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miR-483-5p在上皮性卵巢癌中的表达及
其对顺铂敏感性的影响

张彭南，孙　红，蒋红元

复旦大学附属妇产科医院妇科，上海 200090

　　［摘要］　背景与目的：顺铂是目前临床上治疗上皮性卵巢癌的一线化疗药物之一，但许多患者对铂类

药物耐药。miR-483-5p在肺癌中过表达，然而目前尚未见miR-483-5p在上皮性卵巢癌中的研究。该研究检测

miR-483-5p在上皮性卵巢癌组织和上皮性卵巢癌细胞系中的表达并探讨其对上皮性卵巢癌细胞对顺铂敏感性

的影响。方法：采用实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR)检测43例上皮性卵巢癌患者的肿瘤组织、8例正常卵巢组织和5种上皮性卵巢癌细胞系中

miR-483-5p的表达情况；通过慢病毒上调或敲低卵巢癌细胞miR-483-5p表达，应用CCK-8实验检测miR-483-5p

对上皮性卵巢癌细胞系顺铂敏感性的影响。结果：上皮性卵巢癌组织中miR-483-5p表达明显高于正常卵巢组织

(P<0.01)。此外，miR-483-5p在晚期上皮性卵巢癌组织中的表达水平显著高于早期肿瘤组织(P<0.05)。5种上

皮性卵巢癌细胞系中SKOV3细胞表达miR-483-5p的量最低；miR-483-5p在上皮性卵巢癌顺铂耐药A2780/CP细胞

中表达量最高。上调SKOV3细胞中miR-483-5p的表达能够降低上皮性卵巢癌细胞对顺铂的敏感性，并下调p21

及Bcl-2的表达；下调A2780/CP细胞miR-483-5p的表达能够增加细胞对顺铂的敏感性，并上调p21及Bcl-2的表

达。结论：miR-483-5p在上皮性卵巢癌组织中高表达并对顺铂耐药，可以作为临床预测上皮性卵巢癌对顺铂敏

感性的生物标志物之一。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Although cisplatin-based chemotherapies are used as the first-line 
treatment for ovarian cancers, the majority of patients eventually progress with platinum-resistant disease. miR-483-
5p is overexpressed in lung cancer. However, the research on miR-483-5p in epithelial ovarian cancer (EOC) is still 
unclear. This study aimed to investigate the expression of miR-483-5p in EOC and its effects on cisplatin resistance 
in EOC cells. Methods: This study analyzed the expression of the miR-483-5p by real-time fluorescent quantitative 
polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) in EOC tissues, normal ovarian tissues, and EOC cells. The role of miR-483-
5p in EOC was evaluated in vitro by lentivirus-mediated knockdown of miR-483-5p or overexpression of miR-483-5p 
in EOC cell lines. Drug sensitivity assay was carried out by CCK-8 kit. Results: miR-483-5p was upregulated in EOC 
tissues as compared with normal tissues (P<0.01). Furthermore, miR-483-5p expression in advanced stage (Ⅲ–Ⅳ) 
EOC was significantly higher than that in early stage (Ⅰ–Ⅱ) EOC (P<0.05). Interestingly, miR-483-5p expression 
was higher in cisplatin-resistant A2780/CP cells than other cells. Increased miR-483-5p expression caused EOC cell 
resistance to cisplatin and downregulated the expression of p21 and Bcl-2, whereas reduced miR-483-5p expression 
induced its sensitivity and upregulated the expression of p21 and Bcl-2. Conclusion: The results suggest that miR-483-
5p is highly expressed in EOC and contributes to cisplatin resistance. Thus, miR-483-5p is a potential therapeutic target 
for ovarian cancer.
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　　卵巢癌的发病率位居女性生殖系统恶性肿

瘤第3位，死亡率位居首位，上皮性卵巢癌是其

主要类型。顺铂是治疗上皮性卵巢癌最常用临

床药物之一。近年来，越来越多的上皮性卵巢

癌对顺铂耐受，严重影响了上皮性卵巢癌患者

的预后 ［1］。探索、阐明卵巢癌的化疗耐药作用

机制，提高卵巢癌对化疗的敏感性是妇科肿瘤

研究领域亟待解决的问题之一。

　　微小RNA(microRNA，miRNA，miR)在转录

后水平调控细胞的增殖、凋亡、分化、代谢、

发育等方面。近年来研究证实，异常的miRNA

表达与多种肿瘤的发生、发展具有密切的关 

系［2-3］。研究发现，miR-483-5p肺癌中过表

达，具有癌基因的功能［4］。本研究旨在检测

miR-483-5p在上皮性卵巢癌及正常组织中的表

达，并在上皮性卵巢癌细胞中检测其表达对顺

铂敏感性的影响。

1　材料和方法

1.1　组织、细胞系及主要实验试剂

　　组织标本取自复旦大学附属妇产科医院

2013年1月—2013年6月经手术治疗的上皮性卵

巢癌患者43例，正常卵巢组织8例(均为因患子

宫肌瘤或子宫腺肌症行全子宫加双侧卵巢、输

卵管切除的患者)。术中取材后，标本立即放

入液氮中速冻后并于-80 ℃条件下保存以提取

RNA。所有组织均由病理诊断证实。上皮性卵

巢癌患者年龄41~69岁。TNM分期：Ⅰ~Ⅱ期20

例，Ⅲ~Ⅳ期23例。所有卵巢癌患者术前均未

经任何治疗，其中浆液性囊腺癌22例，黏液性

囊腺癌18例，其他类型3例。本研究经复旦大

学附属妇产科医院伦理委员批准，且均在患者

知情的情况下取得标本。人上皮性卵巢癌细胞

SKOV3、CAOV3、A2780、Hey和A2780/CP由本

实验室保存。DMEM高糖培养基、RPMI-1640

培养基、Optim-MEM培养基购自美国Gibco公

司。TRIzol、脂质体LipofectamineTM2000购自美

国Invitrogen公司。实时荧光定量聚合酶链反应

(real-time fluorescent quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR)检测试剂盒购自宝生物工

程(大连)有限公司。miR-483-5p过表达及干扰

慢病毒购自上海吉凯基因化学技术有限公司。

P21、Bcl-2及甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)抗

体购自美国Santa公司。

1.2　方法

1.2.1　组织及细胞RNA提取

　　从超低温冰箱(-80 ℃)中取出组织，放入预

冷的研钵中进行研磨，期间不断地加入液氮保

持低温直至研磨成粉末。取0.25 g组织粉到EP

管中，加入1 mL TRIzol混匀，在室温下裂解组

织粉末15 min。常规培养各细胞，待细胞生长

至培养瓶约80%时，弃去培养基，PBS洗涤细胞 

2次，加入1 mL TRIzol，移液枪轻轻吹打瓶壁，

裂解细胞，待充分匀浆后转入1.5 mL EP管中，

室温静置15 min。在上述细胞或组织裂解液的

EP管中加入氯仿200 μL，漩涡仪上振荡30 s，室

温放置10 min后，于12 000×g(4 ℃)条件下离心 

15 min。取上层水置于新EP管中，加入500 μL
异丙醇，颠倒混匀后冰浴10 min，12 000×g 
(4 ℃)离心10 min。弃上清液，加入预冷无RNA

酶的75%乙醇1 mL，涡旋混合，于7 500×g 
(4 ℃)条件下离心5 min，弃上清液，空气中干燥

RNA 10 min。加入适量无RNA酶的去离子水溶

解RNA。电泳检测RNA质量，琼脂糖凝胶电泳

观察5 S、18 S及28 S条带，紫外分光光度计检

测260 nm及280 nm处吸光度(D)值，计算RNA浓

度。放置-80 ℃超低温冰箱冻存备用。

1.2.2　RTFQ-PCR检测

　　按照反转录试剂盒说明书对于组织和各细

胞系所提取的总RNA进行反转录。RTFQ-PCR

引物按说明书进行稀释，操作按试剂盒说明书

进行。反应结束后确认RTFQ-PCR的扩增曲线

和融解曲线，相对miRNA表达采用Ct值精确计

算。U6 snRNA为内参。

1.2.3　CCK-8实验检测上皮性卵巢癌细胞对顺

铂的敏感性

　　消化后的上皮性卵巢癌细胞以每孔2 000个
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细胞接种到96孔板中常规培养过夜。随后分别

加入0.2、1、5、25和125 μmol/L顺铂，继续培

养72 h，更换新鲜培养基，加入100 μL CCK-8工作

液，继续培养2 h，应用酶标仪测定D450 nm值。抑制

率=(1-D药物处理组/D对照组)×100%，计算IC50值。

1.2.4　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

　　收集指数生长期细胞，加入蛋白裂解液，

冰上裂解1 h。12 000×g离心15 min，取上清

液，采用BCA法蛋白定量。每孔总蛋白上样量 

30 μg，采用12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯氨酸

凝胶电泳2 h后转至硝酸纤维素膜上，5%脱脂

牛奶封闭1 h，加入l∶1 000稀释的一抗4 ℃温育 

24 h，经磷酸盐缓冲液(10%吐温-20)洗涤后，

与1∶1 000稀释的荧光二抗在室温下温育2 h。

按照SuperSignal West Pico化学发光检测试剂盒

(美国Pierce公司)说明书等比例混合底物和增强

剂，压片后显影。于FR-200A全自动成像系统

扫描，以GAPDH作为内参对照。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 19.0软件进行统计处理，结果以

x±s表示，均数比较采用配对t检验或方差检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　miR-483-5p在上皮性卵巢癌组织中的 

表达

　　RTFQ-PCR检测结果显示，miR-483-5p在

上皮性卵巢癌组织中表达水平显著高于正常卵

巢组织(P<0.01，图1)。

　　此外，miR-483-5p在Ⅲ~Ⅳ期卵巢癌组织

中表达水平显著高于Ⅰ~Ⅱ期卵巢组织(P<0.05， 

图1)。

2.2　miR-483-5p在上皮性卵巢癌细胞中的 

表达

　　本研究采用RTFQ-PCR检测了5株上皮性

卵巢癌细胞系中的miR-483-5p表达水平。结

果显示，上皮性卵巢癌顺铂耐药细胞A2780/CP

中miR-483-5p表达水平显著高于其他4株细胞

(P<0.01，图2)。

图 1　miR-483-5p在上皮性卵巢癌组织及正常卵巢组织中的 

表达

Fig. 1    The expressions of miR-483-5p in epithelial ovarian 

cancer and normal ovarian tissues detected by RTFQ-PCR

 *: P<0.05; **: P<0.01 

图 2　miR-483-5p在上皮性卵巢癌细胞中的表达

Fig. 2    The expressions of miR-483-5p in 5 cell lines of epithelial 

ovarian cancer detected by RTFQ-PCR

 **: P<0.01, as compared with the other 4 groups

2.3　上调miR-483-5p表达诱导上皮性卵巢癌

细胞对顺铂耐药

　　上述研究结果显示，miR-483-5p在上皮

性卵巢癌顺铂耐药细胞株A2780/CP中表达显著

高于其他细胞。因此，我们推测miR-483-5p

过表达可能参与上皮性卵巢癌对顺铂耐药。本

研究通过慢病毒上调上皮性卵巢癌SKOV3细胞

中的miR-483-5p表达(P<0.01，图3A)。进一步

通过CCK-8实验检测上调miR-483-5p表达后，

细胞对顺铂敏感性的变化。结果显示，miR-

483-5p过表达细胞和阴性对照细胞(negative 

control，NC)对顺铂的IC50值分别为17.81±1.20

和7.78±0.43(P<0.05，图3B)。提示上调miR-

张彭南，等.　miR-483-5p在上皮性卵巢癌中的表达及其对顺铂敏感性的影响
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483-5p表达，SKOV3细胞对顺铂的敏感性显著 

降低。

2.4　下调 miR-483-5p增加上皮性卵巢癌细胞

对顺铂的敏感性

　　为了进一步证实miR-483-5p过表达与上皮

性卵巢癌顺铂耐药相关。我们通过慢病毒介导

的shRNA敲低上皮性卵巢癌细胞A2780/CP中的

miR-483-5p表达(P<0.01，图4A)。进一步通过

CCK-8实验检测下调miR-483-5p表达后，细胞

对顺铂敏感性的变化。结果显示，miR-483-5p

敲低细胞和阴性对照细胞(NC)对顺铂的IC50值分

别为9.59±1.02和24.19±2.88(P<0.01，图4B)。

提示下调miR-483-5p表达，A2780/CP细胞对顺

铂的敏感性显著增加。

2.5　miR-483-5p可能通过调节p21及Bcl-2在

上皮性卵巢癌中对顺铂耐药

　　为了进一步研究miR-483-5p在上皮性卵巢

癌中对顺铂耐药的相关机制，我们在SKOV3细

胞中上调miR-483-5p表达，在A2780/CP细胞中

下调miR-483-5p的表达，然后检测p21及Bcl-2

的蛋白表达。结果发现：上调miR-483-5p后，

p21及Bcl-2的蛋白表达增加；下调miR-483-5p

后，p21及Bcl-2的蛋白表达降低(图5)。

图 3　上调miR-483-5p表达诱导上皮性卵巢癌细胞对顺铂耐药

Fig.3 Forced miR-483-5p expression in SKOV3 cells reduced their sensitivity to cisplatin

 A: Lentivirus-mediated miR-483-5p overexpression in SKOV3 cell lines; B: Forced miR-483-5p expression in SKOV3 cells reduced their 
sensitivity to cisplatin; *: P<0.05; **: P<0.01; NC: Negative control

图 4　下调 miR-483-5p增加卵巢癌细胞对顺铂的敏感性

Fig. 4    Reduced miR-483-5p expression in A2780/CP cells increased their sensitivity to cisplatin

 A: Lentivirus-mediated knockdown of miR-483-5p in A2780/CP cell lines; B: Reduced miR-483-5p expression in A2780/CP cells increased their 
sensitivity to cisplatin; *: P<0.05; **: P<0.01; NC: Negative control
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图 5　Western blot检测上调或下调 miR-483-5p对p21及Bcl-2

蛋白表达的影响

Fig. 5    The expressions of p21 and Bcl-2 detected by Western 

blot with forced or reduced miR-483-5p

 Forced miR-483-5p upregulated the expression of p21 and Bcl-
2 in SKOV3 cell lines; Reduced miR-483-5p downregulated the 
expression of p21 and Bcl-2 in A2780/CP cell lines; NC: Negative 
control

3　讨　　论

　　上皮性卵巢癌是最常见的妇科恶性肿瘤之

一，病死率居各类妇科肿瘤的首位［5］。铂类药

物是目前临床上治疗上皮性卵巢癌的一线化疗

药物之一。遗憾的是，许多患者对铂类药物耐

药。因此，深入探讨上皮性卵巢癌的化疗耐药

机制，寻找更为有效的治疗靶点是上皮性卵巢

癌治疗亟待解决的问题之一。

　　Boren等 ［6］利用化疗药物对化疗耐受的

卵巢癌细胞株进行处理后，随后检测了其中

335种miRNA。结果发现，有27种miRNA的表

达水平在药物处理前后表达水平发生变化，

该变化至少与1种或多种化疗药物的反应性有 

关［6］。miR-106a异常表达与卵巢癌对紫杉醇耐

药相关［7］。随着miRNA在卵巢癌中的研究不断

深入，异常表达的miRNA可为卵巢癌的治疗提

供新靶点。本研究发现，miR-483-5p在上皮性

卵巢癌组织中高表达，且在Ⅲ~Ⅳ期肿瘤组织中

表达水平高于Ⅰ~Ⅱ期肿瘤组织。此外，我们发

现，miR-483-5p在上皮性卵巢癌顺铂耐药细胞

A2780/CP中的表达显著高于其他细胞，并通过

实验进一步证实miR-483-5p过表达在上皮性卵

巢癌对顺铂耐药中具有重要作用。p21基因表达

涉及数种癌症的耐药［8］。研究结果表明，原癌

基因Bcl-2的过度表达延迟诱导细胞凋亡［9］，

Bcl-2表达的下调可以恢复癌细胞对抗癌药物的

敏感性［10］。本研究发现：上调miR-483-5p表

达后，p21及Bcl-2蛋白的表达增加；下调miR-

483-5p表达后，p21及Bcl-2的蛋白表达降低。因

此miR-483-5p可能通过调节p21及Bcl-2在上皮

性卵巢癌中对顺铂耐药。

　　综上所述，本研究发现miR-483-5p在上

皮性卵巢癌组织中高表达，并且与临床分期相

关；其过表达与上皮性卵巢癌对顺铂耐药相

关。因此miR-483-5p可能参与了上皮性卵巢癌

的发生、发展的过程。
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