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雌二醇联合孕激素对卵巢癌细胞凋亡及 microRNA-15a 表达的影响 
   

沈倩倩 1，罗仪 1，谢玉莲 1，韩克 2
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摘要：目的  探讨雌二醇(E2)联合孕激素(P4)对 microRNA-15a(miR-15a)表达的影响。方法  采集手术中切除的卵巢癌组

织标本进行细胞培养，分 3 个处理组：E2 组，P4 组和雌二醇联合孕激素(E2+P4)组。激素处理后，MTT 法检测细胞存活

率；流式细胞技术检测细胞凋亡与细胞周期；qRT-PCR 法检测 Bcl-2，Bax 和 miR-15a 的相对表达量。结果  高浓度(浓

度均为 104 mol·L1)的 E2，P4，E2+P4 能够降低卵巢癌细胞的存活率，并表现为时间依赖性；低浓度(≤108 mol·L1)E2

能够提高卵巢癌细胞的存活率。与对照组相比，高浓度 E2，P4 和 E2+P4 能够增加卵巢癌细胞的凋亡率(P<0.001)，并且

E2+P4 的作用最明显；低浓度 E2 能够抑制肿瘤细胞的凋亡(P<0.001)。E2，P4 和 E2+P4 对细胞周期的影响没有统计学差

异。高浓度的 E2，P4 和 E2+P4 能够下调 Bcl-2 的表达(P<0.05 或 P<0.001)，上调 Bax 的表达(P<0.001)；但是低浓度 E2

作用却相反。高浓度的 E2+P4 能够促进 miR-15a 的表达(P<0.001)。结论  高浓度的 E2，P4 和 E2+P4 能够降低细胞的存

活率促进细胞凋亡，下调 Bcl-2 的表达，上调 Bax 的表达；低浓度 E2 的作用则相反；高浓度的 E2+P4 能够促进 miR-15a

的表达。 
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Effect of Estradiol Combined with Progestogen on Apoptosis of Ovarian Cancer Cell and Expression of 
MicroRNA-15a  
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Shanghai 201700, China; 2.The Affiliated Drum Tower Hospital of Nanjing University, Nanjing 210000, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the effect of estradiol(E2) combined with progestogen(P4) on expression of 
microRNA–15a(miR-15a). METHODS  The primary ovarian cancer cells from clinical ovarian cancer tissues were isolated and 
cultured, and divided into 3 groups: E2 group, P4 group, E2 combined with P4(E2+P4) group. The survival rate of ovarian cancer 
cells after the treatment was analyzed by MTT assay. Apoptosis rate and cell cycle were measured by flow cytometry. Moreover, 
the relative abundance of miR-15a, Bcl-2 and Bax expressions were detected by qRT-PCR. RESULTS  High concentration 

(104 mol·L1) of E2, P4 and E2+P4 inhibited the survival rate of ovarian cancer cells with a time dependent manner. However, 

low concentration(≤108 mol·L1) of E2 induced the survival rate of ovarian cancer cells. Compared with control group, high 

concentration of E2, P4 and E2+P4 induced apoptosis of ovarian cancer cells(P<0.001), and the most obvious effect of 
promoting apoptosis was E2+P4. However, low concentration of E2 reduced apoptosis of ovarian cancer cells(P<0.001). E2, P4 
and E2+P4 had no effect on cell cycle. High concentration of E2, P4 and E2+P4 reduced the expression of Bcl-2(P<0.05 or 
P<0.001), but they induced the expression of Bax(P<0.001). However, the effect of low concentration of E2 was opposite. 
Moreover, high concentration of E2+P4 could promote the expression of miR-15a(P<0.001). CONCLUSION  High 
concentration of E2, P4 and E2+P4 significantly inhibit the survival and promot the apoptosis, reduce the expression of Bcl-2, 
and induce the expression of Bax in ovarian cancer cells. However, the effect of low concentration of E2 is opposite. High 
concentration of E2+P4 can induce the expression of miR-15a. 
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卵巢是多种激素作用的靶器官，卵巢癌的发病

率居妇科恶性肿瘤第 3 位，其起病隐匿，约 2/3 的

患者初诊时已是中晚期，手术及化疗效果欠佳，5

年生存率<30%[1-2]。长期临床工作发现多产妇和长

期服用避孕药的妇女发生卵巢癌的风险明显降低，

其具体机制不明。 

近年来大量的研究表明[3]，miRNA 参与调控卵

巢癌的增殖、凋亡及转移。本研究探讨了女性激素

对卵巢癌细胞增殖调控、Bcl-2、Bax 及 miR-15a 的

影响。 
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1  材料 

1.1  样本 

无菌条件下取得 60 例卵巢浆液性腺癌患者组

织标本，均选自江苏省南京市鼓楼医院妇科(2011

年 6 月—2016 年 12 月)，所有标本经病理学确诊。

患者年龄范围 35~80 岁，平均年龄 53 岁。 

1.2  仪器与试剂 

15%胎牛血清、DMEM、青-链霉素双抗(美国

Gibico 公司)；四甲基偶氮唑蓝(MTT 溶液，PBS

配制)、二甲基亚砜(DMSO)、雌二醇(E2，批号：

E2758-1G)、孕激素(P4，批号：P0130-25)(美国 Sigma

公司)；细胞凋亡、细胞周期试剂盒(BD 公司，批

号：APOAF-20TS7，NG-CR002)；RNA 逆转录试

剂盒、PCR 反应试剂盒(日本 TAKARA 公司，批

号：NG-CR002)。 

721-100 型紫光分光光度仪(美国 PerkinElmer

公司)；2720 型 PCR 扩增仪和 7500 型实时荧光定

量 PCR 系统为美国 Applied Biosystems 公司产品。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

无菌条件下剪碎组织，经 0.25%的胰酶消化，

400 目过滤网滤过后得到单细胞悬液，加入含 15%

胎牛血清的 DMEM 培养液，差速贴壁法去除成纤

维细胞使细胞纯度达到 95%。将细胞置于含 5% 

CO2 的 37 ℃温箱孵育。用于实验的细胞传代不超

过 4 代，且均处于对数生长期。 

2.2  MTT 检测细胞的生存率 

E2 和 P4 经无水乙醇溶解，用培养液制成工作

液备用。设置 4 个 E2、P4 和 E2+P4 的浓度：1010，

108，106，104 mol·L1。收集对数生长期的细胞(浓

度 1×105 ·mL1)，铺于 96 孔板中，每孔 100 µL，24 h

后换液，每块 96 孔板设置 1 个空白对照组，1 个阴

性对照组，1 个阳性对照组，12 个实验组，每个组

设 5 个复孔。阴性对照组含细胞和培养液；阳性对

照组是含乙醇的培养液和细胞；空白对照组只有培

养液，实验组是含不同浓度药物的培养液，每孔均

200 µL。加药后置于培养箱内孵育 24，48，72 h。

试验时间结束后弃去培养液加入无血清培养液再

加入 5 mg·mL1 的 MTT 溶液 20 μL，继续培养 3 h。

吸弃上清液，每孔加入 DMSO 150 μL，置于平板震

荡器，避光水平震荡 10 min，酶标仪(波长 490 nm)

上检测吸光度(A)值。重复 3 次，取其均值并计算细

胞生存率。 

细胞存活率=(实验组 A 值空白对照组 A

值)/(阴性对照组 A 值空白对照组 A 值)×100%。 

2.3  流式细胞技术检测细胞凋亡率及细胞周期 

取对数生长期的肿瘤细胞接种于 6 孔板中，每

孔 3 mL(浓度为 5×104 ·mL1)，培养箱中孵育 24 h

后换液，根据 MTT 结果选择 E2、P4 和 E2+P4 的浓

度都为 104 mol·L1，E2 低浓度(108 mol·L1)。用药

48 h 后用不含 EDTA 胰酶收集细胞，洗涤后加入

500 μL Binding Buffer 悬浮细胞，加入 5 μL Annexin 

V-FITc 和 Propidium Iodide 混匀，室温下避光反应

15 min，流式细胞仪分析凋亡率，试验重复 3 次。 

在细胞周期检测中，获得单细胞悬液的步骤与

检测细胞凋亡率的前期步骤相同，在获得单细胞悬

液后用 75%冰乙醇固定过夜(在 4 ℃条件下保存)，

离心后用 PBS 洗涤 2 次，加入 PI 染液 500 µL，避

光室温下反应 30 min 经流式细胞仪分析细胞周期，

重复 3 次。 

2.4  qRT-PCR 检测细胞 RNA 的表达量 

2.4.1  提取 RNA  细胞悬液接种于 6 孔板中，每孔

3 mL(细胞浓度是 5×104 ·mL1)，过夜贴壁后换液，

设为 4 个组：E2、P4 和 E2+P4(104 mol·L1)和对照

组。加药后孵育培养 48 h，trizol 法提取 RNA。 

提取的 RNA 用核酸蛋白测定仪测定混合物的

浓度和纯度，测定 A260/280 值在 1.8~2.0 之间，表明

所提 RNA 纯度良好。溶解后 RNA 保存于80 ℃冰

箱待用。 

2.4.2  逆转录  根据 RNA 逆转录试剂盒要求配置

逆转录体系，然后在 PCR 扩增仪中进行逆转录。

逆转录条件：42 ℃，15 min；85 ℃，5 s；酶失活

反应：4 ℃，+∞；反应完成后将 cDNA 置于20 ℃

冰箱保存。 

逆转录引物： 

miR-15a：5’-CTCAACTGGTGTCGTGGACTCG 

GCAATTCAGTTGAGCACAAACC-3’； 

U6：5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’； 

Bcl-2：5’-CCCAGCATGCGGCCTCTGTTT-3’； 

Bax：5’-GACCCGGTGCCTCAGGATGC-3’； 

GAPDH：5’-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’。 

2.4.3  PCR 反应  扩增条件：95 ℃预变性 30 s；

PCR：95 ℃，5 s；60 ℃，34 s，扩增 40 个循环；

熔解反应：95 ℃，15 s；60℃，1 min；95 ℃，15 s。

每个基因 2 个复孔，每个样本重复 3 次。根据 PCR

反应试剂盒要求配置 PCR 的反应体系。 
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Bcl-2 引物： 

上游 5’-CCCAGCATGCGGCCTCTGTTT-3’； 

下游 5’-GCTCCCACCAGGGCCAAACT-3’。 

Bax 引物： 

上游 5’-GACCCGGTGCCTCAGGATGC-3’； 

下游 5’-GTCTGTGTCCACGGCGGCAA-3’。 

GAPDH 引物： 

上游 5’-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’； 

下游 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’。 

miR-15a 引物： 

上游 5’-ACACTCCAGCTGGGTAGCAGCACA 

TAATGG-3’；  

下游 5’-TGGTGTCGTGGAGTCG-3’。 

U6 引物： 

上游 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’； 

下游 5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’。 

反应结果由 ABI 7500 软件分析，计算 Ct 值，

Bcl-2 和 Bax 以 GAPDH 做为内参基因，miR-15a

以 U6 做为内参基因，使用比较法(Ct)来计算

Bcl-2、Bax、miR-15a 的相对表达量。各组目的基

因 mRNA 相对表达量为 2Ct。Ct=(实验组目的

基因 Ct 值实验组内参基因 Ct 值)(对照组目的基

因 Ct 值对照组内参基因 Ct 值)。 

2.5  统计学处理 

用 SPSS 19.0 统计软件进行数据处理，MTT 的

结果进行单因素方差分析检验。细胞凋亡率和细胞

周期及 PCR 结果用 t 检验进行统计学分析。检验水

准 α=0.05。 

3  结果 

3.1  E2、P4、E2+P4 对卵巢癌细胞存活率的影响 

3.1.1  E2 对卵巢癌细胞存活率的影响  在 4 个浓

度组中，高浓度 E2(104 mol·L1)能够降低卵巢癌细

胞的存活率，存在时间依赖性，且差异具有统计学

意义 (P<0.001)；当 E2 浓度是 108 mol·L1 和

1010 mol·L1 时能够提高卵巢癌细胞的存活率，结

果见表 1。 

3.1.2  P4 对卵巢癌细胞存活率的影响  在 P4 的 4

个浓度组中，每个组 48 h 和 72 h 对细胞存活率的

影响差异都具有统计学意义(P<0.05 或 P<0.001)。

当 P4 浓度在 104 mol·L1 和 1010 mol·L1 时，对细

胞存活率的影响更明显，并且在 104 mol·L1，作

用 72 h 降低细胞存活率最明显(P<0.001)。结果见

表 1。 

表 1  雌二醇、孕激素和雌二醇联合孕激素对卵巢癌细胞存

活率的影响( sx  , n=3) 

Tab. 1  Estradiol, progesterone and estradiol combined with 
progesterone at different concentrations affected the survival 
rate of ovarian cancer cells( sx  , n=3) 

药物
浓度/ 

mol·L1
卵巢癌细胞存活率/% 

24 h 48 h 72 h 
阴性对

照组
 100 100 100 

雌二醇

104 84.5±2.62) 73.1±2.32) 62.5±2.32) 
106 101.2±2.1 98.4±2.5 98.6±2.2 
108 107.3±2.2 103.9±2.5 105.7±2.0 

 10–10 105.6±2.0 103.9±2.4 106.8±1.9 

孕激素

104 102.0±3.6 94.9±4.02) 82.9±4.52) 
106 95.5±1.9 97.7±1.91) 99.2±2.11) 
108 96.7±2.0 101.5±2.11) 101.1±2.21) 

 10–10 102.3±2.2 109.3±2.12) 104.0±2.22) 

雌激素

联合孕

激素

104 77.3±6.01) 61.8±5.01) 40.6±3.02) 
106 100.6±5.0 90.1±4.01) 77.4±3.02) 
108 106.7±5.01) 94.6±4.0 85.4±3.0 

 10–10 111.7±4.01) 99.9±4.01) 88.9±4.02) 

注：与阴性对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.001。 

Note: Compared with negative control group, 1)P<0.05, 2)P<0.001.  

3.1.3  E2+P4 对卵巢癌细胞存活率的影响  E2+P4

对细胞存活率的影响表现为时间-剂量依赖性。浓度

在 1010，108，106 mol·L1，在 24 h 内表现为增

加肿瘤细胞的存活率，但只有浓度在 1010 mol·L1

和 108 mol·L1 有统计学意义(P<0.05)；浓度在

104 mol·L1，24 h 内 E2+P4 能够抑制肿瘤细胞的存

活率，并且具有统计学意义(P<0.05)。当 E2+P4 浓

度在 1010，106，104 mol·L1，在 48 h 和 72 h 内

表现为抑制肿瘤细胞的存活率，以 104 mol·L1作

用最明显，且有明显的统计学差异(P<0.001)。结果

见表 1。 

3.2  E2、P4、E2+P4 对卵巢癌细胞凋亡率的影响 

E2、P4 和 E2+P4 在浓度为 104 mol·L1 时能够

促进卵巢癌细胞的凋亡(P<0.001)，并且 E2+P4 促进

细胞凋亡最明显(P<0.001)；当E2浓度为108 mol·L1

时，表现为抑制卵巢癌细胞的凋亡(P<0.001)。结果

见表 2。 

表 2  雌二醇、孕激素和雌二醇联合孕激素对卵巢癌细胞凋

亡率的影响( sx  , n=3) 

Tab. 2  Estradiol, progesterone and estrogen combined with 
progesterone affected the apoptosis of ovarian cancer 
cells( sx  , n=3) 

组 别 凋亡率/% 

对照组 8.98±0.656 

孕激素(104 mol·L1) 24.40±0.1881) 

雌二醇(104 mol·L1) 19.47±0.1551) 

雌二醇(108 mol·L1) 2.45±0.5001) 

雌二醇+孕激素(104 mol·L1) 40.17±4.7361) 

注：与对照组相比，1)P<0.001。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.001. 
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3.3  E2、P4、E2+P4 对卵巢癌细胞周期的影响 

E2、P4 和 E2+P4 对卵巢癌细胞周期没有影响，

说明激素促进或者抑制卵巢癌细胞凋亡不是通过

阻滞细胞周期实现的。结果见表 3。 

表 3  雌二醇、孕激素和雌二醇联合孕激素对卵巢癌细胞周

期的影响( sx  , n=3)  

Tab. 3  Estradiol, progesterone and estradiol combined with 
progesterone affected the cell cycle of ovarian cancer 
cells( sx  , n=3) 

组 别 G0/G1 期 S 期 G2/M 期 

对照组 79.405±2.206  9.913±1.313 10.682±1.235

孕激素(104 mol·L1) 79.722±2.469  8.177±1.628 12.101±1.295

雌二醇(104 mol·L1) 79.044±2.159  6.952±1.650 14.004±1.327

雌二醇(108 mol·L1) 76.348±2.555 12.620±1.991 11.032±1.320

雌二醇+孕激素 

(104 mol·L1) 
79.405±11.03  9.913±1.314 10.682±6.174

3.4  E2、P4、E2+P4 对 Bcl-2 表达的影响 

  E2、P4 和 E2+P4 在浓度为 104 mol·L1 时下调

Bcl-2 的表达(P<0.05)，而且 E2+P4 的作用更明显

(P<0.001)。当 E2 浓度是 108 mol·L1 时，却上调

Bcl-2 的表达。结果见表 4。 

3.5  E2、P4、E2+P4 对 Bax 表达的影响 

E2、P4 和 E2+P4 在浓度为 104 mol·L1 时上调

Bax 的表达(P<0.001)，E2+P4 组与对照组相比较差

异更明显。当 E2 浓度是 108 mol·L1 时表现为下调

Bax 的表达。结果见表 4。 

表 4  雌二醇、孕激素和雌二醇联合孕激素对 Bcl-2、Bax

表达的影响( sx  , n=3) 

Tab. 4  Estradiol, progesterone and estradiol combined with 
progesterone affected the expression of Bcl-2 and Bax( sx  , n=3) 

组 别 
Bcl-2 mRNA 

相对表达量 

Bax mRNA 

相对表达量 

对照组 8.403±1.715 0.883±0.059 

孕激素(104 mol·L1) 3.110±0.2771) 1.358±0.1912) 

雌二醇(104 mol·L1) 4.428±0.5601) 1.335±0.0572) 

雌二醇(108 mol·L1) 17.311±1.0872) 0.497±0.0292) 

雌二醇+孕激素(104 mol·L1) 2.986±0.6262) 1.757±0.3262) 

注：与对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.001。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.001.  

3.6  高浓度的 E2+P4 对 miR-15a 的影响 

E2+P4(104 mol·L1)能够促进 miR-15a 的表达

(P<0.001)，结果见表 5。 

4  讨论 

据统计，2013 年美国约有 22 240 例新发卵巢

癌患者，约有 14 030 例患者死于卵巢癌[4]。并且卵

巢癌发病率每年上升约 20%，绝经前妇女患卵巢癌

比率较大，绝经后妇女卵巢癌发病率为 1∶2 500[5]。 

表 5  雌二醇联合孕激素对 microRNA-15a 表达的影响

( sx  , n=3) 

Tab. 5  Estradiol combined with progesterone affected the 
expression of microRNA-15a( sx  , n=3) 

组 别 microRNA-15a 相对表达量 

对照组 1.030±0.211 

雌二醇+孕激素(104 mol·L1)  4.607±0.9541) 

注：与对照组相比，1)P<0.001。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.001.  

孕激素对卵巢癌细胞株体外生长的作用研究

结果趋于一致。孕激素对卵巢癌细胞体外生长具有

抑制作用，且呈剂量依赖性[6]。对缺乏孕激素受体

的卵巢癌细胞株 OVCAR3 ，孕激素浓度在

100 µmol·L1 才有显著抑制作用。目前孕激素抗癌

作用的机制尚不清楚。Rodrguez 等[7]报道，孕激素

介导的凋亡与卵巢表面上皮转化生长因子(TGF)表

达转换密切相关。Li 等[8]的实验表明，孕激素可以

下调卵巢癌细胞 SKOV3 的血管内皮细胞生长因子

mRNA 的表达。Paleari 等[9]研究发现，孕激素与孕

激素受体结合调控卵巢癌细胞 Bcl-2 表达，从而调

控癌细胞的增殖继而影响卵巢癌患者的预后。这些

研究表明，孕激素通过促凋亡因素和抑制增殖因素

2 种途径抑制卵巢癌细胞的增殖。有研究者[10]提出

孕激素能够进入细胞核内直接与受体结合，激活的

受体促使细胞合成抑制蛋白质，从而使卵巢癌细胞

增殖受到抑制。总之孕激素对卵巢癌的抑制作用有

统一结论。本研究的实验结果提示，P4 能够通过下

调 Bcl-2 和上调 Bax 的表达来抑制卵巢癌细胞的增

殖，促进细胞凋亡。 

与孕激素相比，雌激素对卵巢癌细胞生长影响

仍存在许多不同的观点，雌激素与卵巢癌的发生发

展是否相关一直是学术界争论的焦点。大样本的流

行病学调查显示，围绝经期雌激素能够促进卵巢癌

的发生[11]。Laviolette 等[12]通过动物模型试验发现

雌激素可促使卵巢肿瘤发展，缩短整体存活时间。

然而 Li 等[13]研究提示，高剂量雌激素对卵巢癌细

胞的增殖有抑制作用。高浓度 E2 能够降低肿瘤细

胞的存活率，促进细胞凋亡；然而低浓度 E2 却能

够提高肿瘤细胞生存率，并以 108 mol·L1 的作用

最强；后续研究结论提示，低浓度E2能够促进Bcl-2

的表达，下调 Bax 的表达；高浓度 E2 对 Bcl-2 和

Bax 的作用恰好与低浓度 E2 的作用相反，由此推

断 E2 对肿瘤细胞生存率和凋亡率的影响与其影响

Bcl-2 和 Bax 的表达相关。 
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Bcl-2 家族是最早被发现的与细胞凋亡相关的

蛋白[14]。在这个家族中，Bcl-2 的主要作用是抑制

凋亡；Bax 主要作用为促进细胞凋亡[15]。小分子

RNA(microRNA)是一类非编码 RNA，它通过与目

的基因的信使 RNA 的 3’端非编码区结合抑制基因

的表达，调控细胞的发育、增殖、分化和凋亡[16-17]。

越来越多的证据表明[3]，MiRNA 表达异常会促进疾

病的发生和发展，影响患者的预后，尤其是肿瘤患

者。Bonci 等[18]提出 miR-15a 和 miR-16 在癌组织中

的表达低于正常组织。另有研究表明[19-20]miR-15

和 miR-16 能够下调目标基因 Bcl-2 的表达，从而抑

制肿瘤的发生和发展。因为通过表达 Bcl-2 蛋白质

与许多类型癌症的发生相关，进而 Cimmino 等[21]

和 Sanchez 等[22]提出 miR-15a 能够抑制 Bcl-2 基因

的表达，从而抑制肿瘤的发生和转移。关于 E2 联

合 P4 作用于卵巢癌的研究较少，本研究结论提示

无论从生存率还是凋亡率，甚至在基因表达的水平

上，E2 联合 P4 对卵巢癌细胞的抑制作用更明显。

而且笔者所在团队发现 E2+P4 能够促进卵巢癌细

胞 miR-15a 的表达，说明 E2+P4 通过调节 miR-15a

的表达来调控 Bcl-2 的表达从而达到抑制癌细胞的

增殖。但是 E2+P4 是通过何种途径调节 miR-15a

的表达是需要进一步研究的内容，其可能机制有激

素通过膜受体作用后影响细胞内相关信号通路的

作用来调节 miR-15a 的表达，或者直接影响 Pten

等相关微小 RNA调节蛋白来影响 miR-15a 的表达。 

在 MTT 试验中低浓度的 E2 与 P4 均有刺激卵

巢癌细胞增殖的作用，但低浓度 E2 与低浓度 P4 联

合作用后表现为抑制肿瘤细胞增殖的作用，可能机

制为经 E2 刺激的肿瘤细胞表达的 P4 受体增加，进

而增加了 P4 的局部作用率导致的相关实验结果为

抑制肿瘤细胞增殖。 
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