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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of acquired 
drug resistance in human gastric cancer cell line 
SGC7901/OXA.

METHODS: SGC7901/OXA cell line was ob-
tained by exposure of SGC7901 cells to increas-
ing doses of oxaliplatin (OXA). The parental cell 
line SGC7901 was used as a control. The reduced 
rate of cell growth, half maximal inhibitory con-
centration (IC50), and resistance index (RI) were 
measured by MTT assay and compared between 
the two groups of cells. The expression of multi-

drug resistance 1 (Mdr1) mRNA and excision re-
pair cross-complementing group 1 (ERCC1) pro-
tein was detected by RT-PCR and Western blot, 
respectively. The proportion of side population 
(SP) cells was determined by flow cytometry.

RESULTS: The reduced rate of cell growth sig-
nificantly decreased and IC50 increased (38.23 
μmol/L vs 7.12 μmol/L) in SGC7901/OXA cells 
compared to parental SGC7901 cells. The RI was 
5.37 in SGC7901/OXA cells. There was no signif-
icant difference in the relative expression level 
of Mdr1 mRNA (0.468 ± 0.147 vs 0.427 ± 0.136, P 
= 0.079) between the two groups. ERCC1 protein 
level was significantly higher in SGC7901/OXA 
cells than in SGC7901 cells. The proportion of SP 
cells was also significantly higher in SGC7901/
OXA cells than in SGC7901 cells (6.1% vs 1.8%, P 
< 0.05).

CONCLUSION: SGC7901/OXA cells were more 
significantly resistant to OXA than SGC7901. The 
mechanism of acquired resistance of SGC7901/
OXA cells may be associated with changes in 
ERCC1 protein expression and proportion of SP 
cells.
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摘要
目的: 探讨胃癌耐药细胞系SGC7901/OXA获
得性耐药的发生机制. 

方法:  利用间歇增加剂量方法诱导成功的
SGC7901/OXA细胞株作为观察组, 亲代细胞
株SGC7901为对照组, 采用MTT的方法观察
OXA对两组的抑制率, 计算IC50和耐药指数

www.wjgnet.com

®

■背景资料
草酸铂(OXA)作
为目前胃癌临床
运用广泛的药物
之 一 ,  其 获 得 性
耐药往往是治疗
失败的主要原因
之 一 ,  目 前 有 关
胃癌铂类获得性
耐药的机制大都
从ABC转运蛋白
及苷酸切除修复
(NER)途径着手. 
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(RI); 采用RT-PCR和Western blot的方法分别
检测两组多药耐药1(Mdr1) mRNA浓度和切除
修复交叉互补基因组1(ERCC1)的蛋白浓度; 
采用流式细胞仪检测两组细胞中侧群(SP)细
胞的比例. 

结果: SGC7901/OXA细胞各浓度抑制率较
S G C7901明显降低 ,  两者I C50分别为38.23 
μmol/L和7.12 μmol/L, RI为5.37; Mdr1 mRNA
与β-actin mRNA光密度比值在两组中分别为
0.468±0.147和0.427±0.136(n  = 5), 两者差异
无明显统计学意义(P  = 0.079); ERCC1蛋白浓
度在SGC7901/OXA细胞较SGC7901细胞中
明显增加; SGC7901中SP细胞的比例为1.8%, 
SGC7901/OXA中SP细胞的比例达到了6.1%, 
较SGC7901细胞明显升高(P <0.05).

结论: SGC7901/OXA较SGC7901对OXA明显
耐药, 其获得性耐药的机制可能与ERCC1蛋
白浓度以及SP细胞比例的变化有关, 而Mdr1
基因的作用不明显.

关键词: 胃肿瘤; 耐药; 侧群细胞; 切除修复交叉互

补基因组; 多药耐药1
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0  引言

胃癌是我国高发病率、高死亡率的恶性肿瘤之

一[1]. 草酸铂作为目前胃癌临床运用广泛的药物

之一, 其获得性耐药往往是胃癌治疗失败的主

要原因之一, 其机制有待进一步明确. 目前有关

胃癌获得性耐药的机制大都从ATP结合盒(ATP 
binding cassette, ABC)转运蛋白[2]及苷酸切除修

复(nucleotide excision repair, NER)途径[3]着手. 
但有证据表明胃癌组织细胞中存在极少量瘤细

胞, 充当着干细胞的角色, 通过自我更新维持着

肿瘤的持续生长, 虽然来源于正常的胃干细胞

或者是骨髓来源的干细胞尚无定论[4]. 由于常规

的治疗手段只能消灭处于增殖阶段的已分化的

肿瘤细胞, 肿瘤干细胞具有与成体干细胞相同的

抗凋亡、耐药、免疫耐受等特点, 并不能被清除

而成为肿瘤继续生长、复发及转移的根源[5]. 侧
群(side population, SP)细胞作为一类更具有外排

Hoechst33342作用而使其低染从而用流式细胞

仪得以分离的亚群细胞[6], 因为具有干细胞特性

被广泛用来研究肿瘤干细胞的特性[7]. 本文试图
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从胃癌耐药细胞株SGC7901/OXA SP细胞比例

变化和多药耐药1(multidrug resistance 1, Mdr1)
和切除修复交叉互补基因组1(excision repair 
cross-complementing group 1, ERCC1)基因表达

方面着手探讨SGC7901/OXA耐药的发生机理.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系SGC7901为本实验室保

存. DMEM高糖细胞培养液、胎牛血清FBS购
自杭州四季青公司, Hoechst33342、维拉帕米

(verapamil)、草酸铂(oxaliplatin, OXA)购自Sig-
ma公司, MTT检测试剂盒TRIzol试剂购自武汉

谷歌生物, Mdr1及β-actin引物由上海生物工程

技术有限公司合成. 细胞在50 mL/L CO2, 37 ℃
培养条件下培养, 培养液为含100 mL/L FBS的
DMEM.
1.2 方法 
1.2.1 胃癌耐药细胞株SGC7901/OXA的建立: 
采用间歇增加剂量方法诱导方法. 取对数生长

期的SGC7901加入含起始剂量为0.5 μmol/L的
OXA培养液培养24 h后, PBS清洗, 更换为正常

培养基培养待其恢复生长后, 重复给予上述含

OXA培养液, 待其耐受后逐步增加OXA浓度, 周
而复始, 直至其能耐受10 μmol/L浓度的OXA, 前
后共6 mo, 定名为SGC7901/OXA细胞株, 并以1 
μmol/L浓度的持续培养保持其耐药性. 实验前3 
d更换为不含OXA的培养基. 
1.2.2 耐药指数的检测: 常规MTT法检测. 收集对

数期SGC7901细胞和SGC7901/OXA细胞, 调整

细胞悬液浓度, 分于96孔板, 每孔150 μL, 4 000
个/孔, 设置5个OXA组(细胞、培养基、OXA)、
阴性对照孔(细胞、培养基)及空白调零孔(培养

基), 每组设置5个复孔. 置37 ℃、50 mL/L CO2

温箱培养24 h使细胞贴壁后, OXA组加入含药培

养基, 其中OXA终浓度分别为0.5、1、5、10、
20、50 μmol/L, 继续培养48 h. 小心吸去上清, 按
MTT试剂盒操作, 加入50 μL A溶液后37 ℃孵育

4 h, 再加入100 μL工作液终止反应, 常温下静置

20 min待紫色颗粒溶解后, 酶标仪上以580 nm波

长测吸光度值(A ). 计算抑制率＝1-A 加药/A 对照×

100%; IC50计算器软件计算50%细胞生长抑制时

的药物浓度(IC50); 耐药指数(resistance index, RI) 
= IC50SGC7901/OXA/IC50SGC7901. 
1.2.3 RT-PCR检测Mdr1 mRNA: 取对数生长的

SGC7901及SGC7901/OXA细胞, 按TRIzol试剂

(武汉谷歌生物)说明书操作抽提总RNA, 分装后

www.wjgnet.com

■研发前沿
由于胃癌早期诊
断率较低, 经确诊
的胃癌患者绝大
多数已属中晚期, 
化疗作为中晚期
胃癌患者的主要
治疗手段, 由于耐
药的原因, 5年生
存率极低. 探讨其
耐药的成因, 积极
寻找逆转耐药的
药物是目前的研
究热点.

■相关报道
Takaishi等利用人
胃癌细胞表面分
子标志物CD44从
胃癌细胞株中分
离出了的CD44+
细胞极少数量便
能在NOD/SCID
小鼠体内成瘤.
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-70 ℃储存备用, 保证A 260/A 280的比值1.8-2.0进行

RT-PCR实验. Mdr1及内参β-actin引物(上海生物

工程技术有限公司)见表1. 扩增条件为: 预变性

94 ℃, 5 min; 变性94 ℃, 50 s; Mdr1、β-actin退
火温度分别为57 ℃﹑54 ℃, 90 s; 延伸72 ℃, 共
35个循环. 扩增产物在2%琼脂糖凝胶中电泳, 于
凝胶电泳成像分析仪上进行吸光度扫描, 进行

条带分析. 以目标条带比β-actin的相对A值表示

结果. 
1.2.4 Western blot检测ERCC1蛋白表达: 收集对

数生长的SGC7901及SGC7901/OXA细胞, 按总

蛋白抽提试剂盒操作说明提取总蛋白, 考马斯

亮蓝测蛋白浓度. 每泳道加入40 μg蛋白, 100 V
电压电泳后275 mA转膜, 脱脂奶粉封闭后加入

ERCC1一抗, 4 ℃孵育过夜, PBS清洗后加入荧

光二抗, 奥德赛红外荧光成像仪进行扫描比较

组间差异. 
1.2.5 SP细胞的分选: 分别取经胰酶消化为单细

胞悬液, 以1×106的密度重悬于37 ℃预热过的

含20 mL/L FBS的DMEM培养液中. 分装于1.5 
mL的Eppendorf管中, 每管1 mL. 加入终浓度为

2.5 mg/L的Hoechst33342, SP细胞的阻断对照

组则在加入Hoechst33342前加入终浓度为100 
μmol/L的verapamil, 置于37 ℃水浴中15 min后
再加入Hoechst33342. 使Hoechst33342在细胞悬

液中彻底混匀, 在37 ℃水浴中染色90 min, 每间

隔20 min细胞悬液需要摇匀防止细胞沉降. 90 
min染色结束后细胞在4 ℃离心弃上清液重悬

于400 μL冰浴过的含20 mL/L FBS的PBS中; 流
式细胞仪检测前, 在细胞悬液中加入终浓度为2 
mg/L的PI以除去死细胞, 上流式细胞仪检测. 每
组结果重复3次.

统计学处理 所有数据均采用SPSS11.5统计

软件进行t检验分析, 实验结果以mean±SD表

示, 以P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 SGC7901/OXA耐药细胞株耐药性鉴定 细胞

SGC7901/OXA细胞和SGC7901细胞48 h各浓度

的抑制率较SGC7901明显降低, 差异有统计学意

义(P <0.05), 两者IC50分别为38.23 μmol/L和7.12 
μmol/L, RI为5.37(表2).
2.2 M d r1 m R N A在S G C7901/O X A细胞和

SGC7901细胞中的表达 Mdr1与β-actin mRNA A
比值分别为0.468±0.147和0.427±0.136(n  = 5), 
两者差异无明显统计学意义(P = 0.079, 图1).
2.3 ERCC1在SGC7901/OXA细胞和SGC7901细

胞中的表达 ERCC1蛋白浓度在SGC7901/OXA
细胞较SGC7901细胞中明显增加(图2). 
2.4 SGC7901/OXA及SGC7901细胞中SP细胞的

比例 SGC7901中SP细胞的比例达到了1.8%, 加
入verapamil后减少为0.1%, 说明该群细胞外排

Hoechst33342的作用能被verapamil明显抑制, 证
实该群细胞即为SP细胞; 而SGC7901/OXA中SP
细胞的比例达到了6.1%, 较SGC7901细胞明显

表  1  PCR引物序列和产物长度

     
引物名称 引物序列 引物长度(bp)

Mdr1 P1 5'- AGCAGAGGATCGCCATTGGACG-3'

P2 5'-TTGGGCTTGTGATCCACGGACAC-3' 428

β-actin P1 5'-GTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3'

P2 5'-GACTGCTGTCACCTTCACCGT-3' 157

图  1  Mdr1 mRNA在SGC7901/OXA和SGC7901细胞中的表达. 
1: SGC7901/OXA; 2: SGC7901; M: Maker.

M      2     2       1      1

     bp
1 000
   800
   500
   300
   100
     50

Mdr1

β-actin

ERCC1

β-actin

Da
95 000

75 000

40 000

SGC7901/OXA SGC7901   Maker

图  2  ERCC1蛋白在SGC7901/OXA和SGC7901细胞中的表达. 

■创新盘点
本文通过建立胃
癌 耐 药 细 胞 系
SGC7901/OXA, 
并从SP细胞比例
及Mdr1、ERCC1
基因表达方面来
探讨其耐药机制, 
立意新颖.
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升高(图3).

3  讨论

由于胃癌早期诊断率较低, 经确诊的胃癌患者

绝大多数已属中晚期, 化疗作为中晚期胃癌患

者的主要治疗手段, 由于耐药的原因, 5年生存

率极低[8]. 探讨其耐药的成因, 积极寻找逆转耐

药的药物是目前的研究热点. 
奥沙利铂在胃癌治疗中有较多应用, 建立

耐OXA胃癌细胞株对研究胃癌耐药机制具有重

要作用. 本实验对建立的SGC7901/OXA细胞系

与亲本细胞研究表明其对OXA明显耐药, 其IC50

分别为38.23 μmol/L和7.12 μmol/L, RI达到了

5.37. 目前现有铂类耐药的相关研究认为, DNA
损伤修复过程的改变是铂类等化疗药物耐药

的主要可能机制[9]. 化疗药物造成的DNA损伤

主要通过NER途径完成[10]. ERCC1参与识别和

切割DNA链损伤, 是ERCC家族的关键基因, 也
是NER途径的关键基因之一[11]. ERCC1编码产

物参与形成蛋白质复合体, 通过协同修复核苷

酸的化学变化和结构改变, 确保基因组的完整

性[12]. ERCC1过表达可使停滞在G2/M期的损伤

DNA迅速修复, 尤其是ERCC1能使铂类诱导的

DNA络合物清除增加, 导致耐药[13]. 在胃癌中, 
ERCC1高表达患者化疗有效率低, 生存期短[14]. 
我们的研究结果表明SGC7901/OXA耐药细胞

图  3  SGC7901及SGC7901/OXA中SP细胞的比例. A: SGC7901 verapamil(-); B: SGC7901 verapamil(+); C: SGC7901/OXA 

verapamil(-); D: SGC7901/OXA verapamil(+).
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表  2  SGC7901/OXA细胞和SGC7901细胞抑制率、IC50及RI

     
    0.5 μmol/L       1 μmol/L      5 μmol/L      10 μmol/L     25 μmol/L     50 μmol/L   IC50   RI

SGC7901/OXA 0.093±0.018 0.113±0.068 0.275±0.107 0.328±0.143 0.437±0.162 0.531±0.262 38.23 5.37
SGC7901 0.125±0.076 0.255±0.097 0.464±0.129 0.557±0.152 0.681±0.189 0.796±0.246   7.12

■应用要点
本研究结果表明
E R C C 1 蛋 白 表
达 以 及 S P 细 胞
比 例 的 变 化 在
SGC7901/OXA获
得性耐药发生过
程中扮演着重要
角色, 为进一步探
讨胃癌耐药的成
因提供了有益的
线索.
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系较亲本细胞ERCC1的蛋白浓度明显升高, 提
示ERCC1在胃癌细胞对OXA获得性耐药过程中

发挥了重要作用. Mdr1基因编码P-gp, 由MDR
为ATP依赖性转运蛋白, 能将多种药物如括蒽

环霉素、植物生物碱、鬼臼霉素、紫杉类等化

疗药物泵出细胞外, 从而减少细胞内化疗药物

的蓄积产生耐药[15]. 有研究表明在耐药细胞株

SGC7901/VCR中存在Mdr1的高表达[16], 而我们

在SGC7901/OXA中并未发现Mdr1的高表达, 可
能与诱导药物不同有关. 

最新研究表明肿瘤是一种干细胞疾病. 肿瘤

组织中存在极少量瘤细胞, 充当着干细胞的角色, 
通过自我更新维持着肿瘤的持续生长[17]. 常规的

治疗手段只能消灭处于增殖阶段的已分化的肿

瘤细胞, 而肿瘤干细胞具有与成体干细胞相同的

抗凋亡、耐药、免疫耐受等特点, 并不能被清除

而成为肿瘤继续生长、复发及转移的根源[18]. 近
年来越来越多的证据表明胃癌中存在一小部分

细胞具有干细胞的特点[19,20]. 2009年, Takaishi等[21]

利用人胃癌细胞表面分子标志物CD44从胃癌细

胞株中分离出了的CD44+细胞极少数量便能在

NOD/SCID小鼠体内成瘤. 但就其来源目前认为

有两种可能, 一是来源于胃的成体干细胞[22], 二
是来源于骨髓的间充质干细胞[23]. 目前, SP细胞

分选作为肿瘤干细胞研究的重要手段, 在胃癌中

得以应用并证实胃癌中确实存在小部分具有干

细胞特性的SP细胞. Haraguchi等[24]从16个胃肠道

肿瘤细胞株中分离得到15株SP细胞, 占整个细胞

比例0.3%-2.2%, 我们的研究结果表明在SGC7901
中SP细胞的比例约为1.8%, 与之相似. 该类细胞

有很强的自我更新繁殖能力, 与致瘤性高度相

关, 而且这些SP细胞较非SP细胞对5-氟尿嘧啶、

阿霉素、吉西他滨有更高的耐药性. 在SGC7901/
OXA细胞中SP细胞比例增加了6.1%, 提示胃癌在

获得性耐药发生的过程中, 具有干细胞特性的比

例较前明显升高, 可能是胃癌复发、转移的原因. 
这一现象与Liang等[25]研究的发现一致, 这可能与

肿瘤细胞基因不稳定有关.
本实验研究结果提示ERCC1蛋白浓度以及

SP细胞比例的变化在SGC7901/OXA获得性耐

药发生过程中扮演着重要角色, 而Mdr1基因表

达在SGC7901/OXA细胞株中无明显变化. SP细
胞比例变化的同时, 有关SP细胞对OXA耐药的

具体机制有待进一步深入研究. 
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