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人乳腺癌多药耐药细胞系 MCF-7/MDRa 的建立

及其生物学特性的初步研究

严婷张莲芬张熔熔1 冯磊金坚*

(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，无锡 214036: 1 无锡第二人民医院，无锡 214002)

摘要 实验以 MCF-7~田胞株为亲本细胞，采用阿霉素(ADM)低浓度持续为口量诱导法建立了

多药耐药的人乳腺癌细胞系 MCF-7瓜tlDRa，并对其耐药谱、动力学周期分布、表型变化、药物的

蓄积量等生物学特性进行了初步分析坪价。结果表明， MCF-7IMDRa细胞较亲本细胞的 ADM半数

致死浓度(IC5o) 高 500 倍，才敢药培养 150 天后耐药指数仍维持在 200倍以上，并对多种化疗药物产

生交叉耐药性;耐药细胞分化程度低于同步传代的 MCF-7 细胞，细胞倍增时间与亲本细胞接近，

S 期细胞显著增加， G1 期细胞减少;随着撤药时间的延长，细胞的增殖速度加快;耐药细胞P-gP 、

LRP 和 GSTπ 的表达水平较亲本细胞有显著增加， ER 阳性表达丢失;在稳定生长的撤药培养 6 天

的细胞中仍有 ADM 蓄积。建立的 MCF-7IMDRa模型具有多药耐药细胞的基本生物学特性，可用

于肿瘤多药耐药机制的研究。
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乳腺癌具有发病率高、侵袭性、病程进展缓

慢、自然生存期长等特点，是女性最常见的恶性

肿瘤之一。在乳腺癌的综合治疗中，化疗占有卡

分重要的地位，临床上许多肿瘤患者在经历了数次

有效的化疗后，最终难免复发，其主要原因是肿

瘤细胞对化疗药物产生了多药耐药性能(multidrug

resistance, MDR)[l-4]，即肿瘤细胞接触一种肿瘤药

物并产生耐药性后，并对结构和作用机制不同的多

种抗肿瘤药物具有交叉耐药性。迄今对 MDR 机制

尚未真正明确， {g主要认为 MDR lIP-gp 是最主要

的耐药机制[5] 。因此在对如何解决多药耐药问题

上，目前的研究也是主要集中在把 MDR1/P-gp 作

为耐药逆转靶点进行逆转药物的筛选。 Batist 等[创建

立了耐阿霉素(adriamycin ， ADM)人乳腺癌细胞模型

AdrRMCF-7 ，耐药指数约为 192 倍，己被国内引

进，但该模型的生物学评价体系并不完整。因此，

我们将引自 ATCC 的 MCF-7 细胞重新建立新的耐药

倍数较高的模型 MCF-7/MDRa，并对其生物学特性

进行较完整的评价，以期对临床用药及耐药逆转研

究起到引导作用。

1 材料与方法

1. 1 材料

人乳腺细胞系 MCF-7 iJ l 自 ATCC 公司。 RPMI

1640 为 Gibco 公司产品。月夷蛋白酶、 DMSO 和小

牛血清为华美生物工程公司产品。膜岛素注射液为

上海生物化学制药厂产品。人 P-gP、肺耐药相关

蛋白(LRP) 、 DNA 拓扑异构酶 II(ToPoII)、还原型

谷脱甘肤转移酶(GST川、雌激素受体(ER)和孕激素

受体(PR)免疫组化试剂盒均为福州迈新生物技术公

司产品。 ADM 和磺酷罗丹明 B (sulfor rodamine B , 

SRB)为 Sigma 公司产品。药品博来霉素、表柔比

星、米托蓝眼、控喜树碱、依托泊昔、硫酸长春

新碱、丝裂霉素、长春瑞滨、塞替派、日bt柔比星、

甲氨蝶岭、吉西他滨、 )1顷销、卡铀分别购白日本

化药株式会社、浙江海正药业股份有限公司、江苏

恒瑞医药股份有限公司等，其他试剂均为国产分析

纯。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养条件 MCF-7 细胞于 37 oC 、

5%C02、饱和湿度的 CO2培养箱中无菌培养(Thermo

Forma 公司)。培养液为含 10%热灭活的小牛血清、

0.4%膜岛素、 100 U/ml 青霉素和 100 问Iml 链霉素
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的完全 RPMI 1640 细胞培养基。细胞传代时用含

0.25% 膜蛋白酶进行消化。

1.2.2 MCF-7IMDRa 的建立 采用低浓度加量持

续诱导法[7J诱导亲本 MCF-7 细胞株。以 ADM 对亲

本 MCF-7ICso 的 1/1 0 为起始浓度，逐步提高细胞培

养液中的 ADM 浓度，持每个ADM浓度时细胞稳定

生长后再逐步提高药物浓度，同步监测 ADM 对细

胞的 IC so 。

1 工3 形态学观察 用倒置显微镜和扫描电镜观

察细胞的 MCF-7IMDRa、撤药细胞和亲本 MCF-7 形

态变化。

收集培养的 MCF-7/MDRa和亲本 MCF-7，在经

多聚赖氨酸预处理过的载玻片上涂成单层细胞，甲

醇固定 10 min，清水冲洗两次后将细胞进行常规苏

木素-伊红(H.E.)染色。

扫描电镜样品制备:样品 800 r/min 离心 5 min 

后置于 4 "C下用 2.59毛戊一二二醒固定， 0.1 mol/L 磷酸

缓冲液漂洗数次后 800 r/min I勾心 5 min，用 1% 四

氧化饿固定，继续用 0.1 mol/L 磷酸缓冲液漂洗数

次 800 r/min 离心 5 min ，在室温下依次用 30% 、

50% 、 70% 、 90% 和 100% 的乙醇梯度脱水，置

于醋酸异戊醋过渡，临界}~~下燥(CPD-030 BAL-TEC 

公司)，离子溅射(SCD-005 BAL-TEC 公司)，最后

用扫描电镜观察(QUANTA-200 FEI 公司)。

1.2.4 生长曲线、倍增时间测定 分别收获对数

生长中期、生长状态良好的亲本 MCF-7 细胞和

MCF-7/MDRa 细胞， 96 孔板(Costar 公司)每孔接种

7x 10 3 个细胞 ， CO 2 培养箱中常规培养。从第 2-6

天采用 SRB 法[8J分别测定细胞生长情况，根据 Pa­

tterson 公式计算细胞在对数期的倍增时间(T沪 Td
(h)= Tlg21 19 (N,I No) 0 T 为对数增殖期时间(h) , N t 

为对数增植期结束时的细胞数 ， N。为对数增殖期开

始时的细胞数。

1.2.5 细胞 MDR检测 采用 SRB 法分别检测亲

本 MCF-7 和 MCF-7/MDRa 对药物的敏感盹。 96 孔

板每孔接种 7x103 个细胞，培养 24 h 后加入不同浓

度的化疗药，勾个浓度设 4 个复孔，培养 72 h 。

SRB 法细胞染色，酶标仪(Multiskan MK3 , Thermo 

Labsystems 公司)测量 AS40 ' 按下式计算抑制率:

对照孔A 值加药孔A 值
细胞生长抑制率-一.. ..__.., x100% 

对照孔A 值

确定各种化疗药的 ICso ，按下式计算耐药指数

(resistance factor , RF): 

研究论文

耐药型细胞(MCF-7瓜1DRa) ICso 
RF= 

野生型细胞(MCF-7) ICso 

将 MCF-7/MDRa 细胞撤药后常规培养并传代，

跟踪检测对 ADM 的 IC so ' 求出 RF 值。

1.2.6 流式细胞术(FCM)分析细胞周期分布 分

别收集调整周期后同步培养的 MCF-7爪IDRa 手fl亲本

MCF-7 细胞(1 X 106 个 Iml) , PBS 洗涤 2 次， 70% 冷

乙醇国定过夜。 PI 染液冰浴 30 min 后，用美国

Coulter 公司的 EPICS XL 型流式细胞仪分析。

1.2.7 免疫纽化分析 收集培养的 MCF-7IMDRa

和亲本 MCF-7，在经多聚赖氨酸预处理过的载玻片
七涂成单层细胞，甲醇固定 10 min ，清水冲洗两

次，高压修复。按试剂盒说明书进行 P-gP 、 LRP 、
ToPoII 、 GSTπ 、 ER 和 PR 的免疫组化分析。

1.2.8 细胞内 ADM 聚积量的测定 收集撤药培

养 6 天的 MCF-7/MDRa 细胞 2x106 个 ， PBS 冲洗 3

次，加入茶馆水 1 ml，反复冻融使细胞破裂，泪

匀。高速冷冻离心(1-15K， Sigma 公司) 12 000 r/min 

离心 30 min，上清液经冷冻干燥(EZ585-Q ， FTS 公

司)后复溶于 0.5 ml 三蒸水中。在加压毛细管电色语

仪 1二(TriSepTM2100GV ， !--.)每通微分析技术有限公

司) ，采用激光诱导荧光检测器，激发波长 473

nm，发射波长 520 nm，在如下色谱条件测 ADM

的荧光强度。

色谱柱选择 EP-100-20/45-3-C 18 柱:流动相为

(CH30H : ACN : 0.01 mo l/L NH4H2P04 : HAc = 

50 : 22 : 28 : 0.5)体系:泵流速为 0.02 m l/min; 

进样量为 20 nl; 电压为一2 kV; 压力为 2000 psio 

1.3 统计方法

采用 SPSS10.0 统计软件，作 t检验分析 P 值。

2 结果
2.1 MCF-7瓜1DRa 细胞模型的 RF

以递增 ADM 浓度体外连续培养 30 周， MCF-

7/MDRa 细胞在含 5μglml ADM 的完全 1640 培养液

中生长良好。 SRB 法分析表明 MCF-7IMDRa 细胞对

ADM的 ICs。为亲本MCF-7细胞的500倍:撤去ADM

继续培养 30 天后 RF 为 475 倍， 60 天后为 230 倍，

并趋于稳定(图 1 )。

2.2 MCF-7/MDRa 细胞模型的形态学分析

MCF-7IMDRa细胞、撤药型 MCF-7IMDRa 细胞

和同步传代的亲本MCF-7细胞经苏木素 -1ft红(H.E.)

染色后在镜下形态差异明显。亲本 MCF-7 细胞形态

…致、大小均匀，呈团状生长趋势，核分裂相少:
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图 1 撤药天数 - 耐药指数关系曲线
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• • 
• 
图 2 三种细胞 H.E.染色后的光镜照片(400 X) 

(1) MCF-7 细胞 ; (2) MCF-7/MDR" 细胞; (3) 撤药型 MCF-7 /MDR'

细胞 。

MCF-7/MDRa 细胞大小不一 ， 核分裂相增多 ， 部分

细胞幼稚、 细胞明显增大，且呈片状生长趋势 ;

撤药型 MCF-7/MDRa 细胞病理性核分裂增多，细胞

大小不一 ， 幼稚细胞较多 ( 图 2) 。

在扫描电镜照片下观察细胞形态的变化(图 匀，

亲本 MCF-7 细胞相邻近的两个细胞大小相近， 细胞

呈球状 ， 轮廓较规整，细胞的表面可见大量分布均

匀的细长微绒毛样突起， 偶见少数大小不一的小球

状隆起 ， 散在分布; 耐药细胞分散排列 ， 细胞呈

球状 ， 轮廓较规整，细胞表面近 114 区域呈现大量

分布均匀的细长的微绒毛样突起， 其余部分可见密

集的大小不一的小球状突起 ， 两者之间呈局部交错

状 ， 提示小球状隆起可能由绒样突起膨胀形成 : 撤

药 30 天培养的细胞大小不一 ， 细胞轮廓为不规则长

( 1 ) (2) 

图 3 三种细胞的扫描电镜照片

(1 ) MCF-7 细胞; (2) MCF-7爪ifDR' 细胞; (3 ) 撤药型 MCF-7/MDR'

细胞 。
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图 4 四种不同细胞的生长曲线

6 

圆形，细胞表面部分区域的绒毛样突起消失 ， 大部

分区域布满形状多样、 高低不一的扁平样或高度槽

状隆起 ， 但有相互融合的现象 ， 提示后者可能是由

小球状隆起彼此融合形成 。

2.3 MCF-7/MDRa 细胞的生长情况

耐药细胞Td (T d : 28.8 h :t 0.41 h)与其亲代差别不

大(Td : 29.2 h :t 0.32 h , P>O.O日， 但撤药细胞其 Td
明显减少(撤药 30 天 : Td 为 19 .2 h :t 0.25 h ， 撤药

90 天 : Td 为 14 .4 h :t 0 .36 h ， 与亲本细胞相比 P<

0 .01 ) ，说明后者生长速度快于前两者 ， 且随着撤

药时间延长生长速度越快( 图 的。在低营养条件下

(0 . 5% 小牛血清)， 撤药细胞的生长状态优于耐药细
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细胞周期 MCF-7/MDR' 

表 1 细胞周期分析

撤药 90 大细胞MCF-7 :撤药 30 大细胞 撤药 60 大细胞

G1% 50.8 30.3* 51.5 

S% 28.8 44.3* 24.8 

G,% 20.5 25.3 23.7 

*表本与亲本 MCF-7 细胞相比差异显著(P<0.05). 无标记则表明差异二f'1l.著。

1.2 

ov l 

0.8 

言 0.6
『

。.4

0.2 

0 

0 2 

时间(夭)

图 5 0.5% 小牛血清浓度下生长曲线

3 4 5 

胞，而亲本 MCF-7 细胞几乎不生长(图 5)。分析细

胞周期分布发现， MCF-7/MDRa 细胞主要处于 S

期，丽 MCF-7 细胞大多聚积在 G，期:撤药培养后，

细胞周期有重新回复至亲本细胞的趋向(表 1) 。

2.4 MCF-7/MDRa 细胞模型的 MDR

SRB 法分析显不， MCF-7瓜1DRa 模型对博来毒

素、表柔比星等另外 11 种临床上常用的乳腺癌化疗

药可产生不同程度的耐药，对顺铀、卡铀和甲氨喋

岭无明显耐药性(表 2) 。

2.5 MCF-7/MDRa 细胞的生化标志物

免疫组化分析表明， P-gP 在耐药细胞中的阳性

表达率显著高于亲本细胞， ER 在耐药细胞中明显

去夫; LRP 和 GSTπ 在耐药细胞中的阳性表达比亲

本 MCF-7 略高(表 3) 。

2.6 MCF-7/MDRa 细胞内 ADM 的蓄积量

毛细管电色i普激)'C;诱导荧光检测器检测细胞内

ADM 含量发现， MCF-7IMDRa 耐药细胞中的 ADM

含量为 10.57 ngl1 xl06 个细胞。

3 讨论
ADM 是 H 前临床|二常用的乳腺癌化疗药物，

其作用机制是嵌入 DNA，干扰转录。应用 ADM 诱

导建立人乳腺癌 MDR 细胞模型具有良好的代表性。

我们采用低浓度加量持续活导法建立的 MCF-7/

MDRa 模型，其 RF 达 500; 进一步研究发现，撤

5 1.0 

27.1 

21.9 

48.8 

27.6 

23.6 

表 2 MCF-7IMDRa 细胞耐药性分析(.i:t:s) 

药物
IC50 (μg/ml) 

RF 
MCF-丁 MCF-7/MDR' 

1寄来莓索 0.4土 0.023 30 土 0.13 75 

表柔比星 2 士 0.121 142 :l: 0 .421 71 

米托惠酿 1 士 0.012 48 主 0.035 48 

起喜树碱 0.007 士 0.001 。.98 土 0.021 14 

依托泊背 10 :l: 0.043 120 土 0.317 12 

硫酸长眷新碱 。.62 土 0.024 6.2 士 0.367 10 

丝裂霉素 2 土 0.0258 12 :l: 0.0489 6 

长春瑞i宾 0.64 士 0.0257 4 土 0.0341 6 

塞替派 3.8 :l: 0.012 18.2 :l: 0.11 4.8 

口比柔比星 0.15 :l: 0.011 0.64 :l: 0.022 4.3 

古两他i宾 0.09 土 0.021 0.3 :l: 0.015 3.3 

川员铀 1.4 土 0.0148 2.6 :l: 0.0257 1.9 
卡铀 34.5 :l: 0.214 45.8 士 0.156 1.3 

甲氮喋岭 0.01 土 0.0011 0.01 士 0.0011

表 3 P-gP 、 LRP 、 ToPolI、 GSTπ 、 ER 、 PR 在两株细

胞中的阳性表达

MCF-7 MCF-刀MDR' 细胞

P-gP 7% 80% 

LRP 2% 10% 

ToPoII 80% 80 '3毛

GSTπ 45% 659毛

ER 30% 

PR 70% 60 '3毛

" "为无阳性表达。

药不同时间细胞培养的 RF 在前 60 天内 F降明显，

60 天后模型细胞的 RF 趋于稳定，基本维持在 200

倍以上。说明本文建立的细胞模型能将抗 ADM 的

表型稳定传代，可用于作为 MCF-7 耐药研究的基础

材料，同时也提示有两种可能性存在:第一，

MCF-7 诱导产生的耐药性状可不受干扰地稳定遗

传:第二， MCF-7 细胞中可能存在着天然多药耐

药系亚克隆细胞。细胞模型的交叉耐药谱分析发

现，该模型对博来霉素、表柔比星和米托惠国昆等作

用机制与 ADM 类同的药物都可产生较高的交叉耐

药;对硫酸长春碱和盖诺等干扰蛋白质合成的药物

也可产生一定程度的交叉耐药:对干扰核酸合成的

药物，如金属铀类药物的交叉耐受程度则很低。提

马.;本文建立的细胞模型具备 MDR 细胞的基本特征，

对临床乳腺癌化疗药的选择有一定的参考价伯。
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细胞形态学结果显示 MCF-7IMDRa 细胞和撤药

型细胞的分化程度差于同步传代的亲本 MCF-7 细

胞，提斗之 ADM1民浓度加量持续诱导法有导致 MCF-

7 细胞去分化作用的可能。电镜结果也说明 MCF-7/

MDRa、 J散药细胞与亲本 MCF-7 形态上差异明显。

而才药细胞较兰卡本 MCF-7 细胞增殖速度和群体倍增时

间并没有明显的差异，表明在产生耐药性后细胞的

增殖速度并未受到抑制，具有明显的耐药细胞性

状。撤药培养的 MCF-7/MDRa 细胞随着撤药时间的

延长，细胞的增殖速度加快，群体倍增时间缩短，

提示去除药物压力后耐药细胞不但可保留耐药表

型，而且有可能因分化程度降低生长速度加快，临

床上表现为加速化疗失败后肿瘤患者的病情恶化。

耐药细胞生长对背养条件的依赖性降低也从另二角

度证明了耐药细胞相对 f亲本细胞有明显的生长优

势，如果临床化疗中出现这种现象将对治疗产生极

为不利的影响。

MCF-7/MDRa细胞模型的耐药相关标志蛋白 P­

gP 、 LRP 和 GSTπ 的表达水平较其亲本细胞都有显

著增加，而 MCF-7 细胞的标志性受体 ER 转为阴性

表达。虽然细胞模型的耐药相关标志蛋白大幅度增

加，但在撤药培养 6 天的细胞内仍能检测到大量的

ADM蓄积。这→现象提示本文建立的 MCF-7IMDRa

细胞模型的耐药机制可能是由多种因素造成的，不

单是由 MDRIIP-gp 介导的，进一步的验证尚需采用

RNAi 来解决。总之，本文根据临床化疗用药特点成

功地建立了具有 MDR 的人乳腺暗耐药细胞模型

MCF-7岛1DRa，该模型的建立 l可为研究 ADM 耐药机

制、筛选有效的人乳腺癌化疗药物和 MDR 逆转剂

提供可靠的实验材料。另外，实验中发现 MCF-7/

MDRa 细胞的去分化现象，表现为形态学改变、生

氏速度加快和细胞生长对营养条件的依赖性降低;

此外，撤药培养 6 天的细胞中有高浓度的 ADM 蓄

积。这两个新现象产生的机制压有待进→步的研究。
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Establishment of Multidrug-resistant Breast Cancèr Cell Line MCF-7/ 
MDRa and Its Preliminary Analysis on the Biological Properties 

Ting Yan, Lian-Fen Zhang, Rong-Rong Zhangl, Lei Feng, Jian Jin* 
( The Key Laboratoη of lndustrial Biotechnology, Ministry of Education,Southern Yangtze Univers坷， Wuxi 214036,China; 

'Wuxi No.2 People's Hospital, Wuxi 214002, China) 

Abstract In this paper a line of breast cancer cell named MCF-7爪.fDRa with multidrug-resistance was 

established, and its elementary biological properties including drug-resistance, cell cycle dynamics , exterior 

transformation, and intracellular drug accumulation and so on, were analyzed. Results showed that MCF-7IMDRa 

was of good resistance to several chemotherapeutants for tumor. The ICso of MCF-7/MDRa to ADM was 500 times 

higher than that of nature MCF-7, and its ICso to other chemotherapyagents was 6一75 times higher too. However, 

the drug resistant index of the cells could keep on over 200 times higher after culturing MCF-7IMDRa in the medium 

(without ADM) for 150 days. The multiplication time of MCF-7岛lDRa was similar to that of their nature cells , but 

the most cells concentrated in S-phase and the least cells in G)-phase of the cell cycle. The muItiplication time could 

be accelerated in evidence with culturing the cells in the medium (without ADM). The 巳xpression levels of P-gp, 

LRPandGSTπon the cells increased significantly except for ER. The level of intracellular AD如1 concentration of the 

cells remained high quantity even after 6-day culture in the medium (without ADM). The results indicated that the 

multidrug-resistant cell species (MCF-7/MDRa) established in this study was of good biological characteristics, 

multidrug-resistance especially, which would be helpful to research on MDR mechanism of cancer cells. 
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