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ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１增强Ｒａｊｉ细胞对阿糖胞苷的敏感性
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　　［摘要］　目的　探讨 ｍｉＲ１５ａ和 ｍｉＲ１６１寡核苷酸能否增强 Ｒａｊｉ细胞对阿糖胞苷（ｃｙｔａｒａｂｉｎｅ，ＡｒａＣ）的敏感性。
方法　将化学合成的ｍｉＲ１５ａ和ｍｉＲ１６１寡核苷酸利用脂质体２０００转染入Ｒａｊｉ细胞后，联合ＡｒａＣ，ＣＣＫ８法检测ＡｒａＣ的
ＩＣ５０值变化；锥虫蓝细胞计数法检测细胞增殖活性；Ｈｏｅｃｈｓｔ染色观察细胞的凋亡形态；流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法测

凋亡率。结果　ｍｉＲ１５ａ和ｍｉＲ１６１寡核苷酸转染Ｒａｊｉ细胞后，再加入ＡｒａＣ，２４ｈＡｒａＣ的ＩＣ５０值分别为１０．４１和１０．８６，
明显低于单用ＡｒａＣ组（１５．４３）和随机序列联用ＡｒａＣ组（１４．９２，Ｐ＜０．０５）。锥虫蓝拒染法结果显示，转染后各时间点 ｍｉＲ

１５ａ／ｍｉＲ１６１＋ＡｒａＣ组较单用ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１组、单用ＡｒａＣ组及随机序列＋ＡｒａＣ组明显抑制了Ｒａｊｉ细胞的生长，Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ染色可见大量凋亡细胞；流式细胞仪ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色法检测显示，ｍｉＲ１５ａ＋ＡｒａＣ组早期凋亡率和晚期凋亡率分别为

２０．９３％和２５．２７％，ｍｉＲ１６１＋ＡｒａＣ组早期凋亡率和晚期凋亡率分别为２０．６９％和２３．１３％，均明显高于 ｍｉＲ１５ａ组、ｍｉＲ１６１
组、ＡｒａＣ组及随机序列＋ＡｒａＣ组（Ｐ＜０．０５），后四者的早期凋亡率分别为６．９９％、４．７３％、１０．８８％和１４．３９％，晚期凋亡率分别

为１０．０８％、１０．６４％、１１．８３％和１１．９３％。结论　ｍｉＲ１５ａ和ｍｉＲ１６１寡核苷酸可增强Ｒａｊｉ细胞对ＡｒａＣ的敏感性。
　　［关键词］　ｍｉＲ１５ａ；ｍｉＲ１６１；寡核苷酸；淋巴瘤；Ｒａｊｉ细胞；阿糖胞苷；药物敏感性
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　　ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是２２个左右核苷酸组成
的内源性ＲＮＡ，通过切割 ｍＲＮＡ或翻译抑制两种
机制，在转录后水平对基因表达进行负性调控。它
广泛参与细胞的生长、发育、分化、增殖和凋亡［１］，因

此其表达水平的异常可能引起细胞增殖、分化、凋亡
等的紊乱，从而导致肿瘤的发生和发展。我们前期
的研究表明，转染 ｍｉＲ１５ａ和 ｍｉＲ１６１寡核苷酸入
人淋巴瘤细胞株Ｒａｊｉ，可负性调控Ｂｃｌ２的表达，进
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而诱导Ｒａｊｉ细胞的凋亡
［２］。本实验转染ｍｉＲ１５ａ和

ｍｉＲ１６１寡核苷酸并联合 ＡｒａＣ，探讨 ｍｉＲ１５ａ和

ｍｉＲ１６１能否提高Ｒａｊｉ细胞对ＡｒａＣ的敏感性，以
期望为临床治疗淋巴瘤提供新的方向。

１　材料和方法

１．１　材料　人Ｂｕｒｋｋｉｔ淋巴瘤细胞株Ｒａｊｉ细胞由本
实验室保存。根据 ＭＩＲＢａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．
ｕｋ／Ｓｏｆｔｗａｒｅ／Ｒｆａｍ／ｍｉｒｎａ）提供的 ｍｉＲＮＡ基因序列，
获取人ｍｉｒ１５ａ（５′ｕａｇｃａｇｃａｃａｕａａｕｇｇｕｕｕｇｕｇ３′）
和ｍｉｒ１６１（５′ｕａｇｃａｇｃａｃｇｕａａａｕａｕｕｇｇｃｇ３′）的序
列，采用ＢＬＡＳＴ软件进行分析，确定随机对照序列
（ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＳＯＤＮ），由上海生工生物
工程技术服务有限公司合成。脂质体２０００转染试剂
盒 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 产 品。

ＣＣＫ８和Ｈｏｅｃｈｓｔ染色试剂盒购自碧云天生物技术研
究所，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染试剂盒购自美国ＢＤ公司，

ＲＰＭＩ１６４０培养基为Ｇｉｂｃｏ公司产品，精制小牛血清
购自杭州四季青生物工程有限公司，阿糖胞苷购自苏
州尤利特生物医药科技有限公司。

１．２　细胞培养　将Ｒａｊｉ细胞接种于含体积分数１０％
的新生牛血清，无青霉素、链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养

基中，在含体积分数５％ＣＯ２的培养箱３７℃连续培养，

每２、３ｄ换液传代培养，使细胞维持对数生长。

１．３　转染　采用无血清培养液按照脂质体２０００转染

试剂盒分别转染０．６μｍｏｌ／ＬｍｉＲ１５ａ和ｍｉＲ１６１寡核

苷酸入Ｒａｊｉ细胞，并联合ＡｒａＣ，培养４ｈ后，向每孔加

入含１０％小牛血清的培养基。继续培养以备用。

１．４　锥虫蓝细胞计数法　将对数生长期的细胞接
种于９６孔培养板中，按照上述步骤进行转染，ＡｒａＣ
的浓度为１０μｇ／ｍｌ，以下同，分别于２４、４８和７２ｈ
收获细胞，常规锥虫蓝（０．５％）染色，用血球计数板
计数活细胞数目，实验重复３次。

１．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色试剂盒观察凋亡细胞形态　收
集经上述处理４８ｈ的细胞，离心收集细胞样品于

１．５ｍｌ离心管内，加入０．５ｍｌ固定液，混匀，固定１０
ｍｉｎ。离心去固定液，ＰＢＳ洗２遍。滴加至载玻片
上，晾干。均匀滴上０．５ｍｌＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液，
染色５ｍｉｎ，晾干。ＰＢＳ洗２遍。滴１滴抗荧光淬灭
封片液于载玻片上，盖上盖玻片，荧光显微镜可检测
到呈蓝色的细胞核。

１．６　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法　离心收集上述处理后

４８ｈ的各组细胞，ＰＢＳ洗涤２次，离心去上清，１９５μｌ
ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ结合液重悬细胞，加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
ⅤＦＩＴＣ５μｌ，避光孵育１０ｍｉｎ，离心去上清，１９０μｌ

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ结合液重悬细胞，加入１０μｌ碘化
丙啶染色液，冰浴避光放置，随即进行流式细胞仪检
测，用 ＭＵＬＴＣＹＣＬＥ软件分析处理结果。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据
的统计学分析。实验数据以珚ｘ±ｓ表示，多组间数据
比较采用完全随机区组设计的单因素方差分析，组
间的比较选用可进行多个样本均数间每两个均数比

较的ｑ检验，ＩＣ５０值计算采用Ｐｒｏｂｉｔ单位概率法。

２　结　果

２．１　转染ｍｉＲ１５ａ或ｍｉＲ１６１寡核苷酸入Ｒａｊｉ细
胞后ＡｒａＣＩＣ５０值的变化　转染 ｍｉＲ１５ａ的 Ｒａｊｉ
细胞在０、５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍｌ浓度的ＡｒａＣ作用

２４ｈ，细胞活力明显低于相应ＡｒａＣ浓度作用下，转
染ＳＯＤＮ的 Ｒａｊｉ细胞活力；转染 ｍｉＲ１５ａ或 ｍｉＲ
１６１寡核苷酸入Ｒａｊｉ细胞，再加入ＡｒａＣ，２４ｈＡｒａ
Ｃ的ＩＣ５０值分别为１０．４１和１０．８６，明显低于单用

ＡｒａＣ组（１５．４３）和ＳＯＤＮ 联用 ＡｒａＣ组（１４．９２）
（Ｐ＜０．０５），而转染ＳＯＤＮ入Ｒａｊｉ细胞后，ＡｒａＣ的

ＩＣ５０值未见明显降低（Ｐ＞０．０５）。

２．２　锥虫蓝拒染法检测细胞生长抑制情况　终浓
度为０．６μｍｏｌ／Ｌ的ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１寡核苷酸转
染Ｒａｊｉ细胞后，分别加入１０μｇ／ｍｌＡｒａＣ后的细胞
数较单用 ｍｉＲ１５ａ、单用 ｍｉＲ１６１、单用 ＡｒａＣ及

ＳＯＤＮ＋ＡｒａＣ组明显降低，ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１寡
核苷酸作用２４ｈ时开始发挥作用，且随着作用时间
的增加，其效果逐渐增强（图１）。

图１　ｍｉＲ１５ａ和ｍｉＲ１６１
联合ＡｒａＣ对Ｒａｊｉ细胞的生长抑制作用

Ｆｉｇ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１
ｐｌｕｓＡｒａＣｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ

ＳＯＤＮ：Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ．
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测凋亡细胞形态　经转染ｍｉＲ
１５ａ／ｍｉＲ１６１寡核苷酸并联合ＡｒａＣ组经Ｈｏｅｃｈｓｔ染
色后均可见大量凋亡细胞：核膜完整，体积变小，核质
固缩；而其他组未见或仅见少量凋亡细胞（图２）。
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图２　ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１＋ＡｒａＣ处理４８ｈ的Ｒａｊｉ细胞的凋亡形态

Ｆｉｇ２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃＲａｊｉｃｅｌｌｓａｔ４８ｈｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｈｏｅｃｈｓｔｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｂｌａｎｋ；Ｂ：Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ；Ｃ：ｍｉＲ１５ａ；Ｄ：ｍｉＲ１６１；Ｅ：ＡｒａＣ；Ｆ：Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ＋ＡｒａＣ；Ｇ：ｍｉＲ１５ａ＋ＡｒａＣ；Ｈ：

ｍｉＲ１６１＋ＡｒａＣ．ＡｒｒｏｗｓｉｎＥＨｉｎｄｉｃａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　细胞凋亡率分析　见表１、图３。ｍｉＲ１５ａ或

ｍｉＲ１６１寡核苷酸与 ＡｒａＣ联用时的细胞凋亡率
最高，与单用 ｍｉＲ１５ａ或 ｍｉＲ１６１寡核苷酸、单用

ＡｒａＣ、ＳＯＤＮ联用 ＡｒａＣ组相比差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；而ＳＯＤＮ＋ＡｒａＣ组与单用ＡｒａＣ组
之间、ｍｉＲ１５ａ与ｍｉＲ１６１之间比较细胞凋亡率未
见统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组Ｒａｊｉ细胞在作用４８ｈ后的凋亡率

Ｔａｂ１　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓａｔ４８ｈｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｈｅｅａｒｌｙ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ

Ｔｈｅｌａｔｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ

Ｂｌａｎｋ ０．２５±０．３ ０．６５±０．１
Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ０．９６±０．１ ２．２６±０．２
ｍｉＲ１５ａ ６．９９±０．４ １０．０８±０．３
ｍｉＲ１６１ ４．７３±０．５ １０．６４±０．４
ＡｒａＣ １０．８８±０．３ １１．８３±０．２
Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ＋ＡｒａＣ １４．３９±０．５ １１．９３±０．４
ｍｉＲ１５ａ＋ＡｒａＣ ２０．９３±０．６ ２５．２７±０．５

ｍｉＲ１６１＋ＡｒａＣ ２０．６９±０．８ ２３．１３±０．７

　Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ

３　讨　论

　　ｍｉＲＮＡ发挥重要的基因表达调控功能，广泛参
与细胞增殖、凋亡、分化及细胞周期调控等生物学过
程。王芳等［３］证实 ｍｉＲ２１反义寡核苷酸可以抑制

Ｕ３７３ＭＧ细胞对替尼泊苷ＶＭ２６的耐受性。美国

Ｂｌｏｗｅｒ研究组对ｍｉＲＮＡ与肿瘤耐药之间的关系进
行了较为系统的研究［４５］，结果提示 ｍｉＲＮＡ在肿瘤
细胞的药物敏感性或耐药性上扮演重要角色。

　　Ｂｃｌ２蛋白表达的降低可增强肿瘤细胞对阿糖胞

苷、甲氨蝶呤及环磷酰胺等多种化疗药物的敏感
性［６８］。ｍｉＲ１５ａ和 ｍｉＲ１６１可以靶向作用于Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ，负性调控 Ｂｃｌ２蛋白的表达［９］。ＡｒａＣ是

ＤＮＡ多聚酶抑制剂，通过对ＤＮＡ多聚酶的抑制，而
影响ＤＮＡ的复制。ＡｒａＣ是治疗急性白血病首选且
非常有效的化疗药物，是核苷类抗代谢药物的典范，
其杀灭白血病细胞的能力与其诱导肿瘤细胞的凋亡

有关［１０］。ｍｉＲ１５ａ和ｍｉＲ１６１寡核苷酸是否可增强

Ｒａｊｉ细胞对ＡｒａＣ的敏感性尚未见报道。本实验结
果发现，转染ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１的Ｒａｊｉ细胞，在不同
浓度ＡｒａＣ作用下，细胞活力的抑制明显强于对照
组，ＡｒａＣ的ＩＣ５０值明显降低。经转染 ｍｉＲ１５ａ／

ｍｉＲ１６１的Ｒａｊｉ细胞在使用ＡｒａＣ后可见到大量凋
亡小体，并且ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１联用ＡｒａＣ组的细胞
凋亡率明显增高，较单用ＡｒａＣ或随机序列联用Ａｒａ
Ｃ组的细胞凋亡率差异有统计学意义。

　　我们前期研究［２］表明，化学合成的 ｍｉＲ１５ａ和

ｍｉＲ１６１寡核苷酸分别转染入表达Ｂｃｌ２的Ｒａｊｉ淋

巴瘤细胞，模拟体内 ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１的高表达，

可诱导Ｒａｊｉ细胞凋亡。因而，以上的结果提示ｍｉＲ
１５ａ／ｍｉＲ１６１可能通过下调Ｂｃｌ２的表达，而增强

Ｒａｊｉ细胞对ＡｒａＣ的敏感性。Ｌｉｎ等［１１］发现，与普
通的胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１相比，多耐药胃癌细胞株

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ中 ｍｉＲ１５ｂ和 ｍｉＲ１６表达显著上
调，利用反义技术抑制 ｍｉＲ１５ｂ和 ｍｉＲ１６的表达
后，可明显增加ＳＣＧ７９０１／ＶＣＲ对化疗药多柔比星、
长春新碱、ＶＰ１６和顺铂的敏感性。最新的研究表
明，ｍｉＲ１５和ｍｉＲ１６可以靶向作用于Ｂｃｌ２、ＣＣＮＤ１、

ＷＮＴ３Ａ、ｃＭｙｂ、ＣＣＮＤ３、ＣＣＮＥ１、ＣＤＫ６等基因［１２１５］。
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图３　转染４８ｈ后Ｒａｊｉ细胞凋亡形态

Ｆｉｇ３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓａｔ４８ｈｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｆｒｏｍａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ）．Ａ：Ｂｌａｎｋ；Ｂ：Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ；Ｃ：ｍｉＲ１５ａ；Ｄ：ｍｉＲ１６１；Ｅ：ＡｒａＣ；Ｆ：

Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ＋ＡｒａＣ；Ｇ：ｍｉＲ１５ａ＋ＡｒａＣ；Ｈ：ｍｉＲ１６１＋ＡｒａＣ

对于同样的靶基因，ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１在不同的细
胞系中可能产生的效应也不同。如在Ａ５４９细胞株
中，ｍｉＲ１６的过表达并不引起细胞凋亡［１５］，这可能
是由于不同细胞株对于靶基因的敏感性不同所致。
我们的实验结果中，ｍｉＲ１５ａ／ｍｉＲ１６１增强Ｒａｊｉ细
胞对 ＡｒａＣ的敏感性除了可能与Ｂｃｌ２下调有关
外，是否与 ｍｉＲ１５和 ｍｉＲ１６的其他靶基因有关有
待进一步研究。
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