
卵巢恶性肿瘤是女性生殖器官常见的恶性肿瘤之

一,其发病原因复杂，可能与物理、化学、免疫功能抑制、

内分泌、遗传以及饮食营养失调等有关，导致一些肿瘤

相关基因表达失调［1-3］，从而诱导卵巢癌发病并诱导化疗

抵抗［3］。因此，积极寻找与卵巢癌发病与化疗抵抗相关

基因将进一步有助于理解卵巢癌发病机理以及对治疗

方案选择。

MicroRNAs（miRNAs）是在真核生物中发现的一

类内源性的具有调控功能的非编码RNA，其大小长约

20~25个核苷酸。在过去一些年中，miRNAs已经被报

导作通过靶击重要基因参与了肿瘤发病过程，这表明

miRNAs在肿瘤发生发展过程中的重要性［4-6］。在以往

研究中，miR-206被报导作为抑癌基因参加了一些肿瘤

的发病过程，包括卵巢癌，然而其直接靶击CDK4抑制

卵巢癌细胞生长并诱导化疗增敏目前还没有任何报

导。在本研究中，我们主要探讨miR-206直接靶击促进

细胞周期G1/S转化关键基因CDK4的表达，从而诱导

了5-Fu对卵巢癌细胞的化疗敏感性，为卵巢癌的治疗

提供了新的治疗靶点。
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摘要：探讨miR-206/CDK4信号在卵巢癌生长和化疗增敏中的作用。方法 分别提取卵巢癌和癌旁组织总RNA并将它们逆转

录成cDNA。实时荧光定量PCR检测miR-206在卵巢癌和癌旁组织中差异表达。在将miR-206 mimic和其特异抑制剂以及它

们各自对照分别转染卵巢癌细胞后，MTT和流式细胞仪用于检测细胞增殖和细胞周期的改变。Western blot和荧光素酶报告基

因活性分析鉴定miR-206的靶基因和其调控信号通路。miR-206诱导5-Fu对卵巢癌细胞化疗增敏作用被鉴定。结果 荧光定

量PCR分析显示，miR-206在卵巢癌组织中表达明显下调。在转染miR-206 mimics后，细胞的增殖明显抑制，细胞周期也出现

G/S转化障碍。机制分析显示，miR-206 mimic能明显抑制CDK4，c-Myc和CCND1表达。与之相反，在使用miR-206特异抑制

剂后，细胞的增殖能力明显恢复，而CDK4表达能明显增高。荧光素酶报告基因活性分析显示，miR-206能直接结合CDK4

3'UTR。药敏分析显示，miR-206能明显降低IC50值（P<0.001），从而增加5-Fu对卵巢癌细胞的敏感性。结论 miR-206作为候选

抑癌基因，直接靶击CDK4基因，从而抑制了卵巢癌细胞生长，并诱导了5-Fu对卵巢癌细胞的化疗敏感性。
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Abstract: Objective To explore role of miR-206 in modulating the growth and chemotherapy sensitivity in ovarian cancer cells.
Methods Real-time PCR was used to detect the expression of miR-206 in ovarian cancer and normal ovarian tissues. Ovarian
cancer SKOV3 cells were transfected with a miR-206 mimic or a specific inhibitor of miR-206, and MTT assay and flow
cytometry were used to detect the changes in cell growth and cell cycle transition. Western blotting and luciferase reporter
gene assay were employed to identify the target gene and signal pathways of miR-206. The effect of miR-206 on the sensitivity
of ovarian cancer cells to 5-Fu was assessed. Results miR-206 was down-regulated in ovarian cancer tissues compared to
normal ovarian tissues. Transfection of SKOV3 cells with the miR-206 mimic resulted in obvious growth suppression and
delayed cell cycle transition from G1 to S phase by suppressing CDK4, c-Myc, and CCND1 expressions. Transfection with the
miR-206 inhibitor obviously promoted the cell growth and significantly increased CDK4 expression in the cells. Luciferase
reporter gene assay indicated that miR-206 could directly bind to the 3'UTR of CDK4 gene and reduce the activity of luciferase.
Transfection of SKOV3 cells with miR-206 significantly lowered the IC50 of 5-Fu to enhance the chemotherapy sensitivity of
the cells to 5-Fu. Conclusion As a potential tumor suppressor, miR-206 directly targets CDK4 to suppress the cell growth and
enhance the chemotherapy sensitivity to 5-Fu in ovarian cancer cells in vitro.
Key word: miR-206; CDK4; ovarian cancer

临床研究

收稿日期：2016-06-18

作者简介：凌 晨，硕士研究生，副主任医师，E-mail: 495020894@qq.com

通信作者：刘 蜀，博士，副主任医师，E-mail: 308659546@qq.com

J South Med Univ, 2017, 37(3): 393-397 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2017.03.20 ·· 393



1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞和试剂 SKOV3细胞购自于上海中科院细

胞库，培养在含15%胎牛血清的RPMI 1640 培养液中，

在 37 ℃，5% CO2 环境下培养。CDK4，CCND1 和

CDK4从美国Cell Signaling Technology（CST）公司购

买；内参GAPDH兔抗人多克隆抗体购自Santa-Cruz公

司购买。

1.1.2 组织标本 新鲜卵巢癌组织标本35例及16例卵

巢组织标本收集于贵阳市妇幼保健院 2014年 1月~

2016年3月手术切除标本，液氮保存。

1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量PCR 液氮保存新鲜组织研磨后以

及培养的细胞，分别加入 TRIzol 1 mL 常规提取总

RNA。取0.5 μg总RNA，利用RT引物逆转录成cDNA。

随后，利用从广州锐博公司购买的miR-206和U6引物，

依据PCR扩增试剂盒说明（Takara公司，大连宝生物公

司）对 miR-206 和 U6 表达进行检测。反应体系为：

SYBR Premix 10 µL、上下游引物各 1.0 µL、cDNA模

板1 µL和灭菌去离子水7 µL共20 µL。反应条件如下：

94 ℃变性2 min；94 ℃变性12 s；53 ℃退火12 s，72 ℃延

伸15 s，45个循环；溶解曲线分析。实验重复3次。

1.2.2 MiR-206 mimics 和 inhibitor 转 染 MiR-206

mimics和 inhibitor购自广州锐博公司。将卵巢癌细胞

SKOV3 根据不同处理因素分 miR-206 mimics 组，

miR-206 inhibitor组以及无意义序列阴性对照组。按

照Lipofectamine2000试剂说明书常规转染，方法简述

如下：将20 pmol的microRNA及6 μL脂质体分别稀释

于250 μL无血清培养基，室温静置5 min后轻柔混匀，再

室温静置10 min后均与加入各组培养板中，使microRNA

的终浓度为10 nmol/L。

1.2.3 MTT 利用 MTT 方法检测 miR-206mimics 对

SKOV3细胞生长的影响。对数期1×103 细胞接种于96

孔培养板，共2组，每组3个复孔。当细胞生长至满孔的

50%融合时，将miR-206 mimics转染入卵巢癌细胞，培

养 72 h后，每孔加入 5 mg/mL MTT 20 μL，继续培养

4 h，弃去液体，加入150 μL DMSO，震荡10 min，酶标仪

测定490 nm处各孔A值，以A值反映活细胞水平，实验

重复3次。

1.2.4 细胞周期 流式细胞仪检测miR-206mimics转染

卵巢癌细胞对细胞周期的影响。接种细胞到6 孔培养

板。当细胞培养约至满孔的 70%融合，将转染

miR-206mimics至卵巢癌细胞中。继续培养细胞56 h，

收集细胞，加预冷70%乙醇固定过夜，用PI染色，流式细

胞仪进行检测。实验重复3次。

1.2.5 Western blot 收集转染处理48 h后的各组卵巢

癌细胞。PBS 漂洗细胞，加入适量RIPA裂解液，提取细

胞总蛋白。加入适量SDS上样缓冲液，100 ℃水浴解除

蛋白交联。各组蛋白样品行聚丙烯酰胺凝胶电泳，

PVDF 膜转膜并用脱脂奶粉封闭2 h，然后依次孵育一

抗4 ℃过夜及辣根过氧化物酶标记的二抗室温1 h后化

学发光法显影，检测细胞中蛋白（CDK4、CCND1 和

c-Myc），表达情况，以GAPDH作为内参。ECL试剂盒

进行化学发光检测。抗体使用浓度均为1∶500。

1.2.6 荧光素酶活性分析 将细胞以1×105 /孔密度接种

于 24 孔板，第 2 天当细胞约 70%融合时，利用 Lipo-

fectamine 2000共转染包含有CDK4的3'UTR的荧光素

酶质粒和miR-206mimics或抑制物，常规培养48 h后，

按照双荧光素酶报告基因检测试剂盒（Promega公司）

在Promega GloMax 20/20Luminometer测定并分析。

1.2.7 miR-206对5-Fu化疗增敏分析 对数期1×103 细

胞接种于96孔培养板，每组3个复孔。当细胞生长至

50%融合时，将miR-206 mimics转染入卵巢癌细胞，培

养24 h后，分别加入不同浓度的5-Fu（0，5，10，20，40，

80，160 μmol）。每孔加入5 mg/mL MTT 20 μl，继续培

养4 h，弃去液体，加入150 μL DMSO，震荡10 min，酶

标仪测定490 nm处各孔A值，以A值反映活细胞水平，

实验重复3次。最后计算抑制率。

1.2.8 统计分析 Graphpad Prism 5软件用于统计分析，

P<0.05表示差异有统计学意义。数据用均数±标准差

表示，非配对 t检验用于组织间差异miR-206表达检

测。配对t检验用于细胞体外增殖、细胞周期、荧光素酶

活性分析以及药物毒性分析。

2 结果

2.1 MiR-206在卵巢组织中表达下调

实时荧光定量PCR分析显示，与正常卵巢组织相

比，miR-206在卵巢癌组织中表达明显下调（P=0.0141）

（图1）。

2.2 MiR-206抑制卵巢癌SKOV3细胞生长

在miR-206 mimics转染入卵巢癌细胞SKOV3细

胞中后，能明显抑制细胞的生长（图2A）。与之相反，在

导入miR-206 inhibitor后，卵巢癌细胞生长明显增快

（图2B）。

2.3 MiR-206抑制细胞周期G1/S转化

在将miR-206 mimics导入卵巢癌细胞后，利用流

式细胞仪检测发现，卵巢癌细胞主要阻滞在G1期，而S

期细胞比例明显减少。G2期细胞比例没有明显的改变

（图3）。

2.4 miR-206抑制癌性细胞周期因子表达

在将miR-206mimics细胞导入卵巢癌细胞后，利

用western blot检测了G1/S转化关键细胞因子。结果

显示，与对照细胞相比，CDK4、c-Myc和CCND1表达都

明显下调（图4）。进一步，在利用miR-206 inhibitor转
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染细胞后，能明显恢复CDK4表达（图4）。

2.5 荧光素酶活性分析

CDK4被预测为miR-206直接靶基因（图5A）。进

一步荧光素酶活性分析显示，miR-206 能明显抑制

CDK4 3’UTR的荧光素酶活性；与之相反，miR-206 in-

hibitor后能明显增加CDK4 3’UTR的荧光素酶活性；

在CDK4 3’UTR miR-206结合位点突变后，荧光素酶

活性不再受miR-206的影响（图5B）。

2.6 化疗增敏分析

为了明确miR-206对5-Fu化疗增敏作用，我们分

析了miR-206对于卵巢癌细胞5-Fu IC50值的改变。结

图1 miR-206在卵巢癌组织中表达下调
Fig.1 Down-regulated expression of miR-206 in
ovarian cancer tissues.
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图2 miR-206抑制卵巢癌细胞生长
Fig.2 miR-206 suppresses cell growth of ovarian cancer cells in vitro. A: Growth curve of cells treated with
miR-206 mimics; B: Growth curve of cells treated with the miR-206 inhibitor.
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果显示，与对照细胞相比，miR-206 mimics能明显降低

卵巢癌细胞的IC50值（40.32 μmol/L vs 17.13 μmol/L，P<

0.001，图6）。

3 讨论

卵巢癌是女性生殖系统常见肿瘤之一，预后较差，

这与其复杂的发病机理有关。miR-206作为肌肉性

miR-1家族成员，是一个骨骼肌特异表达的miRNA，参

与了肌肉发育过程。近年来，越来越多的研究发现，

miR-206参与了肿瘤发病过程。在大肠癌中，miR-206

被报导直接靶击FMNL2［8］和NOTCH3［9］基因，从而抑制

大肠癌细胞的生长、游走和侵袭。在非小细胞肺癌中，

Sun等发现，miR-206直接抑制 c-Met，BCL-2和SOX9

诱导细胞凋亡，抑制细胞增殖、游走和侵袭［10-11］。在乳腺

癌中，miR-206能直接靶击Cx43，PKFFB3，Actin-bind-

ing protein coronin 1C和cyclinD2蛋白，从而降低了细

图3 miR-206抑制卵巢癌细胞细胞周期G1/S转化
Fig.3 miR-206 inhibits cell cycle transition from G1 to S phase.
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胞增殖和侵袭［12-15］。除此之外，CCND1作为miR-206靶

基因，参与了miR-206介导前列腺癌生长抑制［16］。而在

卵巢癌中，miR-206被观察到能直接靶击Estrogen re-

ceptor（ERα），从而抑制卵巢癌细胞生长和侵袭［7］。然

而，miR-206是否直接靶击其它靶标参与卵巢癌发病过

程仍需进一步调查。

在本次研究中，我们首先观察到miR-206在卵巢癌

组织中表达明显下调。该结果类似于Li［7］等研究，建议

miR-206参与了卵巢癌发病过程。在随后的研究中，我

们发现miR-206在卵巢癌细胞中能抑制细胞周期转换，

因此抑制了细胞的增殖，该结果支持了miR-206在卵巢

癌中发挥了候选抑癌基因作用。为了寻找miR-206在

卵巢癌中抑制细胞生长的分子机理，我们利用在线网站

（http://www.microrna.org/microrna）预测到 CDK4 是

miR-206直接作用候选靶标。CDK4是一类丝/苏氨酸

激酶，能与细胞周期素D（cyclin D）结合，从而促进细胞

由G1期向S期转换。在以往的研究中，CDK4过表达参

与了较多的肿瘤发病过程，包括肺癌和卵巢癌等［17,18］。

进一步，我们使用miR-206 mimics转染卵巢癌细胞，观

察到CDK4表达明显抑制。除此之外，我们还发现，细

胞细胞周期关键因子c-Myc和CCND1表达也明显抑

制。与此相反，在使用miR-206特异抑制剂后能明显恢

复CDK4在卵巢癌细胞中的表达。荧光素酶报告基因

活性分析显示，miR-206能特异结合到CDK4 3’UTR，

明显抑制荧光素酶活性。以上这些结果表明，miR-206

通过直接靶击CDK4，进一步抑制细胞周期其它因子的

表达，从而降低了卵巢癌细胞生长。

细胞周期阻滞能有效的增加5-Fu在肿瘤细胞中的

敏感性［19-20］。在以往研究中，miR-206是否诱导卵巢癌

细胞5-Fu化疗增敏作用一直未有报导。在本次研究

中，我们观察到，miR-206能直接靶击细胞周期关键因

子CDK4，从而抑制卵巢癌细胞的生长。我们推测，

图4 miR-206抑制细胞周期因子c-Myc, CCND1和CDK4表达
Fig.4 miR-206 mimics (A) suppresses and miR-206 inhibitor (B) enhances the expression of cell cycle
factors including c-Myc, CCND1 and CDK4.
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图5 miR-206明显抑制CDK4 3'UTR的荧光素酶活性
Fig.5 miR-206 significantly suppresses luciferase activity
of CDK4 3'UTR.

图6 MiR-206明显降低卵巢癌细胞对5-Fu IC50 值
Fig.6 miR-206 reduces the IC50 of 5-Fu in ovarian cells.
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miR-206应该能有效提高化疗药物 5-Fu治疗的敏感

性。一致于该推测，在转染miR-206 mimic后能明显降

低5-Fu在卵巢癌细胞中的IC50值，从而增加对5-Fu的

卵巢癌的化疗敏感性。

miR-206作为候选抑癌基因，通过直接靶击CDK4

以及其介导的细胞周期信号，从而抑制了细胞的生长，

诱导了 5-Fu化疗敏感性。因此，我们的研究表明了

miR-206在卵巢癌发病过程中的重要性。
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