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miRNA鄄21种子序列反义核酸
及抗多发性骨髓瘤应用

骆小闯, 丰茂晓, 古春明, 朱容萱, 陈欣然, 费 嘉*

(暨南大学 医学院, 中国广东 广州 510632)

摘 要: 成熟 microRNA的种子序列通过与其靶 mRNA的 3'鄄UTR区完全互补结合, 发挥负性调节作用. 针对
miR鄄21的种子序列设计并合成 8个碱基的微小反义核酸 (tiny anti鄄miR鄄21, t鄄antimiR鄄21), 研究 t鄄antimiR鄄21对
多发性骨髓瘤的抑制效应. 利用 LipofectamineTM 2000转染多发性骨髓瘤 RPMI鄄8266细胞系, 激光共聚焦显微
镜检测荧光标记的反义寡核苷酸的细胞内定位, 流式细胞仪检测转染效率; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法测细胞增
殖抑制率; 台盼蓝拒染法测活细胞数; Annexin V/PI双染流式细胞仪检测细胞凋亡率. 结果显示: t鄄antimiR鄄21
主要定位于细胞质, 与 antimiR鄄21具有相同的转染效率, 但是 t鄄antimiR鄄21转染后降解较快. t鄄antimiR鄄21显著
抑制细胞增殖和促进细胞凋亡, 最佳作用浓度为 0.4 滋mol/L, 最佳作用时间为 48 h. 结果表明 t鄄antimiR鄄21可
用于血液系统相关肿瘤的实验治疗, miRNA鄄21可作为多发性骨髓瘤基因治疗的潜在靶点.
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Antisense Oligonucleotides Targeting Seed Sequence of miR鄄21
and its Applications in Multiple Myeloma
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Abstract：The seed sequence of mature miRNA took negative effects through perfectly binding with 3忆 鄄
UTR of target mRNA. According to the seed sequence of miR鄄21, tiny antimiR鄄21 (t鄄antimiR鄄21) was de鄄
signed and synthesized to investigate the inhibition effects of multiple myeloma. t鄄antimiR鄄21 was transfected
by LipofectamineTM 2000 into RPMI鄄8266 cells. The localization and transfection efficiency were detected by
LSCM and FCM, respectively. The growth鄄inhibitory potencies were measured by MTT assay. Cell viability
was counted by trypan blue assay. The cell apoptosis was assessed by flow cytometry. The results showed
that t鄄antimiR鄄21 was almost localized in cytoplasm, and t鄄antimiR鄄21 has the same transfection efficiency
with antimiR鄄21. However, compared with antimiR鄄21, it degraded rapidly. The best concentration and time
are 0.4 滋mol/L and 48 h, respectively. The t鄄antimiR鄄21 significantly inhibited cell growth and promoted
apoptosis. Taken together, t鄄antimiR鄄21, as an inhibitor of miR鄄21, could be an experimental method to treat
hematological cancer. miR鄄21 was a potential target for the treatment of multiple myeloma.
Key words: miRNA鄄21; multiple myeloma; seed sequence; t鄄antimiR鄄21; RPMI鄄8266 cell; antisense
oligonucleotides
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多发性骨髓瘤(multiple myeloma, MM)是来源

于终末分化的 B 淋巴细胞的恶性肿瘤, 以患者骨
髓中大量浆细胞的克隆性增生为显著特征, 存在
多步骤、多阶段的复杂发病机制, 多种因子和途
径参与其发生和进展, 是血液科恶性肿瘤中死亡
率较高的疾病[1]. 目前研究表明, miRNA调节的多
种基因及信号通路的异常导致 MM 的发生与发
展 , 因此 , 作为癌基因或抑癌基因的 miRNA 在
MM的发病机制中起着重要的作用[2].

MicroRNA (miRNA)是一类长度约 22个核苷
酸的内源性非编码单链小分子 RNA, 参与细胞的
分化、增殖和凋亡、个体发育、机体代谢等生理过

程[3]. miRNA 5忆端的“种子序列”(miRNA 5忆端 7耀8
个核苷酸序列)与其靶基因 mRNA的 3忆非翻译区
(3忆untranslated region, 3忆UTR) 进行碱基完全互补
配对, 促进靶基因 mRNA 降解或抑制 mRNA 翻
译, 从而对靶基因的表达水平进行转录后调控[4耀6].
有研究发现属于 ncRNA范畴的 miRNA中, 约有
50%集中于肿瘤基因组的脆性位点区[7]或者与癌
症相关的区域[8]. 已有报道, miRNA的异常表达在
MM的发病机制中起着重要的作用[9耀11], 其中, 在上
调的 miRNA中, miR鄄21 在 MM 中具有癌基因的
潜能, 其过量表达促进 MM的存活.

Chan等[12]首次发现 miR鄄21在人恶性胶质瘤
中高表达,并通过抑制细胞凋亡促进肿瘤的发生[13].
对肿瘤样本或细胞株中的 miRNAs的表达水平进
行转录图谱研究, 发现 miR鄄21负性调节 STAT3、
PTEN、PDCD4、AP1、TGF茁等多种靶基因, 在多种
实体瘤(肺癌、胃癌、肝癌、乳腺癌、前列腺癌、胰腺
癌、结肠癌、头颈部肿瘤、食管癌等)以及非实体瘤
(慢性淋巴细胞性白血病、B细胞性淋巴瘤等)中高
表达[14耀17], 发挥着癌基因的作用. miR鄄21与肿瘤的
转移侵入也有密切关系[18].所以,敲除或抑制 miR鄄21
的表达, 使其失去癌基因的功能, 就可以在一定
程度上治疗相关癌症. 研究表明, miR鄄21是可以
作为癌症诊断以及通过药理学抑制 miR鄄21来治
疗癌症的一种新的生物标志物[19,20].因此, miRNA鄄21
可能成为多种癌症治疗新的靶点.

目前 , 研究 miR鄄21 的表达调控的方法有
RNA干扰技术、反义核酸技术和 miRNA海绵技
术等. 由于成熟 miRNA是长度只有 21 nt左右的
小核酸, 所以反义核酸技术被认为是最好的, 可
能是根据其功能进行特殊的药理学抑制的唯一可

行性方法[21]. 基于 miRNA的作用机制, 使用 seed鄄

targeting tiny LNA[22]作用于 microRNA取得一定成
效.本研究针对 miR鄄21的种子序列合成 t鄄antimiR鄄
21, 靶向作用于多发性骨髓瘤细胞 RPMI鄄8266的
miR鄄21, 探究 t鄄antimiR鄄21 对肿瘤细胞的抑制效
应, 为治疗相关肿瘤疾病寻找新的方法.同时,由于
t鄄antimiR鄄21只有 8 nt,具有转染效率高和毒副作用
小的优势,为反义核酸药物开发创造有利条件.
1 材料和方法

1.1 细胞与试剂

人多发性骨髓瘤细胞系 RPMI鄄8226 受赠于
南方医科大学珠江医院血液科; MTT及 DMSO购
自 Sigma鄄Aldrich(美国)公司; 澳洲胎牛血清、Opti鄄
MEM及 RPMI鄄1640培养基购自 GIBCO(美国)公司;
LipofectamineTM 2000购自 Invitrogen(美国)公司.
1.2 反义寡核苷酸的设计与合成

从 microRNA Families 数据库中获取人 mi鄄
croRNA鄄21种子序列, 根据序列互补原理设计针
对种子序列的反义核酸序列 (t鄄antimiR鄄21), 并采
用 BLAST软件分析确定其反义核酸序列及随机
对照序列(图 1). 反义核酸序列(t鄄antimiR鄄21): 5忆鄄
ATAAGCTA 鄄3忆 ; 随机序列 (scramble, SCR): 5忆 鄄
TCATACTA鄄3忆, 均由上海生物工程有限公司合成,
全硫代修饰、3忆 6鄄FAM(FITC)修饰, HPLC纯化.

1.3 细胞培养
将 RPMI鄄8266 细胞培养于 10%胎牛血清的

RPMI鄄1640培养基中, 置于 37 益、体积分数为 5%
的 CO2培养箱, 饱和湿度下培养. 每 2耀3 d 换液
传代. 实验选用处于对数生长期、0.2%台盼蓝拒
染率>95%的细胞.
1.4 激光共聚焦显微镜及流式仪确定反义核酸

的胞内定位及转染效率

实验分空白对照组 (Blank)、3' 6鄄FAM (FITC)
修饰的 antimiR鄄21、t鄄antimiR鄄21 组 , 取对数生长
期的 RPMI鄄8266细胞, 各组细胞以 5伊105/孔的密
度接种于 6孔板, 每孔 1.5 mL, 转染终体积 2 mL.

图 1 antimiR鄄21及 t鄄antimiR鄄21序列
Fig.1 The sequences of antimiR鄄21 and t鄄antimiR鄄21

miR鄄21
antimiR鄄21

miR鄄21
t鄄antimiR鄄21
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转染 6 h后, 每孔加入 2 mL 含 20%胎牛血清的
RPMI鄄1640培养基; 然后立即 DAPI染色, 使用激
光共聚焦显微镜观察反义核酸在细胞内的定位.
分别于 6、24、48 h后使用流式仪检测转染效率.
1.5 MTT法筛选反义核酸的最佳作用浓度

本实验分 t鄄antimiR鄄21组、随机对照组(SCR)
和空白对照组, 每组设 5个复孔. t鄄antimiR鄄21组
中 t鄄antimiR鄄21 的核酸终浓度为 0.2、0.3、0.4、0.5
和 0.6 滋mol/L, 随机对照组中随机序列的核酸终
浓度为 0.2、0.3、0.4、0.5 和 0.6 滋mol/L. 取对数生
长期的 RPMI鄄8266 细胞 , 各组细胞以 1伊105/mL
的密度接种于 96孔板, 每孔 50 滋L, 转染终体积
100 滋L (转染方法参照 Invitrogen 公司 Lipofec鄄
tamineTM 2000说明书), 空白对照组加入 50 滋L的
无血清的 Opti鄄MEM培养基. 转染 6 h后, 每孔加
入 100 滋L含 20%胎牛血清的 RPMI鄄1640培养基,
使每孔终体积为 200 滋L. 48 h 后每孔加入 MTT
液 20 滋L, 于培养箱中培养 4 h后, 1 000 r/min离
心 10 min, 弃上清, 每孔加入 150 滋L二甲基亚砜
(DMSO), 震荡 10 min, 使结晶充分溶解, 在多功能
酶标仪上测定吸光度 A 570 nm, 以 A 570间接反映存
活细胞量. 实验重复 3次, 计算增殖抑制率. 增殖
抑制率=(1鄄(A实验组 /A对照组))伊100%.
1.6 台盼蓝拒染法检测不同时间段细胞的生长

状况

实验分组及处理同前, 反义寡核苷酸组和随
机对照组的核酸终浓度为 0.4 滋mol/L. 于 24、48、

72 h 将每组细胞充分混匀后用台盼蓝拒染法计
数每组活细胞数, 重复 3次, 取均值.
1.7 流式细胞仪计量分析 RPMI鄄8266细胞凋亡
情况

实验分组同前, 各组细胞以 5伊105/mL的密度
接种于 24 孔板 , 每孔 400 滋L, 转染终体积 500
滋L, 空白对照组加入同体积的无血清的 Opti鄄
MEM培养基. 6 h后加入 500 滋L 20%血清的 RPMI鄄
1640培养基置于培养箱中培养. 反义核酸组和随
机对照组的核酸终浓度为 0.4 滋mol/L. 48 h后离
心收集细胞, 预冷的 PBS洗涤细胞 2次, 1 mL结
合缓冲液(binding buffer)洗 1次, 离心去上清, 加
入 200 滋L结合缓冲液重悬细胞后,分别加入 10 滋L
Annexin和 5 滋L PI, 轻轻混匀, 避光反应 30 min,
流式细胞仪检测细胞凋亡情况.
1.8 统计学处理

数据以均数依标准差(x依s)表示, 使用SPSS13.0
统计软件, 采用单因素方差分析法分析各组数据
差异的显著性. 以 P<0.05为有显著性差异.
2 结果

2.1 激光共聚焦显微镜检测核酸细胞定位

为了确定反义核酸转染细胞后于细胞内的定

位 , 使用 3忆6鄄FAM(FITC)修饰的 antimiR鄄21、t鄄an鄄
timiR鄄21转染 RPMI鄄8266细胞, 激光共聚焦显微
镜显示 antimiR鄄21、t鄄antimiR鄄21 位于细胞质 , 两
者荧光信号强度相当.

图 2 antimiR鄄21及 t鄄antimiR鄄21转染结果
Fig.2 Transfection results of antimiR鄄21 and t鄄antimiR鄄21
(A) antimiR鄄21 groups; (B) t鄄antimR鄄21 groups.
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图 3 antimiR鄄21及 t鄄antimiR鄄21转染效率
Fig.3 Transfection efficiency of antimiR鄄21 and t鄄antimiR鄄21
(A) 6 h; (B) 24 h; (C) 48 h.

2.2 流式仪检测转染效率

在确定了荧光修饰的反义核酸于细胞内的大

致定位后,使用流式仪进一步检测反义核酸的转染
效率.结果显示: 3忆6鄄FAM(FITC)修饰的 antimiR鄄21、
t鄄antimiR鄄21 转染 RPMI鄄8266 细胞 6 h 后 , t鄄an鄄

timiR鄄21 与 antimiR鄄21 转染效率都很高, 两者差
异性不大 (图 2、3). 转染 24 h及 48 h后, 相对于
antimiR鄄21 组 , t鄄antimiR鄄21 荧光信号衰减较快 ,
说明 t鄄antimiR鄄21在细胞内降解较快(图 3).

2.3 MTT法筛选反义核酸最佳作用浓度
反义核酸的胞内定位及转染效率已先后确

定, 再通过 MTT法测定反义核酸对细胞的抑制效
应并确认最佳作用浓度. 结果显示: t鄄antimiR鄄21
在终浓度为 0.3 滋mol/L和 0.4 滋mol/L之间表现出
有效抑制 RPMI鄄8266增殖活力的效应, 其最佳作
用浓度为 0.4 滋mol/L, 与随机对照组相比有显著
差异 (P<0.05). t鄄antimiR鄄21在 0.5 滋mol/L以上的
终浓度显示出非特异性作用(图 4).
2.4 反义核酸对细胞的生长抑制作用最佳时间

的确定

MTT结果表明 t鄄antimiR鄄21的最佳作用浓度
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图 4 t鄄antimiR鄄21对 RPMI鄄8266细胞增殖抑制作用
*P<0.05, 与随机对照组相比.
Fig.4 Inhibition rates of RPMI鄄8266 after transfected
with t鄄antimiR鄄21
*P<0.05 vs control groups.
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图 6 流式细胞仪检测 RPMI鄄8266细胞凋亡
(A) Annexin V/PI双染检测结果; (B) 各实验组细胞早期凋亡率比较. *P<0.05, 与随机对照组相比.
Fig.6 Flow cytometry analysis of RPMI鄄8266 cell apoptosis
(A) Annexin V/PI assay result; (B) early apoptosis rates of groups. *P<0.05 vs control groups.

为 0.4 滋mol/L, 通过台盼蓝拒染法确定 t鄄antimiR鄄
21最佳作用时间. 结果显示: 终浓度 0.4 滋mol/L
的 t鄄antimiR鄄21 作用于 RPMI鄄8266 细胞后 24 h
开始表现出生长抑制效应, 持续至 72 h. 其最佳
作用时间为 48 h. 随机对照组、空白对照组细胞
的生长基本不受影响(图 5).

2.5 反义核酸对细胞凋亡的影响

MTT法、台盼蓝拒染法依次确定了 t鄄antimiR鄄21
最佳终浓度为 0.4 滋mol/L, 最佳作用时间为 48 h,
接着使用流式细胞仪进行功能学研究, 结果显示:
0.4 滋mol/L 的 t鄄antimiR鄄21 作用于 RPMI鄄8266 细
胞 48 h后, 经 Annexin V/PI二重染色, 采用流式
细胞仪检测, 细胞早期凋亡率为 18.5%. 与对照组
相比, 其凋亡率明显增加, P<0.05(图 6).
3 讨论

多发性骨髓瘤是多因素参与、多基因协同作

用的多阶段过程的恶性增殖性疾病. 传统的治疗
手术、化疗和放疗因其自身的局限性, 使其应用
的范围无法扩大, 因此急需寻找新的治疗手段,
而 miRNA对基因的的表达调控说明了存在通过
调节 miRNA 的表达来治疗疾病的可能性, 从而

图 5 台盼蓝拒染法测活细胞数结果
*P<0.05, 与随机对照组相比.
Fig.5 Cell viability with trypan blue dye assay
*P<0.05 vs control groups.
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(B)

为肿瘤的治疗带来新的曙光.
肿瘤相关的 microRNA研究揭示出许多在肿

瘤发生发展、诊断以及预后等方面起重要作用的

microRNA分子, microRNA鄄21就是最重要的癌基
因 miRNA之一. 当 miRNA在肿瘤中高表达或作
为癌基因时, 利用反义寡核苷酸技术特异性的抑
制 miRNA的活性. 针对 miRNA的反义核酸是指
针对根据碱基互补配对原理, 人工或生物合成与
特定 miRNA 初级转录物、miRNA 前体或成熟
miRNA互补的 DNA序列, 通过有效手段将其导
入到细胞内, 与靶 miRNA形成 miRNA鄄DNA杂交
双链, RNA酶 H的活化, 引起 miRNA的降解, 丧
失原有的生物学活性, 从而达到基因控制和治疗
的目的.

随着分子生物学技术的发展, 目前, 针对于

成熟 miRNA序列的反义核酸技术应用日臻完善.
它与其它研究手段和药物相比, 具有安全性高、
易合成、剂量调节效应、直接作用到基因表达的不

同水平抑制基因表达或治疗等优势, 而且反义核
酸可使肿瘤细胞的表型逆转、形态变化、增殖速度

减慢、生存期缩短、克隆形成能力下降、体内成瘤

率降低, 而不影响细胞生存所必需的其它基因的
表达[23].由于 miRNA仅约 19耀24个碱基,用反义核
酸技术抑制 miRNA的活性被认为可能是最好而
且最实际的方法[21]. 但在实际应用中仍存在一些不
容忽视的问题, 其中毒副作用大, 细胞穿透力弱,
与靶序列的亲和力低是急需解决的难点. 本研究
根据 microRNA的作用机制, 针对 miR鄄21种子序
列设计合成 t鄄antimiR鄄21, 并用 FITC修饰其 3忆端,
作用于 RPMI鄄8266 细胞后得到的结果与针对
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miR鄄21成熟序列合成的反义核酸 (antimiR鄄21)相
一致. 图 2、3 显示 , t鄄antimiR鄄21 转染 6 h 后 , 与
antimiR鄄21具有相同的转染效率, 但是 24、48 h后
降解较快.理论上,相对于 antimiR鄄21, t鄄antimiR鄄21
具有较短的序列, 特异性强、转染效率高, 因此,
一定程度上可以克服长序列 antimiR鄄21本身所产
生的转染效率低及毒副作用大等不足, 但是, 降
解较快这一现象的具体原因尚不清楚, 是否可以
通过修饰来解决这一问题还需进一步的探索.

本课题组前期研究发现, 以 miRNA鄄21 为靶
标的反义核酸 (antimiRNA鄄21) 可有效抑制 K562
细胞生长 [24], 使抑癌基因 Pdcd4 表达上调, 促进
K562细胞凋亡, 揭示了 antimiR鄄21提高 K562细
胞对化疗药物 Ara鄄C敏感性的分子生物学机制[25].
在前期研究基础上, 本研究以多发性骨髓瘤为研
究对象, 在确定了 t鄄antimiR鄄21转染效率之后, 进
一步实验判断 t鄄antimiR鄄21是否影响细胞的生物
学性质 , 图 4耀6 结果显示 t鄄antimiR鄄21 作用于
RPMI鄄8266 细胞后, 细胞生长受到抑制, 并显著
促进细胞的凋亡, 推断出 t鄄antimiR鄄21 可通过促
进多发性骨髓瘤凋亡来起作用. 研究初步证实, t鄄
antimiR鄄21具有直接或间接抑制肿瘤的发生和肿
瘤的生长的作用, 可用于制备预防或治疗肿瘤的
药物. 随着 miRNA反义核酸技术的发展和应用,
靶向抑制 miR鄄21在临床治疗中具有广阔的前景.
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