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摘要院目的 探讨中空纤维测定法在胃癌临床前药效研究中的应用遥 方法 将胃癌细胞株 SNU-16尧 SNU-484尧SNU-668分别
通过中空纤维管移植于裸鼠的皮下和腹腔袁随后用标准的抗癌药物紫杉醇制剂给予治疗袁将每个细胞株的中空纤维的活性与异
种移植物的活性进行比较遥 结果 使用优化的接种密度和时间表袁紫杉醇治疗在胃癌细胞株 SNU-16和 SNU-484有效袁经紫
杉醇处理后的 SNU-16和 SNU-484胃癌细胞株减少大于 50%袁但在 SNU-668无效遥 与中空纤维测定结果一致袁胃癌细胞株
SNU-16和 SNU-484在异种移植模型中紫杉醇治疗后也表现出肿瘤消退遥结论 本实验研究表明中空纤维测定法对于筛选具

有抗胃癌活性的小分子物质是有效的遥
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Abstract：Objective To investigate the application of hollow fiber assay in the study of preclinical efficacy of gastric cancer. Methods Gastric
cancer cell lines SNU-16, SNU-484 and SNU-668 were transplanted into the subcutaneous and peritoneal cavity of nude mice through hollow fiber
tubes, respectively, and then treated with the standard anticancer drug paclitaxel. The hollow fibers of each cell line were treated. The activity was
compared to the activity of the xenograft. Results Using optimized seeding density and schedule, paclitaxel treatment was effective in gastric cancer
cell lines SNU-16 and SNU-484, and the SNU-16 and SNU-484 gastric cancer cell lines treated with paclitaxel were reduced by more than 50%,
but at SNU -668 invalid. Consistent with the results of hollow fiber assays, gastric cancer cell lines SNU -16 and SNU -484 also showed tumor
regression after paclitaxel treatment in a xenograft model. Conclusion This experimental study shows that the hollow fiber assay is effective for
screening small molecules with anti-gastric cancer activity.
Key words：Hollow fiber assay;Xenograft model anti-tumor test;Gastric cancer

近年来人类癌细胞株的一些临床前体外和体内

肿瘤模型被广泛应用于开发和评价新的抗癌药物。

但研究显示体外肿瘤模型不能完全复制复杂的肿瘤

微环境以及药物在体内的药代动力学，在体外筛选

之后仍需进行体内试验筛选[1]。中空纤维测定法，最
初是由美国国家癌症研究所（NCI）开发，以促进药
物的筛选和开发，用于在异种移植之前对有机小分

子的体内活性特征进行测试[2]。中空纤维测定法是
基于对中空纤维渗透物质的分子量约500 KD的哺乳
动物细胞的培养技术，然后将纤维植入小鼠的不同

部位。植入体内后，待测化合物按一定的时间间隔

和剂量给药，然后从小鼠体内取出纤维，再对纤维内

细胞进行细胞学分析，即可初步获得化合物的体内

活性数据[3]。本研究主要探讨中空纤维测定法在胃
癌细胞株模型中的应用价值。

1材料和方法
1.1小鼠 选择 7周龄的雌性裸小鼠 Balb/C（nu/nu）
和非肥胖型糖尿病/重症联合免疫缺陷（NOD/SCID）
小鼠 18只，所有小鼠由上海斯莱克实验动物有限公
司提供。置于室温环境（22~26益），每 6个小鼠一组，

共三组，每组均给与 12 h的光/暗循环。中空纤维测
定法、异种移植测定法各 6只，设为紫杉醇组，余 6
只小鼠设为对照组，在预定的时间将小鼠采取颈椎

脱位法处死。

1.2 细胞株 人胃癌细胞株 SNU-16、SNU -484 和
SNU-668从广州吉妮欧生物科技有限公司购买。所
有的癌细胞株均由含有 10%胎牛血清的 RPMI1640
（韩国）培养基培养，选用单层培养，温度保持在

37益，置于含 5%CO2的湿润环境。
1.3药物 抗肿瘤药物紫杉醇（CAS号：33.069-62-
4，规格：20 mg/瓶）购买自上海吉至生化科技有限公
司；黄酮类抗肿瘤药物（CAS号：146426-40-6 规格：
10 mg）购买自厦门研科生物技术有限公司，将药物
溶于 10%二甲基亚砜（DMSO）中，中空纤维测定法
小鼠每天接受 4次腹腔内注射紫杉醇（30 mg/kg）或
黄酮类抗肿瘤药物（5 mg/kg）；异种移植物测定法小
鼠每天接受 5次腹腔内注射紫杉醇（30 mg/kg）或黄
酮类抗肿瘤药物（5 mg/kg）。对照组的小鼠给予腹腔
内注射含 10% DMSO的生理盐水。EW7197是一个
新的小分子有机化合物，口服剂量为 40 mg/kg，采用
灌胃法。中空纤维测定法 4 次/d；异种移植物测定法
5次/d。
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1.4中空纤维测定法 每个小鼠接受 3个含聚偏二
氟乙烯（PVDF）的中空纤维（上海摩速科学器材有限
公司），分别置入皮下或腹腔。紫杉醇组给予 3只小
鼠；对照组给予 3只小鼠。具体方法：将具有 1.0 mm
内径和截留分子量为 500 KDa 的中空纤维单独冲
洗后在 70%乙醇的室温下培养，至少放置 72 h。将
纤维用去离子水冲洗，高压灭菌，再用含 20%胎牛
血清的 RPMI 1640液进行冲洗。细胞株用胰蛋白酶/

乙二胺乙酸培养，通过离心沉淀，使其重新悬浮在条

件培养基，并用含有 20%胎牛血清的 RPMI1640液
稀释 10倍。将细胞悬浮液用 20号针头填充于纤维。
每个纤维管沿其长轴每 2 cm进行夹闭后热封闭。每
个样品需要培养 24~72 h，具体时间主要取决于每
个纤维中的细胞株在 37益，5%的 CO2环境中的生长
速度。最佳的细胞悬浮密度表示在试验期间纤维中

的每个细胞株的生长的线性关系，见表 1。

细胞株

SNU-16
SNU-484
SNU-668

HepG2
HepG3B

SK-Hep-1

细胞密度（细胞/ml）

1伊106

1伊106

1伊106

5伊106

3伊106

2伊106

准备

-1 d
-3 d
-3 d
-2 d
-1 d
-2 d

植入

0 d
0 d
0 d
0 d
0 d
0 d

药物处理

4~7 d
4~7 d
4~7 d
3~6 d
3~6 d
3~6 d

收获

8 d
8 d
8 d
7 d
7 d
7 d

时间表（植入纤维后）

表 1 接种密度和时间表

在异氟醚麻醉下将培养合格的含胃癌细胞株的

纤维植入 7~10 周龄的雌性裸小鼠 Balb/C（nu/nu），
三个皮下纤维包含三个胃癌细胞株。在裸鼠的颈背

部做皮肤切口，通过套管针将三个皮下纤维通过该

切口植入。三个腹膜腔纤维含有三个胃癌细胞株，

通过腹壁切口按头尾方向插入相同小鼠的腹膜腔。

腹壁切口用两层缝合线进行缝合。以植入第 5天的
纤维中的活细胞量来确定细胞株的生长潜力。同时

准备好立体对照纤维，在试验过程中将其培养在相

同的介质。

根据植入纤维后的细胞株的生长情况，在植入

纤维后的 3~4 d给予药物处理，1 次/d，连续 4 d，最
后 1次给药后将小鼠处死。用 MTT（3-[4，5-二甲基
噻唑-2]-2，5-二苯基四氮唑溴盐）染料转换法进行
测定，确定纤维中有活性的细胞数。试验组和对照

组小鼠中空纤维活细胞数的变化代表待测试剂中空

纤维的活性。

分别通过灌胃和腹腔注射给药法用人胃癌细胞

株 SNU-16测试了两种化合物 EW7197和黄酮类抗
肿瘤药物，确定中空纤维的条件是否进行了优化。

1.5异种移植试验 癌细胞株（每 100 滋l的无血清
RPMI液中含有 107个细胞）和等量的基质胶（上海
浩然生物技术有限公司）混合后注入 NOD/SCID小
鼠的皮下组织。形成肿瘤之后，将其分割成 3 mm的
组织切片，序贯植入更大数量的 NOD/SCID小鼠的
皮下组织，用于对药品异种移植活性的检测。肿瘤体

积 V=1/2伊a伊b2，其中 葬和 遭分别是肿块的最长和最
短直径[5]（单位为 mm）。当肿瘤体积达到 100 mm3时，
将小鼠体内类似大小的肿瘤用 SPSS17.0 软件生成
随机数字进行分期。之后均连续 5 d给予相同剂量

的处理，后续处理同中空纤维测定法。肿瘤对药物的

反应通过治疗组肿瘤的平均体积/对照组肿瘤的平
均体积（T/C%）来进行评价，如果肿瘤呈回归模型，T/
C%的值为测量日治疗组肿瘤体积的中位数下降的
百分数是相对于基线体积的，在治疗的最初 7 d，T/
C%的最小值用来量化每个细胞株中药物的异种移
植活性。由于纤维中的每个细胞株的增长潜力存在

差异，因此需要确定适当的密度来保证试验期间纤

维的持续增长。

1.6统计学分析 采用 SPSS17.0软件进行统计学分
析，不成对资料采用双尾 Student's 检验，中空纤维
和异种移植活性间的关系采用 Pearson 相关性分
析。 约0.05表示差异有统计学意义。
2结果
2.1中空纤维和异种移植法对胃癌的测定结果 在

生理盐水治疗组的小鼠，第 7天和第 8天纤维中的
活细胞数量比第 5天显著增加。图 1表示中空纤维
和异种移植法对胃癌的测定结果。经紫杉醇治疗后，

小鼠腹腔中空纤维内的 SNU-16 和 SNU-484 与活
细胞团块比较减少明显大于 50%。
2.2胃癌细胞株经腹腔和皮下注射的中空纤维活性
与异种移植活性比较 所有的细胞株都很容易在

NOD/SCID 小鼠的皮下侧面组织形成异种移植肿
瘤。经紫杉醇治疗后，SNU-16和 SNU-484细胞株未
显示出明显的肿瘤消退，其阳性异种移植活性分别

为-60%和-70%。表 2显示的是中空纤维测定法和
异种移植测定的相关性，与腹腔中空纤维测定结果

一致，经紫杉醇治疗后，SNU-16，SNU-484均表现出
阳性的中空纤维活性，以及有效的肿瘤反应。而

SNU-668细胞株未表现出显著地异种移植活性。在
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项目

腹腔中空纤维活性（减少%）
皮下中空纤维活性（减少%）
异种移植（最佳 T/C%）

SNU-484
-69
-27
-60

SNU-16
-53
-25
-70

SNU-668
-12
-2
76

表 2 胃癌细胞株经腹腔和皮下注射的中空纤维活性与异种移植活性比较

注：T/C：紫杉醇组/对照组

胃癌细胞株紫杉醇的异种移植活性与中空纤维活性

显示出良好的相关性（ =0.94，=0.001），见图 2。
3讨论
在常规的中空纤维筛查中，本研究使用的是 12

种标准的肿瘤细胞株 [4]，代表 6 种不同的组织学类
型，根据其相应的异种移植的预期活性进行选择。

这些细胞株包括 NCI-H23和 NCIH522（非小细胞肺
癌）；MDA-MB-231 和 MDA-MB-435（乳腺癌）；
SW-620和 COLO 205（结肠癌）；LOX和 UACC-62
（黑色素瘤）；OVCAR-3 和 OVCAR-5（卵巢癌）；
U251和 SF-295（胶质瘤）。这些细胞根据其在中空
纤维中的生长潜力的不同，密度波动在 2伊106~10伊
106/ml，将中空纤维插入小鼠的腹腔或皮下组织。在
小鼠体内注入试验化合物的其中一个剂量。本研究

使用标准的抗癌剂进行验证，与对照组比较，这些药

物在中空纤维的活性明显增加。由于其广泛的抗癌

活性，紫杉醇作为阳性对照应用于中空纤维测定[5]。
与对照组比较，如果 50%以上的缩小，则认为试验
化合物有效。在后续的异种移植试验显示该化合物

在中空纤维有明显的活性。

研究显示，与对照组比较，经紫杉醇处理后的

SNU-16和 SNU-484胃癌细胞株减少大于 50%。这
些细胞形成裸鼠移植瘤模型，紫杉醇在这些细胞中

的异种移植活性与中空纤维的活性表现出良好的相

关性。简单地说，SNU-16生长成为漂浮的细胞同时
含有 MYC基因的扩增，SNU-484 生长成为单层并
且含有突变型的 p53。

EW7197是另外一个小的有机化合物，和黄酮
类抗肿瘤药物一起用于对中空纤维测定法的校验[6]。
EW7197是一种 2-吡啶基取代的咪唑，是 ALK5抑

注：柱状图代表中空纤维测定，线型图代表异种移植测定，误差线代表标准差

图 1 紫杉醇在腹腔中空纤维和异种移植瘤的活性

注：误差线代表标准差

图 2 在胃癌细胞株 SNU-16中袁EW7197及黄酮类化合物在腹腔内中空纤维及异种移植瘤的活性
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制剂，用于肿瘤转移的靶向治疗。由于 EW7197可以
抑制转化生长因子-茁信号转导通路，故在中空纤维
中不会表现任何活性。与此相反，黄酮类抗肿瘤药

物[7]是细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂，靶向抑制
肿瘤细胞增殖，由于其显著的抗肿瘤活性，作为阳性

对照应用于中空纤维测定法。在生物学有效剂量内，

EW7197在 SUN-16细胞株中并不表现任何中空纤
维活性，也不表现出异种移植活性，而黄酮类抗肿瘤

药物在 SUN-16细胞株则表现出显著的中空纤维活
性剂异种移植活性。这表明胃癌中空纤维法是实用

且可行的。

本研究显示优化了的中空纤维测定可用于胃癌

细胞株，中空纤维测定法可用于新型小分子化合物

和紫杉醇疗效的比较，与异种移植实验比较，中空纤

维测定法节省时间和资源，同时还可预测待测小分

子的异种移植活性。因此，中空纤维测定法可用于

筛选与胃癌有关的小分子化合物。尽管胃癌是目前

世界范围内最常见的恶性肿瘤，也是癌症相关死亡

的主要原因，但标准的中空纤维测定板并未包括该

疾病。我们采用良好特征的胃癌细胞株为该实验建

立了最佳的条件。中空纤维测定活性与异种移植物

活性有较高的相关性，因此，中空纤维测定法可用于

筛选与胃癌有关的小分子化合物。
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