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摘要院目的 建立人大肠癌 LoVo 细胞多药耐药细胞株 LoVo/5-FU袁并探讨其生物学特性及耐药机制遥方法 人大肠癌细

胞系 LoVo 在体外经 2.5 μg/ml5- 氟尿嘧啶渊5-FU冤作用袁成功诱导 LoVo/5-FU 耐药细胞株遥体外细胞毒性实验观察它

们对 5-FU尧丝裂酶素渊MMC冤尧阿霉素渊ADM冤尧顺铂渊DDP冤尧氨甲喋呤渊MTX冤和阿糖胞苷渊AraC冤等 6 种药物的敏感性遥
用噻唑蓝渊MTT冤法尧光镜及扫描电镜观察两种细胞形态及结构并绘制出细胞体外生长曲线遥免疫组化 LSAB 法检测细

胞中 P26-Bcl-2 的表达遥应用原位 DNA 末端转移酶标记法检测 5-FU 在两种细胞中诱导的细胞凋亡遥结果 LoVo/5-FU

细胞株对 5-FU尧MMC 和 ADM 均有耐药性袁且对 5-FU 的耐药程度较亲本细胞提高遥与亲本细胞相比袁耐药细胞株生长

慢袁倍增期延长袁汇合密度低袁异型性明显遥免疫组化 LSAB 法提示袁LoVo/5-FU 细胞的凋亡与 P26-Bcl-2 过度表达有

关遥LoVo 细胞原位 DNA 末端转移酶标记阳性率高于 LoVo/5-FU遥结论 LoVo/5-FU 多药耐药细胞株耐药性稳定袁在相

同条件下与敏感细胞株 LoVo 相比袁细胞凋亡受到抑制袁提示 LoVo/5-FU 细胞可抵抗 5-FU诱导的细胞凋亡袁其机制可

能与 P26-Bcl-2 过度表达密切相关遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻Toinvestigatethechangesinbiologicalpropertiesofthemultidrug-resistant(MDR) variantofhuman

colorectal cancer LoVo cell lines and to explore the mechanism for MDR generation in human colorectal cancer cells.

酝藻贼澡燥凿 A MDR variantofhumancolorectalcancerto5-FUtreatment, LoVo/5-FU, wasestablished 蚤灶增蚤贼则燥byexposing

parentLoVo cellsto pulse treatmentwith2.5 滋g/ml5-FUoveraperiodof6months. Itssensitivityto6antitumoragentswas

observedby MTTmethod, and morphologicalobservationunderlightmicroscopeandelectronmicroscopeofbothLoVoand

LoVo/5-FU cellswere performed. Bcl-2geneexpressionsintwocellswereassayedimmunohischemically. 砸藻泽怎造贼泽The

LoVo/5-FUcells possessed tolerancefor 5-FU 16.48timeshigherthanthatofparentLoVocells,andexhibitedcross-resistance

to mitomycin,cisplatinand adriamycin,butnotto methotrexateor Ara-C.Comparedwiththeparentcells,theLoVo/5-FU cells

showed a lower growth rateand confluentdensitywith positivefindings ofP-GPexpressioninapproximately85%of them.

Bcl-2 gene expression wasdetectedin thecytoplasmofboth LoVoandLoVo/5-FUcells,butthelatterhadhigher expression

levels. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶 The changed biological properties of LoVo/5-FU might be related to its MDR phenotype, and the

generation of MDR, which may be dueto multiple mechanisms, reducesthe effectivenessof chemotherapyforcolorectal

cancer.

运藻赠憎燥则凿泽押colorectalneoplasms曰fluorouracil曰multidrugresistance曰apoptosis

大肠癌临床化疗失败的主要原因之一袁是由于化

疗 过程中肿瘤细胞产生多药耐药渊Multidrug-resis-

tance, MDR冤遥 MDR 细胞株是研究 MDR 和逆转

MDR 的理想模型遥自 1988 年 Broggini 等咱1暂建立结肠

癌耐药细胞株以来袁国内外一系列细胞株相继建立
咱2~4暂袁并在此基础上做了大量研究工作袁但国内尚未见

到人大肠癌 LoVo/5-Fu 细胞株方面的报道遥我们用

5- 氟尿密啶渊5-FU冤对 LoVo 细胞进行了长期诱导袁历

时 6 个月袁经筛选获得了一个 MDR 细胞株袁并对其

生物学特性进行了研究遥

1 材料与方法

1.1 细胞株

LoVo 细胞引自第一军医大学病理教研室遥
1.2 药物及试剂

氟脲嘧啶渊5-FU袁上海海普药业有限公司冤尧丝裂

霉 素 渊MMC袁 日本发酵工业株式会社冤尧阿霉素

渊ADM袁日本协和医药有限公司冤尧顺铂渊DDP袁锦州制

药一厂冤尧氨甲喋呤渊MTX袁上海第十二制药厂冤尧阿糖
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胞苷渊AraC袁上海第十二制药厂冤袁配成 100伊保存液袁
原20 益分装保存曰噻唑蓝渊MTT袁Sigma 公 司冤尧原 位

DNA 末端转移酶标记试剂盒 渊德国宝灵曼公司冤袁
LSAB 试剂盒购自北京中山生物技术公司遥
1.3 RPMI-1640 培养液

该培养液为美国 GIBCO 公司产品遥10 .4g粉剂

加三蒸水至 1 000ml袁内含 NaHCO3 2.0g,Hepes2.7g,

青霉素尧链霉素各 100U/ml遥0.22 滋m 微孔滤膜过滤

除菌袁4 益保存袁使用前加入灭活新生小牛血清袁使其

浓度为 15%遥
1.4 诱导培养方法

LoVo 细胞在含有 15%灭活新生小牛血清渊杭州

四季青公司冤的 1640 培养液中袁于 37 益尧5% CO2 饱

和湿度的细胞培养箱中无菌培养遥当细胞处于对数生

长期时袁置 2.5 滋g/ml 5-FU 中作用 1 h袁1640 培养液

冲洗 2 次遥1 个月后熏当细胞处于对数生长期时熏再次

用 圆援缘滋g/ml5-FU 处理和 1640 培养液冲洗袁如此反

复诱导袁历时约 6 个月袁至 LoVo 细胞可以长期在

2.5 滋g/ml5-FU 培养液中生长遥
1.5 一般形态学观察

使 LoVo 和 LoVo/5-FU 细胞在载玻片上生长袁常

规 HE 染色袁光镜下观察并摄片遥
1.6 生长曲线测定

对数生长期 LoVo 和 LoVo/5-FU 细胞消化后移

入离心管袁配制成 105 /ml 细胞悬液袁接种于 6 孔培养

板中袁每孔 3ml遥每 2 4 h 计数 3 孔袁共计数 7 d袁取其

均值遥
按 下 列 公 式 计 算 细 胞 对 数 增 殖 期 的 Td(h)=

渊Tlg2/lgN-lgNB冤遥
1.7 半数抑制量测定渊IC50冤咱5暂

对数生长期的 LoVo 和 LoVo/5-FU 细胞配制成

细胞悬液袁0.2ml/ 孔接种于 96 孔培养板中袁使每孔

细胞为 105遥1 2 h后加入适量浓度的抗肿瘤药物渊每种

药物设 4 种浓度冤袁对照组加入等量 0.01mol/L PBS

渊pH7.4冤袁对照组及各浓度组均设 3 孔袁继续培养 3 d遥
快速翻转并弃去孔中液体袁在每孔中加入 1 滋g/ml 的

MTT 60 滋l袁继续培养 4 h袁小心吸去孔中上清液渊注

意不要吸去孔中蓝色结晶冤袁在每孔中加入二甲基亚

砜渊DMSO冤100 滋l袁振荡培养板 10 min袁待孔中沉淀

完全溶解袁即在 撞960 型酶标仪上袁以 570nm 为检验

波长尧630nm 为参考波长测各孔 D渊姿冤值袁抑制率 =

咱1原D渊姿冤药物 /D渊姿冤对照暂伊100%遥绘制剂量效应曲

线袁确定 IC50遥
1.8 Bcl-2 免疫细胞化学检测

对照组试验分别用空白和 PBS 代替一抗袁均为

阴性遥
1.9 DNA 断裂的检测

应用原位 DNA 末端转移酶法咱6暂遥细胞生长成片

后原位 2%多聚甲醛固定 15min袁PBS 漂洗 5min伊3袁
甲醛尧过氧化氢渊0.03%冤15min袁PBS 漂洗 5min伊3袁滴

加 DNA 末端转移酶及 FITC 标记 dUTP 反应混合液

50 滋l袁37 益湿盒内孵育 1 h遥PBS 漂洗 5min伊3袁滴加

辣根过氧化物酶渊HRP冤标记的抗 FITC 抗体袁37 益湿

盒内保温 1 h袁DNA 暗处显色 5min袁终止显色袁苏木

精复染脱水袁封片袁镜下观察尧摄影遥阳性细胞的胞浆

呈棕黄色袁不着色的为阴性细胞遥同时用 PBS 代替

DNA 末端转移酶袁作为阴性对照遥

2 结果

2.1 LoVo/5-FU 细胞具有多药耐药性

6 个月的诱导培养袁LoVo/5-FU 细胞在 2.5 滋g/ml

5-FU尧1 滋g/mlMMC尧1.2 滋g/mlADM 和 1 滋g/mlDDP

培养液中均能增殖袁但对 MTX袁AraC 等抗肿瘤药物

敏感遥
2.2 细胞形态学

LoVo/5-FU 细胞在诱导培养过程中发现易聚集

成团尧集落生长尧胞体变大遥光镜下观察细胞形态无差

别遥扫描电镜观察袁耐药细胞表面突起多袁有微绒毛出

现遥
2.3 细胞生长曲线测定

图 1 示 LoVo/5-FU 和 LoVo 细胞体外增殖速度

略有差异袁两种细胞 Td 均数分别为 26.7h和 31.8h袁
采用两均数比较的 贼检验进行比较袁差别不显著遥

2.4 交叉耐药谱

LoVo/5-FU 细胞不但对 5-FU 有耐药性袁而且对

结构和作用原理不同的其它抗癌药也有不同程度的

贼/h
图 员蕴燥灾燥和 蕴燥灾燥辕缘-云哉细胞株体外增殖曲线

云蚤早援员郧则燥憎贼澡糟怎则增藻泽燥枣蕴燥灾燥葬灶凿蕴燥灾燥辕缘-云哉糟藻造造泽糟怎造贼怎则藻凿
蚤灶增蚤贼则燥
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Cells 5-FU MMC ADM DDP MTX Arac

LoVo/5-FU 16.48 3.37 2.22 2.70 0.95 0.89

表 1 耐药细胞株对 6 种化疗药物的耐药指数

栽葬遭援员砸藻泽蚤泽贼葬灶糟藻蚤灶凿藻曾燥枣凿则怎早-则藻泽蚤泽贼葬灶贼糟藻造造造蚤灶藻泽贼燥
葬灶贼蚤-贼怎皂燥则凿则怎早泽

5-Fu院5-fluorouracil;MMC院Mitomycins;ADM院Adriamycin;
DDP院Cisplatin;MTX院Methotrexate; Arac:Cytosinearabinoside

耐药性袁但对 MTX 和 Arac 等无交叉耐药性渊表 1冤遥

2.5 免疫细胞化学

经 Bcl-2 免疫细胞化学检测袁约 25%的 LoVo/

5-FU 细胞呈阳性反应袁其中 2/3 的阳性区位于胞膜袁
1/3 位于胞膜和胞浆内袁而亲代细胞只有 10%呈阳性

反应遥
2.6 凋亡指数渊AI冤

不同浓度和不同作用时间的 5-FU 在 LoVo 和

LoVo/5-FU 中所诱导的凋亡有明显的依赖关系及时

间效应袁并且二者 AI 差异显著渊孕<0.01袁图 2尧3冤遥

3 讨论

大肠癌是消化道常见肿瘤之一袁临床就诊时多数

患者已处在中晚期袁术后 5 年生存率一直在 50%左

右遥化疗是治疗大肠癌的主要手段之一袁但有效率一

般小于 20%袁其根本原因可能是化疗产生的 MDR遥
本研究建立了 LoVo/5-FU 耐药细胞株袁对 5-FU 的相

对耐受度较亲代细胞提高了 16.48 倍袁与亲代细胞相

比袁耐药细胞生长速度减慢袁倍增时间延长袁细胞体积

增大袁胞浆空泡及颗粒增多遥肿瘤细胞与抗癌药物接

触后袁不仅对所用药物产生耐药性袁对结构和功能不

同的其它药物也产生耐药性袁这种交叉耐药性通常与

所用诱导药物的耐受程度呈正比袁而同一细胞接触不

同的药物后其耐药谱不同咱7暂遥一般认为袁细胞产生耐

药的机制是细胞内药物外排增加咱8暂袁并与 酝阅砸1 基因

编码产生的细胞膜 P-GP 过度表达有关遥免疫组化研

究表明袁约 85%的耐药细胞 P-GP 过度表达袁而亲代

细胞只有 10%遥LoVo/5FU 细胞和 LoVo 细胞扫描电

镜观察袁发现耐药细胞表面出现突起微绒毛遥应用原

位 DNA 末端转移酶标记法可将 FITI 标记的脱氧尿

苷三磷酸渊dUTP冤掺入 DNA 片段的 3'- 羟基末端袁可

以从单个细胞水平检测细胞凋亡遥Tunel 法既可原位

亦可定量检测凋亡细胞袁尤其对早期凋亡细胞的检测

阳性率高袁敏感性好袁特异性强遥Tunel 法标记阳性细

胞核黄染袁提示 DNA 断裂袁并见核固缩袁胞浆不着

色遥相同条件下 5-FU 诱导的 LoVo 及 LoVo/5-FU 凋

亡 指 数 明 显 低 于 敏 感 细 胞 袁 提 示 耐 药 细 胞 株

LoVo/5-FU 细胞凋亡明显受到抑制遥
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图 2 不同浓度 5-FU 诱导的细胞凋亡指数
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图 3 110 滋g/ml5-FU 诱导的凋亡指数
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