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ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ敲低对卵巢癌细胞增殖、迁移
和凋亡的影响及其作用机制

唐雪俊，窦晓卫，应小燕

（南京医科大学第二附属医院妇科，南京　２１０００３）

摘要　目的　探讨长链非编码ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）ＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌中的表达，探究ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ对卵巢癌细胞增殖、迁移、侵
袭和凋亡的影响以及其可能的作用机制。方法　使用荧光定量 ＰＣＲ法检测卵巢癌组织和细胞系 Ａ２７８０、ＯＶＣＡＲ３、ＨＯ８９１０
以及正常卵巢组织和细胞系ＩＯＳＥ３８６中ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ的表达水平。将ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ表达最高的卵巢癌细胞系分为对
照组和实验组，通过脂质体转染技术分别转染阴性对照小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡＮＣ）或ＰＩＣＳＡＲ小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡＰＩＣＳＡＲ）。细
胞计数实验（ＣＣＫ８）、克隆形成实验、划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验以及流式细胞术分别分析ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ敲低对卵巢癌细胞
增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定各组细胞的凋亡蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和自噬蛋白ＬＣ３Ｂ、ＡＴＧ７、Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
水平。使用雷帕霉素和羟氯喹分别作为自噬激活剂和抑制剂处理卵巢癌细胞，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测细胞凋亡水平。
结果　与正常卵巢组织相比，卵巢癌组织中ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ表达水平升高。与 ＩＯＳＥ３８６细胞系比较，卵巢癌细胞系 Ａ２７８０、
ＯＶＣＡＲ３、ＨＯ８９１０中ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ表达水平均升高。与ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＰＩＣＳＡＲ组卵巢癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力
均降低，细胞凋亡率增高。ｓｉＰＩＣＳＡＲ组卵巢癌细胞的自噬水平较ｓｉＮＣ组降低，ｓｉＲＮＡＰＩＣＳＡＲ转染后，用雷帕霉素激活自噬
降低了细胞凋亡水平，而用羟氯喹抑制自噬促进了细胞凋亡。结论　ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌组织和细胞系中高表达，Ｌｎ
ｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ敲低能够抑制卵巢癌细胞的恶性生物学行为。敲低 ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ可能是通过调节自噬促进卵巢癌细胞凋
亡。
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　　卵巢癌是妇科最常见的恶性肿瘤之一。由于疾
病早期无明显特异性症状，大多数患者就诊时已属

晚期，加之复发和化疗耐药，卵巢癌患者病死率

高［１］。目前卵巢癌的主要治疗方法是将肿瘤细胞

减灭术与化疗相结合。进一步了解卵巢癌生物学的

分子机制，以发现新的靶向治疗策略。长链非编码

ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）参与调节蛋白
质合成和稳定性，影响细胞增殖、分化和存活，并在

多种疾病中发挥重要作用［２］。近些年研究证实卵

巢癌组织中存在 ＬｎｃＲＮＡ异常表达，这不仅影响了
卵巢癌细胞增殖、迁移和凋亡，还与化疗耐药相

关［３］。最近，研究［４］显示 ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ与多种
疾病相关，如ＰＩＣＳＡＲ高表达与肝细胞癌、肾透明细

胞癌以及类风湿关节炎等有关［５－６］。ＰＩＣＳＡＲ被确
定为皮肤鳞状细胞癌的潜在预后标志物和治疗靶

点。该研究先检测 ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌组织
和细胞系中的表达水平，随后研究 ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ
敲低以后对卵巢癌细胞增殖、迁移和凋亡的影响，并

进一步探究ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　
１．１．１　组织标本　选取２０２０年１０月－２０２３年１０
月在南京医科大学第二附属医院妇科进行手术的患

者的卵巢癌组织样本和正常卵巢组织样本各３０份。
术后病理证实卵巢癌组织标本为上皮性卵巢癌，患

者术前均未接受治疗。正常卵巢组织标本取自子宫

肌瘤患者行子宫卵巢切除术。所有组织标本立即在

液氮中速冻，于－８０℃冰箱保存待用。本研究经南
京医科大学第二附属医院伦理委员会批准，所有参

加者均签署知情同意书（编号：２０２３ＫＹ１９２０１）。
１．１．２　主要试剂与仪器　正常卵巢上皮细胞系
ＩＯＳＥ３８６和人卵巢癌细胞系 Ａ２７８０、ＯＶＣＡＲ３、ＨＯ
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８９１０购自北纳生物公司。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅ
ｒｕｍ，ＦＢＳ）以及胰酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。ＰＢＳ缓冲
液、ＲＰＭＩ１６４０完全培养基购自 ＢｉｏＣｈａｎｎｅｌ生物公
司。Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶、结晶紫染色液、ＢＣＡ蛋白浓度
测定试剂盒（增强型）购自上海碧云天生物技术公

司。ＲＩＰＡ组织细胞高效裂解液购自翼飞雪生物科
技公司。蛋白酶抑制剂、雷帕霉素和羟氯喹购自美

国 ＭＣＥ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司。超灵敏ＥＣＬ化学发光试剂和４％多聚甲醛通用
型组织固定液购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物技术有限公司。
ＴＲＩｚｏｌ试剂、ｑＰＣＲ、ＣＣＫ８以及 ＲＮＡ逆转录试剂盒
均购自诺唯赞生物公司。ＨｉｅｆｆＴｒａｎｓＬｉｐｏｓｏｍａｌ
ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ脂质体核酸转染试剂和Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒购自翊圣生物公
司。山羊抗兔一抗Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、ＡＴＧ７、Ｂｅｃｌｉｎ１
和ＧＡＰＤＨ以及山羊抗兔 ＩｇＧ二抗均购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲｓｉＲＮＡ
（５′ＣＡＣＧＧＣＣＡＡＣＧＴＧＧＡＧＣＴＣＴＡ３′）和阴性对照
ＮＣｓｉＲＮＡ（５′ＣＧＣＣＧＡＧＣＣＡＧＴＧＡＧＴＣＣＡＡＴ３′）均
由锐博生物公司构建。ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ７Ｆｌｅｘ荧光定量
ＰＣＲ仪购自赛默飞世尔科技公司，ＢＤＦＡＣＳＶｅｒｓｅ流
式细胞仪购自ＢＤ生物公司，Ｎｉｋｏｎ倒置显微镜购自
斯高普仪器公司，ＢｉｏＴｅｋ酶标仪购自睿捷生物科技
公司，Ｔａｎｏｎ全自动化学发光荧光图像购自麦高德
生物公司。

１．２　方法　
１．２．１　细胞培养和转染　复苏 Ａ２７８０、ＨＯ８９１０、
ＯＶＣＡＲ３、ＩＯＳＥ３８６细胞，用添加有 １０％ＦＢＳ的
ＲＰＭＩ１６４０完全培养基，放入３７℃、５％ ＣＯ２的培养
箱中培养。按照 ＨｉｅｆｆＴｒａｎｓＬｉｐｏｓｏｍａｌＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ脂质体核酸转染试剂说明书进行转染，首先
在６孔板中接种 ＨＯ８９１０细胞，待细胞铺板密度为
９０％～９５％时开始转染，以 ｓｉＲＮＡＰＩＣＳＡＲ为实验
组，ｓｉＲＮＡＮＣ为对照组。转染后对 ｓｉＲＮＡ沉默效
果检测时间为２４～７２ｈ，本实验收集转染４８ｈ后的
细胞用于后续实验。

１．２．２　荧光定量ＰＣＲ实验　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂把卵
巢癌组织和卵巢癌细胞中的总 ＲＮＡ提取出来，将
ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。按照 ｑＰＣＲ试剂盒说明书，
上机反应条件为：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性１０ｓ，
６０℃退火与延伸３０ｓ，设置４０个循环，使用ＣｈａｍＱ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行 ｑＲＴＰＣＲ。
ＧＡＰＤＨ上下游引物序列分别为５′ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧ
ＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′；

ＰＩＣＳＡＲ上下游引物序列分别为５′ＧＧＴＧＣＣＴＣＴＴＣ
ＣＴＣＡＧＡＣＡＴＣＴ３′，５′ＣＡＡＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＴＧＧＧＣＴ
ＧＧ３′；以 ＧＡＰＤＨ为内参，用２－ΔΔＣＴ值表示 ＰＩＣＳＡＲ
的相对表达量。

１．２．３　ＣＣＫ８实验　使用 ＣＣＫ８试剂盒检测转染
后的不同组 ＨＯ８９１０细胞的增殖能力，接种细胞至
９６孔板，终体积为１００μｌ，每孔接种２×１０３个细胞。
０、２４、４８、７２、９６ｈ后，避光操作，于 ９６孔板中加入
１０μｌＣＣＫ８溶液，放入培养箱中孵育２ｈ，然后酶标
仪检测４５０ｎｍ处的吸光值。
１．２．４　克隆形成实验　利用克隆形成实验进一步
研究不同处理组的ＨＯ８９１０细胞的增殖能力。在６
孔板中接种１×１０３个 ＨＯ８９１０细胞，用含有１０％
ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基培养１０～１４ｄ，每３ｄ
更换一次培养基，培养期间适时观察细胞生长状况。

用４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，再用结晶紫染色
液染色１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞３次。计数染色细胞
克隆形成的群落数，然后再进行统计学分析。

１．２．５　划痕实验　细胞划痕法检测卵巢癌 ＨＯ
８９１０细胞的迁移能力，在６孔培养板中以每孔２×
１０５个细胞的密度接种各组细胞，待细胞汇合度为
９０％左右时用１０μｌ枪头比着直尺垂直沿同一方向
刮伤，于０ｈ和２４ｈ后在显微镜下拍摄结果照片。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测卵巢癌
ＨＯ８９１０细胞的侵袭能力，用无血清培养基将预冷
的基质胶稀释，将稀释了的基底膜加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室上室，覆盖整个上室底膜，在３７℃培养箱中孵育
３０ｍｉｎ使之形成凝胶。在下室中加入５００μｌ含有
１０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，在上室中加入１×
１０５个细胞／孔的无血清细胞悬液。继续培养２４～
４８ｈ后，用４％多聚甲醛固定细胞，加入０１％结晶
紫染色液染色１０ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ洗涤３次，再用棉
球擦去表面细胞，放在显微镜下观察穿过小室的细

胞并拍照。

１．２．７　流式细胞术　流式细胞术检测卵巢癌 ＨＯ
８９１０细胞的凋亡情况。采用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试
剂盒进行细胞凋亡分析。经过ｓｉＲＮＡＮＣ或ｓｉＲＮＡ
ＰＩＣＳＡＲ转染后，用 １００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素或 １００
ｎｍｏｌ／Ｌ羟氯喹处理 ＨＯ８９１０细胞２４ｈ。每组收取
１×１０６个 ＨＯ８９１０细胞，不同分组做好标记，使用
提前预冷的 ＰＢＳ洗涤细胞２次后吸弃洗涤液。接
着取１００μｌ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬各组细胞后分别
加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μｌＰＩ染色溶液 Ｓｔａｉ
ｎｉｎｇＳｏｌｕｔｉｎ避光反应１０～１５ｍｉｎ，操作轻柔。最后
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每管加入 ４００μｌ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ使其终体积为
５００μｌ，混匀后放在冰上，尽快使用流式细胞仪进行
凋亡检测，并通过Ｆｌｏｗｊｏ软件进行分析。
１．２．８　蛋白质印迹实验　在 ＨＯ８９１０细胞中加入
ＲＩＰＡ裂解液和蛋白酶抑制剂，充分吹打，离心后获
得总蛋白质。使用 ＢＣＡ试剂盒检测蛋白质浓度后
加入适量上样缓冲液，于１００℃沸水中煮沸１０ｍｉｎ，
自然冷却后保存于 －２０℃冰箱待用。取２０μｇ蛋
白进行凝胶电泳，然后转移到ＰＶＤＦ膜上，把膜放入
５％脱脂牛奶中封闭２ｈ。按照蛋白分子量裁出相应
蛋白条带，然后分别放入 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、ＡＴＧ７、
Ｂｅｃｌｉｎ１和ＧＡＰＤＨ（均按１∶１０００稀释）的一抗稀
释液中，４℃摇床过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次后加入二抗
稀释液，室温孵育１ｈ。再次洗膜３次后滴加超灵敏
ＥＣＬ显影液反应３０ｓ，随后在成像系统上显出蛋白
条带，并使用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
１．２．９　雷帕霉素和羟氯喹处理细胞　所购买的雷
帕霉素规格为：浓度１０ｍｍｏｌ／Ｌ，用 ＤＭＳＯ稀释，羟
氯喹的规格为：浓度１０ｍｍｏｌ／Ｌ，用 ＤＥＰＣ水稀释。
雷帕霉素和羟氯喹使用浓度均为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。细胞
处理时间为２４ｈ。
１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０２软
件进行统计分析，所有结果以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，两组间差异比较采用ｔ检验，多组间差异比较
采用单因素方差分析。Ｐ＜００５表示差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＰＩＣＳＡＲ在上皮性卵巢癌组织中的表达与临
床病理特征的关系分析　对３０例上皮性卵巢癌患
者卵巢组织中 ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ的表达与国际妇产
科联盟（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＦｅｄｅｒａｔｉｏｎｏｆＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ，ＦＩＧＯ）分期、分化程度、年龄、淋巴结转移
和远处转移进行相关性分析。结果表明，与 ＦＩＧＯ
Ⅰ、Ⅱ期相比，Ⅲ、Ⅳ期卵巢癌组织中 ＬｎｃＲＮＡＰＩＣ
ＳＡＲ的表达升高（Ｐ＝００２２）；与高／中分化相比，低
分化卵巢癌组织中 ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ的表达升高
（Ｐ＝００１９）；ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ的表达与患者年龄
（Ｐ＝０７１３）、淋巴结转移（Ｐ＝０２６３）和远处转移
（Ｐ＝０４４２）无关。见表１。
２．２　上皮性卵巢癌组织和细胞系中 ＰＩＣＳＡＲ表达
升高　如图１Ａ所示，与正常卵巢组织相比，ＰＩＣＳＡＲ
在上皮性卵巢癌组织中的表达明显升高，差异有统

计学意义（ｔ＝８．８９，Ｐ＜０００１）。同样，与正常卵巢

上皮细胞系 ＩＯＳＥ３８６相比，ＰＩＣＳＡＲ在人卵巢癌细
胞系 Ａ２７８０、ＯＶＣＡＲ３和 ＨＯ８９１０中表达均升高
（ｔ＝５１７，Ｐ＜００１；ｔ＝１１５９，Ｐ＜０００１；ｔ＝２９７９，
Ｐ＜０００１），见图１Ｂ。在该实验中，ＨＯ８９１０细胞的
ＰＩＣＳＡＲ表达最高，因此选该细胞系用于后续实验。

表１　ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ与上皮性卵巢癌临床病理特征的关系

Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ

Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
Ｃａｓｅｓ

ＰＩＣＳＡＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ

Ｐｖａｌｕｅ

ＦＩＧＯｓｔａｇｅ ０．０２２
　ⅠⅡ １１ ８ ３
　ⅢⅣ １９ ５ １４
Ｄｅｇｒｅｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ０．０１９
　Ｈｉｇｈ／ｍｅｄｉｕｍ

　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

９

　

７

　

２

　
　 Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ２１ ６ １５
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ０．７１３
　≤５５ １３ ７ ６
　＞５５ １７ ７ １０
Ｌｙｍｐｈａｔｉｃｉｎｖａｓｉｏｎ ０．２６３
　Ｎｏ １８ １１ ７
　Ｙｅｓ １２ ４ ８
Ｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．４４２
　 Ｎｏ ２０ １２ ８
　Ｙｅｓ １０ ４ ６

２．３　ＨＯ８９１０细胞转染 ＰＩＣＳＡＲ小干扰 ＲＮＡ敲
低效果　与对照组相比，经过转染 ＰＩＣＳＡＲ小干扰
ＲＮＡ后ＨＯ８９１０细胞中 ＰＩＣＳＡＲ表达明显减少，差
异有统计学意义（ｔ＝１６１１，Ｐ＜０００１），见图２Ａ，结
果表明敲低成功，ＰＩＣＳＡＲ小干扰 ＲＮＡ可有效抑制
ＨＯ８９１０细胞中ＰＩＣＳＡＲ的表达。
２．４　ＰＩＣＳＡＲ敲低抑制 ＨＯ８９１０细胞增殖　如图
２Ｂ，ＣＣＫ８实验结果显示，在 ４ｄ时间里，实验组
ＨＯ８９１０细胞的吸光度值低于对照组（ｔ＝１３４２，Ｐ
＜０００１），表明敲低 ＰＩＣＳＡＲ抑制了 ＨＯ８９１０细胞
的增殖活性。克隆形成实验结果显示，ＰＩＣＳＡＲ敲低
后，细胞的克隆形成数目明显减少（ｔ＝６６７，Ｐ＜
００１），见图２Ｃ，表明 ＰＩＣＳＡＲ敲低抑制了 ＨＯ８９１０
细胞的增殖能力。

２．５　ＰＩＣＳＡＲ敲低抑制 ＨＯ８９１０细胞迁移和侵袭
能力　划痕实验显示，ＰＩＣＳＡＲ敲低后 ＨＯ８９１０细
胞迁移率明显变小，差异有统计学意义（ｔ＝４２９，Ｐ
＜００５），见图 ３Ａ，表明 ＰＩＣＳＡＲ敲低后能够减弱
ＨＯ８９１０细胞的迁移能力。同样，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显
示，ＰＩＣＳＡＲ敲低后ＨＯ８９１０细胞侵袭数明显变少，
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表明ＰＩＣＳＡＲ敲低以后ＨＯ８９１０细胞的侵袭能力明
显减弱（ｔ＝９６５，Ｐ＜０００１）。
２．６　ＰＩＣＳＡＲ敲低促进 ＨＯ８９１０细胞凋亡　如图
４Ａ所示，与对照组相比，ＰＩＣＳＡＲ敲低提高了 ＨＯ
８９１０细胞的凋亡率（ｔ＝１９４７，Ｐ＜０００１）。此外，

蛋白质印迹实验结果显示，ＰＩＣＳＡＲ敲低后抗凋亡蛋
白Ｂｃｌ２表达明显减少（ｔ＝２８４７，Ｐ＜０００１），而促
凋亡蛋白Ｂａｘ表达明显增多（ｔ＝１０３７，Ｐ＜０００１）
（图 ４Ｃ）。结果表明 ＰＩＣＳＡＲ敲低促进了卵巢癌
ＨＯ８９１０细胞凋亡。

图１　ＰＩＣＳＡＲ在上皮性卵巢癌中表达升高

Ｆｉｇ．１　ＰＩＣＳＡＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓｅｌｅｖａｔｅｄｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ

　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＩＣＳＡＲｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

ＰＩＣＳＡＲｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅａｎｄｎｏｒｍａｌｏｖａｒｉａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅＩＯＳＥ３８６ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ；Ｐ＜０００１ｖｓｎｏｒｍａｌｏｖａｒｉ

ａｎｔｉｓｓｕｅ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＩＯＳＥ３８６ｃｅｌｌｓ．

图２　敲低ＰＩＣＳＡＲ对卵巢癌细胞增殖能力的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＩＣＳＡＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｅｃｔｏｆＰＩＣＳＡＲ；Ｂ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＣＣＫ８ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；Ｃ：Ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｂｙｃｒｙｓｔａｌ

ｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ×２０；Ｄ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｕｍｂｅｒｏｆｃｌｏｎｅｓｆｏｒｍｅｄ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

·２１５１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｓｅｐ；５９（９）



图３　敲低ＰＩＣＳＡＲ对卵巢癌细胞迁移和侵袭能力的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＩＣＳＡＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：Ｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ×１０；Ｂ：Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｍｏｂｉｌｉｔｙｒａｔｅ；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｒｅｓｕｌｔｓｂｙｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ×４０；Ｄ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｈｉｓｔｏｇｒａｍ；Ｐ＜

００５，Ｐ＜０００１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图４　敲低ＰＩＣＳＡＲ对卵巢癌细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＩＣＳＡＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌ

ｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｐ＜０００１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．
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２．７　ＰＩＣＳＡＲ敲低抑制 ＨＯ８９１０细胞自噬　根据
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验（图５）结果，ＰＩＣＳＡＲ敲低显著减
少了自噬主要相关蛋白 ＡＴＧ７、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ｂ的
表达水平（ｔ＝１００５，Ｐ＜０００１；ｔ＝１２０４，Ｐ＜
０００１；ｔ＝９９２，Ｐ＜０００１）。因此，ＰＩＣＳＡＲ可能参
与卵巢癌细胞自噬。

２．８　ＰＩＣＳＡＲ敲低后调节 ＨＯ８９１０细胞内自噬水
平对细胞凋亡的影响　如图６Ａ，雷帕霉素可显著提
高ＰＩＣＳＡＲ敲低后 ＨＯ８９１０细胞中 ＡＴＧ７、Ｂｅｃｌｉｎ１
和ＬＣ３Ｂ的蛋白水平（ｔ＝１７６３，Ｐ＜０００１；ｔ＝
３０７０，Ｐ＜０００１；ｔ＝１５５７，Ｐ＜０００１），而羟氯喹降
低了ＡＴＧ７、Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３Ｂ的蛋白水平（ｔ＝６８３，
Ｐ＜００１；ｔ＝４７４，Ｐ＜００１；ｔ＝８０８，Ｐ＜００１），表
明通过雷帕霉素或羟氯喹可以调节 ＨＯ８９１０细胞
的自噬水平。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验表明 ＰＩＣＳＡＲ
敲低后，加入雷帕霉素增加了抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的
水平（ｔ＝１０４１，Ｐ＜０００１），降低了凋亡蛋白Ｂａｘ的
水平（ｔ＝２２７９，Ｐ＜０００１）。然而，ＰＩＣＳＡＲ敲低
后，加入羟氯喹对 ＨＯ８９１０细胞的作用是相反的
（图６Ｂ）。这些结果表明，在 ＰＩＣＳＡＲ敲低后，激活
ＨＯ８９１０细胞内自噬可抑制细胞凋亡，而抑制 ＨＯ
８９１０细胞内自噬可促进细胞凋亡。ＬｎｃＲＮＡＰＩＣ
ＳＡＲ敲低可能是通过调节自噬促进卵巢癌细胞凋
亡。

３　讨论

　　研究［７］表明 ｌｎｃＲＮＡ在细胞中广泛存在，许多
ＬｎｃＲＮＡ在细胞生物学活动中起着至关重要的作
用，如参与调控细胞的增殖迁移、自噬和细胞凋亡

等。ＬｎｃＲＮＡ的异常表达与自身免疫病、心血管疾
病、肿瘤等多种疾病的发生发展有关［８］。研究［９－１０］

显示卵巢癌发生发展的分子机制与非编码 ＲＮＡ有
关，尤 其 是 ＬｎｃＲＮＡ。ＮＲＳＮ２ＡＳ１、ＣＲＮＤＥ、ＫＣ
ＮＱ１ＯＴ１等ＬｎｃＲＮＡ已被研究证实可影响卵巢癌细
胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡等生物学行为，在卵巢

癌的发生、发展中起到重要作用。然而，参与卵巢癌

发生和发展的关键ＬｎｃＲＮＡ仍未完全掌握。
　　已有的研究［１１－１２］表明，ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ在肝
细胞癌和皮肤鳞状细胞癌中表达显著升高，下调

ＰＩＣＳＡＲ可抑制肝癌细胞和皮肤鳞癌细胞的增殖、迁
移和侵袭能力，并促进细胞凋亡。ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ
是一种肿瘤促进因子。然而，ＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌中的
表达和功能尚不明确。根据该研究结果，与正常卵

巢组织和细胞系相比，ＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌组织和细胞
系中的表达显著升高，表明 ＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌中可
能发挥促癌功能，与上述的研究报道一致。该研究

通过克隆形成实验、ＣＣＫ８实验、划痕实验以及 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ实验证实，ＰＩＣＳＡＲ敲低可抑制卵巢癌 ＨＯ
８９１０细胞增殖、迁移和侵袭能力。该研究结果显
示，ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ作为促癌因子在上皮性卵巢癌
的发生发展中可能发挥重要作用。

　　细胞凋亡在疾病发展中具有重要作用。然而，
细胞凋亡并不是决定细胞命运的唯一因素。自噬已

被证明与细胞凋亡有复杂的相互作用关系，并被证

明可根据不同的细胞微环境促进细胞存活或死

亡［１３］。有研究［１４］显示，抑制自噬可降低卵巢癌细

胞活性并诱导细胞凋亡。该研究中，ＰＩＣＳＡＲ敲低促
进了ＨＯ８９１０细胞凋亡，此外，该研究还发现 ＰＩＣ
ＳＡＲ的下调抑制了自噬相关蛋白（包括 ＡＴＧ７、Ｂｅｃ
ｌｉｎ１和ＬＣ３Ｂ）的表达。为了研究自噬对卵巢癌细
胞凋亡的影响，本研究通过雷帕霉素或羟氯喹来调

节ＨＯ８９１０细胞的自噬水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结

图５　敲低ＰＩＣＳＡＲ对卵巢癌细胞自噬的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＩＣＳＡＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０００１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ
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图６　敲低ＰＩＣＳＡＲ后卵巢癌细胞自噬对细胞凋亡的调控作用

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＰＩＣＳＡＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＴＧ７，Ｂｅｃｌｉｎ１ａｎｄＬＣ３ＢｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２

ａｎｄＢａｘｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０．００１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

果表明，雷帕霉素激活自噬可显著减少ＨＯ８９１０细
胞凋亡，而羟氯喹抑制自噬可增加细胞凋亡。ＰＩＣ
ＳＡＲ的下调对细胞凋亡有促进作用，对细胞自噬有
抑制作用。激活自噬可减少 ＰＩＣＳＡＲ敲低诱导的细
胞凋亡，而抑制自噬可增加卵巢癌细胞的凋亡。

　　综上所述，ＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌组织及细胞系中高
表达，ＰＩＣＳＡＲ敲低抑制卵巢癌细胞增殖、迁移和侵
袭，促进细胞凋亡。ＰＩＣＳＡＲ敲低可能是通过调节自
噬促进卵巢癌细胞凋亡。ＰＩＣＳＡＲ可能是卵巢癌治
疗的潜在靶点，本研究为ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ在卵巢癌
靶向治疗的应用研究提供了参考。本研究存在一定

的局限性，在后续的研究中，将进一步通过实验阐明

ＬｎｃＲＮＡＰＩＣＳＡＲ通过自噬调节细胞凋亡的作用机
制。
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