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人肺腺癌 A 5 49 细胞系多重抗药性的形成

胡义德 钱桂生 (第三军医大学新桥医院呼吸 内科 ) 6 3。。 3 7

提 要 本文采用阿霉素 ( A D M ) 逐步诱导 人肺腺癌 A 5 4 9 细 胞系
,

在体 外持续培养 6 个 月
,

获得了具有

抗药性的 A 5 4 9 /R
Z

细胞
,

该细胞能在 。
.

2 拌 g / m l A D M 下持续增 殖
。

通过测定抗癌药物作用的 50 % 抑制浓度

( IC 。。 )发现
,

A 5 4 9 / R
Z

细胞对 A D M 的抗药性为 A 5 4 9的 7一 1 1 8倍
,

同时对表阿霉素 ( 4 一 e p i )
、

长春新碱 ( V C R )
、

足叶乙贰 ( V P一 1 6 )也具有显著抗药性
,

对氮芥 ( N H
:
)

、

丝裂霉素 (M M C ) 和卡铂 ( K P )低度抗药
,

对 s
一

氟脉 啼陡

(5 一 F u )
、

氨甲喋吟 (M T X ) 和平阳霉素 (B L M 一 A
S
)无抗药性

。

A 5 4 9 /R
Z

细胞在脱离 A D M 诱导第 4周时
,

抗药

性约下降 30 %
,

至第 8周 I sC
。

降至 0
.

0 6 9 3 陀 /ml
.

但仍是敏感细胞的 2。倍
。

结果表明
:
A 5 4 9/ R

2

细胞具有多重抗

药性 ( M D R )表型
,

且抗药性较稳定
,

因此它是研究人肺腺癌 M D R 机制和筛选抗药性逆转剂的理想模型
。
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恶性 肿 瘤细 胞 的 多重 抗 药性 ( m u l t i d
r : , 9

r e s i s
-

t a n o e ,

M D R )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 M D R 机制的研究 已取得

了一些 进 展
` 3

·

` ) ,

但 有 关肺 癌 尤 其是 非 小细 胞 肺 癌

M D R 特性 的探讨
,

国 内外 研究 甚少
。

本文 用阿霉 素

( a d r i a m y e i n
,

A D M )在 体外对 人肺腺 癌 A 5 4 9细胞系

进行逐步
、

长期诱导
,

获得了具有 M D R 表型的细胞模

型
,

为进一步研究人肺腺癌 M D R 机 制和筛选抗药性

逆转剂提供了实验工具
。

现将研究结果报告如下
。

1 材 料与方法

1
.

1 细胞系和 细胞培养

A 5 4 9细胞系 (美国建株 )引自军事医学科学院
。

对照采用 人

小细胞肺癌 N C I 一 H 69 细 胞系和 人 肺巨细胞癌 P L A 80 1 细胞

系细胞均培养在含有 15 %小牛血清
、

青 一链霉素 (各 1 00 U /m } )

的 R PM I一 1 6 4 。培养液中
,

置 37
一

C
、

饱和 湿度含 5 % C O
Z

和 9 5 %

空气的孵箱中无菌培养
.

1
.

2 A 54 9细 胞来杭药性的 形成

采 用药物浓度递增诱导的方法建立抗 A D M 的 A S钧抗药

细 胞模 型
` 5 )

。

具体诱 导途径是
:

A 5 4 9细 胞 系经 0
.

。 。 2 5 一

0
.

02 陀 /ml A D M 持续诱导培养 40 d 后
,

将 A D M 浓度提高 到

。
.

04 阴 / ml
.

间歇给药诱导培养 72 d
,

然后
,

A D M 浓度再依 次

加倍
,

直到该细胞能在 0
.

2拜g /ml A D M 浓度下稳定增殖并产生

抗药性
。

抗药细胞在进行指标检测前 1周去 A D M 培养
。

1
.

3 药物

A D M 和表阿霉素 ( 4一 e p i )均为意大利 F
a r n 飞i t 。 l ia 产 aaD

,

按

所需 浓度稀释
,

一 20 ℃ 冻存
;
丝裂霉素 C ( M M C ) 为 日本协和发

酵 ( K y o w a
H

a k k o )产 品
;
其余抗癌药物

:

长春新碱 ( V C R )
、

平阳

霉素 ( B LM 一 A
S
)

、

氮芥 ( N H
Z
)

、

足叶 乙贰 ( V P 一 1 6 )
、

5一 氟脉啼

吮 (5 一 F u )
、

氨甲喋岭 ( M T X )和 卡铂 ( K P )均 为国产
.

使用时用

培养液配制
。

1
.

4 细胞增 殖 曲线及群体倍增时间 ( T d ) ,.l 定

在 2 4孔细胞培养板 中
.

每孔接种 5
.

2 x l。 `

细 胞
.

分别于 第

3
、

5
、

7
、

9
、

n 天用 台盼蓝染色行活细胞计数
.

每次计数 3个孔
.

取

均 数
.

绘制细胞增 殖曲线
,

按 P a t t e rs on 氏公式 T d 一 (丁
·

! 9 2 ) /

( l g N /N
。
) 计算细胞在对数增殖期的 T d

。

1
.

5 IC S。 汉
,

】定
` “ ,

在 2 4孔细胞培养板 中
.

每孔接种 4 又 1。
`

细 胞
.

静置培养 6 h

后 加入适当浓度的药物 (每种药物设 4一 6 个浓度点
,

两相邻 浓

度间相差 10 倍 )
,

加入等体积 无菌 H
a n k

` 5

液设对照孔
,

第 3夭 培

养液加倍
,

第 6天 用台盼蓝染色 行活细胞计数
,

计算每种药物各

浓度作用下的细胞生长抑制率
。

细胞生长抑制率 一
对照孔 活细 胞数一 加药孔活细胞数

对照孔活细胞数
义 l (、 〔、 ;石

采用直线 回归法推算药物作用 的 50 % 抑制浓 度即 IC
, 。 。

用

抗药细胞的 IC
,。

值除 以其敏感细胞的 IC
, 〔.

值
.

结果为抗药指数

( r e s i s t a n t f
a e t o r

,

R F )
。

2 实验结果

2
.

1 一般特性

A 5 4 9细胞系经 A D M 诱导
.

在体外连续培养 6个月
.

稳定传

代 2 3次
.

结果该细胞能在 。
.

2 陀
厂

nll A D M 浓度下持续增殖
·

此

浓度下的 A 54 9 活细胞单层 有重叠
、

聚集现 象
。

为便 于 比较
.

我

们将 A S和亲代敏感细胞命名为 A 5 4 9 / P
.

将。
.

04 尸9 m l A D M

浓度下的抗药 细 胞命名为 A 5 4 9 / R
、 ,

将 。
.

2 拜g /ml A D M 浓度

下的抗药细胞命名为 A 54 9 / R
, 。

细胞体外增殖曲线显示
.

A 5 4 9/ P 和 A 54 9/ R
:

细胞均于第 9
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天达 到峰值
,

但 A 5 4 9/ R
2

细胞 曲线峰值明显增高
,

曲线下降平

缓 (图 1 )
;
而两细胞的群体倍增时间分别为 59

.

3和 56
.

7 h
,

两相

差不明显
。

2
.

3 A 5 4 9杭药细胞对 A DM 的药物敏感性变化 (见表 l)

表 1 A 54 9抗药细胞对 A D M 的相对抗药性
T a b 1 R e l a t i v e r e s i s t a n e e o f A D M

一 r e s i s t a n t v a r i a n t s o f

A 5 4 9 t o A D M

IC
, o (尸 g / rn l ) R e s i s t a n t

8 0
D

r u g

A 5 4 9 / R
:

f
a c t o r

( R F ) *

一
A 5 4 9 / P

A D M

A 54 9 / P

0
.

0 14 6 7

6 0
自- - ~ ~ . A 5 4 9 / R

:

4 0

2 O

6

( d a y s )

1O l 2

t 111飞e

()
.

( ) 1 14 2

0
.

0 11 5 7

0
.

( ) ( ) 7 6 7

0
.

( ) 0 4 4 3

0
.

0 0 4 4 3

()
.

0 0 4 4 3

()
.

( ) ( ) 7 9 9

()
.

( ) ( )8 1 8

()
.

( ) ( ) 7 5 6

( )
.

( ) () 76 2

()
.

( ) () 22 5

A 5 4 9 / R -

t)
.

10 8〔 ) ( )

0
.

1 52 6 ( )

()
.

( ) 9 72 5

()
.

1 74 4 ( )

( )
.

0 7 ( ) 1 3

( )
.

15 17 ( )

0
.

(巧 2 5 7

( )
.

1 1 1 6 ( )

()
.

6 1 1 9 0

()
.

1 3 1 0 0

()
.

3 9 5 4 0

( )
.

2 6 7 1 0

7
.

4

13
.

4

8
.

4

2 2
.

7 `

15
.

8

3 4
.

2

1 1
.

9

14
.

0

74
.

8

1 7
.

3

5 1 9

11 8
.

5“
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图一 A s 4 9 /` P 和 A 5 4 9 /R
Z

细胞体外增殖曲线

F i g 1 G r o w t h c u r v e s o f A 5 4 9 / P
a n d A 5 4 9 / R

Z e e l ls i n

★
:
R F = I C 。 。

( R e s i s t a n t l in e ) / IC
, 。
( P a r e n t a

l li
n e )

▲
: 2 士 5 一 1 3 士 6

.

9 9 o f A 5 4 9 /R
l

▲▲
: 二 士 `

= 4 2
.

3士 3 7
.

9 3 o
f A 5 4 9 / R

Z

v i t r o i n t h e a b s e n c e o f A D M

E a e h p o i n t i n d ie a t e s t h e m e a n
d
a t a f

r o
m 3 e x p e r i

-

n l e n t s
.

2
.

2 各种人肺癌细胞 系对 A D M 的剂量效应关系

A D M 对 A 5 4 9 / P
、

N C I 一 H 6 9
、
P L A 8 o l 各细 胞系作用 的

IC
s 。

值相 近
,

分别为 0
.

0 0 4 4 拜g /m l
、

0
.

0 0 9 1 拜g / m l和 0
.

0一0 5

雌 / ml
,

而 A D M 对 A 5 4 9 / R
Z

细胞作用的 I C ,。

值明显 增大
,

达 到

o
·

1 5 1 7 拌 g / m l (图 2 )
。

2
.

4 A 5 4 9杭药细胞对其它杭癌 药物敏感性变化 (见表 2)

表 2 A 54 9抗药细胞对其它抗癌药物的相对抗药性

T a b 2 R e l a t i、 e r e s is t a n e e o f A D M
一 r e s i s t a n t v a r i a n t s o f

A 5 4 9 t o o t h e r a n t i
一 c a n e e r d r u g s

IC
5 o

( 拜g /nr l )

D
r t一g

A 5 4 9 / R
-

〔)
.

( ) 9 9 7 4

0
.

( ) 9 2 4 5

A 5 4 9 / R Z

R
e 5 1 s t 之一n t

f
之Le t o r

4 一
e P -

( ) 3 2 5 4

( ) 6 8 9 3

V C R

A 5 4 9 / P

()
.

() 1 5 89

()
.

() 2 1 1 ( )

()
.

() ( ) 7 6 5

〔)
.

() ( ) 6 6 7

()
.

() 7 5 () 0

()
.

14 4 () 0

()
.

() l 〔) (川

( )
.

() () 5 () 〔)

()
.

8 9 () () 0

()
.

4 5 1 () ()

( )
.

5 5 3 (川

〔)
.

6 9 5 () ()

( )
.

() 3 3 3 1

( )
.

0 5 6 1 ( )

( )
.

() 3 5 ( ) 6

( )
.

() 1 7 8 6

1 6
.

2 5 ( ) 0 ( )

2 3
.

7 3〔) ( ) ( )

( )
.

( ) 1 ( ) 3 ( )

( )
.

0 1 8 5 3

( )
.

8 ( ) 1 9 ( )

( )
.

2 ( ) 8 8 ( )

1
.

4 4 3 ( ) ( )

( )
.

8 5 9 ( )〔)

0
.

( ) 4 ( ) 7 9

0
.

( ) 5 2 3 6

4 4 8 ( ) 〔)

6 8 4〔 ) O

8 9 1 0 0

8 3 6 0 0

次

0 .

一 6

月
~ 叫气 . 一

. . . . A 5 4 , / P

卜 一 , A 54 9 /R:

、 . 一一 - ` P I
声

A SO I

、

` 卜一 谧 N C I一 H 6 9

V P一 16

气

2
.

3 ( ) 9 ( ) ( )

( )
.

5 4 3 (川

3 () 7 0 0

3 0 0 () 0

N H
Z
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( ) 16 4 7

( ) 3 9 ( ) 7
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u

10 9 a d m e o n e (尸 g / m l )

M入 I C

B L M一 A
S

图 2

F i g Z

各种人肺癌细胞系对 A D M

D o s e 一 r e s P o sn
e o

f
v a r i o u s

1i n e s t o A D M

的剂 l 效应

h u
m

a n l u n g Ca n c e r e e l l K P

E a e
h p o i n t r e p r e s e n t s t h

e e o u n t o
f

c e ll s f
r o
m

a

5 i n g l
e
d i

s
h

.

M T X

0
.

() 8 5 19

0
.

() 5 6 87

7
.

5 3 0 ( ) 0

1 7
.

7 2 0 0 0

0
.

() 2 1 1 6

( )
.

() 2 9 3 4

0
.

5 7 5 0 0

0
.

3 2 1 2 0

3
.

5 ( )9 () 0

3
.

1 9 0 () 0

0
.

0 4 1 4 9

( )
.

0 3 7 4 0

6
.

3

4
.

4

4
.

3

10
.

3

19
.

3

2 5
.

6

8 9
.

1

7 6 7
.

2

2
.

6

1
.

2

6
.

0

6
.

2

0
.

5

( )
.

7

2
.

4

3
.

2

( )
.

5

( )
.

7

2
.

1

1
.

6

0
.

7

1
.

5

2
.

4

3
.

了

1
.

( )

0
.

7

no
八U口曰0

一X一
ù .1ù 1.

00
ō匕左
`

511。。10ó妇ou。

n甘,̀

。一q.一A



第 2期 胡 义德
.

等
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人肺腺 癌 A 54 9细胞系多重抗药性的形成 10 5

2
.

5 A 5 4 9 / R
Z

细胞对 A D M 才元药特征 的稳定性

A 5 4 9 / R
Z

细胞在脱离 A D M诱导第 4周时 (与 A D M持续诱

导的 A 5 4 9 / R
Z

细胞比较 )
,

其抗药性可保持在 70 % 以 上
;
至第 8

周
,
IC

S。

值下降至 0
.

0 6 9 3 拌g /m l
,

但与亲代敏感细胞 比较
,

抗药

指数为 20
.

4
,

仍具有较强的抗药性
。

3 讨论

应用葱环类抗癌抗生素如 A D M 在体外诱导癌细

胞产生抗药性
,

已成为肿瘤抗药性研究的重要途径
。

过

去
,

其主要选择对象是啮齿类动物起源的白血病细胞

和腹水瘤细胞
。

70 年代后
,

由于恶性肿瘤 M D R 现象的

发现
,

人 们以 A D M 为代表性诱导剂
,

成功地建立了人

类起源的各种抗药癌细胞系
,

包括白血病
、

卵巢癌
、

小

细胞肺癌抗药细胞 系等
` 5 ,

’
·
8 , 。

这些抗药癌细胞不仅对

A D M 具有抗 药性
,

而且对许多其它结构和功能均不

同的抗癌药物也产生 了抗药性
。

这种离体抗药细胞模

型
,

较好地模拟 了人类肿瘤化疗后常发生的相似抗药

性
。

因此
,

应用体外抗药细胞模型来研究肿瘤抗药性发

生机理具有实际意义
,

而成功建立抗药细胞模型 则是

深入研究的重要前提
。

本文首次应用 A D M 诱导人肺腺癌 A 54 9细胞系
.

在体外持续培养 6个月
。

该细胞能在 0
.

2 拼 g / lln A D M

浓度下持续增殖
。

细胞体外增殖 曲线表 明
.

A 5 4 9抗药

细胞的体外增殖 活力与其亲代敏感细胞相近似
; 但单

位面积内 A 5 4 9抗药细胞的最大容量明显增加
,

与其活

细胞单层的重叠
、

聚集现象一致
,

提示 A 5 49 抗药细 )etI

的接触抑制可能有一定程度消失
。

各种人肺癌细胞系

对 A D M 的剂量效应 曲线显示
,

A D M 对 3种不同类型

的肺癌细胞系作用的 I C
S。

值相近
,

但对 A 5 4 9 / P 细胞

作用的 I C S。

值最小
,

表明亲代 A 54 9细胞系对 A D M 十

分敏感
; 而 A D M 对 A 54 9/ R

2

细胞作用的 I C
S 〕

值 明显

增大
,

提示亲代 A 5 49 细胞系经长期 A D M 诱导后获得

了抗药性
。

由表 1和 2可见
,

与其亲代敏感细胞 比较
,

A 5 4 9/ R :

细胞对 A D M 的抗药性 为 A 54 9细胞的 7一 1 18 倍
.

同

时
,

还对 A D M 的衍生物 4一 e iP 产生交叉抗药性
,

除此

之外
,

对天然产抗癌剂 V C R 和 V P 一 16 也具有明显抗

药性
。

此结果与其它典型的 M D R 细胞系的抗药表型

极为相似
“

·

5’ 。

但是
,

A 5 4 9 / R
:

细胞还具有 自己的抗药

特点
,

表现为对 N H
Z 、

M M C 和铂类化 合物卡铂 ( K P )

有低度抗药性
,

而对抗代谢类抗癌剂 5一 F t : 、

M T X 和

抗癌抗生素 B L M 一 A S

仍保持与亲代细胞相同的敏感

性
。

这与 T w e :飞t y n 飞a , 1

和 M i r s k i 等
` 5 ·

’ )

报道的小细胞肺

癌 M D R 细胞的抗药谱存在一定差异
,

这可能与癌细

胞类型不同有关
。

同时
,

也表明不同细胞类型肺癌的抗

药表型也有差异
。

细胞抗药特征的稳定性
,

可以判断抗药细胞模型

的理想程度
。

本实验 对 A 5 4 9/ R
2

细胞抗药特征的稳定

性进行测定结果表 明
,

该细 胞在脱离 A D M 诱导 4 周

时
.

其抗药性虽有下降
,

但可保持在 70 % 以上
.

基本稳

定 ; 至第 8周
,

其 IC 5。

值下降至 0
.

0 6 9 3 拼 g / m l
,

但与亲代

敏感细胞相比
,

仍具有较强的抗药性
。

此结果与国外报

道 的典型 的 M D R 细胞模 型抗药性 的稳定性基本一

致
` 5

’

9 ) 。

综上所述
.

A 5 4 9 / R
:

细胞具有多重抗药表型
.

而且

其抗药性较稳定
.

因此
,

它是研究人肺腺癌 M D R 机制

的理想模型
.

也是筛选抗药性逆转剂的理想工具
。

具体

研究 尚在进行之中
。
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腹会阴直肠癌根治性切除术骸前静脉大出血的防治体会 (附 5例报告 )

蔡志民 马宏敏 (第三军医大学西南医院普外科 ) 6 3 。。 3 8

骸前出血是直肠切除术中严重医源性损伤
.

国内文献报道

平均发生率为 2
.

9%
,

平均病死率为 13 % 川
.

我院 自 1 9 7 5年 ~

1 9 9 0年间
,

直肠癌手术中发生能前大出血 5例
,

现报道如下
。

临床资料

本组 5例
。

男性 3例
,

女性 2例
。

年龄最大的 63 岁
.

最小的 34

岁
。

平均为 51
.

6岁
。

直肠 下段癌 3例
,

中
、

上段癌各 l例
.

术中能 前

出血 4例
,

能尾部同时出血 1例
。

出血量最多 2 00 o nlr
,

最少 1 200

m l
。

出血原 因
:

解剖变异 1例
,

肿瘤与能前筋膜粘连 2例
.

手术中

粗暴致伤 1例
。

原 因不 明 1例
。

止血方法
:

用妇科沙条填塞止血 2

例
。

电凝加缝扎止血 1例
。

明胶海绵压迫图钉压迫 1例
。

凡士林纱

布填塞压迫止血 1例
。

拔引流条时 间 3~ 6 d
.

住院时间 6 ~ 42 d
。

4

例痊愈出院
,
1例术后第 6天死于感染

.

讨论

下段癌根治性切除时尤应警惕骸前出血的发生
。

止血方法
:

目

前国内对骸前出血采取了多种止血方法
。

如止血钉
、

电凝
、

骨泥

填压等
。

但据文献报道 仍以纱布条填塞止血效果较好
。

我院 5例

中 4例采用填塞止 血而凑效
。

预 防措施
:

我们的经验
.

在施行腹

会阴直肠癌根 治性切除术游离直肠 时应解剖清楚
.

分离在直视

下 用锐器 施行
。

直肠 固有筋膜与能前筋膜之间之粘连带
、

索
,

应

在直视下 切断结扎
。

不 做强行分离
.

以免撕破能前静脉
。

如遇出

血
,

不要 用止血 钳夹 夹血管 止血
,

以免 撕脱
,

造成难 以控制的

大出血
。

有作者提 出
,

对能前静脉枝出血
,

采 用缝扎 及盆底填塞

等方法可获止血
。

粗 口径能前静脉出血可采 用止血钉对破裂出

血处静脉嵌钉人骨质止血
` ” 。

我院 5例中有一例采用图钉嵌 入

骨质压迫止血获 得成功
。

关键词 直 肠肿瘤 /外科手术
;
能前出血

’

中图法分类号 R 7 35
.

37

骸前静脉破裂大出血多发生在直肠癌根治术时
.

究其原因

主要有解剖变异
,

手术时解剖关系不清
;

分离直肠时未在能前

筋膜与直肠 固有筋膜之间进行
,

太靠近班骨膜分离
;
手术操作

粗暴
.

破坏了正常间隙
。

本组 5例中
,

由于手术粗暴所致一例
,

解

剖关系不清一例
,

肿瘤与骸前筋膜粘连强行分离所造成 2例
。

本

组 3例属直肠下段癌
,

中段与上段癌各 1例
。

我们认为在 做直肠
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