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胃癌 SGC7901表柔比星耐药细胞亚系的建立与耐药机制研究 *
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摘要 目的：建立人胃癌 SGC7901表柔比星耐药细胞系，探讨其对表柔比星的耐药机制。方法：采用逐步增加表柔比星浓度，间歇
作用体外诱导法，建立人胃癌 SGC7901表柔比星耐药细胞亚系 SGC7901/EPI。用MTT法测定药物敏感性；流式细胞仪检测其药
物排除能力和凋亡抵抗能力等生物学指标的改变, western blot检测相关蛋白的表达。结果：经过 12个月建成人胃癌 SGC7901表
柔比星耐药细胞系 SGC7901/EPI，其对表柔比星明显耐药，且对其他多种抗癌药具有不同程度的交叉耐药性，阿霉素蓄积潴留实

验显示 SGC7901/EPI的阿霉素含量明显低于亲本细胞,Western blot显示 MRP1的表达上调; SGC7901/EPI凋亡抵抗能力明显上

升, Bcl-2表达比亲本细胞增高,而 Bax的表达下调。结论：SGC7901/EPI细胞具有多药耐药表型，其可能通过 MRP1的上调增
加药物排出和上调 Bcl-2/Bax的比值促进凋亡抵抗等机制产生耐药。该胃癌多药耐药细胞亚系为进一步研究胃癌耐药机制及逆
转方法奠定基础。
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ABSTRACT Objective: To establish the drug resistant cell model of gastric cancer and investigate the potential mechanisms of

epirubicin drug resistance. Methods: Epirubicin-resistant cell line (SGC7901/EPI) was established by increasing dose of epirubicin. Drug

sensitivity of the cell line was measured by in vitro MTT assay. Cell based assays for drug transportation and apoptosis were carried out.

The expression levels of MRP1, Bcl-2, Bax were detected using western blot. Results: Significant difference was found in drug resistance

between parent gastric cancer cell line SGC7901 and drug resistant subline 7901/EPI. Compared with SGC7901 cells, 7901/EPI showed

not only increased drug resistance, but also decreased drug sensitivity to other drugs. Increased drug transport was confirmed by the

elevated expressions of MRP in 7901/EPI. Apoptosis rate of the SGC7901/EPI cell line was remarkably reduced due to increased

expression of Bcl-2 and decreased Bax. Conclusion: Epirubicin resistant gastric cancer cell subline SGC7901/EPI was successfully

established. The mechanisms of epirubicin may include elevated expression of MRP1 and increased Bcl-2/Bax ratio.
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前言

胃癌是是我国的主要恶性肿瘤之一，其在我国肿瘤相关死

亡人数占 18 %，是各类癌症死亡率的第三位[1]。胃癌的治疗以
手术为主，化疗为辅[2]。化疗在胃癌治疗中有着重要作用，是中
晚期胃癌、术后复发及转移的主要治疗方法之一。其中，胃癌多
药耐药(multidrug resistance, MDR)现象是胃癌患者化疗失败的

主要原因[3, 4]。因此，解决胃癌多药耐药问题是胃癌治疗的重点
和难点。目前肿瘤耐药机制研究仍以细胞模型为主，建立一套

好的耐药细胞模型是研究多药耐药机制的基础。表柔比星是胃
癌标准治疗 ECF方案和新辅助化疗方案的主要药物之一 [5, 6]。
而目前尚未见文献报道胃癌耐表柔比星细胞亚系。我们通过长
期药物诱导，构建了胃癌表柔比星耐药细胞亚系,并进行了相

关的耐药生物学特性研究。

1 材料与方法

1.1 药品和试剂

RPMI-1640 培养基由 Hyclone 公司，血清 Gibco 公司提
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供。胰蛋白酶由 Sigma公司提供。表柔比星(批号 090803)、阿霉
素（批号 110502）为浙江海正药业股份有限公司产品；顺铂（批

号 102004CE）为齐鲁制药有限公司产品，5- 氟尿嘧啶(5-FU)

(批号 110907)为上海旭东海普药业有限公司产品；MTT（上海

华舜生物工程有限公司）；RIPA裂解液(碧云天公司)。抗体：鼠
抗人 β-actin单克隆抗体购于 Sigma公司，兔抗人MRP多克隆
抗体购于 Santa Cruz公司; Bcl-2、Bax兔抗人多克隆抗体购于
博尔森公司，HRP标记的羊抗鼠 IgG、羊抗兔 IgG购于中杉公
司。Annexin V/PI试剂盒购于Merck公司。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养 人胃腺癌细胞系 SGC7901，引自军事医学科学

院，由本实验室细胞库冻存。复苏人胃癌 SGC7901细胞，细胞
培养在含 10 %Gibco血清的 RPMI-1640培养液中。用 0.25 %
的胰蛋白酶消化细胞传代，每周传代 2-3次，收集生长旺盛的

细胞用于实验。
1.2.2 耐药细胞系的建立 选取生长旺盛的细胞 SGC7901细胞

培养在培养液中,从表柔比星在人血液中峰浓度的 1/10，即 4

ng/ml作用浓度开始，逐步增加表柔比星浓度。2天后弃去培养
液，加入新鲜的培养液，继续培养 SGC7901细胞。SGC7901细
胞恢复正常生长，再消化传代 SGC7901 细胞后，继续用 4

ng/ml的药物浓度处理 SGC7901细胞 2天，继续反复换液处

理、传代逐步提高表柔比星浓度诱导 SGC7901细胞。最后获得
一株能耐受 500 ng/ml 的 SGC7901 细胞亚系，命名为

7901/EPI。并且将 SGC7901/EPI在含有 100 ng/ml表柔比星的
培养液中进行培养，维持其耐药特性。
1.2.3 MTT法测定细胞的生长曲线和药物的 IC50 选取对数生

长期的 SGC7901和 7901/EPI细胞，计数，稀释后取 1000个细

胞接种于 96孔板中，每孔 200 μl，每种细胞设 5个复孔。每天
取一块培养板，弃培养液，加入无血清培养液 180 μl，每孔加入
MTT(5 g/L) 20 μl，继续培养 4 h，弃培养液，加入 DMSO液体
150 μl，振荡 10分钟，酶标仪测定 490 nm光吸收值，以空白对
照孔调零，以时间为横坐标，细胞抑制率为纵坐标，分别测定不

同浓度的表柔比星对 SGC7901细胞分别在不同时间的生长抑

制率，绘制细胞生长抑制曲线。
测定 IC50时，在 96孔板内加入每孔 200 μl培养液，内含

5000个 SGC7901或 7901/EPI细胞，过夜后更换为含倍比稀释

成表 1中的各种浓度的各种抗癌药物，设立空白对照组，对照

组加入等体积的生理盐水，放置于孵箱中培养 72 h后每孔加

入MTT(5g/L) 20 μl，而后步骤同上。计算细胞生长抑制率和耐
药指数。

表 1 用于计算 IC50值的药物浓度设置(μg/ml)

Table 1 Concentrations of different drugs used for calculating IC50 (μg/ml)

Drugs

EPI

5-FU

CDDP

0.01×

0.001

0.1

0.01

0.1×

0.01

1

0.1

1×

0.1

10

1

10×

1

100

10

100×

10

1000

100

注：EPI：表柔比星；5-FU：5-氟尿嘧啶；CDDP：顺铂

Note：EPI：epirubicin；5-FU：5-Fluoracil；CDDP：cisplatin

1.2.4 阿霉素蓄积与潴留 将每孔 105个细胞接种入 6孔板中；

培养过夜后，每孔加入 ADR至终浓度为 5 μg/ml，继续培养
1h；收获细胞用于 ADR蓄积的检测，或换无药培养液继续培养

1 h后再收获细胞用于 ADR潴留的检测；以冷 PBS洗涤细胞

后，以未经阿霉素处理的细胞为阴性对照，用流式细胞仪检测

细胞内的 ADR平均荧光强度。根据如下公式，计算药物的泵出
率：细胞药物泵出率＝（阿霉素的蓄积量－阿霉素的潴留量）/
阿霉素的蓄积量。
1.2.5 平板克隆、凋亡实验 Annexin V/PI染色法检测化疗药物
对耐药细胞及其亲本细胞凋亡的影响。收获对数生长期的
SGC7901和 7901/EPI细胞,接种于 6孔板中；细胞贴壁后加入

EPI，剂量为 500 ng/ml，37℃培养 48 h；消化，计数，取 5×105个
细胞细胞 /0.5 ml加入 10 μl培养基结合试剂。加入 1. 25 μl的
Annexin V-FITC的细胞培养液中，室温避光反应 15分钟；室温

1000×g离心 5分钟，去除培养基。将细胞用 0.5 ml 1×结合缓
冲液轻轻重悬。加入 10 μl PI染液，立即用流式细胞仪分析。按
下列公式计算细胞的凋亡指数。细胞凋亡指数＝(早期凋亡细
胞数＋晚期凋亡细胞数)/总细胞数×100 %。平板克隆实验，计
数 1000个细胞接种与 10 cm平皿中，加入或不加 20 ng/ml 14

天后弃去上清液，PBS洗 2次,加 4 %多聚甲醛固定 15分钟。
去固定液后加适量 GIMSA应用染色液染 20分钟，流水缓慢洗

去染色液，干燥。
1.2.6 Western blotting法检测耐药和凋亡相关蛋白表达 取对

数生长期的 SGC7901与 SGC7901/EPI细胞，加入 RIPA裂解

液裂解细胞制备总蛋白，BCA法测定蛋白浓度；取 30 μg总蛋
白上样，行 SDS-PAGE电泳，半干电转至 NC膜，5 %脱脂奶粉

室温封闭 1h后，分别与 MRP1抗体 (1：200)、Bcl-2抗体（1：
200）、Bax（1：200）4℃孵育过夜，以 β-actin (1:2000) 为内参。
TBST漂洗 4次，每次 5 min后，再加辣根过氧化物酶标记的

二抗室温孵育 2 h，TBST漂洗 4次，每次 5 min后，化学发光

法显影。
1.3 统计学分析

均数的比较采用 t检验，率的比较采用 x2检验，用 SPSS

13.0统计软件进行数据处理并用 Graphpad Prism5进行图片制

作。检验水准 α=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 7901/EPI耐药细胞系的建立与耐药性鉴定
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光镜下，SGC7901呈圆形或方形，成簇贴壁生长，排列较为

紧密。经过 12个月的耐药诱导建立的 7901/EPI细胞亚系，细
胞形态发生明显改变，呈长梭形，且细胞排列较为松散，能在

100ng/ml维持浓度的表柔比星中长期存活。与亲本细胞相比，

其生长曲线较低，提示其生长速率有所降低。在相同浓度的表
柔比星作用下，其存活细胞的百分比大大高于亲本细胞，提示

其对表柔比星耐药。

图 1 SGC7901与 7901/EPI的形态(200×)和生长情况

注：图中（A、B）是 SGC7901和 7901/EPI的形态；（C）是两者的生长曲线；（D）是两个者在不同浓度表柔比星作用下存活率
Fig.1 The morphology change (200×) and growth curve of SGC7901 and 7901/EPI

Note：(A, B) morphology of SGC7901 and 7901/EPI, respectively; (C) growth curve of SGC7901 and 7901/EPI; (D) cell viability of SGC7901 and

7901/EPI exposed to different concentrations of epirubicin

我们进一步检测了 7901/EPI对各种化疗药物的 IC50值。
表 1 中显示的是 7901/EPI 与其亲本细胞 SGC7910 的 3 次

IC50统计情况。其中，亲本 SGC7901细胞对表柔霉素的 IC50
为 0.05±0.015 μg/ml，而 7901/EPI 对表柔比星的 IC50 为

0.58±0.14，其耐药指数为 11.6。与亲本细胞相比，7901/EPI细
胞对表柔比星的敏感性降低，IC50增大，且作用显著(P<0.01)。
7901/EPI对顺铂的耐药性增加 3.5倍。而对 5-氟尿嘧啶的耐药
性增加不明显。

表 2 SGC7901与 7901/EPI对常用化疗药物表柔比星、5-氟尿嘧啶、顺铂的 IC50值（n=3）
Table 2 IC50 of SGC7901 and 7901/EPI treated with different drugs（n=3）

Drugs
IC50(μg/ml)

RI
SGC7901 7901/EPI

EPI 0.05±0.01 0.58±0.14 11.6

5FU 3.1±0.53 4.1±0.46 1.32

CDDP 0.90±0.32 3.15±0.51 3.50

注：EPI：表柔比星；5-FU：5-氟尿嘧啶；CDDP：顺铂；

Note：EPI：epirubicin；5-FU：5-Fluoracil；CDDP：cisplatin.

2.2 药物排出功能与相关蛋白检测结果

药物排出功能增强是肿瘤细胞耐药的重要机制之一，因

此，我们用阿霉素蓄积和潴留实验检测 7901/EPI与亲本细胞的

药物排除功能差异。流式细胞仪检测阿霉素平均荧光强度，
7901 的蓄积荧光强度为 3243±1290，潴留为 2511±

1001，7901/EPI蓄积为 1643±737，潴留为 1398±637。由于荧
光强度受细胞状态的影响较大。为了展示更简洁明了，我们将
检测蓄积和潴留平均荧光强度以 7901蓄积量的荧光强度为对

照，设为 1，计算相对平均荧光强度。三次实验的结果如图 2 A
所示，7901的潴留量（SGC-7901-R）较蓄积量（SGC-7901-A）改
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变不大；7901/EPI的蓄积量（7901/EPI -A）较蓄积量（7901/EPI

-A）改变较大。而且，7901/EPI的蓄积量和潴留量均比亲本细
胞明显减少，SGC7901 的耐药指数（Resistance Index，RI）为

0.231±0.017；7901/EPI的 RI为 0.376±0.017。两者具有统计

学差异（P<0.05）

多药耐药蛋白 1 (multidrug resistance associated protein 1，

MRP1)是药物排除功能的主要相关蛋白之一，western-blot显示

MRP在 7901/EPI细胞中明显上调。

图 2 SGC7901与 7901/EPI对 ADR的蓄积和潴留及MRP表达情况

注：(A）中 SGC7901-A、SGC7901-R分别为 SGC7901的阿霉素蓄积量和潴留量; 7901/EPI-A、7901/EPI-R分别为 7901/EPI的阿霉素蓄积量和潴留

量；(B)为 SGC7901和 7901/EPI的药物排出指数；(C)为MRP1的表达情况

Fig.2 ADR efflux function of SGC7901 and 7901/EPI is related with expression of MRP

Note：(A) SGC7901-A, SGC7901-R is the accumulation and retention of doxorubicin in SGC7901, respectively; 7901/EPI-A, 7901/EPI-R is the

accumulation and retention of doxorubicin in SGC7901，respectively；(B) releasing index of 7901/EPI is much higher than parent SGC7901; (C) elevation

of MRP1 in 7901/EPI

图 3 SGC7901与 7901/EPI的凋亡相关检测

注：SGC7901和 7901/EPI为不加表柔比星（A, B）或加入 20 ng /ml表柔比星（C, D）培养 14天后的克隆形成情况；（E）SGC7901和 7901/EPI的凋

亡指数。（F）Bcl-2在 7901/EPI增高，而 Bax表达下调
Fig.3 Apoptosis rate of SGC7901 and 7901/EPI correlated with upregulated Bcl-2 and decreased Bax

Note：Colony formation of SGC7901 and 7901/EPI without（A, B）or with (C, D)epirubicin; (E) Apoptosis index of 7901/EPI, P<0.05 compared with the

control group; (F) elevated Bcl-2 and decreased Bax expression in 7901/EPI
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2.3 凋亡相关检测结果

克隆形成实验表明，在未加入表柔比星的普通培养液中，

SGC7901与 7901/EPI的克隆形成能力无明显差异。然而，在加
入 20 ng/ml表柔霉素的培养液中培养 14天后，SGC7901几乎

没有细胞克隆存活；而 7901/EPI仍然能形成较多克隆。流式细
胞仪凋亡检测结果显示，SGC7901 的凋亡指数 50.33±
7.506，7901/EPI为 14±4.0，两者的差异具有显著性（P<0.05）。
Western-blot显示抗凋亡蛋白 Bcl-2的蛋白水平在 7901/EPI细

胞中上调，而 Bax则较亲本细胞表达下调。

3 讨论

多药耐药现象是临床上肿瘤患者化疗失败的主要原因[4]，

随着蛋白质组学等高通量筛选技术的应用，肿瘤多药耐药的机

制研究进入一个崭新的时代[7]。然而，进行高通量筛选的基础是
建立一个稳定可靠的模型[8]。通过体外诱导耐药，大部分敏感细
胞被化疗药物杀死，少数细胞由于细胞异质性存活下来并得以

扩增；这些细胞通过长期药物诱导后的细胞在形态和生物学行

为上可发生明显的改变[8, 9]，利用这种方法建立细胞模型是肿瘤

耐药研究的主要方式之一。表柔比星在人体中的峰浓度约为
40 ng/ml[10]，在本研究中，7901/EPI可在大于这个峰浓度的 100

ng/ml培养液中存活。与亲代细胞相比，7901/EPI细胞形态以梭
形为主，耐药细胞生长速度减慢，具有多药耐药特性。有趣的
是，不仅对表柔比星耐药，而且对不同作用机制的 5-FU和 CD-

DP存在不同程度交叉耐药。这表明本研究建立了中度耐药的
7901/EPI多药耐药细胞系，是研究表柔比星耐药机制及筛选逆

转剂的理想模型。
MDR的发生是肿瘤细胞多种信号途径综合作用的结果，

其形成机制非常复杂。其中，跨膜蛋白如MRP1等多药耐药相
关蛋白，可以增加化疗药物的排出，减少化疗药物在胞内的蓄

积，是肿瘤耐药产生的主要机制之一[11]。MRP1属 ABC转运蛋
白超家族，可引起食管癌等多种肿瘤的多药耐药[12]。我们实验
室前期也发现MRP1上调可以促进表柔比星的耐药[13]。本研究
中，7901/EPI细胞对阿霉素的蓄积和潴留量都明显低于亲本细

胞，耐药指数比亲本细胞高约 2倍，提示药物转运蛋白可能参

与药物的排出。我们用Western-Blot验证了MPR1在 7901/EPI
细胞中上调，参与了其多药耐药的形成。
其次，目前认为凋亡抵抗在多药耐药中也发挥着重要的作

用 [14]。Bcl-2和 Bax分别是 Bcl-2家族中的抗凋亡和促凋亡蛋
白。Bcl-2基因表达下调可以导致细胞凋亡，Bcl-2高表达可抑制
细胞凋亡，且 Bcl-2/Bax比值决定了细胞对凋亡因子的敏感性
[15]。有研究表明，Bcl-2与 DNA修复的加速能够介导毛囊干细
胞对 DNA损伤剂诱导细胞死亡的抵抗作用[16]。而表柔比星就
是一种 DNA损伤剂。 Bcl-2在肿瘤耐药中也具有十分重要的
作用，我们前期工作也发现，miR15b和 miR16能够通过靶向

Bcl-2提高胃癌细胞对化疗药物的敏感性[17]。本研究显示 7901/
EPI细胞较 SGC7901细胞 Bcl-2表达升高，而 Bax表达下降，

提示抗凋亡蛋白 Bcl-2及促凋亡蛋白 Bax与 7901/EPI细胞多

药耐药性的产生有关。
本研究建立了胃癌耐表柔比星细胞系 7901/EPI，并初步阐

明了MRP1等药物排出蛋白和 Bcl-2等凋亡相关蛋白的表达，

可能参与其耐药机制。更重要的是，本研究的耐药细胞系为后

续研究提供了良好的耐药细胞模型，为下一步进行更为深入的

耐药机制研究奠定了坚实的基础。胃癌的发生发展是一个多因
素、多阶段、多步骤的过程，涉及到大量的分子参与和复杂的网
络调控，如何通过高通量表达或功能筛选，找出其中的关键分

子，并确定为胃癌高危预警、早期诊断和有效治疗的生物标志
物，是后续实验需要解决的关键科学问题。
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