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摘要：目的 探讨MicroRNA-101（miRNA-101）对上皮性卵巢癌耐药细胞 SKOV3/DDP顺铂敏感性的

影响及相关作用机制。方法 本研究通过细胞转染技术上调 SKOV3/DDP细胞内 miRNA-101的表达，采用

RT-PCR检测 miRNA-101及 BDNF mRNA的表达情况；CCK-8检测 SKOV3/DDP细胞顺铂敏感性及增

殖力；Annexin V-FITC/ PI流式细胞实验检测细胞凋亡率。结果 与阴性对照组比较，miRNA-101转染组细

胞 miRNA-101表达量及细胞凋亡率增加 [（1.000±0.022） vs（5.380±0.246）， <0.05]，[（11.020±0.685）%vs

（26.158±1.278）%， <0.05]；BDNF mRNA 表达量降低[（1.000±0.042）vs（0.389±0.055）， <0.05]；顺铂 IC50

及细胞增殖力均下降[（57.276±1.717）vs（33.176±2.465）， <0.05]，[（1.776±0.030）vs（1.642±0.252）， <0.05]。

结论 miRNA-101可有效增加 SKOV3/DDP细胞对顺铂的药物敏感性，促进细胞凋亡。
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Abstract: Objective To explore the effect of miRNA-101 on Cisplatin sensitivity of chemo-resistant epithelial
ovarian cancer SKOV3/DDP cells and the related mechanism. Methods In this study, the expression of miRNA-101
in SKOV3/DDP cells was up -regulated by transfection. Meanwhile, RT -PCR assay was applied to detect the
expressions of miRNA-101 mRNA and BDNF mRNA, and CCK-8 kit was used to measure the Cisplatin sensitivity
and proliferative ability of SKOV3/DDP cells. In addition, the apoptosis of SKOV3/DDP cells was detected by
Annexin V-FITC/PI flow cytometry. Results Compared with the control group, the expression of miRNA-101 and
the apoptosis rate of miRNA -101 in the transfected group increased significantly [(1.000 依 0.022) vs (5.380 依
0.246), < 0.05; (11.020 依 0.685) % vs (26.158 依 1.278) %, < 0.05]. The expression of BDNF mRNA decreased
significantly [(1.000 依 0.042) vs (0.389 依 0.055), < 0.05], and the Cisplatin IC50 and the proliferative ability of
SKOV3/DDP cells were obviously decreased after transfection [(57.276 依 1.717) vs (33.176 依 2.465), < 0.05;
(1.776 依 0.030) vs (1.642 依 0.252), < 0.05]. Conclusions miRNA-101 could effectively enhance the Cisplatin
sensitivity and promote the apoptosis of SKOV3/DDP cells.
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卵巢癌是致死率最高，预后最差的妇科恶性肿

瘤。由于缺乏早期临床症状及特异性筛查指标，大

部分患者确诊时分期较晚。尽管在最佳的肿瘤细胞

减灭术后给予顺铂为基础的联合化疗，由于残存癌

细胞耐药性的出现，因此目前卵巢癌患者的 5年复

发率仍处于较高水平。卵巢癌细胞的顺铂耐药机制

尚未明确，寻找有效的抑制癌细胞对顺铂耐药的方

法是目前急需解决的问题。目前研究提示脑源性神

经营养因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）

与肿瘤耐药的形成存在着密切关系，可被相关 miRANs

抑制，从而逆转细胞的耐药性[1]。miRNA-101是一种

小分子调节 RNA，在细胞中发挥着抑癌基因的作

用，其高表达可增加非小细胞肺癌的顺铂敏感性[2]。

本研究通过上调 miRNA-101在上皮性卵巢癌顺铂

耐药细胞 SKOV3/DDP的表达，检测 miRNA-101对

SKOV3/DDP细胞 BDNF mRNA表达、顺铂敏感性、

增殖及凋亡的影响，旨在为卵巢癌化疗耐药的基因

治疗寻找新的靶点提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株

上皮性卵巢癌顺铂耐药细胞株 SKOV3/DDP购

于上海拜力生物有限公司。

1.2 仪器与试剂

RPMI1640培养基（海克隆公司）；胎牛血清（美

国 Gibco公司），Lipofectamine 2000转染试剂（美国

Invitrogen公司）；miRNA-101质粒、miRNA-NC（中

国上海吉玛生物有限公司）；Trizol、miRNA cDNA

Syn thesis Kit、EXPRE SS SYBR GreenERTM miRNA

qRT-PCR Kit（日本TaKaRa 公司）；顺铂（Sigma 公

司）、CCK-8试盒（日本同仁公司）；梯度 PCR 仪（美

国 Bio-rad）、定量 PCR 反应仪 （美国 Bio-rad

CFX96）、流式细胞仪（BD FACSCalibur）。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞的选择、培育及分组 上皮性卵巢癌顺

铂耐药细胞株 SKOV3/DDP为研究对象，培养于含

1%（青霉素 +链霉素）、15%胎牛血清的 RPMI 1640

完全培养基中，于 37℃、二氧化碳 CO2含量 5%，相

对湿度 90%培养箱中呈单层贴壁生长，根据细胞生

长状况 2～3 d给予换液或传代。细胞随机分为：阴

性对照组、转染试剂组、空白质粒组、miRNA-101转

染组。

1.3.2 细胞转染 取对数生长期细胞，用 0.25%胰

蛋白酶消化并计数，无双抗培养基重悬细胞，按照每

孔 1.0×105～1.5×105个细胞接种于 6孔板，37℃，

5%CO2培养箱中培养 24 h后进行转染：弃培养板原

培养基，1×PBS洗涤 1次。阴性对照组：2 ml Op-

ti-MEM培养基；转染试剂组：2 ml Opti-MEM培养

基包含 5μl Lipofectamine 2 000转染试剂；空白质

粒组：2 ml Opti-MEM 培养基包含 5μg Lipofec-

tamine 2000 转染试剂及 2μg miRNA-NC；miR-

NA-101 转染组：2 ml Opti-MEM 培养基包含 5μg

Lipofectamine 2 000 转染试剂及 2μg miRNA-101。

6h后更换转染培养基为无双抗培养基，置于 37℃、

5%CO2培养箱继续培养，进行后续实验。

1.3.3 细胞转染结果鉴定及 BDNF mRNA表达水

平测定 转染 24 h 后，Trizol 提取各组细胞的总

RNA，测定浓度后用 PrimeScriptTM RT reagent Kit去

除 DNA并进行逆转录。随即将引物及核苷酸聚合酶

等配制为反应体系。miRNA-101 的正向引物：

5'-TACAGACTGTGATAACTGAAG-3'；反向引物：

5'-GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3'。BDNF正向

引物：GCCGACTTATGCCCACCATC；反向引物：GC-

CACATTTGGCTCCCAAC配制好的反应体系在反应

条件下：（95℃ 30 s、95℃ 5 s、60℃ 30 s）扩增 40个

循环，连续监测荧光并记录 PCR扩增曲线，以获得

目 的 基 因 miRNA-101/BDNF 和 内 参 基 因

U6/GAPDH的 Ct值，利用公式 2-△△Ct计算各实验组

目的基因相对于阴性对照组目的基因的表达量。

1.3.4 顺铂敏感性测定 对数生长期的SKOV3/DDP

细胞生长至 80%～90%时，用 0.25%胰蛋白酶消化

细胞并计数，无双抗培养基重悬为单细胞悬液，细胞

按 2×103个 /孔的浓度接种于 96 孔板，置 37℃，

5%CO2培养箱中培养 24 h，更换培养基并进行转

染，6 h后更换转染培养基为无双抗培养基。继续培

养 18 h后更换为含顺铂浓度如 0、10、20、40、60、80

和 100μmol/L的营养基。加药后继续培养 24 h后加

入 CCK-8 10μl/孔，震荡 10 s，继续培养 1.5 h，酶标

仪检测各孔在波长为 450 nm的吸光度。每组设 5个

复孔，取平均值，计算不同浓度顺铂对各组细胞的存

活率。抑制率（%）＝[（对照孔 OD值 -实验孔 OD

值）/(对照孔 OD值 -空白孔 OD值）]×100%。以 OD

值为纵轴，顺铂浓度为横轴绘制细胞存活曲线。应用

SPSS的 Probit程序计算 IC50。

1.3.5 细 胞 增 殖 力 测 定 对 数 生 长 期 的

SKOV3/DDP细胞重悬后接种于 96孔板，分别于转
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染后 1、2、3、4、5和 6 d向 96孔板加入 CCK-8 10μl/

孔，震荡 10 s，继续培养 1.5 h后，酶标仪检测各孔在

波长为 450 nm处 OD 值，以 OD 值为纵轴，时间为

横轴绘制细胞生长曲线，评估细胞增殖力。

1.3.6 细胞凋亡率测定 取转染后 24 h 的各组

SKOV3/DDP 细胞，弃培养基，PBS 洗涤 2 次；

0.25%胰酶消化后重息收集于离心管中，PBS洗涤，

1 000 r/min离心 3 min，重复 2次。用 1×Annexin V

Binding Solution制成浓度为 1×106个 /ml单细胞悬

液，取 100μl，向其内加入 5μl Annexin V，FITC 结

合物及 5μl PISolution，室温避光培养 15 min，最后

加入 400μl 1×Annexin V Binding Solution 稀释，

流式细胞仪检测凋亡率。

1.4 统计学方法

所有实验均重复 3次，应用 SPSS 17.0统计软

件进行数据分析，数据以均数±标准差（x±s）表示。

多组样本间比较采用单因素方差分析（one-way，

ANOVA），两两比较采用小差异法方法检验（least

significant difference，LSD）， <0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 miRNA-101转染效果及 BDNF mRNA 表达

情况

SKOV3/DDP细胞转染 24 h后，实时荧光定量

PCR检测各组细胞 miRNA-101表达情况：阴性对

照组（1.000±0.022）、转染试剂组（1.034±0.044）、空

白质粒组 （0.991±0.048）、miRNA-101 转染组

（5.380±0.246）；miRNA-101 转染组 miRNA-101

表达量较各对照组增高，差异有统计学意义（ =

879.699， =0.000），说明转染成功，效率较高，见图

1。而各组 SKOV3/DDP 细胞 BDNF mRNA 表达情

况：阴性对照组（1.000±0.042）、转染试剂组（0.980±

0.037）、空白质粒组（1.041±0.078）、miRNA-101 转

染组（0.389±0.055）。结果显示：miRNA-101转染组

SKOV3/DDP细胞 BDNF mRNA 表达量较各对照组

降低（ =108.549， =0.000）。可见 SKOV3/DDP细胞

内过表达的 miRNA-101 可通过抑制 BDNF mRNA

的表达，从而发挥生物学作用。见图 2。

2.2 miRNA-101 对 SKOV3/DDP 的顺铂敏感性

及增殖力的影响

CCK-8检测顺铂作用 24 h后各组 SKOV3/DDP

细胞存活率结果如图 3；Probit计算各组 IC50：阴性

对照组（57.276±1.717）、转染试剂组（56.703±

2.069）、空白质粒组（56.426±2.150）、miRNA-101转

染组（33.176±2.465）（ =93.435， =0.000）。结果显

示：miRNA-101转染组细胞 IC50较对照组降低，证

明过表达 miRNA-101可逆转 SKOV3/DDP的耐药，

增加对顺铂的药物敏感性。

CCK-8检测各组细胞增长状况，如图 4所示，

前 72 h miRNA-101 转染组细胞增殖速率较对照组

缓慢，72 h后 miRNA-101转染组细胞凋亡速率较对

照组稍快；以 72 h 各组所测定 OD 值进行分析：

阴性对照组（1.776±0.030）、转染试剂组（1.739±

0.036）、空白质粒组（1.780±0.019）、miRNA-101 转

1：阴性对照组；2：转染试剂组；3：空白质粒组；4：miRNA-101转染组

图 1 各组 SKOV3/DDP细胞 miRNA-101表达情况
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1：阴性对照组；2：转染试剂组；3：空白质粒组；4：miRNA-101转染组

图 2 各组 SKOV3/DDP细胞 BDNF mRNA表达情况
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图 3 顺铂作用下各组 SKOV3/DDP细胞存活情况
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染组（1.642±0.252）（ =15.135， =0.001）。结果显

示：SKOV3/DDP细胞 miRNA-101表达量越高，增殖

力越弱；说明高表达的miRNA-101可抑制 SKOV3/

DDP细胞的增殖。

2.3 miRNA-101对 SKOV3/DDP细胞凋亡的影响

SKOV3/DDP 细胞转染 24 h 后，Annexin-V/PI

双染流式细胞仪分析细胞凋亡情况：阴性对照组

（11.020±0.685）%、转染试剂组（11.518±0.818）%、

空白质粒组（11.881±0.868）%、miRNA-101转染组

（26.158±1.278）%；miRNA-101转染组细胞凋亡率

较阴性对照组增加，差异有统计学意义（ =367.527，

=0.000）。提示：miRNA-101在 SKOV3/DDP细胞内

发挥着抑癌基因的作用，过表达 miRNA-101可促进

细胞凋亡。见图 5。

图 4 各组 SKOV3/DDP细胞增殖情况
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图 5 各组 SKOV3/DDP细胞凋亡情况
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3 讨论

由于卵巢癌细胞在化疗过程中极易发生耐药效

应，导致卵巢癌的临床治疗在数十年的发展中陷入

瓶颈状态，因此探究卵巢癌耐药的确切机制以及逆

转耐药的方法已成为当前全球妇产科学界极为紧迫

且重要的研究课题。

近年来相关研究提示 miRNAs的异常表达与卵

巢癌的形成、发展及耐药密切相关。miRNAs是真核

生物内一类由内源性基因编码的非编码小分子

RNA，通过与目标 mRNA 3'端非编码区（3’-UTR）

以碱基完全或非完全互补配对的方式结合，引起靶

mRNA的降解或翻译抑制，在转录后水平调控基因

表达，从而调节细胞增殖、分化与凋亡，参与个体发

育、机体代谢以及肿瘤的形成、发展及耐药等。

miRNAs在肿瘤中异常表达且具有组织特异性，发

挥着相当于癌基因或抑癌基因的作用。YANG等[3]通

过对 456例浆液性卵巢癌组织的 miRNA 进行整合

分析，发现 miRNAs-101在卵巢癌细胞中的表达存

在差异。人类 miRNA-101 包括 miRNA-101-1 和

miRNA-101-2，分别位于人 1和 9号染色体中。研

究表明，miRNA-101在乳腺癌、肺癌、前列腺癌、卵

巢癌、结肠癌、肝癌及胃癌等肿瘤中表达均下调，提

示 miRNA-101的缺失可能与肿瘤的形成和发展有

关[4-5]。JI等[2]研究发现 miRNA-101过表达可促进顺

铂诱导的肺非小细胞肺癌 A549的凋亡。邹勇象等[6]

研究发现 miR-101能在表观遗传学水平抑制STMN-1

的表达，从而抑制 U251细胞的增殖力。SMITS等[7]

研究发现在恶性胶质母细胞瘤（GBM）中，miR-101

的下调可导致靶基因 EZH 2 过表达并诱导细胞增

殖。LI等[8]研究发现 miRNA-101在多种肿瘤中可通

过抑制其靶基因 MCL-1、FOS、EZH2的表达促进细

胞凋亡。

BDNF是一种小分子碱性蛋白质，主要在中枢

神经系统内表达；目前其在肿瘤领域的研究显示其

在神经母细胞瘤、呼吸、消化、生殖系统肿瘤中异常

过表达，但在相应系统正常组织几乎不表达[1]。SCALA

等[9-10]研究显示神经母细胞瘤中高表达的 BDNF可

保护其肿瘤细胞免受长春碱毒性、顺铂、多柔比星、

托泊替康等 DNA损伤试剂的伤害，表现出较强的耐

药性，而直接抑制 BDNF的活性可以降低肿瘤细胞
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的耐药性 [10-11]。于晓辉等 [11-12]研究发现 BDNF 及其

mRNA在卵巢上皮癌中异常高表达，转移细胞中异

常表达更甚，经顺铂，紫杉醇处理后的卵巢癌细胞耐

药性更强。更有研究证实激活的 BDNF与 TrkB结合

可以通过激活 MAPK、P13K/AKT和 PLC途径，刺激

肿瘤细胞增殖和凋亡[13-14]。LI[15-16]研究证实 miR-200c

可靶向调节 BDNF/TrkB 的表达，在体外恢复卵巢

癌、乳腺癌细胞 miR-200c表达可增加肿瘤细胞对

紫杉醇、多柔比星等药物的敏感性。

目前尚未关于 miRNA-101 与 BDNF相互作用

影响卵巢癌耐药细胞 SKOV3/DDP顺铂敏感性的研

究，因此本次研究应用阳离子脂质体转染技术在

SKOV3/DDP细胞内过表达 miRNA-101。结果显示：

miRNA-101 转染组 SKOV3/DDP 细胞 miRNA-101

表达量增高为阴性对照组 5.38 倍，转染效果佳；

BDNF mRNA表达量降低为阴性对照组 0.38倍；顺

铂 IC50较阴性对照组降低，相同浓度顺铂作用下细

胞抑制率较阴性对照组增加。本次研究结果表明：

SKOV3/DDP 细胞过表达 miRNA-101 可有效抑制

BDNF mRNA的表达，促进顺铂诱导的 SKOV3/DDP

细胞凋亡；提示 miRNA-101 可通过抑制 BDNF

mRNA 的表达增加 SKOV3/DDP 细胞的顺铂敏感

性，从而逆转细胞对顺铂的耐受性。细胞增殖实验结

果显示：miRNA-101 组 SKOV3/DDP 细胞增殖力较

各对照组降低，且平台期后，细胞凋亡较各对照组迅

速。Annexin V-FITC/PI 流式细胞实验结果示：

miRNA-101组细胞凋亡率较阴性对照组增加。提示

miRNA-101 的高表达可直接或通过抑制 BDNF

mRNA的表达，抑制 SKOV3/DDP细胞的增殖，促进

细胞的凋亡。

综上所述，在 SKOV3/DDP细胞内过表达 miR-

NA-101可抑制 BDNF基因的表达，增加细胞的顺

铂敏感性，抑制肿瘤细胞增殖，并促进细胞凋亡。提

示 BDNF有可能为 miRNA-101潜在的靶基因，待进

一步研究证实。这对临床上卵巢肿瘤耐药的基因治

疗具有重要意义，然而如何将该技术有效地应用到

临床治疗中是进一步需要解决的问题。
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