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柔红霉素对ＨＬ６０敏感细胞ｍｉＲＮＡ２１
等５种ｍｉＲＮＡ表达的影响
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　　摘　要：目的　通过观察柔红霉素（ＤＮＲ）作用后急性早幼粒细胞白血病（ＡＰＬ）细胞株 ＨＬ６０敏感细胞中 ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲ

ＮＡ１８１ｄ、ｍｉＲＮＡ１２５ｂ、ｌｅｔ７ｆ和ｍｉＲＮＡ２７ａ５种 ｍｉＲＮＡ的表达变化，探讨他们与 ＨＬ６０细胞耐药性形成的相关性及其潜在的

临床意义。方法　常规培养 ＨＬ６０和 ＨＬ６０／Ａ细胞。设置实验组、对照组１和对照组２，实验组使用小剂量ＤＮＲ持续作用于

ＨＬ６０敏感细胞。对照组１和２分别是 ＨＬ６０／ＡＤＮＲ耐药细胞和不接受ＤＮＲ持续作用的 ＨＬ６０敏感细胞。采用四甲基偶氮

唑盐比色（ＭＴＴ）法检测ＤＮＲ对 ＨＬ６０细胞增的影响。采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测 ｍｉＲＮＡ２１等５种 ｍｉＲＮＡ的表

达量。结果　ＭＴＴ实验结果：随着小剂量ＤＮＲ持续作用时间的延长，ＤＮＲ对 ＨＬ６０敏感细胞的抑制作用减弱，并于加药后第

１０天左右，抑制率逐渐进入平台期。ＲＴＰＣＲ检测结果：与对照组２比较，对照组１耐药细胞中的 ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｍｉＲＮＡ２７ａ和

ｌｅｔ７ｆ的表达下调（犘＜０．０５），而实验组敏感细胞中这些ｍｉＲＮＡ的表达于加药后的第７天开始下调（犘＜０．０５）。相反，对照组１

中的ｍｉＲＮＡ２１和ｍｉＲＮＡ１２５ｂ表达上调（犘＜０．０５），而实验组敏感细胞中这２种ｍｉＲＮＡ的表达则于加药后的第７天开始上调

（犘＜０．０５）。结论　ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１２５ｂ、ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｍｉＲＮＡ２７ａ和ｌｅｔ７ｆ５种 ｍｉＲＮＡ表达的改变可能与 ＨＬ６０细胞耐

药性有关。
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　　急性早幼粒细胞白血病（ａｃｕｔｅｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，

ＡＰＬ）是急性髓系白血病（ＡＭＬ）的一种特殊类型，染色体异位

ｔ（１５；１７）和（ＰＭＬ／ＲＡＲａ）融合基因阳性是其惟一的形态学特

征，约占ＡＭＬ的１０％～１５％，临床特征易导致弥散性血管内

凝血（ＤＩＣ）
［１］。柔红霉素（ＤＮＲ）可与ＤＮＡ结合，并抑制核酸

的生物合成，是目前治疗ＡＭＬ的主要化疗药物之一。尽管目

前通过ＤＮＲ、维甲酸等治疗已经可以使初治患者的完全缓解

率大幅度增加，但仍有部分患者由于病情复发而死亡，其中原

因之一就是白血病细胞对化疗药物产生耐药。耐药性的产生

是由多种机制作用而产生的，其中主要包括 ＡＴＰ依赖的能量

泵活性增强使细胞内药物外排增加、拓扑异构酶Ⅱ表达改变使

增加肿瘤细胞ＤＮＡ损伤的修复能力增强以及肿瘤细胞凋亡

减少而产生的耐药性等［２４］。耐药基因主要包括多药耐药基因

（犕犇犚１）、多药耐药相关蛋白基因（犕犚犘）、肺耐药蛋白基因
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（犔犚犘）、乳腺癌耐药蛋白基因（犅犆犚犘）等。目前，随着 ｍｉＲＮＡ

研究的不断深入，越来越多的研究发现 ｍｉＲＮＡ与白血病及其

耐药方面存在密切的联系。

ｍｉＲＮＡ是一类长度为 １９～２５ 个核苷酸，非编码的

ＲＮＡｓ，广泛存在于真核生物中，在后转录水平调控 ｍＲＮＡ的

表达［５］。现已发现，ｍｉＲＮＡ参与许多生物学过程，例如细胞增

殖，分化和凋亡等，人类大约３０％的基因受到 ｍｉＲＮＡ 的调

节［６７］。近年来，ｍｉＲＮＡ与胃癌、乳腺癌、卵巢癌等相关的多药

耐药ｍｉＲＮＡ相继报道，在白血病多药耐药方面也引起了越来

越多的关注。目前，在其他肿瘤中已经发现 ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲ

ＮＡ１２５ｂ、ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｍｉＲＮＡ２７ａ和ｌｅｔ７ｆ等５种 ｍｉＲＮＡ

可能与耐药相关，但关于他们在 ＨＬ６０细胞中的表达及ＤＮＲ

对他们的影响鲜有报道，因此，本研究采用实时荧光定量ＰＣＲ

（ＲＴＰＣＲ）检测这５种ｍｉＲＮＡ在 ＨＬ６０中的表达情况，并探

讨ＤＮＲ对这些表达的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　人ＡＰＬ药物敏感细胞 ＨＬ６０购自武汉博士德公

司。人ＡＰＬ耐药细胞 ＨＬ６０／Ａ购自中国医学科学院血液学

研究所，该细胞可在５００ｎｇ／ｍＬ的阿霉素培养液中稳定生长。

１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｇ公司，国产

四季青胎牛血清（ＦＢＳ），浙江海正药业有限公司的盐酸ＤＮＲ，

ＳｍａｌｌＲＮＡ提取试剂购于 ＴａＫａＲａ公司的 ＲＮＡｉｓｏｆｏｒｓｍａｌｌ

ＲＮＡ。逆转录ＰＣＲ和ＲＴＰＣＲ试剂盒购自ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ
ＴＭ公

司。噻唑蓝（ＭＴＴ）美国Ｓｉｇｍａ公司产品，实验前现配５ｍｇ／

ｍＬ溶液。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养　取对数生长期的 ＨＬ６０和 ＨＬ６０／Ａ置于

ＲＰＭＩ１６４０培养液中（１００ｍＬ里含有１０ｍＬＦＢＳ），于３７℃、

５０ｍＬ／ＬＣＯ２ 饱和湿度的培养箱中稳定生长。细胞悬浮生

长，正常情况２～３ｄ更换１次新鲜培养基。ＨＬ６０／Ａ以５００

ｎｇ／ｍＬ的ＤＮＲ维持耐药表型。

１．３．２　实验分组　分为实验组、对照组１和对照组２。其中

实验组以小剂量（１０ｎｇ／ｍＬ）的ＤＮＲ持续作用于 ＨＬ６０敏感

细胞，并于用药后第１、７、１４和２８天检测细胞的抑制率及

ｍｉＲＮＡ的表达。对照组１和２分别是 ＨＬ６０／Ａ耐药细胞和

不接受ＤＮＲ持续作用的ＨＬ６０敏感细胞。对照组１要以５００

ｎｇ／ｍＬ的ＤＮＲ维持其耐药表型。

１．３．３　四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法检测小剂量ＤＮＲ持续

作用对ＨＬ６０细胞的抑制率　用１０ｎｇ／ｍＬ的ＤＮＲ持续作用

于 ＨＬ６０ＤＮＲ敏感细胞，然后分别在ＤＮＲ作用后的第１、３、

５、７、１０和１４天取等量的细胞做 ＭＴＴ实验。按照上述实验方

法，调整细胞密度，每孔取２００μＬ接种于９６孔培养板中，其中

实验组分别加入４、８和１６ｎｇ／ｍＬ的ＤＮＲ，对照组１加入与实

验组最大ＤＮＲ用量等体积的生理盐水，对照组２只含有培养

基无细胞，每组设６个孔培养。培养箱中培养４８ｈ后加入

ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ后２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心吸

去上清液，每孔再分别加入１５０μＬ的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振

荡至 ＭＴＴ完全溶解，用酶标仪测各孔４９０ｎｍ波长的吸光度

（犃）值，绘制小剂量ＤＮＲ作用不同时间后对 ＨＬ６０细胞的抑

制率曲线。

１．３．４　ｍｉｃｒｏＲＮＡ的提取和逆转录　按说明用ＴａＫａＲａ公司

的ＲＮＡｉｓｏｆｏｒｓｍａｌｌＲＮＡ试剂盒分别提取各实验组及对照组

的ｍｉＲＮＡ，用紫外分光光度计测 Ａ２６０和 Ａ２８０，计算浓度，并用

１５ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶跑电泳检测 ｍｉＲＮＡ的完整性。采用逆

转录试剂盒将 ｍｉＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，在２５μＬ逆转录体系

中含有５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ、ｍｉＲＮＡ模板３００ｎｇ、２．５ＵＰｏｌｙＡＰｏｌ

ｙｍｅｒａｓｅ和ＲＴａｓｅＭｉｘ１μＬ。反应条件为３７℃６０ｍｉｎ，８５℃

５ｍｉｎ。所得的逆转录产物用灭菌水稀释１０倍进行下一步

ＰＣＲ实验。

１．３．５　ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ的表达　ＲＴＰＣＲ的下游引物

为ＡＬＬｉｎｏｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡＲＴＰＣＲ试剂盒提供的通用引物

（ＵｎｉｖｅｒｓａｌａｄａｐｔｏｒＰＣＲＰｒｉｍｅｒ），上游引物用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

５．０软件按照引物设计原则进行设计，并由上海生工合成。

ｍｉＲ１８１ｄ上游：５′ＧＣＧＧＧＡ ＡＣＡＴＴＣＡＴＴＧＴＴＧＴ３′；

ｍｉＲ１２５ｂ上游：５′ＧＣＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＣＣＴＡＡＣＴＴＧ３′；

ｌｅｔ７ｆ上游：５′ＧＧＧＧＧＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＡＴＴＧＴＡＴ３′；

ｍｉＲ２７ａ上游：５′ＧＧＡＧＧＧＣＴＴＡＧＣＴＧＣＴＴＧＴＧＡ３′；

内参Ｕ６和 ｍｉＲＮＡ２１的上下游引物由 ＡＬＬｉｎｏｎｅＴＭ ｍｉＲ

ＮＡＲＴＰＣＲ试剂盒提供。２０μＬＰＣＲ反应体系中含有２×

ＡＬＬｉｎｏｎｅＱｐｃｒＭｉｘ，ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（２μｍｏｌ／Ｌ）１．５

μＬ，ＵｎｉｖｅｒｓａｌＡｄａｐｔｏｒＰＣＲＰｒｉｍｅｒ（２μｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，１０倍

稀释的ｃＤＮＡ模板４．０μＬ和５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅｉｖ０．２

μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５预变性１０ｍｉｎ。９５℃变性１０ｓ，６０

℃退火４０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，重复４０个循环。各样本均重复３

孔，以平均ＣＴ值（阈值循环数）作为每个样本的ＣＴ值。并以

Ｕ６为内参，采用相对定量２－△△ＣＴ法进行 ｍｉＲＮＡ相对定量的

比较。样品目的基因的相对表达用２－△△ＣＴ方法计算，即Ｆｏｌｄ

ｃｈａｎｇｅ＝２
－△△ＣＴ＝２－［待测组目的基因平均Ｃｔ值待测组管

家基因平均Ｃｔ值］－［对照组目的基因平均Ｃｔ值对照组管家

基因平均Ｃｔ值］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　小剂量ＤＮＲ持续作用对 ＨＬ６０敏感细胞的抑制率　以

１０ｎｇ／ｍＬ的ＤＮＲ持续作用于 ＨＬ６０细胞，然后于用药后第

１、３、５、７、１０和１４天，再分别以４、８和１６ｎｇ／ｍＬ等３种浓度

的ＤＮＲ做４８ｈ的 ＭＴＴ实验，观察ＤＮＲ对细胞增殖的抑制

率，见表１。随着ＤＮＲ作用时间的延长，各浓度的抑制率逐渐

减小，且在加药的第１０天左右，逐渐进入１个平台期，表明随

着小剂量ＤＮＲ的持续作用，ＨＬ６０敏感细胞可能在用药后的

第１０天左右逐渐对ＤＮＲ产生耐药，见图１。

表１　　小剂量ＤＮＲ持续作用对 ＨＬ６０敏感细胞的抑制率（狓±狊，％）

浓度（ｎｇ／ｍＬ） 加药第１天 加药第３天 加药第５天 加药第７天 加药第１０天 加药第１４天

４ １８．６０±１．１５ １５．４０±１．１２ ９．５０±０．９７ ７．５０±１．１８ ４．４０±０．２５ ３．２０±０．９３

８ ２６．７０±３．１９ １６．６０±１．２２ １３．７０±０．８５ １１．５０±１．２０ ６．９０±０．９３ ７．６０±０．７５

１６ ３３．８０±３．１７ ２７．６０±２．５８ １６．５０±２．０６ １４．９０±１．１９ ９．６０±１．００ １０．９０±１．０４
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图１　　ＤＮＲ作用ｍｉＲＮＡ２１表达的ＲＴＰＣＲ检测结果

图２　　ＤＮＲ作用ｍｉＲＮＡ１２５ｂ表达的ＲＴＰＣＲ检测结果

图３　　ＤＮＲ作用ｍｉＲＮＡ１８１ｄ表达ＲＴＰＣＲ检测结果

图４　　ＤＮＲ作用ｌｅｔ７ｆ表达的ＲＴＰＣＲ检测结果

图５　　ＤＮＲ作用ｍｉＲＮＡ２７ａ表达的ＲＴＰＣＲ检测结果

２．２　ｍｉＲＮＡＲＴＰＣＲ检测结果　ＲＴＰＣＲ检测结果发现，与

对照２组比较，ｍｉＲＮＡ２１和 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ在对照１组中的表

达显著上调（犘＜０．０５），实验组细胞则从加药的第７天起表达

上调（犘＜０．０５）；相反，ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｍｉＲＮＡ２７ａ、ｌｅｔ７ｆ在对

照１组中的表达下调（犘＜０．０５），而在实验组细胞中则是在加

药后的第７天开始下调（犘＜０．０５），见图１～５。

３　讨　　论

抗癌药物的耐药性因人而异，原因很多，其中 ｍｉＲＮＡ也

是一个重要的影响因素之一。ｍｉＲＮＡ的调控是一个复杂的过

程，一种ｍｉＲＮＡ可以作用于多个靶基因，而一个靶基因也可

以受多种ｍｉＲＮＡ调控。在多种人类癌症中已经发现ｍｉＲＮＡ

２１表达上调。Ｗａｎｇ等
［８］研究发现，上调 ｍｉＲＮＡ２１在 ＭＣＲ

７／ＡＤＲ细胞中的表达可导致ＰＴＥＮ蛋白下调，ｍｉＲＮＡ２１的

模拟物和抑制物明显影响乳腺癌细胞对阿霉素的敏感性。转

染了抗 ｍｉＲＮＡ２１寡核苷酸（ａｎｔｉｍｉＲＮＡ２１ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，

ＡＭＯｍｉＲＮＡ２１）的细胞可增加 ＨＬ６０细胞对 ＡｒａＣ的敏感

性，并证实 ＡＭＯｍｉＲＮＡ２１的作用可能是通过上调ＰＤＣＤ４

来实现［９］。随后在耐 ＤＮＲ的 Ｋ５６２白血病耐药细胞中发现

ｍｉＲＮＡ２１明显上调，并通过实验证实 ｍｉＲＮＡ２１可以调节

ＰＴＥＮ的表达，影响ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ通路，从而起到调节 Ｋ５６２细

胞对ＤＮＲ的耐药性
［１０］。Ｚｈｕ等

［１１］通过对比多药耐药细胞和

亲本细胞，证实 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ和 ｍｉＲＮＡ２７ａ在人类耐药的卵

巢癌细胞和子宫颈癌细胞中表达上调。Ｚｈａｎｇ等
［１２］发现，

ｍｉＲＮＡ１２５ｂ在儿童 ＡＰＬ细胞中高表达，并且进一步证实

ｍｉＲＮＡ１２５ｂ可以通过调节肿瘤抑制基因犅犪犽１的表达来促进

细胞增殖和抑制细胞凋亡。研究还发现，ｍｉＲＮＡ１２５ｂ在 ＨＬ

６０／ＤＯＸ、Ｋ５６２／ＤＯＸ、ＮＢ４Ｒ１和 ＮＢ４Ｒ２这４种白血病耐药

细胞中表达上调。这些研究均表明 ｍｉＲＮＡ２１和 ｍｉＲＮＡ

１２５ｂ可能与肿瘤的耐药相关。本研究首先使用低浓度ＤＮＲ

药物作用于 ＨＬ６０敏感细胞，然后于用药后的第１、３、５、７、１０

和１４天用不同浓度的ＤＮＲ测试细胞的 ＭＴＴ反应，结果发现

随着小剂量ＤＮＲ持续作用时间的延长，ＤＮＲ对于 ＨＬ６０细

胞增殖的抑制率逐渐减小，并在用药后的第１０天左右逐渐进

入平台期，提示 ＨＬ６０敏感细胞可能在小剂量ＤＮＲ持续作用

１０ｄ左右开始产生耐药。同时，笔者采用ＲＴＰＣＲ检测ＤＮＲ

不同作用时间 ＨＬ６０敏感细胞中 ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、

ｍｉＲＮＡ１２５ｂ、ｌｅｔ７ｆ和ｍｉＲＮＡ２７ａ５种 ｍｉＲＮＡ的表达，结果

发现ＨＬ６０／Ａ耐药细胞中的ｍｉＲＮＡ２１和ｍｉＲＮＡ１２５ｂ表达

明显上调，而敏感细胞的ｍｉＲＮＡ２１和ｍｉＲＮＡ１２５ｂ表达也在

小剂量ＤＮＲ作用后的第７天起出现显著上调，提示 ｍｉＲＮＡ

２１和ｍｉＲＮＡ１２５ｂ的表达上调可能与 ＨＬ６０对ＤＮＲ产生耐

药性有关。

Ｅｒｉｃ等
［１３］利用ｍｉＲＮＡ微阵列技术发现慢性髓细胞白血

病细胞敏感株 ＭＹＬ与耐伊马替尼耐药株 ＭＹＬＲ大约有３０

种ｍｉＲＮＡ的表达出现超过２倍以上的差异。其中ｍｉＲＮＡ１８１

（ａ～ｄ）家族在耐药细胞株中明显下调。本研究发现，ｍｉＲＮＡ

１８１ｄ在 ＨＬ６０／Ａ耐药细胞中表达下调，而敏感细胞则在用药

后的第７天起出现下调，与上述结果一致。Ｆｅｎｇ等
［１４］通过实

验发现在白血病细胞中 ｍｉＲＮＡ２７ａ和 ｍｉＲＮＡ３３１５ｐ与耐药

基因犘犵狆 的表达成负相关，并对 Ｋ５６２耐药细胞和 ＨＬ６０

ＤＯＸ耐药细胞中分别转染ｍｉＲＮＡ２７ａ和ｍｉＲＮＡ３３１５ｐ，发现

转染后可以增加耐药细胞对ＤＮＲ药物的敏感性。Ｌｅｔ７最初

发现是参与调节线虫发育时序，Ｙａｎｇ等
［１５］的研究表明，ｌｅｔ７ｉ

在耐药的乳腺癌细胞中表达下调，并且减少ｌｅｔ７ｉ的表达量可

以明显的增加卵巢癌和乳腺癌细胞对化疗药物的抵抗性。本
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研究也发现，ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｍｉＲＮＡ２７ａ和ｌｅｔ７ｆ在 ＨＬ６０／Ａ

耐药细胞中的表达下调，而 ＨＬ６０敏感细胞则在持续用药的

第７天起表达下调，提示ｍｉＲＮＡ１８１ｄ、ｌｅｔ７ｆ和 ｍｉＲＮＡ２７ａ的

表达下调也可能与 ＨＬ６０细胞对ＤＮＲ的耐药性也具有一定

的相关性。

综上所述，本研究对５种ｍｉＲＮＡ在 ＨＬ６０细胞中的表达

进行了探索，对这５种ｍｉＲＮＡ与 ＨＬ６０细胞耐药性的相关性

有了初步的认识。今后还需要通过转染 ｍｉＲＮＡ特异的寡核

苷酸模拟物及抑制物等手段，进一步了解这些 ｍｉＲＮＡ的靶基

因及其作用机制，为降低ＡＰＬ的耐药性，提高药物化疗效果打

下理论基础。
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