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miR-196a-5p 靶向抑制 HMGA1 参与卵巢癌细胞上皮间质转化的机制

彭广涛,蒋晖,桂莎莎,唐娟,李秋萍

(桂林市人民医院,桂林　 541002)

摘要　 目的 分析 miR-196a-5p 靶向抑制 HMGA1 参与卵巢癌细胞上皮间质转化的机制。 方法 收集桂林市人

民医院病理科留取的卵巢癌组织、癌旁组织 50 例,并购买卵巢上皮细胞 HOSEpiC、卵巢癌细胞系 A2780、
SKOV3,检测 miR-196a-5p、HMGA1 mRNA 表达量。 细胞培养完成后进行转染,48 h 后检测各组细胞迁移、侵
袭情况及上皮间质转化相关蛋白相对表达量。 结果 与癌旁组织相比,癌组织中的 miR-196a-5p、HMGA1
mRNA 表达量较高,差异有统计学意义(P<0.05),卵巢癌细胞系 SKOV3 miR-196a-5p、HMGA1 mRNA 表达量

最高,故选择 SKOV3 细胞进行后续实验。 与 miR-196a-5p-NC 组相比, si-miR-196a-5p 组 miR-196a-5p、
Vimentin、Snail 表达量、细胞迁移数及侵袭数下降,E-cadherin 表达量上升(P<0.05)。 与 HMGA1-NC 组相比,
si-HMGA1 组 HMGA1、Vimentin、Snail 表达量、细胞迁移数及侵袭数下降,E-cadherin 表达量上升(P<0.05)。
与 HMGA1-NC 组相比,HMGA1 组野生型 WT-miR-196a-5p 的荧火虫荧光素酶相对活性较高(P<0.05),而突

变型 MUT-miR-196a-5p 无显著变化 (P > 0. 05)。 与 si-miR-196a-5p + HMGA1-NC 组相比, si-miR-196a-5p +

HMGA1 组 HMGA1、Vimentin、Snail 表达量、细胞迁移数及侵袭数上升,E-cadherin 表达量下降(P< 0. 05)。
结论 下调 miR-196a-5p 通过靶向抑制 HMGA1 而控制细胞迁移及侵袭,抑制上皮间质转化。
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Mechanism of miR-196a-5p targeting the inhibition of HMGA1 involved in
the epithelial mesenchymal transition of ovarian cancer cells

PENG Guangtao, JIANG Hui, GUI Shasha, TANG Juan, LI Qiuping
(Guilin People′s Hospital, Guillin 541002, China)

Abstract　 Objective To analyze the mechanism of miR-196a-5p targeting the inhibition of HMGA1 involved in the
epithelial mesenchymal transformation of ovarian cancer cells. Methods 50 cases of ovarian cancer tissues and
adjacent tissues from the pathology department of our hospital were collected, and ovarian epithelial cells HOSEpiC
cells, ovarian cancer cell line A2780 and SKOV3 cells were purchased. The levels of miR-196a-5p and mRNA
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expression of HMGA1 in cells were detected. After cell culture, the cells were transfected. After transfection for

48 h,the migration and invasion of cells and the relative expression of proteins related to epithelial mesenchymal

transformation were detected in each group. Results The levels of miR-196a-5p and mRNA expression of HMGA1 in

cancer tissues were significantly higher than those in adjacent tissues, showing a statistically significomt difference

(P<0.05). The levels of miR-196a-5p and HMGA1 mRNA expression in ovarian cancer cell line SKOV3 were the

highest, so SKOV3 cells were selected for follow-up experiments. Compared with miR-196A-5P-NC group, the

expression levels of miR-196a-5p, Vimentin and Snail, cell migration and invasion were significantly decreased in si-

miR-196a-5p group, while the expression level of E-cadherin was significantly increased (P<0.05). Compared with

the HMGA1-NC group, the expressions of HMGA1, Vimentin and Snail, the cell migration and invasion were

significantly decreased in the si-HMGA1 group, while the expression of E-cadherin was significantly increased

(P<0.05). Compared with the HMGA1-NC group, the relative fluorescein activity of wild-type WT-miR-196a-5p

was significantly higher in the HMGA1 group(P<0.05), while the mutant MUT-miR-196a-5p had no significant

change (P>0.05). Compared with the si-miR-196a-5p+HMGA1-NC group, the expressions of HMGA1,Vimentin

and Snail, cell migration and invasion were significantly increased in the si-miR-196a-5p+HMGA1 group, while the

expression of E-cadherin was significantly decreased (P< 0.05). Conclusion Down-regulated miR-196a-5p controls

the cell migration and invasion and inhibits the epithelial mesenchymal transformation by targeting the HMGA1

inhibition.

Keywords: micR-196a-5p; high mobility group proteome A1; ovarian cancer; epithelial mesenchymal transformation

　 　 卵巢癌是由高脂饮食、终生未生育、激素、遗传、

子宫内膜异位症、肥胖等因素诱发的女性常见恶性

肿瘤,早期临床症状并不明显,随病情进展可出现食

欲下降、腹部包块、下腹不适、消瘦等症状,因其生理

学特性,诊断较为困难且化疗易产生复发及耐药性,

故生存率较低[1-3]。 上皮间质转化与多种恶性肿瘤

复发、转移联系密切,为恶性肿瘤患者病情进展、死

亡的主要原因[4]。 miRNA 的异常表达与肿瘤细胞增

殖、生存联系密切,具有类似癌症激活子、抑癌基因

的作 用, 微 小 RNA-196a-5p ( miR-196a-5p ) 作 为

miRNA,在乳腺癌、胃癌、肺癌等癌症中均存在异常

表达[5]。 高迁移率族蛋白组 A1(HMGA1)是在恶性

肿瘤细胞分化、生长中发挥重要作用的 HMG 家族成

员[6]。 基于此,本研究分析 miR-196a-5p 靶向抑制

HMGA1 参与卵巢癌细胞上皮间质转化的机制。

1　 材料与方法

1.1　 研究材料

组织样本:收集桂林市人民医院病理科 2021 年

5 月至 2023 年 5 月留取的卵巢癌组织及距离癌旁

1.5 cm处癌旁组织标本 50 例。 组织学类型有浆液

性 22 例、黏液性 18 例、透明细胞癌 10 例。 分化程

度有中低分化 23 例、高分化 27 例。 临床分期有Ⅰ~

Ⅱ期 26 例、Ⅲ~Ⅳ期 24 例(有淋巴结转移 16 例、无淋

巴结转移 34 例)。 标本于液氮中冷冻,-80 ℃ 保存

待检。

研究细胞:卵巢上皮细胞 HOSEpiC、卵巢癌细胞系

A2780、SKOV3 均购自北京兰博康斯科技公司。

主要试剂:RPMI-1640 培养基购自上海逍鹏生物科

技公司;miR-196a-5p-NC、si-miR-196a-5p、HMGA1-NC、

si-HMGA1、HMGA1 均购自北京六合华大基因公司;

Trizol 试剂购自上海文韧生物科技公司;逆转录试剂

盒购自上海化邦生物科技公司;Transwell 板购自北

京大橡科技公司;波形蛋白(Vimentin)、锌指转录因

子( Snail)、 E-钙黏蛋白 (E-cadherin) 抗体均购自

SCBT 公司。

本研究经桂林市人民医院医学伦理委员会审核

批准。

1.2　 方法

(1)癌旁组织、癌组织、卵巢上皮细胞及卵巢癌
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细胞系 miR-196a-5p、HMGA1 mRNA 表达量检测。

采用实时荧光定量 PCR(RT-PCR)法检测癌旁组织、

癌组织、卵巢上皮细胞及卵巢癌细胞系 miR-196a-

5p、HMGA1 mRNA 表达量,通过 Trizol 试剂进行提取

癌旁组织、癌组织、卵巢上皮细胞及卵巢癌细胞系中

总 RNA,总 RNA 纯度、浓度通过超微量核酸蛋白检

测仪进行测量,后合成总 cDNA,以 cDNA 为模板,U6

为内参,采用 Primer 5. 0 软件设计引物序列,启动

PCR 仪,采用 2-△△Ct方法计算癌旁组织、癌组织、卵

巢上皮细胞及卵巢癌细胞系 miR-196a-5p、HMGA1

mRNA 表达量。 重复测量 3 次。

(2)细胞培养。 将人卵巢癌细胞 SKOV3 放入

RPMI-1640 培养液中,后置入培养箱(温度 37 ℃、

5%CO2)中进行培养,每 3 d 更换 1 次培养液,密度

达 80%~90%时,去除培养基,进行传代培养,取 3 ~

5 代细胞进行后续实验。

(3)细胞转染。 取对数卵巢癌细胞稀释至 1×

106个细胞 / mL,后接种于 6 孔板上,每孔 200 μL(1×

106个),待细胞融合度达 80%,采用 Lipofectamine

2000进行转染,转染分组:将 miR-196a-5p-NC、 si-

miR-196a-5p、HMGA1-NC、si-HMGA1 转染至细胞内,

记为 miR-196a-5p-NC 组、 si-miR-196a-5p 组、 HM-

GA1-NC 组、si-HMGA1 组,将 si-miR-196a-5p 和 HM-

GA1-NC、 si-miR-196a-5p 和 HMGA1 记 为 si-miR-

196a-5p + HMGA1-NC 组、 si-miR-196a-5p + HMGA1

组,转染 48 h 后进行后续实验。

(4)细胞迁移、侵袭力检测。 将卵巢癌细胞转染

48 h 后,置于无血清 DMEM 培养液中,取 1×105个细

胞 / 300 μL 接种于 Transwell 小室(铺有基质胶),后

将 600 μL 20%胎牛血清 DMEM 培养基加入 24 孔

板,进行室内培养,24 h 后取出,采用 4%多聚甲醛固

定,并采用 0.5%结晶紫溶液染色,显微镜下观察,对

细胞侵袭进行拍照计数,迁移能力检测采用未铺有

基质胶的 Transwell 小室,其余操作同侵袭检测。

(5)上皮间质转化相关蛋白相对表达量检测。

Vimentin、Snail、E-cadherin 相对表达量通过 Western

Blot 法进行检测,依照细胞蛋白提取试剂盒说明萃

取细胞蛋白,并进行 SDS-PDGE 电泳实验,结束后转

至 PVDF 膜上,5%脱脂奶粉封闭,Vimentin、Snail、

E-cadherin一抗(1 ∶ 1 000)于摇床上室温孵育120 min,

完成后采用 TBST 洗膜,共 3 次,每次 5 min,后将

Vimentin、Snail、E-cadherin 二抗(1 ∶ 1 000)于摇床上

室温孵育 60 min,后采用 TBST 洗膜,共 3 次,每次

10 min,化学发光显影采用 ECL,以 GAPDH 为内参,
相对条带灰度光密度值采用 Image J 软件分析。

1.3　 统计学方法

数据采用 SPSS 19.0 统计软件进行分析处理。
计量资料以(􀭰x±s)表示,多组间比较采用 F 检验,两
组间比较采用独立样本 t 检验。 P<0.05 表示差异具

有统计学意义。

2　 结果

2.1 　 癌旁组织、癌组织中 miR-196a-5p、HMGA1
mRNA 表达量对比

如图 1 所示,与癌旁组织相比,癌组织中 miR-
196a-5p、HMGA1 mRNA 表达量较高,差异有统计学

意义(P<0.05)。

� �

�

���

�

���

�

���

miR-196a-5p HMGA1
+�33 +33

 m
RN

A
=
D
F

注:与癌旁组织相比,∗P<0.05。

图 1　 癌旁组织、癌组织中 miR-196a-5p、HMGA1 的

mRNA 表达量比较

2.2　 卵巢上皮细胞及卵巢癌细胞系 miR-196a-5p、
HMGA1 mRNA 表达量对比

如图 2 所示,与卵巢上皮细胞 HOSEpiC 相比,卵巢

癌细胞系 A2780、SKOV3 miR-196a-5p、HMGA1 mRNA

表达量较高,差异有统计学意义(P<0.05);与卵巢癌

细胞系A2780 相比,卵巢癌细胞系 SKOV3 miR-196a-5p、
HMGA1 mRNA 表达量较高,差异有统计学意义(P<

0.05),故选择卵巢癌细胞系 SKOV3 进行后续实验。
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注:与 HOSEpiC 细胞相比,∗P < 0. 05;与 A2780 细胞相

比,∗∗P<0.05。

图 2　 卵巢上皮细胞及卵巢癌细胞系 miR-196a-5p、

HMGA1 的 mRNA 表达量比较

2.3　 下调 miR-196a-5p 对卵巢癌 SKOV3细胞迁移、
侵袭及上皮间质转化的影响

如图 3 所示,与 miR-196a-5p-NC 组相比,si-miR-

196a-5p 组 miR-196a-5p、Vimentin、Snail 表达量、细

胞迁移数及侵袭数均下降,E-cadherin 表达量上升,

差异具有统计学意义(P<0.05)。

注:A、B.各组细胞迁移、侵袭、上皮间质转化相关蛋白表达分析;C.Western Blot 法进行检测各组细胞上皮间质转化相关蛋

白表达。 与 miR-196a-5p-NC 组相比,∗P<0.05。

图 3　 下调 miR-196a-5p 对卵巢癌 SKOV3 细胞迁移、侵袭及上皮间质转化的影响

2.4　 下调 HMGA1对卵巢癌 SKOV3细胞迁移、侵袭

及上皮间质转化的影响

如图 4 所示,与 HMGA1-NC 组相比,si-HMGA1

组 HMGA1、Vimentin、Snail 表达量、细胞迁移数及侵

袭数均下降,E-cadherin 表达量上升,差异具有统计

学意义(P<0.05)。

注:A、B.各组细胞迁移、侵袭、上皮间质转化相关蛋白表达分析;C.Western Blot 法进行检测各组细胞上皮间质转化相关蛋

白表达。 与 HMGA1-NC 组相比,∗P<0.05。

图 4　 下调 HMGA1 对卵巢癌 SKOV3 细胞迁移、侵袭及上皮间质转化的影响
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2.5　 双荧光素酶报告实验

如图 5 所示,双荧光素酶报告系统结果显示,与

HMGA1-NC 组 相 比, HMGA1 组 野 生 型 WT-miR-

196a-5p 的荧火虫荧光素酶相对活性较高,差异具有

统计学意义(P<0.05),而突变型 MUT-miR-196a-5p

无显著变化,差异无统计学意义(P>0.05)。
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注:与 HMGA1-NC 组相比,∗P<0.05。

图 5　 双荧光素酶报告实验

2.6　 过表达 HMGA1逆转下调 miR-196a-5p 对卵巢

癌 SKOV3细胞迁移、侵袭及上皮间质转化的影响

如图 6 所示,与 si-miR-196a-5p+HMGA1-NC 组

相比,si-miR-196a-5p+HMGA1 组 HMGA1、Vimentin、

Snail 表 达 量、 细 胞 迁 移 数 及 侵 袭 数 均 上 升,

E-cadherin表达量下降,差异具有统计学意义(P <

0.05)。

注:A、B.各组细胞迁移、侵袭、上皮间质转化相关蛋白表达分析;C.Western Blot 法进行检测各组细胞上皮间质转化相关蛋

白表达。 与 si-miR-196a-5p+HMGA1-NC 组相比,∗P<0.05。

图 6　 过表达 HMGA1 逆转下调 miR-196a-5p 对卵巢癌 SKOV3 细胞迁移、侵袭及上皮间质转化的影响

3　 讨论
多数卵巢癌的发生与上皮细胞转化相关,虽然

现代医学技术有所进步,但因卵巢癌起病隐匿,故确

诊时多为中晚期,易出现迁移、侵袭,5 年生存率较

低,因此对卵巢癌细胞迁移、侵袭机制进行了解并寻

找标志物对于患者预后改善具有重要意义[7-9]。 本

研究作为分子机制研究,经采集癌旁组织、癌组织检

测 miR-196a-5p、HMGA1 表达,并经细胞系检查验证

其表达趋势,通过生物信息学平台预测筛选 miR-

196a-5p 靶向基因 HMGA,后经质粒转染,明确 miR-

196a-5p 靶向调控 HMGA1 对卵巢癌细胞上皮间转化

的影响。

以往研究[10-12]发现,上皮间质转化是指上皮样

表型细胞活动能力增强,失去活性,上皮间质转化发
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生时可造成间质标志物、黏附连接等分子表达变化,

从而增强肿瘤细胞转移或侵入到远处器官、组织的

能力,与卵巢肿瘤转移、侵袭联系密切。 miRNA 被公

认为癌症的潜在生物标志物及治疗靶点,miR-196a-

5p 属于 miRNA 家族,参与细胞增殖、凋亡、生长、侵

袭等过程,其异常表达与肿瘤的发生、发展密切相

关,但是对 miR-196a-5p 在卵巢癌中的作用机制相关

研究较少[13]。 HMGA1 是富含电荷的蛋白,可参与

胚胎发生、转录基因调控、肿瘤形成及转移、细胞分

化等生物学过程,其水平与肿瘤转移能力、恶性程度

呈正相关,在肝癌、前列腺癌、甲状腺癌、皮肤癌、卵

巢癌中均呈高表达[14-15]。 TGF-β1 可经调控 Vimentin、

E-cadherin 等上皮间质转化标志物而参与上皮间质

转化,而 HMGA1 对 TGF-β1 调控作用,进而参与上

皮间质转化。 本研究发现,卵巢癌组织中 miR-196a-

5p、HMGA1 表达量均较高,与 SKOV3 细胞的表达趋

势一致,为后续研究奠定了基础。

Vimentin 作为波形蛋白,在多种间叶细胞、组织

中均有表达,可增强内皮细胞增生能力、上皮间质转

化,最终增强肿瘤侵袭性,加速肿瘤病灶生长[16-17]。

Snail 是可与 E-cadherin 进行结合的转录抑制因子,

在胚胎发育、肿瘤上皮间质转化、组织纤维化中均有

参与,在胰腺癌、膀胱癌、喉癌、乳腺癌、肝癌等恶性

肿瘤分离出来的细胞系中均可检测到 Snail 与 E-

cadherin 的负相关,Snail 磷酸化后可进入细胞质后

被泛素化降解,Snail 可使细胞间黏附降低,正常组织

形态损伤,同时可增加间质细胞标志物表达,诱发细

胞上皮间质转化,加速细胞远处转移及原位侵

袭[18-19]。 E-cadherin 在上皮细胞中分布较为广泛,

正常情况下可调节细胞-基质、细胞与细胞间黏附并

维护细胞组织的稳定性及完整性,基因突变、染色体

丢失、E-cadherin 蛋白启动子甲基化均可造成 E-

cadherin 表达下调,其表达缺失可造成细胞活性增

强、细胞间黏附降低、细胞形态变化等,进而促进细

胞上皮间质转化,导致正常组织无法发育成型[20-22]。

检测 E-cadherin 表达可用于肿瘤 TNM 分期、分化程

度、淋巴结转移、术后生存时间评估等。 本研究中,

卵巢癌 SKOV3 细胞经 si-miR-196a-5p、si-HMGA1 转

染后发现 Vimentin、Snail 表达量、细胞迁移数及侵袭

数下降,E-cadherin 表达量上升,这个结果提示,下调

miR-196a-5p 或 HMGA1 表达均对细胞迁移、侵袭、上

皮间质转化具有抑制作用。 且双荧光素酶报告实验

显示,HMGA1 组野生型 WT-miR-196a-5p 的荧火虫

荧光素酶相对活性较高,表明 miR-196a-5p 可靶向抑

制 HMGA1 表达以调控细胞上皮间质转化。 同时,

HMGA1 可与多种肿瘤基因相融合,造成 DNA 剧烈

弯折,进而改变细胞黏附性及加速恶性细胞的生长,
加速肿瘤侵袭、转移。

4　 结论
本研究发现,卵巢癌组织及 SKOV3 细胞中 miR-

196a-5p、HMGA1 均呈高表达,下调 miR-196a-5p、
HMGA1 可抑制 SKOV3 细胞中的 Vimentin、Snail 表

达,提升 E-cadherin 表达,进而发挥抗上皮间质转化

的作用,而过表达 HMGA1 后发现,下调 miR-196a-5p

造成的细胞上皮间质转化、迁移、侵袭受抑减弱,表

明 miR-196a-5p、HMGA1 为卵巢癌的潜在分子靶点,
可为卵巢癌临床治疗提供借鉴。
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