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摘要      该文主要研究在急性早幼粒细胞白血病NB4细胞中, miR-382-5p通过调控靶基因

PTEN(phosphatase and tensin homologue)抑制了全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)诱导的

急性早幼粒细胞分化。我们运用ATRA(1 µmol/L)诱导细胞分化; Western blot检测PTEN及髓系分化

标志物CD11b的蛋白质水平; 实时荧光定量PCR检测miR-382-5p的表达水平; 过表达PTEN的慢病毒

载体分别感染NB4细胞和HL-60、THP-1细胞; 脂质体转染miR-382-5p的模拟剂(mimics)和特异性

抑制剂(inhibitors)NB4细胞。结果显示, PTEN促进ATRA诱导的NB4细胞分化, 而在HL-60和THP-1
细胞中并无明显促分化效应。NB4细胞中, 脂质体转染miR-382-5p mimics在mRNA和蛋白水平均

抑制了PTEN的表达, 并且抑制了ATRA诱导的分化; 转染miR-382-5p inhibitors则恢复了PTEN表达, 
同时促进了ATRA诱导的急性早幼粒细胞NB4细胞的分化。该文结果提示, miR-382-5p靶向抑制了

PTEN的表达从而抑制ATRA诱导的NB4细胞分化。
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Abstract       In order to investigate the regulatory effects and mechanism of PTEN (phosphatase and tensin 
homologue) and miR-382-5p on ATRA (all-trans retinoic acid)-induced differentiation of acute promyelocytic 
leukemia cell line NB4. Enforced expression of PTEN in APL cells (NB4) and no-APL cells (HL-60, THP-1) was 
achieved through a lentivirus vector. The miR-382-5p mimic, inhibitor and negative controls were infected into NB4 
cells using Lipofectamine 2000. ATRA, a typical regent was to induced granulocytic differentiation. The protein 
levels of CD11b, PTEN were detected by Western blot. The mRNA expression of miRNA-382-5p and PTEN was 
measured by quantitative Real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). Data showed that overexpression of PTEN 
promoted ATRA-induced differentiation in APL cell line NB4 compared to no-APL line HL-60 and THP-1. Enforced 
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expression of miR-382-5p attenuated expression of PTEN and cell differentiation marker CD11b. Conversely, 
down-regulation of miR-382-5p, increased the expression of PTEN and CD11b. It was concluded that miR-382-5p 
modulated ATRA-induced differentiation of APL cells by regulating its potential target PTEN.

Keywords       phosphatase and tensin homologue; microRNA-382-5p; acute promyelocytic leukemia; all-
trans retinoic acid; differentiation

急性早幼粒细胞白血病(acute promyelocytic 
leukemia, APL)是急性髓系白血病(acute myeloid 
leukemia, AML)的一种特殊亚型, 主要致病机制是15
号染色体上的急性早幼粒细胞基因(promyelocytic 
leukemia, PML)与17号染色体上的维甲酸受体

α(retinoic acid receptor α, RARα)易位形成PML/RARα
融合基因[1-2]。PML/RARα融合基因的形成扰乱了

PML核体的组装并使RARα对生理浓度的维甲酸不敏

感[3-5], 导致细胞大量阻滞在早幼粒细胞阶段。体内

外实验均证实, 药理浓度的全反式维甲酸(all-trans 
retinoic acid, ATRA)诱导早幼粒白血病细胞迅速分

化成为成熟粒细胞[6]。临床使用ATRA联合三氧化

二砷使APL患者缓解率可达到90%[7]。但ATRA诱

导分化治疗的机制尚不完全, 这使APL的治疗仍存在

一些问题, 如对ATRA的治疗抵抗, 复发耐药等[8-10]。

因此, 进一步探究APL的发病机理以及ATRA的治疗

机制十分必要。

PTEN是一种具有蛋白磷酸酶和脂质磷酸酶

双重磷酸酶活性的抑癌基因, 通过抑制PI3K/AKT/
mTOR通路调控多种细胞进程, 如生存、增殖、细

胞的代谢和构建等[11]。研究显示, PTEN在许多肿瘤

中存在缺失或者突变[12], 随着研究的深入, 我们发现

PTEN在造血祖/干细胞的增殖和分化中也起着重要

的作用[13-14]。 
微小RNA(microRNA)是一种由19~25个核苷

酸组成的小非编码RNA, 在细胞凋亡、增殖和分化

等过程中发挥重要调控作用[15-17]。临床APL患者

和APL细胞株NB4在全反式维甲酸处理之后, miR-
15a、miR-15b、miR-223等水平明显上调, 而miR-
181b水平下调[18]。已有报道指出, miR-181a和miR-
181b作为APL中PML/RARa相关的致癌miRNA, 证
明了RASSF1A作为APL诱导的粒细胞分化中的关键

因子[19]。对52例具有常见易位的急性骨髓性白血病

患者样本进行全基因组miRNA表达分析发现, 相比

其他染色体易位组[inv(16)、t(8;21)、t(9;11)]以及

CD34+的正常造血干/祖细胞, t(15;17)/PML/RARa患

者骨髓中miR-382-5p表达明显上调[20-21]。miR-382-
5p在APL中的报道较少, 这促使我们进一步探究

miR-382-5p在APL中的作用及其相关机制。

1   材料与方法
1.1   材料

全反式维甲酸(ATRA)购自美国Sigma公司, 用
助溶剂二甲基亚砜(DMSO)溶解成0.01 mol/L的母

液, 于–80 °C保存待用。人早幼粒白血病细胞株NB4
细胞、人髓系白血病细胞株HL-60和THP-1细胞均

由重庆医科大学临床检验诊断学教育部重点实验室

提供。

1.2   试剂及仪器

胎牛血清购自美国Gemini公司。RPMI-1640
购自美国Gibco公司。PTEN慢病毒(载体带荧光蛋

白GFP及Flag标 签)、miR-382-5p mimics与inhibitor
购自上海吉玛制药技术有限公司。Lipofectamine购
自美国Invitrogen公司。兔抗人PTEN、CD11b单克

隆抗体和嘌呤霉素均购自英国Abcam公司。流式抗

体CD11b购自美国Biolegend公司。鼠抗人β-actin单
克隆抗体购自上海博士德生物技术有限责任公司。

RNA提取试剂、逆转录试剂盒、SYBR Green PCR
试剂盒购于日本TaKaRa公司。miR-382-5p引物购自

上海吉玛制药技术有限公司。其他引物均由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。

仪器包括: 细胞培养皿(美国Thermo Fisher 
Scifentific公司)、倒置荧光显微镜(日本Nikon公司)、
凝胶成像系统和荧光定量PCR仪(美国Bio-Rad公
司)。
1.3   细胞培养

NB4细胞培养于RPMI-1640培养基中, 内含有

10%新鲜胎牛血清、100 µg/mL青霉素和100 µg/mL
链霉素, 置于37 °C、5.0% CO2的饱和湿度培养箱中

培养, 待细胞汇合达到70%时进行传代培养。

1.4   过表达PTEN慢病毒感染细胞

取对数生长期细胞, 以5×104个/孔接种于24孔
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板中, 以最适感染复数(MOI=50)加入病毒溶液, 同
时加入1 mg/mL polybrence, 培养24 h后加入新鲜培

养基继续培养。病毒感染7天后荧光显微镜观察感

染效率, 用含5 µg/mL嘌呤霉素培养基培养2~3周, 至
筛选出稳定细胞, 冻存以供后续实验。

1.5   miR-382-5p模拟物(mimics)和抑制剂(inhibitors)
转染NB4细胞

取对数生长期细胞, 以1×106个/孔接种于6孔板

中, 根据lipofectamine说明书加入mimics、inhibitors
和相应量的转染试剂。转染24 h后加入新鲜培养基, 
48 h后换液, 加1 μmol/L ATRA诱导细胞分化。

1.6   qRT-PCR(quantitative Real-time poly-
merase chain reaction)

采用RNAiso Plus提取总RNA, 分光光度法测

定计算提取的总RNA含量及浓度, RNA样本的D260/
D280介于1.8~2.2, D260/D230大于1.9时继续进行检测。

使用逆转录试剂盒将RNA反转录为cDNA, 进行

qRT-PCR检测miR-382-5p和PTEN, U6和β-actin作为

相应内参, 采用2–ΔΔCt的方法计算相对表达量, 引物序

列见表1。
1.8   流式细胞术检测CD11b表达

细 胞 经1 μmol/L ATRA作 用24、48 h后, 离

心收集细胞并用预冷的磷酸盐缓冲液(phosphate 
buffered solution, PBS)洗涤3次。100 μL PBS重悬细

胞, 加入5 μL CD11b-PE荧光抗体轻混匀, 冰上避光

孵育30 min。经PBS洗涤3次后, 流式细胞仪检测各

组CD11b表达情况。

1.9   瑞士–吉姆萨染色

收集细胞并用预冷PBS洗3次, 适量PBS重悬细

胞。取10 μL细胞悬液进行涂片和瑞氏染液染色。

待晾干后显微镜下观察各组细胞形态。

1.10   数据分析

采用实验数据以x
_
±s形式表示, 用GraphPad 

Prism 5软件进行两样本均数t检验, 分析显著性差

异。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   ATRA对急性髓系白血病细胞PTEN的影响

用 1 µmol/L的ATRA分别处理NB4、HL-60、
THP-1细胞24、48 h, 同时设置阴性对照组(DMSO组), 
提取细胞蛋白。Western blot结果显示, ATRA能够诱

导急性髓系白血病细胞向中性粒细胞分化, PTEN随

细胞表面分化标志物CD11b的增加而增加(图1)。
2.2   PTEN过表达慢病毒感染细胞的情况

为了探究PTEN在ATRA诱导AML细胞分化中

的作用, 我们构建了带Flag标签的PTEN过表达慢病

毒载体(MOI=50)并分别感染NB4、HL-60、THP-1
细胞。用嘌呤霉素(5 mg/mL)筛选7天后观察感染效

率(图2A), 继续筛选至Western blot显示已经成功过

表达PTEN(图2B)为止, 表明已经获得稳定过表达的

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
基因

Genes
正向引物(5′→3′)
Forward primer (5′→3′)

反向引物(5′→3′)
Reverse primer (5′→3′)

MiR-382-5p ATC CGT GAA GTT GTT CGT GG TAT GGT TGT AGA GGA CTC CTT GAC

U6 CTC GCT TCG GCA GCA CA AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT

PTEN AAG ACA AAG CCA ACC GAT AC AAG ACA AAG CCA ACC GAT AC

β-actin TGA CGT GGA CAT CCG CAA AG CTG GAA GGT GGA CAG CGA GG

NB4细胞(A)、HL-60细胞(B)和THP-1细胞(C)中CD11b和PTEN的蛋白水平。

The protein expression of CD11b and PTEN were detected by Western blot in NB4 cells (A), HL-60 cells (B), THP-1 cells (C). 
图1   ATRA对急性髓系白血病细胞PTEN的影响

Fig.1   Effects of ATRA on protein expression of PTEN in AML cells nverted microscope
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细胞株。

2.3   PTEN对ATRA诱导细胞分化的影响

用1 µmol/L的ATRA分别处理稳定过表达PTEN
的NB4、HL-60、THP-1细胞24、48 h, 同时设置空

载病毒组做为对照组(LV-NC组), 提取细胞蛋白。

Western blot结果显示, 经1 µmol/L ATRA处理后, 过
表达PTEN的NB4细胞相比空载病毒组分化明显增

强(图3A), 而HL-60、THP-1细胞则无明显差异(图
3B和图3C)。细胞形态学显示, 过表达PTEN的NB4
细胞表示出细胞核/质比例减小、核凹陷的分化趋势; 
经ATRA处理48 h后, 细胞核明显变小凹陷, 向中晚

幼粒细胞分化更明显(图3D)。流式细胞术检测分化

标志物CD11b的结果进一步说明了过表达PTEN促

进了ATRA诱导的NB4细胞分化(图3E)。
SF1670是一种特异且高效的PTEN抑制剂, 联

合1 µmol/L SF1670和1 µmol/L ATRA抑制了ATRA

诱导的NB4细胞分化(图4A)。细胞形态学显示, 联
合用药组的细胞核凹陷程度较ATRA组降低(图4B), 
流式细胞术检测CD11b与Western blot结果相符(图
4C)。
2.4   ATRA抑制NB4细胞中miR-382-5p的表达 

用 1 µmol/L的ATRA分别处理NB4、HL-60、
THP-1细胞24、48 h, 同时设置阴性对照组(DMSO
组), 提取RNA, qRT-PCR检测miR-382-5p的表达。

结果显示: 随着ATRA诱导细胞分化, NB4细胞中

miR-382-5p的表达量逐渐降低, 差异有统计学意义

(图5A); HL-60(图5B)和THP-1(图5C)细胞中无明显

差异。

2.5   NB4细胞中miR-382-5p对PTEN的影响

TargetScan预 测miR-382-5p与PTEN的 结 合 位

点, 如图6A所示。采用对数期生长的NB4细胞, 分
别转染miR-382-5p模拟物(mimics)和miR-382-5p抑

A: 荧光显微镜观察感染效率。Fluorescence: 蓝色激发光下观察瞬时感染细胞GFP绿色荧光蛋白; Phase contrast: 相同视野的白光对照。B: 
NB4、HL-60、THP-1细胞中过表达带Flag标签的PTEN的Western blot检测。 LV-NC: 对照病毒载体感染组; LV-PTEN: PTEN过表达病毒载体感

染组。

A: efficiency of infection were observed under fluorescence microscope. Fluorescence: observation of transient infected cell line under blue light; Phase 
contrast: observation of the same field under white light. B: Western blot showed stably expression of PTEN with Flag in NB4, HL-60 and THP-1 cells. 
LV-NC: comparison lentivirus vector infection group; LV-PTEN: PTEN overexpression lentivirus. 

图2   PTEN过表达慢病毒感染细胞的情况

Fig.2   Effects NB4, HL-60 and THP-1 cells were infected with PTEN overexpression lentivirus 
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图3   PTEN促进ATRA诱导的NB4细胞分化

Fig.3   PTEN promoted ATRA-induced differentiation of NB4 cells
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A: the protein expression of CD11b and PTEN were detected by Western blot after treated with SF1670 combined with ATRA in NB4 cells. B: cell 
morphological changes were imaged with a microscope after stained with Wright-Giemsa solution. E: the expression of CD11b was detected by flow 
cytometry. *P<0.05; ns stands for no significance.

图4   抑制PTEN阻碍了ATRA诱导的细胞分化

Fig.4   Knocking down PTEN reduced cell differentiation induced by ATRA
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A~C: NB4细胞(A)、HL-60细胞(B)、THP-1细胞(C)中miR-382-5p的表达。*P<0.05, 与对照组相比; ns代表无统计学差异。

A-C: the expression of miRNA-382-5p in NB4 cells (A), HL-60 cells (B) and THP-1 cells (C). *P<0.05 vs control group; ns stands for no significance.
图5   ATRA诱导细胞分化后, qRT-PCR检测miR-382-5p的表达

Fig.5   After ATRA treatment, the expression of miRNA-382-5p was detected by qRT-PCR

A: PTEN基因与miR-382-5p基因结合位点报告; B: qRT-PCR检测miR-382-5p; C: 转录水平检测PTEN; D: Western blot检测PTEN蛋白表达水平。

*P<0.05。
A: binding sites of mature miR-382-5p on PTEN transcript; B: expression of miR-382-5p was detected by qRT-PCR; C: expression of PTEN gene; D: 
protein level of PTEN. *P<0.05.

图6   NB4细胞中miR-382-5p对PTEN的影响

Fig.6   Influences of miR-382-5p on PTEN in NB4 cells

制剂(inhibitors), 并转染相应的对照mimics-NC和 
inhibitors-NC。转染48 h后, qRT-PCR检测转染效率

(图6B)及PTEN的mRNA表达(图6C); 72 h后Western 
blot检测PTEN蛋白表达水平(图6D)。
2.6   NB4细胞中miR-382-5p对ATRA诱导分化的影响

NB4细胞分别转染miR-382-5p模拟物(mimics)

和miR-382-5p抑制剂(inhibitors), 并转染相应的

对照mimics-NC和inhibitors-NC。转染48 h后, 加入

1 µmol/L的ATRA处理48 h, 提取蛋白。qRT-PCR检
测转染效能(图7A和图7C), Western blot结果显示, 转
染miR-382-5p模拟物(mimics)抑制了ATRA诱导的细

胞分化(图7B), 而抑制miR-382-5p则促进了分化(图
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A: 转染miR-382-5p模拟物(mimics) 48 h后检测miR-382-5p; B: 转染miR-382-5p模拟物(mimics)后, Western blot检测细胞分化标志物CD11b; C: 转
染miR-382-5p模拟物(inhibitors) 48 h后检测miR-382-5p; D: 转染miR-382-5p模拟物(mimics)后, Western blot检测细胞分化标志物CD11b; E: 流式

细胞术检测CD11b的表达; F: 瑞氏–吉姆萨染色后显微镜油镜观察细胞形态。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

A: the miR-382-5p expression after transfection with miR-382-5p mimics. B: the cell differentiation marker CD11b after transfection with miR-382-5p 
mimics. C: the miR-382-5p expression after transfection with miR-382-5p inhibitors. D: the cell differentiation marker CD11b after transfection with 
miR-382-5p inhibitors. E: the expression of CD11b was detected by flow cytometry. F: cell morphological changes were imaged with a microscope after 
stained with Wright-Giemsa solution. *P<0.05, **P<0.01 vs control group.

图7   NB4细胞中miR-382-5p对ATRA诱导分化的影响

Fig.7   Effects of miR-382-5p on ATRA-induced differentiation of NB4 cells
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7D)。流式细胞术检测CD11b的表达(图7E)和细胞形

态学分析(图7F)的结果与Western blot结果一致, 说
明NB4细胞中miR-382-5p抑制了ATRA诱导的细胞

分化。

3   讨论
血液系统肿瘤主要表现为白血病细胞的恶

性增殖和分化阻滞。两个独立小组实验均证明了

PTEN在正常造血干细胞和白血病造血干细胞的自

我更新能力中发挥关键作用, PTEN的缺失使正常造

血干细胞不断消耗, 随之产生白血病初始细胞, 促
进白血病的发生[22-23]。分化诱导治疗的药物, 如全

反式维甲酸(ATRA)和佛波酯(TPA), 均能在诱导分

化的同时上调PTEN的表达[24]。而在急性髓系白血

病和急性淋巴细胞白血病中, PTEN的表达均存在

不同程度的低表达[25]。这些研究提示, PTEN在血

液细胞分化过程中起着重要的作用。因此, 我们用

ATRA诱导急性早幼粒细胞株NB4细胞和非急性早

幼粒细胞株HL-60和THP-1细胞分化, 发现在诱导

细胞分化时PTEN均有不同程度的上调。为了进一

步研究PTEN在ATRA诱导细胞分化中的作用, 我们

用ATRA处理慢病毒载体稳定过表达PTEN的细胞, 
结果显示, 与对照组相比, NB4细胞PTEN慢病毒组

明显促进细胞分化, 而HL-60和THP-1细胞无明显

差异。PTEN的功能与遗传突变相关, 机制包括表观

沉默、转录抑制和转录后修饰、microRNA调控等[11]。

我们猜想这一差异结果可能与PTEN的调控机制相

关。

许多研究表明, microRNA在白血病的发生和发

展中起着重要的作用, 相比其他类型的白血病, 急性

早幼粒细胞白血病中miR-382-5p的表达明显上调[20-21], 
但目前对于其在白血病中的作用机制尚未阐明。在

CD34+造血干细胞中过表达miR-382-5p使巨核细胞

前体减少而中性粒前体增加[26], 我们猜想急性早幼

粒细胞白血病中miR-382-5p的明显上调可能与此相

同。为了探究miR-382-5是否与分化相关, 我们用

qRT-PCR检测ATRA诱导不同细胞分化过程中miR-
382-5p的表达, 结果显示, 在NB4细胞中, ATRA能够

下调miR-382-5p的表达。microRNA主要通过与靶

基因mRNA的3′非翻译区(UTR)的特异性结合, 在转

录后水平调节基因的表达[27]。而大多数microRNA
是通过靶向肿瘤抑制因子发挥作用的[28]。我们运用

miRBase和miRNAMap数据库进行分析, 预测miR-
382-5p与PTEN基因有靶向关系。在NB4细胞中转染

miR-382-5p的模拟物(mimics)和抑制剂(inhibitors), 
转染后加用ATRA诱导分化, qRT-PCR检测转染效率

和PTEN mRNA水平, Western blot检测PTEN蛋白水

平的改变, 证明miR-382-5p可以靶向调节PTEN基因, 
并且抑制了ATRA诱导的细胞分化。近年来, miR-
382-5p在不同疾病中的功能逐渐被发现, 如促进肝

细胞的增殖[29]、促进乳腺癌细胞的侵袭和转移[30]、

胃癌中血管生成性miRNA标记[31]和偏头痛发作期间

和无痛期的标志物[32]等。由于miR-382-5p在急性早

幼粒细胞白血病中特异性高表达, 我们猜想其可能

是因为PML/RARα的间接转录诱导作用[33], 这也解

释了急性早幼粒细胞白血病中PTEN表达量比其他

类型急性髓系白血病中更低的现象[34]。

综上所述, miR-382-5靶向PTEN调节ATRA诱

导急性早幼粒细胞的分化。本研究进一步阐明了

ATRA治疗急性早幼粒细胞白血病的新机制, 为急性

早幼粒细胞白血病的诊断和治疗提供了新思路。
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