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miR-518a-5p / HDAC6 轴参与卵巢癌 SKOV3 细胞
DNA 氧化损伤的作用机制

朱　 玲,蔡伟莉∗,刘　 超,许国莹,张　 苗,叶耘峰

(江苏护理职业学院
 

医学技术学院,江苏
 

淮安　 223005)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨 miR-518a-5p / 组蛋白去乙酰酶 6( histone
 

deacetylase
 

6,HDAC6) 轴参与卵巢癌

(ovarian
 

cancer,OC)SKOV3 细胞 DNA 氧化损伤的作用机制。 方法　 实时荧光定量逆转录 PCR(qRT-PCR)检

测 OC 组织和不同癌细胞( A2780、SKOV3、CAOV3)中 miR-518a-5p、HDAC6
 

mRNA 表达,将 SKOV3 细胞分为

Control 组、miR-NC 组、 miR-518a-5p
 

mimics 组、 miR-518a-5p
 

mimics + pcDNA-NC 组、 miR-518a-5p
 

mimics + pc-
HDAC6 组。 利用平板克隆与 Hoechst33258 染色分析细胞增殖与凋亡情况;免疫荧光法检测磷酸化组蛋白

H2AX(phosphorylated
 

histone
 

H2AX,γ-H2AX)表达;流式细胞仪分析活性氧( reactive
 

oxygen
 

species,ROS)水

平;Western
 

blot 法分析 HDAC6、Bcl-2 相关 X 蛋白( Bcl-2-associated
 

X
 

protein,Bax)、B 淋巴细胞瘤- 2( B-cell
 

lymphoma-2,Bcl-2)表达;双荧光素酶分析 miR-518a-5p 与 HDAC6 的调节关系。 通过异种移植肿瘤模型研究

miR-518a-5p 对 OC 细胞 DNA 氧化损伤的影响及机制。 结果　 OC 组织和 A2780、SKOV3、CAOV3 细胞中 miR-
518a-5p 表达降低,HDAC6 表达升高(P<0. 001);SKOV3 细胞中 miR-518a-5p 表达最低,HDAC6 表达最高,故
选择 SKOV3 细胞进行后续实验。 与 miR-NC 组比较,miR-518a-5p

 

mimics 组 miR-518a-5p 表达、细胞凋亡率、γ-
H2AX 阳性细胞数、ROS 相对荧光强度、Bax 表达升高,HDAC6

 

mRNA 及蛋白表达、Bcl-2 表达、集落形成数降

低(P<0. 001);与 miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC 组比较,miR-518a-5p
 

mimics+pc-HDAC6 组 HDAC6
 

mRNA 及

蛋白表达、集落形成数、Bcl-2 表达升高,细胞凋亡率、γ-H2AX 阳性细胞数、ROS 相对荧光强度、Bax 表达降低

(P<0. 001);HDAC6 与 miR-518a-5p 存在靶向调控关系。 体内实验结果显示,过表达 miR-518a-5p 降低移植瘤

体积、重量及肿瘤组织 HDAC6 蛋白表达,增高 γ-H2AX 阳性表达(P<0. 001);在过表达 miR-518a-5p 的基础上

上调 HDAC6 表达后,移植瘤体积、重量及 HDAC6 蛋白表达升高,γ-H2AX 阳性表达下降(P< 0. 05)。 结论
 

OC 组织和细胞中 miR-518a-5p 表达降低,HDAC6 表达升高,过表达 miR-518a-5p 可通过抑制 HDAC6 表达,诱
导 SKOV3 细胞 DNA 氧化损伤,进而抑制细胞增殖,促进细胞凋亡。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

the
 

miR-518a-5p / histone
 

deacetylase
 

6
 

(HDAC6)
 

axis
 

in
 

DNA
 

oxidative
 

damage
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

(OC)
 

SKOV3
 

cells.
 

Methods　 Expression
 

levels
 

of
 

miR-518a-5p
 

and
 

HDAC6
 

mRNA
 

in
 

OC
 

tissues
 

and
 

in
 

various
 

cancer
 

cells
 

( A2780,
 

SKOV3,
 

CAOV3)
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-
PCR.

 

SKOV3
 

cells
 

were
 

separated
 

into
 

Control,
 

miR-NC,
 

miR-518a-5p
 

mimics,
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC,
 

and
 

miR-518a-5p
 

mimics+pc-HDAC6
 

groups.
 

Cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

were
 

analyzed
 

by
 

colony-forming
 

assay
 

and
 

Hoechst
 

33258
 

staining.
 

Expression
 

of
 

phosphorylated
 

histone
 

H2AX
 

( γ-H2AX )
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

assay
 

and
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

( ROS)
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

HDAC6,
 

Bcl-2-
associated

 

X
 

protein
 

(Bax),
 

and
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2)
 

protein
 

expression
 

were
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

regulatory
 

relationship
 

between
 

miR-518a-5p
 

and
 

HDAC6
 

was
 

analyzed
 

by
 

dual
 

luciferase
 

assay.
 

The
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

miR-518a-5p
 

on
 

oxidative
 

DNA
 

damage
 

in
 

OC
 

cells
 

were
 

studied
 

in
 

a
 

xenotransplantation
 

tumor
 

model.
 

Results　 miR-518a-5p
 

expression
 

was
 

decreased
 

and
 

HDAC6
 

expression
 

was
 

increased
 

in
 

OC
 

tissues
 

and
 

A2780,
 

SKOV3,
 

and
 

CAOV3
 

cells
 

(P< 0. 001).
 

Expression
 

levels
 

of
 

miR-518a-5p
 

were
 

lowest
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

HDAC6
 

were
 

highest
 

in
 

SKOV3
 

cells,
 

and
 

SKOV3
 

cells
 

were
 

therefore
 

selected
 

for
 

subsequent
 

experiments.
 

miR-
518a-5p

 

expression,
 

apoptosis
 

rate,
 

number
 

of
 

γ-H2AX-positive
 

cells,
 

relative
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity,
 

and
 

expression
 

of
 

Bax
 

were
 

all
 

higher
 

in
 

the
 

miR-518a-5p
 

mimics
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

miR-NC
 

group,
 

while
 

HDAC6
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression,
 

Bcl-2
 

expression,
 

and
 

colony-formation
 

number
 

were
 

all
 

lower
 

(P<0. 001).
 

HDAC6
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression,
 

colony-formation
 

number,
 

and
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

were
 

higher
 

in
 

the
 

miR-518a-5p
 

mimics+pc-HDAC6
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 

and
 

the
 

apoptosis
 

rate,
 

number
 

of
 

γ-H2AX-positive
 

cells,
 

relative
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity,
 

and
 

expression
 

of
 

Bax
 

were
 

all
 

lower
 

(P< 0. 001).
 

HDAC6
 

had
 

a
 

targeted
 

regulatory
 

relationship
 

with
 

miR-518a-5p.
 

Overexpression
 

of
 

miR-518a-5p
 

decreased
 

tumor
 

volume,
 

weight,
 

and
 

HDAC6
 

protein
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissues,
 

and
 

increased
 

γ-H2AX
 

expression
 

in
 

vivo
 

(P<
0. 001).

 

Upregulation
 

of
 

HDAC6
 

expression
 

by
 

overexpression
 

of
 

miR-518a-5p
 

increased
 

graft
 

tumor
 

volume,
 

weight,
 

and
 

HDAC6
 

protein
 

expression
 

and
 

decreased
 

γ-H2AX-positive
 

expression
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 miR-518a-5p
 

expression
 

is
 

reduced
 

and
 

HDAC6
 

expression
 

is
 

increased
 

in
 

OC
 

tissues
 

and
 

cells.
 

Overexpression
 

of
 

miR-518a-5p
 

can
 

induce
 

oxidative
 

DNA
 

damage
 

in
 

SKOV3
 

cells
 

by
 

inhibiting
 

HDAC6
 

expression,
 

thereby
 

inhibiting
 

cell
 

proliferation
 

and
 

promoting
 

cell
 

apoptosis.
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deacetylase
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oxidative
 

damage;
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apoptosis
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　 　 卵巢癌(ovarian
 

cancer,OC)是全球妇科癌症

中死亡率最高的异质性疾病,恶性程度高,严重

影响患者生命健康安全[1] 。 目前,包括分子靶向

干预在内的 OC 患者的治疗策略尚未得到广泛使

用。 设计和开发新的抗癌疗法对于提高 OC 的生

存能力意义重大[2] 。 越来越多的证据表明,微小

RNAs(microRNAs,miR)在 OC 的发生和发展中起

作用,可能是诊断和预后的重要生物标志物[3] 。
研究发现,miR-518a-5p 通过调控 ZEB2 抑制乳腺

癌迁移、侵袭和上皮间质转化过程[4] 。 miR-518a-
5p 通过调控 CCR6 抑制弥漫性大 B 细胞淋巴瘤

的增殖和侵袭[5] 。 过表达 miR-518a-5p 可通过降

低 HDAC2 表达促进甲状腺鳞癌细胞的凋亡[6] 。

组蛋白去乙酰酶 6(histone
 

deacetylase
 

6,HDAC6)
可调节氧化应激、自噬和 DNA 损伤反应等多种生

理过程,其高表达与癌症进程有关。 研究发现,
选择性抑制 HDAC6 可诱导 DNA 损伤,促进口腔

鳞状细胞癌细胞凋亡,抑制肿瘤增殖[7] 。 HDAC6
选择性抑制剂与抗癌药物联合使用可增强抗癌

药物在 OC 细胞中的抗癌作用[8] 。 HDAC6 与

DNA 损伤修复因子( poly
 

ADP-ribose
 

polymerase,
PARP)的相互作用可作为增强高级别浆液性 OC
的治疗靶点[9] 。 经生物信息学分析显示, miR-
518a-5p 与 HDAC6 存在靶向结合位点。 但 miR-
518a-5p 通过调节 HDAC6 对 OC 细胞 DNA 氧化

损伤的影响尚未有研究报道。 本研究以 SKOV3
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细胞为研究对象,体外探索 miR-518a-5p 对 OC 细

胞增殖、凋亡和 DNA 氧化损伤影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

30 只 5 周龄 SPF 级雌性 BALB / c 裸鼠,体质

量约 23
 

g,购自常州卡文斯实验动物有限公司

[SCXK(苏) 2021-0013]。 裸鼠饲养在江苏凌菲

生物科技有限公司淮安分公司 SPF 级鼠房

[SYXK(苏)2023-0068],饲养温度 20 ~ 27
 

℃ ,相
对湿度 40% ~ 60%,光照周期为 12

 

h,黑暗周期为

12
 

h,每小时通风 10~ 20 次的无菌室中,自由获取

食物和水。 动物实验程序经江苏护理职业学院

伦理委员会批准(202304012)。 实验研究过程中

做到了 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

人正常卵巢上皮细胞 IOSE80 及 OC 细胞系

(A2780、SKOV3、CAOV3)来自美国 ATCC。
1. 1. 3　 样本

收集 2022 年 1 月~2023 年 12 月江苏护理职

业学院保存的 50 例 OC 患者的肿瘤组织,另收集

相同时间段江苏护理职业学院保存的 50 例 OC
患者的癌旁组织(距离癌组织 3

 

cm)。 将收集的

组织储存在-80
 

℃的 RNA
 

Keeper 组织稳定剂中。
该实验方案经江苏护理职业学院伦理委员会审

核通过(20240103)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 磷酸甘油醛脱氢酶( reduced
 

glyceraldehyde-
phosphate

 

dehydrogenase,GAPDH)、U6、miR-518a-
5p 和 HDAC6 引物由上海普迪生物技术有限公司

合成;1%结晶紫染色液(批号:G1062,上海彩佑

实业有限公司);2’,7’ -二氯二氢荧光素二乙酸

酯 ( 2 ’, 7 ’-dichlorofluorescein
 

diacetate, DCFH-

DA)探针(批号:SB-D1002,上海圣尔生物科技有

限公司); ECL 化学发光检测试剂盒 ( 批号:
BL523B,北京兰杰柯科技有限公司);二辛可宁酸

(bicinchoninic
 

acid,BCA)蛋白定量试剂盒(批号:
BJ-R66629,上海邦景实业有限公司);兔源一抗

磷 酸 化 组 蛋 白 H2AX ( phosphorylated
 

histone
 

H2AX,γ-H2AX) (批号:ab229914)、Bcl-2 相关 X
蛋白 ( Bcl-2-associated

 

X
 

protein, Bax ) ( 批 号:
ab182733)、B 淋巴细胞瘤-2( B-cell

 

lymphoma-2,
Bcl-2)(批号:ab692)、GAPDH (批号:ab181602)
和辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔 IgG (批号:
ab133470)均购于美国 Abcam 公司;实时荧光定

量逆转录 PCR ( real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

PCR, qRT-PCR) 试剂盒 ( 批

号:ZY-96028, 上海泽叶生物科技有限公司);
RNA 提取试剂盒(批号:EZB-TZ1-L,上海海方生

物技术有限公司)。
流式细胞仪(型号:EXFLOW-206,北京达科

为生物技术有限公司); qPCR 仪 ( 型号: Esan-
Gene

 

496 / 496A,杭州奥盛仪器有限公司);荧光

显微镜(型号:BX53,日本 Olympus 公司);离心机

(型号:V18R,上海然哲仪器设备有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1 　 qRT-PCR 检测 miR-518a-5p 和 HDAC6
 

mRNA 表达

TRIzol 试剂纯化组织和细胞中的总 RNA,用
miRNA 分离试剂盒提取 miRNA。 使用 Quantitect

 

Reverse
 

Transcriptase
 

Kit 将 RNA 逆转录。 在 ABI
 

PRISM
 

7500 快速序列检测系统上使用 SYBR-
Green

 

PCR 预混液进行 qPCR 反应,循环数为 40。
循环条件:95

 

℃ ,15
 

min、94
 

℃ ,30
 

s、56
 

℃ ,30
 

s、
72

 

℃ ,30
 

s。 采用 2-ΔΔCT 分析法评估 mRNA 的相

对表达水平,以 GAPDH、U6 标准化 mRNA 水平

作为参考基因,引物序列见表 1。
表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequence
基因
Gene

上游引物(5’-3’)
Upstream

 

primer
 

(5’-3’)
下游引物(5’-3’)

Downstream
 

primer
 

(5’-3’)

miR-518a-5p CGCGCTGCAAAGGGAAGC AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

HDAC6 GTCTACTGTGGTCGTTACATC GGCCTGACAGTAGTAACAC

GAPDH ATGATGATATCAAGAGGGTAGT GTATCCAAACTCATTGTCATAC

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT
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1. 3. 2　 细胞转染

将 SKOV3 细胞分为 Control 组、miR-NC 组、
miR-518a-5p

 

mimics 组、 miR-518a-5p
 

mimics +
pcDNA-NC 组、 miR-518a-5p

 

mimics + pc-HDAC6
组。 各组细胞在转染前在 24 孔培养皿(5. 0×104 /
孔)培养 2

 

h,随后用 Lipofectamine 􀅺
 

2000 转染试

剂进行转染。
1. 3. 3　 平板克隆实验

将 SKOV3 细胞接种于 6 孔板中 ( 1 × 104 /
孔),用含 10%

 

FBS 的 DMEM 培养液在 5%
 

CO2,
37

 

℃下培养 15
 

d。 在室温下菌落经 4%多聚甲醛

和结晶紫处理后计数(大于 100 个细胞的集落)。
1. 3. 4　 Hoechst33258 染色

对数生长期的 SKOV3 细胞接种 6 孔板中(1
×104 / 孔),多聚甲醛固定后,用 PBS 洗涤,用 10

 

μg / mL
 

Hoechst33258 溶液在 37
 

℃ 黑暗下染色 15
 

min,用 PBS 洗涤 3 次,抗淬灭封片剂封片,并在

荧光显微镜中观察(350
 

nm 激发光)。 随机选取

3 处视野拍照。 计算凋亡率,计算公式:凋亡率%
=亮蓝色细胞数 / 总细胞数。
1. 3. 5　 γ-H2AX 免疫荧光染色

将 SKOV3 细胞接种于 96 孔板中 ( 4 × 103 /
孔),37

 

℃恒温培养箱放置 24
 

h 后,弃培养基并

固定。 用含 0. 1%
 

Triton
 

X-100 的 PBS 溶液在

4
 

℃下透化细胞 10
 

min,用 PBS 洗涤。 PBS 封闭

30
 

min 后洗涤。 加入一抗 γ-H2AX(按 1 ∶ 200 稀

释)在 4
 

℃ 下孵育过夜。 PBS 洗涤后,将细胞与

Alexa
 

Fluor
 

488 标记的二抗孵育 1
 

h,PBS 洗涤,
DAPI 染色 5

 

min,置于荧光显微镜下观察。 与细

胞核共定位且呈现紫色的部分代表免疫荧光阳

性区域,表征发生 DNA 损伤的细胞。
1. 3. 6　 流式细胞仪测定活性氧( reactive

 

oxygen
 

species,ROS)水平

将 SKOV3 细胞接种于 6 孔板中(1×104 / 孔)孵
育 24

 

h。 通过胰蛋白酶消化收集细胞至 Ep 管,
DMEM 培养液重悬细胞。 按照 1 ∶ 1000 加入

DCFH-DA 探针,37
 

℃下黑暗培养 20
 

min。 DMEM
培养液重悬细胞,将细胞用滤膜过滤至洁净流式管

中。 采用流式细胞仪对滤过后的细胞进行分析,通
过归一化处理得到 DCFH-DA 相对荧光强度。
1. 3. 7　 HDAC6、Bax 和 Bcl-2 蛋白表达检测

SKOV3 细胞加入 RIPA 裂解液裂解,离心后

取上清液。 BCA 法定量蛋白浓度。 通过 10%
 

SDS-PAGE 电泳,并转至 PVDF 膜上。 脱脂牛奶

封闭膜 1
 

h,随后稀释一抗,HDAC6( 1 ∶ 1000)、
Bax(1 ∶ 1000)、Bcl-2( 1 ∶ 1000) 和 GAPDH( 1 ∶
1000)4

 

℃ 一抗孵育过夜。 TBST 洗涤膜后,将膜

与二抗(辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔 IgG)
(1 ∶ 2000)在室温孵育 1

 

h。 ECL 检测试剂盒进

行可视化,Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 对蛋白进行定量。
1. 3. 8　 双荧光素酶实验

将野生型 ( WT) HDAC6 序列扩增并插入

pmirGLO 载 体 中 以 构 建 报 告 载 体 pmirGLO-
HDAC6-WT( HDAC6-WT)。 GeneArtTM 定点诱变

PLUS 系统用于突变 HDAC6 与 miR-518a-5p 的结

合位点。 将突变体 ( MUT ) HDAC6 序列插入

pmirGLO 载体中以构建 pmirGLO-HDAC6-MUT
( HDAC6-MUT )。 将 报 告 载 体 和 miR-518a-5p

 

mimic 或 miR-NC 共转染到 SKOV3 细胞中,培养

48
 

h 后,计算荧光素酶活性。
1. 3. 9　 裸鼠移植瘤实验

30 只裸鼠随机分为 5 组,即 Control 组、miR-
NC 组、 miR-518a-5p

 

mimics 组、 miR-518a-5p
 

mimics + pcDNA-NC 组、 miR-518a-5p
 

mimics + pc-
HDAC6 组。 转 染 后, 将 每 组 对 数 生 长 期 的

SKOV3 细胞制成 1×107 / mL 细胞悬液,每组裸鼠

皮下接种 200
 

μL 细胞悬液,次日检测肿瘤形成情

况。 记录裸鼠体重,每周测量一次肿瘤的长度和

宽度,按公式体积 = (长×宽2 ) / 2 计算肿瘤体积。
第 28 天处死裸鼠,切除肿瘤。 检测肿瘤组织

miR-518a-5p 水平,以及肿瘤组织 HDAC6 蛋白表

达。 以免疫组化法检测肿瘤组织 γ-H2AX 表达:
肿瘤组织用 4%多聚甲醛固定,石蜡包埋。 石蜡

切片厚度为 5
 

μm,将组织切片贴于聚赖氨酸包被

的载玻片上,在 60
 

℃ 下过夜并脱蜡。 用抗 γ-
H2AX 一抗和山羊抗兔 IgG / HRP 抗体染色。 最

后在光学显微镜下观察 γ-H2AX 阳性表达,并以

平均荧光强度表示 γ-H2AX 表达水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据用 Graphpad
 

Prism
 

9. 0 和 SPSS
 

26. 0 软件进行分析。 符合正态分布的计量资料

以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 两组间指标的差

异比较采用独立样本 t 检验;多组间指标的差异

比较用单因素方差分析,SNK-q 检验用于两组间
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的比较。 以 P<0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1 　 OC 组织和细胞中 miR-518a-5p、HDAC6
 

mRNA 表达的比较

　 　 miR-518a-5p 在 OC 组织和细胞中表达降低,
HDAC6 在 OC 组织和 细 胞 中 表 达 升 高 ( P <
0. 001);SKOV3 细胞中 miR-518a-5p 表达最低,

HDAC6 表达最高(见表 2、表 3)。 选择 SKOV3 细

胞进行后续实验。
2. 2　 miR-518a-5p、HDAC6 转染对 SKOV3 细胞

增殖的影响

　 　 与 miR-NC 组比较,miR-518a-5p
 

mimics 组集

落形成数减少(P<0. 001);与 miR-518a-5p
 

mimics
+ pcDNA-NC 组 比 较, miR-518a-5p

 

mimics + pc-
HDAC6 组集落形成数增加(P<0. 001)(见图 1)。

表 2　 miR-518a-5p 和 HDAC6 在 OC 组织中的表达( 􀭰x±s,n= 50)
Table

 

2　 Expression
 

of
 

miR-518a-5p
 

and
 

HDAC6
 

in
 

OC
 

tissues( 􀭰x±s,n= 50)
分组

Groups miR-518a-5p HDAC6
 

mRNA

癌旁组织
 

Para-carcinoma
 

tissue 1. 00±0. 10 1. 00±0. 08
OC 组织

 

OC
 

tissue 0. 21±0. 04∗∗∗ 2. 49±0. 15∗∗∗

注:与癌旁组织相比,
 ∗∗∗P<0. 001。

Note.
 

Compared
 

with
 

para-carcinoma
 

tissue,
 ∗∗∗P<0. 001.

表 3　 miR-518a-5p 和 HDAC6 在 OC 细胞中的表达( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

3　 Expression
 

of
 

miR-518a-5p
 

and
 

HDAC6
 

in
 

OC
 

cells
 

( 􀭰x±s,n= 6)
分组

Groups miR-518a-5p HDAC6
 

mRNA

IOSE80 细胞
 

IOSE80
 

cells 1. 00±0. 09 1. 00±0. 12
A2780 细胞

 

A2780
 

cells 0. 20±0. 03∗∗∗ 3. 01±0. 23∗∗∗

SKOV3 细胞
 

SKOV3
 

cells 0. 14±0. 02∗∗∗ 3. 27±0. 20∗∗∗

CAOV3 细胞
 

CAOV3
 

cells 0. 25±0. 04∗∗∗ 2. 84±0. 21∗∗∗

注:与 IOSE80 细胞相比,
 ∗∗∗P<0. 001。

Note.
 

Compared
 

with
 

IOSE80
 

cells,
 ∗∗∗P<0. 001.

注:与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 ###P<0. 001。

图 1　 各组 SKOV3 细胞集落形成情况(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 ###P<0. 001.

Figure
 

1　 SKOV3
 

cell
 

colony
 

formation
 

in
 

each
 

group(n= 6)
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2. 3　 miR-518a-5p、HDAC6 转染效率验证

　 　 与 miR-NC 组比较, miR-518a-5p
 

mimics 组

miR-518a-5p 表达升高, HDAC6 表达降低 ( P <
0. 001);与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组比

较,miR-518a-5p
 

mimics+pc-HDAC6 组 HDAC6 表

达升高(P<0. 001)(见表 4)。
2. 4　 miR-518a-5p、HDAC6 转染对 SKOV3 细胞

凋亡的影响

　 　 与 miR-NC 组比较,miR-518a-5p
 

mimics 组细

胞凋亡率显著升高(P < 0. 001);与 miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC 组比较,miR-518a-5p
 

mimics+
pc-HDAC6 组细胞凋亡率显著降低 (P < 0. 001)
(见图 2)。
2. 5　 miR-518a-5p、HDAC6 转染对 SKOV3 细胞

中 γ-H2AX 表达影响

　 　 与 miR-NC 组比较,miR-518a-5p
 

mimics 组 γ-
H2AX 阳性细胞数增多(P<0. 001);与 miR-518a-
5p

 

mimics + pcDNA-NC 组 比 较, miR-518a-5p
 

mimics+ pc-HDAC6 组 γ-H2AX 阳性细胞数减少

(P<0. 001)(见图 3)。

表 4　 各组 SKOV3 细胞中 miR-518a-5p 和 HDAC6 表达比较( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

miR-518a-5p
 

and
 

HDAC6
 

expression
 

in
 

SKOV3
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

( 􀭰x±s,n= 6)
分组

Groups miR-518a-5p HDAC6
 

mRNA

Control 组
Control

 

group 1. 00±0. 08 1. 00±0. 11

miR-NC 组
miR-NC

 

group 1. 00±0. 09 1. 01±0. 12

miR-518a-5p
 

mimics 组
miR-518a-5p

 

mimics
 

group 2. 35±0. 17∗∗∗ 0. 38±0. 14∗∗∗

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC 组
miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC
 

group 2. 46±0. 15 0. 35±0. 13

miR-518a-5p
 

mimics+pc-HDAC6 组
miR-518a-5p

 

mimics+pc-HDAC6
 

group 2. 32±0. 16 1. 26±0. 11###

注:与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 ###P<0. 001。

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 ###P<0. 001.

注:与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 ###P<0. 001。

图 2　 各组 SKOV3 细胞凋亡比较(Hoechst33258 染色,n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 ###P<0. 001.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

(Hoechst33258
 

staining,n= 6)
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注:与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 ###P<0. 001。

图 3　 免疫荧光染色观察 γ-H2AX 表达(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 ###P<0. 001.

Figure
 

3　 Expression
 

of
 

γ-H2AX
 

was
 

observed
 

by
 

immunofluorescence
 

staining
 

(n= 6)

2. 6　 miR-518a-5p、HDAC6 转染对 SKOV3 细胞

中 ROS 的影响

　 　 与 miR-NC 组比较, miR-518a-5p
 

mimics 组

ROS 相对荧光强度升高(P<0. 001);与 miR-518a-
5p

 

mimics + pcDNA-NC 组 比 较, miR-518a-5p
 

mimics+pc-HDAC6 组 ROS 相对荧光强度降低(P
<0. 001)(见图 4)。
2. 7　 miR-518a-5p、HDAC6 转染对 SKOV3 细胞

中 HDAC6、Bax、Bcl-2蛋白表达的影响

　 　 与 miR-NC 组比较,miR-518a-5p
 

mimics 组的

Bcl-2 以及 HDAC6 表达显著降低,Bax 表达显著升

高(P<0. 001);与 miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
组比较,miR-518a-5p

 

mimics+pc-HDAC6 组的 Bcl-2
和 HDAC6 表达显著升高,Bax 表达显著降低(P<
0. 001)(见图 5)。
2. 8　 miR-518a-5p、HDAC6 靶向关系验证

　 　 经生物信息学软件 starbase 分析显示,miR-
518a-5p 与 HDAC6 存在互补序列(见图 6A)。 与

HDAC6-WT+ miR-NC 组比较, HDAC6-WT + miR-
518a-5p

 

mimics 组相对荧光素酶活性降低 ( P <
0. 001)(见图 6B)。

注:与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P< 0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 ###P<0. 001。

图 4　 各组 SKOV3 细胞 ROS 相对荧光强度比较(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P < 0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 

###P<0. 001.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

ROS
 

relative
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

in
 

each
 

group(n= 6)
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注:与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 ###P<0. 001。

图 5　 各组 SKOV3 细胞中 HDAC6、Bax、Bcl-2 表达比较(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 ###P<0. 001.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

HDAC6,
 

Bax
 

and
 

Bcl-2
 

expression
 

in
 

SKOV3
 

cells
 

of
 

each
 

group(n= 6)

注:A:HDAC6 与 miR-518a-5p 的结合位点;B:双荧光素酶实验结果。 与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 6　 miR-518a-5p、HDAC6 靶向关系验证

Note.
 

A,
 

Binding
 

site
 

of
 

HDAC6
 

and
 

miR-518a-5p.
 

B,
 

Results
 

of
 

double
 

luciferase
 

experiment.
 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 

∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

6　 Validation
 

of
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-518a-5p
 

and
 

HDAC6

2. 9　 miR-518a-5p、HDAC6 过表达对 SKOV3 细
胞体内生长的影响

　 　 与 miR-NC 组比较,miR-518a-5p
 

mimics 组肿

瘤体 积 与 重 量 下 降, miR-518a-5p 表 达 增 高,
HDAC6 表达降低,γ-H2AX 表达升高(P<0. 001);
与 miR-518a-5p

 

mimics +pcDNA-NC 组比较,miR-
518a-5p

 

mimics+pc-HDAC6 组肿瘤体积与重量升

高,HDAC6 表达增高, γ-H2AX 表达下降 ( P <
0. 001)(见图 7、图 8)。

3　 讨论

　 　 OC 是女性中常见的恶性肿瘤,其死亡率很

高。 目前 OC 的标准治疗方法是根治性手术和铂

类化疗的组合,虽然 OC 患者最初通常对铂类化

疗有反应,但大多数患者仍会出现复发,导致预

后不良[10] 。 现在的研究重点是新型药物,特别是

那些靶向 DNA 损伤反应通路的药物。
miR-518a-5p 是一种肿瘤抑制因子,可抑制各

种肿瘤的生长、转移。 TURKISTANI 等[11] 研究发

现,miR-518a-5p 表达失调与三阴性乳腺癌患者较

低的生存率显著相关,可作为三阴性乳腺癌患者

的预后标志物;miR-518a-5p 通过降低 IL17RD 表

达,降低胶质母细胞瘤细胞的活性,抑制其转移,
促进凋亡[12] 。 过表达 miR-518a-5p 后可通过降低
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注:A:各组小鼠移植瘤图;B:各组裸鼠移植瘤体积比较;C:各组裸鼠移植瘤重量比较;D:各组肿瘤组织 miR-518a-5p 表达比较;

E:各组移植瘤组织中 HDAC6 表达比较。 与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 #P<0. 05,

 

###P<0. 001。

图 7　 miR-518a-5p、HDAC6 过表达对 SKOV3 细胞体内生长的影响

Note.
 

A,
 

Transplantation
 

tumor
 

map
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Comparison
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

volume
 

in
 

each
 

group.
 

C,
 

Weight
 

comparison
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

in
 

nude
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

D,
 

Comparison
 

of
 

miR-518a-5p
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissues
 

of
 

all
 

groups.
 

E,
 

Comparison
 

of
 

HDAC6
 

expression
 

in
 

transplanted
 

tumor
 

tissues
 

of
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 #P<0. 05,

  ###P<0. 001.

Figure
 

7　 Effects
 

of
 

overexpression
 

of
 

miR-518a-5p
 

and
 

HDAC6
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

in
 

vivo
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注:与 miR-NC 组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 miR-518a-5p

 

mimics+pcDNA-NC 组相比,
 ###P<0. 001。

图 8　 各组肿瘤组织 γ-H2AX 表达比较

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

miR-518a-5p
 

mimics+pcDNA-NC
 

group,
 ###P<0. 001.

Figure
 

8　 Comparison
 

of
 

γ-H2AX
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissues
 

of
 

each
 

groups

血管生成素 2(ANGPT2)的表达,抑制结直肠癌血

管生成、迁移和侵袭[13] 。 本研究中发现, miR-
518a-5p 在 OC 组 织 和 细 胞 ( A2780、 SKOV3、
CAOV3)中表达降低,与上述研究结果相似,说明

miR-518a-5p 在不同癌细胞中均发挥抑癌作用,其
中 SKOV3 细胞的 miR-518a-5p 表达水平最低,故
以 SKOV3 细胞进行后续实验。 在 SKOV3 细胞中

过表达 miR-518a-5p,可抑制 SKOV3 细胞增殖,促
进其凋亡。 Bcl-2 是一种抗凋亡蛋白[14] 。 Bax 由

于其在促进程序性细胞死亡中的作用而参与肿

瘤抑制[15] 。 为了进一步研究细胞凋亡的机制,本
研究测定抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达和促凋亡 Bax 表

达,结果发现过表达 miR-518a-5p 显著降低 Bcl-
2,升高 Bax 表达。

DNA 损伤与肿瘤发生发展相关。 研究表明,
诱导氧化应激造成 OC 细胞持续性 DNA 损伤,导
致 DNA 双链断裂和 OC 细胞死亡,是 OC 治疗的

新的方向[16] 。 γ-H2AX 蛋白是 DNA 损伤标志物,
在 DNA 双链断裂的情况下,组蛋白 H2AX 在丝氨

酸-139 位点磷酸化,磷酸化的 H2AX 在 DNA 双

链断裂位点积累,同时募集各种分子,形成焦点,
并参与早期 DNA 损伤反应[17] 。 本研究发现,过
表达 miR-518a-5p 可显著升高 SKOV3 细胞中 γ-

H2AX 表达及 ROS 水平。 提示,过表达 miR-518a-
5p 可诱导 SKOV3 细胞 DNA 氧化损伤。 HDAC6
参与细胞增殖、凋亡、衰老、DNA 损伤和基因组稳

定性。 研究发现,HDAC6 通过调节错配修复和核

苷酸切除修复途径介导 DNA 损伤信号传导[18] 。
最近,研究表明,将组蛋白脱乙酰酶抑制剂与

DNA 损伤剂联合使用,以改善 DNA 损伤水平,从
而获得更好的实体瘤治疗效果[19] 。 HDAC6 抑制

剂 MPT0B291 通过降低 DNA 双链断裂修复途径

基因的表达( RAD51 和 CHEK1),减弱了在替莫

唑胺敏感、 降低替莫唑胺耐药肿瘤细胞的生

长[20] 。 本研究发现,在 OC 组织和细胞中 HDAC6
表达显著升高,并且在 SKOV3 细胞中,HDAC6 是

miR-518a-5p 的下游靶标,过表达 miR-518a-5p 可

降低 HDAC6
 

mRNA 及蛋白表达水平。 而过表达

HDAC6 后,SKOV3 细胞增殖活性增强,细胞凋亡

减少,ROS 水平及 γ-H2AX 表达降低,可减弱过表

达 miR-518a-5p 对 SKOV3 细胞 DNA 氧化损伤的

促进作用。 提示,过表达 miR-518a-5p 可通过抑

制 HDAC6 表达,诱导 SKOV3 细胞 DNA 氧化损

伤,进而抑制细胞增殖,促进细胞凋亡。 此外,本
研究通过裸鼠的致瘤性实验验证了 miR-518a-5p
在体内的功能和作用。 结果与体外实验结果一
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致,表明 miR-518a-5p 可以下调 HDAC6 表达,抑
制移植瘤生长和 DNA 氧化损伤。

综上所述,OC 组织和细胞中 miR-518a-5p 表

达降低,HDAC6 表达升高。 过表达 miR-518a-5p
可通过抑制 HDAC6 表达,诱导 SKOV3 细胞 DNA
氧化损伤,进而抑制细胞增殖,促进细胞凋亡。
过表达 miR-518a-5p 与特异性 HDAC6 抑制剂联

用可能是 OC 的治疗的新途径。 但本研究未在体

内研究 miR-518a-5p 作用,这将是未来研究内容。
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