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摘摇 要:摇 目的摇 通过顺铂(cDDP)浓度递增法建立鼻咽癌耐药的细胞株 CNE2 / cDDP,并研究其耐药性变化。
方法摇 采用 cDDP 浓度递增法建立鼻咽癌顺铂耐药细胞系 CNE2 / cDDP,倒置显微镜进行形态学观察,MTT 检测

CNE2 / cDDP 细胞系对不同化疗药物的耐药性。 摇 结果 摇 MTT 研究发现在不同药物(顺铂、长春新碱、卡铂、紫杉

醇、5鄄FU)作用下,CNE2 / cDDP 较 CNE2 的 IC50值及耐药指数均有明显的增加,CNE2 / cDDP 细胞对顺铂的耐药性最

强,增加到 200. 6 倍,对 5鄄Fu 的耐药性最差,增加到 2. 8 倍;耐药细胞株 CNE2 / cDDP 较非耐药细胞株 CNE2 生长速

度减慢,其细胞倍增时间由 18 h 增加到 24 h;CNE2 / cDDP 细胞体积较 CNE2 为小,常呈克隆聚集现象。 摇 结论

CNE2 / cDDP 具有多药耐药性,是一个理想的用于鼻咽癌的多药耐药研究的细胞系。
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Establishment of cis鄄Diammine鄄Dichloro鄄 Platinum (cDDP) 鄄resistant NPC
Cell Lines (CNE2 / cDDP) and Study of the Changes of Drug Resistance

TANG Sanyuan,HUANG Weiguo,ZHU Yuan,et al
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Abstract:摇 Objective摇 To study the changes of drug resistence of NPC by establishing the cis鄄Diammine鄄Dichloro鄄
Platinum (cDDP) 鄄resistant NPC cell lines (CNE2 / cDDP) through cDDP concentration progressively increased method. 摇
Methods摇 CNE2 / cDDP was established by cDDP concentration progressively increased method. Morphology study was per鄄
formed by invert microscope,and drug resistance to cDDP,Vincristin,Carboplatin,Taxotere,and 5鄄fluorouracil were detected
by MTT. 摇 Results摇 MTT showed that there was significant increase of IC50 and resistance index in CNE2 / cDDP compared
to CNE2,after dealt with cDDP,Vincristin,Carboplatin,Taxotere,and 5鄄fluorouracil. And the drug resistance of cDDP in
CNE2 / cDDP was the highest,and RI (resistance index) was increased to 200. 6鄄folds compared to CNE2. While the lowest
drug resistance was in 5鄄Fu,and RI was increased to 2. 8鄄folds compared to CNE2. There were clone aggregation and slow
growth speed in CNE2 / cDDP and more longer doubling time increased from 18 h in CNE2 / cDDP to 24 h in CNE2. And
there were much smaller volume in CNE2 / cDDP compared with CNE2. 摇 Conclusion摇 CNE2 / cDDP may serve as an ideal
cell line used for study of drug resistance in NPC for its multi鄄drug resistance.

Key words:摇 cDDP;摇 NPC;摇 multi鄄drug resistance;摇 cell lines(CNE2 / cDDP)

摇 摇 肿瘤细胞的多药耐药性(multidrug resistance,
MDR),是指恶性肿瘤细胞在接触一种抗癌药后,产

生了对其他抗癌药的耐药性[1],MDR 是恶性肿瘤化

疗失败和临床复发的主要原因。 鼻咽癌是中国南方

最常见的恶性肿瘤之一,临床上鼻咽癌的发病比较

隐蔽,难以早期发现,就诊时大部分患者已是鼻咽癌

晚期[2]。 鼻咽癌临床上单纯采用化疗效果较差,容
易产生耐药性[3]。 为进一步研究鼻咽癌耐药性产

生的原因,本研究通过浓度递增法建立了鼻咽癌的
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顺铂耐药细胞系,并研究其耐药性变化。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 低分化鼻咽癌细胞系 CNE2 购自中南大学细胞

室。 CNE2 细胞株及耐药细胞株 CNE2 / cDDP 均用

含 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养基进行常规传代

培养。
1. 2 摇 浓 度 递 增 法 建 立 鼻 咽 癌 耐 药 细 胞 株

CNE2 / cDDP
在无菌生理盐水中,加入临床用顺铂针剂,将顺

铂加入培养基中,按照初始浓度为 0郾 05 滋g / mL,逐
步将浓度增加到 0. 1、0. 2、0. 4、0郾 6、0. 8、1. 0、2. 0、
4. 0、8. 0 滋g / mL,总共 10 个浓度梯度,直至细胞不

能耐 受 为 止。 经 过 2 周 观 察 和 实 验, 发 现

1. 0 滋g / mL为 CNE2 细胞的极限耐受浓度,细胞生

长尚可,经 1. 0 滋g / mL 筛选 2 周后,得到了鼻咽癌

耐药细胞株 CNE2 / cDDP,可进行下一步研究。 实验

前先用不含 cDDP 或其他药物的培养基培养 3 天。
1. 3摇 MTT 检测 IC50值

选取对数生长期细胞,调整细胞密度为 l 伊
105 / mL,加入 96 孔板,每孔 100 滋L。 再分别加入

100 滋L 含 10 倍药物浓度梯度的培养基,5 种药物分

别为顺铂(cDDP)、长春新碱(vincristin)、卡铂( car鄄
boplatin)、紫杉醇 ( taxotere)、5鄄FU (5鄄fluorouracil)。
每孔总体积 200 滋L,每个药物共设 7 个浓度梯度和

1 个空白对照,各种药物的每个稀释度做 3 个平行

孔。 细胞培养 48 ~ 72 h 后,每孔加入10 mg / mL的
MTT 15 滋L,继续培养 4 h,吸出上清培养基,每孔再

加入 DMSO 200 滋L,轻微振荡溶解结晶。 以570 nm
波长进行检测,在酶标仪上检测各孔的吸光度(OD
值)。
1. 4摇 耐药指数计数

以 origin pro 8. 0 软件进行数据分析,首先计算

各个 药 物 不 同 浓 度 的 抑 制 率 = 1 - ( OD试验组 /
OD对照组),以此 OD 值代表细胞数目,以浓度为 X
轴,以抑制率为 Y 轴绘制抑制曲线,通过计算得到

各个药物的 IC50值。 耐药指数 = IC50实验组 / IC50对照组。
1. 5摇 细胞生长曲线和倍增时间测定

取对数生长期的不同细胞,0. 1% 胰酶消化,制
成单细胞悬液,以 l 伊 104 / mL 密度常规培养于 24 孔

板中,每孔中培养基为 1 mL。 每日取其中的 3 孔用

胰酶消化后进行细胞计数。 连续观察及计数 7 天,
以培养日期为 X 轴,细胞数目为 Y 轴,绘制细胞的

生长曲线。
以常用的 Patterson 公式计算细胞在对数生长

期的倍增时间:DT = t*[lg2 / ( lgNt - lgNo)]计算。 t
为培养时间,No 为首次记下的细胞数,Nt 为 t 时间

后的细胞数,一般 No 在接种细胞 24 h 后进行。 细

胞的形态学观察倒置显微镜观察非耐药细胞株

CNE2 和耐药细胞株 CNE2 / cDDP 的形态并拍照。
1. 6摇 统计学分析

统计分析通过 SPSS17. 0 软件进行分析,两两比

较采用 t 检验,P < 0. 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 两种细胞的生长曲线

摇 摇 通过绘制非耐药细胞株 CNE2 和耐药细胞株

CNE2 / cDDP 的生长曲线,发现耐药细胞株 CNE2 /
cDDP 较非耐药细胞株 CNE2 生长速度减慢(P <
0郾 05),其细胞倍增时间由 18 h 增加到 24 h(P <
0郾 05)(图 1)。

图 1摇 两种细胞的生长曲线

2. 2摇 细胞形态

倒置显微镜下观察非耐药细胞株 CNE2 和耐药

细胞株 CNE2 / cDDP 的形态,发现两个细胞株均为

贴壁性生长,非耐药细胞株 CNE2 形状比较规则,多
边形,胞体较大,胞浆透亮;耐药细胞株 CNE2 / cDDP
细胞较小,圆形,有较多的悬浮死细胞(图 2)。
2. 3摇 不同药物的 IC50值及耐药指数

在不同药物作用下,耐药细胞株 CNE2 / cDDP
较非耐药细胞株 CNE2 的 IC50值及耐药指数均有明

显的增加,其中 CNE2 / cDDP 细胞对顺铂的耐药性

最强,增加到 200. 6 倍,对 5鄄Fu 的耐药性最差,增加
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到 2. 8 倍(表 1)。

图 2摇 两种细胞倒置显微镜下形态比较( 伊 100) 摇 A:CNE2;
B:CNE2 / cDDP

表 1摇 不同药物在 CNE2 和 CNE2 / cDDP 中的 IC50值及耐

药指数

化疗药物
IC50(滋mol / mL)

CNE2 CNE2 / cDDP
耐药
指数

顺铂 1. 2245 依 0. 04217 245. 6755 依 1. 03360 200. 6
长春新碱 1. 8235 依 0. 05120 212. 1232 依 0. 93210 116. 3
卡铂 2. 1543 依 0. 08750 89. 2314 依 0. 54660 41. 4
紫杉醇 0. 9431 依 0. 05632 18. 4524 依 0. 96730 19. 5
5鄄FU 83. 1231 依 5. 83690 234. 8443 依 9. 33310 2. 8

3摇 讨摇 摇 论

顺铂(cDDP)是临床上广泛使用的抗肿瘤药物,
具有细胞毒性和放疗增敏性,其耐药性往往引起临

床上鼻咽癌的化疗失败[4]。 cDDP 耐药的分子机制

可能与其能减少药物的蓄积、药物代谢失活和增加

DNA 修复有关[5]。 为进一步研究其耐药分子机制,
建立 cDDP 耐药的肿瘤细胞株很有必要。

近年来,随着临床化疗的普遍开展,不少肿瘤患

者均出现了对 cDDP 耐药现象,为研究顺铂耐药分子

机制,国内不少学者建立过不同肿瘤的顺铂耐药细胞

株,如卵巢癌顺铂耐药细胞株 COC1 / DDP、肺腺癌顺

铂耐药细胞株 A549 / DDP、人胃癌顺铂耐药细胞株

BGC鄄823 / cDDP 等[6鄄8],但有关顺铂耐药鼻咽癌的研

究目前尚少见。 目前国内的细胞中心也无法购买到

鼻咽癌耐药的细胞株,因此,基于实验研究需要,本研

究构建鼻咽癌耐药细胞株,并进一步研究其耐药分子

机制。 一般稳定的耐药细胞系的获得需经过 10 代以

上的筛选,本研究通过浓度逐步递增方法,经过 4 周

左右的时间建立了鼻咽癌顺铂耐药细胞系 CNE2 / cD鄄
DP,并对其生长情况和耐药情况进行了研究。

在肿瘤细胞耐药诱导过程中,鼻咽癌细胞会出

现细胞形态上的明显改变,并伴有细胞生长速度变

得缓慢。 在诱导过程中,本研究发现,当顺铂浓度增

加时,往往会引起相应的死亡细胞数目增加,而存活

的细胞往往呈点灶状分布于培养瓶内,细胞开始表

现为胞浆内出现空泡,细胞形态变得不规则,有较多

突起形成。 在换药间歇期或者更换不含药物的新鲜

培养基后,细胞在短期内也很难恢复以前的形态和

生长速度。 在药物诱导过程中,一直保持着增殖活

性的细胞可以发生分裂增殖产生新的细胞,再被药

物诱导杀死,保留部分具有增殖活力的细胞,这个过

程不断循环,使得获得了对某些药物具有耐药性的

细胞克隆被诱导和分离出来,最后经过扩增获得了

鼻咽癌的耐药细胞系,命名为 CNE2 / cDDP。
本研究发现,鼻咽癌顺铂耐药细胞系 CNE2 /

cDDP 在倒置显微镜下观察,其细胞较 CNE2 为小,
有较多的悬浮死细胞,其细胞倍增时间也较 CNE2
为长,说明耐药细胞系的生长与亲本细胞之间存在

明显差异。 MTT 实验研究该耐药细胞系对临床上 5
种常用药物的耐药性,发现在不同药物(顺铂、长春

新碱、卡铂、紫杉醇、5鄄FU) 作用下,耐药细胞株

CNE2 / cDDP 较非耐药细胞株 CNE2 的 IC50 值及耐

药指数均有明显的增加,其中 CNE2 / cDDP 细胞对

顺铂的耐药性最强,增加到 200. 6 倍,对 5鄄Fu 的耐

药性最差,增加到 2. 8 倍。 说明 CNE2 / cDDP 不光

对顺铂耐药,对其他临床上常用的化疗药物也具有

耐药性,具有多药耐药特性,并且该细胞系性状稳

定,可稳定地传代和保存,是较为理想的用于鼻咽癌

的多药耐药研究的细胞系,进一步的细胞和分子生

物学研究将有助于揭示其耐药的分子机制。
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