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犕犻犮狉狅犚犖犃１５０在结膜黏膜相关淋巴组织淋巴瘤增殖、迁移及侵袭中的

作用
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　　［摘要］　目的　观察结膜黏膜相关淋巴组织（ＭＡＬＴ）淋巴瘤中ｍｉｃｒｏＲＮＡ１５０（ｍｉＲ１５０）的表达，探讨ｍｉＲ１５０

在结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤中影响肿瘤细胞增殖、迁移与侵袭的机制。方法　使用ｑＰＣＲ法检测第二军医大学长征医院收

治的３例结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤患者肿瘤组织及瘤旁组织中ｍｉＲ１５０及其可能的下游靶分子犆犫犾犫的表达。将ｍｉＲ１５０

抑制物和阴性对照转染人多发性骨髓瘤细胞株ＲＰＭＩ８２２６，采用ＣＣＫ８法和流式细胞术研究ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６

细胞增殖和凋亡的影响，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验研究ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６细胞迁移和侵袭的影响，用蛋白质印迹法检

测ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６细胞中Ｃｂｌｂ表达的调控。结果　与瘤旁组织相比，结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤组织中ｍｉＲ１５０表

达上调（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；抑制ｍｉＲ１５０后，ＲＰＭＩ８２２６细胞的增殖受到抑制，细胞凋亡明显增加，迁移和侵袭能力

降低，与阴性对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。在结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤组织中，ｍｉＲ１５０下游靶基因

犆犫犾犫表达下调（犘＜０．０１）；抑制ｍｉＲ１５０后，ＲＰＭＩ８２２６细胞内Ｃｂｌｂ蛋白的表达上调（犘＜０．０１）。结论　ＭｉＲ１５０

对淋巴瘤细胞的增殖、迁移和侵袭有促进作用，其表达上调参与了ＭＡＬＴ淋巴瘤的发生。其机制可能与ｍｉＲ１５０对下

游分子Ｃｂｌｂ的抑制性调控有关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（６）：７２７７３３］

　　眼附属器淋巴瘤是临床比较常见的一种眼眶恶

性肿瘤。原发于眼附属器的淋巴瘤９０％以上是惰

性的小Ｂ细胞来源肿瘤，以黏膜相关淋巴组织

（ｍｕｃｏｓａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅ，ＭＡＬＴ）淋巴

瘤最为常见［１２］。有证据表明ＭＡＬＴ淋巴瘤的发病

机制可能与慢性病原微生物（如细菌、病毒）或自身

免疫反应的刺激有关［３］，但目前对ＭＡＬＴ淋巴瘤的

发病机制尚不是十分清楚。

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类普遍

存在于动植物中、长度约为２２个核苷酸的内源性非

编码小分子ＲＮＡ，通过转录后调控ｍＲＮＡ参与细

胞增殖、分化、凋亡和胚胎发育等一系列重要生命进

程［４］。ＭｉＲ１５０定位于人类染色体１９ｑ１３．３３，对

Ｂ细胞和Ｔ细胞的成熟、胚胎发育以及干细胞分化

等具有重要作用［５］。我们前期研究表明，ｍｉＲ１５０

在ＭＡＬＴ淋巴瘤中表达异常
［６］，提示ｍｉＲ１５０可能

参与ＭＡＬＴ淋巴瘤的发生和发展。Ｃｂｌ家族是重

要的Ｅ３泛素连接酶，其成员Ｃｂｌｂ具有抑制肿瘤发

生、发展的作用，且该作用与ｍｉＲＮＡ有关，如Ｃｂｌｂ

可通过调控ＺＥＢ２和 ｍｉＲ２００ｃ抑制胃癌细胞中胰

岛素样生长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，

ＩＧＦ１）诱导的上皮间质转化
［７］，还可作为ｍｉＲ８９１ｂ

的下游靶点抑制胰腺癌细胞的增殖［８］。本研究旨在

探讨ｍｉＲ１５０是否参与结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤的发生、

发展，以及Ｃｂｌｂ是否作为ｍｉＲ１５０下游分子在结

膜ＭＡＬＴ淋巴瘤的增殖、迁移和侵袭过程中发挥调

控作用，为进一步了解ＭＡＬＴ淋巴瘤的发生机制及

寻找潜在的治疗靶点提供依据。

１　材料和方法

１．１　标本来源及Ｃｂｌｂ、ｍｉＲ１５０检测

１．１．１　标本来源　本研究中３例眼附属器结膜

ＭＡＬＴ淋巴瘤样本均采集于第二军医大学长征医

院眼科２０１６年７月至１０月收治的结膜 ＭＡＬＴ淋

巴瘤患者。患者均为男性，年龄４０～７０岁，发病时

间３个月至６年。采集患者行前路经皮开眶取瘤术

所获取的ＭＡＬＴ淋巴瘤，以及少量瘤旁组织。所有

患者除患有结膜 ＭＡＬＴ淋巴瘤外无其他疾病。本

研究经第二军医大学长征医院伦理委员会审批通

过。所有患者均签署知情同意书。

１．１．２　ｑＰＣＲ 检测 犆犫犾犫、犿犻犚１５０ 表达 　 用

ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）抽提 ＭＡＬＴ淋巴瘤组织

及其瘤旁组织的总ＲＮＡ，通过ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐ反转录试

剂盒将１μｇ总ＲＮＡ转录成单链ｃＤＮＡ。于８联管

中配 制 ｑＰＣＲ 体 系：ＪｕｍｐＳｔａｒ Ｔａｑ ＲｅａｄｙＭｉｘ

（Ｓｉｇｍａ）１０μＬ，Ｅｖａｇｒｅｅｎｄｙｅ荧光染料 （Ｂｉｏｔｉｕｍ）

１μＬ，ｃＤＮＡ２５ｎｇ，引物混合物（各５μｍｏｌ／Ｌ）

０．８μＬ，加灭菌水至２０μＬ。ｑＰＣＲ仪为Ｒｏｃｈｅ公司

产品。ｑＰＣＲ程序如下：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ、

６０℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，共４３个循环；９５℃３０ｓ；

６５℃２ｍｉｎ；然后按照０．１１℃／ｓ升温至９５℃，在

升温过程每升高０．２℃采集一次荧光值；最后降温

至２０℃结束反应。ｑＰＣＲ引物序列见表１。

表１　狇犘犆犚引物序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲犳狅狉狇犘犆犚

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

犕犻犚１５０ＲＴ：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡ

ＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＡＣＴＧＧ

Ｆ：ＡＣＴＧＴＣＴＣＣＣＡＡＣＣＣＴＴＧＴＡ

Ｒ：ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

犆犫犾犫 Ｆ：ＣＡＣＣＣＴＴＣＴＣＣＣＡＡＧＣＡＴＡＡ

Ｒ：ＡＧＡＣＣＧＡＡＣＡＧＧＡＧＣＴＴＴＧＡ

β犃犮狋犻狀 Ｆ：ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴ

Ｒ：ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ

　　ＲＴ：Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；Ｆ：Ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：Ｒｅｖｅｒｓｅ

１．２　细胞培养及相关检测

１．２．１　试剂和仪器　ＭｉＲ１５０抑制物序列（５′

ＣＡＣＵＧＧＵＡＣＡＡＧＧＧＵＵＧＧＧＡＧＡ３′）、模

拟物序列（ｓｅｎｓｅ５′ＵＣＵＣＣＣＡＡＣＣＣＵ ＵＧＵ

ＡＣＣＡＧＵ Ｇ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＣＵＧ ＧＵＡ ＣＡＡ

ＧＧＧＵＵＧＧＧＡＧＡＵ Ｕ３′）和阴性对照（货号

·８２７·
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Ｂ０４００５）由上海吉玛制药技术有限公司代为合成，

ＣＣＫ８试剂盒（日本同仁化学研究所），胎牛血清

（ＦＢＳ）。ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ），Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质

胶（Ｂｉｏｃａｔｅ），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（Ｓｉｇｍａ），ＤＭＲＩＥＣ转

染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂、

ＯｐｔｉＭＥＭ培养液（Ｔｈｅｒｍｏ），兔抗Ｃｂｌｂ、小鼠抗

ＧＡＰＤＨ （Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）。酶 标 仪 （Ｔｈｅｒｍｏ），

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板 （Ｃｏｒｎｉｎｇ），高 内 涵 成 像 （Ｐｅｒｋｉｎ

Ｅｌｍｅｒ），流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ），离心机（湖南湘仪

离心机仪器有限公司）。

１．２．２　ＲＰＭＩ８２２６细胞培养　人多发性骨髓瘤细

胞ＲＰＭＩ８２２６购于中国科学院上海生命科学研究

院细胞库。细胞为悬浮细胞，常规培养于含１０％

ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，细胞每４ｄ按照１∶３

比例传代。

１．２．３　ＲＰＭＩ８２２６细胞转染　消化收集对数生长

期的ＲＰＭＩ８２２６细胞，ＰＢＳ重悬、血细胞计数板计数，

弃上清，用ＯｐｔｉＭＥＭ培养液重悬细胞；以每孔３×

１０５ 的细胞密度接种于２４孔板。待贴壁后使用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００和ＤＭＲＩＥＣ转染试剂将ｍｉＲ１５０

抑制物转染至细胞，转染２４、４８ｈ后确定转染效率。

１．２．４　细胞增殖实验　收集对数生长期的细胞，以

每孔５×１０４的细胞密度接种于９６孔板，设置４复孔，

３７℃、５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ。将ｍｉＲ１５０抑制物

和阴性对照分别转染至细胞，处理２４、４８、７２、９６、

１２０ｈ后，加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，于３７℃、５％ＣＯ２

细胞培养箱内继续孵育４ｈ，酶标仪检测（波长

４５０ｎｍ），绘制生长曲线，并计算细胞相对增殖率［实

验组光密度（犇）值／空白对照组犇值×１００％］。

１．２．５　细胞凋亡实验　取对数生长期的ＲＰＭＩ８２２６

细胞，将ｍｉＲ１５０抑制物和阴性对照分别转染至细

胞，转染７２ｈ后，收集细胞，１１２×犵离心５ｍｉｎ，用预

冷的ＰＢＳ缓冲液洗２次；加入１００μＬ结合缓冲液，加

入７ＡＡＤ和ＰＥ各５μＬ，室温避光孵育３０ｍｉｎ；加入

４００μＬ结合缓冲液上流式细胞仪检测。

１．２．６　细胞侵袭和迁移实验　细胞侵袭实验：在

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板上室底部中央垂直加入 １００μＬ

Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，３７℃温育３０ｍｉｎ。取对数生长期

的ＲＰＭＩ８２２６细胞，转染ｍｉＲ１５０抑制物和阴性对

照。转染７２ｈ后，１１２×犵离心３ｍｉｎ，弃上清；用ＰＢＳ

重悬细胞，离心弃上清；用ＯｐｔｉＭＥＭ重悬、调整细胞

密度为３×１０５／ｍＬ，在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板下室加入６００μＬ

含２０％ＦＢＳ的培养液，上室加入１５０μＬ细胞悬液，

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下继续培养２４ｈ。后

吸去上室细胞悬液，取出上室，棉签轻轻擦去上室贴

壁细胞，将上室放入Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液中室温染

色５ｍｉｎ，重新放入新的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板中，于２０倍镜

下随机选取１０个视野拍照并分析。

细胞迁移实验：除Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板上室底部不加

Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶外，其余步骤同细胞侵袭实验。

１．２．７　蛋白质印迹检测　ＲＰＭＩ８２２６细胞分别转

染ｍｉＲ１５０模拟物、ｍｉＲ１５０抑制物和阴性对照

７２ｈ后，离心收集细胞并置于ＲＩＰＡ裂解液中，研磨

后，１２０００×犵４℃离心１５ｍｉｎ，取上清。用ＢＣＡ试

剂盒测定蛋白浓度。取等量的蛋白样品行ＳＤＳ聚

丙烯酰胺凝胶电泳，然后转移至ＰＶＤＦ膜上。将

ＰＶＤＦ膜用５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，随后４℃标

记一抗（小鼠抗Ｃｂｌｂ，１∶３００；小鼠抗ＧＡＰＤＨ，

１∶５０００）２４ｈ；然后ＴＢＳＴ清洗３次，每次１０ｍｉｎ；

再于二抗中室温孵育２ｈ。ＴＢＳＴ清洗３次后，使用

ＥＣＬ试剂盒显色。蛋白条带灰度值使用ＩｍａｇｅＪ软

件进行分析。

１．３　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件

进行统计学分析。数据以珔狓±狊珔狓表示，瘤旁和肿瘤组

织两组间均数的比较采用配对狋检验，其余实验两

组间均数比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验，两组以上均数

比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），增殖

率的 比 较 采 用 双 因 素 方 差 分 析 （ｔｗｏｗａｙ

ＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＭｉＲ１５０在眼附属器结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤组织

中的表达　结果显示，与瘤旁组织相比，３例患者淋

巴瘤组织中犿犻犚１５０的表达水平均上调（犘＜０．０５，

图１）。

２．２　ｍｉＲ１５０抑制物转染效率测定　ＲＰＭＩ８２２６

细胞培养于含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，

为悬浮细胞，圆形，状态较好（图２Ａ、２Ｂ）。转染４８ｈ

后，荧光显微镜观察Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００和ＤＭＲＩＥＣ

转染 ｍｉＲＮＡＦＡＭ 的 表 达 情 况。结 果 显 示，

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染组细胞内未见ＦＡＭ标记

的ｍｉＲＮＡ信号（图２Ｃ）；而ＤＭＲＩＥＣ转染组中，

ＤＭＲＩＥＣ１．５μＬ、ｍｉＲＮＡ２μＬ、无血清的转染效

果最好（图２Ｄ）。

·９２７·
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图１　狇犘犆犚检测犕犃犔犜淋巴瘤中犿犻犚１５０的表达

犉犻犵１　犕犻犚１５０犾犲狏犲犾狊犻狀犕犃犔犜犾狔犿狆犺狅犿犪

狋犻狊狊狌犲狊犫狔狇犘犆犚

ＭＡＬＴ： Ｍｕｃｏｓａａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ； ＮＣＴ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ａｄｊａｃｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｔｉｓｓｕｅ；１，２ａｎｄ３ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｆｉｒｓｔ，ｓｅｃｏｎｄａｎｄｔｈｉｒｄ

ｐａｔｉｅｎｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．狀＝３，珔狓±狊珔狓．犘＜０．０５，犘＜０．０１

图２　犚犘犕犐８２２６细胞形态及犿犻犚１５０抑制物的转染效率

犉犻犵２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犚犘犕犐８２２６犮犲犾犾狊犪狀犱狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀

犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犿犻犚１５０犻狀犺犻犫犻狋狅狉

Ａ，Ｂ：ＣｕｌｔｕｒｅｄＲＰＭＩ８２２６ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＲＰＭＩ８２２６ｃｅｌｌｓｔａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ａｎｄｍｉＲＮＡＦＡＭ；Ｄ：ＲＰＭＩ８２２６ｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＲＩＥＣ ａｎｄ ｍｉＲＮＡＦＡＭ． Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ａ），×８０（ＢＤ）

２．３　抑制ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖的影

响　与阴性对照组相比，转染ｍｉＲ１５０抑制物可以

抑制ＲＰＭＩ８２２６细胞的增殖，在１２０ｈ时差异有统

计学意义（犘＜０．０１，图３）。相对于阴性对照组，转

染ｍｉＲ１５０抑制物２４、４８、７２、９６、１２０ｈ后，细胞相

对增殖率分别为 １２１．４％、１０３．６％、１００．７％、

８７．５％、８５．８％。

２．４　抑制ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６细胞迁移与侵袭

的影响　通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测抑制ｍｉＲ１５０对

ＲＰＭＩ８２２６细胞迁移的影响。结果显示，转染７２ｈ

后，ｍｉＲ１５０抑制物组穿膜细胞数仅为阴性对照组

的（５７．７±７．８）％，两组间差异有统计学意义（犘＜

０．０１，图４Ａ、４Ｃ）。通过在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板上室底部中

央铺Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，检测抑制ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ

８２２６细胞侵袭的影响。结果显示，转染７２ｈ后，

ｍｉＲ１５０抑制剂组穿膜细胞数仅为阴性对照组的

（６９．７±１．７）％，两组间差异有统计学意义（犘＜

０．０５，图４Ｂ、４Ｄ）。说明抑制ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６

细胞的迁移与侵袭均具有抑制作用。

图３　转染犿犻犚１５０抑制剂后犚犘犕犐８２２６细胞的增殖曲线

犉犻犵３　犜犺犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲狅犳犚犘犕犐８２２６

犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犕犻犚１５０犻狀犺犻犫犻狋狅狉

犘＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．狀＝４，珚狓±狊珔狓

２．５　抑制 ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６细胞凋亡的影

响　通过流式细胞术检测抑制 ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ

８２２６细胞凋亡的影响。结果显示，正常组细胞凋亡率

为（０．０７±０．０１）％，阴性对照组凋亡率为（６．３５±

０．６４）％，而 ｍｉＲ１５０抑制物组凋亡率为（１７．１±

０．４２）％。与正常组和阴性对照组相比，ｍｉＲ１５０抑

制物组细胞凋亡增加，差异有统计学意义（犘＜

０．０１，图５）。

２．６　Ｃｂｌｂ在结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤组织中的表达以

及ｍｉＲ１５０对Ｃｂｌｂ的调控作用　通过ｑＰＣＲ检测

３例结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤患者肿瘤组织中犆犫犾犫的表

达情况。结果显示，与瘤旁组织相比，３例患者

ＭＡＬＴ淋巴瘤中犆犫犾犫ｍＲＮＡ的表达水平分别下

调了约７６％、８０％和８６％ （犘＜０．０１，图６）。为了进

一步研究ｍｉＲ１５０对Ｃｂｌｂ的调控作用，通过蛋白质

印法迹检测抑制和过表达犿犻犚１５０后ＲＰＭＩ８２２６

细胞中Ｃｂｌｂ蛋白的表达。结果显示，与阴性对照

组相比，ＲＰＭＩ８２２６细胞转染 ｍｉＲ１５０模拟物后

Ｃｂｌｂ蛋白的表达呈下调趋势但差异无统计学意义

（犘＞０．０５），而转染ｍｉＲ１５０抑制物后Ｃｂｌｂ蛋白表

达上调（犘＜０．０１）。
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图４　转染犿犻犚１５０抑制物对犚犘犕犐８２２６细胞迁移和侵袭的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚１５０犻狀犺犻犫犻狋狅狉狅狀狋犺犲犿犻犵狉犪狋犻狅狀犪狀犱犻狀狏犪狊犻狅狀狅犳犚犘犕犐８２２６犮犲犾犾狊

Ａ，Ｃ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ；Ｂ，Ｄ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｖａｓｉｏｎｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

狀＝３，珚狓±狊珔狓

图５　转染犿犻犚１５０抑制物对犚犘犕犐８２２６细胞凋亡的影响

犉犻犵５　犃狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犚犘犕犐８２２６犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犿犻犚１５０犻狀犺犻犫犻狋狅狉

图６　犕犃犔犜淋巴瘤组织中犆犫犾犫犿犚犖犃的表达以及犿犻犚１５０对犚犘犕犐８２２６细胞中犆犫犾犫蛋白表达的影响

犉犻犵６　犆犫犾犫犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犕犃犔犜犾狔犿狆犺狅犿犪狋犻狊狊狌犲狊犪狀犱犲犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚１５０

狅狀犆犫犾犫狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犚犘犕犐８２２６犮犲犾犾狊

Ａ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犆犫犾犫ｍＲＮＡｒｅａｌｔｅｄｔｏＮＣＴｂｙｑＰＣＲ；Ｂ，Ｃ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｂｌｂｐｒｏｔｅｉｎ．ＭＡＬＴ：

Ｍｕｃｏｓａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅ；ＮＣＴ：Ｎｅｇａｔｉｖｅａｄｊａｃｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｔｉｓｓｕｅ；ＮＣ：ＮｏｒｍａｌＣｏｎｔｒｏｌ．１，２ａｎｄ３ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｆｉｒｓｔ，ｓｅｃｏｎｄａｎｄｔｈｉｒｄ

ｐａｔｉｅｎｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．犘＜０．０１．狀＝３，珚狓±狊珔狓

·１３７·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年６月，第３８卷

３　讨　论

作为一种在进化过程中高度保守的内源性非编

码小ＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ主要通过转录后的基因沉默调

控细胞的生长、增殖、分化、凋亡等生物学过程［９］。

目前研究发现多个ｍｉＲＮＡ的异常表达参与了淋巴

瘤的发生和发展，如ｍｉＲ１５ａ１６１的下调或缺失能

诱发慢性淋巴细胞白血病；ｍｉＲ１７９２的过表达能

加快淋巴瘤的发展；ｍｉＲ２１过表达能诱发前Ｂ细胞

淋巴瘤，抑制ｍｉＲ２１则导致肿瘤消退
［４，９１０］。我们

前期 研 究 发 现，ＭＡＬＴ 淋 巴 瘤 中 ｍｉＲ２００ａ、

ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ表达下调，并通过上调ｃｙｃｌｉｎ

Ｅ２参与ＭＡＬＴ淋巴瘤的发生、发展
［６］。通常认为

ｍｉＲ１５０是一种在造血系统中具有肿瘤抑制作用的

小片段ＲＮＡ，研究发现慢性淋巴细胞白血病、大

Ｂ细胞淋巴瘤、套细胞淋巴瘤和自然杀伤细胞淋巴

瘤等低表达ｍｉＲ１５０，而过表达ｍｉＲ１５０能抑制这

些淋巴瘤细胞的生长［９，１１１２］。但是，ｍｉＲ１５０在滤泡

性淋巴瘤中表达上调［１２］。

为了探讨ｍｉＲ１５０在 ＭＡＬＴ淋巴瘤中的作用

及机制，我们首先通过ｑＰＣＲ方法检测本院收治的

３例结膜 ＭＡＬＴ淋巴瘤组织中 ｍｉＲ１５０的表达。

结果表明，与瘤旁组织相比，ＭＡＬＴ淋巴瘤组织中

ｍｉＲ１５０表达均存在不同程度的上调。这一结果与

我们的前期研究［６］以及Ｇｅｂａｕｅｒ等
［１３］的研究结果

一致。此外，Ｔｈｏｒｎｓ等
［４］发现ｍｉＲ１５０在胃黏膜相

关淋巴组织结外边缘区Ｂ细胞淋巴瘤中也具有较高

水平的表达。上述研究提示ｍｉＲ１５０可能是一种潜

在的检测ＭＡＬＴ淋巴瘤的肿瘤标志物。由于临床

上结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤常被误诊为慢性结膜炎或过

敏性结膜炎，该结果有望为临床上对结膜ＭＡＬＴ淋

巴瘤的诊断提供依据。

ＭｉＲ１５０对不同的肿瘤细胞具有不同的细胞生

物学功能，如ｍｉＲ１５０对直肠癌肿瘤细胞的侵袭和

迁移具有抑制作用［１４］，而对肺癌细胞的增殖和迁移

却具有促进作用［５］。在 ＭＡＬＴ淋巴瘤中上调的

ｍｉＲ１５０的细胞生物学功能尚不清楚。ＭＡＬＴ淋

巴瘤是一种发生于结外边缘区的Ｂ细胞淋巴瘤，其

主要细胞类型有滤泡性、套细胞、弥漫性大Ｂ细胞和

小淋巴细胞性淋巴瘤。ＲＰＭＩ８２２６细胞是一种常

用的人源性Ｂ细胞淋巴瘤细胞系，在本研究中用于

探讨眼附属器ＭＡＬＴ淋巴瘤的发生机制。通过在

ＲＰＭＩ８２２６细胞中转染ｍｉＲ１５０抑制物研究ｍｉＲ

１５０对肿瘤细胞的调控机制，结果显示，与阴性对照

组相比，抑制ｍｉＲ１５０可以抑制ＲＭＰＩ８２２６细胞的

增殖、促进凋亡，并且抑制ＲＰＭＩ８２２６细胞的迁移

和侵袭。表明ｍｉＲ１５０对ＲＰＭＩ８２２６细胞的迁移

和侵袭均具有促进作用。以上结果提示，ｍｉＲ１５０

表达上调能够促进ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖、迁移和侵

袭，从而抑制细胞的凋亡，进而促进 ＭＡＬＴ淋巴瘤

的发生、发展。

既往研究表明，ｍｉＲ１５０通过调控下游靶基因

参与Ｔ细胞和Ｂ细胞的发育
［１５］。Ｇｈｉｓｉ等

［１６］发现，

ｍｉＲ１５０调控Ｎｏｔｃｈ３的３′ＵＴＲ抑制Ｔ细胞的发

育。我们前期通过ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ程序发现结膜ＭＡＬＴ

淋巴瘤中ｍｉＲ１５０的靶点蛋白包括Ｃｂｌｂ等信号分

子。Ｃｂｌｂ属于Ｅ３泛素连接酶，包含Ｎ末端酪氨酸

激酶结合（ＴＫＢ）结构域、Ｅ３泛素化（ＲＩＮＧ）结构域、

Ｃ末端的脯氨酸富集区和泛素相关结合域

（ＵＢＡ）
［１７］。研究表明，Ｃｂｌｂ通过ＴＫＢ结合磷酸化

的表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）、血管内皮生长因子

受体２（ＶＥＧＦＲ２）或血小板源性生长因子受体

（ＰＤＧＦＲ）胞内段，泛素化并促进这些受体内吞至溶

酶体降解或回收利用，防止细胞增殖信号过度活化

从而抑制肿瘤发生［１８］。本研究发现，３例ＭＡＬＴ淋

巴瘤患者肿瘤组织中犆犫犾犫ｍＲＮＡ的表达下调。我

们推测Ｃｂｌｂ的下调可能是由于ｍｉＲ１５０的上调所

致，Ｃｂｌｂ的下调参与到ＭＡＬＴ淋巴瘤的发生和发

展过程。细胞实验结果进一步验证了我们的推测，

抑制ｍｉＲ１５０可以显著上调Ｃｂｌｂ蛋白，而给予

ｍｉＲ１５０模拟物则部分抑制了Ｃｂｌｂ蛋白的表达。

本研究结果表明，ｍｉＲ１５０在结膜ＭＡＬＴ淋巴

瘤中高表达，并对ＲＰＭＩ８２２６细胞的增殖、迁移和

侵袭具有促进作用，对细胞凋亡具有抑制作用，ｍｉＲ１５０

下游分子Ｃｂｌｂ的表达在结膜 ＭＡＬＴ淋巴瘤中显

著下调。以上研究表明ｍｉＲ１５０在结膜 ＭＡＬＴ淋

巴瘤的发生、发展过程中具有促进作用，为将ｍｉＲ１５０

作为一个肿瘤标志物用于结膜 ＭＡＬＴ淋巴瘤的临

床诊断提供了理论依据，并提示ｍｉＲ１５０可能成为

治疗结膜ＭＡＬＴ淋巴瘤的一个潜在靶点。
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