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光神霉素A抑制人肺腺癌A549/DDP
细胞MRP1基因表达

李怀永  邵淑丽*  张伟伟  杨希婷  刘  锐  陈  闯  车家祥  徐君懿

(齐齐哈尔大学生命科学与农林学院, 齐齐哈尔 161006) 

摘要      该研究旨在探讨Sp1抑制剂光神霉素A(Mithramycin A)对人肺腺癌A549/DDP细胞

MRP1表达的影响。不同浓度光神霉素A作用A549/DDP细胞48 h后, 采用MTT法检测细胞存活率, 
Real time RT-PCR检测Sp1和MRP1基因表达水平, Western blot检测Sp1和MRP1蛋白表达水平。结

果显示, 300 nmol/L光神霉素A作用A549/DDP细胞48 h后Sp1和MRP1 mRNA表达水平分别降低

31.22%和85.44%, Sp1和MRP1蛋白表达水平分别降低53.27%和40.42%。提示光神霉素A能够通过

抑制Sp1表达, 从而抑制MRP1表达。
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Mithramycin A Inhibited Expression of MRP1 Gene of 
Human Lung Adenocarcinoma Cell A549/DDP

Li Huaiyong, Shao Shuli*, Zhang Weiwei, Yang Xiting, Liu Rui, Chen Chuang, Che Jiaxiang, Xu Junyi
 (College of Life Sciences and Agriculture and Forestry, Qiqihar University, Qiqihar 161006, China)

Abstract       The study investigated the effects of Mithramycin A on the expression of MRP1 gene of human 
lung adenocarcinoma cell A549/DDP. The inhibitory effect of Mithramycin A on the growth of A549/DDP cells 
was tested by MTT method in vitro. The levels of Sp1/MRP1 were measured by Real time RT-PCR and Western 
blot. The results showed that Mithramycin A inhibited the growth of A549/DDP cells in a dose-dependent manner. 
After exposure to 300 nmol/L Mithramycin A for 48 h, the expressions of mRNA and protein of Sp1 and MRP1 
were reduced. The results suggested that Mithramycin A depressed the expression of MRP1 gene of human lung 
adenocarcinoma cell A549/DDP through down-regulation of Sp1 gene.
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肺癌是常见癌症之一, 严重威胁人类的健康。

化学治疗是癌症治疗的重要手段, 具有手术和放

射治疗不可替代的作用。然而肺癌细胞多药耐药

(multidrug resistance, MDR)是导致化疗失败的主要

原因。多药耐药是指肿瘤细胞对多种结构不同、靶

位点不同、作用方式不同的抗肿瘤药物具有抵抗性。

多药耐药相关蛋白1(multidrug resistance-associated 
protein 1, MRP1)基因过表达是肺癌细胞产生多药耐
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药的主要机制之一[1-2]。对MRP1基因5′-末端区分析

表明, 在启动子近侧区的正负调控结构域中, 包含转

录因子Sp1结合序列[3]。因此, 本研究通过观察光神

霉素A(Mithramycin A)作用人肺腺癌A549/DDP细胞

对Sp1和MRP1表达的影响, 探讨Sp1对MRP1表达的

影响, 为逆转肿瘤细胞多药耐药提供新靶点。

1   材料与方法 
1.1   材料

人肺腺癌A549细胞和A549/DDP细胞购自中国

科学院上海细胞库。DMSO购自Sigma公司。RPMI-
1640培养基购自HyClone公司。光神霉素A、胎牛

血清、胰蛋白酶、Hepes、TEMED、UNlQ-10柱式

Trizol总RNA抽提试剂盒和总蛋白提取试剂盒购自

生工生物工程(上海)有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      将人肺腺癌A549和A549/DDP细
胞用含10%胎牛血清、1×105 U/L青霉素及100 mg/L
链霉素的RPMI-1640培养液置于含5% CO2、饱和湿

度、37 °C培养箱中培养。

1.2.2   细胞生长曲线测定      将A549/DDP细胞以

1×105/mL的浓度接种于细胞培养瓶中, 采用台盼蓝

拒染法对细胞进行计数, 每天各测3瓶, 分7 d, 取平

均值。7 d计数完成后, 用Origin7.5作图, 确定对数生

长期。

1.2.3   光神霉素A对细胞生长的抑制作用      A549/
DDP细胞中分别加入终浓度为0, 50, 100, 150, 200, 
250, 300 nmol/L的光神霉素A, 分别孵育24, 48, 72 h。
常规MTT法检测不同浓度下细胞的存活率, 570 nm
下测吸光度(D), 计算细胞生长抑制率。细胞生长抑

制率=(实验组平均D值–空白组平均D值)/(对照组平

均D值–空白组平均D值)×100%。采用直线回归方

法计算药物的半数抑制浓度(half maximal inhibitory 
concentration, IC50)值。

1.2.4   实时荧光定量PCR检测Sp1和MRP1 mRNA      
采用UNIQ-10柱式Trizol总RNA抽提试剂盒提取细

胞总RNA。Sp1正义链: 5′-ctg tga atg ctg ctc aac tct c-3′, 
反义链: 5′-gtt ttc tcc ttc ctc tcc acc t-3′, 扩增产物为

212 bp。MRP1正义链: 5′-ggg gtc ctc att atc ttc tgg-3′, 
反义链: 5′-tgg tct cag ggt agg ggt tag-3′, 扩增产物为

209 bp。以β-actin为内参照, β-actin正义链: 5′-agc 
gag cat ccc cca aag tt-3′, 反义链: 5′-ggg cac gaa ggc tca 

tca tt-3′, 扩增产物为205 bp。实时荧光定量PCR扩增

条件: 94 °C预变性4 min; 94 °C变性30 s, 60 °C退火

30 s, 72 °C延伸30 s, 循环35次; 72 °C检测信号, 循环

结束后进行熔解曲线检测。实验重复3次, 数据以

2–ΔΔCt进行计算。

1.2.5   Western blot检测Sp1和MRP1蛋白的表达      收
集经0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 nmol/L光神霉素A
作用48 h的A549/DDP细胞和未经处理的A549细胞, 
利用在生工生物工程(上海)有限公司购买的总蛋白

抽提试剂盒说明书中的方法提取总蛋白, 样品进行

SDS-PAGE凝胶电泳, 用Bio-Rad电转仪将蛋白转移

到PVDF膜上, 转膜条件为150 V恒压3 h, 5%脱脂奶

粉封闭1 h, 加Sp1/MRP1一抗(1:100), 内参照GAPDH 
一抗4 °C孵育过夜, PBS洗膜, 加二抗IgG(1:10 000), 
室温孵育2 h, Odyssey红外荧光扫描成像系统中进

行扫描检测。

1.3   统计学处理

采用SPSS 17.0统计学软件进行数据处理, 进
行单因素方差分析(One-way ANOVA), 组间比较用

LSD法检测其差异性, 数据以均数±标准差(x
_
±s)表

示, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   细胞培养

人肺腺癌耐顺铂A549/DDP细胞生长状态如图

1所示, 呈上皮样贴壁生长, 细胞壁光滑, 折光性好, 
细胞生长状态良好。

图1   光学显微镜下A549/DDP细胞的细胞形态(200×)
Fig.1   The cell morphology of A549/DDP cells under light 

microscope (200×)
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2.2   细胞生长曲线

台盼蓝拒染法对A549/DDP细胞连续计数7 d, 
作细胞生长曲线(图2)。由图2可知, A549/DDP细胞

的对数生长期为第3~5 d, 所以选择在第3.5 d加光神

霉素A。

2.3   光神霉素A对A549/DDP细胞生长抑制作用

光神霉素A在50~300 nmol/L之间对A549/DDP
细胞作用24, 48, 72 h后的生长抑制作用呈剂量依赖

性(图3), 光神霉素A作用A549/DDP细胞48 h的IC50

为663.156±0.481 nmol/L(R2=0.953)(表1)。所以在本

实验中, 50, 100, 150, 200, 250, 300 nmol/L光神霉素

A对A549/DDP细胞的生长影响较小。  
2.4   光神霉素A对A549/DDP细胞Sp1 mRNA和

MRP1 mRNA表达水平的影响

应用定量PCR仪自带的数据分析软件可以获

得对应的Ct值, 并采用power(2–ΔΔCt)法计算出各组细

胞Sp1 mRNA和MRP1 mRNA表达量(表2)。结果表

明, 不同浓度光神霉素A处理A549/DDP细胞可使

Sp1和MRP1基因表达浓度依赖性降低, 差异显著

(P<0.05)。300 nmol/L光神霉素A作用48 h后, A549/
DDP细胞Sp1 mRNA和MRP1 mRNA表达量分别降

低31.22%和85.44%。阴性对照A549细胞中Sp1和
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图2   A549/DDP细胞生长曲线 
Fig.2  The growth curve of A549/DDP cells

图3  光神霉素A对A549/DDP细胞的生长抑制曲线

Fig.3  The growth inhibition curve of mithramycin A of 
A549/DDP cells
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表1   A549/DDP细胞曲线拟合结果

Table 1   The results of curve fitting on A549/DDP cells
回归方程

Regression equation
半数抑制率(nmol/L)
IC50  (nmol/L)

相关性系数

R2

回归方程显著性

F
差异显著性

P
24 h
48 h
72 h

Y=–44.609+12.402logX
Y=–48.913+14.570logX
Y=–46.592+14.526logX

778.592
663.156
563.884

0.936
0.953
0.923

58.579
81.667
48.226

<0.01
<0.01
<0.01

表2  A549/DDP细胞和A549细胞内Sp1 mRNA和MRP1 mRNA表达情况

Table 2  The Sp1 mRNA and MRP1 mRNA expression levels of the A549/DDP cells and A549 cells
组别

Group
循环域值(Sp1)
Ct (Sp1)

循环域值(MRP1)
Ct (MRP1)

循环域值(β-actin)
Ct  (β-actin)

相对表达量(Sp1)
2–ΔΔCt (Sp1)

相对表达量(MRP1)
2–ΔΔCt (MRP1)

1 15.00±0.08 17.59±0.67 9.94±0.29 100% 100%
2 14.91±0.44 17.63±0.03 9.74±0.03 (92.66±0.06)%* (84.67±0.17)%*
3 19.82±0.09 22.71±0.59 14.51±0.35 (84.09±0.14)%* (68.30±0.20)%*
4 16.80±0.76 20.40±0.05 11.44±0.22 (81.23±0.27)%* (40.33±0.13)%*
5 16.01±0.24 19.66±0.06 10.51±0.12 (73.71±0.12)%* (35.36±0.21)%*
6 18.34±0.40 22.66±0.15 12.81±0.16 (72.20±0.18)%* (21.61±0.11)%*
7 19.13±0.65 23.96±0.36 13.53±0.10 (68.78±0.25)%* (14.56±0.14)%*
8 19.40±1.03 23.01±0.77 11.13±0.20 (10.81±0.45)%* (5.33±0.89)%*

1: 对照(0 nmol/L光神霉素A); 2: 50 nmol/L光神霉素A; 3: 100 nmol/L光神霉素A; 4: 150 nmol/L光神霉素A; 5: 200 nmol/L光神霉素A; 6: 250 nmol/L光
神霉素A; 7: 300 nmol/L光神霉素A; 8: A549细胞。 *P<0.05, 与对照组比较。

1: CK (0 nmol/L Mithramycin A); 2: 50 nmol/L Mithramycin A; 3: 100 nmol/L Mithramycin A; 4: 150 nmol/L Mithramycin A; 5: 200 nmol/L 
Mithramycin A; 6: 250 nmol/L Mithramycin A; 7: 300 nmol/L Mithramycin A; 8: A549 cell. *P<0.05 vs control group.
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MRP1 mRNA的表达均为最低(P<0.05)。
2.5   光神霉素A对A549细胞和A549/DDP细胞Sp1
和MRP1蛋白表达水平的影响

Western blot检测光神霉素A作用A549/DDP细
胞48 h后, Sp1和MRP1蛋白的表达水平见图4, 随着

光神霉素A浓度的升高, Sp1和MRP1蛋白表达水平

逐渐降低, 差异显著(P<0.05)。300 nmol/L光神霉素

A作用A549/DDP细胞48 h后, Sp1和MRP1蛋白表达

水平分别降低53.27%和40.42%。阴性对照A549细
胞中Sp1和MRP1蛋白的表达均为最低(P<0.05)。

3   讨论
MRP1是MRP蛋白家族9个成员(MRP1、 MRP2、

MRP3、 MRP4、 MRP5、 MRP6、 MRP7、 MRP8、 
MRP9)之一, 属于ABC(ATP binding cassette, ABC)超
家族膜转运蛋白, 其表观分子量为180~190 kDa, 运
用ATP结合/水解产生的能量, 行使转运功能[2,4]。主

要分布于细胞膜和内膜系统, 能将细胞内药物排出

细胞外, 降低细胞内药物浓度, 使胞内的药物浓度低

于杀死细胞的临界值, 并使胞内药物重新分布, 呈现

MDR表型[5]。本研究采用的人肺腺癌A549/DDP细
胞属于人肺腺癌耐顺铂细胞株, MRP1基因过表达是

肺癌细胞产生多药耐药的主要机制之一, 如何调控

肺癌细胞MRP1基因表达, 克服肺癌细胞的多药耐

药, 是提高肿瘤化疗效果的关键。MRP1表达调控非

常复杂, 涉及多种调控机制[6-7]。

Sp1是Sp/KLF蛋白家族的成员之一, 是20世纪

80年代第一个被发现的转录因子。Sp1在多种细胞、

组织中广泛表达, 参与了几乎所有的细胞生命过程, 
如细胞生长、分化、凋亡、血管再生、免疫反应

等。转录因子Sp1是一种序列特异性的DNA结合蛋

白, 在其C端有3个串联的Cys2His2型锌指结构域, 能
特异性地结合到一些富含GC盒和GT盒的启动子上, 
从而参与多种基因的转录调控[8]。

对MRP1基因5′-末端区分析表明, 在启动子近

侧区的正负调控结构域中, 包含转录因子Sp1结合

序列[3], 光神霉素A通过与GC富含序列结合, 从而与

Sp1蛋白竞争性结合Sp1顺势作用元件, 抑制Sp1蛋
白对基因转录的调控作用[9], 并且抑制Sp1表达可通

过上调某些抑癌基因, 起到促凋亡作用[10]。研究表

A: 对照(0 nmol/L光神霉素A); B: 50 nmol/L光神霉素A; C: 100 nmol/L光神霉素A; D: 150 nmol/L光神霉素A; E: 200 nmol/L光神霉素A; F: 250 nmol/L光
神霉素A; G: 300 nmol/L光神霉素A; H: A549细胞。*P<0.05, ∆P<0.05, 与对照组比较。

A: CK (0 nmol/L Mithramycin A); B: 50 nmol/L Mithramycin A; C: 100 nmol/L Mithramycin A; D: 150 nmol/L Mithramycin A; E: 200 nmol/L 
Mithramycin A; F: 250 nmol/L Mithramycin A; G: 300 nmol/L Mithramycin A; H: A549 cell. *P<0.05, ∆P<0.05 vs control group.

图 4   光神霉素A作用A549/DDP细胞MRP1、Sp1和GAPDH蛋白Western blot结果

Fig.4   The Western blot results of MRP1, Sp1 and GAPDH of A549/DDP by Mithramycin A
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明, Sp1特异性阻断剂光神霉素A能明显抑制结直肠

癌细胞中NGX6基因的表达[11], 抑制非小细胞肺癌细

胞中VEGF基因的表达[12]。Jia等[13]研究表明, 光神霉

素A作用胰腺肿瘤细胞后明显抑制Sp1及受其调控

的下游基因, 本研究表明, 300 nmol/L光神霉素A作

用A549/DDP细胞48 h后, Sp1 mRNA和MRP1 mRNA
表达量分别降低31.22%和85.44%, 但是仍然高于

A549细胞中Sp1 mRNA和MRP1 mRNA的表达水平。

Sachrajda等[14]研究表明, 250 nmol/L光神霉素A作用

黑色素瘤细胞, 对MRP1 mRNA表达的抑制率可达

90%, 与本实验结果一致。同时, 本研究结果表明, 
300 nmol/L光神霉素A作用A549/DDP细胞48 h后, 
Sp1和MRP1蛋白表达量分别降低53.27%和40.42%, 
但是仍然高于A549细胞中Sp1和MRP1蛋白表达水

平。因此, 光神霉素A对人肺腺癌A549/DDP细胞中

MRP1基因表达具有明显的抑制作用, 这些实验结果

将为阐明Sp1对MRP1基因表达的调控机制奠定基

础, 但其具体的机理及在临床上对肺癌细胞的治疗

作用尚有待进一步研究。
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