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【摘要】 目的探讨表皮生长因子受体(epidermal growthfactor receptor，EGFR)在氨甲喋呤

(methotrexate，MTX)对映体L一(+)一MTX和D一(一)一MTX耐药A549细胞株中的表达。方法 采用RT_

PCR方法测定肺癌A549敏感细胞株和15肛mol／L、35 l,zmol／L、55 txmol／L的L一(+)一MTX和D一(一)一

MTX A549耐药细胞株中EGFR mRNA表达情况。结果 15 jxmol／L、35 Ixmol／L、55 txmol／L L一(+)一

MTX A549耐药细胞株中EGFR基因表达的mRNA相对含量分莉为肺癌A549敏感细胞株的(I．55±

0．26)倍、(1．86_+0．13)倍、(1．20±0．05)倍。RT—PCR结果显示，A549敏感细胞株和L一(+)一MTX各浓度

A549耐药株均扩增出315 bp条带，有EGFR基因表达，而3种浓度的D一(一)一MTX耐药细胞株中

EGFR基因不表达。结论MTX诱导耐药后A549细胞株中EGFR mRNA发生变化，且在3种浓度两种

对映体细胞株间具有明显的手性差异．MTX可能通过改变EGFR基因启动子的甲基化状态，影响

ECFR的表达。
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【Abstract】 Objeetive To study the expression of epidermal growth factor receptor(EGFR)in
methotrexate(MTX)enantiomer—resistant A549 cell lines fL—f+)一MTX and D一(一)一MTXl．Methods The ex—

pression of EGFR on genetic level was determined by RT—PCR in lung cancel"A549 sensitive cells．and MTX

enantiomer—rezistant A549 cells fL一(+)～MTX and D～(一)一MTX]，with the concentration of drug resistance was

1 5 Ixmol／L，35斗mol／L，55¨moUL．Results The genetic expression levels of EGFR were f1．55-+0，26)．

(1，86±0．13)and(1．20±0．05)folds in L—f+)一MTX／A549 cells compared with lung cancer A549 sensitive cells．

RT—PCR results showed that there were 315 bp bands in A549 sensitive cell and L一(+)一MTX／A549 cells，but

in D—f一1一MTX／A549 cells barely expressed．Conclusion The expression level of EGFR on genetic level in

drug resistant cells have been changed．and significant difference in two enantiomer—resistant cells are aD—

peared．The expression of EGFR is affected by MTX which ahe the methylation status of EGFR．

【Key words】 Epidermal growth factor receptor；Methotrexate；Enantiomer；RT-PCR

当今世界医学的～大难题是肿瘤的治疗，而肿

瘤导致患者死亡的重要原因之一是肿瘤的侵袭和转

移。临床肿瘤患者死因中90％是由于肿瘤的转移引

起的，大约30％的肿瘤患者在就诊时就已经有明显

的肿瘤转移病灶。肿瘤的侵袭、转移是一个复杂的过

程，涉及面很广。表皮生长因子受体(epidermal

growth factor receptor，EGFR)在多种肿瘤中表达或

高表达，与不同的配体结合后激活一系列的生物信

号反应，参与细胞的凋亡、增殖、分化、迁移和细胞周

期循环，与肿瘤细胞的形成和恶化(肿瘤转移)息息

相关”J。氨甲喋呤(methotrexate，MTX)作为叶酸代谢

途径抗肿瘤药物的“基石”，被认为是成功用于肿瘤
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化疗的药物之一[2】，然而近年来发现患者接受MTX

治疗后肿瘤细胞容易耐药．引起转移复发．最后死

亡，该问题一直没有得到有效的解决。

MTX为手性对映体分子．自然界中存在L和D

两种手性对映体结构．分别是L一(+)一MTX和D一

(一)一MTX。目前对于MTX手性问题尚未引起重视，

主要原因是人们对两种构型的MTX对映体认识不

深，D型MTX被认为是无意义的污染物[3]。而本实验

室前期研究14J发现MTX对映体对癌细胞有不同的杀

伤作用，该药物代谢过程中的关键酶，即二氢叶酸还

原酶(dihydrofolate reductase，DHFR)对MTX两种对

映体有立体选择性，说明MTX对映体可能存在着不

同的作用。

本文研究采用反转录聚合酶链反应(reverse

transcription polymerase chain reaction．RT—PCR)技

术检测MTX对映体耐药A549细胞株中EGFR基

因mRNA表达的差异．探讨MTX对映体与EGFR

基因表达的调控，了解MTX对映体作用肿瘤细胞而

引起的肿瘤转移能力差异机制，为合理使用MTX药

物减少肿瘤转移提供实验室依据。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1细胞株 人非小细胞肺癌(non—small cell

lung cancer，NSCLC)A549细胞株(亲本细胞)由中

国科技大学生命学院赠送。本实验室前期在A549

细胞株体外培养的基础上阮6]，采用大剂量浓度递增

冲击诱导耐药的方法，首先以15 I山mol／L L一(+)一

MTX药物诱导增殖期敏感细胞成稳定的15 Ixmol／L

L一(+)一MTX耐药细胞株；其次以20 txmol／LL一(-I-)一

MTX药物诱导增殖期15 bLmol／L L一(十)一MTX耐药

细胞株细胞成稳定的20 I_zmol／L L一(+)一MTX耐药

细胞株；以25 txmol／L L一(+)一MTX药物诱导增殖期

20 Ixmol／L L一(+)一MTX耐药细胞株细胞成稳定的

25 txmol／L L一(+)一MTX耐药细胞株；以此类推再以

30 txmol／L?35 txmol／L?40 bLmol／L?45 Ixmol／L?50

}xmol／L和55 Ixmol／L L一(+)-MTX药物诱导。最终

建立本文研究中使用的敏感细胞株(S，亲本细胞)、

15 HLmol／L、35 gmol／L、55斗mol／L的L一(+)一MTX

耐药细胞株(L)和15斗mol／L、35 bLmol／L、55 I山mol／L

的D一(一)一MTX耐药细胞株(D)共7株。

1．1．2 主要试剂与仪器 L一(+)一MTX、D一(一)一

MTX、RPMll640和胰酶(美国Sigma公司)；胎牛血

清(美国GIBCO公司)；TRIzol Reagent(Invitrogen公

司)；TaqDNA聚合酶(北京Promega公司)；Alpha凝

胶成像系统(美国ALPHA科技公司)。

1．2方法

1．2．1细胞总RNA提取分别消化收集细胞数约

期106个，加入1 ml TRIzol试剂混匀，按照TRIzol试

剂操作说明书抽提总RNA溶于20¨l DEPC处理的

水中，紫外分光光度法测定RNA的纯度，取ODJ
OD2so>1．7者继续下一步试验。

1．2．2逆转录反应 用达安基因公司逆转录体系，

取RNA 2 txl，加入逆转录酶0．5“l、反应缓冲体系

10¨1，逆转录条件为42℃1 h，95℃5 rain，转录出

的cDNA于一20。C保存备用。

1．2．3 RT—PCR法检测EGFR基因表达

1．2．3．1 PCR引物合成 根据EGFR和B—actin基

因序列。采用Primer 5．0软件进行引物设计，设计引

物序列如下：EGFR上游引物：57一GCAATATCAGC—

CTTAGGT一3 7，下游引物：5 7一CCAGACATGA—

GAAAAGGT一37；产物大小为315 bp；B—actin上游

引物：5"-TGCGACAATGGAACTGGAATG一37．下游引

物：5 7一GGATAGCATGTGGAAGTGCATAC一37．产物

大小为186 bp；以上引物均由Invitrogen公司合成。

1．2．3．2 RT—PCR反应体系 反应总体积25恤l，逆

转录产物cDNA 2“l，5 xbuffer 2．5 tzl，10 mmol／L

dNTP 0．5山，上、下游引物各0．5山，25 mmol／L Mg—

C12溶液1．5 Ixl，Taq DNA聚合酶0．5斗1(1 U)，加水

至25¨l。反应条件：95℃4 rain预变性，95 Qc 1 rain，

57℃30 S，72 oC 1 min，共36个循环，每份标本同时

扩增EGFR和内参B—actin，重复6次。B—actin的条

带一致情况下，取10¨l PCR产物在1．6％琼脂糖凝

胶上电泳，结果用凝胶成像分析系统分析各EGFR

光密度值。

1．3统计学处理 采用SPSS 13．0统计软件对数据

进行处理，数值以戈±s表示，其中多组之间比较采用

单因素方差分析，各组问两两比较应用SNK—q检

验。以P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 S、L和D耐药细胞株中EGFR基因的mRNA

表达水平7种细胞的RT—PCR产物在1．6％琼脂

糖凝胶上电泳，经凝胶成像分析系统分析，其中S、

以及15 p,mol／L、35¨mol／L、55 txmol／L L细胞株均

有EGFR mRNA表达，且光密度值分别为(1852+

88)、(9584_+122)、(8520_+112)和(3607_+45)。L细胞

株中EGFR的mRNA表达量分别为细胞株的(1．55+

0．26)倍、(1．86+0．13)倍和(1．20±0．05)倍，差异均有

统计学意义(P均<0．05)。而15肛mol／L、35 p。mol／L、
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55 Ixmol／L D细胞株中的EGFR mRNA不表达。光密

度值为0。见表1。

表1 RT-PCR半定量检测

细胞株中EGFR mRNA的表达水平(互蠡)

注：与S比较，△尸<0．05(g=196．40)，’P<0．05(q=169．37)，‘P<0．05

(g=44．58)；与15 la,mol／LL比较，+尸<0．05(g=27．02)，‘P<0．05(g=

151．82)；与35 I．Lmol／L L比较，▲P<0．05(q=124．80)

2．2 RT—PCR检测 A549敏感细胞株和L一(+)一

MTX各浓度A549耐药株均扩增出315 bp条带，说

明EGFR有表达，而D一(一)-MTX各浓度A549耐药

株均无EGFR表达。见图1。
bp M I 2 3 M 4 5 M 6 7 1)I’

186

315

图1 EGFR丛凶在MTX列。映体

L一(+)一MTX和D一(一)一MTX耐药A549细胞株中的表达

注：M：50 bp梯度DNA Marker；1：A549敏感细胞(315 bp)：2：15

I-Lmol／LL一(+)一MTX(315 bp)；3：15斗mol／LD一(一)一MTX；4：35／LLmol／

LL一(+)一MTX(315 bp)；5：35 Ixmol／LD-(-)-MTX；6：55 Ixmol／LL一

(+)一M7rx(315 bp)；7：55肛mol／LD一(一)-MTX；所有条带[3-actin为

186 bp

3讨论

肿瘤的形成受遗传学修饰和表观遗传修饰的影

响，表观遗传学认为细胞内总体DNA的低甲基化，

特异基因的高甲基化。染色体重构和基因印记与肿

瘤发生发展有关[71。DNA的甲基化丢失常发生在肿

瘤发生的早期，其在多种肿瘤中与高恶性和易转移

有关。EGFR I型跨膜酪氨酸激酶生长因子受体定位

于细胞膜，由胞内区、跨膜区及胞外区三部分组成。

EGFR的表达受其启动子DNA甲基化调控。EGFR

的转录沉默与CpG岛高甲基化相关，EGFR基因5’

调控区缺保守序列CAAT盒和TATA盒，富含一个

高GC的启动子，有多个位点可以转录起始。EGFR

的过表达促进细胞的存活、增殖和迁移，与许多实体

瘤患者的低存活率密切相关，但也有部分实体瘤中

EGFR低表达或不表达。

手性对映体形式(简称对映体)是自然界的本质

属性之一，生物体内生物大分子都具有手性。生物体

内对映体识别效应对于化学、生物学、医学和药学的

理论和实践都有重大意义[81。本文研究通过分别测定

肺癌A549敏感细胞株和15 txmol／L、35灿mol／L、55

Ixmol／L L一(+)一MTX和D一(一)-MTX 6种耐药A549

细胞株中的EGFR在mRNA水平上的表达，结果表

明不同MTX对映体单体诱导肿瘤细胞耐药后．L一

(+)一MTX中EGFR的mRNA表达量分别为S的

(1．55+_0．26)倍、(1．86+_0．13)倍和(1．20_+0．05)倍，差

异均有统计学意义，但是D一(一)一MTX中却不表达

EGFR。MTX作为一种经典的叶酸代谢抗肿瘤药物，

近年来的研究限10]发现其与核酸甲基化有关：(1)

MTX能抑制细胞内DNA的总体甲基化水平；(2)

MTX结构类似物(叶酸)能改变EGFR启动子的甲

基化。影响EGFR的表达，导致肿瘤的发生和细胞的

转移能力。本文从肿瘤MTX对映体耐药细胞株

EGFR表达水平的不同中分析得出MTX对映体耐

药肿瘤细胞对EGFR表达机制有所不同。15 p。mol／

L、35斗mol／L和55 I也mol／L L一(+)一MTX耐药A549

细胞株中有EGFR表达，D一(一)一MTX耐药A549细

胞株中却不表达，可能原因是D一(一)一MTX耐药

A549细胞的EGFR基因启动子发生高甲基化。转录

沉默，导致EGFR基因的不表达。本课题组的前期研

究【1ll也发现，D一(一)一MTX对映体耐药细胞中血管内

皮生长因子mRNA表达水平明显高于L一(+)一MTX

耐药细胞和亲本细胞。D一(一)一MTX耐药细胞的

EGFR活性和血管内皮生长因子的表达表现出反向

变化，Tabemerotl21在对EGFR抑制剂耐受的肿瘤细

胞液发现了同样的现象。这些都提示D一(一)一MTX

耐药细胞在影响细胞核酸甲基化上存在差别，影响

EGFR的表达。

据以上研究可以推测，肺癌A549敏感株和15

t．Lmol／L，35 IuLmol／L，55斗mol／L D一(一)一MTX种耐药

A549细胞株中发生甲基化，而L一(+)一MTX种耐药

A549细胞株中不发生甲基化。

综上所述．即MTX可能通过改变EGFR基因启

动子的甲基化状态，影响EGFR的表达，且对EGFR

的表达具有手性差异。因此，本课题组将会进一步通

过直接测序法。来具体明确EGFR基因启动子CpG

位点的甲基化情况，为知晓MTX对映体作用肿瘤细

胞而引起的肿瘤转移能力差异机制的研究奠定基
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蘩卫生部临检中心室间质评总结大会
黪

2012年卫生部临床检验中心室间质评计划数52个，检

验项目数约230项，参加机构数近4000家，这一规模在全球

范围名列前茅。为总结1二作经验，更好地开展室间质评，促进

实验室内质量控制工作，进一步提高全国临床检验工作的质

量和水平，卫生部临床检验中心拟定于2013年5月20日至

24日在湖南省长沙市召开全国内分泌、肿瘤标志物、心肌标

志物、特殊蛋白、治疗药物监测、糖化血红蛋白、POCT血糖

仪、同型半胱氨酸和BNP／NT pro—BNP室间质量评价总结大

会，欢迎各实验室相关工作人员参加此会。

1 会议主题

临床检验校准与溯源，检验结果标准化／一致化与互认，

参考系统建立与应用。

2大会主要内容

本次大会除对2011年一2012年度全目内分泌、肿瘤标志

物、心肌标志物、特殊蛋白、治疗药物监测、糖化血红蛋白、

POCT血糖仪、同型半胱氨酸、BNP／NTpro—BNP等9项室间

质量评价项目进行总结外．还将邀请一些国内外的有关专家

就临床检验参考测定系统的建立和应用、检验系统校准的溯

源、实验室室内质量控制(IQC)与室间质评(EQA)的改进、检

验项目的临床应用等问题进行讨论，此外还将举行实验室质

量保证的进展、室问质量评价要求、实验室质量管理、信息技

术在实验室应用以及临床化学检验新技术进展等专题讲座。

3会议时间

2013年5月20日至24日

4会议有关事项

会务费：800元／人

会议安排：2013年5月20日8：00—22：00报到，地点：枫

林宾馆大堂：5月21日至23日讲座，5月24日中午12：00

前撤离。

5联系人及联系方式

联系入：汪静

电话：010—58115059，58115064

传真：010—65132968

地址：北京东单大华路1号卫生部临床检验中心生化室

万方数据


