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miR-19通过 Keap-Nrf2/HO-1信号通路对卵巢癌细胞增殖的影响 *
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摘要 目的：研究卵巢癌组织和细胞中 miR-19的表达，探讨其异常表达对卵巢癌细胞 Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白 -1（Kelch-like

epichlorohydrin-associated protein1，Keap1）--核因子 E2相关因子 2（nuclearfactor-E2-relatedfactor2，Nrf2）/血红素氧合酶 -1（heme

oxygenase1，HO-1）信号通路及卵巢癌细胞增殖的影响。方法：回顾性收集 2019年 1月至 2020年 12月于我院就诊的患者经病理

切片诊断为卵巢癌上皮细胞的手术标本 30例，卵巢良性肿瘤标本 30例，正常卵巢组织标本 30例。免疫组化检测不同标本中

Keap1、Nrf2、HO-1的表达，检测卵巢组织及细胞中 miR-19、Keap1、Nrf2、HO-1的 mRNA表达水平，及卵巢癌细胞中 Keap1、Nrf2、

HO-1的蛋白表达水平。在 OVCAR-3细胞中沉默 miR-19后，Western Blot检测细胞内 Keap1、Nrf2、HO-1蛋白表达水平，收集沉

默 miR-19，对照组，沉默 Nrf2、对照组的 OVCAR-3细胞，继续培养 0 h、24 h、48 h后，检测细胞增殖和凋亡。结果：Keap1蛋白在卵

巢癌组织中的阳性表达显著低于良性卵巢肿瘤组织及正常卵巢组织；Nrf2和 HO-1蛋白在卵巢癌组织中的阳性表达显著低于良

性卵巢肿瘤组织及正常卵巢组织（P＜0.05）；沉默 miR-19抑制其表达后，细胞内 Keap1 mRNA、蛋白表达水平明显升高，Nrf2、

HO-1 mRNA表达水平无明显变化，蛋白表达水平明显降低（P＜0.05）；沉默 miR-19组、沉默 Nrf2组与转染阴性对照组相比，增殖

能力明显降低，凋亡能力明显升高（P＜0.05）。结论：卵巢癌细胞中，miR-19表达水平升高，可通过调控 Keap1-Nrf2/HO-1信号通路

影响卵巢癌细胞的增值、凋亡能力。
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The Effect of miR-19 on the Proliferation of Ovarian Cancer Cells through
the Keap-Nrf2/HO-1 Signaling Pathway*

To investigate the expression of miR-19 in ovarian cancer tissues and cells, and to explore the effect of its

abnormal expression on the Kelch like epichlorohydrin related protein-1 (Keap1)-nuclear factor E2 related factor 2 (Nrf2)/ heme oxyge-

nase-1 (HO-1) signaling pathway and proliferation of ovarian cancer cells. Retrospective collection 30 cases of ovarian cancer

epithelial cells diagnosed by pathological section, 30 benign ovarian tumors, 30 normal ovarian tissue specimens From January 2019 to

December 2020. The expression of Keap1, Nrf2, HO-1 in different specimens was detected by Immunohistochemical, the mRNA expres-

sion of miR-19, Keap1, Nrf2, HO-1 in ovarian tissue and cells was detected, the protein expression of Keap1, Nrf2, HO-1 in ovarian tis-

sue and cells was detected. The protein expression of Keap1, Nrf2, HO-1 in OVCAR-3 cells of miR-19 (-). Collect OVCAR-3 cells of

miR-19 silence group, Control group, Nrf2-silence group, control group after incubating 0 h, 24 h, 48 h, MTT detects cell proliferation

and apoptosis. The positive expression of Keap1 protein in ovarian cancer tissue was significantly lower than that in benign ovar-

ian tumor tissue and normal ovarian tissue, and the positive expression of Nrf2 and HO-1 protein in ovarian cancer tissue was significantly

lower than that in benign ovarian tumor tissue and normal ovarian tissue (P<0.05). The expression level of Keap1 mRNA, protein in cells
increased significantly after silencing miR-19, Nrf2, HO-1 mRNA expression level did not change significantly, and protein expression

level decreased significantly(P<0.05). Compared with transfection negative control group, the proliferation ability and apoptosis ability of
silencing miR-19 group and silencing Nrf2 group decreased significantly(P<0.05). miR-19 expression level in ovarian cancer

cells is elevated, which can affect the value-added and apoptosis ability of ovarian cancer cells by regulating Keap1-Nrf2/HO-1 signaling

pathway.
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前言

卵巢癌是当今世界女性最常见的恶性肿瘤之一，其发病率

较高，常见于围绝经期妇女，近年发病趋势趋于年轻化[1]。卵巢

癌起病隐匿，早期无明显症状，一经发现大多处于中晚期，出现

腹胀、腹部包块等肿瘤浸润症状，预后不良[2]。随着治疗技术的

更新，其 5年生存率仍较低，故探究卵巢癌发病的分子机制，寻

找新的治疗靶点显得尤为重要[3]。卵巢癌的病因十分复杂，可能

与持续排卵或高促性腺激素等有关，是遗传、环境、激素、心理

等多因素共同作用的结果，其中遗传可能是卵巢癌发生的独立

危险因素[4]。非编码 RNA（non-coding RNA，ncRNA）是广泛存

在于人体内，不翻译成蛋白质的，但具有重要作用的一类

RNA，可大致分为长链、短链[5]。而 miRNA（microRNA，miRNA）

是短链中最常见的一种，位于真核细胞内。miRNA在生物进化

过程中高度保守，虽不编码蛋白质，但可通过碱基互补配对的

方式，与靶基因 3'UTR 区（3 'untranslated region ，3 UTR）发生

特异性结合，引起靶基因的降解，参与基因的转录后调控[6]。

miRNA与靶基因的调控不是一一对应的，即一种 miRNA可调

节多个靶基因，而一个靶基因也可受多种 miRNA的调控[7]。

miRNA在细胞增殖、迁移、侵袭、胚胎发育等过程中发挥重要

作用[8]。miRNA可能通过激活机体的原癌基因或抑癌基因，发挥

促癌或抑癌的作用。既往研究发现 miR-19在宫颈癌[9]、胃癌[10]、

骨肉瘤[11]中低表达，发挥抑癌作用，在前列腺癌[12]中高表达，发

挥促癌作用，但在卵巢癌中的作用尚未见报道。已有研究发现

氧化应激参与肿瘤的发生发展，而 Keap1-Nrf/HO-1通路是氧

化应激的关键通路。本研究就 miR-19对 Keap1-Nrf/HO-1通路

及卵巢癌中的作用进行以下研究。

1 材料与方法

1.1 研究材料

卵巢癌 OVCAR-3细胞株；兔抗人 Nrf2多克隆抗体、兔抗

人 Keap1多克隆抗体、兔抗人血红素氧合酶 -1（heme oxyge-

nase1，HO-1）抗体（Santa Cruz）；1640 培养基（美国 Hyclone），

新生牛血清（美国 Gibco有限公司），0. 25 %胰蛋白酶（美国

Sigma公司），ECL发光液（美国 Amersham公司）。

1.2 标本

收集 2019年 1月至 2020年 12月于我院行手术的卵巢上

皮癌患者手术标本 30例（术前未经放化疗治疗，给予肿瘤细胞

减灭术，病理证实为卵巢上皮癌者），收集同期确诊为卵巢良性

肿瘤手术标本 30例（同期医院就诊，病理证实为良性组织）。卵

巢癌患者年龄为 26-74岁。FIGO（2000）分期：Ⅰ-Ⅱ期 16例，Ⅲ

-Ⅳ期 14例，病理分型：浆液性腺癌 18例，粘液性腺癌 8例，透

明细胞癌 4例。

1.3 免疫组化

所有组织经 10 %甲醛固定后，石蜡包埋制成蜡块，切成薄

切片，进行免疫组化实验。柠檬酸水溶液预处理，高压抗原修

复。实验以 PBS作为阴性对照，用实验室前期同组织制作病并

存档的已知 Nrf2阳性、Keap1 阳性、HO-1 阳性的浆液性子宫

内膜癌切片作为阳性对照。

1.4 细胞培养

将乳腺癌细胞培养至 80 %~90 %融合度时，转染 miRNA

或 Nrf2。待细胞长满后，采用常温 PBS冲洗，细胞刮刀收集细

胞，置于离心机中，离心后取上清至 1.5 mL离心管中，负 20摄

氏度保存，用于后续实验。

1.5 qRT-PCR 检测卵巢癌组织和细胞中 miR-19 以及

Keap1--Nrf2 /HO-1信号通路表达

取癌组织及癌旁组织研磨后，TRIzol提取总 mRNA和总

miRNA；RNA经 1 %琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度法 D260

/D280比值，反转录试剂盒进行 miRNA反转录，操作参照试剂

盒说明书。在 OVCAR-3细胞中分别转染 mi-19沉默质粒及阴

性对照物，Nrf2沉默质粒及阴性对照物后，检测 Keap1--Nrf2

/HO-1信号通路 RNA的表达情况。

1.6 Western Blot检测 Keap1--Nrf2 /HO-1信号通路的表达

在 OVCAR-3细胞中分别转染 miR-19、Nrf2沉默质粒及其

阴性对照物，检测细胞内Keap1--Nrf2 /HO-1信号蛋白表达水平。

1.7 MTT检测 OVCAR-3细胞增殖

消化细胞，制成单细胞悬液，接种于 96孔板，CO2培养箱

中培养 0 h、24 h、48 h，加入 20 mL MTT，继续培养 5 h，弃培养

液，加入 150 mL DMSO，摇床孵育 30 min，酶标仪测定 OD值，

计算细胞生长抑制率（IR）。

1.8 AnnexinV /PI法检测不同处理组细胞凋亡

取对数生长期的 SKV03细胞，5× 105/L的单细胞悬液接

种于 6孔培养板中，分别转染 miR-19、Nrf2沉默质粒及其阴性

对照物，每个时间点设 5个复孔，继续培养 24 h、48 h后，0.25 %

胰酶消化细胞，1000 rpm离心 10 min，弃上清。将细胞重悬于

100 mL结合缓冲液中，加入 5 mL膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光

素和 10 mL碘化丙啶，混匀，避光室温反应 15 min后，加入 400

mL结合缓冲液 1 h内上机检测。

1.9 统计学处理

采用 SPSS21.0，实验数据均以 x± s表示，组间比较用方差
分析，两两比较用 t检验；计数资料（%）表示，用 x2检验，P＜
0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 Keap1--Nrf2 /HO-1在卵巢癌、卵巢良性肿瘤及正常卵巢组

织的表达

Keap1在卵巢癌组织中阳性率明显低于卵巢良性肿瘤及

正常卵巢组织（x2=5.824，7.208，P＜0.05）。Nrf2在卵巢癌组织

中的阳性率明显高于卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织（x2=
10.261，7.185，P＜0.05）。HO-1在正常卵巢组织、卵巢癌组织中

的阳性率明显高于卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织（x2=14.
625，9.517，P＜0.05），见表 1。
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2.2 卵巢癌组织中 miR-19以及 Keap1--Nrf2 /HO-1的表达

采用 qRT-PCR检测卵巢癌、卵巢良性肿瘤、正常卵巢组织

中 miR-19、Keap1、Nrf2、HO-1 的表达水平，结果发现：卵巢癌

中 miR-19的表达水平较卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织明显升

高（t=17.229，19.317，P＜0.05）；卵巢癌中 Keap1 mRNA表达水

平较卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织明显降低（t=14.

816，14.175，P＜0.05）；卵巢癌中 Nrf2、HO-1 mRNA表达水平

较卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织明显升高（t=8.516，12.273，

P＜0.05），见表 2。

Note: *Compared with normal ovarian tissue, P＜0.05; #Compared with ovarian benign tumor, P＜0.05.

表 1 三组标本组织中 Keap1--Nrf2 /HO-1的阳性率比较

Table 1 Comparison of the positive rate of Keap1--Nrf2/HO-1 in the three groups of specimens

Groups Ovarian cancer (n=30) Ovarian benign tumor (n=30) Normal ovarian tissue (n=30)

Keap1 4(13.33)*# 17(56.67) 5(16.67)

Nrf2 18(53.33)*# 7(23.33) 3(10.00)

HO-1 23(76.67)*# 5(16.67) 0

Note: *Compared with normal ovarian tissue, P＜0.05; #Compared with ovarian benign tumor, P＜0.05.

表 2 三组 miR-19以及 Keap1--Nrf2/HO-1的表达比较（x± s）
Table 2 The expression comparison of three groups of miR-19 and Keap1--Nrf2/HO-1(x± s)

Groups Ovarian cancer (n=30) Ovarian benign tumor (n=30) Normal ovarian tissue (n=30)

miR-19 11.628± 2.115*# 2.816± 0.127 2.317± 0.168

Keap1 mRNA 1.318± 0.013*# 5.267± 1.208 6.175± 1.334

Nrf2 mRNA 9.862± 0.217*# 3.289± 0.162 2.885± 0.177

HO-1 mRNA 7.592± 0.337*# 2.859± 0.227 2.759± 0.294

2.3 卵巢癌细胞中 miR-19以及 Keap1--Nrf2 /HO-1的表达影响

miR-19（-）组 Keap1 mRNA表达水平较对照组明显升高

（P＜0.05），miR-19、Nrf2、HO-1 mRNA表达水平较对照组明显

降低（P＜0.05）；miR-19（-）组 Keap1蛋白表达水平较对照组明

显增强（P＜0.05），Nrf2、HO-1 蛋白表达水平明显降低（P＜
0.05）。见表 3、表 4。

表 3 卵巢癌细胞中 miR-19对 Keap1--Nrf2 /HO-1表达的影响（x± s）
Table 3 Effect of miR-19 on Keap1--Nrf2/HO-1 expression in ovarian cancer cells(x± s)

Groups Control group miR-19（-） t P

miR-19 10.879± 1.261 2.135± 0.226 11.268 0.034

Keap1 mRNA 1.315± 0.143 5.846± 0.122 14.219 0.029

Nrf2 mRNA 8.126± 0.338 3.018± 0.154 51.267 0.008

HO-1 mRNA 7.986± 0.162 2.167± 0.177 9.257 0.039

2.4 细胞增殖能力比较

miR-19（-）组、Nrf2（-）组 0 h、24 h细胞增殖能力较对照组

无明显变化（P＞0.05）；miR-19（-）组、Nrf2（-）组 48 h细胞增殖

能力较对照组明显降低（P＜0.05），见表 5。

2.5 细胞凋亡能力比较

miR-19（-）组、Nrf2（-）组 24 h细胞凋亡能力较对照组无明

显变化（P＞0.05）；miR-19（-）组、Nrf2（-）组 48 h细胞增殖能力

较对照组明显降低（P＜0.05），见表 6。

3 讨论

卵巢癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率逐年升高，

严重威胁女性健康。可发生于任何年龄，年轻女性易患生殖细

Groups Control group miR-19（-） t P

Keap1 protein 1.014± 0.022 3.018± 0.025 20.14 0.014

Nrf2 protein 4.017± 0.114 1.124± 0.007 8.126 0.042

HO-1 protein 6.204± 0.219 1.985± 0.019 9.127 0.041

表 4 卵巢癌细胞中miR-19对 Keap1--Nrf2 /HO-1蛋白表达的影响（x± s）
Table 4 Effect of miR-19 on Keap1--Nrf2/HO-1 protein expression in ovarian cancer cells (x± s)
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胞肿瘤，而中老年女性易患上皮性卵巢癌[13]。卵巢较小，位置较

深，一经发现大多处于中晚期。早期缺乏特异症状，卵巢癌最常

见的类型是上皮性卵巢癌，恶性程度高，死亡率高，易复发，5

年生存率低[14]。卵巢癌细胞是卵巢癌发生、生长、转移的基础，

可在一定程度上提示病情的严重程度[15]。miRNA具有广泛的

基因调节功能，在卵巢癌的发生、发展过程中发挥作用[16]。Nrf2

是 CNC转录因子成员之一，具有碱性亮氨酸拉链结构，是氧化

应激反应的重要调节因子之一[17]。Keap1是 Kelch家族的成员

之一，是 Nrf2的调节因子，可对 Nrf2进行负性调控[18]。正常情

况下，Keap1-Cu13-E3泛素连接复合体与 Nrf2结合，使得 Nrf2

被泛素化，进而降解失去功能[19]，当机体发生氧化应激反应时，

Nrf2经过特定的修饰作用与 Keap1解离，转移到细胞核内，调

控细胞内的转录活动[20]。HO-1是 Nrf2的靶基因之一，可作为一

种保护性因素，抵御外界各种刺激和伤害，恢复内环境稳态[21]。

本研究发现 Keap1在卵巢癌组织中阳性率明显低于卵巢

良性肿瘤及正常卵巢组织。Nrf2、HO-1在卵巢癌组织中的阳性

率明显高于卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织。卵巢癌中 miR-19

的表达水平较卵巢良性肿瘤及正常卵巢组织明显升高；卵巢癌

中 Keap1 mRNA、蛋白表达水平较卵巢良性肿瘤及正常卵巢组

织明显降低；卵巢癌中 Nrf2、HO-1 mRNA、蛋白表达水平较卵

巢良性肿瘤及正常卵巢组织明显升高，与免疫组化结果一致。

提示卵巢癌中 Keap-Nrf2/HO-1通路被激活，Keap1表达减少，

导致 Keap1与 Nrf2发生解离，激素在细胞核中，Nrf2、HO-1表

达升高，与李亚玲[22]研究结果相一致，该学者探讨 Nrf2及 P62

在卵巢癌及相应的正常组织中的阳性表达情况，收集 70例卵

巢癌组织及正常组织，. 结果显示在卵巢癌组织中，Nrf2与 P62

蛋白及 mRNA的表达量均明显高于正常组织。

miR-19（-）组 Keap1 mRNA、蛋白表达水平较对照组明显

升高，Nrf2、HO-1 mRNA、蛋白表达水平较对照组明显降低。近

来研究发现 miRNA可以进入肿瘤患者的血液循环，对于肿瘤

的早期诊断、早期干预具有重要作用。本研究提示 miR-19可靶

向抑制 Keap1的表达，进而影响 Keap1--Nrf2/HO-1通路的表

达。在卵巢癌组织和细胞中 miR-19高表达，Keap1低表达，沉

默miR-19后，Keap1表达明显升高，Nrf2、HO-1表达明显降低，

与田文秀 [23] 等学者的研究类似，观察卵巢癌组织和细胞中

miR-141 的表达 , 探讨其异常表达对卵巢癌细胞 Keap1-

Nrf2/HO-1信号通路的影响，选择卵巢上皮癌患者的手术标本

15例，良性卵巢肿瘤标本 15例及正常卵巢组织标本 15例，经

检测后，Keap1蛋白在卵巢癌组织中的阳性表达显著低于良性

卵巢肿瘤组织及正常卵巢组织，Nrf2和 HO-1蛋白在卵巢癌组

织中的阳性表达显著低于良性卵巢肿瘤组织及正常卵巢组织，

转染 miR-141siRNA抑制其表达后，与转染阴性对照物组相

比，细胞内 Keap1 mRNA 水平和蛋白表达显著上升，Nrf2，

HO-1 mRNA水平表达变化无显著差异，而蛋白表达水平降低。

本研究结果提示 miR-19的表达异常可能引起 Keap1 与 Nrf2

解偶联异常，进而调节卵巢癌的发生。在乳腺癌细胞中，

表 5 不同处理组培养 0 h、24 h、48 h后卵巢癌细胞细胞增殖能力比较（%，x± s）
Table 5 Comparison of cell proliferation ability of ovarian cancer cells after 0 h, 24 h, and 48 h in different treatment groups (%, x± s)

Groups n 0 h 24 h 48 h

miR-19（-）-NC 10 1.286± 0.021 3.215± 0.127 5.134± 1.003

miR-19（-） 10 1.326± 0.015 1.958± 0.725 2.151± 0.026

t 0.137 2.315 7.426

P 0.815 0.23 0.045

Nrf2（-）-NC 10 1.552± 0.023 3.125± 1.257 5.261± 1.154

Nrf2（-） 10 1.782± 0.004 1.825± 0.117 2.167± 0.018

t 0.255 2.346 7.521

P 0.721 0.21 0.044

表 6 不同处理组培养 24 h、48 h后细胞凋亡能力比较（x± s）
Table 6 Comparison of apoptosis ability in different treatment groups after 24 h and 48 h culture (x± s)

Groups n 24 h 48 h

miR-19（-）-NC 10 3.42± 0.77 4.26± 1.21

miR-19（-） 10 3.31± 1.28 11.29± 2.34

t 0.148 7.261

P 0.792 0.042

Nrf2（-）-NC 10 2.84± 0.79 3.20± 1.17

Nrf2（-） 10 2.75± 0.82 7.82± 2.16

t 0.124 13.158

P 0.863 0.031
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Keap-Nrf2/HO-1 通路的表达异常与 miR-200 密切先关，

miR-200可通过与 Keap1相互作用，促进其降解，导致 Nef2在

细胞核内聚集，影响乳腺癌的进展 [24]。此外在低氧条件下，

miR-101可作用于 Cul13，促进其降解，诱导 Nrf2及 HO-1蛋白

的表达，提示 miRNA可能通过与 Nrf2相互作用，影响其通路

的作用[25]。在神经母细胞瘤中，miRNA可能通过降低 Nrf2的细

胞核内表达，降低 NQO1等蛋白的表达，影响肿瘤的发生[26]。

Keap1--Nrf2/HO-1信号通路与体内多种生理反应密切相关，对

机体抗炎、抗肿瘤、调节免疫具有重要调控作用[27]，而该通路也

可能受 miR-19的影响，为 miR-19对卵巢癌的作用价值提供参

考价值。

为进一步研究 miR-19对卵巢癌细胞增殖、凋亡能力的影

响，本研究沉默 miR-19后，发现 miR-19（-）组、Nrf2（-）组 0 h、

24 h细胞增殖能力较对照组无明显变化，48 h细胞增殖能力较

对照组明显降低；miR-19（-）组、Nrf2（-）组 24 h细胞凋亡能力

较对照组无明显变化，48 h细胞增殖能力较对照组明显降低。

目前关于 miR其他成员，如 miR-599[28]、miR-141[23]、miR-125[29]

对卵巢癌细胞增殖、凋亡的研究比较多，但是关于 miR-19还没

有类似的研究。本研究创新的研究了 miR-19对卵巢癌细胞增

殖、凋亡能力的影响，提示 miR-19可能对卵巢癌的增殖和凋亡

能力具有一定作用[30]，可能通过调节 Keap-Nrf2/HO-1影响细胞

的增殖、凋亡。

当然，本研究存在一定局限性。① 本研究样本量较小；② 未

对 miR-19对 Keap-Nrf2/HO-1作用点机制进行具体研究；③ 未

对卵巢癌的病情严重程度进行进一步分类。未来期待临床多中

心、大样本、临床与基础相结合的研究，为卵巢癌的靶向治疗带

来新的参考依据。

综上，卵巢癌细胞中，miR-19表达水平升高，可通过调控

Keap1-Nrf2/HO-1信号通路影响卵巢癌细胞的增值、凋亡能力。
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