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miR-429靶向调控SOX2抑制人卵巢癌细胞增殖与促进凋亡
杨慧芝，谭志琴，万兰，文玉华，林燕蕊，余晓珊

南部战区空军医院妇产科，广东 广州 510000

【摘要】 目的 探讨 miR-429 是否通过靶向调控 SOX2 抑制人卵巢癌细胞增殖与促进凋亡，进一步揭示

miR-429在卵巢癌中的抑瘤机制。方法 收集在南部战区空军医院2015年12月至2017年11月经手术切除的卵巢

癌组织58例(相应癌旁正常卵巢组织58例)。将miR-429 mimics转染于卵巢癌SKOV3细胞，以 scramble为阴性对

照，采用免疫印迹试验检测两组细胞SOX2蛋白的表达。将miR-429 mimics、si-SOX2分别转染于SKOV3细胞中，

以 scramble为miR-429 mimics的阴性对照，si-control为 si-SOX2的阴性对照。采用MTT和凋亡实验检测miR-429

mimics与 si-SOX2对人卵巢癌细胞增殖与凋亡的影响。结果 qRT-PCR检测结果显示，miR-429在卵巢癌组织的

表达水平为0.577±0.088，明显低于正常卵巢组织的1.335±0.218，差异有统计学意义(P<0.05)；miR-429在卵巢癌细

胞中的表达水平为0.578±0.094，明显低于正常卵巢上皮细胞的1.409±0.230，差异有统计学意义(P<0.05)；免疫印迹

试验结果显示，miR-429 mimics组SOX2蛋白的表达水平为0.417±0.030，明显低于 scramble组的0.782±0.046，差异

有显著统计学意义(P<0.01)；MTT 结果显示，miR-429 mimics 组和 si-SOX2 组细胞的 OD 值分别为 0.474±0.051、

0.458±0.042，分别与各自对照组的0.778±0.051、0.734±0.049比较明显减少，差异均有统计学意义(P<0.05)；凋亡实

验结果显示，miR-429 mimics组和 si-SOX2组细胞凋亡率分别为(10.49±0.68)%、(10.62±0.88)%，分别与各自对照组

的(6.78±0.57)%、(6.61±0.64)%比较明显增加，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 miR-429可能通过靶向调控

SOX2抑制人卵巢癌细胞增殖与促进凋亡。

【关键词】 miR-429；卵巢癌；SOX2；增殖；凋亡

【中图分类号】 R737.31 【文献标识码】 A 【文章编号】 1003—6350（2019）10—1234—04

miR-429 inhibits proliferation and promote apoptosis of human ovarian cancer cells by targeting SOX2. YANG
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【Abstract】 Objective To investigate whether miR-429 suppresses cell proliferation and promotes apoptosis of

human ovarian cancer cells by targeting SOX2, thus to reveal the anti-tumor mechanism of miR-429 in ovarian cancer.

Methods From December 2015 to November 2017, 58 cases of ovarian cancer tissue and 58 cases of paracancerous

normal ovarian tissue were collected in Air Force Hospital of the Southern Theater Command of the Chinese People's

Liberation Army. miR-429 mimics was transfected into ovarian cancer SKOV3 cells, and scramble was used as a nega-

tive control. The expression of SOX2 protein was detected by Western blot. miR-429 mimics and si-SOX2 were trans-

fected into SKOV3 cells, respectively, and scramble was used as the negative control of mi-429 mimics and si-control

was used as the negative control of si-SOX2. The effects of miR-429 mimics and si-SOX2 on proliferation and apopto-

sis of human ovarian cancer cells were detected by MTT and apoptosis assays. Results qRT-PCR showed that the ex-

pression of miR-429 in ovarian cancer tissues was 0.577±0.088, significantly lower than 1.335±0.218 in normal ovarian

tissues (P<0.05). The expression level of miR-429 in ovarian cancer cells was 0.578 ± 0.094, significantly lower than

1.409±0.230 in normal ovarian epithelial cells (P<0.05). Western blot showed that the expression level of SOX2 protein

in miR-429 mimics transfected group was 0.417±0.030, significantly lower than 0.782±0.046 in its control group (P<

0.01). MTT results showed that the OD values of cells transfected with miR-429 mimics and si-SOX2 group were

0.474±0.051, 0.458±0.042, significantly lower than 0.778±0.051, 0.734±0.049 in their control group (P<0.05). Apoptosis

assays results showed that the apoptotic rate of cells transfected with miR-429 mimics and si-SOX2 group were (10.49±0.68)%,

(10.62±0.88)%, significantly higher than (6.78±0.57)%, (6.61±0.64)% in the control group (P<0.05). Conclusion miR-429

may inhibit the proliferation and promote apoptosis of human ovarian cancer cells by targeting SOX2.
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上皮性卵巢癌(EOC)是女性生殖系统最常见的恶

性肿瘤之一，在女性癌症发病率中居第七位[1]。因为

大多 EOC 患者缺乏早期特异性症状，约 70%的 EOC

患者在晚期才被诊断。因此，为临床上的治疗带来了
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巨大的挑战，单独手术切除难以达到治愈的目的。尽

管最初卵巢癌患者对化疗具有较好的化学反应性，但

大部分患者在5年内出现化疗耐药与复发[2]。

MicroRNA (miRNA)是具有 18~25 个核苷酸的非

编码小RNA分子，可通过与其靶基因mRNA的 3'-非

翻译区(3'-UTR)结合来调节 mRNA 翻译。功能分析

显示 miRNA 的表达上调或下调影响细胞的增殖、分

化、凋亡以及肿瘤的发生和转移[3]。miRNA和肿瘤相

关蛋白之间的相互作用可能促进或抑制肿瘤的生物

学功能 [4]。miR-429 是 miR-200 家族的重要成员。

miR-200家族在肿瘤细胞的生长、发育和凋亡中起重

要作用[5-6]。miR-429的编码基因位于人类 1p36.33染

色体上，与某些肿瘤发生有关 [7]。在大多数肿瘤中，

miR-429充当肿瘤抑制基因，如miR-429在肾细胞癌、

食道癌、胃癌以及乳腺癌等组织中表达下调，且外源

高表达miR-429通过靶向Onecut2、bcl-2、SP-1基因能

抑制肿瘤细胞的增殖、迁移与侵袭 [8-11]。然而，

miR-429在卵巢癌中的表达及生物学功能尚未完全清

楚。本研究初步探讨了 miR-429 在卵巢癌中的表达

与对卵巢癌细胞增殖、凋亡的影响及其相关机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料 人卵巢癌细胞株SKOV3细胞以

及人正常卵巢上皮细胞株 IOSE80细胞购于中国科学

院细胞库，RNeasy Mini Kit、Reverse Transcription Kit

与SYBR Green染料均购于Qiagen公司；RNA 抽提试

剂盒，miR-429 mimics、scramble、si-SOX2、si-control、

Lipofectamine 2000 均购于美国 Invitrogen 公司，四唑

盐(MTT)购于美国Sigma公司。

1.2 组织标本 收集在南部战区空军医院 2015

年 12 月至 2017 年 11 月经手术切除的卵巢癌组织 58

例(相应癌旁正常卵巢组织58例)。58例卵巢癌患者的

年龄36~64岁，中位年龄53.6岁，≤50岁者20例，>50岁

者38例；FIGO分期为Ⅰ期者18例，Ⅱ期者26例，Ⅲ期

者14例；病理分级为G1期者16例，G2期者24例，G3期

者 18 例；有淋巴结转移者 36 例，无淋巴结转移者 22

例；组织学类型为浆液性癌者 35 例，其他类型者 23

例。本研究获南部战区空军医院卫生委员会伦理委

员会批准收集和使用标本组织。

1.3 qRT-PCR 检测 SOX2 的表达 用 RNA 抽提

试剂盒抽提SKOV3细胞与 IOSE80细胞中的总RNA，

用 Trizol 法抽提卵巢癌与正常卵巢组织标本中总

RNA，均再经逆转录试剂盒合成 cDNA 存于-70°C。

PCR 扩 增 反 应 体 系 包 括 2 × QuantiTect SYBR Green

PCRMaster Mix 10 μL，10×miScript Universal Primer 2 μL，

10X miScript Primer Assay 2 μL，Template cDNA 1 μg，

RNase-free water 加至 20 μL。循环体系为：Cycle 1，

37℃ 15 min，3 个循环；Cycle 2，94℃ 5 s，55℃ 5 s，

70℃ 5 s，40个循环；Cycle 3，4℃ 5 s；在CFX96 实时荧

光 PCR 系统上检测。以β-actin 为内参，所测定的

miR-429的相对表达量采用2-ΔΔCT法分析。

1.4 免疫印迹试验 培养卵巢癌 SKOV3 细胞，

将miR-429 mimics、scramble分别转染于SKOV3细胞

中，细胞分为miR-429 mimics组与 scramble组。转染

后细胞继续培养 48 h后收获细胞。提取两组细胞总

蛋白，用BCA法测定细胞的蛋白浓度，每组取等量样

本进行SDS-PAGE凝胶电泳，电泳后转膜，封闭1 h，加

入SOX2抗体或β-actin抗体，4℃过夜，TBST洗膜，加

二抗孵育 1 h，洗膜，ECL发光，X片曝光、显影、定影，

扫描图片，并计算结果。

1.5 MTT 实验 培养卵巢癌 SKOV3 细胞，将

miR-429 mimics、scramble、si-SOX2 以及 si-control 分

别 转 染 于 SKOV3 细 胞 中 。 细 胞 分 为 miR-429

mimics、scramble、si-SOX2 以 及 si-control 组 ，其 中

scramble 组为 miR-429 mimics 组的对照组，si-control

组为 si-SOX2 组的对照组。分别取上述四组 SKOV3

细胞接种于 96孔板中，每组设 5个复孔，培养至临近

饱和，加灭菌MTT液(5 mg/mL) 20 μL/孔，孵育4 h后取

出，加二甲基亚砜(DMSO) 150 μL/孔，低速振荡10 min，

选择570 nm波长在酶标仪上测定各孔吸光值，实验重

复3次。

1.6 AnnexinV-FITC/PI 染色法 细胞分组同

MTT实验，收集各组培养至 80%密度左右的细胞，取

约 1×106个细胞，加入 300 μL的 1×binding buffer重悬

细胞，再加 5 μL Annexin V-FITC轻轻混匀，室温避光

孵育 15 min 后，加入 1 μL 碘化丙啶(PI)混匀，再补加

200 μL的1×binding buffer后上机，流式细胞仪检测。

1.7 统计学方法 应用SPSS16.0统计软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，组间比

较采用 t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 卵 巢 癌 组 织 和 癌 旁 正 常 卵 巢 组 织 中

miR-429 表达水平比较 qRT-PCR 检测结果显示，

miR-429在卵巢癌组织中的表达水平为 0.577±0.088，

明显低于癌旁正常卵巢组织的1.335±0.218，差异有统

计学意义(P<0.05)，见图1。

图1 qRT-PCR检测miR-429在卵巢癌组织与癌旁正常卵巢组织中的表达

注：1，癌旁正常卵巢组织；2，卵巢癌组织；与癌旁正常卵巢组织相比，
aP<0.05。
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2.2 卵 巢 癌 细 胞 与 正 常 卵 巢 上 皮 细 胞 中

miR-429 表达水平比较 qRT-PCR 检测结果显示，

miR-429 在卵巢癌 SKOV3 细胞中的表达水平为

0.578±0.094，明显低于正常卵巢上皮细胞株 IOSE80细

胞的1.409±0.230，差异有统计学意义(P<0.05)，见图2。

2.3 miR-429对SOX2蛋白表达的影响 研究表

明SOX2是miR-429直接调控的靶基因[12]。为明确在

卵巢癌细胞中miR-429对 SOX2调控的影响，采用免

疫印迹试验检测，结果显示，miR-429 mimics组SOX2

蛋白表达值为 0.417±0.030，明显低于 scramble 组的

0.782±0.046，差异有显著统计学意义(P<0.01)，见图

3。提示在卵巢癌 SKOV3 细胞中 miR-429 能下调

SOX2蛋白的表达。

2.4 miR-429对人卵巢癌SKOV3细胞增殖的影

响 MTT结果显示，在SKOV3细胞中，转染miR-429

mimics 组和 si-SOX2 组卵巢癌 SKOV3 细胞的 OD 值

分别为 0.474±0.051、0.458±0.042，明显低于各自对照

组的 0.778±0.051、0.734±0.049，差异均有统计学意义

(P<0.05)，见图 4。提示外源高表达 miR-429 或沉默

SOX2表达能抑制卵巢癌SKOV3细胞的增殖。

2.5 miR-429 对卵巢癌 SKOV3 细胞凋亡的影

响 凋亡实验结果显示，在 SKOV3 细胞中，转染

miR-429 mimics 组和 si-SOX2 组卵巢癌 SKOV3 细胞

的凋亡率分别为(10.49±0.68)%、(10.62±0.88)%，明显

高于各自对照组的(6.78±0.57)%、(6.61±0.64)%，差异

均有统计学意义(P<0.05)，见图 5。提示外源高表达

miR-429 或沉默 SOX2 表达能诱导卵巢癌 SKOV3 细

胞发生凋亡。

3 讨论

miRNA 作为一类非编码单链 RNA，其通过诱导

转录物降解、翻译抑制和基因沉默来抑制靶基因的表

达。目前的研究已经在多种人类恶性肿瘤中发现

miRNA 表达失调，并且越来越多的证据表明 miRNA

在肿瘤生长、细胞凋亡和侵袭中起关键作用。研究表

明miR-429参与肿瘤发生与进展，并且miR-429的表

达失调发生在多种类型的肿瘤中。然而，关于

miR-429在不同癌症中的作用已经获得了相互矛盾的

证据。如在子宫内膜癌中，miR-429表达上调，并通过

图 2 qRT-PCR检测miR-429在卵巢癌 SKOV3细胞与正常卵巢上

皮细胞株 IOSE80细胞中的表达

注：1，IOSE80细胞；2，SKOV3细胞；与正常卵巢上皮细胞株 IOSE80相

比，aP<0.05。

图3 免疫印迹试验检测miR-429 mimics对SOX2蛋白表达的影响

图 4 MTT法检测miR-429 mimics与 si-SOX2对 SKOV3细胞增殖

能力的影响

注：1，scramble；2，miR-429 mimics；3，si-control；4，si-SOX2；与各自对

照组相比，aP<0.05。

图5 凋亡实验检测miR-429 mimics与 si-SOX2对SKOV3细胞凋亡

率的影响

注：1，scramble；2，miR-429 mimics；3，si-control；4，si-SOX2；与各自对

照组相比，aP<0.05。
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调控 PTEN发挥致癌作用[13]。在人前列腺癌细胞中，
miR-429 通过调控 p27Kip1 促进肿瘤细胞增殖 [14]。
XIAO等[15]研究也报道了miR-429通过靶向DLC-1促
进非小细胞肺癌细胞的增殖，进一步支持了miR-429
作为致癌基因的作用。相反，miR-429在某些类型癌
症中作为抑癌基因的作用也得到了证实。SONG等[16]

报道 miR-429 在胰腺导管腺癌组织和细胞中表达下
调，过表达miR-429可通过靶向TANK结合激酶 1抑
制胰腺导管腺癌细胞生长。 YE 等 [11] 研究显示
miR-429 通过靶向锌指 E-box 结合同源框 1 和 Crk 抑
制乳腺癌细胞迁移和侵袭。体外研究还证实miR-429
能抑制胃癌细胞[17]、胶质母细胞瘤细胞[12]、宫颈癌细胞[18]

和膀胱癌细胞[19]的生长、迁移、侵袭。所有这些研究都
表明，miR-429是作为致癌基因或是作为抑癌基因发
挥作用主要可能取决于 miR-429 调控的关键靶基
因。因此，miR-429具有细胞特异性的特点。本研究
通过采用 qRT-PCR技术检测发现，miR-429在卵巢癌
组织与细胞中表达明显下调。通过MTT、凋亡实验研
究发现，外源过表达 miR-429 能明显抑制卵巢癌
SKOV3 细胞的增殖，并诱导细胞发生凋亡。表明
miR-429在卵巢癌中发挥抑癌基因样作用。

SOX2是一个关键的转录因子，在维持干细胞多
能性方面起着重要作用。作为一种重要的癌症干细
胞标志物，越来越多的研究也表明SOX2与癌症密切
相关。SOX2参与肿瘤的细胞增殖、分化、侵袭、转移、
耐药、复发等过程[20-21]。研究显示，在癌症中SOX2的
表达往往增高，SOX2表达增高与口腔鳞状细胞癌、肝
细胞癌、结肠直肠癌以及胶质母细胞瘤的肿瘤进展密
切相关[12，22-24]。相关研究显示，SOX2是miR-429直接
调控的靶基因，miR-429 通过靶向 SOX2 抑制胶质瘤
细胞的增殖与转移[12]。本次研究也证实在卵巢癌细胞
中过表达miR-429能下调 SOX2蛋白表达，且在卵巢
癌细胞中沉默SOX2后，亦能明显抑制卵巢癌SKOV3
细胞的增殖，并诱导细胞发生凋亡。

综上所述，miR-429在卵巢癌中表达下调，并且通
过靶向SOX2抑制卵巢癌细胞的增殖与促进凋亡，表
明 miR-429 可作为一个潜在的治疗靶点用于卵巢癌
的治疗。继续深入miR-429在卵巢癌中的分子研究，
可为卵巢癌的防治提供重要的实验依据。
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