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摘要　 目的　 分析 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在膀胱癌组织中的表达与

临床意义，探究 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对膀胱癌细胞恶性生物学行

为的影响及作用机制。 方法 　 通过 ＴＣＧＡ 数据库探究 ｃｉｒｃ⁃
ＲＡＣＧＡＰ１ 在膀胱癌组织中的表达，分析 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 表达

与膀胱癌患者临床病理特征的关系。 通过实时荧光定量聚

合酶链式反应（ｑＰＣＲ）法分析细胞系 ５６３７、Ｔ２４、Ｊ８２、ＲＴ⁃４、
ＵＭ⁃ＵＣ⁃３ 中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 表达。 通过脂质体转染技术将

ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 敲降质粒转染 Ｔ２４ 细胞。 克隆形成实验、划
痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分别分析敲降 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４
细胞增殖、迁移和侵袭的影响。 采用 ｄｅｅｐＢａｓｅ、Ｃｉｒｃｂａｎｋ、Ｃｉｒ⁃
ｃＩｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ、ｃｉｒｃＲＮＡＢａｓｅ 数据库和荧光报告系统验证 ｃｉｒｃ⁃
ＲＡＣＧＡＰ１ 和 ｍｉＲ⁃４３２４ 之间的靶向结合。 ｑＰＣＲ 检测敲降

ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４ 细胞中 ｍｉＲ⁃４３２４ 表达的影响。 采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测敲降 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４ 细胞中 Ｒａｃ⁃
ＧＴＰ 酶激活蛋白 １（ＲＡＣＧＡＰ１）蛋白和磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶 ／
蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ）信号通路蛋白表达的影响。 结果　
膀胱癌组织中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 呈高表达（Ｐ ＜ ０. ０１），其表达

随着患者临床分期恶性程度增高而升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 膀胱

癌细胞系中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 表达明显高于人正常膀胱上皮细

胞（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 与对照组比较， ｓｈ⁃ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组

Ｔ２４ 细胞增殖、迁移和侵袭能力均明显降低（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 可靶向抑制 ｍｉＲ⁃４３２４ 的表达（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与

对照组比较，ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组 Ｔ２４ 细胞中 ＲＡＣＧＡＰ１ 蛋

白表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０１），ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路蛋白磷酸

化磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶 （ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ）、磷酸化蛋白激酶 Ｂ （ ｐ⁃
ＡＫＴ）、核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）表达水平均降低（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。
结论　 膀胱癌组织和细胞系中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 呈高表达，敲
降 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 能够抑制 Ｔ２４ 细胞的恶性生物学行为，
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 是通过抑制 ｍｉＲ⁃４３２４ 表达激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信

号通路来发挥作用。
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　 　 膀胱癌是人类常见的恶性肿瘤之一，发病率及

病死率均居泌尿系统肿瘤第一位［１］。 随着医疗水

平的进步，膀胱癌患者的预后得到改善，但是膀胱癌

的发病率呈增加趋势，并且其复发率非常高［２］。 探

究膀胱癌发病的分子机制，明确新的诊断标志物和

治疗靶点是膀胱癌研究的当务之急。 环状 ＲＮＡ
（ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）是一种没有蛋白编码功能

的 ＲＮＡ 转录产物，参与细胞的分化、应激、损伤修复

等过程，是关键的转录调控因子［３］。 ｃｉｒｃＲＮＡ 在多

种肿瘤包括输尿管癌、胆管癌、淋巴瘤、膀胱癌中呈

现异常表达，发挥促癌或抑癌的作用［４ － ６］。 根据

ｃｉｒｃＢａｓｅ 数据库显示， ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 来源于 ＲＡＣ⁃
ＧＡＰ１ 基因的第 １９、２０、２１ 和 ２２ 外显子，经剪接后形

成的环状转录本，ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在膀胱癌中的作用

及机制并不清楚。 该研究主要探究 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１
在膀胱癌中的表达水平及其与膀胱癌患者临床资料

的关系，明确 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在膀胱癌细胞中的作

用和分子机制，意在为膀胱癌的诊疗、预后评估提供

新的标志物和靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 人正常膀胱上皮细胞 ＳＶ⁃ＨＵＣ⁃１、人膀

胱癌细胞系 ５６３７、Ｔ２４、Ｊ８２、ＲＴ⁃４、ＵＭ⁃ＵＣ⁃３ 购自美

国 ＡＴＣＣ 公司。 一抗兔抗 Ｒａｃ⁃ＧＴＰ 酶激活蛋白 １
（ｒａｃ⁃ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＲＡＣＧＡＰ１）、磷酸化

磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ，ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ）、 甘 油 醛⁃３⁃磷 酸 脱 氢 酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、磷酸化蛋白激酶

Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ｐ⁃ＡＫＴ）、核因子

κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）均购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司。 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏ⁃
ｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司。
ＤＭＥＭ 培养基、双荧光素酶报告检测试剂盒购自以
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色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室、ｃｉｒｃ⁃
ＲＡＣＧＡＰ１ 敲降质粒（ ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１：ＡＡＣＡＣＴＣ⁃
ＣＴＡＧＡＡＡＴＣＡＣＡＧＡ）和对照质粒购自美国 Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ 公司。 ｍｉＲ⁃ＮＣ、ｍｉＲ⁃４３２４ 购自美国 ＢＤ 公司。
逆转录试剂盒购自北京天根生化公司。 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣ⁃
ＧＡＰ１ 双荧光素酶报告载体野生型（ＷＴ）和突变型

（ＭＵＴ）购自上海碧云天生物技术公司。
１． ２　 生物信息学分析　 通过 ＴＣＧＡ 数据库分析膀

胱癌组织和正常膀胱组织中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 的表达

水平及其与患者临床分期的关系。 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１
与 ｍｉＲ⁃４３２４ 的靶向关系采用 ｄｅｅｐＢａｓｅ、Ｃｉｒｃｂａｎｋ、
ＣｉｒｃＩｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ、ｃｉｒｃＲＮＡＢａｓｅ 数据库进行分析。
１． ３　 细胞培养与分组　 将 ５６３７、Ｔ２４、Ｊ８２、ＲＴ⁃４ 细

胞置于含 １２％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，将 ＳＶ⁃
ＨＵＣ⁃１、ＵＭ⁃ＵＣ⁃３ 细胞置于含 １２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ
培养基，在加湿培养箱中常规培养。 将 Ｔ２４ 细胞接

种于 １２ 孔板，分为对照组（转染对照质粒）和 ｓｈ⁃
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组（转染 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 敲降质粒）。
Ｔ２４ 细胞汇合度至 ７０％ ，每组均采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ⁃
ｎｅＴＭ ３０００ 试剂转染 ０. ６ μｇ 质粒至 Ｔ２４ 细胞。
１． ４　 ｑＰＣＲ 法检测 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１、ｍｉＲ⁃４３２４ 表达

水平　 以 ＴＲＩｚｏｌ 法提取膀胱癌细胞总 ＲＮＡ，进行逆

转录合成 ｃＤＮＡ。 ｑＰＣＲ 反应条件：９３ ℃ 预变性 ３
ｍｉｎ，９３ ℃ ４０ ｓ、５６ ℃ ４０ ｓ、７１ ℃ ４０ ｓ，总共进行 ３４
次循环。 引物序列：ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 正向引物：ＣＣＴ⁃
ＧＴＧＡＣＣＡＣＴＣＣＴＧＡＡＣＡ，反向引物： ＣＡＴＧＧＣＡＧＣ⁃
ＴＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴ；ｍｉＲ⁃４３２４ 正向引物：ＣＡＧＧＴＣＣＴＴ⁃
ＧＣＴＣＴＣＣＡＡＣＴＴＧＣ，反向引物：ＴＧＡＴＣＡＣＡＴＴＴＡＡ⁃
ＣＡＧＣＴＴＣＣＧ；ＧＡＰＤＨ 正向引物：ＴＧＣＣＡＣＴＣＡＧＡＡ⁃
ＧＡＣＴＧＴＧＧ， 反 向 引 物： ＴＴＣＡＧＣＴＣＴＧＧＧＡＴＧＡＣ⁃
ＣＴＴ。 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１、ｍｉＲ⁃４３２４ 表达水平计算采用

２ － ΔΔＣｔ公式。
１． ５　 克隆形成实验检测 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４
细胞增殖的影响　 将 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 敲降质粒转染

Ｔ２４ 细胞 ４８ ｈ 后，采用胰酶消化并用移液器吹打，
将单细胞悬液以每孔２ ０００个接种 ６ 孔板，保证 Ｔ２４
细胞均匀分布，在加湿培养箱中培养。 待 １１ ｄ 后出

现克隆时，吸去培养基，ＰＢＳ 溶液漂洗 ４ 次。 加入甲

醛固定 ５０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 溶液漂洗 ４ 次，加入结晶紫染色

４０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 溶液漂洗 ４ 次，超净台内晾干后计数克

隆形成数。
１． ６　 划痕实验检测 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４ 细胞

迁移的影响 　 将 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 敲降质粒转染 Ｔ２４
细胞 ４８ ｈ 后，采用胰酶消化并用移液器吹打，将单

细胞悬液以每孔 ２ × １０５ 个接种 ６ 孔板，在加湿培养

箱中培养。 细胞汇合度为 ９０％ 左右，取无菌移液器

枪头，于板底均匀划痕，用显微镜取 ４ 个视野测距。
在加湿培养箱中培养 ２４ ｈ，用显微镜取 ４ 个视野测

距，计算 Ｔ２４ 细胞的迁移率。
１． ７ 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对

Ｔ２４ 细胞侵袭的影响 　 将基质胶加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上
室，保证基质胶均匀分布。 将 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 敲降

质粒转染 Ｔ２４ 细胞 ４８ ｈ 后，采用胰酶消化并用移液

器吹打，将无血清的单细胞悬液以每孔 ２ × １０４ 个加

入上室，下室加含 ２０％ ＦＢＳ 的培养基，在加湿培养

箱中培养 ４８ ｈ。 棉签擦去基质胶和未穿膜 Ｔ２４ 细

胞，多聚甲醛固定 ５０ ｍｉｎ，结晶紫染色 ５０ ｍｉｎ。 用显

微镜取 ４ 个视野，计数细胞侵袭数。
１． ８ 　 双荧光素酶报告基因实验检测 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣ⁃
ＧＡＰ１ 和 ｍｉＲ⁃４３２４ 间的靶向关系　 将 Ｔ２４ 细胞接

种于 １２ 孔板，分为 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１⁃ＷＴ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１⁃ＷＴ ＋ ｍｉＲ⁃４３２４ 组、 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１⁃
ＭＵＴ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１⁃ＭＵＴ ＋ ｍｉＲ⁃４３２４
组。 Ｔ２４ 细胞汇合度至 ７０％ ，每组均采用 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 试剂转染 ０. ９ μｇ 质粒至 Ｔ２４ 细胞。
在加湿培养箱中培养 ４６ ｈ 后，用双荧光素酶报告检

测试剂盒分析每组 Ｔ２４ 细胞的荧光素酶活性。
１． ９ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对

Ｔ２４ 细胞 ＲＡＣＧＡＰ１ 及 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路蛋白

表达的影响 　 将 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 敲降质粒转染 Ｔ２４
细胞 ４８ ｈ 后，采用 ＲＩＰＡ 试剂裂解。 加入适量上样

缓冲液煮沸 ７ ｍｉｎ，行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳，低温转膜。 加入一抗兔抗 ＲＡＣＧＡＰ１
（ １ ∶ ３ ０００ ）、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （ １ ∶ ２ ０００ ）、 ｐ⁃ＡＫＴ
（ １ ∶ １ ０００ ）、 ＧＡＰＤＨ （ １ ∶ ３ ０００ ）、 ＮＦ⁃κＢ
（１ ∶ ３ ０００），加入山羊抗兔二抗（１ ∶ ７ ０００）。 滴加

在化学发光试剂，在 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 成像仪中显影，利用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行灰度值统计分析。
１． １０　 统计学处理 　 利用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行统

计，计量数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间比较采用 ｔ 检验，
多组间比较采用单因素方差分析及 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，以
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 膀胱癌组织中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 表达及其临床

意义 　 如图 １ 所示， ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 来源于 ＲＡＣ⁃
ＧＡＰ１ 基因的第 １９、２０、２１ 和 ２２ 外显子，经剪接后形

成的环状转录本。 经 ＴＣＧＡ 数据库分析（图 ２）显
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示，膀胱癌组织中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 表达显著高于正

常膀胱组织（Ｐ ＜ ０. ０１）；在膀胱癌组织中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣ⁃
ＧＡＰ１ 表达水平随着膀胱癌患者分期恶性程度的增

加而升高（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３。

图 １　 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 的结构示意图

图 ２　 ＴＣＧＡ 数据库显示膀胱癌组织中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 的表达

与正常组织组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在不同临床分期

膀胱癌患者组织中的表达

２． ２　 膀胱癌细胞系中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 的表达水平

　 ｑＰＣＲ 检测（图 ４）显示，与 ＳＶ⁃ＨＵＣ⁃１ 细胞相比，
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在膀胱癌细胞系 ５６３７、Ｔ２４、Ｊ８２、ＲＴ⁃
４、ＵＭ⁃ＵＣ⁃３ 中均呈高表达（Ｆ ＝ ３９. ４６，Ｐ ＜ ０. ０５），
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在 Ｔ２４ 细胞中表达丰度最高 （Ｆ ＝
１７. ０３，Ｐ ＜ ０. ０１），故选择 Ｔ２４ 细胞为该研究的工具

细胞。

图 ４　 ｑＰＣＲ 检测膀胱癌细胞系中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 的表达

与 ＳＶ⁃ＨＵＣ⁃１ 细胞组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３ 　 各组 Ｔ２４ 细胞中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１、ｍｉＲ⁃４３２４
的表达　 ｑＰＣＲ 检测显示，ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组 Ｔ２４
细胞中 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 表达水平较对照组显著下调

（ ｔ ＝ １２. ４４，Ｐ ＜ ０. ０１），而 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组 Ｔ２４
细胞中 ｍｉＲ⁃４３２４ 表达水平较对照组显著上调（ ｔ ＝
６. ９１，Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ４　 低表达 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４ 细胞增殖的影

响　 克隆形成实验（图 ５）显示，对照组和 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃
ＲＡＣＧＡＰ１ 组 Ｔ２４ 细胞克隆形成数分别为（６６. ４５ ±
６. ４４）个和（２９. ８８ ± ５. ５５）个，ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组

细胞活性明显低于对照组（ ｔ ＝ ４. ３０，Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ５　 低表达 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４ 细胞迁移的影

响　 划痕实验（图 ６）显示，对照组和 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣ⁃
ＧＡＰ１ 组 Ｔ２４ 细胞迁移率分别为（６４. ８１ ± ４. ８５）％
和（３０. ５８ ± ７. ０６）％ ，ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组细胞迁移

能力明显低于对照组（ ｔ ＝ ４. ００，Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ６　 低表达 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４ 细胞侵袭的影

响　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验（图 ７）显示，对照组和 ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃
ＲＡＣＧＡＰ１ 组细胞侵袭数分别为（１０４. ９０ ± １１. ７５）
个和（２３. ９８ ± ７. ２４）个，ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 组细胞侵

袭能力明显低于对照组（ ｔ ＝ ５. ５９，Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ７ 　 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 与 ｍｉＲ⁃４３２４ 的靶向关系 　
ｄｅｅｐＢａｓｅ、Ｃｉｒｃｂａｎｋ、ＣｉｒｃＩｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ、ｃｉｒｃＲＮＡＢａｓｅ生
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图 ５　 克隆形成实验检测下调 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１
对 Ｔ２４ 细胞增殖的影响

　 　 Ａ：克隆形成实验；Ｂ：克隆形成数定量分析；与对照组比较：∗∗Ｐ
＜ ０. ０１

图 ６　 划痕实验检测下调 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对 Ｔ２４ 细胞迁移的影响

　 　 Ａ：划痕实验 × ４０；Ｂ：细胞迁移率定量分析；与对照组比较：
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

物信息学数据库预测 （图 ８Ａ） 显示，ｍｉＲ⁃４３２４ 与

ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 之间存在潜在的相互结合位点。 双

荧光素酶报告载体（图 ８Ｂ）实验显示，与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组

相比，ｍｉＲ⁃４３２４ 能够明显下调 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１⁃ＷＴ 的

荧光素酶活性（ ｔ ＝ ９. ６６，Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测下调 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１
对 Ｔ２４ 细胞侵袭的影响

　 　 Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验 × ４０；Ｂ：细胞侵袭数定量分析；与对照组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ８　 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 与 ｍｉＲ⁃４３２４ 的靶向关系

与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ８　 低表达 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 对目的蛋白表达的影

响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测（图 ９）显示，ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１
组 Ｔ２４ 细胞中 ＲＡＣＧＡＰ１ 蛋白表达较对照组降低（ ｔ
＝ １４. ７１，Ｐ ＜ ０. ０１）， ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路蛋白 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ、ＮＦ⁃κＢ 表达水平均降低（ ｔ ＝ ８. ７１，Ｐ ＜
０. ０１；ｔ ＝ ５. ７６，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ １５. ４９，Ｐ ＜ ０. ０１）。
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图 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＲＡＣＧＡＰ１ 和

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路蛋白表达

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 ｃｉｒｃＲＮＡ 是细胞内转录组的关键组成部分，负
责调节各种信号调节通路的转导，影响细胞的黏附、
糖酵解、发育等过程［７］。 目前已有报道［８］ 显示，ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ 广泛参与肿瘤细胞内癌基因的激活与抑癌基

因的失活，在肿瘤的发病中起到关键作用。 相关研

究［９］表明，膀胱癌细胞中存在多个 ｃｉｒｃＲＮＡ 的高表

达或低表达，其对膀胱癌的诊疗和复发监测具有重

要价值。 例如，ｃｉｒｃ⁃ＬＯＮＰ２ 在膀胱癌组织和细胞中

表达上调，敲降 ｃｉｒｃ⁃ＬＯＮＰ２ 表达抑制膀胱癌细胞的

活力和侵袭，ｍｉＲ⁃５８４⁃５ｐ 是 ｃｉｒｃ⁃ＬＯＮＰ２ 的下游靶

标［１０］。 例如，膀胱癌组织中的 ｃｉｒｃ⁃ＳＨＰＲＨ 表达明

显降低，其低水平表达与膀胱癌患者的高级别病理

分期、淋巴转移和不良预后呈正相关，沉默 ｃｉｒｃ⁃
ＳＨＰＲＨ 可上调 ｍｉＲ⁃９４２ 表达，进而增加膀胱癌细胞

的增殖、迁移和侵袭能力［１１］。 然而，ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１
表达改变与膀胱癌发生、进展的关系尚不明确。 该

研究表明，ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在膀胱癌组织和细胞中呈

高表达，其表达与膀胱癌患者的临床分期呈正相关，
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 可能与膀胱癌的恶性程度有关。 另

外，低表达 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 能够抑制膀胱癌 Ｔ２４ 细

胞增殖、迁移和侵袭能力。 该实验结果显示，ｃｉｒｃ⁃
ＲＡＣＧＡＰ１ 作为促癌因子在膀胱癌的发生发展中可

能发挥重要作用。
　 　 近年来大量研究［１２］ 表明，ｃｉｒｃＲＮＡ 通过识别下

游 ｍｉＲＮＡ，干扰 ｍｉＲＮＡ 的功能，以表观遗传调节的

方式影响特定基因的表达，从而参与细胞的各种活

动。 该 研 究 通 过 ｄｅｅｐＢａｓｅ、 Ｃｉｒｃｂａｎｋ、 ＣｉｒｃＩｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｏｍｅ、ｃｉｒｃＲＮＡＢａｓｅ 生物信息学数据库预测， ｍｉＲ⁃
４３２４ 可能是 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 的靶标。 双荧光素酶报

告载体实验表明 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 能够直接结合 ｍｉＲ⁃
４３２４。 ｍｉＲ⁃４３２４ 是 ｍｉＲＮＡ 家族成员，其在包含卵

巢癌、食管鳞状细胞癌等在内的肿瘤组织和细胞系

中低表达，参与抑制肿瘤的增殖、迁移和侵袭，其低

表达预示着肿瘤患者生存率低［１３ － １４］。 ｍｉＲ⁃４３２４ 在

膀胱癌组织和细胞系中下调，恢复 ｍｉＲ⁃４３２４ 表达有

助于抑制膀胱癌的进展。 ｑＰＣＲ 结果显示，低表达

ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 可上调 ｍｉＲ⁃４３２４ 的表达。 因此，
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 通过调节 ｍｉＲ⁃４３２４ 表达发挥作用。
有研究［１５］ 表明，ｍｉＲ⁃４３２４ 通过抑制膀胱癌细胞中

的 ＲＡＣＧＡＰ１ 基因表达和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路转导

发挥抑癌作用。 该研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显示，
低表达 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 后的 Ｔ２４ 细胞中 ＲＡＣＧＡＰ１
蛋白和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路蛋白表达均降低。 以上

结果表明，ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 通过靶向抑制 ｍｉＲ⁃４３２４
从而调节 ＲＡＣＧＡＰ１ ／ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路。
　 　 综上所述，ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ 在膀胱癌中高表达，
其表达水平与膀胱癌的恶性程度有关。 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣ⁃
ＧＡＰ１ 通过靶向抑制 ｍｉＲ⁃４３２４ 调控 ＲＡＣＧＡＰ１ ／
ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路发挥促癌作用，ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１
可能是膀胱癌治疗的新靶点。
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ＮＣＯＲ１ ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ ＳＭＡＤ７⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ

·２８８１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｎｏｖ；５８（１１）



ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２２， ８２（１２）： ２２３９ － ５３．
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ｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｇｅｎｅｔ，
２０２２， ６０（６）： ２３２７ － ４５．

［６］ 　 Ｌｕ Ｐ， Ｊｉａｎｇ Ｙ， Ｘｉａ Ｚ． Ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００３２２１ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ＤＨＣＲ２４ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃８９２ｂ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇ Ｃｌｉｎ Ｕｒｏｌ，
２０２２， ６３（５）： ５７７ － ８８．

［７］ 　 李华玲， 杨　 迪， 韦俊杰， 等． 过表达环状 ＲＮＡ 泛素连接酶

Ｅ３（ｃｉｒｃＨＥＲＣ４ ／ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００７１１３）抑制细胞衰老的研究 ［ Ｊ］ ．
安徽医科大学学报， ２０２２， ５７（７）： １１００ － ５．

［８］ 　 Ｙａｎｇ Ｃ， Ｗｕ Ｓ， Ｍｏｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｉｒｃＴＲＰＳ１ ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｓ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ＣＤ８ ＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ， ２０２２， ３０（３）： １０５４ －
７０．

［９］ 　 Ｗａｎｇ Ｌ， Ｗｕ Ｓ， Ｈｅ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＲＮＡ⁃ＳＴ６ＧＡＬＮＡＣ６ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｅｒａｓｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＨＳＰＢ１ ／ Ｐ３８ ａｘｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０２２， １０２
（１２）： １３２３ － ３４．

［１０］ Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｘｉｏｎｇ Ｈ， Ｚｈａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＬＯＮＰ２ ｒｅｇｕ⁃
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ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃５８４⁃５ｐ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ， ２０２２， １３
（４）： ８８２３ － ３５．

［１１］ Ｚｕｏ Ｌ， Ｚｈｕ Ｙ， Ｈａｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃＳＨＰＲＨ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃
９４２ ／ ＢＡＲＸ２ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ （Ａｌｂａｎｙ ＮＹ）， ２０２２， １４（４）：
１８９１ － ９０９．

［１２］ 王玉孝， 李　 俊， 汪生毅， 等． 基于 ｃｉｒｃＮＲＧ⁃１ ／ ｍｉＲ⁃１９３ｂ⁃５ｐ ／
ＮＲＧ⁃１ 探讨肥胖性高血压发生的分子机制 ［ Ｊ］ ． 安徽医科大

学学报， ２０２１， ５６（９）： １３６７ － ７３．
［１３］ Ｗｕ Ｈ， Ｙａｎ Ｙ， Ｙｕａｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃４３２４ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＦＥＮ１ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｏｖａｒｉａｎ Ｒｅｓ， ２０２２， １５
（１）： ３２．

［１４］ Ｚｈｏｕ Ｊ， Ｚｈｕ Ｊ， Ｊｉａｎｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃４３２４
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ＥＭＴ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ⁃ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＦＡＫ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏ Ｔａｒｇｅｔｓ Ｔｈｅｒ， ２０１９， １２： ４５９５ －
６０４．

［１５］ Ｇｅ Ｑ， Ｌｕ Ｍ， Ｊｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃４３２４⁃ＲＡＣＧＡＰ１⁃ＳＴＡＴ３⁃ＥＳＲ１
ｆｅｅｄｂａｃｋ ｌｏｏｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃ⁃
ｅｒ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１９， １４４（１２）： ３０４３ － ５５．

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
Ｈｕ Ｚｈｉ１， Ｆｕ Ｑｉａｏ１， Ｘｕ Ｌｖ１， Ｚｈａｎｇ Ｗｅｉ１， Ｇａｉ Ｑｉａｎｇｑｉａｎｇ２， Ｓｕｎ Ｗｅｉ１

［ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｕｒｏｌｏｇｙ， Ｗｕｈａｎ Ｔｈｉｒｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ （Ｔｏｎｇｒｅｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），
Ｗｕｈａｎ　 ４３００００；２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｕｒｏｌｏｇｙ， Ｔｏｎｇｊｉ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｈｕａｚｈｏｎｇ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｗｕｈａｎ　 ４３００３０］

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓ⁃
ｓｕｅｓ， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＴＣＧＡ
ｄａｔａｂａｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ
ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｉｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ５６３７， Ｔ２４， Ｊ８２， ＲＴ⁃４ ａｎｄ
ＵＭ⁃ＵＣ⁃３ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）． Ｔｈｅ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓ⁃
ｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ， ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ２４
ｃｅｌｌｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃４３２４ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｅｅｐＢａｓｅ， Ｃｉｒｃ⁃
ｂａｎｋ， ＣｉｒｃＩｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ， ｃｉｒｃＲＮＡＢａｓｅ ｄａｔａｂａｓｅｓ ａｎｄ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｙｓｔｅｍ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ
ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃４３２４ ｉｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｒａｃ⁃ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １
（ＲＡＣＧＡＰ１） ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣＧＡＰ１ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｈｕｍａｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ ａｌｌ Ｐ ＜ ０. ０１）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈ⁃ｃｉｒｃ⁃ＲＡＣ⁃
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新疆维吾尔自治区妇女宫颈感染人乳头瘤病毒
１６ 型 Ｅ４ 和 Ｌ２ 的遗传变异分析

程豪政１，妥　 静１，董杨柳１，王　 乐１，者湘漪２，李洪涛２，李冬妹１，潘泽民１

摘要　 目的　 探讨人乳头瘤病毒 １６ （ＨＰＶ１６） Ｅ４、Ｌ２ 基因

变异及氨基酸变化，分析 ＨＰＶ１６ 的进化特征。 方法 　 从医

院收集 ４０ 例 ＨＰＶ１６ 感染阳性的宫颈脱落细胞样本和 ４０ 例

宫颈组织细胞样本，提取样本的病毒 ＤＮＡ，对 ４０ 例宫颈脱落

细胞的 ＤＮＡ 进行 ＨＰＶ１６ Ｅ４ 和 Ｌ２ Ｓａｎｇｅｒ 测序及对 ４０ 例宫

颈组织细胞 ＤＮＡ 高通量测序，构建 ＨＰＶ１６ Ｅ４ 和 Ｌ２ 基因系

统进化树，分析 ＨＰＶ１６ Ｅ４ 和 Ｌ２ 基因的变异特征。 结果 　
有 ７２ 个 ＨＰＶ１６ Ｅ４ 变异样本，１０ 个核苷酸变异位点（４ 种错

义变异和 ７ 种同义变异），７４ 个 ＨＰＶ１６ Ｌ２ 变异样本，４０ 个

核苷酸变异位点（２３ 种错义变异和 １８ 种同义变异）。 宫颈

癌（ＣＣ）中 Ｔ４１７７Ｃ、Ａ４２８８Ｃ、Ａ４６５４Ｃ 变异频率明显高于非宫

颈癌，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ① 新疆维吾尔

自治区主要流行病毒株为欧洲株，少数为亚洲株。 ②
ＨＰＶ１６ Ｌ２ 基因中 Ｔ４１７７Ｃ、Ａ４２８８Ｃ、Ａ４６５４Ｃ 在宫颈癌中的变

异频率高于非宫颈癌，且 Ｇ４１８１Ａ 与亚洲株相关。
关键词　 人乳头瘤病毒 １６；基因变异；宫颈癌；Ｅ４ 和 Ｌ２ 基

因；单核苷酸多态性
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　 　 宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＣ）是妇女恶性肿瘤死

亡的第四大因素［１］。 据报道［２］，中国新疆维吾尔自

治区宫颈癌发病率与病死率很高，该地区人乳头瘤

病 毒 （ Ｈｕｍａｎ Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ， ＨＰＶ ） 阳 性 率 为

１４. ０２％ ， 其 中 多 为 ＨＰＶ５２、 ＨＰＶ５３、 ＨＰＶ１６ 和

ＨＰＶ１８。
　 　 研究［３］表明，感染 ＨＰＶ１６ 具有更强的致病性和

致癌性。 ＨＰＶ１６ 分为 Ａ 谱系、Ｂ 谱系、Ｃ 谱系和 Ｄ
谱系 ４ 种变异谱系［４］，中国新疆维吾尔自治区女性

感染 ＨＰＶ１６ 以欧洲病毒株为主［５］。 ＨＰＶ１６ Ｅ４ 基因

产物 Ｅ４ 蛋白质，是 ＨＰＶ 表达量最高的蛋白质，其氨

基酸主要来源于 Ｅ４ 开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ），且 Ｅ４ ＯＲＦ 包含在 Ｅ２ ＯＲＦ 内［６ － ７］。
Ｅ４ 蛋 白 质 可 增 强 病 毒 复 制 和 病 毒 粒 子 的 排

出［８ － １０］。 ＨＰＶ 衣壳蛋白质在病毒进入细胞与细胞

核的过程中起关键作用［１１ － １２］。 Ｌ２ 促进了病毒基因

组的逆行运输，促进细胞间期将病毒基因组整合到

宿主基因［１３ － １４］。 新疆维吾尔自治区 ＨＰＶ１６ Ｅ４ 和

Ｌ２ 基因的变异及分布特征尚不清楚，因此，研究

ＨＰＶ１６ Ｅ４ 和 Ｌ２ 基因变异，有助于发现 ＨＰＶ１６ 基因

变异位点与宫颈癌的发生和发展的关系。

１　 材料与方法

１． １　 样本的采集　 在伊犁州友谊医院、喀什地区人

民医院和石河子大学附属医院共收集了 ８０ 例患者

的 ＨＰＶ１６ 感染阳性的宫颈细胞样本（脱落细胞 ４０
例，组织细胞 ４０ 例）；样本收集取得了所有患者的

知情同意。 所有患者都无外地的长期旅居史，收集
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