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摘要 目的 探讨微小 RNA-214-3p( miR-214-3p) 与人卵巢
癌细胞顺铂耐药的关系，并分析 miR-214-3p 对早期生长反
应因子 1 ( EGR1 ) 表达影响。方法 脂质体方法行瞬时转
染，CCK-8 法检测细胞增殖能力和顺铂半数抑制浓度
( IC50 ) ;流式细胞术检测细胞凋亡率; 实时定量 PCR ( qRT-
PCR) 分析 miR-214-3p 及 EGR1 表达; 蛋白质印迹法检测细
胞 EGR1 及着色性干皮病基因 ( XPD) 蛋白表达。结果 人
卵巢癌顺铂敏感细胞 OV2008 中 miR-214-3p 表达高于人卵
巢癌顺铂耐药细胞 C13K ( P ＜ 0. 001) 。转染 48 h，miR-214-
3p在 OV2008 inhibitor 组细胞 ( 0. 11 ± 0. 09 ) 、C13K mimics
组细胞( 22. 42 ± 4. 27) ，与 OV2008 空白对照组细胞( 7. 92 ±
2. 22) 及 C13K空白对照组细胞 ( 0. 33 ± 0. 16 ) 比较，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 001 ) ; C13K mimics 组细胞增殖减慢，细
胞凋亡上升，细胞对顺铂敏感性增加，OV2008 inhibitor 组细
胞增殖加快，细胞凋亡下降，对顺铂敏感性降低( P ＜ 0. 01) ;
miR-214-3p上调后 EGR1 在 mRNA 及蛋白水平表达升高，
XPD蛋白降低; miR-214-3p下调使 EGR1 在 mRNA及蛋白水
平表达降低，XPD蛋白升高。结论 miR-214-3p与卵巢癌细
胞顺铂耐药有关，EGR1 蛋白可能是 miR-214-3p 的下游靶
点。
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卵巢癌是妇科三大恶性肿瘤之一，死亡率居妇

科恶性肿瘤之首［1］。miRNA是一类长约 20 ～ 25 个
核苷酸的内源性非编码单链 RNA。miRNA 通过和
靶基因 mRNA碱基配对，促使靶 mRNA降解或阻遏
靶 mRNA翻译，已有研究［2］表明 miRNA 在增殖、凋

亡、侵袭转移和耐药中发挥重要作用。miR-214 位
于人 1 号染色体，由 Dicer 酶将其环状前体剪切形
成 miR-214-3p以及 miR-214-5p，在多种癌症中表达
异常，可与多种癌基因及抑癌基因相互作用［3］。早
期生长反应因子 1 ( early growth response protein 1，
EGR1) 属于早期生长反应基因家族［4］，可对生长因
子的刺激做出快速反应，该基因在中枢神经系统、内
分泌系统及肿瘤等疾病中均起着重要作用。该研究
用脂质体瞬时转染上调 /下调 miR-214-3p 在人卵巢
癌细胞中表达，通过细胞增殖、药物敏感性及凋亡实
验等探讨 miR-214-3p 对人卵巢癌细胞顺铂敏感性
影响，并分析 EGR1 作为其潜在靶点的可能。

1 材料与方法

1． 1 细胞株与试剂 细胞株:人卵巢癌顺铂耐药细
胞株 C13K 及顺铂敏感株 OV2008 为本室保存。顺
铂购自山东齐鲁制药有限公司; Lipofectamine 2000
购自美国 Invitrogen公司; Annexin V-FITC 试剂盒购
自南京凯基生物技术有限公司; SYBR Green Master
Mix及反转录试剂盒购自日本 TaKaRa 公司; EGR1
鼠抗购自英国 Abcam公司;着色性干皮病基因 ( xe-
roderma pigmentosum，XPD ) 多克隆兔抗购自美国
CST公司; CCK-8 检测试剂盒购自上海碧云天公司;
miR-214-3p mimics ( 模拟物 ) 、miR-214-3p inhibitor
( 抑制剂) 、negative control ( NC) ，U6 及 miR-214-3p
茎环引物均购自上海吉玛公司，相关序列见表 1;流
式细胞仪购自美国 Becton-Dickinson公司。

表 1 miR-214-3p mimics、inhibitor、NC、EGR1 及 U6 序列

目的基因 引物序列( 5'-3')
miR-214-3p F: ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU

R: UGCCUGUCUGUGCCUGCUGUUU
mimics F: UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

R: ACGUGACACGUUCGGAGAATT
inhibitor F: ACTGCCTGTCTGTGCCTGCTGT

R: CAGTACTTTTGTGTAGTACAA
U6 F: ATTGGAACGATACAGAGAAGATT

R: CGAACGCTTCACGAATTTG
EGR1 F: CTGACCGCAGAGTCTTTTCCTG

R: TGGGTGCCGCTGAGTAAATG

1． 2 方法
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1． 2． 1 细胞培养 C13K和 OV2008 细胞于含 15%
小牛血清 1640 培养液，5% CO2 浓度、饱和湿度及
37 ℃培养条件下孵育培养。
1． 2． 2 细胞转染及分组 取对数生长期细胞，弃上
层培养液，C13K和 OV2008 细胞分别转染 miR-214-
3p mimics( mimics 组) 、miR-214-3p inhibitor ( inhibi-
tor组) 以及 miR-214-3p negative control ( NC 组) 试
剂，未转染 OV2008 及 C13K细胞为空白对照组。细
胞分组: OV2008 空白对照组、OV2008 NC 组、
OV2008 inhibitor组、C13K空白对照组、C13K NC 组
及 C13K mimics组;按说明书将 miR-214-3p mimics、
inhibitor、mimics 及 inhibitor 各自 NC 稀释至 20
μmol /L，4 ℃保存备用。具体操作按 Lipofectamine
2000 说明书进行。6 h 后 PBS 冲洗 2 遍，更换培养
基，每孔加入含 15%小牛血清 1640 培养液 2 ml 继
续培养 48 h。
1． 2． 3 CCK-8 检测细胞存活率及顺铂 IC50 以 1 ×
104 /ml细胞浓度铺 96 孔板，每孔 100 μl，继续培养
24 h。IC50检测:弃旧培养基，DDP( 0 ～ 200 μmol /L)
培养 24 h，更换新鲜培养基，加入 10 μl 的 CCK-8，
继续培养 4 h，检测 450 nm 波长各孔细胞吸光度值
( optical density，OD) ，计算细胞生长抑制率，抑制率
( % ) = ( 1 － 实验组 OD 值 /对照组 OD 值 ) ×
100%，根据细胞生长抑制率计算顺铂对细胞 IC50。
细胞增殖: DDP ( 60 μmol /L) 培养 24 h，加入 10 μl
的 CCK-8，再培养 4 h，450 nm 波长处检测各孔 OD
值。实验均重复 3 次，取平均值。
1． 2． 4 流式细胞术检测细胞凋亡 顺铂 10 μmol /
L 及顺铂 50 μmol /L 分别作用于各组 OV2008 和
C13K细胞，24 h后 0. 25%胰酶消化细胞，0. 01 mol /
L冰 PBS 0. 5 ml 重悬细胞，1 000 r /min 离心 5 min
去培养基，PBS洗涤 1 次，去上清液，收集细胞。200
μl Binding Buffer 重悬细胞，加入 10 μl Annexin V-
FITC和 5 μl PI，室温中避光孵育 30 min，加入 300
μl Binding Buffer，1 h 内上机检测细胞凋亡，Cell
Quest软件分析，实验重复 3 次。
1． 2． 5 实时荧光定量 PCR检测 RNA试剂盒提取
细胞 RNA，反转录合成 cDNA。以 U6 为内参照，每
组设 3 个复孔。PCR 反应在 ABI7300 反应平台上
进行，以 2 －△△Ct法计算各组细胞中 miR-214-3p 及
EGR1 mRNA相对量，实验重复 3 次。
1． 2． 6 免疫印迹 以 GAPDH 水平作为等量蛋白
质上样对照，取 50 μg 蛋白质样品进行 SDS-PAGE
电泳，转至硝酸纤维膜上; 室温封闭 2 h，含 0． 05%

Tween-20 的 TBS缓冲液 ( TBST) 漂洗 3 次，每次 10
min;加入相应 EGR1 一抗( 1 ∶ 1 000 ) 及 XPD 一抗
( 1 ∶ 1 000) ，4 ℃孵育过夜，TBST 漂洗 3 次后加入
相应辣根过氧化物酶标记二抗( 1 ∶ 5 000) ，37 ℃摇
床温育 2 h，增强化学发光显色系统显色，凝胶分析
系统分析蛋白表达。
1． 3 统计学处理 使用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，所有数据均采用 珋x ± s 表示，组间比较采用配
对资料 t检验和单因素方差分析，P ＜ 0. 05 为差异
有统计学意义。

2 结果

2． 1 两株卵巢癌细胞 miR-214-3p相对表达 实时
定量 PCR( 图 1) 显示 miR-214-3p在 OV2008 中表达
显著高于其顺铂耐药细胞株 C13K ( F = 267. 915，P
＜ 0. 001 ) ; miR-214-3p 相对量在 OV2008 NC 组和
OV2008 inhibitor 组表达分别为 ( 10. 6 ± 1. 87 ) 和
( 0. 33 ± 0. 16) ，OV2008 inhibitor组与其空白对照组
比较 miR-214-3p 相对量减少 ( F = 79. 517，P ＜
0. 001) ; C13K NC 组及 C13K mimics 组 miR-214-3p
相对量分别为 ( 0. 11 ± 0. 09 ) 及 ( 22. 42 ± 4. 27 ) ，
C13K mimics组与其空白对照组比较 miR-214-3p 相
对量增加 ( F = 378. 625，P ＜ 0. 001 ) ; 两株细胞 NC
组及空白对照组 miR-214-3p 差异均无统计学意义
( F = 3. 173，F = 2. 925，P ＞ 0. 05) 。

图 1 各组细胞 miR-214-3p相对表达量
1: OV2008 空白对照组; 2: OV2008 NC 组; 3: OV2008 inhibitor

组; 4: C13K 空白对照组; 5: C13K NC 组; 6: C13K mimics 组; 与
OV2008 空白对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 001; 与 C13K 空白对照组比较:
##P ＜ 0. 001

2． 2 转染对细胞增殖率影响 miR-214-3p inhibitor
转染后 OV2008细胞增殖能力增加，与其空白对照组
相比，差异有统计学意义( F =22. 722，P ＜0. 01) ; miR-
214-3p mimics转染使 C13K细胞增殖能力减弱，与其
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空白对照组相比，差异有统计学意义( F = 19. 825，P
＜0. 01) ，两株细胞 NC 组及空白对照组增殖率变化
均无统计学意义( F = 1. 575，F = 1. 728，P ＞ 0. 05) ，见
图 2。

图 2 各组细胞增殖活性
1: OV2008 空白对照组; 2: OV2008 NC 组; 3: OV2008 inhibitor

组; 4: C13K 空白对照组; 5: C13K NC 组; 6: C13K mimics 组; 与

OV2008 空白对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 C13K 空白对照组比较:
##P ＜ 0. 01

2． 3 转染对细胞顺铂 IC50影响 顺铂 IC50显示，转

染 miR-214-3p inhibitor 抑制了 OV2008 中内源性
miR-214-3p表达，使顺铂对 OV2008 细胞杀伤减弱，
与其空白对照组相比，差异有统计学意义 ( F =
35. 56，P ＜ 0. 01 ) ; 转染 miR-214-3p mimics 致 C13K
过表达 miR-214-3p，使顺铂对 C13K细胞杀伤增加，
与其空白对照组比较，差异有统计学意义 ( F =
41. 751，P ＜ 0. 01 ) ，两株细胞 NC 组及空白对照组
IC50变化均无统计学意义( F = 1. 876，F = 1. 993，P ＞

0. 05) ，见图 3。

图 3 CCK-8 法检测各组细胞顺铂 IC50

1: OV2008 空白对照组; 2: OV2008 NC 组; 3: OV2008 inhibitor

组; 4: C13K 空白对照组; 5: C13K NC 组; 6: C13K mimics 组; 与

OV2008 空白对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 C13K 空白对照组比较:
##P ＜ 0. 01

2． 4 转染后细胞凋亡情况 顺铂作用 24 h，
OV2008 inhibitor 组细胞凋亡率为 ( 5. 6 ± 1. 5 ) %，
C13K mimics组细胞凋亡率为( 11. 9 ± 2. 2) %，与两
株细胞各自空白对照组比较，凋亡率发生明显改变

( F = 45. 722，F = 50. 475，P ＜ 0. 01) ，见图 4。
2． 5 转染后 EGR1 基因表达改变 OV2008 空白
对照组、OV2008 NC 组、OV2008 inhibitor 组、C13K
空白对照组、C13K NC 组及 C13K mimics 组 EGR1
相对量分别为( 0. 84 ± 0. 16) 、( 1. 06 ± 0. 12) 、( 0. 21
± 0. 10) 、( 0. 15 ± 0. 09 ) 、( 0. 22 ± 0. 17 ) 和 ( 3. 12 ±
0. 87 ) ; C13Kmimics组与其空白对照组相比EGR1

图 4 各组细胞凋亡情况
A: OV2008 空白对照组; B: OV2008 NC组; C: OV2008 inhibitor组; D: C13K空白对照组; E: C13K NC组; F: C13K mimics组
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相对量增加( F = 66. 321，P ＜ 0. 01) 。OV2008 inhib-
itor组与其空白对照组相比 EGR1 相对量减少( F =
112. 429，P ＜ 0. 01) 。两株细胞 NC组及空白对照组
EGR1 水平差异均无统计学意义 ( F = 1. 396，F =
1. 567，P ＞ 0. 05) ，见图 5。

图 5 各组细胞 EGR1 相对表达量
1: OV2008 空白对照组; 2: OV2008 NC 组; 3: OV2008 inhibitor

组; 4: C13K 空白对照组; 5: C13K NC 组; 6: C13K mimics 组; 与
OV2008 空白对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 C13K 空白对照组比较:
##P ＜ 0. 01

2． 6 转染后 EGR1 及 XPD 蛋白表达改变 C13K
NC组及空白对照组则为 EGR1 表达水平较低，XPD
表达水平较高; OV2008 NC 组及空白对照组 EGR1
表达水平较高，XPD 表达水平较低。miR-214-3p
mimics转染使 C13K 中 EGR1 水平增加，XPD 蛋白
水平下降; miR-214-3p inhibitor 转染使 OV2008 中
EGR1 水平下降，XPD水平上升，见图 6。

图 6 各组细胞 EGR1 及 XPD蛋白表达
1: C13K 空白对照组; 2: C13K NC 组; 3: C13K mimics 组; 4:

OV2008 空白对照组; 5: OV2008 NC组; 6: OV2008 inhibitor组

3 讨论

铂类药物是目前治疗卵巢癌一线化疗药物之

一，但许多患者对铂类药物发生耐药常导致治疗失

败，因此研究其耐药相关因素及机制，寻找能够有效

逆转耐药的治疗靶点意义重大。miRNAs 是人体内
一类非编码双链 RNA，在转录后水平调控靶基因的
表达，并且近年越来越多研究［5］表明 miRNA的异常
表达与肿瘤细胞的化疗药物耐药有关。miR-214-3p
是细胞内重要的 miRNA之一，在多种恶性肿瘤中发
挥重要作用［6 － 7］，目前卵巢癌相关研究主要集中于

miR-214［8 － 9］，而有关 miR-214-3p 与卵巢癌顺铂耐

药的研究国内外均尚未见报道。
本研究拟通过抑制及过表达 miR-214-3p，了解

miR-214-3p与卵巢癌细胞顺铂耐药关系及其可能
作用机制，从而为卵巢癌诊断和治疗提供新的分子

靶标。研究显示 miR-214-3p 在卵巢癌顺铂耐药细
胞系 C13K 表达明显低于其顺铂敏感细胞系
OV2008，推测 miR-214-3p 可能参与卵巢癌细胞的
顺铂耐药。进一步瞬时转染证实过表达 miR-214-3p
可抑制卵巢癌细胞增殖，增加顺铂诱导的细胞凋亡

并部分恢复细胞对顺铂敏感性; miR-214-3p 拮抗剂
则促进卵巢癌细胞增殖，抵抗顺铂诱导的细胞凋亡，

导致细胞对顺铂敏感性降低。
EGR1 是一种锌指结构转录因子，其在不同的

组织中发挥不同的作用，即其既有促瘤作用又有抑

瘤作用。许多研究［10］表明 EGR-1 在多种恶性肿瘤
中表达缺失，而在卵巢癌组织中 EGR1 可促进卵巢
癌的进展［11］。EGR1 通过促进乏氧诱导的自噬导致
肝癌细胞的化疗耐受［12］; 在肺癌耐药细胞中 PTEN
和 EGR1 基因的表达均减少［13］。另有学者发现卵
巢癌中 miR-152 及 EGR1 低表达与卵巢癌顺铂耐药
有关［14］。miR-214-3p在卵巢癌中顺铂耐药是否与
EGR1 有关尚不明确。着色性干皮病基因可编码解
螺旋，为核苷酸切除修复途径的必需成分，是预测细

胞顺铂敏感性重要指标之一。本研究结果显示上调
miR-214-3p后，细胞中 EGR1 升高，XPD 表达降低;
反之，随着 miR-214-3 表达下调 EGR1 表达下降，
XPD表达升高。说明 miR-214-3p 对卵巢癌细胞顺
铂敏感性的影响机制与 miR-214-3p 调控 EGR1 表
达有关。
综上，miR-214-3p 在卵巢癌顺铂耐药细胞株

C13K中低表达，上调 ( 下调) miR-214-3p 表达能够
提高 ( 降低 ) 人卵巢癌细胞对顺铂药物敏感性。
miR-214-3p可能通过作用于 EGR1 参与卵巢癌顺铂
耐药，本研究为卵巢癌顺铂耐药的研究提供一条新

的线索，其具体调控作用机制尚需进一步研究。
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Effect of miR-214-3p on cisplatin resistant of human
ovarian cancer cells and EGR1 expression

Li Yan1，Huang Xuan1，Xiao Lan2，et al
( 1Dept of Pathology and Pathophysiology，School of Medicine，Jianghan University，Wuhan 430056;

2Dept of Gynaecology and Obstetrics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the influence on cisplatin resistant of ovarian cancer regulating the expression
of miR-214-3p and analyze the effects of miR-214-3p on early growth response protein 1( EGR1) ． Methods Lipo-
fection transfection technology was used for transient inhibition or increasing of miR-214-3p expression． Cell viabili-
ty and the half concentration ( IC50 ) of DDP were determined by CCK-8 method． Cell apoptosis was detected by
flow cytometry． The mRNA expressions of miR-214-3p and EGR1，the protein levels of EGR1 and xeroderma pig-
mentosum ( XPD) were measured by using Real-time quantitantive PCR ( qRT-PCR) and Western blot，respective-
ly． Results miR-214-3p in C13K cells was down-regulated than those in OV2008 cells ( P ＜ 0. 001) ． After 48 h
of transfection，qRT-PCR results revealed that the expression of miR-214-3p was higher in mimics groups C13K
cells ( 22. 42 ± 4. 27) compared to the blank control C13K cells ( 0. 33 ± 0. 16) ( P ＜ 0. 001) ． The expression of
miR-214-3p in inhibitor groups OV2008 cells ( 0. 11 ± 0. 09 ) was lower than that of blank control OV2008 cells
( 7. 92 ± 2. 22) ( P ＜ 0. 001) ． The decreasing cell proliferation and promoted apoptosis in C13K cells after trans-
fected with miR-214-3p mimics was detected ( P ＜ 0. 01) ，while the increasing of cell proliferation and decreasing
of apoptosis in OV2008 cells after transfected with miR-214-3p inhibitor was detected in the same time ( P ＜
0. 01) ． The IC50 of DDP in mimics group C13K cells was decreased，while was promoted in inhibitor group
OV2008 cells after transfected ( P ＜ 0. 01) ． With increased miR-214-3p expression by mimics transfected，the mR-
NA and protein expressions of EGR1 greatly increased，and the protein levels of XPD decreased in C13K cells． By
down-regulation of miR-214-3p，the mRNA and protein expressions of EGR1 greatly decreased，and the protein
levels of XPD increased in OV2008 cells． Conclusion miR-214-3p plays the role of ovarian cancer cisplatin re-
sistant． EGR1 protein is a possible downstream target of miR-214-3p in ovarian cancer cells．
Key words microRNA-214-3p; early growth response protein 1; ovarian cancer; cisplatin resistant

·9251·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Oct; 55( 10)


