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摘要      该研究探讨miR-203a-5p靶向FABP4对慢性髓系白血病K562细胞增殖、凋亡与细

胞周期的影响。将K562细胞分为 control组、miR-NC组、miR-203a-5p mimic组、miR-203a-5p 
mimic+pc-NC组、miR-203a-5p mimic+pc-FABP4组。qRT-PCR检测细胞中miR-203a-5p、FABP4 
mRNA表达水平; MTT法和Edu染色检测细胞增殖; 流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期; Western 
blot检测细胞中Bax、Bcl-2、cleaved caspase-3、PCNA、FABP4蛋白表达水平; 荧光素酶活性实验

验证miR-203a-5p和FABP4的关系; 裸鼠移植瘤实验检测上调miR-203a-5p表达对肿瘤生长的影响。

与control组和miR-NC组比较, miR-203a-5p mimic组K562细胞miR-203a-5p表达水平、细胞凋亡率、

G0/G1期细胞比例、Bax和cleaved caspase-3蛋白表达水平升高, FABP4 mRNA表达水平, D490值(24、
48 h), 细胞增殖率, S期和G2/M期细胞比例, Bcl-2、PCNA和FABP4蛋白表达水平降低(P<0.05); 与
miR-203a-5p mimic+pc-NC组比较, miR-203a-5p mimic+pc-FABP4组K562细胞凋亡率、G0/G1期细

胞比例、Bax和cleaved caspase-3蛋白表达水平降低, FABP4 mRNA表达水平, D490值(24、48 h), 细
胞增殖率, S期和G2/M期细胞比例, Bcl-2、PCNA和FABP4蛋白表达水平升高(P<0.05); miR-203a-5p
和FABP4存在靶向关系; 上调miR-203a-5p表达可抑制裸鼠肿瘤生长, 降低FABP4和PCNA表达水平

(P<0.05)。该研究得出上调miR-203a-5p表达可抑制FABP4表达, 进而抑制K562细胞增殖, 阻滞细

胞周期, 并促进细胞凋亡。
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Abstract       This study was to investigate the effects of miR-203a-5p on the proliferation, apoptosis, and cell 
cycle of chronic myeloid leukemia K562 cells by targeting FABP4. K562 cells were assigned into control group, 
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miR-NC group, miR-203a-5p mimic group, miR-203a-5p mimic+pc-NC group, and miR-203a-5p mimic+pc-
FABP4 group. qRT-PCR was applied to detect the mRNA expression levels of miR-203a-5p and FABP4 in cells. 
MTT assay and Edu staining were applied to detect cell proliferation. Flow cytometry was applied to detect cell 
apoptosis and cell cycle. Western blot was applied to detect the expression levels of Bax, Bcl-2, cleaved caspase-3, 
PCNA, and FABP4 proteins in cells. Luciferase activity experiment verified the relationship between miR-203a-
5p and FABP4. The nude mouse transplant tumor experiment was applied to detect the effect of upregulating miR-
203a-5p expression on tumor growth. Compared with the control group and miR-NC group, the expression level of 
miR-203a-5p, apoptosis rate, G0/G1 phase cell ratio, the protein expression levels of Bax and cleaved caspase-3 in 
K562 cells were higher in the miR-203a-5p mimic group, the expression level of FABP4 mRNA, D490 (24, 48 h) val-
ues, cell proliferation rate, proportions of S and G2/M phase cells, the protein expression levels of Bcl-2, PCNA, and 
FABP4 were lower (P<0.05). Compared with the miR-203a-5p mimic+pc-NC group, the apoptosis rate, G0/G1 phase 
cell ratio, the protein expression levels of Bax and cleaved caspase-3 in K562 cells were lower in the miR-203a-5p 
mimic+pc-FABP4 group, the expression level of FABP4 mRNA, D490 (24, 48 h) values, cell proliferation rate, pro-
portions of S and G2/M phase cells, the protein expression levels of Bcl-2, PCNA, and FABP4 were higher (P<0.05). 
There was a targeted relationship between miR-203a-5p and FABP4. Upregulation of miR-203a-5p expression 
could inhibit tumor growth in nude mice and reduce the expression levels of FABP4 and PCNA (P<0.05). This 
study concluded that up-regulation of miR-203a-5p expression could inhibit FABP4 expression, thereby inhibiting 
K562 cell proliferation, blocking cell cycle, and promoting cell apoptosis.

Keywords       miR-203a-5p; FABP4; chronic myeloid leukemia; K562 cells; proliferation; apoptosis; cell 
cycle

慢性髓系白血病(chronic myelogenous leukemia, 
CML)是一种血液系统恶性肿瘤, 患者血液中粒细胞

恶性增殖 , 且细胞发育不良 , 无正常粒细胞功能 , 威
胁患者生命健康 [1]。CML患者的治疗主要为酪氨酸

激酶抑制剂如伊马替尼、达沙替尼、尼洛替尼等

药物治疗或干细胞移植治疗 , 可极大提高CML患者

生存率 , 但仍有部分患者对酪氨酸激酶抑制剂耐药 , 
且长期服用这些药物有一定副作用 [2-3]。因此探究

CML的发病机制和新的靶点并从分子角度干预治

疗CML是目前医学工作者的研究热点。miRNA是

一类单链小分子非编码RNA, 具有调节基因表达的

作用, 通过与其下游靶基因互补结合, 可参与调控细

胞生理代谢过程 , 研究显示 , miRNA的表达异常与

肿瘤的发生发展有关 [4]。研究显示上调miR-203a-5p
表达可抑制多发性骨髓瘤细胞增殖 , 阻滞细胞周期 , 
抑制肿瘤生长 [5]。miR-203a-5p过表达可调控伊马替

尼耐药K562细胞中谷胱甘肽代谢, 降低K562细胞耐

药性 , 抑制CML进展 [6]。推测miR-203a-5p参与调控

肿瘤细胞恶性生物学行为。FABP4是一种脂类伴侣

蛋白, 参与脂质在细胞中的代谢, 研究显示FABP4可
促进癌细胞恶性生物学行为 [7]。FABP4在直肠癌组

织和细胞中高表达 , 沉默FABP4表达可抑制直肠癌

细胞恶性生物学行为 [7]。FABP4可增强乳腺癌细胞

脂肪分解, 促进乳腺癌细胞迁移[8]。推测FABP4参与

肿瘤进展 , 生物信息学预测分析发现miR-203a-5p和
FABP4存在靶向结合位点。miR-203a-5p是否可调

控FABP4影响CML进展尚无报道。因此本研究探讨

miR-203a-5p是否可调控FABP4表达来影响慢性髓

系白血病K562细胞增殖、凋亡与细胞周期。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞与动物      慢性髓系白血病K562细胞购

自上海康郎生物科技有限公司 ; 12只SPF级BALB/c
裸鼠购自广西医科大学实验动物中心。

1.1.2   主要试剂      胎牛血清、MTT和Edu试剂盒

购自武汉福来德生物科技有限公司 ; 总RNA提取试

剂盒、胰蛋白酶和qRT-PCR试剂盒购自上海威奥生

物科技有限公司 ; FABP4、β-actin、Bcl-2、cleaved 
caspase-3、Bax、PCNA一抗及二抗购自英国Abcam
公司 ; miR-203a-5p模拟物miR-203a-5p mimics及其

阴性对照miR-NC、FABP4过表达质粒pc-FABP4)及
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其阴性对照 pc-NC、慢病毒空载 (LV-NC)、过表达

miR-203a-5p慢病毒 (LV-miR-203a-5p)组购自上海吉

凯基因医学科技有限公司 ; SEDIB型qRT-PCR仪器

购自北京好亿科技发展有限公司; 星曜-200B全波长

多功能酶标仪购自南京烔创科技有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   验证miR-203a-5p与FABP4的靶向关系      构
建 FABP4野生型和突变型质粒 (FABP4-WT和

FABP4-MUT)(图1), 将miR-NC和miR-203a-5p mimic
分别与两种质粒共转染于K562细胞, 48 h后, 检测荧

光素酶活性。

1.2.2   细胞分组与转染      将对数生长期的K562细
胞分为 control组、miR-NC组、miR-203a-5p mimic
组、miR-203a-5p mimic+pc-NC组、miR-203a-5p 
mimic+pc-FABP4组 ; miR-NC组转染miR-NC, miR-
203a-5p mimic组转染miR-203a-5p mimic, miR-
203a-5p mimic+pcDNA组转染miR-203a-5p mimic
和 pcDNA, miR-203a-5p mimic+pcDNA-FABP4组
转染miR-203a-5p mimic和pcDNA-FABP4, 用Lipo-
fectamine2000试剂分别将对应质粒转染到K562细
胞, 48 h后进行后续实验, control组正常培养。

1.2.3   qRT-PCR检测细胞中miR-203a-5p和FABP4
的表达量      提取细胞中总RNA并将其逆转录为

cDNA, 荧光定量PCR扩增cDNA。引物miR-203a-5p: 
正向5ʹ-GTG CAG GGT CCG AGG TAA TGT CTT-3ʹ, 
反向5ʹ-GTG CAG GGT CCG AGG T-3ʹ; FABP4: 正
向5ʹ-GCC AGG AAT TTG ACG AAG TCA C-3ʹ, 反向

5ʹ-TTC TGC ACA TGT ACC AGG ACA C-3ʹ; U6: 正
向5ʹ-CTC GCT TCG GCA GCA CA-3ʹ, 反向5ʹ-AAC 
GCT TCA CGA ATT TGC GT-3ʹ; GAPDH: 正向

5ʹ-CTG GGC TAC ACT GAG CAC C-3ʹ, 反向5ʹ-AAT 
GGT CGT TGA GGG CAA TG-3ʹ。以U6和GAPDH
为内参 , 使用2−ΔΔCt方法计算miR-203a-5p、FABP4的
相对表达量。

1.2.4   MTT法、Edu染色检测细胞增殖      MTT法: 

将细胞以5×104个/孔接种到96孔板中培养, 在24 h和
48 h时于各孔中加入20 μL的MTT溶液37 °C孵育4 h, 
再加入150 μL的DMSO溶液 , 溶解后酶标仪测定吸

光度(D)值(490 nm处)。
Edu染色: 将细胞接种到24孔板(5×104个/孔)中,

培养36 h后于各孔中加入适量Edu孵育2 h(37 °C), 按
照Edu-555增殖检测试剂盒步骤进行Edu及DAPI染
色 , 荧光显微镜拍照 , ImageJ软件分析图像 , 细胞增

殖率=Edu阳性细胞数/细胞总数×100%。

1.2.5   细胞凋亡和细胞周期检测      细胞凋亡实验:  
4 °C、1 000 ×g离心5 min收集各组K562细胞, 重悬后

加入24孔板 , 用5 mL的Annexin V-FITC试剂与5 mL
的PI试剂染色 , 室温孵育15 min(避光), 上机(流式细

胞仪)检测细胞凋亡。

细胞周期实验 : 4 °C、1 000 ×g离心5 min收集

各组K562细胞, 用冷PBS清洗, 用70%乙醇固定过夜

(4 °C), 再4 °C、1 000 ×g离心5 min收集细胞, PBS清
洗, 加入RNase溶解酶5 mL, 37 °C静置1 h, 加入PI染
色液室温避光孵育0.5 h, 流式细胞仪检测细胞周期。

1.2.6   蛋白表达检测      4 °C、1 000 ×g离心5 min收
集各组K562细胞 , 裂解液裂解细胞 , 提取细胞总蛋

白质, 定量分析蛋白, 将蛋白热水浴变性后电泳并转

膜, 室温封闭2 h; 加入Bax、PCNA、Bcl-2、FABP4、
β-actin、cleaved caspase-3(稀释比例1500 1׃)兔抗4 °C
孵育过夜 , 洗膜后加入二抗 (稀释比例1000 5׃)室温

孵育 , 用ECL染色 , Image-Pro Plus分析蛋白质灰度

值。

1.2.7   裸鼠移植瘤实验      将12只BALB/c裸鼠随机

分为慢病毒空载 (LV-NC)组、过表达miR-203a-5p
慢病毒 (LV-miR-203a-5p)组 , 分别皮下注射200 mL 
(2×107个 ) LV-NC和LV-miR-203a-5p转染的K562细
胞 , 观察移植瘤生成情况 , 30天后处死裸鼠 , 切下

肿瘤 , 称重 , qRT-PCR检测肿瘤组织中miR-203a-5p
和FABP4基因表达水平 , 免疫组化检测肿瘤组织中

FABP4和PCNA蛋白表达情况。本研究已通过广西

图1   miR-203a-5p和FABP4互补核苷酸序列

Fig.1   Complementary nucleotide sequences of miR-203a-5p and FABP4

miR-203a-5p

FABP4 3ʹUTR-WT

FABP4 3ʹUTR-MUT

 5ʹ   ACAAAUUCUUGGUGA  3ʹ

3ʹ  UGACUGA AACC ACAG 5ʹ

3ʹ  UGACUGA AGUA ACAG 5ʹ
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医科大学第一附属医院医学实验动物伦理委员会审

核批准(批准号: 2023-D006-01)。
1.2.8   免疫组织化学染色法      用4%多聚甲醛4 °C
固定肿瘤组织 , 石蜡包埋切片 , 脱蜡后过氧化氢室温

孵育15 min, 柠檬酸修复 , 山羊血清封闭 , 加入一抗

PCNA(1200׃) 4 °C孵育过夜, 加入二抗(1500׃)室温孵

育2 h, DAB显色为棕黄色, 苏木精复染, 脱水透明, 封
片 , 显微镜观察 , 细胞核成棕褐色或棕黄色为阳性细

胞, 细胞增殖指数(PI)=阳性细胞数/总细胞数×100%。

1.3   统计分析

数据分析用Graphpad Prism 8.0.1, 数据用 (x
_
±s)

表示, 单因素方差分析多组间差异, SNK-q检验组内

两两差异, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   FABP4和miR-203a-5p靶向关系验证

miR-203a-5p与FABP4的结合位点 (TargetScan

网站预测 )如图2所示。miR-203a-5p mimic+FABP4-
WT组细胞荧光素酶活性低于miR-NC+FABP4-WT
组(P<0.05)。见表1。
2.2   上调miR-203a-5p表达对各组K562细胞中

miR-203a-5p和FABP4表达水平的影响

miR-203a-5p mimic组K562细胞miR-203a-5p
表达水平高于control组和miR-NC组 , FABP4 mRNA
表达水平低于 control组和 miR-NC组 (P<0.05); 
miR-203a-5p mimic+pc-FABP4组K562细胞FABP4 
mRNA表达水平高于miR-203a-5p mimic+pc-NC组

(P<0.05)。见表2。
2.3   上调miR-203a-5p表达对各组K562细胞增殖

能力的影响

miR-203a-5p mimic组K562细胞D490值 (24、
48 h)和细胞增殖率低于 control组和 miR-NC组

(P<0.05); miR-203a-5p mimic+pc-FABP4组K562细
胞D490值 (24、48 h)和细胞增殖率高于miR-203a-5p 

图2   FABP4和miR-203a-5p的结合位点

Fig.2   Binding sites of FABP4 and miR-203a-5p

FABP4

miR-203a-5p 

CCGGUGGGUGACUGA----AACCACAG

UUGACAACUUGACAAUUCUUGGUGA

表1   荧光素酶活性比较

Table 1   Comparison of luciferase activities
组别

Groups 
荧光素酶活性

Luciferase activity

miR-NC+FABP4-WT 1.04±0.06

miR-203a-5p mimic+FABP4-WT 0.39±0.04*

miR-NC+FABP4-MUT 1.01±0.07

miR-203a-5p mimic+FABP4-MUT 1.08±0.09

n=6; *P<0.05, 与miR-NC+FABP4-WT组比较。

n=6; *P<0.05 compared with miR-NC+FABP4-WT group.

表2   各组K562细胞中miR-203a-5p和FABP4基因表达水平比较

Table 2   Comparison of miR-203a-5p and FABP4 gene expression levels in K562 cells of each group
分组

Groups
miR-203a-5p FABP4 mRNA

Control 1.00±0.01 1.01±0.01

miR-NC 1.01±0.02 1.00±0.01

miR-203a-5p mimic 1.92±0.11*# 0.38±0.03*#

miR-203a-5p mimic+pc-NC 1.89±0.09 0.39±0.03

miR-203a-5p mimic+pc-FABP4 1.91±0.08 0.76±0.05&

n=6; *P<0.05, 与control组比较; #P<0.05, 与miR-NC组比较; &P<0.05, 与miR-203a-5p mimic+pc-NC组比较。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with miR-NC group; &P<0.05 compared with miR-203a-5p mimic+pc-NC group.
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mimic+pc-NC组(P<0.05)。见图3和表3。
2.4   上调miR-203a-5p表达对各组K562细胞凋亡

的影响

miR-203a-5p mimic组 K562细胞凋亡率高

于 control组和miR-NC组 (P<0.05); miR-203a-5p 

mimic+pc-FABP4组K562细胞凋亡率低于miR-203a-
5p mimic+pc-NC组(P<0.05)。见图4和表4。
2.5   上调miR-203a-5p表达对各组K562细胞周期

的影响

miR-203a-5p mimic组K562细胞G0/G1期细胞比

图3   Edu染色结果

Fig.3    Edu staining results 

Edu DAPI BF Merge

Control

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

miR-NC

miR-203a-5p mimic

miR-203a-5p mim-
ic+pc-NC

miR-203a-5p mim-
ic+pc-FABP4

表3   各组K562细胞D490值和增殖率比较

Table 3   Comparison of D490 value and proliferation rate of K562 cells in each group

分组

Groups
增殖率/%
Proliferation rate /%

D490

24 h 48 h

Control 62.78±5.39 0.40±0.02 0.76±0.05

miR-NC 61.43±4.86 0.41±0.03 0.78±0.06

miR-203a-5p mimic 23.81±2.57*# 0.24±0.02*# 0.46±0.03*#

miR-203a-5p mimic+pc-NC 22.53±2.64 0.25±0.03 0.45±0.03

miR-203a-5p mimic+pc-FABP4 48.36±5.12& 0.34±0.03& 0.64±0.04&

n=6; *P<0.05, 与control组比较; #P<0.05, 与miR-NC组比较; &P<0.05, 与miR-203a-5p mimic+pc-NC组比较。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with miR-NC group; &P<0.05 compared with miR-203a-5p mimic+pc-NC group.
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例高于control组和miR-NC组 , S期和G2/M期细胞比

例低于control组和miR-NC组(P<0.05); miR-203a-5p 
mimic+pc-FABP4组K562细胞G0/G1期细胞比例低于

miR-203a-5p mimic+pc-NC组 , S期和G2/M期细胞比

例高于miR-203a-5p mimic+pc-NC组(P<0.05)。见图

5和表5。
2.6   上调miR-203a-5p表达对各组K562细胞Bax、
Bcl-2、cleaved caspase-3、PCNA和FABP4蛋白

表达的影响

miR-203a-5p mimic组K562细胞Bax和 cleaved 

caspase-3蛋白表达水平高于 control组和miR-NC组 , 
Bcl-2、PCNA和FABP4蛋白表达水平低于 control
组和miR-NC组 (P<0.05); miR-203a-5p mimic+pc-
FABP4组K562细胞Bax和 cleaved caspase-3蛋白表

达水平低于miR-203a-5p mimic+pc-NC组 , PCNA、

Bcl-2和 FABP4蛋白表达水平高于 miR-203a-5p 
mimic+pc-NC组(P<0.05)。见图6和表6。
2.7   上调miR-203a-5p表达对裸鼠移植瘤生长的

影响

LV-miR-203a-5p组裸鼠移植瘤质量、FABP4 

miR-203a-5p mimic+pc-FABP4
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图4   各组细胞凋亡结果

Fig.4   Apoptosis results in each group

表4   各组K562细胞凋亡率比较

Table 4   Comparison of apoptosis rates of K562 cells in each group
分组

Groups
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Control   4.78±0.62

miR-NC   5.06±0.73

miR-203a-5p mimic 38.54±4.16*#

miR-203a-5p mimic+pc-NC 39.27±4.28

miR-203a-5p mimic+pc-FABP4 21.63±2.57&

n=6; *P<0.05, 与control组比较; #P<0.05, 与miR-NC组比较; &P<0.05, 与miR-203a-5p mimic+pc-NC组比较。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with miR-NC group; &P<0.05 compared with miR-203a-5p mimic+pc-NC group.
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mRNA表达水平、FABP4阳性率和 PCNA阳性率

低于LV-NC组 , miR-409-3p表达水平高于LV-NC组
(P<0.05)。见图7、图8和表7。

3   讨论
CML是一种来源于造血干细胞的克隆性骨髓增

生性疾病 [9]。CML的特点是外周血白细胞数量持续

进行性增多 , 并出现不同分化阶段的粒细胞 , 尤其是

中性粒细胞增加[10]。目前, 传统的CML化疗药物无法

特异性靶向肿瘤组织 , 引起副作用和不良反应 , 导致

肿瘤细胞对治疗的敏感性降低, 形成早期耐药[11]。研

究显示, CML的发生机制与基因表达异常有关, 因此

探究CML发生的分子机制并从分子角度干预可能

是治疗CML的一种有效手段。miRNA是一种含有

20~22个碱基的非编码RNA, 研究显示 , miRNA通过

与mRNA的碱基互补配对调控mRNA的表达 , 进而

参与调控细胞增殖和凋亡过程 [12]。miR-203a-5p在
皮肤、肺组织和脑组织中均有表达 , 在多种肿瘤中

转录水平降低 , 提高其表达水平可抑制肿瘤细胞恶

性生物学行为 , 研究表明miR-203a-5p可降低伊马替

尼耐药CML细胞的耐药性, 进而提高CML的治疗效

果 [13]。过表达miR-203a-5p可抑制口腔鳞状癌细胞

恶性生物学行为 [14]。推测miR-203a-5p有抑制肿瘤

细胞恶性生物学行为的特性。

CML是一种骨髓造血干细胞恶性增殖形成的

肿瘤 , 骨髓造血干细胞具有很强的增殖能力 , PCNA

图5   各组细胞周期图

Fig.5   Cell cycle of each group
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表5   上调miR-203a-5p对各组K562细胞周期的影响

Table 5   Effects of up-regulation of miR-203a-5p on K562 cell cycle in each group
组别

Groups
G0/G1 S G2/M

Control 43.38±3.26 25.74±1.82 30.88±2.31

miR-NC 44.67±3.24 23.36±2.24 31.97±2.46

miR-203a-5p mimic 81.53±5.27*#   9.78±0.87*#   8.69±0.73*#

miR-203a-5p mimic+pc-NC 82.46±5.63   9.38±0.81   8.16±0.67

miR-203a-5p mimic+pc-FABP4 61.82±4.57& 18.72±1.73& 19.46±1.59&

n=6; *P<0.05, 与control组比较; #P<0.05, 与miR-NC组比较; &P<0.05, 与miR-203a-5p mimic+pc-NC组比较。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with miR-NC group; &P<0.05 compared with miR-203a-5p mimic+pc-NC group.
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是一种细胞核增殖抗原 , 只存在于正常增殖细胞和

肿瘤细胞中 , 可促进细胞DNA合成 , 启动细胞增殖 , 
反映细胞增殖的状态 [15]。细胞增殖分为几个周期 , 
G0期是细胞静止期 ; G1期主要是合成DNA复制所需

要的mRNA和蛋白质; S期主要是DNA复制期; G2期

A: control组; B: miR-NC组; C: miR-203a-5p mimic组; D: miR-203a-5p mimic+pc-NC组; E: miR-203a-5p mimic+pc-FABP4组。

A: control group; B: miR-NC group; C: miR-203a-5p mimic group; D: miR-203a-5p mimic+pc-NC group; E: miR-203a-5p mimic+pc-FABP4 group.
图6   各组K562细胞中Bax、Bcl-2、cleaved caspase-3、PCNA、FABP4蛋白表达

Fig.6   Expression of Bax, Bcl-2, cleaved caspase-3, PCNA, and FABP4 in K562 cells of each group

Bax

A B C D E

Bcl-2

Cleaved
caspase-3

PCNA

FABP4

β-actin

表6   各组K562细胞Bax、Bcl-2、cleaved caspase-3、PCNA和FABP4蛋白表达比较

Table 6   Comparison of protein expression of Bax, Bcl-2, cleaved caspase-3, PCNA, and FABP4 in K562 cells of each group
组别

Groups
Bcl-2 Bax Cleaved caspase-3 PCNA FABP4

Control 0.86±0.10 0.19±0.03 0.27±0.04 1.03±0.12 1.18±0.14

miR-NC 0.89±0.11 0.18±0.03 0.26±0.03 1.01±0.12 1.21±0.15

miR-203a-5p mimic 0.31±0.05*# 0.76±0.09*# 0.94±0.12*# 0.39±0.05*# 0.46±0.06*#

miR-203a-5p mimic+pc-NC 0.32±0.05 0.75±0.09 0.92±0.12 0.37±0.05 0.48±0.07

miR-203a-5p mimic+pc-FABP4 0.68±0.09& 0.42±0.06& 0.51±0.07& 0.78±0.09& 0.97±0.12&

n=6; *P<0.05, 与control组比较; #P<0.05, 与miR-NC组比较; &P<0.05, 与miR-203a-5p mimic+pc-NC组比较。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with miR-NC group; &P<0.05 compared with miR-203a-5p mimic+pc-NC group.

图7   各组裸鼠肿瘤形态

Fig.7   Tumor morphology of nude mice in each group

LV-NC

LV-miR-203a-5p

是细胞快速增长以及有丝分裂期之前的蛋白质合成

期 ; M期是细胞有丝分裂期。细胞周期受到胞内多

种信号调控 , 当某种信号缺失时 , 细胞周期被阻滞 , 
细胞增殖受到抑制 [16]。本研究结果显示 , 与 control
组和miR-NC组比较, miR-203a-5p mimic组K562细胞
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图8   各组裸鼠肿瘤组织FABP4和PCNA蛋白表达情况

Fig.8   FABP4 and PCNA protein expression in tumor tissue of nude mice in each group
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50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

表7   上调miR-203a-5p表达对裸鼠移植瘤生长的影响

Table 7   Effects of upregulation of miR-203a-5p expression on the growth of transplanted tumor in nude mice
组别

Groups
移植瘤质量/g
Transplanted tumor weight /g

miR-203a-5p FABP4 mRNA
FABP4阳性率/%
Positive rate of FABP4 /%

PCNA阳性率/%
PCNA positive rate /%

LV-NC 0.94±0.11 1.00±0.01 1.00±0.01 53.38±5.67 38.46±3.51

LV-miR-203a-5p 0.42±0.05* 1.78±0.03* 0.45±0.03* 26.93±2.84* 15.28±1.72*

n=6; *P<0.05, 与LV-NC组比较。 
n=6; *P<0.05 compared with LV-NC group.

S期和G2/M期细胞比例、PCNA蛋白表达水平明显

降低 , G0/G1期细胞比例明显升高 , 提示过表达miR-
203a-5p可阻滞细胞周期 , 抑制细胞增殖。细胞增殖

实验也进一步证实过表达miR-203a-5p可降低K562
细胞D490值 (24、48 h)和细胞增殖率。cleaved cas-
pase-3、Bax和Bcl-2蛋白可调控细胞凋亡过程, cleaved 
caspase-3蛋白是细胞凋亡通路下游凋亡蛋白酶 , 可
以激活激酶级联反应 , 诱导细胞凋亡 , 是细胞凋亡的

标志蛋白 [17]。Bax蛋白可激活多种凋亡蛋白表达 , 诱
导细胞结构破坏 , 促进细胞凋亡 ; Bcl-2蛋白可抑制

多种凋亡蛋白表达 , 减轻细胞结构损伤 , 抑制细胞凋

亡 [18]。本研究结果显示 , 与control组和miR-NC组比

较, miR-203a-5p mimic组K562细胞Bax和cleaved cas-
pase-3蛋白表达水平升高 , Bcl-2蛋白表达水平降低 , 
通过细胞凋亡实验进一步证实miR-203a-5p mimic组
K562细胞凋亡率明显升高。裸鼠移植瘤实验结果也

表明, 上调miR-203a-5p表达可抑制裸鼠肿瘤生长, 降
低PCNA表达水平。这提示上调miR-203a-5p表达可

抑制K562细胞增殖, 促进细胞凋亡并阻滞细胞周期。

为进一步探究miR-203a-5p调控K562细胞的作

用机制 , 本研究进一步探究miR-203a-5p的下游靶

mRNA, 生物信息学预测发现miR-203a-5p与FABP4
存在靶向结合位点。FABP4是一种脂肪酸结合蛋白, 
可与脂肪酸结合, 参与脂肪酸的转运和代谢, 研究显

示 , FABP4高表达可促进多种肿瘤细胞恶性生物学

行为 [19]。徐文婷等 [19]研究表明抑制FABP4表达可抑

制乳腺癌细胞增殖 , 并促进细胞凋亡。ZUO等 [20]研

究表明下调FABP4表达可抑制结直肠癌细胞恶性生

物学行为。本研究结果显示 , 上调miR-203a-5p表达

后, FABP4表达水平降低, K562细胞活性被抑制。本

研究证实miR-203a-5p和FABP4存在靶向调控关系。

回复实验结果显示 , 过表达FABP4可减弱上调miR-
203a-5p表达对K562细胞活性的抑制作用。这提示

上调miR-203a-5p表达可能通过抑制FABP4表达来

抑制K562细胞生物学活性。

综上所述, 上调miR-203a-5p表达可降低FABP4
表达水平, 抑制K562细胞增殖, 阻滞细胞周期, 并促

进细胞凋亡。miR-203a-5p可能是治疗CML的一个

靶点, 后续还需进一步验证。
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