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大鼠胰腺癌吉西他滨耐药细胞系 ＲＰＣ／ＧＥＭ
的建立

夏维，田锐，秦仁义

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 胆胰外科，湖北 武汉 ４３００３）

　　摘要：目的　建立大鼠胰腺癌吉西他滨（ＧＥＭ）耐药细胞系 ＲＰＣ／ＧＥＭ，进行生物学特性的研究。
方法　采用药物浓度递增法体外反复间歇诱导大鼠胰腺癌 ＲＰＣ细胞系 １０个月，建立多药耐药细胞系
ＲＰＣ／ＧＥＭ，对其光镜形态、生物学特性进行了研究；同时采用 ＭＴＴ法分析其耐药谱；并用流式细胞术
对 ＲＰＣ／ＧＭ及其亲代细胞的细胞周期分布的变化进行了分析；并进行了 ＲＰＣ／ＧＥＭ对抗肿瘤药物的耐
药和交叉耐药试验。结果　与亲代细胞相比，ＲＰＣ／ＧＥＭ存在核畸形，胞浆含有较多颗粒；ＲＰＣ／ＧＥＭ的
生长速度相对较慢，细胞倍增时间为４２．６ｈ，比亲代细胞系长８．６ｈ；细胞周期分布 Ｇ０／Ｇ１期细胞增多，
为 ６８．８２％ ±１．４２％，Ｇ２／Ｍ细胞为 ４．３５％ ±１．７１％；ＭＴＴ法耐药谱分析表明，ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞系对
吉西他滨的耐药倍数为 ３７．１，对 ５Ｆｕ，ＭＴＸ，ＣＴＸ等药物也产生了不同程度的交叉耐药。结论　该实
验建立了稳定传代的大鼠胰腺癌多药耐药细胞系 ＲＰＣ／ＧＥＭ，有助于进行胰腺癌的相关基础研究。
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　　胰腺癌常常确诊时已经属于晚期，切除率和
治愈率较低，５年生存率亦低［１］，因此抗肿瘤药物

的作用在治疗中就相当重要。然而，胰腺癌普遍

对抗 肿 瘤 药 物 不 敏 感，很 容 易 发 生 多 药 耐 药

（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）现象，导致抗肿瘤治疗
失败。吉西他滨（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，ＧＥＭ），是一种新型
脱氧胞苷类似物，属于嘧啶类抗代谢类药物，已经

被广泛应用于胰腺癌、非小细胞肺癌、膀胱癌、乳

腺癌及其他实体肿瘤的临床治疗［２－３］。本实验通

过模拟临床用药特点，采用体外反复药物诱导的

方式，建立了大鼠胰腺癌吉西他滨耐药细胞系

ＲＰＣ／ＧＥＭ，并对其生物学特性进行了研究。

１　材料与方法

１．１　材料
大鼠胰腺癌 ＲＰＣ细胞系由本实验室（同济医

学院胆胰外科实验室）原代培养［４］，ＲＰＭＩ１６４０培
养基和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；抗肿瘤药
物：吉西他滨 （ＧＥＭ，美国礼来公司），５－氟脲嘧
啶（５ＦＵ，天津金耀氨基酸有限公司），甲氨喋呤
（ＭＴＸ，北京医科大学实验药厂），环磷酰胺（ＣＴＸ，
上海华联制药有限公司）。

１．２　细胞培养
大鼠胰腺癌 ＲＰＣ细胞系由本实验室原代培

养，稳定传代并反复冻存后，生物特性稳定。本实

验采用第 ８０代 ＲＰＣ细胞作为亲代细胞，在 ＲＰＭＩ
１６４０培 养 液 （内 含 １０％ 胎 牛 血 清、青 霉 素
１００Ｕ／ｍＬ链霉素 １００μｇ／ｍＬ）中培养，置于 ３７℃，
５％ ＣＯ２环境下培养。每日观察细胞生长情况。
１．３　耐药细胞株的诱导

采用大剂量冲击和逐步增加剂量相结合的方

法诱导。根据预实验结果，取对数生长期 ＲＰＣ细
胞与 ＩＣ５０浓度（４．７８μｇ／ｍＬ）的吉西他滨（以培
养液稀释，使用前临时配制）在培养箱内共同培

养 ２４ｈ后，弃含药培养液。此时，大部分细胞死
亡，存活细胞缓慢生长，更换普通培养液继续培

养，待存活细胞长满培养瓶，进入对数生长期后，

使用 ２倍于上述浓度的吉西他滨继续培养，如此
反复换液、传代，并不断提高吉西他滨药物浓度，

每 ４周检测其耐药性，直至其对高浓度的吉西他
滨产生稳定耐药性，并且在无药培养液中以及反

复冻存后耐药性依然保持稳定，整个过程持续

１０个月。
１．４　耐药谱分析（ＭＴＴ法）

取对数生长期的大鼠胰腺癌 ＲＰＣ细胞及对吉
西他滨耐药的 ＲＰＣ／ＧＥＭ 细胞，０．１％的胰酶和
０．２５％的 ＥＤＴＡ消化后，以 １×１０５／ｍＬ的浓度接
种于９６孔培养板，每孔２００μＬ，培养２４ｈ后加入

生理盐水稀释的不同浓度的各种抗肿瘤药物，每

种药物浓度设置 ６个复孔，共同作用 ２４ｈ后，每
孔加入 ２０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），继续培养 ４ｈ
后，离心去除培养液，每孔加入 １５０μＬ二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ），用震荡器震荡 １０ｍｉｎ溶解结晶，在全
自动酶标仪上选择波长 ５７０ｎｍ测定吸光值，比色
时空白孔调零，全部实验重复 ３次，取平均值。根
据吸光值计算 ＲＰＣ细胞存活率，计算公式为：细
胞存活率（％） ＝用药组吸光值／对照组吸光值
×１００％。根据各药物存活率，由药物浓度的对
数值与细胞存活率线性回归求出各药物的半数抑

制率（ＩＣ５０）。耐药倍数计算方法是，耐药倍数 ＝
ＩＣ５０（子代 ＲＰＣ／ＧＥＭ）／ＩＣ５０（亲代 ＲＰＣ）。
１．５　细胞生物学特性检测
１．５．１　光镜检查　经 ＨＥ染色后观察活细胞的
形态结构。

１．５．２　生长曲线　将对数生长期的细胞，以
１×１０５／ｍＬ传代，于 ２４，４８，７２，９６，１２０ｈ计算细胞
数，绘 制 细 胞 生 长 曲 线，计 算 倍 增 时 间。按

Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ公式计算细胞在对数生长期的群体倍增
时间（Ｔｄ） ＝ＴｌＧ２／ｌｇ（Ｎ／Ｎ０）（Ｔ代表细胞处于
对数生长期的培养时间，Ｎ及 Ｎ０分别代表对数生
长期的起始和终止的细胞数）；

１．５．３　克隆形成率的检测　取对数生长期的
ＲＰＣ和 ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞，按每个平皿 ４００个细胞的
浓度加入直径 ３５ｍｍ的平皿中，镜下见细胞散在
分布均匀，置于 ３７℃，５％ ＣＯ２环境下培养，于第
１４天取出后观察，细胞已形成细胞克隆，弃培养
液，常规固定、姬姆萨染色，计数 ＞５０个细胞的
克隆数。克隆形成率（％） ＝ 克隆形成率／接种
细胞数 ×１００％；
１．５．４　细胞周期测定　将处于对数生长期的
ＲＰＣ及 ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞经 ０．１％的胰酶和 ０．２５％
的 ＥＤＴＡ消化后，１×１０３ｒｐｍ离心并用冷 ＰＢＳ洗
２次，预冷４℃的７０％乙醇固定细胞。上机测定前
离心 去 乙 醇，用 ＰＢＳ洗 涤 ２次，加 １００μｇ／ｍＬ
ＲＮａｓｅ３７℃ 消 化 ３０ｍｉｎ。碘 化 丙 锭 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）５０μｇ／ｍＬ闭光染色 ３０ｍｉｎ，通过流式细
胞仪测定。实验结果经计算机软件 ＭｏｄＦｉｔＬＴ２．０
处理，计算出细胞周期的分布。

１．６　统计学处理
利用 ＳＰＳＳ软件，对数据采用构成比的 χ２检验

进行统计分析。

２　结　果

２．１　ＲＰＣ／ＧＥＭ 大鼠胰腺癌耐药细胞株的诱导
和建立

经过 ６１次传代建立成功 ＲＰＣ／ＧＥＭ耐药细胞

６５９
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系。ＲＰＣ对 吉西他滨的 ＩＣ５０为 ４．７８μｇ／ｍＬ，
ＲＰＣ／ＧＥＭ对 ＲＰＣ的 ＩＣ５０为 １７７．５μｇ／ｍＬ，耐药
倍数为３７．１倍。将 ＲＰＣ／ＧＥＭ在不含药物的普通
培养液中培养 ４周到 ８周后，其依然保持原有耐
药性。

２．２　形态学观察
光镜下，ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞与 ＲＰＣ细胞形态结构

存在较大差异。ＲＰＣ细胞最初在经过吉西他滨药

物作用 ２４ｈ后，在倒置相差显微镜下细胞呈现出
较大形态改变，首先是细胞核逐渐崩解，进而出现

细胞 膜 破 裂，大 多 数 细 胞 基 本 失 去 正 常 形 态

（图１）。经过长时间诱导后，ＲＰＣ／ＧＥＭ耐药细胞
的外形多呈圆形或卵圆形，但是细胞大小不一，偶

见有巨大多核细胞，细胞核大形态不规则，畸形核

多见，核膜凹陷明显，染色质分布不均，有的凝结

成块，胞浆内有较丰富的颗粒（图 ２）。

　　图１　ＧＥＭ诱导初期 ＲＰＣ细胞形态　　在倒置相差显
微镜下大多数ＲＰＣ细胞死亡，存活的少数细胞失去正常形态

　　图２　ＧＥＭ长期诱导 ＲＰＣ细胞形态　　长期诱导后的
ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞可以在含有高浓度吉西他滨的培养基中存活，
大多数细胞形态正常，胞浆清亮，可见巨型多核细胞和较多核

分裂像

２．３　ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞交叉耐药性分析
经过诱导后，ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞不仅对吉西他滨

的耐药性增加 ３７．１倍，而且对另外 ３种临床常
用的抗肿瘤药物 ５ＦＵ、ＭＴＸ和 ＣＴＸ产生了不同
程度的耐药，耐药倍数分别 ２１．７，８．６，３．３。
２．４　ＲＰＣ／ＧＥＭ 细胞生长特征

ＲＰＣ／ＧＥＭ及 ＲＰＣ在普通培养液及含 ＩＣ５０浓
度吉西他滨的培养液中的生长曲线不同。在普

通培养液中，ＲＰＣ／ＧＥＭ生长减慢，细胞的指数增
殖期为 ２～６ｄ，ＲＰＣ细 胞 的 倍 增 时 间 为 ３４ｈ，
ＲＰＣ／ＧＥＭ的群体倍增时间为 ４２．６ｈ，增加 ８．６ｈ。

ＲＰＣ／ＧＥＭ及 ＲＰＣ细胞的克隆形成率分别为 ８２％
及 ８７％ （Ｐ ＞ ０．０５）。 在 含 药 培 养 液 中，
ＲＰＣ／ＧＥＭ的倍增时间为 ５１．５ｈ，而 ＲＰＣ细胞不能
生长，７２ｈ后细胞几乎全部死亡。流式细胞仪分
析细胞周期可见，耐药细胞系较亲代细胞的细胞

周期分布发生明显改变，其中 Ｇ０／Ｇ１期细胞从亲
代细胞的 ８０．５９％减少到 ６９．６０％（Ｐ＜０．０１），
Ｇ２／Ｍ期细胞则从亲代的 ３．９５％增加到 ８．９７％
（Ｐ＜０．０１），Ｓ期 细 胞 也 从 １５．４５％ 增 加 到
２１．４３％（Ｐ＜０．０１）（图 ３－４）。
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　　图３　流式细胞仪检测亲代ＲＰＣ细胞的细胞周期 　　图４　流式细胞仪检测子代ＲＰＣ／ＧＥＭ细胞的细胞周期
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３　讨　论

吉西他滨，商品名为健择（ｇｅｍｚａｒ），化学名为
２′－脱氧 －２′２′－盐酸双氟脱氧胞苷，分子式
Ｃ９Ｈ１２Ｃ１Ｆ２Ｎ３Ｏ４，分子量 ２９９．６６。吉西他滨的
是一种前体药物，其作用机制是在细胞内转化为

吉西他滨磷酸化合物，抑制核糖核苷酸还原酶，

从而抑制 ＤＮＡ所需要的 ｄＣＴＰ的合成。同时，吉
西他滨三磷酸（ｄＦｄＣＴＰ）具有竞争性抑制内源性
ｄＣＴＰ进入 ＤＮＡ链的作用，导致 ＤＮＡ片段的复制
中止和断裂，使细胞进入程序性死亡［５］。在体外

实验中，吉西他滨显示出了对多种肿瘤细胞株的

细胞毒性作用。在动物模型中，也表现出广谱抗

肿瘤活性。本实验结果显示，吉西他滨对原代培

养后建立的大鼠胰腺癌细胞系 ＲＰＣ也同样具有
毒性作用，且随着剂量和作用时间的增加，ＲＰＣ
细胞系开始对吉西他滨产生获得性耐药，并且对

５ＦＵ，ＭＴＸ，ＣＴＸ等其他抗肿瘤药物亦可产生交叉
耐药。

在细胞的生长特点方面，本实验结果表明，耐

药细胞系 ＲＰＣ／ＧＥＭ的生长减慢，细胞倍增时间
比亲代细胞系长８．６ｈ。且 ＲＰＣ／ＧＥＭ的生长特点
与其细胞增殖周期的变化有关，即 Ｇ０／Ｇ１期细胞
减少，Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ细胞较亲代细胞增加，说明处
于有丝分裂期的细胞减少，而处于静止期的细胞

增多。吉西他滨作用胰腺癌细胞后细胞周期研

究的结果显示，更多细胞被阻止在 Ｓ期，这有利
于其他抗肿瘤药物的协同作用，在国内外的研究

中也能得到相似结论［６－７］。同时这种耐药性和胰

腺癌细胞 ｂｃｌｘＬ和 ｍｃｌ１表达水平上调相关［８］。

在本实验中对不同抗癌药物的敏感性分析中

可以看出，ＲＰＣ／ＧＥＭ对吉西他滨产生了持续的耐
药性。经过 １０个月的诱导，ＲＰＣ／ＧＥＭ能够在含
有 １７７．５μｇ／ｍＬ吉西他滨的培养基中长期存活。
在交叉耐药试验中，ＲＰＣ／ＧＥＭ不仅对吉西他滨产
生耐药，对 ３种临床常用的抗肿瘤药物 ５ＦＵ，
ＭＴＸ，ＣＴＸ产生了不同程度的耐药［９］。因为，肿瘤

细胞与抗癌药物接触后，不仅对所接触的药物产

生耐药性，还会对结构和功能不同的其他药物也

产生交叉耐药性。通常认为，细胞产生耐药和交

叉耐药的机制是细胞排出药物的能力增加，并于

ＭＤＲ１基因编码的 ＰＧＰ蛋白过度表达相关。由
于抗肿瘤药物可以诱导肿瘤细胞产生多药耐药，

故可以解释为何在临床和实验研究中，多药联合

化疗同样无法有效的杀伤肿瘤细胞［１０－１１］。

ＲＰＣ／ＧＥＭ的建立对在细胞和分子水平研究
胰腺癌的多药耐药机制具有一定的实用价值，同

样也为抗肿瘤药物的作用和耐药逆转等课题提

供了必要的实验材料。
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