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摘要:目的 观察微小 ＲＮＡ￣２６ａ(ｍｉＲ￣２６ａ)通过第 １０ 号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因(ＰＴＥＮ)对慢性

淋巴细胞白血病(ＣＬＬ)细胞耐药性的调控作用ꎮ 方法 实验分为 ４ 组:对照组(Ｌ１２１０ 细胞)ꎬ耐药组(Ｌ１２１０ / ＤＤＰ
细胞)、ＮＣ 组(转染空载质粒＋Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞)和抑制剂组(转染 ｍｉＲ￣２６ａ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 质粒＋Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞)ꎮ ＲＴ￣
ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣２６ａ 和 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达ꎻ双荧光素酶实验检测 ｍｉＲ￣２６ａ 对 ＰＴＥＮ 的靶向性ꎻＭＴＴ 法检测细胞对顺

铂(ＤＤＰ)耐药性ꎻ流式细胞仪检测细胞凋亡率ꎻＷｅｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＰＴＥＮ、磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ＰＩ３Ｋ)、丝氨酸￣
苏氨酸蛋白激酶(ＡＫＴ)蛋白表达ꎮ 结果 ｍｉＲ￣２６ａ 能够抑制细胞中 ＰＴＥＮ 表达(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ｍｉＲ￣２６ａ 可靶向作用于

ＰＴＥＮꎮ 抑制 ｍｉＲ￣２６ａ 表达可降低细胞对 ＤＤＰ 的半数抑制浓度( ＩＣ５０)值ꎬ提高细胞凋亡率ꎬ上调 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达及

ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论 抑制 ｍｉＲ￣２６ａ 表达可通过上调 ＰＴＥＮ 表达降低细胞耐药作用ꎮ
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ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｌｅｕｋｅｍｉａ ( ＣＬＬ) ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｔｅｎ
(ＰＴＥＮ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｌ１２１０ ｃｅｌｌｓ)ꎬ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｒｏｕｐ
(Ｌ１２１０ / ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ)ꎬ ＮＣ ｇｒｏｕｐ (ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ＋Ｌ１２１０ / ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ)ꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ (ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２６ａ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ ＋Ｌ１２１０ / ＤＤＰ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２６ａ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ ＋
Ｌ１２１０ / ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ) . ｍｉＲ￣２６ａ ａｎｄ ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ. Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｍｉＲ￣２６ａ ｔｏ ＰＴＥＮ. ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ
(ＤＤＰ). Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｏｆ ＰＴＥＮꎬ ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｉｄｙｌ ｉｎｏｓｉｔｏｌ￣３￣ｋｉｎａｓｅ ( ＰＩ３Ｋ)ꎬ ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ＡＫＴ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
ｍｉＲ￣２６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＴＥＮ ｉｎ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０􀆰 ０５). ｍｉＲ￣２６ａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ＰＴＥＮ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ￣２６ａ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＤＤＰꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＰＩ３Ｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２６ａ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１􀆰 ４１(６)

　 　 慢性淋巴细胞白血病( ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕ￣
ｋｅｍｉａꎬＣＬＬ)是临床常见的一种白血病ꎬ以外周血淋

巴细胞增高及骨髓成熟淋巴细胞浸润为主要特

征[１]ꎮ 患者在化疗过程中对药物的敏感性降低ꎬ继
而产生耐药性ꎬ如何避免耐药现象出现是治疗 ＣＬＬ
的关键[２]ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡ)参与多种生理病

理过程ꎬ与肿瘤细胞的化疗敏感性和耐药性有关ꎬ
ｍｉＲ￣２６ａ 能够调节化疗药物的敏感性[３]ꎮ 第 １０ 号

染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因( ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｔｅｎꎬＰＴＥＮ)是一种抑癌基因ꎬ其表达降低是肾癌预

后不良的有效指标[４]ꎮ ＰＴＥＮ 参与 ＣＬＬ 细胞对氟达

拉滨耐药ꎬ且 ｍｉＲ￣２６ａ 可通过调节 ＰＴＥＮ 表达参与

肿瘤细胞生理病理过程ꎬ但两者在 ＣＬＬ 耐药性中报

道较少[５]ꎮ 本研究通过观察 ｍｉＲ￣２６ａ 调控 ＰＴＥＮ 对

小鼠 Ｌ１２１０ 细胞系和小鼠耐顺铂( ｃｉｓｐｌａｔｉｎꎬＤＤＰ)
Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞亚系耐药性的影响ꎬ探讨其可能作

用机制ꎬ旨在为临床治疗 ＣＬＬ 提供理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞系:小鼠淋巴细胞白血病 Ｌ１２１０ 细胞系

(中国科学院上海细胞库)ꎮ 小鼠耐 ＤＤＰ 淋巴细胞

白血病 Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞亚系(上海奥陆生物科技有

限公司)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 药物、主要试剂:注射用 ＤＤＰ(山东齐鲁制

药厂)ꎻＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清(ＦＢＳ) (Ｇｉｂｃｏ 公

司)ꎻＭＴＴ 试剂 ( Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣
２６ａ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 质 粒、 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２６ａ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ＮＣ 质

粒(广州锐博生物科技有限公司)ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 转染试剂( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ野生型和突变型

ＰＴＥＮ 重组质粒 (上海生工生物工程股份有限公

司)ꎻ兔抗小鼠 ＰＴＥＮ、磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ
ｉｎｏｓｉｔｏｌ￣３￣ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ)、丝氨酸￣苏氨酸蛋白激酶

( ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＡＫＴ) 多抗、 ｐ￣ＡＫＴ
多抗和山羊抗兔 ＩｇＧ￣ＨＲＰ(Ａｂｃａｍ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的培养及分组处理:将 Ｌ１２１０ 细胞接种

于质量分数 １０％ ＦＢＳ 及 １％青链霉素的 ＤＭＥＭ 培养

基ꎬ于体积分数 ５％ ＣＯ２ 培养箱内 ３７ ℃常规培养ꎻ
Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞接种于 ＤＤＰ 终浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ / Ｌ 的

ＤＭＥＭ 培养基ꎬ实验前 １ 周撤药ꎬ取对数增殖期细胞

用于后续实验ꎮ
将细胞分为对照组 ( Ｌ１２１０ 细胞)、 耐药组

( Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细 胞 )、 ＮＣ 组 ( ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２６ａ￣
ｉｎｈｉｂｉｔｓ￣ＮＣ 质粒 ＋ Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞) 和抑制剂组

(ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２６ａ￣ｉｎｈｉｂｉｔｓ 质粒＋Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞)ꎮ
按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 说明书将其进行转染ꎬ继
续培养 ２４ ｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测细胞中 ｍｉＲ￣２６ａ、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ
表达量:取稳定转染的各组细胞ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ反转

录 ｃＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增条件:９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃ 退火 ２０ ｓꎬ７０ ℃ 延伸

３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ ｍｉＲ￣２６ａ 上游引物: ５′￣ＡＡＴＣ
ＧＡＡＴＴＣＧＣＴＧＡＧＴＣＡＧＡ￣３′ꎻ下游引物:５′￣ＣＡＴＡＡＧ
ＧＣＧＴＣＧＡＧＴＧＣＡＡＣＣ￣３′ꎮ Ｕ６ 上游引物: ５′￣ＡＣＴＧ
ＣＡＴＧＣＣＡＴＴＧＣＡＧＴＣ￣３′ꎻ 下 游 引 物: ５′￣ＡＣＣＧＴＧ
ＡＡＣＴＴＧＣＣＴＧＣＡＡ￣３′ꎮ ＰＴＥＮ 上游引物: ５′￣ＡＧＧＴ
ＴＣＡＧＣＴＡＧＣＴＡＴＧＧＣＡ￣３′ꎻ下游引物:５′￣ＣＡＧＣＣＴＡ
ＡＡＣＴＧＣＴＡＧＣＴＡＡ￣３′ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 上游引物: ５′￣ＡＧＣ
ＡＧＣＡＧＴＴＡＴＡＣＴＡＧＣＡ￣３′ꎻ下游引物:ＡＣＴＡＧＣＴＡＧ
ＣＡＴＣＡＴＧＣＡＡ￣３′ꎮ ｍｉＲ￣２６ａ 以 Ｕ６ 为内参ꎬＰＴＥＮ 以

β￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ 法计算 ｍｉＲ￣２６ａ、ＰＴＥＮ
ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｍｉＲ￣２６ａ 与 ＰＴＥＮ 靶向性的检测:预测 ｍｉＲ￣
２６ａ ３′ＵＴＲ 与 ＰＴＥＮ 之间的结合位点ꎬ分别构建野

生型重组质粒 ｐＭｉｒ￣ＰＴＥＮ￣ＷＴ 和突变型重组质粒

ｐＭｉｒ￣ＰＴＥＮ￣ＭＵＴꎬ分为野生型 ＮＣ 组、野生型＋ｍｉＲ￣
２６ａ 组、突变型 ＮＣ 组、突变型 ＋ｍｉＲ￣２６ａ 组ꎬ利用

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 将 ｍｉＲ￣２６ａ￣ｍｉｍｉｃｓ / ｍｉＲ￣２６ａ￣
ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 与 ｐＭｉｒ￣ＰＴＥＮ￣ＭＴ / ｐＭｉｒ￣ＰＴＥＮ￣ＭＵＴ 质粒

共转染 Ｌ１２１０ 细胞ꎬ按试剂盒说明书操作ꎬ计算相对

荧光素酶活性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 耐药性的检测:取稳定转染的各组细胞ꎬ接
种于 ９６ 孔板ꎬ待细胞汇合至 ７０％左右时ꎬ加入含

ＤＤＰ(０􀆰 ０２、０􀆰 ２、２、２０ 和 ２００ ｇ / ｍＬ)的 ＤＭＥＭ 培养

基ꎬ４８ ｈ后ꎬ每孔加入 ＭＴＴ(５ ｇ / Ｌ)溶液 ２０ μＬꎬ继续

培养 ２ ｈ 后弃上清液ꎬ加入 ＤＭＳＯ １５０ μＬ /孔ꎬ充分

振荡 １０ ｍｉｎꎬ用酶标仪测定 ４９０ ｎｍ 波长处吸光度

(Ａ)值ꎬ计算细胞抑制率ꎬ细胞抑制率(％)＝ (１－实
验组 Ａ 值 /对照组 Ａ 值) ×１００％ꎬ绘制细胞抑制率曲

线ꎬ根据曲线拟合方程求出 Ｌ１２１０ 细胞、Ｌ１２１０ / ＤＤＰ

２７８
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细胞对 ＤＤＰ 的半数抑制浓度 ( ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉ￣
ｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＩＣ５０)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞仪检测细胞凋亡率:取稳定转染的

各组细胞ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ结合

缓冲液重悬细胞ꎬ加入 ５ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ 混匀ꎬ
４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ１０ μＬ ＰＩ 染色 ５ ｍｉｎꎬ使用流

式细胞仪检测细胞凋亡情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ
蛋白相对表达量:取稳定转染的各组细胞ꎬ加入

ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞ꎬ离心取上清ꎬＢＣＡ 法测定蛋

白浓度ꎬ蛋白变性ꎬ进行 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ
转膜ꎬ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬＴＢＳＴ 溶液洗膜ꎬ分别加

入 １ ∶ １ ０００ 稀释的 ＰＴＥＮ、 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、 ｐ￣ＡＫＴ 和

β￣ａｃｔｉｎ一抗ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 溶液洗涤后加入

ＨＲＰ 标记的山羊抗兔二抗(１ ∶ ４ ０００)ꎬ室温孵育

２ ｈꎬ加入 ＥＣＬ 化学发光试剂ꎬ显影、定影、拍照ꎬ分
析各目标蛋白条带吸光度值ꎬ以目的蛋白条带吸光

度值与内参 β￣ａｃｔｉｎ 条带吸光度值表示目的蛋白的

相对表达量ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计学软件分析数据ꎬ计量资

料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ多样本计量资料比较

采用单因素方差分析ꎬ两两样本比较采用 ＳＮＫ￣ｑ
检验ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 细胞耐药对 ｍｉＲ￣２１６、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达的

影响

Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞中 ｍｉＲ￣２６ａ ｍＲＮＡ 表达明显降

低ꎬＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 １)ꎮ

表 １　 细胞耐药对 ｍｉＲ￣２６ａ、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
　 　 　 　 ｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２６ａ ａｎｄ ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ￣２６ａ ＰＴＥＮ

ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ０２±０􀆰 １３ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５∗

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

２􀆰 ２　 转染 ｍｉＲ￣２６ａ 对 ｍｉＲ￣２６ａ、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表

达的影响

与 ＮＣ 组比较ꎬ耐药组、抑制剂组 ｍｉＲ￣２６ａ ｍＲＮＡ

表达降低ꎬ ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达升高ꎬ且抑制剂组

ｍｉＲ￣２６ａ ｍＲＮＡ 表达低于耐药组ꎬＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达

高于耐药组(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 ２)ꎮ

表 ２　 转染 ｍｉＲ￣２６ａ 对 ｍｉＲ￣２６ａ、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ
　 　 表达的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣２６ａ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 　 ｏｆ ｍｉＲ￣２６ａꎬ ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ￣２６ａ ＰＴＥＮ

ＮＣ ０􀆰 ９８±０􀆰 １１ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５∗

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０８∗＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｒｏｕｐ.

２􀆰 ３　 ｍｉＲ￣２６ａ 靶基因验证

生物信息预测显示ꎬｍｉＲ￣２６ａ 与 ＰＴＥＮ 存在连

续结合位点(图 １)ꎮ
野生型 ＮＣ 组、野生型 ＋ｍｉＲ￣２６ａ 组、突变型

ＮＣ 组、突变型＋ｍｉＲ￣２６ａ 组相对荧光素酶活性分别

为:(１􀆰 ３１±０􀆰 １５)、(０􀆰 ７３±０􀆰 ０８)、(１􀆰 ２９±０􀆰 １４)和
(１􀆰 ３２±０􀆰 １３)ꎮ 与野生型＋ｍｉＲ￣２６ａ 组比较ꎬ野生

型 ＮＣ 组、突变型 ＮＣ 组、突变型＋ｍｉＲ￣２６ａ 组相对

荧光素酶活性显著升高( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 野生型 ＮＣ
组、突变型 ＮＣ 组、突变型＋ｍｉＲ￣２１ 组相对荧光素

酶活性无差异(图 １)ꎮ

图 １　 ｍｉＲ￣２６ａ 与 ＰＴＥＮ 的结合位点

Ｆｉｇ １　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｍｉＲ￣２６ａ ａｎｄ ＰＴＥＮ

２􀆰 ４　 细胞抑制率及对 ＤＤＰ 的 ＩＣ５０ 值比较

不同浓度 ＤＤＰ 处理细胞后ꎬ耐药组细胞抑制率

降低ꎬ抑制组细胞抑制率升高(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ２)ꎮ
对照组、ＮＣ 组、耐药组、抑制组细胞对ＤＤＰ 的 ＩＣ５０

值分别为:(１􀆰 １２±０􀆰 １３) ｇ / ｍＬ、(１􀆰 ０７ ± ０􀆰 １２) ｇ / ｍＬ、
(６􀆰 ３５±０􀆰 ６５) ｇ / ｍＬ 和(０􀆰 １６±０􀆰 ０２) ｇ / ｍＬꎮ 与对照

组、ＮＣ 组比较ꎬ耐药组细胞 ＩＣ５０值升高ꎬ抑制组细胞

ＩＣ５０值降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ且抑制组细胞 ＩＣ５０值低于耐

药组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 对照组和 ＮＣ 组细胞 ＩＣ５０ 值无

差异ꎮ
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图 ２　 细胞抑制率比较

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｓｔａｔｉｃ ｒａｔｅ

２􀆰 ５　 细胞凋亡率比较

对照组、ＮＣ 组、耐药组、抑制组细胞凋亡率分

别为:(６６􀆰 ２８ ± ６􀆰 ７９)％、(６４􀆰 ６８ ± ６􀆰 ６４)％、(８􀆰 ５７ ±
１􀆰 １３)％和 (８４􀆰 ２６ ± ８􀆰 ４５)％ꎮ 与对照组、ＮＣ 组比

较ꎬ耐药组细胞凋亡率降低ꎬ抑制组细胞凋亡率升高

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ耐药组细胞凋亡率低于抑制组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

对照组、ＮＣ 组细胞凋亡无差异(图 ３)ꎮ
２􀆰 ６　 细胞中 ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋白水平比较

与对照组、ＮＣ 组比较ꎬ耐药组、抑制组 ＰＴＥＮ 蛋白

表达升高ꎬＰＩ３Ｋ 蛋白表达及 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 降低(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ抑制组较耐药组 ＰＴＥＮ 蛋白表达升高ꎬＰＩ３Ｋ 蛋

白表达及 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 降低(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 ３ꎬ图 ４)ꎮ

表 ３　 蛋白表达水平比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

ｇｒｏｕｐ ＰＴＥＮ　 ＰＩ３Ｋ　 Ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ　

ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３ １􀆰 ０６±０􀆰 １３ ０􀆰 ９２±０􀆰 １１

ＮＣ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２∗ １􀆰 ０９±０􀆰 １２∗ ０􀆰 ９５±０􀆰 １０∗

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５∗＃ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０７∗＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７∗＃

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０８∗＃▲ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０３∗＃▲ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３∗＃▲

∗Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ
ｇｒｏｕｐꎻ ▲Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｒｏｕｐ.

Ａ􀆰 ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ􀆰 ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ􀆰 ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ􀆰 ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｒ ｇｒｏｕｐ
图 ３　 细胞凋亡率比较

Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ

Ａ􀆰 ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ􀆰 ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ􀆰 ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ􀆰 ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｒ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 细胞中各蛋白表达

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

ｍｉＲＮＡ 与血液肿瘤耐药性关系密切ꎬ其通过调

控靶基因表达ꎬ抑制或激活下游信号通路ꎬ导致肿瘤

细胞对药物的敏感度发生改变ꎬ引起肿瘤细胞多药

耐药ꎬ造成化疗效果不佳甚至失败ꎮ
ｍｉＲ￣２６ａ 通过调节靶蛋白表达ꎬ导致乳腺癌及

非小细胞肺癌细胞对药物的敏感性ꎬ影响化疗效

果[６￣７]ꎮ 本研究中耐药组细胞 ｍｉＲ￣２６ａ ｍＲＮＡ 表达

较高ꎬ细胞抑制率和凋亡率较低ꎬ对 ＤＤＰ 的 ＩＣ５０值

维持在较高水平ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２６ａ 表达后ꎬ细胞抑制率

和凋亡率明显升高ꎬ对 ＤＤＰ 的 ＩＣ５０值明显降低ꎬ提
示过表达 ｍｉＲ￣２６ａ 可增强 Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞对 ＤＤＰ
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的耐药性ꎮ ＰＴＥＮ 是体内重要的抑癌因子ꎬ具有蛋

白磷酸酶和脂质磷酸酶双重活性ꎬ在多种肿瘤中表

现缺失或低表达ꎬ参与肿瘤发生发展过程[８]ꎮ ＰＴＥＮ
可以作为 ｍｉＲＮＡ 的靶基因ꎬ参与人肺腺癌及非小细

胞肺癌细胞对化疗药物的耐药性[９￣１０]ꎮ 本研究抑制

组细胞中 ＰＴＥＮ 表达较耐药组明显升高ꎬ荧光素酶

报告结果证实 ｍｉＲ￣２６ａ 与 ＰＴＥＮ 存在靶向性ꎬ提示

抑制 ｍｉＲ￣２６ａ 可通过靶向上调 ＰＴＥＮꎬ降低 Ｌ１２１０ /
ＤＤＰ 细胞对 ＤＤＰ 的耐药性ꎮ

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路是肿瘤发生发展过程中的重

要信号通路ꎬ在许多肿瘤组织中过度表达和活化ꎬ通
过翻译或转录水平引起肿瘤细胞失控性增殖ꎬ或下调

肿瘤抑制蛋白 ｐ５３ 的表达ꎬ还可抑制细胞凋亡进程参

与肿瘤发生发展过程ꎮ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路与肿瘤耐

药关系密切ꎬ过度活化的 ＡＫＴ 通过抑制凋亡信号激

酶活性导致肿瘤细胞产生耐药ꎬ与 ＤＤＰ、阿霉素多种

化疗药物耐药有关ꎬ严重影响化疗效果ꎬ抑制 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 通路可以逆转肿瘤细胞耐药[１１]ꎮ ＰＴＥＮ 是 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 通路的主要抑制分子ꎬ通过 ＰＩ３Ｋ 抑制下游 ＡＫＴ
活化ꎮ 抑制 ＰＴＥＮ 表达可以激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通

路ꎬ介导乳腺癌细胞的耐药性[１２]ꎮ 过表达 ＰＴＥＮ 通

过抑制 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路ꎬ增强胃肠道间质瘤细胞的化

学敏感性[１３]ꎮ 本研究抑制组 ＰＴＥＮ 蛋白显著升高ꎬ
ＰＩ３Ｋ、ｐ￣Ａｋｔ 蛋白水平显著降低ꎬ提示上调 ＰＴＥＮ 可以

抑制 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路ꎬｍｉＲ￣２６ａ 通过靶向调节 ＰＴＥＮ 表

达ꎬ进而影响 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路激活ꎬ从 而 使

Ｌ１２１０ / ＤＤＰ 细胞耐药性发生改变ꎮ
综上所述ꎬＬ１２１０ / ＤＤＰ 细胞中过表达 ｍｉＲ￣２６ａ

通过靶向抑制 ＰＴＥＮꎬ激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路ꎬ提
高细胞对 ＤＤＰ 的耐药性ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２６ａ 表达可以降

低细胞耐药性ꎬ体内实验尚需进一步研究探讨ꎬ以期

为临床治疗 ＣＬＬ 提供参考ꎮ
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