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　　［摘要］　目的　探讨长链非编码ＲＮＡＤＵＸＡＰ８通过调控ｍｉＲ４６７７３ｐ对卵巢癌细胞的增殖、周期
和凋亡的影响。方法　通过 ＲＴｑＰＣＲ检测卵巢癌组织和细胞中的 ＤＵＸＡＰ８和 ｍｉＲ４６７７３ｐ的表达。
然后将ＳＫＯＶ３细胞分为：ｓｉＮＣ组、ｓｉＤＵＸＡＰ８组、ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ４６７７３ｐ组、ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ
组和ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲ４６７７３ｐ组；ＣＣＫ８、克隆形成实验检测各组细胞活力；流式细胞术检测各组细
胞周期和凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达；双荧光素酶报告实验检测
ＤＵＸＡＰ８和ｍｉＲ４６７７３ｐ的关系。结果　与癌旁组织和正常卵巢上皮细胞比较，ＤＵＸＡＰ８在卵巢癌组
织（０．９８±０．２５）ｖｓ（４．１４±０．７２）中表达明显增加，ＳＫＯＶ３、ＯＶ９０、ＣａＯＶ３表达明显增加（１．０３±０．０８ｖｓ
３．２６±０．３３、２．７５±０．２９、２．５４±０．２６），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。干扰 ＤＵＸＡＰ８或过表达 ｍｉＲ
４６７７３ｐ可以抑制卵巢癌细胞的增殖、降低凋亡率、阻滞细胞周期，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
ＤＵＸＡＰ８调控ｍｉＲ４６７７３ｐ的表达，抑制ｍｉＲ４６７７３ｐ可以部分回复干扰ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖、
周期和凋亡的作用，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　干扰ＤＵＸＡＰ８能够抑制卵巢癌细胞增殖、
诱导细胞凋亡、阻滞细胞周期，其作用机制可能与上调ｍｉＲ４６７７３ｐ有关。
　　［关键词］　ＤＵＸＡＰ８；ｍｉＲ４６７７３ｐ；卵巢癌细胞；增殖；周期；凋亡
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　　卵巢癌是常见的女性生殖系统恶性肿瘤之一，其
病死率在女性癌症中位居第一，晚期卵巢患者的５年
总体生存率低于 ３０％［１－２］。早期卵巢癌筛查方法困
难，患者的临床症状表现隐匿，多数患者确诊时已经是

晚期［３］，因此寻找有效诊断和治疗卵巢癌的方法具有

重要意义。长链非编码 ＲＮＡ是一种不具备编码蛋白
质的一类非编码 ＲＮＡ分子，在多种癌症中异常表达，
包括卵巢癌［４］。ＤＵＸＡＰ８已被报道与癌症发展密切相
关，如ＤＵＸＡＰ８在卵巢癌细胞中表达上调，干扰ＤＵＸＡＰ８
可以抑制卵巢癌细胞的增殖，促进细胞的凋亡，

ＤＵＸＡＰ８通过调控 ｍｉＲ５９０５ｐ／ＹＡＰ１轴发挥在卵巢
癌细胞中的作用［５］。ｍｉＲＮＡ在卵巢癌中异常表达，其
中ｍｉＲ２１、ｍｉＲ９２、ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ１２７等已被证明可以
作为卵巢癌的诊断标记物［６－７］。有研究表明，ｍｉＲ
４６７７３ｐ在非小细胞肺癌组织和细胞中表达下调，过
表达ｍｉＲ４６７７３ｐ能抑制非小细胞肺癌细胞的增殖和
侵袭，并抑制细胞的凋亡；但是在卵巢癌的研究机制尚

不明确［８］。在线生物信息学软件预测显示 ＤＵＸＡＰ８
和ｍｉＲ４６７７３ｐ存在互补的核苷酸序列，关于ＤＵＸＡＰ８
调控ｍｉＲ４６７７３ｐ对卵巢癌的研究尚不清楚。因此本
研究旨在探讨ＤＵＸＡＰ８通过调控ｍｉＲ４６７７３ｐ对卵巢
癌细胞的增殖、周期和凋亡的影响，以期为卵巢癌治疗

提供新的作用靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞与主要试剂
　　正常卵巢上皮细胞 ＨＯＳＥ和卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３、
ＯＶ９０、ＣａＯＶ３购买于美国ＡＴＣＣ典藏中心；胎牛血清、
ＤＭＥＭ培养基购买于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、反转录试剂盒购买
于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｓｉＮＣ、ｓｉＤＵＸＡＰ８、ｍｉＲＮＣ、

ｍｉＲ４６７７３ｐ、ａｎｔｉｍｉＲＮＣ和 ａｎｔｉｍｉＲ４６７７３ｐ购买于
上海赛默飞科技公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试
剂盒购买于日本 ＴａＫａＲａ公司；细胞周期试剂盒、细胞
凋亡试剂盒购买于江苏凯基生物公司；ＣｙｃｌｉｎＤ１抗
体、Ｂｃｌ２抗体、Ｂａｘ抗体和 ＧＡＰＤＨ抗体购买于美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司；双荧光素酶检测试剂盒购买于北京
索莱宝公司；引物购自上海吉玛公司。

１．２　样本收集
　　收集２０１９年５月至２０２０年５月在四川省人民医
院妇产科病理确诊的卵巢癌患者２２例，年龄（５１．２７±
９．６２）岁。排除患有其他恶性肿瘤以及在手术前３个
月接受化疗或者其他治疗的患者。将手术切除的癌旁

组织和卵巢癌组织立即在超低温冰箱内冷冻保存。所

有患者在术前签署了知情同意书，通过了本院伦理会

批准（２０１９０１３）。
１．３　细胞转染与分组
　　正常卵巢上皮细胞 ＨＯＳＥ和卵巢癌细胞 ＳＫＯＶ３、
ＯＶ９０、ＣａＯＶ３冷冻复苏在含体积分数１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基内，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养。
收集生长状态较好的 ＳＫＯＶ３细胞，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂盒的说明书，将ｓｉＮＣ、ｓｉＤＵＸＡＰ８、ｍｉＲ
ＮＣ、ｍｉＲ４６７７３ｐ、ａｎｔｉｍｉＲＮＣ和 ａｎｔｉｍｉＲ４６７７３ｐ转
染至细胞内，记为 ｓｉＮＣ组、ｓｉＤＵＸＡＰ８组、ｍｉＲＮＣ
组、ｍｉＲ４６７７３ｐ组、ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组和
ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲ４６７７３ｐ组。转染４８ｈ后用于后
续实验。

１．４　ＲＴｑＰＣＲ检测ＤＵＸＡＰ８和ｍｉＲ４６７７３ｐ的表达
　　按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书提取卵巢癌组织、细胞
和转染各组 ＳＫＯＶ３细胞总 ＲＮＡ，加入反应混合物后
采用反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ模板，根据 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒进行 ＰＣＲ扩增。分别以 ＧＡＰ

７５６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）



ＤＨ和 Ｕ６作为内参，按照 ２ΔΔＣｔ法计算 ＤＵＸＡＰ８和
ｍｉＲ４６７７３ｐ的表达。ＤＵＸＡＰ８上游引物为：５′ＡＧ
ＡＣＧＣＣＡＴＧＧＡＡＣＡＴ３′，下游引物为：５′ＡＡＧＣＧＧＡ
ＧＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧ３′；ｍｉＲ４６７７３ｐ上游引物为：５′ＣＴ
ＧＴＧＡＧＡＣＣＡＡＡＧＡＡＣＴＡＣＴＣＧＣ３′，下游引物为：５′
ＣＴＣＴＡＣＡＧＣＴＡＴＡＴＴＧＣＣＡＧＣＣＡＣ３′。
１．５　ＣＣＫ８、克隆形成实验检测细胞增殖
１．５．１　ＣＣＫ８实验　　收集各组转染的 ＳＫＯＶ３细
胞，按照４×１０４／ｍＬ密度接种至 ９６孔板中，放置培养
箱中培养２４、４８、７２ｈ，每孔内加入１０μＬ的 ＣＣＫ８试
剂，继续培养４ｈ，于酶标仪４５０ｎｍ处检测细胞光密度
值Ｄ（４５０），并计算细胞活力。
１．５．２　克隆形成实验　　收集各组转染的ＳＫＯＶ３细
胞，离心后倒去上清液。制备细胞悬液，按照 １×１０３／
孔接种至６孔板内，每２天换１次培养液，待肉眼可见
细胞菌落后停止培养。采用甲醇固定１５ｍｉｎ，结晶紫
染色３０ｍｉｎ，晾干后，计算细胞的克隆形成数。
１．６　流式细胞术检测细胞凋亡和周期
１．６．１　细胞周期实验　　收集各组转染的ＳＫＯＶ３细
胞并调整密度为１×１０６／ｍＬ接种至６孔板内，ＰＢＳ冲洗
两次，采用７５％乙醇溶液进行固定过夜培养。次日加入
２５ｍｇ／ＬＲＮａｓｅ和 ５μＬ的 ＰＩ。避光在室温下反应
１５ｍｉｎ，在流式细胞仪上检测细胞周期情况。
１．６．２　细胞凋亡实验　　收集各组转染的ＳＫＯＶ３细
胞，在４℃下加入预冷的 ＰＢＳ洗涤，然后采用结合缓
冲液重悬细胞，并调整密度为１×１０６／ｍＬ接种至 ６孔
板内。取１００μＬ细胞悬液与５μＬ的ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩＴＣ、
ＰＩ混匀培养。避光在室温下反应１５ｍｉｎ，置于流式细
胞仪检测细胞的凋亡情况。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达
　　收集各组转染的ＳＫＯＶ３细胞加入１ｍＬ蛋白裂解

液用于提取总蛋白，经过沸水变性后，按照 ＢＣＡ法检
测定量蛋白。取２０μｇ蛋白样品在ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分
离，将分离的蛋白样品转膜，封闭培养，在４℃加入Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ稀释为１∶１０００，过夜培养，室温条件下加入
二抗（１∶１００００），培养２ｈ，加入ＥＣＬ进行曝光。以ＧＡＰ
ＤＨ为内参，在ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白表达。
１．８　双荧光素酶报告实验检测 ＤＵＸＡＰ８和 ｍｉＲ

４６７７３ｐ的关系
　　通过在线生物信息学软件Ｓｔａｒｂａｓｅ预测显示ｍｉＲ
４６７７３ｐ和 ＤＵＸＡＰ８的３′ＵＴＲ存在互补的碱基序列，
然后将ｍｉＲ４６７７３ｐ结合位点的ＤＵＸＡＰ８３′ＵＴＲ的野
生型和突变型克隆至 ｐＧＬ３载体中，生成质粒 ＤＵＸ
ＡＰ８ＷＴ和ＤＵＸＡＰ８ＭＵＴ，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转
染试剂盒说明书与 ｍｉＲＮＣ或 ｍｉＲ４６７７３ｐ共转染至
ＳＫＯＶ３细胞内。４８ｈ后按照双荧光素酶检测试剂盒
说明书检测细胞的荧光素酶活性。

１．９　统计学分析
　　实验结果以 ＳＰＳＳ２２．０统计软件处理分析数据，
实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检验，多组间
比较采用单因素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＤＵＸＡＰ８和ｍｉＲ４６７７３ｐ在卵巢癌组织的表达
　　与癌旁组织相比，卵巢癌组织中 ＤＵＸＡＰ８表达显
著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４６７７３ｐ表达显著降低（Ｐ＜
０．０５，图１）。
２．２　ＤＵＸＡＰ８和ｍｉＲ４６７７３ｐ在卵巢癌细胞的表达
　　与正常卵巢上皮细胞 ＨＯＳＥ相比，卵巢癌细胞
ＳＫＯＶ３、ＯＶ９０、ＣａＯＶ３中 ＤＵＸＡＰ８表达显著升高（Ｐ＜
０．０５），ｍｉＲ４６７７３ｐ表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。其中
ＳＫＯＶ３细胞的差异表达相对较大。见图２。
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图１　ＤＵＸＡＰ８和ｍｉＲ４６７７３ｐ在卵巢癌组织的表达
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２．３　干扰 ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡
的影响

　　与ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＤＵＸＡＰ８组的ＤＵＸＡＰ８表达、
克隆形成率、Ｓ期细胞比例显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｇ０／Ｇ１

期细胞比例、细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｂｃｌ２蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ蛋白表达
显著升高（Ｐ＜０．０５，图３、４和表１）。

!

"

#

$

%

&
'
(
)
*
+

表
达

,-./ .0-1" -12% 34-1"

)

4

4

4

$5#

%5+

%5!

%

6
7
8
!
!
9
:
:
!
"
;

表
达

,-./ .0-1" -12% 34-1"

<

4

4

4

细胞类型 细胞类型

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＨＯＳＥ比较

图２　ＤＵＸＡＰ８和ｍｉＲ４６７７３ｐ在卵巢癌细胞的表达　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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分析结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较

图３　干扰ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡的影响

表１　干扰ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＤＵＸＡＰ８ Ｇ０／Ｇ１（％） Ｇ２／Ｍ（％） Ｓ（％） 细胞凋亡（％） ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白 Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

ｓｉＮＣ组 ０．９９±０．０７ ４６．７±４．１ １５．２±１．６ ３８．１±３．８ ８．５±１．１ １．０１±０．０７ ０．９９±０．０８ １．０２±０．０８

ｓｉＤＵＸＡＰ８组 ０．４３±０．０４ ６０．３±５．９ １４．６±１．５ ２５．１±２．２ ２３．１±２．５ ０．４４±０．０４ ０．４７±０．０４ １．８３±０．１７

ｔ ２０．８３８ ５．６７９ ０．８２１ ８．８８２ １６．０３６ ２１．２１０ １７．４４１ １２．９３４

Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．４２４ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

９５６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）
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图４　干扰ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖活性的影响　
（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．４　过表达ｍｉＲ４６７７３ｐ对卵巢癌细胞增殖、周期和
凋亡的影响

　　与 ｍｉＲＮＣ组相比，ｍｉＲ４６７７３ｐ组的 ｍｉＲ４６７７
３ｐ表达、Ｇ０／Ｇ１期细胞比例、细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜
０．０５），克隆形成率、Ｓ期细胞比例显著降低（Ｐ＜
０．０５），ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），
Ｂａｘ蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５，图５、６和表２）。
２．５　ＤＵＸＡＰ８调控ｍｉＲ４６７７３ｐ的表达
　　ＤＵＸＡＰ８和 ｍｉＲ４６７７３ｐ互补的核苷酸序列见
图７。通过双荧光素酶报告实验结果显示：与 ｍｉＲＮＣ
组相比，ｍｉＲ４６７７３ｐ组ＤＵＸＡＰ８ＷＴ荧光素酶活性显
著降低（Ｐ＜０．０５），ＤＵＸＡＰ８ＭＵＴ荧光素酶活性无变
化（表３）。表４结果显示，与ｐｃＤＮＡ组相比，ＤＵＸＡＰ８
组的 ＤＵＸＡＰ８表达显著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４６７７３ｐ
表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：流式细胞术检测细胞凋亡率；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达；Ｃ：结晶紫染色观察克隆形成；Ｄ：统计分析
结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＣ组比较

图５　过表达ｍｉＲ４６７７３ｐ对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡的影响

表２　过表达ｍｉＲ４６７７３ｐ对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡的影响 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ｍｉＲ４６７７３ｐ Ｇ０／Ｇ１（％） Ｇ２／Ｍ（％） Ｓ（％） 细胞凋亡（％） ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白 Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

ｍｉＲＮＣ组 ０．９５±０．０７ ４８．６±３．７ １８．１±１．６ ３３．３±２．７ ９．８±１．２ ０．９７±０．０８ １．０１±０．０９ ０．９９±０．０７

ｍｉＲ４６７７３ｐ组 ２．１５±０．２２ ６２．５±５．４ １７．３±１．９ ２０．２±１．５ ２４．９±２．６ ０．４１±０．０４ ０．４４±０．０５ １．７４±０．１６

ｔ １５．５９３ ６．３７０ ０．９６６ １２．７２４ １５．８１９ １８．８７３ １６．６０９ １２．８８３

Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０３５ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

０６６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图６　过表达ｍｉＲ４６７７３ｐ对卵巢癌细胞增殖活性的影响

（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

图７　ＤＵＸＡＰ８和ｍｉＲ４６７７３ｐ互补核苷酸序列

２．６　抑制 ｍｉＲ４６７７３ｐ部分回复干扰 ＤＵＸＡＰ８对卵
巢癌细胞增殖、周期和凋亡的影响

　　与 ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组相比，ｓｉＤＵＸＡＰ８＋
ａｎｔｉｍｉＲ４６７７３ｐ组的 ｍｉＲ４６７７３ｐ表达、Ｇ０／Ｇ１期细
胞比例、细胞凋亡率显著降低（Ｐ＜０．０５），克隆形成率、
Ｓ期细胞比例显著升高（Ｐ＜０．０５），ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２蛋
白表达显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ蛋白表达显著降低
（Ｐ＜０．０５，图８、９和表５）。

表３　双荧光素酶报告实验 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
组别 ＤＵＸＡＰ８ＷＴ ＤＵＸＡＰ８ＭＵＴ

ｍｉＲＮＣ组 １．０２±０．０８ ０．９５±０．０７
ｍｉＲ４６７７３ｐ组 ０．４２±０．０５ ０．９９±０．０８

ｔ １９．０８０ １．１２９
Ｐ ０．０００ ０．２７６

表４　ＤＵＸＡＰ８调控ｍｉＲ４６７７３ｐ的表达 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
组别 ＤＵＸＡＰ８ ｍｉＲ４６７７３ｐ

ｐｃＤＮＡ组 ０．９９±０．０７ １．０１±０．０７
ＤＵＸＡＰ８组 ４．５６±０．３７ ０．３９±０．０４

ｔ ２８．４４１ ２３．０７０
Ｐ ０．０００ ０．０００
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１：ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣＸ组；２：ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲ４６７７３ｐ组
Ａ：流式细胞术检测细胞凋亡率；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达；Ｃ：结晶紫染色观察克隆形成；Ｄ：统计分析
结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较

图８　抑制ｍｉＲ４６７７３ｐ部分回复干扰ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡的影响

１６６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）



表５　抑制ｍｉＲ４６７７３ｐ部分回复干扰ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡的影响 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ｍｉＲ４６７７３ｐ Ｇ０／Ｇ１（％） Ｇ２／Ｍ（％） Ｓ（％）
细胞凋亡

（％）
ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白

Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组 １．０４±０．０９ ６２．７±５．８ １４．４±１．７ ２１．８±１．６ ２２．５±２．７ １．０１±０．０６ ０．９９±０．０７ １．０１±０．０８

ｓｉＤＵＸＡＰ８＋ａｎｔｉｍｉＲ４６７７３ｐ组 ０．４３±０．０４ ５５．２±４．５ １５．５±２．１ ３０．４±２．５ １５．９±１．２ １．５５±０．１３ １．６４±０．１５ ０．４２±０．０４

ｔ １８．５８１ ３．０６５ １．２２１ ８．６９２ ６．７０１ １１．３１５ １１．７８０ １９．７８９

Ｐ ０．０００ ０．００７ ０．０２４ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００
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图９　抑制 ｍｉＲ４６７７３ｐ部分回复干扰 ＤＵＸＡＰ８对卵巢
癌细胞增殖活性的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　大多数研究已经证实 ｌｎｃＲＮＡ可以作为卵巢癌的
潜在生物标志物（如 ＬＩＮＣ００８６１、ＬＥＭＤ１ＡＳ１和 ＫＣ
ＮＱ１ＯＴ１等），其参与肿瘤细胞的增殖、凋亡和转移
等［９－１０］。ＤＵＸＡＰ８是假基因来源的一类ｌｎｃＲＮＡ，在多
种癌症中表达上调（如结直肠癌、口腔癌和膀胱癌

等），影响肿瘤的发生和发展［１１－１３］。ＬＩＡＮ等［１４］研究

发现，ＤＵＸＡＰ８在胰腺癌组织中高表达，且与胰腺癌组
织的大小、病理分期和较短的生存期相关；采用ｓｉＲＮＡ
技术发现，沉默 ＤＵＸＡＰ８可以抑制胰腺癌细胞的增
殖、诱导细胞的凋亡，并通过调节ＣＤＫＮ１Ａ和ＫＬＦ２促
进胰腺癌的发展。ＺＨＡＮＧ等［１５］研究发现，ＤＵＸＡＰ８
在肝癌细胞组织中高表达，且通过调控 ｍｉＲ４９０５ｐ／
ＢＵＢ１促进肝癌细胞的增殖和周期，并抑制细胞的凋
亡。ＤＵＸＡＰ８在胶质瘤组织中表达上调，且与患者总
体生存率相关，敲低ＤＵＸＡＰ８可以抑制胶质瘤细胞的
增殖［１６］。以上研究说明 ＤＵＸＡＰ８可以作为多种癌症
的生物标志物。本研究结果显示，与癌旁组织和正常

卵巢上皮细胞比较，ＤＵＸＡＰ８在卵巢癌组织和细胞中
高表达，说明 ＤＵＸＡＰ８可以作为卵巢癌的潜在标志
物。体外功能实验显示，干扰 ＤＵＸＡＰ８能够抑制卵巢
癌细胞的克隆形成率、Ｓ期细胞比例，促进Ｇ０／Ｇ１期细
胞比例、细胞凋亡率，下调 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２蛋白表达，

上调Ｂａｘ蛋白表达，这说明干扰 ＤＵＸＡＰ８可以抑制卵
巢癌细胞的增殖和诱导细胞的凋亡，并阻滞细胞周期。

　　ｍｉＲＮＡ是一类长度约为１８～２２个核苷酸的单链
非编码ＲＮＡ，能够诱导ｍＲＮＡ降解发挥其在肿瘤细胞
中的生物学效应。ｍｉＲＮＡ在卵巢癌中异常表达［１７］，

如ｍｉＲ５５２在卵巢癌组织中高表达，干扰 ｍｉＲ５５２可
以抑制卵巢癌细胞的增殖和转移，ｍｉＲ５５２能够靶向
ＰＴＥＮ促进卵巢癌细胞的发展［１８］。ＺＨＡＮＧ等［１９］研究

发现，ｍｉＲ３３７３ｐ在卵巢癌组织中低表达，过表达
ｍｉＲ３３７３ｐ能够抑制卵巢癌细胞的增殖、诱导细胞的
凋亡、使细胞周期停滞；ｍｉＲ３３７３ｐ通过抑制 ＰＩＫ３ＣＡ
和ＰＩＫ３ＣＢ表达促进卵巢癌细胞的发生。ＸＩＡ等［２０］研

究发现，ｍｉＲ２１１在卵巢癌细胞和组织中低表达，过表
达ｍｉＲ２１１能够抑制卵巢癌细胞的增殖、诱导细胞的
凋亡、阻滞细胞周期。ｍｉＲＮＡ与卵巢癌发展有关，
ｍｉＲ４６７７３ｐ是一种抑癌基因，有研究表明 ｍｉＲ４６７７
３ｐ在肺癌组织和细胞中低表达，参与了肺癌细胞的增
殖和转移，从而发挥抑癌作用［２１］。但是，ｍｉＲ４６７７３ｐ
对卵巢癌的相关机制尚不清楚。本研究发现，与癌旁

组织和正常卵巢上皮细胞比较，ｍｉＲ４６７７３ｐ在卵巢
癌组织和细胞中低表达，通过体外功能实验显示，过表

达ｍｉＲ４６７７３ｐ可以抑制卵巢癌细胞的克隆形成率、
Ｓ期细胞比例，升高 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例、细胞凋亡率，
下调ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２蛋白表达，上调 Ｂａｘ蛋白表达，
这说明过表达ｍｉＲ４６７７３ｐ可以抑制卵巢癌细胞的增
殖、诱导细胞的凋亡并阻滞细胞周期。在线生物系信

息软件和双荧光素酶报告实验表明：ＤＵＸＡＰ８调控
ｍｉＲ４６７７３ｐ的表达，抑制ｍｉＲ４６７７３ｐ可以逆转干扰
ＤＵＸＡＰ８对卵巢癌细胞增殖、周期和凋亡的作用，这说
明ＤＵＸＡＰ８通过调控ｍｉＲ４６７７３ｐ发挥在卵巢癌细胞
中的作用。

参考文献：

［１］ＬＨＥＵＲＥＵＸＳ，ＧＯＵＲＬＥＹＣ，ＶＥＲＧＯＴＥＩ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉ
ａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０１９，３９３（１０１７７）：１２４０－

１２５３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ０１４０６７３６（１８）３２５５２２．
［２］ＨＥＩＴＺＦ，ＨＡＲＴＥＲＰ，?ＶＡＬＬＬＵＮＤＱＶＩＳＴＥ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙ

２６６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｔｕｍｏｒｒｅｇｒｏｗｔｈｉｓａｃｏｎｔｒｉｂｕｔｏｒｔｏｉｍｐａｉｒｅｄｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｒｅｓｅｃｔｅｄａｄｖａｎｃｅｄｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ．Ａｎｅｘｐｌｏｒ
ａｔｏｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＩｎｔｅｒｇｒｏｕｐｔｒｉａｌＡＧＯＯＶＡＲ１２［Ｊ］．Ｇｙ
ｎｅｃｏｌＯｎｃｏｌ，２０１９，１５２（２）：２３５－２４２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｙｇｙｎｏ．２０１８．１１．００８．

［３］李小琳，韩艳艳，杨雪，等．卵巢癌的分子靶向治疗进展
［Ｊ］．实用癌症杂志，２０２０，３５（４）：６９５－６９６．ＤＯＩ：１０．
３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１５９３０．２０２０．０４．０４８．
ＬＩＸＬ，ＨＡＮＹＹ，ＹＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰｒａｃｔＪＣａｎｃｅｒ，
２０２０，３５（４）：６９５－６９６．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１５９３０．
２０２０．０４．０４８．

［４］ＷＡＮＧＪＹ，ＬＵＡＱ，ＣＨＥＮＬＪ．ＬｎｃＲＮＡｓｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，２０１９，４９０：１７－２７．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｃｃａ．２０１８．１２．０１３．

［５］ＭＥＮＧＱ，ＬＩＺ，ＰＡＮＪ，ｅｔａｌ．ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＤＵＸ
ＡＰ８ｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｉＲ５９０５ｐ［Ｊ］．ＨｕｍＣｅｌｌ，２０２０，３３
（４）：１２４０－１２５１．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１３５７７０２０００３９８８．

［６］苏英杰，高晨曦，张颐．ＭｉｃｒｏＲＮＡ在卵巢癌诊疗中的作
用［Ｊ］．肿瘤学杂志，２０２１，２６（１）：４－８．ＤＯＩ：１０．１１７３５／
ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１１７０Ｘ．２０２１．０１．Ｂ００２．
ＳＵＹＪ，ＧＡＯ ＣＸ，ＺＨＡＮＧ Ｙ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎ
ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｊ
ＣｈｉｎＯｎｃｏｌ，２０２１，２６（１）：４－８．ＤＯＩ：１０．１１７３５／ｊ．ｉｓｓｎ．
１６７１１７０Ｘ．２０２１．０１．Ｂ００２．

［７］ＲＥＳＮＩＣＫＫＥ，ＡＬＤＥＲＨ，ＨＡＧＡＮＪＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃ
ｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉｃｒｏＲＮＡｓｆｒｏｍｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆ
ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｕｓｉｎｇａｎｏｖｅｌｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｌａｔｆｏｒｍ
［Ｊ］．ＧｙｎｅｃｏｌＯｎｃｏｌ，２００９，１１２（１）：５５－５９．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｙｇｙｎｏ．２００８．０８．０３６．

［８］ＨＡＮＢ．ＬｎｃＲＮＡＬＩＮＣ０２４１８ｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ
４６７７３ｐ／ＳＥＣ６１Ｇ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｖＭｅｄＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２０１９，
２３（２３）：１０３５４－１０３６２．ＤＯＩ：１０．２６３５５／ｅｕｒｒｅｖ＿２０１９１２＿
１９６７３．

［９］ＺＨＥＮＧＭ，ＨＵＹ，ＧＯＵＲ，ｅｔａｌ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｈｒｅｅＬｎｃＲＮＡ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｓｉｇｎａｔｕｒｅｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｂａｓｅｄｏｎｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ
ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２０，
１２４：１０９８１０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１９．１０９８１０．

［１０］杜晓琴．ＬｎｃＲＮＡＫＣＮＱ１ＯＴ１在卵巢癌组织中的表达及
其临床意义［Ｊ］．肿瘤防治研究，２０１７，４４（５）：３２９－
３３３．ＤＯＩ：１０．３９７１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００８５７８．２０１７．０５．００４．
ＤＵＸＱ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＬｎｃＲＮＡ
ＫＣＮＱ１ＯＴ１ｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓＰｒｅｖ
Ｔｒｅａｔ，２０１７，４４（５）：３２９－３３３．ＤＯＩ：１０．３９７１／ｊ．ｉｓｓｎ．
１０００８５７８．２０１７．０５．００４．

［１１］ＣＨＥＮＭＨ，ＦＡＮＭ，ＹＡＮＧＪＬ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｎｃｏｇｅｎｉｃｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓｅｔａｓａｂｉｏｍａｒｋｅｒ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＥｎｖｉｒｏｎＰａｔｈｏｌ
ＴｏｘｉｃｏｌＯｎｃｏｌ，２０２０，３９（１）：３９－４９．ＤＯＩ：１０．１６１５／ＪＥｎ
ｖｉｒｏｎＰａｔｈｏｌＴｏｘｉｃｏｌＯｎｃｏｌ．２０２００３２３５１．

［１２］ＣＨＥＮＭ，ＺＨＥＮＧＹ，ＸＩＥＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇａ
ｎａｌｙｓｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｔｈｅｏｎｃｏｇｅｎｉｃｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＤＵＸ
ＡＰ８ｉｎｏｒａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＤｒｕｇｓ，２０２０，３１（８）：
７９２－７９８．ＤＯＩ：１０．１０９７／ｃａｄ．０００００００００００００９３６．

［１３］ＪＩＡＮＧＢ，ＨＡＩＬＯＮＧＳ，ＹＵＡＮＪ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＳＮＨＧ１２ａｎｄＤＵＸＡＰ８ｉｎ
ｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｔｈｒｏｕｇｈａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇａ
ｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１８，１０８：５００－５０７．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１８．０９．０２５．

［１４］ＬＩＡＮＹ，ＹＡＮＧＪ，ＬＩＡＮＹ，ｅｔａｌ．ＤＵＸＡＰ８，ａｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ
ｄｅｒｉｖｅｄｌｎｃＲＮＡ，ｐｒｏｍｏｔｅｓｇｒｏｗｔｈｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓｂｙｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｓｉｌｅｎｃｉｎｇＣＤＫＮ１ＡａｎｄＫＬＦ２［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＣｏｍｍｕｎ（Ｌｏｎｄ），２０１８，３８（１）：６４．ＤＯＩ：１０．
１１８６／ｓ４０８８００１８０３３３９．

［１５］ＺＨＡＮＧＨＰ，ＣＨＵＫＱ，ＺＨＥＮＧＣＸ，ｅｔａｌ．Ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ
ＤＵＸＡＰ８ｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙｓｐｏｎｇｉｎｇｍｉＲ４９０５ｐｔｏｉｎｄｕｃｅＢＵＢ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＧｅｎｅｔ，２０２０，１１：６６６．ＤＯＩ：１０．
３３８９／ｆｇｅｎｅ．２０２０．００６６６．

［１６］ＺＨＡＯＸ，ＨＡＯＳ，ＷＡＮＧＭＱ，ｅｔａｌ．Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆｐｓｅｕ
ｄｏｇｅｎｅＤＵＸＡＰ８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｌｉｏｍａｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｕｍｏｒｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１９，１７（３）：３５１１－３５１６．
ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｌ．２０１９．９９９４．

［１７］ＨＥＬＱ，ＺＨＵＷ，ＣＨＥＮＱ，ｅｔａｌ．Ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｓｅｃｒｅｔｅｄｅｘｏｓｏｍａｌｍｉＲ２０５ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０１９，９（２６）：８２０６－８２２０．
ＤＯＩ：１０．７１５０／ｔｈｎｏ．３７４５５．

［１８］ＺＨＡＯＷ，ＨＡＮＴ，ＬＩＢ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ５５２ｐｒｏｍｏｔｅｓｏｖａｒｉａｎ
ｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＴＥＮｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＯｖａｒｉａｎ
Ｒｅｓ，２０１９，１２（１）：１２１．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３０４８０１９０５８９ｙ．

［１９］ＺＨＡＮＧＺ，ＺＨＡＮＧＬ，ＷＡＮＧＢ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ３３７３ｐｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＰＩＫ３ＣＡａｎｄＰＩＫ３ＣＢ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０２０，４６９：５４－６７．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２０１９．１０．０２１．

［２０］ＸＩＡＢ，ＹＡＮＧＳ，ＬＩＵＴ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ２１１ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄＣＤＫ６［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０１５，１４：
５７．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２９４３０１５０３２２４．

［２１］ＺＨＯＮＧＹ，ＷＡＮＧＪ，ＬＶＷ，ｅｔａｌ．ＬｎｃＲＮＡＴＴＮＡＳ１
ｄｒｉｖｅｓｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ｖｉａｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ４６７７３ｐ／ＺＥＢ１ａｘｉｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏ
ｃｈｅｍ，２０１９，１２０（１０）：１７１３１－１７１４１．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｊｃｂ．２８９７３．

（收稿：２０２１０６０１；修回：２０２１０９２６）

（编辑　王　红）
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