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【摘要】 目的 探讨 circ_0001273对口腔鳞癌细胞增殖、迁移及侵袭的作用，为口腔鳞癌的靶向治疗研究提

供相关的研究基础。方法 收集 12例临床诊断为口腔鳞癌患者肿瘤标本及癌旁组织，qRT⁃PCR检测 circ_
0001273、circ_0018569和 circ_0027152的表达，选取在癌及癌旁组织中表达差异最大的 circ_0001273；在 UM1
及 CAL27 两种口腔鳞癌细胞株中使用 siRNA 敲低 circ_0001273，以 MTS、Transwell 实验分别检测对 UM1 及

CAL27细胞增殖、迁移及侵袭的影响。结果 circ_0001273在 12例口腔鳞癌组织中表达异常升高（P < 0.05），

在 UM1及 CAL27细胞中敲低 circ_0001273后，UM1及 CAL27细胞的增殖、迁移及侵袭能力均显著下降（P <
0.05）。结论 敲低 circ_0001273可以抑制口腔鳞癌的增殖、迁移及侵袭。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of circ_0001273 on the proliferation, migration and invasion of oral
squamous cell carcinoma（OSCC）cells and to provide a relevant research basis for the use of targeted therapy in OSCC.
Methods Data from twelve patients with a clinical diagnosis of OSCC were collected from tumor specimens and adja⁃
cent tissues. qRT ⁃PCR was used to detect the expression levels of circ_0001273, circ_0018569, circ_0027152, and
circ_0001273 which had the highest difference in expression in cancer and adjacent tissues was selected. siRNA was
used for the knockdown of circ_0001273 in two types of OSCC cell lines, UM1 and CAL27, and the effects on the prolif⁃
eration, migration, and invasion of UM1 and CAL27 cells were measured by MTS and Transwell experiments, respective⁃
ly. Results The expression of circ_0001273 was abnormally increased in the 12 OSCC tissues (P < 0.05). After knock⁃
ing down circ_0001273 in UM1 and CAL27 cells, the proliferation, migration and invasion abilities of UM1 and CAL27
cells were significantly reduced (P < 0.05). Conclusion The knockdown of circ_0001273 can inhibit the proliferation,
migration and invasion of OSCC cells.
【Key words】 oral squamous cell carcinoma cells; squamous cell; carcinoma; circRNA; circ_0001273; OS⁃
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近年来口腔鳞癌及其他恶性肿瘤相关研究有

了一定进展，但是口腔鳞癌患者的预后没有明显

的改善，口腔鳞癌的 5年生存率在过去 30年中仍

保持在 55%～60%左右［1］。因此进一步探索口腔

鳞癌的发生发展机制以及潜在分子靶点在口腔鳞

癌研究中十分重要。环状 RNA（circular RNA，cir⁃
cRNA）是一种以共价配对形成的环状非编码RNA
分子，其不具有游离 5’端帽子和 3’端 poly尾巴，前

体RNA可变剪接后直接成环，且不被核酸外切酶

RNase R降解［2］。环状 RNA也被发现与多种人类

疾病有关，例如癌症和自身免疫性疾病等，这提示

环状RNA可能成为新的肿瘤分子标志物或治疗靶

点。在口腔鳞癌中，Chen等［3］发现 circ_100290在

口腔鳞癌中异常高表达，其可以海绵性吸附miR⁃
29家族成员来调节相关基因表达水平，并最终影

响了口腔鳞癌细胞在体内及体外的增殖能力。但

口腔鳞癌中 circ_0001273的功能尚未见报道。本

研究探讨 circ_0001273对口腔鳞癌细胞增殖、迁移

及侵袭的影响，为口腔鳞癌发生发展机制的研究

提供了新的研究基础。

1 材料和方法

1.1 材料、试剂和仪器

口腔鳞癌及癌旁组织来源中山大学附属口腔

医院 2018年收集病例；本研究获得中山大学附属

附属口腔医院伦理委员会批准。口腔鳞癌UM1和

CAL27细胞株（ScienCell，美国）；circ_0001273 siR⁃
NA 由上海吉玛生物设计并合成；Trizol Universal
（天根生化，中国）；cell Titer 96AQ单溶液细胞增殖

检测试剂（Promega，美国）；Transwell细胞培养板及

Matrigel 胶（BD，美国）；酶标仪（Thermo Fisher Sci⁃
entific，美国）；ABI7500荧光PCR仪（ABI，美国）。

1.2 细胞培养

口腔鳞癌 UM1 细胞株在含 10%胎牛血清的

DMEM⁃F12培养基（含 100 U/mL青霉素和 100 μg/
mL链霉素）中培养；口腔鳞癌 CAL27细胞株在含

10%胎牛血清的 DMEM⁃H 培养基（含 100 U/mL 青

霉素和 100 μg/mL链霉素）中培养。置于 37 ℃、5%
CO2和 95%相对湿度的细胞培养箱中进行培养。每

48 h换液传代 1次，取对数生长期细胞进行实验。

1.3 细胞转染

转染前一天将细胞传代，使其融合度为 40%
左右。吸去完全培养基，用 PBS洗两遍后每孔加

入 1 mL 20%胎牛血清的DMEM高糖培养基。用无

RNA酶的去离子水溶解 siRNA使其浓度用 20 μM，

再将其溶于 500 μL opti⁃MEM培养基中。另取 5 μL
LipofectaminRNAiMAX 混匀于 500 μL opti⁃MEM 培

养基中。将两份液体混匀后静置 20 min即可分别

加入各细胞培养孔中。将 24孔细胞培养板放入细

胞培养箱 4～6 h后，即可换为正常培养基。

1.4 qRT⁃PCR
提取总RNA，在无RNA酶的PCR管中加入1 μg

总RNA及 11 μL纯水，混匀后至于 85 ℃保温 5 min，
使RNA变性，随后立即置于冰上，以防RNA复性，

随后在此 PCR 管中加入 0.5 μL Oligo（dT）、0.5 μL
Random primer、2 μL 10 mM dNTP、RNase inhibitor、
5 × buffer及M⁃MLV，混匀后置于 30 ℃保温 10 min，
置于 42 ℃ 60 min，置于 85 ℃ 10 min。逆转录完成

后，在 PCR仪上设置反应条件为 50 ℃ 2 min、95 ℃
2 min、95 ℃ 15 s、60 ℃ 32 s、40个循环，并于60 ℃～

95 ℃分析熔解曲线。引物序列如表1所示。

1.5 细胞增殖

消化细胞后将细胞吹打散开，细胞计数，调整

细胞浓度为 1 × 105个/mL，96孔板中每孔 100 μL即

1 × 104个细胞。待细胞贴壁后，收集 0、12、24、48 h
4个时间点的细胞，加入MTS试剂，每 100 μL培养

基加入 10 μL检测试剂。孵育 4 h后，使用酶标仪

读板，读取OD490数据。

1.6 细胞迁移

细胞计数 1 × 105个细胞，使用 100 μL无血清

培养基重悬，加入 Transwell小室的上室，并在下室

加入 600 μL完全培养基。置于 37 ℃、5%CO2细胞

培养箱孵育 48 h后，取出小室，用棉签擦去上室的

细胞，用 4%多聚甲醛固定 15 min后 PBS缓冲液洗

1次，结晶紫染色 10 min后 PBS缓冲液洗 1次，拍照

统计细胞穿过小孔的数量。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
circRNA
hsa_circ_0001273⁃F
hsa_circ_0001273⁃R
hsa_circ_0018569⁃F
hsa_circ_0018569⁃R
hsa_circ_0027152⁃F
hsa_circ_0027152⁃R
18srRNA⁃F
18srRNA⁃R

Sequence（5′→3′）
CCACCTCCAATGACAGACTT
CACACCTTAGCTGCTGACAC
TCAAGGACGCACTATCATCT
CCGCTGTAAACATGATGGAA
CTGCGACGGGGACAATGACTG
GGCCCATCGTCCGTCCAGTAC
CCTGGATACCGCAGCTAGGA
GCGGCGCAATACGAATGCCCC
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1.7 细胞侵袭

4 ℃溶解Matrigel 胶过夜，后预冷的无血清培

养基以 1∶3体积比稀释Matrigel 胶，取 40 μL加入

预冷的 Transwell小室中，37 ℃孵育 2 h，使Matrigel
胶凝固。吸走 Transwell 小室中多余的液体，在上

室加入 100 μL无血清培养基，在下室加入 600 μL
无血清培养基，37 ℃过夜。每组细胞计数 1 × 105

个细胞，使用 100 μL 无血清培养基重悬，加入

Transwell小室的上室，并在下室加入 600 μL完全

培养基。置于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱孵育 48 h
后，取出小室，用棉签擦去上室的细胞，用 4%多聚

甲醛固定 15 min后 PBS缓冲液洗 1次，结晶紫染色

10 min后 PBS缓冲液洗 1次，拍照统计细胞穿过小

孔的数量。

1.8 统计学统计

采用 SPSS19.0软件进行数据分析。计量资料

采用 x ± s 表示，组间对比采用独立 t检验，以 P <
0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 12例组织中检测 3种 circRNA表达水平结果

在12例口腔鳞癌及癌旁组织中，相对于癌旁组

织 ， circ_0001273 （t＝9.054）、circ_0018569（t＝

5.306）、circ_0027152（t＝ 7.232）3 种 circRNA 在口

腔鳞癌组织中均显著高表达（P < 0.05），其中 circ_
0001273差异最为显著，平均差异为 8.5倍（图 1）。

***: P < 0.001. NOR: adjacent tissues; CAN: cancer tissues
Figure 1 Relative expression of circ_0001273, circ_0018569, circ_
0027152 in 12 oral squamous cell carcinoma and adjacent tissues
图 1 12例口腔鳞癌及癌旁组织中 circ_0001273，circ_0018569，
circ_0027152的相对表达
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2.2 敲低 circ_0001273 后口腔鳞癌细胞株中 circ_
0001273的表达水平

UM1及CAL27细胞株中分别转染 siRNA NC及

siRNA 后，circ_0001273 表达水平如图 2 所示。和

转染 siRNA NC的细胞组相比，转染 siRNA的 UM1
（t＝50.408）及 CAL27（t＝ 23.556）中 circ_0001273
表达均明显降低（P < 0.05），circ_0001273 siRNA敲

低对 UM1细胞株中 circ_0001273表达的抑制率为

73%，对CAL27细胞株的抑制率为 80%。

2.3 敲低 circ_0001273 对口腔鳞癌细胞株增殖功

能的影响

UM1及CAL27细胞株中分别转染 siRNA NC及

siRNA后，各组细胞增殖能力如图 3所示。和转染

siRNA NC 的细胞组相比，转染 siRNA 的细胞组

UM1（t＝14.735）及 CAL27（t＝23.383）增殖能力显

著降低（P < 0.05）。

***: P < 0.001
Figure 2 Relative expression of circ_0001273 in 4
groups of oral squamous cell carcinoma cells after

knockdown of circ_0001273
图 2 敲低 circ_0001273后 4组口腔鳞癌细胞中

circ_0001273的相对表达
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2.4 敲低 circ_0001273 对口腔鳞癌细胞株迁移功

能的影响

UM1及CAL27细胞株中分别转染 siRNA NC及

siRNA后，各组细胞迁移水平如图 4所示。和转染

siRNA NC 的细胞组相比，转染 siRNA 的细胞组

UM1（t＝34.641）及 CAL27细胞株（t＝60.622）细胞

迁移能力表达均显著降低（P < 0.05）。

2.5 敲低 circ_0001273 对口腔鳞癌细胞株侵袭功

能的影响

UM1及CAL27细胞株中分别转染 siRNA NC及

siRNA，各组细胞侵袭水平如图 5 所示。和转染

siRNA NC 的细胞组相比，转染 siRNA 的细胞组

UM1（t＝22.17）及CAL27（t＝33.005）细胞侵袭能力

均显著降低（P < 0.05）。

**: P < 0.01；***: P < 0.001
Figure 3 Effect of circ_0001273 siRNA on the

proliferation of UM1 and CAL27 cells
图 3 circ_0001273 siRNA对UM1及CAL27细胞增殖

能力的影响
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Figure 4 Effect of circ_0001273 siRNA on the migration ability of UM1 and CAL27 cells

图 4 circ_0001273 siRNA对UM1及CAL27细胞株迁移能力的影响
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**: P < 0.01. Magnification: × 100
Figure 5 Effect of circ_0001273 siRNA on the invasion ability of UM1 and CAL27 cells

图 5 circ_0001273 siRNA对UM1及CAL27细胞侵袭能力的影响
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3 讨 论

circRNA 早期被认为是一类基因剪切副产物

而没有实际作用，如今被发现与多种人类疾病相

关，如骨关节炎［4］、自身免疫疾病［5］及动脉粥样硬

化［6］等。研究表明 circRNA可以海绵式吸附miR⁃
NAs，以此阻止miRNA对mRNA的抑制效果［7］，并

且 circRNA 能够作为肿瘤的生物标志物［8］。 cir⁃
cRNA成为了近几年肿瘤研究中的热门研究对象，

在胃癌［9］、骨肉瘤［10］、肺腺癌［11］、肝癌［12］、食管鳞

癌［13］及三阴性乳腺［14］中，均有相关 circRNA在肿瘤

的发生发展中发挥了重要作用。而在口腔鳞癌

中，有研究用 TNF⁃α 诱导口腔鳞癌细胞株 CAL27
构建凋亡模型，通过生物信息学预测并在细胞模

型上验证，发现 circDOCK1可以靶向结合miR⁃196a
⁃5p，间接调控了miR⁃196a⁃5p的靶基因 BIRC3，从
而 抑 制 了 口 腔 鳞 癌 细 胞 凋 亡［15］。 结 合 circ_
0001273在口腔鳞癌中高表达的情况，circ_0001273
可能的作用机制是与促癌基因竞争结合miRNA，

海绵式吸附miRNA导致促癌基因的活化，从而参

与了口腔鳞癌的发生。

目前 circRNA 在口腔鳞癌的相关研究仍然较

少，因此继续探索口腔鳞癌相关 circRNA的研究十

分重要。本研究在 12例口腔鳞癌及癌旁组织中通

过 qRT ⁃ PCR 检 测 了 circ_0001273、circ_0018569、
circ_0027152 三个 circRNA，并选取了差异最大的

circ_0001273 来进行后续研究，实际上另两个 cir⁃
cRNA 也在口腔鳞癌中异常高表达（P < 0.05），也

是值得进一步研究的。研究中发现 circ_0001273
的高表达，提示 circ_0001273可能是口腔鳞癌的生

物标志分子，进一步研究需要加大样本量，并可以

在患者外周血中进行检测，以验证其作为口腔鳞

癌生物标志物的潜力。敲低 circ_0001273可以使

口腔鳞癌细胞株 UM1及 CAL27的增殖、迁移及侵

袭能力显著下降（P < 0.05），这提示 circ_0001273
可能参与了促进口腔鳞癌肿瘤的生长及转移，然

而 circ_0001273对口腔鳞癌细胞具体的调控机制

仍需要进一步研究。

敲低 circ_0001273 可以抑制口腔鳞癌细胞株

中的增殖、迁移及侵袭，表明其在口腔鳞癌的发生

发展中可能发挥重要的作用，circ_0001273可能成

为新的口腔鳞癌治疗靶点。
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