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miR-92a-3p靶向调控NOTCH信号通路对
T-ALL细胞增殖的影响机制

胡敏利,应双伟,罗文达△

(温州医科大学附属台州医院血液肿瘤内科,浙江台州
  

317000)

  [摘要] 目的 探讨微小RNA(miR)-92a-3p对急性T淋巴细胞白血病(T-ALL)SupT1细胞增殖的影响

及其机制。方法 将体外培养的SupT1细胞分为未转染组(正常培养)、阴性对照组(转染阴性对照)、模拟物组

(转染miR-92a-3p模拟物)和抑制剂组(转染 miR-92a-3p抑制剂),采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测

SupT1细胞中miR-92a-3p表达水平,噻唑蓝(MTT)实验检测SupT1细胞增殖活力,流式细胞仪检测SupT1
细胞周期分布情况,Western

 

blot检测SupT1细胞中果蝇翅膀边缘出现缺口(NOTCH)信号通路相关蛋白

NOTCH1、NOTCH配体Jagged1和效应分子Hes1蛋白表达情况,双荧光素酶报告基因(DLR)实验检测 miR-
92a-3p和NOTCH1的靶向关系。结果 与阴性对照组比较,模拟物组SupT1细胞中 miR-92a-3p表达水平、
G0/G1 期细胞所占百分比明显升高,且细胞增殖活力和细胞在S期、G2/M 期所占百分比及细胞中NOTCH1、

Jagged1、Hes1蛋白表达水平均明显降低(P<0.05);而抑制剂组细胞各指标变化与模拟物组结果相反;阴性对

照组与未转染组比较,各指标差异无统计学意义(P>0.05);DLR实验结果证实miR-92a-3p可与NOTCH1靶

向结合。结论 miR-92a-3p可通过诱导细胞周期阻滞抑制SupT1细胞增殖,其作用机制可能与靶向调控

NOTCH信号通路有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

microRNA
 

(miR)-92a-3p
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

SupT1
 

cells
 

in
 

acute
 

T-lymphoblastic
 

leukemia
 

(T-ALL)
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

SupT1
 

cells
 

cul-
tured

 

in
 

vitro
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

four
 

groups:untransfected
 

group
 

(normal
 

culture),negative
 

control
 

group
 

(transfection
 

negative
 

control),mimic
 

group
 

(miR-92a-3p
 

mimic
 

transfection)
 

and
 

inhibitor
 

group
 

(miR-92a-
3p

 

transfection
 

inhibitor).The
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

miR-92a-3p
 

in
 

SupT1
 

cells,the
 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
 

bro-
mide

 

(MTT)
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

SupT1
 

cells,the
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

distribution
 

of
 

SupT1
 

cell
 

cycle,the
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

drosophila
 

double-wing
 

margin
 

nicked
 

homologous
 

gene
 

(NOTCH)
 

signaling
 

pathway
 

related
 

protein
 

NOTCH1,
NOTCH

 

ligand
 

Jagged1
 

and
 

the
 

effector
 

molecule
 

Hes1
 

protein,and
 

the
 

double
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-92a-3p
 

and
 

NOTCH1.Results Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

negative
 

control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-92a-3p
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

G0/G1 phase
 

cells
 

in
 

the
 

mimic
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,moreover
 

the
 

cell
 

proliferation
 

activity,percentages
 

of
 

cells
 

in
 

S
 

phase
 

and
 

G2/M
 

phase,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NOTCH1,Jagged1
 

and
 

Hes1
 

in
 

cells
 

were
 

sig-
nificantly

 

decreased
 

(P<0.05);however,the
 

changes
 

of
 

various
 

indexes
 

in
 

the
 

inhibitor
 

group
 

were
 

contrary
 

to
 

the
 

results
 

of
 

the
 

mimic
 

group;
 

and
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

above
 

indexes
 

be-
tween

 

the
 

negative
 

control
 

group
 

and
 

the
 

untransfected
 

group
 

(P>0.05);the
 

DLR
 

experiment
 

results
 

verified
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that
 

miR-92a-3p
 

could
 

have
 

the
 

targeting
 

combination
 

with
 

NOTCH1.Conclusion MiR-92a-3p
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

SupT1
 

cells
 

by
 

inducing
 

cell
 

cycle
 

arrest,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

targeting
 

regulation
 

of
 

NOTCH
 

signaling
 

pathway.
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  急性淋巴细胞白血病(ALL)是一种儿童常见的

血液系统恶性肿瘤,其中约有15%为急性T淋巴细

胞白血病(T-ALL)[1-2],而T淋巴细胞恶性增殖是T-
ALL的重要特征之一[3-4]。微小RNA(miRNA)是一

类广泛存在于真核生物体内的非编码RNA,可通过

靶向相关基因调控细胞增殖,与包括T-ALL在内的

多种疾病的发生、发展密切相关[5-8]。miR-92a-3p在

T-ALL中异常低表达[9],但其是否参与T-ALL细胞

增殖过程并不清楚。本研究通过上调和下调 miR-
92a-3p表达观察 miR-92a-3p对T-ALL

 

SupT1细胞

增殖的影响,并探讨其可能的分子机制,旨在揭示

miR-92a-3p在T-ALL发病中的作用。
1 材料与方法

 

1.1 材料

miR-92a-3p模拟物及其抑制剂(货号:M-01-S、
M-02,上海吉玛),果蝇翅膀边缘出现缺口(NOTCH)
信号通路相关蛋白 NOTCH1、Jagged1、Hes1和β-肌
动蛋 白 (β-actin)抗 体 (货 号:ab194123、ab85763、
ab108937、ab179467,英国 Abcam),噻唑蓝(MTT)、
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)
凝胶制备试剂盒(货号:M8180、P1200,北京索莱宝),
SYBR

 

Premix
 

Ex
 

Taq试剂盒(货号:DRR420A,日本

TAKARA)。
1.2 方法

1.2.1 分组与处理

实验分为4组,未转染组:正常培养;阴性对照

组:转染阴性对照;模拟物组:转染 miR-92a-3p模拟

物;抑制剂组:转染 miR-92a-3p抑制剂,每组设置3
个复孔。将 T-ALL

 

SupT1细胞解冻复苏后,用含

10%胎牛血清、100
 

U/mL青霉素和100
 

μg/mL链霉

素的RPMI-1640培养基在5%
 

CO2、湿度饱和的37
 

℃恒温培养箱内培养。将对数生长期的SupT1细胞

种植到6孔板上后,培养至70%~80%融合度时,按
照脂质体2000说明书根据实验分组分别将 miR-92a-
3p模拟物、miR-92a-3p抑制剂和阴性对照转染至

SupT1细胞中。转染48
 

h后,收集各组细胞进行后

续实验。
1.2.2 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测

Trizol试剂提取细胞总RNA,行逆转录;以逆转

录产物为模板,根据上海生工生物合成的引物,上
RT-qPCR仪进行扩增,具体步骤参照SYBR

 

Premix
 

Ex
 

Taq试剂盒说明书。以U6为内参,采用2-ΔΔCt 法

计算miR-92a-3p表达水平。实验重复3次。引物序

列,miR-92a-3p正向:5'-CAC
 

TTG
 

TCC
 

CGG
 

CCT
 

GTA
 

AA-3',反 向:5'-TAT
 

TGC
 

ACT
 

TGT
 

CCC
 

GGC
 

CTG-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检测

将对数生长期的SupT1细胞种植到96孔细胞板

上后,培养至70%融合度时,按照1.2.1中的分组处

理细胞;转染24、48、72、96
 

h后,每孔加入 MTT工作

液孵育4
 

h;再加入二甲基亚砜工作液震荡反应15
 

min。采用多功能酶标仪在450
 

nm波长处检测各组

细胞光密度值。实验重复3次。
1.2.4 流式细胞仪检测

收集各组SupT1细胞,以预冷的磷酸盐缓冲液
(BPS)漂洗2遍后,在4

 

℃下使用70%乙醇固定过

夜;BPS漂洗后,加入核糖核酸 酶 A 避 光 温 浴30
 

min;经碘化丙啶4
 

℃下染色30
 

min后,上流式细胞

仪检测各组细胞周期分布情况。实验重复3次。
1.2.5 Western

 

blot检测

抽提待测SupT1细胞总蛋白后,采用考马斯亮蓝

染色法检测蛋白浓度与纯度。将变性后的蛋白样品

行SDS-PAGE电泳后,转膜;室温下以5%脱脂奶粉

封闭2
 

h后,加入一抗工作液(NOTCH1
 

1∶800、Jag-
ged1

 

1∶200、Hes1
 

1∶200和β-actin
 

1∶1
 

000)孵育

2
 

h;室温下辣根过氧化酶标记的二抗(1∶2
 

000)孵育

2
 

h后,使用化学发光剂显影,以β-actin为内参,采用

凝胶 成 像 分 析 系 统 扫 描 分 析 SupT1 细 胞 中

NOTCH1、Jagged1和 Hes1蛋白表达水平。实验重

复3次。
1.2.6 双荧光素酶报告基因(DLR)实验

将与miR-92a-3p互补结合的 NOTCH1
 

3'UTR
序列片段及定点突变后的 NOTCH1

 

3'UTR序列片

段克隆重组至pGL3-basic荧光素酶报告基因载体上,
分 别 作 为 NOTCH1 野 生 型 (NOTCH1-Wt)和

NOTCH1突 变 型 (NOTCH1-Mut)载 体 质 粒。将

NOTCH1-Wt、NOTCH1-Mut分别与阴性对照、miR-
92a-3p模拟物、miR-92a-3p抑制剂共转染至SupT1
细胞中,其中每组设3个复孔。转染48

 

h后,检测各

组细胞荧光素酶活性,具体步骤参照DLR检测试剂

盒说明书。实验重复3次。
1.3 统计学处理

实验数据采用SPSS24.0软件进行统计学分析,
计量资料以x±s表示,多组间数据比较采用单因素

方差分析,进一步两两比较采用SNK-q 检验,两组比

较采用独立样本t检验,以P<0.05为差异有统计学
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意义。
2 结  果

2.1 各组SupT1细胞中miR-92a-3p表达水平比较

未转染组、阴性对照组、模拟物组、抑制剂组细胞

中miR-92a-3p表达水平分别为0.97±0.07、1.02±
0.09、16.48±2.16、0.19±0.02。与未转染组比较,
阴性对照组SupT1细胞中miR-92a-3p表达水平差异

无统计学意义(P>0.05);与阴性对照组比较,模拟物

组SupT1细胞中 miR-92a-3p表达水平明显升高,而
抑制剂组SupT1细胞中miR-92a-3p表达水平明显降

低(F=478.458,P<0.001)。
2.2 各组SupT1细胞增殖活力比较

与未转染组比较,阴性对照组不同时间SupT1细

胞增殖活力无明显变化(P>0.05);与阴性对照组比

较,模拟物组48、72、96
 

h后SupT1细胞增殖活力明

显减弱,而抑制剂组48、72、96
 

h后SupT1细胞增殖

活力明显增强(P<0.05),见表1。
2.3 各组SupT1细胞周期分布情况

与未转染组比较,阴性对照组SupT1细胞在G0/
G1 期、S期和G2/M期所占百分比比较差异无统计学

意义(P>0.05);与阴性对照组比较,模拟物组SupT1
细胞在G0/G1 期所占百分比明显升高,且在S期和

G2/M期所占百分比明显降低(P<0.05);而抑制剂

组SupT1细胞在G0/G1 期所占百分比明显低于阴性

对照组,且在S期和G2/M期所占百分比明显高于阴

性对照组(P<0.05),见图1、表2。
2.4 各组SupT1细胞中 NOTCH 信号通路相关蛋

白表达水平比较

与未转染组比较,阴性对照组 SupT1细 胞 中

NOTCH信号通路相关蛋白 NOTCH1、Jagged1和

Hes1表达水平差异均无统计学意义(P>0.05);与阴

性对照组比较,模拟物组SupT1细胞中 NOTCH1、
Jagged1和Hes1表达水平明显降低(P<0.05),而抑

制剂组SupT1细胞中NOTCH1、Jagged1和 Hes1表

达水平明显升高(P<0.05),见图2、表3。

表1  各组SupT1细胞增殖活力比较(x±s,n=9)

时间 未转染组 阴性对照组 模拟物组 抑制剂组 F P

24
 

h 0.23±0.02 0.22±0.03 0.25±0.03 0.23±0.03 1.839 0.160

48
 

h 0.52±0.03 0.55±0.04 0.38±0.03a 0.76±0.05a 150.245 <0.001

72
 

h 0.65±0.05 0.67±0.05 0.46±0.03a 0.93±0.06a 141.316 <0.001

96
 

h 0.87±0.05 0.89±0.07 0.67±0.05a 1.16±0.10a 73.251 <0.001

  a:P<0.05,与阴性对照组比较。

图1  流式细胞仪检测各组SupT1细胞周期分布情况

表2  各组SupT1细胞周期分布情况比较(x±s,n=9,%)

细胞周期 未转染组 阴性对照组 模拟物组 抑制剂组 F P

G0/G1 42.90±2.38 43.48±2.23 51.48±3.25a 30.74±1.30a 115.109 <0.001

S 36.75±2.23 36.87±2.30 32.36±2.16a 45.69±3.25a 44.137 <0.001

G2/M 20.35±1.15 19.65±1.22 16.16±1.03a 23.57±1.18a 63.183 <0.001

  a:P<0.05,与阴性对照组比较。

  1:未转染组;2:阴性对照组;3:模拟物组;4:抑制剂组。

图2  各组细胞NOTCH1、Jagged1、Hes1蛋白表达

2.5 miR-92a-3p和NOTCH1靶向关系预测及验证

miR-92a-3p与NOTCH1
 

3'UTR存在互补的结

合位点(图3)。与阴性对照和 NOTCH1-Wt共转染

细胞比较,miR-92a-3p模拟物和 NOTCH1-Wt共转

染细胞的荧光素酶活性明显降低,而 miR-92a-3p抑

制剂和NOTCH1-Wt共转染细胞的荧光素酶活性明

显升高(P<0.05);但miR-92a-3p模拟物和miR-92a-
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3p抑制剂对转染 NOTCH1-Mut细胞的荧光素酶活 性无明显影响(P>0.05),见表4。

表3  各组细胞NOTCH1、Jagged1及 Hes1蛋白表达水平比较(x±s,n=9)

蛋白 未转染组 阴性对照组 模拟物组 抑制剂组 F P

NOTCH1 1.15±0.11 1.10±0.09 0.46±0.03a 1.75±0.22a 143.948 <0.001

Jagged1 0.88±0.05 0.93±0.06 0.52±0.03a 1.60±0.18a 185.322 <0.001

Hes1 0.38±0.03 0.41±0.03 0.20±0.02a 0.64±0.03a 378.871 <0.001

  a:P<0.05,与阴性对照组比较。

表4  各组细胞荧光素酶活性比较(x±s,n=9)

项目 阴性对照组 模拟物组 抑制剂组 F P

NOTCH1-Wt 1.03±0.09 0.56±0.03a 2.12±0.20a 352.892 <0.001

NOTCH1-Mut 0.99±0.06 0.97±0.05 0.96±0.06 0.649 0.531

  a:P<0.05,与阴性对照组比较。

图3  miR-92a-3p与NOTCH1靶向结合位点

3 讨  论

  T-ALL中细胞增殖影响疾病进程,因此,发现影

响T-ALL的基因对于 T-ALL疾病治疗意义重大。
miRNA作为短RNA序列,在疾病发生、发展过程中

发挥重要作用,其中miR-92a-3p是miR-17-92家族成

员,可通过调控细胞生物学行为参与多种疾病的发

生、发展[10];有研究发现,在结直肠癌中 miR-92a-3p
表达受阻可减弱癌细胞增殖能力,miR-92a-3p可能是

结直肠癌治疗的重要靶点[11];miR-92a-3p可抑制前

体脂肪细胞增殖和促进细胞分化,与肥胖症的发生密

切相关[12]。有学者在T-ALL中发现 miR-92a-3p表

达下调[9],但作用机制尚不清楚。本研究中发现,上
调miR-92a-3p人T-ALL

 

SupT1细胞增殖活力明显

降低,G0/G1 期所占百分比明显升高;下调 miR-92a-
3p后SupT1细胞增殖活力明显增强,且细胞在S期

和G2/M 期所占百分比明显升高。表明上调 miR-
92a-3p可通过诱导细胞周期阻滞于 G0/G1 期抑制

SupT1细胞增殖,而下调 miR-92a-3p可通过加速细

胞周期于S期促进SupT1细胞增殖。提示 miR-92a-
3p可能通过调控细胞增殖在T-ALL发生、发展过程

中发挥着作用。
NOTCH信号通路是细胞内重要的信号转导途径

之一,可激活下游Hes家族和p21等靶基因,进而在细

胞增殖、分化和凋亡等过程中发挥着重要作用[13-14],且
与T-ALL的发生、发展密切相关。NOTCH 信号通

路的活化在T-ALL细胞增殖过程中发挥着重要的促

进作用[15]。靶向抑制 NOTCH1表达可影响下游相

关基因转录,诱导细胞周期阻滞于G0/G1 期,抑制细

胞增殖[16]。本研究发现,上调 miR-92a-3p表达可引

起SupT1细胞中 NOTCH1、配 体Jagged1及 下 游

Hes1蛋白表达水平明显降低,而下调 miR-92a-3p表

达则出现相反的结果。提示在T-ALL中miR-92a-3p
可能通过抑制NOTCH信号通路活化进而发挥抑制

细胞增殖的作用。miR-92a-3p与 NOTCH1
 

3'UTR
存在互补的结合位点。提示 miR-92a-3p可能通过靶

向NOTCH1抑制 NOTCH 信号通路活化进而抑制

细胞周期阻滞于 G0/G1 期,从而抑制 T-ALL细胞

增殖。
综上所述,miR-92a-3p靶向调控 NOTCH 信号

通路诱导细胞周期阻滞,进而发挥抑制SupT1细胞增

殖的作用,本文验证 miR-92a-3p在 T-ALL中的机

制,以为临床上miR-92a-3p的靶向治疗提供依据。
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