
 

LncRNA OIP5-AS1对卵巢上皮 IOSE80表型转化的影响
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摘要：目的　 探索 lncRNA OIP5-AS1 对卵巢上皮细胞 IOSE80 发生增殖、迁移、凋亡、侵袭和周期的表型的变化及可能

的机制。方法　患者临床资料数据收集自 TCGA 数据库及 GEO 数据库，R 包分析后可视化 OIP5-AS1 在卵巢癌组织中表

达上调，生存率与 OIP5-AS1 的相关性采用 Kaplan-Meier 分析。以慢病毒载体构建 OIP5-AS1 过表达和沉默的 IOSE80 细

胞模型，采用 RT-qPCR 验证 OIP5-AS1 的表达，CCK-8 检测细胞增殖，Transwell 检测侵袭，划痕试验检测细胞迁移，流

式细胞术检测细胞周期和凋亡，Western blotting 检测细胞侵袭相关蛋白 E 钙黏着蛋白 (E-cadherin) 和 N 钙黏着蛋白 (N-
cadherin) 的表达及细胞周期蛋白依赖性激酶 (cyclin-dependent kinase，CDK) 和细胞周期蛋白 G 相关激酶 (cyclin-G-related
kinase，GAK) 的表达。结果　RT-qPCR 结果显示成功构建 OIP5-AS1 过表达和沉默的 IOSE80 细胞株。CCK-8 结果显示过

表达 OIP5-AS1 促进 IOSE80 细胞的增殖。划痕试验结果显示过表达 OIP5-AS1 促进 IOSE80 细胞迁移。Transwell 结果显示

过表达 OIP5-AS1 会引起 IOSE80 细胞的侵袭力增强。流式细胞术结果表明 OIP5-AS1 的过表达使 IOSE80 细胞凋亡减弱并

推动了细胞周期的进展。Western blotting 结果显示过表达 OIP5-AS1 会下调 E-cadherin 的表达并上调 N-cadherin 的表达，

同时过表达 OIP5-AS1 可提高 CDK 及 GAK 蛋白的表达。结论　lncRNA OIP5-AS1 通过上调 CDK 及 GAK 的表达进一步

干预了 IOSE80 细胞周期的调控，进而实现对卵巢上皮细胞恶性表型的间接调控作用。
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Effect of LncRNA OIP5-AS1 on Phenotypic Transformation of IOSE80 in Ovarian Epithelium
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ABSTRACT: OBJECTIVE　   To  explore  the  phenotypic  changes  and  possible  mechanisms  of  lncRNA  OIP5-AS1  on  the
proliferation,  migration,  apoptosis,  invasion  and  cycle  of  ovarian  epithelial  cells  IOSE80. METHODS　   The  clinical  data  of
patients were collected from TCGA database and GEO database. After R package analysis, the differential expression of OIP5-AS1
was  visualized  in  the  volcanic  map.  The  correlation  between  survival  rate  and  OIP5-AS1  was  analyzed  by  Kaplan-Meier.  The
IOSE80 cell model of OIP5-AS1 over expression and silencing was constructed with lentivirus vector. The expression of OIP5-AS1
was  verified  by  RT-qPCR.  Cell  proliferation  was  detected  by  CCK-8.  Invasion  was  detected  by  Transwell.  Cell  migration  was
detected  by  scratch  test.  Cell  cycle  and  apoptosis  were  detected  by  flow  cytometry.  Western  blotting  was  used  to  detect  the
expression  of  E-cadherin  and  N-cadherin,  as  well  as  the  expression  of  cyclin-dependent  kinase(CDK)  and  cyclin-G-related
kinase(GAK).  RESULTS　   RT-qPCR  results  showed  that  IOSE80  cell  lines  over  expressing  and  silencing  OIP5-AS1  were
successfully constructed. CCK-8 results showed that overexpressing OIP5-AS1 promoted the proliferation of IOSE80 cells. Scratch
test  results  showed  that  overexpressing  OIP5-AS1  promoted  the  migration  of  IOSE80  cells.  Transwell  results  showed  that
overexpressing OIP5-AS1 would increase the invasiveness of IOSE80 cells. Flow cytometry results showed that overexpression of
OIP5-AS1 weakened the apoptosis of IOSE80 cells and promoted the progress of cell  cycle.  Western blotting results showed that
overexpression  of  OIP5-AS1  downregulated  the  expression  of  E-cadherin  and  upregulated  the  expression  of  N-cadherin,  while
overexpression of OIP5-AS1 increased the expression of CDK and GAK proteins. CONCLUSION　 LncRNA OIP5-AS1 further
interferes with the regulation of IOSE80 cell cycle by up regulating the expression of CDK and GAK, and then indirectly regulates
the malignant phenotype of ovarian epithelial cells.
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卵巢癌一直是女性最常见的恶性肿瘤之一[1]，

是妇女癌症相关死亡的第 11个最常见类型和第

5个主要原因[2]。其高死亡率往往是由于发病早期

缺乏特异性症状，从而导致诊断的延迟[3]。卵巢癌

患者的生存率明显受临床分期的影响，据估计，

文献报道>93%的局限在卵巢的早期患者在初诊后

可存活>5年[4]。因此探讨正常卵巢上皮细胞在促

癌因素作用下所发生的表型变化及潜在的分子机

制，为寻找早期检测或治疗的靶标提供一定的参

考有着重要的意义。

长非编码 RNAs(lncRNAs)包含了人类转录组

中缺乏蛋白质编码能力的一组丰富的转录本 [5]。

lncRNAs通过表观遗传修饰、转录和转录后调控

调节关键基因的表达[6]。OPA相互作用蛋白 5反

义转录物 1(opa-interacting protein 5 antisense RNA
1，OIP5-AS1)是一种长的非编码 RNA，其转录方

向与 OIP5相反，位于人类染色体 15q15.1上，有 9
个外显子计数[7]。OIP5-AS1在许多类型的癌症中

发挥促癌作用[8-9]。OIP5-AS1已被发现参与子宫颈

癌和乳腺癌的发展 [10]。前期已有相关文献报道

OIP5-AS1在卵巢癌组织中高表达，且作为促癌因

子影响卵巢癌的发生进展[11]。但它在正常卵巢上

皮细胞中失衡表达后发挥的作用很少被研究。本

研究主要探索 lncRNA OIP5-AS1作为促癌因子在

正常卵巢上皮细胞中失衡表达后，对细胞增殖、

侵袭、周期和凋亡等表型的影响及其可能的分子

机制，为后续卵巢癌早期诊断及治疗提供新的

思路。 

1　材料 

1.1　细胞

人卵巢上皮细胞 (IOSE80)购自上海弘顺生物

科技有限公司。 

1.2　试剂

CCK-8细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒、细

胞凋亡检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒、羊抗

兔 IgG-HRP抗体、β-actin抗体、SDS-PAGE凝胶

快速制备试剂盒均购自沈阳万类生物技术有限公

司，货号分别为 WLA074b，WLA001，WLA010，
WLA023，WL01372，WLA013；RPMI-1640、PBS、
胰酶、胎牛血清均购自赛默飞世尔科技有限公

司，货号分别为 11875093，10010023，25200056，
A5669701；Matrigel胶、Transwell小室购自美国

Corning公司，货号分别为 356234，34221；全蛋白

提取试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒、超敏

ECL发光试剂盒均购自南京凯基生物技术有限公

司，货号分别为 WLA01，WLA004，WLA003；
PVDF膜 (Millipore公 司 ， 货 号 ： IPVH00010)；
BeyoRT Ⅱ M-MLV反转录酶 (碧云天生物有限公

司，货号：D7160L)；TRIpure提取试剂、RNase
inhibitor均购自北京百泰克生物技术有限公司，货

号分别为 RP1001，RP5602；SYBR Green(北京索

莱宝科技有限公司，货号：SY1020)；GAK 抗体

(Affinity公司，货号：AF0317)；CDK4 抗体、

E钙黏着蛋白 (E-cadherin) 抗体、N钙黏着蛋白

(N-cadherin) 抗体均购自 Cell Signaling Technology
公司，货号分别为#12790S，#3195S，#13116S；
引物由金斯瑞生物科技有限公司合成；OIP5-
AS1过表达、沉默慢病毒载体及其对照均由上海

汉恒生物技术有限公司构建。 

2　方法 

2.1　生信分析

通 过 GEOquery包 从 GEO数 据 库 中 下 载

GSE54388，通过 limma包进行 2组的差异分析，

差异分析结果及 OIP5-AS1用火山图进行可视化。

从 TCGA数据库 (https://portal.gdc.cancer.gov)下载

并 整 理 TCGA-OV(卵 巢 浆 液 性 囊 腺 瘤 )项 目

STAR流程的 RNAseq数据，并提取 TPM格式的

数据以及临床数据。采用 Kaplan-Meier分析 OIP5-
AS1与总生存率的相关性。 

2.2　细胞培养、感染和分组

IOSE80细 胞 用 含 10%胎 牛 血 清 的 RPMI-
1640培养基于 37 ℃，5%CO2 的培养箱内培养。

慢病毒载体从培养箱中拿出已贴壁的细胞，各孔

更换新鲜完全培养基后，向各组细胞中加入计算

好的病毒液，IOSE80细胞的 MOI值为 100，轻

轻混匀，37 ℃、5%CO2 培养 24 h。弃去含病毒

液的培养基上清，更换为完全培养基，37 ℃、

5%CO2 条件下继续培养 24 h，荧光显微镜观察转

染情况，并提取总 RNA定量分析 OIP5-AS1的表

达。后续实验分为未转染组 (Control)、OIP5-
AS1沉默慢病毒对照组 (shRNA-nc)、OIP5-AS1沉

默慢病毒组 (shRNA-OIP5-AS1)、OIP5-AS1过表

达慢病毒对照组 (Over-nc)、OIP5-AS1过表达慢病

毒组 (Over- OIP5-AS1)。 

2.3　细胞增殖

收集对数生长期细胞接种于 96孔板中，每孔
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细胞量 3×103 个，感染 12 h后，每孔更换为 100 μL
培养基，加入 10 μL CCK-8继续培养 2 h，然后在

酶标仪上测定其在 450 nm处 OD值，每组设置

5个复孔，重复 3次。 

2.4　细胞凋亡

收集各组细胞，PBS清洗 2次，加入 500 μL
的 Binding Buffer，重悬细胞，加入 5 μL Annexin
V-FITC混匀，再次加入 10 μL Propidium Iodide，
混匀，室温避光孵育 5~15 min，上机进行凋亡检

测，每组 3个复孔，重复 3次。 

2.5　细胞迁移

各组细胞在实验前更换为无血清培养基并加

入 1 μg·mL−1 的丝裂霉素 C处理 1 h。将各组细胞

利用 200 μL Pipette Tip 造成细胞划痕，用无血清

培养基清洗细胞表面 1次，除去细胞碎片，显微

镜下拍照，继续培养至 24 h和 48 h，分别拍照。

计算各实验组迁移距离。 

2.6　细胞侵袭

首先配置好 Transwell小室，下层为 10% FBS
的培养液 800 μL，膜上包被 Matrigel胶上室终浓

度均为 2×104 个·孔−1 的细胞悬液 200 μL。培养 24 h
后取出 Transwell小室，4%多聚甲醛室温固定

25 min，0.4%结晶紫染液染色 5 min，蒸馏水冲

洗。镜下拍照并记录细胞数，每个样本选取 5个

视野计细胞个数，取均数进行统计计算。 

2.7　细胞周期

收集各组细胞，加入预冷 70%乙醇，4 ℃ 固

定 2 h，再次离心弃去上清液，加入 100 μL RNase
A，37 ℃ 水浴 30 min，加入 500 μL的 Propidium
Iodide 染色液，4 ℃ 避光 30 min，随即进行流式细

胞术检测，每组 3个复孔，重复 3次。 

2.8　RT-qPCR检测

收集各组细胞，根据 TRIpure说明书完成总

RNA的提取，按 BeyoRT Ⅱ M-MLV反转录酶说

明书构建 cDNA，按 SYBR Green试剂说明书完成

上机检测，以 β-actin 为内参，以 2–ΔΔCT 方法分析

数据，引物见表 1。 

2.9　Western blotting检测

以细胞刮刀收集各组细胞，以全蛋白提取试

剂盒说明书完成全蛋白提取，按 BCA蛋白测定试

剂盒说明书进行蛋白浓度测定。SDS-PAGE电泳

进行蛋白分离，转移至 PVDF膜，一抗 GAK(1∶
1  000)、CDK4(1∶1  000)、N-cadherin(1∶1  000)、
E-cadherin(1∶1 000)、β-actin(1∶2 000)杂交 4 ℃
过夜，二抗羊抗兔 IgG-HRP(1∶5  000)，室温

2 h，ECL化学发光试剂盒完成显影成像，凝胶图

像处理系统 (Gel-Pro-Analyzer软件)分析目标条带

的光密度值。 

2.10　统计学分析

统计采用 GraphPad Prism 8.0软件，单因素方

差分析完成 5个组的差异分析，2组间的比较采

用 t 检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。 

3　结果 

3.1　OIP5-AS1在上皮性卵巢癌患者中的生物信息

学分析

OIP-AS1在卵巢癌组织中较正常组织表达发

生上调 (P<0.05)。OIP5-AS1表达升高的患者与较

低的生存时间相关 (P<0.05)。生信分析结果见

图 1。 

3.2　OIP5-AS1过表达和沉默的细胞模型构建及其

对细胞增殖的影响

成功构建稳定的 OIP5-AS1过表达和沉默的

IOSE80细胞模型。RT-qPCR结果显示，相比于

Control组， shRNA-nc组和 Over-nc组 OIP5-AS1
表达差异无统计学意义， shRNA-OIP5-AS1组

OIP5-AS1组表达显著下调 (P<0.05)，Over-OIP5-
AS1组 OIP5-AS1表达显著上调 (P<0.05)。CCK-8
实验结果显示，相比于 Control组，在 48，72，96 h
时，shRNA-nc组和 Over-nc组细胞增殖能力差异

无统计学意义，shRNA-OIP5-AS1组细胞增殖能力

显著下降 (P<0.05)，Over-OIP5-AS1组细胞增殖能

力显著上升 (P<0.05)。结果见图 2。 

3.3　OIP5-AS1对细胞凋亡和周期的影响

凋亡试验显示，相比于 Control组，shRNA-nc
组和 Over-nc组细胞凋亡比例差异无统计学意义，

shRNA-OIP5-AS1组细胞凋亡比例显著增加 (P<
0.05)，Over-OIP5-AS1组细胞凋亡比例显著降低

(P<0.05)。细胞周期结果显示，相比于 Control
组，shRNA-nc组和 Over-nc组细胞周期水平差异

无统计学意义；shRNA-OIP5-AS1组 G1 期细胞比

 

表 1    RT-qPCR扩增引物序列

Tab. 1    RT-qPCR amplification primer sequence
基因 引物(5’-3’) 产物长度/bp

OIP5-AS1 F: CTCAAACTCCCGACCTG
R: TAGCCTGAGCAACAAGA

140

β-actin F: GGCACCCAGCACAATGAA
R: TAGAAGCATTTGCGGTGG

168
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例显著增多 (P<0.05)，S和 G2 期细胞比例显著降

低 (P<0.05)；Over-OIP5-AS1组细胞增殖能力显著

上升，G1期细胞比例显著降低 (P<0.05)，S和 G2

期细胞比例显著上升 (P<0.05)。结果见图 3。 

3.4　OIP5-AS1对细胞迁移和侵袭的影响

细胞划痕结果表显示，相比于 Control组，在

24，48 h时，shRNA-nc组和 Over-nc组细胞迁移

率差异无统计学意义，shRNA-OIP5-AS1组细胞迁

移率显著下降 (P<0.05)，Over-OIP5-AS1组细胞迁

移率显著上升 (P<0.05)。细胞侵袭结果显示，相比

于 Control组，shRNA-nc组、Over-nc组和 shRNA-
OIP5-AS1组细胞未发生侵袭，Over-OIP5-AS1组

细胞发生侵袭，差异具有统计学意义 (P<0.05)。结

果见图 4。 

3.5　OIP5-AS1对 E-cadherin和 N-cadherin蛋白表

达的影响

Western  blotting结果显示，相比于 Control
组 ， shRNA-nc组 和 Over-nc组 E-cadherin和 N-
cadherin蛋白表达水平差异无统计学意义，shRNA-
OIP5-AS1组 E-cadherin蛋白表达显著上调 (P<
0.05)且 N-cadherin蛋 白 表 达 水 平 显 著 下 调

(P<0.05)。Over-OIP5-AS1组 E-cadherin蛋白表达

显著下调 (P<0.05)，且 N-cadherin蛋白表达水平显

著上调 (P<0.05)。结果见图 5。
 

3.6　OIP5-AS1对 GAK和 CDK4蛋白表达的影响

Western  blotting结果显示，相比于 Control
组， shRNA-nc组和 Over-nc组 GAK和 CDK4蛋

白表达水平差异无统计学意义， shRNA-OIP5-
AS1组 GAK和 CDK4蛋白表达水平显著下调 (P<
0.05)，Over-OIP5-AS1组 GAK和 CDK4蛋白表达

水平显著上调 (P<0.05)。结果见图 6。
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4　讨论

lncRNA在许多细胞生命活动过程中起着至关

重要的作用，包括细胞周期、分化、代谢和疾

病[12-13]。并且它在多种人类恶性肿瘤中异常表达，

这些异常表达的 lncRNAs可作为临床早期诊断的

生物标志物[14-16]。除多发性骨髓瘤外，几乎所有肿

瘤组织中 lncRNA OIP5-AS1的表达均有增高 [12]。

目前在临床和体内研究一致认为 OIP5-AS1具有致

癌作用。前期已有文献报道卵巢癌组织中 OIP5-
AS1高表达，且发现 OIP5-AS1的过表达会增加

卵巢癌细胞的侵袭和迁移[17]。通过生信分析表明

卵巢癌组织中 OIP5-AS1表达较正常卵巢组织发生

上调，且其在卵巢癌患者中表达升高与预后不良

有关。但是目前它的这种促癌功能主要是在恶性

情况下评估的，在正常卵巢细胞中改变 OIP5-
AS1的表达是否能够影响细胞的表型还未见

报道。

本研究立足于正常的卵巢上皮 IOSE80作为研

究对象对 OIP5-AS1的功能进行研究。发现在正常

卵巢上皮 IOSE80细胞中过表达 OIP5-AS1后细胞

增殖能力增强，且获得了较高的迁移与侵袭抗凋

亡等间质表型，而沉默则相反。证明 OIP5-AS1可

能作为一种致癌因子在卵巢癌发生发展过程中起

到一定的关键作用。卵巢癌临床表现的特征之一

即其极高的转移和侵袭潜力，首先定植于腹膜并

形成腹水[18]，这种转移优势也造成了其在各种上

皮组织中具有一定的侵袭性。那么推测卵巢癌的

这种腹腔内极易扩散的现象可能与 OIP5-AS1过表
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图 5    E-cadherin和 N-cadherin蛋白检测 (x ± s，n=5)
A–E-cadherin蛋白的表达检测；B–N-cadherin蛋白的表达检测；与 Control组比较，1)P<0.05。
Fig. 5    E-cadherin and N-cadherin protein detection(x ± s, n=5)
A–detection of E-cadherin protein expression; B–N-cadherin protein expression detection; compared with the Control group, 1)P<0.05.
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达所造成卵巢正常上皮细胞发生恶性表型转变相

关，为此本研究检测了细胞侵袭相关标记蛋白 E-
cadherin和 N-cadherin。E-cadherin是细胞黏附连

接的关键成分，在维持细胞上皮表型中不可或

缺，并且具有防止肿瘤进展和侵袭的作用，使得

E-cadherin成为经典的肿瘤抑制因子，与肿瘤侵袭

呈负相关[19]。而神经 N-cadherin属于钙依赖的单

链跨膜糖蛋白具有介导同型和异型细胞黏附的功

能[20]，其在肿瘤细胞中的表达与肿瘤的发生和转

移密切相关，是肿瘤预后不良的正相关因子[21]。

在本研究中通过对 IOSE80中 OIP5-AS1过表

达或沉默及回复验证均证明了 OIP5-AS1具有促进

IOSE80细胞中 N-cadherin表达并抑制 E-cadherin
表达的功能，进一步说明了 OIP5-AS1的过表达对

正常卵巢上皮细胞向恶性表型发展起着促进作

用，这可能对卵巢癌极易扩散的分子机制研究及

临床新药的研发有一定的帮助。

目前卵巢癌的前期治疗主要依赖于减瘤手术

(无残留病灶)和铂类化疗，对于减瘤效果欠佳和

Ⅳ期疾病的患者，加用抗血管生成药物[22]。因其

具备恶性肿瘤异质性的特征，从而导致了疾病本身

的复杂性[23]，这也是其治疗难的原因之一。目前

治疗改进主要集中在靶向药物的治疗，药物靶点

通常是在一些异常调节的通路上 [24]。其中靶向

CDK，特别是与传统的铂类药物联合使用，可能

具有显著疗效 [25-26]。CDK家族中 CDK4及 CDK6
抑制剂联合芳香化酶抑制剂对雌激素受体阳性卵

巢癌患者可以发挥很好的靶向治疗作用[27]。另外

GAK作为维持细胞中心体成熟及有丝分裂进展所

必需的细胞周期蛋白激酶，在宫颈癌 HeLa细胞株

中 OIP5-AS1可以通过调节 GAK来控制宫颈癌细

胞的有丝分裂[28]。那么 lncRNA OIP5-AS1在卵巢

癌组织中表达的上调是否会导致 CDK和 GAK表

达的异常，从而发挥致病基因作用呢？与前期假

设相符，本实验过表达或沉默 lncRNA  OIP5-
AS1后细胞周期进程也会随之发生停滞或前进，

并且这种改变确实是受调控细胞周期进程的激酶

GAK和 CDK4来实现的，这与之前报道 OIP5-
AS1可能在 G0/G1和 G2/M等几个阶段调节细胞

周期进程，从而影响细胞命运并参与癌变过程相

一致 [12]。结合本实验结果，沉默 OIP5-AS1后

GAK表达降低，反之亦然，说明 OIP5-AS1至少

部分是通过调节 GAK来控制有丝分裂，从而调控

卵巢癌的发生发展，但支持这些结论的详细分子
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图 6    GAK和 CDK4蛋白检测 (x ± s，n=5)
A−GAK蛋白的表达检测；B−CDK4蛋白的表达检测；与 Control组比较，1)P<0.05。
Fig. 6    GAK and CDK4 protein detection(x ± s, n=5)
A−detection of GAK protein expression; B−detection of CDK4 protein expression; compared with the Control group, 1)P<0.05.
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机制仍不清楚，需要进一步研究。

综上，本研究证实 OIP5-AS1可以使正常卵巢

上皮表型向恶性特征转化，可能的作用是通过对

周期蛋白激酶 GAK和 CDK4的正向调控，从而改

变了正常卵巢上皮 IOSE80细胞的命运。目前

CDK靶向治疗卵巢癌的研究还处于早期临床前阶

段，但已有证据表明，靶向 CDK并与铂类药物联

合使用可能可以显著增强疗效，基于 OIP5-AS1
对 CDK及 GAK的双向调控作用的特点，有望成

为未来卵巢癌诊断或治疗的生物标志物。
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