
第１４卷第３期
２００５年３月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
　　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．１４　Ｎｏ．３

Ｍａｒ．　２００５

　　文章编号：１００５－６９４７（２００５）０３－０１８６－０４
·实验研究·

人结肠癌耐药细胞系 ＳＷ４８０／ＡＤＭ的建立及其
生物学特性

黄柏英，祝和成，顾焕华

（中南大学湘雅医学院 细胞生物学研究室，湖南 长沙 ４１００７８）

　　摘要：目的　建立人结肠癌 ＳＷ４８０耐阿霉素细胞系（ＳＷ４８０／ＡＤＭ），研究其耐药机制及逆转。
方法　应用人结肠癌细胞系 ＳＷ４８０，以递增阿霉素（ＡＤＭ）浓度的方法，体外连续培养建成一株
ＳＷ４８０／ＡＤＭ。观察该细胞生长规律。用 ＭＴＴ比色法检测该耐药细胞系的多药耐药性；以流式细胞

术检测该耐药细胞的细胞周期分布、细胞表面多药耐药基因（ＭＤＲ）的表达产物 Ｐ－糖蛋白（Ｐｇｐ）、
多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）及谷胱甘肽硫转移系统（ＧＳＨ／ＧＳＴ）的表达；用高效液相色谱仪检测耐药细

胞内阿霉素含量。结果　ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞与 ＳＷ４８０细胞相比，生长缓慢，倍增时间延长，细胞周期
分布发生改变；ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞较 ＳＷ４８０的阿霉素半数抑制浓度（ＩＣ５０）增大 １３．２２倍，并对多种

抗癌药物产生耐药性。ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞表面 ＭＤＲ的表达产物 Ｐｇｐ，ＭＲＰ和 ＧＳＨ／ＧＳＴ的表达均较

ＳＷ４８０细胞显著升高（Ｐ＜０．０１）。ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞内阿霉素含量明显低于 ＳＷ４８０细胞。结论　

ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞对阿霉素的耐药是获得性的，并呈多药耐药性特征，可用于对人结肠癌耐药、逆转

和 ＭＤＲ机制等方面的研究。
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　　阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＭ）是一种蒽环类抗癌

抗生素，用于治疗多种恶性肿瘤，但肿瘤细胞易对

其产生耐药性，是化疗失败的重要原因之一［１～３］，

也是一个有待解决的难题。耐药细胞系的建立是

探讨癌症化疗、耐药、逆转及其耐药机制的基础。

本室采用逐渐增加 ＡＤＭ浓度的方法，体外连续培

养建成一株人结肠癌 ＳＷ４８０耐阿霉素细胞系，命

名为 ＳＷ４８０／ＡＤＭ，同时研究其生物学特性。

１　材料与方法

１．１　材料

ＳＷ４８０人结肠癌细胞系引自美国典型培养物

保藏中心（ＡＴＣＣ），由本室提供。另备 ＲＰＭＩ１６４０

培养基（Ｇｉｂｃｏ），新生小牛血清（杭州四季青），阿

霉素（ＡＤＭ，意大利爱宝大药厂），丝裂霉素（ＭＭＣ，

浙江海正药业股份有限公司），长春新碱（ＶＣＲ，广

州明兴制药有限公司），５－氟尿嘧啶（５ＦＵ，上海

旭东海普药业有限公司），环磷酰胺（ＣＴＸ，上海华

联制药有限公司），ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ），ＭＲＫ１６，ＭＲＰｒｌ，

ＧＳＨ／ＧＳＴ鼠 抗 人 单 克 隆 抗 体 和 鼠 抗 人 ｉｓｏｔｙｐｅ

ｍａｔｃｈｅｄ单克 隆 抗 体 （法 国 国 际 免 疫 技 术 有 限 公

司），羊抗鼠荧光标记抗体（华美生物工程公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＳＷ４８０／ＡＤＭ耐药细胞系的建立　ＳＷ４８０

细胞培养于 ＲＰＭＩ１６４０培养液（含 １０％小牛血清和

１００Ｕ／ｍＬ的 青 霉 素、１００μｇ／ｍＬ的 链 霉 素 ），置

３７℃，５％ＣＯ２条件下培养，细胞呈单层贴壁生长。

采用药物浓度持续接触递增诱导的方法［４］，阿霉素

０．０１μｇ／ｍＬ开始，逐渐增加剂量，最终使 ＳＷ４８０

细胞持续生存于阿霉素 ２．０μｇ／ｍＬ的培养环境中，

并连续传代培养，共传代 １００多次。每 ２～３周检

测其耐药性，３０周建成 ＳＷ４８０／ＡＤＭ耐药细胞系，

在无 ＡＤＭ培养液中培养 １８周后，ＳＷ４８０／ＡＤＭ细

胞的耐药性稳定。以下所有实验均在撤药 ２周后

的 １周内完成。

１．２．２　生长曲线测定　按文献［５］将生长旺盛的

ＳＷ４８０及 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞制成 ２×１０４个／ｍＬ的

单细胞悬液接种于 ２４孔板中，共接种 ２块 ２４孔

板，１ｍＬ／孔。每天每块计数 ３孔，连续计数 ８ｄ，绘

制生长曲线。按 Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ公式计算细胞在对数生长

期的倍增时间：Ｔｄ＝Ｔｌｇ２／ｌｇ（Ｎｔ／Ｎ０）ＴＤ为倍增时

间（ｈ）Ｔ为细胞数由 Ｎ０增至 Ｎｔ所用时间；Ｎ为细

胞数。

１．２．３　流式细胞仪测定细胞周期分布　取对数

生长期的 ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细胞，经胰蛋白

酶消化后制成单细胞悬液，离心，去上清，用 ＰＢＳ缓

冲液洗 ２次，加 ７０％乙醇固定 ４℃贮存。测前离心

去上清液，加入 ＰＩ染液冰浴 ３０ｍｉｎ，用美国 Ｃｏｕｌｔｅｒ

公司 ＥＰＩＣＳＸＬ型流式细胞仪分析细胞周期。

１．２．４　ＭＴＴ法药敏试验　采用 ＭＴＴ法分别检测

ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞对药物的敏感性。取

对数生长期的 ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞经酶消

化制成单细胞悬液，细胞密度为 ８×１０５个／ｍＬ，接

种于 ９６孔板中；每孔 １８０μＬ，共接种 ３块 ９６孔板，

培养 ２４ｈ后参照抗癌药物血浆高峰浓度每孔加入

不同浓度的上述药物［５］２０μＬ，每种药物浓度设 ５

个复孔，培养 ４８ｈ；然后加入 ２０μＬ／孔 ＭＴＴ５ｍｇ／

ｍＬ，继 续 培 养 ４ｈ；倒 出 每 孔 培 养 液，加 入 ＤＭＳＯ

２００μＬ溶 解 蓝 色 结 晶，经 微 型 混 合 振 荡 器 振 荡

１０ｍｉｎ，用酶标仪于 ５７０处测定各孔光吸收值（ＯＤ

值），计算细胞存活率［存活率 ＝（实验组 ＯＤ值／对

照组 ＯＤ值）×１００％］。以药物浓度为横轴，存活

率为纵轴绘制浓度效应曲线，确定半数抑制浓度

（ＩＣ５０）。计算耐药指数（ＩＲ）＝耐药细胞 ＩＣ５０／亲本

细胞 ＩＣ５０。

１．２．５　细胞内阿霉素聚积量的测定　采用高效

液相色谱法（ＨＰＬＣ），将 ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细

胞接种于 Ｔ１００培养瓶中，每瓶接种 ５×１０５个细胞，

共接种 １０瓶，培养 ２４ｈ，用 ＰＢＳ冲洗 ３次，制成单

细胞悬液；离心，去上清，加入蒸馏水 １ｍＬ，反复冻

融使细胞破裂，混匀，用高速离心机离心 ３０ｍｉｎ，上

清液在高效液相色谱仪上测 ＡＤＭ的荧光强度。

１．２．６　流式细胞仪测定 Ｐｇｐ，ＭＲＰ及 ＧＳＨ／ＧＳＴ

的表达　取 ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞（２×１０５

个／ｍＬ）分 ４组，每组 ５管，分别加入 ＭＲＫ１６（对

ＭＤＲ１）、ＭＲＰｒｌ（对 ＭＲＰ）、ＧＳＨ／ＧＳＴ鼠抗人单克隆

抗体，以鼠抗人 ｉｓｏｔｙｐｅｍａｔｃｈｅｄ单克隆抗体作对照，

４℃孵育 １ｈ，分别加入羊抗鼠荧光标记抗体 ４℃孵

育 ３０ｍｉｎ，上流式细胞仪测定荧光强度。

１．３　统计学处理

数据处理用 ｔ检验。结果用 ｘ±ｓ表示。

２　结　果

２．１　ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细胞的生物学特性
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ＳＷ４８０细胞和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细胞在倒置显微

镜下形态结构相似，呈上皮形，大小不一致。以递

增 ＡＤＭ浓度体外连续培养 ３０周后，ＳＷ４８０／ＡＤＭ

细胞在含２．０μｇ／ｍＬ的完全１６４０培养液中生长良

好，其对 ＡＤＭ耐药性（ＩＣ５０）为亲代 ＳＷ４８０细胞的

１３．２２倍，无 ＡＤＭ 培 养 １８周 后 耐 药 性 仍 稳 定。

ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细 胞 的 倍 增 时 间 分 别 为

２４．８ｈ和 ４３．２ｈ，后者明显延长；耐药细胞倍增时

间较其亲代增加 １８．４ｈ，ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞对数生

长期增殖速度减慢。测耐药及亲代细胞周期分布

见表 １，ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细 胞 与 亲 代 细 胞 相 比，

ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞 Ｇ１期增多而 Ｓ期、Ｇ２期减少。

表 １　 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞系基本特征（ｘ±ｓ）

细胞系 ＡＤＭ（ＩＣ５０μｇ／ｍＬ） 倍增时间（ｈ）
细胞周期分布（％）

Ｇ１ Ｓ Ｇ２

　ＳＷ４８０ ２５．３４±０．０１２ ２４．８ ５５．８±０．８ ３４．８±１．０ ９．６±０．２６

　ＳＷ４８０／ＡＤＭ ３３５．２０±０．００５ ４３．２ ６１．６±１．９ ３２．４±１．３ ５．４±０．５

２．２　ＳＷ４８０细胞和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细胞的药物敏

感性

ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞不仅对 ＡＤＭ耐药，而且对另

外 ４种常用化疗药物也具有不同程度的耐药性

（表２）。
表 ２　 ＳＷ４８０、ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞的敏感性（ｘ±ｓ）

药物
半数抑制浓度 ＩＣ５０（μｇ／ｍＬ）

ＳＷ４８０细胞 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞
耐药指数

阿霉素（ＡＤＭ） ２５．３４±０．０１２ ３３５．２０±０．００５ １３．２２

长春新碱（ＶＣＲ） ２０．０６±０．００３ ４５．８４±０．００５ ２．２９

丝裂霉素（ＭＭＣ） １０．０１±０．０１４ ２３．３３±０．０２６ ２．３３

环磷酰胺（ＣＴＸ） １１６．６７±０．００９ ４２５．５０±０．００３ ３．６４

５－氟尿嘧啶（５ＦＵ） ２１６．６６±０．０１５ ２５０．６０±０．００３ １．１６

２．３　细胞内阿霉素药物聚积量

ＳＷ４８０细胞和 ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞分别与 １μｇ／

ｍＬＡＤＭ培养 ２４ｈ后，ＳＷ４８０细胞内的 ＡＤＭ含量为

（０．３７０±０．０４１）μｇ／ｍｌ，耐药细胞中 ＡＤＭ含量为

（０．０９９±０．００３）μｇ／ｍｌ；两者差异有显著性（ｔ＝

１４．７４，Ｐ＜０．０１）。

２．４　Ｐｇｐ，ＭＲＰ和 ＧＳＨ／ＧＳＴ表达的变化

ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞的 Ｐｇｐ，ＭＲＰ在膜上表达和

ＧＳＨ／ＧＳＴ的表达较 ＳＷ４８０细胞显著提高（表 ３）。

表 ３　 流式细胞分析 Ｐｇｐ，ＭＲＰ和 ＧＳＨ／ＧＳＴ荧光细胞染色率（ｘ±ｓ）

细胞
荧光细胞染色率（％）

Ｐｇｐ ｔ Ｐ ＭＲＰ ｔ Ｐ ＧＳＨ／ＧＳＴ ｔ Ｐ

ＳＷ４８０

ＳＷ４８０／ＡＤＭ

２３．４±０．０４

８０．５±２．４５
４７．５５ ＜０．０１

３４．６±０．０６

７５．３±３．２４
２８．０８ ＜０．０１

２９．６±０．０６

３０．２±０．１２
１２．０１ ＜０．０１

３　讨　论

自从 １９７０年 Ｂｉｅｄｌｅｒ和 Ｒｉｅｈｍ［７］报道中国仓鼠

肺细胞（ＣＨＬ细胞）和 Ｐ３８８细胞对抗肿瘤药物交

叉耐药以来，国内外已建立了各种耐药肿瘤细胞

系，并对肿瘤细胞耐药的特点、耐药细胞的生化改

变、耐药基因的研究和克服耐药措施等方面进行

了一系列研究，也取得了一定的进展。本室应用

ＡＤＭ诱导人结肠癌 ＳＷ４８０细胞系，体外连续传代

培养 ３０周，建立了表现为 ＭＤＲ特征的耐 ＡＤＭ的

ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞系。该耐药细胞系在 ２．０μｇ／ｍｌ

浓度的 ＡＤＭ培养液中生长良好，无 ＡＤＭ培养 １８

周后，其耐药性稳定。

应用 ＡＤＭ在体外诱导癌细胞产生抗药性，已

成为肿瘤抗药性研究的主要途径。肿瘤细胞对一
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种抗癌药物耐受时，对其他结构或药理不同的药

物亦可产生耐药性，称为多药耐药性（ＭＤＲ）。导

致肿瘤细胞产生多药耐药性的原因主要与 Ｐｇｐ，

ＭＲＰ和 ＧＳＨ／ＧＳＴ的高表达、ＤＮＡ拓扑异构酶 ＩＩ活

性的改变［８～１１］有关。ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞系对阿霉

素的耐药指数为 １３．２２，表明该耐药细胞系对阿

霉素的耐受性比 ＳＷ４８０提高了 １３．２２倍，该细胞

系除对 ＡＤＭ耐药外，还对 ＶＣＲ，ＭＭＣ，ＣＴＸ和 ５Ｆｕ

不同 程 度 的 耐 药。同 时 ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细 胞 系 的

ｍｄｒ１基 因 表 达 产 物 Ｐ－糖 蛋 白 在 膜 上 表 达 较

ＳＷ４８０细胞显著提高（Ｐ
!

０．０１），并且 ＳＷ４８０／

ＡＤＭ细胞 ＭＲＰ表达阳性率高于 ＳＷ４８０细胞。这

可能是 ＳＷ４８０／ＡＤＭ 细胞内药物蓄积减少，构成

耐药性的分子基础。ＳＷ４８０／ＡＤＭ细胞内 ＧＳＨ的

活性与 ＳＷ４８０细胞相比 ＧＳＨ／ＧＳＴ的表达有明显

差异（Ｐ ＜０．０１），说明 ＧＳＨ的活性改变有可能与

ＳＷ４８０／ＡＤＭ耐药性有关。

ＳＷ４８０／ＡＤＭ耐药细胞系为国内首次建成的

人结肠癌耐 ＡＤＭ的细胞系。对其初步研究结果显

示，其耐药性与该细胞表面 Ｐｇｐ，ＭＲＰ和 ＧＳＨ／ＧＳＴ

高表达有关。该耐药细胞系可望作为体外筛选抗

药性逆转剂，并为进一步研究人结肠癌 ＡＤＭ耐药

及逆转机制提供了实验材料。
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