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miR-455-3p通过靶向调控转脂蛋白4抑制卵巢癌细胞SKOV-3的增殖、

迁移及上皮间质转化

谢婷婷，苏瑛，吴利英，于月成（空军军医大学附属西京医院妇产科，陕西 西安 710032）

[摘 要] 目的：探讨 miR-455-3p 对卵巢癌细胞 SKOV-3 增殖、迁移能力及上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，

EMT）的影响，并研究其作用机制。方法：人卵巢上皮细胞株 IOSE80、卵巢细胞系SKOV-3和A2780细胞培养完成后，将miR-

455-3p mimic及其阴性对照分别瞬时转染至细胞中。qPCR实验检测 IOSE80、SKOV-3和A2780细胞miR-455-3p和转脂蛋白 4

（fatty acid-binding protein 4，FABP4）mRNA表达水平，Wb检测FABP4和EMT相关蛋白的表达水平，CCK-8法检测细胞增殖活

性，Transwell实验用于评估细胞迁移能力，生物信息学预测miR-455-3p的靶基因，应用双荧光素酶报告基因验证miR-455-3p与

FABP4的靶向关系。结果：与正常卵巢上皮细胞 IOSE80相比，卵巢癌细胞SKOV-3和A2780中miR-455-3p低表达（均P<0.05），

而FABP4高表达（均P<0.05）。此外，过表达miR-455-3p明显抑制SKOV-3细胞的增殖和迁移能力（均P<0.05）。过表达miR-455-

3p通过上调E-cadherin表达、下调N-cadherin和Vimentin表达而抑制EMT进程（均P<0.05）。FABP4是miR-455-3p的靶基因，且

miR-455-3p能特异性结合FABP4 3’-UTR，并负调控其表达水平（P<0.05）。过表达FABP4能够明显逆转miR-455-3p对SKOV-3

细胞增殖和迁移的抑制作用（均P<0.05）。结论：miR-455-3p在卵巢癌中作为一个抑癌蛋白，通过靶向调控FABP4从而抑制卵巢

癌细胞增殖、迁移及EMT，有望成为卵巢癌新的潜在治疗靶点。
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miR-455-3p inhibits proliferation, migration and epithelial-mesenchymal transi-
tion of ovarian cancer SKOV-3 cells by regulating translipoprotein 4

XIE Tingting, SU Ying, WU Liying, YU Yuecheng (Department of Gynecology, Xijing Hospital Affiliated to the Air Force Military

Medical University, Xi’an 710032, Shaanxi, China)

[Abstract] Objective: To investigate the potential effects of miR-455-3p on proliferation, invasion and epithelial-mesenchymal transi-

tion (EMT) process of ovarian cancer cells, and explore its molecular mechanism. Methods: The IOSE80, SKOV-3 and A2780 cells

were transfected with miR-455-3p mimics and negative controls (NC) by using LipofectamineTM 2000. Quantitative polymerase chain

reaction (qPCR) assay was performed to detect the mRNA expressions of miR-455-3p and fatty acid-binding protein 4 (FABP4) in

IOSE80, SKOV-3 and A2780 cells. The expression levels of FABP4 and EMT-associated proteins were detected by Wb. CCK-8 assay

was applied to measure cell proliferation. Cell migration was analyzed by using Transwell assay. Bioinformatics analysis was used to

predict the potential target of miR-455-3p, and the targeting effect of miR-455-3p on FABP4 was verified by the dual-luciferase reporter

assay system. Results: The expression of miR-455-3p was declined (all P<0.05), while the expression of FABP4 was elevated (all P<

0.05) in ovarian cancer cells (SKOV-3 and A2780) in comparison with normal ovarian IOSE80 cells. Additionally, over-expression of

miR-455-3p obviously inhibited cell proliferation and migration capacity of SKOV-3 cells (all P<0.05). Furthermore, over-expression

of miR-455-3p impeded EMT progress by up-regulating E-cadherin expression and down-regulating N-cadherin and vimentin expres-

sion (all P<0.05). Importantly, the dual-luciferase reporter system, qPCR and Wb validated that FABP4 was a specific target gene of

miR-455-3p, and miR-455-3p showed specific binding with FABP4 3’-UTR and negatively regulated the expression of FABP4 at both

mRNA and protein levels. Mechanistically, over-expression of FABP4 apparently reversed the inhibitory effects of miR-455-3p on cell

proliferation and migration of SKOV-3 cells (all P<0.05). Conclusion: miR-455-3p, acting as a tumor suppressor protein, can inhibit

ovarian cancer cell proliferation, migration and EMT process by targeting FABP4, suggesting that miR-455-3p may be a new potential
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therapeutic target for ovarian cancer treatment.
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卵巢癌是致死率最高的女性生殖系统恶性肿瘤，

是引起妇科肿瘤相关死亡的最常见病因之一。卵巢癌

的转移是造成患者死亡的重要原因。上皮间质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）是上皮细胞表

型向间质细胞表型转变的过程，其特征为上皮细胞极

性逐渐丧失，而间质特性重新获得，在这一过程中，上

皮细胞标志蛋白如E-cadherin表达水平降低，而间质细

胞标志蛋白如N-cadherin和Vimentin表达上调[1-2]。越

来越多的研究[3]表明，EMT与肿瘤侵袭、转移及耐药等

恶性行为密切相关。EMT在卵巢癌的侵袭和转移过程

中起重要作用[2, 4]。因此，深入了解卵巢癌的迁移侵袭

机制，并寻找出有效抑制卵巢癌转移的分子标志物以

及基因靶向治疗的新策略是目前临床亟待解决的难

题，也成为卵巢肿瘤基础与临床研究的热点。转

脂蛋白 4（fatty acid-binding protein 4，FABP4）作为脂

肪酸结合蛋白（FABP）家族成员之一，已有研究 [5]

表明高表达的FABP4可作为高级浆液性卵巢癌术后残

留疾病的可靠的分子预测因子微小RNA（microRNA，

miRNA）是一类内源性保守的单链非编码小分子RNA，

长度为18~24核苷酸，主要通过在转录后水平对特定靶

基因mRNA进行调控，其生物学功能是通过与靶基因

的3’-UTR结合，导致其mRNA的降解或阻遏其蛋白的

翻译。有研究[7]显示，miRNA在众多生物学过程中发挥

重要的调节功能，可参与肿瘤相关的多种信号通路，与

肿瘤的产生、增殖、侵袭、转移等过程密切相关。近年

来，miRNA在肿瘤发生发展中的作用使其逐渐成为肿

瘤检测标志和癌症治疗潜在靶标而受到广泛研究。miR-

455-3p在各种肿瘤中低表达，如前列腺癌[8]、直结肠癌[9]、

胰腺癌[10]、乳腺癌[11]和食管鳞状细胞癌[12]等。更为重要

的是miR-455-3p被认为是抑癌基因，参与调控各种生

物进程，包括细胞增殖、凋亡、迁移及药物抗性等[10, 13-14]。

miRNAs微阵列分析显示miR-455-3p在卵巢癌细胞中

低表达。然而，miR-455-3p在卵巢癌中的作用尚不明

确，本研究旨在探讨miR-455-3p在卵巢癌中的表达水

平及其对卵巢癌细胞生物学功能的影响，有利于进一

步了解卵巢癌发生发展的分子机制，并寻求有效防控

肿瘤发生发展的新策略。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

正常人卵巢上皮细胞系 IOSE80和卵巢癌细胞系

SKOV3、A2780细胞购自美国ATCC。RPMI 1640培

养基购自美国Hyclone公司，TRIzol试剂盒、胎牛血

清 FBS 和 LipofectamineTM 2000 购自美国 Invitrogen

公司，miR-455-3p模拟物（miR-455-3p mimic）及其阴

性对照（Negative Control，NC）购自上海吉玛制药技

术有限公司，SYBR Green荧光定量PCR试剂盒购自

日本TaKaRa公司，CCK-8试剂盒Transwell小室和增

强化学发光试剂（ECL）购自美国Millipore公司，逆转

录试剂盒和双荧光素酶检测试剂盒购自美国 Pro-

mega公司。

1.2 细胞培养和转染

IOSE80、SKOV-3和A2780细胞培养在含10%胎

牛血清的RPMI 1640培养基中，添加 100 U/ml青霉

素、100 μg/ml链霉素，放置在 37 ℃、5% CO2恒温箱

内。待细胞汇合度至 80%左右时，参照Lipofectami-

neTM 2000转染试剂盒的说明书，分别将miR-455-3p

mimic及其阴性对照转染至SKOV3细胞内，培养 48 h

后检测其转染效率。实验分成 3 组：空白对照组

（Control组），阴性对照组（NC组）和转染miR-455-3p

mimic的过表达组（miR-455-3p组）。

1.3 qPCR实验检测 IOSE80、SKOV-3和A2780细胞

中miR-455-3p和FABP4 mRNA表达水平

转染 24 h后，收集培养的各组细胞，应用TRIzol

试剂提取各组细胞的总RNA，测定其浓度。逆转录

试剂盒转录为 cDNA，采用 SYBR Green 荧光定量

PCR试剂盒在ABI Prism 7900实时定量PCR仪上进

行检测目标mRNA表达水平，选择U6和GAPDH作

为内参照，检测物的相对表达量根据 2-△△Ct计算。实

验重复3次。

1.4 Wb实验检测 IOSE80、SKOV-3和A2780细胞中

FABP4和EMT相关蛋白的表达水平

收集培养的各组细胞，提取细胞总蛋白，BCA方

法测定蛋白浓度。25 μg 总蛋白进行 SDS-PAGE 电

泳，转膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，加入一抗（1∶500）

4 ℃孵育过夜，洗膜，加入二抗（1∶1 000）室温孵育

2 h，洗膜，ECL发光，凝胶成像系统显影，用图像分析

仪分析结果，测定蛋白条带的光密度（D）值，以目的

蛋白测定值与GAPDH的比值作为蛋白的相对表达

量。实验重复3次。

1.5 CCK-8 法检测 IOSE80、SKOV-3 和 A2780 细胞

增殖能力

收集转染24 h后的各组细胞，以1×104/ml细胞密

度接种于 96孔培养板中，37 ℃、5% CO2条件下培养
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24、48、72 h，每空设置3个重复孔。于每个时间点前

4 h加入CCK-8试剂，避光孵育3 h，37 ℃孵育4 h，使

用酶标仪测定450 nm波长处的各孔D值。实验重复

3次。

1.6 Transwell 实验检测 IOSE80、SKOV-3 和 A2780

细胞迁移能力

收集培养的各组细胞，将 3×104个细胞接种于

Transwell小室，37 ℃培养24 h。取出小室，用棉签拭

去膜上层细胞，1%多聚甲醛混合固定，并采用 0.2%

结晶紫溶液染色 10 min，显微镜下观察计数，计算膜

下的细胞数。实验重复3次。

1.7 生物信息学软件预测miR-455-3p的靶基因

采用靶基因数据库 Target Scan（http://www.tar-

getscan.org/vert_72/）和 PicTar（https://pictar.mdc-ber-

lin. de / cgi-bin / PicTar_vertebrate. cgi）在线软件预测

miR-455-3p 的靶基因，对将预测出来的靶基因 3’-

UTR 区域与 miR-455-3p 种子序列进行碱基互补比

对。

1.8 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-455-3p 与

FABP4的靶向关系

将miR-455-3p mimic与构建的野生型荧光素酶

报告质粒pGL3-FABP4 3’-UTR及突变型荧光素酶报

告质粒 pGL3-FABP4 3’-WT共转染到HEK-293T细

胞中，转染48 h后，采用Dual-luciferase reporter assay

system进行双荧光素酶报告基因活性检测。根据双

荧光素酶报告基因系统的方法，分别检测萤火虫荧

光素酶活性和海肾荧光素酶活性。以海肾荧光素D

值作为内参，相对荧光酶活性（%）=（萤火虫荧光素酶

活性/海肾荧光素酶活性）×100%。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析，应用

GraphPad Prism 5软件作图。计量资料用 x̄±s表示。

两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差

分析（ANOVA）。以P<0.05或P<0.01表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 miR-455-3p和FABP4在卵巢癌细胞中表达水平

qPCR实验检测结果显示，相比正常卵巢上皮细

胞 IOSE80，卵巢癌细胞 SKOV- 3 和 A2780 中 miR -

455-3p表达水平降低（P<0.05，图1A）；qPCR和Wb检

测结果显示，卵巢癌SKOV-3和A2780细胞中FABP4

的mRNA和蛋白表达水平显著高于正常卵巢上皮细

胞 IOSE80（均P<0.05，图1B、C）。

*P<0.05 vs IOSE80 group

A: qPCR assay to detect the mRNA expression level of miR-455-3p; B: qPCR assay to detect the expression level of FABP4 mRNA;

C: Wb detect the protein expression of FABP4

图1 卵巢癌细胞中miR-455-3p和FABP4 mRNA及蛋白的表达水平

Fig. 1 Expressions of miR-455-3p and FABP4 mRNA and protein in ovarian cancer cells

2.2 miR-455-3p抑制SKOV-3细胞增殖能力

miR-455-3p mimic转染后，qPCR实验检测结果

显示，SKOV-3细胞中miR-455-3p的表达水平显著升

高（P<0.05，图2A），提示转染成功。CCK-8法检测结

果显示，相比Control组和NC组,过表达miR-455-3p

组增殖能力明显降低（P<0.05，图 2B）。上述结果表

明，miR-455-3p能够抑制SKOV-3细胞增殖能力。

2.3 过表达 miR-455-3p 抑制卵巢癌细胞迁移和

EMT进程

Transwell 实验检测结果显示，过表达 miR-455-

3p 明显抑制 SKOV-3 细胞的迁移能力（P<0.05，图

3A）。此外，miR-455-3p过表达后EMT相关蛋白E-

cadherin表达水平显著升高，而N-cadherin和Vimen-

tin蛋白表达明显降低（P<0.05，图3B），上述结果表明

miR-455-3p通过抑制EMT过程从而抑制卵巢癌细胞

迁移。

2.4 miR-455-3p直接靶向FABP4并负调控其mRNA

和蛋白表达水平

生物信息学在线软件Target Scan和 PicTar预测

结果（图 4A）显示，miR-455-3p 靶向结合 FABP4 的
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3’-UTR区。荧光素酶报告基因实验结果（图 4B）显

示，miR-455-3p荧光素酶活性明显降低（P<0.05），初

步证实了miR-455-3p与FABP4的靶向关系。进一步

验证结果（图 4C、D）发现，miR-455-3p过表达能够显

著下调FABP4 mRNA和蛋白表达水平（均P<0.05）。

上述结果表明，miR-455-3p直接靶向 FABP4并负调

控其表达水平。

*P<0.05 vs Control or NC group

A: The transfection efficiency was confirmed by using qPCR assay; B: CCK-8 assay was applied to determine the cell proliferation ability

图2 过表达miR-455-3p对SKOV-3细胞增殖能力的影响。

Fig. 2 Effect of miR-455-3p over-expression on proliferation of SKOV-3 cells

*P<0.05 vs Control or NC group

A: Migration capacity of SKOV-3 cells examined by Transwell assay;

B: Protein levels of EMT markers E-cadherin, N-cadherin and Vimentin detected by Wb

图3 过表达miR-455-3p对卵巢癌细胞迁移能力及EMT的影响

Fig. 3 Effect of miR-455-3p over-expression on migration and EMT of ovarian cancer cells

2.5 miR-455-3p通过下调FABP4抑制卵巢癌细胞的

增殖和迁移能力

为进一步阐明miR-455-3p作用的分子机制，研

究其是否通过 FABP4 而抑制卵巢癌细胞的增殖迁

移，将 FABP4过表达进行营救实验。CCK-8法检测

结果（图 5A）显示，过表达 FABP4 能明显逆转 miR-

455-3p 对卵巢癌细胞增殖能力的抑制（P<0.05）；

Transwell实验检测结果（图 5B）显示，过表达FABP4

能明显逆转miR-455-3p对卵巢癌细胞迁移能力的抑

制（P<0.05），上述结果表明,FABP4参与miR-455-3p

的抗增殖和抗迁移作用。

3 讨 论

卵巢癌是女性生殖器官常见的肿瘤之一，是妇

科致死率最高的肿瘤，对妇女生命造成严重威胁。

卵巢癌的发生和发展机制至今尚不清楚。细胞的迁

移能力和侵袭能力是决定肿瘤转移能力的重要因

素，而EMT则被认为是肿瘤侵袭转移的关键步骤。

miRNAs已被证明是肿瘤发生发展过程中的调节因

子。随着研究的深入，越来越多的研究报道了miR-

NAs可通过EMT过程来影响肿瘤侵袭转移。

大量研究[6-9]表明，miR-455-3p 多种癌症中发挥

着类似抑癌基因的功能。本研究首次在卵巢癌中研

究miR-455-3p的表达及其在卵巢癌发生发展中的作

用机制，是对miRNAs在卵巢癌细胞中表达谱的有益

补充，是对卵巢癌肿瘤生物学行为的进一步揭示，有

可能成为一种新的治疗分子靶标。本研究首先检测

了miR-455-3p在卵巢癌细胞中的表达情况，结果发
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现，与正常卵巢上皮细胞相比，miR-455-3p在卵巢癌

细胞中低表达，提示miR-455-3p的异常表达可能在

卵巢癌的发生发展中发挥重要作用。肿瘤的发生发

展涉及到多个步骤，包括增殖、细胞凋亡、诱导血管

生成以及侵袭和转移[10-12]。进一步在体外细胞水平

研究了miR-455-3p对卵巢癌生物学行为的影响，结

果发现，miR-455-3p过表达显著抑制卵巢癌细胞的

增殖、迁移能力和EMT过程，提示miR-455-3p异常

表达与卵巢癌细胞的生物学行为密切相关，可能参

与了卵巢癌的发生发展。

*P<0.05 vs Control or NC group

A: Putative miR-455-3p target site; B: Interaction between miR-455-3p and 3’-UTR of FABP4 validated by Dual-luciferase

reporter assay; C: Expression of FABP4 mRNA detected by qPCR; D: Expression of FABP4 protein detected by Wb

图4 miR-455-3p靶向调控FABP4 mRNA和蛋白表达水平

Fig. 4 miR-455-3p targeted regulation of FABP4 mRNA and protein expression level

*P<0.05 vs Control or NC group; ΔP<0.05 vs miR-455-3p group

A: Cell proliferation measured by CCK-8 assay; B: SKOV-3 cells migration detected by Transwell assay

图5 FABP4可逆转 miR-455-3p对卵巢癌细胞增殖和迁移能力的抑制

Fig.5 FABP4 reversed the inhibitory effect of miR-455-3p on proliferation and migration of ovarian cancer cells

越来越多的研究[13-14]表明，miRNA对基因表达起

重要的调节作用，它通过靶向调控基因的表达而控

制多种细胞信号通路和生物过程。有研究[5]表明,高

表达的FABP4可作为高级浆液性卵巢癌术后残留疾

病的可靠的分子预测因子。此外，FABP4沉默能够

抑制卵巢癌的转移和发生[15-17]。本研究结果显示卵

巢癌细胞系中FABP4表达也显著高于正常卵巢上皮

细胞。通过生物信息学分析发现，miR-455-3p 与

FABP4的 3’-UTR存在碱基互补配对关系。因此进

一步通过荧光素酶报告实验验证两者间的相互调控
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作用，发现miR-455-3p能够明显抑制荧光素酶活性，

初步证实FABP4是miR-455-3p作用的靶基因。进而

通过 qPCR 和 Wb 实验验证 miR-455-3p 与 FABP4 的

靶向调控关系，结果显示miR-455-3p过表达可显著

下调FABP4 mRNA和蛋白表达水平。综合上述结果

表明，miR-455-3p靶向结合FABP4的3’-UTR并负调

控其表达。通过营救实验探讨了miR-455-3p抑制卵

巢癌细胞增殖和迁移的机制，结果发现，FABP4过表

达能够逆转miR-455-3p对 SKOV-3细胞增殖和迁移

的抑制作用，说明FABP4参与miR-455-3p的抑癌作

用。因此，miR-455-3p和 FABP4间形成负反馈调控

环路调控卵巢癌细胞增殖和迁移。

综上所述，miR-455-3p在卵巢癌细胞中低表达，

且miR-455-3p通过靶向结合FABP4的 3’-UTR特定

区域对 FABP4的表达进行负调节，从而显著抑制卵

巢癌细胞的增殖、迁移和EMT过程。miR-455-3p作

为肿瘤抑制因子有望成为卵巢癌基因诊断的一个潜

在生物标志物及治疗的分子靶标。
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