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摘要　 目的　 探究 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ／ ＨＯＸＡ７ 轴在急性髓细胞白

血病（ＡＭＬ）细胞增殖与凋亡过程中的作用。 方法　 收集初

治 ＡＭＬ 患者及健康志愿者的骨髓样本，检测骨髓样本中

ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 与 ＨＯＸＡ７ 表达水平的变化，分析 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ
与 ＨＯＸＡ７ 的调控作用。 体外培养 ＡＭＬ 细胞系 ＴＨＰ⁃１，分别

给予转染空载体、ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达慢病毒载体、ＨＯＸＡ７
ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体及同时转染 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 和 ＨＯＸＡ７ 过表

达慢病毒表达载体，检测不同干预方式下 ＴＨＰ⁃１ 细胞的增殖

与凋亡情况、细胞内 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ、ＨＯＸＡ７ 的表达变化。 结

果　 ＡＭＬ 患者骨髓细胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 表达低于健康志愿

者，而 ＨＯＸＡ７ 表达高于健康志愿者（Ｐ ＜ ０. ０１）。 荧光素酶

活性分析显示 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 具有负调控 ＨＯＸＡ７ 的作用。 转

染 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达慢病毒载体的 ＴＨＰ⁃１ 细胞内的

ＨＯＸＡ７ 表达低于空载体细胞（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与转染空载体细

胞比较，转染 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达慢病毒载体或转染 ＨＯＸＡ７
ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体抑制了 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖，促进细胞凋亡

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 同时转染 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 和 ＨＯＸＡ７ 过表达慢病

毒表达载体的 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖强于空载体细胞（Ｐ ＜ ０. ０５）。
结论　 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 在 ＡＭＬ 患者骨髓细胞中表达量显著降

低，其可通过抑制 ＨＯＸＡ７ 表达及 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖来促进

ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡。
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　 　 急性髓细胞白血病 （ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）是一种常见的血液系统恶性肿瘤，病情凶险，
易复发，具有严重致死性，其发病率逐年上升［１］。
目前 ＡＭＬ 治疗进展缓慢，常用治疗方法有联合化

疗、诱导分化和造血干细胞移植等，尽管对 ＡＭＬ 的

生物学特征的理解日渐深入，新的靶向治疗药物被

研发使用，但总体生存率仍低、治疗效果仍然不够理

想［２］。 研究［３］ 表明白血病干细胞 （ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＬＳＣｓ）是白血病细胞恶性增殖的罪魁祸首，而
这些细胞具有高增殖、低凋亡、分化阻滞、耐药等特

性，导致白血病患者在放化疗得到完全缓解后复发

率仍非常高。 因此，阐明调控 ＬＳＣｓ 增殖凋亡分子机

制，对 ＡＭＬ 的治疗具有重要意义。 微小 ＲＮＡ（ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡｓ）调控多种生物学行为，如发育的

进程、干细胞分化、细胞凋亡、疾病以及肿瘤发生等，
近些年受到广泛关注。 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 作为 ｍｉＲＮＡｓ
的一员，以同源盒基因 Ａ７ （ ｈｏｍｅｏｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｏｘ⁃
Ａ７，ＨＯＸＡ７）作为靶基因对卵巢癌、胰腺癌、前列腺

癌等癌细胞的增殖凋亡进行调控［４ － ７］，但是其在

ＡＭＬ 中的作用以及对 ＬＳＣｓ 增殖凋亡的影响尚不得

知。 该研究在 ＡＭＬ 细胞系 ＴＨＰ⁃１ 上探究 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃
５ｐ 对 ＬＳＣｓ 增殖凋亡的影响及其分子机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 病例资料　 白血病骨髓样本来自 ２０１９ 年 １
月—２０２１ 月 ７ 月云南大学附属医院血液内科行骨

髓穿刺的 ５２ 例初治 ＡＭＬ 受检者，其中男 ２８ 例，女
２４ 例；年龄 ３４ ～ ５８（４１. ３２ ± ４. ９７）岁；正常骨髓样本

来自同期血液内科行骨髓穿刺的 ５０ 名健康志愿者，
其中男 ２９ 例，女 ２１ 例；年龄 ３１ ～ ５６（４３. ０１ ± ５. ２８）
岁。 上述骨髓样本的取材均获得受检者知情同意并

签署知情同意书。
１． １． ２ 　 实验材料与主要试剂 　 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞与

ＴＨＰ⁃１ 细胞购自上海研生实业有限公司；慢病毒载

体由北京博恒科创生物科技有限公司制备；质粒由

北京博恒科创生物科技有限公司制备。 ＧＡＰＤＨ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＰＡＲＰ⁃１ 抗体购自北京沃卡威生物技术

有限公司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＰＩ 凋亡染色试剂盒购自上海

翊圣生物科技有限公司；ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂

盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司；双荧光素

酶报告基因试剂盒购自上海圣尔生物科技有限公

司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自上海弗元生物科技有限公司。
１． １． ３　 实验仪器　 组织匀浆机购自北京中科科尔
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仪器有限公司；酶标仪购自南京德铁实验设备有限

公司；流式细胞仪购自美国贝克曼库尔特有限公司；
光学显微镜购自上海光学仪器厂。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 荧光素酶活性检测 　 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞用含

１００ ｇ ／ Ｌ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养液，于 ３７ ℃、
５０ ｇ ／ Ｌ 的饱和湿度条件下培养、传代，实验用对数

生长期细胞。 查找 ＨＯＸＡ７ 基因序列并通过聚合酶

链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）进行扩增，将
扩增产物插入荧光素酶报告载体 ｐＧＬ３，构建野生型

ＨＯＸＡ７ 载体，同时对 ＨＯＸＡ７ 序列中与 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ
结合的位点进行 ＴＣＡＣＧ 到 ＡＴＧＧＣ 的点突变，构建

突变载体，按照操作说明使用转染试剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ⁃
ｎｅＴＭ ３０００ 将质粒与 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 或 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ
共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞 ４８ ｈ，利用双荧光素酶报告基

因试剂盒检测各组细胞荧光素酶活性，实验重复 ３
次。
１． ２． ２　 ＴＨＰ⁃１ 细胞培养与转染处理 　 ＴＨＰ⁃１ 细胞

在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液中

培养，取对数生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞株，将细胞分为

空白对照组、ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组、ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ
组、联合过表达组。 空白对照组细胞转染慢病毒空

载体；ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组细胞转染 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ
过表达慢病毒载体； ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组细胞转染

ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体；联合过表达组细胞转

染 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达慢病毒载体和 ＨＯＸＡ７ 过表

达慢病毒载体。 待细胞生长稳定后，采用实时荧光

定量 ＰＣＲ 技术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞内 ｍｉＲ⁃
１９３ａ⁃５ｐ 和 ＨＯＸＡ７ 的表达水平，确定转染是否成

功。
１． ２． ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 骨髓样本采用磁珠法

分离骨髓细胞中的 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞。 分别取分

离的 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞和 ＴＨＰ⁃１ 细胞，采用 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取心脏组织或者细胞中 ＲＮＡ，然后反转录获得

ｃＤＮＡ，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测细胞中 ｍｉＲ⁃
１９３ａ⁃５ｐ 和 ＨＯＸＡ７ 表达水平，以 ＧＡＰＤＨ 和 Ｕ６ 作为

内 参。 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 引 物： 上 游 ５′⁃ＣＧＧＡＧＣ⁃
ＣＡＡＧＡＴＴＴＧＡＴＣＧＡ⁃３′， 下 游 ５′⁃ＧＴＧＣＧＣＣＴＧＡＴＡ⁃
ＡＧＴＡＧＣＡＡ⁃３′；ＨＯＸＡ７ 引物：上游 ５′⁃ＡＴＧＣＡＣＣＴＧ⁃
ＣＡＧＡＧＧＴＡＴＡＧ⁃３′， 下 游 ５′⁃ＡＧＡＧＧＡＧＧＴＴＣＧ⁃
ＣＡＡＣＴＣＴＡ⁃３′； ＧＡＰＤＨ 引 物： 上 游 ５′⁃ＣＧＣＣＧ⁃
ＴＡＴＣＴＧＡＴＧＧＣＧＴ⁃３′， 下 游 ５′⁃ＣＧＧＧＡＧＴＣＴＡＧ⁃
ＣＡＧＡＧＴＴＧＡＣＴＡ⁃３′；Ｕ６ 引物：上游 ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧ⁃
ＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′， 下 游 ５′⁃ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

ＧＴ⁃３′。
１． ２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 分别取分离的 ＣＤ３４ ＋

ＣＤ３８ － 细胞和 ＴＨＰ⁃１ 细胞，然后加入 １ ｍｌ ＲＩＰＡ 裂

解液，使用组织匀浆机对细胞进行匀浆，匀浆后的细

胞放于冰上裂解 ５ ｍｉｎ，之后 ４ ℃，在１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
速度下离心 ５ ｍｉｎ，取上清液；然后往上清液中加入

ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（上清液体积 ∶ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 体积 ＝
４ ∶ １）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 跑胶、转膜，转印蛋白的膜用 ５％
脱脂奶粉 ３７ ℃ 封闭 ２ ｈ， 之后依次加入抗人

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体 （ １ ∶ １ ０００ ）、 ＰＡＲＰ⁃１ 抗体 （ １ ∶
１ ０００）、ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １ ０００）抗体 ４ ℃孵育 １２ ｈ，然后

使用 ＨＲＰ 标记的二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈ，最后加入 ＥＣＬ
发光液曝光检测。
１． ２． ５　 ＣＣＫ⁃８ 检测　 收集稳定转染的 ＴＨＰ⁃１ 细胞，
使用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测各组的 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖情

况，具体步骤如下：将稳定转染的细胞接种到 ９６ 孔

板中，待细胞生长 ８０％ 时，向每孔加入 １０ μｌ 的

ＣＣＫ⁃８ 溶液，将培养板在培养箱内孵育 ２ ｈ，用酶标

仪测定在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度。
１． ２． ６　 细胞计数　 取培养板中培养细胞，在显微镜

下对各组培养孔中细胞进行拍照，然后收集细胞，离
心，弃培养基，用 ＰＢＳ 重悬细胞，然后使用细胞计数

仪对各组细胞数量进行计数。
１． ２． ７　 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡检测 　 将稳定转染的细胞

接种到 ９６ 孔板中，待细胞生长至实验截止时，收集

细胞，然后立即使用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＰＩ 凋亡染色试剂盒

和 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒并采用绿色 ＦＩＴＣ 标

记荧光检测法对分离的细胞进行染色。 流式细胞术

分析：使用流式细胞仪对细胞凋亡情况进行分析，采
用固定流速（６ ｍｌ ／ ｍｉｎ），收集 １ ｍｉｎ，Ｑ１ ＋ Ｑ２ ＋ Ｑ３
细胞即为发生凋亡的细胞。 ＴＵＮＥＬ 染色分析：具体

方法参照试剂盒说明书，通过光学显微镜观察细胞

凋亡状况。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ８. ０ 软件进行统

计学分析。 计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，先进行正态检

验，若服从正态分布，则两组资料之间比较采用独立

ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析，若不服从

正态分布，则选择非参数秩和检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组荧光素酶活性比较　 荧光素酶检测显示，
ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 能够降低 ＨＯＸＡ７ 野生型荧光素

酶活性（Ｐ ＜ ０. ０１），而对 ＨＯＸＡ７ 突变型荧光素酶活
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性无明显影响（Ｐ ＞ ０. ０５），见表 １。

表 １　 各组荧光素酶活性比较（�ｘ ± ｓ）

组别
ＨＯＸＡ７ 野生型相对

荧光素酶活性

ＨＯＸＡ７ 突变型相对

荧光素酶活性

ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ ０． ９５ ± ０． １４ ０． ９８ ± ０． １５
ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ０． ６３ ± ０． １３∗∗ １． ０２ ± ０． １４
ｔ 值 ４． ９９３ ０． １０９

　 　 与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２ 　 ＡＭＬ 患者骨髓细胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 及

ＨＯＸＡ７ 表达水平变化　 ＡＭＬ 骨髓 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细

胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 表达水平低于健康志愿者骨髓

ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞中水平，而 ＡＭＬ 骨髓 ＣＤ３４ ＋

ＣＤ３８ － 细胞中 ＨＯＸＡ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平高于

健康志愿者骨髓 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞中水平 （Ｐ ＜
０. ０１），见图 １。
２． ３　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 及 ＨＯＸＡ７
表达水平变化　 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组和联合过表

达组 ＴＨＰ⁃１ 细胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 表达水平高于空白

对照组（Ｐ ＜ ０. ０１）；联合过表达组 ＴＨＰ⁃１ 细胞中

ＨＯＸＡ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平高于空白对照组，而
ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组及 ＨＯＸ７Ａ ｓｈＲＮＡ 组 ＨＯＸＡ７

ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平低于空白对照组 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ２。
２． ４　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖情况比较　 与空白对照

组比较，ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组及 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组

ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖受到抑制且细胞数量减少 （Ｐ ＜
０. ０５）；联合过表达组 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖以及细胞数

量优于空白对照组（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３。
２． ５　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡情况比较 　 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃
５ｐ 过表达组及 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡

比例高于空白对照组，且 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组 ＴＨＰ⁃１
细胞凋亡比例高于 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组 （ Ｐ ＜
０. ０１）；联合过表达组 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡百分比分别

低于空白对照组、ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组及 ＨＯＸＡ７
ｓｈＲＮＡ 组（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４。
２． ６　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡蛋白表达情况比较 　
ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组及 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组 ＴＨＰ⁃１
细胞活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＰＡＲＰ１ 量高于空白对照

组，且 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组 ＴＨＰ⁃１ 细胞活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 和 ＰＡＲＰ１ 量高于 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组 （ Ｐ ＜
０. ０１）；联合过表达组 ＴＨＰ⁃１ 细胞活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
和 ＰＡＲＰ１ 量分别低于空白对照组、ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过

表达组及 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ５。

图 １　 ＡＭＬ 患者骨髓细胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 及 ＨＯＸＡ７ 表达水平变化

　 　 Ａ：骨髓 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞流式细胞术鉴定结果；Ｂ：ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ｍＲＮＡ 及 ＨＯＸＡ７ ｍＲＮＡ 表达水平；Ｃ：骨髓 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞中 ＨＯＸＡ７
蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 代表图；Ｄ：骨髓 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞中 ＨＯＸＡ７ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 定量结果；与健康志愿者比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 及 ＨＯＸＡ７ 表达水平变化

　 　 Ａ：ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 表达水平；Ｂ：ＨＯＸＡ７ ｍＲＮＡ 表达水平；Ｃ：细胞中 ＨＯＸＡ７ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 代表图；Ｄ：骨髓 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞中 ＨＯＸＡ７

蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 定量结果；１：空白对照组；２：ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组；３：ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组；４：联合过表达组；与空白对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ３　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖情况比较

　 　 Ａ：各组细胞 ＣＣＫ⁃８ 检测结果；Ｂ：各组 ＣＣＫ⁃８ 检测曲线下面积定量结果；Ｃ：各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞代表图；Ｄ：各组细胞数量计数结果；１：空白对

照组；２：ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组；３：ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组；４：联合过表达组；与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组比

较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡情况比较

　 　 Ａ：各组细胞流式细胞术 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＰＩ 染色检测结果代表图；Ｂ：各组 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＰＩ 染色定量结果；Ｃ：各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞 ＴＵＮＥＬ 染色代表图；
Ｄ：各组细胞 ＴＵＮＥＬ 染色定量结果；１：空白对照组；２：ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组；３：ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组；４：联合过表达组；与空白对照组比较：∗∗Ｐ ＜

０. ０１；与 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 各组 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡蛋白表达情况比较

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果代表图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白裂解

产物的定量结果图；１：空白对照组；２：ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组；３：
ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ 组；４：联合过表达组；与空白对照组比较：∗∗ Ｐ ＜
０. ０１；与 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 过表达组比较： ＃＃ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ
组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 近年来，ｍｉＲＮＡｓ 在 ＡＭＬ 发生与发展过程中的

作用受到了广泛关注。 作为 ｍｉＲＮＡ 的一员，ｍｉＲ⁃
１９３ａ⁃５ｐ 在肿瘤细胞增殖、生长过程中展现出较为重

要作用。 研究［８ － １０］表明，ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 在卵巢癌、肝
癌、胃癌等肿瘤细胞中表达水平降低，且上调肿瘤细

胞中 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 水平后可有效抑制肿瘤细胞增

殖，表明 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 具有调控肿瘤细胞增殖的能

力。 研究［１１］ 表明，ＡＭＬ 初发和复发患者血浆 ｍｉＲ⁃
１９３ａ⁃５ｐ 表达水平低于缓解 ＡＭＬ 患者或健康受试者

血浆水平，但 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 在 ＬＳＣｓ 增殖生长过程中

的作用尚不得知。
　 　 ＨＯＸＡ７ 作为 ＨＯＸ 基因家族的一员，是造血细

胞增殖分化的主控基因。 研究［１２］ 表明，ＨＯＸＡ７ 在

白血病中的表达及功能受多种上游因子的调控，可
在各种协同作用分子或 ＨＯＸ 基因的影响下作用于

下游靶基因，参与白血病的发生发展。 ＨＯＸＡ７ 可影

响白血病的临床表现，且其表达水平与白血病的治

疗与预后有较大关联［１３］。 此外，ＨＯＸＡ７ 在肿瘤细

胞增殖过程中扮演重要角色［１４］。 生物信息学分析

发现，ＨＯＸＡ７ 是 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 直接作用的靶分子。
ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 通过结合 ＨＯＸＡ７ 基因的 ＴＣＡＣＧ 位

点，调节 ＨＯＸＡ７ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平。 本研

究的荧光素酶活性检测发现，ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 不影响结

合位点突变的 ＨＯＸＡ７ 荧光素酶活性，却能降低野

生型 ＨＯＸＡ７ 荧光素酶活性，实验证明 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ
具有调控 ＨＯＸＡ７ 的功能。 ＡＭＬ 患者和健康受试者

骨髓中 ＬＳＣｓ（ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ － 细胞）ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 表达

水平的比较结果显示，ＡＭＬ 患者骨髓 ＣＤ３４ ＋ ＣＤ３８ －

细胞内 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 表达水平降低，而 ＨＯＸＡ７ 表达

水平升高。
　 　 进一步 ＴＨＰ⁃１ 细胞培养结果显示，过表达 ｍｉＲ⁃
１９３ａ⁃５ｐ 或抑制 ＨＯＸＡ７ 表达能够抑制 ＴＨＰ⁃１ 细胞

增殖、 促 进 ＴＨＰ⁃１ 细 胞 凋 亡 蛋 白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和

ＰＡＲＰ１ 活化及细胞凋亡，这与之前研究人员［１５］关于

ＨＯＸＡ７ 的功能相一致。 但是同时过表达 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃
５ｐ 和 ＨＯＸＡ７ 时，ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 对 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖及

凋亡的影响作用则消失，甚至同时过表达 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃
５ｐ 和 ＨＯＸＡ７ 时反而进一步促进了 ＴＨＰ⁃１ 细胞增

殖，ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡则被抑制。 考虑到 ＨＯＸＡ７ 具有

促进肿瘤细胞增殖的功能，发生这种现象的解释是

ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 可通过抑制 ＨＯＸＡ７ 的表达继而抑制

ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖及促进细胞凋亡， 同时过表达

ＨＯＸＡ７ 时抵消了 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 的生物学作用，而过

表达的 ＨＯＸＡ７ 进一步促进了 ＴＨＰ⁃１ 细胞的增殖生

长。
　 　 综上所述，ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 在 ＡＭＬ 患者骨髓细胞

中表达量降低，其可通过抑制 ＨＯＸＡ７ 表达抑制

ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖、促进 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡。 本研究为

临床治疗 ＡＭＬ 提供了新的思路。
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达及作用研究［Ｊ］ ． 肿瘤，２０１９，３９（１０）：７８４ － ９４．
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［８］ 　 Ｓｕｎ Ｈ，Ｙａｎ Ｊ，Ｔｉａｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ＬＩＮＣ０１２２４ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｍａｌｉｇｎａｎｔ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ＭｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ／ ＣＤＫ８ ａｘｉｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｍｅｄ，２０２１，１０（４）：１３７７ － ９３．

［９］ 　 Ｌｉ Ｐ，Ｘｉａｏ Ｚ，Ｌｕｏ Ｊ，ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃１３９⁃５ｐ，ｍｉＲ⁃９４０ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＰＯＣＫ１
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ，２０１９，２３（４）：２４７５ － ８８．

［１０］ Ｗａｎｇ Ｓ，Ｄｉａｏ Ｙ Ｊ，Ｚｈｕ Ｂ Ｂ． ＭｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒ⁃
ａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＯＸＡ７ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｏ⁃
ｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｎｅｏｐｌａｓｍａ，２０２０，６７（４）：８２５ － ３３．

［１１］ Ｗａｎｇ Ｌ，Ｃｈｏ Ｋ Ｂ，Ｌｉ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ （ ｌｎｃＲＮＡ）⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｏｖｅｌ ｐｏ⁃
ｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ．
Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ，２０１９，２０（２２）：５７５８．

［１２］ Ｇｈａｓｅｍｉ Ｒ，Ｓｔｒｕｔｈｅｒｓ Ｈ，Ｅｌｉｓａｂｅｔｈ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＣＦ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ ＨＯＸＡ ｌｏｃｕｓ ｉｎ ＮＰＭ１⁃ｍｕ⁃
ｔａｎｔ ＡＭＬ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｌｅｕｋｅｍｉａ，２０２１，３５（２）：４０４ － １６．

［１３］ Ｓｃｈｗｉｎｄ Ｓ，Ｍａｈａｒｒｙ Ｋ，Ｍｉｃｈａｅｌ Ｄ，ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ⁃１８１ａ，ｉｎ ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｎｏｒ⁃
ｍａｌ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ：Ａ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ Ｂ ｓｔｕｄｙ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌ，２０１０，２８（３６）：５２５７ － ６４．

［１４］ Ｊｉ Ｆ，Ｄｕ Ｒ，Ｃｈｅｎ Ｔ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃＳＬＣ２６Ａ４ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ
ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｍｉＲ⁃１２８７⁃５ｐ ／ ＨＯＸＡ７ ａｘｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｔｈｅｒａｐｙ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ，２０１９，６（１９）：４１３ － ２０．

［１５］ Ｗｕ Ｐ，Ｌｉ Ｃ Ｘ，Ｙｅ Ｄ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃＥＰＳＴＩ１ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ
ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｍｉＲ⁃３７５ ／ ４０９⁃３Ｐ ／ ５１５⁃５ｐ⁃ＳＬＣ７Ａ１１
ａｘｉｓ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ （Ａｌｂａｎｙ ＮＹ），２０２１，１３（３）：４６６３ － ７３．

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ／ ＨＯＸＡ７ ａｘｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ

Ｈｅ Ｄｉ，Ｌｉ Ｂｉｎｇ，Ｙｕ Ｍｅｉｊｉａ，Ｃｈｅｎ Ｑｉ
（Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ，Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｋｕｎｍｉｎｇ　 ６５００２１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ／ ＨＯＸＡ７ ａｘｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ
（ＡＭＬ） ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｎｅｗｌｙ ｔｒｅａｔｅｄ ＡＭＬ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ
ｎｏｒｍａｌ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＨＯＸＡ７ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＨＯＸＡ７ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ＡＭＬ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ
ＴＨＰ⁃１ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ， ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ，
ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ， ａｎｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＨＯＸＡ７ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ． Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ａｎｄ
ＨＯＸＡ７ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃
１９３ａ⁃５ｐ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＡＭＬ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ，ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＨＯＸＡ７ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ⁃
１９３ａ⁃５ｐ ｃｏｕｌｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＨＯＸＡ７． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯＸＡ７ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ⁃
ｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＯＸＡ７ ｓｈＲＮＡ
ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＨＯＸＡ７ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄ
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