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Abstract
AIM: To deve lop HCT-8/5- f luorourac i l 
multidrug resistant cell line and explore the 
mechanism its drug resistance.

METHODS: High concentration of 5-FU was 
used in the beginning to induce drug resistance 
of HCT-8 cell line, and thereafter, the concentra-
tion of 5-FU was increased in gradient. About 7 
mo later, the cells could stably grow in 2.0 mg/L 
5-FU, which was named HCT-8/5-FU multidrug 
resistant cell line. The resistant index of HCT-
8/5-FU cells to 5-FU, adriamycin (ADM), and 
cisplatin (DDP) was examined with MTT assay, 
and growth curve was drawn. The morphologi-
cal changes were observed by both light and 
electron microscopy. The function of P-glyco-

protein (P-gp) was detected by flow cytometry 
using rhodamine staining.

RESULTS: The resistant index of HCT-8/5-FU 
cells to 5-FU is 16.6, and a cross-resistance to 
ADM and DDP was also noticed. In comparison 
with that of the parental cells, the growth rate of 
HCT-8/5-FU cells did not changed significantly, 
but the morphology of the cells was remarkably 
changed. Irregular nucleus, double nucleus and 
polymorphic nucleus appeared in HCT-8/5-FU 
cells, and the cells shaped as polygon-like and 
leptosomatic. The numbers of mitochondria, 
endoplasmic reticulum and lysosome were 
increased, and over-expression of P-gp was ob-
served in HCT-8/5-FU cells.

CONCLUSION: HCT-8/5-FU multidrug re-
sistant cell line is successfully developed. The 
drug-resistance mechanism of HCT-8/5-FU cell 
line may be related to the over-expression of 
P-gp.
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摘要
目的: 建立人大肠癌多药耐药细胞株HCT-8/5-
FU及并对其耐药机制进行探讨. 

方法: 先采用较大剂量间歇诱导法进行筛选, 
再采用浓度梯度递增法作用, 历时7 mo, 至
HCT8细胞可长期在5-FU浓度为2.0 mg/L的细
胞培养液中稳定生长. 电镜、HE染色观察2种
细胞形态结构差异. 体外细胞毒性实验观察他
对5-FU, ADM, DDP的耐药性. 绘制亲本细胞
和耐药细胞的体外生长曲线. 罗丹明染色法检
测其两种细胞P-gp功能表达. 

结果: HCT-8细胞株经7 mo诱导, 可在5-FU 2.0 
g/L的培养液中稳定增殖, 具有多药耐药性, 命

®

■背景资料
国内人大肠癌多
药耐药细胞株报
道 较 少 ,  本 文 用
5-FU对人大肠癌
细胞株HCT-8进
行诱导, 建立大肠
癌多药耐药细胞
株, 并探讨耐药机
制. 通过间歇诱导
法, 浓度梯度递增
法建立的大肠癌
MDR有一定科学
性, 对P-pg的测定
有助于了解大肠
癌术后化疗差机
制.
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名为HCT-8/5-FU, 该细胞株对5-FU的耐药指
数为16.6, 并对ADM, DDP有交叉耐药性. 该
细胞株体外群体倍增时间与亲本细胞差别不
显著. HE染色观察耐药细胞胞体较亲本细胞
大, 细胞核不规则, 可见双核、多形核, 细胞形
态不规则, 呈多角形、细长形改变, 可见巨核
细胞. 透射电镜下耐药细胞胞质内线粒体、内
质网、溶酶体增多. 流式细胞仪罗丹明染色法
观察荧光强度曲线左移, 提示耐药细胞有过度
P-gp表达.

结论: 成功建立HCT-8/5-FU多药耐药细胞株. 
先采用较大剂量间歇诱导进行筛选, 再采用浓
度梯度递增法作用是诱导大肠癌耐药细胞株
的较好方式. HCT-8/5-FU细胞株的耐药机制
与P-糖蛋白表达有关.

关键词: 肿瘤细胞; 细胞培养; 大肠癌; 耐药细胞株; 

多药耐药; P-糖蛋白
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0  引言

随着国民生活水平的提高, 饮食结构的改变, 大肠

癌的发病率正逐年升高, 其发病率仅次于胃癌、

食道癌、肺癌等恶性肿瘤之后, 居第4-6位[1]. 近
年来, 虽然现代外科学手术方法取得改进及非

手术方法取得了一定进展, 但是对术后复发或

转移尚缺乏有效手段. 肿瘤细胞耐药性限制了

疗效提高[2-3]. 建立大肠癌耐药细胞株为临床研

究肿瘤细胞多药耐药(MDR)机制提供了实验基

础, 因此研究MDR机制和逆转MDR的方法是

肿瘤临床亟待解决的问题[4-5]. 国内对人大肠癌

多药耐药细胞株报道较少, 我们用5-氟尿嘧啶

(5-fluorouracid, 5-FU)对人大肠癌细胞株HCT-8
进行诱导, 建立大肠癌MDR细胞株, 并探讨其生

物学特性 ,  为进一步寻找逆转剂的研究打好

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640为Gibco公司产品; 噻唑兰

(MTT)、罗丹明123 (Rhodamine 123)、10 g/L
锇酸溶液、环氧树脂等均为美国Sigma公司产

品; 5-FU, 天津氨基酸公司产品; 顺铂(cisplatin, 
DDP), 阿毒素(adriamycin, ADM), 齐鲁制药厂产

品. 大肠癌细胞株HCT-8由中国医学科学院药物

研究所提供, 为大肠腺癌细胞, 在含100 mL/L胎
牛血清的RPMI 1640培养液, 37℃, 50 mL/L CO2

饱和湿度的细胞培养箱中培养.
1.2 方法 细胞铺满瓶底约90%时, 先用50 mg/L 
5-FU的培养液作用约24 h, 观察有70%细胞死亡

时, 停止药物作用, PBS缓冲液冲洗2次, 此时瓶

中仅有10%-20%细胞贴壁生长, 用含100 mL/L
胎牛血清的RPMI 1640培养液培养, 约1 mo时, 
细胞已铺满瓶底80%, 继续用含5-FU的培养液作

用约24 h, 改用含胎牛血清的RPMI 1640培养液

继续培养, 待细胞进入对数生长期时, 分瓶传代, 
以梯度增加方式, 在5-FU终浓度为0.5, 1.0, 1.5, 
2.0 g/L的RPMI 1640培养液中培养, 历时7 mo, 
至HCT-8细胞可长期在2.0 g/L的5-FU培养液中

稳定生长, 表明HCT-8/5-FU耐药细胞株建立. 取
对数生长期HCT-8和HCT-8/5-FU细胞, 胰酶消

化, 充分吹打悬浮, 接种于6孔培养板, 使每孔含

细胞数为1×104, 每孔加培养液3 mL, 每株每

24 h计数3孔, 取其均值, 共计数6 d, 绘制细胞

生长曲线.
1.2.1 细胞形态学观察 取6孔培养板先加入经高

温蒸气消毒的盖玻片, 每孔3-4片, 与培养板底

壁贴牢固定, 再加入细胞数为1×108/L的亲本

HCT-8细胞和HCT-8/5-FU细胞悬液, 3 mL/孔. 
待细胞呈对数生长期时, 取出盖玻片行H E染
色后光学树脂封片并照相. 另取对数生长期的

HCT-8亲本细胞和HCT-8/5-FU细胞各一瓶, 用细

胞刮子轻轻刮下, 离心去上清, 细胞团块用25 g/
L戊二醛前固定, 10 g/L锇酸后固定, 丙酮梯度

脱水, 环氧树脂包埋, 切片机进行超薄切片, 用
醋酸-铀双染色, TECNAI透射电镜观察并摄片.
1.2.2 耐药指数测定 对数生长期的HCT-8细胞和

HCT-8/5-FU细胞, 胰酶消化, 充分吹打成细胞悬

液, 100 μL/孔接种于96孔板, 使每孔细胞数为1
×104, 并设空白对照, 阴性对照, 于CO2孵箱中

适应性培养24 h后, 加入稀释后的抗肿瘤药物

(每种药物设5种浓度), 对照组加入等量的PBS溶
液, 对照组及各浓度组均设4孔, 继续培养48 h. 
快速翻转并弃去孔中液体, 在每孔中加入1 g/L
的MTT 30 μL, 继续培养4 h, 小心吸去孔中上

清液, 在每孔中加入DMSO 100 μL, 振荡培养板

10 min, 使孔中沉淀完全溶解, 以490 nm为检

测波长, 560 nm为参考波长, 测各孔吸光度值(A
值), 以平均A值对药物浓度的对数作图, 从图上

求出杀死半数细胞的药物浓度即ID50, 依据耐药

细胞和亲本细胞对某一药物的ID50比值, 求得耐

■同行评价
本文阐述癌细胞
多药耐药机制, 并
寻找逆转其耐药
机制的对策, 是一
项有意义的研究. 
文章设计科学, 方
法 先 进 ,  结 论 客
观, 虽然所作工作
是初步的, 但其研
究思路有一定的
启示性.
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药指数, 耐药指数(RI) = ID50耐药细胞/ID50亲本

细胞.
1.2.3 细胞内P-gp的检测 亲本细胞和耐药细胞同

时应用, 充分消化, 分散程度要高, 将培养细胞

用RPMI 1640培养液漂洗1次, 制成2×109/L细胞

悬液, 计数; 每管加入终浓度达5 g/L的罗丹明; 
37℃保温30 min, 1500 r/min离心2 min, 去除培

养液, 再用新培养液洗去细胞外的罗丹明染料; 
在37℃保温10 min, 使P-gp糖蛋白功能得以发

挥, 能把药物泵出; 再用RPMI 1640培养液洗1次,  
异博定(10 g/L终浓度)终止泵出功能, 放在冰冷

的新RPMI 1640培养液中待检测; 流式细胞仪用

488 nm的激发光, 测试细胞荧光强度.
统计学处理 应用STATA 7.0软件进行统计

学处理, 采用t检验, P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 细胞形态和生长 HE染色观察耐药细胞胞体

较亲本细胞大, 细胞核不规则, 可见双核、多形

核, 细胞形态不规则, 呈多角形、细长形改变, 
可见巨核细胞. 而亲本细胞胞核相对较大, 胞质

少, 细胞形态与耐药细胞相比较规则(图1). 透射

电镜下可见两种细胞超微结构的差异, 与亲本

细胞相比, 耐药细胞胞质内可见丰富线粒体及

内质网, 部分内质网扩张为囊泡状, 部分耐药细

胞胞质内可见大量溶酶体及酶性颗粒分泌、不

规则空泡及脂滴(图2). 两株细胞在贴壁后第6天

均达到对数生长期, 图3提示耐药细胞和亲本细

胞体外增殖速度相似, 但倍增时间较亲本细胞

延长. 
2.2 HCT-8/5-FU具有多药耐药性 HCT-8不但对

5-FU产生耐药性, 而且对大肠癌的常用化疗药

物ADM, DDP也产生一定程度的交叉耐药性(表1). 
2.3 P-gp蛋白的表达 罗丹明的结构与众多抗癌

药物的结构有许多相似之处, 可作为积累在细

胞内的抗癌药物的代表. 他能有效地被P-gp蛋白

图  1  细胞形态HE×100. A: HCT-8/5-FU; B: HCT-8. 图  2  细胞超微结构TEM×10 000. A: HCT-8/5-FU; B: 

HCT-8.
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图  3  HCT-8和HCT-8/5-FU的细胞增殖曲线.
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表  1  细胞对不同浓度化疗药物的IC50及耐药指数 (n  = 4, 
mean±SD)

	         HCT-8             HCT-8/5-FU          耐药指数

5-FU          0.40±0.02          7.14±0.46              16.6

DDP            1.20±0.67          4.72±0.23	              3.93

ADM           0.83±0.02          5.21±0.13              6.26
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排出胞外, 并且有强荧光性, 容易测定. 图4说明

亲本细胞由于没有或很少P-gp蛋白, 不能将进入

细胞中的罗丹明排出, 在细胞中积累大量罗丹

明, 故荧光强度很大, 曲线右移; 而耐药细胞有

P-gp过度表达, 使进入细胞的罗丹明有效地排

出, 故荧光强度低, 曲线左移. 

3  讨论

大肠癌是消化道常见恶性肿瘤之一, 早期诊断, 
成功的根治性手术切除及手术为主的综合治疗

是提高大肠癌患者治愈率的关键[6]. 但临床就诊

时多数患者已是中晚期, 术后5 a生存率一直徘

徊在50%左右, 其主要原因之一是化疗的失败. 
化疗失败的主要原因是肿瘤对分子结构不同、

作用机制各异的抗肿瘤药物产生交叉耐药, 即
MDR的产生[7-8]. 所以建立耐药细胞株, 通过对

MDR发生机制的研究, 以指导临床医生选择合

理的化疗方案和化疗药物具有重要意义. 肿瘤

细胞与抗癌药物接触后, 不仅对其所用药物产

生耐药性, 对其他结构和功能不同的药物也产

生耐药性, 这种交叉耐药性通常与所用诱导药

物的耐受程度呈正比[9-10]. 已往建立的耐药细胞

系, 多采用逐步增加化疗药物浓度持续作用方

式体外诱导, 或者恒定药物浓度周期作用方式

获得. 前者所需时间较长, 一般为9-12 mo, 而恒

定药物周期作用方式因浓度选择较困难, 浓度

过高会使诱导失败, 而浓度较低, 细胞的耐药性

不明显, 诱导周期较长, 均有一定不足[11-13]. 本实

验先用恒定浓度的化疗药物短时间接触法, 筛
选出对5-FU耐药性较强的细胞, 并在此基础上

逐步增加化疗药物浓度持续作用, 在7 mo内成

功诱导出HCT-8耐药细胞株, 命名为HCT-8/5-
FU. 耐药细胞株对5-FU的相对耐受度提高了约

16倍, 并对ADM, DDP也产生一定程度耐药. 与
亲代细胞相比, 耐药细胞生长速度较慢, 倍增时

间延长. 形态学上, 耐药细胞体积增大, 胞质空

泡及颗粒增多, 不规则形态细胞增多. 电镜下观

察两种细胞的超微结构, 可见耐药细胞胞质中

有丰富内质网、线粒体, 部分线粒体扩张, 胞质

内还可见到大量溶酶体及酶性颗粒分泌及不规

则空泡及脂滴存在, 内质网增生及溶酶体与细

胞的解毒功能、吞噬外来物质作用相关, 而线

粒体增多与脂滴存在也提示细胞器功能增强, 
提示随着HCT-8/5-FU细胞耐药性增强, 其生物

学特性已发生变化. 已往的大肠癌耐药细胞株

采用ADM, 丝裂霉素等[14], 因5-FU对肿瘤细胞敏

感, 诱导较困难, 报道不多. HCT-8/5-FU细胞株

对大肠癌的首选药物5-FU产生耐药, 并与ADM, 
DDP等常用大肠癌化疗药产生交叉耐药, 是研

究大肠癌MDR机制和寻找逆转剂的理想模型, 
对临床应用有较大指导意义.

过去对有关耐药细胞株和恶性肿瘤的耐药

机制进行了深入的研究, 肿瘤细胞根据耐药谱

不同, 其耐药类型可分为原药耐药(PDR)和多药

耐药(MDR)[15-16]. 化疗失败的主要原因是肿瘤多

药耐药性(MDR)的产生. 国内外对MDR进行了

广泛、深入实验和临床研究, 证明其机制包括: 
多药耐药基因(mdr1基因)及其编码的P-糖蛋白

(P-gp)过度表达; 多药耐药相关蛋白(MRP)表达

增加; 谷胱甘肽(GSH)依赖性解毒酶系统活性增

加; 蛋白激酶C变化; DNA修复机制增强; DNA
拓扑异构酶含量减少或性质发生改变等[7,17-18]. 
P-gp能使肿瘤细胞对多种化疗药物不敏感, 他是

多药耐药基因(multidrug resistant gene)的表达产

物[19]. 多数学者认为, P-gp是一种ATP能量依赖

泵, 能够将药物由细胞内排出, 其结果导致相应

细胞毒药物在细胞内蓄积减少, 致使抗癌效应

丧失, 这是耐药细胞产生耐药的重要途径[8,20-21]. 
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[22-23].
目前已建立了数种不同敏感性和特异性的

多药耐药检测方法, 用于确定恶性肿瘤不同的

耐药机制. 在RNA水平上的检测方法有Northern 
blot, Slot blot, RT-PCR, RNAse protection assay和
原位杂交. 而免疫组化, Western blot和流式细胞

术可用于耐药蛋白的检测[24-25]. 另外功能性检测

方法如罗丹明123的摄取和抗癌药物在细胞内

的积聚可用于确定不同耐药蛋白的功能活性[26]. 
这些方法有的用于大体肿瘤标本的检测, 有的

用于细胞株研究. 通过罗丹明活细胞染色证明

HCT-8/5-FU细胞能够有效地将细胞内化疗药物

排出胞外, 提示HCT-8/5-FU细胞的耐药机制与

P-gp过度表达有关[27]. 但如上所述, 肿瘤细胞产

图  4  罗丹明染色法检测两种细胞的荧光强度曲线.
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生耐药性的机制是多方面的, HCT-8/5-FU细胞

的多药耐药机制除P-gp过度表达外, 还有待于进

一步研究. 
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