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miRNA-138 调控卵巢上皮癌细胞 
对顺铂敏感性的机制研究

周宏博 1，桂艺方 2

（牡丹江医学院红旗医院 1. 肿瘤科，2. 检验科，黑龙江 牡丹江 157011）

摘 要 ：目 的   探讨 miRNA-138 和沉默信息调节因子 2 相关酶 1（SIRT1）的差异表达对卵巢上

皮癌顺铂化疗敏感性的影响。方法   选取 2014 年 1 月 -2017 年 1 月在牡丹江医学院红旗医院妇科就诊

卵巢上皮癌患者 80 例。根据患者对顺铂化疗的敏感性分为顺铂敏感组和顺铂耐药组。实时荧光定量

PCR（qRT-PCR）和 Western blot 检测卵巢上皮癌组织中 miRNA-138 和 SIRT1 的表达水平 ；培养 SKOV3 细

胞， 分 别 转 染 miRNA-138 的 类 似 物（miRNA-138 mimic） 和 抑 制 物（miRNA-138 inhibitor） 后，qRT- 

PCR 检测 SIRT1 miRNA 的表达变化，并采用 MTT 法检测细胞对顺铂的敏感性 ；SIRT1 miRNA 3'-UTR 野

生型（wt）和突变型（mut）萤光素酶报告质粒与 miRNA-138 mimic 共转染，双荧光素酶报告系统分析荧光素

酶活性。结果  铂敏感组 miRNA-138 表达水平高于顺铂耐药组，而 SIRT1 表达水平低于顺铂耐药组，差异有

统计学意义（P  <0.05）；过表达 miRNA-138 可降低 SIRT1 的表达，提高 SKOV3 细胞对顺铂的敏感性，而

抑制 miRNA-138 可提高 SIRT1 的表达，降低 SKOV3 细胞对顺铂的敏感性，差异有统计学意义（P <0.05）；

miRNA-138 mimic 与 SIRT1 miRNA 3'-UTR 野生型质粒共转染，荧光素酶活性降低（P  <0.05），而与

SIRT1 miRNA 3'-UTR 突变型质粒共转染，荧光素酶活性无变化（P >0.05）。结论  miRNA-138 可能通过

SIRT1 调控卵巢上皮癌细胞对顺铂的敏感性，可作为卵巢上皮癌顺铂化疗耐药治疗的靶点。
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Regulative role of miRNA-138 on platinum sensitivity of 
ovarian epithelial cancer cells
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Abstract: Objective  To investigate the regulative effect of miRNA-138 on chemo-sensitivity of ovarian 
epithelial cancer to platinum and potential mechanism. Methods  Totally 80 cases of patients with ovarian epithelial 
cancer admitted into Mudanjiang Medical College Hongqi Hospital from January 2014 to January 2017 were 
included in this study. Patients were divided into two groups: platinum-sensitive group and platinum-resistant group. 
Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) and Western Blot were performed to detect the expression of miRNA-138 
and SIRT1 in ovarian epithelial carcinoma. SKOV3 cell line were transfected with miRNA-138 analogs (miRNA-138 
mimic group) and inhibitor (miRNA-138 inhibitor group). Expression of SIRT1 mRNA was measured by RT-qPCR. 
MTT assay was utilized for determination of sensitivity to platinum. SIRT1 mRNA 3'-UTR wild type and mutant 
type luciferase reporter plasmids were co-transfected with miRNA-138mimic, and double luciferase reporter system 
was used to analyze luciferase activity. Results  The concentration of miRNA-138 in platinum-sensitive group was 
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卵巢上皮癌（epithelial ovarian cancer，EOC）铂耐

药的产生是导致化疗失败和肿瘤复发的主要原因 [1]。

EOC 铂耐药的产生机制十分复杂，目前仍不甚清楚。

microRNAs（miRNAs）是一类内源性的小分子非编码

RNA，主要在转录后发挥基因表达调控作用，参与多种

生理及病理过程 [2-3]。文献报道，miRNA-138 在宫颈癌和

膀胱癌等肿瘤细胞的增殖和侵袭中发挥重要作用 [4-5]，

其在卵巢上皮癌中的表达及作用仍不清楚。研究显示

SIRT1 可调节肿瘤细胞对顺铂的敏感性 [6]，而生物信息

学预测显示 SIRT1 是 miRNA-138 的靶基因，因此本研

究假设 miRNA-138 可通过 SIRT1 调节卵巢上皮癌细胞

对顺铂化疗的敏感性，为卵巢上皮癌铂耐药的产生机

制提供实验基础。

1    资料与方法

1.1    研究对象

选取 2014 年 1 月 -2017 年 1 月在牡丹江医学院

红旗医院妇科就诊的 EOC 患者 80 例为研究对象。本

研究经本院伦理委员会批准，患者知情同意并签署知

情同意书。

1.1.1    纳入标准    ①既往无其他恶性肿瘤病史或自身

免疫性疾病 ；②在本院首次接受治疗或确诊的 EOC

患者 ；③经分期手术或肿瘤细胞减灭术手术治疗 ；④

经病理检查确诊为 EOC ；⑤术后需行铂为基础的规范

化疗 ；⑥有完整的临床资料，可进行随访（包括肿瘤

复发时间和总生存期）。

1.1.2      排除标准    ①合并严重肝肾功能障碍者 ；②

合并不能控制的高血压、高血糖或严重心脏疾病者。

根据美国国立综合癌症网络（national comprehensive 

cancer network，NCCN）指南中对 EOC 铂敏感和铂耐

药的判定标准 [7] 将所有 EOC 患者分为铂敏感组和铂

耐药组（铂敏感 ：初次接受铂类药物化疗，停药后复

发时间 >6 个月或不复发 ；铂耐药 ：初次接受铂类药

物化疗，停药后 6 个月内复发）。其中铂耐药组患者

30 例。年龄 32 ～ 68 岁，平均（52.7±6.2）岁 ；浆液

性卵巢癌 15 例、黏液性卵巢癌 9 例、子宫内膜样癌

6 例 ；早期（Ⅰ / Ⅱ）15 例、晚期（Ⅲ / Ⅳ）15 例。

铂敏感组患者 40 例。年龄 28 ～ 72 岁，平均（54.5±8.1）

岁 ；浆液性卵巢癌 18 例、黏液性卵巢癌 12 例、子宫

内膜样癌 10 例；早期（Ⅰ / Ⅱ）25 例、晚期（Ⅲ / Ⅳ）

15 例。两组患者年龄、肿瘤类型及分期比较，差异无

统计学意义（P >0.05），具有可比性。

1.2    仪器和试剂

高速冷冻离心机（德国 Eppendorf）、Nano Drop 

2000（ 美 国 Thermo Scientific） 普 通 PCR 仪（ 美 国

Bio-Rad）、实时荧光定量 PCR（quantitative real-time 

PCR，qRT-PCR）仪（上海风岭）；电泳仪、电转仪

及凝胶成像系统（美国 Bio-Rad）；Trizol RNA 提取试

剂、Fast Quant RT Kit （With gDNase）、Fast Fire qPCR 

Pre Mix（SYBR Green）（天根公司）、miRNA-138 及

U6 引物 [ 上海生工（生物）工程股份有限公司 ]、蛋

白提取试剂盒（凯基公司）、SIRT1 抗体及 HRP 标记

二抗（美国 Abcam 公司），ECL 发光液（美国 Thermo 

Fisher 公司）双荧光素酶报告基因检测试剂盒 E1910

（美国 Promega 公司）。

1.2.1      qRT-PCR 检测所有患者卵巢上皮癌组织

中 miRNA-138 和沉默信息调节因子 2 相关酶 1（silent 

information regulator factor 2 related enzyme 1，SIRT1）

miRNA 的表达水平    Trizol 提取卵巢上皮癌组织中的

总 RNA，按 Fast Quant RT Kit 说明书将 RNA 逆转录为

cDNA。以 cDNA 为模板进行 qRT-PCR 分析。PCR 反

应条件为 ：95℃预变性 1 min ；95℃变性 5 s，60℃退

火 10 s，72℃延伸 15 s（采集荧光），重复 40 个循环 ；

熔解曲线分析。结果显示，PCR 扩增反应线性梯度良

好，熔解曲线峰形单一，无杂峰，说明引物特异性良好。

SIRT1 相对表达水平以 GAPDH 的表达水平为参照，根

significantly higher than that in platinum-resistant group, while levels of SIRT1 was significantly decreased compared  
with platinum-resistant group (P < 0.05). Overexpression of miRNA-138 decreased the expression of SIRT1 and 
increased the sensitivity of tumor cells to platinum (P < 0.05), which was reversed by inhibition of miRNA-138 
(P < 0.05). Luciferase activity was significantly reduced in group with transfection of SIRT1 mRNA 3’-UTR wild-
type plasmids, while no significant changes in luciferase activity were observed in transfected SIRT1 mRNA 3’-UTR 
mutant plasmid (P > 0.05). Conclusion  MiRNA-138 may regulate the sensitivity of ovarian epithelial cancer cells to 
platinum through SIRT1 activity, which can be a potential therapeutic target of ovarian epithelial cancer.

Keywords:  ovarian epithelial carcinoma; miRNA-138; SIRT1; platinum chemosensitivity
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据目的基因的相对表达量 =2− △△ Ct 计算 SIRT1 miRNA

的表达变化。MiRNA-138 相对表达水平以 U6 的表达

水平为参照，与上述计算方法相同，计算 miRNA-138

的表达变化。

1.2.2      Western blot 检测所有患者卵巢上皮癌组织

中 SIRT1 蛋白的表达水平    将卵巢上皮癌组织匀浆

后，按蛋白提取试剂盒说明书提取总蛋白并定量。加

入 Loading Buffer 混匀，100℃ 5 min 使蛋白变性。取

10 μl 蛋 白 样 品 进 行 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺

（SDS-PAGE）凝胶电泳，切取约 43 和 81 kD 位置的

凝胶进行转膜操作，观察蛋白 Maker 的转移效率并采

用 5% 的脱脂奶粉进行封闭 2 h，分别与 anti-SIRT1 和

anti-β-actin 4℃孵育过夜。PBST 洗膜 3 次后与 HRP

标记的二抗于室温孵育 2 h，PBST 洗膜 3 次后于凝胶

成像分析仪上成像并分析条带灰度值。以 β-actin 表

达量为参照，计算 SIR1 与 β-actin 的比值并进行统

计分析。

1.2.3    miRNA-138 mimic、inhibitor及SIRT1 3'-UTR

野生型及突变型质粒转染    取约 1×106 个细胞均匀

铺于 6 孔板中，设置对照组（Negative Control，NC）、

miRNA-138 mimic 组、miRNA-138 inhibitor 组，共转

miRNA-138 mimic 与 SIRT1 3'-UTR 野生型质粒组及

共转 miRNA-138 mimic 与 SIRT1 3'-UTR 突变型质粒

组，采用 Lipo TM 2000 试剂进行转染。48 h 后收集细胞

进行后续试验分析，荧光素酶活性分析采用双荧光素

酶报告基因检测试剂盒说明书，按步骤操作即可。

1.2.4      MTT 检测 SKOV3 细胞对顺铂的敏感性    将

细胞吹打成单细胞悬液，在 96 孔板中加入细胞悬液

100 ml/ 孔（约 1×104），37℃、5% 二氧化碳 CO2 环境

培养 24 h。除去培养液，分别加入普通培养液及含顺铂

的培养液，每组 8 孔，孵育 48 h 后，除去培养液，每孔

加 50 ml 1×MTT，37℃孵育 4 h，除去上清液，每孔加

150 ml DMSO，摇匀后用酶标仪测定 550 nm 波长处各

孔的吸光度。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以均

数 ± 标准差（x±s）表示，两组间比较采用 Students’ t

检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    卵巢上皮癌组织中 miRNA-138 和 SIRT1 的
表达变化

与顺铂敏感组比较，铂耐药组 miRNA-138 的表

A：miRNA-138 的表达变化；B：SIRT1 miRNA 的表达变化；C：SIRT1 蛋白电泳图；D：SIRT1 蛋白表达变化统计图。† 与顺铂敏感组比较，

P <0.01

图 1    卵巢上皮癌组织中 miRNA-138 和 SIRT1 的表达变化
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达水平降低（t  =2.752，P  =0.0332），而 SIRT1 的表达

水平升高，差异有统计学意义（miRNA ：t  =7.126，

P =0.000 ；蛋白 ：t =5.468，P =0.000），见图 1。

2.2    miRNA-138 和 SIRT1 的差异表达对卵巢上
皮癌顺铂化疗敏感性的影响

过 表 达 miRNA-138 后，SIRT1 miRNA 的 表

达 水 平 降 低， 细 胞 活 力 亦 降 低 即 对 顺 铂 敏 感 性

升 高， 而 抑 制 miRNA-138 后，SIRT1 miRNA 的

表 达 水 平 则 升 高， 细 胞 活 力 亦 升 高 即 对 顺 铂 敏

感 性 降 低， 差 异 有 统 计 学 意 义（miRNA-138 ：

F  =61.99，P  = 0.000 ；SIRT1 miRNA ：F  =126，P  = 

0.000 ；吸光度 ：F  =56.93，P =0.000），见图 2A~C。生

物 信 息 学 分 析 结 果 显 示，miRNA-138 与 SIRT1 3'-

UTR 区有可能结合位点，见图 2D。构建携载 SIRT1 

mRNA 3'-UTR 野 生 型（wild） 和突 变 型（mut） 的

pGL3 重 组 萤 光 素 酶 报 告 基 因 质 粒 与 miRNA-138 

mimic 共 转 染 SKOV3 细 胞， 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因

检 测 系 统 分 析 荧 光 素 酶 活 性。 结 果 显 示， 转 染

SIRT1 miRNA 3'-UTR 野 生 型 载 体 后 荧 光 素 酶 活 性

降 低（t  =4.894，P  =0.000）， 而 转 染 SIRT1 miRNA 

3'-UTR 突变型载体后，荧光素酶活性无变化（t  = 

0.3221，P =0.7511），见图 2E。

3    讨论

卵巢上皮癌发病隐匿、进展迅速，是目前致死率

最高的妇科恶性肿瘤，每年可导致全球 125 000 人死

亡 [8]。至少约 20% 的卵巢上皮癌患者对一线化疗药物

天然耐药，而化疗耐药是导致卵巢上皮癌治疗失败，

肿瘤复发及死亡率居高不下的重要原因之一 [9]。因此，

寻找卵巢上皮癌癌细胞耐药的靶点，阐明其耐药产生

机制是目前亟待解决的问题。

A：过表达和抑制 miRNA-138 的表达情况；B：过表达和抑制 miRNA-138 后 SIRT1 的表达变化；C：过表达和抑制 miRNA-138 后细

胞活力改变；D：生物信息学分析 miRNA-138 与 SIRT1 3'-UTR 的结合位点；E：双荧光素酶活性分析。† 与 NC 组比较，P <0.01

图 2    miRNA-138 通过 SIRT1 调控卵巢上皮癌细胞对铂的敏感性
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miRNAs 种类繁多，在各种组织中广泛表达，具

有重要的生理学调控作用，其表达异常可导致多种疾

病的发生、发展。CHEN 等 [10] 发现，miRNA-130a 与

卵巢上皮癌铂耐药密切相关 ；CUI 等 [11] 研究发现，

miRNA-146a 可通过减少 SOD2 的产生抑制卵巢癌上

皮癌细胞增殖并增强其对化疗的敏感性 ；WEI 等 [12]

报道 miRNA-551b 可通过下调 Foxo3 和 TRIM31 的表

达介导卵巢癌细胞的增殖、侵袭及耐药的发生。以上

文献提示 miRNAs 在卵巢上皮癌顺铂耐药中发挥重要

作用。

SIRT1 是 sirtunis 家族一员，是一种组蛋白去乙酰

化酶，其所介导的生理过程包括转录沉默、细胞分化、

细胞增殖和氧化应激等 [13]。组蛋白乙酰化是一种表观

遗传学修饰方式，该修饰可通过改变组蛋白二级结构

使转录因子更易于与基因启动子区结合，而组蛋白去

乙酰化则使转录因子难以与基因启动子区结合，从而

发挥调控基因表达的作用。研究报道，SIRT1 通过改

变肿瘤细胞的线粒体代谢参与顺铂耐药的产生 [14]。同

时 SIRT1 也是一种 DNA 修复基因。而顺铂是一种细

胞周期非特异性抗癌化疗药物，可结合肿瘤细胞 DNA

上的碱基，使 DNA 分子形成链内和链间的交叉键联，

从而抑制肿瘤细胞的 DNA 合成与修复。因此 SIRT1

可能通过修复肿瘤细胞的 DNA 对抗顺铂。生物信息

学分析结果显示 SIRT1 是 miRNA-138 的靶基因，因

此本研究假设 miRNA-138 可能通过调控 SIRT1 的表

达参与卵巢上皮癌顺铂耐药。研究结果显示，过表达

miRNA-138 后，SIRT1 miRNA 的表达水平降低，细胞活

力亦降低，即对顺铂敏感性升高 ；而抑制 miRNA-138

后，SIRT1 miRNA 的表达水平则升高，细胞活力亦升高，

即对顺铂敏感性降低，有差异。因本研究对细胞的处

理只有过表达或敲减 miRNA-138 的表达和加入药物

顺铂，而过表达或敲减 miRNA-138 并不影响细胞活力。

因此，若细胞活力发生变化则为对顺铂的敏感性发生

改变。miRNA 主要通过与靶基因 miRNA 3'-UTR 区相

互作用调控基因的表达。因此，笔者构建携载 SIRT1 

miRNA 3'-UTR 野生型和突变型萤光素酶报告基因质

粒与 miRNA-138 mimic 共转染 SKOV3 细胞，采用双

荧光素酶报告基因检测系统分析荧光素酶活性。结果

显示，转染 SIRT1 miRNA 3'-UTR 野生型载体后荧光

素酶活性降低，而转染 SIRT1 miRNA 3'-UTR 突变型载

体后，荧光素酶活性无变化，说明 miRNA-138 可结合

到 SIRT1 miRNA 3'-UTR 区并调控其表达。

综上所述，miRNA-138 可能通过 SIRT1 调控卵

巢上皮癌细胞对铂类药物的敏感性，因此 miRNA-138

可作为卵巢上皮癌铂耐药防治的靶点。
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