
收稿日期!"##$%#&%$# 修回日期!"##$%#’%$(
基金项目!浙江大学医学院中轻年科研启动基金资助项目

作者简介!陈亚侠)(*+,-./女/博士生/副主任医师/主要从

事妇科肿瘤临床和基础研究0
通讯作者!谢 幸)(*,,-./男/教授/博导/主要从事妇科肿

瘤临床和基础研究01%2345!6478923450:;0;<0=>

:??@!ABBB0<CDE>35F0;<D07GD0=>H27G

人绒毛膜癌甲氨蝶呤耐药细胞株的建立及其特性的研究

陈亚侠/谢 幸/陈怀增/程 琪/周彩云
)浙江大学医学院 附属妇产科医院/浙江 杭州 $(###+.

I摘 要J 目的!建立耐甲氨蝶呤)KL6.的人绒毛膜癌细胞株/并检测其生物学特性M方法!采用剂量递增间歇诱

导的方法/对人绒毛膜癌细胞株 NOP进行长期诱导培养/建立耐药细胞株 NOPHKL6M比较两种细胞倍增时间Q绒

毛膜促性腺激素)RST.分泌量Q对 KL6和一些常用化疗药的敏感性/U%糖蛋白Q谷胱甘肽 V转移酶Q核增殖抗原

的表达/以及细胞自发和 KL6诱导调亡率M结果!历时 (年建成 NOPHKL6细胞株/耐药性稳定/耐药指数 W0$/对

紫杉醇Q长春新碱有交叉耐药MNOPHKL6细胞增殖缓慢/核增殖抗原表达低于 NOP细胞)$0#*X#0&"YZ$0W"X

#0$,/[\#0#,.M谷胱甘肽 V转移酶表达高于 NOP/U%糖蛋白的表达两者无差异MRST分泌高于 NOP细胞/培养

&’:后每 (#,个细胞分泌 RST分别为)*,0WX,0&YZ&(0$X"0’.2]̂ )[\#0#(.MNOPHKL6细胞的自发凋亡及

KL6诱导的凋亡均明显少于其母系NOP细胞)[\#_#,.M结论!NOPHKL6细胞对KL6耐药性稳定/具有独特的

细胞形态Q染色体核型Q增殖与凋亡等特征/为进一步研究绒癌的耐药机制提供了理想的细胞模型M

I关键词J 绒毛膜癌H药物疗法‘甲氨蝶呤H治疗应用‘抗药性/肿瘤‘细胞培养
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绒毛膜癌)绒癌.是一种对化疗敏感的实体
肿瘤M甲氨蝶呤)K7?:C?E783?7/KL6.是治疗
绒癌首选药物/也是在绝大多数联合化疗方案
中必需的药物/但 KL6获得性耐药严重/单用

KL6约 $#I患者将出现耐药I(/"JM体外诱导建

立耐药细胞株是研究绒癌获得性耐药机理的重
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NĴ PuOKJAHR1N]OuT^u]B1PV]Lv)K1?]SOKVS]1uS1V.

BC5$$ uC"
"##&

 



要方法!然而"用#$%诱导建立绒癌耐药细胞
株迄今国内未见有文献报道"美国细胞库

&’()*+,-.$/0)12342*)1533),4+5."’$116
也无商品化的耐 #$%的绒癌细胞株提供!本
研究采用剂量递增间歇诱导的方法"建立体外
获得性耐 #$%的绒癌细胞株"并对其生物学
特性进行研究"为绒癌耐药机制及耐药逆转的
研究提供细胞模型!

7 材料与方法

787 细胞株 人绒毛膜癌细胞株 9’:来自美
国 ’$11"本室传代培养保存!细胞生长于含

;<=胎牛血清的 :>#?@;AB<&C?D1E公司6培
养基中"于 FGHIJ=二氧化碳的培养箱中传代
培养!细胞呈多边形"贴壁生长!用 <8KJ=胰酶

&上海生工6消化传代"细胞数小时后即可贴壁"
约 KBL后进入指数生长期"每 KM传代 ;次!
78N 实验药物 #$%&浙江万马药业有限公
司"批号 <K<;;K6I放线菌素 O&’1$O"上海新
亚药业有限公司"批号 <K<P<J6IJ@氟尿嘧啶&J
@Q2"天 津 金 耀 氨 基 酸 有 限 公 司"批 号

<K;<KKK6I环磷酰胺&1$%"江苏恒瑞医药股份
有限公司"批号 <K;;<RK;6I紫杉醇&$’%"美国
百时美施贵宝公司"批号 K#JKKS+6I鬼臼乙叉
甙&T>;A"江苏恒瑞医药股份有限公司"批号

<K<RKBFK6I阿霉素&’O#"浙江海正药业股份
有限公司"批号 <K;<<B6I长春新碱&T1:"深圳
万乐药业有限公司"批号 <K;KT;6!
78U 主要试剂 >@糖蛋白&>@V06"克隆号

1BPB"谷胱甘肽 S转移酶&CS$@W6"克隆号

FJF@;<及核增殖抗原&>1X’6"克隆号 >1;<"
均为鼠抗人单抗"购自福州迈兴公司!鼠抗人单
抗二步法免疫组化试剂盒购自 O-Y5公司!>?Z
’..)[+.T@Q?$1试剂盒购自美国 D),Y(-.
,5234)*公司!
78\ #$%耐药细胞株的建立 采用剂量递
增间隙加药诱导耐药!9’:细胞胰酶消化传代
后次日细胞进入指数生长期"此时培养基中加
入 #$%至终浓度 ;;](53Ẑ"加药 RL后用磷
酸盐缓冲液&>DS6洗 F遍后加无 #$%的培养
基继续培养"待培养瓶内细胞长满 R<=左右传
代!此时"敏感细胞死亡上浮"不敏感细胞继续

存活"但继续存活的细胞生长缓慢形态改变!在
无药培养基培养至细胞生长良好后再重复同一

浓度 #$%K_J次后"再进行下一浓度 #$%
诱导"并逐渐增加诱导浓度!历时约 ;年"#$%
最高诱导浓度为 RR](53Ẑ !用四甲基偶氮唑
蓝&#$$6快速比色法按照参考文献‘Fa步骤测
半数抑制浓度&?1J<6逐渐稳定!撤药培养 F个
月及液氮冻存 F个月后复苏"复测 ?1J<变化在

G<=以内!表明耐药性稳定!此时细胞命名为

9’:Z#$%!
78b 9’:及 9’:Z#$%细胞株的生物学特性
测定 所有指标都在无药培养 F个月以后测
定!
78b87 细胞形态观察c用倒置相差显微镜及
常规 de染色观察!
78b8N 对数生长期细胞群体倍增时间测定c
采用细胞计数法‘Ba"每次计数 F孔"重复 F遍取
平均值"绘制细胞生长曲线"按 >-44)*f5.公式
计算细胞在对数生长期的倍增时间!ghigj
35VKZ&35Vkl@35Vkm6‘Ja!km为初始细胞数"kl
为终末细胞数"g为 kl@km时间!
78b8U 核型及细胞周期分布c用秋水仙素
法‘Ba观察染色体核型"用流式细胞仪&Q1#"美
国 D),Y(-.,5234)*公司"型号为 e>?1Sn: %̂
检测细胞周期分布!以正常妇女外周血单个核
细胞为标准对照!
78b8\ 人绒毛膜促性腺激素&d1C6测定c采
用时间分辨荧光定量法测细胞培养 BRL后上
清中总 d1C"根据细胞数计算每 ;<J个细胞分
泌 d1C量!
78b8b 耐药谱分析c用 #$$比色法"以

9’:Z#$%细胞株药物作用 BRL的 ?1J<和

9’: 细 胞 株 ?1J<的 比 值 表 示 耐 药 指 数

&*)f+f4-.,)o-,45*":Q6!
78b8p 细胞黏附性测定c细胞基本铺满培养
瓶后倒去培养液">DS洗 F遍"每瓶加 <8KJ=
胰酶"FGH放置 K(+.后倒去胰酶"加入 J(3
>DS"由电动移液器吹打 K<下"然后用血球计
数板计算 K细胞团IF细胞团IB细胞团及以上
细胞团各占细胞总数的百分比&qr6"其积分 k
isqrjrj;<<"r为不同细胞数细胞团的系
数cK细胞团为 K"F细胞团为 F"B细胞团或以
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上为 !"
#$%$& ’()*+,-.(/+’012表达的检测3按
免疫组化二步法试剂盒说明书中步骤行免疫组

化染色4光镜观察结果判断4每批取同一阳性片
作质控4以 ’5-代替一抗的免疫组化染色结果
为阴性对照"在6789*:;显微镜 !<<=下观察4
任意观察 >个视野4分别读出其?@A+?BA+?B
BA和?BBBA的细胞数"染色判断3?@A为细
胞浆或细胞核内无棕黄色颗粒4?BA为细胞浆
或细胞核内出现较浅的黄色颗粒4?BBA为细
胞浆或细胞核内出现清晰的深黄色颗粒4?BB
BA为细胞浆或细胞核内出现明显的棕色或咖
啡色颗粒"结果参照 C(;DEFG半定量法分析HIJ"
计算公式3C(;DEFGKLMN?NBOA"其中 N为染色
强度4用 O4P4Q分别代表?BA+?BBA+?BB
BA"MN为同一染色强度细胞占总细胞数的百
分比"
#$%$R ’ST2UUGVWUX细胞凋亡检测3按照试
剂盒说明步骤4对不加药的 Y2ZT[.\和 Y2Z
细胞及在 [.\]$] 9̂E7T_的培养液中培养

‘Pa的 Y2ZT[.\和 Y2Z细胞4用流式细胞
仪检测 ’ST2UUGVWUX的表达"
#$b 统计学处理 两组间比较用 c检验及卡
方检验4Md<$<>为统计学上差异有显著性"所
有数据 用 9WDFE;EefGVDG7及 -’--O<$<eEF
gWUhEi;进行处理"

j 结 果

j$# Y2ZT[.\细胞株建立 历时约 O年建
成的耐药细胞株Y2ZT[.\4测得对[.\作用

!]a的 S0><为 >$O> 9̂E7T_4其母系 Y2Z的

S0><为<$‘< 9̂E7T_4Zk为‘$Q>4建株后无药培
养及液氮冻存 Q个月以上复测耐药性基本稳定"
j$j Y2ZT[.\细胞株的生物学特性

j$j$# 形态及黏附性3Y2ZT[.\细胞在无

药培养 Q个月后4与 Y2Z细胞相比4细胞呈不
规则状4大小不等4有的细胞出现很长的突起l
细胞浆内出现空泡4胞浆中黑色颗粒增多变粗l
细胞与细胞之间黑色颗粒状物也明显增多"
Y2ZT[.\细胞易重叠生长4细胞间黏附性增
加4传代时细胞不易吹散"Y2ZT[.\及 Y2Z
细胞培养 !]a的黏附性积分分别为 O!PmQn
omO及 ‘!mOn!m]?Md<m<OA"
j$j$j 细胞增殖及分泌 C0,情况3Y2ZT
[.\细胞生长迟缓4每 Qp!h传代 O次4而

Y2Z细胞每 Ph传代 O次"指数生长期群体倍
增时间 Y2ZT[.\及 Y2Z分别为?QPmIn
Pm]Aa和?OomInOmoAa?Md<m<OA4’012免
疫组化 C(;DEFG积分分别为 Qm<on<m!P及

Qm‘Pn<mQ>?Md<m<>A"Y2ZT[.\细胞较

Y2Z细胞分泌更多的 C0,4培养 !]a后每 O<>

个 Y2ZT[.\及 Y2Z细胞分泌的 C0,分别
为?o>m‘n>m!A9Sq及?!OmQnPm]A9Sq?Md
<m<OA"用流式细胞仪分析细胞周期比例?rA4
Y2ZT[.\及 Y2Z细胞 ,<B,O分别为 >>m>
nPmo及 !]mPnPm!4,PB[ 期分别为 O>mQn
Omo及 OImQnOm‘4-期分别为 PomPnPm]及

Q<mInPm‘4两种细胞株细胞周期分布无明显差
异"
j$j$s 染色体分析3以正常人外周血单个核
细胞作为标准对照4流式细胞仪分析细胞核型"
Y2ZT[.\核型异倍体占 o>mPr4二倍体仅占

!m<]rlY2Z细胞异倍体占 >!m>Qr4二倍体占

!>m!‘r"Y2ZT[.\异倍体出现率明显高于

Y2Z4?Md<m<OA"用秋水仙素法观察两种细胞
染色体多数为假三倍体4集中于 I‘p‘O条"
j$s Y2ZT[.\细胞株的耐药谱分析 从表
可以看出 Y2ZT[.\细胞不但对 [.\耐药4
而且还对 .2\特别是对 t0Z高度耐药"对 >
(kq+2u[+20.u+t’(OI仍敏感"见表 O"

表 # 两种细胞株对常用化疗药作用 !]a的 S0><

vwxyz# .aGS0><EeY2Z{UhY2ZT[.\fEDE99EUDaG9EfaGF{*8hF:);{efGF!]a

?̂9E7T_A

,FE:* [.\ .2\ >(kq 2u[ t0Z 20.u t’(OI 0.\
Y2Z <$‘< <$<P Q>Q$IQ !$Q< <$<! O$‘] <$‘] @

Y2ZT[.\ >$O> <$>O Q‘]$]< Q$!! O!o$P‘ P$<< <$]> @
Zk ‘$Q> P>$>< O$<‘ <$]< Q‘QO$‘> O$OP O$<o @
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!"# $%&’()*+%,免疫组化结果 见表 -.

表 ! 两种细胞中$%&’()*+%,免疫组化/%01234积分

比较

56789! /%012342:$%&’;<=)*+%,4>’34004=?<

@AB;<=@ABCD+E14FFF?<40
GHIJKLMNOPQ

)32R’ $%&’ )*+%,

@ABCD+E -"-PJP"-S T"USJP"T-

@AB -"TOJP"-V -"OWJP"-T

X YP"PV ZP"PV

!"[ 流式细胞仪检测 $\CA<<4>?<]的表达
图 O所示L左上象限 $\Ĝ QA<<4>?<]G_Q
为死亡的细胞L右上象限 $\Ĝ QA<<4>?<]
Ĝ Q为 凋 亡 晚 期 细 胞L右 下 象 限 $\G_Q
A<<4>?<]Ĝ Q为凋亡早期细胞L左下象限 $\
G_QA<<4>?<]G_Q为活细胞.从表 T可以看
出在无药培养下L@ABCD+E的自发凋亡明显
少于@AB细胞GXZP"PVQ.加D+E‘"‘ab2FC
cd-e后两种细胞凋亡均较不加药组增加L但

@ABCD+E细胞凋亡仍明显少于 @AB细胞GX
ZPfPVQ.

表 g $\CA<<4>?<]检测自然及 D+E诱导的细胞凋亡

56789g +e40’2<h;<42R0;<=D+E?<=R14=;’2’h20?0?<@AB;<=@ABCD+E=4h41h4=ij$\CA<<4>?<]

GkLHIJKQ

)32R’ M l23b;F14FF m;3Fj;’2’h20?0 c;h43;’2’h20?0 l41320?0

@AB OP dS"WWJT"OU O"TTJP"O- O"TWJP"OS -P"-WJ-"d-

@AB̂ D+E OP Od"VSJ-"OT OT"TVJO"TV -d"-TJ-"WS UO"‘dJT"OS

@ABCD+E OP WP"PSJU"SV P"PdJP"PPO P"-‘JP"PPd W"VWJP"W-

@ABCD+Ê D+E OP dO"TTJT"OS P"VPJP"PO- O"SUJP"-O -S"VTJ-"TV

图 n 流式细胞仪检测 $\CA<<4>?<]染色

opq"n $\CA<<4>?<] 0h;?<h40h4=ij:F2r1jh2b4h3j

g 讨 论

g"n @ABCD+E细胞的特性 @ABCD+E细
胞与其母系 @AB细胞相比L细胞异形性明显(
群体倍增时间延长(核增殖抗原表达减少(绝大
多数细胞为异倍体(细胞间的黏附性增加L表明
细胞在多次接触 D+E后受到损伤致细胞生长
缓慢L异倍体比例增加.D+E是细胞分化诱导
剂L可诱导多种细胞分化sdtWu./v)是滋养细
胞分化的标志L@ABCD+E细胞较其母系 @AB
细胞能分泌更多的 /v)L说明 @AB细胞在

D+E长期诱导后部分细胞成熟分化.细胞的

增殖速度及分化程度与化疗敏感性有关L一般
来说增殖越快的幼稚细胞对化疗越敏感L这是
化疗药物抗肿瘤治疗的基础L可能也是滋养细
胞肿瘤对化疗较敏感的原因之一.本实验中

@ABCD+E细胞生长缓慢(分化程度增加L可能
与 @ABCD+E细胞的耐药性有关.肿瘤对

D+E产生耐药的机制涉及多种因素L在对

D+E耐药的多种不同细胞系的研究中L通过
减少叶酸载体而减少 D+E的摄入(靶酶二氢
叶酸还原酶Gw/xBQ活性增加及 w/xB与

D+E的亲和力降低被认为是 D+E耐药的重
要机制sOPtOTu.但仅用这些机制不能解释L在研
究中发现的当对 D+E出现耐药后也会对其它
抗癌机理不同于 D+E的其它化疗药物耐
药sOULOVuL这提示存在其它的耐药机制.肿瘤产
生多药耐药的机制涉及多种因素L但在诸多耐
药机制中能在临床中得到证实的却很少L
DwBO过表达是唯一能在体内证实且最为重
要的机制之一.我们的研究发现L在@AB(@ABC
D+E细胞中均有 $%&’的表达L表达强度相
似.以往也有研究表明L在正常妊娠的滋养细胞
中有 $%&’表达L说明 $%&’在正常妊娠的滋养
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细胞中有解毒作用!而在绒癌耐药中并非起作
用"#$%&’是体内重要的氧化还原系统!可催
化谷胱甘肽与各种亲电子分子和疏水性分子结

合!使其更有极性而加强外排!通过非酶结合方
式将细胞内的毒性化学药物排除!同时在清除
活性氧过程中起重要作用!参与机体解毒!并对
多种引起细胞死亡的刺激起保护作用"在本研
究中 #$%&’在 ()*+,%-细胞中的染色强度
高于 ()*细胞!提示 ()*细胞在长时间接触

,%-后 #$%&’表达增加以对抗 ,%-的细胞
毒作用!可能在 ()*+,%-耐药中起一定作
用"细胞凋亡是在众多基因有序激活后发生的
一种主动的细胞死亡"随着对细胞凋亡研究的
深入!发现细胞凋亡是众多化疗药物杀伤肿瘤
细胞的共同通路之一!那么凋亡的抑制可导致
耐药"流式细胞仪检测 ./+)0012304表达是
一种简单5敏感的检测细胞凋亡方法678!79:"本
实验应用流式细胞仪检测 ./+)0012304表达
发现同样培养条件下!()*+,%-的自然凋亡
明显少于其母系 ()*细胞",%-也可通过诱
导 ()*及 ()*+,%-细胞凋亡而发挥细胞毒
作用"但同样浓度的 ,%-对 ()*+,%-诱发
的凋亡明显少于其母系"因此!()*+,%-不
易凋亡这一特性!可能是 ()*+,%-不但对

,%-耐药!而且还是对植 物 碱 类 化 疗 药

%)-5;<*交叉耐药的重要机制之一"我们将
对凋亡抑制在 ()*+,%-耐药中的作用及其
分子机制进行进一步的研究"
=>? 建立耐药绒癌细胞株的意义 肿瘤细胞
发生耐药的机制很复杂!由于涉及化疗药物在
体内的分布5代谢等!对耐药性的研究尤其复杂
和困难"此外!由于多数绒癌患者可仅用化疗治
愈!手术治疗并非是绒癌治疗首选和必须的治
疗手段!手术切除的标本很少"因此!体外研究
绒癌耐药的发生和逆转成为重要的方法之一"
但国内外目前用于研究绒癌耐药机制的理想模

型较少",%-作为治疗绒癌的首选药物!建立
耐 ,%-的绒癌耐药模型具有重要的实用价
值"绒癌细胞对化疗极敏感!诱导耐药细胞系较
为困难"本研究通过多次筛选 ,%-起始诱导
浓度!确定77@ABC+D为起始诱导浓度!且同一
浓度需多次重复后才能进行下一浓度的诱导!

历时 7年!成功地建立了耐 ,%-的绒癌细胞
株"该细胞株对 ,%-耐药性稳定!且对 %)-
及 ;<*有交叉耐药!为进一步研究绒癌耐药
机制及耐药逆转提供了理想的细胞模型"
EFGFHFIJFKL
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!"#$%活性&使 ’()"的 *+,#-和 .!+)基因
表达水平下调&导致关节滑膜 /01-和 !+合
成减少&最终抑制 ’(病程发展&减轻关节炎症
和改善临床症状2这可能是临床上雷公藤制剂
发挥抗类风湿关节炎作用的机制之一2
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