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[摘 要] 目的：构建食管鳞状细胞癌的 circRNA表达谱，分析差异性表达的 circRNA。方法：标本取自 2018年 6月至

2019年2月在江苏大学附属金坛医院胸外科住院的3例食管鳞状细胞癌手术患者，利用高通量测序技术构建circRNA表达谱，检

测3对食管鳞状细胞癌组织和癌旁组织中差异表达的circRNA，并运用GO和KEGG技术分析这些circRNA涉及的生物学作用和

相关的信号通路。结果：通过构建的表达谱分析比较食管鳞状细胞癌组织与癌旁组织 circRNA的表达水平，共发现了905个差

异表达的circRNA，其中404个表达上调、501个表达下调，hsa_circ_0004390是上调倍数最大的circRNA（FC=7.9712），novel_circ_

0012687是下调倍数最大的 circRNA（FC=5.8796）。GO和KEGG分析表明，这些 circRNA可能涉及癌细胞的细胞周期、细胞组

分、蛋白质结合作用等生物学过程和Hippo、cGMP-PKG等信号通路。结论：食管鳞状细胞癌组织circRNA表达谱分析得到的高

度显著差异表达的circRNA似可以作为食管鳞状细胞癌潜在的生物标志物。
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[Abstract] Objective: To construct a circRNA profile of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and analyze differentially

expressed circRNAs. Methods: Samples were taken from 3 patients with esophageal squamous cell carcinoma who were hospitalized

in the Department of Thoracic Surgery, Jintan Hospital, Jiangsu University from June 2018 to February 2019. The circRNA expression

profile was constructed by high-throughput sequencing technique, and the circRNA differentially expressed in 3 pairs of esophageal

squamous cell carcinoma tissues and adjacent tissues was detected. The biological functions and related signal pathways of these

circRNA were analyzed by GO and KEGG techniques. Results: By comparing the expression levels of circRNA between esophageal

squamous cell carcinoma and adjacent tissues, 905 differentially expressed circRNA were found, of which 404 were up-regulated and

501 were down-regulated. hsa_circ_0004390 was the CIRC RNA with the highest up-regulation factor (FC=7.9712), and novel_circ_

0012687 was the one with the highest down-regulation factor. GO and KEGG analysis showed that these circRNA may be involved in

biological processes such as cell cycle, cell components and protein binding of cancer cells, and signal pathways such as Hippo and

cGMP-PKG. Conclusion: The expression profile analysis of circRNA in esophageal squamous cell carcinoma showed that the signifi‐

cantly differentially expressed circRNA could be used as a potential biomarker of esophageal squamous cell carcinoma.
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食管癌是临床上常见的消化系统恶性肿瘤，严

重危害人类的生命健康。中国是食管癌高发的国家

之一，其中以食管鳞状细胞癌（esophageal squamous

cell carcinoma，ESCC）多见[1]。由于 ESCC 早期的症

状难以察觉，很多患者在发现时已处于晚期，耽误了

疾病的治疗[2]。目前，临床上ESCC的诊断方法由于

价格昂贵、有侵入性损伤等原因难以推广实施，因
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此，寻找能有效用于筛查和早期诊断ESCC的分子标

志物成为临床研究的热点[3]。环状 RNA（circular

RNAs，circRNAs）是一类不含5′和3′端的单链共价闭

合环状特异性分子，广泛存在于人体的各种细胞中[4]。

越来越多的证据表明，circRNAs参与了包括各种肿瘤

在内的多种人类疾病的发病机制[5]。circRNAs的高

稳定性、高丰度和组织特异性表达等优势使科学家

们意识到其在作为疾病生物标志物方面的巨大潜

力[6]。本课题通过高通量测序技术构建ESCC的 cir‐

cRNA 表达谱，探索 circRNA 作为生物标志物的潜

能，以期能加深对ESCC病理机制的理解，更好地对

其进行诊断和防治。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集 2018年 6月至 2019年 2月在江苏大学附属

金坛医院胸外科住院治疗进行ESCC手术 3例患者

的癌灶及癌旁组织，要求癌旁组织距离肿瘤边缘大

于5 cm。采集后立即置于装有组织保存液的冻存管

中，保存在-80°冰箱内。每例患者的样本都有明确的

病理学诊断依据，参照 2017年国际抗癌联盟（Union

for International Cancer Control，UICC）和美国肿瘤联

合会（American Joint Committee on Cancer，AJCC）第

8版食管癌TNM分期标准[7]确定肿瘤TNM分期。病

例纳入和排除标准为：病例信息保存完整；未接受过

放疗或化疗等措施、且无其他肿瘤史和胃与食管相

关疾病；艾滋病病毒检测阴性；近期内未使用相关免

疫抑制剂。该研究方案取得了患者的知情同意，并

且得到江苏大学附属金坛医院医学伦理委员会的

批准。

1.2 以 Illumina技术测序获取 ESCC组织 circRNAs

表达谱

将 3对ESCC组织和相邻癌旁组织做好标记、记

录相关信息后，采用干冰将其转运至北京诺禾致源

科技有限公司实验室，委托该公司进行 circRNAs高

通量测序。样本运送和保存参照制造商的说明进

行。本研究基于 Illumina技术测序平台，利用双末端

测序（paired-end）的方法，不仅能分析已知的 cir‐

cRNA，更能获得新的 circRNA，进一步丰富 ESCC

组织中circRNAs表达谱。

1.3 生物信息学分析

对这些差异表达的 circRNA进行了基因本体分

析（gene outology，GO；http://www.gene ontology.org）

和京都基因与基因组百科全书分析（Kyoto encyclo‐

pedia of genes and genomes ，KEGG；http://www. ge‐

nome.jp/kegg）。GO富集分析方法用来构建生物体

中基因的有意义注释，包括生物过程、细胞成分和分

子功能等领域。log10（p值）表示GO条目富集与产

生差异表达 circRNA相关基因的差异性。KEGG分

析产生差异表达 circRNA的分子相互作用和反应网

络的途径。

1.4 circRNA的筛选和差异表达分析

使用 find_circ和CIRI2两种软件对 circRNAs进

行鉴定，对两款软件鉴定 circRNAs的结果进行合并

来减少假阳性。用TPM（transcripts per million）对各

样本中已知和新circRNA的表达量进行归一化处理，

从差异倍数（fold change，FC）和校正后的显著水平

（padj/qvalue）两个水平进行评估，对差异 circRNA进

行筛选。当6个组织样本有生物学重复时，使用padj

<0.05来筛选 circRNAs；当 6个组织样本无生物学重

复时，使用qvalue<0.01和 log2FC>1筛选。

2 结果

2.1 患者的基本临床信息

本次研究共招募了3名食管鳞状细胞癌患者，患

者的基本情况（表 1）可以看出，其中男性2例、女性

1例，年龄范围为63~71岁，中位年龄66.7岁。患者均

为T2期。

表1 用于高通量测序患者的基本临床信息

Tab.1 The basic clinical information of patients for high-throughput sequencing technology

Age

71

66

63

Gender

Female

Male

Male

TNM staging

T2N1M0

T2N0M0

T2N0M0

Tumor location

Middle segment

Middle-lower segment

Middle segment

Degree of differentiation

Low

Medium-low

Low

Pathological type

Squamous-cell Ca

Squamous-cell Ca

Squamous-cell Ca

2.2 circRNA测序数据的聚类分析

聚类分析（图 1）用于比较不同样本具有的共同

表达特征。circRNAs表达量的值由色标表示，从红

色到蓝色表示表达量的值逐渐降低。每一列代表一

个组织样本，每一行代表一种 circRNAs。结果显示

差异表达的 circRNAs能区别ESCC癌组织和相邻正
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常癌旁组织，数据结果符合逻辑。

Note: Based on the cluster analysis of log10（TPM+1）

ET：ESCC tissues; AT：adjacent normal-appearing tissues

图1 差异表达circRNA的聚类分析图

Fig.1 Hierarchical cluster of differentially expressed circRNAs

2.3 差异表达circRNAs的总体分析

火山图（图 2）用于描述差异 circRNAs的整体分

布情况，从FC和padj/qvalue两个水平进行评估，对差

异circRNAs进行筛选。图中横坐标为对应circRNAs

的倍数变化，纵坐标为对应 circRNAs差异表达的统

计学意义。红点和绿点代表差异表达具有统计学

意义的 circRNAs，红色代表表达水平显著上调的

circRNAs，绿点代表表达水平显著下调的 circRNAs，

蓝点代表差异表达没有统计学意义的circRNAs。

ET：ESCC tissues；AT：Adjacent normal-appearing tissues

图2 差异表达circRNAs的火山图

Fig.2 Scatterplot of differentially expressed circRNAs

2.4 差异表达circRNAs的长度分布

X轴代表 circRNAs总长度的长度分布，y轴代表

6个不同的样本，z轴代表circRNAs数目，长度分布图

（图 3）中可见大部分 circRNAs都分布在 0~20 000个

核苷酸的长度之间。

2.5 ESCC组织中差异表达的circRNAs

设置如下筛选标准：当6个组织样本的明细分析

有生物学重复时，使用padj<0.05来筛选circRNAs；当

6 个组织样本无生物学重复时，使用 qvalue<0.01 和

log2FC>1来筛选。当使用以上标准筛选测序数据时，

共发现905个差异表达的circRNAs，其中表达上调的

有 404 个、表达的下调有 501 个。这些差异表达的

circRNAs大部分来自于外显子的剪接，其中前 10

位表达上调的 circRNAs 及前 10 位表达下调的

circRNAs 见表 2。其中 hsa_circ_0004390 是上调

circRNAs中表达倍数最大的（FC=7.9712），novel_circ_

0012687 是下调 circRNAs 中表达倍数最大的（FC=

5.8796）。

ET：ESCC tissues; AT：Adjacent normal-appearing tissues

图3 差异表达circRNAs的长度分布图

Fig.3 The length distribution of differentially

expressed circRNAs

2.6 差异表达 circRNAs涉及的生物学作用和主要

信号通路

进一步使用GO分析来探讨差异表达 circRNAs

的生物学作用。GO分析（图4）所示，横坐标为GO三

个大类的下一层级的GO术语（生物学过程：BP，细胞

成分：CC；分子功能：MP），纵坐标为注释到该术语下

来源基因的个数及其个数占来源基因总数的比例。

KEGG结果（图 5）所示，纵轴表示信号通路名称，横

轴表示富集点，点的大小表示此通路中来源基因个

数多少，点的颜色表示不同的qvalue范围。在GO分

析中，ESCC中差异表达的 circRNAs 与细胞周期、

细胞组分、蛋白质结合相关。在 KEGG通路分析

中，ESCC 中差异表达的 circRNAs 与 Hippo 信号通

路、cGMP-PKG信号通路和钙离子信号通路等通路

有关。

3 讨论

circRNAs是一类特殊的非编码RNA分子，分子
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呈封闭环状结构，不受RNA外切酶影响，表达更稳

定，不易降解[8]。近年来circRNAs的作用机制已经越

来越明朗，其最主要的功能是在许多真核生物中

起到微小 RNA（microRNA，miRNA）海绵的作用。

circRNAs富含miRNA结合位点，通过和特异性miRNA

结合，进而解除miRNA对其靶基因的抑制作用，在转

录水平上对靶基因进行调控[9]。circRNAs在肿瘤中

的作用得到了广泛关注，目前已有报道 circRNAs在

肺癌[10]、胃癌[11]等肿瘤中表达异常，参与了肿瘤的多

种生物学功能。

表2 ESCC组织中表达上调和下调倍数较大的前10个circRNAs

Tab.2 The top 10 upregulated and downregulated circRNAs for ESCC

Upregulation circRNA

hsa_circ_0004390

novel_circ_0032733

novel_circ_0024471

hsa_circ_0057123

hsa_circ_0063865

novel_circ_0026808

novel_circ_0035252

novel_circ_0026352

novel_circ_0024480

novel_circ_0026918

Log2FC

7.9172

7.1067

7.0489

6.8441

6.6923

6.4316

6.3692

6.3195

6.1833

6.1594

Chromosome

chr1

chr3

chr21

chr2

chr22

chr2

chr4

chr2

chr21

chr2

Downregulation circRNA

novel_circ_0012687

hsa_circ_0073222

novel_circ_0031240

novel_circ_0027846

hsa_circ_0058773

novel_circ_0046536

novel_circ_0021318

hsa_circ_0002339

novel_circ_0025171

novel_circ_0001981

Log2FC

5.8796

5.8705

5.6521

5.4361

5.4087

5.3536

5.3019

5.2153

5.1742

5.1707

Chromosome

chr16

chr5

chr3

chr2

chr2

chr9

chr1

chr7

chr22

chr10

图4 来源基因GO富集柱状图

Fig.4 Histogram of GO terms of circRNAs target genes
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目前 ESCC 与 circRNAs 的研究尚处于起步阶

段，存在着巨大的研究空间。大部分circRNAs在ES‐

CC 中发挥类似原癌基因作用，如hsa_circ_0067934[12]、

circ-DLG1[13] 、 circRNA_100876[14]、 circ-PRKC[15]、

circFNDC3B[16]和环状-TTBK2[17]在ESCC肿瘤组织中

的表达水平上调，促进了ESCC的发生和发展。也有

一部分 circRNAs在食管癌发挥类似抑癌基因作用，

如 cir-ITCH[18]、circ0043898[19]和hsa_circ_0030162[20]在

ESCC肿瘤组织的表达水平显著低于癌旁组织，抑制

了ESCC的发生和发展。总体而言，以上这些研究为

circRNAs和ESCC之间的关联提供了依据，为circRNAs

作为ESCC分子生物标志物提供了实验依据。

图5 来源基因KEGG富集散点图

Fig.5 Scatterplot of KEGG terms of circRNAs target genes

为了深入研究 ESCC 与 circRNAs 的关联，寻找

与ESCC诊断和预后相关的circRNAs，本研究应用高

通量测序技术初筛ESCC组织和相邻正常癌旁组织

的配对样本，构建了ESCC circRNA表达谱，共发现

了 905 个差异表达的 circRNAs，其中 404 个表达上

调、501个表达下调。

hsa_circ_0004390 是上调 circRNAs 中表达倍数

最大的circRNAs（FC=7.9712），其位于1号染色体，来

源于溶血磷脂酸受体基因（lysophosphatidic acid re‐

ceptor 3,3LPAR3）。溶血磷脂酸参与多种生物学过

程，可能与癌细胞的迁移和侵袭有关，通过 6种不同

的溶血磷脂酸受体激活细胞[21]。有研究[22]发现溶血

磷脂酸通过LPAR3促进口腔鳞状癌细胞的迁移。

novel_circ_0012687 是下调 circRNAs 中表达倍数最

大的 circRNA（FC=5.8796），位于 16 号染色体，来源

于肌球蛋白重链 11 基因（smooth-muscle myosin

heavy chain,MYH11），编码平滑肌肌球蛋白重链，属

于传统肌球蛋白家族。MYH11低表达与结直肠癌预

后不良相关[25]。以上研究为Hsa_circ_0004390、nov‐

el_circ_0012687影响ESCC的发生发展提供了证据。

GO分析表明差异表达的 circRNAs与细胞功能

有关，已有 ESCC与 circRNAs的研究中所做的细胞

功能学实验也验证了这一观点，提示可以进一步在

细胞中探寻这些 circRNAs的功能。KEGG分析表明

这些 circRNAs的相关通路与癌症有关。比如Hippo

信号通路在控制细胞生长和器官大小方面发挥着关

键作用，与胶质母细胞瘤[24]、肝癌[24]等多种肿瘤有关。

先前 ESCC 与 circRNAs 的研究已经发现 circRNA_

100876 敲除后抑制了 ESCC 细胞的上皮 -间质转

化[14]，cir-ITCH通过调控Wnt/β-catenin信号通路参与

ESCC的发展[18]。结果提示，研究这些 circRNAs参与

的信号通路，可深入挖掘 circRNAs影响ESCC发生、

发展的机制。

本研究也存在着一些缺陷，首先由于研究样本

量是太小，所发现的 circRNAs可能意义不够大，需要

后期进一步实验验证；其次，关于 circRNAs在人类癌

症中作用的研究是仍处于起步阶段，报告和命名

circRNAs缺乏通用的标准；最后，本研究使用的是组

织样本，今后需要寻找更易获得的非侵入性临床样

本，如血液、尿液或唾液等等，则具有更大的临床应

用意义。
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