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Abstract 
AIM: To establish a cisplatin (DDP)-resistant 
human esophageal carcinoma cell line (Eca109/
DDP) and to explore the  mechanisms respon-
sible for the reversal effect of docosahexaenoic 
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二十二碳六烯酸逆转食管癌Eca109/DDP细胞对顺铂耐药
的机制

张徐宁, 戴翠萍, 夏前正, 韩雪花, 季宁东

®

■背景资料
顺铂 ( c i s p l a t i n , 
DDP)是临床上食
管癌化疗的首选
药 物 ,  但 食 管 癌
细胞的多药耐药
(multidrug resis-
tance, MDR)降低
了化疗药物的疗
效 .  使用MDR逆
转剂是克服MDR
方法之一. 目前在
体外实验有效的
逆转剂因其不良
反应太大而不宜
在临床开展. 肿瘤
多药耐药是指肿
瘤细胞在接受化
疗过程中, 一旦对
某种化疗药物产
生耐药性, 便同时
对其他结构上无
关、作用机制各
异的药物均产生
交叉耐药的广谱
耐药现象. 多药耐
药是导致肿瘤化
疗失败的主要原
因之一, 其耐药机
制是多种因素综
合的结果. 

acid (DHA) on DDP resistance. 

METHODS: A DDP-resistant esophageal cancer cell 
line (Eca109/DDP) was established by exposure of 
Eca109 cells to gradually increasing doses of DDP. 
The effects of DHA on cell proliferation and DDP 
resistance in Eca109/DDP cells were determined by 
MTT assay. The expression level of P-glycoprotein 
(P-gp) was detected by Western blot. 

RESULTS: After 6 mo of induction, Eca109 cells 
in culture medium containing 1 μg/mL DDP 
grew stably and the resistant index was 15.9. 
DHA at concentrations < 1.560 μg/mL had no 
obvious inhibition on Eca109/DDP cells (P > 
0.05); however, DHA could enhance the cyto-
toxicity of DDP to Eca109/DDP cells in a dose-
dependent manner (P < 0.05). The half inhibitory 
concentration (IC50) for DDP in Eca109/DDP 
cells was 3.50 μg/mL ± 1.04 μg/mL. When com-
bined with 0.195 μg/mL, 0.390 μg/mL, 0.780 
μg/mL, or 1.560 μg/mL of DHA, the IC50 for 
DDP decreased from 1.99 μg/mL ± 0.11 μg/mL 
to 0.83 μg/mL ± 0.22 μg/mL (P < 0.05). DHA 
significantly increased the reversal index and 
down-regulate the expression of P-gp in Eca109/
DDP cells (0.99 ± 0.12 vs 0.52 ± 0.08, P < 0.05). 

CONCLUSION: DHA possesses a reversal effect 
on DDP resistance in Eca109/DDP cells by down-
regulating the expression of P-gp and enhancing 
the killing effect of DDP on drug-resistant cells. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
化疗药物的多药
耐药性是导致化
疗最终失败的主
要 原 因 .  探 讨 多
药耐药的机制以
及寻找对人体不
良反应小逆转剂
是当今研究的热
点 和 重 点 ,  也 是
当今化疗药物使
用效果不理想所
亟待解决的问题.

摘要
目的: 构建食管癌耐药细胞株, 探讨二十二碳
六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)逆转人食
管癌Eca109/顺铂(cisplatin, DDP)细胞对DDP
的耐药作用及其机制. 

方法: 采用递增顺铂药物质量浓度持续作用
诱导法建立耐顺铂细胞株; MTT法检测DHA
对Eca109/DDP细胞增殖影响, 计算耐药逆转
作用, Western blot检测Eca109/DDP细胞膜P-
糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)表达水平. 

结果: 历经6 mo的诱导, Eca109细胞能在含
1 μg/mL DDP的培养基中稳定生长, 耐药指
数(resistant index, RI)为15.9; DHA浓度在
1.560 μg/mL以下, 对Eca109/DDP细胞的生
长无显著抑制作用(P >0.05), 但与DDP联合
应用能增加DDP对Eca109/DDP细胞的毒性
且呈浓度依赖性(P <0.05); 1 μg/mL DDP对
Eca109/DDP细胞的半数抑制浓度(IC50)为3.50 
μg/mL±1.04 μg/mL, 当分别与0.195、0.390、
0.780、1.560 μg/mL的DHA联合应用时, 对
Eca109/DDP细胞的半数抑制浓度(IC50)从1.99 
μg/mL±0.11 μg/mL降低到0.83 μg/mL±0.22 
μg/mL(P <0.05), 提高逆转指数, 并能显著抑制
Eca109/DDP细胞P-gp表达水平, P-gp相对表
达量从0.99±0.12降至0.52±0.08(P <0.05). 

结论: DHA与DDP联合应用通过下调Eca109/
DDP细胞P-gp的表达水平逆转对DDP的耐药, 
促进DDP对耐药细胞的杀伤作用. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 二十二碳六烯酸随着浓度逐渐增高则

表现出对Eca109/顺铂(cisplatin, DDP)细胞的增殖

抑制作用, 且呈浓度依赖性. 而对肿瘤细胞无杀

伤作用的二十二碳六烯酸与1 μg/mL顺铂联用, 可
以逆转Eca109/DDP细胞的耐药性, 且呈浓度依

赖性, 同时能显著下调P-糖蛋白(P-glycoprotein, 
P-gp)蛋白表达水平. 初步探讨了二十二碳六烯酸

(docosahexaenoic acid)通过下调Eca109/DDP细胞膜

上P-gp的过度表达逆转肿瘤细胞的多药耐药机制. 
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0  引言

我国是食管癌的高发地带, 其发病率居世界之

首[1]. 顺铂(cisplatin, DDP)是临床上食管癌化疗

的首选药物, 但食管癌细胞的多药耐药(mult i-
drug resistance, MDR)降低了化疗药物的疗效[2]. 
使用MDR逆转剂是克服MDR方法之一. 目前在

体外实验有效的逆转剂因其不良反应太大而不

宜在临床开展. 本研究以耐顺铂的食管癌细胞

Eca109/DDP为对象, 探讨二十二碳六烯酸(doco-
sahexaenoic acid, DHA)逆转Eca109/DDP细胞对

DDP的耐药作用及机制, 旨在为寻找高效、低

毒肿瘤多药耐药逆转剂提供实验依据. 

1  材料和方法  

1.1 材料 食管癌细胞株Eca109、蛋白提取试剂

盒、二喹啉甲酸(bicinchoninic acid, BCA)蛋白

定量试剂盒均购自南京凯基生物科技发展有限

公司; 二十二碳六烯酸(DHA)购自美国Sigma公
司; 注射用顺铂(DDP 10 mg/2 mL)购自山东齐鲁

制药有限公司; RPMI 1640细胞培养液购自美国 
Gibco公司; 小牛血清购自上海生物工程技术有

限公司; 四甲基偶氮唑蓝(methyl thiazolyl tetra-
zolium, MTT)购自美国Amresco公司; 二甲基亚

砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)购自上海久亿化

学试剂有限公司; P-糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)
单克隆抗体购自美国Abcam公司; 兔甘油醛-3-
磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase, GAPDH)多克隆抗体、辣根过氧化物酶

标记的二抗均购自美国Santa Cruz公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人食管癌细胞Eca109在含有

10%小牛血清的RPMI 1640培养液(含青霉素100 
U/mL及链霉素100 μg/mL), 置于37 ℃、50 mL/L 
CO2的饱和湿度条件下培养. 
1.2.2 食管癌Eca109/DDP耐药细胞的构建: 采
用递增药物质量浓度持续作用诱导法[3]构建食

管癌Eca109/DDP耐药细胞. 取对数生长期的

Eca109细胞接种于含顺铂的RPMI 1640培养液

中, 从低浓度0.02 μg/mL的DDP(根据预实验约

10%的抑制浓度)开始进行培养, 次日更换正常

培养液, 待其恢复正常生长时, 增加顺铂的给

药浓度, 如此反复冲击, 直到细胞能在含1 μg/
mL DDP的培养基中稳定生长. 
1.2.3 MTT法检测DHA对Eca109/DDP细胞增

殖的影响: 取对数生长期的Eca109/DDP细胞, 
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■相关报道
孙思楠等研究了
二十二碳六烯酸
对人肝癌细胞增
殖与凋亡影响及
其 机 制 ,  羊 轶 驹
等 人 研 究 的 是
二十二碳六烯酸
与多柔比星联合
用药后对人胃癌
细胞SGC-7901的
作 用 .  结 果 证 实
二十二碳六烯酸
对人肝癌细胞和
胃癌细胞都有杀
伤作用, 同时可增
加化疗药物的敏
感, 也影响着癌细
胞膜上P-糖蛋白
的 表 达 .  与 本 文
二十二碳六烯酸
作用于食管癌细
胞结果基本一致. 
不同的是, 这两篇
研究的都是肿瘤
的亲本细胞.

0.25%胰酶消化, 调整细胞浓度为5×104个/mL
接种于96孔细胞培养板中, 每孔接种5×103个

细胞悬液, 培养24 h, 分4组处理: (1)对照组: 不
加任何药物处理; (2)DDP组: 终浓度为1 μg/mL
的DDP; (3)DHA组: 倍比稀释终浓度为0.195、
0.390、0.780、1.560、3.120 μg/mL的DHA; 
(4)DHA＋DDP组: 先加入1 μg/mL的DDP, 再加

入上述浓度的DHA. 每组5个复孔, 继续培养72 
h, MTT法测定各孔吸光度(A )值, 计算细胞生长

抑制率(inhibition rate, IR). IR = (1-实验组A均值

/对照组A均值)×100%. 
1.2.4 MTT法检测DHA对Eca109/DDP细胞耐药

性的逆转作用: 细胞处理同实验方法1.2.3, 按
如下分组实验. (1)DDP组: 倍比稀释的终浓度

为0.0625、0.125、0.250、0.500、1.00、2.00、
4.00、8.00 μg/mL的DDP; (2)DHA＋DDP组: 
上述不同浓度的D D P组中分别加入终浓度为

0.195、0.390、0.780、1.560 μg/mL的DHA, 每
组5个复孔, 培养72 h, MTT法测定A值, 计算

IR, 应用SPSS17.0软件采用加权回归法(Bliss法)
计算DDP对Eca109/DDP细胞的半数抑制浓度

(IC50), 并计算细胞耐药逆转指数(reversal index, 
RI). 
    RI = IC50(抗肿瘤药物)/IC50(抗肿瘤药物+逆转

剂). 
1.2.5 Western blot法检测Eca109/DDP细胞膜上

P-gp表达: 分2组实验: (1)DDP组: 加入终浓度

为1 μg/mL的DDP; (2)DHA＋DDP组: 先加入终

浓度为1 μg/mL的DDP, 再加入终浓度为1.560 
μg/mL DHA. 每组3个平行复孔, 培养72 h. 收集

细胞, 用细胞裂解液裂解细胞提取细胞总蛋白, 
BCA分析试剂测定各组细胞蛋白质浓度, 取样

在SDS-PAGE凝胶中电泳, 将蛋白转移至NC膜

上, 加入含5%脱脂奶粉封闭, 用TBST洗膜3次, 
加入一抗4 ℃孵育过夜, 次日吸弃一抗, 再洗膜

3次后加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温摇

床振荡反应1 h, ECL显色. Western blot图像用

GelPro32软件分析灰度值, 以目的蛋白P-gp灰度

值/内参蛋白GAPDH灰度值为P-gp的蛋白相对

表达量. 
统计学处理 用SPSS17.0统计软件对实验数

据进行分析, 所有指标以mean±SD表示, 两样本

均数比较采用t检验, 多样本均数比较采用方差

分析. 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 构建Eca109/DDP耐药细胞 采用递增药物

质量浓度持续作用诱导法, 历经6 m o的诱导, 
Eca109细胞能在含1 μg/mL DDP的培养基中稳

定生长, RI为15.9, 定义为Eca109/DDP(耐DDP的
食管癌细胞). 
2.2 D H A对E c a109/D D P细胞的增殖影响 与
对照组相比 ,  当D H A浓度在1.560 μ g/m L以

下对E c a109/D D P细胞生长无明显抑制作用

(P >0.05)(表1), 但和1 μg/mL DDP联合使用则浓

度依赖性提高DDP对Eca109/DDP细胞生长抑制

作用(P <0.01), 以1.560 μg/mL DHA效果最好(表
2). 
2.3 D H A对E c a109/D D P细胞的耐药逆转作

用 取对E c a109/D D P细胞无明显毒性作用的

DHA(1.560 μg/mL范围以下), 与1 μg/mL DDP
联用可不同程度的逆转Eca109/DDP细胞的耐药

性, 逆转作用随着DHA浓度升高, 逆转指数也在

升高, 呈浓度依赖性. 与DDP组相比, 差异显著

(P <0.05, 表3). 
2.4 DHA对Eca109/DDP细胞膜上P-gp表达的影

2013-11-28|Volume 21|Issue 33|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  DHA对Eca109/DDP细胞生长的影响 (n  = 5, mean
±SD)

     分组 (μg/mL) A 值 IR (%)

对照组 0.918±0.051 -

DHA(0.195) 0.910±0.025 0.915

DHA(0.390) 0.901±0.011 1.852

DHA(0.780) 0.888±0.027 3.312

DHA(1.560) 0.864±0.037 5.861

DHA(3.120)   0.843±0.011a 8.148

aP<0.05 vs  对照组. DHA: 二十二碳六烯酸; DDP: 顺铂; IR: 细

胞生长抑制率.

表  2  DHA+DDP对Eca109/DDP细胞生长的影响 (n  = 5, 
mean±SD)

     分组(μg/mL)           A 值 IR (%)

DDP(1) 0.705±0.045 23.224

DHA(0.195)+DDP(1) 0.581±0.030b 36.754

DHA(0.390)+DDP(1) 0.532±0.027b 42.070

DHA(0.780)+DDP(1) 0.517±0.039b 43.704

DHA(1.560)+DDP(1) 0.452±0.038b 50.784

DHA(3.120)+DDP(1) 0.548±0.031b 40.305

bP<0.01 vs  DDP(1 μg/mL)组. DHA: 二十二碳六烯酸; DDP: 顺

铂; IR: 细胞生长抑制率.
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■创新盘点
尽管目前关于多
药耐药的研究较
多, 但关于耐药细
胞的P-gp研究不
多 ,  关 于 耐 药 食
管癌细胞的P-gp
表达情况未见报
道. 关于二十二碳
六烯酸对食管癌
细胞是否具有杀
伤和抑制作用未
见相关报道. 关于
二十二碳六烯酸
能否通过抑制P-
糖蛋白的表达逆
转耐药食管癌细
胞对抗食管癌药
物的耐药性未见
相关报道.

响 Western blot结果显示, DHA与DDP联合作用

于Eca109/DDP细胞, Eca109/DDP细胞P-gp表达

显著减少(P <0.05, 图1, 2). 

3  讨论

肿瘤多药耐药是指肿瘤细胞在接受化疗过程中, 
一旦对某种化疗药物产生耐药性, 便同时对其

他结构上无关、作用机制各异的药物均产生交

叉耐药的广谱耐药现象[4]. 多药耐药是导致肿瘤

化疗失败的主要原因之一, 其耐药机制是多种

因素综合的结果. 克服肿瘤细胞的多药耐药性

已成为提高肿瘤治疗效果的热点研究[5-8]. 
P-gp是位于细胞膜的糖蛋白, 是一种ATP依

赖性的药物转运蛋白, 能够以水解ATP产生的

能量将细胞内的药物泵出, 从而减少细胞内的

化疗药物浓度, 导致化疗药物不能有效地杀伤

肿瘤细胞, 引起肿瘤多药耐药[9]. 因此, 肿瘤细胞

膜上P-gp的过度表达或功能异常是肿瘤细胞产

生MDR的重要机制之一. 尽管目前关于P-gp的
表达调控机制仍不是十分清楚, 但普遍认为丝

裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein ki-
nases, MAPK)信号通路在P-gp介导的MDR中发

挥重要作用, 参与了P-gp的表达调控[10]. 维拉帕

米、环抱菌素A、奎宁等逆转剂因对P-gp的亲

和力低, 给药剂量大, 对人体产生的毒性大, 从
而限制了临床应用. 寻找高效、低毒的下调P-gp
表达的逆转剂成为了控制MDR策略之一. 

二十二碳六烯酸是n-3系多不饱和脂肪酸

(n-3 polyunsaturated fatty, n-3 PUFA). 现有研

究证实D H A能够抑制乳腺癌、肝癌等多种肿

瘤细胞的增殖, 诱导肿瘤细胞的凋亡[11,12]. 但机

制尚不明确. 有报道认为与调整PI3-激酶和p38 
MAPK通路、激活线粒体凋亡通路有关[12,13], 冯
宪光等[14]认为与抑制Bcl-2的表达、促进Bax和

Caspase3的表达有关. 此外, 还有实验证明DHA
还可以逆转肿瘤细胞的多药耐药性, 提高肿瘤

细胞对化疗药物的敏感性[15]. 但二十二碳六烯

酸对食管癌亲本细胞及耐药细胞是否有影响

未见有文献报道. 我们的实验表明DHA在低浓

度(≤1.560 μg/mL)时对Eca109/DDP细胞没有

毒性, 但随着浓度逐渐增高则表现出对Eca109/
D D P细胞的增殖抑制作用, 且呈浓度依赖性. 
为了减少因D H A自身对肿瘤细胞的杀伤作用

而产生的实验结果误差, 我们实验均选择了对

Eca109/DDP无毒的DHA浓度. 结果显示, 1.560 
μg/mL以下的无毒DHA和1 μg/mL DDP联用, 可
以逆转Eca109/DDP细胞的耐药性, 且呈浓度依

赖性, 同时能显著下调P-gp蛋白表达水平. 初
步探讨了DHA通过下调Eca109/DDP细胞膜上

P-gp的过度表达逆转肿瘤细胞的多药耐药机制. 
关于P-gp的表达调控机制仍有待于进一步深入

研究. 
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■同行评价
本文探讨二十二
碳六烯酸对食管
癌Eca109/DDP细
胞的增殖抑制以
及对食管癌多药
耐药基因P-糖蛋
白的影响, 为临床
开发高效、低毒
肿瘤多药耐药逆
转剂提供实验依
据. 该项研究目标
明确, 实验方法科
学合理, 实验结果
可靠, 具有较高的
临床实用价值.
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