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MiR-144-3p 靶向 SGK3 通过 Hippo 信号通路抑制	

卵巢癌的生长和侵袭

姚海荣，刘丹彤，张纪妍，刘世凯

(沧州市中心医院妇一科，河北 沧州 061000)

[摘　要]	 目的：探讨miR-144-3p对卵巢癌生长和侵袭的作用及机制。方法：RT- qPCR检测正常卵巢上皮

细胞和卵巢癌细胞miR-144-3p与SGK3 mRNA的表达，双荧光素酶报告检测靶向关系，将卵巢癌

SKOV3细胞分为对照组(Control组)、模拟物对照组(mimic-NC组)、miR-144-3p高表达组(miR-144-

3p mimic组)、SGK3高表达组( pc- SGK3组)、miR-144-3p和SGK3都高表达组(miR-144-3p+SGK3

组)，CCK-8法检测细胞增殖，克隆形成实验检测细胞生长，流式细胞术检测细胞周期和细胞凋

亡，Transwell实验检测细胞侵袭，蛋白质印迹分析检测p-MST，p-L ATS，p-YAP，MST，L ATS，

YAP蛋白表达水平；裸鼠后肢腹侧皮下注射SKOV3细胞悬液构建移植瘤，每周检测移植瘤体积，

第30天颈椎脱位法处死裸鼠，完整取出皮下肿瘤，电子天平称重，蛋白质印迹分析检测SGK3，

p-MST，p-L ATS，p-YAP，MST，L ATS，YAP蛋白表达水平。结果：MiR-144-3p在卵巢癌细胞中

低表达，而SGK3高表达；miR-144-3p靶向负调控SGK3；miR-144-3p过表达能够明显减弱卵巢癌

细胞增殖、减少每视野中卵巢癌细胞克隆数目，减短细胞周期，增加细胞凋亡率，减少侵袭细胞

数目、上调p-MST/MST，p-L ATS/ L ATS，p-YAP/YAP蛋白表达(P<0.01)，再加入SGK3高表达和

Hippo信号通路抑制剂XMU-MP-1后均能逆转上述反应。结论：MiR-144-3p靶向SGK3通过Hippo信

号通路抑制卵巢癌的生长和侵袭。

[关键词]	 miR-144-3p；SGK3；Hippo信号通路；卵巢癌

MiR-144-3p inhibits the growth and invasion of ovarian 
cancer by targeting SGK3 via Hippo signaling pathway

YAO Hairong, LIU Dantong, ZHANG Jiyan, LIU Shikai

(Department of Gynecology I, Cangzhou Central Hospital, Cangzhou Hebei 061000, China)

Abstract Objective: To investigate the effect and mechanism of miR-144-3p on the growth and invasion of ovarian cancer. 

Methods: The expression of miR-144-3p and SGK3 mRNA in normal ovarian epithelial cells and ovarian cancer 

cells was detected by RT-qPCR, and the targeting relationship was detected by dual luciferase assay. The ovarian 
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卵巢癌是指生长在卵巢上的恶性肿瘤，是女

性中最常见和最致命的妇科恶性肿瘤之一 [ 1 ]。由

于缺乏明显的症状和早期生物标志物，大约75%的

卵巢癌患者被诊断为晚期或转移期，5年生存率仅

为2 5 % ~ 3 0 % [ 2 ]。此外，高复发率和耐药导致这些

患者预后更差，病死率更高 [ 3 ]。因此，迫切需要

寻找卵巢癌的特异性有效早期检测标志物。现已

发现miR NA在各种人类癌症中均存在异常表达，

其作为致癌基因或肿瘤抑制因子调节着癌症的发

展，miR NA已经成为癌症的新标志，并成为癌症

诊断和治疗的新希望[4]。已有研究[5]发现：卵巢癌

组织中miR-144-3p的表达水平显著低于正常卵巢组

织和卵巢良性肿瘤组织，与卵巢癌患者的肿瘤直

径、病理分期、淋巴结转移情况及分化程度均有

关，可在一定程度上反映卵巢癌患者的病情严重

程度。因此，miR-144-3p有望成为卵巢癌诊断和治

疗的新靶点。但miR-144-3p对卵巢癌的作用机制尚

不清楚，本文对其进行深入探讨，以期为卵巢癌

的诊断和治疗提供新的参考数据。

1  材料与方法

1.1  材料

胎牛血清(货号：16000-044)、青霉素和链霉

素双抗溶液(货号：15140122)购自上海素尔生物科

技有限公司；DMEM培养基(货号：SH3002.01B)购

自上海善然生物科技有限公司；mimic-NC，miR-
144-3p mimic，pc-SGK3质粒及各种引物购自上海生

工生物工程股份有限公司；lipofectamine 2000转染

试剂(货号：11668-027)购自上海恪敏生物科技有

限公司；SYBR-Green PCR试剂盒(货号：4309155)
购自赛默飞世尔科技公司；双荧光素酶报告基因

检测试剂盒(货号：GN201-01)购自北京原平皓生

物技术有限公司；CCK- 8试剂盒(货号：CT-K- 5 )
购自上海炎熙生物科技有限公司；RIPA裂解缓冲

液(货号：S B J- 0 9 9 9 )购自南京海克尔生物科技有

限公司；BCA试剂盒(货号：BC201)购自上海易色

医疗科技有限公司；兔来源的血清和糖皮质激素

调节蛋白激酶3(serum and glucocorticoid-regulated 
p ro te i n  k i n a s e  3，S G K 3 )、巯基丙酮酸硫转移酶

(thiothiopyruvate transferase，MST)、p-MST、大

肿瘤抑制因子( large  tumor  su ppressor，L ATS)、

p -L ATS、Yes相关蛋白( Yes - a s s o c i ated  p ro te i n  ，
YA P)、p -YA P单克隆一抗，辣根过氧化物酶偶联

的 山 羊 抗 兔 二 抗 ( 货 号 ： a b 1 2 6 1 0 8 ， a b 8 5 3 7 7 ，

a b 7 9 1 9 9 ， a b 7 0 5 6 1 ， a b 1 1 1 3 4 4 ， a b 2 0 5 2 7 0 ，

ab76252)购自上海艾博抗生物科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞及培养

人卵巢癌细胞系( 3 AO，A 2 7 8 0，OVC A R 3，

SKOV3)和正常人卵巢表面上皮(HOSEpiC)细胞购

cancer SKOV3 cells were divided into a control group, a mimic-NC group, a miR-144-3p mimic group, a pc-

SGK3 group, and a miR-144-3p+ SGK3 group. Cell proliferation was detected by CCK-8 method, cell growth 

was detected by colony formation assay, cell cycle and apoptosis were detected by flow, cell invasion was detected 

by transwell assay, and the expression levels of p-MST, p-LATS, p-YAP, MST, LATS and YAP were detected by 

Western blotting. The transplanted tumor was constructed by subcutaneous injection of SKOV3 cell suspension 

into the hind limb of nude mice. The volume of the transplanted tumor was detected weekly. On the 30th day, 

the nude mice were sacrificed by cervical dislocation. The subcutaneous tumor was completely removed and 

the electronic balance was weighed. The expression levels of SGK3, p-MST, p-LATS, p-YAP, MST, LATS, and 

YAP proteins were detected by Western blotting. Results: MiR-144-3p was down-regulated in ovarian cancer 

cells, while SGK3 was highly expressed; miR-144-3p was targeted to negatively regulate SGK3; miR-144-3p 

overexpression significantly reduced ovarian cancer cell proliferation, reduced the number of ovarian cancer 

cell clones per field of vision, shortened the cell cycle, increased the rate of apoptosis, reduced the number of 

invading cells, and up-regulated p-MST/MST, p-LATS/LATS, and p-YAP/YAP protein expression (P<0.01), the 

addition of SGK3 high expression and Hippo signaling pathway inhibitor XMU-MP-1 reversed the above reaction. 

Conclusion: MiR-144-3p inhibits the growth and invasion of ovarian cancer by targeting SGK3 via Hippo 

signaling pathway.

Keywords miR-144-3p; SGK3; Hippo signaling pathway; ovarian cancer
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自美国典型培养物保藏中心。用含有100 U/mL青

霉素和100 µg/mL链霉素的体积分数为10%的牛血清

DMEM培养基中，在37 ℃，5% CO2培养箱培养。

1.2.2  细胞转染

取对数期的卵巢癌SKOV3细胞，接种于6孔板

(1×106/孔)。当达到80%融合，根据Lipofectamine 2000
说明书将100 nmol/L的miR-144-3p mimic质粒、

miR-NG质粒、pc- SGK3质粒分别或联合转染进入

SKOV3细胞。

1.2.3  RT-qPCR 检测 miR-144-3p 与 SGK3 mRNA 的

表达

采用QIAzol裂解试剂提取总RNA，采用cDNA
反 转 录 试 剂 盒 合 成 c D N A 。 RT- q P C R 采 用 S Y B R -
Green PCR试剂盒说明书操作进行。U6作为内参，

使用2 −ΔΔCt方法计算。引物序列：miR-144-3p正向

引物5'-CCCTACAGTATAGATGATG -3'，反向引物

5'-TGCAGGGTCCGAGGT-3'；SGK3正向引物5'-CC
GCTCGAGACCATGGCCCTGA AGATTC-3'，反向

引物5'-CGCGGATCCAAAAATAAGTCTTCTG-3'；
U6正向引物5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，U6
反向引物5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。
1.2.4  双荧光素酶报告检测靶向关系

收 集 生 长 至 对 数 期 的 S K O V 3 细 胞 ， 铺 于 9 6
孔 板 ， 每 孔 约 4 × 1 0 3个 细 胞 ， 2 4  h 后 ， 分 别 转 染

mimic-NC+ SGK3 W T，mimic-NC+ SGK3 MUT，

m i R - 1 4 4 - 3 p  m i m i c  +  S G K 3  W T ， m i R - 1 4 4 - 3 p 
mimic + SGK3 MUT，根据双荧光素酶报告基因试

剂盒说明进行测定，用萤火虫荧光素酶活性和肾

荧光素酶活性比值表示荧光素酶的相对活性。

1.2.5  CCK-8 法检测细胞增殖

将细胞以每孔2×103的密度接种在96孔板中培

养0，12，24，36或48 h。孵育后，每孔加入10 µL 
CCK-8溶液，孵育1 h，使用酶标仪在450 nm处检

测每个样品的OD值，实验重复3次。

1.2.6  克隆形成实验检测细胞生长

将细胞以5×10 3每孔接种到6孔板中，37 ℃培

养。培养基每2天更新1次。10 d后，用PBS洗涤细

胞两次，并在4%多聚甲醛中固定30 min。用PBS缓

冲液洗涤2次后，用1%结晶紫染色缓冲液将细胞染

色30 min，用数码相机拍照。

1.2.7  流式细胞术检测细胞周期

收集各组3细胞并用70%乙醇固定30 min，然

后用冰冷的PBS洗涤2次。将细胞离心分离，并在

冰上用含RNase的PBS(稀释比例为1:100)重悬，然

后用碘化丙锭染色，最后使用流式细胞仪FACS方

法分析细胞周期进展。

1.2.8  流式细胞术检测细胞凋亡

培养48 h后，离心收集细胞，按1×10 6个/mL
的细胞浓度重悬。细胞悬液中加入5 µL Annexin-V-
FITC和5 µL PI，在黑暗的房间里孵化15 min后用流

式细胞仪分析细胞凋亡情况。细胞凋亡率=早期细

胞凋亡率+晚期细胞凋亡率。

1.2.9  Transwell 实验检测细胞侵袭

在Trans wel l小室上室接种SKOV3细胞悬浮液

和不含血清的培养基，终浓度为2.5 ×10 5个/mL，

并在Transwell小室下室加入含血清和丝裂霉素C的

培养基，培养48 h后，取出Transwell 小室，用结晶

紫染色，并在显微镜下观察分析。

1.2.10  蛋白质印迹分析检测 SGK3，p-MST，p-LATS，

p-YAP，MST，LATS，YAP 蛋白表达水平

在裂解缓冲液中提取总蛋白质，并用B C A测

定试剂盒测量蛋白质浓度。将10 µg蛋白样品用10% 
SDS -PAGE分离后转移至PVDF膜上。用5%脱脂奶

粉封闭膜，然后加入单克隆一抗 (S G K 3  1 : 5 0 0 ，

p-MST 1:500，p-L ATS 1:500，p-YAP 1:10 000、

MST 1:100，L ATS 1:5 000，YAP 1:1 000)在4 ℃封

闭过夜，接着加入对应辣根过氧化物酶偶联的二

抗室温孵育1 h，然后再次用TBST洗涤3次。使用

ECL系统检测结合的抗体。

1.2.11  移植瘤实验

将裸鼠随机分为control组和miR-144-3p mimic
组，每组16只；在两组裸鼠后肢腹侧皮下分别注射

0.2 mL的1×107个/mL SKOV3细胞和转染miR-144-3p 
mimic的SKOV3细胞悬液；接着在SPF条件下正常饮

食饲养。每周检测移植瘤体积，第  30 天颈椎脱位

法处死裸鼠，完整取出皮下肿瘤，电子天平称重，

蛋白质印迹分析检测 S G K 3 ， p - M ST ， p -L ATS ，

p-YAP，MST，LATS，YAP蛋白表达水平。

1.3  统计学处理

采 用 S P S S  2 1 . 0 统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 。 图

形使用 G r a p h Pa d  P r i s m  6 . 0 构建的。测量数据以

均数±标准差( x ± s )表示，多组比较使用单因素方

差 分 析 ， 两 组 比 较 使 用 t 检 验 ， P < 0 . 0 5 为 差 异 有

统计学意义。

2  结果

2.1  M iR-144-3p 在卵巢癌细胞中低表达，而 SGK3

高表达

通 过 RT- q P C R 检 测 人 卵 巢 癌 细 胞 系 ( 3 A O ，

A2780，OVCAR3，SKOV3)和正常人卵巢表面上
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皮(HOSEpiC)细胞中miR-144-3p与SGK3 mRNA的

表达可知，与正常人卵巢表面上皮HOSEpiC细胞

相比，人卵巢癌细胞系3AO，A2780，OVCAR3，

S KOV 3中m i R - 1 4 4 - 3 p  m R N A均明显下调，S G K 3 
mRNA均明显上调(P<0.01，图1)，选择人卵巢癌

细胞系SKOV3做后续实验。

2.2  MiR-144-3p 靶向负调控 SGK3
根据TargetScan数据库的预测，  miR-144-3p与

SGK3 3'-UTR区存在结合位点(图2A)。为进一步验

证miR-144-3p直接作用于SGK3，荧光素酶报告基

因实验显示：miR-144-3p高表达明显抑制了含有野

生型SGK3质粒的荧光素酶活性，但对突变型SGK3
质粒的荧光素酶活性无影响(P<0.01，图2B)。为进

一步验证miR-144-3p高表达对SGK3的作用，采用

RT-qPCR检测SGK3 mRNA的表达，蛋白质印迹法

检测SGK3蛋白的表达。与mimic-NC组细胞相比，

miR-144-3p mimic组细胞中SGK3 mRNA和蛋白表

达均明显下调(P<0.01，图2C，2D)。因此，miR-
144-3p直接靶向负调控SGK3。

2.3  MiR-144-3p 靶向 SGK3 抑制卵巢癌的生长

与control组相比，mimic-NC组卵巢癌细胞生

长情况并无明显变化，miR-144-3p mimic组卵巢癌

细胞增殖明显减弱、细胞克隆数目明显减少、G0/
G 1期明显增长、细胞凋亡率明显增加( P < 0 . 0 1 )，

pc-SGK3组卵巢癌细胞增殖明显增强、细胞克隆数

目明显增多、G0/G1期明显减短、细胞凋亡率明显

减少(P<0.01)；与miR-144-3p mimic 组相比，miR-
144-3p+SGK3组卵巢癌细胞增殖明显减弱、细胞克

隆数目明显增多、G0/G1期明显减短、细胞凋亡率

明显减少(P<0.01，图3，图4)。

2.4  MiR-144-3p 靶向 SGK3 抑制卵巢癌的侵袭

通 过 Tr a n s w e l l 实 验 检 测 卵 巢 癌 细 胞 侵 袭 情

况(图5 )，与co n t ro l组相比，m i m i c -N C组每视野

中卵巢癌细胞侵袭数目无明显变化，m i R - 1 4 4 - 3 p 
m i m i c 组每视野中卵巢癌细胞侵袭数目明显减少

( P < 0 . 0 1 ) ，p c - S G K 3组每视野中卵巢癌细胞侵袭

数目明显增多(P<0.01)；与miR-144-3p mimic组相

比，miR-144-3p+SGK3组每视野中卵巢癌细胞侵袭

数目明显减少(P<0.01)。

2.5  MiR-144-3p 靶向 SGK3 激活 Hippo 信号通路

蛋 白 质 印 迹 分 析 检 测 H i p p o 信 号 通 路 蛋 白

p - M ST / M ST ， p -L ATS / L ATS ， p -YA P / YA P 蛋白

表达水平 ( 图 6 ) ，结果显示：与 c o n t r o l 组相比，

m i m i c -N C 组卵巢癌细胞 p - M ST / M ST ， p -L ATS /
L AT S ， p -YA P / YA P 蛋白表达无明显变化， m i R -
144-3p mimic组卵巢癌细胞p-MST/MST，p-L ATS/
L ATS，p -YA P/YA P蛋白表达明显上调(P<0.01)，

p c - S G K 3 组 卵 巢 癌 细 胞 p - M S T / M S T 、 p - L AT S / 
L ATS，p -YA P/YA P蛋白表达明显下调(P<0.01)；

与miR-144-3p mimic 组相比，miR-144-3p+SGK3组

卵巢癌细胞p-MST/MST，p-L ATS/L ATS，p-YAP/
YAP蛋白表达明显下调(P<0.01)。

图1 RT-qPCR检测miR-144-3p与SGK3 mRNA的表达

Figure 1 Expression of miR-144-3p and SGK3 mRNA was detected by RT-qPCR

与正常卵巢细胞HOSEpiC相比，**P<0.01，n=9。

Compared with ovarian cell HOSEpiC cells, **P<0.01, n=9.
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2.6  MiR-144-3p 通过激活 Hippo 信号通路抑制卵

巢癌细胞生长和侵袭

为研究 H i p p o 信号通路对卵巢癌细胞生长和

侵袭的作用，用1 0 0  n m o l / L的Hi p p o信号通路抑

制剂X M U-M P- 1处理卵巢癌细胞。与co nt ro l组相

比 ， X M U - M P - 1 组 卵 巢 癌 细 胞 增 殖 情 况 明 显 增

强，每视野克隆细胞数目增加， G 0/ G 1期明显缩

短，细胞凋亡率明显减少以及侵袭细胞数目均增

多(P<0.01，图7)；与miR-144-3p mimic组相比，

XMU-MP-1+miR-144-3p 组卵巢癌细胞增殖情况明

显增强，每视野克隆细胞数目减少，G0/G1期明显

缩短，细胞凋亡率明显减少和侵袭细胞数目均增

多(P<0.01)。

2.7  MiR-144-3p 抑制卵巢癌 SKOV3 移植瘤的发展

采用卵巢癌移植瘤实验研究m i R - 1 4 4 - 3 p对卵

巢癌发生发展的影响，结果表明：与control组相

比，miR-144-3p mimic组大鼠体内移植瘤的重量和

体积明显减小(P<0.01；图8A，8B，8C)，miR-144-
3p mimic组大鼠体内移植瘤SGK3蛋白表达明显下

调(P<0.01)；p-MST/MST，p-LATS/LATS，p-YAP/
YAP蛋白表达明显上调(P<0.01，图8D)。

图2 MiR-144-3p直接靶向负调控SGK3

Figure 2 MiR-144-3p directly targets negative regulation of SGK3

(A)TargetScan数据库预测miR-144-3p与SGK3 3'-UTR区存在结合位点；(B)双荧光素酶报告基因实验检测miR-144-3p与SGK3靶

向关系；(C)RT-qPCR检测SGK3 mRNA的表达；(D)蛋白质印迹法检测SGK3 蛋白的表达。与mimic-NC组相比，**P<0.01。

n=9。

(A) Binding site of miR-144-3p and SGK3 3'-UTR region is predicted by TargetScan database; (B) Relationship between miR-144-3p and 

SGK3 is detected by dual luciferase reporter gene assay; (C) Expression of SGK3 mRNA was detected by RT-qPCR; (D) Expression of 

SGK3 protein was detected by Western blotting. **P<0.01 versus the mimic-NC group. n=9.
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图3 MiR-144-3p靶向SGK3抑制卵巢癌的生长增殖

Figure 3 MiR-144-3p inhibits the growth and proliferation of ovarian cancer by targeting SGK3

(A)通过CCK-8法检测卵巢癌细胞增殖情况；(B)通过克隆形成实验检测卵巢癌细胞生长情况。与control组相比，**P<0.01；

与miR-144-3p mimic组相比，##P<0.01。n=9。

(A) Proliferation of ovarian cancer cells was detected by CCK-8 method; (B) Growth of ovarian cancer cells was detected by colony 

formation assay. **P<0.01 vs the control group; ##P<0.01 vs the miR-144-3p mimic group. n=9.

图4 MiR-144-3p靶向SGK3抑制卵巢癌的生长增殖

Figure 4 MiR-144-3p inhibits the growth and proliferation of ovarian cancer by targeting SGK3

(A)通过流式检测卵巢癌细胞周期；(B)通过流式检测卵巢癌细胞凋亡。与control组相比，**P<0.01；与miR-144-3p mimic组

相比，##P<0.01。n=9。

(A) Ovarian cancer cell cycle is detected by flow cytometry; (B) Ovarian cancer cell apoptosis is detected by flow cytometry. **P<0.01 vs the 

control group, ##P<0.01 vs the miR-144-3p mimic group. n=9.
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图5 Transwell实验检测各组卵巢癌细胞侵袭(×400)

Figure 5 Invasive ability of each group of ovarian cancer cells was detected by Transwell experiment (×400)

与control组相比，**P<0.01；与miR-144-3p mimic组相比，##P<0.01；n=9。

**P<0.01 versus the control group; ##P<0.01 versus the miR-144-3p mimic group; n=9.

图6 蛋白质印迹分析检测Hippo信号通路蛋白p-MST/MST，p-LATS/LATS，p-YAP/YAP蛋白表达水平

Figure 6 Expression levels of p-MST/MST, p-LATS/LATS, p-YAP/YAP proteins were detected by Western blotting

与control组相比，**P<0.01；与miR-144-3p mimic组相比，##P<0.01；n=9。

**P<0.01 vs the control group; ##P<0.01 vs the miR-144-3p mimic group; n=9.
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图7 MiR-144-3p通过激活Hippo信号通路抑制卵巢癌细胞生长和侵袭

Figure 7 MiR-144-3p inhibits ovarian cancer cell growth and invasion by activating Hippo signaling pathway

(A)通过CCK-8法检测卵巢癌细胞增殖情况；(B)通过克隆形成实验检测卵巢癌细胞生长情况；(C)通过流式检测细胞周期；

(D)通过流式检测细胞凋亡；(E)Transwell实验检测各组卵巢癌细胞侵袭(×400)。与control组相比，**P<0.01；与miR-144-3p 

mimic组相比，##P<0.01。n=9。

(A) Proliferation of ovarian cancer cells was detected by CCK-8 method; (B) Growth of ovarian cancer cells was detected by colony formation 

assay; (C) Cell cycle detection by flow cytometry; (D) Apoptosis detection by flow cytometry; (E) Invasive ability of each group of ovarian 

cancer cells was detected by Transwell experiment. **P<0.01 vs the control group; ##P<0.01 vs the miR-144-3p mimic group. n=9.

G0/G1

S

Control                            miR-144-3p mimic                      XMU-MP-1                   XMU-MP-1+miR-144-3p

Control
miR-144-3p mimic
XMU-MP-1
XMU-MP-1+miR-144-3p

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

400

300

200

100

0

120

90

60

30

0

D
45

0

N
um

be
r o

f i
nv

ad
in

g 
ce

lls

500

400

300

200

100

0

N
um

be
r o

f i
nv

ad
in

g 
ce

lls
C

el
l c

yc
le

0         12       24       36      48

**

**

**

**

**

**

**
*

##
##

##

##

*

*

crystal 
violet 
*10

Control                            miR-144-3p mimic                    XMU-MP-1                XMU-MP-1+miR-144-3p

crystal 
violet 
*400

Contro
l

miR
-144-3p  

mim
ic

XMU-M
P-1

XMU-M
P-1+ 

miR
-144-3p

Contro
l

miR
-144-3p  

mim
ic

XMU-M
P-1

XMU-M
P-1+ 

miR
-144-3p

Contro
l

miR
-144-3p  

mim
ic

XMU-M
P-1

XMU-M
P-1+ 

miR
-144-3p

Contro
l

miR
-144-3p  

mim
ic

XMU-M
P-1

XMU-M
P-1+ 

miR
-144-3p

40
35
30
25
20

5
4
3
2
1
0

A
po

pt
os

is 
ra

te
/%

**

**

**

**

##

##

A

C

D

E

B

780

650

520

390

260

130

0
0         32        64       96       128      160     192     224     256

Control                               miR-144-3p mimic                        XMU-MP-1                     XMU-MP-1+miR-144-3p

C
el

l N
um

be
r

DNA Content DNA Content DNA Content DNA Content
0         32       64       96       128      160     192     224     256 0         32       64       96       128      160     192     224     256 0         32       64       96       128      160     192     224     256

600

500

400

300

200

100

0

C
el

l N
um

be
r

900

750

600

450

300

150

0

C
el

l N
um

be
r

1020

850

680

510

340

170

0

C
el

l N
um

be
r

Control                            miR-144-3p mimic                            XMU-MP-1                  XMU-MP-1+miR-144-3p
103

102

101

100

103

102

101

100

103

102

101

100

103

102

101

100

100           101           102            103 100           101           102            103 100           101           102           103 100           101           102           103

ANNEXIN V-FITC ANNEXIN V-FITC ANNEXIN V-FITC ANNEXIN V-FITC

PI PI PI PI



MiR-144-3p 靶向 SGK3 通过 Hippo 信号通路抑制卵巢癌的生长和侵袭    姚海荣，等 1647

3  讨论

MiR NA对细胞增殖、侵袭、凋亡和分化等多

种生命活动具有调节作用，在包括癌症在内的多

种疾病的发生过程中起关键作用。已有证据[6]表明

在肿瘤发展和转移过程中存在大量miR NA的异常

表达。因此，揭示miR NA在癌症中的潜在作用和

机制可以促进对肿瘤分子生物学的了解，并提供

新的治疗方法和诊断方法。MiR-144-3p作为肿瘤的

抑制因子已在多种癌症类型中得到证实，如Zhao 
等 [ 7 ]报 道 m i R - 1 4 4 - 3 p 靶 向 c - M e t 抑 制 多 发 性 骨 髓

瘤 细 胞 增 殖 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 ； L i u 等 [ 8 ]报 道 m i R -
14 4-3p靶向A P- 1转录因子亚单位抑制胰腺癌细胞

PANC-1的增殖、迁移和侵袭；Li等[9]报道miR-144-
3p通过靶向PBX3抑制胃癌上皮细胞向间质转化。

相反，miR-144-3p在某些癌症中作为致癌因子也有

报道，如Liu等 [10]报道miR-144-3p通过靶向配对框

基因8促进甲状腺乳头状癌的生长和转移。本研究

发现：miR-144-3p在卵巢癌细胞中表达明显降低，

这与前人研究结果[5]相符。此外，本研究还发现：

miR-144-3p表达的恢复能够明显抑制卵巢癌细胞的

生长增殖和侵袭。

为更好地了解m i R - 1 4 4 - 3 p对卵巢癌的作用机

制，使用Ta r g e t S c a n数据库预测m i R - 1 4 4 - 3 p靶基

因，发现miR-144-3p与SGK3 3'-UTR区存在结合位

点，并通过双荧光素酶报告实验验证了该靶向关

系。Zhang等[5]研究发现卵巢癌组织中SGK3表达水

平显著高于正常卵巢组织和卵巢良性肿瘤组织，

这与本研究结果SGK3在卵巢癌细胞中表达明显降

低一致。此外，本研究还发现：m i R - 1 4 4 - 3 p靶向

负调控SGK3。SGK3又称细胞因子独立生存激酶，

由8q12.2号染色体编码，是磷脂酰肌醇3的下游介

质，因其含有一个N端PX域，在SGK家族具有独特

地位 [11-12]。SGK是一种的丝/苏氨酸蛋白激酶，与

图8 MiR-144-3p抑制卵巢癌SKOV3移植瘤的发展

Figure 8 MiR-144-3p inhibits the development of ovarian cancer SKOV3 xenografts

(A)移植瘤照片；(B)SKOV3移植瘤体积；(C)SKOV3移植瘤重量；(D)蛋白质印迹分析检测SGK3，p-MST/MST，p-LATS/

LATS，p-YAP/YAP蛋白表达水平。与control组相比，**P<0.01；n=9。

(A) Photo of tumor; (B) Volume of SKOV3 xenografts; (C) Weight of SKOV3 xenografts; (D) Expression levels of SGK3, p-MST/MST, 

p-LATS/LATS, p-YAP/YAP proteins detected by Western blotting. **P<0.01 vs the control group; n=9.
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其他蛋白激酶显著不同的是，SGK的转录、活性和

在细胞内定位受到不同因素的调节，是多种胞内

信号途径的交汇点，参与了细胞存活与凋亡、离

子通道调节等过程，与高血压、糖尿病性肾病等

疾病密切相关[13]。已有研究[14]报道：SGK3在乳腺

癌、卵巢癌和肝细胞癌等多种癌症中作为致癌因

子存在。本研究发现：SGK3过表达能够促进卵巢

癌细胞的生长、增殖和侵袭，miR-144-3p过表达通

过靶向抑制SGK3可以抑制卵巢癌细胞的生长增殖

和侵袭。

本 研 究 还 发 现 ： m i R - 1 4 4 - 3 p 靶 向 S G K 3 激 活

Hippo信号通路。Hippo信号通路在哺乳动物进化

上是保守的，其通过调节细胞增殖和存活来控制

器官大小和肿瘤发生[15]。在哺乳动物中，Hippo信

号转导途径的核心是激酶级联磷酸化[16]。Hippo信

号通路上游膜蛋白受体作为胞外生长抑制信号的

感受器，一旦感受到胞外生长抑制信号，就会激

活一系列激酶级联磷酸化反应，最终磷酸化下游

效应因子YA P和TA Z [ 1 7 ]。而细胞骨架蛋白会与磷

酸化后的YAP和TA Z结合，使它滞留在细胞质内，

降 低 其 细 胞 核 活 性 ， 从 而 实 现 对 细 胞 生 长 的 调 
控[18]。已有研究[19]发现卵巢癌中Hippo信号通路被

抑制，鞘氨醇-1-磷酸盐通过抑制Hippo信号促进卵

巢癌细胞的增殖。本研究发现：添加Hippo信号通

路抑制剂XMU-MP-1明显促进卵巢癌细胞的生长、

增殖和侵袭，miR-144-3p过表达通过激活Hippo信

号通路来抑制卵巢癌细胞的生长、增殖和侵袭。

综上所述，miR-144-3p过表达靶向抑制SGK3
通过激活 H i p p o 信号通路来抑制卵巢癌细胞的生

长、增殖和侵袭，miR-144-3p作为一种卵巢癌中的

肿瘤抑制因子，有望成为卵巢癌治疗和诊断的靶

基因，其对药物耐药性的作用及机制还有待进一

步研究。
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