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人结肠癌耐药细胞系 !"#$ % &’(!)的建立及其生物学特性

向) 征 ，张才全 ，汤为学) ) （重庆医科大学附属第一医院普通外科，重庆市普通外科学重点实验室，重庆 %"""!*）

) ) 摘) 要：目的) 建立人结肠癌奥沙利铂耐药细胞系 +,&( - .#/+0，探讨结肠癌对奥沙利铂（/1234532647，.#/+0）产生耐
药的特征规律和耐药的机制。方法) 采用逐步递增 .#/+0 浓度，间歇作用体外诱导法培养建立了人结肠癌.#/+0 耐药
细胞模型 +,&( - .#/+0。8,,法测定生长曲线、交叉耐药性和耐药指数；并用光镜、电镜、流式细胞仪（9:8）等方法观察
其一般生物学特性的改变。结果) 历时 ; 个月建成了 .#/+0 耐药细胞模型 +,&( - .#/+0，其耐药性能稳定，耐药指数为
!"< *%；并且与 $#氟尿嘧啶、长春新碱、阿霉素等多种抗癌药有不同程度的交叉耐药性。+,&( - .#/+0的细胞形态及染色体
数目发生了改变；体外细胞群体倍增时间较亲代细胞延长 &(< =! >；细胞周期分析结果显示其 ? 期与 @" - @!期细胞减少、

@& - 8期细胞增多。结论) +,&( - .#/+0 细胞是模拟临床用药特点建立的耐药性较稳定的多药耐药细胞，具有耐药细胞
的基本生物学特性，是研究 .#/+0耐药机制及筛选逆转剂的理想细胞模型。
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) ) <.+,9-8,：!"#$%&’($) ,O GR62W34R> 2 SMJH#MGR4R6276 >JN27 TO3O7 T27TGM TG33 347G 6O O1234532647（.#/+0）
W2RGS O7 TG33 347G +,&(< )$&*+,-) B MGR4R6276 TG33 347G#+,&( - .#/+0 X2R GR62W34R>GS WQ HM2SJ233Q 47TMG2R47H
6>G SORG OP .#/+0 27S 476GMN466G76 2SN474R6M264O7< ,>G HMOX6> TJMVGR，NJ364SMJH MGR4R627TG 27S MGR4R627TG 47#
SG1 OP +,&( - .#/+0 TG33 347G 6O 2764T27TGM 2HG76R XGMG SG6GT6GS WQ 8,, 2RR2Q< ,>G T>27HGR OP 46R W4O3OH4T23
T>2M2T6GM4R64TR XGMG SG6GMN47GS WQ 34H>6 N4TMORTO5Q，G3GT6MO7 N4TMORTO5Q，27S P3OX TQ6ONG6MQ< .$-/0&- )
+,&( - .#/+0 TG33 347G X2R GR62W34R>GS 2P6GM ; NO76>R，X>4T> >2S R62W3G MGR4R627TG 6O .#/+0 27S 2 MGR4R627TG
47SG1 OP !"< *%< +,&( - .#/+0 TG33R G1>4W46GS TMORR MGR4R627TG 6O N27Q O6>GM T>GNO6>GM25GJ64T 2HG76R< BR TON#
52MGS X46> 52MG7623 TG33R，6>G NOM5>O3OH4T23 27S T>MON26ORONG 7JNWGM OP +,&( - .#/+0 XGMG T>27HGS；46R SOJ#
W347H 64NG X2R 5MO3O7HGS；27S 6>G 7JNWGM OP TG33R 47 ? 5>2RG 27S @" - @!5>2RG XGMG SGTMG2RGS X>43G 47 @& - 8
5>2RG 47TMG2RGS< 1+2%0/-’+2) +,&( - .#/+0 TG33 347G R>OXR 6>G 6Q54T23 NJ364SMJH#MGR4R6276 5>G7O6Q5G<
) ) =3> ?695+：>JN27 TO3O7 T27TGM TG33R；NJ364SMJH MGR4R627TG；O1234532647

) ) 奥沙利铂（O1234532647，.#/+0）是一种含有 !、&#二
氨环己烷（LB:+）基团的新铂类化疗药物。它克服了
!、"代铂类的主要毒性［!］，作为一种具有良好应用
前景的抗癌药物日益引起人们的重视，是目前临床治

疗结肠癌最常用的抗癌药物之一，具有较广泛的抗瘤

谱。因此，研究肿瘤细胞对奥沙利铂产生耐药的发生

机制，为临床探索克服奥沙利铂耐药性的有效途径提

供了可靠依据，具有十分重要的意义。鉴于目前国内
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外尚缺乏人结肠癌耐奥沙利铂的细胞模型，本研究以

奥沙利铂为诱导剂，建立了人结肠癌奥沙利铂耐药细

胞模型，并对亲代细胞系与耐药细胞系进行了对比研

究，以期寻找出肿瘤细胞对奥沙利铂产生耐药的可能

机制，为临床筛选耐药逆转剂提供依据。

@A 材料与方法

!< !) 材料
!< !< !) 肿瘤细胞系) ) +,&( 为人结肠癌细胞系，由重庆医科
大学基础医学院病理学教研室提供。

!< !< &) 试剂与药品) ) A08D!*%" 培养液（@4WTO \A. 公司），
新生小牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司），四甲基偶
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氮唑盐（,%%，上海华舜生物工程有限公司），二甲基亚砜
（-,.*，重庆医药股份有限公司化玻分公司），奥沙利铂
（()*$+，江苏恒瑞医药股份有限公司），/)氟尿嘧啶（/)01，上
海旭东海普药业有限公司），阿霉素（2-,，浙江海正药业股份
有限公司），丝裂霉素（,,3，日本协和发酵工业株式会社），长
春新碱（435，上海华联药业有限公司）。

6# &" 方法
6# &# 6" 细胞培养" " 将 $%&! 细胞接种到含 678热灭活小牛
血清的 5+,96:;7 培养液中，置 <= >，/8 3*&饱和湿度孵箱内

培养（.$?( (2@ &<77 型，美国），细胞呈单层贴壁生长。传代
时用 7# 68胰酶 )7# 7&8 ?-%2溶液消化，台盼蓝拒染法计算活
细胞数。

6# &# &" 奥沙利铂耐药细胞系 $%&! ’ ()*$+的建立" " 取对数
生长期 $%&! 细胞，胰酶消化，离心，制成细胞悬液，调整细胞数
为 6 A 67/ BC D6，取 67 BC细胞悬液接种至培养瓶中。培养液中
加入 ()*$+溶液，使其终浓度为 ; !BEC ’ (（6 ’ < 93/7），连续作

用 ;F G，弃去含药培养液。加入新鲜培养液，继续培养 ;F G。
待其恢复正常生长，消化传代后复用 ; !BEC ’ ( ()*$+ 溶液连
续作用 ;F G。如此反复换液、传代，逐步提高 ()*$+ 浓度
（; !BEC ’ (!/ !BEC ’ (!: !BEC ’ (!= !BEC ’ (!F !BEC ’ (!
! !BEC ’ (!67 !BEC ’ (!66 !BEC ’ (!6& !BEC ’ (!6< !BEC ’ (!
6; !BEC ’ (! 6/ !BEC ’ (）间歇诱导，最终获得 6 株能耐受
6/ !BEC ’ ( ()*$+的细胞系，命名为 $%&! ’ ()*$+，并将其维持
培养在含 ; !BEC ’ ( ()*$+的完全培养液中。
6# &# <" ,%%法检测各种抗癌药的细胞毒作用［&］" " 取对数生
长期 $%&! 和 $%&! ’ ()*$+细胞，胰酶消化，离心，制成细胞悬
液，调整细胞数为 / A 67; BC D6。取 !: 孔培养板，每孔加入
&77 !C 细胞悬液，并加入倍比稀释成 / 种浓度的各种抗癌药物
各 &7 !C，每一浓度重复 F 孔，设试剂对照组及细胞对照组，置
<= >，/83*&孵箱内培养 =& G。离心 6 777 H ’ BIJ A 67 BIJ，小
心吸去上清液，每孔加无血清培养液 &77 !C 及 / BK ’ BC ,%%
&7 !C，继续培养 ; G。6 777 H ’ BIJ 离心 67 BIJ，小心吸去上清
液，每孔加 &77 !C -,.*，置于微量振荡器上振荡 / BIJ，自动酶
标读数仪（ @IE)5LM &//7 型，美国）上测出各孔吸光度值
［!（/=7）］，检测波长为 /=7 JB。计算每浓度的存活率：存活率 N
!（/=7）实验组 ’ !（/=7）对照组 A 6778 。根据中效方程式［<］OL ’
OP N（- ’ -B）B（ OP：存活率，OL：6 D OP，-：药物剂量，-B：中效剂
量，B：$ICC 型系数）进行中效作图，计算出 $%&! 与 $%&! ’
()*$+ 细胞对各种抗癌药物的半数抑制浓度（ 93/7）及耐药指

数（59）。59 N 93/7（耐药细胞）’ 93/7（亲本细胞）。

6# &# ;" 细胞形态学观察 " " 光镜观察（瑞氏染色法）：收集
$%&!与 $%&! ’ ()*$+细胞接种至内铺预先处理的小玻片的 &;
孔培养板内，置于 <= >，/83*&孵箱内培养 =& G后用 +@.洗 &
遍，瑞氏染液染色 67 BIJ，再用 +@. 洗 & 遍，室温晾干，中性树
胶封片，光镜下观察、拍照。

" " 透射电镜观察：收集 $%&! 与 $%&! ’ ()*$+ 细胞，用 &# /8
戊二醛固定，继用 &8四氧化锇固定，脱水、包埋、切片和染色按
常规处理，透射电镜（$9%23$9):77 型，日本）观察、拍照。
6# &# /" 细胞群体倍增时间和细胞生长曲线测定" " 取对数生

长期 $%&! 与 $%&! ’ ()*$+细胞，胰酶消化，离心，制成细胞悬
液，调整细胞数为 / A 67; BC D6。取 & BC细胞悬液接种至 6/ BC
培养瓶内，共 &6 瓶，置于 <= >，/83*&孵箱内培养。自第 6 天
开始用台盼蓝拒染法，以血球计数板进行活细胞计数，每日取 <
瓶细胞，计算均值，连续观察 = M。按 +LQQRHSEJ公式［;］计算群体
倍增时间（%-）：%- N % A CK & ’（ CK TQ D CK TE）（TE：初始细胞数，
TQ：终末细胞数，%：TQ D TE时间）。调整 & 种细胞的细胞数为 /
A67< BC D6，接种 F 块 !: 孔板，每孔 &77 !C（6 A 67< ’孔），各设 :
个平行孔，用 ,%%法每天测 & 种细胞的吸光度值。根据结果以
培养时间为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制细胞生长曲线。

6# &# : " 细胞染色体的制备和分析 " " 对数生长期 $%&! 与
$%&! ’ ()*$+细胞的培养液中加入 / !K ’ BC 秋水仙碱，使其终
浓度为 7# 7/ !K ’ BC，<= >作用 & G。胰酶消化收获细胞，6 777
H ’ BIJ离心 / BIJ，去上清液，加入 <= >预热的 7# 7=/ BEC ’ ( U3C
溶液 : BC，低渗处理 &7 BIJ。离心 6 777 H ’ BIJ A / BIJ，去上清
液，加 < BC新鲜固定液（甲醇V冰醋酸 N <V 6），固定 &7 BIJ。离
心 6 777 H ’ BIJ A / BIJ，去上清液，加 < BC 新鲜固定液，再固定
&7 BIJ。离心 6 777 H ’ BIJ A / BIJ，去上清液，视细胞量再加
7# / W 6# 7 BC 新鲜固定液，吹打均匀，滴片，空气中干燥。用
XIRBSL染色液染色 67 BIJ，流水冲洗，晾干，油镜下观察。
6# &# = " 流式细胞仪分析细胞周期分布 " " 收集 $%&! 与
$%&! ’ ()*$+细胞，+@.洗 & 次。6 777 H ’ BIJ 离心 / BIJ，去上
清液，缓慢加入 D &7 >预冷的 =78乙醇，固定 6 G。+@. 洗 &
次，将等体积的细胞悬液和 +9 染液混合，; >放置 <7 BIJ。将
样品放入流式细胞仪（023. 3LCIYPH @-，美国）的样品室，以激发
波长 ;FF JB测定，并用 ,EMOIQ (% &# 7软件分析细胞周期分布。

6# <" 统计学处理
" " 采用 .+.. 66# 7 统计软件进行多组比较方差分析。计量资
料用 "" Z #表示，两样本均数比较采用成组 $ 检验，计数资料比
较采用 "&检验。

!" 结果

&# 6" $%&! ’ ()*$+耐药细胞系的建立及耐药稳定性
" " 本实验采用逐步递增培养液中 ()*$+ 浓度，间歇作用的
方法，对 $%&! 细胞进行体外诱导筛选，历时 < 个月获得了在
6/ !BEC ’ ( ()*$+ 作用下生长良好的耐药细胞系 $%&! ’
()*$+。用 ,%% 法测得 $%&! 细胞对 ()*$+ 的 93/7为 66# !/
!BEC ’ (，$%&! ’ ()*$+细胞对 ()*$+的 93/7为 6&=# && !BEC ’ (，
耐药指数（59）为 67# :;。在脱离 ()*$+ 培养 6 个月后再次用
,%%法测 $%&! ’ ()*$+细胞对 ()*$+的 93/7为 66/[ 6& !BEC ’ (，
59为 !# :<，耐药性保持 !7# /68以上。冻存的 $%&! ’ ()*$+细
胞 < 个月经复苏后仍能稳定生长、增殖，测其对 ()*$+ 的 93/7

为 6&/# !7 !BEC ’ (，59为 67# /<，耐药性保持不变。

&# &" $%&! ’ ()*$+对几种抗癌药物的多药耐药性
" " $%&! ’ ()*$+细胞不仅对 ()*$+ 产生耐药，而且对另外 ;
种临床常用的抗癌药物也有不同程度的耐药性，具有多药耐药

特征，结果见表 6。

6;F



表 !" #$%& 细胞与 #$%& ’ ()*#+细胞的药敏性

!"#$（!%&’ ( )）
药物 *!

+,-. +,-. ( )/0+1
)/0+1 223 .# 2-43 -5 2$3 67
8"* $3 6$ 73 5$ 43 24
#/9: 5673 #$ - -6.3 .$ 63 -5
;<= >3 $$ 773 .> #3 6-
==" 23 6# 73 4- -3 >#

-3 5? 细胞形态学观察
-3 53 2 ? 光镜 ? ? +,-. 细胞呈上皮样单层排列，细胞大小不
一，为多角形，边界清楚，核大圆形或椭圆形，细胞质少，见图 2。
+,-. ( )/0+1细胞同样呈上皮样单层排列，细胞大小不一，细
胞体积增大，部分细胞变形并有多核巨细胞产生，细胞核大，不

规则，细胞质少，见图 -。

!! !"
图 !" #$%& 细胞形态学观察?（瑞氏染色 @ -$$）

图 %" #$%& ’ ()*#+细胞形态学观察?（瑞氏染色 @ -$$）

-3 53 - ? 透射电镜 ? ? +,-. 细胞核形态不规则，常染色质发
达，细胞表面微绒毛丰富，见图 5。+,-. ( )/0+1 细胞核大，核
畸形多见，可见假性包涵体，常染色质发达，细胞表面微绒毛减

少、变短，细胞质内粗面内质网轻度扩张，见图 7。

!! !"# !$ # !$

图 ," #$%& 细胞超微结构观察?（,A=）

图 -" #$%& ’ ()*#+细胞超微结构观察?（,A=）

-3 7? 细胞生长曲线和细胞群体倍增时间
? ? 以培养时间为横坐标，细胞培养2 B4 C的吸光度值为纵坐标，
绘制生长曲线，如图 #所示（+,-.细胞的公式为：! D $" 2>4 2# E
$" $>$ #，$- D$3 ..5 .；+,-. ( )/0+1细胞的公式为：! D $" $4$ 7# E
$" $6. 4，$- D $3 .>7 6）。通过细胞计数，计算得到 +,-. 细胞与
+,-. ( )/0+1细胞的群体倍增时间分别为 5$3 25 F和 #.3 >7 F，
耐药细胞的群体倍增时间较亲代细胞延长了 -.G 42 F，两者相
比较差异显著（% H $3 $2）。

!"#
!"$
!"%
!"&
&"’
&"#
&"$
&"%

& ! % ( $ ) # *
时间（& + ,）

吸
光
度
值

-.%/ 细胞
-.%/ + 0"1-2 细胞

图 ." #$%& 细胞与 #$%& ’ ()*#+细胞的生长曲线

-3 #? 细胞染色体分析
? ? +,-. 细胞与 +,-. ( )/0+1细胞各计数 2$$ 个分散好的核
型，结果 +,-. 细胞染色体众数分布集中于 6$ B 6#，+,-. (
)/0+1 细胞染色体分布集中于 .7 B 224，如图 6 所示。

!"

!#

$"

$#

%"

%#

"

# "& "’ (# (% ($ () ("
染色体众数

细
胞
数

!"

!#

$"

$#

%"

%#

"

# "* (# ($ ’) %#% %#’ %%& %$! %$’
染色体众数

细
胞
数

+

,

;：+,-. 细胞；I：+,-. ( )/0+1细胞
图 /" #$%& 细胞与 #$%& ’ ()*#+细胞的染色体数目分布

-3 6? 细胞周期分布
? ? +,-. 细胞经 )/0+1 体外诱导获得耐药性后，其对数生长
期的增殖速度减慢。经 9"=进行细胞周期分布分析结果显示
+,-. ( )/0+1细胞 J- ( =期细胞增多，K 期、J0 ( J2期细胞减少

（表 -）。

表 %" #$%& 细胞与 #$%& ’ ()*#+细胞的周期分布

细胞 J$ ( J2 K J- ( =

+,-. 653 67 5-3 -2 73 2#
+,-. ( )/0+1 ##3 65L -43 .2L 263 76L

L：% H $3 $#，与 +,-. 细胞比较

," 讨论

? ? 肿瘤细胞对抗癌药物产生耐药性是肿瘤化疗失败
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的主要原因，也是临床迫切需要解决的难题。由于肿

瘤细胞发生耐药的机制十分复杂，建立理想的耐药细

胞模型是研究肿瘤细胞对化疗药物耐药的产生和逆转

不可缺少的重要手段。体外利用耐药肿瘤细胞系是一

重要途径。尽管体外研究与体内研究有较大差异，用

于临床需谨慎，但是体外研究用药量小，研究对象来源

可靠充分，操作简便，可快速获得实验结果，条件控制

严格，与体内相关性较好。因此，从化疗药物的筛选到

肿瘤 ,-. 机制及逆转的研究均离不开体外研究［/］。
至今为止，国内外学者已经建立了多种肿瘤耐药细胞

系。这类离体的耐药细胞模型较好的模拟了人类肿瘤

化疗后发生的 ,-. 现象。由此可见，建立 ,-. 细胞
系是研究肿瘤 ,-. 发生机制的前提和基础，也是研
究 ,-.逆转剂的必要条件。
" " 本研究以奥沙利铂为诱导剂，采用逐步递增奥沙
利铂浓度间歇作用体外诱导，先用 0 ’ 1 23/4的浓度

（5 !678 ’ (）开始，快速递增药物浓度，历时 1 个月培
养建立了模拟临床用药特点的人结肠癌奥沙利铂耐药

细胞模型 $%&! ’ ()*$+。$%&! ’ ()*$+ 细胞对 ()*$+
的耐药性为 $%&! 细胞的 04# 90 倍。在脱离 ()*$+作
用 0 个月后，其对 ()*$+ 的耐药指数虽然有所下降，
但仍保持在 !4:左右，表现出较为稳定的耐药性，冻
存 1 个月的 $%&! ’ ()*$+ 细胞经复苏后仍能稳定生
长、增殖，其对 ()*$+ 的耐药性保持不变（ .2 ;
04< /1）。该细胞系不仅对 ()*$+产生耐药，而且对从
未接触过的 /)=>、?-,、,,3、@3. 等结构及作用机
制不同的抗癌药也产生了不同程度的耐药性。AB7C
和 DEFF［1］认为，.2小于 / 是低度耐药，.2 为 / G 0/ 是
中度耐药，.2 大于 0/ 是高度耐药。按此标准划分，
$%&! ’ ()*$+细胞对 ()*$+、/)=>、@3.、?-, 为中度
耐药，对 ,,3 为低度耐药。说明 $%&! ’ ()*$+ 细胞
具有 ,-.特征，且耐药性能稳定，是研究 ()*$+耐药
机制及筛选逆转剂的理想的 ,-.细胞模型。
" " 形态上 $%&! ’ ()*$+细胞与其亲本 $%&! 细胞存
在差异。光镜下可见其细体积略增大，部分细胞变形，

并有多核巨细胞形成，多核巨细胞的出现表明细胞受

到损伤和细胞分裂减少。本实验流式细胞检测表明

H& ’ ,期阻滞。在肿瘤细胞的超微结构改变中，细胞
核的变化是反映细胞分化程度的一个重要标志。本研

究表明，$%&! ’ ()*$+的细胞核大，核畸形及假性包涵
体多见，表明其分化程度较 $%&! 细胞低，其细胞表面
微绒毛变少、变短，细胞的表面积减小，表明耐药细胞

的代谢、分裂活动减弱。

" " 在本研究中我们通过绘制生长曲线，测定细胞群
体倍增时间，观察到 $%&! ’ ()*$+ 细胞的生长增殖速

度减慢，其群体倍增时间较亲本 $%&! 细胞延长了
&!< I0 J（! K 4# 40）。细胞周期分布分析结果显示
$%&! ’ ()*$+细胞与 $%&! 细胞相比，H& ’ , 期细胞增
多，A 期与 H4 ’ H0期细胞减少（! K 4# 4/），也证实了
$%&! 细胞经 ()*$+诱导获得耐药性后其对数生长期
的增殖速度减慢，这种现象在其他耐药细胞中也有发

生［5］。而关于肿瘤倍增时间与化疗疗效的关系，目前

认为肿瘤的倍增时间越短，对化疗药物较敏感，疗效较

好；反之，肿瘤的倍增时间越长，对化疗药物的敏感性

亦降低［L］。

" " 有研究者曾从细胞动力学角度论述肿瘤细胞耐药
性的产生，他们认为肿瘤细胞在增殖过程中，一部分细

胞会发生突变，其突变率为 0M 04/ G 0M 04L，每次突变均

可导致抗药瘤株的出现，随着倍增次数的增多，抗药瘤

株出现的概率也越大［I］。本研究中采用的 ()*$+ 是
作用于 -N? 的抗肿瘤药物，本身就具有突变剂的作
用，可诱导细胞基因突变。因此，在外界给予 ()*$+
作用，将敏感细胞杀灭，而耐药细胞存活并增殖成为肿

瘤细胞群中的干系细胞，呈现对抗癌药物的耐药性。

$%&! ’ ()*$+细胞染色体数目的改变就说明了耐药细
胞与亲本细胞在遗传物质基础上已发生了变化。推测

有两种可能：一是染色体数目多的细胞对药物适应，产

生生存优势而出现耐受现象；一是药物作用促使细胞

产生适应性改变而出现染色体数目增多。具体的因果

关系尚有待进一步研究。
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