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ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺癌中的表达及其在肿瘤发生发展中的作用
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［摘　要］　目的　探讨 ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺癌中的表达与临床病理特征的关系及其在肿瘤发生发展中的作用。
方法　选择２０１７年于无锡市妇幼保健院妇科收治的患者，治疗利用荧光定量ＰＣＲ法检测１０例卵巢良性囊肿以及２０例卵巢浆液
性囊腺癌组织中ｍｉＲ１２６９ａ的表达情况；分析 ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平和临床病理参数之间的相关性；利用 ｍｉＲ１２６９ａ的 ｍｉｍｉｃｓ和
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ在卵巢癌细胞ＨＥＹ中过表达或敲减ｍｉＲ１２６９ａ；通过ＣＣＫ８和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测其对卵巢癌细胞增殖、迁移和侵袭能力
的影响。结果　ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺癌组织中的表达水平高于卵巢良性囊肿，并且ｍｉＲ１２６９ａ的表达量与肿瘤大小、淋巴
结转移、国际妇产科联盟（ＦＩＧＯ）分期、肿瘤术后复发呈正相关；过表达ｍｉＲ１２６９ａ可促进卵巢癌细胞 ＨＥＹ体外增殖、迁移和侵袭；
敲减ｍｉＲ１２６９ａ可抑制ＨＥＹ细胞体外增殖、迁移和侵袭。结论　ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺癌组织中呈高表达，并且对卵巢浆
液性囊腺癌的发生发展有重要作用，ｍｉＲ１２６９ａ可能成为卵巢浆液性囊腺癌复发预测的指标和术后化疗的潜在靶点。
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　　上皮性卵巢癌在世界范围内是威胁妇女生命和健
康的恶性肿瘤之一，位居女性生殖道肿瘤病死率之

首［１２］。卵巢浆液性囊腺癌是上皮性卵巢癌最常见的

病理类型［３４］。尽管临床治疗手段在不断提高，但由

于上皮性卵巢癌复发率极高，患者 ５年生存率仅为
４０％左右［５７］。因此，寻找上皮性卵巢癌发生发展过

程中的关键分子和复发预测的敏感指标，探索新的治

疗手段，是临床亟待解决的难题。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是由２０～２４个核苷酸组成的
内源性的非编码ＲＮＡ，可特异结合在ｍＲＮＡ的３＇非转

录区，下调 ｍＲＮＡ或者抑制 ｍＲＮＡ翻译，从而在转录
后水平上调控基因的表达［８］。越来越多的证据表明，

ｍｉＲＮＡ在肿瘤细胞的增殖、复发转移过程中发挥着重
要作用，并且在肿瘤的早期诊断方面可能有潜在的应

用价值［９１２］。有研究报道，ｍｉＲ５２０ｄ５ｐ能够促进胃癌

细胞增殖［１３］；ｍｉＲ１８１ａ在卵巢癌中通过激活 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ信号通路诱导上皮间质转化，对卵巢癌的进展和
预后判断有重要作用［１４］。ｍｉＲ１２６９家族包含 ｍｉＲ
１２６９ａ及ｍｉＲ１２６９ｂ两个成员，ｍｉＲ１２６９ａ位于人类染
色体４ｑ１３．２上。ｍｉＲ１２６９ａ通过下调 ＦＯＸＯ１的表达
促进肝细胞肝癌增殖［１５］；通过下调癌基因 ＳＰＡＴＳ２Ｌ

和ＬＲＰ６的表达参与肝细胞肝癌的发病［１６］。另外，
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ｍｉＲ１２６９ａ可通过抑制 Ｓｍａｄ７和 ＨＯＸＤ１０的表达与
ＴＧＦβ信号通路形成一个正反馈环路，从而促进结肠
癌转移［１７］。上述研究提示 ｍｉＲ１２６９ａ是一个具有促
癌作用的 ｍｉＲＮＡ，然而，在卵巢癌中尚无关于 ｍｉＲ
１２６９ａ的研究。本研究旨在探索 ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆
液性囊腺癌中的表达和临床特征的关系，及其在肿瘤

发病和进展中的作用，以期找到调控卵巢癌发生发展

的关键分子和预测复发的敏感指标。

１　资料与方法

１．１　临床资料
１０例新鲜冰冻卵巢囊肿组织和２０例新鲜冰冻卵

巢浆液性囊腺癌组织取自２０１７年在无锡市妇幼保健
院妇科治疗的患者。本研究由无锡市妇幼保健院伦理

委员会批准，所有组织标本的采集均获得患者知情同

意。２０例卵巢浆液性囊腺癌患者在术前均未进行任
何抗肿瘤治疗，平均年龄５９．８岁。术前检查发现１例
血清ＣＡ１２５小于３５Ｕ／ｍＬ，其余均在３５Ｕ／ｍＬ以上。
术后病理检查发现１１例无淋巴结转移，９例淋巴结转
移阳性；１１例为低分化，６例中分化，３例高分化。根
据国际妇产科联盟（ＦＩＧＯ）标准进行分期，其中Ⅰ期
１例，Ⅱ期９例，Ⅲ期９例，Ⅳ期１例。所有患者均按
照美国国家综合癌症网络（ＮＣＣＮ）指南进行手术以及
化疗，治疗后６个月随访发现９例复发，１１例无复发。
１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ提取及扩增　　ＲＮＡ提取用Ｔｒｉｚｏｌ（Ｔａｋａｒａ，
日本）根据说明书操作；取１μｇ总ＲＮＡ按照逆转录试剂
盒（Ｔａｋａｒａ）说明书进行逆转录反应；所得 ｃＤＮＡ应用
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法进行荧光定量 ＰＣＲ反应，分别扩增
ｍｉＲ１２６９ａ以及内参Ｕ６，每个指标设置３个复孔。所
用引物由上海生工生物工程公司设计合成，Ｕ６上游引
物５＇ＴＧＣＧＧＧＴＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣ３＇，下游引物 ５＇
ＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３＇；ｍｉＲ１２６９ａ上游引物５＇
ＴＧＧＡＴＴＧＣＣＴＡＧＡＣＣＡＧＧＧ３＇，下游引物 ５＇ＧＣＴＧ
ＧＡＧＡＣＣＡＧＧＧＡＡＧＣＣＡＧ３＇。用 ２－△ＣＴ法计算 ｍｉＲ
１２６９ａ的相对表达量，所得数据按照 ｌｏｇ２计算后绘成
图。以卵巢良性囊肿的平均表达量作为参照，将２０例
浆液性卵巢囊腺癌组织根据ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平分
为低表达组和高表达组，并分析其表达高低与临床病

理参数的关系。

１．２．２　细胞培养及转染　　卵巢囊腺癌来源的 ＨＥＹ
细胞购自 ＡＴＣＣ细胞库，用含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）培养于含５％ ＣＯ２

的３７℃恒温培养箱。细胞生长至对数期后，接种于６
孔培养板中，每孔５×１０５个。当细胞贴壁达３０％～５０％
融合时，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）说
明书进行转染 ｍｉＲ１２６９ａｍｉｍｉｃｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ以及对应
的阴性对照（广州锐博生物）。转染２４ｈ后用于细胞
体外增殖、迁移和侵袭实验。本研究分组如下：对照组

（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、过表达组（ｍｉｍｉｃｓ组）、阴性对照组（ｎｅｇ
ａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ组）、敲减组（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组）。
１．２．３　ＣＣＫ８法检测细胞的增殖能力　　将细胞接
种于９６孔板（１０４个／孔），每组每个时间点设置５个
复孔，培养１２ｈ细胞贴壁后，加入１０μＬＣＣＫ８检测
试剂（上海碧云天公司），３７℃孵育１ｈ后，用酶标仪
在４５０ｎｍ波长下读取吸光光度（ＯＤ）值，记为０ｈ。分
别在２４、４８、７２ｈ后进行同样的检测。以０ｈ的ＯＤ值
作为基准，计算得出相对ＯＤ值并绘制生长曲线。
１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞的迁移和侵袭能力　　
细胞转染后２４ｈ，用无血清的培养基重悬，接种于 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ，美国）的上室内（１０５个／孔），每
组设置３个复孔。下室内加入含２０％胎牛血清的培
养基６００μＬ。培养２４ｈ，棉签擦去上室侧未穿透的细
胞，多聚甲醛固定下室侧细胞，结晶紫染色后显微镜观

察计数。检测细胞侵袭能力：用培养基将基质胶（Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ）稀释８倍，取５０μＬ加入上室，３７℃培养箱孵育
２ｈ，制作基质胶包被的小室，细胞处理接种等步骤与
检测迁移能力的方法相同。

１．３　统计学分析
本研究所有数据均用 ＳＰＳＳ２１．０进行统计分析。

数据来自３次独立重复实验，以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
展示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差
异有极显著统计学意义。２组间连续变量的差异用 ｔ
检验分析；ＣＣＫ８实验多组数据比较采用单因素方差
分析，组间数据比较采用ｔ检验；相关性分析用χ２检验
及Ｓｐｅａｒｍａｎ法进行比较。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１２６９ａ在人卵巢浆液性囊腺癌组织中的表
达情况

荧光定量ＰＣＲ实验检测 ｍｉＲ１２６９ａ在１０例卵巢
良性囊肿和２０例卵巢浆液性囊腺癌组织中的表达情
况，结果显示 ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺癌组织中
的表达高于卵巢囊肿，差异有统计学意义（Ｐ＝
０．０１２８），说明 ｍｉＲ１２６９ａ可能参与了卵巢浆液性囊
腺癌的发病（图１）。
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：Ｐ＜０．０５
图１　ｍｉＲ１２６９ａ在人卵巢浆液性囊腺癌组织中的表达

２．２　卵巢浆液性囊腺癌组织中 ｍｉＲ１２６９ａ的表达量
与临床病理参数之间的关系

根据ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平将２０例卵巢浆液性
囊腺癌分为低表达组（ｎ＝５）和高表达组（ｎ＝１５），分
析２组之间病理参数的差异。结果显示ｍｉＲ１２６９ａ的
表达与肿瘤大小、淋巴结转移以及肿瘤复发呈正相关，

提示ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢癌的生长及复发转移过程中可
能发挥重要作用；另外，随着 ＦＩＧＯ分期的提高，ｍｉＲ
１２６９ａ的表达水平也提高，说明 ｍｉＲ１２６９ａ的表达与
肿瘤进展有关（表１）。

表１　２０例卵巢浆液性囊腺癌患者 ｍｉＲ１２６９ａ的表达与
临床病理参数的关系

病理参数 ｎ
低表达

（ｎ＝５）

高表达

（ｎ＝１５）
ｒ Ｐ

年龄 ＜５０岁

≥５０岁

４

１６

２

３

２

１３

０．２８９０．１９７

肿瘤大小 ＜１０ｃｍ

≥１０ｃｍ

１１

９

５

０

６

９

０．５２２０．０３８

血清 ＣＡ１２５ ＜３５Ｕ／ｍＬ

≥３５Ｕ／ｍＬ

１

１９

１

４

０

１５

０．３９７ ０．２５

淋巴节转移 阴性

阳性

１１

９

５

０

６

９

０．５２２０．０３８

肿瘤分化 Ｇ１

Ｇ２

Ｇ３

３

６

１１

２

１

２

１

５

９

０．３１４０．１９５

残余瘤大小 ＜１ｃｍ

≥１ｃｍ

１６

４

４

１

１２

３

０ １．０００

ＦＩＧＯ分期 Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

１

９

９

１

１

４

０

０

０

５

９

１

０．６０２０．０４３

是否复发 否

是

１１

９

５

０

６

９

０．５２２０．０３８

２．３　ＨＥＹ细胞在 ｃｏｎｔｒｏｌ、ｍｉｍｉｃｓ、ＮＣ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的
ｍｉＲ１２６９ａ表达情况
卵巢癌细胞 ＨＥＹ分别转染 ｃｏｎｔｒｏｌ、ｍｉＲ１２６９ａ

ｍｉｍｉｃｓ、ＮＣ、ｍｉＲ１２６９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，用荧光定量 ＰＣＲ检测

细胞内 ｍｉＲ１２６９ａ的表达量。ｍｉｍｉｃｓ组 ｍｉＲ１２６９ａ的
表达水平高于ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＝０．００５４），见图２ａ；ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平低于ＮＣ组（Ｐ＝０．００３１），提
示ｍｉｍｉｃｓ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能够有效的过表达和敲减 ｍｉＲ
１２６９ａ（图２ｂ）。

ａ：转染ｍｉｍｉｃｓ的ＨＥＹ细胞内 ｍｉＲ１２６９ａ的表达量；ｂ：转染 ｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ的 ＨＥＹ细 胞 内 ｍｉＲ１２６９ａ的 表 达 量；＃：２组 比
较，Ｐ＜０．０１

图２　各组ＨＥＹ细胞的ｍｉＲ１２６９ａ的表达情况

２．４　ｍｉＲ１２６９ａ表达水平对ＨＥＹ细胞增殖能力的影响
为进一步明确ｍｉＲ１２６９ａ对卵巢癌细胞体外增殖

能力的影响，用 ＣＣＫ８实验分别检测 ｃｏｎｔｒｏｌ、ｍｉｍｉｃｓ、
ＮＣ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的增殖情况，结果显示过表达 ｍｉＲ
１２６９ａ可增强 ＨＥＹ细胞的增殖能力；敲减 ｍｉＲ１２６９ａ
则减弱ＨＥＹ细胞的增殖能力（图３）。

＃：与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；Ｐ＜０．０１；△：与ＮＣ组比较Ｐ＜０．００１
图３　ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平对ＨＥＹ细胞增殖能力的影响

２．５　ｍｉＲ１２６９ａ表达水平对ＨＥＹ细胞迁移能力的影响
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＨＥＹ细胞的迁移情况，与

ｃｏｎｔｒｏｌ组 相 比，ｍｉｍｉｃｓ组 迁 移 细 胞 数 量 增 加
（Ｐ＝０．０１５５）；与ＮＣ组相比，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组迁移细胞的
数量减少（Ｐ＝０．００２５）。提示高水平的ｍｉＲ１２６９ａ有
促进卵巢癌细胞体外迁移的作用（图４）。
２．６　ｍｉＲ１２６９ａ表达水平对ＨＥＹ细胞侵袭能力的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＨＥＹ细胞的侵袭情况，与ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组相比，ｍｉｍｉｃｓ组迁移细胞数量增加 （Ｐ＝
０．００４１）；与ＮＣ组相比，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组迁移细胞的数量
减少（Ｐ＝０．００９７），提示高水平的 ｍｉＲ１２６９ａ有促进
卵巢癌细胞侵袭的作用（图５）。
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ａ：ＨＥＹ细胞迁移力（×２００）；ｂ：迁移细胞计数比较　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１
图４　ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平对ＨＥＹ细胞迁移能力的影响

ａ：ＨＥＹ细胞侵袭力（×２００）；ｂ：侵袭的细胞计数比较　＃：Ｐ＜０．０１
图５　ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平对ＨＥＹ细胞侵袭能力的影响

３　讨论

上皮性卵巢癌是病死率最高的妇科恶性肿瘤，复

发转移和化疗耐药是导致上皮性卵巢癌治疗困难预后

不佳的重要原因［５，７，１８］。此过程涉及极其复杂的分子

调控网络，包括癌基因的激活和抑癌基因的失活、信号

通路的异常活化、肿瘤微环境的改变、表观遗传水平的

失调控等［１９２１］。

ｍｉＲＮＡ是一种内源性的非编码短链ＲＮＡ，其在转
录后水平上调控基因的表达影响信号通路的激活［２２］。

大量研究表明ｍｉＲＮＡ参与肿瘤的发生、发展和耐药等
生物学过程［８，２３２４］。在结肠癌、肝癌和肺癌等疾病中

有报道ｍｉＲ１２６９ａ能够促进肿瘤生长和转移，并且能
够与肿瘤转移相关的经典通路 ＴＧＦβ形成正反馈环
路，更进一步放大了ＴＧＦβ的促进转移作用［１５，１７，２５］。

本研究发现ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺癌中的
表达水平显著高于卵巢囊肿，据此推测其是卵巢浆液

性囊腺癌发病相关分子调控网络中的一员，可能参与

了卵巢浆液性囊腺癌的发病。本研究根据 ｍｉＲ１２６９ａ
的表达水平，将 ２０例卵巢浆液性囊腺癌分成 ｍｉＲ
１２６９ａ高表达组和低表达组，分析 ｍｉＲ１２６９ａ的表达
水平与临床病理参数的关系，结果显示 ｍｉＲ１２６９ａ的
表达量与患者年龄、肿瘤分化程度、ＣＡ１２５以及残余
瘤大小无明显相关性，而与肿瘤病灶大小、淋巴结转移

情况、ＦＩＧＯ分期及肿瘤术后复发呈显著正相关，肿瘤
病灶较大、淋巴结转移阳性、分期较晚、术后有复发的

患者ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平更高，说明 ｍｉＲ１２６９ａ参
与了卵巢浆液性囊腺癌的发生发展，并且可能与卵巢

癌术后复发有潜在关系。进一步体外细胞功能实验

（ＣＣＫ８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）也证实了高水平的ｍｉＲ１２６９ａ能促
进卵巢癌细胞增殖、迁移和侵袭；相反，抑制 ｍｉＲ
１２６９ａ则可阻碍卵巢癌细胞的上述恶性生物学行为；
提示ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺癌的生长和转移过
程中有着重要作用。有文献报道，ｍｉＲ１２６９ａ通过抑
制ＳＯＸ６等基因的表达，发挥癌基因样的作用，促进肿
瘤生长转移［２５］。此外，在多种人体肿瘤中均发现

ｍｉＲ１２６９ａ存在着促癌功能，调控肿瘤增殖侵袭等生
物学行为，并且对肿瘤生存率有一定的预测作

用［１５，１７］。本研究临床样本分析、体外实验的结果与上

述关于ｍｉＲ１２６９ａ在其他肿瘤存在促癌作用的报道均
一致。因此，我们认为 ｍｉＲ１２６９ａ在卵巢浆液性囊腺
癌发生发展以及术后复发转移过程中有重要作用，可

能成为卵巢浆液性囊腺癌术后预后判断、监测复发、指

导复发患者进一步化疗或二次手术的重要指标。然

而，ｍｉＲ１２６９ａ调控卵巢浆液性囊腺癌生长和转移的
具体分子机制需要进一步深入研究，进而探索它所调

控的信号通路或下游靶基因，寻找调控网络中的关键

分子，为个体化治疗和精准治疗提供线索，最终提高卵

巢癌的治疗效果。

本研究尚存在许多不足之处，所用研究样本数量

较少，后续将扩大样本量进一步对病例进行随访，以明

确ｍｉＲ１２６９ａ的表达水平与卵巢癌患者生存率的相关
性。ｍｉＲ１２６９ａ促进卵巢浆液性囊腺癌生长转移的分
子机制尚未研究，需要后续进行相关实验。
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