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mbr-FPGS 高效表达质粒增强 Jurkat 细胞对甲氨蝶呤
的敏感性 

胡文佳 1, 孙玉洁 1,2 

1. 南京医科大学细胞生物学系, 南京 210029;  
2. 江苏省人类基因组重点实验室, 南京 210029 

摘要: 叶酰多聚谷氨酸盐合成酶(Folylpolyglutamate synthetase, FPGS)是将化疗药物甲氨蝶呤(Methotrexate, 

MTX)转化成甲氨蝶呤多聚谷氨酸盐(MTXPG)的关键酶, 其表达水平直接影响肿瘤细胞对 MTX 敏感性。与 B

细胞急性淋巴细胞白血病(B-ALL)相比, T 细胞急性淋巴细胞白血病(T-ALL)细胞中 FPGS 表达水平低, 因此对

MTX 不敏感。本实验室前期研究证实, 位于 BCL2 基因 3′-UTR 区的一段长 279 bp 的 DNA 序列 mbr 具有显著

的增强子效应。文章构建了含有 mbr 增强子样序列的 FPGS 表达质粒, 用其转染 Jurkat 细胞后, 分别以 Western 

blotting 和 MTT 法检测 FPGS 表达水平及 MTX 对肿瘤细胞的抑制率。结果表明 mbr 能够显著提高 FPGS 表达

质粒的表达水平, 并有效增强 Jurkat 细胞对 MTX 的敏感性。这一结果为将基础研究结果应用于临床、提高 MTX

对 T-ALL 细胞的化疗疗效提供了新的思路。 
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The mbr-FPGS efficient expression plasmid enhances the sensitivity 
of Jurkat cells to methotrexate 
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Abstract:  Folylpolyglutamate synthetase (FPGS) is the key enzyme that converts chemotherapy drug Methotrexate 

(MTX) into MTXPG. The expression level of FPGS directly influences MTX-sensitivity of tumor cells. Compared with 

B-cell acute lymphocytic leukemia (B-ALL), T-cell acute lymphocytic leukemia (T-ALL) cells express a lower level of 

FPGS, which results in insensitivity of the cells to MTX. Our previous work has demonstrated that 279 bp mbr element 

located within the 3′-UTR of the BCL2 gene possesses enhancer function. In this study, FPGS expression plasmid contain-

ing mbr element at the 5′ upstream of the gene was constructed and transfected into Jurkat cells to sensitize the cells to 

MTX. Western blotting and MTT assay were applied to detect the FPGS expression level and suppression rate of the cells 
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treated by MTX, respectively. We found that the mbr enhanced the expression of FPGS significantly and increased sensitiv-

ity of Jurkat cells to MTX efficiently, while FPGS expression plasmid without mbr element had less effect. Our data pro-

vides a new clue for the clinical application of mbr regulatory element and may contribute to improvement of MTX treat-

ment in T-ALL. 

Keywords: FPGS; mbr element; overexpression; MTX-sensitivity  

自 1948年首次报道甲氨蝶呤前体——氨蝶呤可
以用于治疗儿童急性白血病以来, 以此为基础的化
疗方案开始广为应用。甲氨蝶呤(Methotrexate, MTX)
作为叶酸合成拮抗剂, 目前已成为应用于白血病、
淋巴瘤、头颈部肿瘤、骨肉瘤以及风湿关节炎最为

广泛的一种抗代谢药物。研究表明MTX为叶酸同类
物, 主要借助于还原性叶酸载体(RFC)进入细胞, 进
入细胞的MTX在叶酰多聚谷氨酸盐合成酶(FPGS)
的作用下形成甲氨蝶呤多聚谷氨酸盐 (MTXPG)。
MTX及MTXPG共同和二氢叶酸竞争与二氢叶酸还
原酶(DHFR)结合, 从而使二氢叶酸不能被还原成四
氢叶酸, 导致一碳单位形成减少, DNA、RNA合成受
限, 快速增生的肿瘤细胞因缺乏复制所需的原料而
逐渐死亡 [1]。但是 , 利用MTX在抑制白血病细胞
DNA合成的同时也抑制了正常细胞DNA合成, 进而
导致多种不良反应 [2]。MTX的代谢产物MTXPG有
2～7 个不等谷酰胺链, 与DHFR结合能力较MTX更
强, 而且MTXPG 的抗代谢作用比MTX强, 在细胞
内的停留时间比MTX长[3] , 抗肿瘤的作用也更强。
因此, 决定MTX疗效和毒副作用大小的主要因素是
细胞内MTX和MTXPG的浓度和停留时间。由于
T-ALL细胞中FPGS的表达水平比B-ALL细胞要低 , 
细胞内MTX活性代谢产物MTXPG的量很低 , 必须
高剂量使用MTX来补偿[4,5]。所以, 治疗急性淋巴细
胞白血病 (ALL)尤其T细胞急性淋巴细胞白血病
(T-ALL) 通常使用大剂量MTX,  而严重的毒副反
应是制约疗效的关键因素。因此, 增强肿瘤细胞内
的FPGS表达水平 , 是提高肿瘤细胞对MTX的敏感
性, 减少MTX对正常细胞的毒性的关键环节。 

人BCL2基因的编码产物BCL2蛋白是调节细胞
凋亡的关键因子 [6], 利用报告基因系统和基因定向
打靶技术我们已证实, BCL2 基因的 3′端非翻译区
(3′-UTR)的主要断裂点区(Major breakpoint region, 

mbr)是一个正向调控元件, 可显著增强BCL2 表达
水平 , 这一效应在人急性T淋巴细胞性白血病细胞
(Jurkat)中尤为显著[7,8], 显示mbr作为正向调控元件
在T细胞性白血病细胞能够最大程度发挥其功能。 

为了提高 MTX 对 T 细胞急性淋巴细胞白血病
疗效, 降低毒副反应, 本研究利用 mbr 调控元件的
增强子效应, 构建了 mbr-FPGS高效表达载体, 以人
急性 T 淋巴细胞性白血病细胞 Jurkat 为模型, 研究
mbr 介导的 FPGS 高表达对于提高白血病细胞对
MTX敏感性的作用。该研究为临床抗肿瘤药物获得
更好的疗效提供了新的思路。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

Jurkat(人急性 T淋巴细胞性白血病细胞株)和质
粒 pEGFP-C1 由美国洛杉矶希望城国立医学中心的
Dr.Krontiris实验室馈赠。 

1.2  方法 

1.2.1  mbr-FPGS 高效表达质粒的构建 

用 Trizol 法从 Jurkat 细胞中提取总 RNA, 使用
逆转录试剂盒(ABI公司)将总 RNA逆转录为特异性
cDNA, 特异性逆转录引物 FPGS-reverse 的序列为
5′-GGCCAGGCAGCGCACACAAT-3′。特异性 cDNA
再经 PrimerSTAR HS DNA Polymerase(TaKaRa公司)
扩增得到目的 FPGS 片段, 利用 Primer Premier 5.0
设计 PCR引物, 引物序列如下： 

FPGS-F： 5′-CCCAAGCTTCTATGTCGCGGGC 
GCGGAGC-3′,  

FPGS-R：5′-CCGGAATTCCTACTGGGACAGT 
GCGGGCT-3′。 

选取表达载体 pEGFP-C1上多克隆位点中 Hind
Ⅲ、EcoRⅠ两个酶切位点 , 将 FPGS 片段克隆至



 
第 6期 胡文佳等: mbr-FPGS高效表达质粒增强 Jurkat细胞对甲氨蝶呤的敏感性 707 

 

 

pEGFP-C1; 在 T4 连接酶(TaKaRa 公司)的作用下, 
经试剂盒切胶纯化(Axygen 公司)的 FPGS 片段插入
同样经双酶切的 pEGFP-C1载体, 得到含有 FPGS片
段的 FPGS-pEGFP-C1表达质粒。另外, 以 Jurkat细
胞基因组DNA为模板, 用 AseⅠ-mbr引物对 PCR扩
增 BCL2基因 mbr序列。其中, AseⅠ-mbr引物对序
列包括： 

AseⅠ-mbr F：5′-AGTTATATTAATCTTTAGAG 
TTGCTTTACGTGGC-3′,  

AseⅠ-mbr R：5′-AGTTATATTAATAGGATAG 
CAGCACAGGATTG-3′。 

在 T4连接酶的作用下, 将纯化后的目的片段用
AseⅠ酶切, 与同样经 AseⅠ酶切的 FPGS-pEGFP-C1
表达质粒连接, 构建 mbr-FPGS高效表达质粒。载体
结构如图 1 所示。重组质粒分别经酶切鉴定和菌液
PCR鉴定, 菌液 PCR鉴定引物序列如下： 

mbr-identify-F：5′-AGTTATATTAATCTTTAGA 
GTTGCTTTACGTGGC-3′, 

mbr-identify-R：5′-TATTGGCGTTACTATGGGA 
ACAT-3′。 

 

 
 

图 1  mbr-FPGS 高效表达质粒结构示意图。 
 

1.2.2  细胞培养与基因转染 

人白血病 T 淋巴细胞系 Jurkat 细胞培养于含有
10% 新生牛血清、10 mmol/L HEPES、 1 mmol/L
丙酮酸钠、100 U/mL青霉素和 100 U/mL链霉素的
RPMI-1640培养液中, 于 37℃、5% CO2培养箱中培

养, 培养密度为 0.2-1.0×106 个/mL。 
采用电转方法分别将 mbr-FPGS高效表达质粒、

FPGS-pEGFP-C1 质粒、pEGFP-C1 质粒转染 Jurkat
细胞, 具体操作步骤为：将 1×107个 Jurkat细胞重悬
于 350 μL不含抗生素的培养液中; 加入 20 μg质粒
混匀, 在室温下静置 15 min; 将混合物转移至电转
杯, 选择参数 250 V, 975 μF进行电击; 电击后室温
下静置 15 min, 转移至 8 mL不含抗生素的培养液中, 
37℃培养 48 h, 收获细胞。 

1.2.3  Western blotting 检测 FPGS 蛋白表达水平 

收获细胞, 用预冷的 PBS 洗一次, 加入预冷的
裂解缓冲液裂解, 收集于离心管中, 置冰上进一步
裂解 20 min后, 收集蛋白上清液用BIO-RAD的蛋白
定量检测试剂按照说明书的方法测定蛋白浓度, 加
入 5×SDS凝胶加样缓冲液, 煮沸 5 min。按照蛋白浓
度进行加样, 进行 10%的 SDS-PAGE, 采用湿转法
将蛋白转移至 PVDF膜上。将 PVDF膜用 5%脱脂奶
粉封闭 , 分别加入滴度 1： 300 的 FPGS 抗体
(SantaCruz Biotechnology 公司)和滴度 1：4000 的
β-actin单抗(SigmaChemical公司), 4℃摇床孵育过夜; 
用抗兔或抗鼠二抗(1:4000)于室温孵育 1 h; 用 ECL
发光, 胶片显色, 分析结果。以 β-actin为内参照。 

1.2.4  MTT 法检测增殖情况 

利用 MTT 法检测 MTX 半数抑制浓度(IC50), 
方法为：收集对数生长期的 Jurkat 细胞, 接种于 96
孔板。参照临床药物 MTX 血浆峰值浓度配制成 5
个药物浓度梯度 , 浓度为：2×10−6 mg/mL、1×10−5 

mg/mL、5×10−5 mg/mL、2.5×10−4 mg/mL、1.25×10−3 

mg/mL; 以含有 10%小牛血清的 RPMI-1640 培养液
溶解。MTX 标准品 (江苏省食品药品检验所 )用
DMSO 配置为 100 mg/mL 溶液 , 4℃避光保存。 
Jurkat 细胞每孔接种 10 000 个, 加入不同浓度的
MTX, 每个浓度设 3个复孔, 培养 24 h、36 h、48 h、
60 h、72 h。加入 5 mg/mL MTT(Sigma公司) 10 μL, 
孵育 4 h后加入 100 μL三联溶液(10%SDS, 5%异丁
醇, 0.012 mol/L HCl, 以蒸馏水溶解), 在全自动酶标
仪上测定 570 nm 波长的吸光度值 (A)。应用
SPSS10.0软件计算 IC50。细胞存活率=(试验孔 A值
/对照孔 A值)×100%。 

1.2.5  统计学分析 

SPSS10.0 统计软件进行分析处理, P<0.05 具有
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统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  mbr-FPGS高效表达质粒的构建和鉴定 

以 Jurkat 细胞特异性 cDNA 为模板, 用合成的
一对引物作 PCR扩增 FPGS 序列, PCR 扩增产物经
琼脂糖电泳检测结果表明大小与预期值相符。在 T4
连接酶的作用下, 将该片段从 HindⅢ和 EcoRⅠ两
个酶切位点克隆到质粒载体 pEGFP-C1 中, 构成质
粒 FPGS-pEGFP-C1。用内切酶 HindⅢ和 EcoRⅠ对
FPGS-pEGFP-C1 进行双酶切鉴定, 阳性克隆切下约
1.7 kb片段, 经 1%琼脂糖凝胶电泳初步证明克隆正
确(图 2)。另外, 以 Jurkat 细胞基因组 DNA 为模板,  
PCR扩增BCL2基因mbr序列, 在T4连接酶的作用下, 
将纯化后的目的片段用 AseⅠ酶切, 与上述构建的
FPGS-pEGFP-C1 质粒连接, 构建出 mbr-FPGS 高效
表达质粒。用菌液 PCR初步验证 mbr片段的正向插
入, PCR结果显示目标片段大小正确(图 3)。将得到的
阳性菌株送华大基因公司测序, 证实克隆结果正确。 

2.2  FPGS蛋白表达水平分析 

电转后 48 h检测 Jurkat细胞 FPGS蛋白水平, 如
图 4所示, 3组细胞都表达内源性 FPGS蛋白, 转染 

 

 
 

图 2  FPGS-pEGFP-C1 质粒 HindⅢ/EcoRⅠ双酶切后琼

脂糖凝胶电泳鉴定结果 
M：DL2000 DNA marker; 1：pEGFP-C1质粒未酶切; 2：pEGFP-C1
质粒双酶切; 3：FPGS-pEGFP-C1质粒未酶切; 4：FPGS-pEGFP-C1
质粒双酶切。 

 
 
图 3  mbr-FPGS 高效表达质粒菌液 PCR 后琼脂糖凝胶

电泳鉴定结果 
M ：DL2000 DNA marker; 1：阴性对照组; 2：mbr-FPGS阴性克
隆; 3：mbr-FPGS阳性克隆。 

 

 
 

图 4  mbr-FPGS 高效表达质粒转染 Jurkat 细胞 Western 
blotting 分析结果 

1：pEGFP-C1质粒; 2：FPGS-pEGFP-C1 质粒; 3：mbr-FPGS高
效表达质粒。 

 
FPGS-pEGFP-C1质粒组及 mbr-FPGS高效表达质粒
组细胞能够表达外源性 EGFP-FPGS融合蛋白, 但是, 
转染了mbr-FPGS高效表达质粒细胞的 FPGS表达水
平显著高于 FPGS-pEGFP-C1 组(P<0.05), 显示 mbr
调控元件对 FPGS表达载体的增强效应。 

2.3  转染mbr-FPGS高效表达质粒显著提高细胞对
MTX敏感性 

用 MTT法检测 MTX对用不同质粒转染细胞的
抑制率, 并绘制细胞增殖率浓度梯度曲线。如图 5
所示, 尽管转染了mbr-FPGS高效表达质粒及 FPGS- 
pEGFP-C1 质粒细胞对 MTX 的敏感性均显著提高, 
但mbr-FPGS表达质粒作用下, 细胞抑制率比 FPGS- 
pEGFP-C1 对照质粒组明显提高。A、B、C 图分别
为不同浓度 MTX处理细胞 24 h、48 h、72 h后 MTT
结果。当 MTX 浓度高于 1×10−5 mg/mL 时, 各浓度 
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下MTX对 Jurkat细胞均有增殖抑制作用, 而低浓度

(2×10−6 mg/mL)MTX 处理对细胞出现促进增殖作

用。接着, 我们选取了增殖率差异最明显的浓度(1× 

10−5 mg/mL)MTX处理细胞, 建立时间曲线。如图 6 

所示, MTX 对 Jurkat细胞的抑制作用呈时间依赖关

系。mbr-FPGS高效表达组细胞 IC50值(72 h)为 2.63 

ng/mL, 约是 pEGFP-C1组细胞 IC50值(19.01 ng/mL)

的 1/7(P<0.05)。这些观察结果表明, mbr增强子可有

效地提高表达载体表达 FPGS的效率, 而 FPGS的高

效表达可显著增强白血病细胞对 MTX的敏感性。 

 

 
 

图 5  不同浓度的甲氨蝶呤对 Jurkat 细胞生长的抑制曲线 
A：MTT检测 MTX处理 24 h后细胞增殖率; B：MTT检测 MTX
处理 48 h后细胞增殖率; C：MTT检测 MTX处理 72 h后细胞增
殖率。 

 
 

图 6  1×10−5 mg/mL 浓度的 MTX 处理细胞不同时间的细

胞生长抑制曲线 

 

3  讨 论 

MTX是一种叶酸拮抗剂, 于 1956 年代替氨基
蝶呤开始应用于临床, 从此它便成为ALL治疗方案
中的一个重要药物。细胞内的MTX及其在FPGS作用
下生成的MTXPG可以共同作用于叶酸代谢途径 , 
发挥细胞毒性功能。与MTX相比, MTXPG在细胞内
保留的时间更长, 并且能够更有效地竞争细胞内的
某些叶酸辅因子, 从而使DNA合成、修复和细胞复
制等生物合成途径受到抑制。因此, 细胞内蓄积的
MTXPG浓度的高低是MTX发挥抗白血病作用的决
定因素。Kager等 [4]研究了叶酸代谢途径相关基因

mRNA表达水平与ALL亚型之间的关系 , 发现在
T-ALL细胞中FPGS低水平表达。Synold等 [5]对 101
例预后相对较差的儿童 T-ALL和非超二倍体的
B-ALL分别给予大剂量MTX和小剂量MTX方案治
疗, 发现与B-ALL相比, T-ALL细胞中MTXPG的蓄
积浓度显著低于前者。所以T-ALL需要更大剂量的
MTX才能得到有效治疗, 而高剂量药物化疗又伴随
着更大的毒副反应。另有研究发现MTX耐药与FPGS
表达降低有关[9,10]。目前MTX的耐药机制研究集中
在 3 方面：多聚谷氨酸化的不足; 还原性载体转运
能力的降低; 二氢叶酸还原酶(DHFR)、FPGS等的活
性变化及其基因扩增和突变[11]。其中FPGS作为MTX
代谢途径中的关键酶之一, 其表达水平是决定细胞
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内MTXPG浓度的关键, 直接与疗效相关。因此提高
FPGS的表达水平 , 是增强MTX化疗敏感性的重要
途径。 

本研究首次构建并鉴定了含有增强子序列 mbr
的 FPGS高效表达质粒, 在后续实验中, 用该质粒转
染 Jurkat细胞后经 Western blotting验证 FPGS表达
水平得到明显提高。同时, MTT 实验也证实高表达
FPGS 可显著增强肿瘤细胞对 MTX 的敏感性, 并且
该作用具有时间依赖性。其中 mbr-FPGS 高效表达
质粒的转染导致 MTX 对肿瘤细胞的抑制作用要明
显高于转染 FPGS-pEGFP-C1对照质粒组, mbr-FPGS
高效表达组细胞 IC50值(72 h)约是对照组细胞 IC50
值的 1/7。 

我们的研究结果提示： (1)在T白血病细胞中 , 
mbr可有效的发挥其增强下游基因表达的功效 , 利
用mbr-FPGS表达质粒可在T白血病细胞中高效表达
FPGS,  这与我们前期研究中发现mbr的调控功能
与SATB1蛋白密切相关是一致的[7]; (2)利用mbr调控
元件构建外源性FPGS高效表达载体 , 可有效增强
T-ALL细胞对MTX的敏感性, 为提高白血病的化疗
疗效、降低毒副反应提供了新思路; (3)FPGS是一种
与 5-Fu作用密切相关的蛋白, 以往的研究证实, 肿
瘤细胞对 5-Fu的敏感性也与FPGS的表达水平呈正
相关[12]。因此, mbr-FPGS高效表达质粒的应用可拓
展到提高肿瘤细胞对化疗药物 5-Fu敏感性的研究。 

综上所述, 本研究为将基础研究结果应用于临
床、提高 MTX 对 T-ALL 细胞的化疗疗效提供了新
的思路。 
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