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circ_0072088 通过调控 miR-545-3p/STAT3 轴促进非小细胞肺癌细胞

的恶性生物学行为

项保利，王布，林卫佳，于亚楠（河北北方学院附属第一医院 呼吸与危重症医学科，河北 张家口 075000）

[ 摘　要 ]     目的：探究环状 RNA(circular RNA, circRNA）0072088 在非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）细胞中

的生物学功能及其作用机制。方法：在公共基因芯片数据库 Gene Expression Omnibus（GEO）中下载 GSE101684 数据集，通过

GEO2R 分析得到差异基因。通过 qPCR检测 NSCLC 细胞 H165、H358、H460、H226 和 A549 细胞中 circ_0072088 的表达水平，

随后采用 CCK-8法和 Transwell 小室法分别检测 circ_0072088 对 NSCLC 细胞增殖、迁移和侵袭的作用。通过 CircInteractome
和 TargetScan 数据库预测 circ_0072088 与 miR-545-3p、miR-545-3p 与 STAT3之间的靶向关系，并通过双荧光素酶报告基因实

验和 RNA 结合蛋白免疫沉淀（RNA binding protein immunoprecipitation，RIP）实验验证 circ_0072088、miR-545-3p 与 STAT3 之
间的靶向关系。结果：circ_0072088 在 NSCLC 细胞系中的表达均显著上调（均 P<0.05）。过表达 circ_0072088 促进了 NSCLC
细胞的增殖、侵袭和迁移（均 P<0.05）；敲低 circ_0072088 抑制了 NSCLC 细胞的增殖、侵袭和迁移（均 P<0.05）。miR-545-3p 是
circ_0072088 的下游靶点，可以被 circ_0072088 吸附；STAT3 是 miR-545-3p 的靶基因，可以被 circ_0072088 间接正向调控。

结论：Circ_0072088 通过调节 miR-545-3p /STAT3 轴促进 NSCLC 细胞的增殖和转移。
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circ_0072088  promotes  the  malignant  biological  behaviors  of  non-small  cell  lung
cancer cells by regulating miR-545-3p/STAT3 axis

XIANG  Baoli,   WANG  Bu,   LIN  Weijia,   YU  Yanan  (Department  of  Respiratory  and  Critical  Care  Medicine,  the  First  Affiliated
Hospital of Hebei North University, Zhangjiakou 075000, Hebei, China)

[Abstract]  Objective: To explore the biological function and mechanism of circular RNA (circRNA) 0072088 in non-small cell lung
cancer (NSCLC) cells. Method: GSE101684 Gene expression profilesdata set were was downloaded from Gene Expression Omnibus
(GEO, GSE101684), and the differentially expressed genes (DEGs) were screened with GEO2R analysis was used to obtain differential
genes. qPCR was used to detect tThe expression of circ_0072088 in NSCLC cells cell lines (H165， H358，H460，H226 and A549 cells)
was detected using qPCR. CCK-8 assay and Transwell cell methodchamber assays were utilized to assess cell proliferation, migration
and  invasion.  CircInteractome  and  TargetScan  database,  dual  luciferase  reporter  gene  experiment  and  RNA  binding  protein
immunoprecipitation (RIP) experiment were were used to predict and verify the targeting relationship between circ_0072088 and miR-
545-3p, as well as between miR-545-3p and STAT3, which were then verified by Dual luciferase reporter gene experiment and RNA
binding protein immunoprecipitation (RIP) experiment. Results: The expression of circ_0072088 in NSCLC cell lines was significantly
up-regulated (P<0.05). Over-expression of circ_0072088 promoted the proliferation, invasion and migration of NSCLC cells (P<0.05);
knock  down  of  circ_  0072088  inhibited  the  proliferation,  invasion  and  migration  of  NSCLC  cells  (P<0.05).  MiR-545-3p  is  the
downstream  target  of  circ_0072088  and  can  be  sponged  by  circ_0072088;  STAT3  is  the  target  gene  of  miR-545-3p,  which  can  be
indirectly and positively regulated by circ_0072088. Conclusion: Circ_0072088 promotes the proliferation and metastasis of NSCLC
cells by regulating the miR-545-3p/STAT3 axis.
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肺癌是全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之

一 [1-2]，肺癌主要分为非小细胞肺癌（non-small cell
lung cancer，NSCLC）和小细胞肺癌（small cell lung
cancer，SCLC），其中 NSCLC 占肺癌病例总数的

85%[3]。目前，NSCLC 的治疗方法包括手术切除、

化疗、放疗、靶向治疗和免疫治疗 [1]。尽管近年来

NSCLC 的治疗不断取得进步，然而由于 NSCLC 具
有较强的侵袭能力，术后复发和转移率高，导致患

者预后极差[4]。为了提高 NSCLC 患者的生存率和
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治愈率，寻找新的、有效的 NSCLC 生物标志物有重

要意义。越来越多的研究表明，真核细胞中的非编

码 RNA 对肿瘤细胞的增殖，迁移和侵袭都有不可或

缺的调控作用[5]。环状 RNA（circular RNA, circRNA）

是由前体信使 RNA(pre-mRNA)反向剪切形成的

新型非编码闭合环状 RNA，在真核生物中广泛表

达[6-7]。由于 circRNA 本身缺少 5′末端帽子和 poly A
尾巴结构，不会轻易被核糖核酸酶和核酸外切酶降

解，其相对于线形 RNA 来说结构更加稳定[8-9]。越

来越多的科研人员发现，circRNA参与肿瘤细胞的

侵袭和转移等多种生物学过程，其主要生物学功能

和临床意义也引起了越来越多的重视[10-11]。同一肿

瘤可受多种 circRNA 调控，如 circ_0043278 和 circ_
0013958 均显著促进 NSCLC 细胞的增殖和侵袭，并

抑制其凋亡[12-13]；同一种 circRNA 在不同肿瘤细胞

中的功能也不尽相同，如 circ_0004277 抑制结肠癌

细胞的生长[14]，而在白血病中抑制肿瘤细胞的增殖

和迁移[11]。然而 circ_0072088 在 NSCLC 的进展中

发挥作用的机制尚不十分清楚。研究[15] 表明，miR-
545-3p在 NSCLC 中表达下调，在肿瘤的生长中发

挥抑制作用；STAT3在 NSCLC 中表达上调，可促

进 NSCLC 细胞的增殖和转移[16-17]。本研究通过生

物信息学预测、相关机制实验探讨 miR-545-3p 与
STAT3、circ_0072088 间的靶向调控关系，以及 miR-
545-3p/STAT3 轴对 NSCLC 细胞的增殖、迁移和侵

袭的影响，希望能为 NSCLC 的诊断和治疗提供新

的潜在靶点。 

1    材料与方法
 

1.1    主要试剂与仪器

NSCLC 细胞  H165、H358、H460、H226、A549
及正常肺上皮细胞 BEAS-2B 均购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库；Dulbecco 改良的

DMEM 培 养 基 购 自  Hyclone 公 司 （ Logan,  UT,
USA）；10%胎牛血清购自 GE Healthcare Life Sciences
公司（Little Chalfont, UK）；青霉素、链霉素、胰蛋

白酶和脂质体 Lipofectamine 2000 均购自 Invitrogen
公司（Carlsbad, CA, USA）；cDNA 逆转录试剂盒、

BCA 蛋白定量试剂盒和  RIPA 蛋白裂解液均购自

Beyotime 公司（Shanghai, China），CCK-8法检测试

剂盒购自 MedChemExpress 公司（Monmouth Junction,
NJ,  USA）；一抗  STAT抗体  和二抗抗体均购自

Abcam 公司（Shanghai, China），双荧光素酶报告基

因检测试剂盒购自  Promega 公司（Madison,  WI,
USA）; MmagnaRIP RNA 结合蛋白免疫沉淀试剂盒

购自 Millipore 公司（Billerica，MA，USA）；空载质

粒和 circ_0072088 过表达质粒均购自 Bio Link公司

(Shanghai, China)。 

1.2    细胞培养和转染

将所有细胞用含 100 U/ml 青霉素和 100 μg/ml
链霉素的 DMEM 培养基于 37 ℃、5% CO2 完全饱和

湿度条件下常规培养，每 2~3 天传代 1 次，取对数

生长期细胞进行后续实验。使用 Lipofectamine 2000
分别将空载质粒（Vector）、circ_0072088 过表达质

粒、靶向  circ_0072088 的  siRNA（ si-circ_0072088：
5′-TTTCCAAGCTGGCCCTTACGT-3′）、对照 si-NC
（序列： 5 ′-GUACGCGGAAUACUUCGAUU-3 ′）、

miR-545-3p 模拟物（mimics）和 miR-545-3p 抑制剂

（inhibitors）及其对照 mimics NC 转染细胞，同时转

染空质粒作为对照组。 

1.3    qPCR 检测 circ_0072088 在细胞中的表达水平

采用 TRIzol 试剂提取各组细胞总 RNA 并检测

浓度后，按  TaKaRa 试剂盒操作说明反转录成

cDNA。取 1 μl 的 cDNA 样本采用 SYBR Green Premix
Ex Taq Ⅱ 进行 qPCR，以 U6 和 GAPDH 为内参，引

物序列见表 1，使用 2−ΔΔCT 方法计算 circ_0072088 相
对表达量。
 

表 1  引物序列
Tab.1    Primer sequences

Target Primer sequence

circ_0072088
F: GACCTCTGTCAGCGAGTTCC
R: CTGCCTGTAACTCCTCTTCAGT

miR-545-3p
F: TGGCTCAGTTCAGCAGGAAC
R: universal reverse primer

GAPDH
F: AGAAGGCTGGGGCTCATTTG
R: AGGGGCCATCCACAGTCTTC

U6
F: CTCGCTTCGGCAGCACA
R: AACGCTTCACGAATT TGCGT

  

1.4    核质分离实验

将  NSCLC 细胞用  150 μl  核质分离裂解液重

悬，冰上裂解 5、10 min，每隔 1 min 颠倒混匀。在

4 ℃ 下离心 10 min，上清为细胞质样品，沉淀为细

胞核。使用 TRIzol 法分别抽提 RNA 并溶于 DEPC
水中，–80 ℃ 保存，随后采用 qPCR 检测 circ_0072088，
U6 和 GAPDH 的相对富集程度。 

1.5    CCK-8 法检测

使用 CCK-8 试剂盒检测 A549 细胞活力，取转

染后的  A549 细胞平铺在  96 孔板中，每个孔中约

2×103 个细胞，培养 48 h后每孔加入 10 μl CCK-8 试
剂，37 ˚C孵育 1 h，测定各孔在 450 nm 处的光密度

（D）值。此后分别在第 24、48、72和 96 h 各测定 1次。 

1.6    Transwell 实验检测

采用 Transwell 小室和基质胶侵袭实验测定细
胞的迁移和侵袭能力。取对数生长期的 A549 细
胞，胰酶消化各组细胞，用不含血清的 DMEM 培养
基重悬细胞，调整细胞浓度为 1×105 个 /ml。在
Transwell 小室（8 μm）上室加入细胞悬液 200 μl，同
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时在下室加入 500 μl 含 10%胎牛血清的 DMEM 培
养基，培养 48 h，取出小室用 4%的多聚甲醛固定

15 min，0.1%结晶紫溶液染色 15 min，PBS 洗去残

余结晶紫后用棉拭子小心擦去 Transwell 小室上室

中未穿膜的细胞，显微镜下对穿膜细胞进行计数。

在侵袭实验中，除了 Transwell 小室底层覆有一层基

质胶，其余步骤同迁移实验。 

1.7    WB 法检测

用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解缓冲液裂解

细胞，提取总蛋白，使用 BCA 蛋白浓度试剂盒进行

定量，制备蛋白样品行 SDS-PAGE。选取 5%的浓缩

胶和 10%的分离胶，取 20 μl 蛋白样品进行上样，电

泳结束后，将蛋白在 200 mA 恒流的条件下电转 90 min
转移至 PVDF 膜上。使用 10%的脱脂乳粉溶液对

PVDF 膜进行封闭 2 h，加入一抗，4 ℃ 孵育过夜。使

用 TBST 洗膜 3 次，每次 15 min，将膜与二抗溶液

在室温下孵育 2 h，用 TBST 洗膜 3次，加入 ECL 化
学发光液对蛋白进行显色成像。最后采用自动成像

系统进行图像采集，使用 Image Pro 软件测算蛋白条

带灰度值，计算蛋白相对表达量并进行统计学分析。 

1.8    双荧光素酶报告基因实验检测

野生型 pGL3-circ_0072088（circ_0072088-wild）
和突变型  pGL3-circ_0072088（circ_0072088）质粒、

野生型  pGL3-STAT3-3′UTR（pGL3-STAT3-3′UTR-
wild）和突变型 pGL3-STAT3-3′UTR（pGL3-STAT3-
3′UTR-mutant）质粒均由由 Promega 公司合成。将

A549细胞按 4.5×104 个/孔细胞密度接种于 48 孔板

中，培养至约 70%汇合。然后用 Lipofectamine 2000
将上述报告载体与 miR-545-3p 模拟物共转染 A549
细胞，48 h 后用双荧光素酶报告系统分析荧光素酶

活性。 

1.9    RNA 免疫沉淀（RIP）实验检测

采用 MmagnaRIP RNA 结合蛋白免疫沉淀试剂

盒验证 circ_0072088和 miR-545-3p 的靶向关系，按试

剂盒说明书进行操作。将细胞在 RIP 裂解缓冲液中

裂解，将 100 μl 细胞裂解液与含有与人抗 Argonaute2
（Ago2）抗体或阴性对照 IgG 抗体偶联的磁珠在 RIP
缓冲液中孵育。将样品与蛋白酶 K 振荡孵育以消化

蛋白质，获得  RNA 的沉淀。取纯化的  RNA 进行

qPCR 分析以进一步研究。 

1.10    统计学处理

¹x § s
采用 SPSS软件进行统计学分析，所有实验独

立重复 3次，符合正态分布的计量数据用 表

示，多组数据之间的比较采用单因素方差分析

（ANOVA），两组之间比较采用  t 检验，以 P<0.05
或 P<0.01表示差异具有统计学意义。 

2    结  果
 

2.1    circ_0072088 在 NSCLC 组织中呈高表达

从公共基因芯片数据库 Gene Expression Omnibus
（GEO）中下载 GSE101684 数据集，通过 GEO2R 分
析差异基因，结果（图 1）显示，circ_0072088 在 NSCLC
组织中的表达水平显著高于正常肺组织（P<0.05）。
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A: Volcano map was used to show the differentially expressed circRNAs in NSCLC tissues (|FoldChange|>1, P<0.05);

B: Heat map was used to show the differential expression of circ_0072088 in NSCLC tissues
图 1  circ_0072088 在 NSCLC 组织中的表达

Fig.1   The expression of circ_0072088 in NSCLC tissues
  

2.2     过表达  circ_0072088 促进  NSCLC 细胞的增

殖、迁移和侵袭

qPCR检测结果显示，circ_0072088 在  NSCLC
细 胞 中 的 表 达 均 显 著 高 于 BEAS-2B细 胞 （ 均

P<0.05，图 2A），并且在 A549 中表达相对最低、在

H358 中表达最高；circ_0072088 主要分布在细胞质

中（图 2B）；将 circ_0072088过表达质粒转染 A549
细胞，si-circ_0072088 转染 H358 细胞后，实验组细
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胞中的 circ_0072088表达均被有效提升或抑制（均

P<0.01，图 2C）。
CCK-8实验检测结果（图 3A）显示，与空载体

对照组相比，circ_0072088 过表达组 A549 细胞的

增殖水平显著升高（48 h起，P<0.05或 P<0.01），

circ_0072088敲低组  H358 细胞增殖水平显著降

低（72、96 h，均 P<0.05）。Transwell 实验检测结果

（图 3B）显示，与空载体对照组相比，circ_0072088
过表达组 A549 细胞的迁移和侵袭细胞数均显著升

高（P<0.05或 P<0.01），circ_0072088 敲低组 H358
细胞的迁移和侵袭细胞数均显著降低（P<0.05或

P<0.01）。
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2.3    circ_0072088 直接靶向 miR-545-3p
为了进一步验证 circ_0072088 的作用机制，通

过  CircInteractome 网站（ https://circinteractome.nia.
nih.gov/）预测发现，miR-545-3p 与  circ_0072088 之
存在结合位点（图 4A）。双荧光素酶报告基因实

验结果（图 4B）证实，转染 miR-545-3p mimics 可显

著抑制 circ_0072088-Wild 的荧光素酶活性（P<0.05

或 P<0.01），而对于 circ_0072088-Mutant 的荧光素

酶活性无显著影响。RIP 实验结果（图 4C）显示，在

Ago2 组中，miR-545-3p 与  circ_0072088高度富集，

而在抗  lgG 组中未发现明显富集。此外，过表达

circ_0072088 显著抑制 A549细胞中  miR-545-3p的

表达，而敲低 circ_0072088 则显著上调 miR-545-3p
的表达（均 P<0.01，图 4D）。

 

m
im

ic
s N

C

m
iR

-5
45

-3
p 

m
im

ic
s

m
iR

-5
45

-3
p 

in
hi

bi
to

rs

*

**

HEK-293T

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
it

v

(N
o
rm

al
iz

ed
 t

o
 c

o
n
tr

o
l)

Empty luc-vector

circ_0072088-wild

circ_0072088-mutant

circ_0072088 miR-545-3p
0

10

20

30

F
o
ld

 e
n
ri

ch
m

en
t 

(A
g
o
2
/l

g
G

)

0

1.0

0.5

2.0

1.5

2.5

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n
 o

f 
m

iR
-5

4
5
-3

p

lgG

Ago2

A549

A549

**

**

Vector

circ_0072088

si-NC

si-circ_0072088

**

**

A

C

B

D

 
*P<0.05, **P<0.01

A: The binding site of between circ_0072088 and miR-545-3p; B, C: Dual luciferase reporter gene experiment and
RIP experiment verify verified the targeting relationship between miR-545-3p and circ_0072088; D: The effect of

over-expression or knockdown of circ_0072088 on the expression of miR-545-3p
图 4  过表达 circ_0072088 和 miR-545-3p 对 A549 细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响
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2.4    circ_0072088 通过吸附 miR-545-3p 对 NSCLC
细胞增殖、迁移和侵袭的影响

qPCR 检测结果（图 5A）显示，与空载体对照组

相比，circ_0072088 过表达质粒转染组 A549细胞中

miR-545-3p的表达显著降低（P<0.01），miR-545-3p
模拟物组 miR-545-3p的表达显著升高（P<0.01），

而 circ_0072088 过表达质粒+ miR-545-3p 模拟物共

转染组 miR-545-3p的表达与对照组无显著差异，提

示转染成功。

CCK-8（图 5B）和  Transwell（图 5C）实验检测

结果表明，相比于空载体对照组，circ_0072088 过表

达组 A549细胞的增殖，迁移和侵袭能力均显著升

高（均 P<0.01），miR-545-3p 模拟物组细胞的增殖、

迁移和侵袭能力均显著降低（P<0.05或 P<0.01），上

调 miR-545-3p 可削弱过表达 circ_0072088 对细胞增

殖、迁移和侵袭的促进作用。 

2.5    circ_0072088 通过吸附 miR-545-3p 促进 STAT3
的表达

通过  Targetscan（http://www.targetscan.org/vert_
72/）数据库进行预测发现，STAT3 是 miR-545-3p 的
潜在靶基因之一，结合位点见图 6A。双荧光素酶报

告基因实验证实，转染 miR-545-3p模拟物可显著抑

制  STAT3-Wild 组细胞中的荧光素酶活性（ P<
0.01），而对 STAT3-Mutant 组的荧光素酶活性无显

著影响（图 6B）。WB检测结果（图 6C）显示，相比

于对照组，过表达  circ_0072088 促进  STAT3 的表

达，而上调 miR-545-3p 抑制 STAT3 的表达，且上调

miR-545-3p 削弱过表达  circ_0072088对  STAT3 表
达的促进作用。
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3    讨    论

研究[18-20] 发现，circRNA 可能在多种疾病的发

展中起作用，包括动脉粥样硬化性血管疾病的风

险、神经系统疾病、病毒疾病、骨关节炎和糖尿病

等。重要的是，circRNA 在多种肿瘤中异常表达，并

参与肿瘤的发生发展 [20]。例如， circ_0078767 和
circ_0001649可抑制  NSCLC 细胞的生长 [21-22]，而

circ_0020123 可以促进 NSCLC 细胞增殖和侵袭[23]，

circ_0072088 能促进 NSCLC 细胞和肺癌裸鼠移植

瘤的生长 [24]。本研究发现，circ_0072088 能显著促

进 A549 细胞的增殖、迁移和侵袭，这表明 circ_
0072088 有望成为 NSCLC 的新型诊断标志物和分

子治疗靶点。

miRNA 在肿瘤的发生、发展和转移中发挥着重

要的作用[25]。关于 miR-545-3p的研究发现，其可通

过靶向 CBLL1 抑制 NSCLC 细胞的生长，并增强其

对顺铂的化学敏感性[26]；可通过抑制 p38/丝裂原激

活的蛋白激酶通路在体内和体外抑制 NSCLC 的进

展，并且其表达受到  circ_0007580 的靶向调控 [15]。

本研究发现，miR-545-3p 是  circ_0072088 下游靶

点，circ_0072088 可通过吸附 miR-545-3p 抑制 A549
细胞的恶性生物学行为。

STAT3 是  STAT 转录因子家族的重要成员之

一，在调控细胞增殖、分化、凋亡、血管生成、免疫

反应、肿瘤发生和转移等生物学进程中发挥重要作

用 [27-28]。JAK/STAT、MAPK 和  mTOR 途径均可激

活 STAT3，被激活的 STAT3 易位至细胞核内诱导

许多基因的转录，从而促进多种肿瘤的恶性进

展 [29-30]。此外，STAT3 的表达还受到 miRNA 的直

接靶向调控和 circRNA 的间接调控 [31]。在 NSCLC
细胞中发现，circ_0076305 通过吸附 miR-296-5p 上
调 STAT3 的表达，从而促进肿瘤细胞的增殖和转

移[32]。circ_ZNF124 通过吸附 miR-337-3p促进 STAT3
的表达，从而促进 NSCLC 的发生和发展[31]。近年

来研究 [26, 33-34] 表明，miR-545-3p通过靶向  CBLL1、
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Fig.5   circ_0072088 promoted the expression of STAT3 protein in A549 cells by adsorbing miR-545-3p
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VEGFA 和 MT1M 参与肿瘤的发生发展。本研究发

现，STAT3 也是 miR-545-3p 的靶基因，进一步研究

表明 circ_0072088 通过吸附 miR-545-3p 上调 STAT3
的表达，从而促进 A549细胞的增殖、迁移和侵袭。
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Fig.6   circ_0072088 promoted the protein expression of STAT3 in A549 cells by sponging miR-545-3p
 

总之，本研究发现  circ_0072088 通过调控

miR-545-3p/STAT3 分子轴促进  NSCLC A549细胞

的恶行生物学行为，表明  circ_0072088 可作为

NSCLC 的一个候选的预后生物标记物和新的治疗

靶点。
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