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miR-221对慢性粒细胞白血病K562细胞增殖和凋亡的影响及其作用机制
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[摘 要] 目的：探讨下调miR-221对慢性粒细胞白血病（CML）K562细胞增殖和凋亡的影响及其相关的调控机制。方法：将
K562细胞分为对照组、miRNA阴性对照（miR-NC）组、miR-221 inhibitor组、miR-221 inhibitor+阴性对照 siRNA（NC siRNA）组和

miR-221 inhibitor+SOCS3 siRNA组。其中，对照组细胞不进行另外处理；miR-NC组和miR-221 inhibitor组分别采用miR-NC和

miR-221 inhibitor转染至细胞；miR-221 inhibitor+NC siRNA组和miR-221 inhibitor+SOCS3 siRNA组采用已稳定转染miR-221 in‐

hibitor的细胞再分别转染NC siRNA和SOCS3 siRNA。用qPCR鉴定miR-221 inhibitor的转染效率，CCK-8法检测各组细胞的增

殖活性，Annexin V-FITC/PI双染色流式术检测各组细胞的凋亡水平，WB实验检测各组细胞的SOCS3、p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3

和 survivin的蛋白表达水平。结果：与对照组比较，miR-221 inhibitor组细胞内miR-221的表达显著下调（P<0.01），细胞增殖活性

在转染后 48、72 h时明显降低（P<0.05或P<0.01），凋亡细胞数量明显增加（P<0.01），细胞内 SOCS3的表达水平明显增加（P<

0.01），而 p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3和 survivin的表达水平均明显降低（均P<0.01）。与miR-221 inhibitor组比较，miR-221 inhibi‐

tor+SOCS3 siRNA组细胞增殖活性在转染后24、48和72 h时明显增加（P<0.05或P<0.01），凋亡细胞数量明显减少（P<0.01），细胞

内p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3和 survivin的表达水平均明显增加（均P<0.01）。结论：下调miR-221可能通过上调SOCS3表达抑制

JAK-STAT3信号通路，从而抑制K562细胞增殖并促进其凋亡。
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Effects of miR-221 on cell proliferation and apoptosis of chronic myeloid leuke‐
mia K562 cells and its mechanism
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of down-regulation of miR-221 on cell proliferation and apoptosis of chronic myeloid

leukemia (CML) K562 cells and its related regulatory mechanism. Methods: K562 cells were divided into control group, miRNA nega‐

tive control (miR-NC) group, miR-221 inhibitor group, miR-221 inhibitor+ negative control siRNA (NC siRNA) group and miR-221 in‐

hibitor+SOCS3 siRNA group. The cells in the control group received no additional treatment. Cells in miR-NC group and miR-221 in‐

hibitor group were transfected with miR-NC and miR-221 inhibitor, respectively. Cells in miR-221 inhibitor+NC siRNA group and

miR-221 inhibitor+SOCS3 siRNA group were transfected with NC siRNA and SOCS3 siRNA, respectively, on the basis of successful

transfection with miR-221 inhibitor. The transfection efficiency of miR-221 inhibitor was identified by qPCR. Cell viability in each

group was measured by CCK-8 assay. Apoptosis in each group was detected by Annexin V-FITC/PI staining using a flow cytometry.

The protein expressions of SOCS3, p-JAK1, p-JAK2, p-STAT3 and survivin in each group were detected by WB. Results: Compared

with the control group, miR-221 expression was significantly down-regulated in miR-221 inhibitor group (P<0.01), cell viability was

significantly reduced at 48 and 72 h after transfection (P<0.05 or P<0.01), the number of apoptotic cells was significantly increased (P<

0.01), the expression of SOCS3 was significantly increased (P<0.01) and the expression levels of p-JAK1, p-JAK2, p-STAT3 and sur‐

vivin were significantly reduced (all P<0.01). Compared with miR-221 inhibitor group, cell viability was significantly increased at 24,

48 and 72 h after transfection (P<0.05 or P<0.01), the number of apoptotic cells was significantly decreased (P<0.01) and the expres‐

sion levels of p-JAK1, p-JAK2, p-STAT3 and survivin were significantly increased in miR-221 inhibitor+SOCS3 siRNA group (all P<

0.01). Conclusion: Down-regulation of miR-221 inhibits proliferation and promotes apoptosis of K562 cells, the mechanism of which

·· 1311



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(12)

may be related with up-regulating SOCS3 expression to suppress JAK-STAT3 signaling pathway.

[Key words] miR-221; chronic myeloid leukemia (CML); apoptosis; proliferation; JAK-STAT signaling pathway
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慢性粒细胞白血病（chronic myeloid leukemia，

CML）是一种骨髓增生性疾病，其特征在于粒细胞系

增殖增加但不丧失分化能力[1]。目前临床上针对

CML主要有 4种治疗方法，分别是酪氨酸激酶抑制

剂治疗、骨髓抑制或白细胞去除术治疗、脾切除术和

干扰素 α-2b治疗。CML临床前期可以长达 6年，但

一旦进入临床期病程进展加快，病情恶化迅速[2]。因

此，阐明 CML 的机制对于改善 CML 的治疗十分重

要。MicroRNA（miRNA）是一种长度为 20～25个核

苷酸的内源性单链非编码RNA，可以通过结合靶基

因 3’UTR区，来改变靶基因表达，从而参与调控细

胞增殖、凋亡、细胞分化和应激反应的多种生物学效

应[3]。miR-221 作为 miRNAs 的一员，定位于 X 染色

体p11.3区约1 kb的区域，且在包含CML在内的多种

肿瘤细胞中过度表达[4-6]。有文献报道[7-9]，沉默miR-

221可以通过上调靶基因细胞因子信号转导抑制蛋

白 3（suppressors of cytokine signaling 3，SOCS3）表达

来抑制膀胱癌、肝癌和胰腺癌细胞增殖。在CML细

胞中 SOCS3 低表达，而过表达 SOCS3 能通过下调

JAK-STAT通路来抑制CML细胞增殖，促进细胞凋

亡[10-11]。因此，本研究探讨下调miR-221表达是否通

过 SOCS3/JAK-STAT3信号通路来参与抑制CML细

胞增殖和诱导凋亡，为CML寻找新的诊断和治疗的

生物标志物。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人CML细胞株K562（CCL-243）购自美国ATCC公

司。胎牛血清（FBS）（10099141）和Annexin V-FITC/PI

双染试剂盒（V13245）购自美国 Invitrogen公司，RPMI-

1640培养基（12633012）、Lipofectamine 2000转染试剂

盒（11668019）和DAPI染液（D1306）购自美国Thermo

Fisher Scientific公司，CCK-8细胞计数试剂盒（C0037）、

TRIzol试剂（R0016）、RIPA裂解液（P0013B）和BCA蛋

白测定试剂盒（P0012S）购自上海碧云天生物技术有限

公司，miR-221 inhibitor和miR negative control（miR-NC）

由上海吉玛生物制药公司合成，SOCS3 siRNA（sc-41000）

和Negative control siRNA（NC-siRNA）（sc-37007）购自

美国Santa Cruz公司，PrimeScript RT reagent Kit with

gDNA Eraser 试剂盒（RR047A）和 SYBR® Premix Ex

TaqTM II 试剂盒（RR820A）购自日本 TaKaRa 公司，

Survivin（ab469）、p-JAK1（ab138005）、p-JAK2

（ab32101）、p-STAT3（ab76315）、SOCS3（ab14939）抗体

和HRP标记的山羊抗兔二抗（ab150077）购自美国Abcam

公司。

1.2 细胞培养

K562 细胞生长于含有 10% FBS 的 RPMI-1640

培养基中，每 2～3 d更换一次培养基。当细胞处于

对数生长期时，使用含有EDTA的0.25%胰蛋白酶将

细胞消化，RPMI 1640培养基重悬后接种于6孔板进

行后续操作。

1.3 miR-221 inhibitor转染

转染前 1 d，选择生长状态良好的K562细胞按

照1×105个/孔的细胞密度接种于6孔板中，细胞汇合

度达 50%～70% 后，按 Lipofectamine 2000 转染试剂

盒说明书进行辅助转染 50 nmol/L的miR-221 inhibi‐

tor或miR-NC，并分别命名为miR-221 inhibitor组和

miR-NC组。收集细胞采用qPCR鉴定转染效率。取

稳定转染的细胞用于后续实验。

1.4 qPCR检测K562细胞中miR-221的表达水平

收集 K562 细胞和已转染 miR-221 inhibitor 或

miR-NC的K562细胞，用TRIzol试剂萃取细胞内总

RNA。总RNA经Genesys 10s型紫外分光光度仪定

量后，每样本取 2 µg总RNA采用 PrimeScript RT re‐

agent Kit with gDNA Eraser 逆转录为 cDNA。利用

cDNA、引物和 SYBR® Premix Ex TaqTM II Kit 在 ABI

7500 PCR仪进行实时荧光定量PCR实验。所用的引物

miR-221 F：5’-AGGGGTGTAACATCCTCGACTG-

3’，R: 5’-TATTGCGGTCGTGGAGTCG-3’；U6 F: 5’-

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3’，R: 5’-CG

CTTCAGAATTTGCGTGTCAT-3’。以 U6 作为 miR-

221的内参，以2-∆∆Ct法计算miR-221的相对表达量。

1.5 SOSC3 siRNA转染

取稳定转染 miR-221 inhibitor 细胞，采用 Lipo‐

fectamine 2000转染试剂分别辅助转染SOCS3 siRNA

或NC siRNA，分别命名为miR-221 inhibitor+SOCS3

siRNA组和miR-221 inhibitor+NC siRNA组。收集细

胞并通过WB实验鉴定 SOCS3蛋白表达后，用于后

续实验。

1.6 CCK-8实验检测转染前后K562细胞增殖活性

分别取各组K562细胞，以 5×103细胞/孔接种于

96孔板，分别培养24、48和72 h。在实验处理时间点

时，分别加入 10 µl CCK-8试剂，并在室温下反应 1 h

后，利用Multiskan FC型酶标仪在 450 nm处检测光

密度（D）值，并绘制细胞存活曲线。

1.7 Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测转染前
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后K562细胞凋亡水平

分别取各组K562细胞，以 6×104细胞/孔接种于

24孔板，并培养48 h后，用0.25%胰蛋白酶消化后，用

PBS缓冲液重悬以获取单细胞悬液。加入 200 μl缓

冲液、10 μl FITC标记的Annexin V和5 μl的PI染液，

室温孵育 30 min。用流式细胞仪检测细胞的凋亡

情况。

1.8 WB实验检测K562细胞中 p-JAK1、p-JAK2、p-

STAT3和 survivin蛋白的表达

分别取各组K562细胞，以 5×105 细胞 /孔接种

于 6 孔板，并培养 48 h 后，收集细胞。使用 RIPA

缓冲液裂解细胞后提取蛋白，用 BCA 蛋白测定

试剂盒测定蛋白浓度。每样品取 20 µg 蛋白进行

12% 的 SDS-PAGE 分离，然后将蛋白条带经电转

移至 PVDF 膜上。用含 5% 脱脂牛奶的 TBST 封

闭 后 ，然 后 按 照 1∶3 000 的 稀 释 比 例 加 入

SOCS3、survivin、p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3 和

GAPDH 的一抗在 4 ℃下孵育过夜，TBST 洗膜

后，加入 HRP 标记的二抗（1∶2 000 稀释）室温孵

育 45 min。TBST 洗膜后，采用 ECL 化学发光显

影。 Image J 软件扫描蛋白条带灰度值，以GAPDH

蛋白作为内参进行半定量测定。

1.9 统计学处理

qPCR、CCK-8、Annexin V-FITC/PI双染流式细胞

术、WB等实验均重复3次。采用SPSS 20.0软件进行

统计数据分析，用GraphPad Prism 7软件绘制图片。

计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验，多组间

比较采用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-221 inhibitor转染抑制K562细胞增殖并诱

导细胞凋亡

qPCR 检测结果（图 1A）显示，与对照组比较，

miR-NC 组细胞中 miR-221 表达无明显变化（P>

0.05，），而 miR-221 inhibitor 组细胞中 miR-221 表达

明显降低（P<0.01）。CCK-8检测结果（图 1B）显示，

与对照组比较，miR-NC组细胞增殖活性无明显变化

（P>0.05），而miR-221 inhibitor组细胞在48、72 h时细

胞增殖活性明显降低（P<0.05 或 P<0.01）。Annexin

V-FITC/PI双染流式细胞术检测结果（图1C、D）显示，

miR-221 inhibitor组细胞在48 h时细胞凋亡率明显增

加（P<0.01）。

*P<0.05,**P<0.01 vs Control group

1: Control group; 2: miR-NC group; 3: miR-221 inhibitor group

A: The transfection efficiency of miR-221 inhibitor was detected by qPCR; B: Cell proliferation viability

was measured by CCK-8 assay; C and D: Cell apoptosis was detected by Annexin V-FITC/PI staining

图1 下调miR-221抑制K562细胞增殖并诱导细胞凋亡

Fig.1 Down-regulation of miR-221 inhibited proliferation and induced apoptosis of K562 cells
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2.2 miR-221 inhibitor转染上调K562细胞中SOCS3

蛋白表达并下调 p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3 和 sur‐

vivin蛋白表达

WB实验结果（图 2）显示，与对照组比较，miR-

221 inhibitor组细胞中SOCS3蛋白表达明显增加（P<

0.01），p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3和 survivin的蛋白表

达均明显降低（均P<0.01）；而miR-NC组中蛋白表达

无明显变化（P>0.05）。

**P<0.01 vs Control group

1：Control group; 2: miR-NC group; 3: miR-221 inhibitor group

A: Representative WB images of SOCS3, survivin, p-JAK1, p-JAK2 and p-STAT3 proteins; B-F: Statistical results of SOCS3 (B),

survivin (C), p-JAK1 (D), p-JAK2 (E) and p-STAT3 (F) expression levels

图2 下调miR-221促进K562细胞SOCS3表达从而抑制p-JAK1、、p-JAK2、、p-STAT3和 survivin表达

Fig.2 Down-regulation of miR-221 promoted the expression of SOCS3, inhibited the expressions of

p-JAK1, p-JAK2, p-STAT3 and survivin in K562 cells

2.3 SOCS3 siRNA 转染逆转 miR-221 inhibitor 对

K562细胞增殖的抑制作用和对细胞凋亡的诱导作用

在已转染 miR-221 inhibitor 的 K562 细胞转染

SOCS3 siRNA后WB检测，结果（图 3A、B）显示，与

miR-221 inhibitor组比较，miR-221 inhibitor+NC siR‐

NA 组细胞中 SOCS3 蛋白的表达无明显变化（P>

0.05），而 miR-221 inhibitor+SOCS3 siRNA 组细胞中

SOCS3蛋白的表达明显降低（P<0.01）。CCK-8法检

测细胞增殖活性结果（图3C）显示，与miR-221 inhibi‐

tor组比较，miR-221 inhibitor+NC siRNA组细胞增殖

活性无明显变化（P>0.05），而 miR-221 inhibitor+

SOCS3 siRNA组细胞在 24、48和 72 h时细胞增殖活

性明显升高（P<0.05或P<0.01）。Annexin V-FITC/PI

双染流式细胞术检测细胞凋亡结果（图 3D、E）显示，

miR-221 inhibitor+SOCS3 siRNA组细胞在 48 h时细

胞凋亡明显降低（P<0.01）。

2.4 SOCS3 siRNA转染影响miR-221 inhibitor诱导的

p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3和 survivin的蛋白表达

WB检测结果（图4）显示，与miR-221 inhibitor组

比较，miR-221 inhibitor+SOCS3 siRNA 组细胞中 p-

JAK1、p-JAK2、p-STAT3 和 survivin 的蛋白表达均明

显增加（均P<0.01）；而miR-221 inhibitor+NC siRNA

组中蛋白表达无明显变化（P>0.05）。

3 讨 论

大量研究[12-13]表明，JAK-STAT信号激活可以介

导多种细胞因子信号转导并广泛参与细胞增殖、凋

亡、迁移和侵袭等生理过程。另外，JAK-STAT信号

通路激活可以上调其下游与肿瘤发病机制相关Bcl-

2、survivin、Cyclin D1和 c-Myc等癌基因的表达[14-15]。

STAT 转录因子家族包含 7 个成员，包括 STAT1、

STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、STAT5b 和 STAT6。

STAT3是 STAT家族中研究最广泛且与肿瘤的发生

和发展最密切的转录因子[16]。CML是第一个确定与

染色体异常相关的癌症，95%的患者具有费城染色体

（Ph染色体）[17]。Ph染色体的形成是与 22号染色体

的部分BCR基因与9号染色体上的ABL基因融合相

关，这种融合基因产生异常的 BCR-ABL 蛋白[18]。
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*P<0.05,**P<0.01 vs miR-221 inhibitor group

1：miR-221 inhibitor; 2: miR-221 inhibitor+NC siRNA; 3: miR-221 inhibitor+SOCS53 siRNA

A and B：The expression of SOCS3 protein was detected by WB; C: Cell viability was measured by CCK-8 assay;

D and E: Cell apoptosis was detected by Annexin V-FITC/PI staining.

图3 沉默SOCS3逆转miR-221 inhibitor对K562细胞增殖和凋亡的影响

Fig.3 Silencing SOCS3 reversed the effect of miR-221 inhibitor on proliferation and apoptosis of K562 cells

**P<0.01 vs miR-221 inhibitor group

1：miR-221 inhibitor; 2: miR-221 inhibitor+NC siRNA; 3: miR-221 inhibitor+SOCS53 siRNA

A: Representative WB images of survivin, p-JAK1, p-JAK2 and p-STAT3 proteins; A-E: Statistical results of survivin (B),

p-JAK1 (C), p-JAK2 (D) and p-STAT3 (E) expression levels

图4 沉默SOCS3逆转miR-221 inhibitor对K562细胞p-JAK1、、p-JAK2、、p-STAT3和 survivin蛋白表达的抑制作用

Fig.4 Silencing SOCS3 reversed the inhibitory effect of miR-221 inhibitor on the expressions of

p-JAK1, p-JAK2, p-STAT3 and survivin in K562 cells

而 JAK-STAT信号通路失调在BCR-ABL诱导的恶性

转化中起着重要作用[19-20]。有研究[21]表明，JAK2抑制

剂可以抑制 CML 细胞下游效应因子并阻断 BCR-

ABL介导的肿瘤形成。SOCS3可通过抑制 JAK激酶

··1315



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(12)

与受体结合从而抑制 JAK磷酸化，或通过与 JAK竞

争性结合抑制N端激酶抑制区(N-terminal kinase in‐

hibitory region，KIR)从而抑制STAT3磷酸化，在 JAK-

STAT3信号通路中发挥负调控作用[22-23]。在CML细

胞中SOCS3低表达，而过表达SOCS3能抑制CML细

胞增殖，促进细胞凋亡[10-11]。已有文献[4]报道，miR-

221 在 CML 中发挥癌基因作用。另外，有文献报

道[7-9]，SOCS3是miR-221的靶基因之一。因此，本研

究旨在探讨miR-221在CML细胞K562中与SOCS3/

JAK-STAT信号的调控作用，以及研究抑制miR-221

对K562细胞增殖与凋亡的影响。

本研究发现，转染miR-221 inhibitor后，K562细

胞增殖减缓并诱导细胞凋亡，这与秦娜等[4]报道的一

致。已有文献[24]指出，抑制miR-221可以通过靶向细

胞周期相关基因 p27Kip1负向调控前列腺癌细胞的增

殖潜能。同时有研究[7-9]表明，沉默miR-221可以通过

上调SOCS3表达来抑制膀胱癌、肝癌和胰腺癌细胞

增殖。因此，本研究进一步采用WB检测了K562细

胞中SOCS3和 JAK-STAT信号关键分子以及细胞存

活相关蛋白 survivin的表达，发现转染miR-221 inhib‐

itor 后，K562 细胞 p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3 和 sur‐

vivin的表达显著降低，SOCS3表达显著升高。提示

miR-221 可能通过 SOCS3/JAK-STAT 信号通路参与

对CML细胞增值和凋亡的调控。为证明这一假设，

本研究进一步对已稳定转染 miR-221 inhibitor 的

K562细胞进行了 SOCS3 siRNA转染，结果发现，下

调 SOCS3后能逆转miR-221 inhibitor对细胞增殖以

及 p-JAK1、p-JAK2、p-STAT3 和 survivin 蛋白表达的

抑制作用和对细胞凋亡的诱导作用。这一研究结果

证实了，下调 miR-221 通过上调 SOCS3 表达抑制

JAK-STAT3信号通路，来参与对K562细胞增殖和细

胞凋亡的调控作用。

综上所述 ，抑制 miR-221 的表达通过调节

SOCS3/JAK-STAT3信号通路参与抑制K562细胞增

殖并诱导细胞凋亡。未来miR-221可能会成为CML

新的诊断和治疗的生物标志物，可能会为临床治疗

CML药物提供新的方向。
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