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　　［摘要］　目的　观察上皮性卵巢癌细胞株及肿瘤组织ｍｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ（ｍｉＲ２００ｃ）的表达水平，探讨其可能的临床价值。
方法　采用ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ技术比较人卵巢癌母细胞系（ＨＯ８９１０）、卵巢癌高转移能力变异细胞株（ＨＯ８９１０ＰＭ）及ＨＯ
８９１０细胞团簇中ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２００ｃ的表达差异。同法测定上皮性卵巢癌（ｎ＝８３）、交界性卵巢肿瘤（ｎ＝１３）及正常卵巢组织

（ｎ＝８）中ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２００ｃ的表达，并分析卵巢癌不同临床病理特征下二者的表达差异。结果　与 ＨＯ８９１０、ＨＯ８９１０ＰＭ
相比，ＨＯ８９１０细胞团簇中ｍｉＲ２００ｃ表达下调（Ｐ＜０．０５）；正常卵巢组织、卵巢交界性肿瘤、卵巢癌中ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２００ｃ表达

依次上调（Ｐ＜０．０５）。转移性卵巢癌、低分化卵巢癌及透明细胞卵巢癌中ｍｉＲ２００ｃ表达下调（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ２００ｃ高表达患

者预后优于ｍｉＲ２００ｃ低表达者（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２００ｃ表达下调与卵巢癌进展相关，可能提示卵巢癌预后不良。
　　［关键词］　微ＲＮＡｓ；卵巢肿瘤；预后
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　　上皮性卵巢癌是病死率最高的女性生殖系统恶
性肿瘤，难以早期发现和易发生转移是导致其高病
死率的重要原因。７０％以上的患者在诊断时已处于
晚期，肿瘤已发生广泛腹腔内或远处转移，５年生存
率仅３０％［１］。卵巢癌转移的病理机制尚不明确，一
种新近发现的微 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）———

ｍｉＲ２００可能在这一过程中发挥重要作用［２３］。

ｍｉＲＮＡ是一类长度为１９～２５个核苷酸的非编码小

分子ＲＮＡ，可参与调控个体发育、细胞凋亡、增殖及
分化等多种生命活动。其中，ｍｉＲ２００家族（ｍｉＲ
２００ａ、ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ４２９）是新
近发现的肿瘤转移相关 ｍｉＲＮＡ，通过调控上皮间
充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
影响肿瘤细胞的转移能力［２］。ＥＭＴ在卵巢癌转移
中可能起重要作用。

　　系列研究发现卵巢癌中存在 ｍｉＲ２００表达异
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常［３６］，但其与卵巢癌转移的关系及临床病理意义尚
不明确。本研究采用实时定量ＰＣＲ方法比较人卵巢
癌母细胞系（ＨＯ８９１０）、卵巢癌高转移能力变异细胞
株（ＨＯ８９１０ＰＭ）及 ＨＯ８９１０细胞团簇中 ｍｉＲ１４１、

ｍｉＲ２００ｃ的表达差异；同法测定上皮性卵巢癌、交界
性卵巢肿瘤及正常卵巢组织中ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２００ｃ的
表达，并分析其与卵巢癌分级、分期、转移等临床病理
指标和预后的关系，探讨其可能的临床价值。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　人卵巢癌细胞系 ＨＯ８９１０
（母细胞系）、ＨＯ８９１０ＰＭ（高转移潜能变异株）购自
中国科学院上海细胞所；细胞培养液ＤＭＥＦ／Ｆ１２、进
口血清及胰蛋白酶为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品，购自上
海志立生物公司。细胞培养液 Ｍ１９９／ＭＣＤＢ１０５
（１１）购自美国Ｓｉｇｍａ公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂为美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，购自上海晶美生物公司。

ｍｉＲＮＡ 反转录试剂盒和 ｍｉＲＮＡｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌｍａｓｔｅｒｍｉｘ为ＡＢＩ公司产品，购自上海吉
泰生物公司。ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ１４１引物及 ｍｉＲ２００ｃ、

ｍｉＲ１４１ＴａｑＭａｎＲ○ｍｉＲａｓｓａｙ试剂盒为ＡＢＩ公司产
品，购自上海吉泰生物公司。

１．２　标本来源及一般资料　收集自２００３～２００８年

于我院手术治疗的上皮性卵巢癌８３例、卵巢交界性

肿瘤１３例，患者术前均无放、化疗史；并收集２００９
年６～８月因子宫肌瘤等行手术治疗的８例患者的

正常卵巢组织作为对照。８３例卵巢肿瘤患者手术时

中位年龄５４．５岁；Ⅰ期２４例，Ⅱ期１８例，Ⅲ期４０
例，Ⅳ期１例。病理分型：浆液性癌４４例，黏液性癌

８例，子宫内膜样癌９例，透明细胞癌１７例，未分化

癌５例。采取临床标本获患者知情同意并经上海市

第一人民医院医学伦理委员会批准。所有标本于液

氮中冻存备用。

１．３　 细 胞 贴 壁 及 立 体 培 养 　 ＨＯ８９１０、ＨＯ
８９１０ＰＭ 细 胞 贴 壁 培 养 于 含 １０％ 胎 牛 血 清 的

ＤＭＥＭ培养液的普通培养皿中，置３７℃、５％ＣＯ２饱
和湿度培养箱。ＨＯ８９１０细胞立体培养：于普通６
孔培养板的基底部预铺一层１．５％的琼脂糖胶，每孔
加入１×１０６ＨＯ８９１０细胞及相应含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度培养
箱中培养，最初２４ｈ内每２ｈ轻轻震荡１次持续

５ｍｉｎ。培养５ｄ，每２～３ｄ换液１／３～１／２，肉眼及镜
下观察细胞团簇形成。

１．４　细胞及组织样本总ＲＮＡ抽提　以ＴＲＩｚｏｌ氯
仿异丙醇法提取细胞总 ＲＮＡ；组织样本由液氮中

取出后，即于加入适量ＴＲＩｚｏｌ试剂的５０ｍｌ离心管
中匀浆后，再以氯仿及异丙醇抽提。以Ｄ２６０／Ｄ２８０比
值＝１．８～２．１为纯的ＲＮＡ。

１．５　实时定量 ＰＣＲ 测定 ｍｉＲＮＡ 表达　根据

ＴａｑＭａｎｍｉＲＮＡ反转录试剂盒说明书，以１５μｌ体
系分别进行ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２００ｃ反转录，以２０μｌ体
系进行实时定量ＰＣＲ。反应条件：９５℃预变性１０
ｍｉｎ；９５℃１５ｓ、６０℃６０ｓ，４５个循环。所有样品均
重复３次，阴性对照以ＤＥＰＣ水为模板。计算方法：
以Ｆｏｌｄｓ＝ ２－ΔΔＣｔ表示，计算公式如下：ΔΔＣｔ＝
（ＣｔｍｉＲ２００ｃ－ ＣｔＵ６）实验组 － （ＣｔｍｉＲ２００ｃ－ ＣｔＵ６）对照组 或

ΔΔＣｔ＝ （ＣｔｍｉＲ１４１ － ＣｔＵ６）实验组 － （ＣｔｍｉＲ１４１ －
ＣｔＵ６）对照组。

１．６　统计学处理 　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
学处理，采用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ及ｑ检验或秩和检
验进行比较。Ｌｏｇｒａｎｋ法分析 ｍｉＲＮＡ表达水平与
患者预后的关系。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同转移潜能卵巢癌细胞株中 ｍｉＲ２００、ｍｉＲ
１４１的表达　实时定量ＰＣＲ结果（图１）表明：３组间

ｍｉＲ１４１表达差异无统计学意义。与 ＨＯ８９１０、ＨＯ
８９１０ＰＭ相比，ｍｉＲ２００ｃ在 ＨＯ８９１０细胞团簇中表达
明显下调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而 ＨＯ
８９１０、ＨＯ８９１０ＰＭ细胞间ｍｉＲ２００ｃ表达无差异。

图１　ｍｉＲ２００ｃ（Ａ）和ｍｉＲ１４１（Ｂ）在ＨＯ８９１０团簇、

ＨＯ８９１０、ＨＯ８９１０ＰＭ细胞中的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ｃ（Ａ）ａｎｄｍｉＲ１４１（Ｂ）

ｉｎＨＯ８９１０ｃｌｕｓｔｅｒｃｅｌｌｓ，ＨＯ８９１０，ａｎｄＨＯ８９１０ＰＭｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＨＯ８９１０；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　卵巢肿瘤及正常卵巢组织中 ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ
１４１的表达　结果（图２）表明：正常卵巢组织、卵巢
交界性肿瘤、卵巢癌组织中ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ１４１表达
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依次上调：ｍｉＲ２００ｃ在正常卵巢、交界性卵巢肿瘤、
卵巢癌中相对表达倍数中位数分别为１．１３、５４．９７、

９８．５２（Ｐ＝０．００４）；ｍｉＲ１４１分别为１．２６、１１７．３７、

２６０．３７（Ｐ＝０．００１）。

图２　上皮性卵巢癌和正常卵巢组织中

ｍｉＲ２００ｃ（Ａ）、ｍｉＲ１４１（Ｂ）的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ｃ（Ａ）ａｎｄｍｉＲ１４１（Ｂ）

ｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，

ａｎｄｎｏｒｍａｌｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｓ
１：Ｎｏｒｍａｌｏｖａｒｙ；２：Ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅｏｖａｒｉａｎｔｕｍｏｒ；３：Ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ

２．３　卵巢癌不同分期 ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ１４１ 的表
达　结果（图３）表明：ｍｉＲ２００ｃ在Ⅰ期、Ⅱ期和Ⅲ～
Ⅳ期卵巢癌中相对表达倍数分别为１４８．３４、１１９．８９、

２９．９４。与Ⅰ～Ⅱ期相比，Ⅲ～Ⅳ期卵巢癌表达下降
（Ｐ＜０．００１）。ｍｉＲ１４１在Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ～Ⅳ期卵巢
癌中相对表达倍数分别为１７９．３６、２９０．９２、２９４．７４，
差异无统计学意义。

２．４　卵巢癌不同病理类型 ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ１４１的表
达　ｍｉＲ２００ｃ在卵巢癌不同病理类型中的表达相对
倍数中位数分别为：浆液性卵巢癌９７．７９，黏液性卵
巢癌１６１．７９，子宫内膜样癌１４３．６９，透明细胞癌

６５．９２，低分化卵巢癌３３．１４；差异具有统计学意义
（Ｐ＝０．０２６，图４）。结果提示：ｍｉＲ２００ｃ在低分化卵
巢癌和透明细胞卵巢癌中表达下调。ｍｉＲ１４１在卵
巢癌不同病理类型中的相对表达倍数中位数分别

为：浆液性卵巢癌３０１．７１，黏液性卵巢癌１６６．２５，子
宫内膜样癌３２３．７２，透明细胞癌２１９．６９，低分化卵
巢癌７１．５１；各组间差异无统计学意义。

２．５　卵巢癌有无转移对 ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ１４１表达的
影响　８３例卵巢癌中５９例发生转移。有、无转移卵
巢肿瘤组织ｍｉＲ２００ｃ表达相对倍数中位数分别为：

无转移１３２．７９，有转移８４．５８；差异有统计学意义
（Ｐ＝０．０２９）。结果（图５）表明：与无转移肿瘤相比，
转移卵巢肿瘤 ｍｉＲ２００ｃ表达下调。ｍｉＲ１４１在无
转移卵巢癌中表达中位数为２０５．１３，在有转移卵巢
癌中为２８２．８５，两者间差异无统计学意义。

图３　上皮性卵巢癌不同分期ｍｉＲ２００ｃ（Ａ）、

ｍｉＲ１４１（Ｂ）的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ｃ（Ａ）ａｎｄ

ｍｉＲ１４１（Ｂ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ

图４　卵巢癌不同病理类型ｍｉＲ２００ｃ（Ａ）和

ｍｉＲ１４１（Ｂ）的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ｃ（Ａ）ａｎｄｍｉＲ１４１（Ｂ）

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｓ
１：Ｓｅｒｏｕｓ；２：Ｍｕｃｉｎｏｕｓ；３：Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ；４：Ｃｌｅａｒｃｅｌｌ；５：Ｕｎｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｉａｔｅｄｔｕｍｏｒ

２．６　卵巢癌预后与ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ１４１的表达　８３
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例卵巢癌患者中，共随访８０例。随访时间截止为

２００９年１０月。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析（图６）表明：

ｍｉＲ２００ｃ高表达患者其预后优于 ｍｉＲ２００ｃ低表达
患者（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１４１表达与卵巢癌预后无
相关。

图５　有、无转移卵巢癌组织ｍｉＲ２００ｃ（Ａ）和

ｍｉＲ１４１（Ｂ）的表达

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ｃ（Ａ）ａｎｄｍｉＲ１４１（Ｂ）

ｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃａｎｄｎｏｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ

图６　卵巢癌预后与ｍｉＲ２００ｃ（Ａ）和

ｍｉＲ１４１（Ｂ）表达的关系

Ｆｉｇ６　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｍｉＲ２００ｃ（Ａ）ａｎｄｍｉＲ１４１（Ｂ）

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ

３　讨　论

　　ｍｉＲ２００家族成员根据种子序列差异，可以分

为两个亚组：第一组包括 ｍｉＲ２００ａ和 ｍｉＲ１４１，第

二组包括ｍｉＲ２００ｂ、２００ｃ和ｍｉＲ４２９。本研究在两

亚组中分别选取 ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２００ｃ进行观察。

ｍｉＲ２００ｃ可 通 过 调 控 其 靶 基 因———Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
（Ｅｃａｄ，Ｅ钙粘着蛋白）基因的转录抑制因子ＺＥＢ１
和ＺＥＢ２的表达而上调Ｅｃａｄ，从而维持细胞上皮表

型，是调控细胞发生ＥＭＴ的关键因子［２］。上皮间充

质转化在卵巢癌转移中起重要作用。因此，ｍｉＲ２００
与卵巢癌临床病理特性尤其是转移的关系值得进一

步研究。

　　本研究发现，与正常卵巢和交界性卵巢肿瘤相

比，卵巢癌中 ｍｉＲ２００ｃ和 ｍｉＲ１４１表达明显升高；

但随着肿瘤进展，ｍｉＲ２００ｃ表达水平随疾病分期升

高而下降，并且，在发生转移的卵巢癌中表达低于未

发生转移者。结果提示：在卵巢癌发生发展过程中，

存在 ｍｉＲ２００ｃ表达的动态变化。未发生恶性转化

的卵巢上皮细胞为间皮细胞表型，表现为ｍｉＲ２００ｃ
低表达，Ｅｃａｄ低表达。而肿瘤发生早期，卵巢上皮

细胞发生间皮细胞上皮转化（ｍｅｓｏｔｈｅｌｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＭｅｏＥＴ），表现为 ｍｉＲ２００ｃ和Ｅｃａｄ高

表达。但随着肿瘤进展，肿瘤细胞发生ＥＭＴ，获得

转移能力并发生转移，此时又表现为 ｍｉＲ２００ｃ和

Ｅｃａｄ低表达。最终，在远处转移部位，转移灶肿瘤

细胞可能再次发生间充质上皮转化，此时 ｍｉＲ２００ｃ
表达又再次升高（图７）［７］。

　　我们的推测基于下述实验依据：（１）卵巢癌

ＥＭＴ过程受 ｍｉＲ２００调控［８］；（２）ｍｉＲ２００ｃ具有

“期别特异性下调”现象，仅在肿瘤获得侵袭和转移

能力时发生下调［９］；（３）三维立体培养提示具有转移

能力的肿瘤细胞可以形成高度极化的细胞团簇，而

ｍｉＲ２００ｃ过表达可以抑制细胞团簇形成和转移［１０］。

本研究也表明，ｍｉＲ２００ｃ在形成团簇的卵巢癌细胞

中表达下调。并且，虽然在腹水中卵巢癌瘤细胞

ｍｉＲ２００ｃ表达尚不明确，但其靶基因ＺＥＢ２表达上

调［１１］。腹水转移是卵巢癌最常见的转移方式，因而

ｍｉＲ２００与卵巢癌转移相关。（４）临床病理研究提

示ｍｉＲ２００ｃ表达的动态变化。

　　本研究还发现，ｍｉＲ２００ｃ在透明细胞和低分化

卵巢癌细胞中表达明显低于其他病理类型。ｍｉＲ

２００ｃ在肾透明细胞癌中表达明显下调［１２］，而卵巢透
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明细胞癌和肾透明细胞癌具有一定同源性。这一结

果提示了卵巢癌的异质性。而 ｍｉＲ２００ｃ调控细胞

分化和“干性”的特性［１３］可能与其在未分化卵巢癌细

胞表达下调相关。虽然 ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ２００ｃ位于

同一染色体，但本研究并未发现两者间表达具有相

关性，可能与两者转录后形成成熟ｍｉＲＮＡ时调控机

制不同有关。此外，本研究还表明 ｍｉＲ１４１表达与

卵巢癌分期及转移无关，提示 ｍｉＲ２００不同亚类其

生物学功能存在差异。最后，预后分析结果表明，

ｍｉＲ２００ｃ高表达卵巢癌患者预后明显优于低表达患

者，提示 ｍｉＲ２００ｃ可能是卵巢癌潜在的预后评估

指标。

图７　ｍｉＲ２００ｃ在卵巢癌发生发展中的动态变化示意图［７］

Ｆｉｇ７　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍｉＲ２００ｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ［７］

　　综上所述，ｍｉＲ２００ｃ表达下调与卵巢癌进展相
关，并且可能是卵巢癌的不良预后因素之一。
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