
! "

!"#$ !""#$%!&'

!

("!"

"

"#$%&&#$%'

%&'( )*+,-./0 123456)*127'89

:!"#$%&"'!"()*#+;

!"#$ %&'#''+,()*)+,-.)/0123456789:;

!"3<=)-)./0123/456/78/89:;(<=>?7.>

肾癌舒尼替尼耐药细胞株 ()*+, 的建立及其生物
学特性研究
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肾细胞癌（HF;DB LFBB LDHL:;@JD，,))）又称肾癌，

是常见的泌尿系统恶性肿瘤之一，发病率在全世界

范围内逐年上升`!a。大约 b%*患者在初次诊断时即为

转移性 ,))（J,))），c%*左右患者在肿瘤切除后仍

会发生复发和转移`ba。肾透明细胞癌（LBFDH LFBB ,))，

LL,))）是 ,)) 最为常见的病理亚型，约占 7d*+

e%*。LL,)) 转移率高，且对常规化放疗不敏感`ca。

多靶点酪氨酸激酶抑制剂舒尼替尼具有抗肿

瘤血管生成和抑制肿瘤细胞增殖双重作用，作为

J,)) 的一线治疗药物，舒尼替尼能够明显提高

J,)) 患者的无进展生存期`fa。然而，接受舒尼替尼

治疗的患者通常在 .g5d 个月即发生耐药`da，其耐药

机制尚未完全阐明。本次研究中，我们采用逐步递

增药物浓度法诱导建立人肾透明细胞癌细胞 ()/0

的舒尼替尼耐药细胞株A()*+,，并研究 ()*+, 的

生物学特性，旨在为阐明肾癌舒尼替尼耐药机制以

及逆转耐药策略提供研究模型。
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535 "#$% 人肾癌细胞株 ()/0 购自中国科

学院上海细胞生物研究所细胞库。舒尼替尼购自美

国 2DH<FI1@B 公司，122、结晶紫购自索莱宝，细胞

凋亡试剂盒购自罗氏公司。胎牛血清购自 h:@:;Q

公司，181 培养液购自 )@H;:;< 公司，双抗（青链霉

素混合液）购自 )FBB<H@ 公司，胰蛋白酶购自 i:XL@

公司。
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!"# !"#$ $%&' 细胞采用 ()( 培养液（含

!*+胎牛血清，!+双抗），置于 ,- !、.+%/

#

的细胞

培养箱中培养。待培养皿中细胞覆盖 0*+左右时，

采用 *1!+胰蛋白酶消化细胞，并进行传代培养，选

取对数生长期细胞进行实验。

!", $%234 %&!'()*+ 采用逐步递增舒

尼替尼药物浓度的方法，以初始浓度为 *5. !6789:的

舒尼替尼对 $%&'细胞进行诱导，按 $%&'细胞培

养方法换液传代。待细胞状态稳定后，每次 *5.!6789:

逐步递增舒尼替尼浓度，以此重复，最终建立耐受

!# !6789: 舒尼替尼的耐药细胞株 $%234。

!5; (<< ,-.!'/01234&56 取对数

生长期细胞，调整密度为 0"!*

; 个96:，以每孔 !**!:

接种于 =>孔板中，培养过夜。待细胞贴壁后，加梯度浓

度的舒尼替尼（?、?5>#.、!5#.、#5.、.、!?及 #?!6789:），

每个浓度设置 . 个复孔，并设置空白对照孔。培养

;0 @ 后，每孔加入 #? !: 的 (<<（. 6A96:），继续孵

育 ; @ 后弃去培养液。每孔加入 !.? !: B(2/，摇床

低速震荡 !? 6CD 使紫色结晶充分溶解，于酶标仪

.-? D6 处检测吸光度（7EFCGH8 IJDKCFL，/B）。细胞增

殖抑制率（CD@CMCFC7D NHFJ，O%）P（!Q实验组 /B 值9对

照组 /B 值）。耐药指数（NJKCKFHDGJ CDIJR，4O）P耐药

细胞半数抑制率（O%

.*

）9亲本细胞 O%

.*

。

!5. 789:;<=> 取对数生长期细胞，调整

密度为 0"!*

# 个96:，以每孔 ! 6: 接种于 !# 孔板

中，培养过夜。待细胞贴壁后，加梯度浓度的舒尼替

尼（*、*5.、!、#、; 及 0 !6789:），每个浓度设置两个复

孔。培养 ! 周（中间换 ! 次培养液）后，弃去培养液，

ST2 清洗两遍，每孔加 ! 6: 甲醇，置于U#? !固定

!? 6CD。弃去甲醇，ST2 清洗两遍，每孔加 !+结晶紫

! 6:，室温下染色 #? 6CD。弃去结晶紫，ST2 洗两遍，

待晾干后灯光下拍照。

!5> ?@=> 取对数生长期细胞，调整密度为

!"!?

. 个96:，以每孔 # 6: 接种于 > 孔板中，培养过

夜。待细胞贴壁且铺满培养皿后，采用黄枪头于培

养皿底部划痕。弃去培养液，用 ST2 清洗两遍，加入

无血清培养液，同时加梯度浓度舒尼替尼（?、?5.、!、

#、; 及 0 !6789:），分别于 ? @ 和 #; @ 于 ;? 倍显微

镜下拍照。

!5- AB!CDEF!GHI 取对数生长期细

胞，调整密度为 !"!?

> 个96:，以每皿 ; 6: 接种于

> G6 培养皿中，培养过夜。待细胞贴壁后，加梯度浓

度舒尼替尼（?、?5.、!、#、; 及 0 !6789:）。培养 ;0 @

后，消化离心收集细胞，ST2 洗 # 遍，加入 !"TCDICDA

TVWWJN,**!:悬浮细胞，转移到对应流式管。设置 ;管

对照组，分别加入空白、. !: $DDJRCD X、. !:

SN7ECICV6 O7ICIJ、. !: $DDJRCD X 和 . !: SN7ECICV6

O7ICIJ。实验组每管加入 . !: $DDJRCD X 混匀后，再

加入 . !: SN7ECICV6 O7ICIJ。所有样品混匀后，室温

避光反应 !. 6CD，上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

!50 J2KLM 实验数据采用 YNHE@SHI SNCK6

.统计软件进行分析。计量资料以 !"# 表示，两组间

比较采用独立样本 ! 检验，多组比较用单因素方差

分析。计数资料采用百分比表示，组间比较采用 !

#

检验。"Z*5*. 为差异有统计学意义。

< )*

#5! $%234 !';NOP 光镜下两种细胞均贴

壁生长，亲本细胞大小均匀且抱团生长，细胞呈椭圆

梭形。$%234 细胞形态不一，多呈分散生长（图 !）。

#5# $%234 !'4&56 (<< 法检测结果显

示，$%234 和亲本细胞 O%

.*

分别为（#05,;#>5==）和

（;5.>#!5.0）!6789:（图 #），$%234耐药指数为 >5#!。

#5, $%234 !'9:;<QRST/U 二维克

隆形成实验结果显示，舒尼替尼作用下，$%234 克

隆形成能力明显强于亲本细胞（图 ,）。

#5; $%234 !'HIVTWXY 流式细胞仪检

测结果显示，舒尼替尼浓度为 !、#、; 及 0 !6789:

时，$%234 细胞凋亡率明显低于亲本细胞，差异具

有统计学意义（"Z*5*.）（图 ;）。
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:() 01456 !"#$%&'()* 细胞划痕实

验结果显示，舒尼替尼浓度为 :、- 及 . !"#*%& 时，

01456 细胞的迁移能力明显高于亲本细胞，差异具

有统计学意义（!<=(=)）（图 )）。

! 45

本文通过逐步药物浓度递增法建立了肾癌细胞

舒尼替尼耐药细胞株 01456，耐药指数为 )(>.。与

亲本细胞相比，01456 细胞体型增大、形状不规则，

多呈分散生长。舒尼替尼作用下，01456 细胞凋亡

率显著降低，而克隆形成及迁移能力明显增强。以上

结果表明，01456 具备耐药细胞的生物学特性，可

作为探索舒尼替尼耐药机制的体外研究模型。

既往研究报道，曲乐等?@A采用临床常规剂量舒

尼替尼处理 0123 荷瘤裸鼠，通过药物压力筛选、

体内连续传代的方法，最终分离培养获得耐药细胞

系。其建立的耐药细胞系体型稍大，形态不规则，呈

长伪足的多角形。体内实验方法评价耐药指数为

+'，体外培养可耐受 +' !"#*/& 舒尼替尼。本文采用

体外培养方法建立肾癌舒尼替尼耐药细胞株

01456 可耐受 +: !"#*/& 舒尼替尼，虽避免多次体

内成瘤、体外培养的繁复过程，然而其体内耐药性

尚需进一步评价确证。

"611 患者对舒尼替尼的初始反应率介于

>'!和 9'!之间?++A，然而大部分患者在 @"+) 个月时

即发生继发性耐药。大量研究表明，舒尼替尼耐药

机制?+:A可能与血管生成信号通路上调?+>A、骨髓来源

细胞募集、肿瘤缺氧?+9A、肿瘤微环境改变、替代信号

通路激活?+)A等有关，然而具体的耐药机制仍不完全

清楚。本文所建立的肾癌舒尼替尼耐药细胞模型，

可为深入探索舒尼替尼耐药机制及逆转耐药治疗

策略提供可靠的体外研究平台。
6789@
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!M# 颜宁，陈迪，冯得财S等@ 雌激素受体与乳腺癌内分泌治疗耐药的

相关性研究!?#@ 中国肿瘤临床与康复，DEZF，I（ZZ）jZLEM
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