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  [摘要] 目的 建立顺铂耐药性肺癌荷瘤裸鼠模型,并对造模效果进行评价。方法 体外培养人肺腺癌 A549
细胞与人肺腺癌顺铂耐药型A549细胞(A549/DDP),接种细胞悬液于裸鼠背部皮下,构建肺癌荷瘤裸鼠模型。分

离瘤体细胞,进行原代培养。选择顺铂溶液为实验用药,按照浓度梯度(0.125、0.25、0.5、1、2、4、8、16、32与

64mg/L)依次设立10个组别,分别对A549及A549/DDP细胞进行干预。采用四甲基偶氮唑盐法检测3个时间

节点(24h、48h与72h)下的 OD值,计算细胞抑制率;获得顺铂的半 数 抑 制 浓 度(halfmaximalinhibitory
concentration,IC50),确定耐药倍数,验证肺癌模型是否具备顺铂耐药性质。结果 ①随着时间、浓度的增加,顺铂对

A549/DDP细胞的抑制率逐渐升高,组间、时点间、组间·时点间交互作用差异均有统计学意义(P<0.05)。②随

着时间、浓度的增加,顺铂对A549细胞的抑制率逐渐升高,组间、时点间差异均有统计学意义(P<0.05);且组间

与时点间存在交互作用(P<0.05)。③在相同时间、相同浓度下,顺铂对 A549细胞的抑制率明显高于 A549/DDP
细胞;且组间差异有统计学意义(P<0.05)。④随着时间的增加,顺铂对A549、A549/DDP细胞的IC50值均逐渐降

低,组间、时点间差异有统计学意义(P<0.05);且组间与时点间存在交互作用(P<0.05)。⑤干预24h、48h与

72h下,获得的耐药倍数分别为12.395±1.209、29.043±2.178、16.902±0.727;组间差异有统计学意义(P<0.05)。
均提示细胞高度耐药,其中,48h耐药性质最佳。结论 通过皮下接种A549/DDP细胞悬液,可成功构建顺铂耐药

性质的肺癌荷瘤裸鼠模型。该模型可为进一步研究耐药发生与演变的生物学机制提供良好的载体。
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[Abstract] Objective Toestablishanudemousemodelofcisplatin-resistantlungcancer
andtoevaluatethemodelingeffect.Methods HumanlungadenocarcinomaA549cellsand
humanlungadenocarcinomacisplatin-resistantA549cells(A549/DDP)wereculturedinvitro,
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andcellsuspensionswereinoculatedsubcutaneouslyonthebackofnudemicetoconstructa
tumor-bearingnudemousemodeloflungcancer.Tumorcellswereseparatedandprimaryculture
wasperformed.Cisplatinsolutionwasselectedastheexperimentaldrug,and10groupswereset
upaccordingtoconcentrationgradients(0.125,0.25,0.5,1,2,4,8,16,32,and64mg/L)to
interveneinA549andA549/DDPcells,respectively.MTTassaywasusedtodetectODvalues
atthreetimepoints(24h,48h,and72h),tocalculatecellinhibitionrate.Thehalfmaximal
inhibitoryconcentration(IC50)ofcisplatinwasobtained,todeterminethemultiplesofdrug
resistance,andtoverifywhetherthelungcancermodelhadcisplatinresistanceproperties.Results
 ① Withtheincreaseoftimeandconcentration,theinhibitionrateofcisplatinonA549/DDP
cellsgraduallyincreased,showingsignificantdifferenceofinteractionbetweengroups,time
pointsandtimepointsbetween groups (P <0.05).② Withtheincreaseoftimeand
concentration,theinhibitionrateofcisplatinon A549cellsgraduallyincreased,showing
significantdifferenceofinteractionbetweengroupsandbetweentimepoints(P<0.05);there
wasaninteractionbetweengroupsandtimepoints (P <0.05).③Atthesametimeand
concentration,theinhibitoryrateofcisplatinonA549cellswassignificantlyhigherthanthaton
A549/DDPcells,showingsignificantdifferencebetweengroups(P<0.05).④Withtheincrease
oftime,theIC50 ofcisplatinon A549and A549/DDPcellsgraduallydecreased,showing
significantdifferenceofinteractionbetweengroupsandbetweentimepoints(P<0.05);there
wasaninteractionbetweengroupsandtimepoints (P <0.05).⑤The multiplesofdrug
resistanceobtainedafterinterventionfor24h,48h,and72hwere12.395±1.209,29.043±
2.178,and16.902±0.727,respectively;Therewasasignificantdifferencebetweenthegroups
(P<0.05).Allindicatedahighdegreeofdrugresistanceofcells,withtheoptimalresistance
observedat48h.Conclusion Anudemousemodelofcisplatin-resistantlungcancercanbe
successfullyconstructedbysubcutaneousinoculationofA549/DDPcellsuspension.Thismodel
canprovideagoodcarrierforfurtherstudyingthebiologicalmechanismsofoccurrenceand
evolutionofdrugresistance.

[Keywords] lungneoplasms;cisplatin;drugresistance,neoplasm

  肿 瘤 的 多 药 耐 药 (multidrugresistance,

MDR),是指肿瘤细胞对一种抗肿瘤药物产生耐药

性的同时,会对其他结构不同、作用机制相异的多种

抗肿瘤药物也产生交叉耐药的广谱耐药现象[1-2]。
该现象由Biedler等[3]于1970年首次发现;根据耐

药性与抗肿瘤治疗的关系,分为原发性耐药与获得

性耐药两大类;其中,获得性耐药临床较为多见,指
由化疗药物诱导产生的耐药性,是导致抗肿瘤治疗

失败的主要原因[4]。医学界对肿瘤多药耐药的发生

机制进行了深入探索,临床各医家从不同角度给出

相关阐释[5-6];但肿瘤 MDR的发生机制是复杂的,
目前尚未达成明确的共识。在 MDR相关性研究

中,构建模拟临床耐药的动物模型是科研实验的关

键环节;然而,当前耐药模型的构建方法尚不成熟,
造模准确率及效率偏低,成为困扰科研进展的核心

问题。基于此,本研究拟开展肺癌耐药模型的实验

研究,旨在探索造模条件,探究造模方法。针对肺腺

癌,当前国际推荐的标准一线治疗方案是以铂类药

为基础的化疗,铂类药首选顺铂[7-8]。因此,本研究

拟以顺铂耐药为研究靶点,选择具有顺铂耐药特性

的肺癌A549细胞(A549/DDP),通过细胞悬液法制

备肺癌荷瘤裸鼠模型。采用肿瘤原代细胞培养及四

甲基偶氮唑盐(methylthiazolyltetrazolium,MTT)
实验方法,计算细胞抑制率,确定耐药倍数,鉴定耐

药性质,最终评价具有顺铂耐药性质的 A549/DDP
荷瘤裸鼠模型的建立效果;为未来开展 MDR深入

实验研究提供前提保证。

1 材 料 与 方 法

1.1 材料 实验动物:SPF级6周龄雄性BALB/

C裸鼠6只,体重16~18g;由斯贝福(北京)生物技

术有限公司提供。实验动物许可证号:SCXK(京)

2019-0010;质量合格证编号:110324201104388258。
动物实验室由天津创科生物科技有限公司提供。实
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验细胞:人肺腺癌A549细胞株,由中国医学科学院

基础研究所提供。人肺腺癌耐顺铂 A549细胞株

(A549/DDP),由中国医学科学院协和医学院细胞

库提供。

1.2 实验试剂 实验用药:注射用顺铂(冻干型;

10mg/支;0F0104B02);购于齐鲁制药有限公司。
主 要 试 剂:RPMI-1640 培 养 基 (RoswellPark
MemorialInstitute-1640)、胎牛血清(FetalBovine
Serum,FBS)、磷酸盐缓冲液(PhosphateBuffered
Saline,PBS)、青 霉 素/链 霉 素 溶 液 购 于 Corning-
Cellgro 公 司。0.25% EDTA 胰 蛋 白 酶 购 于

INVITROGEN 公 司。二 甲 基 亚 砜 (Dimethyl
Sulfoxide,DMSO)购于美国 Mediatech公司。四甲

基偶氮唑盐购于北京百瑞极生物科技有限公司。实

验试剂配置,①细胞培养液:胎牛血清(占10%)与
青霉素/链霉素溶液(占1%)加入RPMI-1640培养

基。②细胞冻存液:DMSO、胎牛血清与RPMI-1640
培养基按照1∶2∶7的配伍比例混合;现用现配。③
MTT液:避光称量 MTT药粉25mg,5mLPBS溶

液充分溶解、混合均匀,制备成浓度为5g/L的

MTT溶液。④化疗药:依据顺铂在人体的血浆高

峰浓度2.0mg/L[9],依次配置不同浓度梯度的实验

用药:0.125、0.25、0.5、1、2、4、8、16、32与64mg/L;

0.9%生理盐水溶解冻干粉,RPMI-1640培养基稀释

至所需浓度。

1.3 实 验 仪 器  CO2 恒 温 培 养 箱 购 于 美 国

ThermoForma公司。超净工作台购于苏州净化设

备有限公司。酶标仪购于瑞士 Tecan公司。倒置

显微镜购于日本Nikon公司。T25细胞培养瓶、96
孔板购于Corning-Cellgro公司。精密天平购于上

海精天电子仪器有限公司。低速离心机购于北京医

用离心机厂。水浴锅购于北京市永光明医疗仪器

厂。高压消毒锅购于日本TOMYSX-500公司。离

心管、冻存管购于NUNC公司。

1.4 实验方法

1.4.1 细胞培养方法

1.4.1.1 细胞复苏 液氮罐中取出冻存细胞株,

37℃恒温水浴锅融化解冻。移液器吸取细胞悬液,
移入离心管离心(1000r/min,5min)。弃上清液,
加入适量细胞培养液混匀后,将细胞悬液移入细胞

培养瓶中。置于37℃、5% CO2 的细胞培养箱中

培养。

1.4.1.2 细胞换液 吸出旧培养液,用PBS溶液冲

洗2次后,加入新的细胞培养液,放置于37℃、5%
CO2 的细胞培养箱中继续培养。定时观察细胞生

长状态,待细胞布满培养瓶底部的80%以上时,提
示细胞处于对数生长期,可以进行传代。换液隔日

进行。

1.4.1.3 细胞传代 吸出旧培养液,PBS溶液反复

冲洗。加 入 解 冻 后 的 0.25% 胰 蛋 白 酶-EDTA
(EthyleneDiamineTetraaceticAcid),细胞培养箱

静置1min。显微镜下观察,当细胞团缩、脱落、间
隙增大时,加入细胞培养液终止消化。滴管扇形吹

打,移至离心管离心。弃上清,加入细胞培养液,充
分混匀后移至细胞培养瓶。37℃、5% CO2 培养箱

培养。

1.4.1.4 细胞冻存 吸出旧培养液,PBS溶液冲洗。

0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液充分消化,待细胞团

缩脱落后,终止消化。离心管离心,弃上清。加入细

胞冻存液充分混匀,分装至冻存管中。密封、标记冻

存管,于4℃冰箱中放置30min,-20℃冰箱中放

置2h,-80℃冰箱中放置过夜。液氮罐保存备

用[10]。

1.4.1.5 A549/DDP细胞耐药性的维持 将初始

浓度为0.5mg/L的顺铂溶液加入细胞培养液中,
以维持A549/DDP细胞对顺铂的耐药性,防止反复

增殖、传代使耐药性减弱或消失。在细胞培养过程

中,逐渐增加顺铂给药浓度,以终浓度为2mg/L维

持培养。在正式实验前1周停止给药。

1.4.2 裸鼠造模方法

1.4.2.1 构建裸鼠移植瘤模型 参照潘雄飞[11]的

实验方法,通过细胞悬液法构建皮下移植瘤裸鼠模

型。取对数生长期的 A549及 A549/DDP细胞,制
备成 细 胞 悬 液,浓 度 调 整 至 1×107/mL。取

BALB/C裸鼠6只,3只接种 A549细胞悬液,另3
只接种A549/DDP细胞悬液。注射器抽取细胞悬

液,排空空气,注射于裸鼠右侧背部靠近腋窝处;每
只裸鼠皮下注射约0.2mL。接种完毕后,SPF级环

境下常规饲养,定时观察裸鼠生长及成瘤情况。饲

养约1周左右,当注射部位皮下可触及绿豆粒大小

的硬结时,提示移植瘤接种成功。继续饲养2周左

右,待瘤体长至小指甲盖大小时,准备取材。

1.4.2.2 肿瘤原代细胞培养 将荷瘤裸鼠模型脱

颈椎处死,75%酒精浸泡消毒5min。消毒完毕,移
至超净工作台;用无菌剪刀切开皮肤,镊子移除血

管、脂肪等,剥离出新鲜的肿瘤组织;用PBS溶液反

复冲 洗 数 次。用 无 菌 剪 刀 将 瘤 体 组 织 剪 碎 至

1~2mm3 的 小 块,加 入 0.25% 胰 蛋 白 酶 消 化

20~30min,细胞培养液终止消化。用滴管吹散细

胞团;经100目过滤筛过滤,离心机离心。弃上清,
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加入细胞培养液充分混匀,经滴管吹打形成细胞悬

液;分装至细胞培养瓶中,37℃、5% CO2 培养箱中

培养。定时换液、传代,扩增细胞数,方法如前述。

1.4.3 MTT法检测肿瘤原代细胞的耐药性

1.4.3.1 细胞分组 设立3个组别:空白组、对照

组与实验组。空白组仅予细胞培养液;对照组予

A549或A549/DDP细胞+细胞培养液;实验组在

对照组基础之上,予不同浓度的顺铂溶液。分别设

立10个顺铂药物浓度组,依次为0.125、0.25、0.5、

1、2、4、8、16、32与64mg/L。并设立3个检测时间

节点,依次为24h、48h与72h。见表1。
表1 A549/DDP与A549细胞分组情况

Table1 GroupingofA549/DDPandA549cells

组别 培养液 细胞悬液
顺铂溶液

(mg/L)
空白组 细胞培养液 无 0
对照组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 0
实验组

 0.125组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 0.125
 0.25组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 0.25
 0.5组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 0.5
 1组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 1
 2组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 2
 4组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 4
 8组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 8
 16组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 16
 32组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 32
 64组 细胞培养液 A549/DDP或A549细胞悬液 64

1.4.3.2 MTT实验 取生长状态良好且处于对数

生长期的细胞,0.25%胰蛋白酶-EDTA 消化液消

化,加入细胞培养液,配置成细胞悬液,调整细胞悬

液浓度为5×104 个/mL。96孔板上分别设立空白

组、对照组及实验组(实验组根据药物浓度再分为

10个亚组,因组别较多,同时铺2张板),各组及各

亚组分别设立5个复孔。按照每孔200μL,将细胞

悬液分别加入对照组及实验组中;空白组不加细胞

悬液,只加等量的细胞培养液。96孔板边缘每孔加

入200μL的PBS溶液封边。37℃、5% CO2 培养

箱孵育24h。显微镜下观察细胞的生长情况,待细

胞状态良好,吸出旧培养液,空白组与对照组分别加

入等量的细胞培养液,实验组的每个亚组则按照既

定浓度分别加入含相应浓度的顺铂溶液的细胞培养

液,继续孵育。选择孵育24h、48h与72h为检测

的时间点。检测前4h,每孔避光加入制备好的

MTT溶液20μL,继续培养4h至时间节点。检测

前,小心吸净各孔内的培养液,每孔加入150μL的

DMSO。置于摇床上震荡10min,使蓝紫色结晶物

甲瓒充分溶解。在酶标仪490nm波长下,检测各

孔的吸光度(opticaldensity,OD)值[12]。MTT实

验重复进行3次。

1.4.3.3 指标检测 汇总5个复孔的OD值,求取

平均值,即获得各组及各亚组的最终 OD值。计算

不同顺铂给药浓度下的细胞抑制率[13],具体公式如

下:

细胞存活率=
实验组OD值-空白组OD值
对照组OD值-空白组OD值×

100%
细 胞 抑 制 率 = 1 - 细 胞 存 活 率 =

对照组OD值-实验组OD值
对照组OD值-空白组OD值×100%;

半 数 抑 制 浓 度 (half maximalinhibitory
concentration,IC50),指细胞抑制率为50%时的给

药浓度,即能使存活的细胞数减少一半时所需要的

药物 浓 度。汇 总 各 浓 度 下 的 细 胞 抑 制 率,通 过

SPSS25.0统计分析软件,计算半数抑制浓度IC50
值[14-15]。并计算获得耐药倍数[16],具体公式如下:

耐药倍数=
A549/DDP细胞的IC50值
A549细胞的IC50值

1.5 统计学方法 应用SPSS25.0统计软件分析

数据。计量资料采用t 检验、单因素方差分析、

SNK-q检验及重复测量的方差分析。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 裸鼠成瘤情况 图1A为采用细胞悬液法,造
模获得的A549/DDP肺癌荷瘤裸鼠模型。图1B为

荷瘤裸鼠模型处死后,解剖获得的新鲜瘤体组。

2.2 顺铂对A549/DDP的抑制作用 随着干预时

间的增加,顺铂对A549/DDP细胞的抑制率逐渐升

高,随着给药浓度的增加,顺铂对 A549/DDP细胞

的抑制率亦逐渐升高,组间、时点间、组间·时点间

交互作用差异均有统计学意义(P<0.05),见表2、
图2。
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图1 A549/DDP肺癌荷瘤裸鼠模型及

瘤体组织

A.A549/DDP肺癌荷瘤裸鼠模型图;B.
荷瘤裸鼠模型处死后,解剖获得的新鲜

瘤体

Figure1 A549/DDPlungcancernude
mousemodelandtumortissue

表2 顺铂对A549/DDP细胞的抑制率

Table2 InhibitionrateofcisplatinonA549/DDPcells
(n=3,x-±s,%)

组别(mg/L) 24h 48h 72h

对照组 0 0 0

0.125组 2.900±0.002 3.800±0.005 4.800±0.003

0.25组 6.200±0.005 7.900±0.003 13.900±0.001

0.5组 9.500±0.006 12.300±0.002 17.900±0.006

1组 15.100±0.002 15.900±0.003 23.700±0.004

2组 18.400±0.006 22.200±0.001 28.400±0.001

4组 23.200±0.002 27.700±0.002 32.100±0.004

8组 31.300±0.005 36.300±0.002 37.600±0.005

16组 36.000±0.005 40.100±0.004 54.500±0.021

32组 42.500±0.013 54.300±0.016 67.000±0.003

64组 53.500±0.014 64.900±0.002 80.900±0.001
组间 F 值=16059.413   P 值<0.001
时点间 F 值=1982.550   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=116.525    P 值<0.001

图2 顺铂对A549/DDP的抑制率曲线图

Figure2 InhibitionratecurveofcisplatinonA549/DDP

2.3 顺铂对 A549的抑制作用 随着干预时间的

增加,顺铂对A549细胞的抑制率逐渐升高,随着给

药浓度的增加,顺铂对 A549细胞的抑制率亦逐渐

升高。组间、时点间、组间·时点间交互作用差异均

有统计学意义(P<0.05),见表3、图3。

表3 顺铂对A549细胞的抑制率

Table3 InhibitionrateofcisplatinonA549cells
(n=3,x-±s,%)

组别(mg/L) 24h 48h 72h

对照组 0 0 0

0.125组 16.700±0.009 17.000±0.024 22.900±0.010

0.25组 29.000±0.007 32.700±0.021 36.500±0.002

0.5组 34.500±0.011 44.900±0.006 47.600±0.005

1组 41.500±0.013 59.100±0.013 63.100±0.010

2组 44.300±0.002 66.000±0.011 69.500±0.008

4组 50.400±0.008 76.300±0.023 80.200±0.022

8组 54.000±0.012 79.600±0.010 83.100±0.021

16组 58.100±0.006 84.000±0.012 89.700±0.041

32组 64.000±0.008 86.100±0.002 91.600±0.039

64组 77.600±0.010 90.700±0.010 97.200±0.036
组间 F 值=1458.395   P 值<0.001
时点间 F 值=2100.438   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=70.662    P 值<0.001

图3 顺铂对A549的抑制率曲线图

Figure3 InhibitionratecurveofcisplatinonA549

2.4 顺铂对 A549、A549/DDP的抑制作用 在相

同干预时间、相同给药浓度下,顺铂对A549细胞的

抑制率明显高于A549/DDP细胞;且组间差异有统

计学意义(P<0.05);见表4~6、图4~6。
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表4 顺铂干预24h对A549及A549/DDP细胞的抑制率

Table4 Inhibitionrateof24-hourcisplatininterventiononA549andA549/DDPcells
(n=3,x-±s,%)

时间 0.125组 0.25组 0.5组 1组 2组

A549 16.700±0.009 29.000±0.007 34.500±0.011 41.500±0.013 44.300±0.002
A549/DDP 2.900±0.002 6.200±0.005 9.500±0.006 15.100±0.002 18.400±0.006
 t值 25.251 46.573 34.703 34.306 78.181
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

时间 4组 8组 16组 32组 64组

A549 50.400±0.008 54.000±0.012 58.100±0.006 64.000±0.008 77.600±0.010
A549/DDP 23.200±0.002 31.300±0.005 36.000±0.005 42.500±0.013 53.500±0.014
 t值 58.885 30.910 50.687 23.934 23.994
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表5 顺铂干预48h对A549及A549/DDP细胞的抑制率

Table5 Inhibitionrateof48-hourcisplatininterventiononA549andA549/DDPcells
(n=3,x-±s,%)

时间 0.125组 0.25组 0.5组 1组 2组

A549 17.000±0.024 32.700±0.021 44.900±0.006 59.100±0.013 66.000±0.011
A549/DDP 3.800±0.005 7.900±0.003 12.300±0.002 15.900±0.003 22.200±0.001
 t值 9.232 20.550 92.728 56.084 68.932
 P 值 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

时间 4组 8组 16组 32组 64组

A549 76.300±0.023 79.600±0.010 84.000±0.012 86.100±0.002 90.700±0.010
A549/DDP 27.700±0.002 36.300±0.002 40.100±0.004 54.300±0.016 64.900±0.002
 t值 36.159 74.382 60.596 33.535 43.731
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表6 顺铂干预72h对A549及A549/DDP细胞的抑制率

Table6 Inhibitionrateof72-hourcisplatininterventiononA549andA549/DDPcells
(n=3,x-±s,%)

时间 0.125组 0.25组 0.5组 1组 2组

A549 22.900±0.010 36.500±0.002 47.600±0.005 63.100±0.010 69.500±0.008
A549/DDP 4.800±0.003 13.900±0.001 17.900±0.006 23.700±0.004 28.400±0.001
 t值 31.405 152.965 69.495 65.598 89.282
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

时间 4组 8组 16组 32组 64组

A549 80.200±0.022 83.100±0.021 89.700±0.041 91.600±0.039 97.200±0.036
A549/DDP 32.100±0.004 37.600±0.005 54.500±0.021 67.000±0.003 80.900±0.001
 t值 36.935 36.497 13.144 10.843 7.775
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.001

图4 顺铂干预24h对2组细胞的抑制率曲线图

Figure4 Inhibitionratecurveofcisplatininterventionontwo

groupsofcellsfor24h

图5 顺铂干预48h对2组细胞的抑制率曲线图

Figure5 Inhibitionratecurveofcisplatininterventionontwo

groupsofcellsfor48h
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图6 顺铂干预72h对2组细胞的抑制率曲线图

Figure6 Inhibitionratecurveofcisplatininterventionontwo

groupsofcellsfor72h

2.5 顺铂的IC50值 随着干预时间的增加,顺铂对

A549、A549/DDP细胞的IC50值均逐渐降低。组

间、时点间、组间·时点间交互作用差异均有统计学

意义(P<0.05),见表7。
表7 顺铂对A549、A549/DDP的IC50值

Table7 IC50valuesofcisplatinonA549andA549/DDP
(n=3,x-±s)

IC50值 24h 48h 72h

A549 4.108±0.367 0.830±0.085 0.595±0.028
A549/DDP 50.623±0.679 24.001±0.948 10.052±0.313
组间 F 值=15869.944   P 值<0.001
时点间 F 值=2518.336   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=1745.803   P 值<0.001

2.6 耐药倍数 不同干预时间下获得的顺铂耐药

倍数,48h的耐药倍数最高;且组间差异有统计学

意义(P<0.05),见表8。
表8 顺铂对A549、A549/DDP的耐药倍数比较

Table8 Comparisonofdrugresistancemultiplesof

cisplatintoA549andA549/DDP
(n=3,x-±s)

干预时间 耐药倍数

24h 12.395±1.209 

48h 29.043±2.178* 

72h 16.902±0.727*#

F 值 99.122
P 值 <0.001

*P 值<0.05与24h比较 #P 值<0.05与48h比较(SNK-q 检

验)

3 讨  论

3.1 MTT法研究结果评价 MTT法是用于检测

细胞增殖、生长情况的经典方法;通过测定用药干预

后细 胞 的 存 活 率,来 鉴 定 药 物 对 细 胞 的 毒 性 反

应[17-18]。MTT法具有操作简单便捷、敏感稳定、无
放射性污染等特点,已成为细胞生物学领域的常用

科研方法[19]。本研究即选用 MTT法测定顺铂干

预下A549及A549/DDP细胞的存活率,进而鉴定

顺铂的细胞毒性效应。根据 MTT最终实验结果,3
个干预时间点的耐药倍数分别为:12.395±1.209、

29.043±2.178、16.902±0.727,均提示细胞高度耐

药;证实耐药模型构建成功。
查阅相关文献,有学者应用 MTT法检测48h

的 A549/DDP 耐 顺 铂 性 质,提 示 耐 药 倍 数 为

13.08[20];亦有学者开展相同实验研究,得出48h的

耐药倍数为12.51[21];两者的实验结果均与本研究

24h获得的耐药倍数相近,均在12.395±1.209范

围之内。另有学者延长顺铂给药时间至72h,得出

A549/DDP耐药倍数为16.8[22];该结果与本研究

72h获得的耐药倍数相近。尽管不同学者开展的实

验研究存在客观差异性,但我们通过直观的数据对

比,均支持本研究的A549/DDP细胞在不同干预时

段(24h/48h/72h)具有耐顺铂性质;因48h耐药

倍数最高,故以48h的耐药性质为最佳。
探究48h耐药倍数高于72h的原因:耐药倍

数与2组细胞的IC50值相关;A549/DDP在48h时

的IC50值明显高于72h,而A549细胞48h的IC50
值与72h相当。该结果对细胞耐药相关研究有如

下启示:A549/DDP细胞的耐药峰值可能为48h,
或者48~72h,需要后续实验进一步证实。

3.2 耐药模型的建立方法思考 通过本研究结

果,可得出如下结论:具有顺铂耐药性质的肺癌荷瘤

裸鼠模型构建成功。在模型构建过程中,本实验选

择数种研究方法,包括细胞悬液法、肿瘤原代细胞培

养法等;重新对实验方法进行思考,总结优缺点,反
思缺陷与不足,对未来开展相关实验研究具有重要

意义。

3.2.1 肺癌动物模型的建立方法 肺癌动物模型

可分为肺癌预防模型与肺癌治疗模型两大类;前者

用于肺癌的化学预防,根据实验动物的不同,又可分

为小鼠肺癌预防模型、大鼠肺癌预防模型及树鼩肺

癌预防模型[23]。肺癌治疗模型是肿瘤相关的在体

实验常涉及的模型类别,根据接种部位、转移部位及

肿瘤细胞的不同,可分为诸多类型[24]。如按照接种

部位的不同,分为肺癌原位模型、皮下移植瘤模型及

腹腔相关模型;按照转移部位的不同,分为肺癌骨转

移模型和胸膜转移模型;按照肿瘤细胞来源的不同,
分为移植性、自发性、诱发性及动物基因修饰模型

等[23,25-26]。
构建皮下移植瘤肺癌治疗模型是本实验应用的

研究方法;因移植瘤位于小鼠浅表皮下,易于直观监

测成瘤情况;且方便测量瘤体体积及动态观察成瘤
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趋势,有助于鉴定造模成功率及宏观评估药物干预

疗效。基于以上优点,本实验选择构建肺癌皮下移

植瘤模型为实验模型。肺癌皮下移植瘤的造模方法

相对成熟,常见的方法有细胞悬液法与肿瘤组织块

移植法两类[23,27]。细胞悬液法即将肿瘤细胞制备

成适当浓度的细胞悬液后,直接进行皮下接种的方

法;Jakubowska等[28]选择小鼠腋窝皮下注射肺癌

细胞悬液,成功建立了肺癌荷瘤模型。本实验选择

裸鼠右侧背部靠近腋窝处注射肺癌A549及A549/

DDP细胞悬液,成功构建了肺癌荷瘤裸鼠模型。肺

癌皮下移植瘤的造模方法操作相对简单,且成瘤率

较高;故皮下移植瘤模型成为目前应用最广泛的模

型构建方法,为大多数实验所青睐[29]。
然而,不可否认的是,皮下移植瘤模型亦存在诸

多缺陷。肺癌移植瘤毕竟有别于原位肺癌,移植瘤

的肿瘤微环境与原位肺癌存在较大差异性,故给药

干预后的反馈信息亦有不同;通过实验获得的模型

鼠生存时间及抑瘤疗效亦存在较大差别。故临床前

通过皮下移植瘤模型评估抗肿瘤药物的疗效时,实
验结论与临床实际干预疗效存在一定偏差。由此我

们可以获得如下实验经验:在今后的肺癌相关基础

实验中,如具备构建原位肺癌模型的实验条件,则优

先选择原位肺癌模型,使获得的实验证据更加客观

准确,更加接近于临床实际。

3.2.2 肿瘤原代细胞培养 原代细胞培养是指从

有机体直接分离获得组织,用物理或化学的方法将

组织 分 散 形 成 细 胞,再 进 行 体 外 原 代 培 养 的 方

法[30]。由原代细胞产生的可进行多次传代的细胞

群,称为细胞系。因原代细胞起源于有机体,且离体

时间短,遗传、组织及生物学特性均与机体相似,可
很大程度保留在体的功能状态[31-32]。而经反复传

代的细胞系,因受环境的长期影响,其生物学特性已

与原代细胞有诸多不同。故本实验选择荷瘤裸鼠的

原代细胞进行培养;因其可准确反应裸鼠的本质特

征,故通过鉴定原代细胞的顺铂耐药性,可客观反应

荷瘤裸鼠的耐药性质。
常用的原代细胞培养方法包括组织块培养法、

酶消化法及裸鼠皮下肿瘤包埋法[33-34]。组织块培

养法操作步骤相对简单便捷,是较常见的原代细胞

培养方法[35];但实验过程容易损伤细胞,导致原代

细胞的存活率不高[36]。裸鼠皮下肿瘤包埋法具有

较高的细胞培养存活率与成瘤效率,且能较好地复

制肿瘤在体环境,使细胞的生物学特性得到更好保

存;但该法实验要求较高,操作较为复杂[37]。酶消

化法是通过消化酶对肿瘤组织进行消化,过滤、离心

后获得原代细胞的方法;该法操作相对简单,成功获

取原代细胞的效率较高;且实验易于开展,实验成本

相对较低[38]。本研究即选择酶消化法进行A549及

A549/DDP细胞的原代提取,均成功获得了原代细

胞并顺利完成培养及后续的 MTT实验。
通过酶消化法提取肿瘤组织的原代细胞,我们

对处理组织有如下经验总结,①高效快速:组织剪碎

应尽可能高效快速,避免操作时间过长,增加组织污

染的风险;②剪至糊状:组织应尽可能剪碎至糊状,
以提高消化酶的消化效率,减少消化酶与组织的作

用时间,最大程度降低消化酶对细胞的损伤。
原代细胞纯化是实验成功的关键环节;因组织

的血管、纤维等复杂结构较多,导致细胞纯化困难。
有文献证实,只有保证细胞纯化度达到95%以上

时,细胞的生物学特性才能获得稳定[39]。故在实验

过程中,有学者采用免疫荧光技术进行细胞鉴定,确
保细胞纯度达标,为后续研究提供基础保证[40]。本

研究因实验条件的限制,未能采用免疫荧光法鉴定

纯度,是研究的不足之处;但实验严格按照原代细胞

提取的操作步骤进行,力求最大程度保证细胞纯化,
提高原代细胞的提取成功率;最终实验获得的原代

细胞亦较为理想。由此本研究可以获得如下实验经

验:在今后的相关研究中,如实验条件允许,不妨尝

试采用裸鼠皮下肿瘤包埋法来提取原代细胞,并采

用免疫荧光法鉴定细胞纯度,使获得的原代细胞更

加优质,更加符合实验预期。
综上所述,通过皮下注射A549/DDP细胞悬液

构建具有顺铂耐药性质的肺癌荷瘤裸鼠模型,是行

之有效的造模方法;该模型可为进一步研究耐药发

生与演变的生物学机制提供良好的载体。在后续实

验中,可依托本实验模型,开展药物联合顺铂干预

A549/DDP荷瘤裸鼠的实验研究,以探讨药物逆转

顺铂耐药的治疗作用,以及相关机制。
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