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ｍｉＲＮＡ４９５靶向ＳＴＹＸ调节ＭＬＬＡＦ９的急性髓系白血病细胞的增殖和凋亡
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　　［摘要］　目的　探究ｍｉＲＮＡ４９５对混合谱系白血病基因（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｌｅｕｋｅｍｉａ，ＭＬＬ）基因重排
的急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）增殖和凋亡的影响。方法　收集 ２０１７年 ８月至
２０１９年５月于宁夏医科大学总医院血液科就医确诊为ＡＭＬ的１０例ＭＬＬＡＦ９白血病患者［男性６例，
女性４例，年龄（３９．３７±２．７１）岁］；１０例急性髓系白血病患者［男性５例，女性５例，年龄（４１．１２±１．９２）
岁］；同时间段于外科门诊就医患者１０例［男性６例，女性４例，年龄（４２．３１±３．２１）岁］。根据是否转染
ｍｉＲＮＡ４９５ｍｉｍｉｃ分组为ｍｉＲＮＡ４９５组和Ｃｏｎｔｒｏｌ组，通过ＲＴｑＰＣＲ检测各组ｍｉＲＮＡ４９５的表达；ＣＣＫ８
检测各组转染ＴＨＰ１细胞的增殖情况；ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组转染 ＴＨＰ１细胞增殖相关因
子（Ｋｉ６７和ＰＣＮＡ）和细胞凋亡相关因子（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３）的表达；ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲＮＡ４９５
的靶基因并用双荧光素酶报告实验验证；ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲＮＡ４９５组（转染ｍｉＲＮＡ４９５）、
Ｃｏｎｔｒｏｌ组、丝氨酸／苏氨酸／酪氨酸相互作用蛋白（Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ／ｔｙｒｏｓｉｎｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＴＹＸ）组
（转染ＳＴＹＸ）和ｍｉＲＮＡ４９５＋ＳＴＹＸ组（转染 ｍｉＲＮＡ４９５和 ＳＴＹＸ）中 ＳＴＹＸ的表达。结果　ｍｉＲＮＡ４９５
在ＭＬＬＡＦ９的ＡＭＬ患者中表达下调［ＭＬＬＡＦ９患者相对表达量（０．２５±０．０８），９５％ＣＩ：－０．８６～－０．６５，
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１］；ｍｉＲＮＡ４９５可以抑制ＴＨＰ１细胞增殖（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；ｍｉＲＮＡ４９５可
以诱导ＴＨＰ１细胞的凋亡（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１）；ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合 ＳＴＹＸ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；ＳＴＹＸ
过表达可以逆转 ｍｉＲＮＡ４９５对 ＴＨＰ１细胞增殖和凋亡的作用（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。
结论　ｍｉＲＮＡ４９５通过靶向ＳＴＹＸ调控ＭＬＬ基因重排的急性髓系白血病细胞的增殖和凋亡。
　　［关键词］　急性髓系白血病；ＭＬＬＡＦ９；ｍｉＲＮＡ４９５；ＳＴＹＸ基因；细胞增殖
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　　急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）是
一类髓系造血干祖细胞的恶性克隆性疾病，发病时骨

髓中异常的原始细胞及幼稚细胞大量增殖并抑制正常

造血，可广泛浸润肝、脾、淋巴结等各种脏器，表现为贫

血、出血、感染和浸润等征象［１］。混合谱系白血病基

因（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｌｅｕｋｅｍｉａ，ＭＬＬ）定位于１１号染色体
的长臂２区 ３带（１１ｑ２３），１１ｑ２３位点常见异常有断
裂、易位、融合、重复、缺失等［２－３］。伴 ＭＬＬ基因重排
的白血病具有恶性程度高、不易缓解、容易复发、预后

差的临床特征［２］。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是
一类长度约为 １８～２５个核苷酸，具有在转录后水平调
控基因表达功能的内源性非编码 ＲＮＡ，是表观遗传学
中的重要一员［１］。近年来，许多研究发现 ｍｉＲＮＡｓ在
正常组织和肿瘤组织间表达存在差异，这些差异表达

的ｍｉＲＮＡｓ与ＡＭＬ的发生发展有着密切的联系［４－５］。

　　ｍｉＲＮＡ４９５是位于人类染色体 １４ｑ３２．３１位点上
的一个非编码 ＲＮＡ分子，已有研究发现 ｍｉＲＮＡ４９５
是胚胎发育和肿瘤发生发展的重要调控因子之一，主

要参与调控间充质干细胞分化及多种肿瘤的
!

殖、迁

移、侵袭等生物学行为［６－１０］。本研究希望通过研究

ｍｉＲＮＡ４９５从而探究 ＭＬＬ基因重排的 ＡＭＬ发生发
展。因此，本研究通过检测 ｍｉＲＮＡ４９５在不同骨髓样
本中的表达，从而探究ｍｉＲＮＡ４９５对ＭＬＬ基因重排的
ＡＭＬ中的发生发展作用的机制。为 ＡＭＬ未来的靶向
治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　研究对象
１．１．１　样本来源　　２０１７年８月至２０１９年５月于我
院确诊为急性白血病的患者２７５例，所有患者均经过

骨髓常规、免疫分型、融合基因和染色体等分型确诊。

经过多重巢式 ＰＣＲ检测筛选后，其中有 １０例 ＭＬＬ
ＡＦ９融合基因阳性 ＡＭＬ患者（男性６例，女性４例），
年龄（３９．３７±２．７１）岁；１０例急性髓系白血病患者（男
性５例，女性５例），年龄（４１．１２±１．９２）岁。ＮＣ组病
例来源：同时间段于我院外科就诊患者 １０例（男性
６例，女性４例），年龄（４２．３１±３．２１）岁。本研究经宁
夏医科大学总医院伦理委员会批准（批件号：２０１９
４９１），符合赫尔辛基宣言，所有样本和信息经受试者
同意采集，并签署知情同意书。

１．１．２　实验材料来源　　ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美
国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司。所有引物由上海生工生物
技术有限公司设计合成。反转录病毒 ＭＳＣＶＰＩＧ／
ｍｉＲ４９５载体和ｐＭＳＣＶｎｅｏ／ＳＴＹＸ载体均由云周生物
科技（广州）有限公司提供。所有抗体购自美国

Ａｂｃａｍ公司。实验所用载体和ＳＹＢＲ荧光定量试剂盒
购自日本 ＴａＫａＲａ公司。ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。荧光素酶报告基因检测试剂盒购
自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测
试剂盒为南京凯基生物科技发展有限公司产品。

ＣＣＫ８为日本同仁化学研究所产品。荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ７Ｆｌｅｘ）购自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司。酶标仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司。流式细胞仪
（分析型 ＣＯＵＬＴＥＲＸＬ．ＭＣＬ）购自美国贝克曼库尔特
有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＡＭＬ细胞系人单核细胞白血病
细胞ＴＨＰ１（含有ＭＬＬＡＦ９融合基因）培养于含１０％
血清＋１％双抗青霉素／链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，
置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。

８０４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．２．２　细胞分组转染　　根据 ＴＨＰ１细胞的转染情
况分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｍｉＲＮＡ４９５组、丝氨酸／苏氨酸／酪
氨酸相互作用蛋白（Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ／ｔｙｒｏｓｉｎｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＴＹＸ）组、ｍｉＲＮＡ４９５＋ＳＴＹＸ组。Ｃｏｎｔｒｏｌ组：
将反转录病毒 ＭＳＣＶＰＩＧ载体和 ｐＭＳＣＶｎｅｏ载体，共
转染到ＴＨＰ１细胞中。ｍｉＲＮＡ４９５组：将反转录病毒
ＭＳＣＶＰＩＧｍｉＲＮＡ４９５载体和 ｐＭＳＣＶｎｅｏ载体，共转
染到ＴＨＰ１细胞中。ＳＴＹＸ组：将反转录病毒 ＭＳＣＶ
ＰＩＧ载体和 ｐＭＳＣＶｎｅｏＳＴＹＸ载体，共转染到 ＴＨＰ１
细胞中。ｍｉＲＮＡ４９５

!

ＳＴＹＸ组：将反转录病毒 ＭＳＣＶ
ＰＩＧｍｉＲＮＡ４９５载体和 ｐＭＳＣＶｎｅｏＳＴＹＸ载体，共转
染到ＴＨＰ１细胞中。
１．２．３　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　将各组细胞制成浓
度为１×１０９／Ｌ的细胞悬液，以每孔１００μＬ在９６孔板上
进行接种，每组做３个重复，并于培养箱中常规培养。
每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，充分混匀后，培养４ｈ，使
用酶标仪进行检测，测定４５０ｎｍ吸光度Ｄ（４５０）值。
１．２．４　靶基因预测及双荧光素酶报告实验验证　　
ＭｉＲＮＡ靶点预测数据库 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．
ｏｒｇ）鉴定 ｍｉＲＮＡ４９５与靶向结合位点。构建野生型
质粒（ＷＴ）和突变型质粒（ＭＵＴ），将质粒与载体共转
染至 ＴＨＰ１细胞，培养 ４８ｈ。测定细胞荧光素酶活
性，海肾荧光素酶的荧光值作为内参，按照双荧光素酶

报告基因检测试剂盒说明书进行操作。

１．２．５　荧光实时定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）　　首先用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，
随后用试剂盒，将总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。反应条
件：２５℃，５ｍｉｎ；４２℃，６０ｍｉｎ；８５℃，５ｍｉｎ。－２０℃保
存。反应体系（２０μＬ）：ｄｄＨ２Ｏ，６μＬ；１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
ｍｉｘ，２μＬ；ＲＴｐｒｉｍｅｒ，１μＬ；ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，１μＬ；
ＭＭｕＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｏｔａｓｅ，１μＬ；总 ＲＮＡ，５μＬ。
将获得的 ｃＤＮＡ作为模板，采用 ＳＹＢＲ荧光定量试剂
盒荧光定量 ＰＣＲ仪（ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ７Ｆｌｅｘ）进行扩增。
反应体系（１０μＬ）：ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ，２μＬ；ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ，５μＬ；上游引物，１μＬ；下游引物，１μＬ；ｃＤＮＡ
模板，１μＬ。反应条件（４０个循环）：９５℃，５ｍｉｎ；
９５℃，１０ｓ；６０℃，３０ｓ；７２℃，４０ｓ。Ｕ６作为ｍｉＲＮＡ的
内参，ＧＡＰＤＨ基因为其他基因的内参。每个样本所
得的Ｃｔ值以相对表达量 ２－△Ｃｔ表示（△Ｃｔ＝目的基因
Ｃｔ－内参基因 Ｃｔ）。实验组对于对照组的相对表达量
采用２－△△Ｃｔ法。引物序列见表１。
１．２．６　免疫印迹试验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　将收集的细
胞加入ＲＩＰＡ裂解液，１３５１８×ｇ离心１０ｍｉｎ，提取总蛋
白。用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，电转移法至

ＰＶＤＦ膜上。使用５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，加入特异性
一抗４℃过夜。第２天，加入二抗室温下孵育１ｈ。用
化学发光成像系统成像分析。βａｃｔｉｎ是内参。

１．３　统计学方法
　　每组实验均独立重复３次，采用ＳＰＳＳ１３．０软件进
行统计分析，使用ｇｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ软件绘制图像。计量
资料以 珋ｘ±ｓ表示，ＭＬＬＡＦ９与 ＮＣ病例组织之间、
ｍｉＲＮＡ４９５与Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间、ＳＴＹＸ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间、
ｍｉＲＮＡ４９５＋ＳＴＹＸ与ｍｉＲＮＡ４９５组之间都采用ｔ检验，
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

表１　ＲＴｑＰＣＲ试验引物序列
基因 引物序列（５’３’）

ｍｉＲＮＡ４９５ 上游：ＡＡＡＣＡＡＡＣＡＴＧＧＴＧＣＡ
下游：ＧＡＧＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＡ

Ｋｉ６７ 上游：ＣＧＧＣＡＴＴＧＡＣＣＡＴＧＡＧＣ
下游：ＴＴＡＧＧＣＡＴＧＡＡＣＴＧＡＧＴ

ＰＣＮＡ 上游：ＡＡＧＣＣＧＡＡＡＣＣＡＧＣＴＡＧＡＣＴＴＴＣ
下游：ＴＧＧＣＧＧＡＧＴＧＧＣＡＡＣＡＡ

Ｂｃｌ２ 上游：ＡＡＣＡＴＣＧＣＣＣＴＧＴＧＧＡＴＧＡＣ
下游：ＧＡＣＴＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＣＡＧＡＴ

Ｂａｘ 上游：ＴＣＧＧＧＡＧＡＴＧＣＴＣＡＴＴＧＧＡＣ
下游：ＧＡＣＴＣＡＧＡＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＴＧ

Ｃａｓｐａｓｅ３ 上游：ＧＧＡＡＣＣＡＴＣＡＴＡＣＡＴＧＧＡＡＧＣＧ
下游：ＴＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＡＡＧＣＡＣ

ＳＴＹＸ 上游：ＴＧＣＴＡＴＧＡＡＡＡＧＣＡＡＧＣＴＡＣＣＴＧ
下游：ＣＣＣＡＴＴＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＣＡＴＣＡＡ

Ｕ６ 上游：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
下游：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ＧＡＰＤＨ 上游：ＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧＣＧ
下游：ＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ

２　结果

２．１　ｍｉＲＮＡ４９５在ＭＬＬＡＦ９的ＡＭＬ患者中表达下调
　　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ４９５在骨髓样本中的表达
结果如图 １所示，相较于正常和非 ＭＬＬ重排患者，
ｍｉＲＮＡ４９５在ＭＬＬＡＦ９基因重排患者中表达明显下
调（相对表达量 ＮｏｎＭＬＬ组为 ０．５０±０．１４，ＭＬＬＡＦ９
组为 ０．２５±０．０８，ＮＣｖｓＭＬＬＡＦ９９５％ＣＩ：－０．８６～
－０．６５，Ｐ＜０．００１；ＮｏｎＭＬＬｖｓＭＬＬＡＦ９９５％ＣＩ：－０．４３～
－０．０８，Ｐ＜０．０１）。基于以上结果，推测 ｍｉＲＮＡ４９５可
能与急性骨髓白血病的发生发展有关。
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ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＭＬＬＡＦ９组比较
图１　ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ４９５在不同骨髓样本中的表

达　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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２．２　ｍｉＲＮＡ４９５可以抑制ＴＨＰ１细胞增殖
　　通过ＲＴｑＰＣＲ检测各转染ＴＨＰ１细胞中ｍｉＲＮＡ
４９５的表达结果显示，转染 ｍｉＲＮＡ４９５的 ＴＨＰ１细胞
ｍｉＲＮＡ４９５表达明显高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．００１，图２Ａ）。
ＣＣＫ８法检测ＴＨＰ１细胞的增殖情况结果显示：转染
２４ｈ后，转染ｍｉＲＮＡ４９５的ＴＨＰ１细胞增殖水平明显
低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．００１，图 ２Ｂ）。研究还检测了增
殖相关因子 Ｋｉ６７和 ＰＣＮＡ的表达水平，ＲＴｑＰＣＲ结
果显示ｍｉＲＮＡ４９５组的细胞增殖相关因子表达均显
著低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示出
相似结果（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图２Ｃ～Ｅ）。基于以上结
果，推测ｍｉＲＮＡ４９５可以通过抑制增殖相关因子的表

达，从而抑制ＴＨＰ１细胞增殖。
２．３　ｍｉＲＮＡ４９５可以诱导ＴＨＰ１细胞的凋亡
　　为确定 ｍｉＲＮＡ４９５是否是通过诱导细胞凋亡而
抑制细胞增殖，采用流式细胞术检测了各组细胞的凋

亡情况。结果如图 ３Ａ所示，ｍｉＲＮＡ４９５组的 ＴＨＰ１
细胞凋亡率高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组。研究同时检测了凋亡相
关因子Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，ＲＴｑＰＣＲ结果
显示ｍｉＲＮＡ４９５组中 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达显著高
于Ｃｏｎｔｒｏｌ组，而Ｂｃｌ２则呈现显著低表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．００１，图３Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验也有相似结果（Ｐ＜
０．０５，图３Ｃ）。
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测转染后 ＴＨＰ１细胞 ｍｉＲＮＡ４９５的表达；Ｂ：ＣＣＫ８检测转染各组 ＴＨＰ１细胞增殖情况；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测各组
ＴＨＰ１细胞增殖相关因子Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ的ｍＲＮＡ表达；Ｄ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＴＨＰ１细胞增殖相关因子Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ的蛋
白表达与定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

图２　ｍｉＲＮＡ４９５抑制ＴＨＰ１细胞增殖　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测各组ＴＨＰ１细胞凋亡相关因子 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的 ｍＲＮＡ表达；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＴＨＰ１细胞
凋亡相关因子Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．００１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

图３　ｍｉＲＮＡ４９５诱导ＴＨＰ１细胞的凋亡　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．４　ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合ＳＴＹＸ
　　采用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ检测 ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合 ＳＴＹＸ
基因，并通过双荧光素酶报告基因实验验证了这一结

果（Ｐ＜０．００１，图 ４Ａ、Ｂ）。通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测了 ＳＴＹＸ在各组细胞中的转录和翻译水平，
发现 ｍｉＲＮＡ４９５组中 ＳＴＹＸ基因表达下调（Ｐ＜０．０１，
图４Ｃ），在Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验也呈现相同的结果（Ｐ＜０．
０１，图４Ｄ）。因此，ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合 ＳＴＹＸ基因，
并且呈现负调控。

２．５　ＳＴＹＸ过表达可以逆转 ｍｉＲＮＡ４９５对 ＴＨＰ１细
胞增殖和凋亡的影响

　　为了进一步确定 ＳＴＹＸ基因的作用，检测各组细
胞中 ＳＴＹＸ的蛋白表达。结果显示：ｍｉＲＮＡ４９５组相
较于Ｃｏｎｔｒｏｌ组ｍｉＲＮＡ４９５表达下调，而ＳＴＹＸ组则相
反，相较于 ＳＴＹＸ组，ｍｉＲＮＡ４９５＋ＳＴＹＸ组表达下调
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１，图５Ａ）。ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验检测了各组增殖相关因子 Ｋｉ６７和 ＰＣＮＡ在转录
和翻译水平的表达，结果显示，ｍｉＲＮＡ４９５＋ＳＴＹＸ组中
增殖相关因子的表达均高于 ｍｉＲＮＡ４９５组（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，图 ５Ｂ、Ｃ）。检测各组的凋亡相关
因子Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３的转录和翻译水平表达，
结果显示：ｍｉＲＮＡ４９５＋ＳＴＹＸ组Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达均低于对照组，而 Ｂｃｌ２则明显高于 ｍｉＲＮＡ４９５组
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，图５Ｄ、Ｅ）。以上结果提
示ＳＴＹＸ逆转了 ｍｉＲＮＡ４９５对 ＴＨＰ１细胞增殖和凋
亡的作用。

３　讨论

　　ＡＭＬ是成人最常见的血液系统恶性肿瘤之一，在
恶性肿瘤所致的死亡率中居于前十［１］。然而，ＡＭＬ的

病因及发病机制十分复杂，至今尚不清楚。ＡＭＬ在临
床表现、免疫分型、细胞形态学、分子生物学、细胞遗传

学等各个方面都具有高度的异质性［１］。

３．１　ｍｉＲＮＡ４９５在ＭＬＬＡＦ９的ＡＭＬ患者中的抑癌作用
　　ｍｉＲＮＡｓ是一类广泛存在于真核细胞中的一种重
要的调控因子，其通过与靶基因 ｍＲＮＡ特异性的结合
而导致靶ｍＲＮＡ降解或抑制其翻译，在转录后调控基
因的表达，广泛参与个体发育、细胞分化、增殖、凋亡、

衰老、应激等生物学过程［１１］。研究发现，ｍｉＲＮＡ４９５
在多种肿瘤中可作为一种抑癌基因或者原癌基因发挥

作用，如非小细胞肺癌、恶性胶质瘤、胃癌和白血病、乳

腺癌等［１２］。然而，ｍｉＲＮＡ４９５在 ＭＬＬ基因重排的
ＡＭＬ中却很少有研究。本研究通过检测 ｍｉＲＮＡ４９５
在不同骨髓样本中的表达，发现相较于正常组和非

ＭＬＬ基因重排患者，ｍｉＲＮＡ４９５在 ＭＬＬ基因重排的
ＡＭＬ中有着显著的表达下调。这一结果也与 ｍｉＲＮＡ
４９５在肾细胞癌中的表达结果相似［１２］。白血病常被

人称作血癌，ｍｉＲＮＡ４９５在癌症中可作为抑癌基因，而
在ＭＬＬ基因重排的ＡＭＬ中也呈现下调，这或许与它作
为抑癌基因发挥作用有关。

３．２　ｍｉＲＮＡ４９５过表达可以抑制 ＴＨＰ１细胞增殖并
诱导细胞凋亡

　　现有文献表明，超过半数的急性髓系白血病存在
细胞遗传学的异常，多表现为克隆性染色数量、结构或

二者兼有的异常以及一些能够调控细胞增殖、分化、凋

亡等功能的基因异常［１３］。ｍｉＲＮＡ４９５可以通过下调
ＰＣＮＡ从而抑制人血管内皮细胞增殖［１４］。但是在对

ＬＰＳ刺激的人牙周膜细胞（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔ
ｃｅｌｌｓ，ｈＰＤＬＣ）的增殖研究中发现，过表达ｍｉＲＮＡ４９５
３ｐ可显著促进ｈＰＤＬＣ细胞的增殖［１５］。在本研究中，
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Ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合ＳＴＹＸ；Ｂ：双荧光素酶报告实验验证ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合ＳＴＹＸ；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检
测各组ＴＨＰ１细胞中 ＳＴＹＸ的 ｍＲＮＡ表达；Ｄ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＴＨＰ１细胞中 ＳＴＹＸ的蛋白表达　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜
０．００１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

图４　ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合ＳＴＹＸ　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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组别

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ｍｉＲ４９５组；３：ＳＴＹＸ组；４：ｍｉＲＮＡ４９５＋ＰＢＸ３组
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＴＨＰ１细胞中ＳＴＹＸ的蛋白表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＡ４９５组比较；ｃ：Ｐ＜０．００１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；
Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测细胞增殖相关因子Ｋｉ６７和ＰＣＮＡ的ｍＲＮＡ表达　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｄ：Ｐ＜
０．０５，与ｍｉＲＮＡ４９５组比较；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞增殖相关因子 Ｋｉ６７和 ＰＣＮＡ的蛋白表达；Ｅ：ＲＴｑＰＣＲ检测细胞凋亡相
关因子Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３的ｍＲＮＡ表达　ａ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．００１，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ｍｉＲＮＡ４９５组比较；
Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡相关因子Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达

图５　过表达ＳＴＹＸ可以逆转ｍｉＲＮＡ４９５对ＴＨＰ１细胞增殖和凋亡的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

通过ＣＣＫ８检测各转染细胞ＴＨＰ１细胞增殖情况，并
检测了细胞增殖相关因子Ｋｉ６７和 ＰＣＮＡ的转录和翻
译水平的表达。结果发现，转染 ｍｉＲＮＡ４９５的 ＴＨＰ１
细胞的增殖低于对照组，并且细胞增殖相关因子均表

达下调。因此，本研究推断 ｍｉＲＮＡ４９５的过表达会抑
制ＴＨＰ１细胞的增殖。随后，本研究还检测了ｍｉＲＮＡ
４９５对ＴＨＰ１细胞凋亡的影响，结果发现，转染ｍｉＲＮＡ
４９５的ＴＨＰ１细胞中细胞凋亡相关因子转录和翻译表
达均增加。因此，推断 ｍｉＲＮＡ４９５过表达可以诱导
ＴＨＰ１细胞凋亡。根据细胞增殖和细胞凋亡的结果，推
测ｍｉＲＮＡ４９５有可能是通过诱导细胞凋亡，从而抑制
细胞的增殖。有研究展现了相反的结果，ｍｉＲＮＡ４９５可
以抑制高糖诱导的视神经节细胞凋亡。ｍｉＲＮＡ４９５不
但可以调节癌细胞的增殖和凋亡，而且可以在ＴＨＰ１细
胞中发挥同样作用。基于上述证据，提示 ｍｉＲＮＡ４９５
过表达可以抑制ＴＨＰ１细胞的增殖并诱导细胞凋亡。
３．３　ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合 ＳＴＹＸ调控 ＴＨＰ１细胞的

增殖凋亡

　　根据前文中提到的ｍｉＲＮＡｓ通过作用于靶基因从
而参与细胞增殖和凋亡等过程。本研究通过检测发

现，ｍｉＲＮＡ４９５靶向结合 ＳＴＹＸ基因。丝氨酸／苏氨

酸／酪氨酸相互作用蛋白（ＳＴＹＸ）是蛋白酪氨酸磷酸
酶（ＰＴＰｓ）家族的一个蛋白［１６］。ＳＴＹＸ过表达可以促
进结直肠癌（ＣＲＣ）细胞增殖，并抑制 ＣＲＣ细胞凋
亡［１７］。还有研究表明ＳＴＹＸ通过结合Ｆｂｏｘ和ＷＤ４０域
蛋白７（ＦＢＸＷ７，也叫ｈＣＤＣ４，Ｆｂｗ７）蛋白来抑制结乳腺
癌的细胞凋亡［１８］。大多数研究都证明 ＳＴＹＸ是一个
潜在的致癌基因。本研究结果发现 ＳＴＹＸ的表达会促
进细胞增殖相关因子的表达，同时还会减弱促细胞凋

亡相关因子表达，增加抑制细胞凋亡因子的表达。

ＳＴＹＸ的表达引起的结果，与 ｍｉＲＮＡ４９５表达引起的
结果完全相反。而在此之前并没有任何研究提示

ＳＴＹＸＭＬＬ基因重排之间存在关联。基于 ＳＴＹＸ基因
是ｍｉＲＮＡ４９５的靶向结合基因，推测 ＳＴＹＸ的表达会
促进细胞增殖，抑制细胞凋亡，而 ｍｉＲＮＡ４９５则与之
作用相反。当 ｍｉＲＮＡ４９５和ＳＴＹＸ同时表达时，ＳＴＹＸ
可以逆转 ｍｉＲＮＡ４９５对 ＴＨＰ１细胞增殖和凋亡的作
用。基于上述证据，推测 ＳＴＹＸ可能是 ＴＨＰ１细胞中
引起病变的关键基因，而 ｍｉＲＮＡ４９５可作为重要的调
控因子，以抑制其表达。

　　综上所述，ｍｉＲＮＡ４９５可以通过靶向沉默 ＳＴＹＸ，
从而抑制 ＴＨＰ细胞增殖并诱导细胞凋亡，为以

２１４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｍｉＲＮＡ４９５为靶点开发新药，对ＭＬＬ基因重排的ＡＭＬ
的治疗具有良好的应用前景。

参考文献：

［１］颜金花．ｍｉＲ２１７在急性髓系白血病中的临床意义及其机
制研究［Ｄ］．南昌：南昌大学，２０１９．
ＹＡＮＪＨ．ＣｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｍｉＲ２１７ｉｎ
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［６］ＣＨＵＨＹ，ＣＨＥＮＸＤ，ＷＡＮＧＨＱ，ｅｔａｌ．ＭｉＲＮＡ４９５ｒｅｇ
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