
网络出版时间: 2020 －12 －2 10: 44 网络出版地址: https: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． R． 20201201． 1526． 013． html

miR-455-3p靶向 HDAC2
对卵巢上皮性癌细胞生长和运动的影响

杨 娟1，程国梅2，董亚娜1，张艳慧1，龙文义1

2020 － 07 － 01 接收

基金项目: 2017年河南省科技厅科技发展项目( 编号: 172102310528)

作者单位: 1黄河科技学院医学院，郑州 450063
2郑州大学第三附属医院妇产科，郑州 450052

作者简介:杨 娟，女，硕士研究生，副教授，副主任医师，责任作者，

E-mail: yangjuanlunwen@ 163． com

摘要 目的 研究 miR-455-3p 通过靶向 HDAC2 对卵巢上
皮性癌细胞生长和运动的影响。方法 荧光素酶报告实验
验证 miR-455-3p 与 HDAC2 靶向关系; 构建 HDAC2 pcDNA

载体过表达 HDAC2，细胞转染 mimic，将细胞随机分为 4 组:
Control组、mimic组、HDAC2 组、mimic + HDAC2 组进行后续
实验。BRDU染色检测细胞增殖; 流式细胞仪检测细胞凋
亡; RT-PCR 检测 Ki67、PCNA、c-Myc mRNA 水平; Transwell

检测细胞侵袭;划痕试验检测细胞迁移; Western blot 检测血
管内皮生长因子( VEGF) 、波形蛋白( Vimentin) 、纤维粘连蛋
白 ( Fibronectin ) 蛋白表达水平。结果 miR-455-3p 和
HDAC2 存在直接靶向作用关系。与 HDAC2 组相比较，mim-
ic + HDAC2 组 BRDU阳性细胞数降低( P ＜ 0. 05) ，细胞凋亡
率升高( P ＜ 0. 05) ，Ki67、PCNA、c-Myc mRNA水平降低( P ＜
0. 05) ，侵袭细胞数降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，划痕愈合率降低 ( P ＜
0. 05) ，VEGF、Vimentin、Fibronectin 蛋白水平降低 ( P ＜
0. 05) 。结论 miR-455-3p通过靶向 HDAC2 诱导卵巢癌细
胞 HO-8910 凋亡，抑制细胞增殖、侵袭和迁移，降低运动能
力。
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卵巢上皮癌( epithelial ovarian carcinoma，EOC)
是最常见的卵巢癌组织学类型，是一种异质性疾

病［1］。目前用于治疗大多数晚期卵巢癌患者的护
理标准涉及细胞减灭术和铂类化学疗法，尽管许多

接受初次化疗的患者反应率很高，但大多数晚期卵

巢癌患者最终都会发展出对化疗有抵抗力的复发性

疾病［2］。因此，鉴定敏感的，非侵入性的生物标志
物以改善早期发现并指导治疗尤为紧急。微小
RNA( MicroRNA，miRNA 在各种类型的人类癌症中
可充当癌基因或抑癌基因［3］。miR-455-3p 在多种

肿瘤中低表达，作为抑癌基因参与调控各种生物进

程，包括细胞增殖、凋亡、迁移及药物抗性等［4 － 5］。
已有研究［6］表明 miR-455-3p 通过靶向调控转脂蛋
白 4 抑制卵巢癌细胞 SKOV-3 的增殖、迁移及上皮
间质转化。然而 miR-455-3p 在卵巢上皮癌中的作
用尚不明确。该文旨在研究 miR-455-3p 通过靶向
HDAC2 对卵巢上皮性癌细胞生长和运动的影响。

1 材料与方法

1． 1 试验试剂 Roswell Park Memorial Institute
1640( RPMI 1640 ) 培养基、胎牛血清、青 －链霉素、
胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司; BRDU 细胞增殖检
测试剂盒、LipoRNAiTM转染试剂、BCA蛋白浓度测定
试剂盒、Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒购自
上海碧云天生物技术研究所; 荧光素酶检测试剂盒

购自北京 solarbio 公司; Transwell 购自美国 Corning
公司; Ki67、血管内皮生长因子 ( vascular endothelial
growth factor，VEGF) 、波形蛋白 ( Vimentin) 、纤维粘
连蛋白( Fibronectin) 购自英国 Abcam公司。
1． 2 细胞培养 人卵巢癌细胞 HO-8910 来源于中
国科学院典型培养物保藏委员会细胞库，将细胞培

养于 RPMI1640 培养基中，添加 10% 胎牛血清和
1%青 －链霉素，置于 37 ℃含 5% CO2 的培养箱中

培养，每 24 h更换新鲜培养基，1 ∶ 2 传代。选用对
数生长期细胞为实验用细胞。
1． 3 细胞转染与分组 构建 HDAC2 pcDNA 载体
过表达 HDAC2，细胞转染 mimic，将细胞随机分为 4
组: Control组、mimic 组、HDAC2 组、mimic + HDAC2
组。
1． 4 RT-PCR 取对数生长期 HO-8910 细胞，将细
胞分为 3 组: Control 组、scramble 组和 mimic 组，
Control 组不做处理，scramble 组转染 mimic-NC，
mimic 组转染 miR-455-3p mimic 检测 miR-455-3p、
HDAC2 表达水平。用 TRIzol 法从 HO-8910 细胞中
提取总 RNA，用 Nanodrop 分光广度计测定吸光度
( A260 /A280) ，按照试剂盒说明书进行 cDNA 的合
成和 PCR的扩增，反应条件为: 94 ℃预变性 5 min;
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94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，扩
增 35 个循环; 72 ℃延长 10 min; 存储在 4 ℃条件
下。反应产物用 2%琼脂糖凝胶电泳分离。
1． 5 荧光素酶报告实验 为了检测 HDAC2 是否
为 miR-455-3p的直接下游靶基因，选用荧光素酶报
告分析。构建野生型和突变型 HDAC2 3、UTR 荧光
素酶报告基因质粒。用 PBS 清洗，倒去洗涤液，加
入 1 × ULB，在微型振荡器中混匀 5 min，按照试剂
盒说明进行荧光素酶活性检测。
1． 6 BrdU 染色 将转染后细胞传代接种于 6 孔
板内，待细胞融合率达 80%时，用含 0. 4% FBS 的培
养液同步化孵育 72 h。加入终浓度为 0. 03 μg /ml
的 BrdU继续孵育 40 min。PBS洗涤细胞 3 次，用多
聚甲醛固定 10 min，严格按照说明书进行细胞增殖
检测。镜下观察并计数 BrdU阳性细胞数。
1． 7 流式细胞仪检测细胞凋亡 收集悬浮细胞到
10 ml 的离心管中，每样本细胞数为 3 × 106 /ml，
1 000 r /min离心 5 min，弃去培养液，用孵育缓冲液
洗涤 1 次，1 000 r /min离心 5 min，用 100 μl的标记
溶液重悬细胞，室温下避光孵育 15 min，1 000 r /min
离心 5 min 沉淀细胞孵育缓冲液洗 1 次，加入 SA-
FLOUS溶液 4 ℃下孵育 20 min，避光并不时振动，
流式细胞仪分析: 流式细胞仪激发光波长用 488
nm，用波长为 515 nm 的通带滤器检测 FITC 荧光，
另一波长大于 560 nm的滤器检测 PI。
1． 8 Transwell实验 将各组细胞分别接种于 Tr-
answell上室，下室为含 10%胎牛血清的完全培养
液，培养 36 h后，苏木精染色封片，测定穿过孔的细
胞数目。
1． 9 划痕试验检测细胞迁移 使用 marker 笔在细
胞培养板做划线处理，然后在画线后的细胞培养板

中培养各组细胞，待细胞铺满时，利用枪头垂直于所

画横线进行划痕。划痕后用 PBS 洗涤细胞培养板，
再加入无血清的培养液继续培养细胞。于 0 和 24 h
取样并拍照，划痕闭合率 = ( 0 h 划痕宽度 － 24 h 划
痕宽度) /0 h划痕宽度 × 100%。
1． 10 Western blot实验 收集各组细胞在冰上溶
解 25 min。以12 000 r /min 离心 10 min，加入含蛋
白酶抑制剂的细胞裂解液进行总蛋白提取，用 BCA
试剂盒测定蛋白质含量。提取等量的蛋白质样品
( 20 mg) ，在 100 ℃条件下变性 5 min。然后使用
SDS-PAGE凝胶电泳法分离并转移至 PVDF 膜，在
4 ℃条件下加入相应一抗( 1 ∶ 1 000 ) 并孵育过夜，
清洗，然后在 4 ℃下加入辣根过氧化物酶标记的二

抗( 1 ∶ 10 000) ，孵育 2 h，最后加入发光液，曝光处
理。ImageJ软件统计灰度值。
1． 11 统计学处理 所有对比数据用 SPSS 17. 0 软
件进行分析。数据表示为 珋x ± s，各组间进行比较采
用方差分析法。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 miR-455-3p与 HDAC2 靶向关系 通过生物
信息学软件 TargetScan 对 miR-455-3p 和 HDAC2 的
靶向关系进行预测。显示 miR-455-3p 与 HDAC2 存
在碱基结合位点，结果如图 1A 所示，说明 miR-455-
3p 是 HDAC2 的靶向调节基因之一。转染 mimic
后，采用 RT-PCR 检测 miR-455-3p、HDAC2 表达水
平结果如图 1B、C 所示，与 Control 组比较，mimic 组
miR-455-3p表达水平升高 ( F = 376. 32，P ＜ 0. 05 ) ，
HDAC2 表达水平降低( F = 1452，P ＜ 0. 05) ;为明确
miR-455-3p对 HDAC2 的靶向关系，采用荧光素酶
实验检测，HDAC2 wt加入 miR-455-3p mimic处理后
荧光素酶活性极降低( F = 14. 18，P ＜ 0. 05，图 1D) ，
结果证明 miR-455-3p和 HDAC2 存在直接靶向作用
关系。

图 1 miR-455-3p与 HDAC2 靶向关系
A:生物信息学预测; B: miR-455-3p表达水平; C: HDAC2 表达水

平; D:荧光素酶报告实验; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 HDAC2

wt组比较: #P ＜ 0. 05
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2． 2 miR-455-3p 靶向 HDAC2 抑制卵巢癌细胞
HO-8910 增殖 构建 HDAC2 pcDNA 载体，RT-PCR
检测 HDAC2 表达水平结果如图 2A所示，与 Control
组比较，pcDNA-HDAC2 组 HDAC2 表达水平升高( F
= 75，P ＜ 0. 05) ;通过 BrdU染色检测各组细胞增殖
结果如图 2B、C 所示，与 Control 组比较，mimic 组
BrdU 阳性细胞数降低 ( F = 77. 631，P ＜ 0. 05 ) ，
HDAC2 组 BrdU 阳性细胞数升高 ( F = 24. 415，P ＜
0. 05) ，mimic + HDAC2 组 BrdU 阳性细胞数低于
HDAC2 组( F = 28. 605，P ＜ 0. 05) 。
2． 3 miR-455-3p 靶向 HDAC2 促进卵巢癌细胞
HO-8910凋亡 通过流式细胞仪检测各组细胞凋亡
结果如图 3 所示，与 Control 组比较，mimic 组细胞凋
亡率升高( F =60. 736，P ＜0. 05) ，HDAC2 组细胞凋亡
率降低( F =0. 692，P ＜0. 05) ，mimic + HDAC2 组细胞
凋亡率高于 HDAC2组( F =12. 78，P ＜0. 05) 。
2． 4 miR-455-3p 靶向 HDAC2 降低卵巢癌细胞

HO-8910 Ki67、PCNA、c-Myc mRNA 水平 通过
RT-PCR检测各组细胞 Ki67、PCNA、c-Myc mRNA水
平结果如表 1 所示，与 Control 组比较，mimic、
HDAC2 组 Ki67 ( F = 14. 724、239. 188 ) ，PCNA( F =
18. 321、660. 453 ) ，c-Myc ( F = 56. 163、377. 893 )
mRNA 水平升高 ( P ＜ 0. 05 ) ，mimic + HDAC2 组
Ki67( F = 59. 063) ，PCNA( F = 146. 97) ，c-Myc( F =
30. 253) mRNA水平低于 HDAC2 组( P ＜ 0. 05) 。

表 1 miR-455-3p靶向 HDAC2 对卵巢癌细胞 HO-8910 Ki67、

PCNA、c-Myc mRNA水平的影响( 珋x ± s，%，n = 3)

组别 Ki67 mRNA PCNA mRNA
c-Myc

mRNA
Control 1 1 1
mimic 12． 21 ± 5． 06* 24． 65 ± 9． 57* 18． 61 ± 4． 07*

HDAC2 195． 03 ± 21． 73* 209． 17 ± 14． 03* 183． 38 ± 16． 25*

mimic + HDAC2 89． 96 ± 9． 41# 97． 22 ± 7． 68# 107． 24 ± 17． 63#

与 Control组比较: * P ＜0. 05;与 HDAC2 组比较: #P ＜0. 05

图 2 miR-455-3p靶向 HDAC2 对卵巢癌细胞 HO-8910 增殖的影响

A: HDAC2 表达水平; B: BrdU染色 × 200; C: BrdU阳性细胞数直方图;与 Control组比较: * P ＜ 0. 05;与 HDAC2 组比较: #P ＜ 0. 05

图 3 miR-455-3p靶向 HDAC2 对卵巢癌细胞 HO-8910 凋亡的影响 与 Control组比较: * P ＜ 0. 05;与 HDAC2 组比较: #P ＜ 0. 05
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2． 5 miR-455-3p 靶向 HDAC2 抑制卵巢癌细胞
HO-8910 侵袭 通过 Transwell 检测各组细胞侵袭
细胞数结果如图 4 所示，与 Control组比较，mimic组
侵袭细胞数降低( F = 17. 983，P ＜ 0. 05 ) ，HDAC2 组
侵袭细胞数升高 ( F = 17. 929，P ＜ 0. 05 ) ，mimic +
HDAC2 组侵袭细胞数低于 HDAC2 组( F = 12. 355，
P ＜ 0. 05) 。

图 4 miR-455-3p靶向 HDAC2

对卵巢癌细胞 HO-8910 侵袭的影响 × 200

a: Control组; b: mimic组; c: HDAC2 组; d: mimic + HDAC2 组; 与

Control组比较: * P ＜ 0. 05;与 HDAC2 组比较: #P ＜ 0. 05

2． 6 miR-455-3p 靶向 HDAC2 抑制卵巢癌细胞
HO-8910 迁移 通过划痕实验检测各组细胞划痕
愈合率结果如图 5 所示，与 Control组比较，mimic组
划痕愈合率降低( F = 45. 703，P ＜ 0. 05 ) ，HDAC2 组
划痕愈合率升高 ( F = 3. 75，P ＜ 0. 05 ) ，mimic +
HDAC2 组划痕愈合率低于 HDAC2 组( F = 16. 673，
P ＜ 0. 05) 。
2． 7 miR-455-3p 靶向 HDAC2 下调卵巢癌细胞
HO-8910 VEGF、Vimentin、Fibronectin蛋白水平
通过 Western blot检测各组细胞 VEGF、Vimentin、Fi-
bronectin蛋白表达水平结果如表 2，图 6 所示，与
Control组比较，mimic 组 VEGF ( F = 12. 165 ) ，Vim-
entin( F = 28. 604 ) ，Fibronectin ( F = 53. 539 ) 蛋白水
平降低( P ＜ 0. 05 ) ; HDAC2 组 VEGF( F = 27. 263 ) ，
Vimentin( F = 181. 62 ) ，Fibronectin ( F = 134. 537 ) 蛋
白水平升高( P ＜ 0. 05) ; mimic + HDAC2 组 VEGF( F
= 29. 967 ) ，Vimentin ( F = 206. 929 ) ，Fibronectin ( F
= 100. 366) 蛋白水平低于 HDAC2 组( P ＜ 0. 05) 。

表 2 miR-455-3p靶向 HDAC2 对卵巢癌细胞 HO-8910 VEGF、

Vimentin、Fibronectin蛋白表达水平的影响［珋x ± s，%，n = 3］

组别 VEGF Vimentin Fibronectin
Control 12． 43 ± 4． 90 19． 82 ± 4． 66 17． 29 ± 3． 24
mimic 2． 46 ± 0． 71* 5． 09 ± 1． 02* 3． 05 ± 0． 93*

HDAC2 43． 11 ± 8． 92* 113． 13 ± 11． 05* 107． 92 ± 13． 14*

mimic + HDAC2 14． 19 ± 2． 04# 16． 27 ± 3． 73# 26． 14 ± 5． 22#

与 Control组比较: * P ＜0. 05;与 HDAC2 组比较: #P ＜0. 05

3 讨论

上皮性卵巢癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，

其发生发展是一个多因素、多步骤的过程，与癌基因

图 5 划痕实验检测 miR-455-3p靶向 HDAC2 对卵巢癌细胞 HO-8910 迁移的影响 × 200

a: Control组; b: mimic组; c: HDAC2 组; d: mimic + HDAC2 组;与 Control组比较: * P ＜ 0. 05;与 HDAC2 组比较: #P ＜ 0. 05
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图 6 VEGF、Vimentin、Fibronectin蛋白表达水平

的激活和抑癌基因的失活有关。上皮性卵巢癌通常
在晚期被诊断为广泛扩散的腹膜内转移，其 5 年生
存率通常低于 30%［7］。探索卵巢上皮癌的发生和
发展的分子机制，确定侵袭和转移的主要因素，对卵

巢上皮癌治疗和预后具有重要意义。HDAC-2 是
HDACs家族的成员，能促进激素和依赖细胞因子的
信号转导，并且能维持代谢平细胞周期和肿瘤形成

的平衡和调节，在上皮性卵巢癌的形成中起重要作

用［8］。通过生物信息学预测，显示 miR-455-3p 和
HDAC2 存在直接靶向作用关系。
凋亡是人类癌症中一个重要的病理变化，诱导

上皮性卵巢癌凋亡是治疗上皮性卵巢癌的一个重要

方式。Zheng et al［9］研究发现 miR-455-3p 通过抑制
细胞增殖和诱导细胞凋亡，在 HCT116 细胞中起抗
癌基因的作用。Chai et al［10］研究发现 miR-455-3p
过表达抑制了 A375 细胞的增殖、迁移和侵袭，阻止
了细胞周期，诱导了细胞凋亡，可作为黑色素瘤的潜

在靶向治疗选择。本研究表明 miR-455-3p 通过靶
向 HDAC2 具有促进卵巢癌细胞 HO-8910 凋亡的作
用。提示 miR-455-3p靶向 HDAC2 诱导卵巢癌细胞
HO-8910 凋亡。
细胞增殖在卵巢癌的临床行为和侵袭性中起重

要作用。Ki67 抗原的高表达与肿瘤的侵袭、血管的
侵袭、肿瘤的转移、预后的保留和对化学疗法的不良
反应有关。PCNA 是一种细胞增殖相关蛋白，可作
为上皮性卵巢癌的预后指标。c-Myc 属于 myc 原癌
基因家族，是一种核蛋白型基因，有促进细胞增殖作

用，导致肿瘤形成，高表达时导致细胞增殖并诱发凋

亡，在大部分恶性肿瘤中有的基因扩增和过度表达。
miR-455-3p通过靶向 HDAC2 具有抑制卵巢癌细胞
HO-8910 增殖，降低 Ki67、PCNA、c-Myc mRNA 水平
的作用。提示 miR-455-3p靶向 HDAC2 抑制卵巢癌
细胞 HO-8910 增殖。
侵袭和转移被认为是恶性肿瘤的最重要的生物

学特征，并且是癌症治疗中的最大挑战。卵巢癌可
通过直接侵袭到邻近器官或通过腹水经结肠转移而

扩散［11］。Li et al［12］研究发现 MicroRNA-455-3p 通
过靶向肿瘤抑制物 EI24 促进三阴性乳腺癌的侵袭
和迁移。刘益娟 等［13］研究发现 miR-455-3p mimics
可能通过阻断 PI3K /AKT 信号通路抑制 HCT116 细
胞的迁移及侵袭。miR-455-3p 通过靶向 HDAC2 具
有抑制卵巢癌细胞 HO-8910 侵袭和迁移的作用。
提示 miR-455-3p靶向 HDAC2 抑制卵巢癌细胞 HO-
8910 侵袭和迁移。
在卵巢肿瘤形成过程中，肿瘤细胞经历血管生

成转换，在那里它们增加促血管生成因子的表达，以

促进新血管系统的形成以支持肿瘤生长。血管生成
的程度与疾病进展和 EOC 的生存期有关［14］。
VEGF是最重要的血管生成开关分子之一，对内皮
细胞的行为，包括迁移、增殖和分化起着重要的作
用［15］。纤维粘连蛋白是存在于细胞外基质中的一
种非胶原糖蛋白，与波形蛋白在上皮性肿瘤中表达

增加，与肿瘤的生长、侵袭和不良预后有关，被认为
是癌细胞侵袭和转移的必要条件。miR-455-3p 通
过靶向 HDAC2 具有降低卵巢癌细胞 HO-8910
VEGF、Vimentin、Fibronectin 蛋白表达水平的作用。
提示 miR-455-3p靶向 HDAC2 降低卵巢癌细胞 HO-
8910 运动能力。
综上所述，miR-455-3p 靶向 HDAC2 具有诱导

卵巢癌细胞 HO-8910 凋亡，抑制细胞增殖、侵袭和
迁移，降低运动能力的作用。说明以 miR-455-3p 为
分子靶向治疗可作为上皮性卵巢癌的潜在生物治疗

靶点。
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Effect of miR-455-3p targeting HDAC2
on growth and movement of ovarian epithelial cancer cells

Yang Juan1，Cheng Guomei2，Dong Yana1，et al
( 1Medical College of Yellow River University of Science and Technology，Zhengzhou 450063;

2Dept of Gynecology and Obstetrics，The Third Affiliated Hospital，Zhengzhou University，Zhengzhou 450052)

Abstract Objective To investigate the effect of miR-455-3p on the growth and movement of ovarian epithelial
cancer cells by targeting HDAC2． Methods Luciferase assay was performed to verify the targeting relationship be-
tween miR-455-3p and HDAC2． HDAC2 pcDNA vector was constructed to overexpress HDAC2 and the cells were
transfected into mimic． The cells were randomly divided into four groups: Control group，mimic group，HDAC2
group and mimic + HDAC2 group for subsequent experiments． BRDU staining was used to detect cell proliferation．
Cell apoptosis was detected by flow cytometry． The mRNA levels of Ki67，PCNA and c-Myc were detected by RT-
PCR． Transwell detected cell invasion． Cell migration was detected by scratch test． Western blot detected vascular
endothelial growth factor ( VEGF ) ，Vimentin and Fibronectin protein expression levels． Results The results
showed that miR-455-3p had directly targets with HDAC2，compared with HDAC2 group，the number of BRDU
positive cells in mimic + HDAC2 group significantly reduced( P ＜ 0. 05) ，cell apoptosis rate increased significantly
( P ＜ 0. 05) ，Ki67，PCNA，c-Myc mRNA level decreased significantly( P ＜ 0. 05) ，invasive cells significantly re-
duced( P ＜ 0. 05) ，nick healing rate significantly decreased( P ＜ 0. 05) ，VEGF，Vimentin and Fibronectin protein
levels significantly decreased ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion miR-455-3p can induce HO-8910 apoptosis of ovarian
cancer cells by targeting HDAC2，inhibit cell proliferation，invasion and migration，and reduce movement ability．
Key words epithelial ovarian carcinoma; miR-455-3p; HDAC2; invasion and migration
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