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结直肠癌PTC模型构建及药敏检测
专家共识及操作指南

（20252025年版）

【摘要】结直肠癌是全球常见的恶性肿瘤之一，术后辅助治疗至关重要。然而，结直肠癌具有异质性，药物敏感性因人

而异，传统体外肿瘤模型存在诸多问题。近年来，中国科学家发明了基于无基质、无血清、悬浮 3D培养的微肿瘤 PTC模

型，克服了传统技术瓶颈，具有微量、安全、准确、及时等优势。2023年 12月 28日已发表《微肿瘤模型构建及其药敏检测

技术中国专家共识（2023年版）》。为了精准指导结直肠癌PTC模型构建，规范其在结直肠癌临床诊疗中的应用，北京癌症

防治学会组织国内相关领域专家，基于目前国内外研究报道数据制定了本专家共识及操作指南。本指南详细阐述了微肿瘤

PTC模型的定义、应用、样本选择标准、药物类型、药敏结果判读标准以及构建和药敏检测的操作步骤，旨在为结直肠癌

药物治疗提供个体化、精准化的参考，推动该技术在临床中的应用。
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Expert consensus and operating guidelines for construction of
colorectal cancer PTC model and drug sensitivity testing

(2025 Version)

（北京癌症防治学会）

【Abstract】 Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignant tumors worldwide.

Postoperative adjuvant therapy is essential. However, CRC exhibits significant heterogeneity, resulting in variable

drug sensitivity profiles. Traditional in vitro tumor models have many limitations. In recent years, Chinese

researchers have invented a patient-derived tumor-like cell cluster (PTC) model utilizing matrix-free, serum-free,

and suspended three-dimensional culture techniques. This innovative approach overcomes the technical

limitations of conventional models, offering advantages including minimal, safe, accurate, and timely. On

December 28, 2023, the “Chinese Expert Consensus on the Construction of Patient-Derived Tumor-Like Cell

Cluster (PTC) Model and Anti-Tumor Drug Sensitivity Detection Technology (2023 Version)” was published. To

precisely guide the construction of colorectal cancer PTC models and standardize its application in colorectal

cancer clinical practice, the Beijing Cancer Prevention & Treatment Society convened domestic experts from

related fields and, based on the latest domestic and international research data, formulated this expert consensus

and operating guidelines. This guideline provides a comprehensive overview of the PTC model. It covers the

(Beijing Cancer Prevention & Treatment Society)
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model’s definition, application, sample selection criteria, drug types, and criteria for interpreting drug sensitivity

results. Additionally, it details the operating procedures for constructing the model and conducting drug sensitivity

tests. The aim of this consensus is to offer individualized and precise guidance for colorectal cancer drug treatment

and to promote the clinical application of this technology.

【Keywords】Colorectal cancer; Construction of patient-derived tumor-like cell cluster (PTC) model; Drug

sensitivity testing; Expert consensus; Operating guidelines

结直肠癌是严重危害人类健康的常见消化道恶

性肿瘤之一，是全球第三大最常诊断的癌症，也是

癌症相关死亡的第二位原因[1]。据 2022年中国癌症

统计报告显示：中国每年新发病例 50 万余例，死

亡病例 20万余例[2]。根治性手术治疗是结直肠癌的

最佳方法，但结直肠癌术后初次复发率约 40%，且

大多数会在 3年内出现[3-4]，约 25%Ⅱ期结直肠癌术

后 5年内出现复发、转移，约 50%～60%Ⅲ期结直

肠癌术后 5 年内出现复发、转移[5]。因此，药物治

疗同样是结直肠癌治疗的重要部分，包括术前治

疗、术后辅助治疗、姑息治疗[4]。

但是结直肠癌具有明显异质性，不同患者间、

同一肿瘤不同亚克隆间存在明显的分子学差异（时

间、空间异质性），造成对药物敏感性的不同[6-7]。

病理类型、临床分期及其他基线指标相似的患者，

在采用相同的治疗方案时也会出现不同的预后和转

归。因此药物治疗的个体化、精准化亟待深入研

究，药效预测模型则是重要手段。

体外肿瘤模型，尤其是源自患者的原代肿瘤模

型是开展肿瘤研究以及服务患者个体化精准治疗的

重要工具。目前，研究者已开发出多种类型的体外

肿瘤模型，包括基于细胞系、原代肿瘤细胞[8]、

PDX 小鼠[9-11]、肿瘤类器官[12]等体外模型的药敏检

测体系，但具有难以标准化、缺乏准确性、周期长

等问题，临床转化存在困难。因此，亟需一种准

确、简便、高效、标准化的临床前体外肿瘤药效检

测方法。

近年来，中国科学家发明了一种新的基于无基

质、无血清、悬浮3D培养的肿瘤模型，即患者来源

类肿瘤细胞簇（Patient-derived Tumor-like Cell Cluster，

PTC），简称微肿瘤PTC[13]，其克服了传统技术在临

床应用中的瓶颈问题，做到微量、安全、准确、及

时，是药敏检测领域的突破性进展，在临床转化应

用中具有较大潜力，辅助医生对临床方案的决策。

2023年 12月 28日已发表《微肿瘤模型构建及其药

敏检测技术中国专家共识（2023年版）》 [14]，为微

肿瘤PTC模型在基础科研、医药研发以及肿瘤精准

医疗领域中的应用与发展奠定了坚实基础。由于不

同类型肿瘤的组织特征、细胞表型、微环境特征存

在差异，因此微肿瘤PTC模型培养需要针对不同类

型肿瘤开发专用培养基及相应的组织解离体系。

为了精准指导结直肠癌 PTC 模型构建，规范

其在结直肠癌临床诊疗中的应用，北京癌症防治学

会组织国内相关领域专家，基于目前国内外研究报

道数据制定本专家共识及操作指南（证据级别及推

荐强度评定见表 1[15]）。同时，结直肠癌微肿瘤PTC

模型以及药敏检测技术尚处于快速研发阶段，仍有

部分技术问题尚未解决（如无法模拟肿瘤-血管交

互作用等），其技术细节仍在不断完善过程中，因

此后续将会根据研究进展，对本指南进行修订。

表1 共识推荐、评估、开发和评价系统等级表

Table 1 Grades of recommendations, assessment, development, and evaluation system

1A

1B

强烈推荐

高质量证据

强烈推荐

中等质量证据

获益明显大于风险和负

担，反之亦然 （即风险

与负担明显高于获益）

同上

来源于无重大缺陷的随机对照试

验或观察性研究中所获得的明确

证据

来源于有缺陷的随机对照试验

（结果矛盾、方法学有缺陷、间接

证据或设计不严谨） 或观察性研

究的格外强的证据

强烈推荐，即能够在绝大多数

情况下无保留地适用于绝大多

数患者

强烈推荐，即能够在绝大多数

情况下无保留地适用于绝大多

数患者

等级 描述 获益与风险 证据的方法学质量 启示
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第一部分 专家共识

1 微肿瘤PTC模型定义

专家共识 1：建议使用“patient-derived tumor-

like cell cluster”作为该技术的标准英文名称，

“PTC”作为该技术的英文简称，“患者来源类肿瘤

细胞簇”作为该技术的标准中文名称，“微肿瘤

PTC”作为该技术的中文简称。

证据等级：1B

2020年 Science Translational Medicine杂志发表

了一篇题为“Patient-derived tumor-like cell clusters

for drug testing in cancer therapy”的文章，在传统

原代肿瘤微球培养的基础上，优化了培养基，

开发了一种全新的“patient-derived tumor-like cell

cluster （PTC） ”，建立了以 PTC 为基础的肿瘤体

外药敏检测技术[13]。其后多篇文章均使用“patient-

derived tumor-like cell cluster”作为该技术全称。在

《微肿瘤 PTC 模型构建及其药敏检测技术专家共

识》中，将“patient-derived tumor-like cell cluster”

译为“患者来源类肿瘤细胞簇”，并提出简称为

“微肿瘤PTC”。

专家共识 2：微肿瘤 PTC模型是将患者来源新

鲜肿瘤组织样本，经单细胞化处理后在低黏附培养

皿和微肿瘤 PTC 专用培养基中悬浮培养，以肿瘤

细胞为主的多组分细胞自发聚集形成的 3D 肿瘤微

球。与原始肿瘤在形态结构、病理特征、遗传信

息、细胞组成等多维度上都具有高度相似性。

证据等级：1B

患者来源类肿瘤细胞簇是将患者肿瘤组织消化

成单细胞为主的状态，在含有特定细胞因子的无血

清培养基中培养，使单细胞经自组装相互聚集并增

殖形成质地均匀、直径为 40 μm～300 μm 3D 结构

的细胞簇。PTC模型中包含多种肿瘤组织来源细胞

类型，包括肿瘤上皮细胞、肿瘤干性细胞、成纤维

细胞、免疫细胞等，可在较高程度上模拟肿瘤微环

境。目前通过苏木精-伊红染色、免疫组织化学、

免疫荧光检测、基因测序以及单细胞测序从细胞组

成、细胞形态学、组织病理学、分子遗传学等多方

面证实，体外培养获得的微肿瘤 PTC 模型保持了

与原始肿瘤组织的高度相似性[13-14，16-17]。目前可适

用于胃癌、结直肠癌、乳腺癌、肺癌、胆囊癌、脑

肿瘤、宫颈癌、卵巢癌、子宫内膜癌、尿路上皮

癌、骨与软组织肉瘤等癌种[13，16-18]。

2 PTC模型在结直肠癌临床和科研中的应用

专家共识 3：PTC药敏检测技术克服了传统技

术在临床应用中的瓶颈问题，做到微量、安全、准

确、及时，是药敏检测领域的突破性进展。对结直

肠癌药物敏感性有较高的预测价值，在临床转化应

用中具有较大潜力。

证据等级：1C

PTC模型微量、安全、准确、及时，克服了现

有其他模型在临床应用中的瓶颈问题，因此是开展

抗肿瘤药敏检测的理想模型。PTC 药敏检测体系

基于微肿瘤 PTC 模型，可预测靶向肿瘤细胞产生

细胞毒性作用的药物疗效，一项前瞻性临床研究

中，其预测胃肠肿瘤药物临床疗效的准确性达到

1C

2A

2B

2C

强烈推荐

低或极低质量证据

推荐程度弱

高质量证据

推荐程度弱

中等质量证据

推荐程度弱

低或极低质量证据

同上

获益接近于风险和负担

同上

同上

来源于观察性研究或病例研究

来源于无重大缺陷的随机对照试

验或观察性研究中获得的明确的

证据

来源于有缺陷的随机对照试验

（结果矛盾、方法学有缺陷、间接

证据或设计不严谨） 或观察性研

究的格外强的证据

来源于观察性研究或病例研究

强烈推荐，但高质量证据出现

时可进行调整

推荐程度弱，根据具体情况或

患者所处社会的价值取向决策

推荐程度弱，根据具体情况或

患者所处社会的价值取向决策

几乎不作推荐其他的选择也可

能同样合理

续表

等级 描述 获益与风险 证据的方法学质量 启示
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96.6%[13]，预期将为结直肠癌药物治疗提供临床价

值。微肿瘤PTC药敏检测不仅能准确预测患者药物

临床疗效，也可以预测患者新辅助药物治疗后临床

可以达到的病理缓解情况（CR/PR/SD/PD），实现

结直肠癌药物治疗的个体化和精准化。

专家共识 4：关于 PTC 药敏检测的适应症，

PTC药物敏感性检测指导结直肠癌患者用药选择仍

处于起步阶段，目前仅对于标准治疗失败的患者、

尚缺乏标准治疗的罕见或难治性肿瘤患者以及现有

指南推荐级别较低且很可能无法从指南推荐方案中

获益的患者，或临床研究中，在征得患者知情同意

下，可建议进行PTC培养和药物敏感性检测。

证据等级：1C

作为精准医疗时代的一种新型检测技术，PTC

药物敏感性检测指导结直肠癌患者用药选择仍处于

起步阶段。在临床实践中，对于临床诊疗指南有明

确标准且证据级别较高的治疗方案，推荐患者按照

指南规范优先选择[4]。而对于标准治疗失败的患

者、目前尚缺乏标准治疗的罕见或难治性结直肠癌

患者以及现有指南推荐级别较低且很可能无法从指

南推荐方案中获益的患者等，在征得患者知情同意

下，可建议进行 PTC模型构建和药物敏感性检测，

为其药物选择提供参考。

除了上述应用场景，医师还可在下述情况下根

据患者意愿推荐其进行 PTC药物敏感性检测：（1）

多原发结直肠癌患者或临床治疗很棘手的患者无法

决定治疗策略时，可根据 PTC 药物敏感性检测结

果，建议选择的药物方案与顺序；（2）在临床上，

医师可根据患者情况向其推荐超说明书适应症的药

物，在遵守相应法律法规条件下，可建议患者进行

PTC药物敏感性检测，综合判断超说明书适应症药

物的潜在疗效；（3） 研究者发起的基于结直肠癌

PTC模型药物敏感性指导患者个性化治疗的前瞻性

临床研究[14]。总之，PTC药物敏感性检测的应用场

景因人而异，未来随着该技术的不断完善及医师和

患者对该领域认识的提高，其应用可能越来越多。

专家共识 5：PTC可用于结直肠肿瘤发生、发

展、耐药等机制的研究，及寻找新的药物靶点、分

析药物作用机制、寻找人群适应症，进而服务于新

药研发。

证据等级：1C

实体瘤内部存在着复杂且高度异质化的肿瘤微

环境，影响不同肿瘤的发生、发展、耐药进程。微

肿瘤 PTC模型自组装 3D微球结构可保留肿瘤组织

特性，包含多种肿瘤组织浸润免疫细胞以及成纤维

细胞，高度模拟肿瘤微环境。通过高通量筛选技术，

在芯片上培养细胞，进行细胞功能分析，直接在细

胞水平鉴定各种分子的生物学活性，可以迅速发现

致病基因，适用于结直肠肿瘤发生、发展、耐药等

机制的研究，同时寻找新的药物靶点、分析药物作

用机制、寻找人群适应症，进而服务于新药研发[19]。

3 结直肠癌PTC模型样本选择标准

专家共识 6：拟进行微肿瘤 PTC培养的新鲜肿

瘤样本必须是包含活的肿瘤细胞的、新鲜无污染的

临床样本，优先选择原发灶样本培养，如原发灶已

切除，也可选择转移灶样本。取材时优先选择手术

切除样本，也可选择穿刺活检、内镜活检样本，必

要时也可选择恶性胸腹水培养。如肿瘤发生进展，

需要重新取样，以避免肿瘤突变耐药。

证据等级：1C

由于肿瘤 PTC 培养需要患者的组织样本，临

床肿瘤样本采集直接影响微肿瘤 PTC 模型的培养

成功率，取材需注意避开坏死组织*、癌周组织，

选择新鲜癌组织区域。一般包括手术切除组织、穿

刺活检、内镜活检、恶性肿瘤胸腹水**等。根据前

文适应症，将患者分为3类。

（1）临床分期Ⅱ～Ⅲ期患者：如手术可切除原

发灶，优先选择根治性手术切除后的肿瘤样本取

材。如手术无法切除原发灶，可考虑选择肠镜

活检。

（2）原发灶仍存在的临床分期Ⅳ期患者：优先

选择原发灶取材。如原发灶无法取材，可考虑选择

转移灶取材。如转移灶可切除，优先选择手术切除

后的肿瘤样本取材；如转移灶不可切除，可选择穿

刺/部分切除活检样本取材。

（3）原发灶已被切除的临床分期Ⅳ期患者：如

转移灶可切除，优先选择手术切除后的肿瘤样本取

材；如转移灶不可切除，可选择穿刺/部分切除活

检样本取材。如患者存在恶性肿瘤胸腹水，也可选

择恶性肿瘤积液送检。

*对于直肠癌患者，如患者曾行放疗，取材时

应格外注意避开坏死纤维化组织。

**结直肠癌患者较少出现恶性胸腹水，如患者

存在恶性肿瘤胸腹水，且无法获得其他肿瘤样本

时，也可选择恶性肿瘤积液送检。

但是随着肿瘤治疗的进行，肿瘤细胞在不断变

化，会产生新的耐药、新的基因突变。一旦肿瘤发

生新的进展（复发）或耐药，需要重新取样，再次

对药物（方案）进行评估，以制定最佳用药方案。
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4 可用于结直肠癌PTC药物敏感性检测的

药物类型

专家共识 7：可检测药物包括化疗药物和抗肿

瘤靶向药物（具体信息参见附件一、二），检测方

式可以是单药也可以是化疗药物或者靶向药物组

合。免疫治疗药物相关研究正在开展。但微肿瘤

PTC模型暂不能预测抗血管靶向药物的临床疗效。

证据等级：1B

药物治疗是结直肠癌治疗中必不可少的手段。

虽然基于二代测序 （Next Generation Sequencing，

NGS）的基因检测技术为肿瘤患者的个体化治疗和

精准用药提供了极大的帮助[20]，但这种检测主要针

对的是靶向药物的选择和应用。对于广泛使用的化

疗药物以及新兴的免疫检查点抑制剂等免疫治疗药

物，NGS 技术在临床用药指导方面的价值相对有

限。此外，在实际的临床治疗中，患者往往接受的

不是单一药物治疗，而是多种药物的联合治疗，例

如化疗药物的组合、化疗与靶向药物的联合，或是

化疗与免疫治疗的结合等。然而，这些联合治疗策

略目前缺少可靠的生物标志物来预测疗效。因此近

年来，采用患者来源肿瘤模型开展体外抗肿瘤药物

敏感性检测以提前预测临床疗效的技术受到广泛

关注[21-23]。

基于微肿瘤 PTC 模型，可预测靶向肿瘤细胞

产生细胞毒性作用的药物疗效，包括化疗药物（见

附件一）和部分靶向药物（见附件二）等。在微肿

瘤 PTC 模型中，可对单一化疗、靶向药物以及化

疗靶向药物联合的敏感性进行预测，可通过对比不

同药物或不同药物组合对肿瘤 3D 微球的杀伤效率

差异，提前预判不同药物治疗方案在患者个体中可

能产生的疗效，从而为患者用药选择提供参考。由

于微肿瘤 PTC 模型不具备模拟体内肿瘤血管系统

特征，不能有效预测抗血管靶向药物的临床疗效。

因此，在结直肠癌微肿瘤 PTC 模型中开展抗肿瘤

药物敏感性检测时，需全面了解待检测药物的抗肿

瘤杀伤原理和作用靶点，从而明确检测结果的临床

参考意义。针对部分需经过体内代谢产生抗肿瘤活

性的化疗药物（如卡培他滨等），利用微肿瘤 PTC

开展药敏检测时应采用其活性成分，如 5-氟尿嘧啶

代替卡培他滨等[24]。

微肿瘤 PTC 能够重现肿瘤免疫微环境特征，

其无需外源添加免疫细胞[19]，在预测免疫治疗药物

例如免疫检查点抑制剂疗效中也显示出独特的优

势，相关临床研究正在开展[17]，在预测免疫药物敏

感性方面显示出巨大潜力。

由于原代肿瘤细胞数量有限，在 PTC 模型培

养成功后，临床医师可根据对患者肿瘤及治疗情况

的综合判断，决定拟优先检测的药物或药物组合，

从而为患者用药选择提供参考。

5 结直肠癌PTC药敏结果判读标准

专家共识 8：PTC药敏检测将药物杀伤效果划

分为 5 个等级，分别为强杀伤、有效杀伤、稳定、

耐药、强烈耐药，优先推荐强杀伤和有效杀伤的

方案。

证据等级：1B

PTC药敏检测结果根据加药前后各孔位的PTC

微球总面积变化和剩余细胞活力评估药效，并根据

检测结果将杀伤效果划分为 5个等级，分别为强杀

伤、有效杀伤、稳定、耐药、强烈耐药，其中强杀

伤和有效杀伤是优先推荐的方案[13]，具体判断标准

如表2所示。

联合用药方案的作用不等于单药作用的叠加。

由于药物的协同作用和剂量（组合）的不同，药物

组合方案对癌细胞的杀伤作用不等于单个药物的简

单叠加，如：A 药和 B 药对癌细胞均不敏感，但

A+B联合方案可能敏感。

表2 结肠癌PTC药敏检测结果解读

Table 2 Interpretation of drug-sensitivity testing results for colorectal cancer PTCs

强杀伤

有效杀伤

＞ 0.7

0.3～0.7

0～0.3

0.3～0.7

药物作用下，多数肿瘤细胞团瓦解凋亡或体积变

小，极少数耐药细胞可能留存

药物作用下，部分肿瘤细胞团瓦解凋亡或体积变

小，仍然可见明显耐药细胞团留存

当几个筛选方案的杀伤效率落在

此区间时，如A和B方案，当死

亡细胞比例 （A - B） ≥10% 时，

选用 A 方案；当死亡细胞比例

（A-B） ＜10% 时，则选择毒副作

用小的方案

杀伤等级
死亡细胞

比例

剩余活性细胞

比例
内涵 用药方案
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第二部分 操作指南

1 结直肠癌微肿瘤PTC模型构建

1.1 人员及实验室配备

微肿瘤 PTC 模型标本采集与处理应由接受过

专业培训的医护人员/工作人员进行，若医疗机构

具备培养条件，则在医疗机构内部实验室进行培

养；若医疗机构不具备培养条件，则将样本送至第

三方机构进行培养，最后培养单位或部门将培养报

告反馈给患者或接诊医师，为治疗提供参考。

1.2 伦理审批、知情同意及隐私保护

组织采集前应在充分告知、尊重提供者权利的

前提下签署知情同意书，包括样本采集知情同意

书、微肿瘤 PTC 模型构建及药物敏感性检测知情

同意书。如为开展临床研究使用，应获得伦理委员

会审批，并在相关的临床研究登记平台进行注册公

示。样本临床数据需匿名化处理。

1.3 结直肠肿瘤组织取样

对于实体肿瘤组织，切取时应取血管丰富的新

鲜肿瘤组织 （新鲜组织应在离体 30 min 内切取），

避免坏死区域、纤维化区域、脂肪组织以及被电刀

灼烧过的组织，最大程度保持组织中的细胞活力，

要求肿瘤组织不少于 50 mg （体积约 5 mm×5 mm×

5 mm）。切取的实体瘤组织应在生理盐水内进行振

荡清洗，去除污浊。

对于穿刺样本，需要 2 条以上，每条长度≥
1 cm；对于胃肠镜组织，需要2块，总长度≥ 1cm。

对于胸腹水，用引流袋取下段的 50～100 mL

液体。

实体肿瘤切除、穿刺、活检，或者胸腹水等收

集，全部在洁净环境中完成取样，如手术室、操作

室等，避免微生物污染样本。

1.4 样本保存

样本采集后，立刻保存于含 5 mL 样本保存液

的15 mL无菌离心管内，4℃保存，尽快送检。

1.5 结直肠癌微肿瘤PTC的构建

步骤 1 组织块的清洗：组织样本收集后置于

4℃的 PBS中（添加 10 mmol/L HEPES和 100 U/mL

P/S双抗），及时将组织用PBS至少清洗 5次，并尽

可能的去除样本中坏死区域和脂肪组织。

步骤 2 组织细胞的消化：将组织剪切成小块

后用组织消化酶*37℃消化 1 h，在消化过程中每

15 min 用枪头进行吸吹，组织消化液配置方法如

下：将胶原蛋白酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ和 EDTA 加入 PBS

中，其中三种胶原蛋白酶的终浓度均为 200 U/mL，

EDTA终浓度为1 mmol/L。

* 组织消化酶主要构成：Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ型胶原酶

与EDTA。

步骤 3 组织细胞消化物的过滤：消化结束后

用100 μm的滤网进行过滤收集细胞悬液。

步骤 4 重悬离心沉淀物：在 4℃条件下 300 g

离心 10 min收集细胞，细胞沉淀用 PTC培养基*进

行重悬。

* 培 养 基 主 要 构 成 ： 抗 菌 - 抗 真 菌 剂 三 抗 、

HEPES、GlutaMax、人重组蛋白 EGF、人重组蛋

白 bFGF、人重组蛋白 HGF、人重组蛋白 Noggin、

人重组蛋白 R-spondin、人重组蛋白 IL-2、人重组

蛋白 IL-15、SB202190、皮质醇、Forskolin、A83-

01、Primocin、N -乙酰 -L -半胱氨酸、烟碱、N2

Supplement、霍乱毒素、B27、ITS-X、Y-27632 和

Advanced DMEM/F12培养基。

步骤 5 PTC培养物接种细胞培养基：将细胞

以 1×105/cm2的密度铺于低吸附孔板中*，置于细胞

培养箱（37℃，5% CO2）进行培养，并每隔2～3 d

稳定

耐药

强烈耐药

0.1～0.3

0～0.1

0

0.7～0.9

0.9～1.0

1.0

药物作用下，肿瘤细胞团增殖速度明显放缓，部

分细胞团体积略微变小，药物杀伤效果不明显

药物作用下，肿瘤细胞团增殖速度明显放缓，药

物杀伤效果不明显，但高剂量药物可能有效

药物作用下，肿瘤细胞团快速增殖，处于生长

状态

当所有筛选方案的杀伤效率都落

在此区间时，则建议按照医生的

临床经验指导用药

续表

杀伤等级
死亡细胞

比例

剩余活性细胞

比例
内涵 用药方案
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进行加换液。

*将获取的细胞悬液用移液枪先吹打混匀，再

分装至对应的96孔板中（使每个孔中含有30～50个

PTC微球），此过程中切忌产生大量气泡，以免影响

后续拍照和 AI 识别。96 孔板在培养物接种后可向

周围多余空白孔内加入适量 PBS 缓冲液，以减少培

养基孵育过程中的液体挥发，保持一定湿度。

1.6 PTC质量控制

细胞培养 2～7 d，显微镜明场视野下观察PTC

克隆的形成情况。如 7 d内始终无 PTC克隆形成则

宣告培养失败。如有 PTC 克隆形成则留存明场照

片，质检培养物中细菌、真菌、支原体感染情况，

鉴定为阴性的样本可以进行药物敏感性实验。

1.6.1 显微镜下形态评估

PTC 在显微镜明场下观察到的形态近似球状，

质地较为均匀，直径通常为40～300 μm[11，13-14]。

1.6.2 细胞活力评估

ATP 是活细胞新陈代谢的一个指标，通过对培

养的类肿瘤组织细胞簇中的 ATP 进行定量测定来

检测培养物中活细胞数目。检测步骤就是将单一试

剂 （Cell Titer-Glo® 试剂） 直接加入培养细胞中，

然后用仪器读取测定，无需洗涤细胞、去除培养基

或进行多步骤加样操作。

1.6.3 细胞免疫学、病理学状态评估

通过苏木精-伊红染色分析 PTC形态；通过组

织特异性蛋白以及病理标志物的免疫荧光染色和免

疫组化染色，表征 PTC 组织特异性和病理特征；

通过基因组测序和转录组测序，表征 PTC 分子和

遗传学特征；通过细胞特异性免疫荧光和流式细胞

术，表征PTC细胞学特征。

对应肿瘤组织亦进行以上表征，比较肿瘤组织

与微肿瘤PTC模型的相似性。

2 结直肠癌微肿瘤PTC药敏检测方法

2.1 PTC药敏检测

2.1.1 PTC微球筛选

PTC培养后通过 40 μm滤网收集直径＞40 μm 的

PTC微球。

2.1.2 清洗、重悬

用 PBS 清洗，4℃条件下 300 g 离心 10 min 收

集细胞后用 PTC 培养基重悬，并以每孔 100 μL 细

胞悬液的量 （包含 30～50 个 PTC 微球） 加入聚四

氟乙烯改性芯片（GeneX Health，GX-01）。

2.1.3 检测药物加样

将含有不同药物的 50 μL PTC培养基加到对应

的每个检测孔中。

2.1.4 初始图像采集

通过Nikon Ti-U显微镜系统获取每孔中PTC的

图像。

2.1.5 药物处理

将培养板置于细胞培养箱 （37℃，5% CO2）

中继续培养。

2.1.6 药物处理后图像采集

药物处理 7 d 后，分别再次通过 Nikon Ti-U 显

微镜系统获取每个孔中PTC的图像。

2.2 药物工作浓度

根 据 临 床 治 疗 中 药 物 的 客 观 缓 解 率

（Objective Response Rate，ORR） 反向确定微肿瘤

PTC 药敏检测体系中药物的工作浓度 （Efficacy

concentration，Ec）。

如：临床试验中显示伊立替康的 ORR 是

33.3% [25-29]。当伊立替康的Ec为 1 μmol/L时，利用

PTC 药敏检测体系在所检测的 21 例患者中药物有

效率（Efficacy Rate，ER）为 33.3% （7/21）。该浓

度下，ER=ORR。结肠癌PTC药敏检测体系用到的

药物均利用以上方法确定最终工作浓度。
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注：a.替吉奥、卡培他滨药物经体内代谢后实际发挥杀伤作用的为氟尿嘧啶，因此这两个药

物的检测采用氟尿嘧啶；b.伊立替康经体内代谢后实际发挥杀伤作用的为 SN-38，因此伊立替康
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