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MDR1启动子的活性研究

刘 蕊
（天津医科大学第二医院药剂科，天津 300211）

摘要 目的：克隆编码多药耐药基因-1（MDR1）中不同长度的启动子片段并探讨和比较其在乳腺癌细胞中的转录活性。 方法：
利用 PCR扩增技术以 MCF-7/ADR 细胞基因组为模板克隆 3 种不同长度的启动子片段。 pGL3-basic 的启动区域中，构建一系
列报告基因载体 pGL3-MDR1Pn。 以 pGL3-control 为阳性对照， 分别将含不同长度的 MDR1 启动子的报告基因载体 pGL3-
MDR1Pn 与 pRL-TK 以一定比例共转染到敏感的 MCF-7 细胞和耐阿霉素的 MCF-7/ADR 细胞，通过分析表达的荧光素酶的活
性比较不同长度的启动子片段在这两种细胞中的转录活性。 结果：酶切鉴定和测序验证了已将不同长度的 MDR1 启动子片段
成功插入到荧光素酶报告基因载体 pGL3-basic 中，且克隆的片段中没有出现碱基突变。 将表达载体转染细胞后活性检测结果
显示，pGL3-MDR1P1、pGL3-MDR1P2 和 pGL3-MDR1P3 在 MCF-7 中活性分别为阳性对照的（13.03±2.35）%、（14.60±3.57）%
和（10.27±1.89）%；而在 MCF-7/ADR 中活性分别为阳性对照的（105.26±6.84）%、（59.08±4.95）%和（62.39±5.76）%。 结论：成功
克隆了 MDR1 启动子片段，并成功构建了荧光素酶报告基因载体 pGL3-MDR1P。 启动子的活性分析结果初步表明长度约为
2 000 bp 的 MDR1P1在 MCF-7/ADR中具有相对较高的特异性。
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Research on the activity of MDR1 promoter
LIU Rui
（Department of Pharmacy, The Second Hospital, Tianjin Medical University, Tianjin 300211, China）
Abstract Objective: To clone different lengths of promoter from multi-drug resistance gene 1 and analyze its activities in MCF-7 cells or
MCF-7/ADR cells. Methods: According to a review about the transcriptional regulation to human multi-drug resistance gene 1, three
fragments of MDR1 promoter from MCF-7/ADR cell were amplified by PCR, and then they were inserted into pGL3-basic, a luciferase
reporter gene vector, to construct pGL3-MDR1Pn which were directed by MDR1 promoter. The different lengths of MDR1 promoter reporter
gene vector pGL3-MDR1Pn and pRL-TK were co-transfected into MCF-7 cells or MCF-7/ADR cells in a certain proportion, where pGL3-
control was a positive control. The transcriptional activity of MDR1 promoter at three different lengths in the two kinds of cells were
compared by the luciferase activity. Results: The constructions of pGL3-MDR1Pn were determined by DNA sequencing. Compared with
the positive control, the activities of pGL3-MDR1P1, pGL3-MDR1P2 and pGL3-MDR1P3 in MCF-7 were (13.03±2.35)%, (14.60±3.57)%
and (10.27±1.89)%, respectively. But their activities in MCF-7/ADR were (105.26±6.84)%, (59.08±4.95)% and (62.39±5.76)%, respectively.
Conclusion: The MDR1 promoter is cloned successfully and the luciferase reporter gene vectors pGL3 -MDR1P are successfully
constructed. These results show that MDR1P1 with 2 000 bp may have higher specificity in MCF-7/ADR cells than that in MCF-7 cells.
Key words MDR1; promoter; luciferase reporter gene; detection of activity

近些年来恶性肿瘤的发病率呈现逐年上升趋

势，死亡率仅次于心脑血管疾病。化学药物治疗是

恶性肿瘤综合疗法的方法之一。然而在恶性肿瘤的

医治过程中产生的多药耐药（multidrug resistance，
MDR）现象是导致化疗失败的主要原因之一。多药

耐药是指肿瘤对一种抗肿瘤药物出现耐药的同时，

会对其他许多结构不同、作用机制不同的抗肿瘤药

物也产生交叉耐药现象[1]。肿瘤多药耐药产生的机

制多样，其中最重要的机制之一是由 P-糖蛋白（P-

glycoprotein, P-gp）介导的。P-gp 是一个 ATP 依赖

性的药物外排泵，能利用 ATP 水解释放的能量主动

将亲脂性化疗药物转运至细胞外，使得细胞内药物

浓度低于有效浓度，从而致使肿瘤细胞产生多药耐

药现象[2]。而 P-gp 这种跨膜糖蛋白正是多药耐药基

因 1（MDR1）所编码的产物。文献报道 P-gp 的表达

高低与乳腺肿瘤化疗后的耐药性呈一定的正相关

性[3]，而一种蛋白的表达高低主要是由其相应启动

子的转录活性决定的。P-gp 的过量表达与 MDR1 基

因启动子的活性上调有关，因此利用肿瘤耐药细胞

中 MDR1 启动子异常的激活特性，可以实现对肿瘤
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耐药细胞的靶向基因治疗。王向玲等[4]构建的 MDR1
启动子驱动的 CD-TK 双自杀基因载体对多药耐药

白血病细胞具有靶向杀伤作用。而王波等[5]对其建

立的 MDR1 启动子调控的 CD-TK 双自杀基因系统

在胶质瘤耐药细胞中的研究表明这种特异性启动

子调控的自杀基因治疗能够进行选择性特异性杀

伤。目前大多文献报道有关 MDR1 启动子的活性研

究中，克隆的启动子片段长度范围大部分是在-
198~+43（241bp）。本研究根据文献[6]克隆了 3 个不

同长度的 MDR1 启动子片段，其中包括大多文献报

道的长度为 241bp 的 MDR1 启动子片段。通过研究

比较它们的活性，以寻找活性更好或更具靶向性的

MDR1 启动子片段，为靶向性治疗耐药肿瘤提供一

定的实验基础。

1 材料与方法
1.1 载体与感受态 pMD19-T simple vector 购自

大连宝生物工程有限公司，质粒 pGL3-basic vector、
pGL3-control vector 及 pRL-TK 购自 Promega 公司。

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞购自北京索莱宝科技

公司。

1.2 主要试剂 TaqDNA 聚合酶、pfuDNA 聚合酶

购自上海申能博彩生物公司；限制性内切酶 NheⅠ、

KpnⅠ购自 NEB 生物技术（北京）有限公司；T4 DNA
连接酶、Trans2K plus DNA Marker 购自北京全式金

生 物 技 术 有 限 公 司 。 Lipofectamine 2000 购 自

Invitrogen。血液基因组提取试剂盒购自北京康为世

纪生物科技有限公司；琼脂糖凝胶 DNA 纯化回收

试剂盒、片段回收试剂盒购自大连宝生物工程有限

公司；质粒小提取试剂盒、无内毒素质粒小提取试

剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；双荧光素酶报

告基因检测试剂盒购自 Promega 公司。

1.3 细胞培养 人乳腺癌细胞系 MCF-7 及其耐阿

霉素耐药细胞株 MCF-7/ADR 购自中国医学科学院

血液学研究所，用含 10% FBS 及 2 mmol/ L-谷氨酰

胺的 DMEM 培养基于 5% CO2、37 ℃饱和湿度条件

下培养。

1.4 不同长度的 MDR1启动子的扩增 根据文献[6]

中有关对 MDR1 启动子转录活性的调节的报道，克

隆 3 个不同长度的 MDR1 启动子片段：（1）-1904~
+43（1947 bp）；（2）-986~+43（1029 bp）；（3）-198~
+43（241 bp）。并将这 3 种启动子命名为 MDR1Pn
（n=1, 2, 3; 分别代表不同长度的启动子片段），以

MCF-7/ADR细胞中提取的基因组为扩增模板，上游引

物分别为 primer 1 ∶ 5 -GCGCGGTACC GTCAGTG
GAGCAAAGAAATGG-3、primer 2∶5-GCGCGGTACC

GGAAA CA TCCTCAGACTATGC -3 和 primer 3 ∶5 -
GCGCGGTACCCTAGAGAGGTGCAACGGAAGC；下

游引物均为 primer 4 ∶5-GCGCGCTAGC GCGGCCT
CTGCTTCTTTGAGC-3（下划线部分分别为 KpnⅠ和

NheⅠ酶切位点）。所扩增片段回收后与 T 载体连接

构建中间载体 T-MDR1Pn，转化至感受态 DH5α 后

通过菌液 PCR 筛选阳性克隆，选择测序正确的菌种

保存备用。

1.5 表达载体 pGL3-MDR1Pn 的构建及鉴定 将

质粒 pGL3-basic vector 和中间载体 T-MDR1Pn 分

别用限制性内切酶 KpnⅠ和 NheⅠ进行双酶切，将

回收的不同长度的启动子片段分别按照一定比例

与线性空载体 pGL3-basic 在 T4 连接酶作用下连

接。将连接产物转化至 DH5α 后通过菌液 PCR 筛选

阳性克隆，并用 KpnⅠ和 NheⅠ进行双酶切鉴定。

1.6 MDR1Pn 的活性检测 用无内毒素质粒小提

试剂盒分别提取质粒 pGL3-MDR1Pn、pGL3-basic、
pGL3-control 和 pRL-TK。按照双荧光酶报告基因

试剂盒操作步骤，以 pGL3-control 为阳性对照，将

pGL3-MDR1Pn 与海肾荧光素酶载体 pRL-TK（作

为内参，校正转染效率）以质量比为 40∶1 的比例分

别共转染至 MCF-7 细胞和 MCF-7/ADR 细胞中。

转染后 48 h，收集细胞并转移至 15 mL 离心管中，

1 000 r/min 离心 8 min，弃上清液，用 PBS 洗涤 1 次

后，再次离心弃上清液。向细胞沉淀加入 100 μL 细

胞裂解液，并转移至 1.5 mL EP 管中，振荡约 30 min
后，12 000 r/min 离心 5 min，然后将上清液转移至新

的 EP 管中。取 20 μL 上清于发光管中，加入 100 μL
荧光素酶测试试剂Ⅱ（LARⅡ），立即在化学发光检

测仪上检测；再往同一发光管中加入 100 μL Stop
&GloTM 试剂，立即测定并记录数据。

1.7 统计学处理 使用 SPSS-17.0 统计软件对数

据进行分析，数据结果以 ｘ±ｓ表示，采用 ANOVN LSD
或 Dunnett posthoc进行检验。当 P＜0.05 时认为差异

具统计学意义，P＜0.01时认为具有高度统计学意义。

2 结果
2.1 表达载体 pGL3-MDR1Pn 的构建及鉴定 以

MCF-7/ADR 细胞的基因组为模板，扩增了长度分

别为 1947 bp、1029 bp 和 241 bp 的 MDR1 启动子片

段（图 1A）。片段连入 T 载体后，测序结果与模板序

列一致。接着将测序正确的启动子片段经过酶切、

连接等插入目的表达载体 pGL3-basic，以构建由不

同长度启动子片段操纵表达萤火虫荧光素酶报告

基因的表达载体 pGL3-MDR1Pn，双酶切鉴定结果

表明载体构建成功（图 1B）。
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A. 不同长度的 MDR1 启动子片段的 DNA 琼脂糖凝胶电泳图；B. KpnⅠ和 NheⅠ双酶切鉴定 pGL3-MDR1Pn 结果电泳图

图 1 表达载体 pGL3-MDR1Pn的构建及鉴定
Fig 1 Construction and identification of pGL3-MDR1Pn

2.2 MDR1Pn 的活性检测 将构建好的荧光素酶

报告基因载体与 pRL-TK 分别共转染至 MCF-7 和

MCF-7/ADR 细胞中，培养 48 h 后裂解细胞并对表

达的荧光素酶的活性进行检测。结果显示 3 种不同

长度的启动子片段在 MCF-7 细胞中的活性均较

低，pGL3-MDR1P1、pGL3-MDR1P2、pGL3-MDR1P3
在 MCF -7 中活性分别为阳性对照的 （13.03 ±
2.35）%、（14.60±3.57）%和（10.27±1.89）%；而在耐药

细胞株 MCF-7/ADR 中 3 种不同长度启动子的活性

分别为阳性对照的（105.26±6.84）%、（59.08±4.95）%
和（62.39±5.76）%。其中长度为 1 947 bp的MDR1P1
的活性明显高于长度为 241 bp的MDR1P3（P<0.01）。
而与 MDR1P3相比，长度为 1 029 bp的MDR1P2在

耐药细胞MCF-7/ADR中的活性没有明显差异（图 2）。

3 讨论
近年来，国内外针对肿瘤多药耐药这一现象做

了很多研究，包括多药耐药的机制、多药耐药的逆

转以及寻找对肿瘤细胞具有特异性的启动子等。目

前对启动子的研究比较热门，因为找出一种对靶细

胞具有很高特异性的启动子的应用前景很大。如在

端粒酶阳性的肿瘤细胞中，hTERT 核心启动子被明

显激活，而在端粒酶阴性的正常细胞中，则明显受

到抑制，这表明 hTERT 启动子具有潜在的肿瘤靶向

的特异性[7]。对多药耐药细胞系的研究表明，MDR1
基因的表达调控可以发生在 DNA、RNA 和蛋白质

水平，而其启动子活性的激活是导致 MDR1 高表达

的主要原因[8]。如文献报道由 NF-B/p65 和 c-fos 转
录因子形成的复合物对 MCF-7 的 MDR1 启动子的

活性具有负性调控作用，而在 MCF-7/ADR 中则没

有[9]。Labialle 等[6]对 MDR1 的转录调节进行了综述，

其中总结了一些反式作用因子对启动子活性的调

节如 HSE、NF-R1、NF-R2、AP1、HSF-1、TCF 等。李

长龙等[10]对 MDR1 启动子的研究克隆出的是长度为

241 bp 的片段，其它大部分研究的也是该长度的

MDR1 启动子片段。本研究在此基础上克隆了另外

两个不同长度的 MDR1 启动子，其中较长的约为

2 000 bp，这一长度中涵盖了 HSF-1、TCF 的作用位

点。TCF-4 与 β-连环蛋白形成的复合物被报道是

hMDR1 基因转录的激活剂，它可以促进结直肠癌中

这种基因早期的不正常表达[11]。

报告基因是研究启动子活性的主要方法之一，

它是一种编码可被检测的蛋白质或酶的基因[12]。通

常使用的报告基因有 β-半乳糖苷酶(β-Gal)、葡萄

醛酸糖苷酶(GUS)、荧光素酶( LUC) [13]。如今，以北美

萤火虫为来源的荧光素酶基因的应用最为广泛，该

基因编码能够产生出 550 个氨基酸的荧光素酶蛋

白[14]。荧光素酶是在氧气存在的条件下能够使底物

发光的一类酶,该类酶与底物的结合特异性很强，并

且灵敏度高，因为没有激发光的非特异性干扰，信噪

比较高，因此具有其他报告基因无法取代的优势 [15]。

在实际应用萤火虫荧光素酶定量基因表达时，

一般采用第二个报告基因来降低实验的变化因素。

但传统的共报告基因(比如 β-Gal，GUS)不够便利，

因此本实验使用由 Promega 公司提供的双荧光素酶

报告基因测试系统。在本实验中我们将克隆的启动

子片段插入到萤火虫荧光素酶报告基因载体

*P<0.01，NS 无明显差异

图 2双荧光酶报告基因检测MDR1启动子活性
Fig 2 Dual luciferase reporter gene MDR1 promoter activity
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pGL3-basic 中，与海肾荧光素酶报告基因载体

pRL-TK 共转染至细胞中。其中以 pRL-TK 为内对

照使测试不被实验条件变化所干扰。应用此方法，

可以减少内在的变化因素所降低的实验准确性。
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