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摘要 目的 研究 miＲ-34b-5p过表达对弥漫大 B细胞淋巴
瘤的生长和运动以及 ＲhoA /ＲOCK 信号通路的影响。方法
选择弥漫大 B细胞淋巴瘤系中 SU-DHL-4 细胞进行研究。

建立空白对照组、空载体转染组、miＲ-34b-5p 转染组，采用
qＲT-PCＲ检测 miＲ-34b-5p的表达量，采用菌落形成实验、流
式细胞术和 Transwell试验检测细胞增殖、凋亡及侵袭能力;
采用 Western blot检测 E-cadherin、N-cadherin Vimentin、ＲhoA
和 ＲOCK蛋白的表达量。结果 在转染 miＲ-34b-5p 的细胞
内，miＲ-34b-5p的表达量上调。miＲ-34b-5p过表达能抑制弥
漫大 B细胞淋巴瘤 SU-DHL-4 细胞增殖，促进细胞凋亡，减
轻细胞侵袭，抑制 ＲhoA /ＲOCK 信号通路。结论 miＲ-34b-
5p过表达可以抑制弥漫大 B细胞淋巴瘤的生长和运动以及
ＲhoA /ＲOCK信号通路。
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弥漫性大 B 细胞淋巴瘤 ( diffuse large B cell
lymphoma，DLBCL) 是一种高度异质性的恶性淋巴
瘤。治疗 DLBCL的标准方案是每 21 天进行 1 次利
妥昔单抗、泼尼松、阿霉素、长春新碱和环磷酰胺的
化学免疫疗法 ( rituximab，prednisone，doxorubicin，
vincristine and cyclophosphamide，Ｒ-CHOP) ［1 － 2］。根
据国际预后指数( international prognostic index，IPI)
判断预后，对于 IPI 风险评分低级的患者，Ｒ-CHOP
的治愈率超过 80%，但在 IPI 风险评分高和中级的
患者中，预后仍不理想［3］。同时由于耐药性的快速
出现，导致有 30% ～ 40%的患者复发［4］。先前研
究［5］表明，微小核糖核酸 ( microＲNA，miＲNA) 能够
参与调节癌细胞的恶性生物学行为。已经确定
miＲ-34 是关键的抑癌基因，其靶基因参与了耐药机

制的形成，同时耐药癌细胞中低水平的 miＲ-34 被升
高，化疗药物的敏感性被恢复［6］。并且研究表明在
甲状腺癌［7］、乳腺癌［8］和炎症相关肠癌［9］中 miＲ-
34b-5p表达量均下降。该研究主要检测 miＲ-34b-
5p过表达是否对 SU-DHL-4 细胞增殖、侵袭、凋亡及
ＲhoA /ＲOCK信号通路有影响。

1 材料与方法

1． 1 细胞培养与处理 DLBCL SU-DHL-4 细胞购
自中国科学院的细胞库，并用含 10%胎牛血清的
Dulbecco改良的 Eagle 培养基( Dulbecco' s modified
eagle medium，DMEM) 进行培养于 37 ℃生长。miＲ-
34b-5p mimic和 mimic-NC 根据制造商的说明，使用
Lipofectamine 2000 试剂( 美国 Invitrogen 公司) 转染
到 SU-DHL-4 细胞。
1． 2 总 ＲNA 提取、反转录和荧光定量 使用 TＲ-
Izol从 SU-DHL-4 细胞提取总 ＲNA，提取的总 ＲNA
首先去除基因组中的 DNA，然后进行反转录，以上
步骤按照产品说明书进行操作。荧光定量检测反应
体系: 5 μl的 SYBＲ Premix，各 0. 5 μl的上游引物和
下游引物，3 μl 的 ＲNase Free dH2O，1 μl 的 cDNA。
程序: 95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火
30 s，72 ℃延伸 30 s，共 40 个循环。扩增完成后进
行溶解曲线分析: 95 ℃维持 10 s，65 ℃处理 1 s，此
后从 65 ℃开始，每 1 个循环温度增加 0． 5 ℃，时间
为 1 s。
1． 3 菌落形成实验 将 SU-DHL-4 细胞转染 miＲ-
34b-5p mimic和 miＲ-NC进行处理，在无毒培养基中
培养大约 14 d。用冷的甲醇-冰醋酸固定细胞，并用
结晶紫染色。
1． 4 流式细胞术 流式细胞仪检测 SU-DHL-4 细胞
凋亡，采用 Annexin v-荧光素 ( Annexin v-luciferin，
AV) 和碘化丙啶( propidium iodide，PI) 细胞凋亡检
测试剂盒 ( 美国 Invitrogen 公司) 流式细胞术检测不
同处理 SU-DHL-4细胞的凋亡率。刺激后，用 PBS 洗
涤细胞，Annexin V-FITC 和 PI 在室温黑暗中孵育 15
min。流式细胞术使用 FACScan 流式细胞仪 ( 美国
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Beckman Coulter 公司) 进行流式分析，数据使用
FlowJo软件 ( 美国 Ashland公司) 进行分析。
1． 5 Western blot SU-DHL-4 细胞处理后，将细胞
用裂解缓冲液裂解在 4 ℃并以14 000 r /min离心 15
min。蛋白质浓度由 BCA 蛋白定量检测盒( 中国上
海碧云天生物有限公司) 测量。取 20 μg 总蛋白在
12% SDS-PAGE并转移至 PVDF 膜。将膜在 37 ℃
下用 1 h封闭 5%的牛血清白蛋白，然后与抗 E-cad-
herin、N-cadherin、Vimentin、ＲhoA 和 ＲOCK 在 4 ℃
过夜。用 TTBS 洗涤后缓冲液 ( 含 Tween-20 的 Tris
缓冲盐水) ，加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
IgG( 二抗) 37 ℃反应 1 h; 洗膜后 ECL 曝光成像并
应用 quantity one软件分析蛋白条带的灰度值。
1． 6 Transwall 实验 用不含血清的 DMEM 将接
种 5 × 104 /200 μl SU-DHL-4 细胞在 transwell 室上
部。下腔室充满 500 μl 10% FBS DMEM。孵育 24 h
后，将下腔室中的细胞固定在 95%乙醇中，然后用
苏木精染色。在倒置显微镜下计算细胞的侵袭数
量。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行数据
分析，实验数据用 珋x ± s 表示，两组之间比较用 t 检
验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 miＲ-34b-5p 过表达对 DLBCL SU-DHL-4 细
胞增殖的影响 SU-DHL-4 细胞分别转染 mimic-NC
和 miＲ-34b-5p mimic，ＲT-qPCＲ 检测 miＲ-34b-5p
mＲNA的表达量。结果表明，转染 miＲ-34b-5p 组中
miＲ-34b-5p 的表达量上调 ［( 0. 99 ± 0. 06 ) vs
( 65. 13 ± 11. 31) ］，差异有统计学意义( t = 9. 474，P
＜ 0. 01) 。菌落形成实验结果表明，miＲ-34b-5p 的
过表达能抑制 SU-DHL-4 细胞的增殖［( 55. 74 ±
9. 12) % vs ( 11. 42 ± 6. 19 ) %］，差异有统计学意义
( t = 10. 273，P ＜ 0. 01 ) 。见图 1。提示 miＲ-34b-5p
过表达能抑制 DLBCL SU-DHL-4 细胞增殖。
2． 2 miＲ-34b-5p 过表达对 DLBCL SU-DHL-4 细
胞凋亡的影响 通过流式细胞术检测细胞的凋亡，
结果表明在细胞转染 miＲ-34b-5p 组中细胞凋亡率
上调［( 4. 91 ± 1. 71) % vs ( 28. 80 ± 4. 52) %］，差异
有统计学意义( t = 9. 860，P ＜ 0. 01) 。通过 Western
blot检测 Bax 和 Bcl-2 蛋白的含量，结果表明 Bax /
Bcl-2 的比值在细胞转染 miＲ-34b-5p 组中上调
［( 0. 04 ± 0. 02 ) vs ( 5. 82 ± 0. 61 ) ］，差异有统计学
意义( t = 8. 387，P ＜ 0. 01) 。见图 2。提示 miＲ-34b-

图 1 菌落形成实验检测 SU-DHL-4 细胞增殖
A: qＲT-PCＲ 检测 miＲ-34b-5p mＲNA 的转录表达量; B: 菌落形

成实验检测细胞增殖; 与 Control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

5p过表达能够促进 DLBCL SU-DHL-4 细胞凋亡。
2． 3 miＲ-34b-5p 过表达对 DLBCL SU-DHL-4 细
胞侵袭的影响 通过 Transwell 检测细胞侵袭力，结
果表明在细胞转染 miＲ-34b-5p 组中细胞侵袭下调
［( 43. 74 ± 8. 55 ) vs( 9. 19 ± 6. 01) ］，差异有统计学
意义( t = 6. 503，P ＜ 0. 01) 。见图 3。提示 miＲ-34b-
5p过表达对抑制 DLBCL SU-DHL-4 细胞侵袭。
2． 4 miＲ-34b-5p过表达对 E-cadherin、N-cadherin
和 Vimentin表达的影响 miＲ-34b-5p 过表达时 E-
cadherin基因的蛋白表达水平升高［( 0. 05 ± 0. 02 )
vs( 0. 54 ± 0. 09) ］，差异有统计学意义( t = 4. 935，P
＜ 0. 05) ，而 N-cadherin和 Vimentin基因的蛋白表达
水平下降［N-cadherin: ( 0. 32 ± 0. 07 ) vs ( 0. 06 ±
0. 04) ; Vimentin: ( 0. 41 ± 0. 08 ) vs ( 0. 04 ± 0. 02 ) ］，
差异有统计学意义( N-cadherin: t = 4. 851，P ＜ 0. 05;
Vimentin: t = 9. 236，P ＜ 0. 05 ) 。见图 4。提示
miＲ-34b-5p过表达能够抑制 DLBCL SU-DHL-4 细胞
侵袭。
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图 2 细胞凋亡检测

A:流式细胞术检测 SU-DHL-4 细胞的凋亡状态; B: Western blot检测 Bax和 Bcl-2 蛋白的表达量; 与 Control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 3 Transwell试验

与 Control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 miＲ-34b-5p 过表达对 ＲhoA /ＲOCK 信号通
路的影响 结果表明 miＲ-34b-5p 过表达时 ＲhoA和
ＲOCK蛋白的表达水平下降［ＲhoA: ( 0. 88 ± 0. 09) vs
( 0. 03 ± 0. 01 ) ; ＲOCK: ( 0. 93 ± 0. 13 ) vs ( 0. 07 ±
0. 04) ］，差异有统计学意义( ＲhoA: t = 11. 091，P ＜
0. 05; ＲOCK: t = 28. 622，P ＜ 0. 05) 。见图 5。提示
miＲ-34b-5p 过表达能够抑制 ＲhoA /ＲOCK 信号通
路。

3 讨论

DLBCL是一种恶性淋巴瘤，影响所有年龄段的
患者，临床表现广泛。Ｒ-CHOP 治疗方案在治疗
DLBCL上取得一定的成果，但同时也出现一些棘手
的问题，比如耐药性产生导致预后不良、严重病患治
愈率差等。目前，miＲNA 在诊断和治疗 DLBCL 扮
演着很重要的角色。研究表明 miＲ-214 过表达可通
过靶向目的基因 PD-L1 抑制 OCI-Ly3 细胞活力和侵
袭性并诱导细胞凋亡，从而抑制 DLBCL的进展。同
时，miＲ-214 通过调节 IL-10、IFN-γ 和 TNF-α 的表
达，靶向目的基因 PD-L1 来调节 DLBCL 的免疫反
应［10］。最重要是研究表明 miＲ-34b 基因甲基化可
能导致该基因转录表达沉默，是 DLBCL 发生发展
的促进因素［11］。本研究通过在 SU-DHL-4 细胞转
染 miＲ-34b-5p，结果表明 miＲ-34b-5p 的过表达能
抑制 SU-DHL-4 细胞的增殖和侵袭，并诱导细胞凋
亡，从而抑制 DLBCL的发展进程。

E-cadherin 是 calcium-dependent 跨膜糖蛋白，
位于上皮组织，是细胞黏附分子和信号转导因子的
组成部分，可以直接与蛋白复合物或与肌动蛋白细
胞骨架结合形成 β-连环蛋白，从而预防和减少肿瘤
细胞黏附。N-cadherin 也是 cadherin 家族中重要的
组成部分。Vimentin 也是一种细胞骨架蛋白，在正
常的上皮细胞中不表达，但广泛分布于成纤维细胞、
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图 4 膜蛋白测定
A: qＲT-PCＲ 检测 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 的转录表达

量; B: Western blot检测 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 蛋白的表达

量; 与 Control组比较: * P ＜ 0. 05

内皮细胞和间质细胞的淋巴细胞中。研究发现，Vi-
mentin在多种上皮性肿瘤中存在异常表达，并与癌
细胞的分化、侵袭和转移密切相关［12］。本研究结果
表明 miＲ-34b-5p 过表达导致 E-cadherin 基因和蛋
白的表达水平升高，而 N-cadherin 和 Vimentin 基因
的蛋白的表达水平下降。miＲ-34b-5p 过表达可抑
制 SU-DHL-4 细胞分化、侵袭和转移。

ＲOCK 是 GTPase 蛋白 ＲhoA 的下游效应子。
ＲOCK家族是由 ＲOCK1 和 ＲOCK2 组成的，在肌动
蛋白细胞骨架的组织中起着核心作用，并参与多种
基本的细胞功能，例如收缩、黏附、迁移、增殖和凋亡
等［13］。Ｒho /ＲOCK信号通路在癌症侵袭和转移中
起着关键作用。已知 Ｒho家族的 GTPase蛋白可以

图 5 ＲhoA和 ＲOCK信号蛋白测定

A: Western blot检测 ＲhoA、ＲOCK蛋白的表达量; B: ＲhoA、ＲOCK

蛋白的表达的柱状图; 与 Control组比较: * P ＜ 0. 05

重组细胞骨架并通过激活 ＲOCK 从而调节细胞迁
移［14］。研究表明，运用溶血磷脂酸协同激活 Ｒho /
ＲOCK信号通路从而刺激卵巢癌发展进程［15］。本
研究结果表明 miＲ-34b-5p 过表达时 ＲhoA和 ＲOCK
蛋白的表达水平下降，说明该通路未被激活，从而减
轻 SU-DHL-4 细胞的侵袭力。

综上所述，本研究发现 miＲ-34b-5p 过表达抑制
SU-DHL-4 细胞增殖、侵袭并诱导细胞凋亡，同时抑
制 ＲhoA /ＲOCK 信号通路。因此，miＲ-34b-5p 有望
成为治疗 DLBCL 的新靶点。本研究仅为体外细胞
试验和机制的初步探讨，体内试验有待进一步深入
研究。
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Up-regulation of miＲ-34b-5p inhibits invasion of diffuse large B
lymphoma and ＲhoA /ＲOCK signaling pathway

Li Jingdong，Han Xiaolin，Yang Cui，et al
( Dept of Hematology，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Xinxiang 453100)

Abstract Objective To study the effect of miＲ-34b-5p Up-regulation on the invasion of diffuse large B cell lym-
phoma and the ＲhoA /ＲOCK signaling pathway． Methods SU-DHL-4 cells were selected for study in diffuse large
B lymphoma lines． A blank control group，an empty vector transfection group，and a miＲ-34b-5p transfection
group were established． The expression of miＲ-34b-5p was detected by qＲT-PCＲ． Cell proliferation，apoptosis and
invasive were tested by colony formation assay，flow cytometry and Transwell test respectively． Western blot was
used to detect the proteins expression levels of E-cadherin，N-cadherin Vimentin，ＲhoA and ＲOCK． Ｒesults
miＲ-34b-5p expression was significantly up-regulated in cells transfected with miＲ-34b-5p． miＲ-34b-5p overex-
pression inhibited SU-DHL-4 cells proliferation，enhanced SU-DHL-4 cells apoptosis，reduced SU-DHL-4 cells in-
vasion，and inhibited the ＲhoA /ＲOCK signaling pathway． Conclusion miＲ-34b-5p overexpression inhibits the
growth and motility of diffuse large B cell lymphoma and the expression of ＲhoA /ＲOCK signaling pathway．
Key words miＲ-34b-5p; diffuse large B cell lymphoma; proliferation; apoptosis; invasion; ＲhoA /ＲOCK signaling
pathway
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