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  [摘要] 目的 探讨微小RNA(miR)-27a-3p对急性T淋巴细胞白血病(T-ALL)Jurkat细胞增殖和凋亡

的影响及其机制。方法 将体外培养的T-ALL
 

Jurkat细胞分为未转染组(未处理)、miR-NC组(转染阴性对照

miR-NC)和miR-27a-3p组(转染 miR-27a-3p模拟物),采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测细胞中 miR-
27a-3p表达水平,噻唑蓝(MTT)法检测细胞增殖,流式细胞仪检测细胞凋亡,Western

 

blot检测细胞中B淋巴

细胞瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)和X染色体连锁的凋亡抑制基因(XIAP)蛋白表达水平,比色法检测

细胞半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(caspase)-3活性,双荧光素酶报告基因(DLR)实验检测 miR-27a-3p和XIAP的

靶向关系。结果 与未转染组或miR-NC组比较,miR-27a-3p组细胞中miR-27a-3p表达水平、细胞凋亡率、细

胞中Bax表达水平和caspase-3活性均明显升高,而细胞增殖活力和细胞中Bcl-2、XIAP蛋白表达水平均明显

降低(P<0.05);miR-NC组和未转染组上述各指标比较差异均无统计学意义(P>0.05)。DLR实验证实

miR-27a-3p可与XIAP靶向结合。结论 miR-27a-3p可抑制T-ALL
 

Jurkat细胞增殖并诱导细胞凋亡,其作用

机制可能与靶向调控XIAP表达有关。
[关键词] 急性T淋巴细胞白血病;微小RNA-27a-3p;细胞增殖;细胞凋亡;X染色体连锁的凋亡抑制基因

[中图法分类号] R733.7 [文献标识码] A
[文章编号] 1671-8348(2021)09-1446-05       开放科学(资源服务)标识码(OSID):

Effects
 

of
 

miR-27a-3p
 

regulating
 

XIAP
 

expression
 

on
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

Jurkat
 

cells
 

in
 

acute
 

T
 

lymphocytic
 

leukemia*
LIU

 

Mu1,YANG
 

Xiayin1,BO
 

Haimei2△

(1.Department
 

of
 

Pediatrics,Affiliated
 

Hospital
 

of
 

North
 

China
 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology,Tangshan,Hebei
 

063000,China;2.Department
 

of
 

Cardiovascular
 

Disease,School
 

of
 

Clinical
 

Medicine,North
 

China
 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology,Tangshan,Hebei
 

063000,China)
  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

microRNA
 

(miR)
 

-
 

27a-3p
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

Jurkat
 

cells
 

of
 

acute
 

T
 

lymphocytic
 

leukemia
 

(T-ALL)
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

in
 

vitro
 

cultured
 

Jurkat
 

cells
 

of
 

T-ALL
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

untransfected
 

group
 

(without
 

treated),miR-NC
 

group
 

(transfected
 

with
 

negative
 

control
 

miR-NC)
 

and
 

miR-27a-3p
 

group
 

(transfected
 

with
 

miR-27a-3p
 

analog).The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-27a-3p
 

in
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR,the
 

cell
 

prolif-
eration

 

was
 

detected
 

by
 

MTT,and
 

the
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

B-lymphoma-2
 

(Bcl-2),Bcl-2
 

related
 

X
 

protein
 

(Bax)
 

and
 

X-linked
 

inhibi-
tor

 

of
 

apoptosis
 

protein
 

gene
 

(XIAP),the
 

activity
 

of
 

cysteinyl
 

aspartate
 

specific
 

proteinase
 

(caspase-3)
 

was
 

detected
 

by
 

colorimetry,and
 

the
 

target
 

relationship
 

between
 

miR-27a-3p
 

and
 

XIAP
 

was
 

detected
 

by
 

double
 

lu-
ciferase

 

reporter
 

gene
 

assay.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-27a-3p,apoptosis
 

rate,Bax
 

protein
 

expres-
sion

 

level
 

and
 

caspase-3
 

activity
 

in
 

the
 

miR-27a-3p
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

non
 

transfected
 

group
 

or
 

miR-NC
 

group,however,the
 

cellular
 

proliferation
 

activity
 

and
 

the
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

Bcl-2
 

and
 

XIAP
 

proteins
 

in
 

the
 

cells
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05);and
 

there
 

was
 

no
 

statisti-
cally

 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

above
 

indexes
 

between
 

the
 

miR-NC
 

group
 

and
 

untransfected
 

group
 

(P>
0.05).In

 

addition,the
 

double
 

luciferase
 

reporter
 

(DLR)
 

experiment
 

confirmed
 

that
 

miR-27a-3p
 

could
 

have
 

the
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targeted
 

combination
  

with
 

XIAP.Conclusion MiR-27a-3p
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

T-ALL
 

Jurkat
 

cells
 

and
 

induce
 

the
 

apoptosis,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

targeted
 

regulation
 

of
 

XIAP
 

expression.
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  急性T淋巴细胞白血病(T-ALL)是一种常见的

血液系统恶性肿瘤,主要由T细胞恶性克隆性增殖转

化所导致,分别占儿童急性淋巴细胞白血病(ALL)、
成人ALL患者的10%~15%、25%[1];目前,化疗是

T-ALL治疗的主要方式,但生存率和预后效果均不

太理想[2]。微小RNA(miRNA)是细胞内重要的一类

基因调控因子,在肿瘤发生、发展过程中起着重要作

用。miR-27a-3p是一种与肿瘤发生、发展密切相关的

miRNA,可通过调控细胞增殖和凋亡等在膀胱癌、乳
腺癌和胃癌等癌症中发挥着重要的抑癌或致癌作

用[3-5]。有研究指出,miR-27a-3p在儿童ALL患者血

浆和T-ALL细胞中均呈低表达,且 miR-27a-3p在前

者中可能发挥着重要的抑癌作用,但其在后者中的作

用机制并不清楚[6-7]。本研究以 T-ALL细胞系Jur-
kat为研究对象,观察miR-27a-3p对Jurkat细胞增殖

和凋亡的影响,并探讨其可能的分子机制,以期为T-
ALL的发病机制提供新线索。
1 材料与方法

1.1 材料

人T-ALL细胞系Jurkat(美国ATCC,编号:GD-
C24419605),噻唑蓝(MTT)试剂、二甲基亚砜(大连

宝生物,编号:M8180、D8371),胎牛血清(杭州四季青

生物 工 程 公 司,编 号:11011-6123),脂 质 体(Lipo-
fectamine)2000和 Trizol试剂(美国Invitrogen,编
号:11668、15596026),RPMI-1640培养基、膜联蛋白

V-异硫氰 酸 荧 光 素(Annexin
 

V-FITC)/碘 化 丙 啶

(PI)凋亡检测试剂盒、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

(caspase)-3活性检测试剂盒和双荧光素酶报告基因

(DLR)检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公司,编号:
31800、CA1020、BC3830、D0010),BeyoRTTM

 

II
 

cDNA
合成试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司,编号:
D7170M),荧光定量PCR试剂盒(杭州主诺生物,编
号:RT0411-01),B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)基因、Bcl-2
相关X蛋白(Bax)、X染色体连锁的凋亡抑制基因(XI-
AP)和甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)抗体(美国Ab-
cam,编号:ab185002、ab32503、ab28151、ab181602)。
1.2 方法

1.2.1 实验分组与转染

采用含100
 

μg/mL链霉素、100
 

U/mL青霉素和

10%胎牛血清的 RPMI-1640培养基在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱内常规培养Jurkat细胞。将对数生长期

Jurkat细胞按照每孔2×105 个种植到6孔细胞板上

后,置于细胞培养箱内常规培养。实验分为未转染组

(未处理)、miR-NC组(转染阴性对照 miR-NC)和
miR-27a-3p组(转染 miR-27a-3p模拟物),每组设3
个重复。待细胞汇合度达到70%时,按照转染试剂

Lipofectamine
 

2000说明书根据实验分组将 miR-27a-
3p模拟物及其阴性对照转染至Jurkat细胞中。转染

6
 

h后,更换培养基继续培养;收集培养48
 

h后的Jur-
kat细胞进行后续实验。
1.2.2 实 时 荧 光 定 量PCR(qRT-PCR)检 测 miR-
27a-3p表达

 

采用Trizol法提取Jurkat细胞总RNA后,按照

cDNA合成试剂盒说明书将 RNA 反转录合成单链

cDNA。以cDNA为模板,在20
 

μL反应体系下按照

设定的反应条件于ABI7500荧光扩增仪上进行PCR
扩增。以U6为管家基因,采用2-ΔΔCt 法计算Jurkat
细胞中 miR-27a-3p表达水平。实验重复3次。其

中,反应条件如下:95
 

℃预变性4
 

min;95
 

℃
 

变性30
 

s、60
 

℃
 

退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,40个循环。生工生

物工程(上海)股份公司合成的引物序列如下:miR-
27a-3p正 向:5'-ACA

 

CTC
 

CAG
 

CTG
 

GGT
 

TCA
 

CAG
 

TGG
 

CTA
 

AG-3',反 向:5'-TGG
 

TGT
 

CGT
 

GGA
 

GTC
 

G-3';U6正向:5'-GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CAT
 

ATA
 

CTA
 

AAA
 

T-3',反 向:5'-CGC
 

TTC
 

ACG
 

AAT
 

TTG
 

CGT
 

GTC
 

AT-3'。
1.2.3 MTT法检测细胞增殖

将对数生长期Jurkat细胞按照每孔5×104 个种

植到96孔板上后,于培养箱内常规培养;待细胞达

70%汇合度达时,根据1.2.1中的分组将 miR-27a-3p
模拟物及其阴性对照miR-NC转染至Jurkat细胞中,
转染24、48、72

 

h后,每孔加入MTT试剂(5
 

mg/mL)
10

 

μL;孵育4
 

h后,每孔加入150
 

μL二甲基亚砜;震
荡反应至结晶充分溶解后,采用 WD-2102B型全自动

酶标仪检测 HCCLM3细胞在450
 

nm 处的吸光度

(A)值。实验重复3次。
1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡

收集转染48
 

h后的 miR-27a-3p组、miR-NC组

和正常培养的未转染组Jurkat细胞,以预冷的磷酸缓

冲液洗涤细胞2次,1
 

000
 

r/min离心5
 

min,加入1×
Binding

 

Buffer
 

300
 

μL悬浮细胞后,先后加入Annex-
in

 

V-FITC和PI工作液各5
 

μL,混匀后避光下室温

孵育15
 

min后,于1
 

h内上FACSCalibur流式细胞仪

检测各组细胞凋亡率。实验重复3次。
1.2.5 Western

 

blot检测细胞中Bcl-2、XIAP、Bax
蛋白表达
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向转染48
 

h后的 miR-27a-3p组、miR-NC组和

正常培养的未转染组Jurkat细胞中加入裂解液于冰

上裂解30
 

min抽提细胞总蛋白后,采用二喹啉甲酸

法检测蛋白浓度与纯度。按照体积比4∶1将蛋白样

品与5×上样缓冲液混匀后,置于沸水浴中煮沸5
 

min。在12%聚丙烯酰胺凝胶中,每孔50
 

μg上样蛋

白样品;电泳分离结束后,采用半干法将蛋白样品转

至聚偏氟乙烯膜上。室温下,以5%脱脂奶粉封闭

1.5
 

h后,加入1∶1
 

000稀释的一抗于4
 

℃下孵育过

夜。经1∶5
 

000稀释的辣根过氧化酶标记的二抗室

温孵育1
 

h后,加入化学发光剂显影、曝光。以GAP-
DH为内参,采用Image

 

J软件扫描分析Jurkat细胞中

Bcl-2蛋白、XIAP蛋白、Bax表达水平。实验重复3次。
1.2.6 比色法检测细胞caspase-3活性

收集转染48
 

h后的 miR-27a-3p组、miR-NC组

和正常培养的未转染组Jurkat细胞,加入裂解液100
 

μL裂解细胞15
 

min后,在4
 

℃条件下1
 

000
 

r/min
离心10

 

min,经 收 集 到 的 蛋 白 样 品 定 量 后,按 照

caspase-3活性检测试剂盒说明书检测Jurkat细胞

caspase-3活性。实验重复3次。
1.2.7 DLR实验检测 miR-27a-3p和XIAP的靶向

关系

采用Targetscan软件预测到 miR-27a-3p与XI-
AP

 

3'端非编码区(UTR)存在互补的结合位点。将野

生型XIAP
 

3'UTR序列和定点突变后的 XIAP
 

3'
UTR序列克隆重组至 DLR载体质粒上,分别记为

XIAP-Wt和XIAP-Mut载体质粒。将构建的载体质

粒按照Lipofectamine
 

2000说明书分别与 miR-27a-
3p模拟物及其阴性对照 miR-NC共转染至Jurkat细

胞中,其中每个处理设3个复孔;根据DLR检测试剂

盒说明书检测Jurkat细胞的荧光素酶活性。实验重

复3次。
1.3 统计学处理

数据采用SPSS24.0软件进行统计学分析。计量

资料以x±s表示,两组比较行t检验,多组间比较行

单因素方差分析,进一步两两比较采用SNK-q 检验,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组细胞中miR-27a-3p表达水平比较

未转 染 组、miR-NC 组、miR-27a-3p 组 细 胞 中

miR-27a-3p表达水平分别为1.02±0.08、0.97±
0.06、17.38±2.05。与未转染组比较,miR-NC组

Jurkat细胞中miR-27a-3p表达水平差异无统计学意

义(P>0.05);与 miR-NC组或未转染组比较,miR-
27a-3p组Jurkat细胞中miR-27a-3p表达水平明显升

高(F=573.59,P<0.01)。
2.2 miR-27a-3p过表达对Jurkat细胞增殖的影响

与未转染组或 miR-NC组比较,miR-27a-3p组

Jurkat细胞增殖活力明显降低(P<0.05);而 miR-
NC组和未转染组Jurkat细胞增殖活力比较差异无统

计学意义(P>0.05),见表1。
表1  各组细胞增殖活力比较(x±s,n=9)

时间 未转染组 miR-NC组 miR-27a-3p组 F P

24
 

h 0.28±0.03 0.25±0.02 0.20±0.02ab 25.94 <0.01

48
 

h 0.57±0.04 0.55±0.03 0.32±0.03ab 153.27 <0.01

72
 

h 0.89±0.05 0.92±0.06 0.58±0.03ab 136.64 <0.01

  a:P<0.05,与未转染组比较;b:P<0.05,与miR-NC组比较。

2.3 miR-27a-3p过表达对Jurkat细胞凋亡的影响
 

未转染组、miR-NC组、miR-27a-3p组细胞凋亡

率分 别 为 (8.65±1.13)%、(9.18±1.35)%、
(18.36±3.02)%。与未转染组比较,miR-NC组Jur-
kat细胞凋亡率差异无统计学意义(P>0.05);但
miR-27a-3p组Jurkat细胞凋亡率较未转染组或 miR-
NC组明显升高(F=65.858,P<0.001)。流式细胞

仪检测各组细胞凋亡结果,见图1。

图1  流式细胞仪检测各组细胞凋亡结果

2.4 各 组 细 胞 中 Bax、Bcl-2等 蛋 白 表 达 水 平 及

caspase-3活性比较

与未转染组比较,miR-NC组Jurkat细胞中Bcl-
2蛋白、XIAP蛋白、Bax表达水平和caspase-3活性差

异均无统计学意义(P>0.05);但 miR-27a-3p组Jur-
kat细胞中Bcl-2和XIAP蛋白表达水平明显低于未

转染组或 miR-NC组,而Bax表达水平和caspase-3
活性明显高于未转染组或 miR-NC组(P<0.05),见
图2、表2。

图2  Western
 

blot检测Bcl-2蛋白、XIAP蛋白、Bax表达

2.5 miR-27a-3p和XIAP靶向关系的验证

miR-27a-3p和XIAP之间存在互补的结合位点,
miR-27a-3p模拟物与XIAP-Wt共转染后细胞的荧光

素酶活性较miR-NC与XIAP-Wt共转染细胞明显降

低(P<0.05),但 miR-27a-3p模拟物对转染 XIAP-
Mut细胞的荧光素酶活性无明显影响(P>0.05),见
图3、表3。
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表2  各组细胞中Bax、Bcl-2等蛋白表达水平及caspase-3活性比较(x±s,n=9)

项目 未转染组 miR-NC组 miR-27a-3p组 F P

Bax 0.58±0.03 0.56±0.04 0.97±0.06ab 236.51 <0.01

Bcl-2 0.53±0.04 0.51±0.03 0.36±0.03ab 68.56 <0.01

XIAP 0.46±0.03 0.48±0.03 0.19±0.02ab 321.96 <0.01

caspase-3(U/g) 15.72±2.06 16.35±2.28 34.85±3.66ab 139.63 <0.01

  a:P<0.05,与未转染组比较;b:P<0.05,与miR-NC组比较。

图3  miR-27a-3p和XIAP之间存在互补的结合位点

表3  各组细胞荧光素酶活性比较(x±s,n=9)

项目 miR-NC组 miR-27a-3p组 t P

XIAP-Wt 0.98±0.07 0.32±0.03 26.000 <0.001

XIAP-Mut 1.01±0.09 0.96±0.06 1.390 0.160

3 讨  论

  miRNAs是 一 类 长 约22个 核 苷 酸 的 非 编 码

RNA,可通过与靶基因 mRNA碱基互补配对的方式

负向调控mRNA表达,在细胞增殖和凋亡等生物学

行为中发挥着重要的调控作用。研究表明,在T-ALL
发生、发展过程中存在着异常表达的 miRNAs,而部

分miRNAs如 miR-181a-5p、miR-452和 miR-664等

可通过调控细胞增殖和凋亡等发挥着重要的调控作

用[8-11]。随着研究的不断深入,越来越多的 miRNAs
在T-ALL发生、发展中的作用被发现和认识,但还有

部分miRNAs的作用并不清楚。
miR-27a-3p是miRNAs家族成员,定位于人19

号染色体上,与肿瘤的发生、发展密切联系[5]。在非

小肺癌细胞中 miR-27a-3p发挥着抑癌作用,miR-
27a-3p过表达可通过靶向调控 HOXB8表达抑制癌

细胞增殖并诱导细胞凋亡[12];另外,miR-27a-3p过表

达还可通过改变细胞周期分布抑制肝癌细胞增殖,诱
导细胞凋亡[13]。miR-27a-3p在部分肿瘤发生、发展

中除了发挥抑癌作用外,还可能在其他肿瘤中发挥着

致癌作用。例如:在结直肠癌中 miR-27a-3p可通过

靶向调控抑癌基因B细胞易位基因1(BTG1)促进肿

瘤细胞增殖和抑制细胞凋亡[14]。miR-27a-3p是一种

与ALL密切相关的 miRNA[6-7],但其具体的调控作

用及机制并不明确。本研究通过转染 miR-27a-3p模

拟物成功上调 miR-27a-3p表达后发现,T-ALL
 

Jur-
kat细胞增殖活力明显减弱。结果表明,miR-27a-3p
过表达可抑制Jurkat细胞增殖。Bcl-2蛋白和Bax是

Bcl-2蛋白家族成员,在T-ALL细胞凋亡过程中发挥

着重要的抑制和促进作用[15-16]。caspase-3是caspase
家族成员,在T-ALL细胞凋亡过程中发挥着执行因

子的 作 用[17]。本 研 究 发 现,miR-27a-3p过 表 达 后

Jurkat细胞凋亡率明显升高,同时细胞中Bcl-2蛋白

表达水平明显减弱,而Bax表达水平及caspase-3活

性均明显升高。说明 miR-27a-3p过表达可诱导Jur-
kat细胞凋亡,提示miR-27a-3p可能通过调控细胞增

殖和凋亡在 T-ALL恶性进展中发挥着重要的抑制

作用。
XIAP蛋白是一种重要的抑制凋亡蛋白,属于人

类凋亡抑制蛋白家族成员,可有效阻断caspase活性

抑制细胞凋亡[18]。研究显示,XIAP在 T-ALL细胞

凋亡过程中发挥着重要的调控作用[19],而抑制XIAP
表达具有抑制T淋巴瘤Jurkat细胞增殖和诱导细胞

凋亡的作用[20]。为了进一步探讨 miR-27a-3p调控

T-ALL细胞增殖和凋亡的分子机制,本研究采用生

物信息学软件对 miR-27a-3p的潜在靶基因进行预

测,最终将XIAP作为研究对象;miR-27a-3p与XIAP
 

3'UTR之间存在互补的结合位点;DLR实验检测证

实 miR-27a-3p可与 XIAP靶向结合;同时,在 miR-
27a-3p过表达的Jurkat细胞中发现XIAP蛋白表达

下调。结 果 表 明,XIAP是 miR-27a-3p的 靶 基 因,
miR-27a-3p可负向调控XIAP表达,提示miR-27a-3p
可能通过靶向调控XIAP表达抑制T-ALL细胞增殖

并诱导细胞凋亡。
综上所述,miR-27a-3p可抑制Jurkat细胞增殖

并诱导细胞凋亡,其作用机制可能与靶向调控XIAP
表达有关。本研究初步揭示了miR-27a-3p在T-ALL
恶性进展中的抑制作用,并首次证实了 miR-27a-3p
和XIAP的靶向关系;然而,miR-27a-3p抑制T-ALL
发生、发展的分子机制还可能与其他机制有关,还有

待后续进一步探讨。
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