
　　作者单位：４７１０００　郑州大学附属洛阳中心医院妇科

通讯作者：岳青芬，电子信箱：ｌｃｙ１９８１０１０４＠１６３．ｃｏｍ

微小 ＲＮＡ－４９５－３ｐ在卵巢癌组织的表达及
对卵巢癌细胞凋亡和增殖的影响

韩听锋　李春燕　侯青霞　岳青芬

摘　要　目的　观察微小 ＲＮＡ－４９５－３ｐ（ｍｉＲ－４９５－３ｐ）在卵巢癌组织和细胞株的表达，并探讨 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对卵巢癌

ＢＧＣ８２３细胞增殖和凋亡的影响。方法　采用荧光实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）检测 １０例卵巢癌组织和癌旁组织 ｍｉＲ－４９５－

３ｐ表达，并检测 ｍｉＲ－４９５－３ｐ在 ４种卵巢癌细胞株（Ａ２７８０、ＳＫＯＶ－３、ＨＯ－８９１０、ＯＣ３）及正常卵巢上皮细胞 ＩＯＳＥ８０的表达。

选取 ｍｉＲ－４９５－３ｐ表达水平最低的卵巢癌细胞瞬时转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ或 ｍｉＲ－ＮＣ。ｑＰＣＲ法检测 ｍｉＲ－４９５－３ｐ表达。流式

细胞仪检测细胞凋亡率。细胞计数试剂盒（ＣＣＫ－８）法和平板克隆实验分别检测细胞活力和增殖能力。生物信息学软件 ｍｉｃｒｏｒ

ｎａ．ｏｒｇ预测 ｍｉＲ－４９５－３ｐ的靶基因。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｍｉＲ－４９５－３ｐ靶基因表达。采用荧光素酶报告基因实验验

证 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对靶基因核因子蛋白（ＮＦ９０）的靶向作用。结果　卵巢癌组织 ｍｉＲ－４９５－３ｐ相对表达水平较癌旁组织显著降

低（Ｐ＜０．０１）。卵巢癌细胞株中 ｍｉＲ－４９５－３ｐ表达水平明显低于正常卵巢上皮细胞（Ｐ＜０．０５），ＳＫＯＶ－３细胞表达最低。与

ｍｉＲ－ＮＣ组比较，转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ能够明显诱导 ＳＫＯＶ－３细胞凋亡（Ｐ＜０．０１），抑制 ＳＫＯＶ－３细胞的活力和增殖能力（Ｐ＜

００１），且 ＮＦ９０表达明显下调（Ｐ＜０．０１），ｍｉＲ－４９５－３ｐ可与 ＮＦ９０－３′－非编码区（ＵＴＲ）特异性结合，降低荧光值（Ｐ＜０．０１）。

结论ｍｉＲ－４９５－３ｐ在卵巢癌组织和细胞株呈低表达，上调 ｍｉＲ－４９５－３ｐ表达能够通过干扰 ＮＦ９０基因的表达诱导卵巢癌ＢＧＣ－

８０３细胞的凋亡和抑制细胞的增殖。
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　　卵巢癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，侵袭力
强，复发率高，其致死率居女性恶性肿瘤的首位

［１］
。

ｍｉＲＮＡ是长度约为２２个核苷酸大小的非编码 ＲＮＡ，
通过抑制目的基因的翻译或降解目的基因，在转录后

水平发挥调节基因表达的作用
［２，３］
。多项研究发现

ｍｉＲ－４９５－３ｐ具有抑癌作用，对多种肿瘤的生长具
有调控作用

［４］
。本研究旨在观察微小 ＲＮＡ－４９５－

３ｐ在卵巢癌组织和细胞株的表达，进一步通过基因
转染技术观察 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对卵巢癌 ＳＫＯＶ－３细
胞凋亡、增殖的影响及确切机制。

材料与方法

１．实验材料：选取笔者医院 ２０１６年 ３月 ～２０１６
年１１月经手术切除的新鲜卵巢癌组织标本 １０例；患
者年龄３１～６９岁，平均年龄 ４６．８７±１４．６４岁，卵巢
子宫内膜样腺癌 ３例，卵巢浆液性癌 ７例；根据国际
妇产科联盟（ＦＩＧＯ）２０００年标准进行分期：Ⅰ期４例，
Ⅱ期６例；标本均经组织病理学确诊，经笔者医院伦
理学委员会批准及患者知情同意，取其卵巢癌原发肿

瘤组织和癌旁组织（距离癌灶边缘 ＞５ｃｍ）标本。所
有患者术前均未接受放、化疗。ＨＥＫ２９３细胞、人卵
巢癌细胞株（Ａ２７８０、ＳＫＯＶ－３、ＨＯ－８９１０、ＯＣ３）和正
常卵巢上皮细胞 ＩＯＳＥ８０购自中国医学科学院基础医
学研究所。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基和
胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。ＲＮＡ提取试剂盒和
荧光实时定量试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司。脂质
体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。ｍｉＲ－４９５－３ｐｍｉｍｉｃｓ和 ｍｉＲ－ＮＣ购自广州
市锐博生物科技有限公司。二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白
定量试剂盒购自武汉博士德公司。一抗 β－Ａｃｔｉｎ、
ＮＦ９０、ｐ５３、ｐ２１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ和辣根过氧化物酶标记
的二抗均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
增强型化学发光（ＥＣＬ）检测试剂盒购自北京康为世
纪生物科技有限公司。ｐＧＬ３荧光素酶检测系统购自
美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

２．方法：（１）细胞培养及转染：在 ３７°Ｃ、５％ＣＯ２、
饱和湿度的培养箱中，使用含 １０％ 胎牛血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培 养 基 常 规 培 养 Ａ２７８０、ＳＫＯＶ －３、
ＩＯＳＥ８０和 ＨＥＫ２９３细胞，使用含 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基常规培养 ＨＯ－８９１０和 ＯＣ３细胞。
选取对数生长期细胞以 ３×１０５个／孔接种于 ６孔板。
按照试剂盒说明书，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试
剂盒进行转染。细胞分为 ｍｉＲ－ＮＣ组（转染 ｍｉＲ－
ＮＣ）和 ｍｉＲ－４９５－３ｐ组（转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ）。

（２）荧光实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）检测 ｍｉＲ－
４９５－３ｐ和靶基因 ｍＲＮＡ表达：Ｔｒｉｚｏｌ法提取组织或
细胞总 ＲＮＡ，按照 ＲＮＡ反转录试剂盒说明书加样反
转录ＲＮＡ为ｃＤＮＡ，取反转录产物按照荧光实时定量
试剂盒说明书进行 ｑＰＣＲ。采用 ２－△△Ｃｔ法计算 ＮＦ９０
相对于内参 ＧＡＰＤＨ及 ｍｉＲ－４９５－３ｐ相对于内参
Ｕ６的表达量。引物序列见表 １。（３）流式细胞术
（ＦＣＭ）检测细胞凋亡：将转染 ４８ｈ后的细胞消化收
集，严格按照 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ －ＦＩＴＣ／ＰＩ双染试剂盒说明
书操作，ＰＢＳ溶液洗 ３次，５００μｌ细胞结合液重悬细
胞，分别加入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤ和 ５μｌＰＩ，４℃避光反应
２０ｍｉｎ，流式细胞仪检测并分析各组细胞凋亡率。
（４）ＣＣＫ－８法检测细胞活力：将对数生长期的 ＳＫＯＶ－
３细胞重悬后以５０００个／孔接种于 ９６孔板，分别于转
染后１、２、３、４、５天向 ９６孔板加入 ＣＣＫ－８１０微升／
孔，摇床低速震荡１０ｓ，继续培养２ｈ后，酶标仪检测各
孔在波长为４５０ｎｍ处的 Ａ值，以时间为横轴，Ａ值为
纵轴，绘制细胞生长曲线，评估细胞活力变化。（５）
平板克隆实验：转染 ４８ｈ收集两组细胞，重悬计数细
胞，以 １０００个／孔接种于新的 ６孔板。培养 １４天后
用 ＰＢＳ溶液浸洗 ２次，加甲醇 １ｍｌ固定 １５ｍｉｎ，弃去
固定液，加结晶紫染液染色 １０ｍｉｎ，自来水冲洗，在倒
置显微镜下计数含５０个细胞以上的集落观察细胞形
成的克隆数。（６）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测目的蛋白表达：
收集细胞，细胞裂解液裂解，提取总蛋白，二喹啉甲酸

（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度。取 ４０μｇ蛋白经 １０％聚丙
烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离后，转至聚偏氟
乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ。一抗４℃
孵育过夜。Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ＴＢＳＴ）洗 ３次，辣根过
氧化物酶标记的二抗室温孵育 ２ｈ，增强型化学发光
试剂（ＥＣＬ）显影并进行图像分析。（７）荧光素酶活
性检测：构建野生型及突变型 ＮＦ９０－３′ＵＴＲ的报告
基因质粒，突变区域见图 １，并将野生型、突变型分别
与ｍｉＲ－４９５－３ｐ和ｍｉＲ－ＮＣ共转染入ＨＥＫ２９３细

表 １　ｑＰＣＲ引物序列

ＲＮＡｓ 引物序列（５′→３′）
ｍｉＲ－４９５－３ｐ 上游 ＧＧＧＧＡＡＡＣＡＡＡＣＡＴＧＧＴＧＣＡＣ

下游 ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ
Ｕ６ 上游 ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

下游 ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＧＡＰＤＨ 上游 ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ

下游 ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ
ＮＦ９０ 上游 ＡＧＣＡＴＴＣＴＴＣＣＧＴＴＴＡＴＣＣＡＡＣＡ

下游 ＧＣＴＣＧＴＣＴＡＴＣＣＡＧＴＣＧＧＡＣ
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图 １　野生型 ＮＦ９０ｍＲＮＡ的 ３′－ＵＴＲ区域含有

ｍｉＲ－４９５－３ｐ靶向结合片段

胞中，４８ｈ后按照双荧光素酶检测试剂盒说明书，使
用酶标仪检测各组萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶

的活性。以萤火虫荧光强度／海肾荧光强度比值反映
各组的相对荧光强度。

　　３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。
组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。

结　　果
１．ｍｉＲ－４９５－３ｐ在卵巢癌组织的表达：ｑＰＣＲ结

果显示，ｍｉＲ－４９５－３ｐ在卵巢癌组织和癌旁组织的
表达水平分别为０．７８±０．０９、１．９０±０．１７，ｍｉＲ－４９５－
３ｐ在卵巢癌组织中表达明显低于高于癌旁组织（ｔ＝
５．７８，Ｐ＜０．０１，图２）。

图 ２　ｑＰＣＲ检测卵巢癌及癌旁组织的 ｍｉＲ－４９５－３ｐ水平

与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０１

２．ｍｉＲ－４９５－３ｐ在卵巢癌细胞株的表达：ｑＰＣＲ
结果显示，ｍｉＲ－４９５－３ｐ在正常卵巢上皮细胞
ＩＯＳＥ８０和卵巢癌细胞 Ａ２７８０、ＳＫＯＶ－３、ＨＯ－８９１０、
ＯＣ３的表达量分别为 １０３±０２９、０３５±０１０、
０．１８±０．０４、０．４６±０．０５、０．６０±０．０９，ｍｉＲ－４９５－３ｐ
在卵巢癌细胞中的表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ－
４９５－３ｐ在 ＳＫＯＶ－３表达水平最低，与正常卵巢上
皮细胞 ＩＯＳＥ８０及其他卵巢癌细胞株比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。故选择 ＳＫＯＶ－３细胞进行后续
实验（图３）。

３．转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对 ＳＫＯＶ－３细胞 ｍｉＲ－
４９５－３ｐ表达的影响：ｑＰＣＲ结果显示，ＳＫＯＶ－３细胞
转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ后 ｍｉＲ－４９５－３ｐ表达较对照组

图 ３　ｑＰＣＲ检测卵巢癌细胞株及正常卵巢

上皮细胞的 ｍｉＲ－４９５－３ｐ水平

与 ＩＯＳＥ８０比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

显著升高（１８．４６±２．５９ｖｓ１．０５±０．３３，ｔ＝１３．３５，
Ｐ＜０．０１）。

４．转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对 ＳＫＯＶ－３细胞凋亡的
影响：流式细胞术结果显示，ＳＫＯＶ－３细胞转染
ｍｉＲ－４９５－３ｐ后凋亡率较对照组显著增加，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１，表２）。

５．转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对 ＳＫＯＶ－３细胞增殖能
力影响：平板克隆实验显示见表 ２，实验组 ＳＫＯＶ－３
细胞克隆形成数显著低于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

表 ２　ｍｉＲ－４９５－３ｐ对卵巢癌细胞凋亡和增殖

能力的影响 （ｘ±ｓ，ｎ＝４）

组别 细胞凋亡率（％） 克隆形成数

ｍｉＲ－ＮＣ ３．９１±１．２１ ２８４．３９±５９．１６
ｍｉＲ－４９５－３ｐ ２０．３６±３．６２ １８９．５８±３３．２８

ｔ ８．６１ ２．７９
Ｐ ＜０．０１ ０．０３

　　６．转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对 ＳＫＯＶ－３细胞活力影
响：采用 ＣＣＫ－８法检测不同时间点 ＳＫＯＶ－３细胞
的生长，并绘制生长曲线。细胞生长至第 ４天，对照
组和实验组细胞 Ａ值分别为 １．３２±０．１６和 ０．９４±
０．１１，第５天对照组和实验组细胞 Ａ值分别为２．０９±
０．２５和１．５１±０．１３，对照组细胞 Ａ值显著高于实验
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４）。

７．转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对 ＳＫＯＶ－３细胞 ＮＦ９０
ｍＲＮＡ表达的影响：ｑＰＣＲ结果显示，ＳＫＯＶ－３细胞转
染ｍｉＲ－４９５－３ｐ后ＮＦ９０ｍＲＮＡ表达较对照组显著降
低（０．３７±０．１６ｖｓ１．００±０．０６，ｔ＝７．５４，Ｐ＜０．０１）。

８．转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ对 ＳＫＯＶ－３细胞 ＮＦ９０相
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图 ４　ＣＣＫ－８法检测转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ后不同时点

ＳＫＯＶ－３细胞活力的变化

与实验组比较，Ｐ＜０．０１

关蛋白表达的影响：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，ＳＫ
ＯＶ－３细胞转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ后 ＮＦ９０、Ｂｃｌ－２蛋白
表达较对照组显著下调，ｐ５３、ｐ２１、Ｂａｘ蛋白表达较对照
组显著上调（图５）。

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｍｉＲ－４９５－３ｐ转染

ＳＫＯＶ－３细胞后目的蛋白的表达水平
１．实验组；２．对照组

９．荧光素酶报告基因实验：荧光素酶活性检测
结果显示，野生型质粒与 ｍｉＲ－ＮＣ或 ｍｉＲ－４９５－
３ｐ共转染 ＳＫＯＶ－３细胞后，两组细胞荧光素酶活
性分别为 １．０２±０．２２和 ０．３９±０．１０（Ｐ＜０．０１），
表明ｍｉＲ－４９５－３ｐ可显著抑制野生型 ＮＦ９０－３′
ＵＴＲ质粒转染细胞的荧光素酶活性，而对突变型
ＮＦ９０－３′ＵＴＲ质粒转染细胞的荧光素酶活性并无
影响。该结果证实，ＮＦ９０是 ｍｉＲ－４９５－３ｐ的直接
作用靶点，ｍｉＲ－４９５－３ｐ对 ＮＦ９０的表达存在负调
控（图 ６）。

图 ６　荧光素酶报告基因验证 ＳＫＯＶ－３细胞中

ｍｉＲ－４９５－３ｐ与 ＮＦ９０－３′ＵＴＲ的靶向结合

与突变型比较，Ｐ＜０．０１

讨　　论
ｍｉＲＮＡ通过与靶基因的 ３′－非翻译区（ＵＴＲ）结

合，诱导 ｍＲＮＡ降解或者抑制 ｍＲＮＡ翻译，调节癌基
因和抑癌基因的表达，参与肿瘤的起始和进展

［５］
。

越来越多 ｍｉＲＮＡ如 ｍｉＲ－１８ｂ、ｍｉＲ－６３０、ｍｉＲ－２９ｂ
等

［６～８］
被发现与卵巢癌的发生、发展密切相关。

ｍｉＲ－４９５－３ｐ在多种肿瘤中表达异常，可作为肿瘤
抑制因子起作用，与肿瘤的发生、发展密切相关。非

小细胞肺癌中 ｍｉＲ－４９５－３ｐ显著下调，ｍｉＲ－４９５－
３ｐ通过靶向转移相关蛋白３抑制肺癌细胞的增殖和

转移
［９］
。ｍｉＲ－４９５－３ｐ的表达水平在胶质瘤组织和

细胞株中下调，体外研究表明 ｍｉＲ－４９５－３ｐ可通过
直接抑制 ＭＹＢ表达，干扰胶质瘤细胞的增殖和侵
袭

［１０］
。ｍｉＲ－４９５－３ｐ在临床食管癌组织中的表达

比癌旁组织低，ｍｉＲ－４９５－３ｐ表达水平与食管癌的
淋巴结转移、侵袭和 ＴＮＭ分期相关。ｍｉＲ－４９５－３ｐ
通过靶向 Ａｋｔ１，抑制细胞周期转变和 ＥＭＴ信号通路，
从而抑制食管癌细胞的增殖、迁移和侵袭

［１１］
。ｍｉＲ－

４９５－３ｐ的表达在肾癌细胞系和组织中均下调，
ｍｉＲ－４９５－３ｐ的过表达可诱导 Ｇ０／Ｇ１期停滞并抑制
肾癌细胞的增殖和迁移，ＳＡＴＢ１是 ｍｉＲ－４９５－３ｐ的
直接靶标

［１２］
。ｍｉＲ－４９５－３ｐ还可通过靶向 Ａｋｔ和

ｍＴＯＲ信号通路，体内体外抑制前列腺癌细胞的增
殖、迁移和侵袭

［１３］
。ｍｉＲ－４９５－３ｐ在卵巢癌中的作

用未见报道。

本研究结果显示，ｍｉＲ－４９５－３ｐ在 １０例临床卵
巢癌组织及卵巢癌细胞株中显著低表达，提示 ｍｉＲ－
４９５－３ｐ可能参与了卵巢癌的发生和进展。笔者通
过转染 ｍｉＲ－４９５－３ｐ至卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ－３，发现
ＳＫＯＶ－３细胞活力和增殖能力明显降低，细胞凋亡
率明显升高，提示 ｍｉＲ－４９５－３ｐ具有抑癌效应。生
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物信息学软件分析显示核因子蛋白 ９０（ＮＦ９０）可能
是 ｍｉＲ－４９５－３ｐ的靶基因。ＮＦ９０是 ＩＬＦ３基因的可
变剪接体之一，主要包含双链 ＲＮＡ结合基序、锌指结
构域及入核、出核序列等，在调节真核基因转录与翻

译、调控 ｍｉＲＮＡ前体成熟等方面具有重要作用，可表
现为癌基因的作用

［１４，１５］
。本研究结果显示过表达

ｍｉＲ－４９５－３ｐ后，细胞中ＮＦ９０蛋白明显下调。荧光
素酶报告基因系统检测进一步表明 ＮＦ９０是 ｍｉＲ－
４９５－３ｐ的靶基因。有文献表明 ＮＦ９０蛋白表达下调
将诱导抑癌基因 ｐ５３、ｐ２１表达水平的上升，从而对肿
瘤的生长发挥抑制作用

［１６］
。Ｂｃｌ－２是抑制细胞凋亡

蛋白，而 Ｂａｘ是促进细胞凋亡蛋白［１７］
。本研究结果

表明，过表达ｍｉＲ－４９５－３ｐ后，抑癌蛋白ｐ５３、ｐ２１的
表达上调，促凋亡蛋白 Ｂａｘ表达明显升高，抑制凋亡
蛋白 Ｂｃｌ－２表达明显下降。本研究的不足之处在于
没有验证 ｍｉＲ－４９５－３ｐ在体内是否同样具有抑制
卵巢癌细胞增殖的作用。笔者下一步将通过裸鼠荷

瘤实验观察 ｍｉＲ－４９５－３ｐ在体内对卵巢癌细胞增
殖的抑制作用。

综上所述，本实验初步研究表明 ｍｉＲ－４９５－３ｐ通
过抑制 ＮＦ９０基因的表达，提高 ｐ５３和 ｐ２１蛋白的表
达，促进卵巢癌细胞的凋亡，抑制细胞增殖，为 ｍｉＲＮＡ
未来可能应用于卵巢癌的临床治疗提供实验依据。
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关于审稿专家及作者提供银行卡号的启事

应上级单位财务要求，稿费及审稿费发放必须完整、准确提供收款人姓名、身份证号码、单位、银行卡号、开

户行行号（１２位数字，建设银行不必提供）、开户行支行名称（建设银行不必提供）、手机号，否则无法正常发
放，请审稿专家和作者及时登录医学研究杂志稿件处理系统（ｗｗｗ．ｙｘｙｊｚｚ．ｃｎ），自行填写相关信息，或者通过电
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