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摘要：目的　研究维奈克拉（Ｖｅｎｅ）通过调控微小 ＲＮＡ－４１０－３ｐ（ｍｉＲ－４１０－
３ｐ）／高迁移率族蛋白Ｂ１（ＨＭＧＢ１）轴对急性髓性白血病（ＡＭＬ）细胞增殖和凋亡
的影响。方法　将ＴＨＰ１细胞随机分为对照组（正常培养）、实验组（１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ｖｅｎｅ处理）、ｉｎｈ－ＮＣ组（实验组 ＋转染 ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ阴性对照）、ｉｎｈ－
ｍｉＲ－４１０－３ｐ组（实验组＋转染ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ）、ｉｎｈ－ＮＣ联合ｓｈ－ＮＣ组
（ｉｎｈ－ＮＣ组＋转染 ｓｈ－ＨＭＧＢ１阴性对照）、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合 ｓｈ－ＮＣ
组（ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组＋转染ｓｈ－ＨＭＧＢ１阴性对照）、ｓｈ－ＨＭＧＢ１组（ｉｎｈ－
ｍｉＲ－４１０－３ｐ组 ＋转染 ｓｈ－ＨＭＧＢ１）。用实时荧光定量聚合酶链反应检测
ｍｉＲ－４１０－３ｐ和ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的相对表达水平，用免疫荧光实验检测 ＨＭＧＢ１
的阳性表达情况，用５－乙炔基－２′－脱氧尿苷（ＥｄＵ）法检测细胞增殖情况，用
蛋白质印迹法检测Ｂ淋巴细胞瘤－２（Ｂｃｌ－２）和Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）的蛋
白相对表达水平。结果　对照组、实验组、ｉｎｈ－ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组、
ｉｎｈ－ＮＣ联合ｓｈ－ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合ｓｈ－ＮＣ组、ｓｈ－ＨＭＧＢ１组的
细胞中 ｍｉＲ－４１０－３ｐ相对表达水平分别为 １００±０１５、３７６±０３１、
３６４±０３３、１６９±０２０、１００±０１７、０４２±００６、０８９±００７，ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为 １００±０１３、０６２±００７、０６５±００６、０９３±０１１、
１００±０１５、１９３±０２１、１１４±０１６；对 照 组、实 验 组、ｉｎｈ－ＮＣ 组、
ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组的ＨＭＧＢ１相对荧光水平分别为１００±０１６、０５５±００７、
０５８±００８、０８２±０１４；ｉｎｈ－ＮＣ联合 ｓｈ－ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合
ｓｈ－ＮＣ组、ｓｈ－ＨＭＧＢ１组 的 细 胞 增 殖 率 分 别 为 （１１４６±１９５）％、
（３７８２±５３１）％、（１６１４±３０５）％，Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平分别为
１００±０１４、４１７±０３９、１３３±０１８，Ｂａｘ蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为
１００±０１６、０３２±００８、０９１±０１３。对照组的上述指标与实验组比较，
ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组的上述指标与ｉｎｈ－ＮＣ组比较，ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合
ｓｈ－ＮＣ组的上述指标与ｉｎｈ－ＮＣ联合ｓｈ－ＮＣ组比较，ｓｈ－ＨＭＧＢ１组的上述指
标与ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜０００１）。结论　Ｖｅｎｅ可以通过调控ｍｉＲ－４１０－３ｐ／ＨＭＧＢ１轴抑制ＡＭＬ
细胞的增殖、诱导ＡＭＬ细胞的凋亡。
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｉｎｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐｇｒｏｕｐ，ｉｎｈ－ＮＣｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｉｎｈ－
ｍｉＲ－４１０－３ｐｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｓｈ－ＨＭＧＢ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１５，３７６±０３１，３６４±０３３，
１６９±０２０，１００±０１７，０４２±００６，０８９±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
ｗｅｒｅ１００±０１３，０６２±００７，０６５±００６，０９３±０１１，１００±０１５，１９３±０２１，１１４±０１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＶｅｎｅｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡＭＬｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡＭＬｃｅｌｌｓｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ－４１０－３ｐ／ＨＭＧＢ１ａｘｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｖｅｎｅｔｏｃｌａｘ；ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２；
ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　急性髓性白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）
是一种造血系统恶性疾病，可导致骨髓中髓系前体

细胞过度积累，是成人白血病最常见的类型，存活

率较低［１］。维奈克拉（ｖｅｎｅｔｏｃｌａｘ，Ｖｅｎｅ）是 Ｂ淋巴
细胞瘤 －２（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）抑制药，
可靶向抑制 Ｂｃｌ－２蛋白，促进白血病细胞凋亡，已
被用于治疗 ＡＭＬ［２］。研究表明，微小核糖核酸 －
４１０－３ｐ（ｍｉｃｒｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ－４１０－３ｐ，
ｍｉＲ－４１０－３ｐ）参与调控乳腺癌、宫颈癌等肿瘤细
胞的恶性生物学行为，在肿瘤的发生发展中发挥重

要作用［３］。高迁移率族蛋白Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）是与肿瘤有关的调控基因，其异
常表达，与白血病细胞的增殖、凋亡等生物学行为

有 关［４］。本 研 究 旨 在 探 讨 Ｖｅｎｅ通 过 调 控
ｍｉＲ－４１０－３ｐ／ＨＭＧＢ１轴对 ＡＭＬ细胞增殖和凋亡
的影响，以期为鉴别潜在的临床靶点和生物标志提

供一定的参考依据。

材料与方法

１　材料
细胞　ＨＳ－５细胞（正常人骨髓基质细胞）、

ＴＨＰ１细胞（急性髓系白血病细胞）、ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞
（人胚胎肾细胞２９３），均购自武汉普诺赛生命科技有
限公司。

药品与试剂 　 Ｖｅｎｅ，纯 度：９９９７％，批 号：
Ｓ８０４８２０，美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司生产。杜氏改良 Ｅａｇｌｅ培
养基／营养混合物 Ｆ－１２（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍ／ｎｕｔｒｉｅｎｔｍｉｘｔｕｒｅＦ－１２，ＤＭＥＭ／Ｆ－１２）、
ＨＭＧＢ１重组兔单抗、Ｂｃｌ－２鼠单抗、Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋
白（Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）鼠单抗、山羊抗
兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７标记二抗、山羊抗鼠辣根过氧化物
酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记二抗、Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染试剂、放射免疫沉淀（ｒａｄｉｏ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）蛋白裂解液，美国赛
默飞世尔科技公司提供；ｍｉＲ－４１０－３ｐ模拟物
（ｍｉＲ－４１０－３ｐｍｉｍｉｃｓ）、ｍｉＲ－４１０－３ｐ抑制物
（ｍｉＲ－４１０－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ）、
ＨＭＧＢ１抑制物（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＨＭＧＢ１，ｓｈ－ＨＭＧＢ１）、
各自阴性对照（ＮＣｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈ－ＮＣ、ｓｈ－ＮＣ）、双荧光
素酶报告载体和所有引物，均由上海生工生物工程股

份有限公司生产；ＴＲＮｚｏｌＵｎｉｖｅｒｓａｌ总核糖核酸（ｒｉｂｏ
ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＲＮＡ）提取试剂，北京天根生化科技有限
公司生产；二辛可酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白法
检测试剂盒，上海酶联生物科技有限公司生产；双荧

光素酶报告基因检测试剂盒、５－乙炔基－２′－脱氧尿
苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）细胞增殖检测
试剂盒、细胞活力检测试剂 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８），均由上海碧云天生物技术有限公司生产；
ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ试剂盒，均由日本ＴａｋａｒａＢｉｏ公司生产。

仪器　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６实时荧光定量聚合酶链
反 应 （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪，瑞 士 罗 氏 公 司 产 品；
ＧＦＭ－２００生物荧光显微镜，上海光密仪器有限
公司产品；ＣＬ７５０蛋白质印迹显影仪、Ｖａｒｉｏｓｋａｎ
ＬＵＸ全能酶标仪，均为美国赛默飞世尔科技公司
产品。

２　实验方法
２１　细胞培养

所有细胞均在 ＤＭＥＭ／Ｆ－１２培养基（含有１０％
胎牛血清和 １％青霉素 －链霉素溶液）、３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养，每隔１ｄ更换培养液。
２２　细胞分组与处理方法

将对数生长期的ＴＨＰ１细胞以每孔１×１０５个接种
于６孔板中，用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００细胞转染试剂分
别转染 ｉｎｈ－ＮＣ、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ、ｉｎｈ－ＮＣ＋
ｓｈ－ＮＣ、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ＋ｓｈ－ＮＣ、ｉｎｈ－ｍｉＲ－
４１０－３ｐ＋ｓｈ－ＨＭＧＢ１，６ｈ后用新鲜培养基代替转染
细胞的培养上清液继续孵育，收集转染 ２４ｈ后的
ＴＨＰ１细胞用于后续实验。

ＴＨＰ１细胞分为对照组（正常培养）、实验组
（１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｖｅｎｅ处理）、ｉｎｈ－ＮＣ组（实验组 ＋
转染ｉｎｈ－ＮＣ）、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组（实验组 ＋转
染ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ）、ｉｎｈ－ＮＣ联合 ｓｈ－ＮＣ组
（ｉｎｈ－ＮＣ组＋转染ｓｈ－ＮＣ）、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联
合 ｓｈ－ＮＣ组（ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组 ＋转染
ｓｈ－ＮＣ）、ｓｈ－ＨＭＧＢ１组（ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组 ＋

转染 ｓｈ－ＨＭＧＢ１）。ＨＳ－５细胞正常培养，记作
ＨＳ－５组。
２３　双荧光素酶报告基因检测 ｍｉＲ－４１０－３ｐ和
ＨＭＧＢ１的靶向关系［５］

Ｓｔａｒｂａｓｅ预测ＨＭＧＢ１和ｍｉＲ－４１０－３ｐ的靶向关
系，双荧光素酶报告实验验证 ｍｉＲ－４１０－３ｐ和
ＨＭＧＢ１的靶向关系，构建 ＨＭＧＢ１的野生型（ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ，ＷＴ）质粒和突变型（ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ，ＭＵＴ）质粒。将
对数生长期的ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞以每孔１×１０５个接种
于６孔板中，用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００细胞转染试剂，
将ＨＭＧＢ１ＷＴ和 ＨＭＧＢ１ＭＵＴ分别与 ＮＣｍｉｍｉｃｓ和
ｍｉＲ－４１０－３ｐｍｉｍｉｃｓ共转染至 ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞，转
染４８ｈ后通过双荧光素酶报告分析系统检测荧光素
酶活性。

２４　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 ｍｉＲ－４１０－３ｐ和 ＨＭＧＢ１
ｍＲＮＡ的相对表达水平［６］

用ＴＲＮｚｏｌＵｎｉｖｅｒｓａｌ总ＲＮＡ提取试剂从各组细胞
中提取总ＲＮＡ，用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒
将其反转录为 ｃＤＮＡ，用 ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
定量，以 Ｕ６和甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ
ｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参，
用２－ΔΔＣｔ法分析ｍｉＲ－４１０－３ｐ和ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对
表达水平。

２５　ＣＣＫ－８实验检测各处理组 ＴＨＰ１细胞的
活力［７］

将各组细胞接种于 ９６孔板（每孔 １×１０６个细
胞）中，按照方法“２２”处理以及分别用 ０、１０和
１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｖｅｎｅ处理，按照 ＣＣＫ－８试剂盒说
明书，取生长状态良好、细胞分布及密度均一的孔，

每孔加入 ＣＣＫ－８溶液１０μＬ并于３７℃孵育２ｈ，
用酶标仪检测各组细胞在４５０ｎｍ处的光密度并进
行分析。

２６　免疫荧光实验检测细胞中 ＨＭＧＢ１的阳性表达
情况［８］

细胞用含０３％ 曲拉通 Ｘ－１００（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）
的 ＰＢＳ透化，暴露于 １０％牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ），并与 ＨＭＧＢ１重组兔单抗
（１∶５００）在４℃下孵育过夜。用山羊抗兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
６４７标记二抗（１∶５０００）在３７℃下孵育细胞１ｈ，用
４′，６－二脒基－２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染料将细胞核染色１０ｍｉｎ，并在荧
光显微镜下观察。

２７　ＥｄＵ实验检测各组ＴＨＰ１细胞的增殖率［９］

按照ＥｄＵ试剂盒说明书，将接种到９６孔板中的
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细胞（每孔１×１０６个细胞）在２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＥｄＵ缓冲
液中３７℃培养２ｈ，用４％甲醛固定０５ｈ，并用０１％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００室温孵育２０ｍｉｎ，最后进行避光染色，
用荧光显微镜观察并计算细胞增殖率。

２８　蛋白质印迹法检测 Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ的蛋白相对
表达水平［１０］

用ＲＩＰＡ细胞裂解液处理细胞，然后从各组细胞
中提取总蛋白，用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，取蛋白
５０μｇ进行十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶
（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳分离（１２％的分离胶），完毕后转移
到聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上，
用含 ５％ ＢＳＡ和含吐温的 Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液（ｔｒｉｓ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）封闭培养２ｈ，分别
加入Ｂｃｌ－２一抗（１∶５００）、Ｂａｘ一抗（１∶５００）４℃过夜
孵育，次日冲洗后加入山羊抗鼠 ＨＲＰ标记二抗
（１∶５０００），室温孵育２ｈ后 ＴＢＳＴ洗膜。用凝胶成像
系统，以 ＧＡＰＤＨ为内参，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析条带的
灰度值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，两两比较用
ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　ＨＭＧＢ１是ｍｉＲ－４１０－３ｐ的直接靶标
ＴＨＰ１细胞分为对照组（正常培养）、实验组（１００

ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｖｅｎｅ处理）、ｉｎｈ－ＮＣ组（实验组 ＋转染
ｉｎｈ－ＮＣ）、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组（实验组＋转染ｉｎｈ－
ｍｉＲ－４１０－３ｐ）、ｉｎｈ－ＮＣ联合ｓｈ－ＮＣ组（ｉｎｈ－ＮＣ组＋
转染ｓｈ－ＮＣ）、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合 ｓｈ－ＮＣ组
（ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组 ＋转染 ｓｈ－ＮＣ）、ｓｈ－
ＨＭＧＢ１组（ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组 ＋转染 ｓｈ－
ＨＭＧＢ１）。ＨＳ－５细胞和 ＴＨＰ１细胞正常培养，分别
记作ＨＳ－５组和对照组。

通过Ｓｔａｒｂａｓｅ在线网站对 ｍｉＲ－４１０－３ｐ的靶基
因进行预测和分析，发现ＨＭＧＢ１是ｍｉＲ－４１０－３ｐ的
潜在靶标（图１）。双荧光素酶活性检测结果显示，ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ组的ＨＭＧＢ１ＷＴ和 ＨＭＧＢ１ＭＵＴ荧光活性分
别为２３７±０１８和２２９±０２０，ｍｉＲ－４１０－３ｐｍｉｍｉｃｓ组
的 ＨＭＧＢ１ＷＴ和 ＨＭＧＢ１ＭＵＴ荧光活性分别为
１６４±０１１和２３２±０１７；ｍｉＲ－４１０－３ｐｍｉｍｉｃｓ组

　　

图 １　Ｓｔａｒｂａｓｅ预测微小 ＲＮＡ－４１０－３ｐ（ｍｉＲ－４１０－３ｐ）／高

迁移率族蛋白Ｂ１（ＨＭＧＢ１）的靶向关系及结合位点关系图

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＰｌｏｔｏｆＳｔａｒｂａｓｅ’ｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇａｎｄｂｉｎｄ

ｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ－４１０－３ｐ（ｍｉＲ－４１０－３ｐ）／ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙ

ｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎＢ１（ＨＭＧＢ１）

与ＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，ＨＭＧＢ１ＷＴ荧光活性显著降低
（Ｐ＜０００１），ＨＭＧＢ１ＭＵＴ荧光活性无显著差异
（Ｐ＞００５）。ｑＲＴ－ＰＣＲ实验结果显示，ＨＳ－５组的
ｍｉＲ－４１０－３ｐ和ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１８和１００±０１６，对照组的 ｍｉＲ－４１０－３ｐ
和ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 ０３１±００６
和２１９±０３１；对照组与ＨＳ－５组比较，ｍｉＲ－４１０－３ｐ
相对表达水平显著降低，ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对表达水
平显著升高（均Ｐ＜０００１）。
２　Ｖｅｎｅ抑制ＴＨＰ１细胞的活力

ＣＣＫ－８细胞活力实验结果显示，０、１０、１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ｖｅｎｅ药物浓度条件下，ＴＨＰ１细胞的活力分别为
（１００００±１９２５）％、（８６１１±１４８２）％、（６１１９±８４３）％，
与０ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｖｅｎｅ药物浓度相比，１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ｖｅｎｅ药物浓度条件下的 ＴＨＰ１细胞的活力显著下
降（Ｐ＜０００１），１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｖｅｎｅ药物浓度条
件 下 的 ＴＨＰ１细 胞 的 活 力 无 显 著 性 差 异
（Ｐ＞００５）。
３　Ｖｅｎｅ通过促进ｍｉＲ－４１０－３ｐ下调ＨＭＧＢ１表达

ｑＲＴ－ＰＣＲ实验结果显示，对照组、实验组、ｉｎｈ－
ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组的 ｍｉＲ－４１０－３ｐ
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１５、３７６±０３１、
３６４±０３３、１６９±０２０，ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对表达水
平分别为 １００±０１３、０６２±００７、０６５±００６、
０９３±０１１；实验组与对照组比较，ｍｉＲ－４１０－３ｐ
ｍＲＮＡ相对表达水平显著升高，ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对表
达水平显著降低（均 Ｐ＜０００１）；ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ
组与ｉｎｈ－ＮＣ组比较，ｍｉＲ－４１０－３ｐｍＲＮＡ相对表达
水平显著降低，ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相对表达水平显著升
高（均Ｐ＜０００１）。免疫荧光结果显示，对照组、实验
组、ｉｎｈ－ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组的 ＨＭＧＢ１相
对荧光水平分别为 １００±０１６、０５５±００７、
０５８±００８和０８２±０１４；实验组与对照组比较，
ＨＭＧＢ１相对荧光水平显著降低 （Ｐ＜０００１）；
ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ组与ｉｎｈ－ＮＣ组比较，ＨＭＧＢ１相
对荧光水平显著升高（Ｐ＜０００１），见图２。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

图 ２　免疫荧光检测各处理组细胞 ＨＭＧＢ１的阳性表达情况
（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１ｉｎｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（×２００）
Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：１００

ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｖｅｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｉｎｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ｉｎｈ－ＮＣｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｏｎ

ｂａｓｅｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐｇｒｏｕｐ：ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ

ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｏｎｔｈｅｂａｓｅｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；ＤＡＰＩ：４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－

２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ

４　Ｖｅｎｅ通过ｍｉＲ－４１０－３ｐ／ＨＭＧＢ１轴抑制 ＴＨＰ１
细胞的增殖

ｑＲＴ－ＰＣＲ实验结果显示，ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ
联合ｓｈ－ＮＣ组与ｉｎｈ－ＮＣ联合ｓｈ－ＮＣ组相比，细胞
ｍｉＲ－４１０－３ｐ的相对表达水平显著下降，ＨＭＧＢ１
ｍＲＮＡ相对表达水平显著上升；ｓｈ－ＨＭＧＢ１组与
ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合 ｓｈ－ＮＣ组相比，细胞 ｍｉＲ－
４１０－３ｐ的相对表达水平显著上升，ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ相
对表达水平显著下降（均Ｐ＜０００１）。ＥｄＵ实验结果
显示，ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合ｓｈ－ＮＣ组与ｉｎｈ－ＮＣ
联合 ｓｈ－ＮＣ组相比，细胞增殖率显著升高；ｓｈ－
ＨＭＧＢ１组与 ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合 ｓｈ－ＮＣ组相
比，细胞增殖率显著降低（均 Ｐ＜０００１）。蛋白质印
迹结果显示，ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合 ｓｈ－ＮＣ组与
ｉｎｈ－ＮＣ联合ｓｈ－ＮＣ组相比，细胞 Ｂｃｌ－２蛋白相对
表达水平显著上升，Ｂａｘ蛋白相对表达水平显著下降；
ｓｈ－ＨＭＧＢ１组与 ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐ联合 ｓｈ－ＮＣ
组相比，细胞Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平显著下降，Ｂａｘ
蛋白相对表达水平显著上升（均Ｐ＜０００１），见表１。

表１　各组细胞的基因相对表达水平、增殖率及凋亡蛋白相对表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｉｔｅｍ ｉｎｈ－ＮＣｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣ ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣ ｓｈ－ＨＭＧＢ１

ｍｉＲ－４１０－３ｐｍＲＮＡ １００±０１７ ０４２±００６ ０８９±００７＃＃＃

ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ １００±０１５ １９３±０２１ １１４±０１６＃＃＃

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％） １１４６±１９５ ３７８２±５３１ １６１４±３０５＃＃＃

Ｂｃｌ－２ｐｒｏｔｅｉｎ １００±０１４ ４１７±０３９ １３３±０１８＃＃＃

Ｂａｘｐｒｏｔｅｉｎ １００±０１６ ０３２±００８ ０９１±０１３＃＃＃

Ｉｎｈ－ＮＣｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｓｈ－ＮＣｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｉｎｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ；ｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｓｈ－ＮＣｗａｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐｇｒｏｕｐ；ｓｈ－ＨＭＧＢ１ｇｒｏｕｐ：ｓｈ－ＨＭＧＢ１ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｉｎｈ－ＮＣｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｈ－ｍｉＲ－４１０－３ｐｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

讨　　论

ＡＭＬ的生物学不良风险和耐药性的增加是早期
较短缓解期、较低生存率及较高死亡率的主要原

因［１１］，因此为开发更加有效的监测与治疗方案，探索

新的ＡＭＬ预测、诊断及治疗靶点的生物标志物是极
为关键。

ｍｉＲＮＡ可通过调控下游靶基因的表达，参与癌细
胞行为调控［１２］，其已被证明是癌症诊断和预后的工

具，具有致癌或肿瘤抑制作用，ｍｉＲ－４１０－３ｐ与多种
肿瘤的发生发展有关［１３］，但与 ＡＭＬ的相关性尚不清
楚。本研究结果显示，对照组细胞与 ＨＳ－５组相比，

ｍｉＲ－４１０－３ｐ的相对表达水平显著下调；实验组与对
照组相比，细胞中 ｍｉＲ－４１０－３ｐ的相对表达水平显
著上升，说明Ｖｅｎｅ能促进 ｍｉＲ－４１０－３ｐ上调。本研
究通过生物信息学分析发现，ＨＭＧＢ１可能是 ｍｉＲ－
４１０－３ｐ的下游靶点，双荧光素酶报告基因实验证实，
ＨＭＧＢ１与ｍｉＲ－４１０－３ｐ靶向结合。本研究通过上调
ｍｉＲ－４１０－３ｐ得到ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ和蛋白相对荧光水平
降低的结果，提示 ＨＭＧＢ１可以被 ｍｉＲ－４１０－３ｐ靶向
负调控。ＨＭＧＢ１作为一种关键的抗凋亡和促自噬蛋
白，在包括ＡＭＬ在内的许多癌症的化疗和放疗后过
表达和释放。有研究表明，ＨＭＧＢ１不仅通过抑制细
胞凋亡和促进细胞增殖，而且通过充当骨髓分化的负

调节因子参与ＡＭＬ的发展和进展［１４］。本研究显示在
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Ｖｅｎｅ药 物 作 用 条 件 下，抑 制 ＴＨＰ１ 细 胞 内
ｍｉＲ－４１０－３ｐ的表达后，ＨＭＧＢ１的表达水平显著升
高，ＴＨＰ１细胞的增殖率明显提高，而敲低 ＨＭＧＢ１的
表达，可显著降低 ＴＨＰ１细胞的增殖率。这与赵健衡
等［３］得到的研究结果：舒芬太尼可上调ｍｉＲ－４１０－３ｐ
的表达，靶向负调控下游基因表达，抑制宫颈癌细胞

的生物学行为相一致。上述结果提示，Ｖｅｎｅ可通过调
控ｍｉＲ－４１０－３ｐ／ＨＭＧＢ１轴抑制细胞增殖。

Ｖｅｎｅ是一种选择性 Ｂｃｌ－２口服抑制药，可特异
性靶向结合Ｂｃｌ－２蛋白，降低Ｂｃｌ－２的表达，影响线
粒体外膜通透性，导致细胞凋亡的快速启动［１５］。

Ｂｃｌ－２家族蛋白是调控细胞凋亡的关键分子，通过阻
止线粒体释放细胞色素ｃ和其他凋亡因子，发挥抗凋
亡功能［１６］，研究证明 Ｂｃｌ－２在白血病干细胞中过度
表达，与化疗耐药和较低的生存率有关，靶向抑制

Ｂｃｌ－２可以抑制白血病干细胞的发展［１７］。Ｂｃｌ－２是
细胞凋亡的抑制因子，Ｂａｘ是细胞凋亡的促进因子，二
者是细胞凋亡发生水平的标志［１８］。王京京等［１９］研究

发现，紫檀芪通过上调ｍｉＲ－３４０－５ｐ表达，靶向下调
髓细胞白血病 －１表达，抑制胆囊癌细胞增殖，降低
Ｂｃｌ－２蛋白表达，提高 Ｂａｘ的蛋白表达，促进胆囊癌
细胞凋亡，从而减弱其恶性进展。本研究显示，下调

ｍｉＲ－４１０－３ｐ的表达，会明显提高抗凋亡蛋白Ｂｃｌ－２
的相对表达水平，降低 Ｂａｘ蛋白的表达，而当敲低
ＨＭＧＢ１的表达后，上述指标表达水平发生明显逆转，
这与王京京等［１９］的研究结果相类似。推测 Ｖｅｎｅ可
能通过上调 ｍｉＲ－４１０－３ｐ靶向负调控 ＨＭＧＢ１的表
达从而促进ＴＨＰ１细胞凋亡，延缓ＡＬＭ的发展进程。

本研 究 结 果 显 示，Ｖｅｎｅ能 够 通 过 调 控
ｍｉＲ－４１０－３ｐ／ＨＭＧＢ１轴抑制 ＴＨＰ１细胞增殖，促进
ＴＨＰ１细胞凋亡，提示ｍｉＲ－４１０－３ｐ可能作为潜在的
生物标志物在ＡＭＬ治疗中发挥重要作用。
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