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摘要:目的 研究微小RNA⁃34a（miR⁃34a）对儿童急性淋巴细胞白血病（ALL）细胞CEM/C1增殖、迁移的影响以及可能作用机

制。方法 选取重庆市第十三人民医院血液科2017年10月至2018年12月住院32例ALL病儿骨髓样本。另选取该院同期25
例原发性血小板减少症病儿的骨髓样本作为对照组。实时荧光定量多聚核苷酸链式反应（qPCR）检测miR⁃34a在ALL骨髓样

本的表达量；CEM/C1细胞按随机数字表法分为对照组、阴性对照（NC）组、miR⁃34a组；对照组细胞常规培养，NC组和miR⁃34a
组CEM/C1细胞分别在Lipofectamine 2000介导下转染阴性对照质粒以及miR⁃34a模拟物，qPCR检测转染效率；细胞计数试剂

盒 8（CCK⁃8）实验检测CEM/C1细胞的增殖，Transwell检测细胞迁移；在线软件 TargetScan预测miR⁃34a与Krüppel样因子 4
（KLF4）的靶向关系，双荧光素酶报告基因进一步进行验证。结果 与对照组相比，ALL骨髓样本中miR⁃34a的表达量下调

［（0.33±0.05）比（1.00±0.08），t＝15.680，P＜0.001］。与对照组（1.00±0.08）相比，NC组miR⁃34a的表达量（0.99±0.08）无明显变

化，miR⁃34a组CEM/C1细胞中miR⁃34a的表达量（3.21±0.23）上调（F＝423.135，P＜0.05）。对照组、NC组、miR⁃34a组细胞培养

48 h后细胞活性分别为（0.65±0.05）、（0.69±0.06）、（0.42±0.04），F＝40.818，P＜0.001；迁移细胞数分别为（142.36±12.47）个、

（137.45±13.49）个、（79.89±6.23）个，F＝57.683，P＜0.001，差异有统计学意义。与NC与KLF4⁃wt共转染的细胞相比，miR⁃34a
与KLF4⁃wt共转染的细胞荧光素酶活性［（0.45±0.03）比（1.00±0.06），t＝20.083，P＜0.001］降低；与NC与KLF4⁃mut共转染的细

胞相比，miR⁃34a与KLF4⁃mut共转染的细胞荧光素酶活性差异无统计学意义［（1.03±0.07）比（1.01±0.07），t＝0.495，P＞0.05）］。
结论 miR⁃34a在ALL中表达量下调，其可通过对靶基因KLF4的调控影响CEM/C1细胞增殖、迁移。
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Abstract：Objective To study the effects of microRNA⁃34a（miR⁃34a）on the proliferation and migration of CEM/C1 cells in
acute lymphoblastic leukemia（ALL）and its possible mechanism.Methods The expression of miR⁃34a in ALL cases were detect⁃
ed by quantitative polymerase chain reaction（qPCR）.CEM/C1 cells were randomly assigned into control group，negative control
（NC）group and miR⁃34a group.The cells of control group were cultured routinely.CEM/C1 cells in NC group and miR⁃34a group
were transfected into negative control and miR⁃34a mimics by Lipofectamine 2000，respectively.The transfection efficiency was de⁃
tected by qPCR.The cell proliferation was observed by cell counting kit⁃8（CCK⁃8）and the migration was analyzed by Transwell.
TargetScan，an online software，predicted the targeting relationship between miR⁃34a and Krüppel⁃like factor 4（KLF4），and further
validates by dual luciferase reporter gene.Results Compared with the control group，the expression of miR⁃34a in ALL bone mar⁃
row samples was down⁃regulated［（0.33±0.05）vs.（1.00±0.08），t＝15.680，P＜0.001］.Compared with the control group，the expres⁃
sion of miR⁃34a in the NC group did not change significantly［（1.00±0.08）vs.（0.99±0.08）］，and the expression of miR⁃34a in
CEM/C1 cells in the miR⁃34a group was up⁃regulated［（1.00±0.08）vs.（3.21±0.23），F＝423.135，P＜0.05］.The cell viability of
the control group，NC group and miR⁃34a group after 48 hours of cell culture were（0.65±0.05），（0.69±0.06），and（0.42±0.04），re⁃
spectively（F＝40.818，P＜0.001）；the number of migrating cells were（142.36±12.47），（137.45±13.49），and（79.89±6.23），re⁃
spectively（F＝57.683，P＜0.001），the difference was statistically significant.Compared with the cells co⁃transfected with NC and
KLF4⁃wt，the luciferase activity of cells co⁃transfected with miR⁃34a and KLF4⁃wtwas decreased［（0.45±0.03）vs.（1.00±0.06），t＝

20.083，P＜0.001］，the difference was statistically significant.Compared with the cells co⁃transfected with NC and KLF4⁃mut，there
was no statistically significant difference in luciferase activity in the cells co⁃ transfected with miR⁃ 34a and KLF4⁃mut［（1.03±
0.07）vs.（1.01±0.07），t＝0.495，P＞0.05）］.Conclusion The expression of miR⁃34a in ALL is down⁃regulated，which can affect
the proliferation and migration of CEM/C1 cells by targeting KLF4.
Key words：Leukemia； Transfection； Cell proliferation； Acute lymphoblastic leukemia； Human acute lymphoblastic leuke⁃
mia cells CEM/C1； microRNA⁃34a； Krüppel⁃like factor 4； Child

儿童急性淋巴细胞白血病（Acute lymphoblastic
leukemia，ALL）是一种常见的恶性疾病，尽管现代治

疗技术得到显著的改进，其临床治愈率不断提高，但

ALL病人的复发率较高，且仍有部分病人不能得到有

效治愈［1⁃2］。因此研究ALL发生发展机制具有重要的

意义，有必要寻找靶向诊断、治疗的分子标志物，从而

提高ALL病人的治疗效果和预后复发率。微小RNA
（microRNA，miRNA）是一类长约18～25核苷酸的非

编码单链 RNA，通过与下游靶基因 3’端非翻译区

（Untranslated region，3’UTR）特异性结合，从而调控

其转录或转录后水平，抑制或直接降解其mRNA，调

节靶基因的表达量，参与细胞的增殖、迁移等多种生

物学过程［3⁃5］。miR⁃34a被证实在多种肿瘤病理演进

过程中发挥重要的作用，如胃癌［6］、肺腺癌［7］、甲状腺

癌［8］等。近年来的研究发现，多种miRNA在ALL发生

发展过程中表达量明显异常，表明miRNA在ALL发

生、恶化等病理进程有相关性［9⁃10］。为探究miR⁃34a
在ALL的作用及分子机制，本实验通过检测miR⁃34a
在临床样本中的表达量，并上调miR⁃34a的表达量，

观察细胞的增殖、迁移特性的变化，并初步预测和验

证miR⁃34a的靶基因，为进一步探究miR⁃34a作为

ALL的临床诊断、治疗潜在标志物提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料 儿童ALL细胞CEM/C1购于北纳生

物公司，Trizol试剂购于大连宝生物工程有限公司，

胎牛血清购于美国 Hyclone 公司，RPMI⁃1640 培养

基、Lipofectamine 2000购于美国 Invitrogen公司，实

时荧光定量多聚核苷酸链式反应（qPCR）购于北京

天根生物有限公司，CCK⁃8试剂盒购于日本同仁堂

公司；Transwell小室购于美国Corning公司，miR⁃34a
模拟物以及阴性对照质粒购于广州锐博生物科技

有限公司。酶标仪购于美国Bio⁃Tek instruments Inc
公司，qPCR扩增仪购于美国MJ Reasearch公司。

1.2 样本的收集 骨髓样本来自重庆市第十三人

民医院血液科 2017年 10月至 2018年 12月住院的

32例ALL病儿，免疫学分型诊断结果为 T⁃ALL 12
例，B⁃ALL 20例；所有病人均经过形态学、免疫学、

分子生物学检查确诊，且均为初次治疗的 ALL 病

人。对照组选取该院同期 25例原发性血小板减少

症病儿的骨髓样本作为对照组，本研究已获得病儿

监护人的知情同意书，本研究符合《世界医学协会

赫尔辛基宣言》相关要求。

1.3 细胞的培养和转染 CEM/C1 细胞培养于含

10%胎牛血清RPMI⁃1640培养基中，置于 5%二氧

化碳、37 ℃培养箱孵育，每2～3天加入胰酶消化、传

代。选取对数期CEM/C1细胞，按随机数字表法分

为对照组、阴性对照（Negative control，NC）组、miR⁃
34a组。对照组常规培养，NC组、miR⁃34a组CEM/
C1细胞根据Lipofectamine 2000说明书的指示下，将

阴性对照和miR⁃34a模拟物转染入CEM/C1细胞，继

续培养24 h备用。

1.4 qPCR实验 将骨髓样本加入红细胞裂解液
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以及收集对照组、NC组、miR⁃34a组转染 24 h后的

CEM/C1 细胞，加入 Trizol 试剂提取总 RNA，采用

PCR扩增仪合成互补DNA（cDNA）。以U6为参照，

2-ΔΔCt法进行计算。qPCR 扩增体系为 95 ℃ 7 min，
95℃ 15 s，60 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，40 个循环，miR⁃
34a以及U6扩增引物均由美国 Invitrogen合成，miR⁃
34a 正向引物序列：5’⁃ CGGTATCATTTGGCAGT⁃
GTCT⁃3’，反向引物序列：5’⁃GTGCAGGGTCCGAG⁃
GT⁃3’；U6 正向引物序列：5’⁃GCAGACCGTTCGT⁃
CAACCTA⁃3’，反向引物序列：5’⁃AATTCTGTTTGC⁃
GGTGCGTC⁃3’。
1.5 CCK⁃8实验 收集对照组、NC组、miR⁃34a组
CEM/C1细胞，以 2×104个每孔接种于 96孔板，分别

培养24 h、48 h、72 h，在各自时间点提前4 h加入10
微升/孔 CCK⁃8溶液，继续培养4 h，置于酶标仪检测

CEM/C1细胞570 nm吸光度。

1.6 Transwell实验 收集各组转染 24 h的 CEM/
C1 细胞，更换为无血清培养基，将含有 4×104 个

CEM/C1细胞的悬浮液加入 Transwell上室，下室加

入 500 μL含 10%胎牛血清培养基，37 ℃孵育 24 h；
棉签轻拭 Transwell 上室多余 CEM/C1细胞，选取 5
个区域（上下左右中）计数，取平均值。

1.7 靶基因预测和验证 采用在线软件TargetScan
（http：//www.targetscan.org/vert_71/）预测miR⁃34a与
Krüppel样因子4（Krüppel⁃like factor 4，KLF4）的靶向

关系。野生型（KLF4⁃wt）和突变型（KLF4⁃mut）双荧

光素酶载体由上海吉凯基因公司合成，在双荧光素酶

试剂盒说明书指示下，KLF4⁃wt和KLF4⁃mut分别与

miR⁃34a模拟物、阴性对照质粒共转染，37 ℃培养48
h，测定CEM/C1细胞中双荧光素酶的相对活性。

1.8 统计学方法 SPSS 22.0统计学软件分析实验

结果，表示为 x̄ ± s，两组间比较采用两独立样本 t检

测，多组间比较采用单因素方差分析，组间多重比

较使用SNK⁃q检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃34a在ALL骨髓样本中的表达量 qPCR
检测miR⁃34a在ALL骨髓样本中的表达量，与对照

组（1.00±0.08）相比，miR⁃34a在ALL骨髓样本中的

表达量（0.33±0.05）下调（t＝15.680，P＜0.001）。
2.2 转染miR⁃34a模拟物对CEM/C1细胞中miR⁃
34a表达量的影响 qPCR检测CEM/C1细胞中转染

miR⁃34a模拟物对miR⁃34a表达量的影响，与对照组

（1.00±0.08）相比，转染阴性对照对CEM/C1细胞中

miR⁃34a的表达量（0.99±0.08）无明显影响，但转染

miR⁃34a模拟物可上调CEM/C1细胞中miR⁃34a的表

达量（3.21±0.23）（F＝423.135，P＜0.001）。
2.3 上调miR⁃34a对 CEM/C1细胞增殖的影响

CCK⁃8检测上调miR⁃34a对CEM/C1细胞增殖的影

响，与对照组相比，转染阴性对照对CEM/C1细胞增

殖无明显影响，但上调miR⁃34a的表达量明显抑制

CEM/C1细胞增殖（P＜0.05）。见表1。
表1 CCK⁃8检测上调微小RNA⁃34a（miR⁃34a）对儿童急性

淋巴细胞白血病细胞CEM/C1增殖的影响/x̄ ± s
组别

对照组

NC组

miR⁃34a组
F值

P值

重复次数

6
6
6

CEM/C1
24 h

0.29±0.03
0.30±0.03
0.28±0.03

0.841
0.451

48 h
0.65±0.05
0.69±0.06
0.42±0.04a

40.818
＜0.001

72 h
1.08±0.09
1.12±0.10
0.73±0.08a

29.081
＜0.001

注：NC为阴性对照。与对照组相比，aP＜0.05
2.4 上调miR⁃34a对 CEM/C1细胞迁移的影响

Transwell检测上调miR⁃34a对CEM/C1细胞迁移的

影响，与对照组（142.36±12.47）个相比，转染阴性对

照对CEM/C1细胞迁移（137.45±13.49）个无明显影

响，但上调miR⁃34a的表达量降低CEM/C1细胞迁移

数（79.89±6.23）个（F＝57.683，P＜0.05）。
2.5 靶基因的预测和验证 在线软件TargetScan预

测miR⁃34a的潜在靶基因，结果如图1所示，KLF4基
因3’UTR具有靶向结合于miR⁃34a的碱基。进一步

通过双荧光素酶验证报告验证，上调 miR⁃34a 与

KLF4⁃wt共转染入CEM/C1细胞（0.45±0.03）较NC组

与KLF4⁃wt共转染（1.00±0.06）显著降低双荧光素酶

活性（t＝20.083，P＜0.001）；但上调 miR ⁃ 34a 与

KLF4⁃mut共转染（1.03±0.07）较NC组与KLF4⁃wt共
转染（1.01±0.07）对CEM/C1细胞双荧光素酶相对活

性差异无统计学意义（t＝0.495，P＝0.631）。

图1 在线软件TargetScan预测微小RNA⁃34a（miR⁃34a）
与Krüppel样因子4（KLF4）的靶向关系

3 讨论

近年来，尽管ALL的临床治疗技术得到显著的

提高，但化疗药物易产生耐药性以及预后生存率尚需

进一步提高等问题严重制约着ALL的临床治疗效果。

分子靶向治疗具有特异性高、不良反应小等特点，因

此探究ALL分子靶向治疗的标志物具有重要的意义。

目前已有大量研究表明miRNA在血液系统性疾病中

发挥重要的作用［11⁃12］。如miR⁃153能够直接靶向磷脂

酰肌醇3⁃激酶/蛋白激酶B（PI3K/Akt）信号通路，调控
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Jurkat细胞增殖和凋亡［13］。miR⁃144可抑制儿童ALL
细胞增殖，促进其凋亡，可为儿童ALL治疗提供新的

靶点［14］。上述研究结果均表明，miRNA通过调控细

胞的恶性生物学特性，影响ALL的发生发展，是ALL
分子靶向治疗的潜在标志物，但其具体的作用机制尚

需进一步的研究证实。miR⁃34a在急性髓细胞白血

病（Acute myeloid leukemia，AML）组织中表达量明显

下调，促进细胞凋亡，抑制细胞侵袭，可作为AML病

人临床诊断、预后的潜在标志物［15］。在本实验中，

miR⁃34a在ALL病人骨髓样本中较对照组明显下调，

与AML表达量相同，表明miR⁃34a参与白血病的病理

进程；进一步研究发现，上调miR⁃34a的表达量可明

显抑制CEM/C1细胞的增殖、迁移，表明在ALL发生

发展过程中，上调miR⁃34a可通过抑制细胞的恶性生

物学特性阻碍ALL的病理进程，靶向增加miR⁃34a的
表达量可能成为一种治疗ALL的新方法，但尚需进一

步的实验探究miR⁃34a的具体作用。

KLF4基因位于人染色体 9q31，在消化道、内皮

细胞、口腔等广泛表达，参与细胞分化、增殖、凋亡

等生物学过程。研究报道沉默KLF4可有效抑制胶

质瘤U251细胞的增殖并促进其凋亡［16］。KLF4的上

调抑制了胃癌细胞增殖和集落形成能力，并促进了

细胞的凋亡［17］。KLF4在小儿T细胞急性淋巴细胞

白血病中具有抑制功能［18］。KLF4过表达能抑制人

慢性髓系白血病细胞K562的增殖及迁移能力［19］。

在本实验中，为探究miR⁃34a调控ALL细胞增殖、迁

移的作用机制，通过在线数据库 TargetScan预测发

现miR⁃34a与KLF4 3’UTR部分靶基因特异性结合，

表明KLF4可能是miR⁃34a的靶基因之一；双荧光素

酶报告基因进一步验证发现，上调miR⁃34a与KLF4⁃
wt共转染降低CEM/C1细胞中双荧光素酶的相对表

达量，而与KLF4⁃mut共转染对CEM/C1细胞中双荧

光素酶的相对表达量无明显影响，进一步证实KLF4
是miR⁃34a的靶基因，表明miR⁃34a可能通过调控

KLF4影响CEM/C1细胞的增殖、迁移。

综上所述，miR⁃34a在ALL病人骨髓样本中表

达量下调；上调miR⁃34a的表达量抑制CEM/C1细胞

的增殖、迁移，可能是通过靶向调控 KLF4 发挥作

用，但其具体的分子机制尚需进一步的研究。
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