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ＭｉｃｒｏＲＮＡ１９３ｂ对Ｋ５６２细胞ｂｃｒ／ａｂｌ表达的影响
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　　［摘要］　目的　用ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒感染Ｋ５６２细胞，探讨ｍｉＲ１９３ｂ在细胞中过表
达对ｂｃｒ／ａｂｌ表达的影响。方法　将前期构建的 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒感染 Ｋ５６２细胞后，采
用荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测ｍｉＲ１９３ｂ的表达；ｑＲＴＰＣＲ检测ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白的表达；ＣＣＫ８检测Ｋ５６２细胞的增殖情况，流式细胞术（ＦＣＭ）检测 Ｋ５６２细胞
凋亡率。结果　与对照比较，Ｋ５６２细胞感染 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒后，ｍｉＲ１９３ｂ表达明显升
高；ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因及ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白表达明显下调；Ｋ５６２细胞增殖能力明显降低（Ｐ＜０．０５），凋
亡水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１９３ｂ可下调ｂｃｒ／ａｂｌ表达，抑制Ｋ５６２细胞的生物学效应，过表
达ｍｉＲ１９３ｂ能作为治疗ＣＭＬ的有效手段。
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ｔｅｓｔｅｄｂｙｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ１９３ｂｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＡｄｐｒｅｍｉｃｒｏＲＮＡ１９３ｂｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｒ／ａｂｌｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄＢＣＲ／ＡＢＬｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏｏ．Ｔｈｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｂｖｉｏｕｓｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｉｎａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ（ｂｏｔｈＰ＜０．０５）．
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　　慢性粒细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＣＭＬ）是一种起源于造血干细胞的恶性血液系统疾病，

其发生是由于ｔ（９；２２）（ｑ３４；ｑｌ１）所致的 ｂｃｒ／ａｂｌ融合
基因并编码产生具有强烈酪氨酸激酶活性的 ＢＣＲ／
ＡＢＬ融合蛋白（Ｐ２１０），后者使造血干细胞发生异常转
化而导致ＣＭＬ形成。在ＣＭＬ的治疗中，传统的放、化
疗副作用比较大，最有效的方法慢性期异基因造血干

细胞移植受供体来源的影响，目前，主要是针对 ＢＣＲ／
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ＡＢＬ进行靶向治疗的酪氨酸激酶抑制剂———
ＳＴＩ５７１［１］，但易产生耐药。因此，探索其他治疗方法具
有重要的实际意义。微小ＲＮＡ（ＭｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是
一种长度为１９～２６ｎｔ的非编码单链小分子核苷酸，在
转录后通过抑制蛋白质的翻译或导致 ｍｉＲＮＡ的降解
来抑制基因的表达［２－３］。近年来，研究发现 ｍｉＲＮＡ的
表达失控与肿瘤发生密切相关，在肿瘤发生过程中可

以起到癌基因或抑癌基因作用［４］。人微小 ＲＮＡ１９３ｂ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９３ｂ，ｍｉＲ１９３ｂ）位于 １６号染色体上，在
ＣＭＬ细胞株 Ｋ５６２细胞中表达明显下调，同时它可抑
制急性粒细胞白血病细胞生长及促进其凋亡［１３］。鉴

于此，本研究拟将前期构建的 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重
组腺病毒感染Ｋ５６２细胞，实现 ｍｉＲ１９３ｂ在其中高效
表达，探索 ｍｉＲ１９３ｂ对 Ｋ５６２细胞 ｂｃｒ／ａｂｌ表达的影
响，旨在为寻找治疗ＣＭＬ的有效靶点奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒由重庆医科大学
基础医学院免疫学教研室构建并鉴定；Ｋ５６２细胞重庆
医科大学基础医学院免疫学教研室保存；ｑＲＴＰＣＲ试
剂盒和ｍｉＳｃｒｉｐｔ逆转录试剂盒均购自ＴａＫａＲａ公司；引
物由上海生工生物公司合成；ＣＣＫ８试剂盒购自Ｂｅｙｏ
ｔｉｍｅ生物有限公司；兔抗人 ｃａｂｌｐＡｂ购自 ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌ
公司，兔抗人 βａｃｔｉｎｐＡｂ、ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ均
购自北京四正柏公司。ＲＰＭＩ１６４０培养液、小牛血清均
购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　重组腺病毒感染 Ｋ５６２细胞　　将生长良好
的Ｋ５６２细胞以２．５×１０６／孔接种于６孔板中。实验
设３组，ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组和空载腺病毒组采用
ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒和空载病毒 Ａｄ以最
适感染复数（ＭＯＩ＝１０）分别感染 Ｋ５６２细胞；以未感
染的Ｋ５６２细胞作为空白对照组。每组细胞培养４８ｈ
后于荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情况，提

取总ＲＮＡ及总蛋白，检测ｍｉＲ１９３ｂ、ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因
及其融合蛋白的表达。

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ１９３ｂ在 Ｋ５６２细胞中的表
达　　分别用ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒和空载
病毒 Ａｄ感染 Ｋ５６２细胞，每组细胞培养 ４８ｈ后，
ＴＲＩｚｏｌ提取每组总ＲＮＡ。设计合成ｍｉＲ１９３ｂ茎环结
构的特异性逆转录引物，序列为：５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴ
ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＴＣＴ
３′，按照ｍｉＳｃｒｉｐｔ逆转录试剂盒说明书逆转录总 ＲＮＡ
得到ｃＤＮＡ。以 Ｕ６为内参基因，采用实时荧光定量

ＰＣＲ检测３组基因表达水平，ｍｉＲ１９３ｂ引物序列：正
义链 ５′ＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＧＧＴＴＴＴＧＡＧＧＧＣ３′，反义链
５′ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ３′；Ｕ６引物序列：正
义链５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ３，反义链５′
ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣ３′，ＰＣＲ条件为：９５℃
３０ｓ，９５℃ １０ｓ，５６℃ ２０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环。溶
解曲线：６５℃～９５℃，每５ｓ增加０．５℃。用２!ΔΔＣｔ值
计算目的基因的相对表达量。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测感染 Ｋ５６２细胞中的 ｂｃｒ／ａｂｌ融
合基因的表达　　分别用 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺
病毒和空载病毒 Ａｄ感染 Ｋ５６２细胞，每组细胞培养
４８ｈ后，ＴＲＩｚｏｌ提取每组总 ＲＮＡ。设计合成 ｂｃｒ／ａｂｌ
和βａｃｔｉｎ引物序列。按照 ｍｉＳｃｒｉｐｔ逆转录试剂盒说
明书将总 ＲＮＡ进行逆转录，得到 ｃＤＮＡ。采用 ｑＲＴ
ＰＣＲ法检测每组 ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因的表达水平，ｂｃｒ／
ａｂｌ引物序列：正义链 ５′ＧＣＡＡＧＣＴＴＡＣＣＡＴＧＧＡＣＡＴ
ＣＣＧＴＧＧ３′，反义链５′ＧＴＣＧＡＣＣＴＴＧＣＣＡＴＣＡＧＡＡＧＣ３′，
βａｃｔｉｎ引物序列：正义链５′ＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣ
ＧＡＧ３′，反义链５′ＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧ３′，反应
条件都为９５℃３０ｓ，９５℃１０ｓ，５５℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，
４０个循环。熔解曲线：６５～９５℃，每５ｓ增加０．５℃。
用２!ΔΔＣｔ值计算目的基因的相对表达量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感染Ｋ５６２细胞中 ＢＣＲ／ＡＢＬ
融合蛋白的表达　　分别用 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组
腺病毒和空载病毒 Ａｄ感染 Ｋ５６２细胞，收集细胞用
ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取各组细胞总蛋白，ＢＣＡ检测各
组蛋白浓度。经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后电转移至ＰＶＤＦ膜
上后，用５％脱脂奶粉封闭２ｈ；分别加入兔抗人 ｃａｂｌ
抗体（１∶１０００稀释）、兔抗人βａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００稀
释），４℃孵育过夜；加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶１００００稀释），３７℃孵育１ｈ后经ＥＣＬ发光显色系
统显色。

１．２．５　ＣＣＫ８检测感染 Ｋ５６２细胞的增殖能力　　
将生长良好的Ｋ５６２细胞接种于９６孔板中，感染 Ａｄ
ｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒培养４８ｈ后为第１天，设
置５个时间点（１、２、３、４、５ｄ），分别在各个时间点时加
入ＣＣＫ８试剂，继续培养４ｈ后在酶标仪４５０ｎｍ波长
处检测各组的光密度值［Ｄ（４５０）］。分别设置未感染
Ｋ５６２细胞及感染空载体 Ｋ５６２细胞组为对照组，并设
置试剂对照组，每组设５个复孔。
１．２．６　流式细胞仪检测 Ｋ５６２细胞凋亡率　　将生
长良好的 Ｋ５６２细胞接种于６孔板中，分别用 Ａｄｐｒｅ
ｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒和空载病毒Ａｄ感染 Ｋ５６２细
胞作为 ＡｄｐｒｅｍｉＲ１９３ｂ组和空载腺病毒组；以未感
染的 Ｋ５６２细胞作为空白对照组，每组设 ３个复孔。
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７２ｈ后收集每孔细胞于离心管中，１００００ｒ／ｍｉｎ，离心
５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗涤２次，再用１ｍＬＰＢＳ重悬细
胞转入ＥＰ管中，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ细胞凋亡检测试
剂盒，采用流式细胞仪检测细胞凋亡水平。

１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析，数据以珋ｘ±ｓ表示，
两组数据资料的比较采用独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　重组腺病毒感染Ｋ５６２细胞后绿色荧光的表达
　　重组腺病毒感染Ｋ５６２细胞４８ｈ后，ＧＦＰ达到８０％
以上，重组腺病毒在体外可高效感染Ｋ５６２细胞（图１）。

! "

# $

Ａ、Ｂ：ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组；Ｃ、Ｄ：空载腺病毒组；Ａ、Ｃ：光
镜观察；Ｂ、Ｄ：荧光显微镜下观察
图１　荧光显微镜观察重组腺病毒感染Ｋ５６２细胞４８ｈ后

的效率　（×１００）

２．２　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１９３ｂ的表达量
　　ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒感染 Ｋ５６２细胞
４８ｈ后，ｍｉＲ１９３ｂ的表达水平较空载腺病毒组、空白
对照组显著升高（Ｐ＜０．０１，图２）。
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ａ：Ｐ＜００１，与ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组比较
１：空白对照组；２：空载腺病毒组；３：ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组
图２　ｑＲＴＰＣＲ检测各组Ｋ５６２细胞ｍｉＲ１９３ｂ的表达

２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因的表达量
　　ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组腺病毒感染 Ｋ５６２细胞
４８ｈ后，ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因的表达水平较空载腺病毒组
显著降低［（１．０５±０．２１）ｖｓ（０．２３±０．０７），Ｐ＜
００１］。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白的表达水平
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：感染 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ
１９３ｂ重组腺病毒组与两对照组相比，ＢＣＲ／ＡＢＬ融合
蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５），空载腺病毒组和
空白对照组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３）。
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１：ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组；２：空载腺病毒组；３：空白对照组

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜

００５，与ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白的表达

２．５　ＣＣＫ８检测细胞的增殖能力
　　与两对照组相比，ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组 Ｋ５６２细
胞增殖明显受到抑制（Ｐ＜０．０５），空载腺病毒组和空
白对照组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组比较

图４　ＣＣＫ８检测各组Ｋ５６２细胞增殖能力
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Ａ：空白对照组；Ｂ：空载腺病毒组；Ｃ：ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组
图５　流式细胞术检测ｍｉＲＮＡ１９３ｂ对Ｋ５６２细胞凋亡的作用

２．６　流式细胞仪检测细胞凋亡率
　　ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ组凋亡率［（１３．６０±０２２）％］
与空载腺病毒组［（２．６９±０．１０）％］和空白对照组
［（２．０４％ ±０．１３）％］比较，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图５）。

３　讨论

　　ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因由９号染色体长臂断端远侧的
ｃａｂｌ原癌基因与２２号染色体长臂断端近侧的 ｂｃｒ基
因异位相互连接形成，其存在于９０％的 ＣＭＬ患者中，
编码产生具有强烈酪氨酸酶活性的 ＢＣＲ／ＡＢＬ蛋白使
ＣＭＬ患者病情恶化。因此，针对 ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因及
其蛋白的靶点治疗 ＣＭＬ备受重视：如反义 ＲＮＡ、反义
ＤＮＡ、反义核酶、ＲＮＡ干涉技术和ＢＣＲ／ＡＢＬ蛋白激酶
抑制剂ＳＴＩ５７１［５］。但由于 ＣＭＬ通常会发生继发性遗
传学改变，导致临床上 ＣＭＬ由慢性期发展为急变期，
即便是ＳＴＩ５７１，对急变期ＣＭＬ细胞的抑制作用也明显
减弱［６］。因此，需要寻求新的机制调控 ｂｃｒ／ａｂｌ融合
基因。近年研究表明，ｍｉＲＮＡ参与白血病、肺癌、结肠
癌等恶性肿瘤的发生、发展过程［７］，在转录后通过抑

制蛋白质的翻译或导致 ｍＲＮＡ的降解来抑制基因的
表达。目前，在人类肿瘤和肿瘤细胞株中，已鉴定出不

同的 ｍｉＲＮＡ表达谱。根据 ｍｉＲＮＡ作用的靶基因不
同，其在不同癌组织中发挥的作用也不同，其中ｍｉＲＮＡ
的抑癌作用成为ＣＭＬ治疗研究热点。
　　ｍｉＲ１９３ｂ是一种肿瘤抑制基因，在乳腺癌、恶性
黑色素瘤、白血病、前列腺癌等肿瘤中表达下调，具有

调节肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移、凋亡以及对化疗药

物敏感性都具有重要的作用［８－１７］。如 ｍｉＲ１９３ｂ在乳
腺癌中表达降低，过表达的ｍｉＲ１９３ｂ通过抑制α型雌

激素受体和尿激酶型纤溶酶原激活剂，从而抑制乳腺

癌细胞株的增殖和侵袭［８－９］；研究发现，在恶性黑色素

瘤和肝癌中，过表达的ｍｉＲ１９３ｂ可以靶向作用于ｃｙｃ
ｌｉｎＤ和Ｍｃｌ１，抑制癌细胞增殖、转移、侵袭，促进癌细
胞的凋亡［１０－１２，１６］。Ｍａｏ等［１６］研究证实在乙型肝炎性

肝癌细胞中，ｍｉＲ１９３ｂ通过靶向作用于 Ｍｃｌ１降低肝
癌细胞对化疗药物索拉菲尼的抵抗，增强肝癌细胞对

其作用的敏感性，促进癌细胞凋亡。Ｇａｏ等［１３］利用健

康人骨髓标本、急性髓细胞白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓ
ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）患者骨髓标本以及白血病细胞株
（Ｋａｓｕｍｉ１、ＨＬ６０、ＮＢ４、Ｕ９３７、ＫＧ１、Ｋ５６２），采用荧光
定量ＰＣＲ检测发现 ｍｉＲ１９３ｂ在 ＡＭＬ患者细胞中以
及白血病细胞株中表达量明显降低，并证实 ｍｉＲ１９３ｂ
可以直接靶向作用于 ｃＫｉｔ原癌基因，抑制 Ｋａｓｕｍｉ１
细胞生长，为ＡＭＬ的治疗提供了新的治疗靶点。鉴于
此，本研究利用前期构建的 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重组
腺病毒转染 Ｋ５６２细胞，实现 ｍｉＲ１９３ｂ的过表达，探
索ｍｉＲ１９３ｂ对Ｋ５６２细胞中 ｂｃｒ／ａｂｌ的表达及增殖能
力的影响，从细胞水平探讨其抗白血病的效应。

　　本研究表明，前期构建的 ＡｄｐｒｅｍｉＲＮＡ１９３ｂ重
组腺病毒可高效感染 Ｋ５６２细胞，实现 ｍｉＲ１９３ｂ在
Ｋ５６２细胞中的过表达。Ｋ５６２细胞中过表达的 ｍｉＲ
１９３ｂ可抑制 ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因及 ＢＣＲ／ＡＢＬ蛋白的表
达。同时，本研究结果显示过表达的ｍｉＲ１９３ｂ可明显
抑制 Ｋ５６２细胞的增殖，增加其凋亡，提示 ｍｉＲ１９３ｂ
可能具有潜在的抗白血病效应，但还有待于在更多白

血病细胞株中加以验证。总之，本研究证实过表达

ｍｉＲ１９３ｂ可抑制 ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因及 ＢＣＲ／ＡＢＬ蛋白
的表达，抑制Ｋ５６２细胞增殖。Ｋ５６２细胞的增殖抑制
可能与过表达的ｍｉＲ１９３ｂ诱导的细胞凋亡有关，具体
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机制尚待后续进一步研究。本研究为后续进一步研究

ｍｉＲ１９３ｂ的抗白血病效益提供了实验依据。
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