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◇基础医学研究◇

ＭｉｃｒｏＲＮＡ-１４１-５ｐ／ＡＢＣＧ１逆转
慢性粒细胞白血病 Ｋ５６２细胞对伊马替尼的耐药性

许　晗，许婷婷，汪万杰，鲍　静
（安徽医科大学第一附属医院血液内科，合肥　２３００２２）

摘要　目的　探究ｍｉＲ-１４１-５ｐ在慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）的作用机制及其对甲磺酸伊马替尼（ＩＭ）耐药性的影响。方法　
ｑＲＴ-ＰＣＲ检测ＩＭ耐药和敏感患者ｍｉＲ-１４１-５ｐｍＲＮＡ水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测Ｋ５６２和Ｋ５６２／Ｇ０１细胞转染前后ＭＭＰ-３、
ＭＭＰ-９、Ｂｃｌ-２等蛋白的表达情况；ＣＣＫ-８检测Ｋ５６２和 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞活性；荧光素酶实验检测 ｍｉＲ-１４１-５ｐ与 ＡＢＣＧ１的结合
情况；裸鼠成瘤验证ｍｉＲ-１４１-５ｐ在体内对肿瘤的影响。结果　ｍｉＲ-１４１-５ｐ在ＩＭ耐药的ＣＭＬ患者和 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中下调，
且ｍｉＲ-１４１-５ｐ的过表达可以抑制ＩＭ耐药ＣＭＬ细胞的生长并促进其凋亡。对荷瘤小鼠的研究表明，ｍｉＲ-１４１-５ｐ在体内抑制
肿瘤生长。ｍｉＲ-１４１-５ｐ可以直接靶向作用于ＩＭ耐药ＣＭＬ细胞中的ＡＢＣＧ１调控ＣＭＬ发生。结论　ｍｉＲ-１４１-５ｐ和ＡＢＣＧ１形
成竞争性内源性ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）网络，在ＩＭ耐药性中发挥作用，从而抑制ＣＭＬ的进展。
关键词　慢性粒细胞白血病；ｍｉＲ-１４１-５ｐ；伊马替尼；ＡＢＣＧ１；耐药；Ｋ５６２
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ｍａｉｌ：ｂａｏｊｉｎｇ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　慢性粒细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉ-
ａ，ＣＭＬ）是一种骨髓增生性疾病，可通过费城（ｐｈｉｌａ-
ｄｅｌｐｈｉａ，Ｐｈ）染色体的存在进行细胞遗传学识别，Ｐｈ
染色体的形成是９号染色体和２２号染色体长臂之
间相互易位的结果［１］。易位产生的断裂点簇区（ｒｅ-
ｃｏｍｂｉｎａｎｔｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｃｌｕｓｔｅｒｒｅｇｉｏｎ，ＢＣＲ）和原癌基
因ＡＢＬ基因的融合产生嵌合癌基因ＢＣＲ-ＡＢＬ，其编
码的蛋白显著增强酪氨酸激酶活性，从而激活导致

ＣＭＬ发生的下游信号通路［２］。酪氨酸激酶抑制剂

（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＴＫＩｓ）通过竞争性结合酪
氨酸激酶催化剂位点上的ＡＴＰ结合位点，使酪氨酸
激酶失活，从而实现ＣＭＬ的靶向治疗［３］。伊马替尼

（ｉｍａｔｉｎｉｂ，ＩＭ）是第一种用于治疗 ＣＭＬ的酪氨酸激
酶抑制剂，可提高总体生存［４］。但对伊马替尼的耐

药性已成为慢性粒细胞白血病治疗的临床障碍［５］。

因此，探索ＩＭ耐药性的新机制和 ＣＭＬ治疗的靶点

迫在眉睫。之前的研究［６］显示 ｍｉＲ-１４１-５ｐ抑制
Ｋ５６２细胞的增殖。该研究探讨了 ｍｉＲ-１４１-５ｐ与
ＣＭＬＩＭ耐药性的关系及其控制 ＩＭ耐药性的机制，
为提高 ＩＭ的疗效提供新的理论依据，为耐药干预
提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　临床样本　收录安徽医科大学第一附属医
院５０例接受 ＩＭ治疗的 ＣＭＬ患者外周血标本。根
据以下标准将患者分为 ＩＭ耐药组和敏感组：ＩＭ治
疗６个月后 ＢＣＲ-ＡＢＬ大于１０％或治疗１２个月后
ＢＣＲ-ＡＢＬ大于１％的患者纳入耐药组，反之纳入敏
感组。所有患者均已进行骨髓细胞形态学分析、染

色体核型分析和融合基因检查，符合ＣＭＬ的诊断和
分析标准并签署知情同意书，安徽医科大学伦理委

员会批准本实验（２０２０００４０）。
１．１．２　实验动物　３０只雌性４～６周龄ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠，体质量（２０±２）ｇ，饲养于 ＳＰＦ级实验室中，室温
保持在２２～２４℃，湿度保持在５０％ ～５５％，光线控
制为明暗交替（１２ｈ明与１２ｈ暗），垫料与饮用水均
经高压灭菌处理。

１．１．３　主要试剂与仪器　Ｋ５６２细胞购自上海细胞
生物学研究所；Ｋ５６２／Ｇ０１细胞购自中国医学科学
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院血液学研究所。ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ生物
公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ生物公司。基质金属蛋白酶-３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔ-
ａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ-３，ＭＭＰ-３）、基质金属蛋白酶-９（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ-９，ＭＭＰ-９）、细胞凋亡调控因子（Ｂ-
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ-２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ淋巴细
胞瘤-２（Ｂ-ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ-２，Ｂｃｌ-２）、ｃａｓｐａｓｅ-３、ＡＴＰ结
合盒转运蛋白Ｇ１（ＡＴＰ-ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅＧ１，ＡＢＣＧ１）
和甘油醛-３-磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ-３-ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）购自美国 Ａｂｃａｍ生物公司。
ＱＰＣＲ仪购自美国伯乐公司（ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ）；Ｂｉｏ-
ｓｈｉｎｅＣｈｅｍｉＱ化学发光凝胶成像系统购自美国伯乐
公司（ＣｈｅｍｉＤｏｃ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　所有细胞均在含有１０％胎牛血
清、１％青霉素 －链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中培
养，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内。取对数生长期的
细胞，加入不同浓度（１、２、４μｎｏｌ／Ｌ）的 ＩＭ，２４ｈ后
收集细胞用于后续实验。

１．２．２　荧光素酶报告基因测定　基于 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
的结果，构建了含有 ｐｍｉｒＧＬＯ野生型（ｗｉｄｅｔｙｐｅ，
ＷＴ）和ｐｍｉｒＧＬＯ-突变体（ｍｕｔａｎｔ，ＭＵＴ）的ＡＢＣＧ１基
因的３′ＵＴＲ片段。将人慢性髓系白血病细胞（Ｋ５６２
细胞）与 ｍｉＲ-１４１-５ｐ模拟物 ＋ＡＢＣＧ１ＷＴ／ＭＵＴ共
转染４８ｈ，ＰＢＳ洗涤２次。最后，通过双荧光素酶
报告基因测定系统观察荧光素酶活性。

１．２．３　ｑＲＴ-ＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，使用
逆转录试剂盒逆转录合成ｃＤＮＡ，使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＩＩ进行 ｑＲＴ-ＰＣＲ。所有操作严格按照试剂
盒说明书执行。ＲＴ-ｑＰＣＲ涉及的引物如表１所示。

表１　ｑＲＴ-ｑＰＣＲ的序列

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑＲＴ-ｑＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ（５′-３′） Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′-３′）
ｍｉＲ-１４１-５ｐ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧ ＣＧＡＣＧＴＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧ
Ｕ６ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＡＢＣＧ１ ＣＡＧＧＧＡＣＣＴＴＴＣＣＴＡＴＴＣＧＧ ＧＧＣＣＡＣＣＡＡＣＴＣＡＣＣＡＣＴＡＴ
ＧＡＰＤＨ ＴＣＣＧＴＧＧＴＣＣＡＣＧＡＧＡＡＣＴ ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴ

１．２．４　细胞转染　取对数生长期的Ｋ５６２和Ｋ５６２／
Ｇ０１细胞，以１×１０５个／ｍｌ的细胞密度分别接种至
６孔细胞培养板，利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂
分别转染ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ，ｍｉＲ-１４１-５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ＡＢＣＧ１过表达质粒及其对照，ＩＭ治疗２４ｈ后检测
对细胞的影响，包括增殖、凋亡、迁移和侵袭。

１．２．５　ＣＣＫ-８检测细胞活性　 取对数生长期的
Ｋ５６２和Ｋ５６２／Ｇ０１细胞接种到９６孔板中。向每个
孔中加入ＣＣＫ-８（１０μｌ）溶液，３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱中孵育４ｈ；酶标仪４５０ｎｍ波长测出同一时间点
吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值，用测得的 Ａ值进行细胞
增殖影响的分析。

１．２．６　软琼脂集落形成试验检测细胞增殖　在２４
孔板中的软琼脂上培养转染后的细胞３周。４％多
聚甲醛和０.１％结晶紫染色固定细胞１５ｍｉｎ和２０
ｍｉｎ，随机选择１０个视场进行计数、拍照和统计分
析。

１．２．７　流式细胞术检测细胞凋亡　细胞转染４８ｈ
后，离心收集细胞，加入２００μｌ结合缓冲液和５μｌ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ试剂并混合，将混合物在室温下的
暗室中保持１５ｍｉｎ后加入５倍体积的碘化丙啶，孵
育１５ｍｉｎ后流式细胞仪分析结果。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　将细胞置于 ＲＩＰＡ裂解
缓冲液中充分裂解，于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ将刮棒刮
取的细胞离心 ５ｍｉｎ得到细胞总蛋白。使用 ＢＣＡ
蛋白测定试剂盒检测蛋白浓度，将蛋白样品煮沸１０
ｍｉｎ后，在ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶上分离。转移至ＰＶＤＦ膜
上，使用脱脂牛奶常温封闭１ｈ，加入一抗，４℃条件
下与ＰＶＤＦ膜孵育过夜。次日，加入二抗与 ＰＶＤＦ
膜在室温下孵育１ｈ，ＥＣＬ显影。一抗ＭＭＰ-３（１∶
１０００），ＭＭＰ-９（１∶１０００），Ｂａｘ（１∶１０００），Ｂｃｌ-
２（１∶１０００），ｃａｓｐａｓｅ-３（１∶１０００），ＡＢＣＧ１（１∶
１０００）和 ＧＡＰＤＨ（１∶１００００），山羊抗兔（１∶
４０００）和山羊抗鼠（１∶４０００）作为二抗。
１．２．９　肿瘤异种移植物实验　ｍｉＲ-１４１-５ｐａｇｏｍｉｒ
或对照 ａｇｏｍｉｒ转染后，胰蛋白酶消化 Ｋ５６２／Ｇ０１细
胞并制成细胞悬浮液。随后，将细胞悬浮液（１×１０７

个／只小鼠）皮下接种到ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠左侧腋下。接
种３ｄ后，将成功接种的裸鼠随机分为两组（每组６
只），每天喂食ＩＭ或生理盐水（１００ｍｇ／ｋｇ），记录每
周肿瘤大小和体积。上述动物实验经安徽医科大学

伦理委员会批准进行（２０１９０６５７）。
１．２．１０　免疫组织化学　对肿瘤组织切片进行脱水
和闭合，而后将切片与抗Ｋｉ６７工作溶液在４°Ｃ下孵
育过夜。切片在常温下用生物素标记的二抗处理

３０ｍｉｎ之后，ＤＡＢ染色。最后，对切片进行脱水、清
理、密封和显微镜检查。

１．２．１１　ＴＵＮＥＬ　用４％多聚甲醛固定细胞３０～６０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ２次，加入含 ０.１％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００的
ＰＢＳ，冰上孵育２ｍｉｎ，用抗荧光淬灭封片液封片后
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荧光显微镜下观察。

１．３　统计学处理　统计数据以 �ｘ±ｓ表示，ｔ检验用
于比较两组均数。采用受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒ
ｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线评估 ｍｉＲ-１４１-５ｐ
检测对ＣＭＬ诊断的预测价值，使用 Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ曲
线进行生存分析。每个实验独立重复 ３次。Ｐ＜
０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＭ耐药性 ＣＭＬ中 ｍｉＲ-１４１-５ｐ的表达明显
下调　ｑＲＴ-ＰＣＲ结果显示在ＩＭ耐药组患者的ｍｉＲ-
１４１-５ｐ表达远低于ＩＭ敏感组（图１Ａ）。此外，ｍｉＲ-
１４１-５ｐ在 ＩＭ耐药性细胞株 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中的表
达水平远低于正常 Ｋ５６２细胞（图１Ｂ）。通过 ＲＯＣ
曲线分析评估 ｍｉＲ-１４１-５ｐ对 ＣＭＬ的诊断潜力，曲
线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）为０.８３９（Ｐ＜
０.００１；９５％ＣＩ：０.７２８～０.９４９），这表明 ｍｉＲ-１４１-５ｐ

在预测ＣＭＬ方面具有敏感性和特异性（图１Ｃ）。根
据Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ分析，ｍｉＲ-１４１-５ｐ的低表达与较差
的总生存率有关（图１Ｄ）。
２．２　ｍｉＲ-１４１-５ｐ过表达增强 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞对伊
马替尼的敏感性　ＣＣＫ-８结果显示，在 ＩＭ诱导的
环境下，Ｋ５６２细胞表现出比 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞更低的
存活率，且随着ＩＭ浓度的增加，尤其是在４μｍｏｌ／Ｌ
的ＩＭ浓度下，这种趋势更加明显（图２Ａ）。为了研
究ｍｉＲ-１４１-５ｐ过表达与 ＣＭＬ和 ＩＭ敏感性之间的
关系，用 ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ及其对照转染 Ｋ５６２和
Ｋ５６２／Ｇ０１细胞。ｑ-ＰＣＲ结果证明转染成功（图
２Ｂ）。之后，功能学实验显示 ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ降
低了Ｋ５６２和Ｋ５６２／Ｇ０１细胞的活力并抑制了增殖，
但ＩＭ仅影响 Ｋ５６２细胞，对 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞没有影
响。ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ与 ＩＭ共同作用后对 Ｋ５６２
细胞的抑制作用大于 ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ或 ＩＭ单
独对Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中细胞存活和增殖的影响（图

图１　ｍｉＲ-１４１-５ｐ在ＩＭ耐药ＣＭＬ血清中的表达明显下调

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ-１４１-５ｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆＩＭｒｅｓｉｓｔａｎｔＣＭＬ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ-１４１-５ｐｉｎＩＭ-ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄＩＭ-ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＣＭＬｐａｔｉｅｎｔｓ；Ｂ：ＭｉＲ-１４１-５ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＫ５６２ａｎｄＫ５６２／Ｇ０１ｃｅｌｌｓ；

Ｃ：ＲＯＣｏｆＭｉＲ-１４１-５ｐｉｎＣＭＬｐａｔｉｅｎｔｓ；Ｄ：ＳｕｒｖｉｖａｌａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎＩＭ-ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＣＭＬｗｉｔｈｈｉｇｈ-ｌｅｖｅｌｏｒｌｏｗ-ｌｅｖｅｌｍｉＲ-１４１-５ｐ；**Ｐ＜０.０１ｖｓ

ｉｍａｔｉｎｉｂ-ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＫ５６２ｃｅｌｌ；＆＆Ｐ＜０.０１ｖｓＬｏｗｍｉＲ-１４１-５ｐ．
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图２　ｍｉＲ-１４１-５ｐ的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ-１４１-５ｐ

　　Ａ：ＣｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｒｔａｔｉｏｎＩＭｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇＣＣＫ-８ａｓｓａｙ；Ｂ：ＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＰＣＲａｓｓａｙ；**Ｐ＜

０.０１ｖｓＫ５６２，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＮＣ．

３Ａ、Ｂ），在迁移和侵袭相关蛋白 ＭＭＰ-３和 ＭＭＰ-９
的检测中观察到类似的结果（图３Ｃ）。此外，相比于
ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ或 ＩＭ单独作用时的促凋亡作
用，ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ和 ＩＭ联合使用进一步促进
了Ｋ５６２细胞的凋亡，但对Ｋ５６２／Ｇ０１细胞的凋亡率
几乎没有差异（图３Ｄ）。表明ｍｉＲ-１４１-５ｐ可以抑制
Ｋ５６２／Ｇ０１的生长并促进其凋亡。
２．３　ｍｉＲ-１４１-５ｐ在体内降低 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞对
ＩＭ的耐药性　接下来，通过使用裸鼠异种移植物
模型进一步验证 ｍｉＲ-１４１-５ｐ降低 ＣＭＬ细胞生长。
皮下植入已用 ｍｉＲ-１４１-５ｐａｇｏｍｉｒ预处理的 Ｋ５６２／
Ｇ０１细胞于ＢＡＬＢ／ｃ小鼠中，而后分为ＩＭ处理组和
空白对照组。同对照组相比，ｍｉＲ-１４１-５ｐａｇｏｍｉｒ组
的肿瘤生长明显减少，而 ＩＭ治疗组的差异很小，表
明ｍｉＲ-１４１-５ｐａｇｏｍｉｒ与ＩＭ共同作用后对肿瘤生长
的抑制作用不大于单独的ｍｉＲ-１４１-５ａｇｏｍｉｒ（图４Ａ、
Ｂ）。根据 ＩＨＣ和 ＴＵＮＥＬ测定，ｍｉＲ-１４１-５ｐ的过表
达显著抑制了增殖相关蛋白Ｋｉ-６７的表达和促进细
胞凋亡，而 ＩＭ在增殖或凋亡中的作用相当有限；
ｍｉＲ-１４１-５ｐａｇｏｍｉｒ和ＩＭ的组合具有与 ｍｉＲ-１４１-５ｐ
ａｇｏｍｉｒ相似的效果（图４Ｃ、Ｄ）。这些结果进一步证
明了 ｍｉＲ-１４１-５ｐ在体内降低了 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞的
ＩＭ耐药性。
２．４　ＡＢＣＧ１是 ｍｉＲ-１４１-５ｐ的直接靶标　在线数
据库表明ＡＢＣＧ１被预测为 ｍｉＲ-１４１-５ｐ的靶标之一
（图５Ａ）。通过荧光素酶报告基因测定评估 ｍｉＲ-
１４１-５ｐ和ＡＢＣＧ１在 Ｋ５６２细胞中之间的相关性，揭
示ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ显著降低了由 ＡＢＣＧ１ＷＴ驱

动的荧光素素酶活性，而对 ＡＢＣＧ１ＭＵＴ驱动的荧
光素酶活性没有显著影响（图５Ｂ）。此外，在 ｍｉＲ-
１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ组中，Ｋ５６２和 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中 ＡＢ-
ＣＧ１蛋白和ｍＲＮＡ水平降低，而在抑制剂组中升高
（图５Ｃ、Ｄ），这表明 ｍｉＲ-１４１-５ｐ负调控 ＡＢＣＧ１表
达。同样，在 ＣＭＬ患者中，ＩＭ耐药性表现出比 ＩＭ
敏感组更高的 ＡＢＣＧ１表达，且 ｍｉＲ-１４１-５ｐ水平和
ＡＢＣＧ１水平呈负相关性（图５Ｅ、Ｆ）。
２．５　ｍｉＲ-１４１-５ｐ通过靶向 ＡＢＣＧ１调节 ＣＭＬ细
胞的ＩＭ敏感性　使用 ｑＲＴ-ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ确
定转染的有效性（图 ６）。当 ＡＢＣＧ１过表达时，在
ＩＭ处理条件下观察到 ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ对 Ｋ５６２
和Ｋ５６２／Ｇ０１细胞活力和增殖的抑制作用的部分逆
转（图７Ａ、Ｂ）。在 ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍｉｃｓ的作用下，ＩＭ
诱导的Ｋ５６２或Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中ＭＭＰ-３和ＭＭＰ-９
表达的抑制被ＡＢＣＧ１过表达逆转（图７Ｃ）。此外，
流式细胞术实验显示，ＡＢＣＧ１的上调逆转了在 ＩＭ
诱导的Ｋ５６２和Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中 ｍｉＲ-１４１-５ｐｍｉｍ-
ｉｃｓ参与的对细胞死亡的促进作用（图７Ｄ）。上述数
据表明 ｍｉＲ-１４１-５ｐ通过靶向 ＡＢＣＧ１调节 ＣＭＬ细
胞的ＩＭ敏感性。

３　讨论

　　ＣＭＬ是一种发生在骨髓系统中的获得性恶性
造血干细胞疾病。作为首批合成ＴＫＩ之一，ＩＭ已被
证明在ＣＭＬ治疗中非常有效［７］。然而，越来越多的

ＣＭＬ患者对ＩＭ表现出原发性或继发性耐药性，这
会影响预后和生活质量［８］。因此，探索ＩＭ耐药性
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图３　ｍｉＲ-１４１-５ｐ的过表达增强了Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中伊马替尼的敏感

Ｆｉｇ．３　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ-１４１-５ｐｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍａｔｉｎｉｂｉｎＫ５６２／Ｇ０１ｃｅｌｌｓ

　Ａ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙＣＣＫ-８ｍｅｔｈｏｄ；Ｂ：Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ；Ｃ：Ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ-ｒｅｌａｔｅｄａｎｄ

ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｔｅｓｔｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｄ：Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｅｓｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙ；**Ｐ＜０.０１ｖｓＮＣ；＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＩＭ＋

ＮＣ．
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图４　ｍｉＲ-１４１-５ｐ在体内降低Ｋ５６２／Ｇ０１细胞的ＩＭ耐药性

Ｆｉｇ．４　ｍｉＲ-１４１-５ｐｒｅｄｕｃｅｓＩＭ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＫ５６２／Ｇ０１ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｖｏ

　　Ａ：Ｉｍａｇｅｓｏｆｔｕｍｏｒｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｏｆｍｉｃｅ；Ｃ：ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＫｉ６７ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｄ：Ｃｅｌｌａｐｏｐ-

ｔｏｓｉｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙ；**Ｐ＜０.０１ｖｓＩＭ＋ＮＣ-ａｇｏｍｉｒ；＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＩＭ＋ｍｉＲ-１４１-５ｐａｇｏｍｉｒ．

的机制并为ＣＭＬ患者的临床应用提供耐药性干预
靶点至关重要。在之前的一项研究中，ｍｉＲ-１４１-５ｐ
在ＣＭＬ患者和ＣＭＬＫ５６２细胞中低表达［６］，而在本

研究中，ＩＭ耐药的 ＣＭＬ患者的 ｍｉＲ-１４１-５ｐ表达水
平明显低于ＩＭ敏感患者，且当 ＡＢＣＧ１的表达受到
具有抗肿瘤特性的 ｍｉＲ-１４１-５ｐ的调节时，ＩＭ耐药
的ＣＭＬ患者更容易受到ＩＭ的影响。
　　研究［９］表明，ｍｉＲＮＡ可作为肿瘤临床诊断的标
志物，并为临床癌症诊断和治疗提供新的思。研

究［１０］表明ｍｉＲＮＡ在慢性粒细胞白血病中发挥着重
要作用，如过度表达的ｍｉＲ-１５５可促进ＣＭＬ细胞凋
亡［１１］。ｍｉＲＮＡ-１４１是 ｍｉＲ-２００家族的一个成员，其
在前列腺癌起着肿瘤抑制基因的作用［１２］。本研究

的功能试验表明，在ＩＭ诱导的环境中，Ｋ５６２细胞的
存活率低于 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞，且随着 ＩＭ浓度的增
加，这种趋势更加明显。ｍｉＲ-１４１-５ｐ过表达显著改
善了ＩＭ对Ｋ５６２细胞活力、增殖、迁移、侵袭和凋亡

的影响，而 ｍｉＲ-１４１-５ｐ-ｍｉｍｉｃｓ同 ＩＭ组合对 Ｋ５６２／
Ｇ０１细胞活力、增生、迁移、入侵和凋亡的作用与单
独表达 ｍｉＲ-１４１-５ｐ-ｍｉｍｉｃｓ相似，表明该 ｍｉＲＮＡ的
过表达增强了 Ｋ５６２／Ｇ０１细胞中的 ＩＭ敏感性。此
外，在体内也观察到类似的结果。

　　许多研究表明，ｍｉＲＮＡ通过结合信使核糖核酸
３＇ＵＴＲ上的互补序列来限制靶基因的表达并阻止其
翻译，从而与信使核糖核酸竞争，从而在肿瘤发生、

侵袭、转移和耐药性方面具有重要意义［１３］。更重要

的是，ｍｉＲ-１４１-５ｐ的机制在具有 ＩＭ耐药性的 ＣＭＬ
的分子水平上被清楚地揭示。ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库显
示ＡＢＣＧ１是 ｍｉＲ-１４１-５ｐ的一个作用靶点，其表达
水平与 ｍｉＲ-１４１-５ｐ的表达呈负相关，参与 ＣＭＬ细
胞增殖迁移。挽救实验表明，ｍｉＲ-１４１-５ｐ通过靶向
ＡＢＣＧ１调节ＣＭＬ细胞的ＩＭ敏感性。
　　课题组重点关注了 ｍｉＲＮＡ和 ＡＢＣＧ１对 ＩＭ耐
药性的影响，而其具体作用机制有待进一步研究。
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图５　ＡＢＣＧ１是ｍｉＲ-１４１-５ｐ的直接靶标

Ｆｉｇ．５　ＡＢＣＧ１ｗａｓｏｎｅｄｉｒｅｃｔｔａｒｇｅｔｏｆｍｉＲ-１４１-５ｐ

　　Ａ：ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｓｏｆｔｗａｒｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ-１４１-５ｐａｎｄＡＢＣＧ１；Ｂ：Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈｅ
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图６　ＡＢＣＧ１的表达
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图７　ｍｉＲ-１４１-５ｐ通过靶向ＡＢＣＧ１调节ＣＭＬ细胞的ＩＭ敏感性
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如前所述，ＡＢＣ转运蛋白可以通过调节外排泵影响
细胞对ＩＭ的耐药性［１４］。然而，除此之外，是否还有

更重要的影响机制尚不清楚，这将是进一步研究的

方向。

　　综上所述，通过靶向 ＡＢＣＧ１表达，ｍｉＲ-１４１-５ｐ
通过影响ＩＭ耐药性ＣＭＬ细胞的增殖、迁移和侵袭，
在ＣＭＬ细胞中发挥主要作用。因此，ｍｉＲ-１４１-５ｐ／
ＡＢＣＧ１轴对ＩＭ耐药性 ＣＭＬ细胞的存活和致癌性
至关重要，并有望代表ＣＭＬ的潜在生物标志物。
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ＧＰＲ１０８缺失对脂多糖诱发脓毒症小鼠的炎症反应
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摘要　目的　探究Ｇ蛋白偶联受体１０８（ＧＰＲ１０８）的缺失对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的脓毒症小鼠所产生全身性炎症反应的影响。
方法　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和ＧＰＲ１０８基因敲除鼠随机分为４组：ＷＴ组、ＷＴ-ＬＰＳ组、ＫＯ组、ＫＯ-ＬＰＳ组。观察不同组小鼠的生
理特征，肝脏、肺组织的形态变化。提取骨髓来源的巨噬细胞流式检测其Ｍ１极化情况，同时检测其肝脏、肺组织、巨噬细胞及
血清的白细胞介素－６（ＩＬ-６）的表达水平。结果　ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠肝脏、肺组织损伤表现明显，ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠较ＷＴ-ＬＰＳ组小
鼠骨髓源性巨噬细胞向Ｍ１极化的数量明显多；同时，ＫＯ-ＬＰＳ组小鼠在组织水平、细胞水平、血清水平检测ＩＬ-６的表达均明显
高于 ＷＴ-ＬＰＳ组小鼠（Ｐ＜０.０５）。结论　在 ＬＰＳ诱导的脓毒症小鼠全身性炎症感染时，ＧＰＲ１０８缺失加重全身炎症反应。
ＧＰＲ１０８对ＬＰＳ诱导的脓毒症小鼠的炎症反应具有抑制作用。
关键词　脓毒症；Ｇ蛋白偶联受体１０８；巨噬细胞；脂多糖；白细胞介素－６
中图分类号　Ｒ３４
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　　脓毒症是由宿主感染反应失调引发的全身炎症
反应性综合征，是烧伤、创伤以及外科手术常见的并

发症，脓毒症常伴发多器官功能损伤，其中，肺及肝

脏是脓毒症病情发展过程中最容易发生损伤的器

官［１］。宿主反应失调在脓毒症的发展中尤为重要，

其中免疫细胞的重塑起着重要作用。当发生脓毒症

感染，机体表现出促炎宿主反应，Ｍ１巨噬细胞的过
度活化，从而导致大量的白细胞介素-６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６，ＩＬ-６）、肿瘤坏死因子-α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α，
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ＴＮＦ-α）等细胞因子产生引发细胞因子风暴［２］。大

多数脓毒症是由革兰阴性细菌感染引起的，脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰阴性菌的细胞壁主
要成分，也是诱发脓毒症的主要内毒素。ＬＰＳ通过
活化Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ-ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４），诱发
机体产生包括ＩＬ-６、ＴＮＦ-α在内的多种细胞因子，从
而发生炎症反应，并导致肝脏、肺脏等多器官的损

伤。有研究［３］显示人体对于 ＬＰＳ反应的差异性与
ＴＬＲ４的突变有关。Ｇ蛋白偶联受体１０８（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ-
ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１０８，ＧＰＲ１０８）是 Ｇ蛋白偶联受体
超家族成员，最初在人肺组织中获得 ｃＤＮＡ序［４］。

前期研究［５］表明，ＧＰＲ１０８是 ＴＬＲｓ的负性调控分
子，在参与ＴＬＲ介导的免疫应答保持平衡状态具有
重要的作用。其调控的分子机制是抑制核因子 κｂ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ-κ-ｇｅｎｅｂｉｎｄｉｎｇ，ＮＦ-κＢ）信号通路及
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