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耐紫杉醇肺癌细胞ＢＮＸ动物模型的建立
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　　［摘要］　目的　建立一种耐药性稳定的人肺癌ＢＮＸ小鼠皮下移植瘤模型，为研究体内肿瘤耐药机制和逆转药物的筛选
奠定实验基础。方法　将体外培养的对数生长期的肺癌耐药细胞株 Ａ５４９Ｔａｘｏｌ，接种在免疫缺陷小鼠的皮下，形成肿瘤，采
用肿瘤组织块或肿瘤组织原代培养的细胞，分别于动物皮下接种致瘤；体内外交叉进行致瘤，提高耐药细胞株Ａ５４９Ｔａｘｏｌ的

致瘤率和缩短致瘤时间。通过免疫组化鉴定该耐药细胞的特性。用 ＭＴＴ法检测细胞的耐药指数。结果　耐药细胞接种于
ＳＣＩＤ小鼠４个月后在皮下形成肿瘤灶。用该肿瘤组织块或细胞悬液移植于ＳＣＩＤ小鼠，通过反复３次后，细胞生长速度变快，

２个月后皮下即可形成肿瘤。将该细胞移植于ＢＮＸ小鼠，以同样的方法将瘤组织体内外交叉进行致瘤，最终ＢＮＸ小鼠种植成

功率达到８０％。致瘤时间为３周。耐药细胞和组织块Ｐｇｐ１７０、ＧＳＴπ和 ＭＭＰ７均高表达。Ａ５４９Ｔａｘｏｌ细胞的紫杉醇半数

抑制浓度（ＩＣ５０）是亲代Ａ５４９细胞的５２０倍。结论　初步建立了人肺腺癌耐药细胞（Ａ５４９Ｔａｘｏｌ）的动物模型，为肺癌临床个
体化治疗及耐药逆转研究等提供了良好的实验动物平台。
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　　化疗是治疗肿瘤的主要手段之一，而化疗耐药
又是导致肿瘤治疗失败的重要原因之一，尤其多药
耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）是肿瘤化疗中最
大的难点［１］。到目前为止，临床上还没有好的方法

来解决这一难题。

　　以往对肺癌细胞化疗耐药研究多采用体外细胞
系的研究方法。在化疗过程中肿瘤 ＭＤＲ的产生与
机体免疫系统及化疗药物有密切关系，应用肿瘤细
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胞系进行体外肿瘤ＭＤＲ的研究，难以模拟化疗药物
及内环境对肿瘤细胞 ＭＤＲ形成的影响。近年来虽
然肺癌的耐药细胞株已建立了不少，但国内到目前
为止仅有一篇有关肺癌耐药Ａ５４９／ＤＤＰ的动物模型
报道［２］。本研究室前期建立了一株耐紫杉醇（Ｔａｘｏｌ）
的人肺腺癌细胞株［３］，为研究体内筛选有效逆转肿瘤

ＭＤＲ的药物以及深入探索肿瘤耐药机制，我们利用
该细胞株建立了肺癌耐药动物模型，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　细胞和动物　人肺腺癌细胞（Ａ５４９）购自中科
院生化细胞所细胞库，耐紫杉醇人肺腺癌细胞株
（Ａ５４９Ｔａｘｏｌ）由本研究室建立［３］。ＳＣＩＤ 小鼠和

ＢＮＸ小鼠（三联免疫缺陷小鼠），均为雌性，８周龄，
体质量２０ｇ左右，购于上海市肿瘤研究所。

１．２　主要试剂和仪器　高糖ＤＭＥＭ 培养基、胎牛
血清购于Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶购于钰森生物医疗
技术有限公司，培养瓶、培养板购于Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）和二甲亚砜购于美国Ｓｉｇｍａ
公司，紫杉醇由美国百时美施贵宝公司提供。谷胱
甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴπ）抗体、糖蛋白（Ｐｇｐ１７０）抗体
和基质金属蛋白酶（ＭＭＰ７）抗体购于长岛生物技术
有限公司。主要仪器有超净工作台、全自动酶标仪、

ＣＯ２培养箱、倒置相差显微镜、ＬｅｉｃａＱｗｉｎ图像分析
仪、离心机等。

１．３　细胞培养　人肺腺癌Ａ５４９细胞和Ａ５４９Ｔａｘ
ｏｌ细胞培养于含１０％灭活胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ
培养液，置于３７℃含５％ ＣＯ２的培养箱中培养。细
胞用０．２５％胰蛋白酶消化传代。

１．４　动物接种　ＳＣＩＤ小鼠每组３只，ＢＮＸ小鼠每
组１０只。取对数生长期的细胞，经胰蛋白酶消化收
集细胞，ＰＢＳ洗１次，悬浮于生理盐水，细胞以５×
１０７接种于ＳＣＩＤ小鼠皮下，待形成肿瘤后，在无菌条
件下取出瘤组织，将组织块置于培养皿内，剪碎成米
粒样大小，取一部分作原代培养，另一部分组织块移
植于ＳＣＩＤ小鼠皮下致瘤。原代培养的耐药细胞经
过传代培养后再接种ＳＣＩＤ小鼠致瘤，反复３次后，
细胞生长速度变快，皮下致瘤时间变短。将该细胞
接种于ＢＮＸ小鼠，以同样的方法经过皮下致瘤，取
出瘤组织，部分组织做体外培养，部分组织做皮下移
植，反复３次以提高细胞致瘤的速度和成功率。

１．５　细胞免疫化学　Ａ５４９亲代细胞和采用移植瘤
组织原代培养的 Ａ５４９Ｔａｘｏｌ细胞（密度为２×１０４／

ｍｌ）分别滴加在培养皿中的盖玻片上进行爬片，待盖
玻片上细胞生长至７０％密度时用ＴＢＳ洗涤，丙酮固
定。采用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法，在盖玻片上滴加一抗

（ＧＳＴπ、Ｐｇｐ１７０和 ＭＭＰ７抗体浓度１１００），４℃
过夜。ＰＢＳ洗涤后滴加二抗，室温下温育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗涤，ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ，苏木精衬染。用

ＰＢＳ代替一抗做阴性对照。

１．６　免疫组化检测［４］　取出小鼠皮下致瘤的组织
经石蜡包埋，５μｍ切片，脱蜡至水化，置于柠檬酸缓
冲液（ｐＨ＝６．０）中煮沸加热２０ｍｉｎ修复抗原，自然
冷却后蒸馏水漂洗，置于ＴＢＳ中１０ｍｉｎ，滴加３％过
氧化氢孵育１０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶，蒸馏水
漂洗，置于 ＴＢＳ 中１０ｍｉｎ，滴加耐药相关抗体
（ＧＳＴπ、Ｐｇｐ１７０和 ＭＭＰ７抗体以１５０稀释），

４℃孵育过夜，ＴＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，滴加二抗，１

５０稀释，室温孵育３０ｍｉｎ，ＴＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，

ＤＡＢ显色３～５ｍｉｎ，光镜控制，蒸馏水漂洗，苏木精
复染，中性树胶封固。ＥｎＶｉｓｏｎ系统检测表达情况，
胞质中有棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞。阴性对照
采用缓冲液代替一抗。

１．７　ＭＴＴ法测定 Ａ５４９Ｔａｘｏｌ细胞耐药性　将细
胞以３×１０４／ｍｌ接种于９６孔培养板，每孔１００μｌ。
紫杉醇用培养液稀释成终浓度为２０、４０、８０、１６０、

３２０、６４０递增至２００００μｇ／Ｌ，每孔内加入相应浓度
药物１００μｌ，每一浓度重复３孔。并设对照组加１００

μｌ培养液。培养４８ｈ后每孔加入２０μｌ５ｇ／Ｌ的

ＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ后，弃上清，每孔加入２００

μｌ二甲亚砜，振荡器上充分混匀，酶标仪以波长５４０
ｎｍ测各孔光密度值，计算５０％细胞抑制所需的药
物浓度（ＩＣ５０），耐药指数＝耐药细胞ＩＣ５０／亲代细胞

ＩＣ５０。

２　结　果

２．１　动物荷瘤模型建立情况　耐药细胞通过以高
浓度的细胞量（５×１０７）接种于ＳＣＩＤ小鼠４个月后
在皮下形成肿瘤灶（０．３～０．５ｃｍ，图１Ａ）。在无菌
条件下取出瘤组织，经剪碎成米粒样组织块，一部分
作原代培养，细胞在３～５ｄ就可以看到大量细胞从
组织块的边缘生长，１０ｄ左右就可以传代。另一部
分米粒样组织块移植于小鼠皮下致瘤，大约３个月
左右能在皮下形成肿瘤灶（０．３～０．５ｃｍ）。将原代
培养的耐药细胞再次接种ＳＣＩＤ小鼠致瘤。体外培
养和体内接种反复３次后，细胞生长速度变快，皮下
致瘤时间变短（２个月）。将该细胞接种于ＢＮＸ小
鼠，以同样的方法使细胞经过ＢＮＸ小鼠体内致瘤，
取出组织体外培养和组织块移植，反复３次。最终
细胞接种量减少到３×１０６／鼠，３周左右即可形成

０．３～０．５ｃｍ的肿块（图１Ｂ），提高了细胞致瘤的速
度并且成功率达到８０％。
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图１　ＳＣＩＤ小鼠和ＢＮＸ小鼠致瘤成功

Ｆｉｇ１　Ｔｕｍｏｒｎｉｄｕｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｉｎＳＣＩＤａｎｄＢＮＸｍｉｃｅ
Ａ：ＴｈｅｔｕｍｏｒｎｉｄｕｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＳＣＩＤｍｉｃｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｆｏｕｒ

ｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；Ｂ：ＴｕｍｏｒｘｅｎｏｇｒａｆｔｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＢＮＸ

ｍｉｃｅｔｈｒｅｅｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

２．２　细胞免疫化学结果　Ａ５４９Ｔａｘｏｌ耐药细胞经
过ＢＮＸ小鼠体内致瘤、瘤组织体外培养，反复３次后，
该耐药细胞的耐药标志物没有发生改变，ＧＳＴπ、Ｐ
ｇｐ１７０和 ＭＭＰ７在耐药细胞中高表达。见图２。

２．３　免疫组化结果　Ａ５４９Ｔａｘｏｌ耐药细胞经ＢＮＸ
小鼠体内致瘤、瘤组织体外培养，反复３次后，将小
鼠皮下致瘤的组织经过石蜡包埋切片，检测到ＧＳＴ
π、Ｐｇｐ１７０和 ＭＭＰ７均表现出强阳性。见图３。

２．４　Ａ５４９Ｔａｘｏｌ的耐药指数检测　Ａ５４９Ｔａｘｏｌ耐
药细胞经ＢＮＸ小鼠体内致瘤、瘤组织体外培养，反
复３次后，Ａ５４９Ｔａｘｏｌ细胞ＩＣ５０为（５２００±１．０）

μｇ／Ｌ，而亲代Ａ５４９细胞ＩＣ５０为（１０．５±０．７）μｇ／Ｌ，

Ａ５４９Ｔａｘｏｌ细胞耐药指数是亲代细胞的５２０倍。

图２　Ａ５４９亲代细胞和Ａ５４９Ｔａｘｏｌ耐药细胞ＧＳＴπ、Ｐｇｐ１７０和 ＭＭＰ７的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴπ，Ｐｇｐ１７０ａｎｄＭＭＰ７ｉｎＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｔａｘｏｌｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　 Ａ５４９和Ａ５４９Ｔａｘｏｌ肿瘤组织中ＧＳＴπ、Ｐｇｐ１７０和 ＭＭＰ７的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴπ，Ｐｇｐ１７０ａｎｄＭＭＰ７ｉｎＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｔａｘｏｌｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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３　讨　论

　　紫杉醇作为一种新型的抗肿瘤药物，是治疗非

小细胞肺癌的有效药物之一。然而肿瘤细胞耐药性

的产生以及越来越多的交叉耐药现象的出现，使化

疗效果受到影响，紫杉醇也不例外。紫杉醇与长春

新碱、长春花碱、丝裂霉素、多柔比星等有交叉耐药，

解决耐药问题是提高化疗疗效的头等大事。近年

来，国内外相继建立了白血病、肺癌、胃癌、肝癌等多

药耐药细胞株，在该类细胞的体外研究中，常见与

ＭＤＲ密切相关的生物膜表面蛋白基因过表达，如

ＭＤＲ１编码产物Ｐｇｐ１７０，细胞内还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）及ＧＳＴπ，多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）和肺耐

药蛋白（ＬＲＰ），ＭＭＰ［５６］。由于体内和体外研究尚

存一定的差异，直接在动物体内建立肿瘤耐药模型

尤为重要。

　　国内外已建立的肿瘤耐药动物模型有肝癌、胃

癌、卵巢癌、白血病、胶质瘤等，其耐药模型均为多药

耐药，成瘤方法主要包括移植耐药细胞株成瘤（移植

型）和荷瘤动物给药诱导耐药（诱导型）两种，目前实

体瘤耐药移植瘤模型多采用皮下移植和原位移植两

种途径。虽然肺癌的耐药细胞株已建立了不少，但

到目前为止仅见到陶黎阳等［２］建立的肺癌耐顺铂

Ａ５４９／ＤＤＰ动物模型的报道，其建立的细胞耐药指

数为８倍，在裸鼠皮下１～２周可形成皮下移植瘤，

成瘤率为５２．２％。我们建立的Ａ５４９Ｔａｘｏｌ细胞耐

药指数为５１２倍［３］，具有高度的耐药性。一般认为

耐药指数小于５为低度耐药，耐药指数５～１５为中

度耐药，耐药指数大于１５为高度耐药［７］。本研究利

用Ａ５４９Ｔａｘｏｌ耐药细胞株，建立相应的耐药荷瘤小

鼠模型。将该细胞移植于裸鼠皮下基本不致瘤，分

析其原因可能耐药指数越高，其致瘤率越低，究其原

因有待探索。我们将 Ａ５４９Ｔａｘｏｌ耐药细胞通过体

内外交替进行接种不同免疫缺陷的动物，使细胞接

种的高免疫缺陷小鼠从ＳＣＩＤ到ＢＮＸ小鼠，最近降

低到裸鼠就可以成功致瘤（裸鼠资料没有显示）；接

种的细胞数量从原来的５×１０７降低到３×１０６，成瘤

时间从４个月降低到３周。但时间还显偏长，最好

在２周左右，这样有利于将来的实验周期。细胞免

疫化学和免疫组化检测Ｐｇｐ１７０、ＧＳＴπ和 ＭＭＰ７
均显示其在耐药细胞 Ａ５４９Ｔａｘｏｌ和移植瘤组织中

呈现高表达，而在亲代 Ａ５４９细胞和移植瘤组织中

均呈现阴性表达。通过耐药指数检测，Ａ５４９Ｔａｘｏｌ
细胞的耐药指数为５２０倍，证明该模型的细胞保持

了原具有高度耐药的特性。

　　通过本研究，我们初步建立了人肺腺癌耐药细

胞（Ａ５４９Ｔａｘｏｌ）的动物模型，为肺癌临床个体化治

疗及耐药逆转研究等提供了良好的实验动物平台。
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