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胃肠道间质瘤Imatinib耐药细胞株的
建立及其生物学特性

刘景磊秦净姚礼庆侯英勇 孙益红沈坤堂束平

【摘要】 目的 建立胃肠道间质瘤耐药细胞模型GIST882．R。方法采用间歇浓度梯度倍增

法体外诱导胃肠道间质瘤细胞株GIST882对1matinib靶向治疗耐药，建立耐药细胞模型GIST882-R。

光学显微镜观察亲本细胞GIST882一S和耐药细胞GIST882．R的细胞形态；流式细胞仪检测细胞周期

的变化；噻唑蓝(MTT)比色法绘制细胞生长曲线，计算细胞倍增时I’日J及细胞半数敛夕匕浓度(IC∞)；基

因测序检测细胞耐药前后突变位点有无变化。结果 (1)耐药细胞的细胞形态呈上皮样，核浆比增

加；高倍镜下可见多核细胞、胞质内颗粒样物质增多。(2)耐药前后细胞周期分别为S期20．23％比

17．38％，Go／Gl期68．33％比72．25％，G2／M期11．44％比10．37％，变化差异有统计学意义(P<

0．01)。(3)GIST882一R的倍增时间(47．10±2．01)h，长于亲本细胞株GIST882一S(39．56±1．18)h

(P<0．01)；耐药细胞GIST882-R较GIST882-S对lmatinib的Ic∞显著增高，分别为(1．549±0．366)

斗m01和(0．136±0．025)lLmol，耐药指数为11．39(P<0．01)。(4)对GIST882-R和GIST882一S进行

Kit基因测序，两者均存在13外显子K642E突变，但在GIST882．R中未发现新的基因突变。结论

成功获得耐药细胞GIST882-R，GIST882一R对lmatinib靶向治疗的敏感性明娃降低。
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【Aimtract】 objective To establish the Imatinib—resistant model GISlr882．R．Methods The in．

termittent concentration gradient doubling method was used to get Imatinib．resistant eell line GIST882．R．

Changes of cell morphology were observed and compared under the optical microscopy．Changes of eell cy．

cle were assayed and compared by using flow cytometer．The growth curvature，doubling time and IC∞were

calculated by using methylthiaz01 tetrazolium(MTT)assay．Gene sequencing wag applied to detect DNA

mutation．Results (1)Significant changes occurred to the morphologic profiles，such as epithelioid

shaped。the increased ratio of nucleolus to cytoplasm，emerging muhinucleate eell，inerease of granule sub．

stances；(2)The cell cycle of GIS聪82．S and GIST882一R was respectively 20．23％and 17．38％in S

phase，68．33％and 72．25％in Go／GI phase，11．44％and 10．37％in G2／M phase respectively(P<

0．01)；(3)The doubling time ofGIST882．S and GIST882一R was(47．10±2．01)h and(39．56±1．18)

h respectively(P<0．01)．IC∞f曲GIS倦82．S and GIST882一R was(1．549 4-0．366)fl,mol and(0．136 4-

0．025)lxmol respectively(P<0．01)．The resistance of GIS倦82-R to Imatinib Was 11．39 fold of

GISlr882一S cells：(4)K642E mutation of exon 13 Was found in both GlS鸭82．S and GIS鹘82．R．Conclu·

sion The sensitivity of GIST882．R to lmatinib treatment iS decreased signiiicanfly．
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Imatinib作为酪氨酸激酶抑制剂，是转移复发

GIST患者的一线靶向治疗药物，疾病控制率达到60％

。80％[1-2]。然而随着Imatinib分子靶向治疗患者的

随访，发现约50％的患者在服用Imatinib期间疾病再
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次进展旧1。随着Imatinib治疗过程中耐药问题的13

益突出，对GIST耐药机制进行研究就极为重要。国外

已经有敏感胃肠道间质瘤细胞株GIST882建系的报

道⋯1。我们选取lmatinib，诱导胃肠道间质瘤细胞株

GIST882耐药，建立耐药的GIST—R细胞模型。

材料与方法

1．GIST882细胞培养：GIST882细胞株由哈佛大学

医学院附属布莱根妇科医院Flecther教授惠赠。细胞

培养基为含10％胎牛血清(Gibco／Invitrogen)的RPMI
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1640(Gibco／Invitrogen)完全培养基。将细胞置入

37℃，5％CO：，饱和湿度培养箱培养。

2．耐药细胞株的诱导：采用逐步递增Imatinib浓

度，间歇作用的方法，诱导细胞耐药№】。待细胞进人

对数生长期后，换为含Imatinib的培养基，培养基

Imatinib作用终质量浓度从0．1 I．Lmol起始，48 h后改

为完全培养基培养，待其恢复正常生长，消化传代，如

此反复至细胞能在Imatinib浓度为0．1 lLLmol的培养基

中稳定传代。逐步倍增药物浓度，并且重复上述步骤，

直至培养出能够在Imatinib浓度为0．8 p“nol的培养基

中稳定生长并传代的GIST882-R细胞。

3．细胞形态学观察：细胞爬片，苏木素．伊红(HE)

染色和细胞免疫化学染色在倒置显微镜下观察细胞

GIS髑82一S和GIST882一R的细胞形态及肿瘤标志物

表达。

4．测定细胞生长曲线并计算倍增时间：将对数生长

期的GIST882-S和GIST882一R细胞，以浓度2×104／m1

分别接种在96孑L板，间隔24 h分别取3个复孔，计数

每孔活细胞数量，连续计数7 d，按每天计数细胞数量

绘制细胞生长曲线。根据公式计算细胞的倍增时间：

T=t×192／19(N。／No)(其中T为群体倍增时间，t为

连续培养时间，N。为终末细胞数，N。为初始细胞数，单

位为小时)。

5．检测细胞周期：取对数生长期细胞GIST882一S

和GIST882一R各1瓶，消化后离心，冷磷酸盐缓冲液

(PBS)洗2次，振荡，重悬，70％冷乙醇固定过夜，离心

弃上清，冷PBS洗2次并重悬，移人流式细胞仪离心

管中，加入l ml碘化丙锭(PI)，37℃避光温浴30 min，

用FACS-420型流式细胞仪分析细胞周期。

6．细胞株对Imatinib的药物敏感性检测：取对数

生长期的GIST882．S和GIST882-R细胞、96孔板中每

孔接种2×104个。培养72 h后向96孔板中加入药物

浓度分别为0．000 01、0．0001、0．001、0．01、0．1、1、10、

100 Izmol。的Imatinib溶液，每个浓度设置6个复孔，同

时设立无药对照和空白对照。同样条件培养24 h。噻

唑蓝(M1Tr)比色法测定各孑L吸光度值(A)，各测试孔

A值减去空白对照孔A值为实际值A。细胞存活率

(％)=(实验孔A值／无药对照孔A值)×100％。以

药物浓度为横轴，存活率为纵轴绘制浓度效应曲线。

根据公式lglC∞=Xm—I(P．(3一Pm-Pn)／4)计算IC50

(Xm：lg最大剂量，I：Lg最大剂量／相临剂量，P：阳性反

应率之和，Pm：最大阳性反应率，Pn：最小阳性反应率)。

7．基因测序：采用Sigma公司DNA抽提试剂盒，

严格按说明提取对数生长期GIST882一S和GIST882．R

细胞的DNA，送上海生物工程技术服务有限公司对

硒t及PDGFR基因进行测序。

8．统计学方法：运用Excel2003绘制生长曲线及浓

度效应曲线，应用SPSS 11．0统计软件分析。多组样本

间差异检验应用单因素方差分析，然后Bonferroni法进

行两两检验；样本间构成比的检验用person卡方。

结 果

1．细胞形态学观察：免疫细胞化学染色见

GIST882细胞株CDll7 100％(+)表达，CD34部分

(+)、SMA(一)。在光学显微镜下，GIST882一S细胞呈

长梭形，细胞狭长，细胞100％融合时细胞仍紧密生

长，呈明显的旋涡状。GIST882．R细胞长梭形及旋涡

状生长的形态消失，细胞变短，核浆比增加；细胞成簇

聚集生长，高倍镜下可见部分GIST882-R呈多核细胞，

胞质内颗粒样物质增多。

2．细胞周期变化：流式细胞仪检测细胞周期，耐药

前后细胞周期分别为S期20．23％比17．38％，Go／G，

期68．33％比72．25％，G：／M期11．44％比10．37％，

耐药细胞Go／G。期细胞比例增加，S、G2／M期比例降

低，变化差异有统计学意义(P<0．01)。

3．细胞增殖速度及对药物敏感性的变化：

GIST882．R的倍增时间(47．10±2．01)h长于

GIST882一S(39．56 4-1．18)h；耐药胞GIST882-R较亲

本细胞株GIST882一S对Imatinib的IC如显著增高，分别

为(1．549 4-0．366)Ixmol和(0．136 4-0．025)I山mol，耐

药指数为11．39，差异有统计学意义(P<0．01)。在含

有1／10 000浓度DMSO的培养基中培养的GIST882-S

(DMSO)细胞的倍增时间(40．35±1．33)h及IC50

(0．161-l-0．029)“mol，与在完全培养基中培养的

GIST882一S细胞差异无统计学意义(P>0．05)，说明

1／10 000浓度DMSO对GIST882细胞的生长和药物敏

感性无影响(图l，2，表1)。
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图1细胞生长曲线

4．细胞基因检测结果：获得耐药细胞后，对敏感细

胞GIST882一S和耐药细胞GIST882·R分别进行基因测

序，在敏感细胞GIST882-S中检测到Kit基因13外显
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图2 hnatinib对细胞的浓度抑制效应

表1 各细胞株倍增时间及半数药物抑制浓度(IC50，孟±5)

注：GIST882-S同GIST882．S(DMSO)比较，P>0．05；GLST882一R同

GIST882．S比较，P<0．01；GIST882-R同GIST882-S(DMSO)比较。P<

O．0l

子纯和性K642E突变，9、11、17外显子未发现突变，和

文献报道结果相同。在耐药细胞GIST882．R中测得同

样结果，未检测到文献报道的二次突变。

讨 论

随着胃肠道间质瘤诊断标准的确立，人们对GIST

有了进一步的认识。但对GIST的生物学行为仍难以

预测【_7|。复发或转移的GIST患者预后通常很差，如

没有采取干预措施，中位生存时间在6～18个月坤J。

国外已经建立的GIST成熟细胞株有GIsT—Tl、

GIST882。GIST882细胞株是美国哈佛大学医学院

Fletcher教授建立的一株间质瘤细胞株，对lmatinib高

度敏感。GIST882细胞呈长梭形，细胞狭长，细胞

100％融合时仍紧密生长，呈明显的旋涡状，肿瘤标志

物CDll7(100％+)，CD34(部分+)、SMA(一)，存在

13外显子K642E位点突变。GIST882建系至今已有

lO年时间，仍稳定传代。

目前国内外建立肿瘤耐药细胞株的方法主要有药

物浓度递增持续作用法(stepwise continuous selection)

和药物间歇诱导法(high dose intermittent selection)两

种。本研究将两种方法混合使用，逐渐递增药物浓度，

诱导出对Imatinib靶向治疗继发耐药的GIST882一R细

胞，该细胞的lC如为1．549 I山mol，耐药指数为11。Snow

认为耐药指数小于5的是低度耐药，耐药指数5一15

的是中度耐药，耐药指数大于15的是高度耐药。按此

标准划分GIST882一R细胞对Imatinib为中度耐药。

GIST882细胞产生耐药性后，GIST882一R较

GI吣82一S在形态学上发生了一系列的变化，如：长梭
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形形态消失，核浆比增加；细胞呈旋涡状生长的形态消

失，细胞成簇聚集生长；高倍镜下可见部分GIST882．R

呈多核细胞，胞质内颗粒样物质增多。细胞形态结构

的变化必然和其功能改变相联系。我们推测细胞变短

引起吸收面积减少，从而降低细胞内的药物含量。胞

质内颗粒样物质增多可能和内质网扩张、高尔基体增

多、线粒体功能活跃有关。内质网是细胞内蛋白、糖和

脂类等物质合成的主要场所，内质网的扩张、高尔基体

数量增加，提示细胞内蛋白合成及分泌活跃，从而为细

胞代谢解毒、转移清除外来化合物和抗损伤修复等与

耐药性相关功能活动的发挥提供必要的物质保障。线

粒体是细胞的“能源中心”，功能活跃可为细胞对抗药

物提供所需的能量。

流式细胞仪检测细胞周期，发现耐药前后细胞周期

发生变化，S期22．30％比17．38％，Go／G，期68．33％比

72．25％，G，／M期11．44％比10．37％，GIST882一R细胞

的Go／G，期细胞比例增加，S、G2／M期比例降低。

GIS鸭82．R的倍增时间长于GIS聪82一S。该现象提示

较多耐药细胞阻滞于G0／G，期，DNA的合成减少，有

丝分裂的速度减慢。对抗药物毒性消耗了大量用来合

成DNA及有丝分裂的能量。所以在有药物存在的情

况下，亲本细胞株可能死亡而耐药株得以生存，但耐药

细胞由于需要额外的生理活动以抵抗药物，会使倍增

速率减慢，倍增时间延长。

本研究结果表明，诱导出的GIST882一R细胞在细

胞形态、超微结构、细胞周期及生长速度上发生了变

化，符合耐药细胞的特点。GIST882一R细胞可作为研

究耐药机制和筛选耐药逆转剂的细胞模型。

参考文献

f 1 1 Mehren M。Blanke CD．脯eacy and safety of imatinih mesylate in ad-

vaneed gastrointestinal stromal tumoB．N Ensl J Med，2002。347：472-

480．

[2] Verweij J，Casali PC,，ZMcberg J，et a1．Progression—free survival in gas-

trointestinal stromal tumom with hiish-dose imatinib：randomized trial．

Lancet，2004，39：1127一1134．

[3]Cristina R，Peter B．Tianhua G，et a1．Acquired nesistance to imatinib

in gastrointestinal stromal tumor occurs through secondary gene mira-

tion．Cancer，I’lIer，2005。ll：41824190．

[4]Taguchi T，$onobe H，Toyonaga S，et a1．Conventional and molecular

eytogenetie characterization of a new human cell line，GIST—TI，estab

lished from gastrointestinal stromal tmnor．Laboratory Investigation。

2002，82：663-665．

[5]Tuveson DA，Willis NA，Jacks T，et a1．STiff71 inactivation ofthe gas-

trointestinal stromal tumor c．KIT oncoprotein：biological and clinical

implications．Oncogene，2001，20：5054-5058．

[6]李大卫，彭志海，吴睛，等．胃癌顺铂耐药细胞株的建立和基因表

达谱分析．中华实验外科杂志，2009。26：3l-33．

[7] 梁建芳，吴人亮，徐钧，等．胃肠道『H】质瘤巾MDm2和p53蛋白的
表达与预后的关系．中华实验外科杂志，2007，24：1078·1079．

[8] 侯英勇，朱雄增．胃肠道间质瘤．上海：上海科学技术文献出版社，
2006：175—184．

(收稿日期：2010-02-211

万方数据


