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lncRNA NEAT1通过miR-1287-5p/DDIT4轴调控卵巢癌SKOV3细胞增

殖、凋亡和侵袭
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[摘  要]  目的：探讨 lncRNA核内富集丰富转录本 1（NEAT1）调控miR-1287-5p/DNA损伤诱导转录本 4（DDIT4）轴对卵巢癌

SKOV3细胞增殖、凋亡和侵袭的影响及其机制。方法：收集2023年6月至2024年6月期间湖北医药学院附属随州医院手术切除

的27例卵巢癌患者的癌及癌旁组织标本，以及正常人卵巢上皮细胞 IOSE80和卵巢癌细胞系SKOV3、CAOV3和A2780，RT-qPCR

检测卵巢癌组织与细胞中 lncRNA NEAT1、miR-1287-5p及DDIT4 mRNA表达。将SKOV3细胞分为Ctrl组、si-NC组、si-NEAT1

组、si-NEAT1 + anti-miR-NC组、si-NEAT1 + anti-miR-1287-5p组、si-NEAT1 + vector组、si-NEAT1 + OE-DDIT4组。CCK-8法、克

隆形成实验、流式细胞术、Transwell实验分别检测各组细胞增殖、凋亡及侵袭能力，WB法检测细胞中DDIT4、细胞周期蛋白D1

（cyclin D1）、p53、迁移侵袭增强子1（MIEN1）蛋白水平。双萤光素酶报告基因验证 lncRNA NEAT1与miR-1287-5p/DDIT4靶向结

合关系，RNA pull-down实验、RNA免疫沉淀实验分别验证 lncRNA NEAT1与miR-1287-5p、miR-1287-5p与DDIT4的靶向结合关

系。另设pcDNA组（转染空载体pcDNA3.1）和pc-NEAT1 组（转染pcDNA-NEAT1）以验证NEAT1过表达效应。结果：卵巢癌组

织中 lncRNA NEAT1、DDIT4 mRNA表达水平显著高于癌旁组织（P < 0.05），而miR-1287-5p表达显著低于癌旁组织（P < 0.05）。

敲低 lncRNA NEAT1后，与Ctrl组和 si-NC组相比，si-NEAT1组lncRNA NEAT1表达、DDIT4 mRNA表达均显著降低（均P < 0.05），

miR-1287-5p 表达显著升高（P < 0.05）；而过表达 lncRNA NEAT1则下调miR-1287-5p表达并上调DDIT4表达，呈现与敲低实验相

反的调控效应；敲低 lncRNA NEAT1后，克隆形成数、细胞增殖活性、细胞侵袭数均显著降低（均P < 0.05），细胞凋亡率显著升高

（P < 0.05）；DDIT4、cyclin D1、MIEN1蛋白表达均显著降低（均P < 0.05），p53蛋白表达显著升高（P < 0.05）。进一步实验证实，

anti-miR-1287-5p或OE-DDIT4均可减弱 si-NEAT1对SKOV3细胞增殖和侵袭的抑制作用，同时减弱其对细胞凋亡的促进作用。

lncRNA NEAT1靶向调控miR-1287-5p/DDIT4。结论：lncRNA NEAT1通过靶向调控miR-1287-5p/DDIT4轴促进SKOV3细胞增

殖和侵袭，抑制细胞凋亡。
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lncRNA NEAT1 regulates the proliferation, apoptosis and invasion of ovarian 
cancer SKOV3 cells through the miR-1287-5p/DDIT4 axis
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University of Medicine, Suizhou 441300, Hubei, China)

[Abstract] Objective: To explore the effects and mechanisms by which lncRNA nuclear enriched transcript 1 (NEAT1) regulating the 

miR-1287-5p/DNA damage inducible transcript 4 (DDIT4) axis on the proliferation, apoptosis and invasion of ovarian cancer SKOV3 

cells. Methods: Tissue samples of cancer and adjacent tissues from 27 patients with ovarian cancer who underwent surgery at Suizhou 

Hospital Affiliated to Hubei University of Medicine between June 2023 and June 2024 were collected. Normal human ovarian epithelial 

cells IOSE80 and ovarian cancer cells SKOV3, CAOV3 and A2780 were also collected. RT-qPCR was used to detect the expressions of 

lncRNA NEAT1, miR-1287-5p and DDIT4 mRNA in ovarian cancer tissues and cells. SKOV3 cells were divided into the Ctrl group, 

the si-NC group, the si-NEAT1 group, the si-NEAT1 + anti-miR-NC group, the si-NEAT1 + anti-miR-1287-5p group, the si-NEAT1 + 

vector group, and the si-NEAT1 + OE-DDIT4 group. The CCK-8 assay, colony formation assay, flow cytometry, and Transwell assay 

were used to detect the proliferation, apoptosis, and invasion abilities of cells in each group. The WB method was used to detect the 

protein levels of DDIT4, cyclin D1, p53, and migration-invasion enhancer 1 (MIEN1) in the cells. The dual-luciferase reporter gene was 

used to verify the targeted binding relationship between lncRNA NEAT1 and miR-1287-5p/DDIT4. The RNA pull-down experiment 
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and RNA immunoprecipitation experiment were used respectively to verify the target binding relationships between lncRNA NEAT1 

and miR-1287-5p, and between miR-1287-5p and DDIT4. Additionally, the pcDNA group (transfected with empty vector pcDNA3.1) 

and the pc-NEAT1 group (transfected with pcDNA-NEAT1) were established to validate the overexpression effects of NEAT1. Results: 

The expression levels of lncRNA NEAT1 and DDIT4 mRNA in ovarian cancer tissues were significantly higher than those in adjacent 

tissues (P < 0.05), while the expression level of miR-1287-5p was significantly lower than that in adjacent tissues (P < 0.05).  After 

knockdown of lncRNA NEAT1, compared with those in the Ctrl group and the si-NC group, the expressions of lncRNA NEAT1 and 

DDIT4 mRNA, the number of colony formation, the cell proliferation activity, the number of cell invasion, and the expressions of 

DDIT4, cyclin D1, and MIEN1 proteins in the si-NEAT1 group all decreased significantly (all P < 0.05), while the expression of miR-

1287-5p, the apoptosis rate, and the expression of p53 protein increased significantly (all P < 0.05). Conversely, overexpression of 

lncRNA NEAT1 decreased miR-1287-5p expression and increased DDIT4 expression, showing opposite regulatory effects to the 

knockdown experiment. Further experiments proved that anti-miR-1287-5p or OE-DDIT4 might weaken the inhibitory effect of 

si-NEAT1 on the proliferation and invasion of SKOV3 cells, as well as its promoting effect on cell apoptosis. lncRNA NEAT1 

targetedly regulates miR-1287-5p/DDIT4. Conclusion: lncRNA NEAT1 enhances SKOV3 cell proliferation and invasion, and inhibits 

cell apoptosis by targeting  regulating the miR-1287-5p/DDIT4 axis. 

[Key words]  lncRNA nuclear enriched abundant transcript 1 (lncRNA NEAT1); miR-1287-5p; DNA damage inducible transcript 4 

(DDIT4); ovarian cancer; SKOV3 cell; proliferation; apoptosis; invasion
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卵巢癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤之一，

其起病隐匿且预后不良，严重威胁女性健康[1]。目

前，卵巢癌的治疗策略包括手术、放疗和化疗，尽管

上述治疗方法在改善患者预后方面取得了一定成

效，但晚期卵巢癌患者的生存率仍然较低[2-3]。因此，

确定有效的生物标志物并探索其分子机制，对于丰

富卵巢癌治疗手段具有重要意义。肿瘤细胞增殖、

凋亡和侵袭过程需要 lncRNA的调控，提示其在肿瘤

治疗中作为潜在治疗靶标的重要性[4]。核内富集丰

富转录本 1（nuclear enriched abundant transcript 1, 

NEAT1）是一种在多种肿瘤中表达失调的 lncRNA。

已有研究[5]表明，抑制NEAT1能够有效抑制卵巢癌细

胞的增殖并诱导其凋亡，但具体的分子机制尚未完

全阐明。研究显示，miR-1287-5p在卵巢癌中是一个

潜在的功能性miRNA[6]；同时，在宫颈癌的相关研究

中发现 ，DNA 损伤诱导转录本 4（DNA damage 

inducible transcript 4, DDIT4）在特定信号通路（主要

组织相容性复合体Ⅰ类多肽相关序列5/miR-139-5p）

中发挥关键调控作用，其表达变化与癌细胞生物学

行为密切相关[7]。上述研究提示，miR-1287-5p 与

DDIT4在妇科肿瘤中可能扮演重要角色。生物信息

学分析预测，NEAT1与miR-1287-5p、miR-1287-5p与

DDIT4 之间均存在结合位点，提示三者可能构成

一个调控轴。然而，NEAT1 是否通过调控 miR-

1287-5p/DDIT4 轴影响卵巢癌细胞增殖、凋亡和侵

袭 ，目前尚不清楚。因此 ，本研究旨在探究

lncRNA NEAT1对卵巢癌 SKOV3细胞增殖、凋亡和

侵袭的影响及其可能的分子机制。

1  材料与方法

1.1  标本、细胞及主要试剂

收集 2023年 6月至 2024年 6月期间湖北医药学

院附属随州医院妇科手术切除的27例卵巢癌患者的

癌及邻近的癌旁组织标本。所有患者术前均未接受

放化疗等治疗。组织样本采集前，所有患者已知情

并签署知情同意书，研究方案获得所在医院伦理委

员会的批准（伦理审查批件号：2023-039）。

正常人卵巢上皮细胞 IOSE80 和人卵巢癌细胞

SKOV3、CAOV3和A2780均购自武汉尚恩生物技术

有限公司。

TRIzol试剂购自北京云肽生物科技有限公司，

CCK-8 试剂盒购自上海康朗生物科技有限公司，

Annexin Ⅴ-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒购自上海七

海 复 泰 生 物 科 技 有 限 公 司 ，si-NC、si-NEAT1、

inhibitor NC、pcDNA、miR-1287-5p inhibitor、OE-

DDIT4质粒均购自上海碧云天生物技术有限公司， 

RT-qPCR试剂盒购上海自翊圣生物公司，兔源抗DDIT4、

细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、p53、迁移侵袭增强子 1

（migration and invasion enhancer 1, MIEN1）、GAPDH

一抗及山羊抗兔二抗均购自英国Abcam公司。

1.2  细胞培养、分组及转染

将 SKOV3 细胞分为空白对照（Ctrl）组（未转

染）、si-NC 组（转染阴性对照 siRNA）、si-NEAT1 组

（转染 si-NEAT1）、si-NEAT1 + anti-miR-NC 组（si-

NEAT1 与 inhibitor NC 共转染）、si-NEAT1 + anti-

miR-1287-5p 组（si-NEAT1 和 miR-1287-5p inhibitor

共转染）、si-NEAT1 + vector 组（si-NEAT1 和空载体

pcDNA3.1 共转染）、si-NEAT1 + OE-DDIT4 组（si-

NEAT1和OE-DDIT4质粒共转染）。另取SKOV3细

胞 ，分 为 Ctrl 组（ 未 转 染 ）、pcDNA 组（ 转 染
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pcDNA3.1）、pc-NEAT1 组（转染 pcDNA-NEAT1）。

Ctrl组常规培养不处理，其余各组分别将相应的质粒

采用脂质体转染法转染到SKOV3细胞，培养 48 h后

进行后续实验。

1.3  RT-qPCR法检测卵巢癌组织和细胞中 lncRNA 

NEAT1、miR-1287-5p及DDIT4 mRNA表达水平

用TRIzol提取卵巢癌组织及细胞中总RNA，通

过逆转录反应合成 cDNA，以 cDNA为模板进行RT-

qPCR。PCR反应条件：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s，

共40个循环。引物序列：lncRNA NEAT1正向引物为

5′-TGGCTAGCTCAGGGCTTCAG-3′ ，反向引物为

5′-TCTCCTTGCCAAGCTTCCTTC-3′ ；miR-1287-5p

正向引物为 5′-GCTGGATCAGTGGTTCG-3′，反向引

物为 5′-GAACATGTCTGCGTATCTC-3′；DDIT4正向

引物为 5′-TGCATTGGGGACACATACCC-3′，反向引

物为 5′-CCCAAGTGATCCCTGACACC-3′ ；U6 正向

引物为 5′-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3′，

反向引物为5′-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3′；

GAPDH 正 向 引 物 为 5′-GGAGCCAAAAGGGTC 

ATC-3′ ，反 向 引 物 为 5′-CCAGTGAGCTTCCCG 

TTC-3′。以 GAPDH 为内参检测 lncRNA NEAT1 和

DDIT4 mRNA的表达，以U6为内参检测 miR-1287-5p

的表达，采用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达水平。

1.4  CCK-8法检测SKOV3细胞的增殖活性

取各组对数生长期 SKOV3细胞，以 1×104个/孔

的密度接种于 96 孔板中，每组设置 6 个复孔，于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养 48 h。向各孔加入 10 µL 

CCK-8溶液，作用 2 h后，用酶标仪测定 450 nm处光

密度（D）值，以D值表示细胞的增殖活性。

1.5  克隆形成实验检测SKOV3细胞的克隆形成能力

取各组SKOV3细胞，按照 500个/皿的密度接种

于 3.5 cm培养皿中，置于含 10%胎牛血清的完全培

养基中，置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中连续培养

14 d，每 3 d更换一次培养基。培养结束后用PBS洗

涤去除残留培养基。4%多聚甲醛室温固定 15 min，

0.1%结晶紫染色 30 min，自然干燥后拍照并统计克

隆形成数目。

1.6  流式细胞术检测SKOV3细胞的凋亡水平

收集各组SKOV3细胞，用预冷的PBS洗涤后，重悬

于400 μL 1 × 结合缓冲液中。加入10 μL Annexin Ⅴ

-FITC和 5 μL PI，避光作用 15 min，用流式细胞仪检

测细胞的凋亡水平，使用 FlowJo 软件分析细胞凋

亡率。

1.7  Transwell实验检测SKOV3细胞的侵袭能力

将各组用无血清培养基悬浮的 SKOV3细胞

（1 × 105 个/mL，200 μL）添 加 到 预 铺 基 质 胶 的

Transwell 上室中，下室中加入 600 μL 含 10% 胎牛

血清的培养基。培养24 h后，取出小室，将侵入下室

的细胞用4%多聚甲醛固定20 min，0.1%结晶紫室温

染色30 min。洗涤后，在光学显微镜下计数侵袭细胞

数。

1.8  WB 法检测 SKOV3 细胞中 DDIT4、cyclin D1、

p53和MIEN1蛋白的表达水平

采用RIPA缓冲液提取各组SKOV3细胞总蛋白，

BCA法测量蛋白质浓度。取50 μg蛋白进行上样，经

10%SDS-PAGE 电泳分离后，将蛋白条带转印至

PVDF膜。在5%脱脂牛奶室温封闭膜2 h，加入DDIT4

（1∶2 000）、cyclin D1（1∶1 000）、p53（1∶6 000）、

MIEN1（1∶5 000）、GAPDH（1∶6 000）一抗，4 °C下反

应过夜。洗膜 3次（每次 5 min），加入山羊抗兔二抗

（1∶5 000），在室温下处理 2 h。洗膜后，采用ECL化

学发光法显色，使用 ImageJ软件分析蛋白条带的灰

度值。

1.9  双萤光素酶报告基因实验验证 lncRNA NEAT1

与miR-1287-5p及miR-1287-5p与DDIT4的靶向关系

将 lncRNA NEAT1- 野 生 型（WT）、lncRNA 

NEAT1-突变型（MUT）、DDIT4-WT 和 DDIT4-MUT 

片段分别插入 PsiCHECK-2载体以构建双萤光素酶

报告质粒。将SKOV3细胞以 5 × 104个/孔接种于 24

孔板中，培养至 70% 汇合度时，将 lncRNA NEAT1-

WT、lncRNA NEAT1-MUT、DDIT4-WT、DDIT4-MUT

质粒分别与miR-1287-5p mimic或mimic NC共转染

SKOV3细胞，24 h后检测萤光素酶活性。

1.10  RNA下拉（pull-down）实验检测 lncRNA NEAT1

与miR-1287-5p的靶向关系

将生物素标记的野生型miR-1287-5p（bio-miR-1287-

5p-WT）、突变型miR-1287-5p（bio-miR-1287-5p-MUT）

及阴性对照（bio-miR-NC）转染至SKOV3细胞。转染

24 h后收集细胞并进行裂解，向细胞裂解液中加入

M-280链霉亲和素磁珠，室温孵育3 h。磁珠分离后充

分洗涤磁珠，随后取磁珠上的RNA，采用RT-qPCR检测

富集 lncRNA NEAT1表达水平。为校正实验样本中目

标RNA的初始含量差异、排除非特异性结合干扰，实验

同步设置 Input对照：取转染后未进行磁珠孵育的细胞

裂解液，直接提取总RNA进行RT-qPCR检测，作为

lncRNA NEAT1的初始表达参照。采用以下公式计算

lncRNA NEAT1的富集效率：富集效率（%）=（Pull-down

组 lncRNA NEAT1相对表达量/Input组 lncRNA NEAT1

相对表达量） × 100%。

1.11  RNA 免疫沉淀（RIP）测定 miR-1287-5p 与

DDIT4靶向关系

采用RNA免疫沉淀裂解缓冲液处理 SKOV3细
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胞，获取细胞裂解液。将裂解液分为两份，分别加入

DDIT4一抗和 IgG（阴性对照），于4 °C下旋转孵育过

夜。随后加入SDS-PAGE蛋白上样缓冲液，100 °C煮

沸10 min，并使用TRIzol试剂提取RNA。最后，通过

RT-qPCR 法检测免疫沉淀产物中 miR-1287-5p 表达

水平。

1.12  统计学处理

以上主要实验均独立重复6次。采用SPSS 26.0

统计软件进行数据分析。符合正态分布的计量数据

以 x̄ ± s 表示，两组间数据比较采用 t检验，多组间数

据比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

SNK-q检验。以P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  卵 巢 癌 组 织 和 细 胞 系 中 lncRNA NEAT1、

DDIT4 mRNA表达上调，miR-1287-5p表达下调

RT-qPCR法检测结果（图1）显示，与癌旁组织相

比，卵巢癌组织中 lncRNA NEAT1 与 DDIT4 mRNA

表达显著升高（均P < 0.05），miR-1287-5p表达显著降低

（P < 0.05）；与 IOSE80 细胞相比，卵巢癌 A2780、

CAOV3 和 SKOV3 细胞中 lncRNA NEAT1 与 DDIT4 

mRNA表达均显著增加（均P < 0.05），miR-1287-5p表达

显著减少（均 P < 0.05），以在 SKOV3 细胞中 lncRNA 

NEAT1与DDIT4 mRNA的上调水平及miR-1287-5p

的下调水平最为显著（与A2780 和 CAOV3 相比，均

P < 0.05），因此选择SKOV3细胞进行后续功能实验。

A：lncRNA NEAT1、miR-1287-5p与DDIT4 mRNA在卵巢癌组织的表达水平；B：lncRNA NEAT1、miR-1287-5p与DDIT4 mRNA在

卵巢癌细胞系中的表达。与癌旁组织或 IOSE80细胞比较，*P < 0.05；与A2780或CAOV3细胞比较，△P < 0.05。

图1  RT-qPCR法检测卵巢癌组织和细胞中 lncRNA NEAT1、miR-1287-5p及DDIT4 mRNA表达水平

2.2  抑制 lncRNA NEAT1可下调SKOV3细胞NEAT1

及DDIT4 mRNA表达，上调miR-1287-5p的表达

RT-qPCR 法检测结果（图 2A）显示，与 Ctrl 组和

si-NC组相比，si-NEAT1组 SKOV3细胞中NEAT1与

DDIT4 mRNA表达均显著降低（均P < 0.05），而miR-

1287-5p表达显著升高（P < 0.05）；与 si-NEAT1 组和

si-NEAT1 + anti-miR-NC组相比，si-NEAT1 + anti-miR-

1287-5p 组细胞中 DDIT4 mRNA 表达显著升高

（P < 0.05），而miR-1287-5p 表达显著降低（P < 0.05）；

与 si-NEAT1 组和 si-NEAT1 + vector组相比，si-NEAT1 

+ OE-DDIT4 组细胞中 DDIT4 mRNA 表达显著升高

（P < 0.05）。结果表明，敲低NEAT1可通过上调miR-

1287-5p抑制DDIT4表达，而同时抑制miR-1287-5p 或

过表达 DDIT4 可部分逆转上述效应。

2.3  抑制 lncRNA NEAT1 降低 SKOV3 细胞的增殖

能力

CCK-8法（图 2B）和克隆形成实验（图 2C）检测

结果显示，与 Ctrl 组和 si-NC 组相比，si-NEAT1 组

SKOV3细胞增殖活力、克隆形成数目均显著降低（均

P < 0.05）；与 si-NEAT1组和 si-NEAT1 + anti-miR-NC

组相比，si-NEAT1 + anti-miR-1287-5p 组细胞增殖

活力、克隆形成数目均显著升高（均P < 0.05）；与

si-NEAT1组和si-NEAT1 + vector组相比，si-NEAT1 + 

OE-DDIT4组细胞增殖活力、克隆形成数目均显著升

高（均 P < 0.05）。结果表明，敲低 NEAT1 可抑制

SKOV3细胞增殖能力，而同时抑制miR-1287-5p或过

表达DDIT4均可部分逆转该效应。

2.4  抑制 lncRNA NEAT1促进SKOV3细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图3A）显示，与Ctrl组和si-

NC组相比，si-NEAT1组SKOV3细胞凋亡率显著升高

（P < 0.05）；与 si-NEAT1组和 si-NEAT1 + anti-miR-NC

组相比，si-NEAT1 + anti-miR-1287-5p组细胞凋亡率显

著降低（P < 0.05）；与 si-NEAT1组和si-NEAT1 + vector

组相比，si-NEAT1 + OE-DDIT4组细胞凋亡率显著降低

（P < 0.05）。结果表明，敲低 lncRNA NEAT1可促进

SKOV3细胞凋亡，而同时抑制miR-1287-5p或过表达

DDIT4均可部分逆转该效应。

2.5  抑制 lncRNA NEAT1 降低 SKOV3 细胞的侵袭

能力

Transwell实验检测结果（图3B）显示，与Ctrl组和

si-NC组相比，si-NEAT1 组侵袭细胞数显著降低（均

P < 0.05）；与 si-NEAT1 组和 si-NEAT1 + anti-miR-NC
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组相比，si-NEAT1 + anti-miR-1287-5p 组侵袭细胞数

显著升高（P < 0.05）；与 si-NEAT1 组和 si-NEAT1 + 

vector 组相比，si-NEAT1 + OE-DDIT4 组侵袭细胞数

升高（P < 0.05）。结果表明，敲低 lncRNA NEAT1可

抑制SKOV3细胞侵袭能力，而同时抑制miR-1287-5p或

过表达DDIT4均可部分逆转上述效应。

A：RT-qPCR法检测细胞中NEAT1、miR-1287-5p及DDIT4 mRNA表达；B：CCK-8法检测细胞的增殖活性；C：克隆形成实验检测

细胞克隆形成能力。与Ctrl组比较，*P < 0.05；与 si-NC组比较，△△P < 0.05；与 si-NEAT1组比较，▲P < 0.05；与 si-NEAT1 + 

anti-miR-NC组比较，▽▽P < 0.05；与 si-NEAT1 + vector组比较，▼▼P <0.05。

图2  抑制 lncRNA NEAT1对各组SKOV3细胞中 lncRNA NEAT1、miR-1287-5p及DDIT4 mRNA表达的影响

2.6  抑制 lncRNA NEAT1 可下调 SKOV3 细胞中

DDIT4、cyclin D1和MIEN1蛋白，上调p53蛋白

WB法检测结果（图 3C）显示，与Ctrl组和 si-NC

组相比，si-NEAT1 组 SKOV3 细胞中 DDIT4、cyclin 

D1、MIEN1蛋白表达均显著降低（均 P < 0.05），p53

蛋白表达显著升高（P < 0.05）；与 si-NEAT1 组、

si-NEAT1 + anti-miR-NC 组相比，si-NEAT1 + anti-

miR-1287-5p 组细胞中 DDIT4、cyclin D1、MIEN1 蛋

白表达均显著升高（均P < 0.05），p53蛋白表达显著

降低（P < 0.05）；与 si-NEAT1 组、si-NEAT1 + vector 

组相比，si-NEAT1 + OE-DDIT4组DDIT4、cyclin D1、

MIEN1蛋白表达均显著升高（均P < 0.05），p53蛋白

表达显著降低（P < 0.05）。结果表明，敲低 lncRNA 

NEAT1 可下调 SKOV3 细胞中 DDIT4、cyclin D1 和

MIEN1蛋白，上调p53蛋白，而同时抑制miR-1287-5p

或过表达DDIT4均可部分逆转该效应。

2.7  lncRNA NEAT1可调控miR-1287-5p/DDIT4轴

基于StarBase数据库生物信息学分析预测，发现

lncRNA NEAT1 与 miR-1287-5p 及 miR-1287-5p 与

DDIT4 mRNA的3'UTR均存在潜在结合位点（图4A）。

双萤光素酶报告基因实验验证显示，mimic NC + 

lncRNA NEAT1-WT 共转染组相比 ，miR-1287-5p 

mimic + lncRNA NEAT1-WT共转染组的萤光素酶活

性显著下降（图4B，P < 0.05）；与mimic NC + DDIT4-

WT共转染组相比，miR-1287-5p mimic + DDIT4-WT

共转染组的萤光素酶活性亦显著下降（图 4C，

P < 0.05）。结果提示，miR-1287-5p 可分别靶向

NEAT1和DDIT4。

RT-qPCR法检测结果（图 4D）显示，与Ctrl组和

pcDNA组相比，pc-NEAT1组NEAT1表达显著升高，

miR-1287-5p表达显著降低（均P < 0.05）。

RNA pull-down实验结果（图 4E）显示，bio-miR-

1287-5p-WT组 lncRNA NEAT1的相对富集量显著高

于 bio-miR-NC 组 和 bio-miR-1287-5p-MUT 组（均

P < 0.05），富集效率达 87.5%，而 bio-miR-NC 组及

bio-miR-1287-5p-MUT 组富集效率均低于 10%。结

果表明，miR-1287-5p可通过特异性靶向结合位点与 

lncRNA NEAT1相互作用，突变结合位点后该相互作
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用消失，且 Input对照校正后的数据排除了非特异性

结合及上样量差异对结果的干扰，证实两者结合具

有特异性（图4F）。以上实验结果表明，miR-1287-5p

可与DDIT4 mRNA相结合。

A：流式细胞术检测各组SKOV3细胞凋亡水平；B：Transwell实验检测各组SKOV3细胞侵袭能力（结晶紫染色，× 200）；C：WB法

检测各组SKOV3细胞中DDIT4、cyclin D1、p53和MIEN1蛋白表达水平。与Ctrl组比较，*P < 0.05；与 si-NC组比较，△△P < 0.05；

与 si-NEAT1组比较，▲P < 0.05；与 si-NEAT1 + anti-miR-NC组比较，▽▽P < 0.05；与 si-NEAT1+vector组比较，▼▼P <0.05。

图3  抑制 lncRNA NEAT1对各组SKOV3细胞凋亡、侵袭与DDIT4、cyclin D1、p53和MIEN1蛋白表达的影响

3  讨  论

尽管卵巢癌的治疗取得了一定进展，但患者的总

体预后仍然较差，主要归因于肿瘤转移及多药耐药的

共同影响[8]。因此，深入探讨卵巢癌发生发展的分子机

制，对于发现新的治疗靶点具有重要意义。lncRNA能

够调节多种生物过程，包括细胞增殖、分化和凋亡等[9]。

lncRNA NEAT1是位于人类染色体11q13.1上的基因，

其失调与肿瘤进展密切相关[10-11]。已有研究显示，过表

达NEAT1的卵巢癌细胞增殖与侵袭能力显著增强，细

胞凋亡减少[12]；敲减NEAT1抑制卵巢癌细胞增殖、迁移

和侵袭[13]。以上研究证实了 lncRNA NEAT1在卵巢癌

中的致癌作用。本研究结果显示，敲低NEAT1后，SKOV3

细胞的增殖活力、克隆形成数、细胞侵袭数均显著降低，

细胞凋亡率显著升高，表明敲低NEAT1可抑制SKOV3

细胞增殖、侵袭并诱导细胞凋亡。此外，cyclin D1是细

胞增殖标志物，其过表达可促进细胞周期进程和肿瘤

生长[14]；p53可通过诱导肿瘤细胞凋亡在多种肿瘤中发

挥抑癌基因的作用[15]；MIEN1具有促进癌细胞侵袭的

特性 [16]。本研究中，敲低 NEAT1 显著下调 SKOV3
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细胞中 cyclin D1 和 MIEN1 表达，上调 p53 表达，进

一步证实敲低NEAT1 可抑制 SKOV3 细胞增殖与侵

袭并促进凋亡。提示 NEAT1 可能是治疗卵巢癌的

潜在靶点之一，但其具体的分子机制尚未明了。

1: mimic NC + lncRNA NEAT1-WT组；2: miR-1287-5p mimic + lncRNA NEAT1-WT组；3: mimic NC + DDIT4-WT组；4: miR-

1287-5p mimic + DDIT4-WT组；5: bio-miR-NC组；6: bio-miR-1287-5p-MUT组；7: bio-miR-1287-5p-WT组。

A：StarBase网站预测 lncRNA NEAT1与miR-1287-5p、miR-1287-5p与DDIT4的结合位点；B：双萤光素酶报告基因实验验证

lncRNA NEAT1与miR-1287-5p结合；C：双萤光素酶报告基因实验验证miR-1287-5p与DDIT4结合；D：RT-qPCR法检测细胞中

lncRNA NEAT1与miR-1287-5p表达水平；E：RNA pull-down实验验证 lncRNA NEAT1与miR-1287-5p结合；F：RNA免疫沉淀实验

验证miR-1287-5p与DDIT4结合。*P < 0.05。

图4  lncRNA NEAT1与miR-1287-5p及miR-1287-5p与DDIT4 mRNA靶向结合关系的验证

lncRNA NEAT1可通过调节miRNA表达影响肿

瘤细胞增殖、凋亡、侵袭等行为[17]。本研究证实了

miR-1287-5p为 lncRNA NEAT1的下游靶基因。miR-

1287-5p在多种肿瘤中发挥肿瘤抑制功能，如过表达

miR-1287-5p 可抑制非小细胞肺癌细胞的恶性表

型[18]；上调miR-1287-5p可抑制宫颈癌细胞增殖与侵

袭[19]，并抑制卵巢癌细胞增殖[6]。考虑到miR-1287-5p

对卵巢癌细胞的恶性行为的影响已有研究，故本研

究未设置单独miR-1287-5p处理组。此外，本研究发

现，抑制 lncRNA NEAT1可上调SKOV3细胞中miR-

1287-5p表达，因此推测抑制 lncRNA NEAT1可能通

过上调 miR-1287-5p 抑制 SKOV3 细胞增殖、侵袭并

诱导细胞凋亡。为验证该假设，本研究在抑制

NEAT1的基础上再用 anti-miR-1287-5p干预 SKOV3

细胞 ，结果显示 ，anti-miR-1287-5p 减弱了抑制

NEAT1对 SKOV3细胞增殖、侵袭的抑制作用，以及

对细胞凋亡的促进作用。证实了假设的合理性，即

敲低 lncRNA NEAT1可能通过上调miR-1287-5p抑制

SKOV3细胞增殖、侵袭并诱导细胞凋亡。

miRNA可与mRNA的3'-UTR结合，促进mRNA降

解或抑制mRNA翻译并调节靶基因表达[20]。为进一步

探究 lncRNA NEAT1/miR-1287-5p轴影响SKOV3细胞

生物学行为的分子机制，本研究确定了DDIT4为miR-

1287-5p的靶基因。DDIT4在多种癌组织中呈高表达，

并可调节细胞生长、增殖和细胞凋亡等过程[21]。DDIT4

在胃癌细胞和组织中上调，在胃癌细胞中下调DDIT4

可抑制细胞增殖[22]。本研究中，DDIT4 mRNA及蛋白在

卵巢癌组织及SKOV3细胞中均呈高表达，敲低NEAT1

后，SKOV3细胞中miR-1287-5p表达上调，DDIT4 mRNA

及蛋白表达下调，且anti-miR-1287-5p减弱了敲低NEAT1

对SKOV3细胞中DDIT4 mRNA及蛋白表达的抑制作

用，以及对细胞生物学行为的影响。过表达DDIT4也

逆转了抑制NEAT1对SKOV3细胞中DDIT4 mRNA及

蛋白表达的抑制作用及对细胞生物学行为的影响。研

究结果表明，敲低 lncRNA NEAT1可能通过调控miR-

1287-5p/DDIT4轴抑制SKOV3细胞增殖、侵袭并诱导

细胞凋亡。此外，过表达NEAT1可下调miR-1287-5p并

上调DDIT4，呈现与敲低实验相反的调控效应，进一步

证实NEAT1对miR-1287-5p/DDIT4轴的调控作用。

综上所述，抑制 lncRNA NEAT1 可能通过调控

miR-1287-5p/DDIT4 抑制 SKOV3 细胞增殖、侵袭并

促进凋亡。 lncRNA NEAT1/miR-1287-5p/DDIT4 轴

可能成为治疗卵巢癌的有效靶点之一。在筛选与

miR-1287-5p相互作用的 lncRNA时，NEAT1被鉴定

为卵巢癌组织中表达上调最明显的 lncRNA 之一。

其他预测到的 lncRNA 是否也能调控 miR-1287-5p，

·· 406



顾方, 等 . lncRNA NEAT1通过miR-1287-5p/DDIT4轴调控卵巢癌SKOV3细胞增殖、凋亡和侵袭

并产生相似或者相反的作用，仍有待后续实验进一

步验证。本实验设计的不足在于缺乏体内动物实

验。虽然通过RNA pull-down实验和RIP实验初步证

实了 lncRNA NEAT1与miR-1287-5p的特异性结合，

以及miR-1287-5p与DDIT4的相互作用，但尚未通过

Ago2-RIP 实验验证 lncRNA NEAT1、miR-1287-5p 与

DDIT4 mRNA是否共同存在于同一RISC复合物，亦

缺乏 FISH共定位实验在亚细胞水平展示其空间分

布。后续将开展Ago2-RIP和双色FISH实验，以完善

ceRNA机制的功能性证据链。

利益冲突声明：所有作者声明不存在利益冲突。
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