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摘要：微小RNA（miRs）属于小分子非编码RNA，通过与靶RNA结合调控基因表达，从而导致翻译的抑制或降解
。多顺反子微小RNA簇包含7个成熟的微小RNA（miR-17-5p和-3p，miR-18a，miR-19a和b，miR-20a和miR-92a），它们与肿瘤发生密切相关。同时，该基因簇的其他功能也陆续被发现，比如对造血作用和免疫功能的调控。最近，功能性缺失性研究发现，miR-17～92簇在心脏和肺脏的发展中起关键作用，而且该簇编码的单个微小RNA，如miR-17和miR-92a，分别控制肺脏的发展
和产后新生血管形成。本文将总结miR-17～92簇在健康和疾病中发挥的功能，讨论其特异性的作用，以及该簇编码的单个miRNA的靶点。
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        多顺反子微小RNA-17～92簇位于人13号染色体，编码7个成熟微小RNA（miRNA），即miR-17-5p (miR-17)，miR-17-3p，miR-18a，miR-19a，miR-20a，miR-19b和miR-92a，这些微小RNA被转录为一个共同原初转录本。有研究发现基因簇的表达与癌症发病机制相关，这些研究引发了人们对miR-17～92簇的关注[1]。同时，研究者陆续发现该基因簇的其他功能，例如对造血作用和免疫功能的调控，最近的研究还发现该基因簇参与心肺系统
，这些研究表明miR-17～92簇在健康与疾病中控制着多种过程。
        miR-17～92簇与癌症发病机制
有研究发现，在B细胞淋巴瘤细胞系中，编码miR-17～92原初转录本的C13orf25基因通常过表达，这些研究成为miR-17～92簇参与肿瘤发生的最初证据[2]。后续的研究发现[3-4]，在不同类型的实体肿瘤中miR-17～92及其类似物的表达都增强，如肺癌细胞系和患者的肿瘤组织，慢性粒细胞白血病CD34+细胞，以及带有myc重排的淋巴瘤等。
        He L等发现[5]，由miR-17～19b组成的缺失簇的过表达加速了Eµ-myc诱导的B细胞淋巴瘤的发生和发展
，这些研究证实了miR-17～92簇的致癌作用。在体外，完整的miR-17～92簇的过表达促进肺癌细胞的生长，与该基因簇的致癌活性一致，miR-17～92簇的转录可被原癌基因c-myc或Ras与c-myc的复合物直接激活。该基因簇在表达Ras的肿瘤中的过表达进一步表明了其对肿瘤血管生成的促进作用[6]。
        尽管有广泛的证据显示miR-17～92簇的表达在恶性血液病和肺癌中过表达，而且实验表明该基因簇的过表达促进肿瘤的生长，其他的研究却发现在卵巢癌，乳腺癌和黑色素瘤的患者中，编码miR-17～92簇的DNA区域是缺失的[7]。这一发现与某些实验研究一致，这些研究表明miR-17的特异性过表达抑制了肿瘤细胞的增殖
，说明在肿瘤中miR-17～92的功能依赖于具体的相互作用关系。
        miR-17～92簇与免疫系统
研究发现miR-17～92簇参与淋巴瘤的发展，在此基础上，人们开始研究该基因簇在发育和成年过程中对免疫细胞功能的影响。miR-17～92簇的转基因过表达特异性地促进B细胞和T细胞的增殖和存活，从而导致小鼠淋巴增生性疾病和自身免疫病[8]。研究者鉴定了两种肿瘤抑制物，分别是促凋亡蛋白Bim和磷酸酶PTEN，它们是重要的功能靶点，介导增生性疾病和自身免疫病的表型。此外，miR-17～92还能够抑制细胞周期抑制物p21在B细胞淋巴瘤细胞系中的表达[9]。在这些功能增加型研究之后，Ventura等人开展了功能确实型研究，表明在小鼠中miR-17～92簇组成型缺失会造成B对细胞发育的抑制，提高Bim的水平，从而导致凋亡的增加[10]。值得注意的是，在对成年小鼠使用miR-17～92缺陷型细胞进行造血重建后，研究者发现成熟的B细胞而非祖B细胞特异性地减少了，其他造血细胞的数量没有变化。前体B细胞在miR-17～92缺陷型小鼠中的存活率降低，这很容易让人联想到在早期B细胞前体中缺乏miRNA加工酶Dicer的小鼠中所观察到的表型[11]。然而，考虑到该簇的过表达显著地影响T细胞的增殖，在miR-17～92缺陷型小鼠中所观察到的对B细胞特异性的影响却是出乎意料的。
        miR-17～92簇与发育
通过miRNA簇特异性缺陷型小鼠，Ventura等人对miR-17～92簇及其类似物miR-106a～363和miR-106b～25的功能进行了细致的研究。miR-106a～363簇和miR-106b～25簇基因缺陷没有影响小鼠的存活率，也没有造成小鼠明显异常，然而miR-17～92簇缺陷型小鼠表现出严重的肺脏和心脏发育缺陷，出生不久即死亡。敲除miR-17～92的胚胎，其肺脏严重发育不全，但没有特异性的分支缺陷[10]。这种表型与另一研究结果一致，该研究发现，在胚胎肺上皮细胞中，miR-17～92簇的特异性过表达促进肺上皮前体细胞的增殖并抑制其分化[12]。
miR-17～92簇中单个成员的功能

        早期的研究分析了完整的或缺失型miR-17～92簇的功能，这些研究假设单个成员具有相同的功能，因为它们在进化上是冗余的。然而，该簇中的三个不同的miRNA分子家族却几乎没有那些预测的靶miRNA。而且，越来越多的证据显示miR-17～92簇中的单个成员具有特异性的功能，调控不同的生理和病理生理过程。
        miR-17和miR-20a。肿瘤中的miR-17和miR-20。在miR-17～92簇中，miR-17和miR-20a高度同源，仅有两个核苷酸不同。与miR-17～92簇中的其他成员相比，miR-17和miR-20a以更大的关键基因子集为靶点，这些基因促进或抑制细胞周期进程[13]。miR-17和miR-20a在肿瘤生长中的作用复杂且有些矛盾，其基础或许就是通过拮抗功能对这些基因进行控制。
        作为原癌基因的miR-17和miR-20。在高表达miR-17～92簇的肺癌细胞中，选择性地抑制miR-17或miR-20显著抑制细胞生长[14]。与此类似，Takakura等人发现，在同样高表达miR-17～92簇的甲状腺癌细胞中下调miR-17，会导致凋亡和细胞衰老[15]。在神经母细胞瘤和Hek293T细胞中miR-17的过表达同样会促进癌细胞的增殖[13]。miR-17的致癌活性是由其对一些肿瘤抑制物的负调控造成的，包括Rb1、细胞周期抑制物p21以及促凋亡蛋白Bim。另有研究发现miR-17抑制有丝分裂原激活的激酶JNK2，从而反过来增加细胞周期蛋白D1的表达，促进细胞周期进程[13]。
        作为抑癌基因的miR-17和miR-20。在以上的报道中，miR-17以p21，Bim，Rb1和JNK2为靶点，发挥细胞周期激动剂的作用，miR-20a也部分发挥类似作用，然而另有研究表明miR-17和miR-20a以潜在的原癌基因为靶点，发挥细胞周期进程抑制剂的作用，例如原癌基因E2F，该基因以细胞周期蛋白的一个大子集以及其他细胞周期调解物为靶点，促进细胞周期进程。如果敲除编码miR-17～92a的DNA片段，在九种乳腺癌细胞系中，有六种的miR-17和miR-20a的表达水平降低至无法检测[16]。研究发现miR-17抵消了雌激素对雌激素/ER非依赖型乳腺癌细胞增殖刺激作用[17]。与此一致，miR-20a的过表达降低了白血病细胞系K562的增殖，并显著加剧了小鼠胚胎纤维母细胞的衰老[18]。根据这些研究结果，抑制miR-17或miR-20a的表达能够逆转miR-17～92簇在乳腺癌细胞中的抗增殖作用。
        miR-17在乳腺癌细胞中具有抑癌作用，是由于其直接调控靶基因AIB1（乳腺癌中放大的核受体辅助活化因子1），该癌基因在多种肿瘤中均被放大。AIB1激活PI3K/Akt信号通路，提高下游靶点的表达水平，如细胞周期蛋白D1，它是G1/S期转换的关键调控因子和激活剂，在近50%的人肿瘤中过表达[17]。Yu等也发现，在乳腺癌细胞中，抑制miR-17能够上调细胞周期蛋白D1[16]。进一步的研究发现，在小鼠胚胎成纤维细胞中，miR-20a直接调控原癌基因LRF，从而在转录水平抑制细胞衰老中的关键因子p19ARF，研究者因此认为miR-20a发挥抑癌基因的作用[18]。
        总之，目前的研究发现在对细胞周期进程的调控中，miR-17和miR-20a具有双重作用。虽然在很多肿瘤中，这两种miRNA都表现出致癌活性，但在乳腺癌和白血病细胞中，miR-17和miR-20a却发挥抑癌作用。一方面，由于只有在高表达miR-17～92簇的细胞中抑制miR-17，才会影响癌细胞的生长，而在低表达该簇的细胞中没有影响，因此微小RNA本身的表达水平至关重要。另一方面，靶基因的多样性，包括抑癌基因和致癌基因，或许可以解释miR-17和miR-20a作用的双重性。靶基因表达的平衡决定了miR-17和miR-20a发挥抑癌或还是致癌作用。
        miR-17和miR-20a与造血系统。有研究认为，miR-17~92敲除或转基因小鼠表现出的淋巴细胞增殖和存活失调，是由miR-17介导的，因此在过表达miR-17的转基因小鼠中，B细胞的数量减少，而T细胞的数量增加[19]。然而，目前还不清楚miR-17的四个拷贝过表达是否放大了这种表型，现有的研究结果也不能排除miR-19或miR-92a等该簇其他成员同样参与了对淋巴细胞存活和增殖的影响。miR-17和miR-20a还控制着单核细胞的分化。用miR-17和miR-20a转染造血祖细胞（HPC）的单核培养物，会促进单核细胞的增殖同时抑制其分化，从而提高不成熟原始细胞所占的比例，而抑制miR-17和miR-20a则抑制这些细胞增殖并加速其分化和成熟，研究者认为这是由于miR-17/20介导了AML1蛋白表达的抑制[6]。
        miR-17和miR-20a与心肺系统。在发育过程中，miR-17及其旁系同源物miR-20a和miR-106a在肺中高表达，同时抑制这三种miRNA会破坏人胚肺上皮分支，并影响细胞与细胞间的黏附。虽然抑制miR-17不影响上皮细胞增殖，但是miR-17过表达却能促进其增殖。另外，miR-17和miR-20过表达抑制II型骨形态发生蛋白受体（BMPR2），由于下调BMPR2会导致与肺动脉高压相关的肺血管床重塑，因此这些miRNA可能参与了对肺动脉高压的诱导[20]。
        miR-17家族成员在心血管系统中的作用尚待深入研究。虽然miR-17转基因小鼠的心脏重量较轻，乳头肌之间的空间都小，然而这些小鼠总体生长迟缓，且缺乏进一步的心脏表型，因此不能得出miR-17在心脏中发挥特异性作用的结论。该研究进一步分析了内皮细胞系的迁移，发现miR-17抑制了细胞的活动性，而且细胞数量的减少表明miR-17可能阻碍了内皮细胞的促血管生成功能[19]。之前的研究认为这种作用是由于纤维连接蛋白的下调，纤维连接蛋白是一种细胞外基质蛋白，促进细胞黏附，增殖和组织发育。然而，Suarez等人更加深入地研究了miRNA在缺乏Dicer的内皮细胞中的作用，发现miR-17, miR-18a 和 miR-20a的组合部分改善了EAhy细胞（另一种内皮细胞系）的增殖，以及Dicer缺乏所削弱的HUVEC的血管生成作用 [21]。此外，同时抑制miR-17, miR-18a 和 miR-20a会减弱内皮细胞的增殖和血管生成作用。在Dicer缺失型小鼠的黄体中也观察到类似现象，miR-17和let-7b的组合部分改善了被削弱的血管生成作用[22]。
        总之，这些研究表明miR-17和miR-20可能调解心肺系统的稳态，然而其特异性的功能及其作用机制仍待进一步研究。
        miR-18a和miR-19。目前对miR-17和miR-20a的研究较多，而有关miR-18a和miR-19的生理及病理生理学作用的报道仍很少见。有研究显示miR-18a和miR-19过表达并不直接影响肿瘤细胞的增殖[14]。特异性地抑制miR-18a也只中度影响退行性甲状腺癌细胞[15]。然而，在K562细胞中，抑制miR-18a会降低细胞增殖[17]。值得注意的是，Liu等人发现miR-18a在肝癌细胞中发挥促增殖作用，在乳腺癌细胞中却抑制增殖，即在同一研究中，同一miRNA表现出截然相反的活性，这取决于细胞种类[23]。
        miR-19通过直接抑制SOCS-1，发挥正向调节抗凋亡的Stat3/IL-6受体的作用，从而促进多发性骨髓瘤的发病和恶性生长。另外，miR-19影响促凋亡蛋白Bim的水平，抑制细胞凋亡，促进细胞存活[24]。抑制miR-19a能显著降低退行性甲状腺癌细胞的增殖[21]。
        虽然与簇中的其他成员相比，miR-18和miR-19a在癌细胞中内在活性并不突出，但是这两种miRNA却能过调节肿瘤血管生成，从而间接促进肿瘤生长。这种促肿瘤生长活性是由于下调了移植的肿瘤细胞释放的抗血管生成因子。具体来说，miR-18和miR-19a会降低结缔组织生长因子（CTGF）和凝血酶敏感蛋白-1（Tsp-1）这两种血管生成抑制物的分泌水平[25]。由于血管生成严重依赖于促血管生成和抗血管生成细胞因子间的平衡，因此在表达miR-17～92的肿瘤细胞中，抑制因子的减少引起了血管密度的增加。虽然miR-18对CTGF的调节作用在软骨细胞中得到了证实[25]，Suarez等人也发现了miR-18a对Tsp-1的调控，但是实验研究提出的机理尚未在体内研究中获得验证。而且，目前尚不明确这种机理只适用于Ras诱导的肿瘤模型还是广泛适用于多种肿瘤细胞。
        miR-92a。miR-92a是miR-17～92簇中最新且最少报道的成员。虽然在多种类型的肿瘤中，miR-91a通常过表达[26]，但在癌症研究中目前并无证据显示miR-92a直接对细胞存活起作用。而且，一些关键的研究发现，miR-92a缺失型miR-17～92簇能够影响淋巴瘤生长，即miR-92a并不是促进淋巴瘤生长的必要因素。然而，还有研究发现miR-92a以Bim为靶点，通过控制淋巴细胞和单核细胞的增殖和存活来调节免疫功能[10]。另外，Manni等人的研究表明，与生长停滞的细胞相比，处于细胞周期中的髓细胞中miR-92a上调，其过表达引起S期细胞的积累，进而促进细胞增殖[27]。
miR-17～92簇的调控
        大量的研究都表明，来源于miR-17～92簇的miRNA在不同的组织中调节多种细胞过程。因此，本节将关注miR-17～92簇的调控。miR-17～92簇表达由其自身的启动子控制。Venturini等首先探索了miR-17～92簇的转录调控，发现在人B细胞和慢性粒细胞白血病细胞中，c-myc刺激该簇的转录[3]。后续研究表明，在神经母细胞瘤和髓母细胞瘤中，与c-myc同源的NMYC也在转录水平激活该簇[26-28]。C-myc和NMYC是同源的原癌基因，调节细胞增殖，生长和凋亡，在不同类型的肿瘤中高表达。因此，这些转录因子很可能参与提高miR-17～92在癌细胞中的表达。E2Fs和细胞周期蛋白D1是miR-17～92的后续转录激活因子，它们受miR-17和miR-20a的调控，又反过来与miR-17～92的启动子结合，从而建立负反馈循环[29]。
        组织缺血和炎症细胞因子也调节该簇的转录。在发生缺血的肌肉或心脏中，miR-17～92簇成员的表达提高，虽然其机理并不明确，但是可以推测，在体内IL-6[20]或VEGF[21]等促炎症细胞因子 所刺激的miR-17～92表达，可能参与了由缺血损伤刺激的miRNA的表达。
        有研究表明，在某一细胞类型中以及对细胞进行刺激后，成熟的miR-17、miR-17-3p、miR-18a、miR-19a、miR-20a、miR-19b和miR-92a的水平差异很大[3,26]。最近的研究成果或许可以解释这些现象，RNA结合蛋白能够在Drosha和Dicer加工水平上调控miRNA的生物合成 [30-32]。值得注意的是，有研究发现，RNA结合蛋白hnRNP A1能够促进Drosha对miR-18a的加工，而不影响对miR-17～92簇中其他成员的加工[31]。因此，需要进行进一步研究，以阐明对miR-17～92簇所编码的miRNA加工过程的转录后调控。
总结

        综上所述，miR-17～92簇调控癌症的发生和发展。然而，根据上述研究，miR-17～92在不同的肿瘤中发挥截然不同的作用。miR-17～92簇中的一些成员，特别是miR-17和miR-20，参与细胞周期调控，但是它们是否发挥激活或抑制的作用在很大程度上取决于细胞类型。这是由于某一miRNA以一系列具有相反活性的不同基因为靶点。可以推测，不同细胞类型中靶基因的差异是影响这些miRNA最终成为细胞过程的激活物或抑制物的重要因素。另外，一些靶基因是多效的，如E2Fs，取决于其表达水平及其靶基因，它们既可能诱导凋亡，又可能促进细胞周期进程。因此，在今后的研究中，有必要在某一明确的细胞中，以背景关系依赖型的方式，来阐明miR-17～92簇及其编码的miRNA的整个调控网络。
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