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ｌｎｃＲＮＡ ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 靶向 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ ／ ＴＣＦ２１
对卵巢癌 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞增殖和侵袭的影响

曾　 洁，曾友玲，张　 清，陈　 说，杨　 玉，马元学

摘要　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌

中的作用及其可能的分子机制。 方法　 采用荧光实时定量

聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）技术检测卵巢癌组织和对应的癌旁

组织、卵巢癌细胞系和正常卵巢上皮细胞系中 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１
的表达水平。 将 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 表达最少的细胞系分为对照

组和实验组，分别转染阴性对照质粒或 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 质粒。
细胞计数实验（ＣＣＫ⁃８）法和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞的增殖活

性和侵袭能力。 生物信息学方法预测和双荧光素酶活性报

告基因实验验证 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 作用的分子机制。 ｑＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 相互作用的基因表达。 结果

　 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织中表达低于癌旁组织（Ｐ ＜
０. ０１）。 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌细胞系中的表达水平均低于

正常卵巢上皮细胞（Ｐ ＜ ０. ０５），ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞表达最少（Ｐ
＜ ０. ０１ ）。 与对照组比 较， 过 表 达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 能 抑 制

ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞的增殖活力 （ Ｐ ＜ ０. ０５） 和侵袭能力 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 存在靶向关系 （ Ｐ ＜
０. ０１），ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 与转录因子 ２１（ＴＣＦ２１）存在靶向关系（Ｐ
＜ ０. ０１）。 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 导致 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中 ｍｉＲ⁃
９２ａ⁃３ｐ 的表达下降（Ｐ ＜ ０. ０１），ＴＣＦ２１ 基因的表达增加（Ｐ ＜
０. ０１）。 结论　 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织和细胞系中低表

达，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 可靶向调控 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ ／ ＴＣＦ２１ 抑制卵巢癌
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　 　 卵巢癌是一种常见的妇科恶性肿瘤，病死率居

妇科肿瘤首位，其发病率近年来呈现上升趋势［１］。
卵巢癌的治疗方式主要包括外科手术治疗和化疗，
医疗技术的进步尽管改善了卵巢癌患者的预后，但
其五年生存率依然很低，严重威胁女性生命健

康［２］。 因此，寻找新的卵巢癌早期诊断标志物和分

子治疗靶标对改善患者的预后具有重要意义。 长链

非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一种

转录本长度大于 ２００ 个核苷酸的非编码 ＲＮＡ［３］。
ｌｎｃＲＮＡ 可在转录水平或者转录后水平影响基因的

表达，调控细胞分化、凋亡、衰老等各种生物学行

为［４］。 越来越多的研究［５］ 表明，ｌｎｃＲＮＡ 在多种肿

瘤如卵巢癌、鼻咽癌、甲状腺癌、肝癌等中表达异常，
在肿瘤的发生、发展过程中扮演重要角色。 研

究［６ － ７］显示， ｌｎｃＲＮＡ ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 定位于细胞质，
可影响肝癌、肺癌、宫颈癌细胞的增殖、细胞周期、转
移、凋亡等。 卵巢癌中关于 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 的报道很

少。 该研究通过检测卵巢癌组织和细胞系中 ＰＩＴＰ⁃
ＮＡ⁃ＡＳ１ 的表达水平，观察过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 后卵

巢癌细胞增殖活力和侵袭能力，并进一步预测和验

证 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 作用的分子机制。
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１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 组织标本　 收集 ２０１８ 年 ６ 月—２０２０ 年 ８ 月

在华中科技大学同济医学院附属武汉儿童医院（武
汉市妇幼保健院）妇科接受手术治疗的 ４２ 例卵巢

癌患者的癌组织和癌旁组织。 患者年龄 ３８ ～ ７４
（５６. ４２ ± ９. １３）岁。 组织于液氮罐中保存，所有组

织均由该院病理科医师确认，癌组织类型均为浆液

性囊腺癌，高分化 １９ 例，中低分化 ２３ 例。 国际妇产

科联盟 （ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ，ＦＩＧＯ）分期为Ⅰ期 ＋ Ⅱ期 ２８ 例、Ⅲ期 ＋
Ⅳ期 １４ 例。 该研究经华中科技大学同济医学院附

属武汉儿童医院医学伦理委员会审核通过，患者均

签署知情同意书。
１． １． ２　 细胞与试剂 　 人卵巢癌细胞系（ＨＯ⁃８９１０、
Ａ２７８０、ＳＫＯＶ⁃３、ＯＶＣＡＲ⁃３、ＯＣ３）和正常卵巢上皮细

胞系 ＩＯＳＥ８０ 均购自中国科学院上海细胞库。 ｍｉＲ⁃
９２ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃ＮＣ、ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 过表达质粒、
阴 性 对 照 质 粒、 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１⁃ＷｉｌｄＴｙｐｅ⁃Ｒｅｐｏｒｔｅｒ
（ＷＴ）载体、ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１⁃Ｍｕｔ⁃Ｒｅｐｏｒｔｅｒ （Ｍｕｔ） 载体、
ＴＣＦ２１⁃ＷｉｌｄＴｙｐｅ⁃Ｒｅｐｏｒｔｅｒ （ ＷＴ ） 载 体、 ＴＣＦ２１⁃Ｍｕｔ⁃
Ｒｅｐｏｒｔｅｒ（Ｍｕｔ）载体购自上海吉玛公司。 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ １６４０ 培养基购自美

国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国康宁公

司。 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂盒、
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 细胞计数

实验（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ ｋｉｔ⁃８，ＣＣＫ⁃８）试剂盒购自大连美仑

生物技术有限公司。 ｑＰＣＲ 试剂盒、ＲＮＡ 逆转录试

剂盒购自美国 Ｒｏｃｈｅ 公司。 双荧光素酶报告基因试

剂盒和一抗 （ ＴＣＦ２１、 ＣＤＫ６、β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ２、
Ｚｅｂ２、Ｓｎａｉｌ）均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养和转染　 常规复苏 ＯＶＣＡＲ⁃３、ＯＣ３
细胞后培养于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，常
规复苏 ＨＯ⁃８９１０、Ａ２７８０、ＳＫＯＶ⁃３、ＩＯＳＥ８０ 细胞后培

养于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基，在 ３７ ℃、
５％体积分数 ＣＯ２ 的培养箱中培养。 将对数生长期

的 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞接种于 ６ 孔板，细胞汇合度为

５０％时，采用脂质体转染技术将 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 或阴

性对照质粒转染进 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞，记为实验组和对

照组，转染方法依据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 说明书严格

操作。 收集转染 ４８ ｈ 后的细胞用于后续实验。
１． ２． ２　 荧光实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ） 　 采用

ＴＲＩｚｏｌ 法提取组织或细胞中总 ＲＮＡ，超微量分光光

度计检测 ＲＮＡ 的纯度及浓度，采用逆转录试剂盒逆

转录 ＲＮＡ 为 ｃＤＮＡ。 建立 ｑＰＣＲ 扩增体系，ｑＰＣＲ 引

物序列： ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 上游引物为 ５′⁃ＧＣＡＧＧＧＴＧ⁃
ＧＡＴＡＡＡＧＡＧＧＡ⁃３′， 下 游 引 物 为 ５′⁃ＣＣＴＡＣＴＧＡ⁃
ＣＡＧＧＡＴＧＴＣＣＴ⁃３′；ＧＡＰＤＨ 上游引物为 ５′⁃ＡＧＡＡＧ⁃
ＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ⁃３′，下游引物为 ５′⁃ＡＧＧＧＧＣ⁃
ＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ⁃３′；ＴＣＦ２１ 上游引物为 ５′⁃ＴＣ⁃
ＣＴＧＧＣＴＡＡＣＧＡＣＡＡＡＴＡＣＧＡ⁃３′， 下 游 引 物 为 ５′⁃
ＴＴＴＣＣＣＧＧＣＣＡＣＣＡＴＡＡＡＧＧ⁃３′；Ｕ６ 上游引物为 ５′⁃
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′，下游引物为 ５′⁃ＡＣＧＣＴ⁃
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ⁃３′；ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 上游引物为 ５′⁃
ＵＡＵＵＧＣＡＣＵＧＵＣＣＣＧＧＣＣＵＧＵ⁃３′，下游引物为 ５′⁃
ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ⁃３′。 采用 ２ － ΔΔＣｔ法处理数

据，以 ＧＡＰＤＨ 为内参分析 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 和 ＴＣＦ２１
ｍＲＮＡ 的表达水平，以 Ｕ６ 为内参分析 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ
的表达水平。
１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞的增殖活性　 将

转染后的各组 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞接种于 ９６ 孔板（３ ０００
个 ／孔），２００ μｌ ／孔培养基，分别培养 １、２、３、４、５ ｄ，
在每个时间点分别进行 ＣＣＫ⁃８ 法检测时，每孔中加

入 ２０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，在暗箱中继续培养 ２ ｈ，在酶

标仪上测定 ４５０ ｎｍ 波长处每孔的吸光度（Ａ）值，以
Ａ 值代表细胞的增殖活性。
１． ２． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞的侵袭能

力　 预铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上层，在
培养箱中凝固。 胰酶消化收集转染后的 ＯＶＣＡＲ⁃３
细胞，无血清培养基制备单细胞悬液，接种于 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 小室上层（２ × １０４ 个 ／孔），每孔 ２００ μｌ 培养

基。 在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室下层加 ６００ μｌ 含血清培养基。
在培养箱中培养 ２４ ｈ，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，４％多聚

甲醛固定 ２０ ｍｉｎ，０. １％结晶紫溶液染色 ２０ ｍｉｎ。 流

水冲洗后，采用棉签擦去未穿膜的 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞。
室温下风干后，在光学显微镜下对侵袭细胞数计数。
１． ２． ５ 　 生物信息学方法预测 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 作用的

分子机制 　 使用 ｓｔａｒＢａｓｅ ｖ２. ０ 网站预测 ＰＩＴＰＮＡ⁃
ＡＳ１ 可相互作用的微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）。 使用 ＤＩ⁃
ＡＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＴ 网站预测 ｍｉＲＮＡ 的靶基因。
１． ２． ６ 　 双荧光素酶报告基因实验 　 将 ＰＩＴＰＮＡ⁃
ＡＳ１⁃ＷＴ、 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１⁃Ｍｕｔ 质 粒 分 别 与 ｍｉＲ⁃ＮＣ、
ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 共转染至 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中，根据双荧

光素酶报告基因试剂盒说明书操作，４８ ｈ 后用化学

发光技术测定每组细胞的相对荧光素酶活性，验证

ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 靶向结合并受 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 调控。 将
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ＴＣＦ２１⁃ＷＴ、 ＴＣＦ２１⁃Ｍｕｔ 质 粒 分 别 与 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ、
ｍｉＲ⁃ＮＣ 共转染至 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中，根据双荧光素

酶报告基因试剂盒说明书操作，４８ ｈ 后用化学发光

技术测定每组细胞的萤火虫荧光素酶活性和海肾荧

光素酶活性，相对荧光素酶活性 ＝ 萤火虫荧光素酶

活性 ／海肾荧光素酶活性，验证 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 靶向结

合并可调控 ＴＣＦ２１。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 在各组细胞中加入 １ ｍｌ
ＲＩＰＡ 裂解液，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，收集上清液并采用

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度。 每孔道加等

量蛋白，进行十二烷基聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜后

用 ５％脱脂牛奶封闭 ３ ｈ，加入均以１ ∶ １ ０００比例稀

释的一抗，在冰箱内孵育过夜。 加入以１ ∶ １０ ０００比
例稀释的二抗孵育 ３ ｈ，滴加 ＥＣＬ 溶液，在化学发光

成像系统内显影、拍照，以 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参蛋白。
采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ４. ０ 软件比较蛋白的相对表达

水平。
１． ３　 统计学处理 　 所有实验数据采用 ＳＰＳＳ １７. ０
统计软件分析，计量数据以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间均数

比较采用 ｔ 检验，多组间均数比较采用单因素方差

分析。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织和细胞系中低表

达　 该研究结果显示，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织相

对表达低于癌旁组织相对表达，差异有统计学意义

（ ｔ ＝ １４. ８１，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 １。 与正常卵巢上皮

ＩＯＳＥ８０ 细胞相比，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在人卵巢癌细胞系

（ＨＯ⁃８９１０、Ａ２７８０、ＳＫＯＶ⁃３、ＯＶＣＡＲ⁃３、ＯＣ３）中低表

达（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２，以 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中 ＰＩＴＰＮＡ⁃
ＡＳ１ 的表达最低（Ｐ ＜ ０. ０１），所以后续实验选该细

胞系。

图 １　 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织和癌旁组织中的表达

与癌旁组织比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在正常卵巢上皮细胞和卵巢癌细胞系中的表达

与 ＩＯＳＥ８０ 细胞比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 转染 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 过表达质粒对 ＯＶＣＡＲ⁃３
细胞中 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 的表达的影响　 该研究显示，
ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在对照组和实验组 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中相

对表达分别为（１. ０１ ± ０. ０７）和（１２. １２ ± ２. ５４），差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），提示 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 质粒

可有效提高 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 的表达，
表明转染成功。
２． ３　 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 对 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞增殖

活性的影响　 ＣＣＫ⁃８ 法检测显示（图 ３），接种 ２ ｄ
后，对 照 组 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细 胞 吸 光 度 高 于 实 验 组

ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞 （Ｐ ＜ ０. ０５），表明过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃
ＡＳ１ 能抑制 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞增殖活性。

图 ３　 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 对 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞增殖活性的影响

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 对 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞的侵

袭能力影响　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示（图 ４），对照组穿

膜细胞数个 ／视野多于实验组穿膜细胞数，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），表明过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 能抑

制 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞的侵袭能力。
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图 ４　 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 表达对 ＯＶＣＡＲ⁃３
细胞侵袭能力的影响　 结晶紫染色　 × １００

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 生物信息学方法预测 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 作用的分

子机制　 如图 ５，使用 ｓｔａｒＢａｓｅ ｖ２. ０ 网站预测显示，
ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 可以与 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 的互补序列结合。
使用 ＤＩＡＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＴ 网站预测显示，ＴＣＦ２１ ｍＲＮＡ 可

以与 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 中互补序列结合。

图 ５　 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 互补结合 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 的序列区域及

ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 互补结合 ＴＣＦ２１ ｍＲＮＡ 的序列区域

２． ６　 双荧光素酶报告基因实验 　 如图 ６，共转染

ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１⁃ＷＴ 与 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 后相对荧光素酶强

度较 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１⁃ＷＴ 与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 降低（Ｐ ＜ ０. ０１），
定点突变后，共转染 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１⁃Ｍｕｔ 与 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃
３ｐ 较 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１⁃Ｍｕｔ 与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 相对荧光素酶活

性差异无统计学意义，表明 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 能够靶向

结合 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ。 如图 ６， 共转染 ＴＣＦ２１⁃ＷＴ 与

ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 后相对荧光素酶强度较 ＴＣＦ２１⁃ＷＴ 与

ｍｉＲ⁃ＮＣ 降低 （ Ｐ ＜ ０. ０１ ）， 定点突变后， 共转染

ＴＣＦ２１⁃Ｍｕｔ 与 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 较 ＴＣＦ２１⁃Ｍｕｔ 与 ｍｉＲ⁃ＮＣ

相对荧光素酶活性差异无统计学意义，表明 ＴＣＦ２１
能够靶向结合 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ。

图 ６　 双荧光素酶报告基因实验验证 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１

作用的分子机制

　 　 Ａ：ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 的靶向关系验证；Ｂ：ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ

与 ＴＣＦ２１ 的靶向关系验证；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ７ 　 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 的 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中

ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 和 ＴＣＦ２１ ｍＲＮＡ 的表达情况　 本研究

显示，对照组 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 相对表

达（１. ０２ ± ０. １０ ） 高于实验组相对表达 （０. ３５ ±
０. ０９），差异有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０. ０１ ）； 对照组

ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中 ＴＣＦ２１ ｍＲＮＡ 相对表达（１. ０９ ±
０. ２４）低于实验组相对表达（６. ７９ ± １. ３１），差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），表明过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 能

下调 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 的表达，增加 ＴＣＦ２１ ｍＲＮＡ 的表

达。
２． ８ 　 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 的 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞中

ＴＣＦ２１ 蛋白的表达　 该研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

结果显示（图 ７），过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 后，ＴＣＦ２１ 蛋

白表达增加，细胞增殖相关蛋白 ＣＤＫ６、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ２ 表

达降低，细胞侵袭相关 Ｚｅｂ２、Ｓｎａｉｌ 表达降低，间接表

明卵巢癌细胞的增殖和侵袭被抑制。

３　 讨论

　 　 ｌｎｃＲＮＡ 在细胞中广泛存在，参与调控各种信号
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图 ７　 过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 对 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞

ＴＣＦ２１ 蛋白表达的影响

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

通路，ｌｎｃＲＮＡ 的异常表达与心血管疾病、自身免疫

病、肿瘤等多种疾病的发生有关［８］。 ＴＰＴ１⁃ＡＳ１［３］、
ＦＡＭ８３Ｈ⁃ＡＳ１［５］、ＫＣＮＱ１ＯＴ１［８］ 等 ｌｎｃＲＮＡ 已被研究

证实可影响卵巢癌细胞的增殖、迁移、凋亡、侵袭等

生物学行为，在卵巢癌的发生、发展中起到重要作

用。 Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ［７］研究发现，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在非小细胞

肺癌组织和细胞系中高表达，沉默 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 可

抑制非小细胞肺癌细胞的增殖和转移能力，并促进

细胞凋亡。 同一个 ｌｎｃＲＮＡ 在不同的肿瘤中可发挥

不同的作用，既可表现为癌基因作用，也可表现为抑

癌基因作用［９］。 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌中的表达和

功能尚不明确。 该研究结果表明，与癌旁组织和正

常卵巢上皮细胞系比较，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织

和细胞系中的表达降低，提示 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 可能参

与卵巢癌的发生和发展。 该研究通过 ＣＣＫ⁃８、Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 实验证实，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 对卵巢癌 ＯＶＣＡＲ⁃３ 细

胞增殖和侵袭具有抑制作用，提示 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在

卵巢癌中表现为抑癌基因作用。
　 　 微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度约为 １８ ～ ２４ 个

核苷酸的小分子单链 ＲＮＡ，可在转录后水平特异性

结合靶基因信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的 ３′非翻译区，诱导

靶基因 ｍＲＮＡ 降解或者直接抑制其翻译［１０］。 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ 可通过竞争性结合 ｍｉＲＮＡ 促进靶基因 ｍＲＮＡ

的表达， ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃靶基因 ｍＲＮＡ 是 ｌｎｃＲＮＡ
发挥功能的重要机制［９］。 该研究采用 ｓｔａｒＢａｓｅ ｖ２. ０
网站预测显示，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 可能互补结合 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃
３ｐ。 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 是 ｍｉＲＮＡ 家族一员。 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１１］ 研
究发现，ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 在食管鳞状细胞癌组织和细胞

系中高表达，ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 可促进食管鳞状细胞癌细

胞的增殖、迁移和侵袭，抑制其凋亡，ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 表

现为癌基因作用。 与正常组织相比，ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 在

卵巢癌组织中的表达较高［１２］。 双荧光素酶报告基

因实验显示 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 可互补结合 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ。
过表达 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 后，ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 表达降低，提示

ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 可能在卵巢癌细胞中竞争性结合 ｍｉＲ⁃
９２ａ⁃３ｐ。
　 　 该研究采用 ＤＩＡＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＴ 网站预测显示，ｍｉＲ⁃
９２ａ⁃３ｐ 可能互补结合 ＴＣＦ２１ ｍＲＮＡ。 ＴＣＦ２１ 基因定

位于染色体 ６ｑ２３⁃ｑ２４，是一种新近发现的抑癌基

因［１３］。 ＴＣＦ２１ 蛋白属于基本螺旋环螺旋转录因子

家族，研究表明 ＴＣＦ２１ 在卵巢癌、胃癌、肺癌、乳腺

癌等肿瘤中低表达，过表达 ＴＣＦ２１ 可抑制肿瘤细胞

的增殖和转移［１４ － １５］。 该研究双荧光素酶报告基因

实验显示 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 可互补结合 ＴＣＦ２１ ｍＲＮＡ。
ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 表达下调后，ＴＣＦ２１ 基因的表达增加，提
示 ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ 在卵巢癌细胞中的靶基因是 ＴＣＦ２１。
ＴＣＦ２１ 蛋白表达增加后，细胞增殖相关蛋白 ＣＤＫ６、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ２ 表达降低，细胞侵袭相关 Ｚｅｂ２、Ｓｎａｉｌ 表达

降低，间接提示卵巢癌细胞的增殖和侵袭被抑制。
　 　 综上所述，ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织及细胞系

中低表达，上调 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ 通过竞争性结合 ｍｉＲ⁃
９２ａ⁃３ｐ，增加 ＴＣＦ２１ 基因的表达，从而抑制卵巢癌

ＯＶＣＡＲ⁃３ 细胞的增殖活性和侵袭能力， ＰＩＴＰＮＡ⁃
ＡＳ１ 可能是卵巢癌潜在的诊疗靶标。
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ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ
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ｗａｓ ｔｈｅ ｌｅａｓｔ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ｐ ＜ ０. ０５） ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ （Ｐ ＜ ０. ０１） ｏｆ ＯＶＣＡＲ⁃３ ｃｅｌｌｓ． ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ ｈａｄ ａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅ⁃
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（ＴＣＦ２１） （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ ｃａｕｓｅｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ ｉｎ
ＯＶＣＡＲ⁃３ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ａｎｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＣＦ２１ ｇｅｎｅ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＰＩＴＰ⁃
ＮＡ⁃ＡＳ１ ｉｓ ｌｏｗｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ． ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ＯＶＣＡＲ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ ／ ＴＣＦ２１．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＰＩＴＰＮＡ⁃ＡＳ１； ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ； ｍｉＲ⁃９２ａ⁃３ｐ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２１
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