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miR鄄26a 通过调节 MTDH 基因表达抑制 CAOV3 细胞系生长
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摘摇 要:摇 目的摇 检测 miR鄄26a 在卵巢癌组织的表达改变,明确 miR鄄26a 调控卵巢癌细胞生长的分子机制。 摇
方法 摇 运用 qRT鄄PCR 检测 52 例卵巢癌及相应癌旁组织中 miR鄄26a 的表达改变;将 miR鄄26a mimics 转染卵巢癌细

胞 CAOV3,以 MTDH siRNA 为阳性对照,采用 Western blot 检测其对 MTDH 蛋白表达水平的影响;然后采用 MTT 法

检测高表达 miR鄄26a 对 CAOV3 细胞生长增殖的影响。 摇 结果摇 qRT鄄PCR 检测结果显示,miR鄄26a 在 52 例卵巢癌

组织中表达下调;Western blot 结果显示,过表达 miR鄄26a 或干扰 MTDH 可抑制 MTDH 蛋白的表达。 MTT 检测发

现,过表达 miR鄄26a 或干扰 MTDH 可抑制人 CAOV3 细胞的生长(P < 0. 05)。 摇 结论摇 miR鄄26a 通过调节 MTDH 基

因的表达而抑制卵巢癌细胞的生长。
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miR鄄26a Inhibits Ovarian Cancer Cells Proliferation by Regulating MTDH
WANG Shufen,DONG Weilei,XIE Jing,et al
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Abstract:摇 Objective摇 To explicit the expression and role of miR鄄26a in ovarian cancer tissues and cells. 摇 Meth鄄
ods摇 qRT鄄PCR was used to detect the expression of miR鄄26a in ovarian cancers and normal ovarian tissues. CAOV3 cells
were transfected with miR鄄26a mimics,and MTDH siRNA as for positive control,then Western blotting was performed to de鄄
tect the expression of MTDH protein. The proliferation ability of CAOV3 cells was evaluated by MTT assy. 摇 Results摇 miR鄄
26a was down鄄regulated in ovarian cancer tissues. Western blot showed that the expressions of MTDH protein was inhibited
by restored miR鄄26a or siRNA MTDH in CAOV3 cells. Overexpression of miR鄄26a or siRNA MTDH inhibited the prolifera鄄
tion of CAOV3 cells. 摇 Conclusion摇 miR鄄26a suppresses cell proliferation by regulating MTDH in ovarian cancer.
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摇 摇 microRNAs(miRNAs)是一类非编码的内源性

小 RNA 分子,通过与靶基因非编码区特异性碱基配

对从而调控靶基因的表达。 miRNAs 靶向调控大量

的 mRNAs,通过与基靶基因的 3忆非编码区相互结

合,从而诱导 mRNA 降解或者抑制蛋白的翻译[1鄄2]。
研究表明,miR鄄26a 存在于两个染色体位点,miR鄄
26a鄄1 位于 3 号染色体,miR鄄26a鄄2 位于 12 号染色

体。 目前有关 miR鄄26a 在肿瘤中的作用的研究报道

很少。 研究表明 miR鄄26a 在肝癌中下调,其表达水

平与肝癌患者生存时间及对干扰素治疗的敏感性相

关[3]。 miR鄄26a 在鼻咽癌中表达下调且能通过靶基

因组蛋白甲基化转移酶( enhancer of zeste homolog
2,EZH2)抑制鼻咽癌细胞生长和致瘤性[4]。 同时

miR鄄26a 在乳腺癌组织和细胞中显著下调,miR鄄26a
模拟物能明显抑制乳腺癌细胞增殖生长。 通过凋亡

试剂盒检测发现,过表达 miR鄄26a 能诱导乳腺癌细

胞凋亡[5]。 miR鄄26a 在肝癌、鼻咽癌、胃癌以及乳腺

癌组织和细胞中表达下调,且抑制肿瘤细胞的生长

增殖[3鄄5]。 MTDH,又名 AEG鄄1,在多种肿瘤如食管

鳞癌、胃癌、肾细胞癌、前列腺以及非小细胞肺癌中

表达上调[6鄄10]。 Li C 等[11] 研究显示,MTDH 在晚期
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黏液性卵巢癌中高表达,并且与患者的预后差和对

顺铂耐药相关。 目前对于 miR鄄26a 与MTDH 在卵巢

癌中的研究尚未见报道。 本研究拟采用 qRT鄄PCR、
Western blot 以及 MTT 法检测 miR鄄26a 在卵巢癌中

的生物学作用及作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 病例资料

收集 2008 年 1 月 ~ 2013 年 7 月期间,本院收治

确诊卵巢癌患者 52 例。 所有患者术前未经任何化

疗药物治疗,中位年龄 53(39 ~ 70)岁。 病理诊断结

果均经两名以上病理科医生确认,癌旁组织取自距

癌组织 5 cm 以外。 本次研究获得南华大学附一医

院伦理组织批准以及研究对象的知情同意。
1. 2摇 细胞株

CAOV3 为卵巢癌细胞株,由中山大学肿瘤防治

中心惠赠。
1. 3摇 主要材料

miR鄄26a mimics 及对照mimics 购自Ambion 公司。
MTDH siRNA 质粒购自 santa cruz 公司。 MTDH 抗体和

茁鄄actin 抗体购自 santa cruz 公司。 Trizol 和 Lipo鄄
fectamine 2000 转染试剂购自美国 Invitrogen 公司。
PRIM1640 培养基和胎牛血清为 Gibco 公司产品。 MTS
细胞生长增殖 /毒性检测试剂盒购自美国 Sigma 公司。
1. 4摇 qRT鄄PCR

取适量组织,用 RNA 提取试剂盒提取总 RNA,
逆转录合成 cDNA。 PCR 扩增反应为 20 滋L 体系,
包括:Taq DNA polymerase (5 U / 滋L) 0. 2 滋L,2 伊
SYBR Mix 10 滋L,miRNA RT product 2. 0 滋L,MiR鄄
PCR primers ( 5 滋mol / L ) 0. 4 滋L, 灭 菌 蒸 馏 水

7. 4 滋L。 循环体系为:95 毅C 伊 3 min,95 毅C 伊 12 s,
62 毅C 伊 35 s,72 毅C 伊 30 s,共 35 个循环。 以 U6
snRNA 为内参,所测定的 miR鄄26a 的相对表达量采

用 2鄄驻驻CT 法分析。 检测 MTDH mRNA 方法同上,
其引物序列正向:5忆鄄TGGCAAATGTGGCCAACA鄄3忆,
反向: 5忆鄄TATTAGGTAACCGACCCCCTCTT鄄3忆,以 茁鄄
actin 为内参,所测定的 MTDH mRNA 的相对表达量

采用 2鄄驻驻CT 法分析。
1. 5摇 Western blot

将 miR鄄26a mimics 或 MTDH siRNA 质粒转染

CAOV3 细胞,48 h 后提取细胞总蛋白,BCA 法测定

蛋白浓度。 各组取等量样本,进行 SDS鄄PAGE 凝胶

电泳,然后将蛋白转移至 PVDF 膜上,5% BSA 封闭,
加入 MTDH 或 GAPDH 抗体,4 益过夜。 TBST 洗膜

30 min,加入二抗室温孵育 1 h,TBST 洗膜 30 min,
加入 ECL 发光剂,X 片曝光、显影、定影。
1. 6摇 MTT 法检测细胞增殖活性

取转染后的 CAOV3 细胞,消化后接种细胞于

96 孔板中,每空 5 000 个细胞,每组设 6 个复孔,放
37 益、5% CO2 培养箱中培养。 在未接种细胞的孔

中加入 RPMI鄄1640 培养基中作为调零孔。 接种72 h
后,每孔加 20 滋L MTS 检测试剂,37 益孵育 2 h,用
酶标仪测定 492 nm 波长吸光度值(OD492)。 实验

重复 3 次。
1. 7摇 统计学处理

采用 SPSS 13. 0 软件进行统计学分析。 所有结

果均以 x 依 s 表示,癌与癌旁两组间比较采用配对 t
检验,其他计量资料采用 t 检验,P < 0. 05 为差异有

统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 卵巢癌及其相应癌旁组织中 miR鄄26a 表达水

平分析

qRT鄄PCR 结果显示,miR鄄26a 在 52 例卵巢癌癌

旁组织、癌组织中的表达分别为 1. 05 依 0. 18、0. 69
依 0. 16,两者相比,差异有显著性 (P < 0. 01,图

1A);MTDH 在 52 例卵巢癌癌旁组织、癌组织中的

表达分别为 1. 11 依 0. 21、3. 49 依 0. 54,两者相比,差
异具有显著性(P < 0. 01,图 1B)。

图 1摇 miR鄄26a 与 MTDH 在卵巢癌组织和癌旁组织中表达

水平的分析摇 A:miR鄄26a 表达水平;B:MTDH mRNA 表达水平
**P < 0. 01

2. 2摇 miR鄄26a 对卵巢癌 CAOV3 细胞中 MTDH 蛋白

表达的影响

研究已表明 MTDH 是 miR鄄26a 的靶基因[12],为
了明确 miR鄄26a 对 MTDH 的蛋白质表达的调控作
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用,将 miR鄄26a mimics 转染卵巢癌 CAOV3 细胞,以
转染 miR鄄26a鄄control 为阴性对照,转染 MTDH siR鄄
NA 为阳性对照,转染 48 h 后收集蛋白。 Western
blot 检测结果显示,转染 miR鄄26a 组和 MTDH siRNA
组 MTDH 蛋白表达水平较阴性对照组明显降低(图
2)。 即 miR鄄26a 能下调卵巢癌 CAOV3 细胞系中

MTDH 蛋白质的表达。

图 2摇 Western blot 检测 miR鄄26a 对 MTDH 蛋白的影响摇
1:miR鄄26a鄄control;2:miR鄄26a mimics;3:MTDH siRNA鄄control;4:MT鄄
DH siRNA

2. 3摇 miR鄄26a 对卵巢癌细胞增殖能力的影响

分别将 miR鄄26a鄄mimics,miR鄄26a鄄control (阴性

对照组)和 MTDH siRNA 以及 siRNA鄄control(阴性

对照组)转入 CAOV3 细胞 24、48、72 h 后,通过 MTT
法检测其对细胞增殖活性的影响。 结果显示,转染

MTDH siRNA 和 miR鄄26a mimics 组 CAOV3 细胞从

48 h 起增殖速度明显减慢,与 miR鄄26a control 对照

组细胞相比,差异均有显著性(P < 0. 05,图 3),高表

达 miR鄄26a 通过下调 MTDH 的表达,从而抑制卵巢

癌 CAOV3 细胞的生长增殖。

图 3摇 miR鄄26a 与 MTDH siRNA 抑制 CAOV3 细胞增殖摇
与 MTDH siRNA鄄control 组比较,*P < 0. 05,**P < 0. 01

2. 4摇 在卵巢癌及其癌旁组织中 miR鄄26a 与 MTDH
的表达成负相关

经 SPSS 16. 0 软件相关性分析发现,在卵巢癌

及其癌旁组织中 miR鄄26a 与 MTDH 的表达成负相

关,相关系数 r = - 0. 043,P = 0. 032,差异具有显著

性(图 4)。

图 4摇 miR鄄26a 与 MTDH 在卵巢癌及其癌旁

组织中的相关性分析

3摇 讨摇 摇 论

卵巢癌在女性生殖肿瘤中的发病率居第六位,
每年大约有 230 000 例新发病例[13]。 卵巢癌的早

期生存率很高,但是由于大多数患者就诊时已是晚

期,而且大部分病人对目前的化疗案产生耐药,所以

化疗药物对卵巢癌患者的治疗成功率很低[13]。 每

年约有 140 000 位患者死于卵巢癌,严重威胁着人

民的生命健康[14]。 这一状况近十年来未能改善,卵
巢癌生存率仍然很低,死亡率居各类妇科恶性肿瘤

的首位,对妇女生命造成严重威胁,迫切需要新的治

疗药物提高卵巢癌的生存率。
miRNA 是长 20鄄23nt 的非编码 RNA,通过与靶

基因 3忆鄄非翻译区完全或不完全互补结合,抑制基因

的翻译或降解 mRNA 发挥调控基因表达的功能。
目前,有上千的 miRNA 被发现,已证实许多 miRNA
参与了发育、分化、凋亡、增殖及细胞死亡等生物过

程并发挥重要作用[1,15]。 多个 miRNA 在肿瘤中表

达失调。 其可能的机制有:miRNA 所在基因发生缺

失、扩增、转位、转录因子调控、表观遗传调控[2]。
研究表明,miRNA 在卵巢癌的发生发展中发挥癌基

因 /抑癌基因的作用,调控肿瘤增殖、浸润、凋亡及耐

药性等功能[16]。 研究表明 miR鄄26a 在肝癌中下调,
其表达水平与肝癌患者生存时间及对干扰素治疗的

敏感性相关[3]。 miR鄄26a 在鼻咽癌中表达下调且能

通过靶基因 EZH2 抑制鼻咽癌细胞生长和致瘤

性[4]。 同时 miR鄄26a 能明显抑制乳腺癌细胞增殖生

长、诱导乳腺癌细胞凋亡[17]。 然而目前关于 miR鄄
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26a 在卵巢中的研究报道尚少见,本研究通过对卵

巢癌和癌旁组织中 miR鄄26a 的表达检测,发现 miR鄄
26a 在卵巢组织中表达明显下调。 研究已表明 MT鄄
DH 是 miR鄄26a 的靶基因,且本研究通过蛋白质印迹

试验也进一步证实 MTDH 是 miR鄄26a 调控的靶基

因。 MTDH 最初在胎儿胶质细胞瘤中发现,是一个

HIV 诱导的基因,并且作为癌基因参与多种肿瘤的

发生发展。 研究证实 MTDH 在多种恶性肿瘤中表

达上调,并且通过 PI3K鄄AKT,NF鄄资B,MAPK 以及

Wnt / 茁鄄catenin 信号途径参与肿瘤发生的多种生物

学过程[18]。 本研究还发现在 CAOV3 细胞中过表达

miR鄄26a 或干扰 MTDH 后能明显抑制 CAOV3 细胞

的增殖活力,表明 miR鄄26a 可能通过下调 MTDH 的

表达,从而抑制卵巢癌 CAOV3 细胞的增殖。 综上

所述,miR鄄26a 在卵巢癌细胞中表达下调,并通过直

接靶向调控 MTDH 的表达发挥生物学作用,本文继

续深入 miR鄄26a 在卵巢癌中的功能和分子研究,系
统阐明 miR鄄26a 参与卵巢癌发生发展的可能分子机

制,为卵巢癌的治疗提供了新的治疗靶点。
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