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摘要

目的: 综述进展期大肠癌多药耐药细胞株建立的进展.

方法: 回顾复习近年的的文献 了解多药耐药与大肠癌细

胞株建立的情况 并对大肠癌多药耐药细胞株建立的情况

进行概括.

结果: 多药耐药(MDR)是大肠癌化疗失败的主要原因之一

建立多药耐药细胞株 为临床治疗大肠癌奠定的基础.

结论: 建立大肠癌耐药细胞株 为临床克服化疗障碍 提

高大肠癌对化疗药物的敏感性 对大肠癌治疗起到重要作用.
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0   引言

大肠癌是消化道常见的恶性肿痛 其发病率和死亡率

在消化道较高. 进展期大肠癌根治性效果差 手术切除

率只有50 %左右 大部分进展期大肠癌术后发生腹腔

内复发转移 5 a生存率只有23-30 %. 近年腹腔热灌

注化疗[1-3 ]引起国内外学者广泛的关注 对术后腹腔内

复发转移的防治具有一定的作用 但多药耐药

(multidrug resistance MDR)是大肠癌化疗失败的主要

原因之一 关于MDR机制的研究及如何克服MDR的

问题 受到国内外广大学者的高度重视 体外耐药细

胞株的建立是研究肿瘤细胞耐药不可缺少的模型 国

内外就耐药机制的研究已建立许多种耐药细胞株 并

以耐药细胞株的建立而筛选MDR逆转剂 为临床克服

化疗障碍 提高大肠癌对化疗药物的敏感性 对大肠癌

治疗起到重要作用. 本文就MDR发生机制及建立大肠

癌耐药细胞株和建株注意问题进行综述.

1   MDR发生机制和MDR逆转

MDR是肿瘤细胞在接触了一种抗癌药物后产生的对其

他多种结构与功能迥异的天然药物的耐药[4, 7] MDR是

肿瘤化疗主要障碍之一 与之相关的是Pgp 在 Pgp

方面的研究逐渐增多 Pgp 来自肿瘤细胞 作为一种

独立的能量流出泵(也称ATP流出药泵)导致化疗药物药

性降低 MDR1 (multidrug resistance gene)及其产物Pgp

能够将化疗药物从肿瘤细胞中泵出 减少抗肿瘤药物

在细胞中聚集.产生MDR机制很多 其中主要有以下几

方面: (1) MDR1 (multidrug resistance gene)基因产物Pgp过

度表达; (2)MDR相关蛋白(multidrug resistance-associated

protein)过度表达[5]; (3)LRP (lung resistance protein)介导

MDR 使化疗药物在肿瘤细胞聚集降低; (4)拓扑异构酶

(ToPo )活性降低; (5)谷胱苷肽-S-转移酶(glutatheone

S transferase GST)活性增强; 蛋白激酶C(PKC)与MDR

表型相关; 癌基因 c-mcy C-myb表达减少和C-fos

C-jun表达增加[6]. 从以上MDR机制可以看出 MDR包

含非常复杂机制 目前有些机制尚未明了. 在MDR方

面MDR1mRNA和Pgp可能是重要目标. Musto et al [8]研

究发现 人TNF和IL-2在MCT15和MCT116人结肠癌

细胞系转导和表达 可以逆转MDR TNF和 IL-2部分

减少mRNA和Pgp水平上MDR1表达(P <0.243). 几种类

似方法可以影响Pgp活性 应用钙通道阻断剂 钙调蛋

白等 或应用各种细胞分裂调节MDR1基因表达 并

且MDR基因表达应视作先天性表达 说明MDR1基因

表达大部贯穿于肿瘤中 这对肿瘤化疗起着关键作用.

有关MDR1基因及其表型的研究基本清楚 MDR1基因

克隆及其基因表达已用于临床.根据MDR 发生机制

可以采取以下几种方法来逆转MDR: (1)应用钙通道抑制

剂 使肿瘤细胞内化疗药物聚集增加 从而增加抗癌

药效性; (2)利用单克隆抗体选择性抑制MDR 细胞生

长 减少肿瘤细胞MDR; (3)应用MDR细胞对某些药物

和环境改变的高度敏感性使MDR逆转. 逆转剂的出现为

逆转药物的研究提供了一定理论基础 同时解决了一

些实际问题.Weinstein et al [9] 认为65-68 %大肠癌最初

是由MDR1 mRNA和Pgp表达的. 最近有关报道 MRP过

度表达机制可能是非Pgp介导产生的 这种Mr 190 000的

膜蛋白由MRP编码完成. Filipits et al [10] 认为首先是解决

MRP在大肠的表达 从而解决MRP耐药机制 克服大肠

癌化疗中 MRP具有重要参考价值. 其次评估MRP作为

其他临床参数 包括患者的存活率.Versantvoort et al [11]认

为 MRP引起MDR有两种模式. (1)MRP具有运转谷胱甘

肽-S- 偶合物和细胞毒性药物的双重作用 药物运转

的调节与谷胱肽-S-偶合物运转的调节是密切相关的.

(2)MRP是一种谷胱甘肽-S-偶合物运载体 能够活化

内源性潜在药物的运转蛋白 细胞毒性药物由细胞内
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的潜在药物转运蛋白转运 而MRP能与之形成膜相关

复合物 MRP对谷胱甘肽-S-偶合物的运转将同样引

起药物的一系列变化. 总之MRP在某些实体瘤中已被证

实作为另一种MRP基因可能参与替代MDR机制[12].

2   耐药细胞株的现况

自1988年Broggini et al [13]建立结肠癌耐药细胞株以来 国

内外一系列耐药细胞株相继建立. 1989年Sommers et al [14]

乳腺癌耐药细胞株建立 K562/A02[15] SGC7901/VCR

SGC7901/ADM SGC7901/5-FU SGC7901/MTX[16]等耐

药细胞株相继建立 为研究MDR机制和MDR逆转 提

高肿瘤细胞对化疗药物敏感性 从而为临床肿瘤的治

疗提供了逆转耐药模型 以指导临床医生选择合理的

化疗方案. 耐药细胞株的建立是选用接种8 h后处于对

数生长期的亲代细胞 用一定的化疗药物浓度反复处

理 待亲代细胞生长稳定后逐步增加药物浓度. 开始2-

3 wk 增加一倍的剂量药物浓度 用有限稀释法克隆

长出克隆后再取出培养 6-10 mo后[17, 18]建立耐药细胞

株. 但不同的药物浓度作用于不同的细胞系 以及不同

药物作用方式下所产生的耐药性特征具有明显的差异.

Yang et al [17]应用2种方法诱导人结肠癌多药耐药细胞

株Adr1.2 和 SRA1.2 是由人结肠癌细胞系Lovo 培养

建株 Adr1.2是由不同浓度的阿霉素长期连续处理诱导

建株 SRA1.2是由阿霉素间断处理而诱导建株 这两

个耐药细胞株具有交叉耐药和相似光谱细胞性因素

但Adr1.2在9种化疗药物实验中 阿霉素耐药性最强

SRA1.2对长春新硷耐药性最强 尽管SRA1.2具有Lovo

细胞相似的生物学特性 而Adr1.2 可以显著改变其生

物学特性.另外 SRA1.2在无药条件下可以维持10 mo

耐药性 进一步研究表明 Adr1.2 和 SRA1.2 作为 2

种不同的耐药模型 为研究人结肠癌MDR提供了一种

理想模型. Cohen et al [19]所建立HT-29/ADM耐药细胞

株 在这个体系中 治疗前亚毒性剂量ADM作用于人

结肠癌HT-29细胞 并在无药培养基中培养24 h 然

后用ADM 0.3 µg/mL作用于HT-29细胞1 h 在这段时
间细胞的存活能力和没有治疗的肿瘤细胞相比 治疗前

细胞存活能力增加100倍 增加ADM剂量(2-8 µg/mL)
后 增加细胞的存活率 这种结果表明 具有一小

部分抗ADM细胞产生抗ADM表型. 类似的诱导耐药性

观察到75 %亚克隆细胞是从有限稀释HT-29细胞中分

离出来 提示亲代细胞HT-29 可以产生ADM表型

说明耐药机制的复杂性. 总之 耐药细胞株的建立为寻

求逆转人类肿瘤耐药新型化疗的增敏剂或综合化疗提

供了实验模型.

3   MDR的临床意义

MDR产生的主要原因是过度表达的Pgp使大肠癌细胞

内药物外流增加 故任何降低其外流的物质可使细胞

内药物聚集增加 从而有效杀伤大肠癌细胞[20]. 应用灵

敏的试验方法 Vitols 发现大肠癌RNA表达水平低于

正常组织 其他显示肾脏附近组织和肾脏具有较高的

MDR1mRNA 表达水平 而在肺脏 肝脏 空肠和结

肠是中间表达水平 其他组织是低表达水平[21-25]. 在肾

脏附近 肾脏 肝脏和结肠肿瘤中有较高标准的

MDR1mRNA[26] MDR1基因过度表达是产生MDR的主

要原因.Walther et al [27]研究发现TNF和 IL-2可以调节

MDR1表达和增加某一MDR1药物在肿瘤细胞系毒性.

        MDR临床价值 决定大肠癌的患者MRP的临床价

值 Filipits et al [10]应用RT/PCR及免疫组化的方法研

究了MRP表达 MRP表现型 观察了88 %大肠癌标本

单克隆抗体QCRL-1和QCRL-3在所有标本中占23 %

强阳性 77 %弱阳性 对于年龄及性别无明显差别. 早

期结肠癌中瘤体大小 级别及远处淋巴结转移 强阳性

的MRP表达与MDR1RNA或Pgp蛋白无关 与临床大肠

癌存活率有明显的差异. 辩认MDR生物学机制可以改善

临床大肠癌治疗[28] 美国癌症防治研究所应用60株细

胞株作为新的因子 以PCR技术设计MDR1/Pgp的表达

在39株细胞中检出MDR表达基准 尤其在肾癌和结

肠癌有很高表达水平. 一般来说 由Pgp含量较高的组

织发生肿瘤 其MDR1/Pgp 表达水平也较高 而未经

治疗的肺癌 乳癌 食管磷癌等Pgp表达阴性 说明由

MDR1过度表达组织癌变时 其MDR1基因也表达[29-32] .

在大肠癌的治疗过程中 MDR给临床化疗带来许多困

难 国内外学者对MDR 作了大量的研究工作 近年

来 由于使用了更有效的化疗药物 同时制订了更完备

的联合化疗方案 使大肠癌患者化疗的疗效得到了稳

定的提高 在临床很多患者经过最初的化疗后 最终产

生MDR 从而使临床化疗失败 但如何解决MDR方

面的诸多问题 还处于探索阶段.

        MDR是耐药的重要形式 大肠癌的MDR是一种复

杂现象 可能包括MRP基因和MDR1基因 MDR是大

肠癌化疗失败的主要原因 MDR的表达水平与大肠癌细

胞对化疗药物的耐受性相关 所以 通过对MDR的发生

机制的研究 以反映大肠癌患者对药物敏感程度 以指

导临床医生选择合理的化疗方案. MDR作为一种Pgp过

度表达 是临床医生在大肠癌的化疗遇到的技术难关.

4   建立耐药细胞株注意问题

4.1 材料准备  目前 临床建立许多种耐药细胞株 选

择亲代细胞和药物应与临床应用具有相关性 试剂和

溶液配制严格科学性和严密性.

4.2 建株方法选择  耐药细胞株建立一般分2种方法[17]

一是逐步增加药物浓度的方法作用于亲代细胞 培养

建株; 二是间断大剂量浓度药物作用于亲代细胞建株. 无

论是持续或间断诱导都应以与临床周期性化疗相配套

所建立的耐药细胞株更好模拟化疗后患者出现耐药情

况 更适合研究MDR 模型.
4.3 结果判定  临床建立耐药细胞株[13-19] 采用细胞形
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态学 超微结构观察 细胞生长曲线测定 IC50 (the
50 % inhibition concentration)测定 染色体核型分析法
等 Yang et al [17]应用基因扩增仪测定所建立的耐药细
胞系MDR1 从分子水平上探讨MDR机制 从而为临
床MDR逆转及化疗增敏剂应用提供更加理想的实验基础.
       总之 耐药细胞株的建立 为临床研究MDR机制提
供良好模型 为耐药逆转剂研究提供了一定的途径 但
如何把耐药细胞株建立更好与临床肿瘤化疗产生的
MDR有机结合起来 探讨其MDR机制还有待于进一步
完善. 对耐药细胞株的各项检测方法有待于进一步研究.
大量的体外耐药细胞株建立 为进行有效的临床化疗
耐药机制试验作了准备. 各种耐药逆转剂发现 可以提
高肿瘤细胞内药物浓度 但无论是何种耐药逆转剂 对
肿瘤细胞内药物浓度只是部分逆转 提示我们有必要
筛选更有效的逆转药物. 随着高效逆转剂的不断发现
并逐步应用于临床 各种耐药细胞株的建立 肿瘤化疗

的耐药性将被克服.
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