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ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１对卵巢癌增殖的影响及其机制

宋洋，杨艳，任芳
（中国医科大学附属盛京医院，辽宁 沈阳　１１００００）

［摘　要］目的：探讨ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１在卵巢癌组织中的表达及其对卵巢癌细胞增殖的影响。方法：采用Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测２２对卵巢癌组织、癌旁组织以及５株卵巢癌细胞株中 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达，选择两株 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１表达最高的细胞瞬时转染 ＮＣｓｉＲＮＡ（ＮＣｓｉＲＮＡ组）或者 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ
组）；实验设置对照组，采用ＣＣＫ８检测各组细胞的增殖情况，双荧光素酶检测ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１对ｍｉＲ１９９ａ３ｐ的
调控作用。结果：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１在卵巢癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织，ＯＶ
９０、ＣａＯＶ３细胞株ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达水平明显高于其他卵巢癌细胞株，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与ＮＣ
ｓｉＲＮＡ组比较，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ组细胞 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达水平显著降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；ＣＣＫ８结果显示在ＯＶ９０和ＣａＯＶ３细胞株中下调 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１均显著抑制了细胞的增殖（Ｐ＜
００５）；双荧光素酶结果显示野生型ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１和ｍｉＲ１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ共转染细胞显著降低了双荧光素酶的
活性，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１与卵巢癌的进展密切相关，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１有望成为
治疗和预防卵巢癌的潜在靶点。
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ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｏｔｈｅｒｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｒａｉｎｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
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ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ｉｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１
ｍａｙｂｅａｎｏｖｅｌｔａｒｇｅｔｉｎｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ；ｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｔｒａｎｓｆｅｃ
ｔｉｏｎ

　　卵巢癌是女性癌症死亡的第５大原因，也是世
界上致死率最高的妇科肿瘤［１］。因卵巢癌发病较

为隐匿，就诊时有超过６０％的患者已发展到晚期。
尽管对卵巢癌用肿瘤切除手术配合铂类或紫杉烷

类化疗药物进行积极治疗，但其５年生存率仍然只
有４０％［２］。人类基因组序列数据显示，只有２％的
基因编码了蛋白质，因此大多数转录产物都被认为

是非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ），其中长
度＞２００个碱基的ｎｃＲＮＡ被称为长链非编码 ＲＮＡ
（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）［３］。ｌｎｃＲＮＡ已被
证明与多种人类疾病以及肿瘤的发生发展密切相

关，这其中也包括卵巢癌［４］。研究发现 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１能够促进肺癌［５］、肝癌［６］以及胃癌［７］等的

恶性发展，但对卵巢癌的作用还未见报道。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　临床样本　收集２０１４年５月～２０１８年１０
月进行手术的上皮性卵巢癌以及癌旁组织 ２２对
（患者在手术前未经放化疗治疗）。组织标本取材

后迅速置于－８０℃超低温冰箱中保存。
１１２　细胞株　人卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３、ＯＶ９０、
ＴＯＶ１１２Ｄ、ＨＯ８９１０购自上海中乔新舟生物科技
有限公司，ＣＡＯＶ３购自武汉普诺赛生命科技有限
公司。ＳＫＯＶ３细胞和 ＨＯ８９１０细胞培养于含有
双抗以及１５％胎牛血清的 ＰＲＭＩ１６４０培养液中，
其余细胞均培养于４２５％ ＭＣＤＢ１０５（含１５ｇ／Ｌ
碳酸氢钠）及４２５％ Ｍ１９９（含２２ｇ／Ｌ碳酸氢钠）
培养液中，同时加入１５％胎牛血清以及 １％的双
抗。细胞置于含有５％ ＣＯ２的 ３７℃培养箱中培
养，常规消化传代，选用对数生长期的细胞进行

实验。

１１３　主要试剂　细胞培养液以及胎牛血清均购
自 Ｇｉｂｃｏ，ＮＣｓｉＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ及 ＮＣ
ｍｉｍｉｃ和 ｍｉＲ１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ委托上海吉玛基因合

成，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，ＴＲＬｚｏｌ试剂以及 ＴＩＡＮＳｅｑＭＭＬＶ反转录酶购
自百泰克生物技术有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ
Ｍｉｘ购自ＴＯＹＯＢＯ公司，ＣＣＫ８检测试剂购自日本
同仁公司，ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔｅｒ荧光素酶载体购自美国
Ａｍｂｉｏｎ公司，双荧光素酶检测试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ
公司。

１２　方法
１２１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　采用 ＴＲＬｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ并通过 ＴＩＡＮＳｅｑＭＭＬＶ反转录成 ｃＤＮＡ，实
验过程均严格按照试剂盒说明书进行操作。采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭｉｘ进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应，
反应条件为９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ、６０℃ ３０ｓ、
７２℃ １０ｓ，３５个循环后检测其溶解曲线并分析样
本Ｃｔ值。以 ＧＡＰＤＨ为内参，采用 ２－ΔΔＣｔ法计算
ｍＲＮＡ的相对表达量。ＳＮＨＧ１的正向引物为 ５′
ＡＧＧＣＴＧＡＡＧＴＴＡＣＡＧＧＴＣ３′，反向引物为５′ＴＴＧ
ＧＣＴＣＣＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ正向引物为 ５′
ＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＴＧＴＡＴＴ３′，反向引物为５′
ＡＧＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ３′。
１２２　细胞转染　将对数生长期的细胞接种于６
孔板中，待细胞增长到 ７０％融合时采用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂进行细胞转染，按照试剂
盒说明书操作。实验设置对照组、ＮＣｓｉＲＮＡ转染
组和ＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ转染组。ＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ的序列
为 ５′ＣＡＧＣＡＧＴＴＧＡＧＧＧＴＴＴＧＣＴＧＴＧＴＡＴ３′，将此
序列打乱后经分析不干扰任何基因表达的序列作

为ＮＣｓｉＲＮＡ序列。
１２３　ＣＣＫ８实验　按照１０×１０３个细胞每孔
的密度将细胞接种至９６孔板。分别于细胞转染后
的０、２４、４８、７２及９６ｈ时加入１０μＬ的 ＣＣＫ８试
剂，２ｈ后于酶标仪上测量ＯＤ４５０值。
１２４　双荧光素酶检测　分别将含有 ＳＮＨＧ１野
生型序列（５′ＴＧＡＣＣＡＣＴＴＴＣＧＴＡＡＡＣＴＡＣＴＧＡ３′）
的质粒 ＷＴＳＮＨＧ１和 突 变 型 序 列 （５′ＴＧＡＣ
ＣＡＣＴＴＴＣＧＴＡＡＣＧＡＴＧＡＣＡ３′）的质粒 ＭＵＴＳＮＨＧ１
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与ｍｉＲ１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ或 ＮＣｍｉｍｉｃ共转染至２９３Ｔ
细胞内，２４ｈ后采用双荧光素酶检测试剂检测各
组的荧光强度。以荧光素酶ｐＧＬ３０为内参，分析
各组的荧光素酶的活性。

１３　统计学方法
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０软件进行数据分析。

用ｔ检验进行两组间的差异比较、单因素方差分析
进行３组间的差异比较，Ｐ＜００５被认为差异具有
统计学意义。

２　结果

２１　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１在卵巢癌、癌旁组织以及卵
巢癌细胞株中的表达

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果表明（图１），卵巢癌组织

ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１表达水平高于癌旁组织［（００３８±
００５７）ｖｓ（００１０±０００７）］，差异具有统计学意义
（Ｐ＜００５）。卵巢癌细胞株ＣａＯＶ３和ＯＶ９０中ｌｎ
ｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达水平最高（图１），因此选择这
两株细胞用于后续研究。

２２　ｓｉＲＮＡ下调癌细胞株的ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１表达
如图２所示，ＯＶ９０细胞中 ＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ组

与ＮＣｓｉＲＮＡ组比较，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达水平分
别为（０３７±００６）和（０９９±０１０），两组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＣａＯＶ３细胞中 ＳＮＨＧ１
ｓｉＲＮＡ组和ＮＣｓｉＲＮＡ组 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达水
平分别为（０１９±００９）和（０９６±００９），两组比
较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结果表明ＳＮＨＧ１
ｓｉＲＮＡ有效下调了两株细胞中 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表
达，而转染 ＮＣｓｉＲＮＡ未影响 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的
表达。

（１）与癌组织比较，Ｐ＜００５

图１　卵巢癌组织、癌旁组织及癌细胞株中ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ，ｔｈｅａｄｊａｎｃｅｔｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｒａｉｎｓ

注：Ａ为ＯＶ９０，Ｂ为ＣａＯＶ３；（１）与ＮＣｓｉＲＮＡ组比较，Ｐ＜００５

图２　转染ｓｉＲＮＡ后ＯＶ９０及ＣａＯＶ３卵巢癌细胞株中ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｉＲＮＡ
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２３　下调 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１对卵巢癌细胞增殖的
影响

如图３所示，与 ＮＣｓｉＲＮＡ转染组比较，转染
ＳＮＨＧ１ｓｉＲＮＡ４８ｈ时，ＯＶ９０细胞的增殖能力显

著降低（Ｐ＜００５），而 ＣａＯＶ３细胞在 ＳＮＨＧ１ｓｉＲ
ＮＡ转染 ２４ｈ后细胞增殖能力显著降低（Ｐ＜
００５）。此结果表明下调 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１能够抑制
卵巢癌细胞的增殖。

（１）与ＮＣｓｉＲＮＡ组比较，Ｐ＜００５

图３　下调ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１对细胞增殖的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

２４　ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１对ｍｉＲ１９９ａ３ｐ的调控作用
双荧光素酶结果显示，野生型 ＳＮＨＧ１与 ｍｉＲ

１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ共转染能够显著降低双荧光素酶的
活性，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。而将
ＳＮＨＧ１与 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ的结合序列突变的突变型
ＳＮＨＧ１与 ｍｉＲ１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ共转染则不影响双
荧光素酶的活性，差异具有统计学意义（Ｐ＞
００５）。见图４。此结果表明 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１能够
通过ｍｉＲ１９９ａ３ｐ特异性结合序列吸附 ｍｉＲ１９９ａ
３ｐ、进而调控其表达。

３　讨论

现已证明许多 ｌｎｃＲＮＡ在肿瘤的发生发展中
发挥了重要作用，ｌｎｃＲＮＡ表达的异常也已被作为
多种肿瘤的预后标志物，如 ｌｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１［８］、
ｌｎｃＲＮＡＵＣＡ１［９］等。ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１位于１１号染色
体，在多种肿瘤组织中异常高表达并且能够促进肺

癌［５］、肝癌［６］、胃癌［７］、食管癌［１０］以及前列腺癌［１１］

细胞的增殖，并且与这些肿瘤的不良预后密切相

关。然而 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１在卵巢癌中的作用还未
见报道。本研究分析了２２对卵巢癌及癌旁组织，
结果发现 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１在卵巢癌中的表达水平
显著高于癌旁组织，因此本研究推测 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１在卵巢癌的发展中也发挥了重要作用。

众所周知，异常增殖是肿瘤细胞的标志之一，

（１）与ＭＵＴＳＮＨＧ１＋ｍｉＲ１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜００５

图４　ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１对ｍｉＲ１９９ａ３ｐ的调控作用
Ｆｉｇ．４　ＲｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１

ｏｎｍｉＲ１９９ａ３ｐ
抑制肿瘤细胞的增殖是抗肿瘤研究的关键所

在［１２－１４］。前人研究发现下调 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１能够
抑制胃癌细胞的增殖、克隆形成以及细胞周期转

换［７］。在肺癌细胞中下调 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１不仅能
够抑制肺癌细胞的增殖还能够诱导其凋亡［５］。类

似的作用在其他肿瘤细胞中也多次被证明［１５－１７］。

本研究在已明确 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１在卵巢癌组织中
高表达的情况下，在两株 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１表达最高
的卵巢癌细胞中下调了 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１的水平，
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ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示干扰效率均在６０％以上，
可以进行后续研究。本研究的 ＣＣＫ８结果显示下
调ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１后细胞的增殖能力显著受到抑
制，表明 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１参与了卵巢癌细胞的增
殖，并且ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１具有作为抗卵巢癌治疗靶
点的潜力。越来越多的证据表明，ｌｎｃＲＮＡ参与了
许多重要的生物学过程，例如细胞信号调节、基因

印迹、染色质修饰、转录激活、转录后调节以及蛋白

功能调控等［１８］。自２０１１年 Ｓａｌｍｅｎａ等［１９］提出竞

争性
!

源 ＲＮＡ（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡ，ｃｅＲ
ＮＡ）的假说后，人们对 ｌｎｃＲＮＡ作用机制又有了新
的认识。ｃｅＲＮＡ假说中指出 ｌｎｃＲＮＡ可以通过
ｍｉＲＮＡ反应元件（ｍｉｃｒｏＲＮＡｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｓ，
ＭＲＥ）结合ｍｉＲＮＡ，发挥类似海绵的作用吸附ｍｉＲ
ＮＡ进而调控 ｍｉＲＮＡ的表达。这种作用机制已经
在多种肿瘤细胞中被反复证明［２０－２２］。本研究通过

生物信息学分析发现 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１上包含有
ｍｉＲ１９９ａ３ｐ的ＭＲＥ，而双荧光素酶检测发现，野
生型ＳＮＨＧ１和 ｍｉＲ１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ共转染工具细
胞２９３Ｔ确实能够显著降低荧光素酶的活性，而突
变型ＳＮＨＧ１载体与 ｍｉＲ１９９ａ３ｐｍｉｍｉｃ共转染则
对荧光素酶的活性没有影响，因此，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１
确实能够通过 ＭＲＥ结合 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ。Ｙａｓｕｔｏ
等［２３］通过ｍｉＲＮＡ芯片分析发现ｍｉＲ１９９ａ３ｐ在卵
巢癌细胞中表达显著降低。在卵巢癌细胞中过表

达 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ能够抑制卵巢癌细胞的增殖、侵
袭、黏附，抑制卵巢癌细胞异种移植瘤的体内生长

并且阻碍促肿瘤信号通路ｃＭｅｔ、ＥＲＫ以及ＡＫＴ的
激活［２３］。因此本研究推测下调 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１可
能通过释放 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ而发挥了抑制卵巢癌细
胞增殖的作用。

综上，本研究结果表明 ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１与卵巢
癌的进展密切相关，可作为卵巢癌预后的指示分

子。此外，下调ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１能够抑制卵巢癌细
胞的增殖，因此，ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１有望成为治疗和预
防卵巢癌的潜在靶点。
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［８］张莉，伍靖，李晓宇．长链非编码ＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１对
人舌癌细胞增殖的影响［Ｊ］．贵州医科大学学报，
２０１７，４２（８）：９０２－９０５．

［９］王帆，周戬平，谢小娟，等．ＬｎｃＲＮＡＵＣＡ１对卵巢癌
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