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　　提　要　目的: 探讨人肺腺癌 A549多重抗药细胞株生物学特性变化。方法: 采用阿霉素 ( ADM)浓度递增

的方法诱导人肺腺癌 A549细胞系 ( A549 / P) ,在体外持续培养 6个月 ,获得了具有多重抗药性的 A549 /R2细胞 ,该

细胞能在 0. 2μg /ml ADM下持续增殖。通过光镜和电镜观察其增殖及形态结构变化。结果: A549 / R2细胞由巨

大细胞增殖而来 ,其微绒毛、线粒体及分泌泡明显增加 ,有进一步分化趋向。结论: A549 / R2细胞的进一步分化

特征可能与其抗药性形成有关。
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　　恶性肿瘤细胞的多重抗药性 ( Multidrug resis-

tance, MDR)是导致临床肿瘤化疗失败的重要原因之

一。目前 ,关于恶性肿瘤 MDR机理的研究已取得了一

些进展 [1, 2 ] ,但有关抗药癌细胞的生物学特性的研究报

道甚少。本实验采用阿霉素 ( ADM )在体外对人肺腺癌

A549细胞系 ( A549 /P)进行逐步、长期诱导 ,获得了具有

MDR表型的细胞亚株 A549 /R2
[3 ]
。与此同时 ,对该细胞

亚株的生物学特性进行了探讨。

1　材料与方法

1. 1　药物
　　 ADM为意大利 Fa rmitalia产品 ,按所需浓度用 RPM I-

1640培养液稀释 , - 20℃冻存。

1. 2　细胞系和细胞培养
　　 A549细胞系 (美国建株 )引自军事医学科学院。细胞培养在

含有 15%小牛血清、青 -链霉素 (各 100 u /m l)的 RPM I-1640培

养液中 ,置 37℃、饱和湿度含 5% CO2和 95%空气的孵箱中无菌

培养。

1. 3　抗 ADM人肺腺癌细胞亚株的建立
　　采用药物浓度递增诱导的方法建立抗 ADM的人肺腺癌

细胞亚株 [3]。该细胞亚株对 ADM、长春新碱 ( VCR)和足叶乙甙

( V P-16)等药物产生了明显的抗药性。

1. 4　病理观察
1. 4. 1　光镜观察　　培养的活细胞经倒置生物显微镜观察。

细胞涂片用 95%乙醇固定后常规 HE染色 ,光学显微镜下观

察。

1. 4. 2　扫描电镜观察　　将培养细胞单层用 0. 125%胰蛋白

酶消化 ,离心后取沉淀 ,用 2. 5%戊二醛前固定 , 2%锇酸 PBS溶

液 ( pH7. 40)后固定 ( 4℃ ) ,充分分散细胞后涂片 ,乙醇丙酮梯度

脱水 ,放入临界点干燥器中干燥喷金后用 T300型扫描电镜观

察。

1. 4. 3　透射电镜观察　　细胞块固定、脱水同扫描电镜标本

制作 ,用 EPON-812环氧树脂包埋 , LKBⅢ型切片机超薄切片 ,

铀 -铅双重染色后用 JEM-EX2000型透射电镜观察。

2　结果

2. 1　 A549细胞系经 ADM诱导途径及细胞增殖变化

　　 A549细胞系经 ADM诱导 ,在体外连续培养 178 d,稳定传

代 23次 ,获得了对 ADM、 V CR、 V P-16等多种抗癌药物均具有

抗药性的细胞亚株 A549 / R2。当 ADM浓度从 0. 0025μg /ml至

0. 2μg /ml递增时 , A549 / P细胞呈轻度抑制到重度抑制状态 ,细

胞体积明显增大 ,突起消失 ,增殖缓慢。继续间断在 0. 2μg /ml

ADM下反复诱导培养 ,细胞获得了持续增殖能力 ,脱离 ADM

后呈对数增殖 ,部分细胞重叠、集聚成团。0. 125%胰蛋白酶消

化分散时间由 5 min延长至 10 min。

2. 2　 A549 /R2细胞的病理变化

2. 2. 1　光镜观察　　 A549 / P细胞大小不一 ,呈多角形 ;胞浆

少 ,嗜酸性 ;核大而不规则 ,偏心位 ,核染质增加 ,核仁小而模

糊。A549 / R2细胞大小不一 ,呈多角形 ;胞浆较少 ,嗜酸性 ;核大而

不规则 ,可见双核及裸核 ,核染质呈粒状 ,核仁 1～ 2个 ,清晰可

见。

2. 2. 2　扫描电镜观察　　 A549 /P细胞表面较平整 ,细胞周边

突起较发达 ,胞体部微绒毛稀疏 ,见图 1。而 A549 /R2细胞表面高

低不平 ,有许多粗短的指状突起 ,胞体部的细胞膜向外突起形

成浓密的微绒毛和微褶样结构 ,有的微绒毛末端膨大形成球状

突 ,见图 2。
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图 1　 A549 /P细胞　 ( SEM× 5000)　　　　　　　　　　　　　　图 2　 A549 /R2细胞　 ( SEM× 5 000)

Fig 1　 A549 /P cells　 ( SEM× 5000)　　　　　　　　　　　　　　 Fig 2　 A549 /R2 cells　 ( SEM× 5 000)

2. 2. 3　透射电镜观察　　 A549 / P细胞呈椭圆形 ,核大 ,核膜明

显内陷 ,常染色质较明显 ;细胞器不发达 ;细胞表面可见微绒

毛 ,见图 3。A549 /R2细胞核大 ,异染色质增加 ,核仁巨大 ;细胞器

发达 ,胞质中可见丰富的线粒体 ( M i)和大量低电子密度的分泌

泡 ( S);细胞表面可见丰富的微绒毛和胞质突 (↓ ) ,见图 4。

图 3　 A549 /P细胞　 ( TEM× 6000)　　　　　　　　　　　　　　图 4　 A549 /R2细胞　 ( TEM× 6000)

Fig 3　 A549 /P cells　 ( TEM× 6000)　　　　　　　　　　　　　　 Fig 4　 A549 /R2 cells　 ( TEM× 6000)

3　讨论

　　体内外药物诱导可使药物敏感的癌细胞产生抗药

性。癌细胞与抗癌药物接触后 ,部分残余细胞对药物的

敏感程度下降 ,这部分细胞增殖后就会影响整个癌细

胞群对抗癌药物的敏感程度 ,甚至还会产生交叉抗药

性 /或 MDR
[3 ]
。

　　癌细胞在体外经抗癌药物诱导筛选过程 ,实际上

是一个细胞损伤性适应过程。由于 ADM作用的非细

胞周期特异性 ,决定了其量效关系呈剂量依赖性。因

此 ,随着 ADM浓度的增加 ,对癌细胞的损伤也就越严

重。本研究发现 ,当 ADM浓度在 0. 04μg /ml以下时 ,

A549细胞仅表现为增殖受抑 ,传代时间延长 1倍 ;继续

增大 ADM浓度以后 ,则细胞损伤明显加重 ,大部分细

胞死亡 ,残余活细胞胞体变大 ,且出现巨大细胞 ,细胞

增殖缓慢 ,传代时间延长 2倍。此现象符合 ADM作用

的量效关系。

　　目前 ,对 MDR细胞增殖特性及结构变化研究尚

不充分。Bieldler等
[ 4]
在建立中国仓鼠肺癌 DC-3F /AD

MDR细胞株时 ,测得两细胞株的群体倍增时间 ( Td )

均为 14 h ,但发现 MDR细胞单层排列规则 ,单位面积

内细胞密度增大 ,甚至细胞集聚成团 ,细胞间粘附力增
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强 ,须用较高浓度的胰蛋白酶才能使 MDR细胞脱落

分散 ,且 MDR细胞的异体成瘤率下降。这些现象随着

药物浓度提高 ,表现更明显。相反 , Harker和 Tw enty-

man等
[5 ]
分别在肉瘤和小细胞肺癌 MDR细胞中发

现 ,抗药细胞 Td明显延长 ,其体外增殖率约为敏感细

胞的 70% 。本研究发现 , A549 /R2细胞 Td为 56. 7 h,与

A549 /P( 59. 3 h j)比较 ,差异不显著。但 A549 /R2细胞单

层有重叠、集聚现象 ,单位面积内细胞最大容量增加 ,

表明细胞间的接触抑制有进一步消失。而且细胞间粘

附力增强 ,用 0. 125%胰蛋白酶消化分散时间延长 1倍 ,

表明细胞外基质可能改变。光镜下两细胞结构无明显

差异。但细胞超微结构显示 , A549 /R2细胞微绒毛发达 ,

胞质突结构较明显 ,细胞器丰富 ,且胞浆中分泌颗粒明

显增多 ,核异染质增加 ,表明抗药癌细胞有进一步分化

的迹象 ,且胞质分化更明显。导致抗药癌细胞既呈一定

恶性特征 ,但又有进一步分化趋向的原因尚不清楚。我

们认为 ,除了癌基因信息控制细胞的增殖与分化外 ,还

可能与细胞外基质的生物学作用有关。

　　由上可见 , A549 /R2细胞的进一步分化特性可能与

其抗药性发生有关。此结论与“临床肿瘤化疗敏感性与

癌细胞的分化程度呈负相关”的观点相一致。进一步分

化的抗药细胞中丰富的分泌颗粒可将抗癌药物局限于

非毒性区域 ,利用其中的药物代谢酶如谷胱苷肽 S-转

移酶等 ,加速药物的代谢 ,或将药物外排增多 ,从而使

细胞产生抗药性 [6 ]。因此 ,对抗药癌细胞的生物学特性

及病理改变的研究 ,有助于阐明 MDR的发生机理 ,为

临床克服肿瘤的抗药性奠定了基础。
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Biological characterization changes of a multidrug-resistant strain of hu-

man lung adenocarcinoma cell line A549
Hu Yide, Qian Guisheng , Chen Weizhong , Xiao Taoyuan ( Depar tment o f Respirato ry Disea ses, Xinqiao Hospita l, Third

M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: To investiga te the biological cha racte ri zation changes o f a multidrug-resistant

strain o f h uman lung adenocar cinoma cell line A549. Methods: A multidrug-resistant strain of human lung

adenoca rcinoma cell line A549 was established thr ough culturing A549 fo r 6 months with g radually incr ea sing

do sages o f adriamycin. Then its pr olifer ation and str uctura l changes w ere obse rv ed with optica l and elect ron

micr oscopy. Resul ts: The strain came from the giant cells and could fur th er diffe rentiate for the number of

micr ovillia ns, mito chondria and secr eto ry v acuo les in it wa s significantly inc reased. Conclusion: Th e cha rac-

teristic of fur ther diffe rentiation of this strain might be r ela ted to its multidrug resistance.

　　 Key words　 lung neopla sm; adenoca rcinoma; drug resistance; ultra structure
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