
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Jul. 2018, Vol. 25, No. 7

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2018.07.008

[基金项目] 河南省卫生厅科技攻关项目 (No. 201303105)。Project supported by the Science and Technology Project of Henan Provincial Health

Department (No. 201303105)

[作者简介] 王慧玲（1981-），女，硕士生，主治医师，主要从事妇科肿瘤的研究，E-mail: yudoc4466@sina.com

[通信作者] 蔡政（CAI Zheng, corresponding author），硕士，副主任医师，主要从事肿瘤的抗血管生成和免疫治疗的研究，E-mail: caizheng999@126.com

miR-149-3p 通过靶向FOXP3抑制宫颈癌HeLa细胞的恶性生物学行为

王慧玲 1，杨君 1，陈瑞香 1，蔡政 2(1.新乡医学院第一附属医院 妇科二病区，河南 卫辉 453100; 2. 云南省中医医

院肿瘤科，云南 昆明 650021)

[摘 要] 目的：探索miR-149-3p对宫颈癌HeLa细胞增殖、凋亡、侵袭及迁移的影响及其机制。方法: HeLa细胞随机分为 5

组：未转染(HeLa)组、mimic-scramble组、miR-149 mimic组、FOXP3过表达(pc-FOXP3)组、共转染(mimic+pc-FOXP3)组，Mimic-

scramble为miR-149 mimic的阴性对照随机序列。荧光素酶实验验证miR-149-3p与FOXP3的靶向结合关系。实时定量 PCR

(qRT-PCR)检测HeLa细胞中miR-149-3p表达及FOXP3的mRNA水平，Western blotting检测FOXP3的蛋白水平。CCK-8检测细

胞增殖，流式细胞术分析细胞凋亡，Transwell实验检测细胞侵袭，划痕实验分析细胞迁移。结果: 荧光素酶实验显示miR-149-3p

可靶向结合FOXP3。与未转染组相比miR-149 mimic组miR-149-3p表达升高、FOXP3 mRNA水平下降(P<0.01)，而且miR-149

mimic 组 FOXP3 蛋白水平低于未转染组(P<0.01)、pc-FOXP3 组 FOXP3 蛋白水平高于未转染组(P<0.01)，与 pc-FOXP3 组相比

mimic+pc-FOXP3组FOXP3蛋白水平降低(P<0.01)。miR-149 mimic组细HeLa胞增殖倍数低于未转染组(P<0.01)，pc-FOXP3组

细胞增殖倍数高于未转染组(P<0.01)，与 pc-FOXP3组相比mimic+pc-FOXP3组细胞增殖倍数下降(P<0.01)；miR-149 mimic组

HeLa细胞凋亡率高于未转染组(P<0.01)，pc-FOXP3组细胞凋亡率低于未转染组(P<0.01)，与pc-FOXP3组相比mimic+pc-FOXP3

组细胞凋亡率上升(P<0.01)；miR-149 mimic组每个视野下的侵袭细胞数和划痕愈合率低于未转染组(P<0.01)，pc-FOXP3组每个

视野下的侵袭细胞数和划痕愈合率高于未转染组(P<0.01)，与pc-FOXP3组相比mimic+pc-FOXP3组每个视野下的侵袭细胞数和

划痕愈合率下降(P<0.01)。结论：miR-149-3p通过靶向FOXP3抑制宫颈癌HeLa细胞增殖、侵袭和迁移，同时促进细胞凋亡。
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miR-149-3p suppresses malignant biological behaviors of cervical cancer HeLa
cells via targeting FOXP3

WANG Huiling 1,YANG Jun1, CHEN Ruixiang1,CAI Zheng2(1. Department of Gynecology, First Affiliated Hospital of Xinxiang Medi-

cal College,Weihui 453100, Henan,China; 2. Department of Oncology,Yunnan Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine,

Kunming 650021, Yunnan, China)

[Abstract] Objective: To explore the effects of miR-149-3p on the proliferation, apoptosis, invasion and migration of cervical cancer

HeLa cells and the possible mechanisms. Methods: HeLa cells were randomly divided into five groups, including untransfected (HeLa)

group, mimic-scramble group (the negative control of miR-149 mimic), miR-149 mimic group, FOXP3 over-expression (pc-FOXP3)

group, and co-transfection (mimic+pc-FOXP3) group. The targeted relationship of miR-149-3p and FOXP3 was verified by luciferase

assay. The expressions of miR-149-3p and FOXP3 mRNA were tested by quantitative real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR).

The protein levels of FOXP3 were measured by Western blotting. The proliferation was detected by CCK-8; the apoptosis was tested by

flow cytometry, the cell invasion was measured by transwell invasion assay and cell migration was detected by scratch assay. Results:

The luciferase assay showed that miR-149-3p could target combine with FOXP3. Compared with untransfected group, the expression of

miR-149-3p was increased while mRNA level of FOXP3 was decreased in miR-149 mimic group (all P<0.01). Moreover, the protein

level of FOXP3 in miR-149 mimic group was lower than that in untransfected group (P<0.01), while the protein level of FOXP3 in pc-

FOXP3 group was higher than that in untransfected group (P<0.01); Compared with pc-FOXP3 group, the protein levels of FOXP3 in

mimic+pc-FOXP3 group were reduced (P<0.01). The proliferation in miR-149 mimic group was lower than that in untransfected group

(P<0.01), while the proliferation in pc-FOXP3 was higher than that in untransfected group (P<0.01); compared with pc-FOXP3 group,
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the proliferation in mimic+pc-FOXP3 group was decreased (P<0.01). The apoptosis rate of HeLa cells in miR-149 mimic group was

higher than that in untransfected group (P<0.01), while the apoptosis rate in pc-FOXP3 was lower than that in untransfected group (P<

0.01); compared with pc-FOXP3 group, the apoptosis in mimic+pc-FOXP3 group was elevated (P<0.01). The number of invasive cells

per field and wound healing rate in miR-149 mimic group was lower than those in untransfeccted group (P<0.01) while the invasive

cells and wound healing rate in pc-FOXP3 group was higher than those in untransfeceted group (P<0.01); compared with pc-FOXP3

group, the number of invasive cells per field and wound healing rate in mimic+pc-FOXP3 group was reduced (P<0.01). Conclusion:

miR-149-3p inhibits proliferation, invasion and migration and promotes apoptosis of cervical cancer HeLa cells via targeting FOXP3.

[Key words] miR-149-3p; FOXP3 gene; cervical cancer; HeLa cell; proliferation; apoptosis; invasion; migration

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(7): 704-710. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.07.008]

宫颈癌是女性的第四大癌症。据统计，2012年

全世界宫颈癌新增病例52.8万，宫颈癌死亡病例26.6

万，而且每年的宫颈癌病例还在不断增加[1]。宫颈癌

是包括中国在内的发展中国家的一个严重的公共卫

生问题，约 87%的宫颈癌死亡病例都发生在发展中

国家[2]，深入研究宫颈癌对全球医疗卫生事业的发展

具有重要意义。MicroRNA（miRNA）是一类约 22个

核苷酸的非编码 RNAs，涉及基因转录后的调控。

miRNA 在所有肿瘤生物学进程中起着重要作用，

miRNA的异常表达常与癌症在内的多种疾病相关[3]。

Has-miR-149位于人类染色体 2q37.3处，可产生 2种

亚型：miR-149-5p和miR-149-3p，具有靶向致癌基因

或抑癌基因的双重影响，进而调控各种癌症的增殖、

凋亡、侵袭、迁移及药物的敏感性和耐药性等[4]。但

关于miR-149-3p在宫颈癌中的作用的报道还十分匮

乏，有待进一步研究。本研究的主要目的是探究

miR-149-3p靶向FOXP3对宫颈癌HeLa细胞增殖、凋

亡和侵袭的影响，为探寻宫颈癌治疗的靶分子提供

实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

宫颈癌HeLa细胞来源于美国典型培养物保藏中

心(American Type Culture Collection，ATCC)。DMEM

培养基、胎牛血清和转染试剂TurboFect Transfection

Regent购自赛默飞世尔科技公司，miR-149 mimic和

FOXP3过表达载体 pc-FOXP3由上海Genepharm公

司提供，荧光素酶检测试剂盒来源于Promega公司，

RNA 提取试剂盒和定量 PCR 试剂盒 SYBR Premix

Ex TaqTM购自大连TaKaRa公司，Transwell小室及人

工基底膜购自美国BD公司，抗FOXP3抗体购自英国

Abcam公司。

1.2 细胞培养与转染

宫颈癌HeLa细胞于含10%胎牛血清和1%青-链

霉素的DMEM培养基，并置于37 ℃、5% CO2的恒温

培养箱中培养。当细胞增殖到约80%汇合度时进行

传代。为了提高miR-149-3p和FOXP3表达，按照转

染试剂 TurboFect Transfection Regent说明书将miR-

149 mimic和pc-FOXP3分别或者同时转入HeLa细胞

中。HeLa细胞随机分为5组：未转染(HeLa)组，mim-

ic-scramble组，miR-149 mimic组，FOXP3过表达(pc-

FOXP3)组，共转染 (mimic+pc-FOXP3)组。mimic-

scramble为miR-149 mimic的阴性对照随机序列。

1.3 荧光素酶分析

将miR-149 mimic分别转入FOXP3野生型和突

变型细胞中，48 h后移去细胞培养板中的培养液，

用洗涤液进行洗涤，弃去洗涤液后在孔中加入

1×细胞裂解液将细胞裂解。室温下振荡器上振

荡 5~10 min，移入离心管中 3 000×g离心 5 min，弃上

清。按照试剂盒和仪器操作说明对待测样品进行发

光值测定。

1.4 实时定量 PCR(qRT-PCR)检测癌细胞中 miR-

149-3p和FOXP3的表达

用RNA提取试剂盒提取各组细胞总RNA后反

转成 cDNA，用以下引物：miR-149 - 3p 上游引物：

ACACTCCAGCTGGGAGGGAGGGACGGGGGC；

miR-149-3p下游引物:CTCAACTGGTGTCGTGGA；

FOXP3 上游引物 ：ATCGCTGCTAGCTACTTAGC-

TA；FOXP3 下游引物：CTGATCGTGAACTGCCGT-

GGCTA。根据 SYBR Premix Ex TaqTM 说明书进行

qRT-PCR，用公式2-ΔΔCt计算相对表达量。

1.5 Western blotting检测癌细胞中FOXP3蛋白表达

各组细胞经PBS清洗 3次后加入含蛋白酶抑制

剂的细胞裂解液提取总蛋白，100 ℃变性 5 min。然

后等量蛋白进行 SDS-PAGE 分离并转至 PVDF 膜。

经 5%的BSA封闭 1 h后加入抗 FOXP3的一抗，4℃

过夜孵育。第2天加入辣根过氧化物酶标记的二抗，

室温孵育1.5 h。最后加入发光液后于凝胶成像仪进

行曝光拍照，并统计灰度值计算相对表达量。

1.6 CCK-8法检测宫颈癌细胞的增殖

首先将CCK-8溶液用培养基稀释到 10%，然后

将各组待测细胞悬浮于上述稀释液中，在 37 ℃恒温

培养箱中培养4 h，最后检测450 nm处光密度（D）值，

计算细胞增殖倍数。
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1.7 流式细胞术分析癌细胞的凋亡

收集各组待测细胞，经 PBS洗涤后用 1×Bind-

ing buffer将细胞制成 1×106个/ml的悬液。然后加

入 annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC)，室温

避光下轻轻地混匀，孵育 10 min。再加入碘化丙啶

（propidium iodide，PI)，室温、避光、孵育 5 min。最后

使用流式细胞仪对染色的细胞进行检测。

1.8 Transwell法检测癌细胞的侵袭

首先将各组待测细胞用无血清的培养基制成细

胞密度为 1×106 个/ml的悬液，然后将细胞悬液加入

铺有人工基底膜的 transwell上室中，同时在下室中加

入含 20%胎牛血清的培养基。37 ℃培养 24 h后，用

0.5%的结晶紫对上室底部细胞进行染色，并用棉签

将上室内侧的细胞除去。显微镜下观察并统计细胞

数量。

1.9 划痕实验分析癌细胞的迁移

将各组待测细胞制成 1×106 个/ml的细胞悬液，

加入6孔板中，过夜培养至形成单层细胞。在单层细

胞上用10 μl的枪头划横线，PBS洗3次，洗去因划痕

而脱落的细胞。显微镜下拍照测量划痕宽度，培养

24 h后再取出拍照测量划痕宽度。

1.10 统计学处理

用SPSS 16.0软件对实验数据进行统计学分析，

计量数据以 x̄±s表示，两两比较用独立的 t检验。以

P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-149-3p靶向结合FOXP3

通过生物信息学预测发现 miR-149-3p 可靶向

FOXP3，利用荧光素酶实验进一步确认 miR-149-3p

与 FOXP3 的靶向结合关系。如图 1 所示，FOXP3

野生型细胞和 FOXP3 突变型细胞中荧光素酶活

性无明显差异 ，在 FOXP3 野生型细胞中转入

miR-149 mimic 后荧光素酶活性会下降 (P<0.01)，

在 FOXP3 突变型细胞中转入 miR-149 mimic 后荧

光素酶活性无明显变化。上述结果表明，miR-149-3p

可靶向结合FOXP3。

2.2 miR-149 mimic 抑制宫颈癌 HeLa 细胞 FOXP3

mRNA表达水平

将 miR-149 mimic 转入宫颈癌 HeLa 细胞后，利

用 qRT-PCR 检测 miR-149-3p 表达及 FOXP3 mRNA

水平。图 2 显示，mimic-scramble 组与未转染组中

miR-149-3p及FOXP3表达无明显差异。与未转染组

相比 ，miR-149 mimic 组 miR-149 - 3p 表达升高 ，

FOXP3 mRNA水平下降(均P<0.01)。可见，miR-149

mimic可减弱宫颈癌HeLa细胞FOXP3 mRNA水平。

**P<0.01 vs FOXP3 wild type cells

图1 荧光素酶实验验证miR-149-3p与FOXP3的靶向关系

Fig. 1 The targeted relationship of miR-149-3p and FOXP3

was verified by Luciferase assay

**P<0.01 vs HeLa group

图2 qRT-PCR检测miR-149-3p表达及FOXP3 mRNA水平

Fig. 2 Expression of miR-149-3p and FOXP3 mRNA

levels was measured by qRT-PCR

2.3 miR-149-3p负向调控宫颈癌HeLa细胞 FOXP3

蛋白表达

为进一步分析 miR-149-3p 对 FOXP3 表达的影

响 ，将 miR-149 mimic 和 FOXP3 过表达载体 pc-
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FOXP3 分别或同时转入宫颈癌 HeLa 细胞，Western

blotting 检测 FOXP3 蛋白水平。由图 3 可知，miR-

149 mimic组 FOXP3蛋白水平低于未转染组(P<0.01)，

pc-FOXP3组FOXP3蛋白水平高于未转染组(P<0.01)。

与pc-FOXP3组相比，mimic+pc-FOXP3组FOXP3蛋

白水平降低(P<0.01)。以上结果说明，miR-149-3p可

负向调控宫颈癌HeLa细胞FOXP3蛋白表达。

**P<0.01 vs HeLa group, ∆∆P<0.01 vs pc-FOXP3 group

图3 Western blotting检测HeLa细胞中FOXP3蛋白水平

Fig. 3 Protein levels of FOXP3 were detected by Western

blotting in HeLa cells

2.4 miR-149-3p通过靶向FOXP3抑制宫颈癌HeLa

细胞的增殖

采用 CCK-8 法检测各组细胞增殖倍数，分析

miR-149-3p靶向FOXP3对宫颈癌HeLa细胞增殖的

影响。如图 4所示，miR-149 mimic组细胞增殖倍数

低于未转染组(P<0.01)；pc-FOXP3组细胞增殖倍数

高于未转染组(P<0.01)；与pc-FOXP3组相比，mimic+

pc-FOXP3组细胞增殖倍数下降(P<0.01)。上述结果

表明，miR-149-3p 通过靶向 FOXP3 可抑制宫颈癌

HeLa细胞的增殖。

**P<0.01 vs HeLa group, ∆∆P<0.01 vs pc-FOXP3 group

图4 CCK-8法检测HeLa细胞的增殖

Fig. 4 Proliferation of HeLa cells was measured by CCK-8

2.5 miR-149-3p通过靶向FOXP3促进宫颈癌HeLa

细胞的凋亡

通过流式细胞术分析miR-149-3p靶向FOXP3对

宫颈癌 HeLa 细胞凋亡的影响。图 5 显示，miR-149

mimic 组细胞凋亡率高于未转染组 (P<0.01)；pc -

FOXP3组细胞凋亡率低于未转染组(P<0.01)；与 pc-

FOXP3组相比，mimic+pc-FOXP3组细胞凋亡率上升

(P<0.01)。由此可见，miR-149-3p通过靶向FOXP3可

促进宫颈癌HeLa细胞凋亡。

**P<0.01 vs HeLa group, ∆∆P<0.01 vs pc-FOXP3 group

图5 流式细胞术检测HeLa细胞的凋亡

Fig. 5 Apoptosis of HeLa cells was tested by flow cytometry

2.6 miR-149-3p通过靶向FOXP3抑制宫颈癌HeLa

细胞的侵袭

为分析 miR-149-3p 靶向 FOXP3 对宫颈癌 HeLa

细胞侵袭的影响，transwell实验检测细胞侵袭。如图

6所示，miR-149 mimic组每个视野下的侵袭细胞数

低于未转染组(P<0.01)；pc-FOXP3 组每个视野下的
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侵袭细胞数高于未转染组(P<0.01)；与 pc-FOXP3组

相比，mimic+pc-FOXP3组每个视野下的侵袭细胞数

减少 (P<0.01)。以上结果说明，miR - 149-3p 靶向

FOXP3可抑制宫颈癌HeLa细胞的侵袭。

**P<0.01 vs HeLa group, ∆∆P<0.01 vs pc-FOXP3 group

图6 Transwell实验检测HeLa细胞的侵袭（（×400））

Fig. 6 The invasion of HeLa cells was measured by transwell（（×400））

2.7 miR-149-3p通过靶向FOXP3抑制宫颈癌HeLa

细胞的迁移

通过划痕实验分析miR-149-3p靶向FOXP3对宫

颈癌 HeLa 细胞迁移的影响。由图 7 可知，miR-149

mimic 组划痕愈合率低于未转染组 (P<0.01)；pc -

FOXP3组划痕愈合率高于未转染组(P<0.01)；与 pc-

FOXP3组相比，mimic+pc-FOXP3组划痕愈合率下降

(P<0.01)。上述结果表明，miR-149-3p靶向FOXP3抑

制宫颈癌HeLa细胞的迁移。

**P<0.01 vs HeLa group, ∆∆P<0.01 vs pc-FOXP3 group

图7 划痕实验检测HeLa细胞的迁移（（×200））

Fig. 7 Cell migration was detected by scratch assay（（×200））

3 讨 论

在过去的十年中，miRNA的出现一直是癌症生

物学的重要发展之一[5]。miRNA在上调或下调的过

程中扮演着致癌因子或抗癌因子的作用。miRNA具

有作为预后和诊断生物标志的潜在能力。目前可根

据两种主要方法(miRNA mimics和miRNA inhibiter)

调节miRNA表达来用于临床治疗[6]。大量数据表明

miRNA具有调控癌细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移的功

能。

癌细胞不受控的增殖是癌症的主要特征之一，

许多 miRNA 可调节癌细胞增殖。有研究[7]发现，

miR-133a通过靶向EGFR减弱宫颈癌细胞生长。有

数据[8]显示，在宫颈癌细胞中miR-195可通过靶向cy-

clin D1a抑制细胞增殖。有研究[9]表明，miR-138通过

靶向c-Met抑制宫颈癌细胞增殖。据报道[10]miR-149-

5p靶向ZBTB2可抑制胃癌细胞增殖。ZHANG等[11]

发现 miR-149-5p 靶向 EphB3 可减弱结肠癌细胞增

殖。本研究结果显示，miR-149-3p靶向FOXP3可降

低宫颈癌HeLa细胞增殖。

细胞凋亡在癌症进程中十分重要，越来越多的

研究表明miRNA在控制细胞凋亡中发挥着积极作

用。据报道[12]miR-506可通过靶向Gli3增强宫颈癌

细胞凋亡。有研究[13]显示在宫颈癌细胞中，miR-375

可通过靶向 IGF-1R促进细胞凋亡。FAN等[14]发现在

宫颈癌细胞中miR-125a可通过靶向 STAT3 促进细
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胞凋亡。有数据 [15]表明在黑色素瘤细胞中 miR-

149-5p 靶向 LRIG2 可促进细胞凋亡。本研究结果

显示，miR-149-3p靶向FOXP3可增强宫颈癌HeLa细

胞凋亡。

大量文献报道许多miRNA具有调节癌细胞侵袭

的功能。有研究[16]表明miR-7可通过靶向FAK抑制

宫颈癌细胞侵袭。据报道[17]miR-142-3p可通过靶向

FZD7减弱宫颈癌细胞侵袭。JIANG等[18]发现miR-

218可靶向SFMBT1和DCUN1D1降低宫颈癌细胞侵

袭。有数据[19]显示在结肠、直肠癌细胞中，miR-149-

5p靶向 FOXM1可抑制细胞侵袭。据报道[20]在膀胱

癌细胞中miR-149-3p靶向S100A4可减弱细胞侵袭。

本研究结果显示，miR-149-3p靶向FOXP3可降低宫

颈癌HeLa细胞侵袭。

细胞迁移能力对癌症进程非常重要，大量数据

表明许多miRNA可调节癌细胞的迁移能力。据报

道[21]在宫颈癌细胞中miR-183可通过靶向MMP-9降

低细胞迁移。ZHOU等[22]发现，miR-195可通过靶向

Smad3 抑制宫颈癌细胞迁移。有研究[23]显示，miR-

342-3p 可通过靶向 FOXM1 减弱宫颈癌细胞迁移。

据报道[24]miR-149-5p可通过靶向PPM1F降低肝癌细

胞迁移。有数据[25]表明miR-149-3p可通过靶向GIT

抑制乳腺癌细胞迁移。本研究结果显示，miR-149-3p

靶向FOXP3可减弱宫颈癌HeLa细胞迁移。

综上，在宫颈癌HeLa细胞中，miR-149-3p可靶向

FOXP3；miR-149-3p 可负向调控 FOXP3 表达；miR-

149-3p 靶向 FOXP3 可抑制细胞增殖、侵袭和迁

移，促进细胞凋亡。下一步计划进行miR-149-3p

影响宫颈癌发生发展的体内研究，为宫颈癌的治疗

提供参考。
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