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耐药株构建实验报告

一、实验器材及试剂

1、实验器材

名称 厂家 型号

立式冷藏柜 海尔 SC-332

台式高速冷冻离心机 湖南恒诺仪器设备有限公司 2-16R

超净工作台 苏净安泰 SW-CJ-1FD

CO2细胞培养箱 Thermo 4131

PCR仪 北京东胜创新生物科技有限公司 ETC811

ND-1000 分光光度仪 NanoDrop 公司 ND-1000

2、主要实验试剂及耗材

耗材 厂家 货号

1.5 ml离心管 安徽科兔生物科技有限公司 KTL-15-W

2 ml研磨管 安徽科兔生物科技有限公司 KTL-20-W

10 μl移液器 安徽科兔生物科技有限公司 KTY-10

100 μl移液器 安徽科兔生物科技有限公司 KTY-100

200 μl移液器 安徽科兔生物科技有限公司 KTY-200

1000 μl移液器 安徽科兔生物科技有限公司 KTY-1000

5000 μl移液器 安徽科兔生物科技有限公司 KTY-5000

T25 安徽科兔生物科技有限公司 KTP-25-T

胰酶 安徽科兔生物科技有限公司 RG-CE-18

PBS缓冲液 安徽科兔生物科技有限公司 RG-RT-01

DMEM培养基 安徽科兔生物科技有限公司 RG-CE-2

血清 安徽科兔生物科技有限公司 CG-SR-02

DMSO 碧云天 ST-038

二、实验步骤

http://www.so.com/link?m=aBuhmwqbJnweZhK6PbMofLy9aowzzfb0eUu%2Fw572xgmYEdeyliCWFCjWMf1Wv9jXdP8Uo4%2BwG3nU6XGnc1eW2kgqSOujeW1j3ComIyZMtYNkwwtS1Z1duTQ%3D%3D
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1、亲本细胞准备：选择状态良好、传代稳定的亲本细胞株进行实验。实验前观察细胞形态

和生长状态，确认细胞无细菌、真菌及支原体污染。待细胞处于对数生长期时用于后续耐药

诱导实验。

2、药物母液配制与保存：按照药物说明书要求，用 DMSO、无菌水或其他适宜溶剂配制药

物母液。母液经充分溶解后分装保存，避免反复冻融。实验使用时用完全培养基稀释至所需

工作浓度，并设置相同溶剂比例的对照组。

3、亲本细胞药物敏感性检测：在构建耐药株前，先采用 CCK-8、MTT 或其他细胞活力检

测方法测定亲本细胞对该药物的敏感性，计算 IC50 或 IC20。根据检测结果确定耐药诱导

的初始药物浓度。

4、确定初始诱导浓度：一般选择低于 IC50 的浓度作为起始诱导浓度，可参考 IC20 或

1/10–1/5 IC50 作为初始浓度。若细胞对药物较敏感，应从更低浓度开始，以减少一次性死

亡过多导致细胞无法恢复。

5、低浓度药物诱导培养：将状态良好的亲本细胞接种于培养瓶或培养皿中，待细胞贴壁并

进入正常生长状态后，加入含低浓度药物的完全培养基进行诱导培养。培养过程中定期观察

细胞形态、死亡情况和增殖速度，并按常规培养要求换液。

6、细胞恢复与传代：药物处理后，细胞通常会出现增殖减慢、漂浮细胞增多或形态改变。

当存活细胞逐渐恢复增殖，并可稳定生长至 70%–80% 融合度时，进行传代培养。若细胞

状态较差，可维持当前药物浓度继续培养，不宜过快升高药物浓度。

7、逐步提高药物浓度：当细胞在当前药物浓度下能够稳定生长 1–2 代后，逐步提高药物浓

度。每次升高幅度可根据细胞耐受情况调整，一般以 1.2–2 倍递增为宜。若升高浓度后细

胞死亡明显，应退回上一浓度继续培养，待细胞状态恢复后再尝试升高。

8、长期筛选与稳定培养：持续进行药物递增诱导，直至细胞能够在目标药物浓度下稳定增

殖。整个诱导过程通常需要数周至数月，具体时间取决于细胞类型、药物种类及耐药形成速

度。

9、耐药株初步建立：当细胞可在目标药物浓度下连续稳定传代 3 代以上，且细胞增殖状态

相对稳定时，可认为耐药株初步建立。

10、撤药稳定性培养：为判断耐药表型是否稳定，可将耐药细胞在无药培养基中培养 1–2 周，

再进行药物敏感性检测。若撤药后仍保持较高耐药性，说明耐药表型相对稳定。

11、耐药性验证：采用 CCK-8、MTT、克隆形成实验或流式凋亡检测等方法比较亲本细胞

和耐药细胞对药物的反应。

12、冻存与后续使用：对构建成功的耐药细胞进行冻存，建议冻存早期、中期和最终耐药株
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细胞。后续实验使用前，应复苏细胞并重新确认其耐药性和细胞状态。

三、结果判读：

1、细胞形态变化：在药物诱导早期，细胞可能出现贴壁能力下降、细胞变圆、漂浮细胞增

多、增殖速度减慢等现象。随着诱导进行，存活细胞逐渐适应药物压力并恢复增殖。若细胞

可在较高药物浓度下保持稳定生长，提示耐药性逐渐形成。

2、细胞增殖能力判断：若耐药诱导后细胞在含药培养基中仍可稳定传代，说明细胞已对该

药物产生一定适应性。若细胞长期无法恢复增殖，或每次加药后大量死亡，提示诱导浓度过

高或递增速度过快。

3、IC50 变化判断：通过细胞活力实验比较亲本细胞与耐药细胞的 IC50。若耐药株 IC50 明

显高于亲本细胞，说明耐药株构建有效。

4、撤药后稳定性判断：若耐药株撤药培养一段时间后，再次检测仍表现出较高 IC50，说明

耐药表型相对稳定。若撤药后 IC50 明显下降，说明耐药性可能依赖持续药物压力，稳定性

较差。

四、注意事项：

1、亲本细胞状态必须稳定：耐药株构建前应保证亲本细胞状态良好、传代次数适中、无污

染。如果亲本细胞本身状态较差，会影响耐药筛选效率和结果稳定性。

2、起始浓度不宜过高：初始诱导浓度过高容易导致细胞大量死亡，无法获得稳定耐药细胞。

建议先通过 IC50 或 IC20 检测确定合适的起始浓度，再进行长期诱导。

3、升药浓度应循序渐进：药物浓度递增不宜过快。若细胞在某一浓度下死亡明显，应维持

该浓度继续培养，或退回上一浓度，让细胞恢复后再进行下一步诱导。


