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要!建立肿瘤耐药细胞系是研究肿瘤细胞的重要手段之一#也是探讨肿瘤多药耐药机制及其逆转的基础&

采用大剂量间歇诱导法诱导
@M_6B

细胞#建立
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基因的表达&结果显示#阿霉素抑制
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#耐药倍数为
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细胞中的阿霉素积累量较
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明显高(
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细胞中
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基因表达明显上调#

"A,$#

和
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基因表达下调&成功获得对阿霉素耐药的人乳腺癌耐药细

胞株
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#为进一步研究乳腺癌多药耐药机制及其逆转提供有利工具#并且对乳腺癌化疗药物的筛选具有

一定的意义&
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乳腺癌是女性多发的恶性肿瘤之一$对妇女的

身心健康造成严重威胁%据统计$世界范围内每年

新增患者约
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万人$死亡率呈逐年上升趋势'
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目前$乳腺癌的治疗中$化疗占有十分重要的地位$

尤其是对于癌细胞已经扩散的患者$化疗是主要的

治疗方法%然而随着化疗药物使用时间的增长$化

疗药物对肿瘤细胞的杀死作用逐渐减小$同时也会

表现出对不同结构和作用机理的药物产生交叉耐受

性$这种现象称为多要耐药性"

F(,;2X)(

3

)0:2:;6

+*50

$

@SL

#

'

!

(

%肿瘤细胞对化疗药物产生交叉耐

药是化疗成功的主要障碍$对肿瘤的治疗极为不利$

也是困扰着肿瘤学家和癌症患者的一个重大问题%
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发生机制比较复杂$但目前
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#被认为

是导致
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的主要机制之一$其在肿瘤多药耐药

产生中的主要作用是将化疗药物由肿瘤细胞内泵至

细胞外$降低细胞内药物浓度$从而导致
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的产
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$其中与临床肿瘤治疗关系最密切的是
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%建立耐药细胞系是研究肿

瘤细胞的重要手段$对肿瘤的治疗具有十分重要的

意义$是探讨恶性肿瘤多药耐药机制及其逆转多药

耐药性的基础%本研究采用大剂量间歇诱导法诱导

@M_6B

细胞$建立阿霉素耐药的人乳腺癌
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细胞系$并检测耐药模型较亲本株的耐药倍数$细胞

内药物的积累量等参数$以及多药耐药的标志基因
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的表达变化$为深入研究

肿瘤耐药及多药耐药逆转提供理想的模型和实验
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"?!

!

耐药人乳腺癌细胞模型
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$测定各孔的
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值$计算阿霉素对
@M_6B

)细

胞增殖的抑制率及
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用
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$弃含药培养液换不含阿霉素的培养液培养

数代$待细胞生长状态良好以后$按上述方法重复$

直至细胞能维持在
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阿霉素浓度下长期

培养即成为耐药人乳腺癌细胞模型
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法检测
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细胞系的耐药指数

取对数期生长的
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流式细胞术测定细胞内药物的积累量
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大剂量间歇诱导出
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通过终浓度为
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的阿霉素反复间歇

诱导$历时
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个月成功诱导出
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细胞%

冻存复苏后细胞仍能稳定生长&增殖%如图
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$与野

生型
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细胞比较$耐药细胞株
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的形态发生明显变化$边缘不再呈尖角梭型$相对比

较圆滑%野生型
@M_6B

细胞之间接触比较紧密$而

耐药细胞株
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之间间隙比较大$排列比

较松散%在培养过程中发现$耐药细胞株
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消化时间较野生型稍长%
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目前肿瘤的多药耐药性仍被视为化疗中的最大

障碍%各种肿瘤细胞获得耐药性的机制$都可能成

为今后化疗的靶点'
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%因此$深入研究肿瘤细胞耐

药性机制的产生$寻找关键的靶点$进而针对靶点设

计逆转肿瘤细胞多药耐药性的药物$为降低癌症死

亡率和提高治愈率增加希望'
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肿瘤耐药细胞株的建立是研究
@SL

发生机制

和逆转策略的重要手段%可以说$目前已知的

@SL

机制几乎都首先在耐药细胞株中发现$而后

在临床病人中得到证实的'
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%国内外学者们用药物

递增诱导法建立了多种耐药肿瘤细胞株$以深入研
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究肿瘤耐药的机制%体外建立耐药细胞株作为研究

肿瘤细胞
@SL

机制的重要工具至今已有
#$

多年

的历史$已产生多种诱导耐药$建立耐药细胞系的方

法'

G

$

D6C

(

%阿霉素"

+X)2+F

<

52*

$

OS@

#是目前临床上

应用较为广泛的抗肿瘤药物$抗瘤谱较广$主要适用

于急性白血病$对急性淋巴细胞白血病及粒细胞白

血病&乳腺癌&肉瘤&肺癌&膀胱癌等都有一定疗

效'

"$

(

%它是一种蒽环类抗生素$主要是通过进入细

胞核固定在拓扑异构酶
%(

6S=O

复合体上$影响细

胞增值$达到杀伤肿瘤细胞的目的$对各种生长周期

的肿瘤细胞都有一定的杀伤作用'

""

(

%研究表明$肿

瘤化疗过程中长期使用阿霉素会导致肿瘤细胞对其

产生耐药性$而且已经有很多阿霉素耐药细胞株构

建成功的例子$所以本课题用阿霉素诱导乳腺癌细

胞
@M_6B

$建立可靠的肿瘤细胞多药耐药性模型%

本研究所采用的大剂量间歇诱导法与临床周期

性化疗相似$更好地模拟临床上化疗患者出现的耐

药现象$它对肿瘤多药耐药性的研究更有意义%经

过此方法成功诱导得到
@M_6B

)

OXF

耐药株$其耐

药指数为
!#%

%其细胞形态较野生型
@M_6B

细胞

发生明显变化$而且在培养过程中也发现耐药株生

长也相对缓慢$胰酶消化时间也较野生型稍长%

@77

结果提示两株细胞对
OS@

的敏感性存在着

显著的差异"

V

/

$?$"

#%

$?$#

#

3

)

FK

的
OS@

已

经对
@M_6B

细胞产生抑制作用$但
OS@

浓度增加

为
G$

倍即
"

#

3

)

FK

时$对
@M_6B

)

OXF

未见明显

抑制作用$提示
@M_6B

)

OXF

细胞对
OS@

产生了

显著的耐药性%流式细胞术检测结果显示耐药株内

阿霉素浓度明显降低$这进一步说明耐药细胞株构

建成功%

L0+,6;2F0JML

结果显示耐药细胞内
OQ6

MQ"

基因表达上调$而
"A,,"

基因和
"A,$#

基因

表达下调%初步推断其产生耐药性与
"A,A"

基因

表达上调有关$

"A,A"

导致肿瘤多药耐药主要是将

化疗药物由肿瘤细胞内泵至细胞外$降低细胞内药

物浓度$从而导致
@SL

的产生'

"#

(

%至于另外两种

耐药相关基因表达下调的原因尚不清楚$尚需进一

步研究%考虑到肿瘤多药耐药的分子机制非常复

杂$是基因突变&相关蛋白的表达&各种酶介导&干细

胞靶点表达缺失等多因素$多步骤综合作用的结

果'

"!

(

$需进一步深入研究%

总之$本研究成功建立了一种人乳腺癌耐阿霉

素的细胞株
@M_6B

)

OXF

$为进一步研究乳腺癌多

药耐药性的机制及耐药性逆转的药物提供有利工

具$并且对抗乳腺癌化疗药物的筛选具有重要的

意义%
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