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ｍｉＲ３４ａ通过调控ＭＹＢ蛋白的表达影响慢性粒细胞白血病细胞的凋亡与迁移
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［摘　要］　目的　探讨ｍｉＲ３４ａ对慢性粒细胞白血病细胞生物学行为的影响。方法　ｑＰＣＲ检测ｍｉＲ３４ａ在正常人群和慢性
粒细胞白血病患者中的表达差异；划痕实验检测 ｍｉＲ３４ａ对 Ｋ５６２细胞迁移能力的影响；流式细胞术 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ检测
ｍｉＲ３４ａ对Ｋ５６２凋亡的影响；荧光素酶报告基因验证ｍｉＲ３４ａ与 ＭＹＢ的相互作用关系。结果　在慢性粒细胞白血病患者骨髓中
ｍｉＲ３４ａ的表达显著低于正常对照组；ｍｉＲ３４ａ减弱了 Ｋ５６２细胞迁移能力；ｍｉＲ３４ａ能诱导 Ｋ５６２细胞凋亡；ｍｉＲ３４ａ能与 ＭＹＢ的
３’ＵＴＲ特异性结合，并可以抑制ＭＹＢ蛋白的表达活性。结论　ｍｉＲ３４ａ能通过调控ＭＹＢ的表达从而影响慢性粒细胞白血病细胞
凋亡和迁移。
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　　白血病是人类造血系统的恶性肿瘤，在所有的人
类恶性肿瘤中发病率居第６位［１］。慢性粒细胞白血病

（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）是以粒细胞增生
为特征的获得性造血干细胞克隆性疾病，并且发现费

城染色体（Ｐｈ）存在于超过９５％的患者骨髓细胞中［２］。

目前，化疗仍是 ＣＭＬ的主要治疗方法，但是其副作用
和耐药性成为了化疗的主要障碍［３］。还有其他新兴

的治疗方式，例如干细胞移植，也存在匹配困难的问

题，所以不能应用在大多数患者中［４］。

微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类内源非蛋白编码单链１９
～２５个核苷酸的ＲＮＡ，作为重要的基因调控者而起作
用［５］。据报道，ｍｉＲＮＡ可以调节超过 ３０％的人类基
因［６］，每个 ｍｉＲＮＡ都有靶向大量基因的潜力。与此同
时，约６０％的ｍＲＮＡ具有一个或多个保守序列，这样可
以与几个不同的ｍｉＲＮＡ交互作用［７］。更值得一提的是

ｍｉＲＮＡ在基本的细胞过程中发挥关键作用［８］，例如分化、

增殖和凋亡，在器官发育代谢中起着至关重要的作用［９］。

ｍｉＲ３４ａ常作为肿瘤抑制因子，在染色体基因座
１ｐ３６．２３上，参与了启动子甲基化、基因缺失和ｐ５３突变
等［１０］。许多学者已经探索了针对 ｍｉＲ３４ａ的治疗方
式，对多种肿瘤的生物学行为有显著的抑制作用。ｍｉＲ
３４ａ直接抑制ＳＩＲＴ１、Ｂｃｌ２、ＣＤ４４、Ｒａｃ１、Ｆｒａ１，各种细胞
周期蛋白和ＣＤＫ以及原癌蛋白ＭＹＣ和ＭＹＣＮ，并带来
肿瘤抑制作用，如细胞增殖抑制，细胞周期阻滞和衰老，

细胞凋亡诱导、迁移和侵袭抑制［１１］。本研究中，我们探

究了ｍｉＲ３４ａ在慢性粒细胞白血病中的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞培养
人慢性粒细胞白血病细胞株 Ｋ５６２购买于上海中

科院，ＲＰＭＩ１６４０培养基和 ０．２５胰酶（０．２５Ｔｒｙｐｓｉｎ
ＥＤＴＡ）购买于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
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ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和双抗（ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｎＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎＳｏｌｕｔｉｏｎ）购
买于美国海克隆公司；ＰＢＳ磷酸盐缓冲液购买于
ＢＯＳＴＥＲ。Ｋ５６２细胞均培养在含 １０％ 胎牛血清和

１％双抗的 Ｌ１５培养基中，ＲＰＭＩ１６４０培养基中；所有
细胞均在５％ ＣＯ２、３７℃条件下培养，每隔 ３ｄ换液
１次，待细胞铺满培养瓶底进行传代。以下所有试验
均取处于对数生长期的细胞。

１．２　ｍｉＲ３４ａｍｉｍｉｃｓ转染
ｍｉＲ３４ａｍｉｍｉｃｓ购买于北京欧格林生物有限公

司。ＰＢＳ缓冲液将细胞清洗干净，胰酶消化细胞
２ｍｉｎ，转移至１５ｍＬ无菌离心管，离心并计数细胞，以
每孔４×１０５个细胞接种于６孔板中，掌握过夜细胞融
合率达７０％左右，细胞分为实验组（ｍｉＲ３４ａ）和对照
组；无血清培养基将 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００按３μＬ／Ｌ进
行稀释，３７℃孵育 ２０ｍｉｎ，用无血清培养基分别将
ｍｉＲ３４ａｍｉｍｉｃｓ和对照组ｍｉｍｉｃｓ按５０μＭ浓度稀释，
常温下孵育５ｍｉｎ，最后将２组ｍｉｍｉｃｓ与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００等体积分别混匀，分别加入２组细胞中，３７℃孵
箱继续培养；１２ｈ后，观察转染细胞状态，并将无血清
培养基更换为完全培养基，继续培养４８ｈ后，提取细
胞ＲＮＡ，验证转染效率。
１．３　定量实时ＰＣＲ分析

氯仿、乙醇、异丙醇购买于重庆川东化工公司。Ｔｒ
ｉｚｏｌ裂解液、ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＶｅｒｓｉｏｎ２．０和ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
Ｔａｑ购买于日本Ｔａｋａｒａ公司。ＰＣＲ引物由上海Ｓａｎｇｏｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司合成。ｍｉＲ３４ａｑＲＴＰＣＲ检测以 Ｕ６为内
参，采用２ΔΔＣｔ方法，重复３次，利用荧光 ＰＣＲ仪检测
ｃＤＮＡ中ｍｉＲ３４ａ的相对表达量，依次加入试剂，总体
积２０μＬ，离心，避免气泡产生，反应条件为：９５℃预变
性１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ，４５个循环，获取荧光
信号温度为６０℃。普通ｃＤＮＡｑＲＴＰＣＲ检测以ＧＡＰ
ＤＨ为内参，采用 ２ΔΔＣｔ方法进行统计，反应条件为
９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，共４０个循环。
１．４　划痕实验

将Ｋ５６２细胞平铺在６孔板上。使用２００μＬ无菌
枪头轻划孔板，每个孔划４～５次，尽量保证所划线处
于平行状态，放置３７℃恒温细胞培育箱，在２４ｈ后，
分别用适量 ＰＢＳ冲洗孔板，显微镜下观察 Ｋ５６２细胞
迁移的距离。然后对比各组之间的统计学差异。

１．５　细胞凋亡实验
流式细胞术 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色被认为是

理想的定量测定细胞凋亡的方法。将 Ｋ５６２细胞以
２×１０６细胞／孔的密度接种在 ６孔板中并生长 ２４ｈ。
用上述方式转染后，加入 １００μＬ细胞悬液５μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 １０μＬＰＩ，并将细胞在黑暗中孵育
３０ｍｉｎ。ＰＩ（５μＬ，浓度为１０μｇ／ｍＬ）加入细胞，在黑
暗中再次孵育１０ｍｉｎ。通过流式细胞术评估细胞以识
别细胞周期的变化。

１．６　荧光素酶报告基因测定
构建含 ＭＹＢ基因野生型 ３’ＵＴＲ（含 ｍｉＲ３４ａ识

别位点／ｗｔ）、突变型 ３’ＵＴＲ（ｍｉＲ３４ａ识别位点点突
变／ｍｕｔ）片段，两端均设计 ＸｂａⅠ酶切位点，插入荧光
素酶报告基因质粒（ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ｐｒｏｍｅｇａ）构建
ｐＧＬ３３’ＵＴＲｗｔ、ｐＧＬ３３’ＵＴＲｍｕｔ。取生长状态良好
的ＨＥＫ２９３细胞，质粒转染后４８ｈ，根据 Ｐｒｏｍｅｇａ公司
操作说明，裂解细胞，加入荧光素酶底物，检测荧光素

酶活性，以证明 ｍｉＲ３４ａ直接调控ＭＹＢ。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验

ＧＡＰＤＨ小鼠抗人一抗、ＭＹＢ小鼠抗人一抗购买
于武汉三鹰生物技术有限公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ凝胶试剂
盒和全蛋白提取试剂盒购买于碧云天公司；ＥＣＬ发光
液购买于索莱宝生物科技有限公司。根据蛋白分子量

大小，配制凝胶，根据所测蛋白浓度适量加入蛋白样品

以及每孔５μＬ的蛋白ｍａｒｋｅｒ；跑胶，首先加压８０Ｖ，保
证所有样品在同一水平线，待样品至分离胶处，将电压

加到１２０Ｖ；切胶，根据所需条带大小，对照蛋白 ｍａｒｋ
ｅｒ进行切胶，并准备与所切胶条相同大小滤纸２片和
ＰＶＤＦ膜（浸泡甲醇１５ｓ）；按照滤纸、胶、ＰＶＤＦ膜、滤
纸的顺序排好，并赶出气泡，压紧，在２５０ｍＡ恒流下，
按１ｋＤ蛋白１ｍｉｎ进行转膜；转膜结束后，ＰＢＳＴ洗膜
１次，并放入脱脂奶粉中封闭 １ｈ；一抗，ＰＢＳＴ洗膜
１次，将膜浸入稀释好的一抗中，４℃过夜；二抗，ＰＢＳＴ
洗膜３次，将膜浸入稀释好的二抗中，常温下孵育１ｈ；
显影，ＰＢＳＴ洗膜３次后，在暗室中曝光。
１．８　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分析，计量数据以
均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间均数比较采用 ｔ检验，
计数资料用方差分析进行检验，以 Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ３４ａ在正常人群和白血病患者中的表达
采取ｑＰＣＲ检测１７对正常人群和慢性粒细胞白

血病患者骨髓中 ｍｉＲ３４ａ的表达情况。ｍｉＲ３４ａ在正
常人骨髓中的表达明显高于慢性粒细胞白血病患者

（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ３４ａ在白血病患者中的平均表达水平
降低约５０％，这些数据表明 ｍｉＲ３４ａ在慢性粒细胞白
血病中可能起到抑制癌症的作用（图１）。
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：Ｐ＜０．０５
图１　ｍｉＲ３４ａ在正常人和白血病患者骨髓中的表达

２．２　ｍｉＲ３４ａ对慢性粒细胞白血病细胞迁移能力的影响
肿瘤细胞的活跃迁移是癌症发生发展的前提。我

们通过划痕实验检测 ｍｉＲ３４ａ对 Ｋ５６２细胞迁移的影
响。与ｍｉＲＮＣ组相比，４８ｈ后，ｍｉＲ３４ａ组Ｋ５６２细胞
的迁移速率明显减慢（Ｐ＜０．０５）。这个结果表明了
ｍｉＲ３４ａ在慢性粒细胞白血病中的抑癌作用，抑制肿
瘤细胞的迁移（图２）。

图２　ｍｉＲ３４ａ对白血病细胞Ｋ５６２迁移能力的影响

２．３　ｍｉＲ３４ａ对慢性粒细胞白血病细胞凋亡的影响
通过细胞凋亡实验检测 ｍｉＲ３４ａ对 Ｋ５６２细胞凋

亡的影响，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色的流式细胞术分
析，用合成的ｍｉＲ３４ａｍｉｍｉｃｓ转染 Ｋ５６２后，细胞的凋
亡率显著上升（Ｐ＜０．０５）。结果表明 ｍｉＲ３４ａ在慢性
粒细胞白血病中能促进肿瘤细胞的凋亡（图３）。

图３　ｍｉＲ３４ａ对慢性粒细胞白血病细胞Ｋ５６２凋亡的影响

２．４　ｍｉＲ３４ａ通过调控ＭＹＢ蛋白的表达影响慢性粒
细胞白血病细胞的生物学行为

通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ生物信息学软件检测 ＭＹＢ是
ｍｉＲ３４ａ的下游相关的靶标，ｍｉＲ３４ａ具有和 ＭＹＢ相
似的３’ＵＴＲ结合序列，然后通过该双荧光素酶实验检
测ｍｉＲ３４ａ和ＭＹＢ在Ｋ５６２细胞中的相互调控关系。
结果显示，转染ｍｉＲ３４ａｍｉｍｉｃｓ后可以明显抑制 ＭＹＢ
的荧光素酶活性（图 ４ａ、ｂ）。同时，我们用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验检测 ｍｉＲ３４ａ对 ＭＹＢ蛋白表达的影响（图
４ｃ），ｍｉＲ３４ａｍｉｍｉｃｓ组的 ＭＹＢ蛋白表达量显著低于
对照组（Ｐ＜０．０５）。实验结果表明ｍｉＲ３４ａ能与ＭＹＢ
的３’ＵＴＲ特异性结合，并可以抑制 ＭＹＢ蛋白的表达
活性。

ａ、ｂ：双荧光素酶检测ｍｉＲ３４ａ和ＭＹＢ之间的关系；ｃ：ｍｉＲ３４ａ对ＭＹＢ蛋白表达的影响
图４　ｍｉＲ３４ａ通过调控ＭＹＢ蛋白的表达影响慢性粒细胞白血病细胞的生物学行为

３　讨论

作为一类新型的小分子单链非编码 ＲＮＡ调控分
子，ｍｉＲＮＡ已被证明在人类癌症中经常出现异常表
达。在一般情况下，ｍｉＲＮＡ通过直接结合发挥其功
能，他们的目标基因的 ｍＲＮＡ的 ３’ＵＴＲ控制 ｍＲＮＡ
翻译和稳定性［１２］。有许多证据已经表明多个 ｍｉＲＮＡ

在慢性粒细胞白血病中起到重要作用，如 ｍｉＲ２１，
ｍｉＲ１２５ｂ，ｍｉＲ１０ｂ，ｍｉＲ２６ａ，ｍｉＲ１５５，ｍｉＲ３０１［１３］。
　　ｍｉＲ３４ａ属于保守成员 ｍｉＲ３４家族（ｍｉＲ３４ａ，
ｍｉＲ３４ｂ和 ｍｉＲ３４ｃ），其编码序列与其他成员不同，
ｍｉＲ３４ａ由一个转录本编码，而ｍｉＲ３４ｂ和ｍｉＲ３４ｃ由
另一个转录本编码，而且作用也不尽相同［１４］。有研究

指出，ｍｉＲ３４ａ在结肠癌和乳腺癌中起到抑制作
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用［１５］。还有学者证实，ｍｉＲ３４ａ能抑制子宫内膜癌细
胞的迁移、侵袭和增殖［１６］。本研究通过 ｑＰＣＲ方法检
测ｍｉＲ３４ａ在正常人群和慢性粒细胞白血病患者中的
表达差异，结果显示白血病患者中的表达显著降低，这

也再次验证了其肿瘤抑制基因的角色。

ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ运用化学合成的方法，合成模拟生
物体内源性 ｍｉＲＮＡ。该分子可以通过转染试剂包裹
后携带进入细胞内，发挥转录后基因沉默效应，而避免

了构建载体繁琐的操作以及包装病毒可能存在的安全

隐患［１７］。我们选择 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ提高 Ｋ５６２细胞中
ｍｉＲ３４ａ的表达量，从而研究其对细胞迁移和凋亡的
影响。本研究结果表明，过表达的 ｍｉＲ３４ａ能显著降
低Ｋ５６２细胞的迁移能力，同时还能显著增加细胞的
凋亡率。ｍｉＲ３４ａ对于慢性粒细胞白血病细胞 Ｋ５６２
的恶性生物学行为起到抑制作用。

转录因子ＭＹＢ最初被鉴定为 ｖｍｙｂ的细胞同源
物，ｖｍｙｂ是一种转化的逆转录病毒癌基因［１８］。当

ＭＹＢ表达异常时，其能激活几个重要的致癌基因，如
环氧化酶２（ＣＯＸ２）、Ｂｃｌ２和 ｃＭｙｃ等促进肿瘤发生
的靶点［１９］，影响不同肿瘤的生物学过程，如增殖、侵袭

和迁移。我们通过生物信息学发现，ｍｉＲ３４ａ可能与
ＭＹＢ特异性结合，并通过双荧光素酶实验进行证实，
同时ｍｉＲ３４ａ的过表达能降低ＭＹＢ蛋白的表达，从而
再次证明其在慢性粒细胞白血病的抑制作用。综上所

述，ｍｉＲ３４ａ能通过调控ＭＹＢ的表达从而影响慢性粒
细胞白血病细胞凋亡和迁移。
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