
中国组织工程研究  第 16 卷 第 36 期  2012–09–02 出版 
Chinese Journal of Tissue Engineering Research  September 2, 2012  Vol.16, No.36 

 

doi:10.3969/j.issn.2095-4344.2012.36.025      [http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

谭三勤，王光平，崔亚娟，谢熠，谭宇婷，陈方平. 微小 RNA -128b 与-181a 和-223 在急性白血病患者中的表达[J]. 

中国组织工程研究，2012，16(36):6790-6794. 

 
 

                                                          P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 6790 

1 中南大学湘雅医
院血液科，湖南省
长沙市 410008；
2 湖南师范大学
医学院，湖南省长
沙市  410013；  
3 长沙市中心医
院肿瘤科，湖南省
长沙市  410004 
 
谭三勤☆，女，
1970 年生，湖南
省株洲市人，汉
族，2010 年中南
大学毕业，博士，
副教授，主要从事
血液方面的研究。 
tsqsghtz@ 
yahoo.com.cn 
 
通讯作者：陈方
平，硕士，教授，
中南大学湘雅医
院血液科，湖南省
长沙市  410008  
xychenfp@2118.
cn 
 

中图分类号:R394.2 

文献标识码:B 

文章编号:2095-4344 

(2012)36-06790-05 

 
收稿日期：2011-12-01   

修回日期：2011-12-16 

(20110910005/M〃S) 

 
 

 

 

 
 

 

微小RNA -128b与-181a和-223在急性白血病患者中的表达*☆ 

谭三勤1，2，王光平1，崔亚娟1，谢  熠3，谭宇婷2，陈方平1 

 

 

文章亮点：微小 RNA-128b，-181a 和-223 在非白血病中的表达不同于急性白血病的表达，且在急性非淋巴细胞白血病

和急性淋巴细胞白血病患者中也存在不同的表达。说明可通过分析微小 RNA -128b，-181a 和-223 的表达及其组合表达

用于急性白血病的诊断与分类。与 mRNA 表达分析相比，微小 RNA 具有更加稳定以及需要较少样品的优点。 

 

关键词：微小 RNA；急性白血病；表达；骨髓单个核细胞；PCR 

缩略语：急性淋巴细胞白血病：acute lymphoblastic leukemia，ALL；急性非淋巴细胞白血病：acute non-lymphoblastic 

leukemia，ANLL 

 

摘要 

背景：微小 RNA 是一类内源性非编码 RNA。新近研究认为微小 RNA 可用作肿瘤标记物，对肿瘤进行分类。 

目的：分析微小 RNA -181a、微小 RNA-128b 和微小 RNA-223 在急性白血病患者中的表达差异。 

方法：提取初治急性白血病患者及对照受试者骨髓单个核细胞总 RNA，经微小 RNA 特异性引物反转录后，采用实

时定量 PCR 分析各微小 RNA 的表达。 

结果与结论：与对照受试者相比，无论是急性非淋巴细胞白血病还是急性淋巴细胞白血病患者骨髓单个核细胞的微

小 RNA-128b，微小 RNA-181a 和微小 RNA-223 表达均降低；统计学分析显示，急性非淋巴细胞白血病和急性白血

病患者微小 RNA-128b 和微小 RNA-181a 表达与对照受试者比较差异有显著性意义(P < 0.05)，但急性淋巴细胞白血

病患者与对照受试者比较差异无显著性意义(P > 0.05)；微小 RNA-128b，-181a 和-223 的表达在急性非淋巴细胞白

血病与急性淋巴细胞白血病患者之间差异无显著性意义(P > 0.05)。结果显示微小 RNA-128b，-181a 和-223 有可能

是急性白血病诊断与分型的生物标记物。 

 

 

Expression of microRNA-128b, -181 a and -223 in patients with acute leukemia    

 

Tan San-qin1,2, Wang Guang-ping1, Cui Ya-juan1, Xie Yi3, Tan Yu-ting2, Chen Fang-ping1 

 

Abstract 

BACKGROUND: MicroRNA (miR) is a kind of endogenous non-coding RNA. Current studies have demonstrated that miR 

can be used as tumor marker for tumor categorization.  

OBJECTIVE: To investigate the expressions of microRNA-181a, miR-128b and miR-223 and their significance in the 

plasma of patients with acute leukemia. 

METHODS: The plasma RNAs were extracted from acute leukemia patients and normal control subjects, and were 

reverse transcribed with miR-specific primer into cDNA. The expressions of miR-181a, miR-128b and miR-223 were 

measured by real-time PCR.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with control subjects, the expression of miR-181a, miR-128b and miR-223 was 

decreased in acute non-lymphocytic leukemia and acute lymphoblastic leukemia patients. Statistical analysis indicated that the 

expression of miR-128b and miR-181 was significantly different between acute non-lymphocytic leukemia and acute leukemia 

patients and control subjects (P < 0.05), but its expression was not significantly different between acute lymphoblastic leukemia 

patients and conntrol subjects (P > 0.05). Compared with acute lymphoblastic leukemia patients, the expression of miR-223 

was increased in acute non-lymphocytic leukemia patients, while miR-128b and miR-181a expressions were decreased. The 

expression of miR-181a, miR-128b and miR-223 was not significantly different between acute non-lymphocytic leukemia and 

acute lymphoblastic leukemia patients (P > 0.05). These findings suggest that miR-128b, miR-181a and miR-223 may be the 

novel biomarkers for the diagnosis of typing of acute leukemia. 

 

Tan SQ, Wang GP, Cui YJ, Xie Y,Tan YT, Chen FP. Expression of microRNA-128b, -181 a and -223 in patients with 

acute leukemia.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(36): 6790-6794.      
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0  引言 

 

MicroRNA(miR)，即微小RNA，是一类长

度为21-23个核苷酸的内源性非编码RNA，通

过降解mRNA或抑制mRNA翻译，在转录后水

平调节靶基因的表达
[1-2]

。miR不仅在细胞的分

化发育、增殖和凋亡等多种生理过程中发挥重

要作用，而且其异常表达可能与肿瘤有关。例

如，在人乳腺癌高表达的miR-21，被认为起肿

瘤基因的作用
[3]
。B细胞慢性淋巴细胞白血病中

miR-15和miR-16常常缺乏或表达下调
[4]
。miR

的表达具有高度的保守性、时序性和组织特异

性，miR被认为可用作肿瘤检测的标记物，对

肿瘤进行诊断与分类
[5-6]

。Calin等
[7]
报道miR可

用来区别B细胞慢性淋巴瘤与正常细胞，并依据

miR表达谱对其分型；在急性白血病与正常对

照 之 间 ， 急 性 淋 巴 细 胞 白 血 病 (acute 

lymphoblastic leukemia，ALL)与急性非淋巴细

胞白血病(acute non-lymphoblastic leukemia， 

ANLL)之间也存在不同的miR表达
[8]
。然而，有

关miR-128b，-181a和-223在急性白血病患者

中的表达情况及其可能的意义在国内报道较

少。为此，本实验采用实时定量PCR技术，分

析它们在中国急性白血病患者中的表达及其意

义。 

 

1  对象和方法 

 

设计：观察对比实验。 

时间及地点：于2009-01/11在中南大学湘

雅医院血液科实验室完成。 

对象：22例急性白血病患者均为就诊于中

南大学湘雅医院血液科的初治患者，平均37.0

岁。其中，ANLL患者13例，男6例，女7例，

平均41.5岁。ALL患者9例，男5例，女4例，平

均30.3岁。7例非白血病患者作为对照组，包括

贫血患者4例，血小板减少患者3例，男5例，女

2例，平均40.4岁。  

诊断标准：符合中国白血病诊断标准
[9]
。 

纳入标准：①骨髓原始细胞占全部骨髓有核

细胞≥30%诊断为急性白血病。②M2b以异常

中性中幼粒细胞为主。③M3以异常的早幼粒细

胞为主。④初治成人白血病患者。 

排除标准：合并严重慢性消耗性疾病者。 

方法： 

样本采集：治疗前采集白血病患者及对照患

者的骨髓液标本2.0 mL，用乙二胺四乙酸二钠

抗凝，加PBS将全血稀释至4.0 mL，将稀释后

的血液缓缓加在含有淋巴细胞分离液的试管

内，室温下以2 000 r/min离心20 min，吸取离

心后的单个核细胞到另一离心管中，用PBS洗

涤3次，弃上清液后备用。 

引物：依据miRBase 序列库 (hht//www. 

microrna.sanger.ac.uk)提供的miR序列，按照

参考文献[10]-[11]，设计miR以及GAPDH内参

引物，所有引物均由上海生工生物工程生物公

司合成。各引物序列为： 

RT-miR-128b：5’-tgt cag gca acc gta ttc 

acc gtg agt ggt aaa gag-3’； 

RT-miR-181a：5’-tgt cag gca acc gta ttc 

acc gtg agt ggt act cac-3’； 

RT-miR-223：5’-tgt cag gca acc gta ttc 

acc gtg agt ggt tgg ggt-3’； 

Short-miR-128b：5’-cgt cag atg tcc gag 

tag agg ggg aac ggc gtc aca gtg aac cgg t-3'； 

Short-miR-181a：5’-cgt cag atg tcc gag 

tag agg ggg aac ggc gaa cat tca acg ctg tcg 

gtg a-3’； 

Short-miR-223：5’-cgt cag atg tcc gag 

tag agg ggg aac ggc gtg tca gtt tgt caa at-3’； 

MP-fw：5’-tgt cag gca acc gta ttc acc-3’；    

MP-rev ： 5’-cgt cag atg tcc gag tag 

agg-3’； 

GAPDH-p1：5’-ccc tca acg acc act ttg 

tca-3’； 

GAPDH-p2： 5’-ttc ctc ttg tgc tct tgc 

tgg-3’。 

细 胞 总 RNA 提 取 ： 采 用 TRizol 试 剂

(Invitrogen)提取细胞总RNA，即用PBS洗涤淋

巴细胞分离液分离的骨髓单个核细胞并加入   

1 mL的Trizol 试剂，充分混匀，溶解细胞后再加

入0.2 mL的氯仿，混匀，于4 ℃经17 770×g离

心15 min，将上清液加入到另一新的试管内。

在该试管内加入约1 mL的异丙醇溶液轻轻上

下颠倒试管后将其置于-20 ℃冰箱内。次日， 
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于4 ℃下17 770×g离心15 min并弃去上清液，用4 ℃预

冷的体积分数为70%乙醇洗涤沉淀物并于4 ℃下    

17 770×g离心2 min后，在沉淀物中加入20 µL的DEPC

水溶解，通过紫外分光光度计测定其含量。 

反转录：取500 ng的总RNA，于70 ℃温育5 min后，

将其加入到含有1×反转录缓冲液，1 mmol/L dNTP，  

20 U RiboLock RNA酶抑制剂(Fermentas)，200 U M- 

MLV反转录酶(Promega)和250 fmol RT6-miR-128b或

RT6-miR-181a或RT6-miR-223或2 µL GAPDH-p2引物

(10 µmol/L)，总体积为10 µL的反应体系中并于37 ℃温

育1 h。随后，经95 ℃作用5 min灭活反转录酶后，置于   

4 ℃保存。 

定量PCR：采用SYBR Green Realtime PCR Master 

Mix试剂盒(Toyobo)进行实时荧光定量PCR，即在一试

管内加入SYBR Green Realtime PCR Master Mix溶液

12.5 µL，1 µmol/L的MP-fw、MP-rev引物各2.5 µL或  

10 µmol/L的GAPDH-p1、GAPDH-p2引物各1 µL，反

转录产物2 µL，在miR扩增管内加入100 nmol/L的

Short-miR-128b或Short-miR-181a或Short-miR-223引

物1 µL，补充无菌双蒸馏水使总体积为25 µL，混匀后

于Mx3000 p实时荧光定量PCR仪(Stratagene)进行扩

增。PCR扩增条件为95℃ 2 min后，再按95 ℃ 15 s，

60 ℃ 10 s，72 ℃ 20 s程序扩增40个循环。随后，采

用95 ℃ 0 s，60 ℃ 30 s，95 ℃ 30 s (0.1 ℃/s)程序

进行熔解曲线分析。其中，Δ Ct=Ct目的基因-Ct内参基因。 

主要观察指标：急性白血病患者和对照者

miR-128b，-181a和-223的表达水平。 

统计学分析：将原始Ct值换算成2
-Ct[11]

，并标化(2
-Ct

目的基因/2
-Ct
内参基因)后，采用SPSS 13.0软件包行

Mann-Whitney检验进行统计学分析，P < 0.05为差异有

显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  目标片段特异性检测  按照参考文献[12]建立的

方法检测急性白血病患者白血病细胞miR-181a，

miR-128b，miR-223和内参照GAPDH的表达，溶解曲

线显示为单一溶解峰，见图1，说明该方法能扩增相应

的目的基因。 

2.2  miR-181a，miR-128b，miR-223在非白血病患者

与急性白血病患者之间的表达   荧光定量PCR检测

miR-128b、miR-181a和miR-223在急性白血病、ANLL、

ALL和对照受试者的Δ Ct值见表1。检测的Ct值越小，模

板的起始拷贝数越多，表达量也就越高，因此，

miR-128b、miR -181a和miR -223在ANLL，ALL和急性

白血病患者骨髓单个核细胞表达均低于对照组受试者，

见表1。统计学分析结果显示，相比于对照组受试者，

ANLL和急性白血病患者骨髓单个核细胞miR-128b表达

差异有显著性意义(P < 0.05)，但ALL患者与对照组受试

者之间表达差异无显著性意义(P > 0.05)。 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  The melting curves of real-time PCR for miR-128 (a), 
miR-181 (b), miR-223 (c), GAPDH (d) expression 

图1  急性白血病患者miR-128(a)、miR-181(b)、miR-223(c)、
GAPDH(d) realtime PCR 扩增后的熔解曲线 

  a  

b 

  c  

   d  
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2.3  miR-181a，miR-128b，miR-223在ANLL与ALL患

者之间的表达  相对于ALL患者骨髓单个核细胞而言，

miR-128b和-181a在ANLL患者的表达低于ALL患者，但

miR-223在ANLL患者的表达高于ALL患者，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

统计学分析结果显示，miR-128b、miR-181a和

miR-223在ANLL与ALL患者之间表达的差异无显著性

意义(P > 0.05)。 

 

3  讨论 

 

急性白血病是血液系统常见的恶性疾病，其有效治

疗取决于对其正确诊断，尤其是ANLL与ALL的鉴别诊

断，因为ANLL与ALL的治疗和预后是不同的。尽管形态

学和免疫学方法等可对ANLL与ALL进行区别，但它们需

要有经验的操作人员，而且其中任何单一的方法均不能

对ANLL与ALL进行有效诊断
[8]
。因此，非常有必要寻找

其他新的方法。应用DNA芯片技术，Golub等
[13]

在ANLL

与ALL之间发现了约1 100个不同表达的基因。其中，50

个基因表达差异明显，可用于ALL和ANLL的分类，其准

确率达到100%。随后，Lu等
[14]

发现，miR表达谱能够

准确用于肿瘤分类，并优于mRNA分析。Mi等
[8]
进一步

研究显示，在ANLL与ALL之间存在27个不同表达的

miR，能够区别ALL和ANLL，其准确性高达97%-99%。

其中，miR-128a，-128b，let-7b和-223中任一两种组

合可以使ANLL与ALL诊断的准确率高于95%。然而，有

关miR-128b，-181a和-223等在急性白血病患者中的表

达情况及其可能的意义在国内报道较少。 

本实验应用实时荧光PCR技术分析了miR-128b，

-181a和miR-223在ANLL和ALL患者中的表达，并发现

miR-128b，-181a和-223在ANLL和ALL患者的表达均低

于非白血病对照受试者，miR-128b和-181a在ALL的表

达高于ANLL患者，而miR-223在ANLL患者的表达高于

ALL，这与其他报道结果相似。例如，有研究显示，

miR-128b在ALL显著高表达，miR-223显著低表达
[8]
。

相对于ANLL，miR-223在ALL显著低表达
[15]

。在骨髓

CD34
+
细胞和T细胞可检测到miR-181a表达，在HEL细

胞(红细胞白血病)、K562细胞、MV4-11、THP-1 和

U937(单核细胞白血病)细胞、Meg-01(巨核细胞白血病)

细胞、HL-60细胞高表达 miR-223， Jurkat细胞、

CCRF-CEM(ALL)细胞低表达miR-223，在D1.1(T-ALL)

和 MOLT-3(ALL) 细 胞 弱 表 达 miR-223 ， Raji 和

Ramou(Burkitt淋巴瘤)细胞以及RS4；11和Reh(ALL)细

胞不表达miR-223
[16-17]

。在实验中，miR-223在ANLL和

ALL患者与对照组受试者以及ANLL与ALL患者之间的

差异无显著性意义，可能与样本数不多有关。 

在实验中，miR-128b，-181a和-223在非白血病中

的表达不同于急性白血病的表达，且miR-128b，-181a

和-223在ANLL和ALL患者中也存在不同的表达。这些结

果表明，通过分析miR-128b，-181a和-223的表达及其

组合表达可用于急性白血病的诊断与分类。与mRNA表

达分析相比，miR具有更加稳定以及需要较少样品的优

点
[8]
。同时，在不同的急性白血病中具有不同的表达谱。

因此，miR有可能是急性白血病诊断及鉴别诊断的新标

记物，通过分析miR的表达谱及其不同组合的表达将会

是未来急性白血病诊断的新方法。 
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