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􀅰基础研究􀅰

hsaＧmiRＧ２６b靶向ERα调控人卵巢癌HOＧ８９１０细胞周期的作用机制
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【摘　要】　目的　探讨hsaＧmiRＧ２６b靶向ERα基因调控人卵巢癌 HOＧ８９１０细胞周期的分子机制.方法　HOＧ８９１０细

胞分为３组:空白对照组 (control组)、miRＧ２６b激动剂组 (miRＧ２６bmimic组)和 miRＧ２６b激动剂阴性对照组 (mimicNC
组),RealＧtimePCR检测 miRＧ２６b转染效率,细胞增殖试验 (CCK８)检测细胞活性,流式细胞术检测细胞周期,RealＧtime
PCR和 WesternBlot检测ERαmRNA和蛋白的表达水平,双荧光素酶报告基因检测 miRＧ２６b与 ERα３′UTR的相互作用.
结果　CCK８显示 miRＧ２６b可抑制 HOＧ８９１０细胞增殖活性,流式细胞术显示细胞增殖活性抑制与 G１期阻滞相关,RealＧtime
PCR和 WesternBlot显示其可抑制ERαmRNA和蛋白表达,并抑制 CyclinD１和 CDK６蛋白表达水平,双荧光素酶报告基

因检测显示 miRＧ２６b与ERα３′UTR可相互结合.结论　miRＧ２６b通过负调控 ERα表达水平,下调 CyclinD１和 CDK６以阻

滞 HOＧ８９１０细胞 G１期,从而抑制细胞的增殖活性.
【关键词】hsaＧmiRＧ２６b;雌激素受体α;细胞周期;卵巢癌
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　　卵巢癌起病隐匿,６０％~７０％患者确诊时已经处于Ⅲ
期、Ⅳ期[１],即使经过手术、化疗和靶向治疗,５年生存率

也仅为２０％[２].雌激素受体 (estrogenreceptor,ER)在卵

巢癌中起启动因子作用[３],因此探讨 ERα的上游调控机制

是研究热点之一.miRＧ２６b作为抑癌基因,与多种肿瘤的恶

性程度呈负相关,其在卵巢癌中的表达显著下调[４],上调卵

巢癌细胞中 miRＧ２６b表达可抑制增殖并诱导凋亡及细胞周

期[５].生物信息学预测 miRＧ２６b可能结合 ERα起调控作用,

然而具体分子机制尚未明确.本研究通过人上皮性卵巢癌

HOＧ８９１０细 胞 系 中 过 表 达 miRＧ２６b,观 察 miRＧ２６b 调 控

ERα表达对细胞增殖和细胞周期的影响,并进一步探讨其

潜在的作用机制,为 miRＧ２６b作为卵巢癌诊断治疗和预后

的分子标记物提供实验室数据支持.

１　材料与方法

１􀆰１　细胞株:人卵巢癌细胞 HOＧ８９１０、人胚胎肾细胞２９３
(HEK２９３)均购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资
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源中心.

１􀆰２　主要试剂:RPMI１６４０培养基 (Gibco),DMEM 培养

基 (Gibco),胎牛血清 (Gibco),胰酶 (Invitrogen),miRＧ
２６bmimic (Ambion),microRNAnegativecontrol (AmbiＧ
on),Lipofectamine２０００ 转 染 试 剂 (Invitrogen),Trizol
(Invitrogen),miRNeasyMiniKit(Qiagen).

１􀆰３　实验方法:

１􀆰３􀆰１　细胞培养和转染:HOＧ８９１０细胞系采用含１０％胎牛

血清的 RPMI１６４０培养基,置于３７℃、５％ CO２ 的细胞培

养箱中培养,随机分为空白对照组 (control组)、miRＧ２６b
激动剂组 (miRＧ２６bmimic组)和 miRＧ２６b激动剂阴性对照

组 (mimicNC 组).５０ mmol/L miRＧ２６b mimic和 mimic
NC分别加入新鲜培养基中,Lipofectamine２０００加入另外的

新鲜培养基中;将两者等体积混合,室温孵育２０min备用;
待 HOＧ８９１０细胞融合至６０％时加入,孵育６h后吸去培养

基,更换新鲜１６４０培养基后再孵育２４h,RealＧtimePCR检

测 miRＧ２６b转染效率.

１􀆰３􀆰２　CCK８检测细胞活性:取３组细胞分别接种于９６孔

板,约５０００个/孔,每组６复孔,置３７℃、５％ CO２ 培养

箱中培养,２４h、４８h和７２h后每孔加入１０μLCCKＧ８溶

液,３７℃避光孵育２h,酶标仪４５０nm 检测吸光度,细胞

存活率＝ [(A 实验组－A 空白组)/ (A 对照组－A 空白

组)]×１００％.

１􀆰３􀆰３　流式细胞术检测细胞周期:收集并制备浓度约１×
１０６/mL的单细胞悬液,１０００rpm 离心５min去上清,冰乙

醇４℃固定过夜,PBS离心洗涤,PI/RNaseA 染色液室温

避光染色３０min,流式细胞仪测激发波长４８８nm 处的红色

荧光以检测细胞周期分布.

１􀆰３􀆰４RealＧtimePCR检测:mRNA表达水平 根据试剂盒说

明书分别提取细胞 microRNA和总RNA,Nanodrop２０００测

量２６０nm、２８０nm 处吸光度,逆转录合成cDNA,按照

SYBRPremixExTaqⅡkit试剂盒２０μL体系,每组设３复

孔,RealＧtimePCR反应条件为预变性:９５ ℃ １０s,变性:

９５℃５s,退火延伸:６０℃３０s,共４０个循环,ABI７５００
Fast荧光定量检测 miRＧ２６b和 ERα表达水平,分别以 U６
和 GAPDH 作为内参,引物序列见表１,２ＧΔΔCT 分析计算相

对表达水平.

表１　RealＧtimePCR引物序列

基因 上游 下游

U６
５′ＧCTCGCTTCGGCAGＧ
CACAＧ３′

５′ＧAACGCTTCACGAATＧ
TTGCGTＧ３′

miRＧ２６b
５′ＧCAAAGGTCCATAGＧ
CAAGGGTＧ３′

５′ＧGCGACCTTGTCATGＧ
GTTTATAGＧ３′

GAPDH
５′ＧGGGAAACTGTGGCＧ
GTGATＧ３′

５′ＧGAGTGGGTGTCGCTＧ
GTTGAＧ３′

ERα
５′ＧGCCAGGCTTTGTGＧ
GATTTGACＧ３′

５′ＧTCCCTGGTTCCTGTＧ
CCAAGAGＧ３′

１􀆰３􀆰５　WesternBlot检测蛋白表达水平:RIPA 裂解液提取

细胞总蛋白,BCA 定 量,蛋 白 ９８ ℃ 恒 温 金 属 浴 变 性 １０

min,SDSＧPAGE电泳,蛋白转移至 PVDF膜,５％脱脂奶

粉常温封闭２h,TBST 洗涤１０min×３次,分别加入一抗

βＧactin (１∶１０００)、ERα (１∶１０００)、CyclinD１ (１∶１
０００)和CDK６ (１∶１０００)４ ℃摇床孵育过夜,TBST洗涤

１０min×３次,加入二抗 (１∶５０００)常温孵育１h,TBST
洗涤１０min×３次,ECL化学发光显影,以βＧactin作为内

参,条带灰度值分析 ERα、CyclinD１和 CDK６的蛋白表达

水平.

１􀆰３􀆰６　Luciferase检测 miRＧ２６b与 ERα３′UTR 的相互作

用:PUBMED数据库查询 ERαmRNA３′UTR 序列,由宝

生物工程 (大连)有限公司合成包含 miRＧ２６b结合位点的

ERαmRNA３′UTR 和结合位点突变的 ERαmRNAＧmutant
３′UTR,构建pLUCＧERα３′UTR质粒.HEK２９３接种至９６
孔板,待细胞融合至７０％,将稀释好的pLUCＧERα３′UTR
质粒、pRLＧTK质粒、miRＧ２６bmimic和lipo２０００吹打混匀

加入细胞中,转染４８h后避光检测萤火虫荧光素酶和海肾

荧光素酶的活性,并计算其比值.

１􀆰４　统计学分析:应用SPSS２２􀆰０软件进行分析,实验数

据,实验数据符合正态分布的以x ±s表示,多组间比较采

用单因素方差分析,不符合正态分布的多组间比较采用非参

检验.P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　miRＧ２６b转染效率:miRＧ２６b转染 HOＧ８９１０细胞 ７２
h,RealＧtimePCR检测 HOＧ８９１０细胞中 miRＧ２６b的表达水

平,与 NC 组 (１􀆰０９±０􀆰１５) 比 较,miRＧ２６b mimic 组

(３􀆰２５±０􀆰９１)表达水平升高,差异有统计学意义 (P＜
０􀆰０１),表明hsaＧmiRＧ２６b过表达成功建立.

２􀆰２　过表达 miRＧ２６b对 HOＧ８９１０细胞活性的影响:CCKＧ８
检测转染 miRＧ２６bmimics的 HOＧ８９１０细胞在２４h、４８h和

７２h这３个时间段４５０nm 处吸光度,与control组相比,

miRＧ２６bmimic组 OD 值均显著降低 (２４h:P＜０􀆰０１、４８
h:P＜０􀆰０１、７２h:P＜０􀆰０１);mimicNC组 OD值无明显

变化 (２４h:P＞０􀆰０５、４８h:P＞０􀆰０５、７２h:P＞０􀆰０５);
结果表明过表达 miRＧ２６b可显著降低 HOＧ８９１０细胞增殖活

性 (表２).

表２　CCK８检测HOＧ８９１０细胞活性 (％,x±s)

　　组别 ２４h ４８h ７２h

control组 １００ １８９􀆰８６±２０􀆰５９ ２３０􀆰０８±２３􀆰６３

miRＧ２６bmimic组 ５５􀆰８２±８􀆰７９∗ １１８􀆰３４±１０􀆰５７∗ １３６􀆰８９±１９􀆰２７∗

mimicNC组 １０２􀆰９１±９􀆰６９ １８４􀆰１７±１３􀆰４５ ２１０􀆰３７±３２􀆰３３

　　注:与control组比较,∗P＜０􀆰０１.

２􀆰３　过表达 miRＧ２６b对HOＧ８９１０细胞周期的影响:流式细

胞术检测过表达 miRＧ２６b后 HOＧ８９１０的细胞周期变化,与

control组比较,miRＧ２６bmimic组 G０/G１期细胞比例增加

(P＜０􀆰０１)、S期 (P＜０􀆰０１)和 G２/M 细胞比例减少,差

异有统计学意义 (P＜０􀆰０５):mimicNC组表明 G０/G１期、

S期和 G２/M 细胞比例无显著变化,差异无统计学意义 (P
＞０􀆰０５);结果表明过表达 miRＧ２６b可使 HOＧ８９１０细胞滞留
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在 G１期以延缓细胞周期 (表３).

表３　细胞周期分布 (％,x±s)

组别 G０/G１ S G２/M 增殖指数

control组 ４０􀆰６９±２􀆰２８ ３５􀆰６９±１􀆰８１ ２３􀆰６１±０􀆰４７ ５９􀆰３１±２􀆰２８

miRＧ２６bmimic组 ５８􀆰８８±２􀆰７３∗２２􀆰０５±２􀆰２２∗１９􀆰０７±１􀆰２１＃ ４１􀆰１２±２􀆰７３∗

MimicNC组 ４１􀆰５４±２􀆰５２ ３４􀆰１７±１􀆰７６ ２４􀆰２９±０􀆰７９ ５８􀆰４６±２􀆰５２

　　注:与control组比较,∗P＜０􀆰０１,＃P＜０􀆰０５.

２􀆰４　过表达 miRＧ２６b对ERα基因和蛋白表达水平的影响:
与control组比较,miRＧ２６bmimic组 ERαmRNA 表达水平

约降低至空白组的６０％ (P＜０􀆰０１),ERα蛋白表达水平约

降低 至 空 白 组 的 ５５％ (P ＜０􀆰０１);mimic NC 组 ERα
mRNA和蛋白的表达水平无显著变化 (P＞０􀆰０５);过表达

miRＧ２６b可在转录水平抑制 HOＧ８９１０的 ERα表达 (表４).
与control组比较,miRＧ２６bmimic组 CyclinD１和 CDK６蛋

白表达水平分别约降低３６％和３４％ (P＜０􀆰０５);mimicNC
组的CyclinD１和CDK６表达水平差异无统计学意义 (P＞
０􀆰０５),结果表明过表达 miRＧ２６b可抑制 HOＧ８９１０的 Cyclin
D１和CDK６蛋白表达 (表４).

表４　ERαmRNA、ERα蛋白、CyclinD１和CDK６
表达水平表达水平

组别 ERαmRNA ERα蛋白 CyclinD１ CDK６

control组 １􀆰０４±０􀆰３ ０􀆰８５±０􀆰０３ ０􀆰８１±０􀆰０８ ０􀆰６５±０􀆰０４

miRＧ２６bmimic组 ０􀆰６２±０􀆰０６∗０􀆰５３±０􀆰０２∗ ０􀆰５５±０􀆰０９＃ ０􀆰４２±０􀆰０２＃

mimicNC组 ０􀆰９６±０􀆰１５ ０􀆰７９±０􀆰０５ ０􀆰８６±０􀆰０５ ０􀆰６９±０􀆰０３

　　注:与control组比较,∗P＜０􀆰０１,＃P＜０􀆰０５.

２􀆰５　Luciferase检测 miRＧ２６b与 ERα３′UTR 的相互作用:

miRＧ２６bmimicＧWT 荧光素酶活 性 相 对 值 为 ０􀆰４４±０􀆰０２,

miRＧ２６bmimicＧmut荧光素酶活性相对值为１􀆰００±０􀆰０５.而

对照 组 中 mimic NCＧWT 荧 光 素 酶 活 性 相 对 值 为 １􀆰００,

mimicNCＧmut荧光素酶活性相对值为１􀆰０２±０􀆰０４.与对照

组比较,发现 miRＧ２６bmimic共转染显著下调 ERα３′UTRＧ
WT的荧光活性 (P＜０􀆰０５),而对 ERα３′UTRＧmut荧光活

性无 明 显 作 用 (P＞０􀆰０５);表 明 hsaＧmiRＧ２６b对 ERα３′
UTR具显著抑制作用,其作用靶点是ERα.

３　讨论

miRNA是１９Ｇ２５个核苷酸的非编码单链 RNA,通过碱

基互补配与靶基因３′非翻译区结合,引导下游靶基因表达沉

默发挥调控作用[６].miRNA 不仅与细胞的发育和代谢等相

关,而且与肿瘤关系密切,参与细胞周期、增殖和肿瘤耐药

等功能[７].研究表明 miRＧ２６b在卵巢癌组织中低表达,且

其表达随临床分期和病理分级的进展而逐渐降低,与卵巢癌

患者生存率相关,可作为卵巢癌病情演变及预后的参考指

标[４].本研究结果显示,过表达 miRＧ２６b可对卵巢癌 HOＧ
８９１０细胞系起到抑制作用,诱导细胞 G０/G１ 周期阻滞,从

而抑制 HOＧ８９１０细胞增殖,这与其他研究在观点上是保持

一致的.

恶性肿瘤细胞的失控性无限性分裂增殖是生物学特征之

一,CCKＧ８结果显示过表达 miRＧ２６b后 HOＧ８９１０细胞增殖

活性显著降低,流式细胞术分析其为 G１期阻滞.细胞周期

受到细 胞 周 期 蛋 白 (Cyclin)和 细 胞 周 期 蛋 白 依 赖 激 酶

(Cyclindependentkinase,CDK)的精密调控[８],G１期能否

通过 G１/S检查点进入S期,主要由 G１期的调节蛋白决定,
包括CyclinD１、CDK４/６等;CyclinD１在 G１的早期表达,
是细胞周期的启动因子和关键步骤,其表达水平与黏液性卵

巢癌的恶性程度呈正相关[９],有丝分裂信号刺激 CyclinD１
表达增高并结合CDK４/６转运入细胞核,调控下游通路从而

介导 G１期导S期的转换[１０];WesternBlot结果显示过表达

miRＧ２６b后 CyclinD１和 CDK６表达水平显著降低,该结果

可以推断过表达 miRＧ２６b降低 HOＧ８９１０细胞CyclinD１的表

达水平导致细胞 G１期阻滞,进而影响 HOＧ８９１０细胞周期.
雌激素作为卵巢主要的类固醇产物,其与受体结合可影

响肿瘤细胞的生长和转移等过程[１１].ERα在恶性肿瘤中高

表达并且与卵巢癌的发生发展和预后密切相关[１２],提示 ER
选择性抑制剂可能是防治的可行途径之一.生物信息学预测

显示 miRＧ２６b与 ERα存在调控关系,过表达 miRＧ２６b后

ERα的表达出现显著性下调,进而导致卵巢癌 HO８９１０细

胞增殖率下降,为进一步证明 miRＧ２６b和 ERα的相互作用,
双荧光素酶报告基因检测显示 miRＧ２６b与 ERα３′UTRＧWT
结合后荧光素酶比值显著减低,表明 miRＧ２６b可能是调节

ER的上游分子之一,而且其调控作用是直接的.综上所

述,miRＧ２６b可通过靶向调节 ERα的表达,可进一步参与

卵巢癌 HO８９１０细胞的增殖过程.
本研究结果显示hsaＧmiRＧ２６b与 ERαmRNA 的３′UTR

靶向结合,在转录水平负向调控 ERα的表达,下调 Cyclin
D１和CDK６的表达水平,诱导 HOＧ８９１０细胞 G０/G１ 周期

阻滞从而降低细胞增殖水平,miRＧ２６b靶向调控 ERα可能

是卵巢癌的发生发展的分子机制之一,为寻找卵巢癌治疗新

靶点提供参考.
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节截肢也可能伤口无法愈合,无论是心理上,还是身体上,
都无法接受再次麻醉和手术.我们决定了,相信医生,就按

照保守治疗,继续换药,清理死腔,抗感染治疗.能愈合就

愈合,如果愈合不了,发生感染或者并发危及生命的并发

症,我们不怪医生,请医生理解并接受我们作为患者及家属

的诉求.”作为医生,尊重患者的选择是法律赋予患者的权

利,接下来我们坚持使用负压冲洗,换药,抗感染,加强营

养等各种治疗方案.患者每次换药都强忍着剧痛,但始终积

极配合,３个子女轮流床边照护,用亲情鼓舞着患者.功夫

不负有心人,在长达７个月的时间里,伤口一天天好起来,
最后竟然完全疤痕愈合.见图３.

图３　术后残端愈合

随访１年时间,患者已经能依靠拐杖独立行走和生活.
一家人都觉得当时的选择与坚持是正确的,虽然带点残疾,
但能活在当下,仍是一件幸福的事情.

２　讨论

２０１９年中国残疾人事业发展统计公报中,我国目前肢

体残疾人５５３􀆰６万.许多患者在接受截肢手术前会面临各方

面的选择和压力,产生严重的负面情绪,包括悲观,严重焦

虑,甚至绝望自杀.帮助患者消除负面情绪影响,冷静地接

受截肢方案,树立战胜疾病的强大心理,是医务人员必须做

的围手术期工作.
在本例中,我们采用了 Belkin提出的危机干预３种模

式:平衡模式,认知模式和心理社会转变模式[６].平衡模式

适合早期干预,注重早期的心理情绪稳定.因为患者起初不

愿意接受截肢方案,最初的心理状态是先治疗看看,要是死

得快,倒也能接受.但后来的疾病发展没有按照预期发展,
反而出现了疾病的胶着和慢性迁延,特别是慢性的肢体疼痛

让患者无法忍受,不能不冷静地接受截肢方案.在这个阶

段,我们采用了耐心的倾听,尊重患者的选择,引导患者以

平静的心理状态接受最佳治疗方案.认知模式适用于危机稳

定后,认为当事人产生错误或歪曲的认知,需要校正其错误

的思维方式.为了让患者接受截肢后意味着重生和生活的不

依赖,我们请患者和家属一起观看６９岁无腿老人夏伯渝攀

登珠穆朗玛峰的视频.其强大的意志力和科技力量带给患者

强烈的震撼和鼓舞.心理社会转变模式强调利用当事人内部

和外部的所有社会资源,帮助其提高对危机事件的应对能

力.患者担心截肢术后瘫痪在床,无人照看,连累儿女.我

们鼓励患者家属反复给患者强调,一定照顾好老人家的日常

生活,并不离不弃地陪伴.手术后发生的长达７个月的伤口

感染,患者女儿长达２００多个日日夜夜的病房陪伴也证明了

家属的力量.
在本例患者的长时间住院中,患者及家属有短时的对医

务人员的不信任,指责等,但我们始终保持对患者高度的责

任感和治疗优先、生命权高于一切的原则,运用社会控制理

论,挖掘＂ 社会Ｇ心理Ｇ生理＂ 资源,推动＂ 医患信任危机干

预＂ 转向＂ 和谐医患关系建设＂,为患者的完全康复进行良

好的心理支持,也取得了良好的医患互动.
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