*MPQ. W 4(8A，对丝裂霉素的敏感差异从高到

低依次为：4(8A!*MPQ. W *8，差异具有统计学意

义) 0 种化疗药物对 *8 抑制率、对应 4(8A 抑制率与

*MPQ. 抑制率，之间存在统计学差异（# X ") ""2）)
洛拉曲克和阿霉素对 *8 抑制率相对较高，而丝类霉

素对 4(8A 的抑制率较高（表 2）)

#" 讨论

肝癌化疗的有效率低下依然是目前临床晚期肝

癌的棘手问题，建立一个体外化疗药物敏感实验系

表 2Y *8，4(8A 和 *MPQ. 抑制率 （$ B E，% & ’）

化疗药物 4(8A *8 *MPQ.

阿霉素 0") 7F Z 0) 06L= !") !0 Z 7) FF !6) 2! Z 7) .6

顺铂 0!) "F Z 7) 6.L= 7E) 00 Z !) 2! 7:) ." Z 7) :E

丝裂霉素 !:) :" Z 6) 2:L 0F) !6 Z 6) 67 !F) !0 Z !) 7:

洛拉曲克 .F) !0 Z 7) !6L= !:) !: Z 6) 0F !E) E! Z 7) "2

L# X ") "2 (’ *8，=# X ") "2 (’ *MPQ.)

统，进行个体化治疗，有望提高肝癌化疗疗效［0］) 现

在临床常用的药敏实验主要有 4JJ 比色法、放射性

同位素标记物掺入法、三磷酸腺苷生物发光法、区别

染色细胞毒法、流式细胞仪测定法等，各有不同的优

缺点［7 O !］) (3’ 法药物敏感实验成本相对三磷酸腺

苷生物发光法低，相对 4JJ 结果准确并能保存较长

时间（2! 1 ." =），是 U85 推荐的一种较新筛选抗癌药

物的方法) *MPQ. 细胞系细胞本身是永生化细胞，但

目前普遍认为：细胞系与现在提出的肿瘤干细胞虽然

在增殖性和永生化方面一样，但细胞系缺乏分化能

力，与肿瘤干细胞存在某种尚未明了的差异) 我们的

实验结果表明，阿霉素和洛拉曲克杀伤细胞作用较

强，而 4(8A 对阿霉素、顺铂、洛拉曲克敏感性明显低

于肿瘤细胞和 *MPQ. 细胞) 而丝裂霉素对 *MPQ. 细

胞和 4(8A 的抑制率却远远高于 *8) 这些差异说明

*8 和干细胞样细胞存在不同的抗药物机制，其抗药

物杀伤能力相差较大) 肿瘤干细胞也可能存在相同

的耐药机制) 细胞系药物敏感类似于普通 *8，相对

抑制率都较其他两者高，但在抗丝裂霉素杀伤上却于

间充质干细胞相似) 细胞系存在类似干细胞样细胞

药物作用位点，可能为区别于普通 *8 但类似肿瘤干

细胞的功能结构，还有待通过进一步的实验研究来清

楚阐明)
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［7］%Gb (，&M,# d，%Hb [，M^ +I) T, Mc+Ib+^GH, Ha +=M,HAG,M ^KGP<HA>

P<+^M LGHIb/G,MA_M,_M +AA+S aHK ^b/HK G, cG^KH _<M/HAM,AG^GcG^S ^MA>
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