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miR-101靶向甲基化转移酶3A抑制 
人卵巢癌细胞生长与侵袭
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　　［摘要］　背景与目的：miR-101在胃癌、结肠癌、乳腺癌以及前列腺癌中表达下调，有类似抑癌基因

样作用，然而，其在卵巢癌中的作用尚未明确。该研究旨在探讨miR-101是否通过靶向调控甲基化转移酶

3A(DNMT3A)抑制人卵巢癌细胞生长与侵袭，从而进一步揭示miR-101的抑瘤机制。方法：采用实时定量聚

合酶链式反应(quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR)检测22例卵巢癌组织及癌旁正常卵巢

组织中miR-101的表达改变；将miR-101 mimics转染于卵巢癌SKOV3细胞，以DNMT3A siRNA为阳性对照，

采用蛋白［质］印迹法(Western blot)检测外源过表达miR-101对DNMT3A蛋白表达水平的影响；采用噻唑蓝

(thiazolyl blue，MTT)和Transwell侵袭实验检测外源高表达miR-101对人卵巢癌细胞生长与侵袭能力的影响。结

果：qRT-PCR检测结果显示，miR-101在22例卵巢癌组织中的表达水平较癌旁正常组织明显下调；Western blot
检测结果显示，外源过表达miR-101或沉默DNMT3A能下调SKOV3细胞DNMT3A蛋白的表达水平；MTT检测

结果显示，转染miR-101 mimics或沉默DNMT3A 48、72和96 h后D值与对照组比较明显减少，差异均有统计学

意义(P<0.05)；Transwell侵袭实验显示，转染miR-101 mimics或沉默DNMT3A 36 h后穿过基底膜的细胞数分别

为(105±7)个和(107±13)个，与对照组(213±11)个比较能明显减缓SKOV3细胞的穿膜能力，差异有统计学意义

(P<0.05)。结论：miR-101通过靶向调控DNMT3A抑制人卵巢癌细胞生长与侵袭。
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　　［Abstract］ Background and purpose: miR-101 has been reported to be down-regulated in gastric cancer, 
colorectal cancer, breast cancer as well as prostate cancer acting as a tumor suppressor gene. However, its function in 
ovarian cancer is still unknown. The aim of this study was to investigate whether miR-101 can suppress cell growth and 
invasion of ovarian cancer cells by targeting DNMT3A, so as to reveal molecular mechanism to inhibit ovarian cancer. 
Methods: Quantitative real-time palymerase chain reaction (qRT-PCR) method was employed to detect the expression 
of miR-101 in ovarian cancer and cancer adjacent normal ovarian tissues. SKOV3 cells were transfected with miR-101 
mimics, and DNMT3A siRNA was transfected as a positive control. Then Western blot was used to detect the expres-
sion of DNMT3A protein regulated by miR-101 in SKOV3 cells. The growth and invasion ability of SKOV3 cells were 
evaluated by MTT and Transwell invasion assays. Results: qRT-PCR showed that miR-101 was down-regulated in 
ovarian cancer tissues. Western blot showed that the level of DNMT3A protein was inhibited by restored miR-101 or 
knock-down of DNMT3A in SKOV3 cells. Following transfection of miR-101 mimics or knock-down of DNMT3A 
for 48, 72 and 96 h respectively, MTT assay showed that the D values were significantly lower than the control group, 
(P<0.05). After transfection of miR-101 mimics or knock-down of DNMT3A for 36 h, Transwell invasion assay 
showed that the numbers of cells through the basement membrane was (105±7) and (107±13), respectively, which are 
significantly different from the control group (213±11), indicating invasion of SKOV3 cells significantly slowed down 
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　　microRNAs (miRNAs)是一类长度约为22 nt
的单链、非编码的小RNA分子，通过与靶基

因的3’非编码区相互结合从而调控靶基因的表 

达［1］。miRNAs是基本的调控因子，在肿瘤

的发展中调控细胞的增殖、分化以及调亡等

过程。miRNAs的表达具有一定时间性和空间

性，其生理表达模式的破坏与多种肿瘤的发生

密切相关，表明miRNAs在人类肿瘤的发生、

发展中可能起癌基因或抑癌基因样作用。研究

显示，miR-101在多肿恶性肿瘤中表达下调，起

到类似于抑癌基因样作用，抑制肿瘤细胞的增

殖与侵袭，表明miR-101在这些肿瘤的发生、

发展过程中可能发挥重要作用［2-3］。甲基化转

移酶3A(DNMT3A)在多种肿瘤中表达上调，其

在肾细胞癌中的表达水平与肿瘤的大小、临

床分期、淋巴结转移以及患者的预后生存相 

关［4］。Xu等［5］的研究显示，miR-29s通过靶

向DNMT3A抑制胶质瘤细胞的增殖、侵袭与

转移。然而，目前对于miR-101与DNMT3A在

卵巢癌中的研究鲜见报道。本研究拟通过采用

实时定量聚合酶链式反应(quantitative real-time 

polymerase chain reation，qRT-PCR)技术、蛋白

［质］印迹法(Western blot)、MTT及Transwell检
测miR-101在卵巢癌中的生物学作用以及相关作

用机制。

1　材料和方法

1.1　病例资料

　　收集2010年2月—2012年3月期间我院收治

并确诊为卵巢癌的患者22例，中位年龄56(41～

73)岁。所有卵巢癌患者术前均未行放化疗等抗

肿瘤治疗。所有癌组织标本经HE染色并经2名

以上病理学专家确诊。所取正常组织距癌缘超

过5 cm，并经HE染色证实为非癌组织。

1.2　主要材料

　 　 人 卵 巢 癌 株 S K O V 3 细 胞 ， 由 中 山 大

学肿瘤研究所惠赠。Lipofec tamine TM2000

(P<0.05). Conclusion: miR-101 suppresses cell growth and invasion by targeting DNMT3A in ovarian cancer.
  　［Key words］ MiR-101; Ovarian cancer; DNMT3A; Growth and invasion

购 自 美 国 I n v i t r o g e n 公 司 ， M T T 购 自 美 国

Sigma公司，Transwel l小室购自美国BD公

司。miR-101 mimics与scramble序列分别为

5’-UACAGUACUGUGAUAACUGAA-3’与 

5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT -3’ ，均

由丹麦Exiqon公司设计合成。RNA抽提试剂盒

购自美国Applied Biosystems公司，DNMT3A和

β-actin抗体购自美国Santa Cruz公司。

1.3　瞬时转染

　　将预先培养好的SKOV3细胞接种于6孔板

中，按2 mL/孔铺好，培养过夜。用灭菌的无酶

水稀释micrRNA-101mimics干粉，按说明配制成

20 μmol/L的溶液备用。用不含血清的Opti-MEM
培养液分别稀释100 pmol miRNA-101mimics与

5 μL的LipofectamineTM2000，混匀，室温温育

5 min。然后，将上述2种混合液加入培养孔继

续培养48 h。

1.4　qRT-PCR

　　称取每个卵巢癌标本和癌旁正常组织各适

量，用RNA抽提试剂盒抽提组织中总RNA，并

逆转录合成cDNA置于−80 ℃保存备用。PCR扩

增反应体系为20 μL，包括Taq DNA polymerase 
5 U/μL)0.2 μL，MiR-PCR primers(5 mmol/L) 
0.4 μL，2×SYBR Mix 10 μL，miRNA RT product 
2.0 μL，灭菌蒸馏水7.4 μL。循环体系为: 95 ℃
预变性3 min；95 ℃变性12 s，62 ℃退火35 s，

72 ℃延伸30 s，共35个循环。以β-actin为内参，

所测定的miR-101的相对表达量采用2−ΔΔCt法 

分析。

1.5　Western blot

　　将miR-101 mimics、scramble、DNMT3A 

siRNA转染于卵巢癌SKOV3细胞，分别作为实

验组、阴性对照组和阳性对照组，48 h后抽提

细胞总蛋白，每组取等量标本进行SDS-PAGE凝

胶电泳，电泳后转膜，封闭1 h，加入DNMT3A
抗体或β-actin抗体，4 ℃过夜，TBST洗膜，加

二抗温育1 h，洗膜，ECL发光，X片曝光、显
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影、定影。

1.6　Transwell侵袭实验

　　在Transwell小室中铺加适量基质胶稀释液

过夜以成膜。次日取100 μL即含1×105个/mL细

胞稀释液接种至Transwell小室的上腔，下腔加

500 μL含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液，置

于37 ℃、CO2体积分数为5%的细胞培养箱中培

养36 h后取出，用棉签擦弃小室上层细胞，PBS
液轻洗，4%多聚甲醛固定，0.1%结晶祡染色，

PBS液清洗，倒置，晾干。光学显微镜下观察

并摄相，随机选取4个高倍视野进行细胞计数，

取平均值。实验重复3次。

1.7　MTT法

　　将转染细胞接种于96孔板中，每组设5个

复孔，培养至临近饱和。每孔加入灭菌MTT液

5 mg/mL 20 μL，温育4 h后取出。每孔中加入

亚甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)150 μL，

低速振荡10 min，选择波长为570 nm，在酶标

仪上测定各孔吸光度(D)值，记录结果。实验 

重复3次。

1.8　统计学处理

　　采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。所

有结果均以x±s表示，两组间比较采用t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　卵巢癌组织中miR-101表达水平的检测 

　　提取卵巢癌组织和癌旁正常卵巢组织中的

总RNA，以U6 snRNA为内参采用qRT-PCR法检

测卵巢癌组织和癌旁正常卵巢组织中miR-101的

表达水平。确定1例癌旁正常卵巢组织的miR-
101的值为1，然后与其他正常组织和癌组织进

行分析比较，以2−ΔΔCt表示miR-101的表达水平，

然后分析得到22例卵巢癌组织中miR-101的平

均表达值为0.691±0.036，癌旁正常卵巢组织中

miR-101的平均表达值为1.604±0.065。两者相

比，差异有统计学意义(P<0.001，图1)。
2.2　miR-101对DNMT3A蛋白表达的影响 

　　有研究表明，DNMT3A是miR-101直接调

控的靶基因［6］。为明确在卵巢癌细胞中miR-
101对DNMT3A蛋白表达调控的影响，将miR-
101mimics转染于SKOV3细胞中，以转染miR-
101-scramble为阴性对照，转染DNMT3A siRNA
为阳性对照，转染48 h后收集蛋白。Western blot
结果显示，转染miR-101组和DNMT3A siRNA组

DNMT3A蛋白表达水平较阴性对照组明显降低

(图2)。结果提示，在卵巢癌SKOV3细胞中miR-
101能下调DNMT3A蛋白的表达。

图 1　miR-101在卵巢癌组织和癌旁正常卵巢组织中表达水平

Fig. 1    The expression of miR-101 in ovarian cancer and cancer 

adjacent normal ovarian tissues tested by qRT-PCR

*: P<0.001

图 2　Western blot检测miR-101对DNMT3A蛋白的影响

Fig. 2    The expression of DNMT3A protein regulated by miR-

101 and si-DNMT3A was tested by Western blot 

2.3　miR-101对人卵巢癌SKOV3细胞增殖的 

影响 

　　MTT结果显示，转染miR-101组和DNMT3A 
siRNA组48、72和96 h后，人卵巢癌SKOV3细胞

的增殖速度和能力明显受到抑制，与对照组相

比，差异均具有统计学意义(P<0.05，图3)。提

示外源高表达miR-101可能通过下调DNMT3A的

表达抑制卵巢癌SKOV3细胞的增殖。

2.4　miR-101对卵巢癌SKOV3细胞侵袭能力的

影响

　　Transwell结果显示，转染miR-101 mimics和
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DNMT3A siRNA组36 h后，SKOV3细胞穿过基

质胶的细胞数分别为(105±7)和(107±13)个，与

对照组(213±11)个和空白组(176±6)个相比，差

异有统计学意义(P<0.01，图4)。提示外源高表

达miR-101可能通过下调DNMT3A的表达抑制卵

巢癌SKOV3细胞的侵袭。

图 3　MTT法检测过表达miR-101对卵巢癌SKOV3细胞增殖 

能力的作用

Fig. 3    The proliferation ability of SKOV3 cells regulated by 

miR-101 and si-DNMT3A was detected by MTT 

*: P<0.05, **: P<0.01, compared with scramble

3　讨　　论

　　卵巢癌是全球妇科肿瘤中常见的恶性肿

瘤之一，也是女性癌症死亡相关的第二大病 

因［7］。尽管目前的诊断和治疗技术在不断发

展，但是卵巢癌患者的临床结局仍然不太理

想，因为大多数患者在疾病诊断时已为晚期，

且多数患者对化疗药物存在抵抗。据统计，卵

巢癌患者的5年总生存率仅在40%~45%［8］。因

此，早期特异性肿瘤标志物的识别以及靶向治

疗策略的开发对提高卵巢癌患者的生存率具有

重要的临床意义。目前越来越多的研究者在不

同的卵巢癌细胞系、组织以及血清标本中进行

miRNA表达谱的研究，以确定卵巢癌新的生物

标志物［9-10］。例如，miR-30［11］、miR-124［8］

和miR-199［12］在卵巢癌中表达下调，并能抑

制肿瘤细胞的生长、侵袭与转移。研究显示，

miR-101在胃癌［3］、结肠癌［4］和乳腺癌［13］中

(×200)

图 4　Transwell侵袭实验检测过表达miR-101对卵巢癌SKOV3细胞侵袭能力的作用 

Fig. 4    The invasion ability of SKOV3 cells regulated by miR-101 and si-DNMT3A was detected by Transwell invasion assay

*: P<0.01, compared with scramble and mock.

表达下降。Chen等［13］研究证实，miR-101在

乳腺癌中表达下调，且其低表达与乳腺癌发生

的高危险性密切相关。此外，miR-101还可通

过靶向Stathmin抑制乳腺癌的生长和转移［14］。

miR-101在前列腺癌中通过靶向调控EZH2抑制

前列腺癌干细胞的增殖［15］。miR-101在结肠癌

中通过靶向调控EP4的表达抑制结肠癌细胞的

迁移与侵袭［4］。综上可见，miR-101在多种肿

瘤中具有抑制肿瘤生长和转移的作用。本研究

通过采用qRT-PCR技术检测发现，miR-101在卵

巢癌组织中表达明显下调。进一步通过MTT、

Transwell实验研究发现，过表达miR-101能明显

胡可可，等.　miR-101靶向甲基化转移酶3A抑制人卵巢癌细胞生长与侵袭
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抑制卵巢癌SKOV3细胞的增殖和侵袭能力，表

明miR-101在卵巢癌中发挥抑瘤基因样作用。相

关研究显示，DNMT3A是miR-101直接调控的靶

基因，miR-101通过靶向DNMT3A抑制肺癌细胞

的增殖与转移［6］。本研究也证实在卵巢癌细胞

中过表达miR-101能下调DNMT3A蛋白表达，而

在卵巢癌细胞中沉默DNMT3A后，卵巢癌细胞

的增殖与侵袭能力也明显受到抑制。

　　综上所述，miR-101在卵巢癌中表达下调，

并且可能通过靶向DNMT3A抑制卵巢癌细胞的

增殖、迁移和侵袭，表明miR-101可作为一个潜

在的治疗靶点用于卵巢癌的治疗。研究将继续

深入miR-101在卵巢癌中的功能和分子研究，系

统阐明miR-101参与卵巢癌发生、发展的可能分

子机制，为卵巢癌的防治提供实验依据。
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