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lncRNA TOB1-AS1在上皮性卵巢癌组织中的表达及其临床意义
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[摘 要] 目的：探讨 ERBB2.1 转导蛋白反义 RNA1（transducer of ERBB2.1 antisense RNA 1，TOB1-AS1）在上皮性卵巢癌

（epithelial ovarian cancer，EOC）组织中的表达情况及其临床意义，初步探讨TOB1-AS1对EOC细胞体外增殖、迁移和侵袭的影响。

方法：使用TCGA数据库对EOC组织中TOB1-AS1表达情况进行分析；收集2017年7月至2018年1月在河北医科大学第四医院

妇科行肿瘤切除并经病理检查证实为EOC的67例患者的肿瘤组织，收集同期因其他妇科疾病接受手术的30例患者的非肿瘤卵

巢组织作为对照。采用qPCR法检测EOC组织和非肿瘤卵巢组织中TOB1-AS1的表达水平，χ2检验分析TOB1-AS1的表达与不

同临床病理特征之间的相关性，Kaplan-Meier和Cox比例风险回归模型分析患者生存及预后的潜在影响因素。CCK-8实验、划痕

实验和Transwell实验分别检测敲低TOB1-AS1表达对EOC细胞SKOV3和A2780增殖、迁移和侵袭的影响。结果：TCGA数据

库中资料和qPCR检测结果均显示，在EOC组织中TOB1-AS1的表达水平显著高于非肿瘤卵巢组织（均P<0. 01）。TOB1-AS1的

高表达与EOC患者较晚的FIGO分期、较差的组织分级、淋巴结转移及腹膜转移有关（均P<0.05）。Kaplan-Meier生存分析结果显

示，TOB1-AS1高表达组患者术后DFS和OS均短于TOB1-AS1低表达组（均P<0.05）。Cox比例风险回归模型分析结果显示，

FIGO分期、淋巴结转移、腹膜转移及TOB1-AS1表达是EOC患者预后的独立影响因素（均P<0.05）。TOB1-AS1在EOC细胞系

SKOV3、A2780中的表达水平也显著高于正常卵巢上皮细胞系 IOSE80（均P<0.01）。细胞功能实验结果显示，敲低TOB1-AS1可

抑制SKOV3和A2780细胞的增殖、迁移和侵袭（均P<0.05）。结论：TOB1-AS1在EOC组织中高表达，与患者的不良预后显著相

关。TOB1-AS1可能通过促进EOC细胞SKOV3、A2780的增殖、迁移和侵袭来影响EOC的恶性进展。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression and clinical significance of transducer of ERBB2.1 antisense RNA1 (TOB1-AS1)

in epithelial ovarian cancer (EOC) tissues, and to preliminarily explore its effect on the proliferation, migration, and invasion of EOC

cells in vitro. Methods: TOB1-AS1 expression in EOC tissues was analyzed using the TCGA database. The tumor tissues from 67

patients who underwent tumor resection and were pathologically confirmed as EOC in the Department of Gynecology, the Fourth

Hospital of Hebei Medical University from July 2017 to January 2018 were collected for this study. In addition, 30 non-tumor ovarian

tissues of patients with other gynecological diseases were collected as the control in the same period. qPCR was used to detect the

expression of TOB1-AS1 in EOC tissues and non-tumor ovarian tissues. χ2 test was used to analyze the correlation between the

expression of TOB1-AS1 and different clinicopathological factors of EOC patients. Kaplan-Meier method and Cox proportional hazard

regression model were used to analyze the survival and potential influencing factors for prognosis in EOC patients. The effects of

TOB1-AS1 knockdown on the proliferation, migration, and invasion of EOC SKOV3 and A2780 cells were detected by CCK-8 test,
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Wound-healing assay, and Transwell test, respectively. Results: TCGA database analysis and qPCR results showed the expression level

of TOB1-AS1 in EOC tissues was significantly higher than that in non-tumor ovarian tissues (all P<0.01). The high expression of

TOB1-AS1 was conspicuously correlated with advanced FIGO stage, poor tissue grade, lymph node metastasis, and peritoneal

metastasis in patients with EOC (all P<0.05). Kaplan-Meier survival analysis showed that post-operative disease-free survival (DFS)

and overall survival (OS) in the patients with high TOB1-AS1 expression were shorter than those with low TOB1-AS1 expression (all

P<0.05). Cox proportional hazard regression model analysis showed that FIGO stage, lymph node metastasis, peritoneal metastasis, and

TOB1-AS1 expression were independent prognostic factors in EOC patients (all P<0.05). Similarly, the expression level of TOB1-AS1

in SKOV3 and A2780 cells were significantly higher than that in normal epithelial ovarian IOSE80 cells (all P<0.01). Cell function

experiments showed that TOB1-AS1 knockdown inhibited the proliferation, migration, and invasion of SKOV3 and A2780 cells (all P<

0.05). Conclusion: TOB1-AS1 is highly expressed in EOC tissues, and it is significantly related to the poor prognosis of EOC patients.

TOB1-AS1 may affect the malignant progression of EOC by promoting the cell proliferation, migration, and invasion of SKOV3 and

A2780 cells.

[Key words] epithelial ovarian cancer (EOC); long non-coding RNA (lncRNA); transducer of ERBB2.1 antisense RNA1 (TOB1-

AS1); SKOV3 cell; A2780 cell; proliferation; migration; invasion
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卵巢癌是恶性程度最高的女性生殖系统肿瘤，

具有高度异质性，最常见的病理类型是上皮性卵巢

癌（epithelial ovarian cancer，EOC），占所有病例的

90%[1-2]。卵巢癌起病隐匿，早期诊断困难，80%的患

者确诊时已为Ⅲ/Ⅳ期，整体治疗效果较差，EOC的标

准治疗方法是经肿瘤减灭术后序贯给予含铂双药

化疗，但即使经过标准治疗，仍有 70%的患者会在

2年内复发，5年生存率仅约30%，严重威胁女性身心

健康[3-4]。因此，深入探究影响EOC恶性生物学行为

的相关分子机制及其临床意义，对于改善EOC患者

的预后具有重要意义。lncRNA在表观遗传学修饰、

基因转录后调节、细胞周期进程及肿瘤免疫微环境

中充当重要角色，在恶性肿瘤的发生发展中发挥重

要 作 用[5-8]。 人 ERBB2.1 转 导 蛋 白 反 义 RNA 1

（transducer of ERBB2.1 antisense RNA 1，TOB1-AS1）

是一种近年新发现的 lncRNA，其可抑制宫颈癌[9]、胃

癌[10]等肿瘤的恶性生物学行为，但其在卵巢癌中的作

用尚鲜有研究。本研究旨在探讨TOB1-AS1在EOC

组织中的表达水平及其对EOC细胞A2780、SKOV3

恶性生物学行为的影响，为进一步探索相关EOC分

子调控机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析

正常组织的基因表达谱数据来自GTEx数据库

（https://commonfund.nih.gov/GTEx/），EOC组织的数

据来自TCGA的OV数据集（https://portal.gdc.cancer.

gov/），均使用 FPKM 数据，两部分数据合并在一起

后，用R包 preprocessCore对数据进行分位数标准化

后，对基因表达数据使用R包 beeswarm进行蜂巢图

绘制，采用秩和检验进行统计分析并计算P值。

1.2 临床资料

选取 2017年 7月至 2018年 1月在河北医科大学

第四医院妇科行手术切除并经病理证实为EOC的67

例患者的肿瘤组织。全组患者年龄22～70岁。按国

际妇产科联盟（FIGO）手术病理分期标准分为Ⅰ+Ⅱ

期 20例、Ⅲ+Ⅳ期 47例；组织学分级为中、高分化 25

例，低分化42例；术后证实无淋巴结转移者24例，有

淋巴结转移者 43例；无腹膜转移者 40例，有腹膜转

移者 27例。同期收集 30例因其他妇科疾病而行手

术切除的非肿瘤卵巢组织。所有组织离体后迅速置

于液氮中，–80 ℃保存。本研究经医院伦理委员会

审查批准，所有患者签署知情同意书。

1.3 细胞与生物制剂

正常卵巢癌上皮细胞系 IOSE80和EOC细胞系

A2780、SKOV3均购自中国科学院细胞库。DMEM

培养基、胰蛋白酶均购自美国Gibco公司，胎牛血清

购自美国Gemini公司，RNA提取试剂、反转录试剂和

SYBR Green法 qPCR试剂均购自美国Thermo公司，

转染试剂LipofectamineTM2000购自美国 Invitrogen公

司，CCK-8 法检测试剂盒购自北京索莱宝公司，

Transwell小室购自美国康宁公司。干扰序列TOB1-

AS1-siRNA由苏州吉玛基因股份有限公司合成，引

物由上海生物工程有限公司合成。

1.4 qPCR检测EOC组织和细胞中TOB1-AS1的表达

用TRIzol试剂提取组织和细胞的总RNA。将其稀

释至500 ng/ml，用反转录试剂盒进行反转录，以获得的

cDNA作为模板扩增TOB1-AS1及内参mRNA，引物序

列 ：GAPDH 上 游 为 5'-GTCACCTTCACCGTTCC

AGTTTT-3'，下 游 为 5'-CTTAGTTGCGTTACACCC

TTTCT-3'；TOB1-AS1 上 游 为 5'-GCCAGGCCTA

GAAGCTTTTG-3'，下 游 为 5'-TCTTCCCACCCCT

TCTCCTA-3'。反应条件：95 ℃ 5 min 后，95 ℃ 15 s、

59 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共进行38个循环。根据每孔
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荧光信号达到阈值时经历的循环数作为Ct值，以2-∆∆Ct

法计算TOB1-AS1的相对表达量。

1.5 细胞培养及转染

SKOV3、A2780和 IOSE80细胞培养在含 10%胎

牛血清和1%双抗的DMEM完全培养基中，所有细胞

置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

取状况良好的对数生长期细胞按照转染试剂

LipofectamineTM2000 说明书的步骤，将 si-NC 和 si-

TOB1-AS1转染至SKOV3和A2780细胞，6~8 h后更

换成完全培养基继续培养24~48 h后进行后续实验。

1.6 CCK-8法检测TOB1-AS1表达对EOC细胞增殖

能力的影响

将各组细胞消化后按照每孔 1×103个细胞的密

度接种于96孔板中，待细胞贴壁后，分别在24、48、72

和96 h后于每孔添加10 μl CCK-8试剂，继续培养2 h

后用酶标仪检测每孔在 450 nm波长处的光密度（D）

值，以D值代表细胞增殖水平，绘制增殖曲线。

1.7 划痕愈合实验检测TOB1-AS1的表达对EOC细

胞迁移能力的影响

将各组细胞接种于 6孔板，在 6孔板背面画 5条

平行线作为参照，24 h后用200 μl移液器吸头在细胞

层上刮出 2条垂直于背面平行线的直线，用PBS洗 3

次后加入 2 ml无血清的DMEM培养基继续培养，于

0和 24 h时在倒置显微镜下观察细胞向划痕区域的

迁移并拍照，利用 ImageJ软件计算细胞迁移距离，迁

移距离=0 h时划痕宽度平均值-24 h时划痕宽度平均

值，划痕宽度平均值=划痕空隙面积/长度。

1.8 Transwell实验检测TOB1-AS1的表达对EOC细

胞侵袭能力的影响

将保存于–20 ℃的matrigel基质胶取出，置2 ℃

～8 ℃冰箱内过夜融化，取 100 μl加入预冷的 300 μl

无血清培养基中，充分混匀后取25 μl加入Transwell

小室的上室，覆盖整个聚碳酯膜，37 ℃放置 30 min

使matrigel聚合成胶。将各组细胞按照每孔2×105个

细胞转移至Transwell小室的上室，下室加入含10% FBS

的 DMEM 培养基 700 μl。常规培养 24 h 后取出小

室，PBS冲洗后，用棉签轻轻将上室中未侵袭的细胞

擦去，4%多聚甲醛固定20 min，PBS清洗3遍后用结

晶紫染色 15 min，PBS冲洗 3遍后空气中风干，在高

倍显微镜下拍照并随机选取10个视野计数，取均值。

1.9 统计学处理

qPCR、CCK-8、划痕愈合及 Transwell 实验均独

立重复3次。采用SPSS 22.0软件分析。符合正态分

布的计量资料以 x̄±s 表示，组间数据比较采取两独立

样本 t检验。通过 χ2检验分析TOB1-AS1的表达水平

及其与临床病理特征的关系，采用 Kaplan-Meier 和

Cox比例风险回归模型对患者生存和预后影响因素

进行分析。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 TOB1-AS1在EOC组织中的表达

通过分析TCGA 数据库中 EOC 的全基因组表

达谱数据发现，TOB1-AS1 在人 EOC 组织中的表

达显著高于非肿瘤卵巢组织（P<0.01，图 1A）。为

进一步明确 TOB1-AS1 在 EOC 中的表达情况，本

研究通过 qPCR 检测 EOC 组织和非肿瘤卵巢组

织 中 TOB1-AS1 水 平 ，结 果 显 示 ，EOC 组 织 中

TOB1-AS1 的表达水平显著高于非肿瘤卵巢组

织，差异具有统计学意义（P<0.01，图 1B），与TCGA

数据库分析结果相一致。

A: The expression of TOB1-AS1 in human EOC tissue was

significantly higher than that in non-tumor ovarian tissues (data

taken from TGCA database); B: The expression of TOB1-AS1 in

human EOC tissue was significantly higher than that in non-

tumor ovarian tissues detected by qPCR

图1 TOB1-AS1在EOC组织中呈高表达

Fig.1 TOB1-AS1 was highly expressed in EOC tissues

2.2 TOB1-AS1表达与EOC患者临床病理特征的关系

为进一步明确 TOB1-AS1 在 EOC 中的临床意

义，用 χ2检验分析了肿瘤组织中TOB1-AS1表达水平

与EOC患者临床病理特征的关系，结果（表 1）表明，

TOB1-AS1的高表达与EOC患者较晚的FIGO分期、

较差的组织分级、淋巴结转移和腹膜转移有关联

（P<0.001，P=0.001，P=0.015，P=0.036），而与患者年

龄无关联（P=0.303）。

2.3 TOB1-AS1表达与EOC患者预后的关系

本研究对患者的随访时间为36个月。截至2021

年 1月 31日，获访 62例，失访 5例（失访病例未计入

分析），获访率为 92.54%。在随访期间，获访患者中

有 26例死亡，3年总生存率为 61.19%。采用Kaplan-

Meier 方法对 TOB1-AS1 表达与 EOC 患者预后的关

系进行分析，结果（图2）显示，相对于TOB1-AS1低表

达组，TOB1-AS1高表达组患者的DFS和OS显著缩
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短（Log rank test：P=0.0012，P=0.025 2）。多元Cox比

例风险回归模型分析结果（图3）显示，FIGO分期、淋

巴结转移、腹膜转移和TOB1-AS1的表达水平是影响

EOC 患者预后的独立因素（P=0.003，P=0.014，P=

0.019，P<0.001）。

表1 TOB1-AS1表达与EOC患者临床病理特征的相关性

Tab.1 Correlation between TOB1-AS1 and clinicopathological features of EOC patients

Feature

Age/a

≤60

>60

FIGO stage

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

Differentiation

Well+Moderate

Poor

Lymph node metastasis

Positive

Negative

Peritoneal metastasis

Positive

Negative

N

43

24

20

47

25

42

43

24

27

40

Expression of TOB1-AS1 (n)

High

28

14

5

37

11

31

33

9

21

21

Low

15

10

15

10

14

11

10

15

6

19

χ2

0.582

17.312

5.954

10.142

4.403

P

0.303

＜0.001

0.015

0.001

0.036

图2 Kaplan-Meier法分析TOB1-AS1表达对EOC患者术后DFS（A）和OS（B）的影响

Fig.2 Effect of TOB1-AS1 expression on DFS (A) and OS (B) of EOC patients analyzed by Kaplan-Meier curves

图3 EOC患者预后影响因素的多元Cox比例风险

回归模型分析森林图

Fig.3 The prognostic factors for EOC patients analyzed

by multivariate Cox proportional hazard regression model

2.4 TOB1-AS1 在 EOC 细胞中呈高表达且敲低

TOB1-AS1抑制EOC细胞增殖、迁移和侵袭

qPCR 检测结果（图 4A）显示，SKOV3 和 A2780

细胞中TOB1-AS1的表达水平显著高于 IOSE80细胞

（均P<0.01），说明TOB1-AS1在EOC细胞中高表达。

进一步，在 SKOV3 和 A2780 细胞中转染 si-TOB1-

AS1以构建 TOB1-AS1 低表达细胞，qPCR 检测结

果（图 4B）显示，与 si-NC组相比，si-TOB1-AS1#1和

si-TOB1-AS1#2 组 TOB1-AS1 的表达水平均显著下

降（均 P<0.01），说明成功构建 TOB1-AS1 低表达细

胞。si-TOB1-AS1#1 的敲低效率更高，因此选择 si-

TOB1-AS1#1用于后续实验。

为探讨TOB1-AS1对EOC细胞恶性生物学行为

的影响，通过CCK-8、划痕愈合及Transwell实验观察

了转染 si-TOB1-AS1对 EOC细胞增殖、迁移和侵袭
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能力的影响。CCK-8 实验结果（图 4C）显示，敲低

TOB1-AS1 后 SKOV3 和 A2780 细胞在 24、48、72 和

96 h时的增殖水平显著降低（P<0.05或P<0.01）。划

痕愈合实验结果（图 5）显示，敲低TOB1-AS1显著抑

制 SKOV3 和 A2780 细 胞 的 迁 移（ 均 P<0.01）。

Transwell实验结果（图 6）显示，敲低TOB1-AS1显著

抑制SKOV3和A2780细胞的侵袭（均P<0.01）。

A: TOB1-AS1 was highly expressed in EOC cells determined by qPCR; B: The interference efficiency of si-TOB1-AS1 was

determined by qPCR; C: Knockdown of TOB1-AS1 inhibited the proliferation of SKOV3 and A2780 cells detected by CCK-8 test

图4 敲低TOB1-AS1抑制EOC细胞的增殖

Fig.4 TOB1-AS1 knockdown inhibited the proliferation of EOC cells

图5 敲低TOB1-AS1抑制EOC细胞的迁移（×40）

Fig.5 TOB1-AS1 knockdown inhibited the migration of EOC cells (×40)

3 讨 论

EOC是中国发病率较高的妇科肿瘤之一，高度

侵袭性使其易发生远处播散和复发转移，这是造成

EOC预后不佳的主要原因。基因的异常表达会影响

EOC的增殖、迁移和侵袭等恶性生物学行为[11]，因此

探寻 EOC 发生发展过程中的分子机制，可能会为

EOC的治疗提供新的靶点。

··1065



中国肿瘤生物治疗杂志, 2021, 28(11)

图6 敲低TOB1-AS1抑制EOC细胞的侵袭（结晶紫染色，×200）

Fig.6 TOB1-AS1 knockdown inhibited the invasion of EOC cells (crystal violet staining, ×200)

越来越多的证据[12-14]表明，lncRNA与多种细胞功

能、多种疾病的病理过程密切相关，已成为信号通路

作用网络中的重要调节因子。lncRNA的异常表达在

调控多种肿瘤的发生、发展中发挥关键作用[15-16]。近

年来，许多 lncRNA被发现在EOC中处于失调状态。

例如，lncRNA PTAR通过竞争性结合miR-101-3p上

调 ZEB1的表达而促进 EOC的 EMT和侵袭转移[17]；

lncRNA DNM3OS通过靶向miR-214调控EMT相关

蛋白而促进卵巢癌的EMT过程[18]；lncRNA ABHD11-

AS 通过靶向调控 RhoC 及其下游分子 p70S6K、

MMP2和Bcl-xl等促进卵巢癌细胞的增殖、侵袭和转

移[19]。人ERBB2.1转导蛋白（transducer of ERBB2.1，

TOB1）是一种具有TOB/BTG结构域的抗增殖蛋白，

作为一种肿瘤抑制因子可以通过多种信号通路抑制

癌细胞的迁移、增殖和凋亡[20-21]。TOB1-AS1是由

位于染色体 17q21.33上的TOB1基因簇反义转录而

来的一种新型 lncRNA，目前对于TOB1-AS1的研究

相对较少，它到底是作为抑癌还是致癌的 lncRNA在

肿瘤发生发展中发挥作用还不是非常明确。已有的

研究表明，在宫颈癌中 TOB1-AS1 通过海绵融合

miR-27b 发挥抑癌作用[10]，在胃癌中通过靶向 miR-

23a上调NEU1而抑制了胃癌细胞的增殖、凋亡、迁移

和侵袭[11]。目前TOB1-AS1在EOC中的表达及其生

物学功能尚未见报道。

首先，为明确 TOB1-AS1 在 EOC 组织和非肿瘤

卵巢组织中的表达是否存在差异，本研究通过对

TCGA数据库中EOC数据进行分析发现，TOB1-AS1

在EOC组织中的表达显著高于正常卵巢组织。为进

一步验证 TCGA 数据库的分析结果，通过 qPCR 对

EOC组织和非肿瘤卵巢组织中TOB1-AS1表达水平

进行检测，结果发现EOC组织中TOB1-AS1的表达

水平显著高于非肿瘤卵巢组织（P<0.01），与 TCGA

数据库分析结果一致，提示 TOB1-AS1 可能在 EOC

发生发展过程中发挥促癌作用。对TOB1-AS1的表

达与 EOC 的临床病理特征的关系进行分析发现，

TOB1-AS1 表达与较晚的 FIGO 分期、较差的组织

学分级、淋巴结转移及腹膜转移情况显著关联（均

P<0.05），而与患者年龄无关（P=0.303），这表明

TOB1-AS1在EOC的恶性进展中可能发挥了重要作

用，尤其与侵袭转移关系密切。Kaplan-Meier生存分

析表明，TOB1-AS1 高表达的 EOC 患者的术后 DFS

和OS显著短于TOB1-AS1低表达患者（均P<0.05），

提示TOB1-AS1可能与EOC的不良预后相关。多元

Cox比例风险回归模型分析结果显示，FIGO分期、淋

巴结转移、腹膜转移和TOB1-AS1表达均是EOC患

者预后的独立影响因素，表明TOB1-AS1可能是独立

提示EOC患者预后的生物标志物。EOC的异常增殖

和转移能力是影响患者预后的重要因素，本研究通

过体外细胞功能实验探讨 TOB1-AS1 对 EOC 细胞

SKOV3 和 A2780 增殖、迁移和侵袭的影响，结果发

现，敲低TOB1-AS1后EOC细胞增殖、迁移和侵袭显

著降低（P<0.05），在细胞学上证明TOB1-AS1与EOC

恶性生物学行为有密切关系。但TOB1-AS1是通过

何种具体的分子机制来发挥促癌作用有待进一步阐

明，未来本课题组将对TOB1-AS1表达的具体机制进

行更深入的研究。

综上所述，TOB1-AS1在EOC组织和细胞中高表

达，且与EOC患者的多个临床病理特征显著关联，是

患者预后的独立影响因素。敲低TOB1-AS1表达抑

制了EOC细胞的增殖、迁移和侵袭能力，说明TOB1-

AS1在EOC的恶性进展过程中发挥了促癌作用。本

研究的发现为探寻EOC的潜在预后标志物及可能的

治疗靶点提供了理论依据，并为后续的机制研究奠

定了基础。
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