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［摘要］　目的　探讨在卵巢癌细胞多药耐药中ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的表达及其作用。方法　采用ＭＴＴ法分析卵
巢癌细胞系Ａ２７８０、ＳＫＯＶ３、ＨＯ８９１０和ＥＳ２对５种化疗药物的敏感性，确定其半数抑制浓度（ＩＣ５０）值；用定量
实时ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）方法检测ｍｉＲ１９３ａ３ｐ；转染ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ于最低表达ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的相对多药最敏
感的卵巢癌细胞系ＥＳ２中，用ｑＲＴＰＣＲ方法检测转染效率；用ＭＴＴ方法在转染后相对多药最敏感的卵巢癌细
胞系ＥＳ２中检测其对上述化疗药物敏感性的差异。结果　在相对多药最敏感的卵巢癌细胞系 ＥＳ２中
ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的表达最低，而在相对多药最耐药的卵巢癌细胞系ＳＫＯＶ３中ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的表达最高（Ｐ＜０．０１）；
转染ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ于相对多药最敏感的卵巢癌细胞系ＥＳ２中后，使其增加对（紫杉醇，卡铂，多西他赛）化
疗药物的耐受性（Ｐ＜０．０１）。结论　卵巢癌细胞多药耐药的调控中可能有ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的参与。
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　　妇科癌症中死亡的主要原因之一是卵巢癌。大
多数病例是隐匿发病，且没有准确有效的早期诊断

方法。确诊后，７０％至 ８０％的患者已为晚期。目
前，临床上治疗卵巢癌的标准方法是肿瘤细胞减灭

术和基于铂类和紫杉醇的术后联合化疗。但是，由

于肿瘤细胞存在多重耐药性，卵巢癌５年生存率仅
仅只达３０％［１］。多药耐药性已成为有效治疗卵巢

癌的主要障碍。为了改善卵巢癌的预后，对多药耐
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药机制的研究已成为关键。近年来，涉及调节肿瘤

细胞对化学疗法耐受性的微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ）的
研究成为热门话题。对于卵巢癌，如 ｍｉＲ２０ａ［２］，
ｍｉＲ１３７［３］，ｍｉＲ２０５［４］和ｍｉＲ５１９ａ［５］等已报道与化
疗耐药有关。最近的研究［６］表明 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ参与
ＣＤ４４＋胃癌细胞中顺铂耐受性的调节。还未见关于
ｍｉＲ１９３ａ３ｐ是否参与卵巢癌多药耐药性机制的研
究报道。这项研究通过 ＭＴＴ分析筛选出多药敏感
卵巢癌细胞系及多药耐药卵巢癌细胞系。ｑＲＴＰＣＲ
检测ｍｉＲ１９３ａ３ｐ在上述两种卵巢癌细胞系中的表
达，探讨ｍｉＲ１９３ａ３ｐ与卵巢癌细胞多药耐药的关
系及其作用。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　细胞系　人卵巢癌细胞系 ＨＯ８９１０，ＥＳ２和
ＳＫＯＶ３来源于中国科学院上海细胞研究所；Ａ２７８０
细胞系来自北京协和医院肿瘤细胞库。

１．１．２　主要试剂　胎牛血清（ＦＢＳ，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司生产），ＭｃＣｏｙ＇ｓ５Ａ，ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０，ＤＭＥＭ
（美国 Ｇｉｂｃｏ公司生产）；ＭＴＴ（美国 Ｓｉｇｍａ公司生
产）；紫杉醇（Ｐａ，哈尔滨药业集团生产），顺铂（Ｃｉ，
江苏豪森制药有限公司生产），卡铂（Ｋｐ，齐鲁制药
有限公司生产），多西紫杉醇（Ｄｔ，江苏恒瑞制药有
限公司生产）和依托泊苷（Ｉｔ，江苏恒瑞医药股份有
限公司生产）；ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ，ｍｉＲ１９３ａ３ｐ引
物，ｔｈｅｓｃｒａｍｌｂｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（ＮＣ，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）和转
染试剂ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ转染试剂盒购于广州瑞博生
物有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　用包含１０％ＦＢＳ的 ＭｃＣｏｙ＇ｓ５Ａ
培养基培养人卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３和 ＥＳ２，使用
包含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基培养细胞系ＨＯ８９１０，
并用ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０培养细胞系 Ａ２７８０，均培养
在５％二氧化碳（ＣＯ２），３７°Ｃ的培养箱中。
１．２．２　ＭＴＴ法检测四种卵巢癌细胞对五种化疗药
的ＩＣ５０值　对数生长期的卵巢癌细胞系经胰酶消化
并接种在９６孔板中。经２４ｈ细胞贴壁，将五种化
疗药（顺铂，紫杉醇，多西紫杉醇，卡铂和依托泊苷）

添加到五种梯度浓度中的每一种中。经７２ｈ孵育
后，向每个孔中添加２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ）ＭＴＴ试剂，并
继续在孵育箱中孵育４ｈ。除去培养基，向每个孔中
加入１５０μＬＤＭＳＯ以溶解甲瓒，然后轻轻摇动振荡
器１０ｍｉｎ以完全溶解甲瓒。酶标仪使用波长 ５７０

ｎｍ来测量吸光度（ＯＤ）值。通过 Ｍｓｖｂｖｍ５０软件计
算与每种细胞的５０％抑制率相对应的药物及浓度。
重复实验３遍。
１．２．３　定量实时ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）法检测ｍｉＲ１９３ａ３ｐ
表达　用 Ｔｒｉｚｏｌ法从卵巢癌细胞中提取５μｇ的总
ＲＮＡ与１０ｎｍｄＮＴＰＳ１μＬ和１００ｎｍＯｌｉｇｏｄＴ１μＬ
混合。在６５℃下加热５ｍｉｎ后，立即将其置于冰上
２分钟。加入反转录混合物（５ＸＲＴ缓冲液４μＬ，
０．１ｍｍＤＴＴ２μＬ，Ｒｎａｓｅ抑制剂，反转录酶５０ｕ），
在４２°Ｃ反应５０ｍｉｎ以合成 ｃＤＮＡ。通过在７０℃
下加热１０ｍｉｎ来终止反应，并在－２０℃下保存。使
用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ方 法 在 定 量 实 时 ＰＣＲ 仪 器
（ＦＴＣ３０００Ｐ，加拿大丰凌生物技术有限公司）中检
测ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的表达水平。
１．２．４　ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ的瞬时转染　在转染
前，将卵巢癌细胞接种并在 ６孔板中培养，以达到
３０％至５０％的细胞密度。对每个孔的转染样品制
备：用１２０μＬ１ＸＲｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰＢｕｆｆｅｒ稀释２０μＭ
ｍｉＲ１９３ａ３ｐＮＣ／ｍｉｍｉｃ５μＬ。轻轻摇匀，加入 Ｒｉｂｏ
ＦＥＣＴＴＭＣＰ试剂１２μＬ，吹打轻轻混匀，然后在室温
下孵育１５ｍｉｎ。将上述混合液体添加到１８６３μＬ细
胞培养基中并轻轻混合。将培养板放置在３７°Ｃ的
ＣＯ２培养箱中２４ｈ，用于从细胞中提取总ＲＮＡ并接
种９６孔板，用于化疗药物对卵巢癌细胞的 ＭＴＴ实
验。重复实验３遍。
１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件
进行统计，α＝０．０１为检验水准。ＥＳ２（相对多药最
敏感的卵巢癌细胞系）和 ＳＫＯＶ３（相对多药最耐药
的卵巢癌细胞系）之间的 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ表达差异及
在ＥＳ２细胞中转染 ＮＣ和 ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ后的
ｍｉＲ１９３ａ３ｐ表达差异以及ＥＳ２细胞对四种化疗药
（紫杉醇，卡铂，多西紫杉醇和依托泊苷）中每种药

物耐受性的变化差异，均应用ｔ检验。
２　结果
２．１　ＭＴＴ法检测五种化疗药对细胞系 ＨＯ８９１０，
ＥＳ２，Ａ２７８０，ＳＫＯＶ３的 ＩＣ５０值　用 ＭＴＴ法测定五
种化疗药（紫杉醇、卡铂、顺铂、多西紫杉醇和依托

泊苷）对四种卵巢癌细胞系（ＨＯ８９１０、ＥＳ２、
Ａ２７８０、ＳＫＯＶ３）的 ＩＣ５０值。在排除顺铂后，从剩
余的四种化疗药中筛选出 ＥＳ２（相对多药最敏感
的卵巢癌细胞系）和 ＳＫＯＶ３（相对多药最耐药的
卵巢癌细胞系）。两种卵巢癌细胞系的具体值见

表１。

·３９３·中国临床保健杂志　２０２０年６月第２３卷第３期　ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＨｅａｌｔｈｃ，Ｊｕｎｅ２０２０，Ｖｏｌ．２３，Ｎｏ．３



表１　五种化疗药对ＥＳ２及ＳＫＯＶ３的ＩＣ５０值

化疗药物
ＥＳ２ＩＣ５０
（μｇ／ｍＬ）

ＳＫＯＶ３ＩＣ５０
（μｇ／ｍＬ）

ＥＳ２／ＳＫＯＶ３
（倍数）

紫杉醇 ０．０３ ９．７０ ０．００３∶１
卡铂 １９．８０ ３１．７５ ０．６２∶１
顺铂 ５．２８ ０．８３ ６．３６∶１
多西紫杉醇 ４．４０ １１．８０ ０．３７∶１
依托泊苷 ２．８５ ８．２６ ０．３５∶１

２．２　ｍｉＲ１９３ａ３ｐ在ＥＳ２（相对多药最敏感的卵巢
癌细胞系）及ＳＫＯＶ３（相对多药最耐药的卵巢癌细
胞系）中的表达　结果表明，其在卵巢癌细胞系
ＥＳ２中低表达，而在卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３中高表
达，差异有统计学意义（ｔ＝９．４１，Ｐ＜０．０１）。如图１
所示。

　　注：与ＳＫＯＶ３比较，Ｐ＜０．０１

图１　ｑＲＴＰＣＲ方法检测ｍｉＲ１９３ａ３ｐ在ＥＳ２（相对多药最敏感的卵巢

癌细胞系）及ＳＫＯＶ３（相对多药最耐药的卵巢癌细胞系）中的表达

２．３　ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ可提高 ＥＳ２（相对多药最
敏感的卵巢癌细胞系）对三种化疗药的耐药性　与
ＮＣ组 相 比，转 染 了 ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组 中
ｍｉＲ１９３ａ３ｐ表达显著升高（ｔ＝５７．７３，Ｐ＜０．０１），如
图２所示。在转染 ＮＣ和 ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ后，通
过ＭＴＴ方法检测 ＥＳ２（相对多药最敏感的卵巢癌
细胞系）对四种化疗药（紫杉醇、卡铂、多西紫杉醇

及依托泊苷）的敏感性。结果表明，与 ＮＣ组相比，
转染了ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组中，ＥＳ２（相对多药最
敏感的卵巢癌细胞系）对三种化疗药（紫杉醇、卡

铂、多西紫杉醇）的耐药性显著提高（除依托泊苷

外），差异有统计学意义（ｔ＝６．０５，Ｐ＜０．０１；ｔ＝
４．２３，Ｐ＜０．０１；ｔ＝９．１９，Ｐ＜０．０１），如图３所示。

　　注：与转染ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　ｑＲＴＰＣＲ方法检测ＥＳ２（相对多药最敏感的卵巢癌细胞系）

转染ＮＣ及ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ后ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的表达

　　注：Ｐａ为紫杉醇，Ｋｐ为卡铂，Ｄｔ为多西紫杉醇，Ｉｔ为依托泊苷；

ｍｉｍｉｃ组与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１

图３　ＭＴＴ方法检测在ＥＳ２（相对多药最敏感的卵巢癌细胞系）

中转染ＮＣ和ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ后对四种化疗药的敏感性

３　讨论
目前，有效治疗卵巢癌的主要障碍为化疗耐药，

特别是多药耐药［７８］。近年来，对卵巢癌化疗耐药机

制的研究成为一个热门话题［９］。例如，ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ
（ｍｉＲＮＡｓ）是一组非编码的小 ＲＮＡ，它们在转录后
水平上调节蛋白质编码基因的表达，并参与肿瘤细

胞的增殖、分化、侵袭、转移和代谢以及多药耐药

等［１０］。而有关 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的研究团队表明，
ｍｉＲ１９３ａ３ｐ可以通过在体内外抑制 ＳＲＳＦ２，ＰＬＡＵ，
ＬＯＸＬ４，ＨＩＣ２，ＨＯＸＣ９，ＩＮＧ５和 ＰＳＥＮ１的表达来调
节ＮＦｋＢ，ＤＮＡ损伤，Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，Ｎｏｔｃｈ和 Ｍｙｃ／
ｍａｘ五个信号通路，提高了膀胱癌对多种化疗药的
耐药性［１１１２］，并初步证实 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ的表达同 ４
种化疗药（吡柔比星，阿霉素，羟基喜树碱和盐酸表

柔比星）的耐药性密切相关，而最近有研究［６］报道，

ｍｉＲ１９３ａ３ｐ参与ＣＤ４４＋胃癌细胞对顺铂的耐药机
制调节。目前为止，有关 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ在卵巢癌化
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疗耐药中的机制研究较少。

在这项研 究 选 择 了 四 种 卵 巢 癌 细 胞 系

（ＨＯ８９１０、ＥＳ２、Ａ２７８０、ＳＫＯＶ３）作为研究对象，并
依据最新的ＮＣＣＮ指南从第一线化疗药中选择了顺
铂、卡铂和紫杉醇。并从第二线化疗药中选择了依

托泊苷和多西紫杉醇。用 ＭＴＴ法测定５种化疗药
（紫杉醇、卡铂、顺铂、多西紫杉醇和依托泊苷）对４
种卵巢癌细胞系（ＨＯ８９１０、ＥＳ２、Ａ２７８０、ＳＫＯＶ３）的
ＩＣ５０值。在排除顺铂后，从剩余的四种化疗药中筛
选出 ＥＳ２（相对多药最敏感的卵巢癌细胞系）和
ＳＫＯＶ３（相对多药最耐药的卵巢癌细胞系）。用
ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ在 ＥＳ２（相对多药最敏
感的卵巢癌细胞系）及ＳＫＯＶ３（相对多药最耐药的
卵巢癌细胞系）中的表达。结果表明，ｍｉＲ１９３ａ３ｐ
在卵巢癌细胞系ＥＳ２中低表达，而在卵巢癌细胞系
ＳＫＯＶ３中高表达。于是，将 ＮＣ和 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ
ｍｉｍｉｃ转染到ＥＳ２（相对多药最敏感的卵巢癌细胞
系）中，并使用ｑＲＴＰＣＲ检测转染效率，与 ＮＣ组相
对比，转染了 ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组中 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ
表达相对增加约 ３２５８倍。进而，在转染 ＮＣ和
ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ后，通过ＭＴＴ方法检测 ＥＳ２（相
对多药最敏感的卵巢癌细胞系）对４种化疗药（紫
杉醇，卡铂，多西紫杉醇及依托泊苷）的敏感性，与

ＮＣ组相对比，转染了ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ组中，ＥＳ２
（相对多药最敏感的卵巢癌细胞系）对３种化疗药
（紫杉醇，卡铂，多西紫杉醇）的耐药性显著提高（除

依托泊苷外）。这与关于胃癌［６］、肝细胞肝癌［１３］和

膀胱癌［１１１２］的文献中的报道结果相似。未来的研

究重点在于：进一步探究 ｍｉＲ１９３ａ３ｐ是通过作用
哪些下游的蛋白编码基因来参与卵巢癌的多药耐药

机制的调节。

综上所述，ｍｉＲ１９３ａ３ｐｍｉｍｉｃ可以增加 ＥＳ２
（相对多药最敏感的卵巢癌细胞系）对卡铂，紫杉醇

和多西紫杉醇的耐药性。这可能为判断卵巢癌患者

的预后提供新的分子标志物，并选择敏感的化疗药，

可能为将来对卵巢癌的多药耐药性或基因靶向治疗

的基础或临床研究提供新思路。
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ｍｕｌｔｉｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅ
ＨＯＸＣ９ｇｅｎｅ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１５，３５７（１）：１０５１１３．

［１２］ＤＥＮＧＨ，ＬＶＬ，ＬＩＹ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ１９３ａ３ｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ＰＳＥＮ１ｇｅｎｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｍｕｌｔｉｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ
ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１５，１８５２
（３）：５２０５２８．

［１３］ＭＡＨ，ＹＵＡＮＬ，ＬＩＷ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＬｎｃＲＮＡＨ１９／ｍｉＲ
１９３ａ３ｐａｘｉｓｍｏｄｉｆｉｅｓｔｈｅｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｃｈｅｍｏｔｈｅｒ
ａｐｅｕｔｉｃｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｔａｒ
ｇｅｔｉｎｇＰＳＥＮ１［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１８，１１９（１０）：
８３２５８３３５．

（收稿日期：２０２００１１９）
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