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MiR-139-5p通过靶向NFAT抑制卵巢癌SKOV3细胞的生长、 

集落形成、侵袭和迁移
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[摘　要]	 目的：探究miR-139-5p对卵巢癌SKOV3细胞的生长、集落形成、侵袭能力以及迁移能力的影响

及其机制。方法：采用qRT-PCR检测卵巢癌患者癌组织和卵巢癌细胞SKOV3中miR-139-5p表达情

况。MiR-139-5p mimic转染SKOV3细胞，WST比色实验、集落形成实验和Transwell实验分别检测

细胞的活性、集落形成、侵袭和迁移能力。采用TargetScan在线软件筛选miR-139-5p的潜在靶基

因NFAT，并进一步验证。结果：MiR-139-5p在卵巢癌组织和SKOV3细胞中表达异常降低。MiR-

139-5p过表达显著抑制SKOV3细胞的生长、集落形成、迁移及侵袭能力。NFAT是miR-139-5p的靶

基因。过表达NFAT能逆转miR-139-5p过表达对SKOV3细胞集落形成、侵袭能力以及迁移能力与侵

袭的抑制作用。结论：MiR-139-5p通过抑制靶基因NFAT来抑制卵巢癌SKOV3细胞的生长、集落形

成、侵袭和迁移能力。

[关键词]	 miR-139-5p；NFAT；卵巢癌；生长；转移

MiR-139-5p inhibits the growth, colony formation,  
invasion and migration of ovarian cancer SKOV3 cells by 

targeting NFAT
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Abstract Objective: To investigate the effects of miR-139-5p on the growth, cell colony formation, invasion and migration 

ability of ovarian cancer SKOV3 cells and its mechanism. Methods: qRT-PCR was used to detect the expressions 

of miR-139-5p in ovarian cancer tissues and ovarian cancer cells SKOV3. miR-139-5p mimic was transfected into 

SKOV3 cells, cell viability,  cell colony formation, invasion and migration were detected by WST colorimetric 

assay, colony formation assay and Transwell assay, respectively. TargetScan online software was used to screen 

the potential target NFAT of miR-139-5p, and further verify.  Results: MiR-139-5p expression were abnormally 
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卵巢癌是最致命的妇科恶性肿瘤之一，5年生

存率仅为30% [1-2]。大多数卵巢癌患者早期无明显

的临床症状，确诊时已是中晚期 [ 3 ]。随着医疗技

术的进步，虽然卵巢癌患者的生活质量已明显改

善，但其病死率仍居高不下[4]。迫切需要科研人员

研究其发病机制及治疗措施。

微小RNA(miRNA)通过转录后调控靶基因的表

达参与肿瘤细胞的增殖、侵袭以及迁移等生物学

作用 [5-6]。据报道，miR-139-5p可以调节胃癌、前

列腺癌和肝细胞癌的发生和进展 [7-9]。然而，miR-

1 3 9 - 5 p在卵巢癌中的作用和治疗潜力探索尚少。

MiR-139-5p在人卵巢癌细胞中表达如何，对癌细胞

的增殖、细胞集落形成能力、侵袭能力以及迁移

能力如何影响等，亟待我们探索。

活 化 T 细 胞 核 因 子 (n u c l e a r  f a c t o r  a c t i v a t e d 

T  c e l l s ， N FAT ) 家族由 5 个成员组成： N FAT 1 ，

N FAT 2，N FAT 3，N FAT 4和N FAT 5，其中前4个

N FAT 通过钙调神经磷酸酶 / N FAT 信号转导途径

调节 N FAT 转录因子活性 [ 1 0 - 1 2 ]。大量研究表明：

NFAT1和NFAT2在调节肿瘤转化和肿瘤进展方面

起关键作用 [13]，且两者在恶性上皮肿瘤中过度表

达，与高度恶性的表型有关 [14]。有研究 [15]报道：

miR-139-5p通过抑制NFAT信号通路，减弱神经母

细胞瘤的迁移和侵袭性。而在人卵巢癌中，NFAT

表达情况以及miR-139-5p与NFAT是否具有联系尚

未可知。因此，本研究探究miR-139-5p对人卵巢癌

SKOV3细胞的增殖、集落形成、侵袭及迁移能力

的影响，并分析miR-139-5p与NFAT的关系。

1  材料与方法

1.1  临床样本获取

收集4 0例期卵巢癌患者癌组织和癌旁组织，

其中T分期I~II和T分期III~IV期各20例。癌旁组织

为正常组织。将样品快速冷冻并储存在−80 ℃，备

用。本研究通过南阳市中心医院医学伦理委员会

批准。

1.2  细胞培养

卵巢癌SKOV3，A2780细胞和人正常宫颈上皮

HCerEpiC细胞购自美国ATCC。在37 ℃和5%CO 2

的条件下， S KO V 3 和 H C e r E p i C 细胞均培养在含

有10%胎牛血清(美国Hyclone公司)、100 U/mL青

霉素和100 μg/mL链霉素(美国Inv i trogen公司)的

Dulbecco改良的Eagle培养基(DMEM)中。

1.3  MiR-139-5p 转染

根 据 说 明 书 步 骤 ， 分 别 用 1 0  µ m o l 的 m i m i c -

N C ( 阴 性 对 照 ) 和 m i R - 1 3 9 - 5 p  m i m i c ( 上 海

G e n e P h a r m a 公 司 ) 经 L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0 ( 美 国

Invitrogen公司)转染至SKOV3细胞。48 h后，收集

细胞经RT-qPCR鉴定转染效率后，备用。

1.4  MiR-139-5p 与 NFAT 共转染

取SKOV3细胞，先采用lipofectamine 2000辅助

转染miR-139-5p mimic6 h后，在采用lipofectamine 

2000辅助转染pcDNA3.1-NFAT(上海GenePharma公

司)6 h，然后更换含有10%胎牛血清的DMEM培养

基培养48 h。收集细胞备用。

1.5  qRT-PCR 检测 miR-139-5p 表达

使用R Nea s y试剂盒(美国Q iagen公司)从卵巢

癌组织、癌旁组织、S KOV 3细胞A 2 7 8 0细胞以及

HCerEpiC细胞中提取总RNA。每样本取1 µg提取

的R NA并利用Omni scr ipt   RT试剂盒(美国Qiagen

公司)反转录为cDNA。然后根据Taq PCR Master 

M i x 试 剂 盒 ( 美 国 Q i a g e n 公 司 ) 说 明 书 步 骤 ， 以

c D N A为模板并和m i R - 1 3 9 - 5 p引物、U 6引物一起

进行qRT-PCR分析。miR-139-5p正向引物5' -AC A

CTCC AG CTG G GTCTAC AGTG C ACGTGTC -3'，

反向引物5'-TGGTGTCGTGG AGTCG -3'；U6正向

引物5 ' - CTCG CT TCG G C AG C AC A - 3 '，反向引物

decreased in human ovarian cancer tissues and SKOV3 cells.  MiRNA-139-5p overexpression significantly reduced 

the growth, cell colony formation, migration and invasion of SKOV3 cells. NFAT was a target gene for miR-139-

5p. Overexpression of NFAT could reverse the inhibition of miR-139-5p overexpression on SKOV3 cell colony 

formation, invasion ability, invasion and migration. Conclusion: MiR-139-5p inhibits the growth, cell colony 

formation, invasion and migration of ovarian cancer SKOV3 cells by targeting NFAT.

Keywords miR-139-5p; NFAT; ovarian cancer; growth; metastasis
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5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。qRT-PCR循环

条件95℃  20 s，然后40个循环的95 ℃  15 s，58 ℃ 

1 min。U6用作内部对照，采用2−ΔΔCt法评估各样品

miR-139-5p的相对表达量。

1.6  细胞增殖测定 

取SKOV3细胞、已转染mimic-NC或miR-139-

5p mimic的SKOV3细胞、miR-139-5p与NFAT共转

染的SKOV3细胞，以3000个/孔的细胞密度接种于

96孔细胞培养板，并分别培养1~4 d。参照WST-1

比色法定量试剂盒(上海信帆生物科技有限公司)说

明书步骤，采用分光光度仪分别测定各个时间点

在450 nm处的吸光度值，并根据吸光度值绘制细

胞增殖曲线。

1.7  集落形成测定 

取SKOV3细胞、已转染mimic-NC或miR-139-

5p mimic的SKOV3细胞、miR-139-5p与NFAT共转

染的SKOV3细胞，以200个/孔的细胞密度接种于

12孔细胞培养板，  然后在37 ℃下培养10 d。之后

用PBS洗涤细胞并用甲醇固定，最后用结晶紫染色

5 min。显微镜下拍照并随机采取5个视野的图像。

1.8  细胞迁移和侵袭测定

采用Trans wel l评估m i R - 1 3 9 - 5 p  m i m i c转染或

m i R - 1 3 9 - 5 p 与N FAT 共转染对 S KOV 3细胞迁移和

侵袭的影响。取SKOV3细胞、已转染mimic-NC或

miR-139-5p mimic的SKOV3细胞、miR-139-5p与

NFAT共转染的SKOV3细胞，用无血清培养基制备

细胞悬液(5×104细胞/mL)，并分别取100 µL接种于

Matrigel (美国BD公司)包被的8 µm孔径的Transwell

室(美国Corning公司)上室(用于侵袭检测)或直接

接种于8 µm孔径的Transwell室(美国Corning公司)上室

(用于迁移检测)。将700 µL含10%胎牛血清的培养基

置于下室。然后，将细胞培养12 h。将上室下表面

的细胞用冰醋酸固定15 min后，结晶紫染色30 min， 

显微镜下拍照并随机采取5个视野进行细胞计数。

1.9  双荧光素酶报告基因分析

使用 Ta r g e t S c a n  7 . 2 版预测的 m i R - 1 3 9 - 5 p 与

NFAT结合序列，并由上海吉玛基因公司根据结合

序列构建野生型(wild type，W T)和突变型(mutant 

t y p e ， M U T ) 的 N FAT 荧 光 载 体 质 粒 。 然 后 采 用

lipofectamine 2000辅助转染miR-139-5p mimic和/或

W T和MU T的NFAT荧光载体质粒、mimic-NC和/ 

或 W T 和 M U T 的 N FAT 荧光载体质粒于 S KO V 3 细

胞。转染48 h后加入底物，测定荧光值。

1.10  蛋白质印迹法

取已转染  m i m i c -N C 或 m i R - 1 3 9 - 5 p  m i m i c 的

SKOV3细胞，在4 ℃下利用RIPA(江苏碧云天生物

科技有限公司)裂解萃取蛋白质。蛋白质定量后，

采用 S D S - PA G E 法对蛋白质样品进行分离。分离

的蛋白质经电转移到硝酸纤维素膜上，经常规封

闭后，按抗体说明书的稀释比例，在4  ℃下孵育

NFAT抗体(美国Santa Cruz公司)过夜。洗膜后，在

室温下孵育HRP偶联的二抗(江苏碧云天生物科技

有限公司)1.5 h。通过增强的化学发光试剂(江苏碧

云天生物科技有限公司)显影。以GAPDH为内部参

照，利用Image J软件分析NFAT相对表达量。

1.11  统计学处理

采用GraphPad Prism 6软件进行数据分析。计

量资料用均数±标准差( x± s )表示，两组间比较采

用t检验，多组之间比较采用单因素方差分析(one-

way ANOVA)。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  MiR-139-5p 在卵巢癌细胞 SKOV3 及卵巢癌

组织中低表达

与正常组织比较，miR-139-5p在卵巢癌组织中

表达降低(P<0.01，图1A)。与I~II比较，III~IV期卵

巢癌组织中miR-139-5p表达降低(P<0.01，图1B)。

同 时 与 人 正 常 宫 颈 上 皮 细 胞 H C e r E p i C 比 较 ， 卵

巢癌S KOV 3和A 2 7 8 0细胞中m i R - 1 3 9 - 5 p表达降低

(P<0.01，图1C)。

2.2  MiR-139-5p 对 SKOV3 细胞的活性、集落形成、

侵袭及迁移的影响

M i R - 1 3 9 - 5 p  m i m i c 转染 S KO V 3 细胞见图 2 。

WST比色结果(图3A)显示：与mimic-NC组比较，

过 表 达 m i R - 1 3 9 - 5 p 的 S K O V 3 细 胞 生 长 明 显 变 缓

(P<0.001)。集落形成实验(图3B)显示：与mimic-

NC组比较，过表达miR-139-5p的SKOV3细胞集落

形成能力明显降低(P<0.01)。Transwell实验显示：

与mimic-NC组比较，过表达miR-139-5p的SKOV3

细 胞 侵 袭 ( 图 3 C ) 与 迁 移 ( 图 3 D ) 能 力 均 明 显 降 低
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图2 MiR-139-5p mimic在SKOV3细胞的转染效率鉴定

Figure 2 Identification of miR-139-5p mimic transfection efficiency in SKOV3 cells

与NC组比较，***P<0.001；n=3。

***P<0.001 vs NC group; n=3.
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图1 miR-139-5p在卵巢癌患者癌组织中表达

Figure 1 Expression of miR-139-5p in ovarian cancer tissues 

(A)MiR-139-5p在卵巢癌组织和癌旁正常组织表达。与Normal组比较，**P<0.01；n=40。(B)MiR-139-5p在各期卵巢癌患者癌

组织表达。与I~II期对比，##P<0.01；n=20。(C)MiR-139-5p在HCerEpiC，SKOV3和A2780细胞中表达。与HCerEpiC细胞比

较，&&P<0.01；n=3。

(A) Expression of miR-139-5p in ovarian cancer tissues. **P<0.01 vs Normal group; n=40. (B) Expression of miR-139-5p in different 

stages of ovarian cancer tissues. ##P<0.01 vs I–II stage group; n=20. (C) Expression of miR-139-5p in HCerEpiC, SKOV3 and A2780 cells, 
&&P<0.01 vs HCerEpiC cells; n=3.
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(P<0.01)。

2.3  NFAT 是 miR-139-5p 的靶基因

TargetScan在线软件预测NFAT与miR-139-5p 

存在结合序列(图4A)。双荧光素酶报告基因实验

显示：NFAT是miR-139-5p的靶基因之一(图4B)。

蛋 白 质 印 迹 法 检 测 结 果 显 示 ： 与 m i m i c - N C 组 比

较，过表达miR-139-5p的SKOV3细胞NFAT表达明

显降低(P<0.01，图4C)。

2.4  miR-139-5p 通 过 靶 向 NFAT 影 响 SKOV3 细

胞集落形成、侵袭和迁移

集 落 形 成 实 验 ( 图 5 A ) 显 示 ： 与 m i R - 1 3 9 - 5 p 

m i m i c组比较，m i R - 1 3 9 - 5 p  m i m i c + N FAT共转染

的 S KO V 3 细胞集落形成能力明显增强 ( P < 0 . 0 1 ， 

图5A)。Transwell实验显示：与miR-139-5p mimic

组比较，miR-139-5p mimic+NFAT共转染的SKOV3

细 胞 侵 袭 ( 图 5 B) 与 迁 移 ( 图 5 C ) 能 力 均 明 显 升 高

(P<0.01)。

&&
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图3 MiRNA-139-5p 对SKOV3细胞生长、集落形成、侵袭及迁移的影响

Figure 3 Effect of miR-139-5p on growth, colony formation, invasion and migration of  in SKOV3 cells

(A)WST法检测细胞活力；(B)集落形成实验检测细胞集落形成能力(×40)；(C)Transwell实验检测细胞侵袭(×100)； 

(D)Transwell实验检测细胞迁移(×100)。与NC组比较，**P<0.01，***P<0.001；n=3。

(A) Cell viability was measured by WST assay; (B) Colony formation capacity was detected by colony formation assay (×40); (C) Invasion 

was detected by Transwell assay (×100); (D) Migration was detected by Transwell assay (×100). **P<0.01, ***P<0.001 vs NC group, n=3.

图4 MiR-139-5p与NFAT基因的靶点验证

Figure 4 Target validation of miR-139-5p and NFAT genes

(A) NFAT为miR-139-5p的潜在靶基因；(B)WT和Mut的相对荧光素酶活性；(C)NFAT在mimic-NC和 miR-139-5p mimic转染的

SKOV3细胞中的表达。与NC组比较，**P<0.01；n=3。

(A) Identification of  NFAT as potential target of miR-139-5p; (B) Relative luciferase activity of WT and Mut; (C) Expression of  NFAT in 

NC and miR-139-5p mimic transfected SKOV3 cells. **P<0.01 vs NC group, n=3.
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图5 MiR-139-5p通过靶向NFAT影响SKOV3细胞的集落形成、侵袭及迁移能力

Figure 5 miR-139-5p affects colony formation, invasion and migration of SKOV3 cells by targeting NFAT

(A)集落形成实验检测细胞集落形成能力(×40)；(B)Transwell实验检测细胞侵袭(×100)；(C)Transwell实验检测细胞迁移

(×100)。与NC组比较，**P<0.01；与miR-139-5p mimic组比较，##P<0.01；n=3。

(A) Colony formation capacity was detected by colony formation assay (×40); (B) Invasion was detected by Transwell assay (×100);  

(C) Migration was detected by Transwell assay (×100). **P<0.01 vs NC group, ##P<0.01 vs miR-139-5p-mimic group, n=3.
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3  讨论

MiR NA可以作为肿瘤抑制因子或癌基因发挥

作用。如m i R - 1 3 9 - 5 p在乳腺癌、神经胶质瘤及胃

癌中可以通过靶向不同类型的多种癌基因起到抑

制肿瘤作用 [ 1 6 - 1 8 ]。而关于m i R - 1 3 9 - 5 p在卵巢癌中

的作用的研究不多。本研究发现在卵巢癌组织中

miR-139-5p的表达量低于癌旁正常组织；同时还发

现III~IV期卵巢癌组织中miR-139-5p表达低于I~II
期；提示miR-139-5p可能参与卵巢癌进展。且本研

究发现过表达miR-139-5p能抑制SKOV3细胞生长、

集落形成、侵袭与迁移，提示miR -1 3 9 -5 p在卵巢

癌中发挥抑制作用。MiRNA是通过靶基因发挥其

作用。本研究发现NFAT是miR-139-5p的靶基因。

NFAT在恶性肿瘤中过度表达，能促进肿瘤发生与

进展[13-14]。此前，miR-139-5p可通过抑制NFAT信号

通路，减弱神经母细胞瘤的迁移和侵袭[15]以及抑制

骨骼肌中肌球蛋白重链I和IIa的表达[19]，进一步验

证了本研究结果。既然NFAT是卵巢癌细胞中miR-
1 3 9 - 5 p的潜在靶基因，那么m i R - 1 3 9 - 5 p是否是通

过靶向NFAT来抑制卵巢癌细胞的集落形成能力、

侵袭能力以及迁移能力，尚不清楚。因此，本研

究首先研究了miR-139-5p mimic对NFAT表达的影

响，发现过表达miR-139-5p能抑制NFAT表达；并

且发现相比于单纯过表达miR-139-5p的SKOV3细

胞，miR-139-5p-mimic+NFAT共转染的SKOV3细胞

的细胞集落形成、侵袭以及迁移能力得到明显的

恢复。提示miR-139-5p是通过抑制靶基因NFAT来
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发挥对SKOV3细胞生长、集落形成、侵袭与迁移

的抑制作用。

综上所述， m i R - 1 3 9 - 5 p 通过靶向 N FAT 抑制

卵巢癌细胞的生长、细胞集落形成、侵袭以及迁

移。miR-139-5p可能是治疗卵巢癌的潜在靶点。
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