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微小RNA-92a靶向Kru ̈ppel样因子2基因促进卵巢癌细胞
侵袭的作用

王敏，高湘玲

作者单位：濮阳市人民医院产科，河南 濮阳457000

摘要： 目的 研究微小 RNA-92a（miR-92a）靶向 Krüppel样因子 2（KLF2）基因促进卵巢癌细胞侵袭的作用及机制。方法

2019年 1月至 2020年 3月进行本研究。培养卵巢癌细胞系A2780、SKOV3、OVCAR-3及卵巢上皮细胞系HOSEpiC，检测miR-

92a的表达水平；SKOV3细胞分为阴性对照（NC）组、miR-92a抑制物组、miR-92a组、pcDNA组、pcDNA+miR-92a组、pcDNA-

KLF2+miR-92a组，分别转染NC序列、miR-92a、miR-92a抑制物、空白 pcDNA质粒、过表达KLF2的 pcDNA重组质粒，检测细胞

侵袭数目、KLF2表达水平，双荧光素酶报告基因验证miR-92a靶向KLF2基因。结果 A2780、SKOV3、OVCAR-3细胞中miR-

92a的表达水平分别为（0.92±0.15）、（1.62±0.19）、（1.21±0.13），均高于 HOSEpiC的（0.62±0.09）（P<0.05）；与 NC组（75.38±
13.82）、（0.42±0.08）比较，miR-92a抑制物组 SKOV3细胞的侵袭数目（42.38±8.79）减少、KLF2表达水平（0.78±0.20）增加，miR-

92a组 SKOV3细胞侵袭数目（109.38±21.38）增加、KLF2表达水平（0.29±0.06）减少，野生型KLF2双荧光素酶报告基因的荧光活

力降低（P<0.05）；与 pcDNA组比较、pcDNA+miR-92a组 SKOV3细胞的侵袭数目增加，与 pcDNA+miR-92a组比较、pcDNA-

KLF2+miR-92a组 SKOV3细胞的侵袭数目减少（P<0.05）。结论 卵巢癌细胞中miR-92a表达增加，miR-92a能够促进 SKOV3
细胞侵袭、其机制可能与靶向调控KLF2基因表达有关。
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Abstract： Objective To study the role and mechanism of microRNA-92a (miR-92a) targeting the Krüppel-like factor 2 (KLF2) gene
to promote ovarian cancer cell invasion.Method The study was conducted from January 2019 to March 2020. Ovarian cancer cell lines
A2780, SKOV3, OVCAR-3 and ovarian epithelial cell line HOSEpiC were cultured to detect the expression level of miR-92a; SKOV3
cells were divided into negative control (NC) group, miR-92a inhibitor group, miR-92a group, pcDNA group, pcDNA+miR-92a group,
pcDNA-KLF2+miR-92a group, transfected with NC sequence, miR-92a, miR-92a inhibitor, blank pcDNA plasmid and pcDNA recombi‑
nant plasmid overexpressing KLF2, respectively. The number of invaded cells and the expression level of KLF2 were detected, and a du‑
al-luciferase reporter gene verified that miR-92a targeted the KLF2 gene.Result The expression levels of miR-92a in A2780, SKOV3
and OVCAR-3 cells were 0.92±0.15, 1.62±0.19 and 1.21±0.13, respectively, which were higher than those in HOSEpiC cells (0.62±
0.09) (P < 0.05). Compared with the NC group (75.38±13.82), (0.42±0.08), the invasion number of SKOV3 cells in the miR-92a inhibitor
group (42.38±8.79) decreased, and the expression level of KLF2 increased (0.78±0.20). In the miR-92a group, the invasion number of
SKOV3 cells increased (109.38±21.38), the expression level of KLF2 decreased (0.29±0.06), and the fluorescence activity of the wild-

type KLF2 dual-luciferase reporter gene decreased (P<0.05). Compared with the pcDNA group, the invasion number of SKOV3 cells in
the pcDNA+miR-92a group increased, and compared with the pcDNA+miR-92a group, the invasion number of SKOV3 cells in the pcD‑
NA-KLF2+miR-92a group decreased (P < 0.05).Conclusions The expression of miR-92a is increased in ovarian cancer cells, and
miR-92a can promote the invasion of SKOV3 cells. The mechanism may be related to the targeted regulation of KLF2 gene expression.
Key words： Ovarian cancer; miR-92a; Krüppel-like factor 2; Invasion; Target gene

卵巢癌是女性常见的生殖系统恶性肿瘤之一，

发病率仅次于宫颈癌、位居第二位［1］。卵巢癌早期

症状不典型、也缺乏特异性的检测标志物，因此早

期诊断率较低，多数卵巢癌病人确诊时已经发展至

晚期并错过了根治性手术治疗的机会，整体预后较

差、5年生存率较低［2］。目前，卵巢癌的发病机制尚
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不十分清楚，这直接影响了诊断标志物、靶向治疗

药物的发现。

微小RNA（miR）是近些年卵巢癌发病机制研究

的热点，多种miRs在卵巢癌病人外周血及卵巢癌组

织中异常表达，异常表达的miRs能够靶向调节癌基

因的表达并参与肿瘤的发生及发展［3-5］。微小RNA-

92a（miR-92a）是一种具有明确促癌作用的miR，卵巢

癌相关的研究表明，miR-92a在卵巢癌病人血浆外泌

体及卵巢癌组织中均存在表达上调［6-7］，提示miR-92a
可能在卵巢癌的发生发展中起到促进作用，但目前

仍缺乏miR-92a调控卵巢癌细胞恶性生物学行为的

直接证据。 Liu 等［8］关于 miR-92a 的研究表明，

Krüppel样因子 2（KLF2）是其靶基因；Wang等［9］的研

究则发现抑制KLF2的表达能够促进卵巢癌细胞的

侵袭。基于此提出假说，miR-92a可能靶向抑制卵巢

癌细胞中KLF2的表达，进而起到促进癌细胞侵袭的

作用。为了验证这一假说，本研究以卵巢癌细胞系

为对象进行了一系列细胞实验，旨在阐明miR-92a靶
向KLF2基因促进卵巢癌细胞侵袭的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 细胞 2019年 1月至 2020年 3月进行本研究。

A2780、SKOV3、OVCAR-3卵巢癌细胞株以及HOSEp‑
iC卵巢上皮细胞株购自中科院上海细胞资源中心。

1.2 试剂 miR-92a（序列 5’-UAUUGCACUUGU‑
CCCGGCCUGU-3’）、miR-92a抑制物（序列5’-ACAG‑
GCCGGGACAAGUGCAAUA-3’）、阴性对照（NC）（序

列 5’UAGCUGAUCGCUAGGUAGCUC-3’）均购自上

海吉玛公司，空白 pcDNA质粒、过表达KLF2的 pcD‑
NA重组质粒购自上海生工公司，转染试剂 Lipo‑
fectamine3000、结晶紫均购自 Thermo公司，miR提

取、反转录及荧光定量检测试剂盒购自北京天根生

化公司，细胞裂解液、蛋白定量检测试剂盒、ECL显
影试剂盒均购自上海碧云天公司，KLF2特异性一抗

购自Abcam公司，双荧光素酶报告基因由上海生工

公司合成，双荧光素酶检测系统购自Promega公司。

1.3 仪器 细胞培养箱、离心机均为 Thermo公司，

荧光定量 PCR仪为ABI公司，电泳系统及凝胶成像

系统为上海天能公司。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养 卵巢癌及卵巢上皮细胞株在含

有 10%胎牛血清的培养基中进行贴壁培养，隔天更

换培养基、常规用 0.25%胰蛋白酶消化细胞，离心收

集细胞、重悬后按1∶3比例传代继续培养。

1.4.2 细胞分组及转染 SKOV3细胞接种在培养

板中，分组后用转染试剂进行转染操作。NC组转染

NC序列，miR-92a抑制物组转染 miR-92a抑制物，

miR-92a组转染miR-92a，pcDNA组转染空白 pcDNA
质粒，pcDNA+miR-92a组共转染 pcDNA质粒及miR-

92a，pcDNA-KLF2+miR-92a组共转染过表达 KLF2
的pcDNA重组质粒及miR-92a。
1.4.3 miR-92a 表 达 的 荧 光 定 量 PCR 检 测 取

A2780、SKOV3、OVCAR-3、HOSEpiC细胞或 NC组、

miR-92a抑制物组、miR-92组 SKOV3细胞，用miR提

取试剂盒提取细胞中的 miR，用反转录试剂盒将

miR反转录合成 cDNA第一链，用荧光定量检测试

剂盒对 cDNA进行荧光定量 PCR扩增反应，反应体

系按照说明书配置，反应程序按照说明书设置：

95 ℃、3 min后 95 ℃、15 s，60 ℃、34 s循环 40次。分

别对目的基因miR-92a和内参基因U6进行扩增，得

到扩增的循环曲线及循环阈值（Ct），以U6为内参、

按照公式2−ΔΔCt计算miR-92a的表达水平。

1.4.4 细胞侵袭的Transwell检测 取分组转染后的

SKOV3细胞，在Transwell的上层小室内预先加入基

质胶，而后将密度为2×105个/毫升的细胞悬液100 µL
接种在上层小室内，同时在下层小室内加入有10%胎

牛血清的培养基0.5 mL、用于趋化上层小室内的细胞

发生侵袭。48 h后取出小室，擦去上层小室内未发生

侵袭的细胞，用4%多聚甲醛固定30 min后用结晶紫

室温染色15 min，最后在显微镜下随机观察3个高倍

视野，对视野内的细胞进行计数、即侵袭细胞数目。

1.4.5 KLF2表达的蛋白质印迹法（Western blotting）
检测 取NC组、miR-92a抑制物组、miR-92组、pcD‑
NA组、pcDNA+miR-92a组、pcDNA-KLF2+miR-92a组
SKOV3细胞，加入裂解液、裂解细胞、提取蛋白，检测

蛋白含量后将 30 µg蛋白用于Western blotting检测，

蛋白在聚丙烯酰胺凝胶中电泳、而后电转移至PVDF
膜，将PDVD膜放入5%脱脂牛奶、室温孵育1 h，而后

将PVDF膜放入1∶1 000稀释的KLF2一抗或1∶5 000
稀释的β-肌动蛋白（β-actin）一抗中，4 ℃孵育过夜。

次日，将PVDF膜放入1∶2 000稀释的二抗中，室温孵

育 1 h，最后采用ECL显影试剂盒在凝胶成像系统中

显影得到KLF2、β-actin的蛋白条带，以β-actin条带灰

度值为内参、计算KLF2的蛋白表达水平。

1.4.6 双荧光素酶报告基因实验 构建野生型和

突变型神经钙黏素（N-cadherin）双荧光素酶报告基

因，将报告基因转染进入 SKOV3细胞后分为NC组

和 miR-92a组，分别转染 NC序列和 miR-92a序列。

持续转染 48 h后收集细胞，采用双荧光素酶检测系

统对细胞中萤火虫及海肾的荧光值进行检测，计算

萤火虫与海肾荧光值的比值，以该比值作为双荧光

素酶报告基因的荧光活力。

1.5 统计学方法 采用 SPSS 21.0软件录入数据，
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多组间计量资料的比较采用方差分析、两两比较采

用LSD-t检验，两组间计量资料的比较采用 t检验，P
<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 卵巢癌细胞株中miR-92a表达的变化 与卵

巢上皮细胞株HOSEpiC的0.62±0.09比较，卵巢癌细

胞株A2780、SKOV3、OVCAR-3中miR-92a的表达水

平均（0.92±0.15、1.62±0.19、1.21±0.13）明显增加（F=
43.47，P<0.001），且 SKOV3细胞中 miR-92a的表达

水平高于A2780及OVCAR-3细胞（P<0.05），因此选

择SKOV3细胞进行后续实验。

2.2 miR-92a调控 SKOV3细胞侵袭 荧光定量

PCR检测显示，与 NC组比较，miR-92a抑制物组

SKOV3细胞中miR-92a的表达水平明显降低、miR-

92a组 SKOV3细胞中miR-92a的表达水平明显增加

（P<0.05）；Transwell检测显示，与 NC组比较，miR-

92a抑制物组 SKOV3细胞的侵袭数目明显减少、

miR-92a组 SKOV3细胞的侵袭数目明显增加（P<
0.05）。见表1，图1。

2.3 miR-92a靶向调控KLF2表达 Targetscan网站

生物信息学分析显示，KLF2基因mRNA 3’UTR中含

有miR-92a的结合位点；Western blotting检测显示，与

NC组0.42±0.08比较，miR-92a抑制物组SKOV3细胞

中KLF2的表达水平 0.78±0.20明显增加、miR-92a组
SKOV3细胞中KLF2的表达水平0.29±0.06明显降低

（F=76.57，P<0.001），见图2。
经双荧光素酶报告基因检测，miR-92a组SKOV3

细胞中野生型KLF2报告基因的荧光活力 0.39±0.09
低于NC组0.75±0.20（t=3.67，P=0.006），突变型KLF2
报告基因的荧光活力与NC组比较差异无统计学意义

（t=0.30，P=0.773）。

2.4 miR-92a 通过 KLF2 促进 SKOV3 细胞侵袭

Western blotting检测显示，与 pcDNA组比较，pcD‑
NA+miR-92a组 SKOV3细胞中 KLF2的表达水平明

显降低（P<0.05），与 pcDNA+miR-92a组比较，pcD‑
NA-KLF2+miR-92a组 SKOV3细胞中KLF2的表达水

平明显增加（P<0.05），见图 3；Transwell检测显示，

与 pcDNA组比较，pcDNA+miR-92a组 SKOV3细胞

的侵袭数目明显增加（P<0.05），与 pcDNA+miR-92a
组比较，pcDNA-KLF2+miR-92a组 SKOV3细胞的侵

袭数目明显减少（P<0.05），见图1，表2。

3 讨论

miR-92a具有促癌作用，多项恶性肿瘤相关的

研究发现，卵巢癌［6-7］、肝癌［10］、结直肠癌［11］、膀胱

癌［12］、乳腺癌［13］等恶性肿瘤病灶中或病人外周血中

miR-19a的表达明显增加，高表达的miR-19a对食管

癌［14］、结直肠癌［15］、宫颈癌［16］细胞的迁移、侵袭等恶

性生物学行为具有调控作用。

本研究首先通过细胞株中miR-92a表达的检测

证实三种卵巢癌细胞株中miR-92a的表达水平高于

正常卵巢上皮细胞株，与既往临床研究报道的卵巢

癌中miR-92a表达增加的结果吻合。在三种卵巢癌

细胞株中，SKOV3细胞中miR-92a表达增加的趋势

最显著。

癌细胞过度侵袭会造成卵巢癌病灶的局部浸润、

腹腔播散及远处转移，因此越来越多的基础研究开始

关注卵巢癌细胞侵袭的调控机制。本研究在SKOV3
卵巢癌细胞系中通过转染miR-92a抑制物或miR-92a
的方式来抑制或增加miR-92a的表达，在抑制miR-

92a的表达后、SKOV3细胞的侵袭数目明显减少，而在

增加miR-92a的表达后、SKOV3细胞的侵袭数目明

表1 微小RNA-92a（miR-92a）对SKOV3细胞侵袭的影响/x ± s
组别

NC组

miR-92a抑制物组

miR-92a组
F值

P值

例数

5
5
5

miR-92a
1.31±0.32
0.76±0.14①
2.95±0.66①
100.80
<0.001

侵袭数目

75.38±13.82
42.38±8.79①
109.38±21.38①

111.02
<0.001

注：①与NC组比较，P<0.05。
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注：1—β-肌动蛋白（β-actin）；2—Krüppel样因子 2（KLF2）；3—
NC组；4—miR-92a抑制物组；5—miR-92a组。

图2 KLF2的蛋白条带
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注：1—β-肌动蛋白（β-actin）；2—Krüppel样因子 2（KLF2）；3—
pcDNA组；4—pcDNA+miR-92a组；5—pcDNA-KLF2+miR-92a组。

图3 KLF2的蛋白条带

表2 过表达KLF2对miR-92a促进SKOV3侵袭的影响/x ± s
组别

pcDNA组

pcDNA+miR-92a组
pcDNA-KLF2+miR-92a组
F值

P值

例数

5
5
5

KLF2
0.44±0.09
0.29±0.06①
0.77±0.16②
101.00
<0.001

侵袭数目

75.49±12.48
110.38±21.20①
70.39±11.38②
110.28
<0.001

注：①与pcDNA组比较，P<0.05。②与pcDNA+miR-92a组比较，

P<0.05。
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显增加，通过抑制及增加miR-92a表达调控 SKOV3
细胞侵袭的实验表明，miR-92a对 SKOV3细胞的侵

袭具有促进作用，与既往关于 miR-92a促进食管

癌［14］、结直肠癌［15］、宫颈癌［16］细胞侵袭的报道一致。

本研究还探究了介导miR-92a这一作用的分子

机制。miRs发挥生物学作用的方式是与靶基因

mRNA 3’UTR结合并抑制靶基因的表达，Liu等［8］在

内皮细胞中研究了 miR-92a的靶基因并发现 miR-

92a能够靶向抑制 KLF2基因的表达。本研究在

SKOV3细胞中发现抑制miR-92a的表达后、细胞中

KLF2的表达增加，增加miR-92a的表达后、细胞中

KLF2的表达减少；进一步经双荧光素酶报告基因验

证，过表达miR-92a能够使野生型KLF2双荧光素酶

报告基因的荧光活力降低，根据 Targetscan生物信

息学预测结果将 KLF2基因 mRNA 3’UTR中 miR-

92a靶向结合的碱基突变后、miR-92a不影响突变型

KLF2双荧光素酶报告基因的荧光活力。以上结果

表明miR-92a能够靶向抑制 SKOV3细胞中KLF2基
因的表达，且miR-92a靶向结合KLF2基因mRNA 3’
UTR的位点与Targetscan生物信息学预测一致。

多项研究表明KLF2能够抑制肝癌、前列腺癌、

肺癌细胞的侵袭，受到KLF2调控的分子和通路包括

MMP2、Hedgehog通路、TGF-β1通路等［17-20］，KLF2可
能通过抑制相关通路发挥抑制癌细胞侵袭的作用。

在 SKOV3细胞中，miR-92a能够促进细胞侵袭、靶向

抑制 KLF2表达，由此推测 miR-92a可能通过抑制

KLF2的表达、削弱KLF2的抑癌作用来达到促进细

胞侵袭的效应。为了验证这一推测，本研究设计了

过表达KLF2的重组质粒，在转染miR-92a抑制KLF2
表达、促进细胞侵袭的同时也转染了过表达KLF2的
重组质粒，转染重组质粒后miR-92a抑制KLF2表达、

促进细胞侵袭的作用均发生了逆转，表明靶向抑制

KLF2表达是miR-92a促进细胞侵袭的机制之一。

综上所述，多种卵巢癌细胞中miR-92a表达增加能

够促进SKOV3细胞侵袭并靶向抑制KLF2基因的表达，

是促进细胞侵袭的机制之一。未来miR-92a可能成为

研究卵巢癌发病机制及靶向治疗手段的分子靶点。

（本文图1见封三）
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