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∙论著∙

MicroRNA-191在T淋巴母细胞性
白血病/淋巴瘤中的表达及其作用机制研究

张景航 杨晓煜 李敏 黄欣 刘翠苓 高子芬

【摘要】 目的 探讨MicroRNA-191（miR-191）与T淋巴母细胞性白血病/淋巴瘤（T-ALL/LBL）的

相关性及其作用机制。方法 采用荧光实时定量PCR（qRT-PCR）法检测20例T-ALL/LBL患者肿瘤组

织和 20例淋巴结反应性增生（LRH）患者淋巴结组织中miR-191 的表达，并分析其与临床预后的关

系。构建反义miR-191慢病毒载体（LV-miR-191-KD）和阴性对照载体（LV-NC-GFP）并转染T-ALL细

胞系 Jurkat 细胞，qRT-PCR 法检测 miR-191 的表达水平。分别用 CCK-8 法和流式细胞术检测下调

miR-191后的细胞活性、细胞周期和凋亡。结果 T-ALL/LBL患者组miR-191 表达水平明显高于LRH

患者组（1.875±0.079对1.000，P=0.001），以miR-191表达量的中位数为界，将T-ALL/LBL患者分为高表

达组（10例）与低表达组（10例），高表达组患者 3年OS率明显低于低表达组（26%对 82%，P=0.021）。

转染 48 h后，LV-miR-191-KD组 Jurkat细胞miR-191表达水平（0.578±0.012）较LV-NC-GFP组（1.011±

0.053）和未转染对照组（1.000）显著降低（P值分别为0.018和0.021），细胞凋亡比例显著升高（P值均<

0.05），细胞周期阻滞于G0/G1期，并抑制从G1期向S期转化。结论 miR-191在T-ALL/LBL的发生、发

展过程中起促进作用，可能作为T-ALL/LBL治疗的潜在靶点。
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【Abstract】 Objective To evaluate the correlation between MicroRNA- 191（miR- 191）and T
lymphoblastic leukemia/lymphoma（T-ALL/LBL）to probe its underlying molecular mechanism. Methods
The expression of miR-191 was examined by real- time PCR（RT-PCR）in 20 T-ALL/LBL tissue samples
and 20 lymphoid reactive hyperplasia（LRH）tissue samples. The correlation between miR- 191 and the
clinicopathological feature of T- ALL/LBL was analyzed. Antisense miR- 191 lentiviral vectors was
constructed and transfected into T-ALL/LBL Jukat cells．After transfection, the expression of miR-191was
examined by RT-PCR．The cell activity was evaluated by CCK-8 asssy. The cell cycle and apoptosis were
determined by flow cytometry. Results Compared with LRH samples, the results of RT- PCR showed
significant upregulation of miR-191 in 20 T-ALL/LBL tissue samples（1.875±0.079 vs 1.000, P<0.05）. The
expression level of miR-191 was negatively associated with prognosis. Compared with LV-NC-GFP and
control groups, the expression of miR-191 significantly decreased after transfection of antisense miR-191
lentiviral vectors（0.578±0.012 vs 1.011±0.053 and 1.000, P<0.05）, the percentages of apoptotic cells and
the cell in G0/G1 phase significantly increased（P<0.05）. Conclusions miR - 191 might play a significant
role in the development of T-ALL/LBL, implicating a new target for therapy.
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T 淋 巴 母 细 胞 性 白 血 病/淋 巴 瘤（T

lymphoblastic leukemia/lymphoma，T- ALL/LBL）是

来源于不成熟T淋巴细胞的高度侵袭性恶性肿瘤，

约占所有ALL/LBL的80%，当前的常规化疗虽可以

治愈 80%的儿童患者，但成人患者的 5 年总生存

（OS）率只有 40%左右［1］。为了提高T-ALL/LBL患

者的疗效，尤其是对难治复发性患者，寻找新的治

疗方法及特异性强的靶向治疗成为必需。最近有

研究者发现，microRNA-191（miR-191）在终端红细

胞分化以及肝癌、卵巢癌、糖尿病等多种疾病的发

生、发展中起重要调节作用［2-5］，在结肠癌、急性髓系

白血病、恶性黑色素瘤、乳腺癌和卵巢癌等恶性肿

瘤中高表达［6-7］。以往的研究表明miR-191的异常

表达可能与恶性肿瘤的发生、发展和预后相关，但

目前miR-191在淋巴造血系统肿瘤中的表达及作用

机制研究鲜有报道。在本研究中我们通过检测

miR-191在T-ALL/LBL中的表达，并通过构建反义

miR-191慢病毒载体（LV-miR-191-KD）转染T-ALL

细胞系 Jurkat 细胞，旨在探讨 miR-191 在 T-ALL/

LBL发生、发展中的作用及可能机制。

病例与方法

1. 病例：以 2003年 1月至 2012年 1月期间北京

大学第三医院和北京大学基础医学院诊疗及会诊

的 20例T-ALL/LBL患者为研究对象，以同期 20例

淋巴结反应性增生（LRH）患者为对照，参照世界卫

生组织肿瘤分类及诊断标准进行诊断，所有标本均

经过 2 位病理学专家诊断确认。20 例 T-ALL/LBL

患者中男 14例，女 6例，中位年龄 17（2~48）岁。20

例LRH患者中男12例，女8例，中位年龄29（17~62）

岁。T-ALL/LBL 患者治疗方案为 VDLD（长春新

碱、柔红霉素、左旋门冬酰胺酶、地塞米松）方案，

LRH患者主要以观察随访为主。

2. 荧 光 实 时 定 量 PCR（qRT- PCR）法 检 测

miR-191的表达：采用TRIzol法提取所有组织标本

总 RNA，常规检测 RNA 纯度和浓度。逆转录和

PCR按照日本TaKaRa公司提供的说明书操作，以

U6作为内参照进行相对定量，每组设 3复孔，实验

重复3次。在qRT-PCR仪（美国罗氏公司产品）上进

行检测。miR-191 上游引物序列为 5′-ACACTC-

CAGCTGGGCAACGGAATCCCAAAAGC-3′，下游

引物序列为 5′-CTCAACTGG TGTCGTGGA-3′，U6

上游引物序列为 5′-TTATGGGTCCTAGCCTGAC-

3′，下游引物序列为 5′-CACTATTGCGGGGTCTGC-

3′。采用2-ΔΔCt法计算 miR-191的相对表达量。

3. 细胞培养和转染：Jurkat细胞由北京大学第

一医院皮肤科实验室馈赠，于含 10%胎牛血清的

RPMI 1640 培养基中常规培养。LV-miR-191-KD及

其阴性对照LV-NC-GFP的构建、包装和鉴定由上海

吉凯基因化学技术有限公司完成。LV-miR-191-

KD 序 列 为 ：5′- TCAAAGTTCGTTCATTTCC

GTTAAGATCTAGGGCTAACATTTTTTTCCGTTA

CATATGTAATTTTTTGGAAGTTTCCGTTATCTAG

ATATTTTGGGAATCTTTTCCGTTT-3′。取对数生

长期细胞进行转染，以每孔3×105个细胞接种于6 孔

板。按照感染复数（multiplicity of Infection，MOI）=

30加入LV-miR-191- KD和LV-NC-GFP感染细胞，

24 h后换为正常培养液继续培养。感染48 h后于倒

置荧光显微镜下观察转染效果，应用qRT-PCR仪检

测miR-191表达水平并用于后续实验。Mir-XTM miRNA

逆转录试剂盒与 Mir-XTM miRNA qRT-PCR 试剂盒

均购于日本TaKaRa公司。

4. CCK-8法检测miR-191对 Jurkat细胞增殖的

影响：实验分组：实验组：LV-miR-191-KD 转染的

Jurkat细胞；阴性对照组：LV-NC-GFP转染的 Jurkat

细胞；未转染对照组：未转染的 Jurkat细胞。取对数

生长期 Jurkat 细胞，调整细胞密度至 2×105/ml。以

每孔100 μl接种于96孔板，每组设3个复孔，置于恒

温培养箱中（37 ℃、5%CO2）常规培养。分别于培养

24、48、72和 96 h时每孔加入 10 μl的CCK-8溶液，

继续孵育 2 h 后，在 450 nm 波长处测定吸光度（A）

值。实验重复3次。

5. 流式细胞术检测miR-191对 Jurkat细胞细胞

周期和凋亡的影响：实验分组同上。慢病毒转染

Jurkat细胞 48 h后，每组收集细胞 1×106个，用 PBS

洗涤细胞 2 次。常规固定处理后每管加 100 μl

RNaseA，37 ℃水浴 30 min，再加入 400 μl 碘化丙锭

染色，4 ℃避光 30 min，上流式细胞仪检测细胞周

期。同上细胞常规固定处理后加100 μl缓冲液悬浮

细胞，加入 5 μl AnnexinⅤ-FITC和 5 μl 碘化丙锭混

匀，室温下避光反应 15 min。 再加入 400 μl 缓冲

液，上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

6. 随访：通过电话进行随访，随访截止日期为

2014年12月31日。总生存（OS）时间定义为确诊日

至患者死亡或末次随访时间。

7. 统计学处理：采用SPSS18.0软件进行统计学

分析，计量资料数据以 x±s表示，组间比较采用 t检

验或单因素方差分析，计数资料采用χ2检验, 采用
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Kaplan-Meier法绘制生存曲线，并运用Log-rank检

验比较 OS 率差异。以 P<0.05 为差异有统计学

意义。

结 果

1. miR-191 在 T-ALL/LBL 和 LRH 患者中的表

达：结果显示，T-ALL/LBL患者组miR-191表达水平

显著高于LRH患者组，差异有统计学意义（1.875±

0.079对1.000，P=0.001）。

2. miR-191与T-ALL/LBL患者预后的关系：参

照文献［6-7］以 miR-191 表达量的中位数为界，将

T-ALL/LBL患者分为高表达组（10例）与低表达组

（10例）。结果显示，高表达组患者3年OS率明显低

于低表达组，差异有统计学意义（26%对 82%，P=

0.021）（图1）。

3. LV-miR-191-KD转染 Jurkat细胞后miR-191

的表达：慢病毒转染 Jurkat 细胞48 h后，细胞感染率

为 80% ，实验组 Jurkat 细胞 miR- 191 表达水平

（0.578±0.012）低于阴性对照组（1.011±0.053）和未

转染对照组（1.000），差异有统计学意义（P值分别

为0.018和0.021）；而阴性对照组和未转染对照组比

较差异无统计学意义（P=0.779）。

4. miR-191表达抑制对 Jurkat细胞周期和凋亡

的影响：转染 48 h后结果显示，与阴性对照组和未

图 1 MicroRNA（miR）-191表达对T淋巴母细胞性白血病/淋巴瘤

患者总生存的影响

转染对照组比较，实验组 Jurkat细胞G1期细胞比例

升高，S期细胞比例降低，凋亡细胞比例显著增加，

差异均有统计学意义（P值均<0.05）（表1、图2）。

5. miR-191表达对 Jurkat细胞增殖的影响：结果

显示，转染LV-miR-191-KD后，随着转染时间的延

长，Jurkat细胞增殖明显降低。转染72和96 h时，与

阴性对照组和未转染对照组比较，实验组 Jurkat细

胞增殖显著下降，差异有统计学意义（P 值分别为

0.032和0.027）（图3）。

讨 论

miRNA是一类内源性保守的非编码的小分子

RNA，是目前研究较多的非编码 RNA［8］。自 1993

表1 MicroRNA（miR）-191表达抑制对 Jurkat细胞周期和凋亡的影响（%，x±s）

组别

LV-miR-191-KD转染组

LV-NC-GFP转染组

未转染对照组
aP值
bP值

细胞周期分布

G1期

67.38±8.01

50.32±9.74

48.93±10.92

0.032

0.026

S期

22.46±3.12

38.17±10.09

40.81±8.83

0.041

0.019

G2/M

10.15±2.23

11.51±1.12

10.26±0.98

0.580

0.810

凋亡细胞比例

15.89±5.76

1.08±0.09

1.02±0.11

0.009

0.007

注：a：为LV-miR-191-KD转染组与LV-NC-GFP转染组比较；b：为LV-miR-191-KD转染组与未转染对照组比较。每组设3个复孔，实验重

复3次

A：未转染对照组；B：LV-NC-GFP转染组；C：LV-miR-191-KD转染组

图2 流式细胞术检测MicroRNA（miR）-191表达对 Jurkat细胞凋亡的影响
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图3 CCK-8法检测MicroRNA（miR）-191表达对 Jurkat细胞增殖的

影响（每组设3个复孔，实验重复3次）

年 Lee等［9］在线虫中发现了第一个miR-Lin-4后，随

即在许多的真核生物中都发现了这种小分子RNA，

这些miRNA 可特异性识别靶 mRNA的3′-非翻译区

（3′UTR）并与之结合，引起靶mRNA 的降解或翻译

抑制，从而在转录后发挥负调控基因表达的作

用［10］。T-ALL/LBL 中存在众多 miRNA 表达的异

常，其可能通过对肿瘤相关靶基因的调控发挥作

用［11-12］。因此，对T-ALL/LBL中表达异常的miRNA

进行研究可为T-ALL/LBL的临床诊治提供重要的

理论依据。

MiR-191定位于染色体 3p21.31，在胰腺癌、大

肠癌、肺癌及前列腺癌均高表达［13-14,6］。Ueda等［15］采

用基因芯片技术对 353份胃癌标本进行分析，发现

miR-191呈高表达。所以，miR-191可能与恶性肿瘤

的发生、发展有着密切关系。

在本 研 究 中 我 们 发 现 ，T- ALL/LBL 患 者

miR-191表达水平显著高于LRH患者，与miR-191

在其他实体肿瘤患者中的报道基本一致，提示

miR-191过表达与患者不良预后密切相关，有可

能 作 为 T- ALL/LBL 预后观察指标。有报道称

miR-191 在肝癌细胞中高表达，抑制 miR-191 可以

减缓细胞增殖和诱导细胞凋亡，在鼠模型中有减小

瘤块体积的作用。我们的研究结果也显示，抑制

miR-191 表达后，Jurkat细胞增殖受到抑制，细胞周

期阻滞于G0/G1期，细胞凋亡增加。提示miR-191在

T-ALL/LBL发生、发展中起重要作用。

但 miR-191 通过何种机制促进 T-ALL/LBL 的

发生，需要进一步实验证实。SOX4是与胚胎细胞

发育和调节细胞分化增殖有关的转录因子，其在多

种肿瘤中高表达。研究表明，miR- 191 参与了

MAPK/ERK、TGF-β 及 MAPK/JNK 等通路，SOX4、

IL-1A、TMC-7 可能是 miR-191 的靶基因［3］，对于

miR-191在T-ALL/LBL发生、发展过程中的作用，需

要进一步验证，并阐明其作用机制。

综上，miR-191 在T-ALL/LBL患者中高表达且

与其 OS 呈负相关。下调 miR-191 表达，可抑制

T-ALL肿瘤细胞增殖、阻滞细胞周期，促进细胞凋

亡。以上研究结果为T-ALL/LBL的防治及预后提

供了一个新的潜在靶点，值得进一步深入研究。
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患者，男，22岁，因“颜面部及双下肢水肿 2周”于 2015

年 4月 29日就诊于当地医院。2周前无明显诱因出现颜面

及双下肢水肿，伴右腰背部钝痛，呈间断性，无放射痛。无胸

闷、心悸。既往无高血压病史。当地医院查24 h尿蛋白定量

8.32（0~0.15）g，血白蛋白13.5（40~50）g/L，总蛋白34（65~85）

g/L，总胆固醇 6.77（2.33~5.17）mmol/L，三酰甘油 2.01（0.56~

1.46）mmol/L，低密度脂蛋白3.37（1.9~3.12）mmol/L，尿素氮

9.8（2.5~7.1）mmol/L，肌酐 73（44~104）μmol/L，α1-微球蛋白

75（10~30）mg/L，乳酸脱氢酶363（109~245）U/L，红细胞沉降

率 30 mm/1 h，自身抗体阴性。当地医院超声检查示：右肾

103 mm×57 mm×50 mm，左肾111 mm×57 mm×54 mm，形态

正常，轮廓清晰，包膜光滑，肾实质回声增强；肝脏、胆囊、胰

腺、脾脏未见异常；全身浅表淋巴结未发现明显肿大。胸、腹

部CT平扫无异常发现。诊断为肾病综合征并给予甲泼尼

龙、利尿及抗凝等治疗，症状无明显改善。5月3日行B超引

导下肾穿刺活检，病理学检查考虑为非霍奇金淋巴瘤，弥漫

大B细胞性，非生发中心型。免疫组化：Mum-1（+）、CD20

（+）、Pax-5（+）、Ki-67（约 90%+）、HBcAg（－）、HBsAg（－）、

HMB45（－）、Meland-A（－）、ALK（－）、EMA（－）、Desmin

（－）、CD43（－）、CD3（－）、CK（－）、CD10（－）、S-100（－）、

Vimentin（－）。患者为进一步治疗转入我院。查体：全身浅

表淋巴结未触及肿大。心肺听诊未见异常。腹部平坦，无包

块，肝脾未及肿大，右肾区轻叩击痛，无移动性浊音。颜面及

双下肢轻度水肿。完善骨髓穿刺及活检无异常发现。复查

胸部、腹部及盆腔CT平扫均无异常发现。为明确诊断，肾脏

病理切片送北京大学病理学系会诊，同意原病理诊断。于5

月 22 日给予 EPOCH（依托泊苷 50 mg/m2+长春新碱 0.4

mg/m2+表阿霉素10 mg/m2，微量泵持续96 h泵入，环磷酰胺

750 mg/m2静脉滴注第 5天，泼尼松 100 mg/d口服第 1~5天）

方案化疗，因患者个人原因未采用利妥昔单抗治疗，1个疗

程后患者颜面及双下肢水肿减轻，复查 24 h尿蛋白定量正

常，肾功能恢复。2个疗程后达完全缓解。目前患者已进行

4个疗程化疗，仍为完全缓解状态，一般情况良好。

讨论：原发肾脏恶性淋巴瘤（primary renal lymphoma，

PRL）是一种罕见的原发于肾脏的结外恶性淋巴瘤，起病隐

匿，患者多表现为腰背痛、消瘦、乏力、血尿和发热等症状，部

分患者可出现急性或慢性肾功能衰竭。影像学检查可以帮

助鉴别肾脏的实体肿瘤，但没有可以区分PRL与其他肿瘤的

特征性表现，确诊仍依赖病理学诊断。本例患者因颜面及下

肢水肿伴腰背部疼痛入院，腹部超声、CT却无明显异常发

现，考虑患者发现较早，淋巴瘤细胞尚未聚集形成肿块，或肾

脏淋巴瘤细胞弥漫浸润。而已有文献报道的PRL患者行超

声、CT等影像学检查均可发现肾脏肿块，这与文献报道的案

例有所不同，也给初步诊断带来困难。PRL进展迅速，晚期

往往易导致急性肾衰竭。PRL可侵犯中枢神经系统，治疗期

间，给予鞘内注射化疗药物可以达到预防和治疗中枢侵犯的

目的。PRL尚无标准的治疗方案，目前比较统一的看法是：

双侧PRL首选化疗，单侧孤立性肿块首选根治性切除后辅以

化疗、放疗，给予个体化维持治疗，以提高生存率。该患者肾

脏没有发现肿块，对侧肾脏未进行穿刺活检，肿瘤细胞有侵

及对侧肾脏可能，因此没有采取手术切除。考虑到年轻患

者，治疗愿望强烈，目前选择了单纯EPOCH方案化疗，下一

步拟行自体造血干细胞移植，其远期疗效有待进一步观察。
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