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摘要　 长链非编码 ＲＮＡｓ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓꎬ ｌｎｃＲＮＡｓ)是一类无蛋白质编码功能的 ＲＮＡｓꎮ 多

项研究表明ꎬｌｎｃＲＮＡｓ 在肿瘤的发生发展中发挥重要的作用ꎮ ＧＥＰＩＡ 数据库结合 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果提

示ꎬｌｎｃＲＮＡ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌组织中的表达量显著低于正常组织ꎬ且其在卵巢癌细胞中的水平

也低于正常卵巢上皮细胞ꎮ 进一步分析发现ꎬｌｎｃＲＮＡ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的表达量与卵巢癌患者较差的

预后负相关ꎬ与瘤体大小和远端转移密切相关ꎬ而与卵巢癌患者年龄、淋巴结转移及 ＴＮＭ 分期无

关ꎮ 细胞功能研究发现ꎬ上调 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ꎬ卵巢癌细胞的增殖和平板克隆能力降低ꎻ而下调

ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 之后ꎬ该细胞的增殖和平板克隆能力显著增加ꎮ 深入的机制研究发现ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 可

上调细胞周期相关蛋白 ｐ２１ 和 ｐ２７ 的表达量ꎬ上调促凋亡蛋白 Ｂａｘ 的表达ꎬ而下调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２
的表达量ꎬ最终抑制卵巢癌细胞的增殖ꎮ 上述研究结果推测ꎬｌｎｃＲＮＡ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌细胞中

可能发挥抑癌因子的作用ꎮ
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ａｌｓｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ. Ｉｔ ｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｔ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ
ａｇｅꎬ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ＴＮＭ ｓｔａｇｅ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ Ｋｎｏｃｋ￣ｄｏｗｎ ｏｆ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｙｉｅｌｄｅｄ ｏｐｐｏｓｉｔｅ
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　 　 卵巢癌是常见的恶性肿瘤ꎬ其死亡率居女性肿

瘤第 ５ 位ꎮ ２０１７ 年ꎬ美国新增卵巢癌 ２２ ４４０ 例ꎬ新
增死亡病例 １４ ０８０ 例[１]ꎮ ２０１５ 年ꎬ中国新增卵巢癌

患者 ５２ １００ 例ꎬ２ ２５００ 例卵巢癌患者死亡[２]ꎮ 卵巢

癌治疗主要是手术ꎬ辅以化疗ꎮ 卵巢癌患者治疗效

果不佳ꎬ尤其是卵巢上皮癌患者ꎬ其 ５ 年生存率仅为

３０％左右[３]ꎮ 卵巢癌发生发展的机制不详ꎬ是其发
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生率和死亡率居高不下的主要原因ꎮ 因此ꎬ探索卵

巢癌增殖的分子机制ꎬ丰富卵巢癌发生发展的调控

网络ꎬ寻找潜在的治疗靶点是卵巢癌治疗的当务

之急ꎮ
长链 非 编 码 ＲＮＡ ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓꎬ

ｌｎｃＲＮＡｓ)是一类长度大于 ２００ ｎｔ 且无蛋白质编码

功能的 ＲＮＡ[４]ꎮ 深入研究发现ꎬｌｎｃＲＮＡｓ 在发育、
转移、凋亡、干细胞特性、增殖、ＤＮＡ 损伤、分化和肿

瘤中都发挥着非常重要的功能[５￣７]ꎮ 我们在前期研

究中发现ꎬｌｎｃＲＮＡ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌组织中的

表达量显著低于其在正常组织中的表达量ꎬ且

ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的表达量与卵巢癌患者较差的预后负

相关ꎮ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 位于 １７ 号染色体ꎬ其转录本由

２ 个 外 显 子 组 成ꎬ 全 长 ４８６ ｂｐꎬ 转 录 本 ＩＤ 为

ＥＮＳＴ０００００６１８４０７􀆰 １ꎮ 本研究拟在上述文献基础

上ꎬ探讨 ｌｎｃＲＮＡ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌中作用及其

分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞及其培养

人正常卵巢上皮细胞 ＨＯＳＥｐｉＣ 及卵巢癌细胞

Ａ２７８０、、ＳＫＯＶ３、ＣｏＣ１ 和 ＨＯ￣８９１０ 均由本院实验室

保存ꎮ 将上述细胞接种于含 １０％胎牛血清(Ｇｉｂｃｏ
公司)的 １６４０ 培养基(Ｇｉｂｃｏ 公司)中ꎬ在 ３７℃、５％
ＣＯ２ 的培养箱中培养ꎮ
１􀆰 ２　 临床样本

在患者知情同意的情况下ꎬ收集自 ２０１３ 年 ７ 月

至 ２０１８ 年 ４ 月来本院就诊的卵巢癌患者手术标本

及正常卵巢组织标本ꎮ 其中ꎬ卵巢癌组织 ４９ 例ꎬ正
常卵巢组织 ３４ 例ꎮ 将手术标本放在－８０℃ 冰箱中

备用ꎮ 查阅病历和随访资料ꎬ统计分析 ＡＣ００６４４９􀆰 ２
表达量与卵巢癌临床特征及患者预后的相关性ꎮ
１􀆰 ３　 稳定细胞株的培养

ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 过表达质粒 ＬＶ￣ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 和对

照质粒、干扰的慢病毒质粒 ＬＶ￣ｓｈ￣ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 和对

照质粒均购自广州复能生物有限公司ꎮ 在 ＨＥＫ￣
２９３Ｔ 细胞中ꎬ根据慢病毒包装说明书ꎬ包装各病毒ꎮ
将 ５００ μＬ 未浓缩的病毒液直接感染靶细胞 ２４ ｈꎬ更
换含有 １ μｇ / ｍＬ 嘌呤霉素的完全培养基筛选目标

克隆ꎮ 挑取单克隆细胞群落ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 技

术检测 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在各细胞中的表达量ꎬ以确定

ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 稳定细胞株和干扰细胞株是否成功建

立ꎮ 将成功建立的过表达稳定株命名为 Ａ２７８０ /
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ꎬ对照组命名为 Ａ２７８０ / Ｖｅｃꎻ将成功建

立的干扰细胞株命名为 ＳＫＯＶ３ / ｓｈ￣ＡＣ００６４４９􀆰 ２ꎬ对
照组命名为 ＳＫＯＶ３ / ｓｈ￣ｃｏｎꎮ
１􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

将目标细胞收集到离心管中ꎬ加入 ＴＲＩｚｏｌ 提取

细胞总 ＲＮＡｓꎬ将其逆转录成 ｃＤＮＡꎮ 天根生物有限

公司 ｌｎＲｃｕｔｅ ｌｎｃＲＮＡ ｑＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 用于 ｑＲＴ￣
ＰＣＲꎮ 配置反应体系: ｌｎｃＲ ｌｎｃＲＮＡ ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬꎬ
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ０􀆰 ５ μＬꎬＲｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ０􀆰 ５ μＬꎬｃＤＮＡ
模板 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬꎮ 在 ＢｉｏＲａｄ 荧光定量

仪上运行该程序:９５℃ ３ ｍｉｎꎬ ９５℃ ５ ｓꎬ６０℃ １５ ｓ
(４０ 个循环)ꎮ 根据 ２￣ΔΔｃｔ 值计算相对表达量ꎮ
ＧＡＰＤＨ 上 游 引 物: ５′￣ＡＴＴＣＣＡＴＧＧＣＡＣＣＧＴＣ
ＡＡＧＧＣＴＧＡ￣３′ꎬ ＧＡＰＤＨ 下 游 引 物: ５′￣ＴＴＣＴＣＣＡ
ＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡ￣３′ꎮ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 上 游 引

物:５′￣ＣＡＡＧＴＣＣＧＣＴＣＣＴＣＣＣＡＴＴＡ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣
ＴＧＴＡＧＡＴＧＴＡＧＣＣＴＣＴＴＣＧＴＣＣＣ￣３′ꎮ
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测

碧云天 ＲＩＰＡ 温和裂解液处理目标细胞ꎬ提取

细胞总蛋白质ꎮ ＢＣＡ 法检测蛋白质浓度ꎮ 将蛋白

质进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ并以 ２００ ｍＡꎬ６０ ｍｉｎ 的条件将

ＰＡＧＥ 胶上的蛋白质条带湿转入 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 室温

５％脱脂牛奶孵育 ２ ｈꎬ将 ｐ２１、ｐ２７、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ 和 β￣肌
动蛋 白 抗 体 ( 所 有 抗 体 均 购 自 ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)分别与 ＰＶＤＦ 膜孵育过夜ꎬ辣根过氧化

物酶偶联的二抗室温孵育 １ ｈꎮ ＥＣＬ 化学发光检测

各蛋白质的表达量ꎮ
１􀆰 ６　 ＭＴＳ 细胞增殖检测

ＭＴＳ 试剂购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎮ 将目标细胞以

１ ０００个细胞 /孔的密度接种 ９６ 孔板ꎬ设置 １０ 个副

孔ꎮ 每孔培养基 ２００ μＬꎬ每天更换新鲜培养基 １
次ꎮ 在 ０、１、２、３、４ 和 ５ ｄ 加入 ２０ μＬ ＭＴＳꎬ室温培养

３ ｈꎬ４６０ ｎｍ 测量各孔的绝对吸光值ꎮ
１􀆰 ７　 平板克隆形成实验

将目标细胞计数ꎬ同种细胞接种 ３ 个孔(６ 孔

板)ꎬ细胞数目分别为 ２５０ 个、５００ 个和 １ ０００ 个ꎮ 每

隔 ３ ｄ 更换完全培养液 １ 次ꎬ大约 ２ 周之后ꎬ弃去细

胞培养液ꎬ预冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次ꎬ加入预冷甲醇

５００ μＬꎬ室温固定 ２０ ｍｉｎꎮ 弃去甲醇ꎬ１％结晶紫染

色 １０ ｍｉｎꎮ 流动水洗涤平板ꎬ拍照ꎮ
１􀆰 ８　 统计学方法

所有的实验均重复 ３ 次以上ꎬ以确保结果可靠ꎮ
数据采用 Ｍ±ＳＤ 表示ꎮ ＳＰＳＳ １９􀆰 ０１ 软件包用于进

行统计分析ꎬ两组间差异采用独立样本 ｔ 检验或者

方差分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示统计学有差异ꎮ
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２　 结果

２􀆰 １　 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌中低表达

通过在线数据库 ＧＥＰＩＡ( ｈｔｔｐ: / / ｇｅｐｉａ. ｃａｎｃｅｒ￣
ｐｋｕ.ｃｎ / )分析卵巢癌及癌旁组织中差异表达的

ｌｎｃＲＮＡｓꎮ 结果发现ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在 ４２６ 例卵巢癌

组织中表达中位数是 ０􀆰 １３５ꎬ在 ８８ 例癌旁组织中表

达中位数是 ４１􀆰 ２１４ꎬ提示 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌组

织中显著低表达 (Ｐ ＝ １􀆰 ９７ｅ￣９４)(Ｆｉｇ.１Ａ)ꎮ 为验证

这一结果ꎬ在 ４９ 例卵巢癌组织和 ３４ 例癌旁组织中

检测 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的 表 达 量ꎮ 如 Ｆｉｇ. １Ｂ 所 示ꎬ
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌组织中的表达量显著低于

其在癌旁组织中的表达量(Ｐ<０􀆰 ０００１)ꎮ 经实时

荧光定量 ＰＣＲ 结果提示ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌细

胞中的表达量显著低于正常卵巢上皮细胞ꎮ 具体

来说ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在 Ａ２７８０ 卵巢癌细胞中的表达

量最低ꎬ在 ＳＫＯＶ３ 卵巢癌细胞中的表达量最高

(Ｆｉｇ.１Ｃ)ꎮ

Ｆｉｇ.１　 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ 　 　 (Ａ) ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ
ＧＥＰＩＡ ｄａｔａｂａｎｋ. ｖｓ Ｎｏｒｍａｌꎬ Ｐ<０􀆰 ００１. (Ｂ) Ｔｏｔａｌ ＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｎｏｒｍａｌ(ｎ＝ ３４) ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ(ｎ＝ ４９).
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. (Ｃ) ｑＲＴ￣
ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｏｖａｒｉａｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ.
ｖｓ ＨＯＳＥｐｉＣꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ±ＳＤ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

２􀆰 ２　 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 与卵巢癌临床特征及预后相关

为了探讨 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌组织中的临床

表达意义ꎬ采用方差分析的方法统计了 ４９ 例卵巢癌

患者中 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的表达与其临床特征的相关

性ꎮ 如 Ｔａｂｌｅ １ 所示ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在 １７ 例卵巢癌患

者中高表达ꎬ在 ３２ 例卵巢癌患者中低表达ꎻ且其表

达量与卵巢癌患者年龄、淋巴结转移及 ＴＮＭ 分期无

关ꎬ但是与瘤体大小和远端转移密切相关ꎮ 在

ＧＥＰＩＡ 软件上统计了 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 与卵巢癌患者预

后的相关性ꎮ 结果发现ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 高表达的卵巢

癌患者预后明显较 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 低表达的卵巢癌患

者预后好(Ｆｉｇ.２)ꎮ
２􀆰 ３　 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 抑制卵巢癌细胞增殖和克隆形

成能力

为探讨 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌中的功能ꎬ在细

胞水平干预了 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的表达ꎬ观察细胞增殖

和克隆形成能力ꎮ 如 Ｆｉｇ.３Ａ 所示ꎬ将 ＡＣ００６４４９􀆰 ２
过表达质粒 ＬＶ￣ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ包装

慢病毒ꎬ用此慢病毒液感染 Ａ２７８０ 细胞ꎮ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 结 果 发 现ꎬ 与 对 照 组 比 较ꎬ 过 表 达

ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 组 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的表达量高 ９􀆰 １２ 倍

(Ｆｉｇ.３Ａ)ꎮ 将 干 扰 的 慢 病 毒 质 粒 ＬＶ￣ｓｈ￣
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ包装慢病毒ꎬ用此慢

病毒液感染 ＳＫＯＶ３ 细胞ꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果提示ꎬｓｈ￣
１＃对 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的沉默效果最为明显ꎬ用于后续

研究(Ｆｉｇ.３Ａ)ꎮ 过表达 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 后ꎬＡ２７８０ 细

胞的增殖能力和平板克隆能力显著低于对照组

(Ｆｉｇ.３Ｂꎬ Ｆｉｇ. ３Ｃ)ꎮ 而在敲低 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 后ꎬ卵
巢癌细胞 ＳＫＯＶ３ 的增殖能力和平板克隆形成能力

显著增强(Ｆｉｇ.３Ｂꎬ Ｆｉｇ.３Ｃ)ꎮ
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Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｆａｃｔｏｒ Ｃａｓｅｓ Ｈｉｇｈ(≥２ ｆｏｌｄ∗) Ｌｏｗ Ｐ ｖａｌｕｅ
Ａｌｌ ｐａｔｉｅｎｔｓ ４９ １７ ３２

Ｎｏ. ％ Ｎｏ. ％
Ａｇｅ (ｙｅａｒｓ) ０􀆰 ７３９
≤４５ １３ ５ ３８􀆰 ４６ ８ ６１􀆰 ５４
>４５ ３６ １２ ３３􀆰 ３３ ２４ ６６􀆰 ６７
Ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ (ＣＭ) ０􀆰 ００７
≤２ ３０ ６ ２０􀆰 ００ ２４ ８０􀆰 ００
>２ １９ １１ ５７􀆰 ８９ ８ ４２􀆰 １１
Ｎｏｄｅ ｓｔａｔｕｓ ０􀆰 ８７９
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ３１ １１ ３５􀆰 ４８ ２０ ６４􀆰 ５２
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １８ ６ ３３􀆰 ３３ １２ ６６􀆰 ６７
ＴＮＭ ｓｔａｇｅ ０􀆰 ０６２
Ｉ￣ＩＩ ２９ ７ ２４􀆰 １４ ２２ ７５􀆰 ８６
ＩＩＩ￣ ＩＶ ２０ １０ ５０􀆰 ００ １０ ５０􀆰 ００
Ｄｉｓｔａｎｔ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０􀆰 ０１３
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ３４ ８ ２３􀆰 ５３ ２６ ７６􀆰 ４７
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １５ ９ ６０􀆰 ００ ６ ４０􀆰 ００

∗ Ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｂｙ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ２ (ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ / ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ) ａｓ ａ ｃｕｔ
ｏｆｆ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ｅｉｔｈｅｒ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ (⩾ ２ ｆｏｌｄ) ｏｒ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ (< ２ ｆｏｌｄ)

Ｆｉｇ.２　 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｕｔｃｏｍｅｓ
ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ 　 　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｖｉａ ＧＥＰＩＡ ｓｏｆｔｗａｒｅ

２􀆰 ４　 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 影响卵巢癌细胞细胞周期蛋白

质和凋亡相关蛋白质的表达

目前ꎬ本文已明确 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 可抑制卵巢癌

细胞增殖ꎮ 为了探讨其作用的分子机制ꎬ采用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹技术ꎬ检测细胞周期相关蛋白

质和凋亡相关蛋白质的表达量ꎮ 结果发现ꎬ在

Ａ２７８０ 细胞株中ꎬ过表达 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 可明显增加

ｐ２１、ｐ２７ 和 ＢａＸ 基因的表达量ꎬ同时下调 Ｂｃｌ２ 的表

达量(Ｆｉｇ.４Ａ)ꎮ 与此相一致的是ꎬ在 ＳＫＯＶ３ 细胞中

敲低 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 可显著降低 ｐ２１、ｐ２７ 和 ＢａＸ 基因

的表达ꎬ而增加 Ｂｃｌ２ 的表达量 ( Ｆｉｇ. ４Ｂ)ꎮ 但是ꎬ
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 如何调控这些基因的表达还有待进一

步的研究ꎮ

３　 讨论

新近的研究发现ꎬ在卵巢癌中ꎬ异常表达的

ｌｎｃＲＮＡｓ 大多参与了卵巢癌的起始、发展、恶化和化

疗耐受等病理过程ꎬ发挥原癌基因或者抑癌因子的功

能[８]ꎮ 在卵巢癌中ꎬ上调的转移相关肺腺癌转录本 １
(ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
１ꎬ ＭＡＬＡＴ１)可以在体内外促进卵巢癌细胞的增

殖、侵袭、迁移和远端转移ꎮ 下调 ＭＡＬＡＴ１ꎬ体外可

促使卵巢癌细胞发生 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞阻滞ꎬ诱导该细

胞凋 亡ꎬ 体 内 可 抑 制 瘤 体 生 长[９￣１１]ꎮ ＬｎｃＲＮＡ
ＡＢＨＤ１１￣ＡＳ１ 在上皮卵巢癌组织中的表达量ꎬ显著

高于其在正常卵巢组织的表达量ꎮ 过表达该

ｌｎｃＲＮＡꎬ可促进卵巢癌细胞的增殖、侵袭和迁移ꎮ
沉默该 ｌｎｃＲＮＡꎬ可获得相反的结果ꎮ 深入机制研究

发现ꎬ ＡＢＨＤ１１￣ＡＳ１ 可 与 ＲｈｏＣ 直 接 结 合ꎬ 上 调

ＲｈｏＣ、ｐ７０ｓ６ｋ１、ＭＭＰ２ 和 ＢＣＬ￣ｘＬꎮ 沉默 ＲｈｏＣ 可逆

转 ＡＢＨＤ１１￣ＡＳ１ 对卵巢癌细胞的推动作用[１２]ꎮ
ＨＯＸＡ１１￣ＡＳ 在卵巢癌组织中的表达量显著低于其

在正常卵巢组织的表达ꎮ 细胞功能研究发现ꎬ
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Ｆｉｇ.３　 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ　 　 (Ａ) ｑＲＴ￣ＰＣＲ
ａｓｓａｙｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋ￣ｄｏｗｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ａ２７８０ ａｎｄ ＳＫＯＶ３
ｃｅｌｌｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ｖｓ Ｖｅｃꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. ｖｓ ｓｈ￣ｃｏｎꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｖｅｃ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ‘ ｖｅｃｔｏｒ’ . Ｓｈ￣ｃｏｎ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ‘ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ’. Ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｂ) ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ (Ｃ) ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. ｖｓ Ｖｅｃꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. ｖｓ ｓｈ￣ｃｏｎꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ
ｍｅａｎ±ＳＤ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｅｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ　 　 (Ａ) Ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｉｎ
Ａ２７８０ ｃｅｌｌｓ. (Ｂ) Ｋｎｏｃｋ￣ｄｏｗｎ ｏｆ ＡＣ００６４４９􀆰 ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＳＫＯＶ３ ｃｅｌｌｓ. ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ
ｍｅａｓｕｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｅｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ. ｖｓ Ｖｅｃꎬ
∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. ｖｓ ｓｈ￣ｃｏｎꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１

ＨＯＸＡ１１￣ＡＳ 可降低上皮卵巢癌细胞的增殖、迁移和

侵袭能力[１３]ꎮ 与此相类似的是ꎬ通过 ＧＥＰＩＡ 数据

库发现ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌组织中表达量显著低

于正常组织ꎬ而在收集的临床标本中也验证了这一

结果ꎮ 细胞水平研究发现ꎬ过表达 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 可

抑制卵巢癌细胞增殖和平板克隆形成能力ꎬ敲低

ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 后 得 到 相 反 的 结 果ꎮ 结 果 提 示ꎬ
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 在卵巢癌中可能发挥了抑癌因子的部

分作用ꎮ
随着研究的深入ꎬ发现 ｌｎｃＲＮＡｓ 的表达与肿瘤

临床病理特征和患者预后密切相关[１４￣１６]ꎮ 有研究

证实ꎬｌｎｃＲＮＡ ＦＡＬ１ 的基因组拷贝数和表达与卵巢

癌患者预后相关ꎮ 机制方面研究证实ꎬＦＡＬ１ 可与

ＢＭＩ 相互作用ꎬ抑制 ｐ２１ 表达[１７]ꎮ Ｔａｕｒｉｎｅ 上调基

因 １(ｔａｕｒｉｎｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ １ꎬ ＴＵＧ１)在卵巢癌中

的表达与瘤体分级和 ＦＩＧＯ 分期密切相关[１８]ꎮ
ＮＥＡＴ１ 与 ＦＩＧＯ 分期、肿瘤分级和远端转移正相关ꎮ
Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析证实ꎬ上调的 ＮＥＡＴ１ 与卵巢癌患

者较差的预后正相关[１９]ꎮ 高表达的 ＣＣＡＴ２ 与卵巢

癌患者较差的预后、ＦＩＧＯ 分期、瘤体分级和远端转

４１３
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移 密 切 相 关[２０]ꎮ 我 们 在 研 究 中 也 发 现ꎬ
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 与卵巢癌患者年龄、淋巴结转移及

ＴＮＭ 分期无关ꎬ但是与瘤体大小和远端转移密切相

关ꎮ ＧＥＰＩＡ 数据库信息提示ꎬＡＣ００６４４９􀆰 ２ 与卵巢

癌患 者 较 差 的 预 后 负 相 关ꎮ 机 制 研 究 发 现ꎬ
ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 可上调 ｐ２１、ｐ２７ 与 ＢａＸ 的表达ꎬ同时

下调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２ 的表达量ꎮ 后续的研究需要

建立裸鼠模型ꎬ体内实验明确 ＡＣ００６４４９􀆰 ２ 的作用

及其相关的分子机制ꎮ
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