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摘要　 目的 　 探讨长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ） ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１
对卵巢癌细胞生长和侵袭的影响及分子机制。 方法 　 ＧＥ⁃
ＰＩＡ 数据库分析卵巢癌组织和正常组织中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 的表达。 荧光实时定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）方
法测定卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ⁃３、Ａ２７８０、ＯＣ３、ＨＯ⁃８９１０ 和永生

化卵巢上皮细胞系 ＩＯＳＥ８０ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的表达。
将 ＳＫＯＶ⁃３ 细 胞 分 为 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组 （ 转 染 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｓｉＲＮＡ）和 ｓｉ⁃ＮＣ 组（转染 ｓｉＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ）。 ＭＴＴ
法和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验测定下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 对

ＳＫＯＶ⁃３ 细胞增殖活性和侵袭的影响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增

殖表型蛋白 （ ＰＣＮＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１） 和转移表型蛋白 （ ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９）的表达。 采用双荧光素酶报告系统鉴定 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 的靶向关系。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测下调

ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 对 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 表达的影响。 结果 　 与

正常组织比较，卵巢癌组织中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达水平

升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 ＩＯＳＥ８０ 细胞比较，卵巢癌细胞系 ＳＫ⁃
ＯＶ⁃３、Ａ２７８０、ＯＣ３、ＨＯ⁃８９１０ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达水

平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表

达水平最高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组

ＳＫＯＶ⁃３ 细胞吸光度降低（Ｐ ＜ ０. ０５），侵袭细胞数降低（Ｐ ＜
０. ０５），增殖表型蛋白 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０１），
转移表型蛋白 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 能够与 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 直接结合（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 ｓｉ⁃
ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 表

达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 卵巢癌组织和细胞系中 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达升高，下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 通过

靶向上调 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 能够抑制卵巢癌 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞的增殖

和侵袭。
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　 　 卵巢癌是世界范围内最常见的生殖系统肿瘤之

一，恶性程度较高［１ － ２］。 卵巢癌的治疗在近十几年

中得到较大的发展，然而多数患者的预后仍不能满

足临床需求［３］。 高度的增殖性和侵袭性是卵巢癌

预后较差的重要原因之一［４］。 探讨卵巢癌生长和

转移的分子发生机制，是卵巢癌有效分子治疗靶点

研究的重要方向。 长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是细胞内具有重要功能的单链 ＲＮＡ
分子，其广泛参与众多疾病的进展［５ － ６］。 近年的研

究［７ － ９］证实，卵巢癌组织中存在 ｌｎｃＲＮＡ 的异常表

达，其表达水平与卵巢癌的耐药性、放疗敏感性密切

相关。 ｌｎｃＲＮＡ 在卵巢癌中的功能引起了研究们的

广泛关注。 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 是目前发现的在恶

性肿瘤中高表达的 ｌｎｃＲＮＡ，沉默 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 的表达具有抑制细胞恶性侵袭和生长的作

用［１０ － １２］。 该研究通过 ＤＩＡＮＡ ＴＯＯＬＳ 数据库发现

ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 可能互为靶向关

系。 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 是一个在卵巢癌中表达下调的抑

癌基因，恢复其表达可抑制卵巢癌的生长和进

展［１３］。 该研究通过检测卵巢癌组织和细胞系中 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的表达，旨在探究下调 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 对卵巢癌 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞增殖和侵袭的

影响，验证 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌细胞中的

作用机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 细 胞 与 试 剂 　 永生化卵巢上皮细胞

ＩＯＳＥ８０、卵巢癌细胞系（ ＳＫＯＶ⁃３、Ａ２７８０、ＯＣ３、ＨＯ⁃
８９１０ ） 均 购 自 中 国 科 学 院 上 海 细 胞 库。 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公
司。 胎牛血清和细胞培养基均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司。 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｓｉＲＮＡ（ＣＡＧＧＡＴＣＧＡＡＧＡ⁃
ＧＧＧＣＧＣＡ）、ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ、ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ、ｓｉＲ⁃
ＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ 均由武汉巴菲尔生物技术服务公司构

建。 荧光素酶报告载体 ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 野生型（ＷＴ）、
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 突变型（ＭＵＴ）载体由上海剑钝生物科
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技有限公司构建。 ＭＴＴ 试剂盒和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购

自大连美仑生物技术有限公司。 山羊抗兔一抗 β⁃
Ｔｕｂｕｌｉｎ、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 均购自美国

Ａｂｃａｍ 公 司 （ ａｂ１８２０７、 ａｂ２９、 ａｂ１６６６３、 ａｂ９２５３６、
ａｂ７６００３）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 生物信息学方法　 通过 ＧＥＰＩＡ 数据库分析

卵巢癌组织和正常组织中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的表

达差异。 通过 ＤＩＡＮＡ ＴＯＯＬＳ 数据库对 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的靶基因进行预测。
１． ２． ２　 细胞培养、分组与转染　 将 ＯＣ３ 细胞接种

在含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，将 ＳＫＯＶ⁃
３、Ａ２７８０、ＨＯ⁃８９１０、ＩＯＳＥ８０ 细胞接种在含 １０％胎牛

血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基。 将对数生长期的 ＳＫ⁃
ＯＶ⁃３ 细胞接种到 １２ 孔板，根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００
说明书将 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｓｉＲＮＡ 或 ｓｉＲＮＡ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 分别转染至 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中，命名为 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 组和 ｓｉ⁃ＮＣ 组。 转染 ４８ ｈ 后，测定各组 ＳＫＯＶ⁃３
细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达变化。
１． ２． ３　 荧光实时定量聚合酶链反应（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）测定 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 表达

　 提取永生化卵巢上皮细胞 ＩＯＳＥ８０、卵巢癌细胞系

（ＳＫＯＶ⁃３、Ａ２７８０、ＯＣ３、ＨＯ⁃８９１０）的总 ＲＮＡ，逆转录

反应得到 ｃＤＮＡ。 配制 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系，ＧＡＰＤＨ
作为 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达量的参照，Ｕ６ 作为

ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 表达量的参照。 引物的序列如下，ＧＡＰ⁃
ＤＨ Ｆ：５′⁃ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＡＴ⁃
ＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴ⁃３′； ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１
Ｆ：５′⁃ＧＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＴＧＡＧＡＧ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＣＡＧＡＴＧＣ⁃
ＴＧＴＴＧＧＣＴＡＡＡＧＡ⁃３′；Ｕ６ Ｆ：５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧ⁃
ＣＡＣＡ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ⁃３′；ｍｉＲ⁃
２１１⁃５ｐ Ｆ：５′⁃ＣＴＣＧＡＧＴＡＡＣＣＧＴＡＴＴＧＴＴＣＧＣＧＴＣＡＴ⁃
ＧＣＣＡＧＣＡ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＧＡＣＣＡＴＧＴＧＴＣ⁃
ＣＣＡＴＴＴＧ⁃３′。 利用 ２ － ΔΔＣｔ 法计算 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 的相对表达水平。
１． ２． ４　 ＭＴＴ 方法检测 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞的增殖活性 　
将 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞按照 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组 （转染 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｓｉＲＮＡ）和 ｓｉ － ＮＣ 组（转染 ｓｉＲＮＡ
ｃｏｎｔｒｏｌ）的分组方法接种于 ９６ 孔板，每孔 ３ ０００ 个细

胞。 于第 １、２、３、４、５ 天，每孔加 ２５ μｌ 的 ＭＴＴ 试剂，
在培养箱内结合 ３ ｈ。 每孔加 １２５ μｌ 的二甲基亚砜

试剂，震荡 ３０ ｍｉｎ，酶标仪测定每孔 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞在

４５０ ｎｍ 波长的吸光度（Ａ）值，代表各组 ＳＫＯＶ⁃３ 细

胞的增殖活性。
１． ２． ５ 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞的侵

袭能力　 用无血清的培养基以 １ ∶ ７ 稀释基质胶，包
被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室。 用无血清的培养基重悬 ｓｉ⁃
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组和 ｓｉ⁃ＮＣ 组 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞，在 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 底部加含 １０％ 血清的培养基，培养箱孵育 ２４
ｈ。 棉签擦出滤膜上层的细胞，用多聚甲醛固定 ３５
ｍｉｎ，在结晶紫中染色 ４０ ｍｉｎ。 倒置显微镜下（１００
倍视野）观察细胞，取 ５ 个视野，统计分析每组侵袭

细胞数。
１． ２． ６ 　 双荧光素酶报告基因实验分析 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 对 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 的靶 向 作 用 　 ＤＩＡＮＡ
ＴＯＯＬＳ 数据库预测发现 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和

ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 之间存在互补结合位点。 把荧光素酶

报告载体野生型 ＷＴ 以及突变型 ＭＵＴ 分别和 ｍｉｍ⁃
ｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ、ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染至 ＳＫＯＶ⁃３ 细

胞。 常规培养 ４８ ｈ，参照双荧光素酶测定试剂盒说

明书测定各组 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中荧光素酶的活性。
１． ２． ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９ 蛋白表达 　 提取 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组和 ｓｉ⁃ＮＣ
组 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞总蛋白，电泳仪电压为 １２０ Ｖ，电泳

１００ ｍｉｎ。 转膜电压为 １１０ Ｖ，转膜 １１０ ｍｉｎ。 将硝酸

纤维素膜在 ６％ 的牛血清白蛋白中封闭，保证非特

异性结合位点全部封闭。 将硝酸纤维素膜在含有

β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 抗体稀释

液（均按 １ ∶ １ ０００ 稀释）的玻璃皿中结合 １３ ｈ。 将

硝酸纤维素膜在含有二抗稀释液的玻璃皿中结合 ３
ｈ。 滴加化学发光液，显色和拍照，将 β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为

参照蛋白。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 统计软件统计

实验数据，计量数据按照 �ｘ ± ｓ 表示，多组间差异比

较采用单因素方差分析，两组间差异比较采用 ｔ 检
验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织中的表达

　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 由 ２５０ 个核苷酸组成，其结

构示意图见图 １。 ＧＥＰＩＡ 数据库显示 （图 ２）， ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织中的表达水平高于

正常组织（Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌细胞中的表达

　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示（图 ３），与永生化卵巢上皮

ＩＯＳＥ８０ 细胞比较，卵巢癌细胞系（ ＳＫＯＶ⁃３、Ａ２７８０、
ＯＣ３、ＨＯ⁃８９１０）中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的表达水平
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升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 的表达水平最高（Ｆ ＝ ２０. ４６，Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 １　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的结构示意图

图 ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织和正常组织中的表达

与正常组织比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在永生化卵巢上皮细胞和

卵巢癌细胞系中的表达

与 ＩＯＳＥ８０ 细胞比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３ 　 两组 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１
的下调效率 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 在 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组和 ｓｉ⁃ＮＣ 组的 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞

中相对表达量分别为（１. ０６ ± ０. ３６）和（６. ３８ ±
０. ７７），ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 可有效下调 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中

ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的表达（ ｔ ＝ ６. ２４，Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ４ 　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达对 ＳＫＯＶ⁃３
细胞增殖活性的影响　 ＭＴＴ 法检测显示（图 ４），与
ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞接种 ２
ｄ 后，吸光度降低（Ｐ ＜ ０. ０５），下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 抑制了 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞的增殖活性。

图 ４　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达对

ＳＫＯＶ⁃３ 细胞增殖活性的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组对应时间点比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５ 　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达对 ＳＫＯＶ⁃３
细胞侵袭能力的影响　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验显示（图
５），ｓｉ⁃ＮＣ 组侵袭细胞数（１１３. ９０ ± １１. ９６）个 ／视野

明显多于 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组侵袭细胞数（４４. ２７ ±
１０. ９５）个 ／视野（ ｔ ＝ ４. ３０，Ｐ ＜ ０. ０１），下调 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 抑制了 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞的侵袭能力。

图 ５　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 对 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞侵袭能力的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ６　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 互为靶

向关 系 　 ＤＩＡＮＡ ＴＯＯＬＳ 数 据 库 预 测 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的靶向基因结果显示（图 ６），ｍｉＲ⁃２１１⁃
５ｐ 和 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 存在互补结合位点。 双

荧光素酶报告系统鉴定显示（图 ７），共转染 ＷＴ 与

ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 后荧光素酶活性较 ＷＴ 与 ｍｉｍｉｃｓ
ｃｏｎｔｒｏｌ 明显降低（ ｔ ＝ ６. ３６，Ｐ ＜ ０. ０１），定点突变后，
共转染 ＭＵＴ 与 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 较 ＭＵＴ 与 ｍｉｍ⁃
ｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 荧光素酶活性无明显差异（ ｔ ＝ ０. ４０，Ｐ ＝
０. ７１），表明 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 互

为靶向关系。

图 ６　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 互补结合 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 的序列区域

图 ７　 双荧光素酶报告系统鉴定 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和
ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 互为靶向关系

与 ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０． ０１

２． ７　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 对 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞

中 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 表达的情况 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，
ｓｉ⁃ＮＣ 组 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 相对表达量

（１. ０３ ± ０. ４３）明显低于 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 组相对表

达量（５. ３３ ± ０. ６９），下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 能

够增加 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 的表达（ ｔ ＝ ５. ２７，Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ８　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞

中 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 蛋白的表达 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现（图 ８），下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃
ＡＳ１ 后，增殖表型蛋白 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达水平降

低，转移表型蛋白 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 表达水平降低。

３　 讨论

　 　 ｌｎｃＲＮＡ 是一种在人体细胞中发挥广泛调节功

图 ８　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 对 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 蛋白表达的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

能的内源性 ＲＮＡ，与消化系统疾病、内分泌系统疾

病、生殖系统疾病等密切相关［１４ － １６］。 ｌｎｃＲＮＡ 与卵

巢癌的发病有关，ＴＴＮ⁃ＡＳ１［１７］ 等 ｌｎｃＲＮＡ 能够有效

减少卵巢癌细胞的数量， 阻碍卵巢癌的进展。
ＭＣＭ３ＡＰ⁃ＡＳ１［１８］、ＬＩＮＣ００１７６［１９］ 等 ｌｎｃＲＮＡ 能够延

缓卵巢癌细胞的凋亡，增强卵巢癌细胞抵御化疗药

物的杀伤作用。 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 是近年来新发

现的与肿瘤发生相关的 ｌｎｃＲＮＡ。 Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ［１０］ 研究

发现，ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在乳腺癌患者血清和乳

腺癌细胞系中上调，ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 敲低后乳

腺癌细胞的增殖和迁移能力降低，其可能通过结合

ｌｅｔ⁃７ 促进乳腺癌进展。 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１２］研究发现，ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在结直肠癌组织中高表达，其与区域淋

巴结转移、远处转移和较短的无复发生存时间相关，
ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 是结直肠癌患者的独立预后因

素，同时在手术切除后的 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 患者
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血清外泌体中观察到 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 表达水平

降低。 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 是一种肿瘤促进因子。
本研究结果显示，ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢

癌组织中的表达水平高于正常组织，在卵巢癌细胞

系中的表达水平高于正常卵巢上皮细胞，表明 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌中可能发挥促癌功能，
与上述的研究报道一致。 本研究在 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞中

转染 ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 的表

达水平，发现下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 后 ＳＫＯＶ⁃３
细胞增殖活性和侵袭能力降低，同时 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞

增殖表型蛋白 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达水平降低，ＳＫ⁃
ＯＶ⁃３ 细胞转移表型蛋白 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 表达水平降

低，提示下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 具有改善卵巢癌

恶性增殖和侵袭的作用。
ｌｎｃＲＮＡ 发挥调节作用的方式是通过与微小

ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）以碱基互补配对的方式进行结合，特
异性下调 ｍｉＲＮＡ 的表达，从而调节细胞的各方面功

能［５］。 例如，ＳＤＨＡＰ１ 通过与 ｍｉＲ⁃４４６５ 相互作用影

响卵巢癌细胞对紫杉醇的抗性［７］。 本研究通过 ＤＩ⁃
ＡＮＡ ＴＯＯＬＳ 数据库预测 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 和

ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 可能互为靶向关系，具有互补结合区

域。 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 在乳头状甲状腺癌、膀胱癌、口腔

鳞状细胞癌等很多恶性肿瘤中低表达，是一种肿瘤

抑制因子［２０］。 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 在卵巢癌中低表达，上调

ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 能够抑制卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞的增殖、细
胞周期和细胞转移，促进 ＳＫＯＶ３ 细胞凋亡，同时降

低卵巢癌细胞对紫杉醇的耐药［１３］。 本研究结果表

明，ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 能够靶向结合 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ，
且下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 能够促进 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ
的表达，表明 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 作用机制与 ｍｉＲ⁃
２１１⁃５ｐ 有关。

综上所述，ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌组织

和细胞系中高表达，下调 ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 可抑

制卵巢癌 ＳＫＯＶ⁃３ 细胞的增殖活性和侵袭能力，其
机制与靶向促进 ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ 表达有关。 本研究为

ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ 在卵巢癌靶向治疗的应用研究

提供了参考。
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ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ＰＣＮＡ，ＣｙｃｌｉｎＤ１） ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ （ＭＭＰ２，ＭＭＰ９）． Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＯＳＥ８０ ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ＳＫＯＶ⁃３，Ａ２７８０，ＯＣ３，ＨＯ⁃８９１０ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５），ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｉｎ ＳＫＯＶ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＮＣ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｏｆ ＳＫＯＶ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５），ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａ⁃
ｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５），ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＰＣＮＡ ａｎｄ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｗｅｒｅ
ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１），ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＭＭＰ２ ａｎｄ ＭＭＰ９ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）．
ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｃｏｕｌｄ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｂｉｎｄ ｔｏ ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ ｉｎ ＳＫＯＶ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ＳＫＯＶ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ；ＳＰＩＮＴ１⁃ＡＳ１；ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ
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