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microRNA-520a靶向 MCM3抑制急性淋巴
细胞白血病细胞增殖的研究*

张 欢,张国君△

(中国医科大学附属盛京医院第一血液内科,沈阳
 

110022)

  [摘要] 目的 阐述在急性B淋巴细胞白血病(B-ALL)细胞中 microRNA(miR)-520a的表达和临床意

义。方法 在非恶性血液肿瘤患者和B-ALL患者骨髓淋巴细胞及健康人外周血淋巴细胞、B-ALL患者细胞中

利用实时定量PCR检测miR-520a的表达情况;在人急性B淋巴细胞白血病细胞株(BALL-1)中转染miR-520a
模拟物,CCK-8观察细胞增殖能力变化,实时定量PCR检测 miR-520a的表达变化。生物信息学分析 MCM3
是miR-520a的靶基因并预测位点;使用双萤光素酶报告基因检测 miR-520a对 MCM3的转录活性影响;在

miR-520a
 

mimics转 染 组 中 使 用 MCM3过 表 达 质 粒 进 行 回 补 实 验,观 察 MCM3蛋 白 和 细 胞 增 殖 变 化。
结果 同正常组织/细胞相比,B-ALL患者细胞/BALL-1细胞系中 miR-520a表达水平显著降低(P<0.05),
miR-520a过表达能够使BALL-1细胞增殖能力降低(P<0.05);miR-520a过表达降低 MCM3的蛋白表达水

平(P<0.05);通过双萤光素酶实验验证 miR-520a能够作用 MCM3的3'UTR区;miR-520a
 

mimics能够使

BALL-1细胞增殖能力下降,同时过表达 MCM3能够提高细胞增殖能力。结论 miR-520a可能通过下调

MCM3的表达抑制B-ALL细胞增殖能力。
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  [Abstract] Objective To

 

elaborate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

miR-520a
 

in
 

acute
 

B-lym-
phoblastic

 

leukemia
 

(B-ALL)
 

cells.Methods The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-520a
 

in
 

the
 

bone
 

marrow
 

lympho-
cytes

 

of
 

the
 

patients
 

with
 

non-malignant
 

blood
 

tumor
 

and
 

the
 

patients
 

with
 

B-ALL,peripheral
 

blood
 

lympho-
cytes

 

of
 

normal
 

people
 

and
 

cells
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

B-ALL
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR.The
 

miR-520a
 

mimics
 

were
 

transfected
 

into
 

BALL-1
 

cells.CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

cell
 

prolifera-
tion

 

ability
 

change
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

miR-520a
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR.The
 

bioinfor-
matics

 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

MCM3
 

as
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-520a
 

and
 

predict
 

its
 

action
 

site;the
 

doub-
le

 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

system
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

miR-520a
 

on
 

MCM3
 

transcriptional
 

activity;
in

 

the
 

miR-520a
 

mimics
 

transfection
 

group,the
 

MCM3
 

overexpression
 

plasmid
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

com-
plement

 

experiment
 

for
 

observing
 

the
 

change
 

of
 

MCM3
 

protein
 

and
 

cell
 

proliferation.Results Compared
 

with
 

the
 

normal
 

tissues
 

/
 

cells,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-520a
 

in
 

bone
 

marrow
 

lymphocytes/BALL-1
 

cell
 

lines
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

B-ALL
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

overexpression
 

of
 

miR-520a
 

could
 

re-
duce

 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

BALL-1
 

cells
 

(P<0.05),and
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

MCM3
 

was
 

de-
creased

 

by
 

miR-520a
 

overexpression
 

(P<0.05).The
 

double
 

luciferase
 

assay
 

verified
 

that
 

miR-520a
 

could
 

act
 

the
 

3'UTR
 

region
 

of
 

MCM3.miR-520a
 

mimics
 

could
 

decrease
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

BALL-1
 

cells,mean-
while

 

the
 

overexpression
 

of
 

MCM3
 

could
 

increase
 

the
 

cell
 

proliferation
 

ability.Conclusion miR-520a
 

may
 

in-
hibit

 

the
 

proliferation
 

of
 

B-ALL
 

cells
 

by
 

down-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

MCM3.
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  成人急性淋巴细胞白血病(ALL)是一类以原幼

淋巴细胞恶性增殖、分化障碍、凋亡受阻为特点的血

液系统恶性肿瘤[1-2]。miR-520a在多种恶性肿瘤中表

达下调并发挥抑癌基因功能[4-7],但其在急性淋巴细

胞白血病的表达及意义国内外尚少见报道。同时

MCM3基因在白血病、淋巴瘤、乳腺癌和卵巢癌等肿

瘤中过 度 表 达,且 与 肿 瘤 的 生 长、侵 袭 及 转 移 相

关[8-11]。MCM3是 miR-520a的可能靶基因,目前尚

少见miR-520a调控 MCM3的相关报道。本研究通

过检测急性B淋巴细胞白血病(B-ALL)组织、细胞中

miR-520a
 

调控 MCM3的表达及对细胞增殖的影响,
以期为B-ALL的临床治疗提供理论基础。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞

人急性B淋巴细胞白血病细胞株(BALL-1)购于

北京北纳创联生物技术研究院;健康人外周血B淋巴

细胞来自健康志愿者外周血。细胞用含10%胎牛血

清的 RPMI-1640 培 养 基(美 国 Hyclone公 司)在

37
 

℃、5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养。
1.1.2 骨髓标本

选取2018年1月至2019年12月本院初诊B-
ALL患者30例,所有患者均为原发、无转移、未经过

任何化疗的初次病患。该研究通过本院伦理委员会

批准(2018PS231),并经患者知情同意后进行。20例

非恶性血液病患者骨髓组织作为对照。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞转染

将对数生长期的细胞接种于6孔板中,培养过夜

后采用lipofectamine
 

3000作为转染试剂,按照说明

书进行转染。转染12
 

h观察细胞状态并更换新鲜培

养基。miR-520a
 

mimics、miR-520a
 

inhibitor和 miR-
520a

 

NC均购自上海吉玛生物有限公司。空载体

pCDNA3.1和pCDNA3.1-MCM3野生型质粒购自

上海吉凯基因生物技术有限公司。
1.2.2 实时荧光定量PCR(qPCR)

使用 TRIzol法分别提取各组细胞 RNA,使用

miRNA
 

逆转录试剂盒取0.2
 

μg逆转录成cDNA,使
用miRNA

 

qRT-PCR
 

TB
 

Green 试剂盒和相应引物

通过qPCR仪进行扩增检测,结果数据采用2-ΔΔCt 方

法分析。以 U6为 内 参,计 算 miR-520a相 对 表 达

水平。
1.2.3 Western

 

blot
收集各组细胞后,使用 RIPA裂解液裂解细胞,

提取总蛋白并采用BCA法测定蛋白浓度。取40
 

μg
总蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-
PAGE)电泳后转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜上。5%
脱脂 奶 粉 封 闭 1

 

h,加 MCM3(Abcam 兔 抗 人,
1∶1

 

000)和β-actin(Abcam 兔抗人,1∶2
 

000)一抗

4
 

℃过夜。次日TBST洗膜3次后二抗(辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔IgG,1∶5
 

000)37
 

℃孵育1
 

h;
洗膜后ECL显影,使用Image

 

J软件以β-actin为内

参进行条带灰度分析。
1.2.4 CCK-8测细胞增殖能力

取对数生长期的细胞,接种于96孔板(2×104

个/mL),每组设5个平行孔。12
 

h后,进行细胞处理

实验并观察细胞,实验结束后,以1
 

000
 

r/min离心10
  

min,弃上清液每孔加入10
 

μL
 

CCK-8试剂和100
 

μL
的PBS溶液,于37

 

℃、5%
 

CO2 孵箱中继续培养2
 

h,
使用酶标仪检测450

 

nm波长下的吸光度(A)值。细

胞增殖率=(实验组A 值-空白组A 值)/(对照组A
值-空白组A 值)×100%。
1.2.5 miR-520a靶基因预测

使 用 TargetScan (http://www.targetscan.
org/)网站预测 MCM3是 miR-520a可能的目标靶基

因,并找到他们之间的作用位点进行实验验证。
1.2.6 双萤光素酶报告系统

化学合成包含有与 miR520a互补结合的靶基因

MCM3
 

3'-UTR序列片段和突变的 MCM3
 

3'-UTR,
细胞接种24孔板(2×104 个/mL),待细胞生长达到

60%融合后进行转染。转染分为 miR-520a
 

mimics+
空载 体 组、miR-520a

 

mimics+3'-UTR 野 生 型 组、
miR-520a

 

mimics+3'-UTR突变型组,设3个复孔。
转染后按照双荧光素酶报告基因检测试剂盒说明书

进行操作。
1.3 统计学处理

采用SPSS21.0统计软件进行统计学分析。计量

资料用x±s表示,组间比较采用方差分析和SNK-q
检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-520a在 B-ALL 患 者 骨 髓 淋 巴 细 胞 和

BALL-1中的表达

结果显示,miR-520a在非恶性血液肿瘤患者骨髓

淋巴细胞的表达水平显著高于其在B-ALL患者骨髓

淋巴细胞中的表达(图1A),差异有统计学意义(P<
0.05);miR-520a在健康人外周血淋巴细胞中的表达

水平显著高于其在BALL-1细胞系中的表达(图1B),
差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 miR-520a能够参与调控B-ALL细胞的增殖

向BALL-1细胞中分别转染 miR-NC和 miR-
520a

 

mimics,检测转染48
 

h后各组的BALL-1细胞

增殖能力。与 miR-NC组比较,miR-520a
 

mimics组

BALL-1细胞的增殖活力显著降低,差异有统计学意

义(P<0.05),见图2。
2.3 miR-520a靶向 MCM3基因mRNA

 

3'-UTR
Targetscan网站生物信息学预测显示,MCM3基

因mRNA
 

3'-UTR中含有与miR-520a互补的核苷酸

序列,见图3A;双荧光素酶报告基因检测显示,与
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miR520
 

mimics+空载体组比较,miR-520
 

mimics+
3'UTR野生型组的荧光活性显著降低(P<0.05),
miR-520

 

mimics+3'UTR突变型组的荧光活性无显

著变化(图3B、C)。
为了进一步证实 MCM3是 miR-520a的靶基因,

使用 miR-520a
 

mimics
 

BALL-1细胞。Western
 

blot
结果显示在 miR-520a

 

mimics组的 MCM3蛋白表达

显著低于在miR-NC组的表达(图3D)。

  A:miR-520a在非恶性血液肿瘤患者骨髓淋巴细胞(Normal
 

lym-

phocyte)和B-ALL患者骨髓淋巴细胞中的表达比较;B:miR-520a在健

康人外周血淋巴细胞(PBL)和BALL-1中的表达比较;a:P<0.05。

图1  miR-520a在B-ALL患者骨髓淋巴细胞和

BALL-1中的表达

2.4 MCM3过表达能够逆转 miR-520a
 

mimics调控

BALL-1细胞增殖的作用

与miR-NC组相比,miR-520a
 

mimics组BALL-
1中 MCM3的蛋白表达显著降低(图4A),且 miR-
520a

 

mimics组BALL-1细胞增殖活力显著降低(图
4B),差异有统计学意义(P<0.05);与 miR-520a

 

mimics+pCDNA3.1组 对 比,miR-520a
 

mimics+
MCM3-WT组BALL-1细胞中 MCM3蛋白表达水平

显著升高(图4A),miR-520a
 

mimics+MCM3-WT组

BALL-1增殖活力显著增加(图4B),差异有统计学意

义(P<0.05)。

  A:miR-520a
 

mimics转染BALL-1后 miR-520a的表达水平变化;

B:miR-520a
 

mimics转染BALL-1后细胞增殖率与miR-NC组比较;a:

P<0.05。

图2  miR-520a能够参与调控BALL-1的增殖

  A:通过Targetscan软件分析 miR-520a靶向 MCM3基因 mRNA
 

3'-UTR及作用位点;B、C:双萤光素酶报告基因系统检测 miR-520a与

MCM3的3'-UTR结合情况;D:miR-520a
 

mimics转染后 MCM3的蛋白变化;a:P<0.05。

图3  MCM3是 miR-520a的靶基因

  A:对照组和实验组中 MCM3蛋白表达水平;B:对照组和实验组细胞增殖能力变化;1:miR-NC组;2:miR-520a
 

mimics组;3:miR-520a
 

mimics

+pCDNA3.1组;4:miR-520a
 

mimics+MCM3-WT组;a:P<0.05。

图4  MCM3过表达能够逆转 miR-520a
 

mimics调控BALL-1增殖的作用
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3 讨  论

  肿瘤的发生、发展常与肿瘤细胞生物学特征的改

变密切相关。大量研究显示,肿瘤细胞的恶性增殖是

肿瘤形成及发展的关键机制。目前研究显示,人体中

有许多miRNA在肿瘤中起着类似原癌基因或者抑癌

基因的作用[12]。现已发现 miR-520a在乳腺癌、结肠

癌、胃癌、骨肉瘤、肝癌等实体肿瘤均表现出抑癌因子

的特征[13-17]。且miR-520a在慢性粒细胞白血病中能

够抑制细胞增殖,促进细胞凋亡[18]。
本研究以成人 B-ALL患者为研究对象,分析

miR-520a在B-ALL群体中的表达特点,结果显示成

人B-ALL患者骨髓淋巴细胞和BALL-1细胞系中

miR-520a表现明显低表达水平,提示 miR-520a的表

达异常与BALL的发生、发展存在一定相关性。这与

miR-520a在卵巢癌和乳腺癌中的低 表 达 相 一 致,

miR-520a在这两种癌症中也表现出低于正常组织的

表达水平[19-20]。进一步研究发现,在BALL-1中上调

miR-520a的表达可以促进细胞的增殖,表示 miR-
520a可能在B-ALL中发挥抑癌基因的作用。这与

miR-520a在许多癌症中发挥的作用是一致的[13-17]。

TargetScan软件预测结果,miR-520a与 MCM3
的3'UTR区域存在潜在结合位点。双荧光素酶报告

实验显示,仅 miR-520
 

mimics+3'UTR野生型组荧

光素酶活性显著降低,提示 miR-520a可能通过直接

与 MCM3的3'UTR区域结合抑制 MCM3的表达,
且在BALL-1细胞中过表达miR-520a,能够显著下调

MCM3的蛋白表达水平。为了进一步证实 miR-520a
对 MCM3的靶向调控作用,在 miR-520a过表达组中

过表达 MCM3蛋白,发现 MCM3过表达能够逆转

miR-520a
 

mimics调控BALL-1细胞增殖的作用。这

表明 miR-520a是通过抑制靶基因 MCM3的表达参

与调控BALL-1细胞的增殖过程。在肝癌中 MCM3
高表达并与患者的不良预后呈正相关,可以作为一个

肝癌进展的标志物[21]。MCM3的高表达提示结直肠

癌预后不良,并促进G1/S细胞周期的进展、增殖、迁
移和侵袭[22]。基因表达谱分析显示 MCM3能反映浸

润性导管癌患者的预后[10]。高表达水平的磷酸化

MCM3能够促进肾癌细胞增殖和抑制凋亡[23]。这些

都揭 示 了 MCM3 在 恶 性 肿 瘤 中 的 促 癌 作 用,与
MCM3在B-ALL中的促癌作用相一致。

综上 所 述,本 研 究 初 步 探 讨 了 miR-520a 在

B-ALL中的作用及机制,验证了 miR-520a靶向调控

MCM3的 表 达 对 BALL-1 细 胞 增 殖 的 影 响,为

B-ALL的分子靶向治疗提供理论依据。然而,由于

miRNA-靶基因调控的多样性,关于 miR-520a抑制

B-ALL的生物学特征是否通过其他作用方式和信号

通路,还需要进一步研究验证。
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