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miR-195-5p靶向FGF2抑制子宫内膜癌HEC-1B细胞恶性生物学行为
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[摘 要] 目的：探讨miR-195-5p通过靶向FGF2抑制子宫内膜癌HEC-1B细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移的分子机制。方法：
HEC-1B细胞培养与转染完成后分为4组：HEC-1B组、miR-195-5p mimic组、pLV-FGF2组和miR-195-5p+FGF2组。qRT-PCR检测

细胞miR-195-5p和FGF2 mRNA水平，荧光素酶实验验证miR-195-5p与FGF2的靶向关系，Western blotting检测FGF2表达水平，

CCK-8法检测HEC-1B细胞增殖水平，流式细胞术检测HEC-1B细胞凋亡率，Transwell实验检测HEC-1B细胞侵袭能力，划痕实

验检测HEC-1B细胞迁移能力。结果：与HEC-1B组相比，miR-195-5p mimic组miR-195-5p表达升高、FGF2 mRNA水平下降

(均P< 0.01)；miR-195-5p可直接靶向FGF2。与HEC-1B组相比，miR-195-5p mimic组FGF2的蛋白表达 水平下降，pLV- FGF2组

FGF2的蛋白水平明显上升，且miR-195-5p+FGF2组FGF2的蛋白表达水平低于pLV- FGF2组(均P< 0.01)。miR-195-5p mimic组

细胞增殖水平低于HEC-1B组，pLV-FGF2组细胞增殖水平高于HEC-1B组(均P< 0.01)。与HEC-1B组相比，miR-195-5p mimic组

细胞凋亡率增加，pLV- FGF2组细胞凋亡率降低，且miR-195-5p+ FGF2组细胞凋亡率高于pLV- FGF2组(均P< 0.01)。与HEC-1B

组相比，miR-195-5p mimic组每个视野下的侵袭细胞数和划痕愈合率下降，pLV- FGF2组每个视野下的侵袭细胞数和划痕愈合率

上升，且miR-195-5p+FGF2组每个视野下的侵袭细胞数和划痕愈合率低于pLV- FGF2组(均P<0.01)。结论: miR-195-5p通过靶

向FGF2抑制子宫内膜癌HEC-1B细胞的增殖、侵袭和迁移并促进细胞凋亡，其作为子宫内膜癌的治疗靶点。

[关键词] 子宫内膜癌；HEC-1B细胞；miR-195-5p；增殖；凋亡；侵袭；迁移

[中图分类号] R392.11；R737.33 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2018）09-0884-07

MiR-195-5p targeting FGF2 inhibits malignant biological behaviors of endometri-
al carcinoma HEC-1B cells
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University, Jining 272067, Shandong, China)

[Abstract] Objective: To explore the molecular mechanism of miR-195-5p targeting FGF2 to inhibit the proliferation, apoptosis, inva-

sion and migration of endometrial cancer HEC-1B cells. Methods: After culture and transfection, HEC-1B cells were divided into 4

groups: HEC-1B group, miR-195-5p mimic group, pLV-FGF2 group and miR-195-5p+FGF2 group. The expressions of miR-195-5p

and mRNA levels of FGF2 were detected by qRT-PCR. The targeted relationship of miR-195-5p and FGF2 was verified by luciferase

assay. The protein expression of FGF2 was examined by Western blotting; Proliferation of HEC-1B cells was measured by CCK-8;

Apoptosis was tested by flow cytometry; HEC-1B cell invasion was detected by transwell, and migration was measured by scratch as-

say. Results: Compared with HEC-1B group, the expression of miR-195-5p in miR-195-5p mimic group was elevated while FGF2

mRNA level was declined (all P<0.01). Luciferase assay indicated that FGF2 was a target of miR-195-5p. Compared with HEC-1B

group, the protein level of FGF2 in miR-195-5p mimic group was decreased, and the protein levels of FGF2 in pLV-FGF2 group were

enhanced (P<0.01). The protein levels of FGF2 in miR-195-5p+FGF2 group were lower than that in pLV-FGF2 group (all P<0.01). The

proliferation in miR-195-5p mimic group was lower than HEC-1B group (P<0.01), while the proliferation in pLV-FGF2 group was

higher than that in HEC-1B group (all P<0.01). Compared with HEC-1B group, apoptosis in miR-195-5p mimic group was increased,

and apoptosis in pLV-FGF2 group was decreased (P<0.01); moreover, apoptosis in miR-195-5p+FGF2 group was higher than that in

pLV-FGF2 group (P<0.01). Compared with HEC-1B group, the number of invasive cells per field and the rate of wound healing in miR-

195-5p mimic group were decreased, while those in pLV-FGF2 group was enhanced (P<0.01); moreover, the number of invasive cells

per field and the rate of wound healing in miR-195-5p+FGF2 group was lower than those in pLV-FGF2 group (all P<0.01). Conclu-

sion: miR-195-5p inhibits proliferation, invasion and migration and promotes apoptosis of endometrial cancer HEC-1B cells by target-
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ing FGF2, and could be used as a treatment target of endometrial cancer.
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子宫内膜癌是世界上第六大常见癌症，也是继

宫颈癌之后的全球第二大妇科癌症，每年约有7.4万

名女性死于宫内膜癌[1-3]。MicroRNAs是一类长度约

为22个核苷酸的非编码RNA，涉及基因转录后调控，

在细胞生物学过程中起着重要作用。研究[4]表明，

microRNAs的异常表达与包括癌症在内的各种疾病

密切相关，其在癌症的发生发展进程及抗药性方面

发挥着重要作用。大量数据[5-6]显示，子宫内膜癌中

存在着大量异常表达的microRNAs，这些microRNAs

与细胞增殖、凋亡、侵袭和转移存在密切联系。有研

究[7-10]显示，miR-195-5p在子宫内膜癌中低表达，在前

列腺癌、甲状腺癌及膀胱癌等癌症发挥着重要的调

控作用。本研究旨在观察 miR-195-5p 通过靶向

FGF2对子宫内膜癌HEC-1B细胞增殖、凋亡、侵袭和

迁移的影响及其分子作用机制，为子宫内膜癌的靶

向治疗提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

子宫内膜癌细胞系HEC-1B购自美国典型培养

物 保 藏 中 心 (American Type Culture Collection,

ATCC)。DMEM培养基、胎牛血清及转染试剂 turbo-

Fect transfection regent购自赛默飞世尔科技公司，增

强miR-195-5p 表达的特异性序列miR-195-5p mimic

及其阴性对照非特异性序列NC、FGF2慢病毒表达载

体pLV- FGF2以及含野生型和突变型FGF2序列的荧

光素酶报告基因质粒由上海吉玛制药技术有限公司

提供，总RNA提取试剂盒TRIzol reagent 及其反转

录试剂盒 PrimeScript® RT reagent Kit、microRNA

提取试剂盒 RNAiso for Small RNA 及其反转录试

剂盒 One Step PrimeScript® miRNA cDNA Synthe-

sis Kit 和定量 PCR 试剂盒 SYBR Premix Ex TaqTM

购自大连TaKaRa公司，荧光素酶检测试剂盒来源于

Promega公司，Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试

剂盒购自 Solarbio 公司，Transwell 小室及人工基

底膜购自美国 BD 公司，抗成纤维细胞生长因子2

(fibroblast growth factor 2, FGF2)抗体购自英国 Ab-

cam公司。

1.2 细胞培养与转染

HEC-1B细胞于含 10%胎牛血清和 1%青-链霉

素的DMEM培养基中，并置于37 ℃、5% CO2的恒温

培养箱中培养。当细胞汇合度 70%~80%时进行传

代。HEC-1B细胞分为 4组：HEC-1B组、miR-195-5p

mimic组、pLV- FGF2组和miR-195-5p+ FGF2组。为

了提高miR-195-5p和FGF2表达，按照转染试剂 tur-

bofect transfection regent说明书将miR-195-5p mimic

(5’- UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC -3’)及 pLV-

FGF2分别转入HEC-1B细胞中。

1.3 qRT-PCR检测miR-195-5p和FGF2 mRNA表达

水平

细胞转染前及转染mimic-NC、miR-195-5p mim-

ic 后检测 miR-195-5p 和 FGF2mRNA 表达水平。运

用RNA提取试剂盒提取RNA后进行反转录。根据

SYBR Premix Ex TaqTM说明书进行 qRT-PCR，其引物

序列如下：miR-195-5p上游引物为 5’-GATAGCAG-

CACAGAAATATTGGC-3’，下游引物为 5’-CAGT-

GCGTGTCGTGGAGT-3’；FGF2 上游引物为 5’-

AGAAGAGCGACCCTCACATCA-3’、下游引物为

5’- CGGTTAGCACACACTCCTTTG-3’。 用 公 式

2-ΔΔCt计算miR-195-5p和FGF2 mRNA表达水平。实

验重复3次。

1.4 荧光素酶实验验证miR-195-5p与 FGF2的靶向

作用关系

按照转染试剂 turbofect transfection regent 说明

书将 FGF2野生型或突变型的荧光素酶报告基因质

粒载体单独转入细胞中，或同时添加miR-138 mimic

转入细胞，培养 48 h后移去培养液。加入 PBS洗涤

细胞，弃去洗涤液，在孔中加入细胞裂解液将细胞裂

解。室温下振荡器上振荡 5~10 min，移入离心管中

3 000×g离心5 min，取上清进行发光测定。按照试剂

盒说明书和仪器操作说明对待测样品进行发光值测

定。实验重复3次。

1.5 Western blotting检测转染前后HEC-1B细胞中

FGF2的表达

用PBS将待测细胞清洗3次，加入含蛋白酶抑制

剂的细胞裂解液提取总蛋白，100 ℃变性 5 min。等

量蛋白进行SDS-PAGE分离并转至PVDF膜。经5%

的BSA封闭 1 h后加入抗 FGF2的一抗，4 ℃过夜孵

育。再加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育

1.5 h。加入发光液后于凝胶成像仪进行曝光拍照，

并统计灰度值计算相对表达量。实验重复3次。

1.6 CCK-8法检测HEC-1B细胞增殖率

首先将各组待测细胞用稀释到10%的CCK-8溶

液制成1×106个/ml的细胞悬液，然后在37 ℃恒温培

养箱中培养4 h，最后检测450 nm处光密度（D）值，计

算细胞增殖倍数，绘制生长曲线。实验重复3次。
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1.7 流式细胞术检测HEC-1B细胞凋亡率

收集各组待测细胞，经 PBS 洗涤后用 Binding

buffer 将细胞制成 1×106个/ml 的悬液。然后加入

Annexin V-FITC，混匀，室温下避光孵育 10 min。再

加入PI，室温下避光孵育5 min，流式细胞仪对染色的

细胞进行检测。实验重复3次。

1.8 Transwell实验检测HEC-1B细胞侵袭能力

首先各组待测细胞悬浮于无胎牛血清的DMEM

培养基中，细胞密度为 1×106 个/ml。然后在 Tran-

swell的下室中加入含 20%胎牛血清的DMEM培养

基，在铺有人工基底膜的Transwell的上室中加入上

述细胞悬液。37 ℃培养24 h后，用0.5%的结晶紫对

上室底部细胞进行染色，并用棉签除去上室内侧的

细胞，显微镜下观察并统计细胞数量。

1.9 划痕实验检测HEC-1B细胞细胞迁移能力

将各组待测细胞制成细胞密度为1×106个/ml的

细胞悬液加入到 6孔板中，过夜培养至形成单层细

胞。在单层细胞上用 10 μl的枪头划横线，用PBS洗

去因划线而脱落的细胞，显微镜下拍照记录划痕宽

度，继续培养 24 h后，显微镜下拍照记录划痕宽度，

计算划痕愈合率(%)=(初始划痕宽度-培养 24 h后划

痕宽度)/初始划痕宽度×100%。

1.10 统计学处理

采用 SPSS 25.0 统计学软件和 GraphPad Prism

5.0作图软件，数据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t检

验；多组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 转染miR-195-5p mimic可提高或降低HEC-1B

细胞miR-195-5p和FGF2 mRNA表达水平

qRT-PCR 检测结果（图 1）显示，子宫内膜癌

HEC-1B 细胞转染 miR-195-5p mimic 后 miR-195-5p

mimic 组 miR - 195 - 5p 表达明显高于 HEC-1B 组，

FGF2 mRNA水平低于HEC-1B组(均P<0.01)。

**P< 0.01 vs HEC-1B group

图1 转染miR-195-5p mimic对HEC-1B细胞miR-195-5p（（A））和FGF2 mRNA（（B））表达水平的影响

Fig. 1 Effect of miR-195-5p mimic transfection on the mRNA expressions of miR-195-5p（（A））and FGF2（（B））

2.2 miR-195-5p直接靶向作用于FGF2

荧光素酶实验进一步验证结果（图2）显示，转染

野生型和突变型FGF2序列质粒的细胞中荧光素酶

活性无明显差异（P> 0.05）;转染miR-195-5p mimic和

野生型FGF2序列质粒与单独转染野生型FGF2序列

质粒比较，荧光素酶活性明显下降 (P<0.01)；转染

miR-195-5p mimic和突变型FGF2序列质粒与单独

转染突变型FGF2序列质粒相比，荧光素酶活性无明

显变化（P>0.05）。上述结果表明miR-195-5p直接靶

向作用于FGF2。

2.3 miR-195-5p 负向调控 HEC-1B 细胞 FGF2 蛋白

的表达水平

Western blotting 实验检测结果（图 3）显示，与

HEC-1B 组相比，miR-195-5p mimic 组 FGF2 的蛋白

表达水平下降，pLV-FGF2组的FGF2蛋白水平上升，

miR-195-5p + FGF2 组 FGF2 的蛋白水平低于 pLV-

FGF2组(均P<0.01)，表明miR-195-5p负向调控FGF2

表达。

2.4 miR-195-5p 靶向 FGF2 明显降低 HEC-1B 细胞

增殖水平

CCK-8法检测结果（图 4）显示，与HEC-1B组相

比，miR-195-5p mimic组细胞增殖率较HEC-1B组明

显降低，pLV-FGF2组细胞增殖水平升高，且miR-195-

5p+FGF2 组细胞增殖水平低于 pLV-FGF2 组(均 P<

0.01)，表明miR-195-5p靶向FGF2可降低子宫内膜癌

HEC-1B细胞增殖水平。
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**P<0.01 vs FGF2 WT group

图2 miR-195-5p与FGF2的靶向关系

Fig. 2 Target relationship between miR-195-5p and FGF2

**P<0.01 vs HEC-1B group, ΔΔP<0.01 vs pLV-FGF2 group

图3 miR-195-5p对HEC-1B细胞FGF2蛋白表达水平影响

Fig. 3 Effect of miR-195-5p on the expression level of FGF2

protein in HEC-1B cells

**P<0.01 vs HEC-1B group, ΔΔP<0.01 vs pLV-FGF2 group

图4 miR-195-5p靶向FGF2对HEC-1B细胞增殖率的影响

Fig. 4 Effect of miR-195-5p targeting FGF2 on proliferation

of HEC-1B cells

2.5 miR-195-5p 靶向 FGF2 明显促进 HEC-1B细胞

凋亡

流式细胞术检测结果（图 5）显示，与HEC-1B组

相比，miR-195-5p mimic组HEC-1B细胞凋亡率明显

增加，pLV-FGF2组HEC-1B细胞凋亡率明显降低，且

miR-195-5p+FGF2组细胞凋亡率明显高于pLV-FGF2

组(均 P< 0.01)。表明miR-195-5p靶向 FGF2可促进

子宫内膜癌HEC-1B细胞凋亡。

2.6 miR-195-5p 靶向 FGF2 可降低 HEC-1B 细胞侵

袭能力

Transwell 实验检测结果（图 6 可知，与 HEC-1B

组相比，miR-195-5p mimic组每个视野下的侵袭细胞

数明显下降，pLV-FGF2组每个视野下的侵袭细胞数

明显上升，且miR-195-5p+FGF2组每个视野下的侵

袭细胞数明显少于 pLV-FGF2 组(均 P<0.01)。表明

miR-195-5p靶向FGF2可降低子宫内膜癌HEC-1B细

胞侵袭能力。

**P<0.01 vs HEC-1B group, ΔΔP<0.01 vs pLV-FGF2 group

图5 miR-195-5p靶向FGF2对HEC-1B细胞凋亡的影响

Fig. 5 Effect of miR-195-5p targeting FGF2 on the apoptosis of HEC-1B cells
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**P<0.01 vs HEC-1B group, ΔΔP<0.01 vs pLV-FGF2 group

图6 miR-195-5p靶向FGF2对HEC-1B细胞侵袭能力的影响（（×200））

Fig. 6 Effect of miR-195-5p targeting FGF2 on invasion ability of HEC-1B cells（（×200））

2.7 miR-195-5p靶向FGF2对子宫内膜癌HEC-1B细

胞迁移的影响

为分析 miR-195-5p 靶向 FGF2 对子宫内膜癌

HEC-1B细胞迁移的影响，利用划痕实验检测细胞迁

移。图7显示，与HEC-1B组相比，miR-195-5p mimic

组划痕愈合率降低，pLV-FGF2组划痕愈合率上升(P

< 0.01)。miR-195-5p+FGF2组划痕愈合率低于 pLV-

FGF2组(P< 0.01)。上述结果表明，miR-195-5p靶向

FGF2可减弱子宫内膜癌HEC-1B细胞迁移。

**P<0.01 vs HEC-1B group, ΔΔP<0.01 vs pLV-FGF2 group

图7 miR-195-5p靶向FGF2对子宫内膜癌HEC-1B细胞迁移的影响

Fig. 7 Effect of miR-195-5p targeting FGF2 on migration of endometrial carcinoma HEC-1B cells

3 讨 论

目前对早期子宫内膜癌的治疗方法主要是手术

切除，但手术治疗存在各种副作用包括不孕、、停经、

下肢淋巴水肿及性功能障碍，严重影响患者的生活

质量[11-12]。对于转移性和复发性子宫内膜癌则无法

采用手术切除，需要进行药物治疗。但目前的抗肿

瘤药物存在比较大的毒副作用。随着分子生物学的

发展，分子靶向治疗受到了越来越多的关注，其中

microRNAs具有成为治疗靶点的潜能[13-15]。

细胞增殖不受控是癌细胞的常见特征，大量数

据表明 miR-195-5p 可调节癌细胞增殖。 ZHANG

等[16]研究发现，miR-195-5p可靶向HMGA1降低前列

腺癌细胞增殖能力。也有研究[17-19]表明，在乳腺癌细

胞中miR-195-5p可通过调节 IRS1抑制细胞增殖；在

宫颈癌细胞中miR-195-5p可直接靶向 cyclin D1减弱

细胞增殖；miR-195-5p也可通过靶向FGF2抑制结肠

直肠癌细胞增殖。本研究结果显示，在子宫内膜癌

HEC-1B细胞中添加miR-195-5p mimic会降低细胞

增殖率，且会逆转 pLV-FGF2 对细胞增殖的促进作

用，这说明miR-195-5p可通过靶向FGF2减弱子宫内

膜癌HEC-1B细胞增殖。

癌细胞具有抗细胞凋亡的特点，而 miR-195-5p

具有促进癌细胞凋亡的功能。有数据[20]显示，miR-

195-5p可靶向GLUT3促进膀胱癌细胞凋亡。 CHEN

等[21]研究发现，在肾脏上皮肾细胞癌中miR-195-5p

可直接靶向REGγ，增强细胞凋亡。也有研究[22]表明，

miR-195-5p靶向TRIM14，促进口腔鳞状细胞癌细胞

凋亡。本研究结果显示，在子宫内膜癌HEC-1B细胞

中添加miR-195-5p mimic会提高细胞凋亡率，且会减

弱 pLV-FGF2 对细胞凋亡的抑制作用，这表明 miR-

195-5p可通过靶向FGF2促进子宫内膜癌HEC-1B细

胞凋亡。

细胞侵袭能力在癌症转移中起着重要作用，大
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量研究表明miR-195-5p可调控癌细胞的侵袭能力。

有研究[23]显示，在骨肉瘤细胞中，miR-195-5p可负向

调控NKD1表达，降低细胞侵袭。 LUO等[24]研究发

现，在结肠癌细胞中miR-195-5p可直接靶向CDK8，

抑制细胞侵袭。研究[25]显示，miR-195-5p可负向调控

前列腺癌细胞Fra1表达，减弱细胞侵袭。也有研究[26]

发现，miR-195-5p可通过靶向FGF2抑制肝癌细胞侵

袭。本研究结果显示，在子宫内膜癌HEC-1B细胞中

添加miR-195-5p mimic会减弱细胞侵袭，且会抑制

pLV-FGF2对细胞侵袭的促进作用，这说明miR-195-

5p可通过靶向 FGF2降低子宫内膜癌HEC-1B细胞

侵袭。

细胞迁移对癌症进程的发展十分重要，miR-195-

5p 具有调节癌细胞迁移的功能。GUO 等[27]研究发

现，miR-195-5p可靶向HDGF减弱非小细胞肺癌细胞

迁移。miR-195-5p也可靶向结肠直肠癌细胞YAP1，

降低细胞迁移[28]。有研究[29]显示，miR-195-5p 靶向

Notch2可减弱骨肉瘤细胞迁移。也有数据[30]显示，

miR-195-5p可通过靶向 FGF2抑制前列腺癌细胞迁

移。本研究结果显示，在子宫内膜癌HEC-1B细胞中

添加miR-195-5p mimic会减弱细胞迁移，且会抑制

pLV-FGF2对细胞迁移的促进作用，这表明miR-195-

5p 可通过靶向 FGF2 降低子宫内膜癌 HEC-1B 细胞

迁移。

综上所述，在子宫内膜癌 HEC-1B 细胞中，miR-

195-5p可直接靶向作用FGF2，负向调控其表达，减弱

癌细胞增殖、侵袭和迁移，并促进细胞凋亡，从而发

挥抗癌作用，为子宫内膜癌的治疗提供新的靶点。
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