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[优先发表]

miR-223通过Lmo2基因和MAPK信号通路调控急性淋巴细胞白血病的

恶性生物学行为

陈丽，赵红勉（河南大学淮河医院 血液科，河南 开封 475000）

[摘 要] 目的：探讨miR-223调控急性淋巴细胞白血病（acute lymphoblastic leukemia，ALL）E6-1细胞的增殖和体内成瘤能力及

其作用机制。方法：应用实时荧光定量PCR（qPCR）检测miR-223在不同ALL细胞株中的表达水平，免疫荧光染色法检测携带

miR-223mimic慢病毒感染E6-1细胞株的感染效率，双荧光素酶实验检测miR-223和Lmo2的相互结合关系，MTT增殖实验和克

隆形成实验检测过表达miR-223对E6-1细胞株增殖和克隆形成能力的影响。裸鼠体内成瘤实验检测miR-223过表达对E6-1细

胞成瘤能力的影响。Western blotting检测miR-223对MAPK信号通路相关蛋白表达的影响。结果：miR-223在E6-1细胞株中表

达水平相对较低（P<0.05），双荧光素酶实验证实miR-223可以直接靶向结合Lmo2的3’UTR区序列。过表达miR-223后：（1）抑

制E6-1细胞的增殖能力（0.16±0.02 vs 1.15±0.21，P<0.05）；（2）抑制E6-1细胞的裸鼠体内成瘤能力[（0.56±0.08）vs（1.69±

0.22）g，P<0.05]；（3）调控MAPK信号通路的活性。结论：miR-223可靶向作用Lmo2通过MAPK信号通路调控ALL细胞的增殖、

克隆形成和体内成瘤能力。
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miR-223 regulates malignant biological behavior of acute lymphoblastic leukemia
cells through targeting Lmo2 gene and MAPK signal pathway

CHEN Li, ZHAO Hongmian (Department of Hematology, Huaihe Hospital of Henan University, Kaifeng 475000,

Henan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect and mechanism of miR-223 regulating the proliferation and in vivo

tumorigenesis of acute lymphoblastic leukemia (ALL) E6-1 cells. Methods: The expression of miR-223 in different

ALL cell lines was detected by Real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR). Immunofluorescence was used to

detect the transfection efficiency of miR-223mimic-lenitvirus transfected E6-1 cell line. Double luciferase assay was

used to detect the binding between miR-223 and Lmo2. MTT assay and clone formation assay were used to detect

the effect of miR-223 on the proliferation and clone formation ability of E6-1 cell line. The effect of miR-223 ex-

pression on the tumorigenic ability of E6-1 cells was detected by xenograft formation in nude mice. Western blotting

was used to detect the effect of miR-223 on the expressions of MAPK signal pathway related proteins. Results: The

expression level of miR-223 in E6-1 cell line was relatively low (P<0.05). Double luciferase assay confirmed that

miR-223 could directly target the 3’UTR of Lmo2. Overexpression of miR-223 inhibited the proliferation (0.16±

0.02 vs 1.15±0.21，P<0.05) and tumorigenesis ([0.56±0.08]g vs [1.69±0.22]g，P<0.05) of E6-1 cells and regulat-

ed the activity of MAPK signal pathway. Conclusion: miR-223 can regulate the proliferation, clone formation and

in vivo tumorigenesis of ALL cells through targeting Lmo2 and MAPK signal pathway.
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[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(9): 944-949. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.09.003]

·· 944



陈丽,等 . miR-223通过Lmo2基因和MAPK信号通路调急性淋巴细胞白血病的恶性生物学行

急性淋巴细胞白血病（acute lymphoblastic leuke-

mia，ALL）是血液系统常见的恶性肿瘤之一，其发病

率和病死率均高居前位[1-2]。近年来尽管早期筛查和

新的治疗方式的出现，但 ALL 化疗后完全缓解率

（CRR）仍然不高，尤其有淋巴结转移患者的预后更

差 [3]。miRNA 是一种调节基因表达的短链内源性

RNA 分子，长度为 20~23 个核苷酸 [4- 5]。有研究 [6]发

现。miR-223 主要在骨髓、粒细胞和淋巴细胞中表

达。位于X染色体上短臂上，与其他基因转录方式相

对独立[7]；miR-223通过视黄酸促进ALL细胞中的淋

巴细胞的分化，诱导下游结合蛋白激活 [8]。然而，

miR-223在肿瘤进展和分化中的机制仍不清楚。早

期miR-223被认为对肿瘤有一定的促进分化作用；近

期有报道[9]认为，miR-223可以负调节转基因小鼠的

淋巴细胞分化、抑制肿瘤的进展；miR-223在膀胱癌

和复发性卵巢癌中表达下调 [10- 11]。Lmo2 是 LIM

（LMO）蛋白家族成员之一，其基因定位于人 11号染

色体短臂 13 号带（11p13），mRNA 由 6 个外显子组

成[12]。Lmo2基因的作用主要是识别其他靶向因子、

介导蛋白质分子间的相互作用、促进转录因子复合

物的形成，在细胞的增殖分化中起重要作用 [13]。

Lmo2基因的序列呈高度保守状态，不易产生异常突

变[14]。本课题通过检测ALL细胞miR-223的表达水

平及miR-223对ALL细胞增殖和体外成瘤能力的影

响等，探讨miR-223与Lmo2的关系及其在ALL细胞

中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂和实验动物

人ALL系HuT 78、E6-1和CCRF-CEM从中科院

上海细胞研究所获得，正常骨髓细胞从中科院细胞

库馈赠获得。ERK（ab54230）、JNK（ab126424）和p38

（ab31828）抗体均购买于美国Abcam公司，TRIzol购

自美国 Invitrogen 公司, miR-223 和 U6 snRNA 引物

（内部对照）购自德国QIAGEN公司，miR-223-mimic

和miR-223-inhibitor购自上海吉凯基因化学技术有

限公司，实时荧光定量 PCR（qPCR）引物、RNA提取

试剂盒、逆转录试剂盒、PCR试剂盒均购自上海吉玛

制药技术有限公司。qPCR引物由上海吉凯基因化

学技术公司设计。雌性、5~6周龄BALB / c无胸腺裸

鼠购自河南大学医学院动物实验中心，所有涉及动

物的手术均按照NIH“实验动物护理和使用指南”和

当地动物实验伦理准则进行。本实验由复旦大学上

海医学院实验动物伦理委员会批准。

1.2 qPCR检测ALL细胞系中miR-223的表达水平

按照TRIzol说明书提取HuT 78、E6-1和CCRF-

CEM 细胞总 RNA，反应条件：95 ℃10 min，45 个循

环；在95 ℃变性10 s，在60℃下退火和延伸60 s。使

用 2-ΔΔCt法计算白血病细胞株中的 miR-223 表达水

平 。 所 用 的 引 物 序 列 如 下 ：miR- 223 F 为 5'-

ACTTCTCCGGTGGCTTCAG- 3', R 为 5'- UGAAGC-

GGCCAGTGTTTAAACG-3'；U6 F 为 5'-ATGGACTA

TCATATGCTTACCGTA- 3'，R 为 5'- TACCTGTAGC-

TACGAATGGCATAT-3'。实验重复3次。

1.3 细胞培养及慢病毒载体感染E6-1细胞

将白血病HuT 78、E6-1和CCRF-CEM细胞置于

含有 10%胎牛血清 DMEM 培养基中，在 37 ℃、5%

CO2培养箱中培育，取对数生长期的E6-1细胞，分别

将编码miR-223或空载体的慢病毒感染到E6-1细胞

中，以获得过表达miR-223的细胞。根据制造商提供

的 说 明 书 使 用 LipofectamineTM 2000（Invitrogen，

Carlsbad，CA）将其转染入细胞48 h，通过免疫荧光表

达选择具有稳定表达miR-223的克隆细胞株。

1.4 双荧光素酶实验检测miR-223和Lmo2的关系

通过 PCR 从人类基因组 DNA 产生全长 miR-

223-3'UTR，并通过退火合成的信号寡核苷酸产生突

变体 miR-223-3'UTR。将这些 DNA 片段克隆到 ph-

TK载体（肾荧光素酶）中，同时使用pGL-3.0（荧光素

酶）作为内部对照。根据 siPORTneoFX使用方法操

作，在转染后 48 h制备裂解物。后根据制造商提供

的说明书，用双荧光素酶测定系统（Promega，San Lu-

is Obispo，CA）进行荧光素酶分析。实验重复3次。

1.5 MTT增殖实验检测E6-1细胞的增殖

取对数期生长的E6-1细胞制成单细胞悬液，接

种到96孔板（1×103细胞/孔）中，在细胞培养7 d后，加

入20 μl MTT液，每孔充分混合均匀，在37 ℃下孵育

4~6 h。后使用无菌吸管吸出上清液，每孔加入150 μl

二甲基亚砜（DMSO），室温下搅拌10 min保证晶体充

分溶解。分别在 24、48、72、96 和 120 h 测定波长为

490 nm处的光密度（D）值，计算E6-1细胞的增殖情

况。实验重复3次。

1.6 克隆形成实验检测E6-1细胞的增殖能力

用胰蛋白酶消化 E6-1 细胞并呈单细胞悬浮状

态。将 6×103个细胞置于 60 mm直径培养皿中培养

14 d，固定菌落，用 0.5％结晶紫染色 15 min，然后洗

涤 3次。在光镜下观察 10个随机视野，计数细胞集

落数目（将多于 50个细胞组成的细胞团体作为 1个

细胞集落），比较对照组和实验组细胞集落数目的差

异。实验重复3次。

1.7 Western blotting检测E6-1细胞中MAPK信号通

路蛋白的表达

使用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
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总蛋白，并将其转移到硝酸纤维素膜。使用 5%脱脂

牛奶充分封闭纤维素膜，并与ERK，JNK和 p38抗体

（1∶2 000），内参GAPDH（1∶2 000），4 ℃，孵育过夜。

次日，TBST充分冲洗过后，使用二抗辣根酶标记物

（1∶5 000）孵育2 h，TBST充分冲洗后，使用增强的化

学发光试剂ECL显影液检测目标蛋白的表达水平。

1.8 裸鼠体内成瘤模型的构建及观察

取5~6周龄的雌性BALB/c无胸腺裸鼠进行接种

实验。制备细胞密度为5×106个/ml E6-1细胞悬液于

150 ml无菌PBS中，注射到裸鼠腋下皮下，每 1周检

查肿瘤生长情况，并通过用游标卡尺测量肿瘤的大

小。6周后处死动物、取出肿瘤并称质量,并行H-E染

色和GFP荧光素染色，以确认肿瘤组织结构情况及

绿色荧光染色强度（miR-223的表达）。

1.9 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件，用秩和检验分析miR-

223在ALL细胞中的差异表达，两组间比较采用 t检

验。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-223在ALL细胞株中的低表达

qPCR检测结果（图1）表明，miR-223在3种ALL

细胞HuT 78、E6-1和CCRF-CEM中均呈低表达，未

超过 50%的相对表达量。其中E6-1细胞miR-223表

达水平较其他细胞株低（t=11.93，P<0.05；图 1A），因

此选择E6-1细胞株进行后续研究。E6-1细胞中miR-

223 表达水平显著低于正常骨髓细胞（t =12.15，P<

0.01；图1B）。

*P<0.05，**P<0.01 vs E6-1 cells；△△P<0.01 vs marrow cells

A: Different cell lines; B: Marrow cells and E6-1 cells

图1 miR-223在ALL细胞株和正常骨髓细胞中的表达

Fig. 1 Expression of miR-223 in different ALL cell lines

and marrow cells

2.2 成功构建慢病毒感染miR-223过表达E6-1细胞株

使用慢病毒载体成功建立miR-223过表达E6-1

细胞株，免疫荧光染色检测结果（图2A）显示，该细胞

呈现由 miR-223-mimic 携带的绿色荧光蛋白（GFP）

信号，感染效率为80%。RT-PCR检测结果（图2B）显

示，在miR-223-mimic组中miR-223表达水平显著高

于NC组（1.15±0.21 vs 0.16±0.02；t=11.62，P<0.05），

前者是后者的7.19倍。因此，将miR-223-mimic转染

的E6-1细胞用作稳定的miR-223过表达模型。

A：Luciferase staining (×10)；B：RT-PCR assay

图2 白血病E6-1细胞的慢病毒感染效率

Fig. 2 Lentivirus infection efficiency of leukemia

E6-1 cell line

2.3 Lmo2是miR-223的直接靶标

通过使用在线miRNA目标数据库分析，将Lmo2

鉴定为潜在的miR-223靶标基因。预测的高度保守

的 miR- 223 结合位点与 Lmo2 的 3’- UTR 匹配（图

3A）。突变型的Lmo2的 3’-UTR荧光素酶表达质粒

相比，荧光素酶活性显着降低（0.52±0.08 vs 1.00±

0.00；t=12.06，P<0.05）。此外，miR-223模拟物在野生

突变型Lmo2的3’-UTR的细胞中没有诱导荧光素酶

活性产生显著变化（图3B）。上述结果表明，miR-223

可以结合 Lmo2的 3’-UTR，说明 Lmo2是miR-223的

直接靶标。

*P<0.05 vs Lmo2 mut

A：Binding site of miR-223 to Lmo2；

B：Double luciferase assay

图3 miR-223与Lmo2的3’-UTR序列结合位点

Fig. 3 Binding site of miR-223 to 3’-UTR of Lmo2

2.4 miR-223过表达抑制E6-1细胞株的增殖能力

MTT增殖实验结果（图 4A）显示，miR-223过表

达96和120 h时，E6-1细胞增殖活性显著低于对照组

（96 h：0.38±0.09 vs 0.65±0.12，t=12.84，P<0.05; 120
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h：0.45±0.15 vs 1.18±0.31，t=10.98，P<0.01）。克隆

形成实验结果（图 4B）表明，72 h时，miR-223过表达

E6- 1 细胞的克隆数目显著低于对照组 [（52.26±

8.21）vs（153.36±22.29）个；t=13.30，P<0.05]。上述

结果表明，miR-223过表达抑制白血病E6-1细胞的增

殖和克隆形成能力。

*P<0.05，**P<0.01 vs NC group

A：MTT assay；B：Clone formation assay（×40）

图4 miR-223过表达对E6-1细胞增殖和克隆形成能力的影响

Fig. 4 Effects of miR-223 overexpression on the prolifer-

ation and clone formation of E6-1 cell line

2.5 miR-223过表达对裸鼠体内成瘤能力的影响

成功构建裸鼠E6-1细胞皮下移植瘤模型。2周

时，过表达miR-223组的裸鼠肿瘤生长体积明显小于

NC组。6周后处死所有小鼠，称肿瘤质量发现，过表

达 miR- 223 组裸鼠的肿瘤质量明显低于对照组

[（0.56±0.08）vs（1.69±0.22）g；t=11.19，P<0.05]。

光镜下H-E染色结果（图 5A）确认E6-1细胞移植瘤

组织结构；荧光显微镜下见（图 5B）绿色荧光表达

miR-223在肿瘤组织中的表达水平明显升高，表明转

染 miR-223-mimic 后对裸鼠体内成瘤有促进作用。

上些结果提示，miR-223抑制裸鼠E6-1细胞移植瘤细

胞的增殖能力。

2.6 miR-223通过MAPK通路调控下游ERK1、JNK

及p38蛋白的表达

Western blotting 检测结果（图 6）显示，过表达

miR-223后，MAPK信号通路的关键蛋白ERK1、JNK

及 p38表达水平明显下调（P<0.05）；抑制miR-223表

达后，ERK1、JNK及p38蛋白表达水平恢复至原始水

平。结果表明，miR-223可能通过MAPKL信号通路

影响下游相关靶点蛋白的表达，进而调控E6-1细胞

的增殖及体内成瘤能力。

A：H-E staining；B：GFP fluorescence staining

图5 过表达miR-223抑制裸鼠移植瘤的生长（×10）

Fig. 5 Overexpression of miR-223 suppressed growth of the

transplanted xenograft in nude mice (×10)

*P<0.05 vs NC group

图6 过表达miR-223对MAPK信号通路蛋白水平的影响

Fig. 6 Effect of miR-223 overexpression on MAPK

signal pathway related protein levels

3 讨 论

成人ALL是血液系统恶性肿瘤最常见的疾病之

一，发病率仅次于急性粒细胞白血病，其化疗后复发

率相对较高[15]。有研究[16-17]显示，多种基因和转录因

子在ALL中起重要作用，并对疾病进展过程有一定

的调控作用。然而，对于ALL的治疗方案，目前临床

上仍然局限于长期的化疗方案，生物靶向治疗尚未

在临床上广泛实施，所以研究探讨进行淋巴细胞白

血病的发生发展过程中的分子机制是目前的热点。

有研究[18]表明，miRNA在多种恶性肿瘤中出现表达

异常的情况，但是这些表达异常的miRNA是否在肿

瘤的发展进程中扮演相关角色尚不清楚。本研究检

测miR-223在ALL中的表达情况，并确定其如何影

响ALL的发生和发展。有研究[19]显示，在早期皮肤

肿瘤组织中发现miR-223表达水平显著低于正常皮
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肤组织，随着疾病的进展，其水平持续降低，表明

miR-223 在皮肤肿瘤的发展或维持中起重要作用。

miR-223在ALL中的表达情况也有相关研究报道，但

是仅仅预测了miR-223的表达情况与临床期别的相

关性，未做更深一步的机制研究。

Lmo2 是造血系统中广泛存在的一种蛋白因子，

几乎存在于所有的造血细胞中[20]。Lmo2基因敲除小

鼠实验[21]证明，Lmo2的缺失会导致小鼠红细胞生成

障碍，严重者导致其死亡，因此 Lmo2是造血系统发

育成熟所必需的。随着细胞的不断分化，Lmo2的表

达会在除红细胞以外的所有细胞系表达下调，其下

调对细胞的分化发育过程非常重要。有研究[22]提示，

高表达Lmo2可以形成异常的转录因子复合物，通过

识别异于正常情况下的基因序列突变，调控基因转

录的正常运行，可以影响细胞内原有的信号调节方

式，以至诱导细胞无限制的增殖，导致细胞癌变。因

此，笔者推测可能就是这种异常复合物的形成及其

对下游基因表达的影响改变了正常细胞系的增殖。

然而，Lmo2的分子作用机制目前还不完全清楚。

MAPK信号通路参与了许多类型的肿瘤细胞的

发生发展过程[23]。MAPK信号的异常可以直接干扰

正常的细胞生长调节过程和肿瘤抑制因子诱导的促

凋亡反应 [24]。本研究发现，MAPK 信号通路可以被

miR-223调控，这与以前的生物信息学预测的结果一

致[25]。 同时，miR-223的表达可以影响MAPK通路的

激活情况，且 miR-223对MAPK信号通路的调控作

用是可逆的。

在本研究建立了 miR-223 过表达模型，观察了

miR-223在抑制细胞增殖、体外克隆形成和体内肿瘤

发生过程中的作用。结果表明，miR-223是细胞增殖

的负调节剂或肿瘤抑制因子，这与miR-223在其他类

型的白血病中的作用是一致的[9]。通过生物信息学

网站寻找 miR-223 下游的相关的靶向基因，包括

FBXW7、Lmo2、STMN1、NF1A等；通过双荧光素酶实

验观察到 Lmo2可以被miR-223调控，随着miR-223

的表达活性相应变化；通过 Western blotting 验证

miR-223 可以调控 MAPK 及其信号转导。miR-223

作为一种肿瘤抑制因子，miR-223在进行ALL细胞中

是明显下调的，并可以增加细胞周期蛋白的活性水

平，提高基因组不稳定性 [26]。因此，miR-223在细胞

中的扮演的角色是一个双刃剑，既可以在一定程度

上抑制肿瘤细胞的发生，有可能会降低细胞基因组

的稳定性，导致基因突变的发生。miRNA对细胞调

节功能的主要影响可能取决于参与不同信号途径靶

标的调控。据此推测，在ALL模型中，miR-223可以

通过影响Lmo2和MAPK信号通路，调控肿瘤细胞的

增殖和成瘤能力。

通过对 E6-1 细胞的生物学行为的检测发现，

miR-233过表达可以抑制E6-1细胞的增殖和成瘤能

力，且可以通过影响MAPK信号通路激活相关的蛋

白靶点发挥作用。在生理状态下，miR-223保持稳定

高表达的状态，当发生基因突变或自身微环境变化

抑制miR-223表达时，对细胞的抑制状态减弱，细胞

自身的平衡状态可能被破坏，引起部分骨髓细胞的

恶性转变，诱导淋巴细胞白血病的发生，且随着病程

进展，可以影响到淋巴细胞白血病细胞的生物学行

为。

综上所述，本实验阐明了miR-223/Lmo2在ALL

发生发展中的作用，并初步证实了其通过MAPK信

号通路对肿瘤调控的作用机制，本研究结果有可能

为ALL的早期诊断和基因靶向治疗提供有价值的指

导意见。
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文稿中计量单位使用的要求

本刊严格执行国务院颁发的《中华人民共和国法定计量单位》,全面贯彻国家标准GB3100-3102-1993《量和单位》的规定,正确

使用量和单位的名称和符号。(1) 量符号以斜体拉丁和希腊字母表示(pH用正体除外),例如m(质量)、t(时间)、c(浓度)、V(体积)、p

(压力)、F(力)等。(2) 单位符号一律以正体拉丁或希腊字母表示,例如kg(千克)、m(米)、h(小时)、mol/L(摩尔每升)等。(3) 表示人体

检验指标的量浓度或质量浓度时,一般使用L(升)作为检验组成含量单位的分母。(4) 表示用药剂量单位时,不能写成mg/kg/d的

形式,应写成mg/(kg·d)或mg·kg-1 ·d-1的形式。(5) 单位符号常见书写错误:长度单位符号A。(埃)已不用,应写作0.1 nm;时间单位

“小时”符号为 h(不是 hr)、“秒”符号为 s(不是 sec);转速单位符号为 r/min(不是 rpm);量浓度单位符号为mol/L(不是M、N,也不是

mol/mm3);力的单位“牛顿”符号为N[不是dyn(达因)、kgf(千克力),换算1 dyn=10-5N];热量单位“焦耳”符号为 J[不是cal(卡)、kcal(千

卡),换算1 cal=4.187 J];放射性活度单位符号为Bq[不是Ci(居里),换算1 Ci=3.7×1010Bq]。
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