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摘要：目的　探究丹皮酚（ＰＡＥ）通过调控微小ＲＮＡ－１２８－３ｐ（ｍｉＲ－１２８－３ｐ）／
永离有丝分裂基因 Ａ相关激酶２（ＮＥＫ２）信号轴对卵巢癌细胞上皮间质转化
（ＥＭＴ）及内质网应激诱导的细胞凋亡的影响。方法　将 ＳＫＯＶ３细胞分为
ＳＫＯＶ３组（正常培养）、ＰＡＥ组（４ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＡＥ处理）、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组（转染
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ阴性对照）、ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（转染 ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｓｉ－ＮＣ组（转染ｓｉ－ＮＥＫ２阴性对照）、ｓｉ－ＮＥＫ２组（转染ｓｉ－ＮＥＫ２）、
ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组（基于ＰＡＥ组，转染 ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ阴性对照）、
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（基于 ＰＡＥ组，转染 ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组（基于 ＰＡＥ组，共转染 ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｓｉ－ＮＥＫ２阴性对照）和ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２组
（基于ＰＡＥ组，共转染ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｉ－ＮＥＫ２）。用实时荧光定量
聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测ｍＲＮＡ相对表达水平；用免疫荧光法检测 ＮＥＫ２蛋白
的阳性表达；用蛋白质印迹法检测相关蛋白的相对表达水平。结果　ＳＫＯＶ３
组、ＰＡＥ组、ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组和 ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的
ｍｉＲ－１２８－３ｐ相对表达水平分别为 １００±０１２、２３４±０２７、２３０±０２９和
１１９±０２１，ＮＥＫ２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１３、０５８±００９、
０６１±０１２和０９３±０１８，ＮＥＫ２的阳性表达分别为１００±０１１、０２９±００５、
０３１±００６和０９４±０１７；ＳＫＯＶ３组、ＰＡＥ组、ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组、ＰＡＥ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组和 ＰＡＥ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２组的 Ｅ－钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）ｍＲＮＡ相
对表达水平分别为 １００±０１２、２２５±０２９、２２７±０３４、１３０±０２１、
１３２±０２０和２０３±０３５，Ｎ－钙黏蛋白（Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）ｍＲＮＡ相对表达水平分
别为１００±０１４、０６０±００９、０６３±０１２、０９２±０１７、０９４±０１８和
０６７±０１３，波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１３、
０６２±００９、０６６±０１１、０９０±０１７、０９２±０１８和０７１±０１３，激活转录因子
４（ＡＴＦ４）蛋白相对表达水平分别为 １００±０１１、３２２±０５７、３３１±０６０、
１５１±０２４、１４９±０２１和２９７±０４４，ＣＡＡＴ区／增强子结合蛋白（Ｃ／ＥＢＰ）同
源蛋白（ＣＨＯＰ）相对表达水平分别为 １００±０１４、３８５±０４７、３６２±０４１、
１３１±０１７、１２８±０１７和 ３２６±０５７，切割型半胱天冬酶 －３（Ｃｌｅａｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅ－３）蛋白相对表达水平分别为 １００±０１３、４５２±０６７、４６１±０７１、
１６７±０２６、１６９±０３１和４１１±０７６，ＰＡＥ组的上述指标与 ＳＫＯＶ３组比较；
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上述指标与 ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组比较；
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２组的上述指标与ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。
结论　ＰＡＥ对卵巢癌具有抑制 ＥＭＴ，促进内质网应激诱导的细胞凋亡的作用，
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　　　　　该作用可能是通过上调ｍｉＲ－１２８－３ｐ抑制ＮＥＫ２表达实现的。
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ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＮＥＫ２ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）ａｎｄＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉ－ＮＥＫ２ｇｒｏｕｐ（ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＰＡＥｇｒｏｕｐ，ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＮＥＫ２）
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍＲＮＡ；
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＫ２ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎＳＫＯＶ３
ｇｒｏｕｐ，ＰＡＥｇｒｏｕｐ，ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１２，
２３４±０２７，２３０±０２９ａｎｄ１１９±０２１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＥＫ２ｍＲＮＡｗｅｒｅ
１００±０１３，０５８±００９，０６１±０１２ａｎｄ０９３±０１８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＫ２ｗａｓ
１００±０１１，０２９±００５，０３１±００６ａｎｄ０９４±０１７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡｉｎＳＫＯＶ３ｇｒｏｕｐ，ＰＡＥｇｒｏｕｐ，ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ＰＡＥ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１２，
２２５±０２９，２２７±０３４，１３０±０２１，１３２±０２０ａｎｄ２０３±０３５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１４，０６０±００９，０６３±０１２，０９２±０１７，０９４±０１８ａｎｄ０６７±０１３，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１３，０６２±００９，０６６±０１１，
０９０±０１７，０９２±０１８ａｎｄ０７１±０１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ４（ＡＴＦ４）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１１，３２２±０５７，３３１±０６０，１５１±０２４，１４９±０２１ａｎｄ２９７±０４４，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（Ｃ／ＥＢＰ）ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ
（ＣＨＯＰ）ｗｅｒｅ１００±０１４，３８５±０４７，３６２±０４１，１３１±０１７，１２８±０１７ａｎｄ３２６±０５７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ｗｅｒｅ１００±０１３，４５２±０６７，４６１±０７１，１６７±０２６，
１６９±０３１ａｎｄ４１１±０７６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｉｎｇＰＡＥｇｒｏｕｐｗｉｔｈＳＫＯＶ３ｇｒｏｕｐ，ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｉｔｈＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄ
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２ｇｒｏｕｐｗｉｔｈＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ（ａｌｌ
Ｐ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＡＥｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＥＭＴａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ－ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ－１２８－３ｐｔｏｉｎｈｉｂｉｔＮＥＫ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐａｅｏｎｏｌ；ｍｉｃｒｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ－１２８－３ｐ；ｎｅｖｅｒｉｎｍｉｔｏｓｉｓｇｅｎｅＡ －ｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２；ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ；
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ

　　卵巢癌是发生于卵巢的恶性肿瘤性疾病，其发病
率居妇科恶性肿瘤第３位，病死率居首位［１］。因其解

剖部位特殊、现有技术局囿等因素导致筛查困难，且

早期多无明显临床症状，发现时已至中晚期，生存期

因病情进展而减少。因此，深入研究卵巢癌的发病机

制尤为重要。丹皮酚（ｐａｅｏｎｏｌ，ＰＡＥ）是一种酚类物



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３０８５　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ２１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４３）

质，能抑制人卵巢癌细胞增殖并诱导其凋亡［２］。卵巢

癌组织和细胞中的微小ＲＮＡ－１２８－３ｐ（ｍｉｃｒｏｒｉｂｏｎｕ
ｃｌｅｉｃａｃｉｄ－１２８－３ｐ，ｍｉＲ－１２８－３ｐ）表达明显下调，
其过表达能够促进癌细胞凋亡，并对侵袭、迁移起到

抑制效果［３］。永离有丝分裂基因Ａ相关激酶２（ｎｅｖｅｒ
ｉｎｍｉｔｏｓｉｓｇｅｎｅＡ－ｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２，ＮＥＫ２）与卵巢癌的
肿瘤分期有关，同时其高表达也与卵巢癌患者预后不

良有关［４］。但ｍｉＲ－１２８－３ｐ与 ＮＥＫ２共同在卵巢癌
中的作用还需进一步研究，本研究旨在分析 ＰＡＥ对
ｍｉＲ－１２８－３ｐ／ＮＥＫ２信号轴的调控，以及其在卵巢癌
细胞中发挥的作用，以期为卵巢癌临床治疗提供理论

基础。

材料与方法

１　材料
细胞　人正常卵巢上皮细胞（ＩＯＳＥ８０）和人卵巢

癌细胞（ＳＫＯＶ３），均购自武汉尚恩生物技术有限
公司。

药品与试剂　ＰＡＥ，纯度：９９９７％，规格：每瓶
２０ｍｇ，批号：Ｇ２０２７０７５，上海阿拉丁生化科技股份有
限公司生产；ＮＥＫ２一抗、山羊抗兔二抗、激活转录因
子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）一抗、ＣＡＡＴ
区／增 强 子 结 合 蛋 白 （ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃ／ＥＢＰ）同 源 蛋 白 （Ｃ／ＥＢＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）、切割型半胱天冬酶 －３（ｃｌｅａｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅ－３）和辣根过氧化物酶标记的二抗，均购自美
国赛默飞世尔科技公司；ＲＰＭＩ－１６４０完全培养基，上
海中乔新舟生物科技有限公司生产；Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提
取试剂，杭州昊鑫生物科技股份有限公司生产；逆转

录试剂盒，上海优利科生命科学有限公司生产；ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ试剂盒，上海经科化学科技有限公司生产；
５－乙炔基－２′－脱氧尿苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉ
ｄｉｎｅ，ＥｄＵ）试剂盒，广州市锐博生物科技有限公司
生产；二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒，上海沪震实业

有限公司生产；化学发光试剂盒，北京百奥莱博科

技有限公司生产；ｍｉＲ－１２８－３ｐ抑制剂（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、
ｍｉＲ－１２８－３ｐ模 拟 物 （ｍｉｍｉｃｓ）及 其 阴 性 对 照
（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ、ｍｉｍｉｃｓ－ＮＣ）、ｓｉＲＮＡ序列和引物序
列，均购自上海吉玛制药技术有限公司。

仪器　ＭＣＯ－１５ＡＣ细胞培养箱，日本ＳＡＮＹＯ公
司产品；ＳｙｎｅｒｇｙＴＭＨＴ酶标仪，美国ＢＩＯＴＥＫ公司产
品；ＦＭ－６００倒置荧光显微镜，上海普丹光学仪器有
限公司产品；ＳｔｅｐＯｎｅＰｕｌｓ实时荧光定量聚合酶链反

应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪，美国 ＡＢＩ公司产品；ＴｅｔｒａＣｅｌｌ电泳
槽，美国ＢＩＯＲＡＤ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养［５］

用ＲＰＭＩ－１６４０培养基（１０％胎牛血清、１％青－
链霉素），于培养箱中培养，后续实验及传代操作均采

用处于对数生长期的细胞。

２２　细胞分组与给药方法［５］

ＩＯＳＥ８０组：ＩＯＳＥ８０细胞正常培养，不做任何处
理；ＳＫＯＶ３细胞分为 ＳＫＯＶ３组（正常培养，不做任何
处理）；ＰＡＥ组（４ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＡＥ处理）；ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ
组（转染 ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ阴性对照）；
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 （转染 ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）；ｓｉ－ＮＣ组（转染 ｓｉ－ＮＥＫ２阴性对照）；
ｓｉ－ＮＥＫ２组（转染 ｓｉ－ＮＥＫ２）；ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ
组（基于ＰＡＥ组，转染ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ阴性对
照）；ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（基于 ＰＡＥ组，
转染ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）；ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组（基于ＰＡＥ组，共转染ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｉ－ ＮＥＫ２ 阴 性 对 照 ）；ＰＡＥ ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２组（基于 ＰＡＥ组，
共转染ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｉ－ＮＥＫ２）。ｓｉＲＮＡ
序列如下ｓｉ－ＮＣ：５′－ＧＡＣＣＡＣＵＣＣＡＧＧＡＧＵＡＡＵＡＴＴ－３′；
ｓｉ－ＮＥＫ２：５′－ＣＵＵＵＧＧＧＣＵＡＧＣＵＡＧＡＡＵＡＵＵ－３′。
２９３Ｔ细胞随机分为 ４组，将 ＮＥＫ２－野生型（ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ，ＷＴ）、ＮＥＫ２－突变型（ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ，ＭＵＴ）分别与
ｍｉｍｉｃｓ－ＮＣ和 ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓ共转染至２９３Ｔ
细胞。

２３　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 ｍｉＲ－１２８－３ｐ、ＮＥＫ２
ｍＲＮＡ和上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

!

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关因子的ｍＲＮＡ水平［６］

进行ＲＮＡ提取，通过逆转录得到 ｃＤＮＡ，并扩增，
以ＧＡＰＤＨ和Ｕ６为内参，目的ｍＲＮＡ相对表达水平按
２－ΔΔＣｔ法计算。引物序列如下，ｍｉＲ－１２８－３ｐ上游：
５′－ＴＧＣＧＧＣＡＧＴＧＧＴＴＴＴＡＣＣＣＴＡＴＧ－３′，下游：５′－
ＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ－３′；ＮＥＫ２上游：５′－
ＴＧＣＴＴＣＧＴＧＡＡＣＴＧＡＡＡＣＡＴＣＣ－３′，下游：５′－ＣＣＡ
ＧＡＧＴＣＡＡＣＴＧＡＧＴＣＡＴＣＡＣＴ－３′；Ｅ－钙 黏 蛋 白
（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）上 游：５′－ ＣＧＡＧＡＧＣＴＡＣＡＣＧＴ
ＴＣＡＣＧＧ－３′，下游：５′－ＧＧＧＴＧＴＣＧＡＧＧＧＡＡＡＡＡＴ
ＡＧＧ－３′；Ｎ－钙粘蛋白（Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）上游：５′－
ＴＣＡＧＧＣＧＴＣＴＧＴＡＧＡＧＧＣＴＴ－３′，下游：５′－ＡＴＧＣＡ
ＣＡＴＣＣＴＴＣＧＡＴＡＡＧＡＣＴＧ－３′；波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）
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上游：５′－ＧＡＣＡＡＴＧＣＧＴＣＴＣＴＧＧＣＡＣＧＴＣＴＴ－３′，下
游：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＴＴ－３′；Ｕ６上
游：５′－ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ－３′，下
游：５′－ＣＧＡＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ－３′；ＧＡＰＤＨ
上游：５′－ＣＧＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣ－３′，下游：５′
－ＡＴＣＣＧＴＴＧＡＣＴＣＣＧＡＣＣＴＴＣＡＣ－３′。
２４　双荧光素酶法验证 ｍｉＲ－１２８－３ｐ和 ＮＥＫ２的
靶向关系［６］

用ＧＥＰＩＡ２（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ２ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕｃｎ）数据库
和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｔａｒｇｅｔｓｃａｎｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿８０／）数
据库分析ｍｉＲ－１２８－３ｐ和 ＮＥＫ２之间的关系。基于
２者的结合序列构建 ＮＥＫ２－ＷＴ和 ＮＥＫ２－ＭＵＴ重
组质粒。将重组质粒分别与ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓ和
ｍｉｍｉｃｓ－ＮＣ共同转染到２９３Ｔ细胞。经过４８ｈ培养，
再对各组荧光素酶活性进行测定。

２５　ＥｄＵ实验法检测细胞２４ｈ的增殖情况［７］

各组细胞接种在２４孔板，培养２４ｈ后，加入适量
ＥｄＵ试剂，按ＥｄＵ细胞增殖检测试剂盒检测细胞ＥｄＵ
阳性率。

２６　免疫荧光法检测ＮＥＫ２蛋白的阳性表达［７］

用甲醇固定细胞，０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００渗透细胞
膜，加入ＮＥＫ２一抗（１∶５００），４℃过夜，洗涤，添加按
照１∶１０００比例稀释的二抗，孵育 ２ｈ，４’，６－二脒
基－２－苯基吲哚染核，在荧光显微镜下观察并采集
图像。

２７　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测内质网
应激相关蛋白及凋亡蛋白的表达［７］

加入裂解液裂解细胞，提取蛋白样品，对蛋白进

行定量，取蛋白 ６０μｇ上样，经电泳、转膜，分别与
ＡＴＦ４一抗、ＣＨＯＰ和Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３（均１∶５００），
４℃过夜。洗涤，添加按照 １∶１×１０４比例稀释的二
抗，孵育２ｈ。显影，灰度值分析用ＩｍａｇｅＪ软件进行。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析，计量资料用
珋ｘ±ｓ表示。组间比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　ｍｉＲ－１２８－３ｐ和ＮＥＫ２在卵巢癌中的表达
用ＧＥＰＩＡ２数据库和ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库筛查发现，

ＮＥＫ２在卵巢癌组织中高表达，且 ｍｉＲ－１２８－３ｐ和
ＮＥＫ２存在结合位点，见图１。ＩＯＳＥ８０组与ＳＫＯＶ３组
的ｍｉＲ－１２８－３ｐ相对表达水平分别为１００±０１３和
０５６±００８，ＮＥＫ２ｍＲＮＡ的相对表达水平分别为
１００±０１５和３１７±０４２，在统计学上差异均有统计
学意义（均Ｐ＜０００１）。
２　ＮＥＫ２是ｍｉＲ－１２８－３ｐ的靶点

ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓ组的 ｍｉＲ－１２８－３ｐ相对
表达水平相较于 ｍｉｍｉｃｓ－ＮＣ组显著升高，ＮＥＫ２
ｍＲＮＡ相对表达水平显著降低（均 Ｐ＜０００１）。与
ｍｉｍｉｃｓ－ＮＣ组相比，ＮＥＫ２－ＷＴ与 ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ共转染组中荧光素酶活性显著降低（均
Ｐ＜０００１），而ＮＥＫ２－ＭＵＴ与 ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓ
共转染组中荧光素酶活性在统计学上差异无统计学

意义（Ｐ＞００５），见表１。
３　ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｓｉ－ＮＥＫ２转染效率的
验证

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组与 ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的
ｍｉＲ－１２８－３ｐ相对表达水平分别为１００±０１１和
０４８±００７，在 统 计 学 上 差 异 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜０００１）。ｓｉ－ＮＣ组与ｓｉ－ＮＥＫ２组的ＮＥＫ２ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为１００±０１３和０４１±００８，在统计
学上差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）。

图１　ｍｉＲ－１２８－３ｐ与永离有丝分裂基因Ａ（ＮＩＭＡ）相关激酶
２（ＮＥＫ２）的靶向关系
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＢｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ－１２８－３ｐａｎｄ
ｎｅｖｅｒｉｎｍｉｔｏｓｉｓｇｅｎｅＡ－ｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２（ＮＥＫ２）

表１　各组细胞中ｍｉＲ－１２８－３ｐ和永离有丝分裂基因 Ａ相关激酶２（ＮＥＫ２）ｍＲＮＡ相对表达水平及荧光素酶相对活性的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ－１２８－３ｐａｎｄｎｅｖｅｒｉｎｍｉｔｏｓｉｓｇｅｎｅＡ－ｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２（ＮＥＫ２）ｍＲＮＡ，ａｎｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｍｉＲ－１２８－３ｐ ＮＥＫ２ｍＲＮＡ ＮＥＫ２－ＷＴ ＮＥＫ２－ＭＵＴ

ｍｉｍｉｃｓ－ＮＣ ８ １００±０１０ １００±０１２ １００±０１１ １００±００９
ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓ ８ ４４９±０５７ ０４５±００８ ０５３±０１２ ０９８±０１２

ｍｉｍｉｃｓ－ＮＣ：ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓ；ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓ：ｍｉＲ－１２８－３ｐｍｉｍｉｃｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＫＯＶ３

ｃｅｌｌｓ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃｓ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４３）

４　ＰＡＥ通过调控 ｍｉＲ－１２８－３ｐ抑制卵巢癌细胞的
增殖

ＳＫＯＶ３组、ＰＡＥ组、ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组和
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的细胞增殖率分别
为 （３８７４ ± ４５３）％、（２０６８ ± ２４１）％、
（１８９５±２４３）％和（３４１７±５５９）％。与 ＳＫＯＶ３组
相比，ＰＡＥ组的细胞增殖率显著减少（Ｐ＜０００１）；与
ＰＡＥ组相比，ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组的细胞增殖率在
统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与 ＰＡＥ＋
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组相比，ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组的细胞增殖率显著增加（Ｐ＜０００１）。
５　ＰＡＥ通过上调ｍｉＲ－１２８－３ｐ抑制ＮＥＫ２的表达

ＳＫＯＶ３组、ＰＡＥ组、ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组和
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的 ｍｉＲ－１２８－３ｐ相
对表达水平分别为 １００±０１２、２３４±０２７、
２３０±０２９和１１９±０２１，ＮＥＫ２ｍＲＮＡ相对表达水
平分别为 １００±０１３、０５８±００９、０６１±０１２和
０９３±０１８，ＮＥＫ２的阳性表达分别为 １００±０１１、
０２９±００５、０３１±００６和０９４±０１７，ＰＡＥ组的上
述指标与ＳＫＯＶ３组比较，ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

组的上述指标与 ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１），见表２。
６　ＰＡＥ通过上调ｍｉＲ－１２８－３ｐ介导 ＮＥＫ２影响卵
巢癌细胞上皮间质转化

ＳＫＯＶ３组、ＰＡＥ组、ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组、ＰＡＥ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组和ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉ－ＮＥＫ２组的Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ相对表达水平分别
为 １００ ± ０１２、２２５ ± ０２９、２２７ ± ０３４、
１３０±０２１、１３２±０２０和２０３±０３５，Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡ 相 对 表 达 水 平 分 别 为 １００ ±０１４、
０６０±００９、０６３±０１２、０９２±０１７、０９４±０１８和
０６７±０１３，ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１３、０６２±００９、０６６±０１１、０９０±０１７、
０９２±０１８和 ０７１±０１３；ＰＡＥ组的上述指标与
ＳＫＯＶ３组比较，ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上
述指标与 ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组比较，ＰＡＥ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２组的上述指标与
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组比较，在统
计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５），见表３。

表２　各组细胞中ｍｉＲ－１２８－３ｐ和ＮＥＫ２ｍＲＮＡ及ＮＥＫ２阳性的相对表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ－１２８－３ｐ，ＮＥＫ２ｍＲＮＡａｎｄＮＥＫ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｍｉＲ－１２８－３ｐ ＮＥＫ２ｍＲＮＡ ＮＥＫ２ｐｒｏｔｅｉｎ

ＳＫＯＶ３ ８ １００±０１２ １００±０１３ １００±０１１

ＰＡＥ ８ ２３４±０２７ ０５８±００９ ０２９±００５

ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ ８ ２３０±０２９ ０６１±０１２ ０３１±００６

ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ １１９±０２１＃＃＃ ０９３±０１８＃＃＃ ０９４±０１７＃＃＃

ＳＫＯＶ３ｇｒｏｕｐ：ＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；ＰＡＥｇｒｏｕｐ：ＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ４ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＡＥ；ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｂａｓｅｄｏｎ

ｔｈｅＰＡＥｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅＰＡＥｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ－１２８－３ｐ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳＫＯＶ３ｇｒｏｕｐ：Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐ：＃＃＃Ｐ＜０００１

表３　各组细胞中上皮间质转化（ＥＭＴ）相关因子ｍＲＮＡ的相对表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

ＳＫＯＶ３ ８ １００±０１２ １００±０１４ １００±０１３

ＰＡＥ ８ ２２５±０２９ ０６０±００９ ０６２±００９

ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ ８ ２２７±０３４ ０６３±０１２ ０６６±０１１

ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ １３０±０２１＃＃＃ ０９２±０１７＃＃ ０９０±０１７＃＃

ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ ８ １３２±０２０ ０９４±０１８ ０９２±０１８

ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２ ８ ２０３±０３５△△△ ０６７±０１３△△ ０７１±０１３△

ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｏｕｐ：ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅＰＡＥｇｒｏｕｐ，ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＮＥＫ２ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ＰＡＥ＋

ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２ｇｒｏｕｐ：ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅＰＡＥｇｒｏｕｐ，ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＮＥＫ２；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳＫＯＶ３

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ

ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１
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７　ＰＡＥ通过上调ｍｉＲ－１２８－３ｐ介导 ＮＥＫ２促进卵
巢癌细胞内质网应激诱导的细胞凋亡

ＳＫＯＶ３组、ＰＡＥ组、ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组、ＰＡＥ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组和ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉ－ＮＥＫ２组的 ＡＴＦ４蛋白相对表达水平分别为
１００±０１１、３２２±０５７、３３１±０６０、１５１±０２４、
１４９±０２１和２９７±０４４，ＣＨＯＰ蛋白相对表达水平
分别为 １００±０１４、３８５±０４７、３６２±０４１、
１３１±０１７、１２８±０１７和 ３２６±０５７，Ｃｌｅａｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平分别为 １００±０１３、
４５２±０６７、４６１±０７１、１６７±０２６、１６９±０３１和
４１１±０７６。与 ＳＫＯＶ３组相比，ＰＡＥ组中 ＡＴＦ４蛋
白、ＣＨＯＰ蛋白和Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的相对表
达水平均显著上升（均 Ｐ＜０００１）；与 ＰＡＥ组相比，
ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组中 ＡＴＦ４蛋白、ＣＨＯＰ蛋白和
Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的相对表达水平在统计学
上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）；与 ＰＡＥ＋
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组相比，ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组中ＡＴＦ４蛋白、ＣＨＯＰ蛋白和 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白的相对表达水平均显著下降（均 Ｐ＜０００１）；与
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ＰＡＥ＋
ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组中 ＡＴＦ４蛋白、
ＣＨＯＰ蛋白和 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的相对表达
水平在统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）；
与ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组相比，
ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２组中 ＡＴＦ４
蛋白、ＣＨＯＰ蛋白和 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的相对
表达水平均显著上升（均Ｐ＜０００１），见图２。

图２　蛋白质印迹法检测激活转录因子４（ＡＴＦ４）、Ｃ／ＥＢＰ同源

蛋白（ＣＨＯＰ）和切割型半胱天冬酶 －３（ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３）

蛋白的相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ４（ＡＴＦ４），Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＨＯＰ）ａｎｄ

Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：ＳＫＯＶ３ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＰＡＥｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＰＡＥ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＰＡＥ＋

ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋

ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＰＡＥ＋ｍｉＲ－１２８－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＥＫ２ｇｒｏｕｐ

讨　　论

卵巢癌为女性生殖系统常见的恶性肿瘤，在全

国范围内的发病率呈现显著上升趋势，据统计，每

年的新发病例数超过 ５７万，病死人数接近 ３
万［８］。卵巢癌的发生发展与多种因素有关，包括卵

巢癌家族史、乳腺癌易感基因突变、肥胖、绝经后激

素替代治疗、不孕不育等。目前，临床上治疗卵巢

癌主要采用手术联合化疗，但由于卵巢癌早期诊断

困难，且具有较高的侵袭和转移性等特点，患者治

疗效果有限。因此，探索卵巢癌发生发展的分子机

制，寻找有效的治疗靶点及治疗策略，已成为当前

卵巢癌研究领域的重要课题。

ＰＡＥ是一种存在于毛茛科植物牡丹根皮中的小
分子酚类化合物，具有多种作用，包括抗炎、抗肿瘤、

心血管保护、肝保护、神经保护、代谢调节等［９］。既往

研究表明，ＰＡＥ呈剂量－时间依赖性抑制卵巢癌细胞
ＳＫＯＶ３的增殖，同时对正常卵巢上皮细胞表现出较低
的细胞毒性［１０］，提示其在卵巢癌中具有良好的治疗

潜力。微小ＲＮＡ作为一类重要的非编码 ＲＮＡ，通过
调控靶基因的表达，在肿瘤的增殖、凋亡、侵袭和转移

等关键生物学进程中发挥重要作用，已成为肿瘤研究

的热点领域。ｍｉＲ－１２８－３ｐ具有调控脂肪生成和脂
肪分解、保护心肌细胞、保护神经、抑制炎症反应和抗

肿瘤等多种作用［１１－１２］。莫蕊等［１３］研究发现，通过促

进ｍｉＲ－１２８－３ｐ表达可以下调丝裂原活化蛋白激酶
相互作用丝氨酸／苏氨酸激酶２表达，进而抑制卵巢
癌细胞的紫杉醇耐药性，提示 ｍｉＲ－１２８－３ｐ在卵巢
癌治疗中具有重要价值。ＮＥＫ２是一种丝氨酸／苏氨
酸激酶，在耐药、低生存率和肿瘤发生中起重要作用，

研究表明，ＮＥＫ２与卵巢癌中升高的挽救性嘧啶和吡
哆醛通路有关，可成为卵巢癌的治疗靶点［１４］。本研

究显示，卵巢癌细胞中 ｍｉＲ－１２８－３ｐ低表达，ＮＥＫ２
ｍＲＮＡ高表达，且 ＮＥＫ２是 ｍｉＲ－１２８－３ｐ的靶点。
ＰＡＥ可 降 低 细 胞 增 殖 率 及 ＮＥＫ２表 达，升 高
ｍｉＲ－１２８－３ｐ表达，抑制 ｍｉＲ－１２８－３ｐ表达后结果
相反，推测ＰＡＥ可能上调 ｍｉＲ－１２８－３ｐ表达并抑制
ＮＥＫ２表达，进而发挥对卵巢癌的治疗作用。

ＥＭＴ指上皮细胞表型的消失和出现间质细胞的
表型，表现为 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和细胞角蛋白等上皮细胞
表型表达的降低和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等间质细
胞表型表达的升高，是上皮细胞来源的恶性肿瘤细胞
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４３）

获得迁移和侵袭能力的重要途径。本研究显示，ＰＡＥ
组Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和ＶｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡ相对表达水平均显
著降低，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ相对表达水平显著升高，
与谢婷婷等［１５］研究发现 ｍｉＲ－４５５－３ｐ通过靶向调
控转脂蛋白４从而抑制卵巢癌细胞增殖及 ＥＭＴ结果
相似。且ｍｉＲ－１２８－３ｐ抑制剂显著促进卵巢癌细胞
的ＥＭＴ过程，敲低ＮＥＫ２则抑制ＥＭＴ进程，说明２者
共同参与卵巢癌的发生发展。通过内质网应激的途

径可促进卵巢癌细胞凋亡。目前，已知内质网应激与

ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４的表达有关，ＣＨＯＰ为一种内质网应激中
的关键蛋白，ＡＴＦ４能够促进其表达。Ｃｌｅａｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅ－３为评估细胞凋亡程度的重要指标。本研究
显示，ＰＡＥ促进内质网应激通路相关蛋白 ＡＴＦ４、
ＣＨＯＰ和 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３的蛋白表达，促进
ＳＫＯＶ３细胞凋亡。

本研究提示：ＰＡＥ对卵巢癌具有抑制 ＥＭＴ，
促进内质网应激诱导的细胞凋亡的作用，该作用

可能是通过上调 ｍｉＲ－１２８－３ｐ抑制 ＮＥＫ２表达
实现的，为卵巢癌的治疗提供了新的思路。然

而，实验仅基于 ＳＫＯＶ３细胞系进行，尚未在其他
卵巢癌细胞或动物实验中验证 ＰＡＥ的作用及其
机制。后续研究需拓展至更多细胞系及体内模

型，并结合临床样本分析 ｍｉＲ－１２８－３ｐ与 ＮＥＫ２
的表达与患者预后的相关性，以全面评估 ＰＡＥ的
治疗价值及分子通路。
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