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［摘要］　目的　探讨ＰＲ结构域蛋白５（ＰＲＤＭ５）过表达对人急性髓系白血病（ＡＭＬ）细胞系
Ｕ９３７迁移侵袭的影响及其机制。方法　收集２０例ＡＭＬ患者（ＡＭＬ组）和２０例健康志愿者（正常
组），采用实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）检测其骨髓样本中微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）４８９３ｐ和
ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水平。采用脂质体转染技术将人 ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７分为７组：ｐｃＤＮＡ３．１组、
ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组、ｓｈＮＣ组、ｓｈＰＲＤＭ５组、ＮＣ组、ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃｓ组和ｍｉＲ４８９３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１
ＰＲＤＭ５组，采用划痕实验和侵袭迁移小室（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室）法分别检测各组细胞的迁移和侵袭能
力；采用蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测βｃａｔｅｎｉｎ和 ＧＳＫ３β蛋白表达水平。结果　ＡＭＬ组
受试者骨髓ｍｉＲ４８９３ｐ表达水平低于正常组，ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水平高于正常组（Ｐ＜０．０５）。
ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组和ｍｉＲ４８９３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ、βｃａｔｅｎｉｎ表达水平、穿
过基质胶膜的细胞数量及２４ｈ内迁移率分别高于 ｐｃＤＮＡ３．１组、ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃｓ组，而 ＧＳＫ３β
表达水平分别低于 ｐｃＤＮＡ３．１组、ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃｓ组（Ｐ＜０．０５）。ｓｈＰＲＤＭ５组和 ｍｉＲ４８９３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组的ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ、βｃａｔｅｎｉｎ表达水平、穿过基质胶膜的细胞数量及２４ｈ内迁移率分别低
于ｓｈＮＣ组和 ＮＣ组，而 ＧＳＫ３β蛋白表达水平分别高于 ｓｈＮＣ组和 ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。结论
ｍｉＲ４８９３ｐ靶向ＰＲＤＭ５基因阻断Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，从而抑制人ＡＭＬ细胞系Ｕ９３７迁移侵袭。
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　　急性髓系白血病（ＡＭＬ）是造血干细胞恶性克隆
引起的造血功能异常疾病，可浸润肝脏、脾脏、淋巴结

等各个脏器［１２］。目前治疗ＡＭＬ的方案主要为造血干
细胞移植和药物治疗，但只对急性早幼粒细胞白血病

有效，其余类型的 ＡＭＬ均无明显疗效［３］。因此，寻找

新治疗靶点和深入研究 ＡＭＬ的发病分子学机制对提
高ＡＭＬ疗效至关重要。ＰＲ结构域蛋白（ＰＲＤＭ）属于
转录调节家族之一，主要参与细胞增殖凋亡、生长发育

及代谢等过程，过表达 ＰＲＤＭ５可促进 ＡＭＬ细胞系
Ｕ９３７的迁移和侵袭［４］。微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是由１９～
２４个核苷酸组成的非编码单链 ＲＮＡ，可与 ｍＲＮＡ序
列结合并诱导其降解，调控细胞增殖、凋亡、迁移和侵

袭等过程［５］。在 ＡＭＬ的发生发展过程中，ＰＲＤＭ５和
ｍｉＲＮＡ的作用尚不清楚，且ＰＲＤＭ５对ＡＭＬ细胞系Ｕ９３７
迁徙侵袭的分子学机制仍不明确。基于此，本研究采

用脂质体转染对 ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７进行过表达或沉
默ＰＲＤＭ５和ｍｉＲ４８９３ｐ，探讨 ＰＲＤＭ５和 ｍｉＲ４８９３ｐ
对Ｕ９３７的影响、机制及与Ｗｎｔ通路的相关性。

材料与方法

１．材料：ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７购自中科院上海细胞
库。ＦＢＳ胎牛血清、ＭＥＭ培养基和 ０．０５％的胰蛋白
酶（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｌｎｃ）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
（Ｍｅｒｃｋｌｎｃ）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂和 ＢＣＡ试剂（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｌｎｃ）；０．２５％甲紫溶液（索莱宝科技有限公
司）；侵袭迁移小室（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，密理博科技有限
公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ试剂盒（Ｔａｋａｒａｂｉｏｌｎｃ）；
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京康润诚业生物科技
有限公司）；ＲＩＰＡ缓冲液、ＳＤＳＰＡＧＥ和ＰＶＤＦ膜（上海
碧云天生物技术有限公司）；鼠抗人 ＰＲＤＭ５、ＧＳＫ３β、
βｃａｔｅｎｉｎ和ＧＡＰＤＨ单分子抗体（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ｌｎｃ）；兔抗鼠二抗（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｌｎｃ）。
２．方法
（１）骨髓样本收集：收集２０１８年 ～２０１９年我院收

治的４０例 ＡＭＬ患者（ＡＭＬ组）和 ２０例健康志愿者
（正常组）骨髓样本，ＡＭＬ均通过骨髓细胞形态学、免
疫学、细胞遗传学和分子生物学等方法检查确诊。本

研究通过我院伦理委员会审批，所有受试者均签署知

情同意书。

（２）细胞培养：Ｕ９３７细胞通过常规复苏后，采用
含１０％ ＦＢＳ的ＭＥＭ培养液，于３７℃恒温、５％ ＣＯ２的
培养箱培养。隔天传代１次，实验使用的细胞为对数
生长期的细胞。

（３）细胞转染和分组：将对数生长期的细胞无血
清培养 １２ｈ后，分别将无效序列过表达质粒、含
ＰＲＤＭ５过表达序列的质粒、ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒、
ＰＲＤＭ５沉默 ｓｈＲＮＡ质粒、ｍｉＲＮＡ过表达对照质粒、
ｍｉＲ４８９３ｐ模拟物转染至 Ｕ９３７细胞作为 ｐｃＤＮＡ３．１
组、ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组、ｓｈＮＣ组、ｓｈＰＲＤＭ５组、ＮＣ
组和ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃｓ组。ｍｉＲ４８９３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１
ＰＲＤＭ５组是ＰＲＤＭ５过表达质粒干预后，再用ｍｉＲ４８９３ｐ
干扰 Ｕ９３７细胞。具体转染步骤参考 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００试剂盒说明书。

（４）细胞划痕实验：各组细胞长至８０％，用１０μｌ
枪头尖端在培养皿中央垂直划一道痕迹，在０ｈ、２４ｈ
观察划痕两侧细胞迁移的距离，迁移率（％）＝（划痕
宽度０ｈ－划痕宽度２４ｈ）／划痕宽度０ｈ×１００％，需独立
重复３次取平均值。

（５）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测细胞侵袭能力：各组细
胞于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中培养 １２ｈ。甲醇固定 １５ｍｉｎ，
０．２５％甲紫溶液染色３０ｍｉｎ。在倒置显微镜下随机选
取５个视野（×２００）拍照记录迁移下室的细胞总数。

（６）实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）法检
测相关基因 ｍＲＮＡ表达水平：提取各组 ＲＮＡ，采用
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计检测 ＲＮＡ纯度和浓度，采
用ｍｉＲＮＡ第一链 ｃＤＮＡ合成（加尾法）试剂盒将总
ＲＮＡ逆转录扩增为ｃＤＮＡ。按照荧光定量试剂盒使用
步骤进行ＰＣＲ，扩增条件为：９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃
变性１５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共计４０个循
环。分别以ＧＡＰＤＨ和Ｕ６作为ｍＲＮＡ和ｍｉＲＮＡ的标
准内参，基因表达结果均以２－△△Ｃｔ进行统计。本实验
所有ＰＣＲ引物序列见表１。
　　（７）蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测相关蛋
白表达水平：提取各组总蛋白，采用ＢＣＡ试剂检测蛋白
质浓度。各组蛋白上样量２０μｇ，经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分
离，转膜至ＰＶＤＦ膜。５％脱脂牛奶封闭２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤
３次，加入对应的一抗（βｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ３β和 ＧＡＰＤＨ），
４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗涤３次，放入二抗，室温孵育
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表１　ＲＴｑＰＣＲ所需的引物序列

基因 正义链引物（５‘－３’） 反义链引物（５‘－３’）

ＰＲＤＭ５ ＴＧＣＴＴＧＴＣＧＡＴＣＧＴＡＡＧＴ ＣＴＡＧＴＣＧＴＡＡＴＧＣＴＡＴＡＴＴ
ＧＡＰＤＨ ＧＣＴＧＴＡＴＣＧＴＴＡＧＴＣＡＴＡＴＡＧＴＡＧＴＡＴＡＴＧＣＴＡＴＡＴＡＴＣＴ
ｍｉＲ４８９３ｐＧＴＴＴＡＴＴＴＡＧＴＣＴＡＧＴＡＣＧＴ ＡＧＴＣＧＡＴＴＡＧＣＴＡＡＴＧＣＴＴＡ
Ｕ６ ＧＡＴＡＧＴＣＧＡＴＡＧＴＴＡＧＣＴＡＧＡＧＡＴＡＧＴＡＡＴＣＴＴＡＧＣＴＡＡＴ

２ｈ。采用化学发光成像仪显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析结
果，相对蛋白表达水平以ＧＡＰＤＨ标准化。

（８）双荧光素酶报告实验：双重荧光素酶报告基
因检测使用ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ试剂
盒，使用双重荧光素酶报告基因检测系统检测荧光素

酶活性，以海肾荧光素酶活性标准化。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方
差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果

１．ＡＭＬ组和正常组受试者骨髓 ｍｉＲ４８９３ｐ及
ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水平比较：ＡＭＬ组受试者骨髓
ｍｉＲ４８９３ｐ表达水平低于正常组（０．１８９±０．０１７比
０．５２８±０．０１１，Ｐ＜０．０５），而 ＡＭＬ组受试者骨髓
ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水平高于正常组（０．４８９±０．００９
比０．１４７±０．００６，Ｐ＜０．０５）。
２．ＮＣ组和 ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃｓ组 ＡＭＬ细胞系

Ｕ９３７ｍｉＲ４８９３ｐ、ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水平、侵袭能力
及迁移能力比较：ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃｓ组 ＡＭＬ细胞系
Ｕ９３７ｍｉＲ４８９３ｐ表达水平高于ＮＣ组（１．８３６±０．１０２
比１．０１２±０．０６３，Ｐ＜０．０５），ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水
平、穿过基质胶膜的细胞数量及２４ｈ内迁移率均低于
ＮＣ组［０．４９７±０．０３９比１．００３±０．０４６；（３１±２）个比
（６３±５）个；（３４．２６±６．９２）％比（５７．５６±１０．２５）％，
Ｐ均＜０．０５］。
３．ｐｃＤＮＡ３．１组和 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组、ｓｈＮＣ组

和ｓｈＰＲＤＭ５组ＡＭＬ细胞系Ｕ９３７ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达
水平、侵袭能力及迁移能力比较：ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５
组ＡＭＬ细胞系Ｕ９３７ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水平、穿过基
质胶膜的细胞数量及２４ｈ内迁移率均高于ｐｃＤＮＡ３．１
组［２．２３１±０．１８４比 １．０１５±０．１４１；（２５２±５）个比
（６８±４）个；（８６．５３±８．４２）％比（５９．７６±７．４２）％，
Ｐ均＜０．０５］。ｓｈＰＲＤＭ５组ＡＭＬ细胞系Ｕ９３７ＰＲＤＭ５
ｍＲＮＡ表达水平、穿过基质胶膜的细胞数量及２４ｈ内
迁移率均低于 ｓｈＮＣ组［０．２３７±０．０３９比 １．０８５±
０．０７１；（３４±２）个比（７５±４）个；（３６．９１±４．１５）％比
（５８．４６±５．２８）％，Ｐ均＜０．０５］。

４．双荧光素酶报告实验结果：根据 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ的
预测，ｍｉＲ４８９３ｐ３’ＵＴＲ中的靶向位点与 ＰＲＤＭ５部
分互补（图１）。双荧光素酶活性测定结果显示，ｍｉＲ
４８９３ｐＷｔ组相对荧光素酶活性低于 ＮＣ组（０．４１７±
０．０４９比１．０２１±０．０７５，Ｐ＜０．０５），但ｍｉＲ４８９３ｐＭｕｔ
组和ＮＣ组萤光素酶活性比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），表明ＰＲＤＭ５是ｍｉＲ４８９３ｐ的靶基因。

图１　双荧光素酶报告实验结果ｍｉＲ４８９３ｐ

与ＰＲＤＭ５存在结合位点

　　５．ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃ组和 ｍｉＲ４８９３ｐ＋ｐｃＤＮＡ
３．１ＰＲＤＭ５组 ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７侵袭能力及迁移能
力比较：ｍｉＲ４８９３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组穿过基质
胶膜的细胞数量及２４ｈ内迁移率均高于 ｍｉＲ４８９３ｐ
ｍｉｍｉｃ组［（１２１±７）个比（３１±２）个，（５６．４９±４．５２）％
比（３４．５８±４．１３）％，Ｐ均＜０．０５］。
６．不同组别 ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信

号通路蛋白表达水平比较：ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃ组 ＡＭＬ
细胞系Ｕ９３７βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平低于ＮＣ组（０．４３
±０．０５比 １．０２±０．０９），ＧＳＫ３β蛋白表达水平高于
ＮＣ组（１．５３±０．１２比０．９６±０．１１），差异均有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组 ＡＭＬ细胞系
Ｕ９３７βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平高于ｐｃＤＮＡ３．１组（１．６２
±０．１５比 １．０８±０．１２），ＧＳＫ３β蛋白表达水平低于
ｐｃＤＮＡ３．１组（０．４７±０．０５比０．９８±０．０９），差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｓｈＰＲＤＭ５组 ＡＭＬ细胞系
Ｕ９３７βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平低于 ｓｈＮＣ组（０．５６±
０．０６比０．９５±０．０９），ＧＳＫ３β蛋白表达水平高于ｓｈＮＣ
组（１．５１±０．１３比１．０７±０．１０），差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ４８９３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组
ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平高于 ｍｉＲ
４８９３ｐｍｉｍｉｃ组（１．７３±０．１５比１．１０±０．１２），ＧＳＫ３β
蛋白表达水平低于 ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃ组（０．４６±０．０６
比１．０７±０．０９），差异均有统计学有意义（Ｐ＜０．０５）。

讨　　论

白血病是常见的血液系统恶性肿瘤，包括淋巴系

白血病和髓系白血病［６］。ＡＭＬ的发生主要是髓系细
胞的终末分化受阻碍，髓系前体细胞无限制的增殖，导

致骨髓造血功能衰竭［７８］。ＰＲＤＭ５蛋白属于一种转录
调节因子，位于人类染色体区域４ｑ２６，该区域具有许
多活跃于几种恶性肿瘤中的抑癌基因［９］。ＰＲＤＭ５对

·８３８· 临床内科杂志２０２１年１２月第３８卷第１２期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２１，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１２



造血功能、细胞凋亡、迁移和侵袭均有明显作用［１０］。

本研究通过ＲＴｑＰＣＲ检测ＡＭＬ患者骨髓，发现ＰＲＤＭ５
ｍＲＮＡ表达水平明显降低。划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵
袭实验检测结果显示，过表达 ＰＲＤＭ５可抑制人 ＡＭＬ
细胞系Ｕ９３７的侵袭和迁移能力，而沉默 Ｕ９３７中的
ＰＲＤＭ５后，其侵袭和迁移能力明显被激活，表明
ＰＲＤＭ５对ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７的侵袭和迁移能力均有
抑制作用。

近年来对 ｍｉＲＮＡ功能的深入研究发现，ｍｉＲＮＡ
通过与靶基因结合，影响靶基因转录和翻译过程，从而

参与多种疾病的发生发展［１１］。白血病中 ｍｉＲＮＡ可以
作为诊断的新生物标记，并为白血病提供有希望的治

疗方法和新颖的药物筛选策略［１２］。本研究结果显示，

ＡＭＬ患者骨髓 ｍｉＲ４８９３ｐ表达水平低于对照组。过
表达 ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃ后，Ｕ９３７的侵袭和迁移能力
受到抑制，且 ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ表达水平也明显减少。
Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件预测 ｍｉＲ４８９３ｐ与 ＰＲＤＭ５有互补序
列。而双荧光素酶报告实验结果显示，ＰＲＤＭ５是
ｍｉＲ４８９３ｐ的靶基因。为了进一步验证 ｍｉＲ４８９３ｐ
靶向ＰＲＤＭ５对Ｕ９３７侵袭和迁移能力的影响，本研究
在ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃ转染Ｕ９３７后，采用ＰＲＤＭ５过表达
质粒干扰，结果显示，ｍｉＲ４８９３ｐ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＰＲＤＭ５组
Ｕ９３７侵袭和迁移能力高于ｍｉＲ４８９３ｐｍｉｍｉｃ组，表明
ＰＲＤＭ５可拯救 ｍｉＲ４８９３ｐ对 ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７侵袭
和迁移能力的抑制作用。综上可知，ｍｉＲ４８９３ｐ可通
过靶向ＰＲＤＭ５抑制ＡＭＬ细胞系 Ｕ９３７的侵袭和迁移
能力。

为了进一步探究 ｍｉＲ４８９３ｐ靶向 ＰＲＤＭ５调控
ＡＭＬ细胞系Ｕ９３７侵袭和迁移能力的分子学机制，本
研究观察了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的变化。既往研
究表明，ＰＲＤＭ５影响Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的传导，抑制
癌基因表达从而起到抑癌作用［３］。过表达ｍｉＲ４８９３ｐ
后，ＡＭＬ细胞中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号传导被阻碍，ＡＭＬ
细胞的生长从而受到抑制［１３］。本研究结果显示，过表

达 ｍｉＲ４８９３ｐ后，βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平降低，
ＧＳＫ３β蛋白表达水平升高，表明 ｍｉＲ４８９３ｐ可抑制
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。过表达ＰＲＤＭ５后，βｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达水平升高，ＧＳＫ３β蛋白表达水平降低，但沉
默ＰＲＤＭ５后，结果与之相反，表明 ＰＲＤＭ５可激活
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的传导。过表达 ｍｉＲ４８９３ｐ

后，再过表达 ＰＲＤＭ５后，Ｕ９３７中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路传导恢复，表明 ｍｉＲ４８９３ｐ通过靶向 ＰＲＤＭ５抑
制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。

综上所述，ＡＭＬ患者骨髓 ｍｉＲ４８９３ｐ和 ＰＲＤＭ５
呈异常表达，ｍｉＲ４８９３ｐ通过靶向抑制 ＰＲＤＭ５的表
达，进一步抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，从而降低
ＡＭＬ细胞系Ｕ９３７的迁移和侵袭能力。
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