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外源性miR-34a抑制H1299细胞生长的机制研究
段广新1  段卫明2  许雅香1  张燕娟3  周新文3*

(1苏州大学医学部基础医学与生物科学学院, 苏州 215123; 2苏州大学附属第一医院, 苏州 215123; 
3苏州大学医学部放射医学与防护学院, 苏州 215123)

摘要      将合成的miR-34a成熟序列转染p53–/–的非小细胞肺癌H1299细胞, 探究外源性的miR-
34a是否影响p53缺失细胞的生长、凋亡和衰老以及其作用机制。MTT检测细胞的生长与存活, 藻
红B染色检测细胞的死亡, Annexin V/PI染色检测细胞凋亡, β-半乳糖苷酶染色试剂盒检测细胞的衰

老, Western blot检测与细胞凋亡和周期相关的Bcl-2、Puma、Cdk4和E2F3蛋白的表达。结果显示, 
miR-34a转染组和阴性对照组相比, 存活率明显降低, 且48 h较24 h更显著, 24 h和48 h存活率分别为

79.94%、64.83%; 细胞死亡和凋亡的分析结果表明, 外源性miR-34a可以促进细胞死亡和凋亡; 此外, 
细胞还出现了明显的衰老, 并且检测到凋亡、衰老相关的Bcl-2、Puma、E2F3和Cdk4蛋白的表达

下调。miR-34a可以下调p53下游相应靶蛋白的表达, 通过部分补救p53通路或p53非依赖途径促进

细胞的凋亡、衰老并抑制细胞的增殖。
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Abstract        To elucidate the function and mechanism of exogenous miR-34a involved in growth, apopto-
sis and senescence in the p53–/– H1299, miR-34a mimics was used to transfect into H1299. Viablity cell rate was 
analyzed by MTT. Erythrosine B cells staining was used to count the rate of cell death. Apoptosis was detected by 
Annexin V/PI staining. Senescence was observed by senescence associated β-galactosidase kit staining. The expres-
sion of the Bcl-2, Puma, E2F3 and Cdk4 was resolved by Western blot. The group transfection with miR-34a has a 
lower cell viablity rate than the group of negative control. The decrease of cell viablity of 48 h is more notable than 
24 h. The cell viablity rate of 24 h and 48 h are 79.94%, 64.83%, respectively. The rate of cell death and apoptosis 
is higher and the senescence staining more marked when transfected with miR-34a. The expression of Bcl-2, E2F3 
and Cdk4 significantly decreases and Puma increases when induction of miR-34a. So miR-34a can decrease it’s tar-
get proteins of p53 downstream and induce apoptosis and cell death, senescence, inhibit cell growth of H1299 cell 
by partly saving the p53 pathway and p53 independent pathway.
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microRNA(miRNA)是一种内源性、非编码的

单链小RNA分子。其长度约19-25 nt, 它可以通过

形成RNA依赖的沉默复合体(RNA-induced silencing 
complex, RISC)与其靶基因的3′-端的非翻译区(3′-
UTR)发生非完全的互补结合, 从而降解其靶基因的

mRNA或抑制靶基因的翻译[1]。其本身在正常的组

织分化、发育、代谢与细胞数量平衡上有着非常重
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要的生理功能[2]。近来发现, 肿瘤细胞中miRNA的

表达水平与结构修饰发生了改变, 并且与肿瘤的发

生、发展存在密切的关系[3-4]。miR-34a是一种重要

的microRNA, 它是p53直接调控的小RNA分子。目

前的研究表明, 外源性miR-34a可诱导细胞的凋亡、

周期阻滞、细胞的衰老以及抑制肿瘤细胞的移动和

侵袭。表明了miR-34a是p53抑制肿瘤信号网络中的

一个非常重要的介导因子[5-6]。

大量的研究报道, 在恶性肝细胞癌、前列腺癌、

黑色素瘤、神经母细胞瘤、非小细胞肺癌(non-small 
cell lung cancer, NSCLC)中发现, 由于miR-34a基因

的缺失或者启动子的甲基化而使miR-34a表达下调。

结果使细胞的生长、周期和凋亡过程失调, 而促使

了肿瘤的发生[7]。在miR-34a调控的信号通路上, 其
可以直接靶向抑制SIRT1、c-myc和E2F3等转录因

子来调节细胞的生长和一些重要的细胞过程[8]。并

且miR-34a通过下调SIRT1的表达, 在p53之间形成

正反馈机制, 致使p53的脱乙酰化水平降低, 增强了

p53的转录活性, 使凋亡蛋白如Puma以及p21的表达

升高, 而抗凋亡蛋白如Bcl-2的表达降低。50%以上

肿瘤细胞中由于p53的突变或缺失, 使得这种正反馈

机制缺失, 降低了外源性miR-34a诱导的部分类型肿

瘤细胞的凋亡。SIRT1作为NAD依赖性的脱乙酰化

酶, 本身可以转录抑制促凋亡蛋白的表达。因此, 外
源性miR-34a诱导的细胞凋亡并不是完全p53依赖

性的, 它与肿瘤细胞的背景有关[9]。本实验研究在

p53–/–的H1299非小细胞肺癌细胞中转染外源性miR-
34a, 观察其是否能够启动p53的下游凋亡信号的转

导, 来抑制细胞的增殖, 以及对细胞衰老的影响及其

分子机制。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      非小细胞肺癌H1299细胞系由苏州大

学放射医学与防护学院杨红英教授实验室惠赠。

1.1.2   主要试剂      RPMI-1640、胎牛血清和青霉素

(10 000 U/mL)/链霉素(10 000 μg/mL)双抗均购自

美国Hyclone公司; miR-34a序列5′-UGG CAG UGU 
CUU AGC UGG UUG U-3′和 阴 性 对 照(negative 
control, NC)序列5′-UUC UCC GAA CGU GUC ACG 
UTT-3′由上海吉玛制药技术有限公司合成; 转染试剂

Lipofecta-mineTM2000购于美国Invitrogen公司; An-

nexin V/PI凋亡检测试剂盒购于南京铂优生物技术

有限公司; 细胞衰老β-半乳糖苷酶(SA-β-Gal)染色试

剂盒购于碧云天生物技术研究所; MTT购自上海生

工生物工程有限公司; 兔抗Cdk4(sc-260)、E2F3多
克隆抗体(sc-878)和兔抗Bcl-2单克隆抗体(sc-509), 
以及辣根过氧化物酶标记的二抗均购于美国Santa 
Cruz公司。

1.2   方法 
1.2.1   细胞培养      H1299细胞用含有10%浓度

的胎牛血清和1%浓度的青霉素/链霉素双抗的

RPMI-1640培养基在37 °C、5% CO2的培养箱内

培养。

1.2.2   细胞转染      根据实验要求接种相应数量的

细胞到35 mm的细胞培养皿[接种(1.5~2.5)×105细胞]
或96孔板中(24 h接种6×103细胞, 48 h接种4×103细

胞), 培养24 h后根据LipofectamineTM2000产品说明

书将miR-34a序列和NC序列转入H1299细胞中, 4 h
后更换完全培养基, 继续培养。

1.2.3   MTT染色      将H1299细胞种入96孔板, 24 h
后按照LipofectamineTM2000产品说明书转染5, 20, 
40 nmol/L的miR-34a序列和40 nmol/L的NC, 4 h后换

完全培养基, 继续培养24, 48 h后, 加入MTT, 再培养

4 h后, 去除有MTT的培养基, 加入150 μL DMSO, 15 min
内完全溶解皿底的晶体, 酶标仪检测其490 nm波长

的吸光度。

1.2.4   细胞衰老分析      在6孔板内接种1.5×105细胞, 
24 h后转染40 nmol/L合成的miR-34a和NC序列, 转
染后4 h更换完全培养基, 培养48, 72 h后按照衰老试

剂盒说明书, 先固定15 min, 然后加入染色液在37 °C染
色过夜(无CO2条件下), 镜下观察拍照。定量分析采

用任意的5个视野, 观察总的细胞数以及染色的细胞

数, 取平均值。细胞衰老率(%)=染色的细胞数/总细

胞数×100%。

1.2.5   藻红B染色观察细胞死亡      细胞转染24, 48 h
后, 用0.02%的藻红B(Erythrosine B)避光染细胞15 min, 
然后用显微镜观察细胞核的染色情况, 活的细胞核不

能被染色, 而死亡细胞核被染成红色。计数300个细胞

中被染色的细胞的百分率来计算死亡率。细胞死亡

率(%)=被染色的细胞数/300×100%。具体方法参见文

献[10]。
1.2.6   细胞凋亡分析      在35 mm细胞培养皿中接种

2.5×105细胞, 24 h后转染40 nmol/L合成的miR-34a和
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NC序列, 4 h后更换完全培养基。继续培养24, 48 h后
收集细胞, 按照Annexin V/PI凋亡检测试剂盒的说明

书要求, 先后加入Annexin V和PI, 避光、室温反应

10 min后, 流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.2.7   Western blot分析蛋白的表达      接种2.5×105

细胞到35 mm的培养皿中, 24 h后转染40 nmol/L合
成的miR-34a和NC序列, 4 h后更换完全培养基, 继续

培养48 h后, 收集细胞, 用4 °C的PBS溶液洗3次。然

后用含有苯甲基磺酰氟(PMSF)的RIPA裂解液裂解

细胞, Bradford法测总的蛋白浓度, 每孔上样20 μL, 
用12%的SDS-PAGE胶进行电泳, 然后转膜到硝酸纤

维素膜上, 然后用5%脱脂牛奶封闭液封闭1 h, 再加

入一抗(稀释比1:1 000), 4 °C过夜, TBST洗3次, 每次

5 min, 加入含有辣根过氧化物酶标记的二抗(稀释比

1:2 000)孵育1 h, 然后洗膜3次, 每次5 min。再用ECL
发光液A液、B液等体积混合加到硝酸纤维素膜上, 
曝光检测。

1.2.8   统计学分析      实验数据均使用平均数±标
准差表示, 采用SPSS16.0统计软件进行t检验, 以
P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   外源性miR-34a抑制H1299细胞的增殖

在H1299细胞转染miR-34a后, 24 h和48 h细胞

的形态与对照组相比有些细胞伸长, 有些细胞变圆, 

并发亮, 细胞的形态与对照组相比, 变得不规则(图
1)。分别在24 h和48 h用MTT染色, 酶标仪检测细胞

吸光度, 发现转染后24 h的细胞与阴性对照组(NC)相
比, 细胞的存活率降低, 且随着转染的miR-34a浓度

的增高, 存活率逐渐降低(图2, P<0.05)。40 nmol/L的
浓度下转染后24 h, 细胞的存活率为79.94%, 而转染

后48 h, 仅为64.83%, 细胞存活率较24 h更低。

2.2   外源性miR-34a促进H1299细胞死亡

如图3所示, 转染miR-34a 24 h后, miR-34a组和阴

性对照NC组的死亡率并没有明显的差异; 转染48 h后

图1  H1299细胞转染后的形态变化(100×)
Fig.1  Morphology after transfection of H1299(100×)

*P<0.05, 与阴性对照比较; △P<0.05, 与对应24 h相同浓度组比较。

*P<0.05 vs negative control(NC); △P<0.05 vs the same concentration of 
24 h group.

图2  转染miR-34a 24, 48 h后H1299的细胞存活率

Fig.2  H1299 viability rate after miR-34a transfection 
for 24, 48 h
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图4  Annexin V/PI染色流式细胞仪检测细胞凋亡

Fig.4  Apoptosis analyzed by flow cytometry after staining with Annexin V/PI

*P<0.05, 与阴性对照比较。

*P<0.05 vs negative control(NC).
图3  转染miR-34a 24, 48 h后细胞的死亡率

Fig.3  Rate of cell death after miR-34a transfection 
for 24, 48 h
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miR-34a组的死亡率为17.44%, 要高于NC组的13.89%, 
差异具有统计学意义(P<0.05)。
2.3   外源性miR-34a促进H1299细胞凋亡

miR-34a转染后24 h, 与对照组相比, 早期和晚

期凋亡率都提高, miR-34a转染组, 细胞的早期凋亡

率和晚期凋亡率达到了4.9%和11.2%, 高于对照组的
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2.3%和8.6%。而转染后48 h, 转染组早期凋亡低于

对照组, 但是晚期凋亡率与对照组相比具有更显著

的提高, miR-34a转染组细胞早期凋亡率为7.1%, 低
于对照组, 而晚期凋亡率达到了11.2%, 显著高于对

照组的4.6%(图4)。
2.4   外源性miR-34a诱导细胞衰老

转染miR-34a 48, 72 h后的细胞用衰老试剂盒

染色发现, 转染后48 h与阴性对照组相比, miR-34a
转染组的细胞出现了较明显的衰老现象(图5), 衰
老率为20.78%, 显著高于阴性对照组(P<0.05); 转
染72 h后, miR-34a转染组的衰老率达到了25.22%, 
高于48 h的20.78%, 但统计学分析, 差异不明显

(P>0.05, 图6)。
2.5   H1299细胞转染miR-34a 48 h后Bcl-2、E2F3、
Cdk4和Puma的表达情况

转染H1299细胞48 h后, 与阴性对照NC组相比, 
miR-34a组抗细胞凋亡的蛋白Bcl-2表达下调, 而
Bcl-2家族的另一个成员即促细胞凋亡的Puma蛋白

表达上调。与细胞衰老、周期和增殖相关的E2F3和
Cdk4蛋白表达也出现了下调(图7)。
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3   讨论
H1299是一种p53缺失(p53–/–)的非小细胞肺癌

细胞株。因为其p53的缺失, 所以H1299细胞较p53+/+

的非小细胞肺癌细胞对放射线和一些抗肿瘤药物有

更强的抗性。本实验用化学合成的miR-34a序列直

接转染到H1299细胞中, 24 h后, 20 nmol/L转染组细

胞存活率明显降低; 而转染后48 h, 细胞存活率降低

更显著, 40 nmol/L转染组的细胞存活率与NC组相

比仅为64.83%。将miR-34a转入H1299细胞48 h后, 
细胞的死亡率上升, 且具有统计学意义(P<0.05)。
miR-34a转染组细胞, 转染后24 h细胞的早期凋亡率

与晚期凋亡率与对照组相比都有所提高, 而48 h后
细胞晚期凋亡率提高更显著。与此相吻合的是, 转

染48 h后, 抑制细胞凋亡的Bcl-2蛋白的表达量较NC
组出现了下调, 而Bcl-2家族的另一成员, 促凋亡的

Puma蛋白的表达上调。Puma是p53的靶基因, 具有

强大的促凋亡作用, Puma属于Bcl-2家族的BH3亚家

族成员, 其蛋白定位于线粒体, 通过BH3结构域与

Bcl-2相互作用, 诱导细胞色素C释放, 激活细胞凋亡

程序, 其可以参与p53依赖和非依赖途径的促凋亡过

程。miR-34a可能通过下调抗凋亡Bcl-2的表达, 上
调促凋亡的Puma, 来促使细胞凋亡。细胞的衰老是

细胞生长停滞的一种体现形式。我们用miR-34a转
染H1299细胞48 h后, β-半乳糖苷酶染色试剂盒染色

发现β-半乳糖苷酶染色阳性的细胞增多, 细胞发生

了衰老现象, 72 h后衰老率达25.22%, 明显高于阴性

图5  转染miR-34a后衰老染色(100×)
Fig.5  SA-β-Gal staining after miR-34a transfection(100×)

*P<0.05, 与阴性对照比较。

*P<0.05 vs negative control(NC).
图6  转染miR-34a后48, 72 h细胞的衰老率

Fig.6  Rate of senescence after miR-34a transfection 
for 48, 72 h
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图7  转染miR-34a 48 h后Bcl-2、Puma、E2F3和Cdk4
蛋白的表达情况

Fig.7  Expression of Bcl-2, Puma, E2F3 and Cdk4 
after miR-34a transfection for 48 h
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对照NC组。E2F3是E2F家族的一员, 是一种重要的

转录调控因子, 可以和DP蛋白结合形成二聚体, 这
种二聚体可以和靶基因的启动子结合来调控转录。

研究表明, E2F3还与细胞衰老密切相关, Tazawa等
[11]和Noguchi等[12]先后验证了E2F3的下调可以诱导细

胞的衰老。现在, 研究比较多的衰老通路主要有两

条: 一是RAS和p38 MAPK通路诱导的衰老通路; 另一

条是E2F/DP活性降低而引起的衰老通路[13-14]。前一

条通路是需要在p53和p16等蛋白的调节作用下来完

成的, 而H1299细胞中, p53是缺失的, 且在转染miR-
34a后, E2F3表达下调, 接着就会抑制E2F/DP复合体

的活性, 那么miR-34a诱导的衰老可能是通过补救

p53通路, 调节其下游的相关蛋白, 或者通过E2F/DP
通路来完成的。E2F/DP主要是与细胞的增殖及周

期相关的一种复合体, 这种复合体的活性降低使细

胞的增殖和周期可能会受到抑制, 而Western blot检
测到和细胞增殖周期相关的蛋白Cdk4表达下调。此

外, Noguchi等[12]发现E2F3的沉默可以下调SIRT1、
c-Myc和E2F1的表达, 同时出现β-半乳糖苷酶的活性

上调; E2F3的过表达, 使细胞的β-半乳糖苷酶的活性

明显下调。

我们在p53–/–的H1299非小细胞肺癌细胞中转染

了外源性miR-34a后, 下调了p53下游的一些调节蛋

白, 补救了部分的p53下游的信号通路。从而使细胞

的生长受到了显著的抑制, 细胞的死亡率和凋亡率

也增高。我们还发现, 外源性miR-34a可以下调与细

胞增殖和细胞衰老相关的转录因子E2F3的表达, 从
而促使细胞发生衰老, 抑制细胞的生长增殖。
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