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ABSTRACT Some characteristics of doxoru— 

biein—resistant CH0 eel1 1ine (RC1)were stud— 

fed by means of eell biological methods and 

SDS—PAGE electro口hores ． The resistance 

factor was 16．5一f0ld．and RC1 revealed cross— 

resistances to colchicime，actinom ycin and har— 

ringtonine． By jndireet immunofluoreseence 

assay， P—glycoprotein was not detected． 

Compared with CHO．the doxorubicin (Dox) 

uptake and accumulation of RC1 decreased， 

but the membrane fluidity of RC1 increased． 

The reduction in drug accumulation was corre一 

1ated with increase in membrane fluidity． DOX 

was mainly distributed in the eel1 nucleus of 

CHO ．but in both cytoplasm and nucleus of 

RC1． This suggested that Dox was transport— 

ed more slowly in RC1 cytoplasm than in CHO 

cytoplasm ，resulting in Iess Dox entrance into 

the eelI nucleus of RC1 than into that of CHO． 

W e also found that a 30——40 kDa nuclear pro— 

tein which was expressed normally in CHO 

disappeared in RC1． 
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摘要 用细胞生物学和 SDS—PAGE电泳方法， 

研 究抗阿霉 素(Dox)CHO细胞系(RC1)的特 

性． 用间接免疫荧光法．未 测到 RC1超表达 

P一糖蛋白． RC1降低 Dox的摄 入，增加膜的流 

动性． Dox在 CHO中主要分布在细胞核．在 

RC1中则分布在细胞质和细胞核． RC1中有一 

种分子质量为30—40 kDa的核蛋 白的表达被 

抑制 ，而在敏感 CHO中其表达正常． 

关键词 ；糖蛋白类；送速 壁；苎垄 
性 ；培养的细胞；中国仓鼠卵巢上皮细胞 

硼 
在进行肿瘤化疗过程中，常由于抗药性而 

导致失败． 在体外 已建立了多药抗性 的细胞 

系，发现在抗性细 胞膜上有分子质量 为1 70— 

180 kDa的糖蛋白的超表达 ，这种蛋 白被称为 

P一糖蛋白 ． 抗药性细胞能降低药物的摄入， 

是 由于 P一糖 蛋白将药泵 出细胞外 的缘 故 ． 

我们建立多药抗性细胞系的目的是在于研究抗 

药性机制和寻找克服抗药性 的途径． 本文简 

述了用 Dox筛选 RC1的过程 ．对 RC1进行了一 

些生物学指标的检测．并对抗药性机制作了一 

些探讨． 虽然在 RC1细胞膜上没有明显的 P一 

糖蛋白的超表达，但我们试图找出它能降低药 

物积累的原因． 

M ATERiALS AND M ETHODS 

Dox为 Farmitalia Cado Erba．Italy产品．用生理 

盐水配成1 mg·ml。。母液．用0．2岬I的微孔滤膜过滤 

后 避 光 贮 存．-1．6-Diphenylrl，3，5-hexatriene(DPH) 

为 Sigma产品． MRK16为 P_糖蛋 白的单抗．由日本 

藤凯矢涂若教授惠赠． FITC 羊抗兔 IgG"为北京 生物 

制品所的产品． 敏感CHO细胞由本室提供．CH()和 

RC1都用含10 小牛血清的 DMEM (Gibco公司)培养 
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基，37(。、5 C() 中培养 

建立抗药性细胞系的方法 ” 将 CHO 细胞 培养 

在含10 血清的 DMEM 养液中，先用 Dox 0，01 F 

·m1。。诱导培养 CHO细胞3个月． 然后在3十 月内逐步 

倍增 Dox的浓度达 ．1．ug·ml- ， 接 着进行 D。x低浓 

度到高浓度的筛选． 随后用无菌钢圈套取抗性倍数较 

高的克隆 RC1． 作 CHO 和 RC1对 Dox的剂量一反应 

曲线 ，求 CHO和 RC1的 Ics。值，抗性倍数即为 RC1的 

Ic 与 CHO的 lC so的比值． 用同样的方法可测定RC1 

的交叉抗药性的倍数． 

体外培养细胞体积测定和细胞周期分析 将细胞 

经胰蛋白酶消化后 ，加入5 ml的 PBS：NaCI 136，KCI 

2．7，Na 2HPC) 9．7，KH?PC) 1 5 mmol·L一。(pH 7．4) 

制成细胞悬液 ，用 Coulter Counter(England)和多道 

分析仪测定细胞体积． 将对数生长期的细胞，以1O 

cells·ml 种人大方瓶 ，48 h后用胰蛋白酶消化收集细 

咆 ，7o 冷 乙醇 固定，RNA酶消化．碘化丙啶(P1 50 

g·ml_。)染色，FACS420(B，D公司)流式细胞光度仪 

测定 P1荧光值． 

P一奠蛋 白超表选的检测 将细胞 种在盖 片上 ， 

用0．1 多聚甲醛 PBS(Na PO‘0．02mo[·L ‘，NaC1 

0．15mol·L ，pH 7 4)的溶液 ，4 C固定30min，甩 

PBS洗3次 ，加0．2mlMcAb(20 蛋白)4 C温育3O 

min，用 PBS振荡洗3次 ，用0 2ml二抗 (联有 FITC的 

羊抗兔 IgG)37 C温育30min，用 PBS振荡洗3次，以 

CHO细胞为阴性对照 ，在荧光显微镜下现察 RC1，蓝 

光激发，细 胞发绿色荧光 ． 

D0x的舞人和在细胞内的分布“m 4×10 细胞 

在37 C、5 CA)2培养箱经 Dox 10 ·ml-。作用1 h． 

用冰冷的 PBS洗3次． 超声破碎细胞． 6O 乙醇：盐 

酸0．3 mol·L (1：1)抽提细胞 内的 I)ox，12 000X 离 

L,30 min，上清液转移到 比色杯 ，Hitachi 850荧光分光 

光度计j黉】定 Dox的荧光值． 测定条件 ：K-,； 475 Ill311， 

一 575 111111，狭缝l0，10 nm，加390哪 滤玻片． 细 

胞在 舍Dox 10 pmol·L 的 DMEM 培养液 中处 理15 

min后，用甲醇j丙酮(1；1，vol：vo1)在 一20(’下固定5 

min． 绿光激发 ，在荧光 显微镜下观察 Dox在细胞内 

的分布． 

细胞鹿流动性的测定 用胰蛋白酶消化收集的 

细胞，用PBS冼2次． 加 DPH 2~umol·L～，25 ：央色 

30 min，PBS洗2次． 用荧光分光光度计测定荧光偏振 

度 (P)： 

P 一 ( G × IvH )／(1w + × IvH ) 

膜的微粘度 1= 2 P × (O．46一 P) 

微牯度越小，膜流动性越大 ，测量条件 ：k 一 362 nm， 

一 432 nm，狭缝l0，10，~D390 nm滤玻片． 

桉蛋白的电泳” 用冰冷的核缓冲液 ：NaC1 150， 

KH2PO{ 1，MgC12 5，EGTA 1，DTT 0 1 mmo]‘L一。 

刮取细咆，离心收集，在2 ml核缓冲液的细胞悬液 中 

~11A18 Inl古0，3 Triton x一100，细胞在冰上裂解10 

rain，500×g离心10 rain收集核，重新用核缓冲棱 悬 

浮核，在显微镜下检查核纯度． 在提取的核中加入等 

量的蛋 白质样品处理液 ，煮沸lO min，用 SDS PAGE 

电泳鉴定， 

RESULTS 

CHO 为梭 形，RCI明显 变 圆，更 饱满· 

RC1已加药培养2年多，共传240代，抗药性状 

稳定 ，抗性倍数为16．5倍． 抗药性细胞体积增 

大，RC1克隆形成率略为降低，倍增时间延长 

(Tab 1)． 

Tab 1． Geaeral characteristIts of CHO and RCI 

R= 3， 士 ． ‘P> m 05． bp< 0_05嘴 contro1． 

’ Pvcemage。f seeded ceils able to妇 m{ colony ot> 

50 cells． 

FCM 分析 RC1中 的 G1期 细 胞 增 加 

(Tab 2)， 

Tab 2． Cell cycle analysis the duration of cell 

cycle pbases- 

RC1对秋水仙碱、放线菌素、三尖杉酯碱 

维普资讯

 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


BIB[ Ⅱ)：1-％％N 0253 9756 Acta Pharnmcotogiea氟n Lca 中国药理 学报 1 994 Mar； 15 c2) ·1 91· 

交叉抗性倍数分别为4．5，11．5，10倍 ．是属于 

多药抗性的细胞系． P糖蛋白在 RCI中没有 

明显的超表达． 1o 个 CHO 细胞中 Dox摄入 

量为1．34±0．04 Yg．10 个 RCl细胞中 Dox的 

摄入量为0．51±0．02 Yg，P<0．01，RC1细胞 

中Dox的摄入降低达37 ． 抗药性细胞能显 

著降低所抗药物的摄入． 抗药性 细胞的膜微 

枯度降低，膜 流动性 增加 (Tab 3)． Dox在 

CHO细胞中主要分 布在细胞桉，在 RC1中则 

分布在细胞质和核(Fig 1)． 

Tab 3． M embrane fluidity in CHO and RCI i± ， 

P< 0．Ot饵 contro1． 

Fig I Doxorubicln distribution iD CHO (A)and RC I 

(B)under fluorescence microscope． × 400． 

在桉蛋白电泳中．与CHO相比抗药性细 

胞桉中少了一 条分子质量为30—40 kDa的蛋 

白带 (Fig 2)． 

17 5kDl 90 kDa 43 kDd 67IDm 94kDB 

FIg 2- SDS—PAGE．electrophovesis analysis on nuclear 

protein of (A ) CH O cells； (B) nuclei isolated from 

CHO；(C)RCI cells；(D)Duclel isolated from RCI． 

DISCUSS10N 

Beth—Hansen等 用秋 水 仙碱 逐 步 筛选 

CHO 细 胞 ，用诱 变 剂增 加 基 因发 生 突 变或 扩 

增的频率，获得高抗性倍数的细胞株，为了使 

体外抗药性细胞系更接近体内肿瘤产生抗药性 

的过程 ，我们在筛选过程 中没有使用诱变剂． 

Baas 等曾用 Dox筛选出人类鳞状肺癌细胞抗 

药 株 sW一1573／50和 SW一1 573／1000． SW 

1573／50表现低倍抗药性 ，SW一1 573／1000表耻 

高倍抗 药性 ，它们都表现交叉抗药性． 但从 

SW一1573／50难以检测到 rndrl转录产物和 P糖 

蛋 白，SW一1573／1000不 但能检 测 到 rndrl的 

mRNA 和 P一糖 蛋 白的 超表 达 ，还 能检 测到 

rndrl基因的扩增． 非 P一糖蛋白介导的多药抗 

性的发生早于 P一糖蛋白的表达． 我们的 RCI， 

类似于 SW一1573／50，这可能 由于 RCl的抗性 

倍数不高． 多药抗性细胞并非都表达 P糖蛋 

白⋯。，如用 ACT—D，VCR筛出 CHI 抗药株． 

在细胞表面有分子量为100 kDa的糖蛋白表达 

量的降低． 在我们实验中 ，分子质量为30—40 

kDa的核蛋 白在敏感 CHO 中表 达正 常．在 

RCI中表达被抑制 ，与文献 类似． 由于Dox 

作用于 DNA，提示抗药性细胞受它的长期诱 

变后 ，可 能导致某些基 因的表达量 降低或丧 
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失． 

多药抗性的机制相当复杂，有许多现象不 

能用 P一糖蛋白超表达来解释． 在 RC1中没有 

发现有 P一糖蛋白超表达，但发现 RCI摄入 Dox 

量降低，这可能与抗药性细胞的膜流动性增加 

有关． May等“ 报道在抗长春花碱的人 白血 

病淋巴细胞抗性株脂类某些成分发生变化 ，这 

可能干膜的通透性变化有关，并与多药抗性有 

关． RCI膜的流动性增加 ，可能与它的膜脂成 

份麓生变化有 关，致 使 Dox的摄入 量降低． 

Dox在 CHO、RC1中主要分布与文献。 相符， 

推测由于在抗药性细胞质中发生某种变化 ，使 

Dox在 RCl细胞质中的运输速度减慢 ，最终导 

致进 入细 胞核 的 Dox量 降低，致使 Dox对 

RCI的毒性降低． 
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