
 第 23 卷 第 3 期
  2014 年 3 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.23　No.3
Mar. 　2014

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net324

吉西他滨诱导胰腺癌细胞 ABCG2 表达其化疗耐药
的关系研究
王飞通 1，周兵 2，刘小云 3，汪正伟 2，牛坚 1，魏鑫 1，刘斌 1

（1. 徐州医学院附属医院 普通外科，江苏 徐州 221002；2. 徐州医学院研究生学院，江苏 徐州 221000；3. 徐州医学院

附属医院 中心实验室，江苏徐州 221002）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨吉西他滨诱导胰腺癌细胞 ABCG2 的表达及与其化疗耐药的关系。

方法：吉西他滨不同浓度、不同时间作用胰腺癌 SW1990 细胞后，用 CCK-8 法检测细胞的增殖抑制率，

并计算吉西他滨不同作用时间的半数抑制浓度（IC50）；根据 IC50 值选择合适浓度的吉西他滨，作用

SW1990 细胞 24、48、72 h 后，用流式细胞仪检测细胞凋亡率，并用 Western blot 和 RT-PCR 法检

测 ABCG2 蛋白与 mRNA 的表达。

结果：吉西他滨作用后，SW1990 细胞增殖明显抑制，并呈浓度与时间依赖性，但 IC50 值呈时间依赖

性增加（均 P<0.05）；3.9 mg/mL 吉西他滨作用 24、48、72 h 后，SW1990 细胞总凋亡率逐渐增加，

但晚期凋亡率呈降低趋势，ABCG2 蛋白与 mRNA 的表达明显升高，并呈时间依赖性（均 P<0.05）。

结论： 吉 西 他 滨 能 抑 制 胰 腺 癌 细 胞 SW1990 的 增 殖， 但 作 用 呈 时 间 依 赖 性 减 弱， 这 可 能 与 其 诱 导

ABCG2 上调表达有关。                                                     [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(3):324-328]
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between ABCG2 expression induction and chemoresistance of 
gemcitabine in pancreatic cancer cells.

Methods: The inhibition ratio of the pancreatic cancer SW1990 cells was measured by CCK-8 assay after 

exposure to different concentrations of gemcitabine for different time periods, and the half maximal inhibitory 

concentrations (IC50) of gemcitabine for SW1990 cells at different incubation times were determined. SW1990 

cells were exposed to a proper concentration of gemcitabine chosen according to the IC50 values for 24, 48 and 
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胰 腺 癌 是 一 种 恶 性 程 度 极 高、 治 疗 效 果 及 预

后 极 差 的 肿 瘤， 在 西 方 国 家 总 体 五 年 生 存 率 不 超

过 5%[1]，且手术切除率仅有 10%~15%[2]，术后不

久 就 会 出 现 复 发 和 转 移。 有 研 究 [3] 表 明， 可 切 除

的 胰 腺 癌 的 标 准 治 疗 应 该 是 手 术 加 术 后 系 统 性 辅

助 化 疗。 吉 西 他 滨（gemcitabine，GEM） 是 第 一

个 能 有 效 缓 解 胰 腺 癌 症 状 和 改 善 预 后， 具 有 临 床

疗效的新型抗癌药物 [4]，也是经美国食品和药品监

督管理局（FDA）批准的胰腺癌治疗药物 [5]。但吉

西他滨单药治疗的中位生存期仅为 5.4~5.6 个月，

10 年生存率仅为 16%~19%，效果仍不理想，这与

胰 腺 癌 内 在 的 和（ 或） 获 得 性 的 耐 药 密 切 相 关。

乳 腺 癌 耐 药 蛋 白 ABCG2（ATP-binding cassette 

subfamily G member 2） 是 一 种 跨 膜 糖 蛋 白， 为

ABC 超 家 族 成 员 之 一。 已 有 大 量 文 献 [6-8] 报 道

ABCG2 参与多种肿瘤细胞多药耐药机制，甚至被

作为肿瘤干细胞的标志，用来筛选肿瘤干细胞。但

国内对于 ABCG2 与胰腺癌耐药方面报道较少，本

实验旨在探讨吉西他滨诱导胰腺癌细胞中 ABCG2

的表达及其与化疗耐药的关系。

1　材料与方法

1.1  细胞株和主要试剂

胰 腺 癌 细 胞 株 SW1990 由 南 京 医 科 大 学 第 一

附 属 医 院 胰 腺 中 心 苗 毅 教 授 馈 赠。 吉 西 他 滨（ 江

苏 豪 森 药 业 股 份 有 限 公 司）， 蛋 白 抽 提 试 剂 盒、

BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒（ 碧 云 天 生 物 技 术 公 司），

RT 试 剂 盒（ 北 京 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 ）， 兔

抗 人 ABCG2 多 克 隆 抗 体（Epitomics-an Abcam 

Company），辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔及山

羊抗鼠 IgG 抗体、鼠抗人 β-actin 抗体（北京中杉

生 物 技 术 有 限 公 司），ABCG2 及 β-actin 引 物 由

上海生工生物工程股份有限公司合成。

1.2  实验方法

1.2.1  细 胞 培 养 与 传 代　 用 0.25% 的 胰 酶 及

0.02%EDTA 的 消 化 液 消 化 SW1990 细 胞， 用 含

10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 高 糖 培 养 基， 在 37 ℃，

5%CO2，饱和湿度的培养箱中培养，细胞每 2~3 d

按 1:3 传代 1 次。

1.2.2  CCK-8 法测定 SW1990 细胞对吉西他滨的

半 数 有 效 浓 度（IC50）　 取 70%~80% 融 合 并 处

于对数生长期的细胞，调节细胞浓度为 5×103/ 孔

接种于含 100 μL 上述培养液的 96 孔板中，在 37 ℃，

CO2 体积分数为 5%，饱和湿度的培养箱中培养 24 h。

细胞贴壁后，更换成含有不同浓度吉西他滨的培养液

100 μL，浓度分别为 10、5、2.5、1.25、0.5 mg/mL，

每 个 浓 度 设 6 个 复 孔， 以 不 加 药 物 的 细 胞 存 活 率

为 100% 的孔和没有接种细胞的培养液孔分别作为

阴 性 对 照 组 和 空 白 对 照 组。 细 胞 在 浓 度 梯 度 药 物

作 用 下 分 别 培 养 24、48、72 h， 每 孔 加 入 10 μL 

CCK-8 试 剂， 继 续 培 养 1.25 h 后， 在 酶 联 免 疫 检

测仪 450 nm 波长处测各孔吸光度（OD）值，参比

波长 630 nm。细胞增殖抑制率（%）=（1- 试验孔

OD 值 / 对 照 孔 OD 值）×100%， 根 据 IC50 计 算 软

件分别得出 24、48、72 h 细胞对化疗药物的 IC50。

1.2.3  吉西他滨对 SW1990 胰腺癌细胞内 ABCG2

的诱导　取融合率为 70%~80% 处于对数生长期的

72 h respectively, and then, the apoptosis rates of the cells were examined by flow cytometry, and the protein and 

mRNA expressions of ABCG2 were detected by Western blot and RT-PCR, respectively.

Results: The proliferation of SW1990 cells was significantly inhibited by gemcitabine treatment, in a 

concentration- and time-dependent manner, but the IC50 value of gemcitabine showed a time-dependent increase 

(all P<0.05 ). After exposure to 3.9 mg/mL gemcitabine for 24, 48 and 72 h, the total apoptosis rate of SW1990 

cells was gradually increased but their late apoptosis rate showed a decreasing trend; both protein and mRNA 

expressions of ABCG2 in SW1990 cells were significantly elevated in a time-dependent manner (all P<0.05).

Conclusion: Gemcitabine can inhibit the growth of pancreatic cancer SW1990 cells, but its effect weakens with time, 

which may probably be associated with the up-regulation of ABCG2 expression induced by gemcitabine.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(3):324-328]

KeywoRdS Pancreatic Neoplasms; Gemcitabine; Multidrug Resistance-Associated Proteins; Drug Resistance, Neoplasm

CLC number: R735.9

                                                                                                                                                                                                                                                                                   



中国普通外科杂志 第 23 卷326

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

SW1990 细胞进行消化传代至培养瓶，并调整细胞

浓度为 1×106/ 瓶，在 37 ℃，CO2 体积分数为 5%，

饱 和 湿 度 的 培 养 箱 中 培 养 24 h。 待 细 胞 贴 壁 后，

参 考 24 h 的 IC50， 更 换 成 含 有 3.9 mg/mL 吉 西 他

滨的培养液 4.5 mL，继续培养 24、48、72 h 后作

为 实 验 组， 以 未 加 吉 西 他 滨 的 细 胞 作 为 空 白 对 照

组，检测 ABCG2 mRNA 及 ABCG2 蛋白的表达。

1.2.4  流式细胞仪分析细胞凋亡　用不含 EDTA 的

胰酶消化各组细胞至单细胞悬液状态，1 200 r/min

离心 5 min 去上清液后 PBS 清洗再离心，重复 3 次，

收集细胞 1×106/ 管，按凋亡试剂盒步骤逐步进行

染 色 后， 在 FACS Vantage SE 流 式 细 胞 仪 上 进 行

检测。

1.2.5  Western blot 检 测 ABCG2 蛋 白 的 表 达　

PMSF 裂解液提取细胞总蛋白，并用 BCA 蛋白定量

试剂盒定量，取样本蛋白 20 μg 上样进行 10% 聚丙

烯酰胺凝胶电泳，调整电泳电压 80 V 进行 30 min，当

样本进入分离胶时，调节电压使其恒定在 120 V，维

持 1 h。调整恒定电流为 50 mA（电流 mA= 胶长 ×

宽 ×2.5）， 转 78 min（ 时 间 = 分 子 量 +6 min）

至 PVDF 膜上，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 缓冲液

封 闭 2 h。 分 别 加 入 兔 抗 人 ABCG2 抗 体 及 鼠 抗 人

β-actin 抗体于 4 ℃过夜，加入 1:5 000 辣根过氧

化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 兔 及 山 羊 抗 鼠 IgG 抗 体。 进

行压片显影，且采用 Image J 软件测量条带灰度值

并进行数据处理，以 β-actin 蛋白作为内参照进行

目的蛋白定量分析。

1.2.6  RT-PCR 检测 ABCG2 mRNA 的表达　采用

Trizol 法提取实验组、对照组的总 RNA。取 10 μg 逆

转录合成 cDNA，ABCG2 上游引物：5'-AAT ACA 

TCA GCG GAT ACT ACA GAG-3'， 下 游 引 物：5'-
AGC CAC CAT CAT AAG GGT AAA CAT-3'，扩增

长 度 179 bp； 内 参 照 β-actin 上 游 引 物：5'-CGG 

GAA ATC GTG CGT GAC-3'， 下 游 引 物：5'-TGG 

AAG GTG GAC AGC GAG G-3'，扩增长度 434 bp。

PCR 反应条件：95 ℃ 3 min，95 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s， 

72 ℃ 1 min（35 个循环），72 ℃ 5 min。各取 5 μL 

PCR 反应产物混合 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳，通过

Smart View 凝胶成像扫描仪观察。

1.3  统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计软件进行统计学处理，两

样本均数比较采用 t 检验，多样本均数间比较采用

单因素方差分析，检验水准 α=0.05，P<0.05 为有

统计学意义。

2　结　果

2.1  吉西他滨对胰腺癌细胞株 SW1990 的增殖

影响

CCK-8 结 果 显 示，在 同 一 浓 度 时，随 着 时 间

的延长，吉西他滨对细胞株的抑制逐渐减低，各时

间点两两比较，差异有统计学意义（均 P<0.05）；

在同一时间点时，随着浓度的增加，吉西他滨对细

胞株的抑制效应逐渐增强，各浓度间两两比较，差

异有统计学意义（均 P<0.05）。吉西他滨作用 24、

48、72 h 对 SW1990 细胞的 IC50 分别为（3.90±0.05）、

（5.14±0.12）、（6.13±0.18）mg/mL， 随 着 时 间

延长，IC50 逐渐增加（P<0.05）（表 1）。

表 1　不同浓度与不同作用时间的吉西他滨对 SW1990 细

胞增殖的抑制率（%）
Table 1　Inhibitory ratio of different concentrations and 

d i f f e r e n t  t r e a t m e n t  t i m e s  o f  g e m c i t a b i n e  o n 
proliferation of SW1990 cells (%)

浓度（mg/mL) 24 h 48 h 72 h
0.5 20.04±3.73 14.03±2.70 9.14±3.59

1.25 32.67±3.27 26.48±4.98 20.19±5.29
2.5 47.58±3.72 38.85±3.66 31.75±4.45
5 62.33±3.58 54.41±5.41 47.93±4.17

10 78.88±2.11 74.80±2.55 70.21±3.17

2.2  细胞凋亡分析

流式细胞仪分析显示，3.9 mg/mL 吉西他滨作

用胰腺癌 SW1990 细胞株不同时间后，与未加药的

空 白 对 照 组 比 较，总 凋 亡 率 呈 增 加 趋 势，但 24 h

与 48 h 时间点比较，差异无统计学意义（P=0.586），

其 余 时 间 点 两 两 比 较， 差 异 有 统 计 学 意 义（ 均

P<0.05）；细胞的早期凋亡率逐渐增加，且两两比

较 差 异 有 统 计 学 意 义（ 均 P<0.05）；而 晚 期 凋 亡

率方面则逐渐减低，且两两比较差异有统计学意义

（均 P<0.05）（表 2）。

表 2　吉西他滨不同作用时间的 SW1990 细胞凋亡率（%）
Table 2　Apoptosis rates of SW1990 cells after gemcitabine 

treatment for different time (%)
时间（h） 早期凋亡率 晚期凋亡率 总凋亡率

0 9.03±0.35 8.10±0.44 17.13±0.61
24 16.77±0.85 20.43±1.47 37.20±2.17
48 22.33±1.29 14.50±0.98 36.67±1.34
72 38.91±0.72 6.40±1.26 45.33±2.24
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2.3  ABCG2 蛋白的表达情况

以 β-actin 的 灰 度 为 内 参 照， 比 较 β-actin

与 目 的 蛋 白 ABCG2 条 带 灰 度 比 值。 与 未 加 药 的

空 白 对 照 组 比 较， 吉 西 他 滨 作 用 24、48、72 h

组 ABCG2 蛋 白 表 达 量 分 别 上 升（2.25±0.15）、

（3.57±0.13）、（5.02±0.09） 倍， 且 各 组 间 两

两比较差异均具有统计学意义（均 P<0.05）（图 1）。

A B C D

ABCG2

β-actin

图 1　Western blot 检测 SW1990 细胞 ABCG2 蛋白的表达 

　　 A：空白对照组；B：吉西他滨 24 h 组；C：吉
西他滨 48 h 组；D：吉西他滨 72 h 组

Figure 1　Western blot analysis for ABCG2 protein expression 
i n  S W 1 9 9 0  c e l l s　　A :  Bl an k  co nt ro l  g ro u p ;  
B: Gemcitabine 24-h treatment group; C: Gemcitabine 48-h 
treatment group; D: Gemcitabine 72-h treatment group

2.4  ABCG2 mRNA 的转录情况

以 β-actin 的 灰 度 为 内 参 照， 比 较 β-actin

与 目 的 基 因 ABCG2 条 带 灰 度 比 值。 与 未 加 药 的

空白对 照 组比 较，吉 西 他 滨 作 用 24、48、72 h 组

ABCG2 mRNA 表 达 量 分 别 上 升（2.18±0.08）、

（3.26±0.12）、（4.69±0.05） 倍， 且 各 组 间 两

两比较差异均有统计学意义（均 P<0.05）（图 2）。

M A B C D

β-actin

ABCG2

图 2　RT-PCR 检 测 SW1990 细 胞 ABCG2 mRNA 的 表 达

　　M：分子量标准；A：空白对照组；B：吉西他滨
24 h 组；C：吉西他滨 48 h 组；D：吉西他滨 72 h 组

Figure 2　RT-PCR for detection of ABCG2 mRNA expression in 
SW1990 cells　　M: Molecular weight marker; A: Blank 
control group; B: Gemcitabine 24-h treatment group;  
C: Gemcitabine 48-h treatment group; D: Gemcitabine 
72-h treatment group

3　讨　论

吉 西 他 滨 是 一 种 细 胞 周 期 特 异 性 抗 代 谢 类 药

物，主要作用于 DNA 合成期的肿瘤细胞，即 S 期

胞，在酶的作用下，可以阻止 G1 期向 S 期的进展，

使细胞停滞于 G0/G1 期，并且吉西他滨在细胞内转

化 为 吉 西 他 滨 二 磷 酸 盐（dFdCDP） 使 DNA 链 合

成 停 止、 断 裂， 从 而 诱 导 细 胞 死 亡。 本 研 究 流 式

细 胞 结 果 提 示， 随 着 时 间 的 延 长 的 吉 西 他 滨 能 有

效的诱导胰腺癌细胞株的凋亡，但 48 h 组与 72 h 相

比无统计学意义（P=0.586），表明胰腺癌 SW1990

细 胞 对 吉 西 他 滨 产 生 药 物 抵 抗， 这 抗 性 在 用 药 约 

48 h 左右表现出来，且 CCK-8 结果提示，24、48、

72 h 吉西他滨对 SW1990 细胞的 IC50 分别为（3.90± 

0.05）、（5.14±0.12）、（6.13±0.18）mg/mL。

这 表 明 随 着 时 间 的 延 长， 吉 西 他 滨 诱 导 SW1990

细胞株凋亡和抑制其增殖的能力逐渐减低，这也证

明 了 SW1990 细 胞 株 对 吉 西 他 滨 的 化 疗 敏 感 性 逐

渐减低，在细胞株中有药物耐药的产生。

近数年来，ABCG2 的高表达常作为肿瘤不良

预 后 的 指 标 [9-13]。Benderra 等 [14] 研 究 结 果 表 明：

在 急 性 白 血 病 组 中 ABCG2 基 因 的 阳 性 表 达 率 达

37.6%；ABCG2 mRNA 阴 性 和 阳 性 患 者 化 疗 后 的

首 次 完 全 缓 解 率 分 别 为 79.3% 和 31.6%； 复 发 组

中 ABCG2 mRNA 的水平明显高于新诊断组，而在

正常个体和长期存活的白血病患者中，ABCG2 基

因的表达水平非常低，ABCG2 mRNA 的高表达直

接导致临床耐药的发生，对急性白血病的预后是一

个不良的标志。Zen 等 [15] 在研究人肝癌标本 肿瘤

干细胞时发现，标本中分离出了少量的侧群细胞，

这种侧群细胞能进行不对称分裂生成，具有无限增

殖 的 能 力， 而 这 种 侧 群 细 胞 具 有 高 表 达 耐 药 蛋 白

ABCG2 的能力，对细胞毒性药物有很强的抵抗性，

对化疗不敏感。本实验中 RT-PCR 及 Western blot

结果显示，在使用 3.9 mg/mL 吉西他滨作用胰腺癌

SW1990 细 胞 株 24、48、72 h 后，ABCG2 mRNA

与蛋白的表达较未用药组相比逐渐上升，组间比较

P 值均小于 0.05。说明吉西他滨能诱导 ABCG2 的

增加，呈时间依赖性，而 ABCG2 的增加可能促进

胰 腺 癌 SW1990 细 胞 株 对 吉 西 他 滨 的 抵 抗， 使 细

胞 获 得 化 疗 耐 药， 这 与 Summer 等 [16] 在 研 究 乳 腺

癌耐药的结果相似。

由 此 推 测， 吉 西 他 滨 能 诱 导 胰 腺 癌 细 胞 内

ABCG2 mRNA 和蛋白表达升高，而其表达增加可
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能就是胰腺癌逃避化疗药物杀伤的机制之一，这对

后续研究抑制 ABCG2 的过表达，提高胰腺癌细胞

对化疗药物的敏感性有着重要的意义。
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