
 

·764·         Chin JMAP, 2010 September, Vol.27 No.9                               中国现代应用药学 2010 年 9 月第 27 卷第 9 期 

耐多柔比星S180荷瘤小鼠模型的建立 
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摘要：目的  采用低剂量多柔比星诱导，建立耐多柔比星的 S180 的荷瘤小鼠模型。方法  建立腹水型 S180 荷瘤小鼠模

型。对荷瘤小鼠反复低剂量应用多柔比星，逐步诱导产生耐多柔比星的 S180 荷瘤小鼠模型。并通过多柔比星对 S180 杀

伤率、流式细胞术动态检测 MDR 表达情况等评价模型建立情况。结果  实验组小鼠自用药后 1 周 MDR 表达逐渐增高，

自第 5 周后显著性增加(P<0.05)，第 7 周的 P-gp 表达率是第 1 周的近 10 倍。第 5 周时实验组 MDR 阳性表达小鼠占 66.7%，

第 7 周占 77.8%。多柔比星对 S180 杀伤率逐月降低。经传代后腹水型小鼠 S180 细胞的表达稳定。结论  本方法简单方

便，可用于在体肿瘤多药耐药研究。 
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Establishment of S180 Mouse Model of Multidrug Resistance Induced by Repeatedly Low-Dose 
Doxorubicin 
 
SHENG Xiusheng1, HE Zhongping2(1. Jinhua College of Profession and Technology, Jinhua 321017, China; 2. Jinhua 

Institute of Food and Drug Control, Jinhua 321000, China) 
 
ABSTRACT：OBJECTIVE  To establish the mouse model with multidrug resistance(MDR) induced by repeatedly low-dose 

doxorubicin. METHODS  The mice inoculated by S180 cells were injected with doxorubicin in low dosage. The expression of 
MDR gene was assayed by flow cytometry and cellular-killed rate was also determined. RESULTS  It was found that, in the 
experiment group, the expression of MDR gene gradually increased after one week of doxorubicin and markedly increased since 5th 
week of treatment. At 5th week, the percentage of mice with positive MDR gene expression was 66.7% and it was 77.8% at 7th 
week. And the expression was stable in the cell line. Cellular-killed rate was gradually decreased along with the progress of repeated 
doxorubicin. CONCLUSION  The method is simple and can be used in vivo MDR study. 
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多药耐药(multidrug resistance，MDR)是肿瘤细

胞免受药物攻击的重要的细胞防御机制，是肿瘤细

胞对一种化疗药物耐药的同时也对与其结构无关、

作用机制不同的其他药物产生交叉耐药的现象[1]。

目前对肿瘤多药耐药的研究多采用细胞系作体外

研究的方法[2-3]。但恶性肿瘤细胞的消亡受到机体免

疫系统及化疗药物的影响，故恶性肿瘤细胞系体外

多药耐药的研究，从某种程度上难以模拟肿瘤细胞

在人体内受到化疗作用时的状态。另一方面，尽管

许多化合物在体外具有逆转肿瘤MDR的作用，但至

今尚未找到理想的、可用于临床的逆转剂。因此建

立可靠的肿瘤耐药动物模型，对多药耐药的机理研

究和逆转多药耐药新型药物的开发研究，具有非常

重要意义。 

鉴于目前国内缺少理想的多药耐药动物模

型，笔者以含有小鼠腹水型肉瘤S180细胞株，直

接移植于小鼠，建立小鼠肉瘤模型，同时以低剂

量多柔比星诱导法，即以低剂量多柔比星为诱导

剂，模仿肿瘤的体内耐药形成过程反复给药，在

荷瘤鼠体内诱导耐多柔比星的小鼠腹水型肉瘤

S180细胞株，诱导MDR相关因子过度表达，并观

察其表达的稳定性，建立适合药物干预肿瘤多药

耐药研究的在体细胞模型。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物   

昆明种小鼠，♀♂各半，(20±2)g；由浙江大

学医学院实验动物中心提供，SPF级小鼠[使用许可

证号：SYXK(浙)2007-0098]，适应性喂养1周，饲

养在恒温(23±2)℃，湿度0.500.60，人工光照明暗

各12 h的饲养室内，标准饲料和自来水自行取用。 

1.2  实验药品与仪器   

盐酸多柔比星 (Doxorubicin HCl)，批号：
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081203B，浙江海正股份有限公司；碘化哌啶(PI)、

台盼蓝(美国Sigma公司)；MDR1表达产物P170(P-

糖蛋白，P-gp)、异硫氢酸荧光素标记的单克隆抗体

IgG1 及 免疫 阴 性 对照 品 IgG1-FITC 均 为美国

pharmingen公司产品；其余试剂均为分析纯。 

FAC Scan 型 流 式 细 胞 仪 ( 美 国 Becton 

Dickinson 公司)；酶标仪(Sigma 公司，美国)；二氧

化碳培养箱(Heraeus BB16，上海)；86 ℃低温冰箱

(Forma 公司，美国)；Mili-Q50 型纯水器(Millipore 

公司，美国)；光学显微镜(OLYMPUS，日本)；超

净工作台(Hera Safe Heraeus 公司，德国)；Costar

细胞培养瓶和细胞培养板(Corning 公司，美国)；

BP61S 型电子天平(Sartorius 公司，德国)；TGL-16G

台式离心机(上海安亭科学仪器厂，上海)。 

1.3  S180腹水瘤小鼠的接种 

抽取瘤种小鼠腹水2 mL并以1 mL生理盐水稀

释，再以0.2 mL注射于无瘤小鼠腹腔内。随机分为

对照组和实验组，各10只。逐日记录两组小鼠的体

重。 

1.4  多柔比星给药 

实验组小鼠皮下注射多柔比星0.5 mg·kg1，每

日一次，连续8周。对照组小鼠皮下注射生理盐水

0.02 mL·g1，每日一次，连续3周。2周后一对一传

代一次。每次每组小鼠10只。 

1.5  多柔比星对S180细胞的杀伤率 

从接种之日起每周抽取荷瘤鼠腹水，经生理盐

水洗涤离心(1 500 r·min1，5 min)后分入5支试管用

于检测各项目。其中1管用0.4%台盼蓝染色后，显

微镜下计数活细胞数，按下式求出药物对细胞的杀

伤率[4-5]： 

%100(%) 


对照组活细胞数

给药组活细胞数对照组活细胞数
＝细胞杀伤率  

1.6  S180细胞MDR1表达的检测[4-5] 

每周末次给药24 h后，无菌抽出腹水，肝素抗

凝，pH7.4 PBS液洗涤，1 500 r·min1离心5 min，共

3次，后70%乙醇固定，4 ℃保存。 

取70%乙醇固定的小鼠S180细胞，由pH7.4 

PBS液稀释后，1 500 r·min1离心5 min，再次洗脱1

次，并调整细胞密度为1×106·mL1，摇匀，取细胞

悬液500 L，加入各自相对应的异硫氢酸荧光素标

记的鼠抗人的单克隆抗体IgG1工作液20L，另各取

1支阴性对照抗IgG1-FITC，37 ℃避光反应30 min

后，由流式细胞仪荧光检测。仪器的检测变异系数

<2%，测定1万个细胞的上述各种相关生物分子的

表达，激发光波长均为488 nm。 

1.7  多药耐药相关因子表达稳定性的检测 

多柔比星诱导8周后，无菌抽取荷瘤小鼠腹水

液，再经一对一传代2次，每次2周，其间不再给予

多柔比星诱导。4周后无菌抽出腹水液，检测S180

细胞MDR1表达，处理同“1.6”项下方法。 

1.8  统计学方法 

实验数据均表示为均数±标准差，采用

SPSS13.0方法统计软件进行数据分析，采用两样本

均数比较的t检验，对统计数据进行分析，取P<0.05

为显著性检验水准。 

2  结果 

2.1  对照组及实验组小鼠生长情况 

对照组小鼠体重增长明显。该组小鼠自第1周

后腹水快速增长，呈现消瘦、少动、皮毛枯燥，自

第2周起陆续死亡，第3周时全部死亡。实验组体重

增长相对缓慢，其中3只小鼠无明显腹水增长，其

余小鼠自第10天后腹水明显增长。对照组2周后体

重增长为(2.11.1)g，而实验组仅增长(1.20.7)g，

结果见表1。 

表 1  对照组及实验组小鼠体重增长、MDR 表达及其细胞

杀伤率 

Tab 1  The weight gain, expression of MDR gene and 
celluar-killed rate of the control group and experimental 
group 

组别 
小鼠数/ 

只 
体重增长/g MDR/% 

细胞杀伤率/

% 

对照组     

第1周 10 1.00.1 1.240.37 ― 

第2周 4 2.11.1 1.470.44 ― 

第3周 10  1.360.46 ― 

实验组     

第1周 10 0.40.11) 1.270.48 59.12 

第2周 9 1.20.71) 2.641.11 46.72 

第3周 10  2.771.24 36.48 

第5周 9  6.532.311) 16.27 

第7周 9  12.185.762) 9.58 

注：与对照组相比，1)P<0.05, 2)P<0.01 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 

2.2  腹水细胞MDR表达 

对照组中各指标在第1、2、3周均无显著性改

变(P>0.05)。实验组随用药时间延续，MDR水平逐

步上升，自第5周起显著高于第1周(P<0.01)。第5周

起明显表达MDR小鼠有6只，占66.7%(6/9)，第7周

时有7只，占77.8%(7/9)。结果见表1、图1。 
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图 1  实验组小鼠 S180 细胞 MDR 表达的动态观察 
A、B、C分别为第1、5、7周末S180细胞MDR表达定量检测图。M1区

为MDR表达阳性细胞定量区域, 可见MDR表达量随时间逐渐增高 

Fig 1  The different expression of MDR gene of the 
experimental group 
Figure A, B and C was the expression of MDR gene in 1st, 5th and 7th 
which was assayed by flow cytometry. The region M1 was postive region of 
the expression of MDR gene. 

2.3  多柔比星对腹水细胞的杀伤作用 

细胞杀伤率在第一周呈现较高水平，然后逐渐

下降，第7周杀伤率下降明显。结果见表1。 

2.4  低剂量多柔比星对腹水型小鼠肉瘤细胞P-糖

蛋白(P-gp)表达的影响   

经低剂量多柔比星诱导7周后，腹水型小鼠

S180细胞的P-gp表达明显增加，与对照组比较有统

计学意义，再传代4周其表达率未有明显改变，结

果见表2。 

表 2  低剂量多柔比星诱导小鼠细胞 P-gp 表达的稳定性 

Tab 2  The stability of the expression of MDR gene which 
was induced by repeatedly low-dose doxorubicin. 

组别 小鼠数/只 P-gp表达率 

对照组 10 1.360.46 

实验组 9 12.185.76 

再传代组 10 13.126.84 

3  讨论 

目前对恶性肿瘤细胞多药耐药机制和逆转的

研究己经成为热点之一，成功建立多药耐药模型是

深入研究的前提。当前国内外对耐药机理的认识和

逆转剂的研究主要来自体外细胞实验的研究成果，

但研究对象是体外诱导的耐药细胞，并不能很好的

反映活体肿瘤的情况。在抗癌新药的筛选中，动物

模型的作用是体外细胞培养实验无法替代的。多药

耐药动物模型的建立及其生物学性质的研究，是研

究逆转肿瘤细胞多药耐药性体内实验的必要基础。

目前建立耐药动物模型及利用动物模型进行体内

诱导耐药性的报道尚不多见[6-9]。 

体内诱导动物模型是研究逆转多药耐药机理

的实验基础。建立 MDR 肿瘤动物模型，目前应用

的方法有:转基因法[10]、耐药性肿瘤细胞悬液移植

法[11]及药物诱导法[12]。目前比较成熟且应用较多的

是药物诱导法。有作者采用化疗方案诱导的 S180

荷瘤小鼠，建立在体耐药模型[4-5,13]。相比较，实验

方便，符合人体耐药产生机理，但该方法存在动物

死亡率高(笔者预实验数据显示，约40%以上小鼠死

亡)，且由于多种药物共同作用，影响因素多，可能

无法获得相对一致的结果。 

若能以低剂量抗肿瘤药物为诱导剂，模仿肿

瘤的体内耐药形成过程反复给药，诱导敏感动

物，建立在体耐药动物模型。肿瘤在小鼠体内生

长以及受到其他外界刺激因素后，其生长的局部

微环境能使肿瘤细胞充分表现其生理特性，且整

个实验符合产生耐药机理。整个实验操作简单方

便，对实验条件要求不高。另外由于采用了小剂

量肿瘤药物诱导，动物死亡率不高，实验结果比

较一致。 

本研究以目前低剂量多柔比星诱导建立了小

鼠MDR表达耐药动物模型，应用分子生物学技术动

态监测腹水S180瘤细胞受长期持续低剂量多柔比

星作用后，MDR 基因表达的情况。本研究结果显

示对照组1~3周内S180细胞MDR表达量无显著性

变化，小鼠因瘤性腹水的大量增加而体重增加，衰

竭而死亡。实验组随用药时间延长生存期也明显延

长，而MDR表达呈逐渐上升趋势，到第7周时，其

MDR表达量较第1周时上升了近10倍，与对照组相

比有显著性差异。且经传代后腹水型小鼠S180细胞

的表达稳定。经本方法建立的耐药S180小鼠模型，

简单方便，可用于在体多药耐药的研究。 
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己酮可可碱对大鼠脓毒症急性肺损伤 p38MAPK 活性的影响 
 

崔修德 1，封光 2 ，张稳稳 2，刘功俭 2*
(1.河南省焦作市第二人民医院麻醉科，河南 焦作 454001；2.徐州医学院附属医院麻醉科，

江苏 徐州 221002)
 

 
摘要：目的 探讨己酮可可碱(pentoxifylline，PTX)对腹腔感染致脓毒症急性肺损伤发挥肺保护作用与 p38MAPK 活化的

关系。方法 采用盲肠结扎穿孔致脓毒症模型，将大鼠随机分为Ⅰ组(Sham 组)、Ⅱ组(脓毒症 CLP 组)、Ⅲ组(脓毒症加西

黄著胶 CLP+V 组)、Ⅳ组(脓毒症加生理盐水 CLP+N 组)、Ⅴ组(脓毒症加 SB203580 CLP+SB 组)、Ⅵ组(脓毒症加己酮可

可碱 CLP+PTX 组)，其中Ⅲ组、Ⅳ组为溶媒对照组。用 Western Blot 检测假手术组，脓毒症 1，3，6，12，24 h 后 p38MAPK

的磷酸化，然后选择 1，6，24 h 分别检测应用 SB203580 或 PTX 后 p38MAPK 的表达，同时检测血浆 TNF-α、IL-6 的含

量并观察 24 h 内肺组织病理改变。结果 与假手术组比较，脓毒症组在各个时间点 p38MAPK 均有较强的表达，SB203580

或 PTX 预处理后各组的 p38MAPK 的磷酸化明显受到抑制，且与血浆 TNF-α、IL-6 的含量以及肺的病理切片变化一致。

结论 己酮可可碱可能是通过抑制 p38MAPK 的磷酸化抑制促炎因子的过度表达，发挥对脓毒症急性肺损伤的保护作用。 

关键词：脓毒症；急性肺损伤；己酮可可碱；p38MAPK  
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Effect of Pentoxifylline on the Activation of p38 Mitogen Activated Protein Kinase in Rats with Septic 
Acute Lung Injury 
 
CUI Xiude1, FENG Guang2, ZHANG Wenwen2, LIU Gongjian2*(1.Department of Anesthesia, Jiaozuo Second People’s 

Hospital, Jiaozuo 454000, China; 2.Department of Anesthesia, Affliated Hospital of Xuzhou Medical College, Xuzhou 221002, 
China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect of pentoxifylline (PTX) on the activation of p38MAPK in rats with septic 
acute lung injury induced by intra-abdominal infection. METHEDS SD rats were subjected to sepsis caused by cecal ligation 
and puncture(CLP), and animals were randomly divided into groupⅠ (sham operation group), groupⅡ (sepsis CLP group), Ⅲ 
group (sepsis+tragacanth CLP+V group), Ⅳ group (sepsis+NS CLP+N group), Ⅴ group (sepsis+SB203580 CLP+SB group), Ⅵ 
group (sepsis+PTX CLP+PTX group). p38MAPK phosphorylation were measured in 1, 3, 6, 12, 24 h, respectively. 1, 6, 24 h 
after pretreated with SB203580 or PTX, p38MAPK phosphorylation, the concentration of plasma TNF-α, IL-6, and the 
pulmonary histopathology were determined. RESULTS Compared with sham operation, p38MAPK became phosphorylated 
and hence activated in sepsis group. Pretreated with SB203580 or PTX, p38MAPK were inhibited, consistent with the change of 
the concentration of plasm TNF-α, IL-6, and the pulmonary histopathology. CONCLUSION The result suggests that PTX 
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