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MiRNA-92a 靶向 PTEN通过 PI3K/AKT 信号通路	

促进卵巢癌细胞转移

王秋宇1，朱军义1，邓巧子2

(1. 南阳市中心医院妇产科，河南 南阳 473000；2. 河南科技大学第一附属医院新区医院妇产科，河南 洛阳 471000)

[摘　要]	 目的：探讨miRNA-92a对卵巢癌细胞侵袭与迁移能力变化的影响和可能的作用机制。方法：RT-

qPCR检测卵巢癌组织和卵巢癌细胞miRNA-92a的表达水平；转染miRNA-92a inhibitor/mimic后，

Transwell小室法检测SKOV3与A2780细胞的侵袭与迁移能力；蛋白质印迹法检测SKOV3与A2780细

胞中p-PI3k，p-Akt和PTEN蛋白水平的变化；预测miRNA-92a靶基因并经双荧光素酶报告基因验

证。结果：MiRNA-92a在卵巢癌组织和卵巢癌细胞中高表达(P<0.05)；转染miRNA-92a inhibitor

后，SKOV3与A2780细胞的侵袭和迁移能力明显受到抑制，同时p-PI3k和p-Akt蛋白水平均显著降

低，PTEN蛋白水平显著升高(均P<0.05)；转染miRNA-92a mimic后，以上指标相反；miRNA-92a

靶基因为PTEN，且过表达PTEN能逆转过表达miRNA-92a诱导的侵袭转移与p-PI3k，p-Akt表达(均

P<0.05)。结论：MiRNA-92a直接结合靶基因PTEN，通过激活PI3k/Akt通路活性，促进卵巢癌细胞

SKOV3的侵袭与迁移能力。
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MiRNA-92a promote metastasis in ovarian cancer cells 
through PI3K/Akt signaling pathway by targeting PTEN
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Abstract Objective: To investigate the effects and the possible mechanisms of miRNA-92a on the abilities of cell invasion 

and migration in ovarian cancer cells. Methods: The expressions of miRNA-92a in the ovarian cancer tissues 

and ovarian cancer cells were detected by RT-qPCR. After transfection with miRNA-92a inhibitor or mimic, the 

abilities of SKOV3 and A2780 cell invasion and migration were determined by Transwell assay. The protein levels 

of p-PI3K, p-Akt and PTEN were measured by Western blotting. Further, miRNA-92a target gene was predicted 

and then be verified by dual-luciferase reporter system assay. Results: The expressions of miRNA-92a were 
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卵 巢 癌 是 妇 科 恶 性 肿 瘤 中 病 死 率 最 高 的 一

种 ， 其 发 病 率 在 女 性 恶 性 肿 瘤 中 排 第 3 位 [ 1 ]。 近

年来卵巢癌在临床上主要采用手术与化疗放疗方

案，但大多数患者在就诊时已出现肿瘤已侵破包

膜和血管，出现盆腹腔或更远端的转移，导致患

者 长 期 生 存 率 降 低 [ 2 - 3 ]。 由 此 可 见 ， 恶 性 肿 瘤 的

侵袭、转移是严重威胁患者生存期的重要因素。

基于此，研究卵巢癌细胞的侵袭、转移机制尤为 
重要。

微小RNA(microRNA，miRNA)通过与靶mRNA
的 3 ’ 端非编码序列结合来影响蛋白质的合成 [ 4 ]。 
研究 [5]表明：miRNA s参与肿瘤细胞的病理进程，

尤其是上皮间质转化与迁移。在组织与体外细胞

培养定量miRNA，通过体外改变miRNA的表达量

研究miR NA对肿瘤细胞的侵袭、迁移等能力的作

用[6]。Resnick等[7]研究发现miRNA-92a在早期卵巢

癌患者的血清中异常升高。另外有研究 [ 8 ]发现：

miRNA-92a在腹水中的表达水平与在卵巢癌组织表

达水平一致，且与卵巢癌进程相关。以上结果提

示：miRNA-92a与卵巢癌的进程密切相关，但前人

的文献中关于miRNA-92a在卵巢癌侵袭和迁移的具

体作用机制尚未完全清楚。因此，本研究通过检测

不同迁移程度的卵巢癌中miRNA-92a的表达，研究

miRNA-92a对卵巢癌细胞侵袭与迁移能力的影响，

并探讨其作用机制。

1  对象与方法

1.1  对象

1.1.1  实验样本

收集来自南 阳市中心医院妇产科 2 0 1 2 年 6 月

至2015年6月期间接受手术的卵巢恶性病变患者共 
9 0 例，其中卵巢癌组织 3 2 例 ( 原发性卵巢癌组织 
8例，转移性卵巢癌组织2 4例)，卵巢良性肿瘤组

织28例，正常卵巢组织30例。所有组织标本均经

过专业病理科人员确认。本实验通过南阳市中心

医院医学伦理委员会批准(编号：2015081203)，且

纳入研究的患者均签署知情同意书。

1.1.2  细胞与试剂

卵巢癌细胞株SKOV3，A2780，OVCA433购自

中国科学院上海细胞库，人正常卵巢上皮细胞株

IOSE80购自上海慧颖生物科技有限公司；R PMI-
1 6 4 0 培养液与新生牛血清购自美国 G i b c o 公司；

m i R N A - 9 2 a 引物、 P T E N 引物、反转录试剂盒、

P C R 检测试剂盒、 l i p o f e c t a m i n eT M2 0 0 0 、 P T E N -
siRNA和阴性对照siRNA(neg tive control  s iRNA，

N C - s i R N A )购自美国 Inv i t ro ge n公司；抗p -P I 3 k /
PI3K，p -A kt/A kt，P TEN与β-act in抗体购自美国

Santa Cruz公司；miRNA-92a inhibitor(miR-92a i)
和配对 inhibitor阴性对照miRNA (negative control 
m i R N A  i n h i b i t o r ， N C - i ) 、 m i R N A - 9 2 a  m i m i c s 
( m i R - 9 2 a  m ) 和 配 对 m i m i c s 阴 性 对 照 m i R N A 
(negative control miRNA mimics，NC-m)由广州锐

博生物科技有限公司合成；慢病毒PTEN载体pLV-
PTEN-RFP和慢病毒对照载体pLV-RFP由上海吉玛

制药技术有限公司合成；双荧光素酶检测试剂盒

购自美国Promega公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养、传代 
将SKOV3，A2780，OVC A433细胞加入含有

10%新生牛血清，青霉素与链霉素各100 U/mL的

RPMI-1640培养液，置于37 ℃，5% CO2的饱和湿

度恒温培养箱中培养，2~3 d更换培养基  1 次。实

验取对数生长期细胞。待细胞生长率达到90%行细

胞传代，吸去原有培养液，加入1 mL 0.25%胰蛋白

酶消化，吹打至细胞悬液，计数后分到相应培养

皿中，继续培养，观察贴壁情况。

significantly higher in the ovarian cancer tissue and ovarian cancer cells (P<0.05). After transfected with miRNA-

92a inhibitor into SKOV3 and A2780 cells, the abilities of invasion and migration were dramatically reduced, the 

protein levels of p-PI3K and p-Akt were markedly decreased and PTEN was markedly increased (all P<0.05). 

However, after transfection with miRNA-92a mimic, the above indicators were contrary. Furthermore, PTEN was 

the direct target gene of miRNA-92a, and over-expression PTEN reversed the migration and invasion induced by 

over-expression miRNA-92a in SKOV3 and A2780 cells, and the high expression of p-PI3k and p-Akt (all P<0.05). 

Conclusion: MiRNA-92a promotes the abilities of invasion and migration in the SKOV3 and A2780 ovarian 

cancer cells though activating of PI3K/Akt pathway by direct targeting PTEN.

Keywords ovarian cancer; miRNA-92a; invasion; migration
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1.2.2  细胞转染

收集SKOV3与A2780细胞，按照说明书方法，

对细胞进行转染m i R - 9 2 a  i，N C - i，m i R - 9 2 a  m，

N C - m，N C - s i R N A，P T E N - s i R N A，p LV-R F P和

pLV-PTEN-RFP。收集稳定对数生长期的SKOV3与

A2780细胞，0.25%胰酶消化后置于6孔板中，待细

胞密度到达约80%融合时，更换新鲜无血清培养基

继续培养同步化12 h后，按说明书进行转染，6 h
后吸去转染液，每孔加入含10% FBS的RPMI-1640
培养基继续孵育，48 h后收集细胞。该转染细胞用

于后续Transwell细胞迁移实验、Transwell细胞侵袭

实验、蛋白质印迹法检测和RT-qPCR检测。

1.2.3  Transwell 细胞侵袭和细胞迁移实验

将SKOV3与A2780细胞分别加入含有0.1% FBS
的RPMI-1640培养基中孵育18 h，用4 ℃预冷的无

血清培养基稀释Matrigel，使终浓度为1 mg/mL，往

小室底部中央垂直加入100 μL稀释后的Matrigel，
3 7  ℃温育使聚合成胶。将1 × 1 0 5个已消化的细胞

加入无血清RPMI-1640培养基使终体积为100 μL，

混匀，加入Trans wel l小室的上室，下室中加入含

1 0 % 胎牛血清的 R P M I - 1 6 4 0 培养液，避免产生气

泡。在 5 %  C O 2， 3 7  ℃恒温培养箱中培养 2 4  h ， 
PBS洗2次，10%甲醛固定15 min，0.1%结晶紫染色

30 min，于倒置显微镜下计数。Transwell细胞迁移

实验的步骤与Transwell细胞侵袭实验一致，只是不

铺Matrigel。
1.2.4  双荧光素酶报告基因检测

使用miR anda预测miRNA-92a的靶基因，然后

结合基因功能挑选靶基因 P T E N 并进行验证。构

建野生型(W T-3'-U TR)及突变型(Mutant-3'-U TR)
P T E N  3 ' -U T R -荧光素酶表达载体，并将其和/或

miR-92a mimics/inhibitor转入293T细胞中，培养

4 8  h 后，加入 1 0 0  µ L 的P L B 裂解细胞。取细胞裂

解液加入发光板后再加入100 µL L AR II工作液混

匀 ， 用 G l o M a x 生 物 发 光 检 测 仪 读 取 荧 光 值 ； 随

后，每样品再加入100 µL Stop & Glo® Reagent，快

速混匀后，GloMa x生物发光检测仪读取荧光值。

然后依据双荧光素酶检测试剂盒说明书，使用荧

光素酶报告基因检测仪进行测定。实验结果以荧

光素酶的活性与R en i l la的活性的比值来进行统计

学分析。

1.2.5  RT-qPCR
往样本组织或细胞加入1 mL裂解液，−4 ℃离

心5 min，严格按照TRIzol说明书要求，提取各组组

织或细胞的总RNA，定量后反转录合成cDNA，取

cDNA和引物，按照PCR仪试剂盒说明书方法检测

基因表达。

MiRNA-92a的正向引物为5'- GCTG AGTAT-
TGCACTTGTCCCG-3'，反向引物为5'-GTGTCGTG-
GAGTCGGCAA-3'；PTEN的正向引物为5'-CCGA-
A A G GT T T TG CTA CC AT TCT- 3 '，反向引物为

5 ' - A A A AT TAT T TCCT T TCTA G C AT TCC - 3 ' ；
β-actin的正向引物为5'-CCTGTACGCCAACACA-
GTGC-3'，反向引物为5'-ATACTCCTGCTTGCT-
G ATC - 3 ' ； U 6 的正向引物为 5 ' - CTCG CT TCG -
GCAGCACA-3'，反向引物为5'-A ACGCTTCAC-
GAATTTGCGT-3'。扩增条件为95 ℃ 30 s，62 ℃ 
30 s，72 ℃ 50 s，共35个循环，72 ℃延伸7 min。

miRNA-92a以U6做为内参，PTEN以β-actin为内

参，采用2−ΔΔCt法计算目标基因相对表达量。
1.2.6  蛋白质印迹法检测相关蛋白

收 集 各 组 细 胞 ， 按 试 剂 盒 说 明 书 提 取 总 蛋

白 ， 测 定 蛋 白 浓 度 ， 每 道 加 入 5 0  μ g 蛋 白 进 行

S D S - PA G E 电 泳 ， 湿 转 将 蛋 白 转 至 P V D F 膜 ， 加

入 5 % 脱 脂 牛 奶 的 P B S 缓 冲 液 封 闭 1  h ， 加 入 一 抗

( P I 3 k 与 A k t  1 : 4  0 0 0 ， p - P I 3 k 与 p - A k t  1 : 2  0 0 0 ，

PTEN与β-actin 1:4 000)，4 ℃过夜，洗膜后加入

相应二抗(1:5 000)，室温孵育1 h，洗膜，化学发

光法显色，冲洗显色凝胶成像系统扫描分析蛋白

条带。

1.3  统计学处理

采用SPSS 15.0软件进行数据分析，数据以均

数±标准差( x± s)表示，各组比较采用单因素方差

分析，两两比较采用B e n f e r ro n i校正的 t检验，以
P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  RT-qPCR 检测各卵巢组织样本中 miRNA-92a
表达水平

RT- q P CR结果显示：正常卵巢组织( n = 3 0 )中

m i R N A - 9 2 a的表达水平很低，而卵巢癌患者的卵

巢组织(n=32)中miRNA-92a呈高表达，显著高于正

常卵巢组织(P<0.05)；良性肿瘤卵巢组织(n=28)中

的m i R N A - 9 2 a水平略高于正常组织，但差异无统

计学意义(P>0.05，图1A)。进一步统计发现：转

移性卵巢癌组织(n= 2 4 )中的m i R N A - 9 2 a表达最高

(P<0.05，图1B)。
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2.2  RT-qPCR 检测卵巢癌细胞中 miRNA-92a 表达

水平

RT-qPCR结果显示：正常卵巢上皮细胞IOSE80
中m i R N A - 9 2 a的表达水平很低，而卵巢癌细胞中

miRNA-92a呈高表达(P<0.05)，且SKOV3细胞株中

m i R N A -92a表达相对最高(P<0 . 0 5，图2 A)。进一

步研究发现SKOV3和A2780细胞转染m i R - 9 2 a  i，
NC-i，miR-92a m和NC-m后，miR-92a i抑制SKOV3
与A 2 7 8 0细胞中miRNA-92a表达，miR-92a m促进

SKOV3与A2780细胞中miRNA-92a表达(图2B，2C)。

2.3  miRNA-92a 对 SKOV3 与 A2780 细胞迁移和

侵袭能力的影响

与对照组相比，miR-92a i转染组的SKOV3细

胞的细胞迁移数与侵袭数均显著减少(P<0.05)，而

miR-92a m转染组的SKOV3细胞的细胞迁移数与侵

袭数均显著增加(P<0.05，图3A)。A2780细胞株的

结果与SKOV3结果相似(图3B)。
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图1 不同卵巢组织中miRNA-92a的表达

Figure 1 Expression of miRNA-92a in different ovarian tissues

(A)不同卵巢组织；(B)不同程度的转移性卵巢癌组织。*P<0.05 vs正常卵巢组织；#P<0.05 vs原发性卵巢癌组织。

(A) Different ovarian tissues; (B) Different degrees of metastatic ovarian cancer tissues. *P<0.05 vs normal ovarian tissue; #P<0.05 vs 

primary ovarian cancer tissue.

图2 miRNA-92a在各细胞株中的表达

Figure 2 Expression of miRNA-92a in different cells 

(A)几种卵巢癌细胞株(SKOV3，A2780和OVCA433)和人正常卵巢上皮细胞(IOSE80) miRNA-92a的表达水平；(B，C)用

miRNA-92a mimics或inhibitor转染SKOV3 (B)和A2780 (C)细胞48 h后，RT-qPCR检测miRNA-92a水平。n=6。*P<0.05 vs IOSE80

细胞；#P<0.05 vs对照组。

(A) miRNA-92a levels in several ovarian cancer cell lines (SKOV3, A2780 and OVCA433) and human normal ovarian epithelium cell line 

(IOSE80); (B,C) After SKOV3 (B) and A2780 (C) cells transfected with miRNA-92a mimics or inhibitor for 48 h, the levels of miRNA-92a 

were determined by RT-qPCR. n=6. *P<0.05 vs IOSE80 cells; #P<0.05 vs control group. 
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图3 miRNA-92a对SKOV3和A2780细胞迁移侵袭能力的影响(×200)

Figure 3 Effect of miRNA-92a on cell migration and invasion in SKOV3 and A2780 cells (×200)

(A)用miRNA-92a mimics或inhibitor转染SKOV3细胞48 h后，Transwell法测定细胞迁移和侵袭；(B)用miRNA-92a mimics或

inhibitor转染A2780细胞48 h后，Transwell法测定细胞迁移和侵袭。n=3。*P<0.05 vs对照组。

(A) After SKOV3 cells transfected with miRNA-92a mimics or inhibitor for 48 h, cell migration and cell invasion were determined by 

Transwell assay; (B) After A2780 cells transfected with miRNA-92a mimics or inhibitor for 48 h, cell migration and cell invasion were 

determined by Transwell assay. n=3. *P<0.05 vs control group.
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2.4  miRNA-92a 对 p-PI3k，p-Akt，PTEN 蛋白水

平的影响

与 c o n t r o l 组 相 比 ， m i R - 9 2 a  i 组 的 S K O V 3 
(图4A)与 A 2 7 8 0 ( 图 4 B) 细 胞 中 p - P I 3 k ， p - A k t 蛋

白 水 平 显 著 降 低 ( P < 0 . 0 5 ) ， P T E N 蛋 白 水 平 显

著 升 高 ( P < 0 . 0 5 ) ； m i R - 9 2 a  m 转 染 组 的 S K O V 3  
( 图 4 A ) 与 A 2 7 8 0 ( 图 4 B) 细 胞 中 p - P I 3 k ， p - A k t 蛋

白 水 平 显 著 升 高 ， P T E N 蛋 白 水 平 均 显 著 降 低

( P < 0 . 0 5 ) 。

2.5  PTEN 是 miRNA-92a 的直接作用靶基因

m i R a n d a 靶基因预测数据库预测 m i R N A - 9 2 a
的靶基因为 P T E N ( 图 5 A ) ；同时， P T E N  m R N A
在 卵 巢 癌 组 织 ( 图 5 B ) 和 卵 巢 癌 细 胞 ( 图 5 C ) 中

低 表 达 ( P < 0 . 0 5 ) ； 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 显 示 ：

P T E N是m i R N A - 9 2 a的直接靶基因(图5 D)。
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图4 转染miRNA-92a mimics或inhibitor后，SKOV3(A)和A2780(B)细胞的p-PI3k，p-Akt，VEGF和p53蛋白水平

Figure 4 Protein levels of p-PI3k, p-Akt, and PTEN in SKOV3 cells (A) and A2780 cells (B) after transfected with miRNA-92a 

mimics or inhibitor
n=3。*P<0.05 vs对照组。

n=3. *P<0.05 vs control group.
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图5 PTEN是miRNA-92a的直接作用靶基因

Figure 5 PTEN is the direct target gene of miRNA-92a

(A)PTEN的3'-UTR区域具有预测的miRNA-92a结合位点；(B)在不同卵巢组织中PTEN mRNA表达；(C)在不同细胞中PTEN 

mRNA表达；(D)通过双荧光素酶报告系统验证PTEN是miRNA-92a的直接靶基因。n=3。*P<0.05 vs对照组。

(A) 3'-UTR of PTEN had a putative binding site of miRNA-92a; (B) mRNA expression of PTEN in different ovarian tissues; (C) mRNA 

expression of PTEN in different cells; (D) PTEN was the direct target gene of miRNA-92a by dual-luciferase reporter system assay. n=3. 

*P<0.05 vs control group.
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图6 敲减PTEN对SKOV3与A2780细胞迁移、侵袭能力以及p-PI3K和p-Akt表达的影响

Figure 6 Effect of PTEN knockdown on the protein expressions of p-PI3K and p-Akt, cell migration and cell invasion in SKOV3 and 

A2780 cells

(A，B)转染PTEN-siRNA后，SKOV3细胞中p-PI3k，p-Akt和PTEN蛋白水平的变化；(C~E)敲减PTEN对SKOV3细胞迁移与侵

袭的影响(×200)；(F，G)转染PTEN-siRNA后，A2780细胞中p-PI3K，p-Akt和PTEN蛋白水平的变化；(H~J)敲减PTEN对

A2780细胞迁移与侵袭的影响(×200)。n=3。*P<0.05 vs对照组；#P<0.05 vs NC-siRNA转染组。

(A, B) The protein levels of p-PI3k, p-Akt and PTEN in SKOV3 cells after transfected with PTEN-siRNA; (C–E) Effect of PTEN 

knockdown on cell migration and invasion in SKOV3 cells (200×); (F, G) Protein levels of p-PI3K, p-Akt and PTEN in A2780 cells after 

transfected with PTEN-siRNA; (H–J) Effect of PTEN knockdown on cell migration and invasion in A2780 cells (×200). n=3. *P<0.05 vs 

control group; #P<0.05 vs NC-siRNA group.
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2.6  敲减 PTEN 对 SKOV3 与 A2780 细胞迁移、

侵袭能力以及 p-PI3k 和 p-Akt 表达的影响

蛋 白 质 印 迹 法 结 果 显 示 ： 敲 减 P T E N 能 促

进 S KO V 3 和 A 2 7 8 0 细胞的 p -P I 3 k 和 p - A k t 表达 ( 均

P<0.05)。通过Transwel l实验发现，敲减P TEN能

促 进 S K O V 3 和 A 2 7 8 0 细 胞 的 迁 移 与 侵 袭 能 力 ( 均
P<0.05，图6)。

2.7  过表达 PTEN 能逆转 miRNA-92a 过表达诱导

的侵袭、转移与 p-PI3k，p-Akt 表达

为进一步验证miRNA-92a通过靶向结合PTEN
调控卵巢癌细胞侵袭迁移，在S KOV 3和A 2 7 8 0细

胞转染miRNA-92a mimics后，转染慢病毒PTEN载

体pLV-P TEN-RFP，观察过表达P TEN是否能逆转

miRNA-92a mimic的作用。结果显示：转染慢病毒

PTEN载体pLV-PTEN-RFP能逆转过表达miRNA-92a 
SKOV3和A2780细胞的迁移和侵袭能力及p-PI3k，

p-Akt表达(图7)。



MiRNA-92a 靶向 PTEN 通过 PI3K/AKT 信号通路促进卵巢癌细胞转移    王秋宇，等 1665

PT
EN

/β
-a

ct
in

2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0

*

PTEN

β-actin

Contro
l

pLV-R
FP

pLV-PTEN-R
FP

p-PI3K

PI3K

p-Akt

Akt

β-actin

p-PI3K/PI3K p-Akt/Akt

Fo
ld

 c
ha

ng
es

5

4

3

2

1

0

*

#
#

*

miR
-9

2a m

miR
-9

2a m

Control
pLV-RFP
miR-92a m
miR-92a m+pLV-PTEN-RFP

miR-92a m

miR
-92a m

miR
-92a m

miR
-92a m

miR
-92a m

1 600
1 400
1 200
1 000

800
600
400
200

0

800
700
600
500
400
300
200
100

0

1 200
1 000

800
600
400
200

0

700
600
500
400
300
200
100

0

#

#

#

#

miR-92a m

M
ig

ra
te

d 
ce

lls

M
ig

ra
te

d 
ce

lls
 co

un
t

In
va

de
d 

ce
lls

 co
un

t

M
ig

ra
te

d 
ce

lls
 co

un
t

In
va

de
d 

ce
lls

 co
un

t

M
ig

ra
te

d 
ce

lls
In

va
de

d 
ce

lls
In

va
de

d 
ce

lls

miR
-9

2a m
+ 

pLV-P
TEN-R

FP

miR
-9

2a m
+ 

pLV-P
TEN-R

FP

PT
EN

/β
-a

ct
in

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0

*

PTEN

β-actin

p-PI3K

PI3K

p-Akt

Akt

β-actin

p-PI3K/PI3K p-Akt/Akt

Fo
ld

 c
ha

ng
es

4

3

2

1

0

*

#
#

*

Control
pLV-RFP
miR-92a m
miR-92a m+pLV-PTEN-RFP

miR-92a m+ 
pLV-PTEN-RFP

miR
-92a m

+ 

pLV-PTEN-R
FP

miR
-92a m

+ 

pLV-PTEN-R
FP

miR
-92a m

+ 

pLV-PTEN-R
FP

miR
-92a m

+ 

pLV-PTEN-R
FP

miR-92a m+ 
pLV-PTEN-RFP

A

G

B

H

C

I

D

J

E

K

F

L

图7 过表达PTEN逆转miRNA-92a诱导的SKOV3和A2780细胞中p-PI3K，p-Akt蛋白水平升高、细胞迁移和侵袭

Figure 7 Over-expression PTEN reverse over-expression miRNA-92a induced higher protein levels of p-PI3K, p-Akt, cell migration 

and invasion in SKOV3 and A2780 cells

用miRNA-92a mimics和pLV-PTEN-RFP转染SKOV3或A2780细胞48 h后，检测其蛋白表达、细胞迁移和侵袭情况。(A) pLV-

PTEN-RFP在SKOV3细胞中的转染效率；(B，C) SKOV3细胞中的p-PI3k和 p-Akt的蛋白表达水平；(D~F) SKOV3细胞的迁移

图像(×200)、细胞侵袭图像(×200)和统计数据。(G) pLV-PTEN-RFP在A2780细胞中的转染效率；(H，I)A2780细胞中的

p-PI3k和 p-Akt的蛋白表达水平；( J~L) A2780细胞的迁移图像(×200)、细胞侵袭图像(×200)和统计数据。n=3。*P<0.05 vs

对照组；#P<0.05 vs miRNA-92a mimics转染组。

After SKOV3 or A2780 cells were transfected with miRNA-92a mimics and pLV-PTEN-RFP for 48 h, the protein expressions, cell migration 

and invasion were examined. (A) Transfection efficiency of pLV-PTEN-RFP in SKOV3 cells; (B, C) Protein levels of p-PI3k and p-Akt in 

SKOV3 cells; (D–F) Cell migration images (×200), cell invasion images (×200) and statistical data in SKOV3 cells; (G) Transfection 

efficiency of pLV-PTEN-RFP in A2780 cells; (H, I) Protein levels of p-PI3k and p-Akt in A2780 cells; ( J–L) Cell migration images (×200), 

cell invasion images (×200) and statistical data in A2780 cells. n=3. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs miRNA-92a mimics group.

3  讨论

卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤，其病死率位

于女性生殖系统肿瘤首位 [ 1 ]。据统计，我国每年

卵 巢 癌 新 发 病 例 约 1 3 . 1 5 万 ， 发 病 率 是 发 达 国 家

的6倍 [9]。卵巢癌极易发生侵袭、转移 [10-11]。卵巢

癌细胞的侵袭、转移正是绝大多数卵巢癌患者死

亡的重要原因之一。但，目前对卵巢癌侵袭转移

的机制并不清楚。最近，m i R N A - 9 2 a在其他肿瘤

细胞的侵袭和迁移研究领域表现出良好的研究前

景 [ 1 2 - 1 8 ]。m i R N A - 9 2 a参与多种肿瘤细胞的恶性生

物学行为，如m i R N A - 9 2 a在肺癌组织中高表达，

且表达水平与恶性程度相关 [19]。Hu等 [20]研究发现

miRNA-92a在结直肠癌中的表达水平明显高于癌旁

组织，且与结直肠癌病理分期与预后相关 [21]。进

一步研究发现miRNA-92a直接通过影响PTEN[13]，

KLF4 [14]等靶基因影响结直肠癌细胞侵袭性和增殖

性。MiR NA-92a在人宫颈癌细胞瘤中高表达，其

侵袭与调节FBXW7表达密切相关[15]。虽然miRNA-
92a在其他肿瘤中研究较多，但在卵巢癌中尚不完
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善。因此，本研究采用RT-qPCR方法分别检测正常

卵巢上皮组织、卵巢癌组织和卵巢良性瘤组织，

发现在卵巢恶性病变部位中miRNA-92a呈高表达，

提示miRNA-92a可能在卵巢癌组织中具有特异性高

表达。本研究把卵巢癌组织分为原发性癌组织和

转移性癌组织，发现miRNA-92a在转移性卵巢癌组

织表达最高，提示m i R N A - 9 2 a高表达可能与卵巢

癌转移相关。接着本研究选择SKOV3和A2780细胞

上，通过转染miRNA-92a inhibitor或mimics后，发

现转染miRNA-92a inhibitor后SKOV3和A2780细胞

的侵袭与迁移能力均降低，转染miRNA-92a mimics
后 S K O V 3 细 胞 的 侵 袭 与 迁 移 能 力 均 增 强 。 说 明

miRNA-92a促进卵巢癌细胞侵袭与迁移。

M i R N A s 是一类非编码小 R N A 分子，通过翻

译 抑 制 或 靶 基 因 m R N A s 的 剪 切 来 调 节 基 因 的 表

达 [ 2 1 ]。为此，利用预测靶基因软件m i R a n d a显示

PTEN mRNA是miRNA-92a的靶基因，双荧光霉素

报告基因同样验证 m i R N A - 9 2 a 的靶基因为 P T E N 
m R N A。同样在转移性卵巢癌组织和卵巢癌细胞

中发现PTEN mRNA低表达。PTEN是蛋白质酪氨

酸磷酸酶(protein tyrosine phosphatases，PTP)基因

家族成员，PTEN可能与酪氨酸激酶竞争共同的底

物，在肿瘤的发生、发展中起重要作用，它参与调

控肿瘤细胞的侵袭和转移 [22-23]，如过表达PTEN对

卵巢癌A2780细胞的侵袭、迁移起负调节作用[23]；

PTEN在低分化的结直肠癌细胞系RKO细胞过表达

可以抑制细胞的侵袭和迁移能力 [24]；在正常的输

卵管上皮细胞敲除PTEN，会引起上皮细胞形态肿

瘤样改变，造成细胞迁移能力增加和卵巢肿瘤形

成 [25]；在MDA-MB-231细胞中过表达PTEN，细胞

的侵袭和迁移能力受到抑制[26]。另外，PTEN可以

与PI3K/A kt信号通路共同调节肿瘤细胞的增殖、

凋亡、侵袭和转移等生物学行为 [ 2 6 - 2 8 ]。本研究发

现：转染miRNA-92a inhibitor抑制SKOV3和A2780
细胞中p-PI3K与p-Akt的蛋白表达，促进PTEN的蛋

白表达；而转染miRNA-92a mimics促进p-PI3K与

p-Akt的蛋白表达，抑制PTEN的蛋白表达；同时，

本研究采用P TEN敲减的方法也证明了P TEN敲减

能加强PI3K/A kt信号活性和促进卵巢癌细胞的侵

袭与迁移能力；且过表达PTEN能逆转miRNA-92a 
mimics的作用。这些结果提示：在卵巢癌细胞中，

miRNA-92a可以通过PTEN/PI3K/Akt为轴心的信号

通路促进卵巢癌细胞的侵袭与迁移能力。

综上所述，miRNA-92a可作为卵巢癌治疗的一

个潜在的标志物，为卵巢癌的靶点治疗提供理论

依据。
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