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miR-134-5p靶向抑制 PAK3表达增强多发性骨髓瘤细胞的
化疗敏感性的研究 *
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摘要 目的：研究 miR-134-5p对多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）化疗敏感性的影响及其可能的作用机制。方法：CCK-8法

测定人多发性骨髓瘤细胞 KM3及其耐硼替佐米（bortezomib, BTZ）细胞株 KM3/BTZ对 BTZ的化疗敏感性，RT-PCR法检测

KM3和 KM3/BTZ细胞株中 miR-134-5p和 p21活化激酶 3（p21 activated kinase 3, PAK3）mRNA的表达，生物信息学软件分析

miR-134-5p的靶基因，荧光素酶报告实验进行验证，CCK-8法检测分别抑制 miR-134-5p和 PAK3后 KM3/BTZ的化疗敏感性，

Western-blot法检测抑制 miR-134-5p后 KM3/BTZ细胞株中 PAK3蛋白的表达。结果：KM3/BTZ细胞株对 BTZ的化疗敏感性显

著低于 KM3细胞株（P＜0.05）。MiR-134-5p在 KM3细胞株的表达显著高于 KM3/BTZ细胞株，而 PAK3 mRNA在 KM3细胞株

的表达显著低于 KM3/BTZ 细胞株（P＜0.05）。PAK3 为 miR-134-5p 的靶基因。MiR-134-5p inhibitor 组和 PAK3 siRNA 组

KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性显著低于对照组（P＜0.05）。MiR-134-5p inhibitor组 PAK3蛋白的相对表达显著高于对照组（P＜
0.05）。结论：MiR-134-5p可提高 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性，其机制可能与抑制 PAK3的表达有关。
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Study of miR-134-5p Enhances Chemosensitivity in Multiple Myeloma
Cells by Inhibiting Expression of PAK3*

To investigate the effect of miR-134-5p on chemosensitivity in multiple myeloma (MM) cells and its poten-

tial mechanism. The chemosensitivity of KM3 and KM3/BTZ cells were detected by CCK-8 method, the expression of

miR-134-5p and p21 activated kinase 3(PAK3) mRNA in KM3 and KM3/BTZ cells were detected by RT-PCR, bioinformatics prediction

software was used to predict potential target gene to miR-134-5p, and luciferase report experiment was used to verified, the chemosensi-

tivity of KM3 and KM3/BTZ cells after inhibiting miR-134-5p and PAK3 were detected by CCK-8 method, the expression of PAK3 pro-

tein in KM3/BTZ cell after inhibiting miR-134-5p were detected by western-blot. The chemosensitivity of KM3/BTZ cell was

lower than KM3 cell (P＜0.05). The expression of miR-134-5p in KM3 cell was higher than KM3/BTZ, while PAK3 mRNA was lower

(P＜0.05). PAK3 was a target gene of miR-134-5p. The chemosensitivity of KM3/BTZ cell of miR-134-5p inhibitor group and PAK3

siRNA group were lower than control group (P＜0.05). The expression of PAK3 protein in miR-134-5p inhibitor group was higher than

control group (P＜0.05). MiR-134-5p could increase the chemosensitivity of KM3/BTZ cell, the potential mechanism might

be via inhibiting expression of PAK3.
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前言

多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）是一种恶性浆细胞

增殖性疾病，以骨髓中克隆性浆细胞的异常增殖和蓄积、单克

隆免疫球蛋白过度生成为主要特征，从而引发贫血、血钙升高、

骨痛、肾损伤和免疫功能异常等症状，是发病率仅次于恶性淋

巴瘤的血液系统恶性肿瘤，严重影响患者的生命健康和生活质

量[1,2]。微小 RNA（microRNA,miRNA）是一类高度保守的单链小

分子内源性非编码 RNA，广泛存在于各种真核生物体内，是重

要的基因调控分子，参与生物体细胞的增殖、分化、凋亡、信号
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转导、疾病的发生发展等诸多过程[3]。已有多项研究[4,5]证实，

miRNA参与了多种肿瘤的发生发展进程之中，在肿瘤细胞的

增殖、凋亡、分化及转移中发挥重要作用。既往研究[6,7]发现，

miR-134-5p在诸如胰腺癌、肝癌、乳腺癌、子宫内膜癌等多种恶

性肿瘤组织中呈现异常表达，然而，miR-134-5p是否参与了

MM的调控，目前国内外均鲜有报道。因此本研究通过分析

miR-134-5p 在人多发性骨髓瘤 KM3 细胞及其耐硼替佐米

（bortezomib, BTZ）细胞株 KM3/BTZ中的表达以及对化疗敏感

性的影响，并探究其可能的作用机制通路，为临床治疗 MM寻

找新的生物学靶点提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 BTZ：BSP Pharmaceuticals S.p.A.（国药准字

J20171067），培养基、胰蛋白酶、胎牛血清：美国 Gibco 公司；

miR-134-5p inhibitor 及其对照物：美国 Gene Pharma 公司；

PAK3抗体、GAPDH抗体、Trizol试剂、逆转录试剂盒：美国 In-

vitrogen公司；miRNA、siRNA转染试剂盒：美国 Promega公司；

实时荧光定量 PCR试剂盒：上海碧云天生物技术有限公司。

1.1.2 主要仪器 超低温冰箱：美国 Thermo Scientific公司；生

物安全柜：北京东联哈尔仪器制造有限公司；细胞培养箱：

Thermo Fisher Scientific；超低温冰箱：美国 Thermo Scientific公

司；离心机：美国 Sigma公司；实时荧光定量 PCR仪：美国

Bio-Rad公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 KM3和 KM3/BTZ细胞株冻存于我院医学

实验中心，将复苏后的 KM3 和 KM3/BTZ 细胞株用高糖

DMEM+10%胎牛血清培养基培养，置于 37℃、5 % CO2培养箱

中，每三天更换一次培养基，应用 0.4 %胰蛋白酶消化传代，待

传至第 3代后可用于后续实验。

1.2.2 CCK-8法测定 KM3和 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性

取对数生长期的 KM3和 KM3/BTZ细胞株，以 DMEM培养基

调整至密度为 105个 /mL的细胞悬液，接种于 96孔板中，每孔

100 滋L，置于细胞培养箱内培养，待细胞贴壁生长至 75 %左右

时，分别加入浓度为 0.5、1.0、5.0、10.0和 20.0 滋g/mL的 BTZ溶

液，并设置不加 BTZ组为对照组，每个浓度设置 6个复孔，置

于培养箱中培养 48 h，然各孔内加入 100 滋L的 CCK-8，继续孵

育 2 h，于 450 nm下测定各孔的吸光度值（A），并计算两种细

胞株的 IC50值。

1.2.3 RT-PCR法检测 KM3和 KM3/BTZ细胞株中 miR-134-5p

和 PAK3mRNA的表达 用 Trizol试剂提取总 RNA，于 260 nm

和 280 nm波长下测定紫外吸光度 A，并计算纯度和浓度。参照

逆转录试剂盒说明书，将总 RNA逆转录为 cDNA文库，进行

PCR反应，条件如下：95℃预变性，1 min；95℃ 25 s、60℃ 30 s

共 45个循环。以 u6作为内参，引物序列见表 1。用 2-△ △ Ct法计

算各组中 miR-134-5p和 PAK3 mRNA的相对表达。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

Definition Upstream primer（5'→3'） Downstream primer（5'→3'）

u6 AACGCTTCACGAATTTGCGT CTCGCTTCGGCAGCACA

miR-134-5p UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG GTGCAGGGTCCGAGGTATTC

PAK3 CCAGGCTTCGCTCTATCTTCC TCAAACCCCACATGAATCGTATG

1.2.4 荧光素酶报告实验 靶基因在线预测软件 Targetscan

分析显示，PAK3可能为 miR-134-5p潜在的靶基因，应用 Lipo-

fectamine 2000作质粒转染，将 miR-134-5p模拟物和空白对照

与 PAK3-3'UTR-WT和 PAK3-3'UTR-Mut共转染，参照荧光素

酶试剂盒说明书检测荧光素酶活性。

1.2.5 miR-134-5p inhibitor的转染及化疗敏感性的测定 取

对数生长期的 KM3/BTZ细胞株，接种于 96孔板中，浓度为

1× 105个 /孔，置于培养箱中培养至细胞贴壁生长后，参照转

染试剂盒说明书转染 miR-134-5p inhibitor，并设置空白转染对

照组，采用 CCK-8测定 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性。

1.2.6 PAK3 siRNA的转染及化疗敏感性的测定 取对数生

长期的 KM3/BTZ细胞株，接种于 96孔板中，浓度为 1× 105个

/孔，置于培养箱中培养至细胞贴壁生长后，参照 siRNA 转染

试剂盒说明书转染 PAK3 siRNA，并设置空白对照组，采用

CCK-8测定 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性。

1.2.7 miR-134-5p inhibitor 转染后 KM3/BTZ 细胞株中 PAK3

蛋白的表达 取转染 miR-134-5p inhibitor后的 KM3/BTZ细

胞株，以 RIPA裂解液裂解提取总蛋白，以 BCA法测定蛋白浓

度，取 30 滋g总蛋白，12%SDS-PAGE电泳，转移至 PVDF膜

上，5 %脱脂奶粉封闭 1 h，加入一抗后于 37℃下孵育 1 h，TB-

ST洗膜 3次，继续加入二抗孵育 1 h，TBST洗膜 3次，加入 E-

CL发光液，应用 Image Lab软件计算 PAK3蛋白的相对表达。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 22.0软件进行数据统计分析，数据以均数± 标

准差（x± s）表示，比较采用 t 检验，以 P＜0.05 表示有统计学

差异。

2 结果

2.1 KM3和 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性比较

KM3/BTZ 细胞株的 IC50 显著高于 KM3 细胞株，说明

KM3/BTZ细胞株对 BTZ的化疗敏感性显著低于 KM3细胞株

（P＜0.05），见表 2。

2.2 KM3 和 KM3/BTZ细胞株中 miR-134-5p 和 PAK3 mRNA

的表达

MiR-134-5p在 KM3细胞株的表达显著高于 KM3/BTZ细

胞株，而 PAK3 mRNA 在 KM3 细胞株的表达显著低于

KM3/BTZ细胞株（P＜0.05），见图 1。
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Note: compare with the KM3/BTZ, *P＜0.05.

2.3 miR-134-5p靶基因检测

靶基因在线预测软件 Targetscan分析显示，PAK3可能为

miR-134-5p潜在的靶基因，其结合位点如图 2所示；荧光素酶

报告显示，miR-134-5p可显著抑制野生型 PAK3-3'UTR的荧光

素酶活性（P＜0.05），而对突变型 PAK3-3'UTR 无明显影响

（P＞0.05），见图 3。

表 2 KM3和 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性比较（x± s）
Table 2 Comparison of chemosensitivity of KM3 and KM3/BTZ cells（x± s）

Cell line n IC50(ug/mL)

KM3 6 0.19± 0.02*

KM3/BTZ 6 0.37± 0.05

图 1 KM3和 KM3/BTZ细胞株中 miR-134-5p和 PAK3 mRNA的表达

Fig.1 Expression of miR-134-5p and PAK3 mRNA in KM3 and

KM3/BTZ cells

Note: *P＜0.05 vs KM3 cells.

图 2 miR-134-5p和 PAK3的结合位点

Fig.2 Binding sites of miR-134-5p and PAK3

图 3 荧光素酶报告验证 miR-134-5p和 PAK3的靶向关系

Fig.3 Targeting relationship between miR-134-5p and PAK3 by luciferase report

Note: *P＜0.05 vs control group.

2.4 抑制 miR-134-5p后 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性

miR-134-5p inhibitor组的 IC50显著高于对照组，说明抑

制 miR-134-5p后 KM3/BTZ细胞株对 BTZ的化疗敏感性显著

降低（P＜0.05），见表 3。

Note: compare with the control group, *P＜0.05.

表 3 抑制 miR-134-5p后 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性（x± s）
Table 3 Chemosensitivity of KM3/BTZ cells after inhibiting of miR-134-5p（x± s）

2.5 抑制 PAK3的表达后 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性

miR-134-5p inhibitor组的 IC50显著低于对照组，说明抑制

PAK3 后 KM3/BTZ 细胞株对 BTZ 的化疗敏感性显著升高

（P＜0.05），见表 4。

2.6 抑制 miR-134-5p后 PAK3蛋白的表达水平

与对照组相比，miR-134-5p inhibitor组 PAK3蛋白的相对

表达显著升高（P＜0.05），见图 4和表 5。

Groups n IC50(滋g/mL)

miR-134-5p inhibitor group 6 0.54± 0.11*

Control group 6 0.36± 0.05
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Groups n Relative expression of PAK3 protein

miR-134-5p inhibitor group 6 1.42± 0.25*

Control group 6 1.03± 0.13

Note: compare with the control group, *P＜0.05.

3 讨论

MM为常见血液系统恶性肿瘤之一，可造成贫血、骨质破

坏、骨痛、肾脏组织损伤、全身感染以及免疫功能障碍等，迄今

为止该病至今仍无法完全治愈，且预后较差，较易复发，终末期

患者可发生全身衰竭，完全失去生活自理能力，严重威胁患者

的生活质量和生命健康[8,9]。MM的发病机制尚不明确，且暂无

根治的方法，目前临床对于 MM的治疗多采取骨质破坏治疗、

化疗、新型靶向药物治疗和自身造血干细胞移植等的治疗方案
[10,11]，其中 BTZ为治疗MM的一线化疗药物，对 MM具有良好

的临床疗效，然而，由于肿瘤细胞对化疗药物耐药性的出现，可

导致化疗失败的发生[12]。因此，对提高肿瘤细胞对化疗药物的

敏感性及其中有关机制的探究，成为目前亟待解决的问题。

miRNA是真核生物体内重要的基因表达调控分子，可与

靶 mRNA的 3'-非翻译区（3'-untranslated region, 3'-UTR）特异

性相结合，沉默靶基因，抑制其翻译过程，进而抑制蛋白的表

表 4 抑制 PAK3的表达后 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性（x± s）
Table 4 Chemosensitivity of KM3/BTZ cells after inhibiting of PAK3（x± s）

图 4 抑制miR-134-5p后 PAK3蛋白的表达水平

Fig.4 Expression level of PAK3 protein after inhibiting of miR-134-5p

Note: compare with the control group, *P＜0.05.

表 5 抑制 miR-134-5p后 PAK3蛋白的表达水平（x± s）
Table 5 Expression level of PAK3 protein after inhibiting of miR-134-5p（x± s）

Groups n IC50(滋g/mL)

miR-134-5p inhibitor group 6 0.23± 0.05*

Control group 6 0.37± 0.07

达，对细胞的增殖、凋亡以及线粒体的功能产生影响[13]。近年

来，miRNA已成为受到密切关注的恶性肿瘤中的重要基因调

控原件，miRNA可靶向抑制原癌基因如 MYC、MDM2等而发

挥抑癌作用；相反的，miRNA 亦可靶定抑癌基因如 PTEN、

TP53等的表达而产生致癌作用[14,15]。对于 miRNA的研究为揭

示肿瘤细胞的耐药性及发现肿瘤治疗的新靶标提供了巨大的

潜力，越来越多的研究[16,17]证实，基于 miRNA介导的基因调控

与肿瘤的发生发展密切相关。

既往研究[18,19]表明，miR-134-5p在诸如胰腺癌、肝癌、乳腺

癌、子宫内膜癌等多种恶性肿瘤组织中呈现低表达，且通过对

miR-134-5p 的调控可达到促肿瘤细胞凋亡的作用。然而，

miR-134-5p在MM中的表达情况与耐药性的关系及其中可能

的机制鲜有报道，因此，本研究旨在探究 miR-134-5p 与 KM3

细胞耐药性的关系及其中可能的机制。

本研究结果显示，KM3/BTZ细胞株的 IC50显著高于 KM3

细胞株，KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性显著低于 KM3 细胞

株，同时 miR-134-5p 在 KM3/BTZ 细胞株的表达显著低于

KM3 细胞株，与李为光等 [20] 的研究类似，该学者发现

miR-134-5p在人胰腺癌组织中的表达水平低于癌旁正常胰腺

组织，miR-134-5p可抑制胰腺癌细胞的增殖和迁移，并促进其

凋亡，从而发挥抗胰腺癌的作用，其机制可能与抑制 Ras相关

核（Ras-related nuclear, RAN）基因的表达有关。汤继英等[21]的研

究同样也显示，miR-134-5p可通过抑制表皮生长因子受体（epi-

dermal growth factor receptor, EGFR）基因的表达及其通路的活

化，从而抑制宫颈癌细胞的增殖，并促进其凋亡。提示

miR-134-5p可能在调控 KM3/BTZ化疗耐药中发挥了一定作

用；进一步的研究显示，在抑制 miR-134-5p 的表达之后，

KM3/BTZ细胞株的 IC50进一步升高，化疗敏感性进一步降

低，证实了 miR-134-5p可作为抑癌 miRNA提高 KM3细胞的

化疗敏感性。miRNA通过与靶基因的互补结合，抑制或降解靶

基因的 mRNA而发挥调控作用[22]。本研究首先借助靶基因预

测软件进行分析，结果发现 PAK3可能为 miR-134-5p潜在的

靶基因；通过荧光素酶报告实验验证，证实了 PAK3 为

miR-134-5p的靶基因。此外，本研究转染 miR-134-5p inhibitor

后检测 KM3/BTZ细胞株中 PAK3蛋白的相对表达，结果发现

miR-134-5p inhibitor组 PAK3 蛋白的相对表达显著高于对照

组，说明 miR-134-5p可抑制 KM3/BTZ细胞株中 PAK3的表

达，而抑制 miR-134-5p后，PAK3的表达显著上调，二者存在一

定的相关性。目前临床缺乏 miR-134-5p与 PAK3的表达的相

关性的研究，这为后续其他学者的研究提供了思路。

PAKs是一类高度保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，是丝

裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase, MAPK）的

4232窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.22 NOV.2021

上游调控因子和小 G蛋白家族的下游靶基因[23]，肿瘤的发生发

展过程即为抑癌基因和致癌基因的突变引发的生长调控失

衡 [24]，而过往研究[25,26]发现，PAKs是调控致癌基因和抑癌基因

突变生长的重要因子，在促进细胞信号转导、调节细胞骨架重

排、血管新生、细胞增生及死亡等方面发挥关键作用。另有大量

研究[27,28]表明，PAKs在结肠癌、乳腺癌、胃癌等多种肿瘤的发生

发展中发挥重要作用，在肿瘤细胞增殖方面，PAKs 可激活

Ras/Raf/Mek/ERK通路的激酶级联反应；在抗肿瘤细胞凋亡方

面，PAKs又可激活 BAD/Bcl-2通路[29]。化疗药物的治疗效果与

恶性肿瘤细胞对该药物的敏感性密不可分，肿瘤细胞的抗凋亡

作用是其形成耐药性的重要机制之一，而 PAKs在化疗药物诱

导肿瘤细胞凋亡过程中发挥重要作用[30]。其中 PAK3为 PAKs

家族的重要一员，可调控包括丝裂原活化蛋白激酶（mito-

gen-activated protein kinase, MAPK）/细胞外信号调节激酶（ex-

tracellular signal-regulated kinase, ERK）级联反应在内的多种信

号通路[31]，可能为潜在的突变激发器，可调节细胞周期进展、神

经元迁移和凋亡等[32]。Lin等[33]的研究发现，上调 miR-423-5p的

表达可抑制 PAK3在甲状腺癌细胞中的表达水平，同时甲状腺

癌细胞对化疗药物的耐药性有所减弱。Hsing等[34]的研究同样

显示，抑制 PAK3可达到抑制胰腺癌细胞的增殖和迁移的作

用，并提高对化疗药物的敏感性，其机制可能与激活

Akt-GSK3茁-茁-catenin信号通路有关。在本研究中，KM3/BTZ

细胞株的 IC50显著高于 KM3细胞株，KM3/BTZ细胞株化疗敏

感性显著低于 KM3细胞株，同时 PAK3 mRNA在 KM3/BTZ

细胞株的表达显著高于 KM3细胞株，提示 PAK3的表达水平

可能与 KM3/BTZ细胞株的化疗敏感性存在一定的相关性；进

一步的研究显示，在抑制 PAK3的表达之后，KM3/BTZ细胞株

化疗敏感性显著升高，证实了抑制 PAK 的表达可提高

KM3/BTZ细胞的化疗敏感性。

综上所述，本研究显示，miR-134-5p可提高 KM3/BTZ细

胞株对 BTZ的化疗敏感性，其机制可能与抑制 PAK3的表达

有关，对 miR-134-5p的调控有望成为临床治疗MM发现新型

生物学靶点提供一定的理论支持。
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