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  摘 要:目的 分析卵巢癌中长链非编码RNA
 

CTD-3162L10.1对信号素3B(SEMA3B)表达的调节作用

及对卵巢癌细胞增殖和侵袭的影响。方法 实时定量聚合酶链式反应(qPCR)检测23对卵巢癌和癌旁组织中

CTD-3162L10.1的表达。qPCR检测卵巢癌细胞株 A2780、SKOV-3、HO-8910、OC3、OVCAR-3和人健康卵

巢上皮细胞IOSE80中CTD-3162L10.1的表达。以CTD-3162L10.1表达水平最低的卵巢癌细胞株为转染对

象,分别转染空载质粒和表达CTD-3162L10.1的质粒,命名为对照组和实验组。qPCR检测转染效率。四甲基

偶氮唑蓝(MTT)法和Transwell侵袭实验分别检测高表达CTD-3162L10.1对卵巢癌细胞增殖和侵袭能力的

影响。qPCR检测SEMA3B
 

mRNA的表达,蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)检测SEMA3B、胰岛素样生长因子

结合蛋白-6(IGFBP-6)、磷酸化的蛋白激酶B(p-AKT)蛋白的表达。结果 CTD-3162L10.1在卵巢癌和癌旁组

织中的表达量分别为(1.05±0.35)和(7.28±1.67),卵巢癌组织中CTD-3162L10.1呈低表达(P<0.05)。与

人健康卵巢上皮细胞相比,卵巢癌细胞株中CTD-3162L10.1呈低表达(P<0.05),OVCAR-3细胞中的表达量

最少(P<0.05)。与对照组相比,实验组OVCAR-3细胞中CTD-3162L10.1表达明显增加(P<0.05),表明转

染成功。与对照组相比,CTD-3162L10.1可明显抑制实验组 OVCAR-3细胞的增殖能力和侵袭能力(P<
0.05)。与对照组相比,实验组OVCAR-3细胞中SEMA3B

 

mRNA表达明显增加(P<0.05)。SEMA3B、IG-
FBP-6蛋白表达增加,p-AKT蛋白表达降低。结论 CTD-3162L10.1在卵巢癌中呈低表达,高表达CTD-
3162L10.1可抑制卵巢癌细胞OVCAR-3的增殖能力和侵袭能力,其分子机制可能是通过促进SEMA3B基因

表达实现。
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Abstract:Objective To
 

analyze
 

the
 

regulation
 

of
 

long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

CTD-3162L10.1
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

semaphorin
 

3B
 

(SEMA3B)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cells.Methods qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CTD-3162L10.1
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

and
 

adja-
cent

 

tissues.qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CTD-3162L10.1
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

lines
 

A2780,

SKOV-3,HO-8910,OC3,OVCAR-3
 

and
 

human
 

normal
 

ovarian
 

epithelial
 

cells
 

IOSE80.The
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

line
 

with
 

the
 

lowest
 

expression
 

level
 

of
 

CTD-3162L10.1
 

was
 

transfected
 

and
 

transfected
 

with
 

empty
 

plas-
mid

 

and
 

plasmid
 

expressing
 

CTD-3162L10.1,named
 

as
 

control
 

group
 

and
 

experimental
 

group.qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

transfection
 

efficiency.Methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium
 

(MTT)
 

assay
 

and
 

Transwell
 

invasion
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

high
 

expression
 

of
 

CTD-3162L10.1
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cells.The
 

expression
 

of
 

SEMA3B
 

mRNA
 

was
 

detected
 

by
 

qPCR.The
 

expressions
 

of
 

SEMA3B,E-cad-
herin,N-cadherin,zinc

 

finger
 

transcription
 

factor
 

Snail
 

and
 

zinc
 

finger
 

transcription
 

factor
 

Slug
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

CTD-3162L10.1
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

and
 

adjacent
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tissues
 

were
 

(1.05±0.35)
 

and(7.28±1.67)respectively.CTD-3162L10.1
 

was
 

lowly
 

expressed
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

tissues
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

normal
 

ovarian
 

epithelial
 

cells,CTD-3162L10.1
 

was
 

down-regulated
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(P<0.05),and
 

OVCAR-3
 

cells
 

were
 

least
 

expressed
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

of
 

CTD-3162L10.1
 

in
 

the
 

OVCAR-3
 

cells
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

increased
 

(P<0.05),indicating
 

successful
 

transfection.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,CTD-
3162L10.1

 

significantly
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

ability
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

the
 

OVCAR-3
 

cells
 

in
 

the
 

ex-
perimental

 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

of
 

SEMA3B
 

mRNA
 

in
 

the
 

OVCAR-3
 

cells
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

SEMA3B
 

and
 

IGFBP-6
 

proteins
 

was
 

increased,and
 

the
 

expression
 

of
 

p-AKT
 

was
 

decreased.Conclusion CTD-3162L
10.1

 

is
 

lowly
 

expressed
 

in
 

ovarian
 

cancer,and
 

high
 

expression
 

of
 

CTD-3162L10.1
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

line
 

OVCAR-3.The
 

molecular
 

mechanism
 

may
 

be
 

achieved
 

by
 

promoting
 

the
 

expression
 

of
 

SEMA3B
 

gene.
Key

 

words:CTD-3162L10.1; ovarian
 

cancer; cell
 

proliferation; cell
 

invasion

  卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤之一,发病率仅次

于宫颈癌和子宫内膜癌[1]。卵巢癌患者确诊时多为

晚期,且复发率很高,预后较差[2]。长链非编码RNA
(lncRNA)是一类转录本长度超过200个核苷酸的长

链RNA,由RNA聚合酶Ⅱ参与合成[3]。近年的研究

表明,lncRNA具有影响基因表达的功能,广泛参与调

控增殖、分化、侵袭等细胞形态和功能的改变。ln-
cRNA与肿瘤特别是卵巢癌的发生发展密切相关[4]。

CTD-3162L10.1是一种新发现的lncRNA,其在卵巢

癌中的作用机制尚不明确。本研究旨在检测CTD-
3162L10.1在 卵 巢 癌 组 织 和 细 胞 株 的 表 达,分 析

CTD-3162L10.1与卵巢癌发生的相关性,并通过高表

达CTD-3162L10.1,观察CTD-3162L10.1对卵巢癌

细胞增殖和侵袭能力的影响及探讨其可能的作用

机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本 23对卵巢癌组织及相应癌旁组织

(距癌灶边缘>5
 

cm)取自2016-2018年于妇科行手

术切除的卵巢癌患者,术后经两位以上病理医生确诊

为卵巢癌。年龄43~71岁,平均(48.92±7.23)岁。
所有卵巢癌患者术前均未接受放、化疗或生物靶向治

疗。研究方案经本院伦理委员会批准,所有患者均签

署知情同意书。

1.1.2 细胞株和主要试剂 人正常卵巢上皮细胞

IOSE80和卵巢癌细胞株A2780、SKOV-3、HO-8910、

OC3、OVCAR-3购自中国科学院上海细胞库。Lipo-
fectamineTM2000、RPMI-1640培养基、DMEM 培养

基和基质胶购自美国Invitrogen公司;胎牛血清购自

美国Gibco公司;空载质粒和表达 CTD-3162L10.1
的质粒购自广州锐博生物科技有限公司;实时定量聚

合酶链式反应(qPCR)引物购自北京擎科生物科技有

限公司;qPCR试剂盒购于日本TaKaRa公司;四甲基

偶氮唑蓝(MTT)试剂盒和细胞裂解液 NP40购自上

海碧云天生物技术有限公司;Transwell小室购自美

国Corning公司;β-肌动蛋白(β-Actin)、信号素3B
(SEMA3B)、胰岛素样生长因子结合蛋白6(IGFBP-
6)、蛋白激酶 B(AKT)、磷酸化的 蛋 白 激 酶 B(p-
AKT)蛋白抗体购自美国Becton

 

Dickinson公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染 在37
 

℃、5%CO2 饱和湿

度的 培 养 箱 中,OC3、OVCAR-3细 胞 株 培 养 在 含

10%胎牛血清的 RPMI-1640培养基中,A2780、SK-
OV-3、HO-8910、IOSE80细胞株培养在含10%胎牛

血清 的 DMEM 培 养 基 中。接 种 对 数 生 长 期 的

OVCAR-3细胞至6孔板,将细胞分为对照组和实验

组,分别转染空载质粒和表达CTD-3162L10.1的质

粒,以50
 

ng/mL的浓度进行转染,转染操作严格依据

LipofectamineTM2000说明书。转染12
 

h后弃去转染

培养基,添加新鲜培养基。

1.2.2 qPCR检测细胞中CTD-3162L10.1和SE-
MA3B

 

mRNA的表达 采用 TRIzol法提取组织和

细胞总RNA,紫外分光光度法检测 RNA浓度和纯

度,逆转录合成cDNA。依据qPCR说明书进行检测,
反应条件为95

 

℃预变性10
 

min,95
 

℃变性5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,70
 

℃
 

30
 

s,共40个循环。qPCR引物见表1。

CTD-3162L10.1和SEMA3B
 

mRNA表达量检测以

甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)为内参。Ct值以

2-ΔΔCt 方法进行计算,代表 CTD-3162L10.1和 SE-
MA3B

 

mRNA的相对表达量。

1.2.3 MTT法检测两组 OVCAR-3细胞的增殖能

力 将对照组和实验组OVCAR-3细胞以5×103 个/
孔接种于96孔板,分别于接种后第1、2、3、4、5天采

用 MTT法检测细胞的增殖能力。检测时在每孔,加
16

 

μL
 

MTT试剂,在培养箱中培养4
 

h后,弃上清后

加200
 

μL二甲基亚砜,摇床振荡20
 

min,采用酶标仪

·3892·国际检验医学杂志2019年12月第40卷第24期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,December
 

2019,Vol.40,No.24



检测每孔在490
 

nm波长处的吸光度(A)值。检测5
次后,绘制生长曲线。
1.2.4 Transwell侵袭实验检测两组 OVCAR-3细

胞的侵袭能力 在Transwell小室上室底部加50
 

μL
 

浓度为0.2
 

μg/μL
 

的基质胶,在培养箱中孵育30
 

min,保证基质胶凝固。将对照组和实验组 OVCAR-
3细胞消化、离心后,采用无血清RPMI-1640培养基

重悬细胞,并调整细胞密度为2×105 个/mL。将

OVCAR-3细胞以4×104 个/孔接种于Transwell上

室,在
 

Transwell下室加600
 

μL含血清 RPMI-1640
培养基,培养箱中培养24

 

h。次日,采用甲醛固定30
 

min,采用结晶紫染液染色30
 

min,流水冲去多余染

液,采用棉签擦去未穿过底膜的细胞。在倒置显微镜

下,随机选5个视野下,计数穿膜细胞数并取均值。

表1  qPCR引物序列

基因 序列
 

(5'-3') 大小(bp)

CTD-3162L10.1 上游:CTG
 

GAC
 

CCG
 

AGA
 

CGT
 

ATG
 

A 19

下游:TGC
 

ATG
 

GTT
 

TCC
 

CGA
 

GTC 18

GAPDH 上游:ACA
 

ACT
 

TTG
 

GTA
 

TCG
 

TGG
 

AAG
 

G 22

下游:GCC
 

ATC
 

ACG
 

CCA
 

CAG
 

TTT
 

C 19

SEMA3B 上游:GGG
 

AGG
 

AGC
 

TAT
 

ACT
 

CAG
 

GGG 21

下游:TTC
 

GGA
 

GAC
 

TTG
 

GAC
 

GTT
 

GC 20

1.2.5 蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)检测SE-
MA3B及下游蛋白表达 采用细胞裂解液 NP40裂

解对照组和实验组OVCAR-3细胞并提取总蛋白,对
照组和实验组分别以50

 

μg的蛋白上样量行聚丙烯酰

胺凝胶(SDS-PAGE)电泳2
 

h,硝酸纤维膜转膜2
 

h,
5%脱脂牛奶在室温下封闭2

 

h,一抗在4
 

℃冰箱内内

孵育12
 

h,二抗在室温下孵育1
 

h,滴加增强化学发光

液,显影、拍照。

1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件分析数

据,计量资料据均以x±s表示,组间比较采用两独立

样本t检验,以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 卵巢癌组织和癌旁组织中CTD-3162L10.1表

达量 采用qPCR测得卵巢癌组织和癌旁组织中

CTD-3162L10.1的表达量分别为(1.05±0.35)和
(7.28±1.67),CTD-3162L10.1在卵巢癌组织中呈低

表达(P<0.05)。
2.2 卵巢癌细胞株和人健康卵巢上皮细胞 CTD-
3162L10.1表达量 与人健康卵巢上皮细胞IOSE80
相 比,卵 巢 癌 细 胞 株 A2780、SKOV-3、HO-8910、

OC3、OVCAR-3 中 CTD-3162L10.1 均 呈 低 表 达

(P<0.05),OVCAR-3细胞表达量最低(P<0.05)。
2.3 CTD-3162L10.1转染效率测定 对照组和实验

组OVCAR-3细胞中CTD-3162L10.1相对表达量分

别为(1.00±0.03)和(6.91±0.58),差异有统计学意

义(P<0.05)。与对照组相比,实验组细胞中CTD-
3162L10.1的表达量增加。

2.4 高表达CTD-3162L10.1对 OVCAR-3细胞增

殖能力的影响 MTT法结果显示,与对照组相比,实
验组OVCAR-3细胞从3

 

d开始,增殖能力明显降低

(P<0.05)。见图1。

  注:与对照组比较,*P<0.05

图1  CTD-3162L10.1对卵巢癌细胞OVCAR-3
增殖的影响

2.5 过表达CTD-3162L10.1对细胞侵袭影响 对

照组和实验组 OVCAR-3细胞侵袭细胞数分别为

(99.95±11.50)个和(47.65±10.62)个,差异有统计

学意 义(P <0.05)。与 对 照 组 相 比,转 染 CTD-
3162L10.1后的卵巢癌细胞侵袭能力明显降低。

2.6 CTD-3162L10.1对两组细胞中SEMA3B
 

mR-
NA表达的影响 对照组和实验组OVCAR-3细胞中

SEMA3B
 

mRNA相对表达量分别为(1.01±0.07)和
(4.16±0.34),差异有统计学意义(P<0.05)。与对

照组相比,实验组细胞中SEMA3B
 

mRNA的表达显

著降低。

2.7 过表达 CTD-3162L10.1对SEMA3B蛋白及

AKT通路蛋白表达的影响 Western
 

blot结果显示,

与对照组相比,转染CTD-3162L10.1后,SEMA3B、

IGFBP-6蛋白的表达量增加,AKT蛋白表达无明显

改变,p-AKT蛋白表达量降低。见图2。
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图2  Western
 

blot检测CTD-3162L10.1下游蛋白的表达

3 讨  论

  卵巢癌具有易转移和易复发的特点,患者5年生

存率小于30%[5]。寻找潜在的分子标志物及针对卵

巢癌增殖和迁移分子机制的研究非常重要。lncRNA
长久以来被认为是基因转录过程的随机产物,不具有

调控细胞活动的功能[6]。然而,最近的研究发现,ln-
cRNA可通过调控靶基因的表达,在卵巢癌、胰腺癌、
前列腺癌、胃癌等多种肿瘤的发生、发展进程中发挥

重要调控作用[7-10]。有研究表明,SNHG3、CCAT1、
TP73-AS1、EBIC等多种lncRNA

 

在卵巢癌中表达增

加,作为癌基因促进卵巢癌细胞生长、浸润和转移,与
卵巢癌患者的不良预后密切相关[11-14]。另有研究表

明,TUBA4B等lncRNA在卵巢癌中表达降低,作为

抑癌基因抑制卵巢癌细胞的增殖和侵袭[15]。CTD-
3162L10.1是一种新发现的lncRNA,由2

 

304个核苷

酸组 成,CTD-3162L10.1在 卵 巢 癌 中 的 研 究 未 见

报道。
本研究结果发现,CTD-3162L10.1在卵巢癌组织

和细胞株中均呈低表达,表明CTD-3162L10.1可能

作为 抑 癌 基 因 参 与 卵 巢 癌 的 发 生、发 展,CTD-
3162L10.1可能具有分子诊断标志物的潜力。MTT
法和Transwell侵袭实验进一步表明,高表达CTD-
3162L10.1可抑制卵巢癌 OVCAR-3细胞的增殖能

力和侵袭能力,CTD-3162L10.1在卵巢癌中发挥抑癌

基因的作用。SEMA3B定位于染色体3p21.3,属于

信号素家族成员,是一种分泌型蛋白质,由749个氨

基酸构成[16]。SEMA3B是一种肿瘤抑制基因,在多

种恶性肿瘤的发生、发展中发挥重要作用[17]。SE-
MA3B可通过促进IGFBP-6的表达,抑制AKT信号

通路的磷酸化,发挥肿瘤抑制作用[16-18]。有研究表

明,SEMA3B在卵巢癌中表达明显降低[19]。本研究

结果发现,OVCAR-3细胞高表达 CTD-3162L10.1
后,SEMA3B蛋白的表达增加,表明CTD-3162L10.1
可直接或间接促进SEMA3B蛋白的表达。SEMA3B

蛋白表达增加后,IGFBP-6蛋白的表达增加,AKT信

号通路的磷酸化程度降低。
 

AKT信号通路的磷酸化

程度 可 明 显 促 进 肿 瘤 的 增 殖 和 侵 袭[20]。高 表 达

CTD-3162L10.1通过上调SEMA3B基因的表达,抑
制AKT信号通路的磷酸化,导致卵巢癌细胞增殖和

侵袭 能 力 降 低。本 研 究 的 不 足 之 处 在 于,CTD-
3162L10.1调控SEMA3B的具体作用机制尚不明

确,有待进一步的研究。
4 结  论

  综上所述,本研究发现CTD-3162L10.1在卵巢

癌组织和细胞株中均呈低表达,CTD-3162L10.1通过

靶向SEMA3B干扰AKT信号通路的磷酸化,抑制卵

巢癌的增殖和侵袭,表明CTD-3162L10.1在卵巢癌

中作为抑癌基因发挥调节作用,为卵巢癌的分子靶向

治疗提供了新的思路。
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