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摘要：目的  探讨氨甲喋呤对映体[(+)MTX，()MTX]对 A549 细胞的增殖抑制作用及诱导凋亡作用。方法  采用培养的

A549 细胞，应用 MTT 比色法分析其活性；用光学显微镜和荧光显微镜观察细胞的形态学变化；碘化丙啶(PI)单染流式细

胞术检测细胞周期；DNA 梯度电泳检测凋亡。结果  在 0.1~150 μmol·L1 范围内，(+)MTX 和()MTX 作用于 A549 细胞

24，48，72 h，均抑制细胞 A549 增值，但抑制强度为(+)MTX>()MTX，倒置显微镜和荧光显微镜观察不同浓度(+)MTX

和()MTX 作用 A549 细胞不同时间后，出现细胞不同程度的形态学改变；用 10 μmol·L1 的(+)MTX 和()MTX 作用 A549

细胞 48 h 后，PI 单染流式细胞术检测 A549 细胞周期的影响，表明氨甲喋呤对映体干扰 A549 细胞 DNA 合成；DNA 梯

度电泳检测结果发现 MTX 作用组有凋亡条带出现，其中(+)MTX 为明显。结论  (+)MTX 和()MTX 对 A549 细胞的抗

增殖作用具有化学结构的立体选择性，(+)MTX 的抗 A549 细胞增殖作用明显强于()MTX。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of methotrexate enantiomers [included (+)MTX, ()MTX] on the 
proliferation and apoptosis of A549 cells. METHODS  A549 cells were cultured. The cell proliferation was determined by 
MTT. The morphological changes were inspected by inverted microscope and fluorescence microscope. Cell cycle phases were 
assayed by propidium iodide staining flow cytometry. DNA ladder were used to detect the apoptosis. RESULTS  A549 cells 

were treated with (+)MTX and ()MTX at 1150 μmol·L1 for 24, 48, 72 h. The results showed that the proliferations of A549 

cells were significantly inhibited under the different conditions. The order of the inhibited efficacy was (+)MTX>()MTX. The 

morphological of A549 cells were found changes by (+)MTX and ()MTX treatment. After administration of 10 μmol·L1 of 

(+)MTX and ()MTX for 48 h, respectively, the cell cycle phases were assayed by propidium iodide staining flow cytometry. 
DNA ladder was the most recognized marker of apoptosis, and there was obvious DNA ladder in (+)MTX treated group. The 

result showed DNA replication was interfered by (+)MTX and ()MTX treatment. CONCLUSION  The proliferation of A549 

cells have the chiral selective effects by (+)MTX and ()MTX treatment, and the inhibition on A549 cells proliferation of 

(+)MTX was significantly stronger than ()MTX. 
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手性是自然界的基本特征之一，生物大分子如

核酸、蛋白质和酶普遍通过严格手性匹配识别对

映体分子，它们间的识别效应不同所产生的生物

效应存在差异[1-2]。氨甲喋呤(methotrexate，MTX)

即对-苯甲基甲氨基[(2，4-二氨基-6-喋啶) -N-甲基

甲氨基]，其侧链第 4 个碳原子为手性碳原子，存

在 2 种对映体形式，分别为(+)MTX 和(-)MTX。到

目前为止，临床上 MTX 手性问题没有给予应有的

重视，仍以消旋体形式应用于临床[3]，主要原因是

人们对这 2 种构型的 MTX 对映体认识尚不深。它

是一种细胞周期特异性的抗代谢药，能竞争性地

结合二氢叶酸还原酶(DHFR)抑制核苷酸代谢，阻
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断 DNA 的合成[4]。文献报道研究了氨甲蝶呤对映

体对 A549 细胞株的耐药性及其生物学特征[5-7]。

而有关(+)MTX、()MTX 直接作用 A549 后，对细

胞抑制及周期阻滞且发生凋亡作用差异未见报

道。本试验以 A549 人肺腺癌细胞株为研究对象，

通过体外试验研究氨甲喋呤对映体对肿瘤细胞的

抑制作用及其机制，为开发 MTX 的单一体药物提

供参考和理论基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Multiskan MK3 酶标仪(美国 Thermo 公司)；

流式细胞仪(美国 Beckman Coulter 公司)；二氧化

碳培养箱(美国 Forma Scientific 公司)；OLMPUS 

IMT-2 倒置显微镜(日本 OLMPUS 公司)；Tanon 

GIS-2008 凝胶成像系统(天能科技上海有限公司)；

6 孔、96 孔细胞培养板(美国 Corning 公司)；AE 240

电子天平(十万分之一)(瑞士 Mettler 公司)。 

1.2  材料 

A549 细胞株(兰州军区总医院药材科)；胎牛

血清(杭州四季青生物工程材料有限公司)；氨甲喋

呤对映体[美国 Sigma 公司，(+)MTX、()MTX 批

号分别为 SIK1820、89H1296，纯度均>98%]；100

万单位注射用硫酸链霉素、160 万单位注射用青霉

素钠(河北石家庄制药有限公司)；甲基噻唑蓝四氮

唑盐 (MTT)(美国 Sigma 公司 )；二甲基亚砜

(DMSO)(美国 Sigma 公司)；碘化丙锭(propidium 

iodide，PI)(美国 Sigma 公司)。 

2  实验方法 

2.1  细胞培养  

细胞常规培养于体积分数为 10%新生小牛血

清(经 56 ℃水浴灭活 30 min)的DMEM高糖培养液

中，其中含有青霉素 100 IU·mL1 及链霉素 100 

IU·mL1，在 37 ℃体积分数为 5% CO2、饱和湿度

的 CO2 孵箱内闭式培养。实验采用传代后第 3 天

处于指数增殖期的细胞。 

2.2  MTT 法检测细胞增殖抑制 

将细胞悬液以1.9×107个·L1的细胞密度接种

于 96 孔培养板，每孔 200 μL，置于 CO2 培养箱中，

37 ℃培养 24 h，待细胞附壁后小心吸出各孔内培

养液，设置溶媒对照组(不加药物)及 6 个不同浓度

(0.01，0.1，1，10，100，150 μmol·L1)的(+)MTX、

()MTX 给药组，每组均设 3 个复孔，分别培养 24，

48，72 h。于培养结束前 4 h，各培养孔加入 MTT(5 

mg·mL1)溶液 20 μL，培养结束后，弃上清液，每

孔加入 DMSO 150 μL，震荡 10 min 后，用全自动

酶标仪 570 nm 波长处测定吸收度 A 值，计算细胞

抑制率(IR)。IR 用下式计算：IR(％)=[(对照组 OD

值均数试验组 OD 值均数)/对照组 OD 值均数]×

100%，实验重复 3 次，并计算各药物抑制细胞增

殖 50%的浓度 IC50 值。 

2.3  细胞的形态学分析 

A549 细胞培养在分别含有(+)MTX、()MTX 

(0，0.1，1，10，100 μmol·L1)的培养液中，24，48，

72 h 后在倒置显微镜下观察细胞形态改变。 

2.4  荧光显微镜观察 

常规培养 A549 细胞，接种于 6 孔板内 48 h，

分溶剂对照组和(+)MTX、()MTX(10 μmol·L1) 

48 h 后进行 DAPI 染色，步骤如下：PBS 清洗 1

次，4%的多聚甲醛 PBS 在室温固定 20 min，PBS

漂洗 3次，每次 3 min，加入 DAPI染色液(1 μg·mL1

无水甲醇)作用 15 min，PBS 漂洗 3 次，每次 3 min。

荧光显微镜下观察。 

2.5  细胞周期检测 

分别收集空白组及各种药物作用 48 h 后的

A549 细胞，并制成 3.4×106 个·mL1 的细胞悬液，

1 000 r·min1 离心 5 min，弃上清液，PBS 洗 2 次

后再调整为 2×106 个·mL1。70%的乙醇(按 1︰4 

的比例)混 ，过夜待检。检测前用 PBS 洗涤，加

入 RNase(1 g·L1)200 μL，37 ℃水浴 30 min，用

PI(50 mg·L1)800 μL 进行染色，室温避光 30 min，

流式细胞仪评估细胞周期动力学变化，所用软件

为 Cellqest。 

2.6  DNA 琼脂糖凝胶电泳 

实验分组：分溶剂对照组、 10 μmol·L1 

(+)MTX 组和 10 μmol·L1 ()MTX 组，常规收集

10 μmol·L1 (+)MTX 和 10 μmol·L1 ()MTX 处理

48 h 的 A549 细胞，按细胞 DNA 提取试剂盒

(MoBio，USA)说明提取 DNA，2%琼脂糖凝胶，

100 V 电泳约 40 min。 

2.7  统计学方法  

数据以 sx  表示，用 SPSS 10.0 软件对所有

数据进行统计学处理。各组的组间均数比较用方

差分析，以 α=0.05 为检验水准。 

3  结果 

3.1  MTX 对映体对 A549 增值的影响  

与对照组相比，1~150 μmol·L1 的(+)MTX、
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()MTX 作用 A549 细胞 24，48，72 h 后，表现出

明显的抑制作用(P<0.01)，呈剂量-效应和时间-效

应依赖关系；但()MTX 作用 A549 细胞 24，48，

72 h 后，在高剂量浓度时呈剂量-效应和时间-效应

依赖关系，且抑制作用明显弱于(+)MTX；(+)MTX

和()MTX 对 A549 细胞抑制率结果见图 1。从药

物的 IC50 浓度也可以看出，其细胞抑制强度为

(+)MTX >()MTX，结果见表 1。 

 
图 1  MTT 法检测 MTX 对映体作用 A549 细胞 24 h(A)，48 h(B)，72 h(C)的抑制率  

Fig 1  The inhibitory ratio (IR) of MTX enantiomers 24 h(A), 48 h(B), 72 h(C) on A549 by MTT 

表 1  MTT 法检测 MTX 对映体作用于 A549 细胞的半数

抑制浓度(IC50) 

Tab 1  The IC50 of MTX enantiomers on A549 by MTT 
colorimetry 

IC50/μmol·L1 
组别 

24 h 48 h 72 h 

(+)MTX 155.67  79.63 40.52 

()MTX 188.58 126.50 77.07 

3.2  (+)MTX、()MTX 处理后 A549 细胞的形态

改变 

为了观察不同药物浓度和时间对细胞形态的

影响，用不同浓度的(+)MTX、()MTX 分别处理

A549 细胞不同时间(24，48，72 h)后，倒置显微镜

下观察，结果显示 A549 细胞形态学均发生不同程

度的改变，其中 10 μmol·L1 的(+)MTX、()MTX

处理 A549 细胞 48 h 后观察二者差异较大，与正

常组比较，(+)MTX 作用后，细胞接触消逝，且部

分细胞变圆漂起、膜破裂浓聚、有大量漂浮的细

胞碎片；而()MTX 与正常组比较则变化不明显，

结果见图 2。 

 
图 2  MTX 处理 A549 细胞 48 h 形态学改变(×200) 
A溶剂组；B10 μmol·L1 (+)MTX 组；C10 μmol·L1 ()MTX 组 
Fig 2  Morphological changes on A549 for 48 h (×200) 
Acontrol group; B10 μmol·L1 (+)MTX group; C10 μmol·L1 ()MTX group 

3.3  荧光显微镜观察 DAPI 细胞核染色结果 

DAPI 荧光染料可与细胞内的 DNA 结合，使

细胞核发出淡蓝色荧光，细胞发生凋亡时，可见

凋亡细胞的细胞核呈致密浓染，或呈碎块状致密

浓染。A549 细胞分别用 10 μmol·L1 (+)MTX、

()MTX 作用 48 h 后进行 DAPI 染色。荧光显微镜

下观察：溶剂对照组细胞核近圆形、边缘清晰、

染色均 ；(+)MTX 组细胞核不规则，可见细胞核

呈致密浓染，有凋亡小体产生；()MTX 组细亦发

现细胞皱缩、胞核不规则、致密浓染，有凋亡小

体产生，但凋亡小体少于(+)MTX 组。见图 3。 

3.4  流式细胞仪对细胞周期分析   
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流式细胞仪可进行活体细胞分析，表现为

G0/G1 期峰，S 期峰和 G2/M 期峰。为了观察 

(+)MTX 和()MTX 对 A549 细胞周期的影响，用

流式细胞仪对细胞周期进行分析，分别以

10 μmol·L1 的(+)MTX、()MTX 作用 A549 细胞

48 h 后，结果见图 4。 
 

 
图 3  荧光显微镜观察 DAPI 细胞核染色结果(×400) 
A溶剂组；B10 μmol·L1 (+)MTX 组；C10 μmol·L1 ()MTX 组 

Fig 3  Fluorescentm micrographs of A549 induced for 48 h indicated by DAPI(×400) 
Acontrol group; B10 μmol·L1 (+)MTX group; C10 μmol·L1 ()MTX group 

 
图 4  MTX 处理 A549 细胞 48 h 细胞周期分析 
A溶剂组；B10 μmol·L1 (+)MTX 组；C10 μmol·L1 ()MTX 组 

Fig 4  Cell cycle analysis of A549 cells treated for 48 h by flow cytometry 
Acontrol group; B10 μmol·L1 (+)MTX group; C10 μmol·L1 ()MTX group 

流式细胞仪分析结果 A549 细胞 DNA 直方图

显示，与空白对照组比较，10 μmol·L1 (+)MTX 组

作用 A549 细胞 48 h 后，出现 G1 峰之前的特异的

apoptosis(Ap 峰)峰、而()MTX 未出现。但()MTX

组 A549 处理细胞 48 h 后 G1期下降、S 期上升、G2/M

期 A549 细胞的比率明显下降，出现严重阻滞。 

3.5  DNA 琼脂糖凝胶电泳结果 

为进一步说明 MTX 作用 A549 细胞后引起细

胞凋亡，并证实细胞 DNA 发生降解。实验中用 10 

μmol·L1 的(+)MTX、()MTX 作用于 A549 细胞，

48 h 后检测凋亡细胞 DNA 发生降解情况见图 5。

结果表明细胞 DNA 有序断裂成 180~200 bp 及其

倍数的片段，电泳后在琼脂糖凝胶上呈梯形条带，

与()MTX 组比较(+)MTX 组较为明显，溶剂对照

组未形成明显梯形条带。 

 

 
图 5  DNA琼脂糖凝胶电泳结果MTX作用A549细胞 48 h 
110 μmol·L1 (+)MTX 组；210 μmol·L1 ()MTX 组；3对照组；

MDNA 标记 

Fig 5  The effect of MTX on DNA structure of A549 cells 
for 48 h determined by agarose gel electrophoresis 
110 μmol·L1 (+)MTX; 210 μmol·L1 ()MTX; 3control group; 

MDNA mark 
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4  讨论 

MTX 消旋体对肿瘤细胞的抑制作用与药物在

细胞中的浓度[8-9]和主要靶酶的活性有关[10]，MTX

抑制肝癌细胞的增殖活动使其凋亡[11-12]，且通过

不同的途径即死亡受体介导的细胞凋亡途径[13]、

线粒体介导的细胞凋亡途径[14]。同时，MTX 对映

体在兔肠刷状缘膜囊[15]和细胞水平[16]的吸收存在

差异。MTX 消旋体的 2 个对映体对 A549 细胞增

殖与凋亡作用是否有差异成为本试验关注的主要

问题。本试验研究结果表明(+)MTX 和()MTX 对

A549 细胞的抗增殖作用表现时间依赖性和浓度依

赖性；(+)MTX 的 IC50 浓度为 40.52 μmol·L1；

()MTX 的 小 IC50 浓为 77.07 μmol·L1，其抗增

殖作用明显弱于同浓度的 (+)MTX。(+)MTX 和

()MTX 抗 A549 细胞增殖抑制率分析亦得到同样

的结果。10 μmol·L1 MTX 对映体作用 A549 细胞

48 h 后，在显微镜和荧光显微镜下观察(+)MTX 促

使细胞出现明显的核固缩、核边集等形态学改变，

且部分细胞变圆漂起、膜破裂浓聚、有大量漂浮

的细胞碎片，明显多于()MTX。用 10 μmol·L1 

(+)MTX、()MTX 分别作用 A549 细胞 48 h 后，

流式细胞仪分析发现()MTX使A549细胞G1期下

降，S 期上升，G2/M 期出现不同程度的阻滞，在

相同时间浓度下(+)MTX 作用的细胞出现明显的

AP 峰，而()MTX 未出现。DNA 琼脂糖凝胶电泳

结果发现 10 μmol·L1 的(+)MTX、()MTX 作用于

A549 细胞 48 h 后，凋亡细胞 DNA 发生降解，有

序断裂成 180~200 bp 及其倍数的片段，电泳后在

琼脂糖凝胶上呈梯形条带，与 ()MTX 组比较

(+)MTX 组较为明显。因此，笔者认为(+)MTX 和

()MTX 对 A549 细胞的抗增殖作用具有化学结构

的立体选择性，(+)MTX 的抗 A549 细胞增殖作用

明显强()MTX，同时，(+)MTX，()MTX 作用

A549 细胞机制是其影响细胞的 G1期、S 期和 G2/M

期， 终引起细胞凋亡。结果与文献[17]报道的

MTX 消旋体作用人腺癌细胞结果相似，这一研究

结果为开发出不良反应少、作用效果更好的

(+)MTX 单一体药物提供一定的理论依据。 
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