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　　【摘要】　目的　通过比较微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）在急性髓性白血病 （ＡＭＬ）与对照组骨髓样本中的表达情况，发

现在ＡＭＬ中异常表达的ｍｉＲＮＡ。方法　提取骨髓样本总 ＲＮＡ，应用Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术对１５例 ＡＭＬ患

者（ＡＭＬ组）和１０例骨髓象正常的贫血或发热原因待查患者（对照组）骨髓样本中的 ｍｉＲＮＡ 表达水平进行检测，

分析比较二者ｍｉＲＮＡ表达的差异。结果　ＡＭＬ样本与对照样本间差异表达的 ｍｉＲＮＡ 共３０７种，其中２３２种

ｍｉＲＮＡ在ＡＭＬ组呈表达上调，７５种ｍｉＲＮＡ呈表达下调。结论　多种 ｍｉＲＮＡ 在 ＡＭＬ患者的骨髓样本中异常

表达，提示它们可能在ＡＭＬ发生和发展过程中起重要调控作用。
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　　急性髓性白血病（ＡＭＬ）是一类髓系造血干／祖细胞起源

的克隆增生性急性血液系统恶性肿瘤，其病死率在血液系统恶

性肿瘤中居于首位［１］。ＡＭＬ病因复杂，发病机制尚不完全清

楚，其预后在最近３０年无明显改善
［２３］。因此，迫切需要寻找

新的分子靶点和治疗方法。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度

为１８～２５个核苷酸的内源性单链小片段非编码 ＲＮＡ 分

子［４］。ｍｉＲＮＡ可在转录水平或转录后水平调节基因表达，属

于广义的表观遗传学范围［５］。ｍｉＲＮＡ与 ＡＭＬ关系密切，可

能成为ＡＭＬ潜在的治疗靶点
［６７］。目前少有通过 ｍｉＲＮＡ测

序技术在ＡＭＬ患者骨髓样本中系统性研究ｍｉＲＮＡ表达谱的

报道。因此，本文通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术对 ＡＭＬ患者

全基因组ｍｉＲＮＡ表达谱进行差异表达分析，为探讨 ＡＭＬ相

关发病机制及寻找新型的ＡＭＬ治疗靶点奠定良好的基础。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１５例 ＡＭＬ患者的骨髓标本（ＡＭＬ组）来自

深圳市人民医院２０１２年８月至２０１４年２月的住院患者，其中

男９例，女６例，年龄１８～７７岁，平均４０岁。全部 ＡＭＬ患者

均符合ＦＡＢ国际分型的诊断标准，且均为初发病例，在采样前

均未接受化疗或放疗。１０例骨髓象正常的贫血或发热原因待

查患者的骨髓标本（对照组）收集自广东医学院附属医院２０１２

年３月至２０１４年１月的住院患者，其中男６例，女４例，年龄

１０～７３岁，平均３９岁。

１．２　材料　红细胞裂解液和乙二胺四乙酸抗凝管购自ＢＤ公

司；无ＲＮａｓｅ的ＤＮａｓｅⅠ为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自

·４０３· 检验医学与临床２０１５年２月第１２卷第３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．３

 基金项目：深圳市知识创新计划基础研究项目（ＪＣＹＪ２０１３０４０１０９３１１６７３１）。

　　作者简介：徐勇，男，博士，主任技师、研究员、教授，主要从事基础医学与检验医学研究。

△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｄａｉｙｏｎｇ２２２２＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ。



Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；３′与５′ｓｍａｌｌＲＮＡ测序接头、反转录引物、聚合

酶链反应（ＰＣＲ）扩增引物、ＴｒｕＳｅｑＲａｐｉｄＳＲｃｌｕｓｔｅｒ试剂盒及

ＴｒｕＳｅｑＲａｐｉｄＳＢＳ试剂盒均为Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司产品。

１．３　样本采集和保存　患者行骨髓穿刺采集２ｍＬ骨髓样本

于乙二胺四乙酸抗凝管中，加入２ｍＬ细胞裂解液，混匀，静置

７ｍｉｎ，１２００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，弃去上层红色上清液，收集沉

淀部分；加入灭菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）２ｍＬ溶解后转移至另

一灭菌１．５ｍＬ的ＥＰ管中。１２００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，弃上清

液，沉淀中加入灭菌ＰＢＳ２ｍＬ稍微混匀，１２００ｒ／ｍｉｎ离心４

ｍｉｎ，弃上清液，收集沉淀，－８０℃保存。

１．４　方法

１．４．１　总ＲＮＡ提取　骨髓样本的预处理是将骨髓样品加入

２ｍＬ的ＴＲＩｚｏｌ试剂，用电动匀浆器进行匀浆。然后按ＴＲＩｚｏｌ

说明书提取组织总ＲＮＡ，并加入无ＲＮａｓｅ的ＤＮａｓｅⅠ进行处

理以去除基因组ＤＮＡ的污染。ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００全波长紫

外分光光度计在２３０、２６０及２８０ｎｍ波长分别测定吸光度（犃）

值，计算ＲＮＡ样品的浓度并分析其纯度。琼脂糖凝胶电泳检

测总ＲＮＡ的完整性。

１．４．２　测序文库的构建及质量评估　总ＲＮＡ在Ｔ４ＲＮＡ连

接酶的作用下加上３′、５′ｓｍａｌｌＲＮＡ测序接头，所得产物经

ＲＴＰＣＲ扩增及聚丙烯胺凝胶电泳纯化生成ｓｍａｌｌＲＮＡｓ文

库，然后通过Ａｇｉｌｅｎｔ２０００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ对文库进行定量和质量

分析。以片段长度峰值在１３０～１５５ｎｔ且定量大于或等于１

ｆｍｏｌ为文库质量完好，可用于测序文库的簇生成及Ｉｌｌｕｍｉｎａ测

序分析。

１．４．３　ＤＮＡ簇生成和Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序　将ｓｍａｌｌＲＮＡｓ文库样

品稀释至８ｐｍｏｌ，使用ＩｌｌｕｍｉｎａｃＢｏｔ簇生成系统按 ＴｒｕＳｅｑ

ＲａｐｉｄＳＲｃｌｕｓｔｅｒ试剂盒说明书进行测序文库的克隆扩增，然

后在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００测序仪上按照ＴｒｕＳｅｑＲａｐｉｄＳＢＳ试

剂盒说明书进行高通量深度测序。ＳｍａｌｌＲＮＡｓ文库的构建、

ＤＮＡ簇生成及测序均在康成生物公司的协助下完成。

１．４．４　ＳｍａｌｌＲＮＡ测序数据的处理　ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００测

序所得的扫描图像输入 ＯｆｆＬｉｎｅＢａｓｅｃａｌｌｅｒ软件进行图像分

析、读取碱基序列，获得原始数据；并进行去接头、去污染、去低

质量、去冗余等处理，获得高质量的干净序列（序列长度为１６～

３０ｎｔ）并进行序列长度分布分析。随后利用 Ｎｏｖｏａｌｉｇｎｐｒｏ

ｇｒａｍ软件将干净序列与 ｍｉＲＢａｓｅ数据库中已知的人类ｐｒｅ

ｍｉＲＮＡ进行序列比对（碱基错配小于或等于１），获取两组样

本已知的ｍｉＲＮＡ表达丰度等信息。

１．４．５　样品间ｍｉＲＮＡ差异表达　为了使各样本所有的ｍｉＲ

ＮＡ表达水平都处于同一个量级，首先对 ｍｉＲＮＡ的表达丰度

进行标准化处理［公式：标准化表达丰度（ＴＰＭ）＝ ｍｉＲＮＡ表

达丰度／样品中全部ｍｉＲＮＡ的总表达丰度×１０６］。差异表达

比较时，为了过滤掉两组样本中表达水平均比较低的 ｍｉＲＮＡ，

并使某一组样本中标准化表达丰度为０的 ｍｉＲＮＡ也能参与

计算，本文参考了Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ等
［７］的方法，在每一个 ｍｉＲＮＡ的

标准化表达丰度值中都加入了１０ＴＰＭ来计算差异表达比值。

计算公式为：ｍｉＲＮＡ差异表达比值＝（ＡＭＬ组 ｍｉＲＮＡ的标

准化表达丰度值＋１０ＴＰＭ）／（对照组ｍｉＲＮＡ的标准化表达丰

度值＋１０ＴＰＭ）。若ｍｉＲＮＡ在两组样本间差异表达比值大于

或等于２．０或小于或等于０．５，则认为该 ｍｉＲＮＡ在两组样本

间具有明显的表达差异；比值大于０．５但小于２．０则为表达差

异不显著。若ｍｉＲＮＡ在两组样本中的标准化表达丰度都小

于１ＴＰＭ，则该 ｍｉＲＮＡ不参与差异表达分析。

２　结　　果

２．１　样本总ＲＮＡ的质量检测结果　组织样本经ＴＲＩｚｏｌ试剂

分离、提取总ＲＮＡ后，应用ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００分光光度计对

样本总ＲＮＡ进行质量分析（表１）。结果表明，样本总ＲＮＡ的

犃２６０／犃２８０比值均在１．８～２．０，犃２６０／犃２３０比值均大于１．６，提示

总ＲＮＡ纯度较高、质量良好。此外，琼脂糖凝胶电泳结果（图

１）显示两组样品总ＲＮＡ均可观察到２条清晰的２８ｓ和１８ｓ

电泳条带，表明提取的样本总 ＲＮＡ完整性良好，可用于测序

文库的构建。

表１　样本总ＲＮＡ质量分析

样本 犃２６０／犃２８０ 犃２６０／犃２３０ 浓度（ｎｇ／μＬ）体积（μＬ）质量（ｎｇ）

对照组 １．９８ ２．２８ ４２７．５３ １０ ４２７５．３

ＡＭＬ组 １．９９ ２．１９ ２８２．５８ １０ ２８２５．８

图１　样本总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳图

２．２　测序文库的质量评估　ｓｍａｌｌＲＮＡｓ文库经聚丙烯胺凝

胶电泳纯化生成后，应用Ａｇｉｌｅｎｔ２０００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ对文库进行

定量（表２）和质量分析。结果表明，对照组与ＡＭＬ组其ｓｍａｌｌ

ＲＮＡｓ文库的摩尔浓度均超过１ｆｍｏｌ／Ｌ，其片段长度均在

１３０～１５５ｎｔ，提示文库质量完好，可用于测序文库的簇生成及

Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序分析。

表２　测序文库定量分析

样本
片段长度

（ｎｔ）

浓度

（ｎｇ／μＬ）

摩尔浓度

（ｎｍｏｌ／Ｌ）

低相对分子质量标准 １５ ４．２０ ４２４．２０

高相对分子质量标准 １５００ ２．１０ ２．１０

对照组 １３０ ０．２９ ３．４０

ＡＭＬ组 １３１ ０．３８ ４．４０

２．３　两样本ｓｍａｌｌＲＮＡ 的序列长度分布　ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ

２０００测序所得的ｓｍａｌｌＲＮＡ序列经去接头、去污染、去低质

量、去冗余等处理。对照组和 ＡＭＬ组分别获得１１０４８５５与

１８２８６７０条高质量的干净序列（序列长度为１６～３０ｎｔ），均呈

正态分布于２２ｎｔ序列两侧（图２）。其中２０～２４ｎｔ序列所占

比例最高，其在对照组与ＡＭＬ组分别占８８．９９％和７５．０３％，

提示ｓｍａｌｌＲＮＡ序列可以用于后续的 ｍｉＲＢａｓｅ数据库序列比

对和表达分析。
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图２　两组样本ｓｍａｌｌＲＮＡ文库的序列长度分布

２．４　ｍｉＲＮＡ的差异表达分析　将干净序列与 ｍｉＲＢａｓｅ数据

库中已知的人类ｐｒｅｍｉＲＮＡ全基因组序列进行序列比对，获

得已知的ｍｉＲＮＡ表达丰度，再进行标准化和 ｍｉＲＮＡ差异表

达比值计算。结果表明，两样本共检出３０７种具有明显差异表

达的ｍｉＲＮＡ，其中２３２种 ｍｉＲＮＡ呈表达上调，７５种 ｍｉＲＮＡ

呈表达下调，上调和下调差异最显著的前１０种 ｍｉＲＮＡ见表

３。上调ｍｉＲＮＡ的差异表达比值范围为２～１１４４，其中表达

比值最高的ｍｉＲＮＡ为ｍｉＲ２０６。而下调 ｍｉＲＮＡ的差异表达

比值范围为０．００５～０．５００，其中表达比值最低的 ｍｉＲＮＡ为

ｍｉＲ９４１。

表３　表达上调和下调差异最显著的前１０种ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡＩＤ号
ＴＰＭ

ＡＭＬ组 对照组

差异表达

比值
表达类型

ｈｓａｍｉＲ２０６ １１４３０ ０ １１４４．００ 上调

ｈｓａｍｉＲ１ ３３２３ ２ ２７７．７５ 上调

ｈｓａｍｉＲ１２６５ｐ ２８２１ １８ １０１．１１ 上调

ｈｓａｍｉＲ１８１ａ３ｐ ５３０４ ４４ ９８．４１ 上调

ｈｓａｍｉＲ１９ｂ３ｐ ３０５３８ ３１０ ９５．４６ 上调

ｈｓａｍｉＲ２２４５ｐ ８８２ ２ ７４．３３ 上调

ｈｓａｍｉＲ９５ｐ ７２８０ ９４ ７０．１０ 上调

ｈｓａｍｉＲ３７９５ｐ ２３０４ ２４ ６８．０６ 上调

ｈｓａｍｉＲ１００５ｐ ６７８５ １１１ ５６．１６ 上调

ｈｓａｍｉＲ１８１ｂ５ｐ ６６２１ １１０ ５５．２６ 上调

ｈｓａｍｉＲ９４１ ０ １８３２ ０．００５４ 下调

ｈｓａｍｉＲ１０６ｂ５ｐ ４２５ ３６２１８ ０．０１２０ 下调

ｈｓａｍｉＲ５８２５ｐ ４０ ３１５０ ０．０１５８ 下调

ｈｓａｍｉＲ１８ａ５ｐ ７１ ３８８４ ０．０２０８ 下调

ｈｓａｍｉＲ１４８ａ３ｐ ３３７８ １０４４７８ ０．０３２４ 下调

ｈｓａｍｉＲ２２３３ｐ １１４８ ３２２９６ ０．０３５８ 下调

ｈｓａｍｉＲ４５４３ｐ ２ ３０７ ０．０３７９ 下调

ｈｓａｍｉＲ３０１ａ３ｐ ２ １６９ ０．０６７０ 下调

ｈｓａｍｉＲ２０ａ５ｐ ７４ １１８２ ０．０７０５ 下调

ｈｓａｍｉＲ５５６５ｐ ０ １０７ ０．０８５５ 下调

３　讨　　论

ＡＭＬ是老年人中最常见的一种急性血液系统恶性肿瘤，

其预后差、病死率高。随着近年来对 ＡＭＬ发病机制研究的不

断深入，发现了一些具有价值的诊断标志物和治疗的分子靶

点，同时也提出了一些更有针对性的治疗方案且取得了一定效

果。但对于老年 ＡＭＬ患者，包括化疗、自体外周血干细胞移

植等多种方法都不能提高总体疗效，迫切需要寻找新的分子靶

点和治疗方法。

ｍｉＲＮＡ是一类内源性小片段单链非编码 ＲＮＡ分子，其

基因在基因组上主要定位于基因间隔区及内含子区，具有独立

的启动子、增强子等表达调控元件，可独立完成自身基因的转

录过程。ｍｉＲＮＡ可通过诱导靶 ｍＲＮＡ降解或干扰其翻译来

调节靶基因表达，在个体生长发育、细胞分化、细胞凋亡、机体

代谢及肿瘤形成等过程中发挥重要的调控作用［８］。

研究表明，多种ｍｉＲＮＡ在 ＡＭＬ中呈高表达并可作为原

癌基因促进肿瘤细胞增殖。ｍｉＲ１２５ｂ在 ＡＭＬ中呈高表达，

它可以通过作用于其靶基因ｐ５３及前凋亡蛋白基因Ｂａｋ１和

Ｂｍｆ等多种方式抑制细胞凋亡，促进肿瘤发生
［９］。Ｏ′ｃｏｎｎｅｌｌ

等［１０］研究发现，在骨髓造血干细胞中过表达 ｍｉＲ１２５ｂ然后移

植小鼠可导致小鼠产生ＡＭＬ，提示 ｍｉＲ１２５ｂ在ＡＭＬ中起癌

基因的功能。有研究表明，ｍｉＲ１５５过表达的转基因小鼠最初

在脾脏和骨髓中显示出白血病前期的前Ｂ细胞增殖迹象，然

后出现明显的Ｂ细胞增殖，表明 ｍｉＲ１５５能促进多克隆扩增

并具有癌基因功能。随后的研究发现，ｍｉＲ１５５在 ＡＭＬ患者

骨髓样本中呈高表达，而在小鼠的骨髓造血干细胞中过表达

ｍｉＲ１５５可促进粒细胞和单核细胞的增殖并呈现 ＡＭＬ的特

征［１１］。在本研究中，与对照组相比，ｍｉＲ１２５ｂ５ｐ、ｍｉＲ１２５ｂ２

３ｐ和ｍｉＲ１２５ｂ１３ｐ３个ｍｉＲ１２５ｂ家族的成员及 ｍｉＲ１５５５ｐ

均呈明显表达上调，其差异表达比值分别为２６．３、６．９、６．５和

１６．５，提示这些 ｍｉＲＮＡ可能与 ＡＭＬ相关，具有潜在的研究

价值。

某些ｍｉＲＮＡ在ＡＭＬ中呈低表达，并可通过激活抑癌基

因或诱导粒细胞向成熟细胞分化，进一步发挥其抗肿瘤作用。

Ｇａｒｚｏｎ等
［１２］的研究表明，ｍｉＲ２９ｂ可通过作用于其靶基因

ＤＮＡ甲基转移酶ＤＮＭＴ３Ａ和ＤＮＭＴ３Ｂ，下调ＤＮＭＴ３Ａ和

ＤＮＭＴ３Ｂ表达；亦可通过作用于ＤＮＡ甲基转移酶ＤＮＭＴ１的

转录因子Ｓｐ１间接下调ＤＮＭＴ１的表达，从而引起ＤＮＡ甲基

化水平下降并导致抑癌基因ｐ１５激活，提示ｍｉＲ２９ｂ具有潜在

的抑癌活性。Ｇｏｎｇ等
［１３］研究发现，与健康对照组相比，ｍｉＲ

２９家族（包括 ｍｉＲ２９ａ、ｍｉＲ２９ｂ和 ｍｉＲ２９ｃ）在 ＡＭＬ患者外

周血单个核细胞和骨髓细胞中均呈显著低表达，而在 ＡＭＬ细

胞中过表达 ｍｉＲ２９ａ、ｍｉＲ２９ｂ和 ｍｉＲ２９ｃ均可通过作用于其

共同的靶基因ＡＫＴ２及ＣＣＮＤ２抑制细胞增殖和诱导细胞凋

亡。Ｆａｚｉ等观察到反式维甲酸可通过诱导转录因子Ｃ／ＥＢＰα

结合于ｍｉＲ２２３的启动子，上调ｍｉＲＮＡ２２３表达，诱导早幼粒

细胞向成熟粒细胞分化，从而发挥其抗白血病作用。而在

ＡＭＬ细胞ＮＢ４中通过慢病毒载体过表达 ｍｉＲ２２３亦可取得

同样的效果，表明ｍｉＲ２２３在反式维甲酸诱导早幼粒细胞向成

熟粒细胞分化过程中具有重要作用。随后的研究证实，ｍｉＲ

２２３在ＡＭＬ骨髓样本中呈低表达，而在 ＡＭＬ细胞中过表达

ｍｉＲ２２３可通过作用于其靶基因核转录因子Ｅ２Ｆ１促进细胞增

殖及诱导细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１ 期
［１４］。本研究中ｍｉＲ２９ｂ家

族的成员 ｍｉＲ２９ｂ３ｐ及 ｍｉＲ２３３的家族成员 ｍｉＲ２２３３ｐ在

ＡＭＬ组均呈显著低表达，其差异表达比值分别为０．１２５和

０．０３６，提示这些ｍｉＲＮＡ可能与 ＡＭＬ相关，亦具有潜在的研

究价值。
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本文还发现来自于同一个 ｍｉＲ１８３基因簇（包括 ｍｉＲ

１８２、ｍｉＲ９６和ｍｉＲ１８３）的３个 ｍｉＲＮＡ，其调控方式并不一

致，其中ｍｉＲ１８３５ｐ及ｍｉＲ１８２５ｐ呈表达上调，而 ｍｉＲ９６５ｐ

呈表达下调。由此提示同一 ｍｉＲＮＡ基因簇中不同的 ｍｉＲＮＡ

可能存在各自不同的调控方式。

综上所述，本研究应用高通量测序技术对 ＡＭＬ全基因组

ｍｉＲＮＡ的表达谱进行了研究，初步探讨了 ｍｉＲＮＡ表达紊乱

与ＡＭＬ之间的关系。发现了多种差异显著的ｍｉＲＮＡ可能与

ＡＭＬ相关，可作为ＡＭＬ潜在的分子靶点，但其在 ＡＭＬ中的

作用及其相关分子机制仍有待进一步研究。
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