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抑制白血病细胞活性的犿犻犚犖犃的发现及作用机制研究

卜一凡；指导教师：杨宝学

北京大学医学部２０１０级临床医学

　　【目的】　白血病是一类造血系统恶性肿瘤，严重威胁人类健康。临床上可使用“注射用核糖核酸Ⅱ”对白血

病患者进行辅助治疗。该药是一种提取自牛胰腺的小分子ＲＮＡ和多肽的混合物，但作用机制不清。本研究目的

是通过ｍｉＲＮＡ芯片及生物信息学筛选，发现“注射用核糖核酸Ⅱ”中可能存在的具有抑制白血病细胞活性的ｍｉＲ

ＮＡ，并研究其作用机制。

【方法】　应用ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ技术分析“注射用核糖核酸Ⅱ”药物中含有的人源ｍｉＲＮＡ。利用生物信息学技术和

相关数据库预测其靶基因。通过ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ对靶基因进行功能富集。利用ＤＡＶＩＤ数据库进行ＫＥＧＧ信号转

导通路富集分析进一步筛选出候选ｍｉＲＮＡ。利用ＣＣＫ８细胞活性检测试剂盒确定所选ｍｉＲＮＡ对白血病细胞生

长的抑制作用。蛋白质印迹技术检测其相关靶蛋白的表达水平。用人外周血单个核细胞分离液分离ＣＭＬ及

ＡＭＬ患者外周血白细胞并进行原代培养。ＣＣＫ８细胞活性检测试剂盒确定所筛选的ｍｉＲＮＡ对白血病原代细胞

生长的抑制作用。

【结果】　应用ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ技术，从“注射用核糖核酸Ⅱ”药物中共检出２３个人源 ｍｉＲＮＡ。利用ＰｉｃＴａｒ、ｍｉ

Ｒａｎｄａ和ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＳ等数据库进行靶基因预测，筛选出了５个 ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲ３２０ａ、ｌｅｔ７ｂ、ｍｉＲⅡ、ｍｉＲ４９４和

ｍｉＲ３３５。利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件及其插件ＢｉＮＧＯ对上述 ｍｉＲＮＡ的靶基因进行了功能富集分析。ＤＡＶＩＤ工具进

行了ＫＥＧＧ信号通路富集分析，最终选择了ｍｉＲⅡ进行进一步研究。ｍｉＲⅡ靶基因大多富集于转录因子调控、细

胞凋亡、细胞增殖等信号通路。疾病信号通路主要富集于以慢性髓系白血病、急性髓系白血病、胰腺癌为代表的多

种癌症，在各条信号通路中主要负责调控ＲＡＳ、ＣｙｃｌｉｎＤ、ＴＧＦβ等重要分子的表达。３种白血病细胞系（Ｌ１２１０、

ＭＥＬ和Ｋ５６２）体外实验显示，直接给予人工合成的ｍｉＲⅡ ｍｉｍｉｃｓ自５０ｎｍｏｌ／Ｌ起就可抑制白血病细胞活性，抑

制率最高可达７０％左右（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）且具有明显的剂量依赖效应。ｍｉＲⅡ对两种胰腺癌细胞系（ＰＡＮＣ１、ＡｓＰＣ

１）和一种正常细胞系（ＭＤＣＫ）无显著细胞毒性。ＡＭＬ（２位）、ＣＭＬ（１位）患者原代白血病细胞体外实验中，ｍｉＲ

Ⅱ具有一定的抑制白血病细胞活性的趋势。

【结论】　我们从ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ筛选获得的２３种ｍｉＲＮＡ中，利用生物信息学方法确定出１种人源ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲ

Ⅱ，体外实验证实ｍｉＲⅡ对多种白血病细胞系具有显著抑制作用，但对胰腺癌细胞系和正常细胞无明显细胞毒

性。实验结果表明 ｍｉＲⅡ对原代白血病细胞具有一定的抑制细胞活性的趋势，具体作用机制有待进一步研究。

本研究对治疗白血病ｍｉＲＮＡ的研发具有重要意义。

　　关键词：白血病；ｍｉＲＮＡ；生物信息学
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细胞表面α２，６唾液酸在肝癌细胞粘附中的作用及机制研究

韦安稳，武　强，朱晓玲；指导教师：汪淑晶

大连医科大学２０１１级临床医学

　　【目的】　分析比较细胞表面不同连接方式的唾液酸在小鼠肝癌高淋巴道转移细胞株 ＨｃａＦ和低淋巴道转移

细胞株 ＨｃａＰ中的表达，并研究差异性表达的α２，６唾液酸在肝癌细胞淋巴结黏附行为中的作用及分子机制。

【方法】　利用免疫细胞化学、流式细胞技术，分析肝癌细胞表面不同连接方式的唾液酸在 ＨｃａＦ和 ＨｃａＰ中

的表达差异；通过ＲＮＡ干扰技术干预差异表达的唾液酸转移酶，并使用ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹及Ｌｅｃｔｉｎｂｌｏｔ方法
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检测其干扰效果；利用细胞黏附实验和凝集素阻断实验，检测干扰前后、阻断前后 ＨｃａＦ细胞黏附能力的变化；利

用ＦＡＫ信号通路特异性抑制剂，探讨α２，６唾液酸介导肝癌细胞黏附行为的分子机制。

【结果】　α２，６唾液酸在小鼠肝癌高、低转移细胞株中表达具有显著差异，而α２，３唾液酸的表达无显著差异；

当通过ＲＮＡ干扰技术特异性使 ＨｃａＦ细胞中ＳＴ６ＧａｌＩ表达下调时，其细胞表面α２，６唾液酸表达减少，削弱

ＨｃａＦ细胞对淋巴结的黏附能力降低。此外，ＳＴ６ＧａｌＩ表达下调可抑制ｐＦＡＫ及下游ｐｐａｘｉｌｌｉｎ蛋白分子的表

达。

【结论】　细胞表面α２，６唾液酸可通过ＦＡＫ信号转导通路正性介导肝癌细胞的黏附行为，为肝癌的治疗提供

新的靶点。

　　关键词：唾液酸；唾液酸转移酶；肝癌；ＦＡＫ；淋巴结黏附
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犇犕犛犗处理的犎犲狆犪１６细胞诱导小鼠建立肝癌特异性免疫及其

机制研究

蒋政宇；指导教师：朱海英

第二军医大学２０１１级麻醉学

　　【实验背景】　肿瘤疫苗在近几年的飞速发展为临床的肿瘤生物治疗提供了新的思路。我们在前期研究中，偶

然发现了ＤＭＳＯ处理 Ｈｅｐａ１６细胞不但能抑制细胞的增殖，而且将经过ＤＭＳＯ处理小鼠肝癌细胞 Ｈｅｐａ１６（Ｄ

ｈｅｐ细胞）接种于Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠皮下后，肿瘤出现先生长后消退的现象，而且在消退小鼠皮下再次接种 Ｈｅｐａ１６

时，无肿瘤形成。这一现象提示，经过ＤＭＳＯ处理后的 Ｈｅｐａ１６细胞可以诱导小鼠建立肿瘤特异性免疫，用ＤＭ

ＳＯ处理肿瘤细胞可能可以成为制备肿瘤活疫苗的新方法。国内外尚无关于该方法的相关报道。

【实验目的】　证实经ＤＭＳＯ处理后的 Ｈｅｐａ１６细胞可以诱导小鼠建立肿瘤特异性免疫，并对其相关机制作

初步探讨。

【实验方法及结果】　（１）在Ｃ５７小鼠和ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠皮下分别接种 Ｈｅｐａ１６和Ｄｈｅｐ细胞，证实了Ｄｈｅｐ

细胞在Ｃ５７小鼠皮下先成瘤再消退，而在ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠皮下肿瘤则持续生长的特性，证明ＤＨｅｐ细胞成瘤特

性的改变是由于小鼠免疫系统的参与导致的。（２）在肿瘤消退过程中，以及消退后再次接种 Ｈｅｐａ１６后的数个时

间点，脾脏细胞中ＣＤ４和ＣＤ８阳性的ｃｅｎｔｒａｌｍｅｍｏｒｙＴ细胞和ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｅｍｏｒｙＴ细胞比例有明显的上升，同时

ＮＫＴ细胞在早期也有明显上升，血清ＩＦＮγ检测也显示上升曲线与流式检测结果一致。我们还观察到接种 Ｈｅ

ｐａ１６后，相比于野生型Ｃ５７小鼠，接种了Ｄｈｅｐ细胞的小鼠（Ｄｈｅｐ小鼠）Ｔｒｅｇ细胞比例上升缓慢。（３）将接种了

Ｄｈｅｐ小鼠和野生型Ｃ５７小鼠脾脏细胞取出，利用ＣＦＳＥ标记脾脏细胞，与 Ｈｅｐａ１６细胞和 Ｈｅｐａ１６细胞裂解液

共培养，发现ＣＦＳＥ荧光强度有多峰表现；同时，利用ＣＣＫ８法检测共培养后的肿瘤细胞活力，发现Ｄｈｅｐ小鼠组

的肿瘤细胞增殖活力明显下降。（４）对Ｄｈｅｐ细胞和 Ｈｅｐａ１６细胞的表达谱芯片进行分析发现，变化数量最多，最

为明显的是趋化因子和趋化因子受体一类基因，特别是其中ＣＣＬ１７的上升表达，提示了Ｄｈｅｐ细胞可能通过募集

和激活ＮＫＴ细胞和ｎａｖｅＣＴＬ细胞增强了抗原提成和免疫识别能力。

【实验结论】　本研究证明了经过ＤＭＳＯ处理的 Ｈｅｐａ１６细胞具有诱导小鼠建立针对 Ｈｅｐａ１６细胞的肿瘤特

异性免疫的能力，并阐明了在抗肿瘤免疫过程中，主要由 ＮＫＴ细胞和ＣＤ８阳性ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｅｍｏｒｙＴ细胞双重介

导。本研究在国际上首次发现了基于ＤＭＳＯ的一种新的制备肿瘤疫苗的方法，为临床的肿瘤生物治疗提供了新

的思路，具有潜在的临床治疗应用价值。
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