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卵巢癌A2780细胞的恶性生物学行为

杜趁香 1，王焱 2，武海英 1（1. 河南省人民医院 妇产科，河南 郑州 450000；2. 河南科技大学 第一附属医院

妇科，河南 洛阳 471003）

[摘 要] 目的：探讨miR-141-3p通过靶向PTEN并调控PI3K/Akt通路对卵巢癌细胞增殖、侵袭和凋亡的影响。方法：收集

2014年4月至2017年10月河南省人民医院妇产科收治的资料完整的28例卵巢癌患者肿瘤组织和相应的癌旁组织，采用qPCR检

测卵巢癌组织和细胞系中miR-141-3p的表达水平，双荧光素酶报告基因实验验证miR-141-3p和PTEN的靶向关系；过表达或敲

降miR-141及PTEN基因后，采用CCK-8、Transwell和Annexin V-FITC/PI双染流式术检测卵巢癌A2780细胞增殖、侵袭和凋亡水

平，WB实验进一步检测miR-141-3p对PTEN-PI3K/Akt信号通路的调控作用。结果：miR-141-3p在卵巢癌组织和细胞系中高表

达（P<0.05或P<0.01）。双荧光素酶报告基因证实miR-141-3p靶向作用于PTEN并下调其表达水平（P<0.01）。与对照组相比，敲

降miR-141-3p后A2780细胞的增殖受到显著抑制（48 h时，0.36±0.04 vs 0.82±0.06，P<0.05）、侵袭能力明显降低[穿膜细胞数

（45.14±7.88）vs（215.32±16.04）个，P<0.01]、细胞凋亡率显著升高[（9.29±0.65）% vs（1.85±0.26）%，P<0.01]。过表达PTEN显

著抑制了A2780细胞中p-Akt的表达（均P<0.01）、抑制细胞增殖和侵袭能力（均P<0.01）而明显促进细胞凋亡（均P<0.01），在过表

达PTEN的同时过表达miR-141-3p或添加 IGF-1后可逆转上述的变化。结论：miR-141-3p能够促进A2780细胞增殖、侵袭和诱

导凋亡，其机制可能与靶向调控PTEN并激活PI3K/Akt通路有关。
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Over-expression of miR-141-3p promotes malignant biological behaviors of ovari-
an cancer A2780 cells by down-regulating PTEN and activating PI3K/Akt signal-
ing pathway
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zhou 450000, Henan, China; 2. Department of Gynecology, First Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology,
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[Abstract] Objective: To explore the effect of miR-141-3p on the proliferation, invasion and apoptosis of ovarian cancer cells via tar-

geting PTEN and regulating PI3K/Akt pathway. Methods: Collecting twenty-eight cases pairs of ovarian cancerovarian cancer patients

with tumor tissues and adjacent tissues were collected from patients, who from April 2014 to October 2017 were treated in the Depart-

ment of Obstetrics and Gynecology. qPCR was applied to detect the expression of miR-141-3p in ovarian cancer tissues and cell lines.

The relationship between miR-141-3p and PTEN was verified by dual-luciferase reporter gene assay. After over-expression or knock-

down of miR-141 and PTEN genes, the cell viability, invasion and apoptosis of ovarian cancer A2780 cells were examined by CCK-8

assay, Transwell assay and Annexin V-FITC/PI double staining flow cytometry assay, respectively. Furthermore, the effect of miR-141-

3p on PTEN-PI3K/Akt signaling pathway was measured by WB. Results: miR-141-3p is was highly expressed in ovarian cancer tis-

sues and cell lines (P<0.05 or P<0.01). The dual luciferase reporter gene assay confirmed that miR-141-3p targets PTEN was a target of

miR-141-3p and downregulates its expression level was down-regulated (P<0.01). Compared with the control group, after knockdown

of miR-141-3p, the proliferation of A2780 cells was significantly inhibited after knockdown of miR-141-3p (at 48 h, 0.36±0.04 vs 0.82±

0.06, P<0.05), and the invasive ability of A2780 cells was significantly reduced (number of transmembrane cells: 215.32 ± 16.04 vs

45.14±7.88, P<0.01), while the apoptotic rate was significantly increased ([1.85±0.26]% vs [9.29±0.65]%, P<0.01). Over-expression of

PTEN significantly inhibited the expression of p-Akt and cell proliferation and invasion in A2780 cells (all P<0.01), inhibited cell pro-
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liferation and invasion (all P<0.01) and significantly promoted apoptosis (all P<0.01). However, simultaneous over-expression of miR-

141-3p or addition of IGF-1 wile over-expressing PTEN can offset the above effects. Conclusion: miR-141-3p facilitates the prolifera-

tion, invasion and decreases apoptosis of A2780 cells. The mechanism may be related to targeted regulation of PTEN and activation of

PI3K/Akt pathway.

[Key words] ovarian cancer; A2780 cell; miR-141-3p; PI3K/Akt pathway; PTEN

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(5): 563-568. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.05.013]

卵巢癌是危害女性健康的恶性肿瘤之一，发病

率仅次于宫颈癌，且病死率和转移率极高。由于卵

巢深居盆腔，体积小，缺乏典型症状，发病早期难以

发现，且临床上缺乏特异性早期诊断方法，70%的患

者被确诊时已经为癌症晚期。MicroRNA（miRNA）

可通过与靶基因的 3’非编码区结合诱导 mRNA 降

解，进而调控肿瘤发生发展进程，扮演抑癌基因或促

癌基因的角色[1-2]。miR-141-3p在多种恶性肿瘤中异

常表达，例如在前列腺癌[3]、乳腺癌[4]、肾细胞癌[5]和宫

颈癌[6]组织中高表达，在结直肠癌[7]、胃癌[8]和非小细

胞肺癌[9]中低表达。此外，PTEN作为抑癌基因，被广

泛报道通过抑制肿瘤细胞增殖、侵袭、迁移和诱导凋

亡进而抑制肿瘤发展进程[10]。为此，本研究探讨

miR-141-3p 是否能够通过靶向 PTEN 并介导 PI3K/

Akt通路调控卵巢癌的发生发展进程。

1 资料与方法

1.1 样本、细胞和主要试剂

收集2014年4月至2017年10月间河南省人民医

院妇产科收治的资料完整的28例卵巢癌患者肿瘤组织

和癌旁组织（距离肿瘤组织≥5 cm），且取出后立即置于

冻存管内液氮中保存。本研究经河南省人民医院伦理

委员会批准，所有研究对象在本研究开始前均签署知

情同意书。人卵巢癌细胞系（A2780、SKOV3、OVCAR-3

和CAOV3）和人卵巢上皮细胞（HOSEpiC）均购自中国

科学院上海生科院细胞资源中心。

DMEM培养基和胎牛血清均购自美国Gibco公

司，RIPA细胞裂解液购自碧云天生物技术有限公司，

TRIzol购自美国 Invitrogen公司，Hiper Fect transfec-

tion Reagent 转染试剂、pGL3-Promoter 质粒和 pRL-

TK质粒以及双荧光素酶报告基因检测试剂盒均购自

美国Promega公司，CCK-8法试剂盒购自武汉华美生

物工程有限公司，Transwell小室购自美国Corning公

司，Annexin-V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒购自美国

eBioscience公司，蛋白提取试剂盒和SDS-PAGE凝胶

快速制备试剂盒均购自美国Bio-Rad公司，免疫印迹

一抗（抗-PTEN、抗p-Akt和抗Akt抗体）和二抗（羊抗

兔 IgG）均购自美国CST公司。

1.2 细胞培养和转染

卵巢癌细胞和人卵巢上皮细胞采用含10%胎牛

血清、青霉素100 U/ml和链霉素100 μg/ml的DMEM

培养液在37 ℃、5%CO2培养箱中常规培养。

取对数生长期的A2780细胞，胰酶消化后利用

DMEM培养基调整密度为 1×105个/ml。然后，将细

胞接种于 6孔板，每孔添加 2 ml细胞悬液，于 37 ℃、

5%CO2培养箱培养 24 h，随后进行miR-141 模拟物/

抑制物和 pcDNA-PTEN转染，其转染方法参考Hiper

Fect transfection Reagent转染试剂说明书，取转染成

功细胞进行后续实验。

1.3 qPCR检测组织和细胞中miR-141-3p的表达水平

按照 TRIzol 说明提取组织和细胞中总 RNA，

NanoDrop 检测 RNA 的浓度及纯度，并反转录制备

cDNA。以U6和GAPDH作为内参，miR-141-3p引物

由上海吉玛基因公司提供。扩增条件：94 ℃变性 30

s、60 ℃退火 30 s、73 ℃延伸 40 s，进行 30 个循环；

72 ℃ 8 min。检测结果采用2-ΔΔCt法进行计算。

1.4 CCK-8法检测A2780细胞增殖活力

收集处于对数生长期的A2780细胞，调整密度为

2×105个/ml，接种于 48孔板，置于 37 ℃、5%CO2培养

箱中常规培养24、48、72和96 h后，于待检测前1 h向

每孔加入 10 μl CCK-8溶液，培养 1~4 h后用酶标仪

测定在450 nm处的光密度（D）值，以D值代表细胞增

殖水平。

1.5 Transwell实验检测A2780细胞侵袭能力

选择转染细胞为实验组，未转染为对照组。4 ℃

条件下将Matrigel胶稀释后，取 100 μl均匀铺于上室

的聚碳酸酯膜表面，37 ℃放置1 h。分别将各处理组

细胞用胰酶消化处理后，取 100 μl（密度为 2×105个/

ml）细胞悬液接种于Transwell的上室内，下室加 250

μl含10%胎牛血清的培养基，37 ℃、5%CO2培养箱中

培养 48 h 后，取出小室，棉签擦去微孔膜上室的细

胞，PBS小心冲洗小室上下面2遍，4%的多聚甲醛固

定侵袭并黏附到小室微孔膜下面的细胞15 min，结晶

紫染色 15 min，PBS冲洗小室，干燥后置于 100倍的

倒置显微镜下观察。

1.6 流式细胞术检测A2780细胞凋亡水平

选取转染组和未转染组A2780细胞并培养至对

数生长期，PBS清洗2次，均匀地混合细胞与500 μl预

冷的1×结合缓冲液，加入5 μl Annexin-V-FITC，室温

避光孵育 15 min，然后在上机前 5 min再加入 2.5 μl
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PI染色，流式细胞仪检测A2780细胞凋亡情况。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-141-3p 和

PTEN的靶向关系

将表达载体pcDNA-PTEN-pre-miR-141-3p与其靶

基因 PTEN验证载体 pmirGLO-miR-141-3p-PTEN 3’

UTR共转染到293T细胞，并设置空质粒载体与miR-141-

3p表达载体共转染对照，按试剂盒说明书小心操作。

并于37 ℃、5%CO2培养箱中培养48 h后，收集细胞。然

后，采用双荧光素酶报告基因检测试剂盒对上述收集

的细胞进行检测。

1.8 WB检测PTEN的表达水平

提取总蛋白后，以 SDS-PAGE 分离蛋白，转膜。

PVFD 膜于 5% 的牛血清蛋白中封闭 1 h，再加入一

抗，4 ℃下过夜。洗膜 3次，每次 5 min，随后加入二

抗，温室中1 h。洗膜3次后，加入发光试剂显影。以

GAPDH为内参，采用 Image J软件分析靶蛋白带的灰

度水平，设置3个重复样本。

1.9 统计学处理

采用SPSS 20.0统计软件，所有实验独立重复3次，

计量资料以 x̄±s表示，两组间的均数比较采用 t检验，多

组间数据比较采用单因素方差分析。GraphPad Prism 7

对实验数据进行相关图片的绘制。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-141-3p在卵巢癌组织和细胞系中高表达

qPCR检测结果显示，miR-141-3p在卵巢癌组织

中的表达水平显著高于癌旁组织（3.43±1.04 vs

2.24±0.88，P<0.01，图 1A）。同时，miR-141-3p在卵

巢癌细胞系中的表达水平显著高于人正常卵巢上皮

细胞（P<0.05或P<0.01，图1B），且在A2780细胞中的

表达水平最高，因此选择该细胞进行后续实验。

**P<0.01 vs Adjacent tissues group; △P<0.05, △△P<0.01 vs HOSEpiC cell group

图1 miR-141-3p在乳腺癌组织和细胞系中的表达水平

Fig. 1 Expression of miR-141-3p in ovarian cancer tissues and cell lines

2.2 敲降miR-141-3p抑制A2780细胞增殖、侵袭和

诱导凋亡

qPCR检测结果显示，相比于对照组，转染miR-

141-3p 抑制物后A2780细胞中miR-141-3p的表达水

平显著降低（P<0.01，图2A）。CCK-8检测结果表明，

敲降 miR-141-3p 可显著抑制 A2780 细胞增殖活力

（48 h 时，0.36±0.04 vs 0.82±0.06，P<0.05，图 2B）。

Transwell 检测结果显示，敲降 miR-141-3p 后 A2780

细胞侵袭能力明显低于对照组[穿膜细胞数（45.14±

7.88）vs（215.32±16.04）个，P<0.01，图2C、E]。流式

细胞仪检测结果进一步表明，敲降miR-141-3p显著

上调了 A2780 细胞凋亡水平 [（9.29 ± 0.65）% vs

（1.85±0.26）%，P<0.01，图2D、F]。

2.3 miR-141-3p靶向负调控PTEN

生物信息学Starbase数据库显示，PTEN是miR-141-

3p的候选靶基因，且miR-141-3p可结合PTEN的3’UTR

（图3A）。双荧光素酶报告基因验证结果证实，过表达

miR-141-3p可以使荧光素酶活性显著下调（P<0.01，图

3B），而共转染miR-141-3p模拟物和靶向位点发生突变

的pmirGLO-PTEN-mut载体，miR-141-3p对荧光素酶活

性的抑制作用丧失。同时，WB检测结果（图3C、D）表

明，敲降miR-141-3p可明显上调PTEN蛋白的表达水平

（2.51±0.13 vs 1.00±0.08，P<0.01）。

2.4 miR-141-3p 通过 PTEN / PI3K / Akt 通路促进

A2780细胞恶性生物学行为

WB检测结果证实（图4A、B），相比于对照组，过表

达PTEN显著抑制了 A2780 细胞中 p-Akt的表达（均

P<0.01）；但同时过表达 miR-141-3p 或添加 IGF-1后，

p-Akt和PTEN的表达水平与对照组差异没有统计学意

义，且Akt蛋白表达水平在各组别中均没有显著变化
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（均P>0.05）。CCK-8和Transwell检测结果共同表明（图

4C、D和F），相比于对照组，过表达PTEN后可明显抑制

A2780细胞增殖和侵袭能力（均P<0.01），但同时过表达

miR-141-3p或添加IGF-1后明显下调了PTEN的抑制效

果（均P<0.01）。流式细胞仪检测结果证实（图4E、G），

过表达PTEN可明显促进A2780细胞凋亡水平（均P<

0.01），但同时过表达miR-141-3p或添加IGF-1后A2780

细胞凋亡水平与对照组差异没有统计学意义。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A: qPCR was used to detect the expression of miR-141-3p; B: CCK-8 assay was used to evaluate the proliferation of A2780 cells; C

and E: Transwell assay was applied to measure the capability of invasion in of A2780 cells (×100); D and F: The percentage of

apoptosis apoptotic cells was promoted evaluated by Annexin V-FITC/PI double staining and flow cytometry

图2 miR-141-3p对A2780细胞增殖、侵袭和凋亡的影响

Fig. 2 The effect of miR-141-3p on the proliferation, invasion and apoptosis of A2780 cells

3 讨 论

miR-141-3p 在多种恶性肿瘤中高表达，其通过

调控肿瘤细胞增殖和侵袭介导肿瘤发展进程[11-14]。

本研究结果显示，miR-141-3p在卵巢癌组织和细胞

系中高表达，提示高表达miR-141-3p与卵巢癌的发

生发展可能有关联。miRNA可通过调控下游靶基因

作用肿瘤细胞增殖、侵袭和凋亡过程[15]。研究[12, 16]报

道，miR-141-3p通过靶向下调MAP2K4或PHLPP1和

PHLPP2 促进肿瘤细胞增殖。ISHIBASHI 等[17]研究

发现，miR-141-3p通过靶向下调抑癌基因 PHLPP2，

进而抑制食管鳞状细胞癌发展进程；LI 等[6]研究证

实，miR-141-3p通过靶向FOXA2促进宫颈癌细胞增

殖、侵袭和肿瘤生长。本研究证实，敲降miR-141-3p

可明显抑制卵巢癌A2780细胞增殖、侵袭和诱导细胞

凋亡，表明miR-141-3p可调控卵巢癌细胞增殖、侵袭

和凋亡过程。

PTEN基因是与人类肿瘤相关性较高的一种抑

癌基因。研究[18]认为，PTEN的杂合性丢失、突变、启

动子甲基化以及miRNA调控是PTEN影响胰腺癌发

展进程的机制[18]。本研究结果显示，miR-141-3p可靶

向负调控 PTEN的表达。有文献[19-20]报道，miR-141-

3p通过靶向PTEN调控肿瘤细胞增殖、侵袭和凋亡过

程，进而抑制恶性肿瘤的发展进程。本研究同样证

实，miR-141-3p 通过靶向 PTEN 促进卵巢癌细胞增

殖、侵袭和抑制细胞凋亡水平。另外，PTEN能负调

控Akt，降低Akt磷酸化水平，而激活Akt通路能促进

胰腺癌细胞增殖和迁移[21-22]。笔者推测，该机制可能

是PTEN具有双特异性磷酸酶活性，使第二信使PIP3

在肌糖环3位置脱去磷酸磷脂酰肌醇从而生成PIP2，
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降低Akt的磷酸化水平。Akt可使糖原合酶激酶 3β

磷酸化失活，从而提高糖原合酶激酶 3β抑制转录因

子Slug的活性，进一步抑制细胞迁移和侵袭。同时，

本研究也证实，沉默miR-141-3p可靶向上调PTEN并

阻断PI3K/Akt信号通路，进而抑制A2780细胞增殖、

侵袭和诱导细胞凋亡，从而抑制卵巢癌发展进程。

**P<0.01 vs NC group

A: The bioinformatics TargetScan database analysis of the target relationship between miR-141-3p and PTEN; B: The luciferase activity

was detected by dual-luciferase reporter gene assay; C and D: The expression of PTEN was measured by WB

图3 PTEN是miR-141-3p的靶基因

Fig. 3 PTEN was the a target gene of miR-141-3p

**P<0.01 vs NC group; △△P<0.01 vs PTEN group

A and B: WB was used to detect the expression of PTEN, p-Akt and Akt; C: CCK-8 assay was applied to evaluate the proliferation of

A2780 cells; D and F: The capability of invasion of A2780 cells were was evaluated by Transwell assay (×100); E and G: The

percentage of apoptosis apoptotic cells was promoted evaluated by Annexin V-FITC/PI double staining and flow cytometry

图4 miR-141-3p通过PTEN/PI3K/Akt通路促进A2780细胞恶性生物学行为

Fig. 4 miR-141-3p promotes malignant biological behaviors of A2780 cells via regulating PTEN/PI3K/Akt pathway
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综上所述，本研究证实miR-141-3p在卵巢癌组

织和细胞系中高表达，其通过靶向下调PTEN及激活

PI3K/Akt通路促进卵巢癌发生发展进程。同时，本

研究可能为临床上早期诊断卵巢癌提供了新的分子

标志物。
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