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Abstract
AIM: To establish a cisplatin-induced human 
gastric cancer drug-resistant cell line and study 
changes in its resistance.

METHODS: A resistant gastric cancer cell line 
(SGC7901/DDP) was established by gradually 
increasing the dose of cisplatin with intermit-
tent, monthly administration. Drug sensitivity 
was detected by MTT assay. Changes in biologi-
cal characteristics were determined using light 
microscopy, electron microscopy, cell counting 
by MTT assay, and flow cytometry�.

RESULTS: The SGC7901/DDP cell line was 
developed after 4 mo, with stable resistance to 
cisplatin. The resistance index for each month 
was 2.13, 5.32, 12.60 and 12.93, respectively. 

SGC7901/DDP cells exhibited cross-resistance 
to many other chemotherapeutic agents (e.g., 
5-fuorouracil and mitomycin C). The morphol-
ogy of SGC7901/DDP cells gradually changed; 
doubling time was gradually prolonged, and the 
cell numbers in S- and G2/M-phases gradually 
decreased, while that in G0/G1 phase gradually 
increased, compared with parent cells.

CONCLUSION: The SGC7901/DDP cell line 
showed a typical and stable resistant phenotype, 
multiplication of the SGC7901/DDP cell line 
gradually decreased, and MTT assay and elec-
tron microscopy determined the resistance of the 
SGC7901/DDP cell line.
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摘要
目的: 建立人胃癌顺铂耐药细胞系. 

方法: 采用逐步递增顺铂浓度, 间歇作用体外
诱导法建立人胃癌顺铂耐药细胞系SGC7901/
DDP, 每月作相关检测; MTT法测定药物敏感
性; 光镜、电镜、MTT法计数活细胞、流式
细胞仪等方法观察其生物学特征的改变. 

结果: 历时4 mo建成人胃癌顺铂耐药细胞系
SGC7901/DDP, 1, 2, 3, 4 mo的耐药指数分别
为2.13, 5.32, 12.60, 12.93, 并且与5-氟尿嘧
啶、丝裂霉素等多种抗癌药有不同程度的交
叉耐药性; SGC7901/DDP的细胞形态逐渐发
生改变; 体外群体倍增时间较亲代细胞逐渐
延长; 细胞周期分析发现其S期与G2/M期细胞
逐渐减少, G0/G1期细胞逐渐增多.

结论: SGC7901/DDP细胞具有耐药表型特征, 
耐药性能稳定, 增殖能力逐渐下降.

关键词: 胃癌; SGC7901/DDP; 顺铂; 药物耐受性
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■背景资料
肿瘤细胞的耐药
机制十分复杂, 肿
瘤多药耐药现象
是肿瘤化疗研究
的热点. 在体外建
立多药耐药细胞
系是研究肿瘤产
生多药耐药性的
重要手段. 



潘洪明, 费洪新, 杜静平, 陈正华, 张涛. 人胃癌顺铂耐药细胞系

的建立过程.  世界华人消化杂志  2007;15(18):2009-2013

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2009.asp

0  引言

顺铂(cisplatin, DDP)抗瘤谱广, 对睾丸肿瘤、卵

巢癌、肺癌、鼻咽癌、淋巴瘤、膀胱癌等有效, 
是周期非特异性药物, 目前临床大量使用. 但是

由于耐药性的产生使其不能发挥应有的治疗作

用, 导致化疗的失败. 肿瘤细胞发生耐药的机制

是十分复杂的, 在体外建立多药耐药细胞系是

研究肿瘤产生多药耐药性(multidrug resistance,  
MDR)[1-2]的重要手段. 鉴于目前国内外尚缺乏人

胃癌SGC7901耐DDP的细胞模型. 我们采用逐步

递增DDP的浓度、间歇作用体外诱导法, 建立

了人胃癌SGC7901顺铂耐药细胞系, 研究耐药过

程中的变化, 为深入研究人胃癌SGC7901顺铂耐

药的机制和筛选耐药逆转剂提供理想的模型.

1  材料和方法

1.1 材料 DDP山东齐鲁制药厂生产; 5-氟尿嘧

啶(5-F U)上海旭东海普药业有限公司 ;  长春

新碱(VCR)上海华联药业有限公司生产; 丝裂

霉素(MMC)日本Kyowa Hakko公司生产; 阿
霉素(ADM)澳大利亚F. H. Faulding公司生产; 
RPMI1640由Gibco/BRL公司提供; MTT试剂盒

购自上海华舜生物工程有限公司. SGC7901为
人胃癌细胞系, 亚盛集团博士后科研(北京)工
作站提供. 细胞培养在经过0.22 µm滤膜过滤的

RPMI1640培养液中(含100 mL/L热灭活胎牛血

清, 2 g/L NaHCO3, 青霉素100 U/mL和链霉素

100 mg/L), 在37℃, 50 mL/L的CO2, 饱和湿度下

培养, 用PBS配制的1.5 g/L的胰蛋白酶(含有0.2 
g/L的EDTA)消化细胞传代.
1.2 方法 采用逐步递增DDP浓度间歇作用的方

法诱导细胞耐药. 取对数生长期的细胞SGC7901
细胞接种于含有RPMI1640培养液中, 从低浓度

0.06 mg/L作用48 h后弃去含药的培养液, 加入新

鲜的培养液, 继续培养, 待其恢复正常生长, 消
化传代后继续用0.06 mg/L的药物浓度处理48 h, 
如此反复换液、传代逐步提高DDP浓度间歇诱

导细胞, 最终获得一株能耐受0.6 mg/L的细胞

系, 命名为SGC7901/DDP, 并且将其培养在含有

DDP 0.1 mg/L的完全培养液中. 
1.2.1 细胞生长曲线 将5×107个/L细胞接种于8
块96孔培养板中, 每孔200 µL, 一种细胞设3个复
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孔, 37℃, 50 mL/L的CO2孵箱内培养. 每天取1块
培养板, 弃培养液, 加入无血清培养液180 µL, 每
孔加入5 g/L MTT 20 µL, 继续培养4 h, 终止培养, 
弃培养液, 加入二甲基亚砜150 µL, 振荡5 min, 
用自动酶标仪(Bio-Bad E2550型, USA)测定570 
nm光密度. 以空白对照孔调零, 时间为横坐标, 
光密度为纵坐标, 绘制细胞生长曲线, 求出群体

倍增时间, 分析生长曲线.
1.2.2 MTT法测定抗癌药物的细胞毒性 在96孔
培养板内每孔加入5×107个/L单细胞悬液200 
µL, 并且加入倍比稀释成5种浓度的各种抗癌

药物各20 µL, 每一种浓度重复3个孔, 对照组加

入等体积的PBS, 并且设立空白对照组, 放置于

37℃, 50 mL/L CO2孵箱中培养68 h后吸去上清

液, 每孔中加入无血清的培养液180 µL及5 g/L 
MTT 20 µL, 继续培养 4 h后小心吸去上清液, 每
孔加入二甲基亚砜150 µL, 置于微量振荡器上

振荡5 min, 自动酶标仪(Bio-Bad E2550型, USA)
测量各孔的吸光度A值, 检测波长为570 nm[3]. 按
抑制率 = (1-A 用药组/A 细胞对照组)×100%计算每一

种浓度的抑制率, 并根据中效方程式[4]计算出各

种抗癌药物的半数抑制浓度(IC50)及其耐药指数

(resistance index, RI), RI = IC50(耐药细胞)/IC50 

(亲本细胞). 
1.2.3 细胞形态和周期 将5×107个/L单细胞悬液

接种于内铺小玻片的24孔培养板内, 置于37℃,  
50 mL/L CO2孵箱内培养72 h后用PBS洗涤2次, 
瑞氏染液染色10 min, 在用PBS洗涤2次, 室温干

燥, 中性树胶封片, 光镜下观察. 用含有胰蛋白

酶和EDTA的消化液处理细胞, 收集1×107个细

胞, 用25 g/L的戊二醛固定, 继续用20 g/L的四氧

化锇固定, 脱水、包埋、切片和染色按常规处

理, 透射电镜(HITACHI-600型, 日本)观察. 再收

集1×109个/L细胞, PBS洗涤2次, 700 mL/L冷乙

醇固定过夜, PBS洗涤2次, PI染液冰浴30 min, 在
流式细胞仪上(FACS  Calibur  BD, USA)分析细

胞周期分布.
统计学处理 实验数据用SAS统计软件处理, 

采用c2检验进行分析.

2  结果

2.1 MTT法检测结果 SGC7901/DDP细胞对DDP
的1, 2, 3, 4 mo耐药指数分别是2.1, 5.3, 12.6,  
12.9, 并且对另外4种临床常用的抗癌药物也有

不同程度的耐药(表1). 
2.2 细胞形态学观察 光镜下SGC7901细胞与

www.wjgnet.com

■名词解释
1 多药耐药性: 指
肿瘤细胞对某种
抗肿瘤药物出现
耐药性的同时, 对
其他多种结构不
同、作用靶位点
不同的抗肿瘤药
物也有耐药性. 
2 P-糖蛋白: 是一
种能量依赖性转
移泵, 这种跨膜糖
蛋白由mdr1基因
编码, 翻译为1280
个氨基酸残基, 氨
基端与羧基端两
段氨基酸序列对
称, 同源性达78%, 
每 一 部 分 各 有 6
个α-螺旋横跨细
胞膜和一个胞内 
ATP结合点, 分子
量为170 kDa.
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SGC7901/DDP细胞均呈单层排列, 细胞大小不

一, 为多角形; SGC7901细胞边界清楚, 核大, 圆
形或椭圆形; SGC7901/DDP细胞随着药物剂量

的逐渐加大, 时间逐渐延长, 与加药4 mo出现边

界不清, 体积略增大, 核不规则, 出现巨细胞(图
1). 透射电镜下, 顺铂加入药物1 mo后SGC7901
与SGC7901/DDP细胞微绒毛依然丰富, 顺铂加

入药物2 mo后SGC7901与SGC7901/DDP线粒

体数目没有差别, 顺铂加入3 mo后SGC7901与
SGC7901/DDP糖原减少, 顺铂加入药物4 mo后
SGC7901与SGC7901/DDP线粒体数目减少, 可
见到假性包涵体. 
2.3 细胞生长曲线和群体倍增时间 SGC7901细胞

与SGC7901/DDP细胞的增殖速度不同, 两者的群

体倍增时间1 mo为57.36和53.76 h; 2 mo为44.88
和56.16 h; 3 mo为47.04和68.88 h; 4 mo为54.48和
77.52 h; 耐药细胞较亲代细胞在相同的时间条件

下分别延长了3.36, 11.28, 21.84和23.04 h, 可以发

现细胞的群体倍增时间是逐渐延长的(图2).
2.4 细胞周期分布 SGC7901细胞经过DDP诱导

后细胞对数生长期的增殖速度减慢, FCM显示

SGC7901/DDP细胞周期发现G0/G1期细胞增多, 
S期, G2/M期减少(表2).

3  讨论

肿瘤细胞产生耐药的机制是很多的. 在体外建

图  1  SGC7901与SGC7901/DDP细胞形态变化(Wright×400). A: 对照组; B: 1 mo; C: 2 mo; D: 3 mo; E-F: 4 mo.

表  1  SGC7901与SGC7901/DDP细胞的耐药性

      t                                             细胞                    DDP	  5-FU 	  MMC	  VCR	  ADM

0 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.244	 0.432	 0.149	 0.196	 0.102

	                 SGC7901/DDP	 0.279	 0.421	 0.157	 0.210	 0.096

         RI		                                  1.1	 1.0	 1.0	 1.0	 0.9

1 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.265	 0.551	 0.163	 0.091	 0.213

	                 SGC7901/DDP	 0.564	 0.954	 0.213	 0.098	 0.256

         RI		                                  2.1	 1.7	 1.3	 1.1	 1.2

2 mo IC50(gL)	 SGC7901	                0.255	 0.562	 0.143	 0.101	 0.250

	                 SGC7901/DDP	 1.356	 1.151	 0.421	 0.133	 0.621

         RI		                                   5.3	 2.0	 2.9	 1.3	 2.5

3 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.199	 0.466	 0.244	 0.221	 0.332

	                 SGC7901/DDP	 2.521	 1.596	 0.658	 0.253	 0.724

         RI		                                 12.6	 3.4	 2.7	 1.1	 2.2

4 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.231	 0.324	 0.196	 0.354	 0.168

	                 SGC7901/DDP	 2.986	 1.624	 0.965	 0.413	 0.814

         RI		                                 12.9	 5.0	 4.9	 1.2	 4.8

A B C

D E F

■同行评价
本实验研究发现
化疗药物 ( 顺铂 )
的耐药特征, 对于
指导临床用药、

发现耐药菌株有
一定的临床意义.
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立理想的细胞系仍是研究肿瘤耐药产生的生物

学和细胞生物学变化的前提和基础. 目前国内

外建立肿瘤MDR细胞系的方法通常是药物浓

度递增持续法[5](stepwise continuous selection)
和大剂量间歇诱导法[2](high dose intermittent 
selection). 研究表明, MDR产生是与癌细胞表

面过剩表达一种P糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)
有关[8], P-gp, M r 1.7×105[6]. 他具有将抗癌药泵

出细胞, 使细胞内药物浓度降低的功能. 最近发

现多药耐药基因相关蛋白(multidrug resistance-
associated protein, MRP)[7]与非P-gp介导的MDR 
有关[8]. 引起耐药机制可能是P-gp和MRP的作

用底物不同所造成. DDP的转运主要由MRP完 
成[9]. 尽管MRP基因的过度表达在胃癌的多药耐

药机制中起非常重要的作用, 但不能解释全部

多药耐药现象. 我们采用逐步递增顺铂浓度, 间
歇作用体外诱导法, 历时4 mo建成人胃癌顺铂耐

药细胞系SGC7901/DDP. 光镜下观察SGC7901/
DDP细胞与其亲本SGC7901细胞存在差异, 体积

略增大, 并且伴有巨细胞的形成, 巨细胞的出现

表明细胞受到损伤和细胞分裂减少. 在肿瘤的

超微结构中, 可以见到细胞核大畸形, 假性包涵

体, 细胞表面微绒毛减少, 表明细胞代谢、分裂

活动减弱. 通过绘制细胞生长曲线测定[10]群体倍

增时间发现, 1,  2,  3,  4 mo耐药细胞较亲代细胞

延长分别为3.36, 11.28, 21.84, 23.04 h. 关于肿瘤

倍增时间与化疗疗效的关系, 目前认为肿瘤的

倍增时间越短, 对化疗越敏感, 疗效越好; 反之, 

肿瘤的倍增时间越长, 对化疗的敏感性就下降

了. 此研究中SGC7901/DDP细胞的倍增时间延

长, 则对化疗的敏感性下降, 治疗耐药胃癌就很

棘手. 另外FCM显示SGC7901/DDP细胞周期发

现G0/G1期细胞增多, S期和G2/M期减少(P <0.01), 
也证实SGC7901/DDP细胞增殖速度减慢.

体外建立的耐药细胞对DDP的相对耐受度

较亲代细胞1, 2, 3, 4 mo分别提高的指数是2.13, 
5.32, 12.60, 12.93. 表明SGC7901细胞耐药的产

生是逐渐发生的, 一般是持续作用3 mo就已经

使细胞耐药了, 但是为了使细胞的耐药性能稳

定下来, 就应该在持续1 mo加入较大的剂量的

药物, 使细胞总是处于一个较大的剂量的药物

环境中, 耐药性能方可以稳定下来. SGC7901/
DDP细胞脱离DDP作用后2 mo后其对DDP的耐

药指数有所下降, 但是仍然保持在65%以上, 表
现出较为稳定的耐药性, SGC7901/DDP细胞冻

存后复苏后仍然可以稳定生长、增殖. 同时该

图  2  SGC7901与SGC7901/DDP细胞生长曲线. A: 1 mo; B: 2 mo; C: 3 mo; D: 4 mo.

表  2  SGC7901与SGC7901/DDP细胞的周期分布(%)

      
细胞系	                                G0/G1	 S             G2/M

SGC7901                             49.6           26.5          23.9

SGC7901/DDP 1 mo            50.2           25.3          22.1

SGC7901/DDP 2 mo            52.7           25.4          20.8

SGC7901/DDP 3 mob           59.6           24.9          14.6

SGC7901/DDP 4 mob            61.5           24.7          13.8

bP<0.01 vs  SGC7901.
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细胞系不仅对DDP产生耐药, 而且对从未接触

的5-FU, MMC, VCR, ADM等多种抗癌药物也产

生了耐药性, Snow et al [11]认为耐药指数小于5是
低度耐药, 耐药指数5-15是中度耐药, 耐药指数

大于15是高度耐药. 按照此标准, SGC7901/DDP
细胞DDP,  MMC,  5-FU,  ADM属于中度耐药, 对
VCR属于低度耐药, 说明SGC7901/DDP细胞系

耐药性能稳定, 是研究DDP的耐药机制以及为

筛选逆转剂建立理想的耐药细胞模型. 
总之, 实验中细胞生长曲线、MTT药物敏

感性实验、电镜、细胞周期等检测方法是逐渐

改变的, 其中MTT药物敏感性实验和电镜与其

他的检测相比可以较早地反映出细胞耐药的特

征, 但由于电镜成本较高, 建立耐药细胞系的过

程中M T T药物敏感性实验仍然是首选的检测 
方法. 
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省科学技术厅 2007-01-30) 2007-01-30)2007-01-30)


