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１１００３１）

［摘　要］目的：观察ｍｉＲ５４３对人胶质瘤细胞ＳＨＧ４４增殖和凋亡的作用。方法：设计并合成ｍｉＲ５４３寡核
苷酸模拟物（ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ）及阴性对照ｍｉｍｉｃＮＣ序列、寡核苷酸抑制物（ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及阴性对照ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒＮＣ序列，将人胶质瘤细胞ＳＨＧ４４株分为Ｃｏｎｔｒｏｌ（对照组）、ｍｉｍｉｃＮＣ组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组、ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组和
ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，各组细胞转染相应序列；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ５４３及其靶基因氨酰基ｔＲＮＡ合成酶相互
作用多功能蛋白３（ＡＩＭＰ３）ｍＲＮＡ的表达，应用噻唑蓝细胞增殖实验（ＭＴＴ）评估ＳＨＧ４４细胞的增殖，应用流式
细胞术检测细胞周期和细胞凋亡，应用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＥ与细胞凋亡相关蛋白
Ｂｃｌ２、ｂａｘ的表达变化。结果：与对照组相比，转染ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ后，ＳＨＧ４４细胞中ｍｉＲ５４３ＲＮＡ表达水平显
著上调（Ｐ＜００１），其靶基因 ＡＩＭＰ３ｍＲＮＡ表达水平显著下调（Ｐ＜００１）；转染 ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，细胞中
ｍｉＲ５４３ＲＮＡ表达水平显著下调（Ｐ＜００１），ＡＩＭＰ３ｍＲＮＡ表达水平显著上调（Ｐ＜００１）；转染 ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ
后，细胞增殖水平显著降低（Ｐ＜００１）；转染ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，细胞增殖水平显著升高（Ｐ＜００１）；转染ｍｉＲ
５４３ｍｉｍｉｃ后，细胞处于Ｇ１期的细胞数量明显增加（Ｐ＜００１），同时细胞凋亡率也显著增加（Ｐ＜００１），而转染
ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后细胞凋亡率显著减少（Ｐ＜００１）；ＷｅｓｔｒｎＢｌｏｔ结果显示，与对照组相比，转染 ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ
后，细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＥ及抗凋亡相关基因Ｂｃｌ２蛋白表达显著下调（Ｐ＜００１），促凋亡相关基因ｂａｘ
蛋白表达显著上调（Ｐ＜００１）；转染ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，细胞中ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＥ、Ｂｃｌ２蛋白表达显著上调（Ｐ
＜００１），ｂａｘ蛋白表达显著下调（Ｐ＜００１）。结论：ｍｉＲ５４３可能通过下调细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＥ及
抗凋亡相关基因Ｂｃｌ２的表达，上调促凋亡基因ｂａｘ的表达进而抑制细胞增殖，促进细胞凋亡。
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ｍｉｍｉｃ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ５４３ｉｎＳＨＧ４４ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄ
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　　脑胶质瘤是成年人中最常见的原发性脑瘤，患
者即使经手术切除和化疗放疗，但治疗效果仍然不

佳，平均生存期大约为１年，综合治疗生存期不超
过２年［１］，因此寻找新的脑胶质瘤相关基因治疗靶

点对延长患者生存期具有重要意义。微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类长度为 １９２５ｎｔ的内
源非编码小 ＲＮＡ［２］，可与靶基因 ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ
结合进而调控基因的表达［３］。ｍｉＲ５４３作为 ｍｉＲ
ＮＡ家族的成员，可抑制胶质瘤细胞增殖、侵袭，诱
导细胞凋亡［４］，然而 ｍｉＲ５４３在人胶质瘤细胞
ＳＨＧ４４中的作用尚不明确。为了明确 ｍｉＲ５４３对
胶质瘤细胞ＳＨＧ４４的作用，本实验采 ｍｉＲ５４３寡
核苷酸模拟物（ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ）及寡核苷酸抑制物
（ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）分别转染脑胶质瘤 ＳＨＧ４４细
胞，观察ｍｉＲ５４３对ＳＨＧ４４细胞增殖和凋亡的作
用，探讨ｍｉＲ５４３对细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎ
Ｅ及细胞凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２、ｂａｘ表达的影响，为
脑胶质瘤的发病机制研究提供依据。

１　材料与方法

１１　材料
胎牛血清购自以色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ

（ＢＩ），ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ，转染试剂
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，噻唑蓝

ＭＴＴ细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒购自江苏凯
基生物技术股份有限公司，ＴＲＩｐｕｒｅ总ＲＮＡ提取试
剂、ＳｕｐｅｒＭＭＬＶ反转录酶均购自北京百泰克生物
技术有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自北京索莱宝科技
有限公司，细胞周期检测试剂盒购自江苏碧云天生

物技术研究所，流式细胞凋亡检测试剂盒、ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒、Ｂｃｌ２抗体、ｂａｘ抗体、ｃｙｃｌｉｎＤ１
抗体、ｃｙｃｌｉｎＥ抗体均购自沈阳万类生物科技有限
公司，ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。ＳＨＧ４４
细胞购自中国科学院上海细胞库。ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ
及阴性对照ｍｉｍｉｃＮＣ序列、ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及阴
性对照ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ序列均由上海吉玛公司合成。
ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ序列为 ５′ＡＡＡＣＡＵＵＣＧＣＧＧＵＧＣＡ
ＣＵＵＣＵＵ３′，５′ＧＡＡＧＵＧＣＡＣＣＧＣＧＡＡＵＧＵＵＵＵＵ
３′；ｍｉｍｉｃＮＣ序列为５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧ
ＵＴＴ３′，５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′；ｍｉＲ
５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ序列为５′ＡＡＧＡＡＧＵＧＣＡＣＣＧＣＧＡＡＵ
ＧＵＵＵ３′，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ序列为 ５′ＣＡＧＵＡＣＵＵＵＵ
ＧＵＧＵＡＧＵＡＣＡＡ３′。
１２　方法
１２１　细胞培养及转染　ＳＨＧ４４细胞用含１０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基于３７℃、５％ ＣＯ２
的培养箱内培养，根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００操作说
明转染 ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ及 ｍｉｍｉｃＮＣ序列、ｍｉＲ５４３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ序列。实验分为５组：Ｃｏｎ
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ｔｒｏｌ（对照组）、ｍｉｍｉｃＮＣ组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组、ｍｉＲ
５４３ｍｉｍｉｃ组和 ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。细胞转染
４８ｈ后，进行后续实验。
１２２　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍｉＲ５４３及ＡＩＭＰ３
表达　细胞转染４８ｈ后，根据 ＴＲＩｐｕｒｅ总 ＲＮＡ提
取试剂操作说明提取各组细胞总 ＲＮＡ，在 Ｓｕｐｅｒ
ＭＭＬＶ反转录酶的作用下得到 ｃＤＮＡ。逆转录反
应体系及反应条件如下：在冰浴的无核酸酶的离心

管中加入 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５１μＬ及随机引物 ｒａｎｄｏｍ
１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至总反应体系为１２５μＬ，７０℃加
热５ｍｉｎ后迅速在冰上冷却２ｍｉｎ，简短离心收集反
应液后加入 ２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ、５×Ｂｕｆｆｅｒ
４μＬ、Ｒｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０５μＬ，混匀后加入 ＭＭＬＶ
１μＬ（２００Ｕ），轻轻用移液器混匀，２５℃温浴
１０ｍｉｎ，４２℃温浴５０ｍｉｎ，８０℃ 加热１０ｍｉｎ终止
反应，以上步骤由 ＰＣＲ仪完成，最终得到 ｃＤＮＡ
２０μＬ。将得到的 ｃＤＮＡ放入 ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ９６荧光
定量仪（ＢＩＯＮＥＥＲ，韩国）进行荧光定量反应，反应
体系２０μＬ，ｃＤＮＡ模板１μＬ、上下游引物（１０μｍｏｌ／
Ｌ）各 ０５μＬ、ＳＹＢＲＧＲＥＥＮｍａｓｔｅｒｍｉｘ１０μＬ及
ｄｄＨ２Ｏ８μＬ；反应条件，９４℃ ５ｍｉｎ预变性，９４℃
１０ｓ、６０℃ ２０ｓ、７２℃ ３０ｓ，共４０个循环。采用２
△△ＣＴ法对 ｍＲＮＡ进行定量分析。小鼠各基因
引物序列如下，ｍｉＲ５４３Ｆ为 ５′ＧＣＴＣＡＡＡＣＡＴ
ＴＣＧＣＧＧＴＧＣ３′，ｍｉＲ５４３Ｒ为 ５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ
ＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ３′；ｍｉＲ５４３内参基因 Ｕ６Ｆ为 ５′
ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ３′，Ｕ６Ｒ为 ５′ＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ ３′；ＡＩＭＰ３Ｆ 为 ５′
ＣＧＡＧＣＧＡＣＡＧＡＴＴＣＣＡＧＴＴＣ３′，ＡＩＭＰ３Ｒ 为 ５′
ＡＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＴＴＧＡＧＴＧ３′；ＡＩＭＰ３内参基因
βａｃｔｉｎＦ为５′ＣＴＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ３′，
βａｃｔｉｎＲ为５′ＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＴ３。
１２３　ＭＴＴ检测细胞增殖　细胞转染４８ｈ后进
行ＭＴＴ检测，将各组细胞弃去培养基，加入 １×
ＭＴＴ５０μＬ，置于３７℃培养箱中孵育４ｈ，小心吸
去上清，加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ以溶解细胞形成的紫
色结晶，在酶标仪上测定其在５７０ｎｍ处 ＯＤ值，进
行数据分析。

１２４　流式细胞术检测细胞周期　细胞转染４８ｈ
后，收集各组细胞，加入预冷７０％乙醇，４℃固定
２ｈ，弃去上清液，ＰＢＳ清洗２次，离心５ｍｉｎ，弃上
清，每管细胞样品中加入染色缓冲液５００μＬ，缓慢
并充分重悬，加入碘化丙啶染色液２５μＬ混匀，加
入ＲＮａｓｅＡ１０μＬ，混匀，３７℃避光温育３０ｍｉｎ，冰

浴避光存放，随即进行流式细胞术检测。

１２５　流式细胞术检测细胞凋亡　细胞转染４８ｈ
后，收集各组细胞，ＰＢＳ清洗２次，每管细胞样品中
加入 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ５００μＬ轻轻重悬细胞，加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ５μＬ混匀，加入 ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ
５μＬ，混匀，室温避光温育１５ｍｉｎ，流式细胞术检测
细胞凋亡。数据结果中包含４个象限，其中上左象
限（ＵＬ）表示碎片或损伤细胞，上右象限（ＵＲ）表示
晚期凋亡细胞，下左象限（ＬＬ）表示正常细胞，下右
象限（ＬＲ）表示早期凋亡细胞。
１２６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 Ｂｃｌ２、ｂａｘ、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙ
ｃｌｉｎＥ蛋白表达　ＲＩＰＡ裂解法提取样本总蛋白，
采用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒对蛋白进行定量，
取２０～４０μｇ蛋白上样，行 ＳＤＳＰＡＧＥ并转印至
ＰＶＤＦ膜，经５％（Ｍ／Ｖ）脱脂奶粉封闭１ｈ后，放入
一抗Ｂｃｌ２（１∶５００）、ｂａｘ（１∶５００）、ｃｙｃｌｉｎＤ１（１∶
５００）、ｃｙｃｌｉｎＥ（１∶５００）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００）工作液中
４℃过夜孵育，ＴＢＳＴ缓冲液清洗 ＰＶＤＦ膜，放入二
抗羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ（１∶５０００）工作液中３７℃孵育
４５ｍｉｎ，ＥＣＬ底物发光，采用凝胶图象处理系统
（ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件）分析目标条带光密度值。
１３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１８０统计软件进行分析，计量资料
以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因
素方差分析，两组间比较采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜
００５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２１　ｍｉＲ５４３与ＡＩＭＰ３基因表达
将ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ及ＮＣ序列、ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒ及ＮＣ序列转染 ＳＨＧ４４细胞４８ｈ后，ｍｉＲ５４３
ｍｉｍｉｃ组细胞中 ｍｉＲ５４３的表达与 ｍｉｍｉｃＮＣ组相
比显著上调（Ｐ＜００１），ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞
中ｍｉＲ５４３的表达与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比显著下调
（Ｐ＜００１），见图１Ａ；与之相反，ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组
细胞中 ＡＩＭＰ３ｍＲＮＡ的表达与 ｍｉｍｉｃＮＣ组相比
显著下调（Ｐ＜００１），ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中
ＡＩＭＰ３ｍＲＮＡ的表达与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比显著上
调（Ｐ＜００１），见图１Ｂ。
２２　ＳＨＧ４４细胞增殖

转染４８ｈ后，ＭＴＴ检测各组ＳＨＧ４４细胞增殖
水平，结果显示，ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组与ｍｉｍｉｃＮＣ组
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（１）与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，Ｐ＜００１；（２）与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，Ｐ＜００１

图１　ｍｉＲ５４３与ＡＩＭＰ３在各组ＳＨＧ４４细胞中基因表达水平
Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ５４３ａｎｄＡＩＭＰ３ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

相比细胞增殖水平明显降低（Ｐ＜００１），ｍｉＲ５４３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比细胞增殖水平明
显升高（Ｐ＜００１），见图２；由此可见ｍｉＲ５４３过表
达可抑制ＳＨＧ４４细胞增殖，抑制 ｍｉＲ５４３的表达
可促进ＳＨＧ４４细胞增殖。

（１）与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，Ｐ＜００１；
（２）与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，Ｐ＜００１

图２　各组ＳＨＧ４４细胞增殖水平
Ｆｉｇ．２　ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ
２３　ＳＨＧ４４细胞周期

转染４８ｈ后，流式细胞术检测各组ＳＨＧ４４细
胞周期变化，结果显示 ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组与 ｍｉｍｉｃ
ＮＣ组相比，处于 Ｇ１期的细胞数量显著增加（Ｐ＜
００１），见表１和图３，可见 ｍｉＲ５４３将 ＳＨＧ４４细
胞阻滞在 Ｇ１期。表明 ｍｉＲ５４３在一定程度上可
抑制ＳＨＧ４４细胞 Ｇ１期向 Ｓ期转变，从而影响细
胞增殖。

表１　ｍｉＲ５４３对ＳＨＧ４４细胞周期的影响
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ５４３ｏｎｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
组别 Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２期
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６６５８±１４０ ９６７±０４１ ２３２４±１０１
ｍｉｍｉｃＮＣ ６３５２±０５５ ９７８±０５４ ２６３５±０８０
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ ６５２４±１１０ ９８４±０９７ ２３１２±０２７
ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ ７２１１±１０３（１）５４４±０４２ ２１１４±０６１
ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６３５１±１４４ １６６０±１４４ １９５５±０９５
（１）与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，Ｐ＜００１

２４　ＳＨＧ４４细胞凋亡
转染４８ｈ后，流式细胞术检测各组ＳＨＧ４４细

胞凋亡情况，结果显示 ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组与 ｍｉｍｉｃ
ＮＣ组相比细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜００１）；ｍｉＲ
５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比，细胞凋亡率
显著减少（Ｐ＜００１），见表２和图４。由此可见，过
表达ｍｉＲ５４３可促进ＳＨＧ４４细胞凋亡，抑制 ｍｉＲ
５４３表达可抑制细胞凋亡。
２５　ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＥ、Ｂｃｌ２与ｂａｘ蛋白表达

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果显示，ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组
ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＥ蛋白表达与ｍｉｍｉｃＮＣ组相比显
著下调（Ｐ＜００１），ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ｃｙｃｌｉｎＤ１、
ｃｙｃｌｉｎＥ蛋白表达与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比显著上调
（Ｐ＜００１，图５）；ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组Ｂｃｌ２蛋白表达
与ｍｉｍｉｃＮＣ组相比显著下调（Ｐ＜００１），ｍｉＲ５４３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 Ｂｃｌ２蛋白表达与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比
显著上调（Ｐ＜００１，图６Ａ）；ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组 ｂａｘ
蛋白表达与 ｍｉｍｉｃＮＣ组相比显著上调（Ｐ＜
００１），ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ｂａｘ蛋白表达与 ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒＮＣ组相比显著下调（Ｐ＜００１，图６Ｂ）。
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注：Ａ为ｃｏｎｔｒｏｌ组，Ｂ为ｍｉｍｉｃＮＣ组，Ｃ为ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组，Ｄ为ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组，Ｅ为ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组

图３　ｍｉＲ５４３对ＳＨＧ４４细胞细胞周期的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ５４３ｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

表２　ｍｉＲ５４３对ＳＨＧ４４细胞凋亡的影响
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ５４３ｏｎ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

分组 ＵＬ（％）ＵＲ（％）ＬＬ（％）ＬＲ（％）
细胞凋亡率（％）
ＵＲ＋ＬＲ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２０４ ３７０ ９０３７ ３８９ ７５９±０９６
ｍｉｍｉｃＮＣ １７９ ４０９ ８９６４ ４４９ ８５８±０３９
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ １４７ ４４７ ９１２２ ２８４ ７３０±０３０
ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ ５１４ １０３０ ７１１５ １３４１ ２３７２±１１０（１）

ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０１７ ０７７ ９７７９ １２７ ２０４±０２９（２）

（１）与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，Ｐ＜００１；（２）与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，
Ｐ＜００１

３　讨论

ｍｉＲ５４３是新近发现的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ家族的一
员，位于人 １４号染色体 Ｄｌｋ１Ｄｉｏ３印记基因区
域［５］，作为致癌基因或肿瘤抑制基因，它与人类第

一大杀手癌症密切相关，在肝癌［６］、结直肠癌［７］、

胃癌［８］、非小细胞肺癌［９］、食管癌［１０］、前列腺

癌［１１］、肾透明细胞癌［１２］、骨肉瘤细胞［１３］、子宫内膜

癌［１４］、乳腺癌［１５］中发挥着重要作用。Ｘｕ等［１６］研

究发现ｍｉＲ５４３在脑胶质瘤组织样本及脑胶质瘤
细胞 Ｕ８７、Ｕ２５１、Ｕ３４３、Ａ１７２、Ｔ９８Ｇ与 ＬＮ２２９中呈

现低表达，过表达 ｍｉＲ５４３可抑制胶质瘤细胞
Ｕ２５１、Ｕ８７细胞的增殖，然而 ｍｉＲ５４３在 ＳＨＧ４４
细胞中的作用尚不明确。为了进一步研究 ｍｉＲ
５４３在ＳＨＧ４４细胞中的功能，本研究在ＳＨＧ４４细
胞中分别过表达及抑制 ｍｉＲ５４３表达，通过 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ５４３及其靶基因 ＡＩＭＰ３［１７］ｍＲ
ＮＡ的表达验证转染效果，结果显示过表达 ｍｉＲ
５４３可抑制ＡＩＭＰ３ｍＲＮＡ的表达，抑制ｍｉＲ５４３的
表达可促进 ＡＩＭＰ３ｍＲＮＡ的表达，表明 ｍｉＲ５４３
模拟物及抑制物序列转染成功；继续通过 ＭＴＴ、流
式细胞周期和流式细胞凋亡检测细胞增殖和凋亡

作用，结果表明过表达 ｍｉＲ５４３可抑制胶质瘤
ＳＨＧ４４细胞的增殖，促进细胞凋亡，抑制 ｍｉＲ５４３
的表达可促进 ＳＨＧ４４细胞增殖，抑制细胞凋亡，
与Ｘｕ等［１６］研究结果一致。

细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎＤ１和 ｃｙｃｌｉｎＥ是细胞周
期Ｇ１期的两个关键表达蛋白。在Ｇ１期ｃｙｃｌｉｎＤ１
和ｃｙｃｌｉｎＥ积累达到一定阈值后，与细胞周期依赖
蛋白激酶 ＣＤＫ（Ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ）结合形成
复合物，使 Ｒｂ（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔ）磷酸
化，磷酸化的 Ｒｂ与 Ｅ２Ｆ分离，失去对 Ｅ２Ｆ转录活
化功能的抑制，使细胞从 Ｇ１期进入 Ｓ期［１８］。ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１和ｃｙｃｌｉｎＥ过表达可使细胞加速从Ｇ１期转
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注：Ａ为ｃｏｎｔｒｏｌ组，Ｂ为ｍｉｍｉｃＮＣ组，Ｃ为ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组，Ｄ为ｍｉＲ５４３ｍｉｍｉｃ组，Ｅ为ｍｉＲ５４３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组

图４　各组ＳＨＧ４４细胞凋亡情况
Ｆｉｇ．４　Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

（１）与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，Ｐ＜００１；（２）与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，Ｐ＜００１

图５　ｍｉＲ５４３对ＳＨＧ４４细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１与ｃｙｃｌｉｎＥ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ５４３ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄｃｙｃｌｉｎＥ

换到Ｓ期，Ｇ１期缩短；阻断或敲除 ｃｙｃｌｉｎＤ１和 ｃｙ
ｃｌｉｎＥ可使细胞不能从 Ｇ１期进入 Ｓ期，发生细胞
周期阻滞，诱导细胞发生凋亡［１９］。本研究通过流

式细胞术检测细胞周期变化，结果显示过表达

ｍｉＲ５４３可将 ＳＨＧ４４细胞阻滞在 Ｇ１期；通过
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测了Ｇ１期关键周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎＤ１
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（１）与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，Ｐ＜００１；（２）与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，Ｐ＜００１

图６　ｍｉＲ５４３对ＳＨＧ４４细胞Ｂｃｌ２与ｂａｘ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ５４３ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄｂａｘ

和ｃｙｃｌｉｎＥ的表达变化，结果显示，过表达ｍｉＲ５４３
可显著下调 ｃｙｃｌｉｎＤ１和 ｃｙｃｌｉｎＥ的表达，而抑制
ｍｉＲ５４３的表达可显著上调 ｃｙｃｌｉｎＤ１和 ｃｙｃｌｉｎＥ
的表达，表明 ｍｉＲ５４３可能通过阻断 ｃｙｃｌｉｎＤ１和
ｃｙｃｌｉｎＥ的表达，抑制ＳＨＧ４４细胞Ｇ１期向Ｓ期转
变，进而抑制细胞增殖，诱导细胞发生凋亡。

Ｂｃｌ２家族成员在细胞凋亡过程中起重要作
用。Ｂｃｌ２家族可分为两类，一类在肿瘤细胞中发
挥抗凋亡的作用，主要有 Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸＬ、Ｍｃｌ、Ｂｃｌ
Ｗ、ＢｃｌＢ／Ｂｃｌ２Ｌ１０，另一类在肿瘤细胞中发挥促凋
亡的作用，主要有 ｂａｘ、ＢＡＫ、ＢＯＫ／ＭＴＤ［２０］，其中
Ｂｃｌ２和ｂａｘ是参与细胞凋亡调控比较重要的两个
基因，Ｂｃｌ２高表达可降低内质网 Ｃａ２＋离子浓度，
抑制线粒体膜的通透性并抑制细胞色素 Ｃ的释
放，同时抑制线粒体膜电位的降低进而抑制细胞凋

亡；而ｂａｘ可拮抗 Ｂｃｌ２，使 Ｃａ２＋浓度迅速持续升
高，改变线粒体膜的通透性，促进细胞色素 Ｃ的释
放，降低线粒体膜电位，激活 Ｃａｓｐａｓｅ通路进而促
进细胞凋亡。本研究通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测
了Ｂｃｌ２与ｂａｘ的蛋白表达变化，结果显示过表达
ｍｉＲ５４３可上调ｂａｘ表达、下调 Ｂｃｌ２的表达，而抑
制ｍｉＲ５４３的表达结果与之相反，揭示ｍｉＲ５４３可
能通过调控 ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表达激活 Ｃａｓｐａｓｅ通
路，进而抑制细胞增殖促进细胞凋亡。

综上所述，推测在脑胶质瘤细胞中ｍｉＲ５４３通

过激活Ｃａｓｐａｓｅ凋亡信号通路进而抑制细胞增殖，
促进细胞凋亡。本实验为 ｍｉＲ５４３抑制脑胶质瘤
细胞增殖作用机制的进一步研究提供了证据，揭示

ｍｉＲ５４３可作为新的脑胶质瘤相关基因治疗靶点，
为延长脑胶质瘤患者生存期提供新方向。
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