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细胞粘附在结肠癌细胞系SW480多药耐药 

表型中的作用 

陆春雷 ，吴国忠 ，尹天泉 ，同李平 ，丰 帆 ，郑磅山 ，张洪伟 

(1．第四军医大学西京消化病医院消化一科，陕西西安 710032；2．解放军第 101医院 

普通外科 ，江苏无锡 214044) 

[摘 要] 目的 探讨细胞粘附在结肠癌细胞系 SW480多药耐药表型中的作用。方法 通过细胞 

粘附实验 、四甲基偶氮唑盐实验(M Irr法)、细胞内阿霉素的蓄积和潴留及 Annexin V／PI染色法检测 

凋亡等检测粘附于层粘连蛋白(LN)的结肠癌细胞系 SW480的多药耐药性的改变。结果 粘附于 

LN的 SW480细胞对化疗药物敏感性显著下降，化疗药物的 Ic 。均显著升高，化疗药物诱导的凋亡指 

数明显减少；细胞内阿霉素的蓄积和潴留均明显减少，药物泵出率显著增加(P<0．05)。结论 结肠 

癌细胞 SW480与 LN粘附后，可能提高了对药物转运的能力 ，导致化疗药物在肿瘤细胞内蓄积的减 

少；通过提高抗凋亡的能力，逃避化疗药物诱导的凋亡。 
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[Abstract] Objective To explore the roles of cell adhesion in muhidrug resistance(MDR)of colon 

cancer cell line SW480．Methods The cell adhesion assay，M assay，Adriamyein(ADR)accumulation 

and retention and Annexin V／PI staining were used to illuminate the drug resistance of colon cancer cell line 

SW480 after adhesion to laminin(LN)．Results After adhesion to LN，SW480 cells exhibited a signifi— 

cantly higher IC50，medicine pumping rate and a reduction of drug sensitivity，apoptosis index induced by 

ehemotherapeutics and accumulation and retention of ADR (P<0．05)．Conclusion Adhesion to LN may 

promote MDR phenotype of colon cancer cells by two means：The adhesion of SW480 to LN may promote the 

drug transport ability and decreases the accumulation of chemotherapeutic drugs in tumor cells；The adhesion 

may elevate the capability of anti—apoptosis and inhibit the apoptosis induced by chemotherapeutic dmgs． 
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结肠癌是常见的恶性肿瘤之一，结肠癌多药耐 

药(multiple drug resistance，MDR)是临床治疗失败 

的重要原因。导致 MDR的机制之一是细胞粘附介 

导的耐药 (cell adhesion mediated drug resistance， 

CAM．DR)。研究发现  ̈，结肠癌细胞与细胞外基质 

成分层粘连蛋白(1aminin，LN)的粘附与肿瘤的多种 

生物学行为密切相关。本研究以和 LN粘附的结肠 

癌细胞为模型，探索细胞粘 附在结肠癌细胞 系 

SW480多药耐药表型中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 人结肠癌细胞系 SW480引白军事医学 

科学院，RPMI 1640及胰蛋白酶购自Hyclone公司， 

胎牛血清购 自杭州 四季青公 司，人层粘连蛋 白 

(LN)、小牛血清蛋白(BSA)和二硫苏糖醇(DTF)购 

自 Sigma—Aldrich公司。 

作者简介：陆春雷(1976一)，男，江苏无锡人 ，本科，主治医师，从事胃肠肿瘤的治疗与研究。 
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1．2 万 法 

1．2．1 细胞培养 人结肠癌细胞系 SW480于37℃、 

5％ CO2、含 10％热灭活胎牛血清中 RPMI 1640培 

养液中培养。 

1．2．2 细胞粘附试验 配制终浓度以包被面积为 

标准，LN 1 Ixg／cm 和BSA 0．4 txg／cm 分别包被96 

孔板，置于4℃过夜；以2．5g／L胰蛋白酶消化处于 

对数生长期细胞，用含 5％胎牛血清的 RPMI 1640 

培养液制成单细胞悬液，每孔加人 100 l；分别培养 

0．5、1、2和4 h后，中止培养，吸去培养孔中含有细 

胞悬液的培养液后，高倍镜下随机选取 10个视野进 

行计数，以平均值作为粘附细胞数。 

1．2．3 体外药物敏感性试验 ①参照两种化疗药物 

的血浆高峰浓度[5一氟尿嘧啶(5-Fu)10 ml，顺铂 

(DDP)3 g／m1)]，在粘附于LN及阴性对照 BSA的 

细胞中分别加入0．O1倍、0．1倍、1倍和 10倍血浆高 

峰浓度的化疗药物。每一浓度设4个重复孔。②以 

含 10％胎牛血清的 RPMI 1640培养液制备成单细胞 

悬液，以每孔8×10 个细胞200 Ixl接种于已包被 LN 

或BSA的96孔培养板中；常规培养 12 h后，将两种 

化疗药物按不同浓度加入各孔细胞，继续常规培养 

48 h。③每孔加新鲜配制的 Mr丌 溶液(5 Ix1)20 

l，继续培养4 h后，中止培养，小心吸弃孔内培养上 

清。每孔加入 150 ILl DMSO，振荡 10 min，使结晶物 

充分溶解；选择490 nm波长，在酶联仪上测定各孔光 

吸收A值，取4个重复孑L的 值的平均值。计算结肠 

癌细胞粘附于不同成分后，在两种化疗药物不同浓度 

下的存活率[细胞存活率 =(实验组 A值 一空白对照 

组A值)／(阴性对照组 A值 一空白对照组 值)× 

100％]；以细胞存活率为纵轴，药物浓度对数为横轴 

作半对数图，并按作图法求出 SW480细胞粘附于不 

同成分后对两种药物的IC 。值。 

1．2．4 细胞内阿霉素(ADR)蓄积和潴留的检测 

参照细胞粘附试验的方法包被 6孔培养板后按照每 

孑L 10 个细胞接种入6孑L板中；培养过夜后，每孔加 

入 ADR至终浓度为5 mg／L，继续培养 1 h；收获细 

胞(ADR蓄积的检测)，或换新鲜无药培养液继续培 

养 1h后再收获细胞(ADR潴留的检测)；以冷 PBS 

洗涤细胞后，上流式细胞仪检测细胞内的ADR荧光 

强度，检测波长为488 llm，接收波长为575 nm；设置 

未接触药物的细胞为阴性对照；流式细胞仪检测细 

胞内阿霉素的蓄积和潴溜，根据公式计算药物的泵 

出率[细胞药物泵出率 =(阿霉素的蓄积量 一阿霉 

素的潴留量)／阿霉素的蓄积量 ×100％]。 

1．2．5 细胞 凋亡的检测 收获对数生长期 的 

SW480细胞，接种于 LN及阴性对照 BSA包被的6 

孔板中；细胞贴壁后加入 VCR，剂量为 6 ml， 

37℃培养 36～72 h；加入5 l的 Annexin V．FITC于 

含 1．5 tool CaC1 的细胞培养液中，37~C孵育 l0 

min；收集细胞前用含 1．5 tool CaC1：的细胞培养液 

洗涤2次；用橡皮细胞刮小心刮取并收集细胞，加 

490 Ixl的结合缓冲液重悬细胞；加入 5 l的 PI染 

液，轻轻混悬，4~C孵育 10 rain；流式细胞仪分析，按 

公式计算细胞的凋亡指数[细胞凋亡指数 =(早期 

凋亡 细胞 数 +晚期凋亡细胞数 )／总细胞 数 × 

100％]。 

1．2．6 统计学处理 根据数据不同，相应采用配对 

t检验、x 检验、Dunnett，s多均数比较等方法，使用 

SPSS10．0统计软件完成数据处理，P<0．05有统计 

学差异。 

2 结 果 

2．1 结肠癌细胞 SW480粘附特征的检测 检测 

SW480细胞在不同的时间内(0．5、1、2、4 h)粘附于 

LN(LN组)及 BSA(BSA组)的粘附细胞数。在单 

位时间内，LN组中 sw48o细胞的粘附细胞数均明 

显高于 BSA组(P<0．05)；LN组和 BSA组中的粘 

附细胞数均在0～2 h内显著增加，而从 2 h开始粘 

附细胞数的增加则缓慢进入平台期(见表 1)。 

表 1 SW480细胞对 LN及BSA的粘附数( ±s，个) 

注 ：与 BSA组 比较 ， P<0．05 

2．2 LN对化疗 药物敏 感性 的影响 通过 MTI'比 

色法检测粘附于 LN及 BSA的结肠癌细胞 SW480 

对于化疗药物 5一Fu和 DDP的药物敏感性，结果显 

示 ：粘附于 LN后 ，SW480细胞 对 5．Fu和 DDP的 

Ic∞值分别为(6．41±1．03)、(9．57±0．77)，与粘附 

于 BSA的同种细胞相比，IC 。值均相应显著升高(P 

<0．05)，提示粘附于 LN后对化疗药物敏感性显著 

下降。 

2．3 LN对结肠癌细胞内阿霉素蓄积和潴留的影响 

借助流式细胞仪(FCM)检测粘附于LN及BSA的 

结肠癌细胞 SW480内阿霉素的蓄积和潴留，并计算 

相应的药物泵出率，结果显示(表 2)：与粘附于 BSA 

的结肠癌细胞相比，粘附于 LN的结肠癌细胞内阿 
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霉素的蓄积和潴留均明显减少，药物泵出率显著增 

加 。 

表2 粘附于LN及 BSA的SW480细胞的阿霉素 

蓄积潴留和药物泵出率( ±s，荧光强度单位) 

注 ：与 BSA组 比较 。 P<0．05 

2．4 LN对化疗药物诱导结肠癌细胞凋亡的影响 

通过 Annexin v／PI染色法借助流式细胞仪，检测粘 

附于 LN以及 BSA的结肠癌细胞 SW480在化疗药 

物诱 导下的凋亡。结果：与粘附于 BSA的 SW480 

细胞捌L指数(63．4±4．9)相比，粘附于 LN的 

SW480细胞的凋亡指数(29．6±1．5)明显减少(P< 

0．05)。 

3 讨 论 

目前已发现的 MDR相关分子及其作用机制并 

不能圆满解释结肠癌的 MDR现象，其主要原因之 
一 可能是忽视 了细胞外基质 (extracellular matrix， 

ECM)在结肠癌细胞对抗化疗药物过程中的作用。 

粘附于 ECM的结肠癌细胞对于多种化疗药物的敏 

感性明显减弱，是结肠癌细胞 MDR机制之一。根 

据在肿瘤细胞膜、细胞质及细胞核中发现的多种与 

MDR相关的基因或分子，由此推测出多种与耐药相 

关的机制 j，但这些机制仍不能圆满解释肿瘤细胞 

MDR，并且针对这些机制设计的治疗方案对实体瘤 

的治疗效果不尽如人意。研究显示，细胞与基质、细 

胞与细胞之间的相互作用对肿瘤细胞的 MDR具有 

重要的调节作用。所以，要想克服 MDR不仅要阐 

明个体肿瘤细胞的耐药特性，还要考虑到细胞间的 

相互作用和相互协作，更要考虑肿瘤微环境对此过 

程的影响。因此，从肿瘤细胞与周围微环境相互作 

用的整体角度出发研究多药耐药机制，对于深入理 

解肿瘤多药耐药现象具有深远意义。 

肿瘤的MDR并非是瘤细胞对抗化疗药物的独 

立反应，而是瘤细胞与微环境共同作用的结果 J。 

细胞外基质作为肿瘤微环境的重要组成部分与肿瘤 

细胞粘附分子(cell adhesion molecule，CAM)的相互 

作用对于维持肿瘤的恶性表型不可或缺。研究表 

明，肿瘤耐药发生过程中均存在细胞粘附分子及其 

介导的粘附行为的改变 。Sethi等 发现，肺癌细 

胞都被广泛 的 ECM 包裹着，小细胞肺癌细胞系 

SCLC通过 B1整合素粘附于纤连蛋白、LN或Ⅳ型 

胶原后，其成瘤性明显增强，并能够抵抗足叶乙甙、 

顺铂和阿霉素等化疗药物的杀伤。Damiano等 发 

现，当人多发性骨髓瘤细胞系8226生长在固定了纤 

连蛋白的培养基时，可以抵抗马法兰和阿霉素的杀 

伤。因此他们认为，细胞与 ECM的粘附可以导致耐 

药，并将这种形式的耐药称为细胞粘附介导的耐药。 

与经典耐药机制相比，肿瘤细胞与基质粘附可能通 

过以下几种机制诱导肿瘤细胞形成 CAM·DR：①影 

响细胞周期 。②提供生存信号 J：诱导并激活抗 

凋亡蛋白(Bcl-2等)，同时使促凋亡蛋白(Bax等)发 

生磷酸化、转位线粒体以外区域而失去功能。CAM- 

DR现象的实质是粘附分子介导肿瘤细胞与细胞外 

基质粘附后，细胞与基质之间的相互作用激活了细 

胞内某些信号途径，导致下游效应分子的表达改变， 

从而导致肿瘤细胞耐药表型的增强。 

LN作为细胞外基质的重要组成部分通过与细 

胞表面的 LN受体相结合产生 了多种生物学功 

能 。表达于结肠癌细胞膜表面的67LR层粘连蛋 

白受体所介导的与 LN的粘附提供了结肠癌重要的 

肿瘤微环境，在结肠癌细胞的发生及进展的过程中 

发挥重要的作用。本研究发现：与 LN粘附后，结肠 

癌细胞对于化疗药物5一Fu和 DDP的抵抗性显著增 

强；结肠癌细胞阿霉素的蓄积和潴留均明显减少，药 

物泵出率显著增加。研究结果提示结肠癌细胞的耐 

药表型与其粘附状态相关。与细胞外基质成分粘附 

后，结肠癌细胞可能通过以下两种途径增强自身的 

多药耐药性：①可能通过提高肿瘤细胞对药物转运 

的能力，导致化疗药物在肿瘤细胞内蓄积的减少；② 

可能提高抗凋亡的能力，逃避化疗药物诱导的凋亡。 

细胞粘附参与了结肠癌细胞的多药耐药，将为 

反粘附治疗肿瘤提供一条新的途径 ⋯̈。 
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外侧髁上关节面中部区域，髌骨关节面内侧份置于 

后部。见图2。 

1．髌韧带；2．膝下外侧动脉；3．髌骨关节面；4．髌骨尖； 

5．腓侧副韧带；6．胫骨内侧髁上关节面 

图2 髌骨移位至胫骨外侧髁 

3．5 移位髌骨的支持和固定 胫骨外侧髁上关节 

面的严重缺损，常伴有不同程度的外侧髁的骨缺损， 

根据缺损大小，取不同形状或大小的髂骨或腓骨用 

以支持髌骨并填充缺损。髌骨、髂骨或腓骨均须与 

胫骨外侧髁固定，以防止负重后髌骨塌陷，关节间隙 

增宽。 

3．6 髌骨移位修复胫骨外侧髁上关节面缺损的特 

点 ①髌骨关节面与胫骨外侧髁上关节面的形态大 

小不完全相同，但有相似之处能就近切取，有足够长 

的血管蒂，可为胫骨外侧髁上关节面的修复提供材 

料。②带血管蒂髌骨移位修复胫骨外侧髁上关节面 

缺损，术后膝关节伸直时，没有了原有的髌骨“杠 

杆”作用，致使伸膝力量有所减弱，但膝关节的屈伸 

功能仍得以一定程度的保留。 
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