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人肝肿瘤耐药细胞亚系建立及生物学特性研究 

罗诗樵 ，罗亿治 

(重庆医科大学临床学院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：以阿霉素(D0x)诱导建立人肝肿瘤细胞系HepG2的多药耐药亚系HepG2／13OX，并对HepG2~X)X的生物学 

特性及耐药机制进行研究。方法：以浓度梯度递增方法，用DOX诱导 HepG2产生耐药性。显微镜观察细胞形态，绘制生长曲 

线，作染色体常规及G带分析。MTT法检测 HepG2、HepG2／I)OX细胞对抗癌药物的敏感性。应用免疫组化法检测 MDR一1 

基因产物 PgP的表达。结果：HepG2~X)X与HepG2在形态上染色体数目和结构均有差异。细胞可在DOX浓度为0．1tzg／ml 

培养基内生长，但生长速度减慢。DOX、顺铂(CDDP)、丝裂霉素(MMC)、氟脲嘧啶(5一Fu)、氨甲喋吟(MTX)对 HepG2、 

HepG2~X)X细胞的IC50值(p．g／m1)分别为(0．070和 1．161)、(0．214和 1．317)、(0．162和0．498)、(0．313和 1683)、(0．007 

和0．217)。HepG2／DOX细胞 PgP表达增高。在无EOX培养基内生长5周后，EOX对HepG2／DOX的 IC50值(~／m1)为0．684。 

结论：HepG2／DOX有多药耐药的特点，其耐药性与Pgp的表达增高及倍增时间延长有关。 
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Establishment of multidrug resistant hepatoma cell subline and its biological features 

LUO Shiqiao，et al 

(Department ofGeneral Surgery，College of Clinical Medicine，Ckongqing Medical Unive?sity) 

【Abstract】Objective：To establish multidrug resistant human hepatoma cell subline(HepG2／DOX)and study its biological features． 

Methods：Doxorubincin—resistant hum an hepatoma cell subline(HepG2／DOX)was induced by doxorubincin—gradually increasing 

concentration．To observe cells by light microscope and analyze num ber and structure of chromosomes of these tum or cells．Sensitivity 

of anticancer drugs was screened in HepG2，HepG2／DOX cells by MTT method．The immunohistochemistry method was used to mea— 

sure MDR一1 gene prod uct Pgp expression．Results：HepG2~X)X an d HepG2 were different in shape，growth speed．The number and 

structure of their chromosomes were also different．The value of 50％ inhibitory concentration(IC50，pg／m1)for DOX，CDDP，MMC， 

5一FU．and MTX in HepG2，HepG2~X)X cells Was (0．070 and 1．161)，(0．214 and 1．317)，(0．162 and 0．498)，(0．313 and 1． 

683)，(0，007 and 0．217)respectively．MDR一1 gene product Pgpl70 expression was found either in HepG2~X)X or HepG2 cells． 

Pgpl70 exprssion in HepG2~X)X Was higher than in HepG2．Once HepG2~X)X had been c~tured in DOX free RPMl1640 medium  

for 5 weeks，the IC50(p．g／m1)for EOX in HepG2／DOX reduced tO 0．684．Conclusion：HepG2／DOX has the characteristics of MDR． 

The drug—resistan ce was correlated with over expression of MDR一 1 gene prod uct Pgp 170 an d slow growth． 

【Key words】Liver neoplasma；Multidrug resistance；Cell line ‘一 

肿瘤细胞接触一种抗癌药物 ，对此种抗癌药物 

产生耐药后，对多种结构和药理作用不同的抗癌药 

物也产生耐药性即多药耐药(MDR，Multidrug Re— 

sistance)[1’2]。多药耐药是化疗失败的重要原因之 

一

。 在多药耐药机制及逆转研究中多药耐药细胞系 

的建立显得非常重要_3’4 J。本文报道人肝肿瘤细胞 

系HepG2多药耐药亚系HepG2／DOX建立过程及生 

作者介绍：罗诗樵(1971一 )，男，主治医师，博士， 

主要研究方向：肝脏疾病和器官移植。 

物学特性。初步探讨 HepG2／DOX MDR产生的可 

能机制。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

人肝肿瘤细胞系HepG2[ ]：由重庆医科大学第二临床学 

院病毒性肝炎研究所提供。人肺腺癌细胞系A549[ ]：由重 

庆医科大学临床生化教研室惠赠。IX)X：FARMITALIA． 

CARLO．ERBA；CDDP：山东齐鲁制药厂；MMC：KYOWA． 
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图 3 He 2、HepG2／T3()X细胞生长曲线 
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图5 HepG2／t3OX 69条染色体 

‘大 B．z3．双着丝粒。×I(Hl 

2．3 染色体分析 

对 HeG2及 HepG2／1X)X进行染色体分析，各 

计数200个分裂相细胞 

染色体数目比较 

表 I He ；2、HepG2／DOX染色体数目比较 

_ _<46 两  
2I∞ 72 0 4 6 6 I l 4 

H￡f】f。：删 200 68 2 6 16 172 4 I1 

P<0 05．HepG2和 Hep,G2,．IX)X的染色体平均数 日 

肓显著性差异 

染色体结构分析 

HepG2 85％的细胞均带有一条小 G组和小 F 

细胞畸变染色体 

HeIK．；2／IX)X 70％的细胞均带有一条大的B 

组畸变染色体；20·％的细胞带有一条大的双着丝粒 

畸变染色体 

2．4 HepG2，HepG2／DOX药物敏感性，各药物的 

I(’5I](1@／m[) 

表2 抗癌药物对HepG2．He[G2／IX)X ICSO值(~g／ml} 

l ‘ 
— —  

UOX (、[Ⅱ]P MMC 5一 MTX 

HeI<；2 0 1I70 0 2I4 0 162 0 322 0 00 7 

Hep(t14)OX 1 161 I 317 0 499 I 684 (]083 

· 0 684 —— —— —— —— 

’在无 DOX的 RPMI1640中培养 5周 后的 HepC2／ 

HepG2／IX)X对 IX)X、CDDP、MMC、5一FU和 

MTX的耐药倍数为HelJG2的16．6倍、6 2倍、3 1 

倍、5 4倍和 1l 6倍：在无 DOX的RPMI1640中 

培养五周后，Heir；2／DOX对【x]x的耐药倍数有所 

下降．为9 8倍 

2 5 免疫蛆化检测结果 

HqK；2ZDOXPgp(+十～ ++ 一)，HepG2 PgP 

l一)．．~549细胞P 为(++) ： 

3 讨 论 

据文献报告已有多种实体瘤细胞系及自血病 

MDR细胞系建立成功．【” MDR肿瘤细胞系的 

培养多是将亲本细胞在体外传代培养时加人抗癌药 

物进行人为诱导，诱导方式为浓度梯度递增法 ”J． 

筑时间高浓度冲击法【 ．或者以上两种方法混合使 

用 ⋯ ．也有不用抗癌药物羼导而采用将 PgP cDNA 

序列转染给药物细胞来建立 MDR细胞系的⋯ 

直用浓度梯度递增法以D[]x体外诱导人肝母细胞 

瘤细胞系 HepG2产生 MDR亚系 HepG2／DOX．不 

仅对IX)X产生耐药，而且对从未接触过的CDDP、 

MMC、5 FLT、M'I、x几种结构及作用机理不同的药 

物也产生了不同程度的耐药。对耐药程度的评价 目 

前尚无定论．K Snow和w Judd认为耐药倍数小 

于5倍是低度耐药，耐药倍数5～15倍为中等耐药． 

耐药倍数大干 2 q}倍为高度耐药 15【 按此种划分 

He[)( ／【x)X对 DOX、MTX、CDDP、5一FU为中等 

程度耐药．对 NL＼,IC为低度耐药 HepO2／DOX具 

有MDR的特征．可作为逆转肝肿瘤 MDR研究的体 

外细胞模型 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 604 一 重庆医科大学学报 2004年第 29卷第 5期 (Journal of Chongqing Medical University 2004 Vo1．29 No．5) 

在外界给予化疗药物的选择下，敏感的肿瘤细 

胞被杀死，而耐药细胞存活并增殖成为肿瘤细胞群 

中的干系细胞。这较好地解释了 MDR细胞往往在 

染色体数 目结构上与亲本有所差异及体外诱导 

MDR细胞的产生往往需要较长的时间。HepG2／ 

DOX与 HepG2相比，干系细胞染色体减少，其结构 

发生了一些变化，70％的 HepG2／DOX细胞均有一 

条大 B组染色体。尚不清楚此畸变的大 B染色体 

上是否与耐药有关，需进一步研究。 

Yang报道耐药细胞在无药培养基内耐药水平 

逐渐下降 1 ，HepG2／DOX在无 DOX的培养基 内 

生长五周后，其对DOX耐药倍数下降，但仍然保持 

对 DOX的中等水平耐药。 

本研究发现 ，HepG2细胞和 HepG2／DOX均有 

PgP的表达 ，HepG2／DOX的表达较 HepG2增强，同 

时也说明 HepG2本身存在内源性 MDR。HepG2／ 

DOX对 MTX也表现出耐药性，这与以往的报道不 

同【l2 J。MTX主要作用 于 S期细胞，HepG2／DOX 

生长速度减慢，倍增时间延长，s期细胞比率相对较 

少，可能导致 HepG2／DOX对 MTX耐药，这也提示 

HepG2／DOX的耐药机制是多种机制并存的。 

(感谢重庆医科大学计划生育系王应雄教授所做染色体 

分析。感谢粟毅硕士赠与A549细胞。) 
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