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ABSTRACT 

MicroRNAs are short (~20nt to 25nt long) single – stranded RNA 
molecules that have emerged as important post- transcriptional 
regulators of gene expression. The maturation of miRNAs depends on 
either Dicer or Ago2. In this study, the role of Dicer in miR-144 
maturation was investigated. MicroRNA 144 level in Dicer knock out cell 
lines was determined by real-time PCR. The results showed that miR-144 
expression significantly decreased when Dicer was knocked out. This data 
suggests that the maturation of miR-144 is Dicer dependent. 

TÓM TẮT 

MicroRNA (miRNA) là một nhóm RNA có kích thước từ 20 đến 25 
nucleotide, có chức năng điều hòa biểu hiện gen bằng cách gắn đặc hiệu 
với một trình tự trên mRNA đích. Quá trình trưởng thành của các miRNAs 
từ tiền miRNA có thể phụ thuộc Dicer hoặc Ago2. Nghiên cứu này được 
thực hiện nhằm khảo sát vai trò của Dicer trong quá trình trưởng thành 
của miRNA 144 (miR-144). Theo đó, hàm lượng miR-144 trong tế bào bị 
mất Dicer sẽ được kiểm tra bằng real-time PCR. Kết quả cho thấy khi 
Dicer bị mất đi, lượng miR-144 trưởng thành giảm mạnh. Điều đó cho 
thấy quá trình trưởng thành của miR-144 phụ thuộc vào Dicer. 

Trích dẫn: Lê Thị Trúc Linh và Hồ Thị Bích Phượng, 2019. Quá trình trưởng thành của MicroRNA 144 phụ 
thuộc vào Dicer. Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 55(Số chuyên đề: Công nghệ Sinh 
học)(1): 24-28. 

1 GIỚI THIỆU 

MicroRNA (miRNA) là một nhóm RNA có kích 
thước từ 20 đến 25 nucleotide, có chức năng điều 
hòa biểu hiện gen bằng cách gắn đặc hiệu với một 
trình tự trên mRNA đích (Ambros, 2004; Bartel, 
2004). Có khoảng 4552 miRNAs được tìm thấy 
trong các tế bào người (miRbase, 2014) và mỗi 
miRNA được dự đoán điều hòa vài gen đích (Lim et 
al., 2005; Kozomara and Griffiths-Jones, 2011). Các 
chương trình bioinformatics dự đoán hơn 50% các 
gen mã hóa ở người được điều hòa bởi miRNA 
(Chen et al., 2005; Lewis et al., 2005). 

Hầu hết các miRNA được biết hiện nay nằm 
trong vùng intron của những gen mã hóa cho 

protein, tuy nhiên cũng có một số ít miRNA nằm 
trong vùng exons hoặc trong vùng không mã hóa 
cho mRNA (Rodriguez et al., 2004). Mặc dù chức 
năng của miRNA và mRNA khác biệt, nhưng các 
bằng chứng hiện tại cho thấy cơ chế điều hòa phiên 
mã của hai phân tử này có nhiều điểm tương đồng 
(Lee et al., 2002). MiRNA được tạo ra từ nhiều 
bước: đầu tiên, các miRNA được phiên mã bởi phức 
hợp RNA polymerase II (Lee et al., 2004), sau đó 
gắn mũ (capped), gắn đuôi poly A (Cai et al., 2004). 
Quá trình phiên mã này tạo ra phân tử miRNA cơ sở 
(primary miRNA), có mang một cấu trúc kẹp tóc 
(Lee et al., 2002; Kim, 2005). Sau đó, Drosha (một 
loại RNAse II) và Drosha cofactor, DGCR8 cắt 
vùng cấu trúc kẹp tóc trên miRNA – cơ sở để tạo ra 
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tiền miRNA (precursor miRNA), có kích thước 
khoảng 70-100 nucleotide (Lee et al., 2003; Han et 
al., 2004). Cả hai quá trình trên được thực hiện trong 
nhân. Tiếp theo, tiền miRNA được vận chuyển ra 
ngoài qua màng nhân đến tương bào cytosol nhờ 
Exportin-5 (Yi et al., 2003). Sau đó, Dicer (một loại 
RNAse III) cắt tiền miRNA thành một phân tử RNA 
mạch đôi có kích thước ngắn (Ketting et al., 2001; 
Chendrimada et al., 2005). Phân tử RNA mạch đôi 
này có một mạch đơn là miRNA, mạch còn lại mang 
trình tự bổ sung với trình tự miRNA. 

Ở người, miR-144 nằm trên chromosome 17. 
Các miRNA nằm gần miR-144 (<10 kb) gồm có 
miRNA 4732, miRNA 451a/b (miR-451a/b). Đặc 
biệt, miR-144 và miR-451 cách nhau khoảng 100 
bp, miRNA 4732 cách miR-144 khoảng 30 bp. Vì 
nằm gần nhau nên những miRNA này có thể được 
phiên mã cùng lúc (Papapetrou et al., 2010). Tuy 
nhiên, trong một số bệnh ở người, sự tăng hoặc giảm 
biểu hiện của miR-144 không đi kèm với sự tăng 
hoặc giảm biểu hiện của miR-451 (Rosenberger et 
al., 2017). Điều đó chứng tỏ cơ chế điều hòa sau 
phiên mã của hai miRNA này khác nhau. Quá trình 
trưởng thành của miR-451 đã được chứng minh phụ 
thuộc Ago2 mà không phụ thuộc Dicer (Dueck and 
Meister, 2010). Do vậy, có một số giả thuyết cho 
rằng quá trình trưởng thành của miR-144 phụ thuộc 
Dicer. Từ đó lý giải cho sự khác biệt về hàm lượng 
của hai phân tử miRNAs trong một số bệnh ở người. 
Trong nghiên cứu này, vai trò của Dicer với sự 
trưởng thành của miR-144 được kiểm tra. Kết quả 
cho thấy Dicer cần cho quá trình trưởng thành của 
miRNA này. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

2.1 Tế bào  

Dòng tế bào DLD-1 (ATCC® CCL-221™) và 
dòng tế bào đối chứng tương ứng (parental cell line) 
được nuôi cấy ở 37°C với 5% (v/v) CO2 trong môi 
trường dulbecco’s modified eagle’s medium 
(DMEM) high glucose, glutaMAX supplement 
(Life technologies, 10566-016) với 10% (v/v) heat-
inactivated fetal calf serum (FCS) (PAA), 100 
IU/mL penicillin và 100 µg/mL streptomycin 
(Sigma, P4333). DLD-1 là dòng tế bào ung thư đại 
trực tràng có vùng exon 5 là vùng mã hóa cho Dicer 
helicase domain bị bất hoạt. Trong khi đó, dòng tế 
bào đối chứng có vùng mã hóa Dicer helicase 
domain bình thường. 

2.2 Tổng hợp cDNA  

RNA tổng được tách từ tế bào bằng trizol® 
reagent (Invitrogen, 15569-026). Nồng độ, độ tinh 
sạch của RNA được xác định bằng NanoDrop 
spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Để 
tổng hợp cDNA, 1 µg RNA tổng số được trộn với 

0,2 µg random hexamer primer (Life Technologies, 
48190-011) trong tổng thể tích 11 µL. Phản ứng sau 
khi được đặt ở 70oC trong 10 phút được làm lạnh 
nhanh. Tiếp tục thêm vào phản ứng 1 µL superscript 
II reverse transcriptase (200 units/µL) (Life 
Technologies, 18064-014); 4 µL first strand buffer 
(5X) (Life Technologies, 28028-013); 2 µL 
dithiothreitol (DTT) 0,1 M  (Life Technologies, 
18057-018); 2 µL dNTP mix 10 mM (Bioline, BIO-
39044); 1 µL recombinant rnasin ribonuclease 
inhibitor (20-40 units/µL) (Promega, N2511). Phản 
ứng được thực hiện ở 42oC trong 1 giờ và theo sau 
là bước bất hoạt 70oC trong 10 phút. cDNA được 
pha loãng tới 0,5 µg/mL trong H2O (Sigma, 
W4502).  

MicroRNA cDNA được tổng hợp bằng 
miRCury LNATM universal cDNA synthesis kit 
(Exiqon, 203300). Phản ứng cDNA được thực hiện 
với 10 ng RNA tổng và 2 µL reaction buffer (5X); 1 
µL enzyme (Exiqon, 203300) trong tổng thể tích 10 
µL. Phản ứng diễn ra ở 42oC trong 1 giờ. Sau khi bất 
hoạt phản ứng ở 95oC trong 5 phút, cDNA được pha 
loãng tới 12,5 pg/µL với H2O (Sigma, W4502) và 
50 pg cDNA được sử dụng trong các phản ứng PCR 
định lượng microRNA sau đó.  

2.3 Real-time PCR 

Primers bắt đặc hiệu cho Dicer được thiết kế sử 
dụng phần mềm Probefinder (roche applied 
science). Primers và probe cho 18S rRNA được thiết 
kế bằng phần mềm Primer Express® 1.0 (Life 
Technologies, 4363991). Độ đặc hiệu của Primers 
được kiểm tra bằng BLASTn (NCBI). Phản ứng 
real-time PCR được thực hiện trong hệ thống ABI 
Prism 7900 HT Sequence Detector (Applied 
Biosystems) với 5 ng cDNA cho Dicer và 1 ng 
cDNA cho 18S rRNA. Mỗi phản ứng với thể tích 25 
µL gồm có kappa fast universal qPCR master mix 
(2X) (Kappa Biosystems, KK4703); 100 nM 
DICER-F AGCAACACAGAGATCTCAAACATT 
(Sigma); 100 nM DICER-R 
GCAAAGCAGGGCTTTTCAT (Sigma); 200 nM 
probe #47 (Roche Diagnostics). Chu trình nhiệt của 
phản ứng bao gồm 50oC 2 phút, 95oC 10 phút, 40 
chu kỳ của 95oC 15 giây, 60oC 1 phút. 

Để định lượng miR-144, Hsa-miR-144-3p 
LNATM PCR primer (Qiagen, 339306) và U6 
(Qiagen, 339306) được sử dụng trong phản ứng 
PCR là SYBR® Green I dye. Phản ứng gồm có 0,18 
µL SYBR® Green I dye; 5 µL kappa fastuUniversal 
qPCR master mix (2X) (Kappa Biosystems, 
KK4703) và 1 µL mồi (theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất) trong tổng thể tích là 10 μL. Chu trình nhiệt 
của phản ứng gồm có 10 phút ở 95°C, 40 chu kỳ 
gồm có 10 giây ở 95°C, 1 phút ở 60°C và theo sau 
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là bước biến tính để xác định đường cong nóng chảy 
(melting curve). Mức độ biểu hiện của Dicer và 
miR-144 được xác định bằng công thức 2-Ct. Trong 
đó Ct= DicerCt  - 18S Ct hoặc Ct=  miR-144Ct - 
U6 Ct. 

2.4 Phân tích số liệu  

Student’s unpaired t-test (two-tail) được sử dụng 
để phân tích sự khác biệt giữa 2 nhóm tế bào: 
parental (có Dicer) và DLD-1 (không có Dicer). Tất 
cả các giá trị được biểu diễn dưới dạng trung bình 
của các lần thí nghiệm lặp lại. Trong đó, thí nghiệm 
được lặp lại 5 lần (n=5). Số liệu thống kê được phân 

tích sử dụng phần mềm GraphPad Prism version 4.0. 
Mức độ khác biệt có ý nghĩa thống kê được biểu diễn 
* ≤ 0,05; ** ≤ 0,01 và *** ≤ 0,001.  

3 KẾT QUẢ 

3.1 Mức độ biểu hiện của Dicer trong tế 
bào DLD-1 

Tế bào DLD-1 là tế bào ung thư đại trực tràng có 
vùng exon 5 là vùng mã hóa cho Dicer helicase 
domain bị bất hoạt. Do vậy, Dicer bị mất hoạt tính. 
Mức độ biểu hiện của mRNA Dicer trong tế bào này 
được kiểm tra bằng real-time PCR. 

 

Hình 1: Mức độ biểu hiện Dicer trong tế bào Dicer knock out 

Phản ứng real-time định lượng mRNA Dicer với 18S rRNA được sử dụng làm chứng nội. (A) mức độ biểu hiện của Dicer 
trong tế bào đối chứng và tế bào bị đột biến Dicer. (B) % mức độ biểu hiện của Dicer trong tế bào đối chứng và tế bào 
bị đột biến Dicer. DLD-1: tế bào bị đột biến Dicer, parental: tế bào đối chứng.  Sự khác biệt về hàm lượng Dicer giữa 
các nhóm được phân tích bằng unpaired two-tailed student’s t test. * p<0,05; n=5. 

Kết quả cho thấy hàm lượng mRNA giảm rõ rệt 
trong tế bào có Dicer bị bất hoạt khi so sánh với tế 
bào đối chứng (Hình 1). Giá trị trục tung thể hiện 
mức độ biểu hiện tương đối của Dicer so với chứng 
nội tại 18S. Giá trị này ở mức bình thường sẽ bằng 
với mức độ trong tế bào chứng.  Như đã trình bày ở 
trên, tế bào cần Dicer để hoạt động, để duy trì dòng 
tế bào này, một lượng nhỏ Dicer vẫn được hình 

thành thể thực hiện một số chức năng nhất định. Kết 
quả ở Hình 1 phù hợp với dự kiến ban đầu. 

3.2 Hàm lượng miR-144 trưởng thành 
trong tế bào Dicer knock out  

Để kiểm tra vai trò của Dicer đối với sự trưởng 
thành của miR-144, hàm lượng miR-144 trưởng 
thành trong tế bào mất Dicer và tế bào đối chứng 
được kiểm tra bằng real-time PCR.  
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Hình 2: Hàm lượng miR-144 trong tế bào Dicer knock out 

(A) Mức độ biểu hiện của miR-144 trong các tế bào khảo sát. (B) Phần trăm mức độ biểu hiện của miR-144 trong các tế 
bào khảo sát. Sự khác biệt về hàm lượng miR-144 giữa các nhóm được phân tích bằng unpaired two-tailed student’s t 
test, *** p<0,001; n=5. 

Kết quả (Hình 2) cho thấy hàm lượng miR-144 
giảm mạnh trong tế bào có Dicer bị bất hoạt khi so 
sánh với tế bào đối chứng.  

4 THẢO LUẬN  

Hầu hết các miRNAs được tạo thành từ phân tử 
miRNA cơ sở nhờ sự tham gia của hai loại enzyme 
ribonuclease III là Drosha và Dicer (Bartel, 2004). 
Một số nhóm miRNA không cần xúc tác của Drosha 
để trưởng thành như: miRtrons, tRNAZ, và snoRNA 
(Berezikov et al., 2007; Ruby et al., 2007; Carthew 
and Sontheimer, 2009). Khác với Drosha, Dicer 
thường được xem là enzyme trung tâm trong quá 
trình trưởng thành của các miRNAs. Tuy nhiên, một 
số miRNAs vẫn có thể trưởng thành từ tiền miRNA 
mà không cần Dicer như miR-451 (Dueck and 
Meister, 2010). Quá trình trưởng thành của miR-451 
từ tiền miR-451 phục thuộc vào Ago2 (Ketting et 
al., 2001). MiR-144 và miR-451 cùng được mã hóa 
trên nhiễm sắc thể 17 ở người và cách nhau khoảng 
100 bp. Vì vậy, miR-144 và miR-451 được phiên mã 
cùng lúc trong cùng một phân tử miR-144/451 cơ sở 
(Papapetrou et al., 2010). 

Mục tiêu của nghiên cứu này nhằm xác định ảnh 
hưởng của Dicer đối với sự trưởng thành của miR-
144, sử dụng một loại tế bào thương mại có phân tử 
Dicer bị đột biến có hàm lượng Dicer trong tế bào 
giảm so với tế bào bình thường. Sự giảm này có thể 
ở hai mức độ protein và mRNA. Trong đó, nếu Dicer 
mRNA giảm, Dicer protein chắc chắn sẽ giảm. Vì 
vậy, bước đầu tiên của nghiên cứu sẽ xác định hàm 

lượng Dicer trong tế bào để kiểm tra. Bước tiếp theo, 
trong tế bào có lượng Dicer giảm này, tiến hành 
kiểm tra mức độ miR-144 trưởng thành. Primer 
được thiết kế để bắt đặc hiệu với miR-144 trưởng 
thành. Nếu sự trưởng thành của miR-144 phụ thuộc 
Dicer, khi Dicer giảm, hàm lượng miR-144 trưởng 
thành sẽ thay đổi (giảm hoặc tăng). Nếu sự trưởng 
thành của miR-144 không phụ thuộc Dicer, hàm 
lượng miR-144 trưởng thành sẽ không thay đổi. 

Mối liên hệ giữa mức biểu hiện của Dicer và hàm 
lượng của miR-144 trưởng thành được thể hiện rõ 
trong kết quả Hình 1 và 2. Khi hàm lượng Dicer 
giảm, hàm lượng miR-144 trưởng thành giảm.  

Thực hiện kiểm tra hàm lượng miR-144 trưởng 
thành trong tế bào có Dicer bị bất hoạt, lượng miR-
144 được tìm thấy giảm rõ rệt (80%). Điều này 
chứng tỏ quá trình trưởng thành của miR-144 cần 
Dicer.   

Như vậy, trong khi Ago2 cần cho sự trưởng 
thành của miR-451, miR-144 lại cần sự tham gia của 
Dicer trong quá trình trưởng thành. Hiện vẫn chưa 
rõ tại sao quá trình trưởng thành của hai miRNA này 
lại khác nhau trong khi được phiên mã cùng lúc và 
cần được nghiên cứu thêm. 

5 KẾT LUẬN  

Kết quả nghiên cứu thì sự trưởng thành của miR-
144 được tìm thấy phụ thuộc Dicer; và sự khác biệt 
này là 80% và ở mức ý nghĩa thống kê p<0,001. 
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