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miR-93-5p通过靶向 CDKN1A促进多囊卵巢综合征颗粒样瘤细胞 KGN

的生长增殖 *
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摘要 目的：验证 CDKN1A是 miR-93-5p直接调控的靶基因，阐明 miR-93-5p可通过靶向 CDKN1A促进人卵巢颗粒样肿瘤细胞

系 KGN的生长增殖。方法：选取我院 2016年 6月 -2019年 6月期间确诊的 40例多囊卵巢综合征（PCOS）患者作为研究对象，

qRT-PCR检测 PCOS病变卵巢组织和病灶旁正常卵巢组织（对照）中 miR-93-5p和 CDKN1A的表达水平。TargetScan软件用以预

测 miR-93-5p靶基因，并使 CDKN1A所含 3'-UTR克隆至目的基因下游（CDKN1A-wt或 CDKN1A-mut），并分别与 miR-93-5p模

拟物（miR-93-5p mimics）以及其无关对照寡核苷酸序列（scramble）共转染，荧光素酶报告基因实验验证所预测的靶基因，

qRT-PCR和Western blot分别检测转染 miR-93-5p mimics及其对照 scramble-1、miR-93-5p抑制剂（miR-93-5p inhibitor）及其对照

scramble-2后的 mRNA和蛋白表达水平。MTT实验验证分别转染 miR-93-5p mimics、scramble、CDKN1A质粒（pcDNA3.1-CD-

KN1A）、空载体 vector（pcDNA3.1）、miR-93-5p+CDKN1A质粒、scramble+vector质粒到 KGN细胞中后细胞的生长增殖活性。结

果：miR-93-5p在 PCOS病变卵巢组织中的表达水平显著高于正常卵巢组织，CDKN1A在 PCOS患者卵巢组织中的表达水平显著

低于正常卵巢组织（均 P<0.05）。在共转染 miR-93-5p mimics和 CDKN1A-wt、scramble 和 CDKN1A-wt 的两组中，与共转染

scramble和 CDKN1A-wt组相比，共转染 miR-93-5p和 CDKN1A-wt组的荧光素酶活性强度降低了约 40.9% (P<0.05)。转染
miR-93-5p mimics后，CDKN1A的 mRNA和蛋白表达水平均显著下调（P<0.05）；转染 miR-93-5p inhibitor后，CDKN1A的 mRNA

和蛋白表达水平均显著上调（P<0.05）。在细胞增殖实验中，转染 miR-93-5p mimics后，KGN细胞的生长速度显著高于 scramble组

（P<0.05）；与 vector组比，转染 CDKN1A可显著抑制 KGN细胞的生长（P<0.05）；同时转染 miR-93-5p mimics和 CDKN1A后，

miR-93-5p对细胞增殖的促进作用降低（P<0.05）。结论：miR-93-5p通过靶向调控 CDKN1A表达而促进人卵巢颗粒样肿瘤细胞系

KGN的生长增殖。
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miR-93-5p Promotes the Growth and Proliferation of KGN in Granulomatous
Tumor Cells of Polycystic Ovary Syndromeby Targeting CDKN1A*

To verify that CDKN1A is a target gene directly regulated by mir-93-5p, and to clarify that mir-93-5p can

promote the growth and proliferation of human ovarian granulosa tumor cell line kgn by targeting CDKN1A. 40 patients with

polycystic ovary syndrome (PCOS) diagnosed by our hospital from June 2016 to June 2019 were selected as the research objects,

qRT-PCR was used to detect the expression of miR-93-5p and CDKN1A in diseased and normal ovarian tissues (control). the target gene

of miR-93-5p was predicted by Targetscan software, and the 3 '- UTR contained in CDKN1A was cloned to the downstream of the target

gene (CDKN1A-wt or CDKN1A-mut), and co transfected with miR-93-5p mimic (miR-93-5p mimics) and its unrelated control

oligonucleotide sequence (scrabble) respectively. Luciferase reporter gene experiment verifies the predicted target gene, were verified by

the fluorescent enzyme reporter gene experiment. The expression level of mRNA and protein of the target gene was detected by qRT

PCR and Western blot methods. MTT assay was used to verify the growth and proliferation of kgn cells transfected with miR-93-5p

mimics, scrabble, CDKN1A plasmid (pcDNA3.1-CDKN1A), vector （pcDNA3.1）, miR-93-5p + CDKN1A and scrabble + vector

plasmids. The expression level of miR-93-5p in diseased ovarian tissue was significantly higher than that of normal ovarian

tissue, and the expression level of CDKN1A in ovarian tissue of PCOS patients was significantly lower than that of normal ovarian tissue

(all P＜0.05). In the co transfection of miR-93-5p mimics and CDKN1A-wt, scrabble and CDKN1A-wt, compared with the co

transfection of scrabble and CDKN1A-wt, the activity of luciferase in the co transfection of miR-93-5p and CDKN1A-wt decreased by

40.9% (P<0.05). After transfected by miR-93-5p mimics, the mRNA and protein expression of CDKN1A were significantly down
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前言

多囊卵巢综合征（Polycystic ovary syndrome，PCOS)属于一

种女性生殖系统相关内分泌病症，通常在育龄期女性中较为多

见[1，2]。75%左右的 PCOS患者存在胰岛素抵抗，雄激素浓度过

高，过胖，闭经等[3]。微小MicroRNAs（miRNAs）属于内源型非

编码形成的一类小分子 RNA，能和 mRNA自身 3'-UTR形成

（不）完全配对，进而导致 mRNA降解，并阻碍 mRNA翻译，从

而负向调节其转录后的水平[4]。目前，miRNAs已被证实和细胞

增殖及分化，以及侵袭和转移等过程有关 [5，6]。且研究发现

miRNAs可参与多种疾病的发生亦或是癌症的进展，甚至和个

体发育等过程也联系紧密[7，8]。有报道显示 PCOS与多种 miR-

NAs的异常表达有着密切关联，也与多项临床指标呈正相关或

负相关，例如 PCOS与 miR-93，miR-509，miR-223等 miR的表

达相关，与胰岛素和雄激素等相关[9，10]。miR-93具有茎环结构前

体，根据 miR-93在细胞核外的剪接位点的不同分为 miR-93-3p

和 miR-93-5p [11，12]。目前对 miR-93 研究较为深入，但对

miR-93-5p的研究极少[13，14]。尽管已有研究表明 miR-93的表达

与 PCOS相关，且 miR-93在肿瘤细胞的增殖、凋亡、迁移、分化

等方面发挥了十分重要的作用，但是关于 miR-93-5p与 PCOS

相关性的研究很少，miR-93-5p是否在 PCOS中发挥作用尚不

明确[15，16]。细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子 1A（CDKN1A）在

多种肿瘤中可抑制肿瘤细胞的生长增殖，是细胞周期的负性调

控因子，为一种典型的抑癌基因，尽管 CDKN1A在多种恶性肿

瘤中的作用已有一定的研究[17，18]，但是关于其抑制 PCOS卵巢

颗粒样瘤细胞株 KGN生长增殖的研究报道还较少。据此，本研

究拟以上述研究背景为基础，证实 CDKN1A是 miR-93-5p直

接调控的靶基因，并证实 miR-93-5p可通过抑制其靶基因 CD-

KN1A而促进 PCOS卵巢颗粒样瘤细胞株 KGN的生长增殖。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

① miR-93-5p 模拟物（miR-93-5p mimics）及其对照 scram-

ble-1、miR-93-5p 抑制剂（miR-93-5p inhibitor）及其对照 scram-

ble-2 均购自 Ambion 公司。② 兔抗人型 CDKN1A的单抗及

茁-actin的多抗均购自 CAT公司；③ 辣根过氧化物酶所标记的

羊抗兔型二抗购自博士德公司（武汉）。④ pcDNA3.1-CDKN1A

重组质粒（CDKN1A），pcDNA3.1 的空载体对照（vector）购自

GeneCopoeia公司。⑤ 突变 /野生型 CDKN1A的 3'-非翻译区

（3'-UTR）的荧光素酶报告载体 CDKN1A-mut/CDKN1A-wt经

GeneCopoeia公司设计。⑥ 双荧光素酶活性测定试剂盒购自

Promega公司；⑦ Lipofectamine 2000型转染试剂和 Trizol购自

Invitrogen 公司；⑧ 蛋白提取的试剂盒购自 BestBio 公司；⑨

ECL化学发光测定试剂盒以及 BCA蛋白定量的测定试剂盒购

自 Thermo公司；⑩ MTT细胞的增殖 /毒性检测试剂盒购买于

Sigma公司。

1.2 样本来源

选取我院 2016 年 6 月 -2019 年 6 月期间确诊的 40 例

PCOS患者，收集其卵巢组织和病灶旁正常组织进行研究，其

中 PCOS的诊断标准为：(1)稀发排卵亦或是无排卵。(2)高雄激

素血症亦或是存在多毛或痤疮等高雄激素症状表现。(3)B超需

在患者的月经周期亦或是黄体酮撤退之后出血的 3～5天检

测，若结果表明双侧的卵巢均含有超过 12个的直径为 2～9 mm

小卵泡，换言之卵巢有多囊样变化，且卵巢体积相对增大(即每

侧 >10 mL，其中卵巢体积为 0.5伊长伊宽伊厚)[19]。诊断时需除外高

雄激素血症或其它因素，所有病例均签署了知情同意书。40例

PCOS 病变组织和正常对照组织均保存于液氮中用于提取

RNA。

1.3 细胞培养

人 PCOS卵巢颗粒样瘤细胞株 KGN细胞（购自上海生

命科学院中的生化细胞所）培养条件：① 10%胎牛血清(FBS，

HycloneLaboratories)；② 100 U/mL的青霉素；③ 0.1 mg/mL的链

霉素(双抗，Invitrogen)型 DMEM/F12类培养基 (Sigma)当中；④

细胞存于 37℃，且有 5% CO2的培养箱中实施孵育。

1.4 转染 miRNA和质粒

在细胞生长汇合度达到 80-90%时采集细胞，并经 10%

FBS的有关 DMEM/F12培养基将其稀释成 1~5 伊104个 /mL细

胞悬液。以 2 mL每孔加进 6孔板，直至细胞的汇合度是 60%

~80%后预备转染。再用 EP管配制好 lipofectamin 2000以及转

染试剂（如质粒亦或是 miRNA的前体），而后混匀，在室温下放

置约 20 min。将混合物同不含抗生素的无血清培养液均匀混

合，添加至待转染 6孔板内，并在培养箱内培养约 6h之后更换

为常规的培养基。等待 48 h，采集细胞并提取其蛋白或是

RNA，实施后续实验。

1.5 RNA的提取及 qRT-PCR的检测

将存于液氮内的 PCOS组织及用于正常对照的组织样品

各 100 mg，依次加至 700 mL 的 TRIzol reagent (Invitrogen,

USA)中研磨。而细胞系的总 RNA在提取时为每 6孔板内添

加 100 滋L的 TRIzol，剩余试剂按比例减少。在室温下 5 min后

添加 140 mL的氯仿，而后震荡 15s继续在室温下放置约 5 min。

regulated (P<0.05); after transfected by miR-93-5p inhibitor, the mRNA and protein expression of CDKN1A were significantly up

regulated (P<0.05). In the experiment of cell proliferation, the growth rate of KGN cells was significantly higher than that of scrabble

group (P<0.05) after transfected by miR-93-5p mimics; compared with vector group, CDKN1A could significantly inhibit the growth of

KGN cells (P<0.05); After simultaneous transfected by miR-93-5p mimics and CDKN1A, the promoting effect of miR-93-5p on cell

proliferation was decreased (P<0.05). miR-93-5p can promote the growth and proliferation of KGN by targeting CDKN1A

expression.

Polycystic ovary syndrome; miRNA-93-5p; CDKN1A; Proliferation
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图 1 miR-93-5p和 CDKN1A在卵巢组织中的表达水平

Fig. 1 The expression levels of mir-93-5p and CDKN1A in ovarian tissue

Note: Compared with the control, *P＜0.05.

再给予 4℃下 15 min的 12000 rpm离心。将上层清液吸取至另

一个 EP管内，以 0.5 mL的异丙醇 /mL Trizol这一比例添加异

丙醇并混匀，在室温下放置约 10 min，而后离心并弃去上清。用

1 mL 75%的乙醇对沉淀洗涤，于 4℃下行 5 min 7500 rpm的离

心，而后弃去上清，并在室温下干燥，添加 30 滋L的无 RNase双

蒸水进行溶解。提取 1 滋L测定 RNA的浓度和纯度，而后放于

-20℃下保存备用。将自组织亦或是细胞系内所提取的有关总

RNA 用于模板，按照逆转录试剂盒 TaqMan MicroRNA Re-

verse Transcription Kit（Life Technologies，UK）说明书实施操

作，将其逆转录形成 cDNA。再将 cDNA作为模板，通过 qSY-

BR-Green-containing PCR kit（Qiagen，USA）的说明书常规操

作，所用设备是 BioRad 公司的 IQTM5 Multicolor Real-Time

PCR Detection System（USA）。miR-93-5p和 SOX2 的引物由

Invitrogen公司合成，将 U6作为内参，通过 2-Δ Δ C
T算出相对表

达量。其中△ △ CT为(CT miRNA-CT U6)target- (CT miRNA- CT

U6)control。总反应体系是 20 滋L，每组实验设置三个复孔。
1.6 荧光素酶活性检测 miR-93-5p靶基因

将实验分成四组：（1）miR-93-5p mimics 与 CDKN1A-wt；

（2）scramble 与 CDKN1A-wt；miR-93-5p mimics；（3）CD-

KN1A-mut；（4）scramble 与 CDKN1A-mut。依次转染四组至

PCOS的卵巢颗粒样瘤有关细胞株的 KGN细胞内，在 48 h后

对细胞进行采集。通过双荧光素酶活性测定试剂盒内的说明书

进行操作。并用单光子检测仪（Biorad公司，USA）对荧光素酶

的活性实施测定。各组实验均设置 3个复孔。

1.7 Western blot 测定 KGN 细胞中 CDKN1A 的蛋白表达改

变 将实验分四组：miR-93-5p mimics及其对照 scramble-1；

miR-93-5p inhibitor及对照 scramble-2。依次转染至 KGN细胞

内，在 48 h之后将细胞总蛋白进行提取，用 BCA法对蛋白浓

度实施测定。依次取 30 滋g的样本，实施 10% SDS-PAGE的凝

胶电泳试验。而后将蛋白转到 PVDF膜，在 5% BSA室温下封

闭约 1-2 h，添加 1:2000比例的兔抗人型 CDKN1A抗体以及 1:

1000比例的兔抗人型 茁-catin抗体，4℃过夜。用 TBST洗膜计

3次，10 min/次，添入 1:800比例的羊抗兔型二抗，在室温下孵

育约 1 h，以 TBST洗膜计 3次，10 min/次。添加 ECL发光剂经

X片予以曝光和显影，以及定影，而后扫描保存有关条带影像。

通过 Quantity One软件实施处理，将目的蛋白 --CDKN1A条带

及 茁-actin蛋白二者的灰度值比值记录目的蛋白自身的相对表
达水平，为每组试验均设置 3个复孔。

1.8 MTT法测定 miR-93-5p及 CDKN1A，以及 KGN增殖活性

评价

将实验分六组：（1）miR-93-5p 与 scramble；（2）CDKN1A

与 vector；（3）miR-93-5p+CDKN1A与 scramble+vector。依次转

染至 KGN细胞，并为每组设置共 6个复孔，为未接种细胞的有

关孔内添加 DMEM作为调零孔。完成转染之后可在培养箱内

进行 48 h的培养，而后为每孔添加 30 滋L MTT，并在 37℃下孵

育约 2 h。为每孔添加 150 滋L的 DMSO。给予 10 min的低速振

荡待结晶物得到完全融解。通过酶标仪检测 492 nm波长下的

OD492。且增殖活性为(处理组 -调零孔)／(对照组 -调零孔)伊
100%，为各组实验均设置 3个复孔，其中对照组是 scramble组

亦或是 vector组。

1.9 统计学处理

用 SPSS21.0统计学软件对数据实施分析。计量资料以均

数依标准差这一形式加以表示。两组间的数据对比选择成组 t

检验，而多组间的数据对比选择单因素方差分析及 LSD-t检

验。当 P<0.05时，差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-93-5p在卵巢组织内的表达

qRT-PCR测定 miR-93-5p在 PCOS卵巢组织中的表达，结

果显示：与正常卵巢组织的（0.80依0.11）进行比较，miR-93-5p在
PCOS卵巢组织中表达上调为（1.18依0.13），差异有统计学意义
(t=14.113，P=0.000)，见图 1A。进一步检测 CDKN1A在 PCOS

卵巢组织中的表达，与正常卵巢组织（1.17依0.07）进行比较，我
们发现 CDKN1A在 PCOS卵巢组织中表达显著下调（0.78依
0.09），差异有统计学意义 (t=21.633，P=0.000)，见图 1B。

2.2 TargetScan软件预测及荧光素酶报告载体实验结果

通过 TargetScan 在线软件预测，结果显示 CDKN1A 是

miR-93-5p直接调控的靶基因（见图 2A）。使野生 /突变型的

CDKN1A 自身 3'-UTR 克隆至目的基因下游，依次使 CD-

KN1A-wt/mut及 miR-93-5p模拟物（即 miR-93-5p mimics），以

及无关对照的寡核苷酸序列（即 scramble）共转染到 KGN细胞
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图 2 TargetScan软件预测和荧光素酶报告载体实验结果

Fig. 2 The results of TargetScan software predictions and luciferase reporter assays

Note: A: Targetscan software prediction and Luciferase Report; B: The activity of fluorescein in CO transfection of CDKN1A wt and CDKN1A mut;

C: Relative expression of CDKN1A mRNA in each group, Compared with the scramble-1 group,*P＜0.05;

compared with the scramble-2 group, #P＜0.05. D: Relative expression of CDKN1A protein in each group.

中。测定荧光素酶的有关活性，结果表明：共转染 CDKN1A-wt

以及 miR-93-5p mimics 时，活性强度降低约 40.9%，差异有统

计学意义 [(1.03依0.08)vs(0.60± 0.06)，t=10.533，P=0.000]；共转
染 CDKN1A-mut以及 miR-93-5p mimics/scramble时，活性强

度并无显著差别[(1.02依0.06)vs(0.99依0.06)，t=0.866，P=0.407]，
见图 2B。换言之，CDKN1A属于 miR-93-5p可直接调控的重要

靶基因。为明确 miR-93-5p是否可通过调控 CDKN1A从而影

响卵巢颗粒瘤细胞 KGN 的生长增殖，我们分别转染

miR-93-5p mimics及其对照 scramble-1，miR-93-5p inhibitor 以

及对照 scramble-2 到 KGN 细胞中，qRT-PCR 和 Western Blot

分别检测 CDKN1A的 mRNA及蛋白表达水平。结果显示，与

scramble-1 组相比，miR-93-5p mimics 组 CDKN1A 的 mRNA

及蛋白表达明显下降[(1.12依0.08)vs(0.43依0.06)，t=16.901，P=0.
000；(0.83依0.07)vs(0.39依0.06)，t=11.690，P=0.000]；与 scramble-2

组相比，miR-93-5p inhibitor组 CDKN1A的 mRNA及蛋白表达

明显升高 [(1.01依0.04)vs (1.63依0.09)，t=15.420，P=0.000；(0.83依
0.02)vs(0.98依0.06)，t=5.809，P=0.000]，见图 2C和图 2D。

2.3 miR-93-5p通过靶向 CDKN1A促进卵巢颗粒瘤细胞 KGN

的生长增殖

MTT实验共分六组，分别为：scramble组、miR-93-5p组、

vector 组、CDKN1A 组、scramble+vector 组和 miR-93-5p+CD-

KN1A组。在转染 48 h后，MTT法测定细胞生长增殖的活性。

与 scramble 组（99.32依1.38）相比，miR-93-5p 组的细胞增殖能
力（173.64 依8.16）明显升高（t=21.997，P=0.000）；与 vector 组

（96.32依1.12）比较，CDKN1A组细胞增殖能力（43.72依1.85）显
著 降 低 （t=59.578，P=0.000）； 与 miR-93-5p 组 比 较 ，

miR-93-5p+CDKN1A 组细胞增殖能力（64.32依3.31）显著降低
（t=30.409，P=0.000），而与 CDKN1A 组比较，miR-93-5p+CD-

KN1A组细胞增殖能力显著增加，差异具有统计学意义（t=13.

307，P=0.000）。见图 3。

3 讨论
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图 3 MTT检测 KGN细胞的增殖能力

Fig.3 Detection of KGN cell proliferation by MTT

Notes: Compared with the scramble group,*P＜0.05; compared with the vector group, #P＜0.05;

compared with the miR-93-5p group, &P＜0.05; compared with the CDKN1A group, @P＜0.05.

多囊卵巢综合征（PCOS）是常见内分泌疾病，在育龄妇女

中高发 [20]。据文献报道，PCOS主要的临床表现为月经周期紊

乱，不孕，毛发多，肥胖，雄激素过高等[21-22]。PCOS患者易发生

胰岛素抵抗、高胰岛素血症、非胰岛素依赖型的 II型糖尿病、心

血管类疾病及睡眠窒息等疾病[23，24]。多囊卵巢综合征的患病率

存在调查对象、区域、种族和诊断标准的差异[25]。因此，在基因

层面分析此病的内在联系具有重要的意义。本文通过验证

CDKN1A是 miR-93-5p直接调控的靶基因，阐明 miR-93-5p可

通过靶向 CDKN1A促进人卵巢颗粒样肿瘤细胞系 KGN的生

长增殖，以期更加详实地剖析 PCOS 疾病的基因学机制。

miR-93-5p在 PCOS中发挥类似于癌基因的作用，在 PCOS中

高表达。而过表达的 miR-93-5p可以通过抑制细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制因子 1A的表达，促进 PCOS卵巢颗粒瘤细胞

KGN的生长、增殖，而 CDKN1A在多种肿瘤中发挥抑制肿瘤

细胞的生长增殖的作用，CDKN1A是细胞周期的负性调控因

子，是一种代表性的抑癌基因，CDKN1A被抑制则意味着细胞

增殖活性被激活，导致疾病的进展 [26，27]。我们研究已表明

miR-93-5p 在 PCOS 卵巢组织中表达上调，且 CDKN1A 在

PCOS的卵巢组织中表达下调。并证实 miR-93-5p是通过直接

靶向 CDKN1A而促进 PCOS卵巢颗粒样瘤细胞株 KGN的生

长增殖。

miR-106b-25家族包括 miR-93，miR-25 和 miR-106b 三名

成员，其中 miR-93具有茎环结构前体，根据 miR-93在细胞核

外的剪接位点的不同分为 miR-93-3p和 miR-93-5p[28，29]。目前对

miR-93 研究较多，对 miR-93-5p 的研究极少，对 miR-93-5p

和PCOS之间相互关系的研究几乎没有。细胞周期相关基因

CDKN1A是一种肿瘤抑癌基因，常在多种肿瘤组织中突变，

与多种疾病的发生发展之间关系密切，目前关于 miR-93-5p

和 CDKN1A在 PCOS中的作用研究较少，具体机制不明[30]。

为验证 CDKN1A是否为 miR-93-5p直接调控的靶基因，并阐

明 miR-93-5p 是否可通过靶向 CDKN1A 促进 PCOS 卵巢颗

粒样瘤细胞系 KGN的生长增殖。采用多种分子生物学技术来

探究 miR-93-5p、CDKN1A与 PCOS的关系。生物信息学软件

TargetScan对 miR-93-5p靶基因实施预测，通过荧光素酶报告

基因试验测定 CDKN1A活性，并用 qRT-PCR测定 CDKN1A

的有关 mRNA表达，以Western blot法测定 CDKN1A蛋白表

达。同时通过MTT细胞增殖的试验从功能上对 miR-93-5p直

接靶向 CDKN1A促进卵巢颗粒细胞 KGN的生长予以验证。通

过转染 miR-93-5p到 KGN细胞中，发现 miR-93-5p能显著促

进 KGN细胞的生长。且过表达 CDKN1A能够减少 miR-93-5p

对 KGN细胞生长增殖的促进作用。

综上，miR-93-5p可通过直接靶向 CDKN1A，抑制细胞周

期相关基因 CDKN1A的表达，从而促进 PCOS卵巢颗粒瘤细

胞 KGN的生长。后续将进行 miR-93-5p直接靶向 CDKN1A促

进多囊卵巢颗粒细胞瘤生长的机制研究，为 PCOS的治疗及防

治提供新的思路，为临床治疗提供药物作用的新靶点。
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