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miR-140靶向抑制PD-L1表达增强宫颈癌HeLa和Caski细胞对奥沙利

铂的敏感性
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[摘 要] 目的：探究miR-140能否通过靶向抑制程序性细胞死亡蛋白-1（programmed death-1, PD-L1）表达增强宫颈癌（cervi-

cal cancer, CC）细胞对奥沙利铂的敏感性。方法：采用qPCR检测miR-140在人正常宫颈细胞、CC细胞株及其奥沙利铂耐药细胞

株中的表达情况；采用miR-140模拟物转染细胞，CCK-8法检测CC正常细胞株及其奥沙利铂耐药细胞株的增殖情况、克隆形成

实验检测细胞的克隆形成率。通过Starbase及TargetScan在线分析软件预测miR-140与PD-L1的靶向结合位点，并通过双荧光素

酶报告基因验证miR-140与PD-L1的靶向结合关系。采用Annexin V FITC/PI双染色法和Wb法分别检测过表达miR-140或同时

过表达PD-L1，且在使用奥沙利铂处理后CC细胞的凋亡、迁移及凋亡相关蛋白的表达情况。建立裸鼠CC移植瘤模型，检测miR-

140加强肿瘤对奥沙利铂处理敏感性的效果。结果：miR-140在奥沙利铂耐药性CC细胞中表达显著下调（P<0.01），过表达miR-

140能够明显上调奥沙利铂耐药CC细胞对奥沙利铂的敏感性（P<0.05），抑制CC细胞的增殖及克隆形成（均P<0.01）。miR-140

与PD-L1 3'-UTR靶向结合并抑制其表达。过表达miR-140显著促进CC细胞的迁移及凋亡（P<0.01），过表达miR-140的同时过

表达PD-L1明显减弱了miR-140对CC细胞迁移的抑制及细胞凋亡的促进作用（均P<0.05）。小鼠异体移植瘤模型验证了miR-

140促进肿瘤对奥沙利铂的敏感性。结论：miR-140通过靶向抑制PD-L1表达增加CC细胞对奥沙利铂的敏感性，上调miR-140

或抑制PD-L1的表达再与奥沙利铂联合处理有可能作为奥沙利铂耐药CC治疗的新策略。
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miR-140 inhibits PD-L1 expression to enhance sensitivity of cervical cancer HeLa
and Caski cells to oxaliplatin

HUANG Chong, LIU Zhihui, LUO Sukun, CAI Xiaonan, SONG Xiaojie(Department of Gynaecology, Wuhan Children’s Hospital Af-

filiated to Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430016, Hubei)

[Abstract] Objective: To investigate whether miR-140 could increase the sensitivity of cervical cancer (CC) to oxaliplatin by down-

regulating the expression of programmed death-1 (PD-L1). Methods: qPCR was used to analyze miR-140 expression in normal human

cervical cells, CC cells and oxaliplatin-resistant CC cells. Cells were transfected with miR-140 mimic, and then, the proliferation of CC

cells and oxaliplatin-resistant CC cells was detected by using CCK-8 assay, and the colony formation rate of CC cells was obtained

by using colony formation assay. Starbase and TargetScan were used to predict the targeted binding site of miR-140 and PD-L1, and the

influence of miR-140 on the expression of PD-L1 was validated by dual luciferase reporter gene assay. Annexin V FITC/PI double stain-

ing and Wb assays were used to detect the effect of over-expression of miR-140 or both over-expression of PD-L1 and miR140 on the

apoptosis, migration and expression of apoptosis-related proteins in CC cells after treatment with oxaliplatin. Moreover, transplantation

tumor of CC cell lines was established in nude mice to assess the effects of miR-140 on enhancing the sensitivity of tumors to oxaliplat-

in. Results: The expression of miR-140 was significantly decreased in oxaliplatin-resistant CC cells (P<0.01). Over-expression of miR-

140 could significantly increase the sensitivity of oxaliplatin-resistant CC cells to oxaliplatin (P<0.05), and inhibit the CC cells prolifer-

ation and colony formation (P<0.01). miR-140 showed targeted binding to PD-L1 3'-UTR and inhibited its expression. Over-expression

of miR-140 significantly promoted CC cell migration and apoptosis (P<0.01). However, co-transfection of PD-L1 counteracts the ef-
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fects of miR-140 on cell metastasis and apoptosis (all P<0.05). In addition, xenograft tumor model in mice also verified that miR-140

could promote the sensitivity of tumors to oxaliplatin. Conclusion: miR-140 increases the sensitivity of CC to oxaliplatin through inhi-

bition of PD-L1 expression. Therefore, up-regulation of miR-140 or down-regulation of PD-L1 in combination with oxaliplatin may be

a novel strategy for the treatment of Oxaliplatin-resistant CC.

[Key words] miR-140; PD-L1; cervical cancer; HeLa cell; Caski cell; oxaliplatin

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(2):159-165. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.02.004]

宫颈癌（cervical cancer，CC）是常见的女性恶性

肿瘤[1]，据统计，全球CC发病率和病死率居高不下，

2012 年宫颈癌患病人数为 444 500，而病死数高达

230 200[2]。目前的治疗手段主要为外科手术、放疗、

化疗或多种方法联合治疗，尽管在一定程度上取得

效果，但是由于肿瘤细胞对辐射的抵抗性增强、对化

疗药物的敏感性降低，导致治疗效果不佳和治疗后

复发。奥沙利铂（oxaliplatin）是治疗CC的一线化疗

药物，通常与其他化疗药物联合使用，然而，由于肿

瘤细胞的耐药性，奥沙利铂的反应率降低。奥沙利

铂耐药是由多种机制引起的，包括对WBSCR22[3]、核

因子 I/B[4]及朊蛋白[5]等蛋白的过表达和参与药物结

合[6]或影响上皮间质转化[7]、细胞周期改变[8]及细胞凋

亡[9]等。然而，导致奥沙利铂耐药发生的分子机制尚

不完全清楚，需要再进一步研究。

PD-L1及其受体 PD-1是一种免疫检查点蛋白，

在抑制T细胞应答中具有一定的作用。PD-1在激活

的免疫细胞中表达上调，肿瘤细胞表达 PD-L1 与

CD8+T细胞PD-1结合，具有较强的抑制作用。已报

道[10-11]，PD-L1的表达与铂类药物的耐药性相关，推测

PD-L1的表达水平是否与CC的化疗敏感性也相关。

miRNA的异常表达与癌症化疗耐药相关，包括

奥沙利铂耐药[12-14]。miR-140是一种抗癌基因，对骨

肉瘤[15]、结肠癌[16]及乳腺癌[17]化疗敏感性至关重要。

然而，miR-140在CC对奥沙利铂的敏感的重要性尚

未被探究。本研究旨在探究miR-140能否通过靶向

抑制PD-L1表达增强CC细胞对奥沙利铂的敏感性，

为奥沙利铂耐药CC的治疗提供新的策略。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人宫颈上皮永生化细胞株H8、人宫颈癌细胞株

HeLa、Caski、SiHa、C-33、ME-180均购自ATCC公司，

pcDNA3.1 载体及 LipofectamineTM 2000 购自 Invitro-

gen公司，双荧光酶报告载体及 luciferase assay kit购

自Promega公司，Anti-PD-L1，Anti-E-cadeherin，Anti-

Vimentin，Anti - Bcl - 2，Anti - Bax，Anti-GAPDH 购自

Abcam 公司，山羊血清购自碧云天公司，miRNeasy

mini kit，miScript Reverse Transcription Kit 及 miS-

cript SYBR Green PCR Kit 购自 Qiagen 公司，CCK-8

Kit购自Dojindo公司，Annexin V-FITC/PI购自BD公

司。6周龄、雌性、体质量 18~22 g的BALB/c裸鼠购

自云南昆明动物研究所动物实验中心[实验动物合格

证号：SYXK（滇）K2013-0013。

1.2 细胞培养与药物处理人宫颈癌细胞株

人宫颈上皮永生化细胞株H8、人宫颈癌细胞株

（HeLa、Caski、SiHa、C - 33、ME-180）培养于含 10%

FBS 及 1% 青霉素/链霉素的 RPIM-1640 培养基中。

使用浓度逐级递增的奥沙利铂处理其中的HeLa及

Caski细胞株从而获得HeLa/OXA及Caski/OXA耐药

细胞株，奥沙利铂处理前将细胞种于 6孔板中，待细

胞密度为 80%时使用 0～80 μmmol/L的奥沙利铂处

理HeLa细胞，使用0～128 μmmol/L的奥沙利铂处理

Caski细胞，直至细胞稳定增殖且无明显死亡，整个诱

导过程持续约10个月，耐药细胞株能稳定传代，显微

镜下观察到与非耐药株有明显形态差别，用于后续

实验。

1.3 双荧光素酶报告基因检测 miR-140 与 PD-L1 表

达调控的关系

miR-140 模拟物（miR-140 mimic）及无关序列

（scramble）由上海吉玛基因生物科技有限公司设计

并合成；野生型及突变型的PD-L1 3'-UTR序列克隆

至 pmir-GLO双荧光素酶报告基因载体中，将野生型

及突变型的 PD-L1 3'-UTR 双荧光素酶载体与 NC、

miR-140 mimic或 scramble使用Lipofectamine 2000TM

脂质体混合，共转染HeLa和Caski细胞，转染 8 h后

裂解细胞，利用双荧光素酶检测试剂盒检测荧光素

酶活性。

1.4 qPCR 检测 miR-140 在正常宫颈细胞株 H8、CC

细胞株及其奥沙利铂耐药细胞株中的表达

使用 miRNA 小提试剂盒提取细胞 miRNA，用

Nanodrop 1000检测RNA的浓度及纯度，采用逆转录

试剂盒将 miRNA 进行逆转录获得 cDNA，SYBR

Green PCR试剂盒进行qPCR反应检测miR-140的表

达水平，miR - 140 引物序列，F：5’- GCCTCAGTG-

GTTTTACCCTA - 3’，R：GTGCAGGGTCCGAGGT，

U6 引物序列，F：5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，

R：5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’。由上海生

工生物工程公司合成。U6作为内参对照，每个样本

设置 3 个重复，以 2-ΔΔCt值表示 miR-140 的相对表达
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量。

1.5 CCK-8法检测miR-140对CC细胞及其奥沙利

铂耐药细胞的增殖能力的影响

将对数生长期的细胞以每孔1×105 个/孔接种于

96孔板中，并设置3个重复，细胞与miR-140 mimic或

scramble共转染，并分别用0、2.5、5、10、20、40、60、80

μmol/L的奥沙利铂处理HeLa及HeLa/OXA细胞24 h，

使用0、2、4、6、8、16、32、64、128 μmol/L的奥沙利铂处

理 Caski 及 Caski / OXA 细胞 24 h，每孔加入 10 μl

CCK-8试剂，37 ℃培养箱孵育 4 h后，用酶标仪测定

波长在450 nm处的光密度（D）值。

1.6 克隆形成实验检测miR-140对CC细胞的克隆

形成能力的影响

将对数生长期的细胞按照每孔 1×104 个/100 μl

接种于 24 孔板，miR-140 mimic 或 scramble 转染细

胞，并用 40 μmol / L 的奥沙利铂处理 HeLa、HeLa /

OXA、Caski及Caski/OXA细胞，48 h后，10%甲醛固

定并用 0.1%的结晶紫室温染色 30 min，将染色液移

弃，双蒸水清洗，将板倒扣在吸水纸上晾干，在荧光

显微镜下观察细胞在5个区域的集落，结果以每个视

野内细胞的平均数量表示。

1.7 流式术检测miR-140对CC细胞及其奥沙利铂

耐药细胞的凋亡的影响

将细胞与miR-140 mimic或 scramble共转染，并

用40 μmol/L的奥沙利铂处理HeLa、HeLa/OXA、Cas-

ki及Caski/OXA细胞，48 h后，使用无EDTA胰酶消

化细胞，使用PBS洗涤，800×g离心5 min，使用500 μl

结合缓冲液重悬，加入 5 μl Annexin V-FITC染色，并

加入 5 μl PI，室温下避光染色 10 min，使用流式细胞

仪进行细胞凋亡的检测。

1.8 Wb法检测miR-140或、PD-L1和奥沙利铂对CC

细胞迁移及凋亡相关蛋白表达的影响

miR-140 mimic或 scramble以及PD-L1过表达载

体转染 CC 细胞，并用 40 μmol/L 的奥沙利铂处理

HeLa、HeLa/OXA、Caski及Caski/OXA细胞，48 h后

收集细胞，使用RIPA裂解细胞，并用BCA测定蛋白

浓度及纯度，10%SDS-PAGE分离蛋白，半干转印法

将蛋白转移到PVDF膜上，在室温下用 5%脱脂牛奶

封闭1 h，加入按比例稀释的一抗（PD-L1，1∶2 000；E-

cadherin，1∶1 000；Vimentin，1∶2 000；Bcl-2，1∶2 000；

Bax，1∶1 000；GAPDH，1:1 000）4 ℃过夜孵育，次日

移弃一抗，加入TBST清洗 3次，加二抗室温孵育 1 h

后，加入ECL化学发光液显色，成像系统进行拍照，

并使用 Image J软件分析靶带的灰度值。

1.9 小鼠异体移植瘤模型构建

实验分为 4组，每组 6只，空白对照组以转染空

载体的HeLa/OXA细胞注射于裸鼠左侧前肢靠近心

脏位置，并于 21 d后通过尾静脉注射等体积的生理

盐水 200 μl；阴性对照组以转染空载体的HeLa/OXA

细胞注射于裸鼠左侧前肢靠近心脏位置，并于 21 d

后通过尾静脉注射等体积的奥沙利铂 200 μl（40

μmol/L）；实验组1转染miR-140的HeLa/OXA细胞注

射于相同部位，并于 21 d后通过尾静脉注射等体积

生理盐水 200 μl；实验组 2以转染miR-140的HeLa/

OXA细胞注射于相同部位，并于 21 d后通过尾静脉

注射等体积奥沙利铂 200 μl（40 μmol/L）。每周用游

标卡尺测量小鼠肿瘤大小，肿瘤体积计算公式：体积

=1/2最长直径×最短直径 2，8周后处死小鼠，称量肿

瘤质量。

1.10 统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，所有数据

均为重复3次实验所得，计量数据以 x̄±s表示，两组间

比较采用 t检验，多组间比较采用单因素ANOVA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 过表达miR-140与CC细胞对奥沙利铂敏感性有关

qPCR法检测结果（图 1A）显示，miR-140在 5种

CC细胞中表达均显著上调（均P<0.01），其中以HeLa

和CaSki细胞表达水平最高，故以此 2种细胞进行后

续实验。此外，对 CC 细胞株 HeLa、HeLa / OXA、

Caski 及 Caski/OXA 进行检测，结果（图 1B）显示，

2 种耐药细胞中 miR-140 表达显著低于敏感细胞

（t=73.79，P<0.01；t=61.52，P<0.01）），结果表明，miR-

140的表达与CC细胞对奥沙利铂的敏感性有关。

2.2 miR-140对CC细胞活力的影响

CCK-8法检测结果（图2A、B）显示，HeLa、HeLa/

OXA和Caski、Caski/OXA细胞 IC50值分别为（14.24±

0.12）、（40.29 ± 0.55）和（20.48 ± 1.10）、（38.59 ± 1.62）

μmol/L。同时发现，转染miR-140 mimic的HeLa或

HeLa/OXA细胞miR-140表达显著上调（t=-79.79，P<

0.01；t=-193.14，P<0.01，图 2C），同样地，转染 miR-

140 mimic的 Caski或 Caski/OXA 细胞 miR-140 表达

显著上调（t=-131.91，P<0.01；t=-173.07，P<0.01，图

2D），表明 miR-140 mimic 转染效率高。转染 miR-

140 mimic 或 scramble 后，CC 细胞分别用 0、2.5、5、

10、20、40、60、80 μmol/L的奥沙利铂处理，CCK-8检

测结果（图2E、F）显示，miR-140 mimic转染后显著抑

制了CC细胞的增殖，显著提高CC细胞对奥沙利铂

的敏感性（均P<0.05）；克隆形成实验结果（图2G、H）

显示，miR-140 mimic转染后，CC细胞的克隆形成能

力受到显著抑制（均P<0.01），表明miR-140能够增加
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CC细胞对奥沙利铂的敏感性。

**P<0.01, vs H8 cells; △△P<0.01, vs HeLa cells; ▲▲P<0.01, vs Caski cells

A,B: Statistical histograms of mRNA

图1 miR-140在人正常宫颈细胞及宫颈癌细胞中的表达水平

Fig.1 Expression level of miR-140 in normal human cervical cells and human cervical carcinoma cell line

2.3 miR-140通过抑制PD-L1的表达显著增加CC细

胞对奥沙利铂的敏感性

使用 Starbase 及 TargetScan 在线分析软件预测

miR-140的下游靶基因（图 3A），进一步采用双荧光

素酶报告基因检测miR-140与 PD-L1的靶向结合关

系，结果（图 3A）显示，miR-140 mimic 及 PD-L1 3'-

UTR野生型及突变型载体共转染后，miR-140 mimic

明显抑制了转染PD-L1 3'-UTR野生型载体的细胞荧

光素酶活性（HeLa：t=32.02，P<0.01；Caski：t=40.01，

P<0.01），表明 miR-140 直接靶向 PD-L1 发挥作用。

采用Annexin V FITC/PI双染方法进一步检测HeLa/

OXA 细胞的凋亡情况，结果（图 3B）显示，过表达

miR-140明显增加了HeLa/OXA细胞的凋亡率；过表

达miR-140同时使用奥沙利铂处理，HeLa/OXA细胞

的凋亡率明显高于单独使用奥沙利铂处理或单独过

表达miR-140组；而在过表达miR-140同时使用奥沙

利铂处理HeLa/OXA细胞中同时过表达PD-L1则在

一定程度上抑制了细胞凋亡（P<0.01）。通过Wb检

测细胞迁移相关蛋白（E-cadherin及Vimentin）及凋亡

相关蛋白（Bcl-2及Bax），结果（图 3C）显示，过表达

miR-140 或同时加入奥沙利铂处理后，Vimentin 及

Bcl-2的表达明显受到抑制，E-cadherin及Bax的表达

则相反；过表达PD-L1则上调了Vimentin及Bcl-2的

表达，E-cadherin及Bax 的表达则相反；同时过表达

miR-140及PD-L1时，减弱miR-140对Vimentin及Bcl-2

的抑制作用和促进E-cadherin及Bax作用（P<0.01），结

果表明，miR-140能够促进HeLa/OXA细胞的凋亡，

增加细胞对奥沙利铂的敏感性，加入PD-L1可抑制此

作用，说明 miR-140 通过调控 PD-L1 的表达介导

HeLa/OXA细胞对奥沙利铂的敏感性。

2.4 裸鼠移植瘤模型验证miR-140调控CC细胞对

奥沙利铂的敏感性

通过构建裸鼠移植瘤模型验证miR-140调控CC

细胞对奥沙利铂的敏感性，结果（图4A）显示，过表达

miR-140能够抑制小鼠肿瘤的生长，而过表达miR-

140同时加入奥沙利铂处理后，小鼠的肿瘤生长受到

显著抑制（P<0.01）。qPCR 检测结果（图 4B）显示，

miR-140+OXA组裸鼠肿瘤组织中miR-140的表达水

平显著高于其他组（P<0.01），miR-140+OXA组裸鼠

肿瘤生长对奥沙利铂最敏感。结果表明，miR-140能

够调控CC细胞对奥沙利铂的敏感性。

3 讨 论

化疗耐药是肿瘤治疗失败的主要原因。尽管大

量的研究数据[12-14]表明，miRNA通过调控与化疗敏感

性及耐药性相关的基因影响肿瘤细胞对化疗的敏感

性，但仍有大量的与化疗敏感性相关的miRNA是未

知的，需要对化疗耐药相关的miRNA及其作用的分

子机制做更多的研究。在本研究中，通过对正常的

人宫颈细胞及CC细胞株中miR-140的表达水平进行

检测发现，miR-140在CC细胞株中表达显著上调，进

一步对CC奥沙利铂耐药细胞中miR-140的表达水平

进行检测，结果显示，miR-140在耐药细胞中的表达

水平显著低于非耐药的CC细胞，结果表明，miR-140

与CC细胞对奥沙利铂的敏感性密切相关。

据报道[18-22]，miR-140在多种实体肿瘤中通过抑制

肿瘤的发生发展进程发挥抗肿瘤的作用；在肺癌中miR-

140通过抑制肺癌细胞的迁移及侵袭发挥作用；在胃癌

中通过靶向抑制YES1基因的表达抑制胃癌细胞的增

殖、迁移及侵袭；miR-140通过调控Smad2的表达及自
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噬抑制结直肠癌干细胞的存活及侵袭能力，miR-140的

低表达不仅能够促进基底样乳腺癌早期癌症干细胞的

形成，且可通过靶向抑制Wnt1表达增加多柔比星对乳

腺癌干细胞的疗效[23]。miR-140在多种肿瘤的化疗敏

感性中发挥作用[16-19]，然而miR-140对CC细胞奥沙利铂

敏感性的调控机制尚不清楚。本研究已证明miR-140

在奥沙利铂耐药的CC细胞中低表达，过表达miR-140

能够显著提高奥沙利铂耐药CC细胞对奥沙利铂的敏

感性，由此可知，miR-140的表达水平与CC细胞的耐药

性呈负相关。

*P<0.05, **P<0.01, vs scramble group or NC group
A , B：Statistical curve of cell viability; C,D：Statistical histograms of mRNA; E,F：Statistical curve of cell viability; G,H：Images of

colony formation and statistical histograms of colony formation count (×100)

图2 miR-140对CC细胞活力的影响

Fig.2 Effect of miR-140 on the viability of CC cells

·· 163



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(2)

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group or NC+DMSO group

A: Schematic diagram of miR-140 binding with PD-L1 and statistical histograms of relative luciferase activity;

B：Images of apoptosis and statistical histograms of apoptosis rate; C: Bands of proteins in Wb image

图3 miR-140通过抑制PD-L1的表达增加宫颈癌细胞对奥沙利铂的敏感性

Fig.3 miR-140 increased the sensitivity of cervical cancer cells to oxaliplatin by inhibiting the expression of PD-L1

*P<0.05, **P<0.01 vs NC + Saline or NC + OXA group

A: Statistical curve of tumor volume; B：statistical histograms of mRNA.

图4 裸鼠移植瘤模型实验验证miR-140调控CC移植瘤对奥沙利铂的敏感性

Fig.4 Nude mice xenograft model experiment validated the regulation effect of miR-140

on sensitivity of CC transplant tumor to oxaliplatin
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大量研究报告[10-11]显示，PD-L1与铂类药物的耐

药性相关，PD-L1作为miR-140的直接靶基因，参与

CC 细胞对奥沙利铂的耐药性调控，本研究证实，

miR-140 显著增加 CC 细胞的凋亡，而同时过表达

PD-L1后miR-140的促凋亡作用显著受到抑制；通过

WB检测凋亡相关蛋白的表达结果也显示过表达PD-

L1后能够显著的抑制CC细胞对奥沙利铂的敏感性，

且能够恢复miR-140对CC细胞对奥沙利铂的敏感性

的调控作用。

综上，miR-140在奥沙利铂耐药性CC细胞中表

达下调，miR-140通过抑制 PD-L1的表达负调控CC

细胞对奥沙利铂的耐药性，并通过miR-140抑制PD-

L1 表达调控 CC 细胞的凋亡，上调 miR-140 或抑制

PD-L1的表达与奥沙利铂联合,有可能成为奥沙利铂

耐药的CC治疗的新策略。
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