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摘要 目的 探讨微小 ＲNA-155( miＲ-155) 对慢性髓细胞白

血病( CML) 细胞凋亡情况和对热休克蛋白( HSP) 27、HSP60

及 HSP70 表达的影响。方法 采用实时荧光定量逆转录

PCＲ( ＲT-qPCＲ) 分别检测 miＲ-155 在 CML 耐伊马替尼( IM)

细胞株 K562-G 和 CML 细胞株 K562 中的表达水平。以携带

miＲ-155 的慢病毒和阴性对照慢病毒感染 K562-G 细胞，分

别命名为 miＲ-155 组和对照组。细胞计数试剂盒 8( CCK-8)

检测 miＲ-155 对耐药细胞增殖的影响。ＲT-qPCＲ 及蛋白质

印迹法( Western blot) 检测 miＲ-155 对 HSP27、HSP60、HSP70

表达的影响。流式细胞术检测 miＲ-155 组和对照组细胞的

凋亡比例。结果 与 K562 细胞相比，K562-G 细胞中 miＲ-
155 呈低表达( P ＜ 0. 05) 。miＲ-155 组细胞的增殖情况与对

照组相比从第 36 h 开始降低( P ＜ 0. 05 ) 。与对照组相比，

miＲ-155 组 HSP60、HSP70 升高( P ＜ 0. 05 ) ，而 HSP27 降低

( P ＜ 0. 01) 。流式细胞术检测结果显示，miＲ-155 组细胞的

凋亡率高于其对照组( P ＜ 0. 05) 。结论 miＲ-155 促进 CML

细胞的凋亡，并使细胞中的 HSP60、HSP70 表达升高，HSP27

表达降低。
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慢性髓细胞白血病 ( chronic myeloid leukemia，

CML) 属于骨髓增殖性肿瘤的一种，其特征是骨髓

髓系细胞在成熟的不同阶段不受控制地生长［1］，融

合基因 BCＲ∷ ABL 的异常表达是 CML 的主要特

点。应用酪氨酸激酶抑制剂( tyrosine kinase inhibi-
tor，TKI) 进行治疗的 CML 患者的预期寿命与正常

人群相同，一部分对 TKI 治疗有非常好反应的患者

可以在适当的预防措施下停止治疗，达到持续无治

疗缓解［2］。尽管如此，CML 的治疗仍面临着许多挑

战和未解答的问题，如仍有部分患者出现耐药的现

象、不明原因的疾病进展等，CML 的治疗也进入了

瓶颈期［3］。研究［4 － 5］表明肿瘤细胞中 miＲNA 可通

过多种信号通路调控细胞的增殖、凋亡与迁移，其中

包括调控热休克蛋白( heat shock proteins，HSPs) 的

表达。已有研究［6］表明，miＲ-155 在 CML 中存在差

异性表达，但其在 K562 细胞对伊马替尼( imatinib，

IM) 耐药中发挥何种作用以及与 HSPs 的关系仍不

明确。该研究旨在探讨 miＲ-155 与 HSPs 的关系，及

其对 CML 细胞增殖、凋亡的影响，这对了解 CML 发

生机制及临床攻克 CML 具有重要意义。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验细胞 人 CML K562 细胞株购自上海

生命科学研究所，耐 IM 细胞株 K562-G 由体外低浓

度梯度递增方法诱导 K562 细胞株产生。
1． 1． 2 主要试剂和仪器 胎牛血清( 货号: 10270-
106) 及 IMDM 细胞培养基( 货号: 12440-053) 均购自

美国 Gibco 公司; IM( 批号: 190625) 购自江苏豪森药

业股份有限公司; 携带 miＲ-155 的慢病毒和阴性对

照慢病毒购自上海吉凯生物公司。LipofectamineTM

2000( 货号: 11669019 ) 购自美国 LifeTecnologies 公

司; ＲNA 快速提取试剂盒( 货号: ＲN001 ) 由上海奕

杉生物科技有限公司提供。Prime Script 反转录试

剂盒( 货号: ＲＲ037A) 及 SYBＲⓇ Premix Ex Taq 荧光

定量 PCＲ 试 剂 盒 ( 货 号: ＲＲ820A ) 均 购 自 日 本

TaKaＲa 生物公司; Annexin V-Alexa Fluor 647 /PI 凋

亡检测试剂盒( 货号: FMSAV647-050 ) 购自南京福

麦斯生物技术有限公司; 细胞计数试剂盒 8 ( cell
counting kit-8，CCK-8) 试剂盒( 货号: CK04 ) 购自日

本同仁公司; 全细胞裂解液 ＲIPA( 货号: P0013J) 、一
抗稀释 液 ( 货 号: P0256 ) 、山 羊 抗 兔 二 抗 ( 货 号:

A0279) 、超敏 ECL 化学发光试剂盒( 货号: P0018S)

均购自上海碧云天生物技术有限公司。β-actin 抗

体( 货号: AC026) 购自武汉 ABclonal 公司; HSP27 抗
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体 ( 货 号: 2442S ) 、HSP60 抗 体 ( 货 号: 4870S ) 、
HSP70 抗体( 货号: 4876S) 均购自美国 CST 公司。
二氧化碳培养箱( 型号: HF90) 购自上海立申科学仪

器有限公司。酶标仪( 型号: KHB ST-360) 购自上海

科华实验系统有限公司。PCＲ 仪( 型号: Gene Amp
PCＲ System 9700) 和实时荧光定量 PCＲ 仪( 型号:

Quant StudioTM5 ) 购自美国 Thermo Fisher Scientific
公司。SDS-PAGE 电泳仪和电转仪均购自美国 Bio-
Ｒad 公司。凝胶成像系统( 型号: Tanon 1600 ) 购自

上海天能公司。流式细胞仪( 型号: CantoTMⅡ) 购自

美国 BD 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养和和耐药细胞株的诱导 用含

10%胎牛血清的 IMDM 培养基培养 K562 细胞，将

其置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养，通过逐渐向细

胞中加入浓度递增的 IM。首次药物从 0. 1 μmol /L
开始，过程中每周递增一个梯度，即第 2 周采用 0. 5
μmol /L 药物培养细胞，第 3 周采用 1. 0 μmol /L 药

物培养细胞，以此类推培养至第 21 周时细胞培养加

入的药物浓度为 10 μmol /L，此后采用 10 μmol /L 药

物继续培养细胞 4 周，再采用 CCK-8 法筛选出 IC50
是 K562 初细胞的 20 倍以上的细胞，即为耐 IM 细

胞株 K562-G，此细胞可用于后续试验。
1． 2． 2 miＲ-155 过表达稳转株的构建 本实验所

用 miＲ-155 过表达慢病毒及空载慢病毒携带嘌呤霉

素抗性基因。通过预实验摸索出 K562-G 细胞的最

适的感染复数( multiplicity of infection，MOI) 为 20。
收集状态良好的 K562-G 细胞铺到 24 孔板，使细胞

浓度约为 1 × 105 个 /ml，置于培养箱中培养至第 2
天。感染前，从冰箱中取出慢病毒并在冰上缓慢融

化。准备完全培养基和聚凝胺混合物，使聚凝胺的

终浓度为 2 μg /ml，移去培养基并添加 0. 5 ml 聚凝

胺和培养基的混合物于每孔中。将配好的病毒液加

入细胞培养皿后，封好口，放入平角离心机后，3 000
r /min 离心 1 h，然后放入培养箱中培养。感染 24 h
后，吸去含病毒的培养液，换上新鲜的完全培养液，

继续 37 ℃培养。感染后 48 h，换上含 2 μg /ml 嘌呤

霉素的新鲜完全培养液，每 2 ～ 3 d 换含嘌呤霉素的

完全培养液 1 次，至不感染筛选对照组细胞被嘌呤

霉素杀光，将感染并筛选后的细胞进行传代，并继续

施加嘌呤霉素进行维持性筛选培养。连续筛选 3 代

后，可通过实时荧光定量逆转录 PCＲ ( reverse tran-
scription-quantitative real-time PCＲ，ＲT-qPCＲ) 检测

目的基因的表达，评估感染效率，最后可将稳定细胞

株继续培养或冻存。转染了 miＲ-155 过表达慢病毒

的细胞称为 miＲ-155 组，转染了空载慢病毒的细胞

作为其对照组用于后续试验。
1． 2． 3 ＲT-qPCＲ 检测 miＲ-155 和 HSP27、HSP60 及

HSP70 mＲNA 的表达 收集对数生长期的各组细

胞，并用离心机 1 000 r /min，离心 5 min 后弃上清

液，使用 ＲNA 快速提取试剂盒提取总 ＲNA，测定

ＲNA 纯度和浓度。使用 Prime Script 逆转录试剂盒

的说明进行逆转录，逆转录反应的过程在 Gene Amp
PCＲ System 9700 上进行，设置逆转录反应条件为 37
℃、15 min，85 ℃、5 s，4 ℃、90 min。逆转录完成后，

根据 SYBＲⓇ Premix Ex Taq 试剂盒的操作说明，在

实时荧光定量 PCＲ 仪上进行反应。记录各个基因

的 Ct 值，结果以 2 － ΔΔCt方法计算。实验中所用到的

引物序列( 表 1) 均由上海吉玛生物公司设计。

表 1 PCＲ 引物的序列

引物名称 引物序列( 5'-3')
miＲ-155 Ｒ: GGTCCTTAATGCTAATCGTGATAGGGG

F: CCAGTGCAGGGTCCGAGGT
U6 Ｒ: TGCGGGTGCTCGCTTCGGCAGC

F: CCAGTGCAGGGTCCGAGGT
HSP27 Ｒ: GCGTGTCCCTGGATGTCAAC

F: TGTATTTCCGCGTGAAGCAC
HSP60 Ｒ: AAGCTCTAAGTACACTCGTCTTGAATAGG

F: GCACCACCAGTAGCAATAGCCATAT
HSP70 Ｒ: GGAGGACAAGAAGGAGGACG

F: CAGGAGTGAAGGCGACATAGG
GAPDH Ｒ: ATGACTCTACCCACGGCAAG

F: GATCTCGCTCCTGGAAGATG

1． 2． 4 CCK-8 法检测细胞的增殖能力 收集对数

生长期的 miＲ-155 组和对照组细胞，加入 5 μmol /L
的 IM 进行混匀处理，然后把药物处理后的两组细

胞铺于 96 孔板中，并在铺板后第 0、12、24、36、48、
60 h，每孔加入 100 μl CCK-8 试剂，置于培养箱内温

育 2 h，最后把 96 孔板置于酶标仪上，调整波长为

450 nm，读取每孔的吸光度( absorbance，A) 值。
1． 2． 5 Western blot 检测相关蛋白的表达 收集

miＲ-155 组和对照组细胞，然后用蛋白裂解液使细

胞裂解，期间需要反复震荡。然后在 4 ℃ 条件下

1 200 r /min 离 心 20 min，收 集 上 清 液，最 后 按 照

1 ∶ 40比例加入上样缓冲液。电泳时利用 10% 聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，再将蛋白转到硝酸纤维

素膜上，转膜完成后，用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h。使

用一抗稀释液按照 1 ∶ 1 000 的比例稀释一抗，并将

蛋白条带放于4 ℃孵育过夜。次日 TBST 洗蛋白条带
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3 遍，每遍耗时 10 min。再用 TBST 按照 1 ∶ 10 000 的

比例稀释二抗，室温孵育 1 h。接着 TBST 洗 3 遍，每

次 10 min。最后把 ECL 发光剂加于膜上，凝胶成像

仪上进行曝光，采集图像，以 β-actin 蛋白作为内参，

分析检测 HSP27、HSP60、HSP70 蛋白的表达。
1． 2． 6 流式细胞术检测细胞凋亡 将细胞按照

miＲ-155 组、对照组、5 μmol /L IM 作用后的 miＲ-
155 + IM 组和对照 + IM 组进行分组，然后将各组细

胞接种于 6 孔板中，每孔约 1 × 105 个细胞，置于细

胞培养箱。24 h 后吸取各组细胞于 15 ml 离心管

中。用冷 PBS 洗涤 2 次，然后用 250 μl 结合缓冲液

重新悬浮细胞，再从中取出 100 μl 的各组细胞悬液

于 5 ml 流式管中，分别加入 5 μl AnnexinV 和 10 μl
的碘化丙锭溶液，每次实验设置两个染料单标对照

( 只加 Annexin V，以及只加碘化丙啶的细胞) 、双染

料阳性对照、空白对照。混匀后于 4 ℃避光孵育 15
min，在反应管中加 400 μl PBS，用流式细胞仪进行

上机分析。实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 使用 Graph Pad Prism 7. 04 和

SPSS 22. 0 软件进行统计分析，所有实验至少重复 3
次，正态分布的计量资料用�x ± s 表示，2 组间比较采

用 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 CML 耐药细胞株中 miＲ-155 的表达情况

ＲT-qPCＲ 检测 miＲ-155 在耐药细胞株 K562-G、K562
中的相对表达情况，与 K562 细胞相比，miＲ-155 在

耐药细胞 K562-G 中的表达降低，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 K562 细胞与 K562-G 细胞中 miＲ-155 的相对表达比较

与 K562 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 miＲ-155 对细胞增殖能力的影响 ＲT-qPCＲ
检测对照组和 miＲ-155 组细胞中的 miＲ-155 相对表

达( 图 2A) ，结果显示，miＲ-155 组细胞中 miＲ-155

的相对表达是对照组的 870 倍，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ，说明转染效果可用于后续试验。CCK-8
法结果显示，miＲ-155 组细胞在第 36、48、60 h 的吸

光度值低于对照组，差异均有统计学意义( t = 36 h，

P ＜ 0. 05; t = 48 h，P ＜ 0. 05; t = 60 h，P ＜ 0. 01 ) ( 图

2B) ，该结果提示 miＲ-155 可抑制 K562-G 细胞的增

殖能力。

图 2 过表达 miＲ-155 后 K562-G 细胞的增殖的变化情况

A: ＲT-qPCＲ 检测慢病毒感染 K562-G 细胞后 miＲ-155 的表达水

平; B: CCK-8 法检测细胞的增殖情况; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，
＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 miＲ-155 对 细 胞 中 HSP27、HSP60、HSP70
mＲNA 和蛋白表达的影响 ＲT-qPCＲ 结果显示，与

对照组相比，miＲ-155 组细胞中 HSP27 的表达降低、
HSP60 及 HSP70 的表达升高( 图 3A) ，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 01 ) ; Western blot
结果显示，与对照组相比，miＲ-155 组细胞 HSP60、
HSP70 蛋白表达量升高( P ＜ 0. 05 ) ，而 HSP27 蛋白

表达量降低( P ＜ 0. 01) ( 图 3B) 。
2． 4 miＲ-155 对细胞凋亡的影响 使用细胞凋亡

检测试剂盒在流式细胞仪器上检测各组细胞的凋亡

水平( 图4 ) ，结果显示，与对照组相比，miＲ-155组
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图 3 miＲ-155 对细胞中 HSP27、HSP60、HSP70 中的表达的影响

A: ＲT-qPCＲ 检测 HSP27、HSP60、HSP70 的 mＲNA 水平; B: Western blot 检测 HSP27、HSP60、HSP70 的蛋白表达变化; 与对照组细胞比较:
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 4 过表达 miＲ-155 后对细胞凋亡的影响

A: 流式细胞术检测 miＲ-155 组、对照组细胞的凋亡情况及其统计直方图; B: 流式细胞术检测 miＲ-155 + IM 组和对照 + IM 组的凋亡情况及

其统计直方图; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

细胞凋亡率升高( P ＜ 0. 05 ) 。与 5 μmol /L IM 作用

后的对照 + IM 组相比，miＲ-155 + IM 组的细胞凋亡

率也升高( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

CML 是发生于造血干细胞水平上的恶性克隆

性疾病，其特征性标志是 Ph 染色体 t( 9; 22 ) ( q34;

q11. 2) ，其 产 生 了 BCＲ∷ ABL 融 合 基 因，95% 的

CML 患者中可见到 Ph 染色体［7］。CML 的治疗方法

经历了数次研究与探索。近年来，TKI 的应用很大

程度上改善了患者的治疗状况，特别是是慢性期

CML，该类药物包括 IM、达沙替尼、尼罗替尼、博舒

替尼、帕纳替尼等，使 CML 治疗取得显著进展［8］。
然而，仍然有部分 CML 患者终生依赖 TKIs，一旦停
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药，很容易复发。随着研究的深入，研究者发现越来

越多的分子机制在其中发挥了一定的作用。
MicroＲNAs ( miＲNAs) 是一类小的非编码核糖

核酸，它可以通过调控细胞中各种信号分子的表达，

在各种疾病的发展中发挥重要作用，有助于一些恶

性疾病的诊断和预后［9］。多种 miＲNA 的异常表达

参与 CML 细胞的增殖分化、凋亡，影响疾病的进展

和转归，其中包括 miＲ-1285［10］、miＲ-155［6，11］。本

研究通过诱导耐 IM 细胞株 K562-G，发现 miＲ-155
在耐药细胞株中呈现低表达的现象，然后在 K562-G
细胞中稳定过表达 miＲ-155，发现 miＲ-155 能够抑

制细胞的增殖，促进细胞的凋亡。这些结果提示

miＲ-155 在 CML 细胞增殖、凋亡及耐药中发挥了一

定作用。但细胞凋亡过程涉及的机制通路极其复杂

多样，miＲ-155 促进 CML 细胞凋亡的具体机制还有

待深入研究。
HSPs 是一类分子伴侣蛋白，目前尚无 miＲ-155

影响 CML 细胞中 HSPs 表达的相关研究，但有研究

表明 HSPs 对 BCＲ∷ ABL 发挥其致癌性至关重要，

而 BCＲ∷ABL 是 CML 的关键致病基因［12］。因此调

节 HSPs 的表达可能也是治疗 CML 的一种选择。
HSP27 不仅仅是分子伴侣，它还具有稳定细胞骨架，

参与抗氧化、抗炎和抗凋亡反应［13］。HSP60 通过与

其他蛋白质相互作用能调节肿瘤进展、凋亡、代谢、
转移和治疗耐受性［14］。HSP70 大量存在于癌症中，

能通过抑制多种凋亡途径、调节细胞坏死、凋亡、干
扰肿瘤免疫、影响癌细胞转移［15］。本课题在试验过

程中发现过表达 miＲ-155 可在 mＲNA 和蛋白水平

调节 HSP27、HSP60、HSP70 基 因 的 表 达，验 证 了

miＲ-155 对 HSP27、HSP60、HSP70 具有调控作用，但

是 3 种 HSP 的变化不是同向变化，造成这种现象的

原因可能调控作用涉及不同的通路或者涉及某种转

录因子的调控作用，其具体机制尚不明确，有待进一

步研究。
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Effects of miＲ-155 on apoptosis of chronic myeloid leukemia
cells and expression of heat shock proteins

Ｒen Yingli，Chen Zhidong，Sun Beibei，Yao Jie，Ma Fan，Zhou Qiang
( Dept of Clinical Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To explore the effects of microＲNA-155 ( miＲ-155) on apoptosis of chronic myeloid leuke-
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mia ( CML) cells，and the influence of miＲNA-155 regulating the expression of heat shock proteins ( HSP) 27，

HSP60，HSP70． Methods Ｒeverse transcription-quantitative real-time PCＲ ( ＲT-qPCＲ) was used to detect the
expression levels of miＲ-155 in CML-resistant imatinib ( IM) cell line K562-G and CML cell line K562． K562-G
cells were infected with the lentivirus carrying miＲ-155 or the negative control lentivirus，and they were named
miＲ-155 group and control group． The effect of miＲ-155 on the proliferation of drug-resistant cells was detected by
cell counting kit-8 ( CCK-8) method． ＲT-qPCＲ and Western blot were used to detect the effect of miＲ-155 on the
expression of heat shock proteins HSP27，HSP60，HSP70． Flow cytometry was used to detect the percentage of cell
apoptosis in miＲ-155 group and control group． Ｒesults Compared with K562 cells，miＲ-155 showed low expres-
sion in K562-G cells ( P ＜ 0. 05) ． The proliferation of miＲ-155 group cells decreased significantly from the 36th
hour ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the control group，in the miＲ-155 group，HSP60 and HSP70 increased ( P ＜
0. 05) ，while HSP27 decreased ( P ＜ 0. 01) ． The apoptosis rate of miＲ-155 group was higher than that of control
group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion miＲ-155 promotes the apoptosis of chronic myeloid leukemia cells，increases the
expression of HSP60 and HSP70，and decreases the expression of HSP27．
Key words miＲ-155; chronic myeloid leukemia; drug resistance; heat shock proteins; cell proliferation; apopto-
sis
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幽门螺杆菌阿莫西林稳定耐药克隆的筛选
及其基因突变的检测

陆秋丹1，2，糜孟衡1，崔古贞1，3，张峥嵘1，吴晓娟1，陈峥宏1，3

摘要 目的 探讨阿莫西林( AMX) 不稳定耐药的幽门螺杆

菌( Hp) 演化成 AMX 稳定高水平耐药的表型及其突变基因

的检测。方法 以冻存后的 Hp 菌株 H390 作为出发菌株，

在不断增加 AMX 浓度的培养基上连续传代，筛选对 AMX 耐

药的克隆，检测耐药克隆的最小抑菌浓度( MIC) ，置于 － 80
℃冻存 3 个月后再复苏，根据冻存后 MIC 下降情况判断其

耐药性是否稳定。对获得的 AMX 最高 MIC 值的克隆 H390r

和出发菌株 H390 进行基因组测序分析和外排泵抑制试验，

检测并鉴定与 H390r 获得的 AMX 高水平耐药性相关的基因

突变。结果 通过 AMX 筛选获得 4 个 AMX 高水平耐药克

隆，MIC 分别为 12、32、64 和≥256 mg /L ，经 － 80 ℃冻存后，
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MIC 均未发生改变。相比于亲本菌株 H390，AMX 稳定耐药

克隆 H390r 存在多个基因的突变，包括与 AMX 耐药性相关

的编码 ＲND 外排系统的 hefC、编码孔蛋白的 hopB 与 hopC

和编码青霉素结合蛋白的 ftsI。H390r 在有外排泵抑制剂存

在时对 AMX 的 MIC 大幅降低。结论 AMX 能够在不稳定

耐药的 Hp 中筛选出稳定耐药的克隆; H390r 存在与 AMX 耐

药相关的 hefC、hopB、hopC 和 ftsI 基因突变。这些突变可能

是 H390r 获得 AMX 稳定高水平耐药的主要原因。
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幽门螺杆菌( Helicobacter pylori，Hp) 是一种革

兰阴性微需氧病原菌，是慢性胃炎、消化性溃疡、胃
癌和胃黏膜相关组织淋巴瘤的主要病因［1 － 2］。Hp
感染人群约占世界人口的一半以上［3］。Hp 的根除

可以降低消化性溃疡和非溃疡性消化不良的风险，

预防胃癌的发生［3］。阿莫西林( amoxicillin，AMX)

是 Hp 根除治疗的一线药物，近 20 余年，多种推荐

的一线治疗方案根除率呈现不断下降的趋势，主要

归因于 Hp 耐药性的增加［4］。虽然目前的数据显示
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