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摘要 目的 研究人胃癌细胞 SGC-7901 顺铂耐药后的细胞

特性的变化。方法 用彗星实验( SCGE) 观察 SGC-7901 与

胃癌细胞顺铂耐药细胞株( SGC-7901 /DDP) 的 DNA 损伤修

复的能力，观察 SCGE 检测图像的尾长评定 DNA 的修复能

力; 通过观察胃腺癌 SGC-7901 细胞和 SGC-7901 /DDP 的形

态学不同，比较 SGC-7901 和 SGC-7901 /DDP 自身变化; 用细

胞划痕的方法检测 SGC-7901 /DDP 和 SGC-7901 的迁移能

力，通过对其迁移能力的观察，初步评价两株肿瘤细胞的侵

袭能力; MTT 法分别检测临床常用化疗药物 5-氟尿嘧啶、依
托泊苷、表阿霉素、多西紫杉醇、奥沙利铂对 SGC-7901 /DDP
的敏感性和 IC50，观察这些药物对 SGC-7901 /DDP 的敏感性

和交叉耐药性。结 果 人 胃 腺 癌 SGC-7901 /DDP 较 SGC-
7901 的 SCGE 图像的尾长短，SGC-7901 /DDP 的 DNA 损伤修

复能力比 SGC-7901 强，表明顺铂耐药与其 DNA 损伤修复能

力密切相关; SGC-7901 /DDP 和 SGC-7901 的形态不同，SGC-
7901 /DDP SGC-7901 体积较小、核分裂较多; 通过用细胞划

痕的方法观测到 SGC-7901 /DDP 较 SGC-7901 的迁移能力变

差; SGC-7901 /DDP 对 5-氟尿嘧啶、依托泊苷、表阿霉素、多

西紫杉醇、奥沙利铂有不同程度的交叉耐药性，其 IC50 较

SGC-7901 明显增加。结论 人胃癌细胞 SGC-7901 对顺铂

耐药可使 DNA 损伤修复能力增强，并具有多重耐化疗药性，

但其细胞的迁移能力减弱。
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顺铂是胃癌基础化疗药物，但是一些肿瘤患者

对顺铂耐药，减弱顺铂的疗效。肿瘤化疗药物的多

药耐药是指对一种药物具有耐药性的同时，对其他

结构不同、作用靶点不同的抗肿瘤药物也具有耐药

性。多药耐药性是导致肿瘤化疗失败的重要原因之

一［1］。该研究主要观察顺铂耐药细胞( SGC-7901 /
DDP) 的耐药特性，主要包括 SGC-7901 在对顺铂耐

药的同时对其他胃癌常用化疗药的耐药情况，及

SGC-7901 /DDP 与 SGC-7901 在 DNA 损伤修复能力

及其迁移能力方面的差异，观察 SGC-7901 在产生

顺铂耐药的过程中其他的一些细胞特性的变化，旨

在为进一步研究胃癌细胞 SGC-7901 对顺铂耐药的

机制奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 人胃癌细胞株 SGC-7901 和 SGC-7901 /
DDP 均购自南京凯基生物公司; ＲPMI-1640 细胞培

养液购自美国 Gibco 公司; 胎牛血清购自杭州四季

青生物材料有限公司; 胰蛋白酶购自上海碧云天生

物技术有限公司; PBS 为本实验室配置; 顺铂、依托

泊苷购自山东齐鲁药业; 奥沙利铂、吉西他滨购自江

苏恒瑞生物有限公司; 5-氟尿嘧啶购自天津金耀氨

基酸有限公司; 多西紫杉醇购自英国安万特公司;

MTT、正常熔点琼脂糖、低熔点琼脂糖、肌氨酸钠、
Triton X-100、EB、EDTA-2Na、二甲基亚矾( DMSO) 均

购自美国 Sigma 公司。
1． 2 主要仪器 稳定电泳装置购自北京六一仪表

厂; 倒置荧光显微镜购自日本奥林巴斯公司; 显微成

像系统购自日本佳能公司; ELX-800 UV 酶标仪购自

美国 BIO-TEK 公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 细胞培养 人胃癌细胞 SGC-7901 细胞株和

SGC-7901 /DDP 培养于 ＲPMI-1640 培养液( 90% ) 和

胎牛血清( 10% ) 、青霉素 100 U /ml、链霉素 100 U /
ml 的混合培养基中，在 5% CO2、37 ℃的温箱培养。
SGC-7901 /DDP 在无药物培养基连续培育 7 d，然后

将顺铂( 终浓度 800 ng /ml) 添加到 SGC-7901 /DDP
的 ＲPMI-1640 培养基。2 ～ 3 d 进行一次消化传代，

使细胞处于对数生长期。
1． 3． 2 彗 星 实 验 ( single cell gel electrophoresis，
SCGE) 取处于对数生长期的 SGC-7901 和 SGC-
7901 /DDP 细胞，以 0. 25% 胰蛋白酶消化，用 ＲPMI-
1640 培养基制备成浓度为 1 × 105 个 /ml 单细胞悬

液，台盼蓝染色细胞存活率 ＞ 90% 进行 SCGE。取

110 μl 已熔化的 0. 5%正常熔点琼脂糖浇注到全磨

砂载玻片上，4 ℃固化 10 min 后，依次加入 10 μl 细

胞悬液与 75 μl 0. 5% 低熔点琼脂糖的混合液，4 ℃
固化 10 min，固化后的玻片沉浸在细胞裂解液中，4
℃避光裂解 1 h。PBS 清洗载玻片后用碱性电泳液
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浸没载玻片 4 ℃ 避光解旋 DNA 20 min。将电泳仪

电压维持 25 V，电流维持在 0. 3 A，恒压恒流 4 ℃电

泳 25 min，注意避光操作。然后用中和缓冲液( pH
7. 4) 漂洗，用甲醇固定，滴加 30 μl 浓度为 20 μg /ml
的 EB 染液进行染色。400 倍荧光显微镜下紫外光

激发显像，随机转动视野拍摄 30 个细胞的 SCGE 检

测图像，实验独立重复 3 次［2］。
1． 3． 3 细胞形态学观察 通过倒置显微镜下观察

SGC-7901 和 SGC-7901 /DDP 形 态 的 不 同，拍 照 记

录。
1． 3． 4 细胞划痕实验 取状态良好的人胃腺癌细

胞株 SGC-7901 和 SGC-7901 /DDP，胰蛋白酶消化，5
× 106 个 /ml 制备接种到 24 孔板，5% CO2、37 ℃的

温箱培养，细胞长成单层后丢弃介质，用灭菌枪头借

助无菌尺在每孔的底部中间划一个“十”字伤口，用

PBS 轻轻清洗 3 遍，洗去悬浮的细胞，每孔加入 2 ml
的无血清的 ＲPMI-1640 培养基培养，分别于 0、12、
24 h 在交叉处拍照［3］，利用 Image pro plus 软件测量

划痕的间距，细胞划痕迁移率( % ) = ( 0 h 划痕的间

距 － 不同时间点的划痕间距) /0 h 划痕的间距 ×
100%，每次实验做 3 个复孔，实验独立重复 3 次。
1． 3． 5 MTT 法检测药物的敏感性 取状态良好的

人胃癌 SGC-7901 和 SGC-7901 /DDP，将浓度为 7 ×
104 个 /ml 的细胞加入到 96 孔板中，每孔 100 μl 体

积，过夜培育。当达到 80% ～ 90% 细胞密度，加化

疗药物干预，并设置不同浓度( 以上每组 3 个平行

孔) 48 h，同时设置调零孔和无药物孔。顺铂( 0. 03、
0. 3、3、30、60 μg /ml) 、5-氟尿嘧啶( 0. 1、1、10、100、
200 μg /ml) 、依托泊苷( 5、10、20、40、80 μg /ml) 、表
阿霉素( 0. 01、0. 1、1、10、100 μg /ml) 、多西紫杉醇

( 5、10、20、40、80 μg /ml) 、奥沙利铂( 5、50、100、200、
400 μg /ml) 。在实验孔加入 MTT( 5 mg /ml) 20 μl，
37 ℃培育 4 h，注意避光操作。结束培育，将上清液

完全吸去，各孔加入 DMSO 150 μl，振荡 15 min，使

结晶充分溶解。用酶联免疫吸附法在 570 nm 波长

检测各孔光密度值( optical density，OD) ，求 3 孔的

平均值，实验独立重复 3 次。细胞存活率 ( % ) =
( 实 验 组 OD 平 均 值 /对 照 组 的 OD 平 均 值) ×
100%，同时 计 算 出 各 类 药 物 的 半 数 抑 制 率 ( half
maximal inhibitory concentration of a substance，IC50 ) ，

细胞对不同药物的耐药倍数 = SGC-7901 /DDP 对不

同化疗药物的 IC50 /SGC-7901 对化疗药物的 IC50。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19． 0 统计软件分析。
数据以 珋x ± s 表示，单变量两组之间的比较采用 t 检

验，组间比较采用单因素方差分析，检验水准 α =
0. 05。

2 结果

2． 1 人 胃 腺 癌 细 胞 株 SGC-7901 和 SGC-7901 /
DDP 的 DNA 损伤修复能力的差异 SCGE 的结果

是利用 CASP 软件分析尾长作为 DNA 损伤与修复

的评 价 指 标。人 胃 腺 癌 细 胞 SGC-7901 和 SGC-
7901 /DDP 的 彗 星 尾 长 分 别 为 29. 71 ± 4. 45 和

20. 38 ± 3. 48( t = 16. 67，P ＜ 0. 05) ，见图 1、2。

图 1 人胃腺癌细胞 SGC-7901 的 SCGE 检测图像

A: SGC-7901 的 SCGE 图 像; B: CASP 软 件 检 测 SGC-7901 的

SCGE 图像

图 2 人胃腺癌细胞 SGC-7901 /DDP 的 SCGE 检测图像

A: SGC-7901 /DDP 的 SCGE 图像; B: CASP 软件检测 SGC-7901 /

DDP 的 SCGE 图像

2． 2 细胞形态 人胃腺癌 SGC-7901 细胞显微镜下

观察为单层、形状规则、大小均匀、高折射率、细胞边

界、核大、圆形或椭圆形; 人胃癌 SGC-7901 /DDP 细

胞呈不规则、细胞大小不均一、多核、折光度低，见图

3。

图 3 人胃癌 SGC-7901 /DDP 和人胃癌 SGC-7901 细胞形态 SP × 100

A: SGC-7901 /DDP; B: SGC-7901

2． 3 细胞划痕实验 用显微镜测量人胃腺癌 SGC-
7901 和 SGC-7901 /DDP 在 0、12、24 h 细胞划痕的宽
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度，结果显示: SGC-7901 细胞 12、24 h 划痕宽度比

SGC-7901 /DDP 细胞划痕宽度明显缩小( F = 77. 12，

P ＜ 0. 05) ，SGC-7901 的迁移能力比 SGC-7901 /DDP
的迁移能力强，见图 4、5。

图 4 人胃癌 SGC-7901 和 SGC-7901 /DDP 细胞的迁移能力 SP × 200

A: SGC-7901; B: SGC-7901 /DDP; 1: 0 h; 2: 12 h; 3: 24 h

图 5 SGC-7901 和 SGC-7901 /DDP 细胞的迁移率

与 SGC-7901 组 12 h 比较: * P ＜ 0． 05; 与 SGC-7901 组 24 h 比

较: #P ＜ 0. 05

2． 4 胃腺癌 SGC-7901 /DDP 对各类化疗药的敏感

性 人胃腺癌细胞 SGC-7901 和 SGC-7901 /DDP 对

不同药物的敏感性，顺铂、表阿霉素、5-氟尿嘧啶、奥
沙利铂、依托泊苷、多西紫杉醇对顺铂耐药株及其亲

本细胞 SGC-7901 的 IC50 和耐药倍数见表 1，SGC-
7901 /DDP 对顺铂耐药的同时对表阿霉素、5 氟尿嘧

啶、依托泊苷、奥沙利铂也具有不同程度的耐药。

3 讨论

目前已有大量的实验［4 － 5］致力于对顺铂耐药性

的研究，其中 DNA 的损伤修复作用引起广泛关注，

表 1 不同药物对 SGC-7901 /DDP 的 IC50 ( μg /ml，珋x ± s)

项目 SGC7901 /DDP SGC7901 耐药倍数

顺铂 12． 54 ± 0． 00* 0． 27 ± 0． 02 62． 7
表阿霉素 2． 37 ± 0． 76* 1． 68 ± 0． 42 1． 4
5-氟尿嘧啶 7． 92 ± 0． 09* 0． 95 ± 0． 14 8． 0
奥沙利铂 619． 91 ± 1． 02* 509． 30 ± 0． 65 1． 2
依托泊苷 25． 89 ± 0． 56* 10． 37 ± 0． 37 2． 5
多西紫杉醇 12． 17 ± 0． 08* 5． 82 ± 0． 06 2． 1

与 SGC-7901 比较: * P ＜0． 05

核苷酸切除修复( nucleotide excision repair，NEＲ) 是

DNA 修复的重要途径，核苷酸切除修复交叉互补基

因 1 ( excision repair cross-complementing gene1，EＲ-
CC1) 蛋白是顺铂诱导 NEＲ 中的关键酶，EＲCC1 是

可以识别 DNA 损伤和断开链间交联的功能，研究［6］

表明，EＲCC1 mＲNA 和蛋白的过表达使 DNA 修复

能力的增强与临床胃癌患者顺铂化疗疗效呈负相关

性。然而，目前对 NEＲ 能力的检测多用于临床胃癌

组织，无法反映肿瘤的生物学行为发生变化所导致

的 NEＲ 的变化，有学者提出外周血淋巴系统与肿瘤

细胞携带有同源基因，均具有相同的 NEＲ 系统［7］。
本研究以人胃腺癌 SGC-7901 及其顺铂耐药株

SGC-7901 /DDP 作为研究对象，用 SCGE 的方法检测

在人胃腺癌 SGC-7901 细胞株和其顺铂耐药株 SGC-
7901 /DDP 的 DNA 修复能力，结果显示人 胃 腺 癌

SGC-7901 /DDP 较其亲本细胞的 DNA 修复能力强;

此结果表明肿瘤细胞的 DNA 的修复能力与对顺铂

的敏感性呈负相关，与临床研究［8］结果一致。同时

本研究在表明人胃腺癌 SGC-7901 顺铂耐药后其

DNA 修复能力增强的基础上，用 MTT 的方法检测

SGC-7901 顺铂耐药株对其他化疗药物的敏感性是

否发生变化，结果显示 SGC-7901 /DDP 对顺铂耐药

的同时对表阿霉素、5 氟尿嘧啶、依托泊苷等也具有

不同程度的耐药，可能由于表阿霉素、5-氟尿嘧啶、
奥沙利铂、多西紫杉醇均通过与 DNA 作用而发挥细

胞毒性，由于胃癌顺铂耐药细胞株的 DNA 修复能力

增强，一定程度抑制其发挥细胞毒性作用，并且有研

究［9 － 11］表明，肿瘤细胞内顺铂积累的减少，是肿瘤

细胞产生耐药的重要原因，多药耐药基因 1 是编码

P 糖 蛋 白 和 多 药 耐 药 相 关 蛋 白 ( multi-drug resist-
ance-associated protein，MＲP) 的基因，P 糖蛋白是一

种跨膜蛋白，其通过 ATP 供能，将药物泵出细胞;

MＲP 也是一种能量依赖的运输蛋白，其主要是识别

与谷胱甘肽形成 MＲP-1-ATP，自动把药物从细胞内

转移到细胞外，从而让细胞内药物浓度降低，药物抵

制肿瘤的影响削弱甚至消失，使细胞获得耐药性。
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本研究通过细胞划痕实验显示 SGC-7901 /DDP 的迁

移能力较正常的胃癌细胞株 SGC-7901 减弱，可能

是顺铂进入细胞后形成稳定的 Pt-DNA 加合物，并

且顺铂与金属硫蛋白的稳定结合使细胞黏附稳定、
不易软化、较正常细胞株不易转移［12］。
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Characteristics of cisplatin resistance in human
gastric cancer cell line SGC-7901

Huang Nana，Zhang Yiyin，Gu Kangsheng
( Dept of Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the characteristics of cisplatin resistance in human gastric cancer cell line
SGC-7901． Methods Single cell gel electrophoresis( SCGE) was used to measure the level of DNA damage and
repair in gastric cancer cell line SGC-7901 and gastric cancer cisplatin resistance cell line SGC-7901 /DDP by ob-
serving the tail length． Morphological changes of SGC-7901 and SGC-7901 /DDP were recorded to evalutate the
differences between the two lines． The degree of migration of SGC-7901 /DDP and SGC-7901 measured by cell
wound scratch assay was used to estimate the ability of invasion． MTT assay was performed to determine the drug
sensitivity，IC50 values and cross-resistance of SGC-7901 /DDP treated with 5-FU，VP-16，ADM，TAX and LOHP
separately． Ｒesults The level of DNA damage and repair in SGC-7901 /DDP was higher than that in SGC-7901 ac-
cording to the tail length of SCGE tests ，suggesting the relationship between cisplatin resistance and the abiity of
DNA damage and repair． There was a much smaller volume in SGC-7901 /DDP compared with SGC-7901，and clone
aggregation always appeared in SGC-7901 /DDP． Cell wound scratch assay showed that the migration of SGC-7901 /
DDP was weaker than that of SGC-7901． MTT showed the significant increase of IC50 and cross resitance in SGC-
7901 /DDP compared with SGC-7901 treated with 5-FU，VP-16，ADM，TAX and LOHP simultaneously． Conclu-
sion The ability of DNA damage and repair in gastric cancer cisplatin resistance cell line SGC-7901 is enhanced
significantly． The SGC-7901 /DDP shows a notable promotion on multidrug resistance in vivo，and the migration of
SGC-7901 /DDP is weaker than that of SGC-7901．
Key words gastric cancer; multidrug resistance; cisplatin resistance; SCGE
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