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摘要　 目的　 筛查胰腺癌组织环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）差异表

达谱并初步分析其潜在功能。 方法　 随机选取 ４ 对胰腺癌

组织和对应癌旁胰腺组织标本进行高通量测序，按表达量差

异倍数 ＞ ２ 且 Ｐ ＜ ０. ０５ 为筛选标准，筛选差异表达的 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测随机选取的 ５ 个差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ
在 ２０ 对胰腺癌组织标本中的表达，对测序结果进行验证。
对差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析，并构建

ｔｏｐ５０ ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＲＮＡ 互作网络图。 进一步分析 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００４６５２３ 与胰腺癌临床病理特征的关系，并通过敲减试验观

察其对胰腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。 结果　 高

通量测序共预测出 １７ １８２ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ，在胰腺癌组织中差异

表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 有 ３０２ 个，其中 １３７ 个表达上调，１６５ 个表达

下调。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与癌旁组织相比，胰腺癌组织中

ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３、ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４２２０ 和 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００６９０ 表

达水平上调 （ Ｐ ＜ ０. ０５）， ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿０００８６７６ 和 ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿
０００４４１６ 表达水平下调（Ｐ ＜ ０. ０５），与测序结果一致。 ＧＯ 分

析提示差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 主要参与底物依赖性细胞迁移、
蛋白激酶复合物和细胞骨架蛋白结合等过程。 ＫＥＧＧ 通路

富集分析显示差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 主要参与蛋白消化和吸

收通路、ＡＢＣ 转运蛋白通路、癌症中心碳代谢通路以及甘氨

酸、丝氨酸和苏氨酸代谢通路等。 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 表达水

平与胰腺癌肿瘤分化程度（Ｐ ＝ ０. ００２）、Ｔ 分期（Ｐ ＝ ０. ００６）、
淋巴结转移（Ｐ ＝ ０. ０１１）及 ＴＮＭ 分期（Ｐ ＝ ０. ００１）密切相关。
与 ＨＰＤＥ６⁃Ｃ７ 细胞相比，ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿００４６５２３ 在胰腺癌细胞

ＳＷ１９９０、Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２、ＢｘＰＣ⁃３ 和 Ｃａｐａｎ⁃２ 中的表达水平升高

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 下调 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 的表达可以抑制胰腺癌

细胞（Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２、ＢｘＰＣ⁃３）的增殖、迁移及侵袭能力（Ｐ ＜
０. ０５）。 结论 　 胰腺癌组织中存在特征性差异表达的 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ，这些差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 可能参与胰腺癌的发生发

展。
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　 　 胰腺癌是一种恶性程度高、预后差的消化系统

恶性肿瘤，总体 ５ 年生存率仅 ９％ 左右［１］。 国内资

料显示，胰腺癌的发病率居恶性肿瘤第 ９ 位，死亡率

居第 ６ 位。 据国外学者预测，到 ２０３０ 年，美国的胰

腺癌死亡率将升至恶性肿瘤死亡率的第二位。 大部

分胰腺癌患者早期缺乏特异性临床表现，就诊时已

处于中晚期，导致手术切除率不足 ２０％ ［２］。 因此，
积极寻求新的有效的胰腺癌诊治靶点成为临床迫切

需求。 环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）是一类不

具有 ５′末端帽子和 ３′末端 ｐｏｌｙＡ 尾巴并以共价键形

成环形结构的 ＲＮＡ 分子。 近年来越来越多研

究［３ － ４］证实，ｃｉｒｃＲＮＡ 异常表达参与恶性肿瘤的发

生发展过程。 然而，在胰腺癌中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的表达及

其功能目前仍不清楚。 该研究旨在筛查胰腺癌组织

中 ｃｉｒｃＲＮＡ 差异表达谱，并结合生物信息学方法初

步分析 ｃｉｒｃＲＮＡ 在胰腺癌发生发展过程中的作用和

调控机制。 同时，选择 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 进一步行

功能研究，探讨其在胰腺癌细胞增殖、迁移及侵袭中

的作用，以期寻找治疗胰腺癌的潜在诊治靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 病例资料　 收集 ２０１８ 年 ９ 月—２０２０ 年 １２
月在医院接受手术切除的 ４０ 对胰腺癌患者的肿瘤

组织和相应癌旁胰腺组织标本。 其中男 １６ 例，女
２４ 例，年龄 ４２ ～ ７３（６２. ４３ ± ７. ３４８）岁；２７ 例肿瘤位

于胰头，１３ 例肿瘤位于胰体尾；Ⅰ期 ８ 例，Ⅱ期 ２３
例，Ⅲ期 ９ 例。 入选病例符合以下纳入标准：① 术

后肿瘤组织经病理证实为胰腺导管腺癌，癌旁组织

经病理证实为非癌组织。 ② 患者术前未行放化疗

等抗肿瘤治疗；③ 临床资料完善。 排除临床资料不

完整、术前行放化疗或合并其它肿瘤的患者。 本研

究纳入的所有患者均已知情并签署知情同意书，本
研究经南昌大学第一附属医院伦理委员会审核通

过。
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１． １． ２ 　 实验主要试剂 　 ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡ 分离试

剂盒 （ Ａｍｂｉｏｎ， 美 国 ）； ＲＮＡ Ｎａｎｏ ６０００ 试 剂 盒

（Ａｇｌｉｅｎｔ， 美国）；ＴｒｕＳｅｑ Ｓｔｒａｎｄｅｄ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗｉｔｈ Ｒｉ⁃
ｂｏ⁃Ｚｅｒｏ Ｇｏｌｄ 试剂盒（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ， 美国）；ＴＲＩｚｏｌ 试剂

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试

剂盒（Ｔａｋａｒａ， 大连）；ｐＬＫＯ. １⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ（吉凯， 上

海）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 美国 ）；ＣＣＫ８
试剂盒购（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，武汉）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（Ｃｏｒ⁃
ｎｉｎｇ， 美国）。 正常胰腺导管上皮细胞 ＨＰＤＥ６⁃Ｃ７、
胰腺癌细胞 ＳＷ１９９０、Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２、ＢｘＰＣ⁃３ 购自中国

科学院细胞库；胰腺癌细胞 Ｃａｐａｎ⁃２ 购自美国 ＡＴＣＣ
公司。 ｈｓａ ＿ｃｉｒｃ ＿００４６５２３ 敲减慢病毒载体（ ｓｈ⁃ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ）及其阴性对照（ ｓｈ⁃ＮＣ）由上海吉凯公司合

成。
１． ２　 材料

１． ２． １　 高通量测序及差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 筛选 　 选

择 ４ 对胰腺癌组织标本，采用 ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡ 分

离试剂盒提取总 ＲＮＡ。 ＮＤ⁃１０００ 微量紫外分光光

度计测定总 ＲＮＡ 的浓度和纯度；ＲＮＡ Ｎａｎｏ ６０００ 试

剂盒评估 ＲＮＡ 的完整性。 ＲＮＡ 完整性数（ＲＮＡ ｉｎ⁃
ｔｅｇｒｉｔｙ ｎｕｍｂｅｒ，ＲＩＮ）≥７ 的样品才用于后续分析。
根据试剂盒说明书使用 ＴｒｕＳｅｑ Ｓｔｒａｎｄｅｄ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
ｗｉｔｈ Ｒｉｂｏ⁃Ｚｅｒｏ Ｇｏｌｄ 构建文库，构建好的 ＲＮＡ 文库

用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 质检合格后，使用 Ｉｌｌｕｍｉ⁃
ｎａ 测序仪（ＨｉＳｅｑＴＭ ２５００）进行测序。 所有测序程

序和分析由上海欧易生物医学科技有限公司完成。
首先通过 ＣＩＲＩ２ 软件进行 ｃｉｒｃＲＮＡ 预测，然后通过

ｃｉｒｃＢａｓｅ、ＣＩＲＣｐｅｄｉａ ｖ２ 和 ｃｉｒｃ２Ｔｒａｉｔ 数据库对预测的

ｃｉｒｃＲＮＡ 进行比较和注释并计算各个 ｃｉｒｃＲＮＡ 的

ＲＰＭ 值。 利用 ＤＥＳｅｑ 软件计算两组配对样品中 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ 差异倍数，并采用 ＮＢ（负二项分布检验的方

式）对 ｒｅａｄｓ 数进行差异显著性检验，按表达量差异

倍数 ＞ ２ 且 Ｐ ＜ ０. ０５ 为筛选标准，筛选差异表达的

ｃｉｒｃＲＮＡ。 根据差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 绘制火山图和

聚类图。
１． ２． ２ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达　 随机挑选差

异表达谱中 ５ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，在 ２０ 对胰腺癌组织标本

中进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证，以 ＧＡＰＤＨ 为内对照，引物序

列见表 １。 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取组织总 ＲＮＡ，测定浓度

和纯度。 将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ 为模板

进行 ｑＰＣＲ。 反应体系：ｃＤＮＡ １ μｌ、Ｓｓｏｆａｓｔ ＥｖａＧｒｅｅｎ
Ｓｕｐｅｒｍｉｘ １０ μｌ、上下游引物各 ０. ８ μｌ，ＤＥＰＣ 水补充

体积至 ２０ μｌ。 反应条件：９４ ℃，３０ ｓ；９４ ℃，５ ｓ，６０
℃，３０ ｓ，共 ４０ 个循环。 ２ － ΔΔＣｔ表示目的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的

相对表达量。

表 １　 目的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的引物序列

ＣｉｒｃＲＮＡ ＩＤ 引物 序列（５′⁃３′）
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＧＣＡＧＣＣＡＡＴＧＡＴＡＧＡＣＣＡＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＴＣＡＣＧＧＣＧＡＣＡＡＣＣＡＴＣ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４２２０ Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＴＧＣＴＧＣＡＴＡＡＧＡＣＣＴＴＧＴＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＧＣＣＡＧＴＴＴＡＣＴＣＣＣＴＣＣＡ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００６９０ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＴＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＴＣＴＡＴＧＴＣＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＣＧＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＡＧＣＡＣＴＴ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００８６７６ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＴＧＡＣＡＴＴＧＧＧＡＡＧＡＣＡＧＴＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＡＴＧＡＡＴＣＧＧＡＴＧＣＧＴＴＣＴＧ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４１６ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＴＴＣＣＴＴＡＡＡＧＴＧＣＣＴＣＧＡＴＣＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＡＴＧＡＡＧＴＴＡＣＡＧＡＴＧＧＡＣＡＡＧＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ

１． ２． ３ 　 差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富

集分析　 对差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因进行 ＧＯ 富

集分析，统计每个 ＧＯ 条目所包含的差异基因数量，
计算每个 ＧＯ 条目中差异基因富集的显著性。 利用

ＫＥＧＧ 数据库对差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因进行

通路分析，计算差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 富集的每条通

路的显著性。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为富集差异有统计学意义。
１． ２． ４ 　 ｃｉｒｃＲＮＡ 与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 相互作用预测 　 通

过 ｍｉＲａｎｄａ 和 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ ７. ２ 软件结合统计分析进

行 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＲＮＡ 相互作用预测。 鉴定在差异

ｃｉｒｃＲＮＡ 中影响较大的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软

件绘制 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＲＮＡ 相互作用网络。
１． ２． ５　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 在胰腺癌细胞和组织中的

表达 　 ＨＰＤＥ６⁃Ｃ７、ＳＷ１９９０、Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２、ＢｘＰＣ⁃３ 和

Ｃａｐａｎ⁃２ 细胞常规使用含 １０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 或 ＤＭＥＭ 培养基，置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃的恒温

培养箱内孵育。 取对数生长期的细胞用于实验。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测上述 ５ 株细胞及 ４０ 对胰腺癌组织标

本中 ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿００４６５２３ 的表达。 根据 ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿
００４６５２３ 相对表达量的中位值，将 ４０ 例胰腺癌患者

分为 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 高表达组（≥中位值）和低表

达组（ ＜中位值），分析其与胰腺癌临床病理特征的

关系。
１． ２． ６　 下调 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 表达对胰腺癌细胞

增殖、迁移及侵袭能力的影响 　 将胰腺癌细胞株

Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２ 及 ＢｘＰＣ⁃３ 细胞接种于 ２４ 孔板，每孔接

种 ０. ５ × １０５ 个。 采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ
＿００４６５２３ 敲减慢病毒载体（ｓｈ⁃ｃｉｒｃＲＮＡ）及其阴性对

照载体（ｓｈ⁃ＮＣ）分别转染 ＢｘＰＣ⁃３ 和 Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２ 细

胞，转染 ４８ ｈ 后 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染效率，并用于后
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续功能实验。 ＣＣＫ⁃８ 增殖试验：将各组胰腺癌细胞

种植在 ９６ 孔板中，细胞个数为每孔 ５ ０００ 个，每组

设 ３ 个复孔。 分别在孵育 １、２、３、４ ｄ 添加 １０ μｌ
ＣＣＫ⁃８ 试剂，于培养箱中继续孵育 ２ ｈ。 酶标仪测定

波长在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移侵袭

试验：调整细胞浓度至 ２ × １０５ 个 ／ ｍｌ，吸取 ２００ μｌ 无
血清细胞培养基加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室（侵袭实验时在

上室中铺一层 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶），下室中加入 ７００ μｌ 含
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液。 培养 ４８ ｈ 后

取出上室，浸入甲醛中固定并用结晶紫染色，显微镜

下观察并计算细胞数目，随机选取视野进行拍照。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件进行统计

学分析。 符合正态分布的计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，两
组间数据比较用 ｔ 检验；偏态分布的计量资料以 Ｍ
（范围）表示，组间比较采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验。

计数资料用 ｎ（％ ）表示，组间比较采用 χ２ 检验或

Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 胰腺癌组织差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达谱　 本研究共

预测出 １７ １８２ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ，各样本鉴定得到的 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ 数目情况见图 １Ａ；将鉴定的 ｃｉｒｃＲＮＡ 与 ｃｉｒｃ⁃
Ｂａｓｅ 数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｉｒｃｂａｓｅ． ｏｒｇ）进行比较，
结果显示其中 １６ ６６９ 个已有报道，其余 ５１３ 个为首

次发现（图 １Ｂ）。 按设定的筛选标准，共筛选出 ３０２
个胰腺癌差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ，其中 １３７ 个表达上调，
１６５ 个表达下调（图 １Ｃ）。 进一步根据差异性表达

的 ｃｉｒｃＲＮＡ 绘制火山图（图 １Ｄ）及热图（图 １Ｅ）。
２． ２　 差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 验证　 为进一步验证高

图 １　 胰腺癌组织中 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达谱分析

　 　 Ａ：各样本中鉴定得到的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 数目；Ｂ：测序结果中在 ｃｉｒｃＢａｓｅ 中已报道的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 及本研究中新发现的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 数目；Ｃ：差异表达

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 统计柱状图；Ｄ：差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 统计火山图；Ｅ：差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 聚类分析图
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通量测序结果的准确性，本研究在差异 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表

达谱中随机选取了 ５ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，包括 ｈｓａ ＿ｃｉｒｃ ＿
００４６５２３、ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４２２０、ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００６９０、ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿０００８６７６ 和 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４１６。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

该 ５ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 在 ２０ 对胰腺癌组织中的表达。 结

果显示，与癌旁组织相比， ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿００４６５２３ （ ｔ ＝
３. ０４７， Ｐ ＝ ０. ００６ ６）、ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４２２０（ ｔ ＝ ３. ９３５，
Ｐ ＝ ０. ０００ ９）及 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００６９０（ ｔ ＝ ４. ３４４， Ｐ ＝
０. ０００ ３）在胰腺癌组织中表达上调，而 ｈｓａ ＿ｃｉｒｃ ＿
０００８６７６（ ｔ ＝ ３. ８６８， Ｐ ＝ ０. ００１ ０ ） 和 ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿
０００４４１６（ ｔ ＝ ４. ２６０， Ｐ ＝ ０. ０００ ４）表达则下调。 各差

异性表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果与高通量

测序结果一致（图 ２）。

２． ３ 　 差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因的 ＧＯ 分析和

ＫＥＧＧ 分析 　 ＧＯ 分析结果显示，在生物学过程

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）分类中，差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ
亲本基因主要参与底物依赖性细胞迁移（ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ）；在细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍ⁃
ｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）分类中，差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因主

要富集于蛋白激酶复合物（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ）；
在分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）分类中，差异表

达 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因主要参与细胞骨架蛋白结合

（ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ）。 胰腺癌组织中差异

表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因在 ＢＰ、ＣＣ 和ＭＦ 中富集得分

前 １０ 位 ＧＯ 条目见图 ３。 进一步 ＫＥＧＧ 通路富集分

析发现差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因参与多条信号通

图 ２　 ５ 个差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ的表达验证

　 　 Ａ： ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿ ００４６５２３； Ｂ： ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿
０００４２２０；Ｃ：ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００６９０；Ｄ：ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
０００８６７６；Ｅ：ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４１６；与癌旁组织

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ３　 胰腺癌组织中差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡｓ亲本基因的 ＧＯ 分析

绿色：生物学功能；蓝色：细胞成分；红色：分子功能
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路，如蛋白消化和吸收通路、ＡＢＣ 转运蛋白通路、癌
症中心碳代谢、糖胺聚糖生物合成通路以及甘氨酸、
丝氨酸和苏氨酸代谢通路等，排名前 ２０ 的信号通路

见图 ４。

图 ４　 胰腺癌组织中差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 亲本基因的 ＫＥＧＧ 富集分析

２． ４ 　 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＲＮＡ 互作分析 　 选取 ｔｏｐ５０
ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＲＮＡ 相互作用对，构建调控网络图

（图 ５）。 结果提示 ｃｉｒｃＲＮＡ 与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 有着复杂

的调控关系，一个 ｃｉｒｃＲＮＡ 可以对应多个 ｍｉｃｒｏＲ⁃
ＮＡ，而一个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 也可以与多个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 有相

互作用关系。 预测的与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿０５３９２（ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
０１０３１３６）结合的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 包括 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４８０１，ｈｓａ⁃
ｍｉＲ⁃１２６９ｂ， ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３６２２ａ⁃３ｐ 和 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５０００⁃３ｐ；
而与 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃６８８４⁃３ｐ 结合的差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 有 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ＿１３７９４ （ Ｃｈｒ６：３５７８１０１７ ＿３５７８８１５２ ＿ ＋ ）， ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ＿０６６４５ （ ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿００４１１４７）， ｃｉｒｃＲＮＡ＿１４６９６
（ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０１３４１３１），ｃｉｒｃＲＮＡ＿１１８１３（Ｃｈｒ４：１０５６２４８
＿１１１３５６２＿ － ），ｃｉｒｃＲＮＡ＿０６６４９（ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４１１５３）
和 ｃｉｒｃＲＮＡ＿０６６４７（ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４１１５０）。

图 ５　 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉｃｒｏＲＮＡ 网络构建图

２． ５　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 在胰腺癌中的表达及其与

临床病理特征的关系 　 ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿ ００４６５２３ 位于

ｃｈｒ１７：８０８２８０９９⁃８０８５８６０７，由 ５ 个外显子拼接而成，
剪切体长 ４１２ ｂｐ，基因符号：ＴＢＣＤ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｉｒ⁃
ｃｂａｓｅ． ｏｒｇ），为外显子来源的 ｃｉｒｃＲＮＡ。 与癌旁正常

组织相比，胰腺癌组织中 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 的相对

表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ６Ａ）。 与 ＨＰＤＥ６⁃Ｃ７ 相

比，胰腺癌细胞株 ＳＷ１９９０、Ｍｉａ Ｐａｃａ⁃２、ＢｘＰＣ⁃３ 及

Ｃａｐａｎ⁃２ 中 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 的表达水平升高（Ｐ ＜
０. ０５，图 ６Ｂ）。 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 表达水平与胰腺癌

肿瘤分化程度（Ｐ ＝ ０. ００２）、Ｔ 分期（Ｐ ＝ ０. ００６）、淋
巴结转移（Ｐ ＝ ０. ０１１）及 ＴＮＭ 分期（Ｐ ＝ ０. ００１）有

关，而与性别（Ｐ ＝ ０. ３９８）、年龄（Ｐ ＝ １. ０００）及神经

浸润（Ｐ ＝ ０. ６５１）无关（表 ２）。
２． ６　 敲减 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 抑制胰腺癌细胞增殖、
迁移及侵袭　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测敲减 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３
后其在 ＢｘＰＣ⁃３ 及 Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２ 细胞株中的表达情

况，结果显示均有明显下降 （ Ｐ ＜ ０. ０５，图 ７Ａ）。
ＣＣＫ８ 试验结果显示，下调 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 表达

后，ＢｘＰＣ⁃３ 及 Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２ 细胞增殖活性低于对照组

图 ６　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 在胰腺癌组织及细胞中高表达

Ａ：胰腺癌组织；Ｂ：胰腺癌细胞；与癌旁组织比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＨＰＤＥ６⁃Ｃ７ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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表 ２　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 表达与胰腺癌患者

临床病理特征的关系［ｎ（％ ）］

病理特征 ｎ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３

高表达 低表达
χ２ Ｐ 值

性别 ０． ７１４ ０． ３９８
　 男 １６ ６（３７． ５） １０（６２． ５）
　 女 ２４ ６（２５． ０） １８（７５． ０）
年龄（岁） ０． ０００ １． ０００
　 ≥６０ ２０ ６（３０． ０） １４（７０． ０）
　 ＜ ６０ ２０ ６（３０． ０） １４（７０． ０）
Ｔ 分期 ９． ９９８ ０． ００６∗

　 Ｔ１ １６ １（６． ２５） １５（９３． ７５）
　 Ｔ２ １３ ４（３０． ８） ９（６９． ２）
　 Ｔ３ １１ ７（６３． ６） ４（３６． ４）
神经浸润 ０． ２０４ ０． ６５１
　 是 ２８ ９（３２． １） １９（６７． ９）
　 否 １２ ３（２５． ０） ９（７５． ０）
分化程度 ９． ２３１ ０． ００３
　 高 １４ ０（０． ０） １４（１００． ０）
　 低 ／ 中 ２６ １２（４６． ２） １４（５３． ８）
淋巴结转移 ６． ５０２ ０． ０１７
　 否 １１ ０（０． ０） １１（１００． ０）
　 是 ２９ １２（４１． ４） １７（５８． ６）
ＴＮＭ 分期 １２． ５９５ ０． ００１∗

　 Ⅰ ８ ０（０． ０） ８（１００． ０）
　 Ⅱ ２３ ５（２１． ７） １８（７８． ３）
　 Ⅲ ９ ７（７７． ８） ２（２２． ２）

　 　 与低表达组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５

（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ７Ｂ）。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 试验结果显示，下调

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 表达后，ＢｘＰＣ⁃３ 及 Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２ 细胞

迁移及侵袭能力低于对照组（Ｐ ＜０. ０５，图 ７Ｃ、Ｄ）。

３　 讨论

　 　 作为一类特殊的环状 ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ 因其结构

稳定，表达丰度高，且具有组织特异、高度保守等特

性而逐渐成为目前 ＲＮＡ 领域研究的最新热点［５ － ６］。
目前认为 ｃｉｒｃＲＮＡ 主要通过以下四种机制发挥作

用：①ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的海绵作用；ｃｉｒｃＲＮＡ 可竞争性结

合 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，抑制其与下游靶基因的结合，从而间

接调控其靶基因的表达；②顺式调控亲本基因的表

达；外显子⁃内含子 ｃｉｒｃＲＮＡ （ ｅｘｏｎ⁃ｉｎｔｒｏｎ ｃｉｒｃＲＮＡ，
ＥＩｃｉＲＮＡ）主要定位于细胞核内，可与 ＲＮＡ 聚合酶

Ⅱ相互作用，促进其亲本基因的转录；③调节 ＲＮＡ
结合蛋白（ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＲＢＰｓ）；ｃｉｒｃＲＮＡ 可

竞争性结合 ＲＢＰｓ 结合，调节相应 ＲＢＰｓ 或 ＲＮＡｓ 的

胞内运输；④蛋白翻译功能；部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 拥有内部

核糖体进入位点（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ），
从而发挥编码作用。
　 　 随着测序技术的发展，越来越多的与胰腺癌相

关的 ｃｉｒｃＲＮＡ 被发现。 ２０１６ 年，Ｌｉ ｅｔ ａｌ［７］ 率先采用

Ａｒｒａｙｓｔａｒ ｃｉｒｃＲＮＡ 芯片技术检测 ６ 对胰腺癌组织和

相应癌旁正常组织中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的表达，结果显示：与
癌旁组织相比，胰腺癌组织中有 ３５１ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 异

常表达，其中 ２０９ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达上调。 随后，Ｇｕｏ
ｅｔ ａｌ［８］通过测序技术检测，发现与癌旁组织相比，有
１２８ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达上调，１６１ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达下

调。 此外，另一项使用 ｃｉｒｃＲＮＡ 测序的研究发现，
１６９ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 在胰腺癌细胞和胰腺上皮细胞之间

存在差异表达［９］。 综上所述，胰腺癌中有大量的

ｃｉｒｃＲＮＡ 表达异常，这些 ｃｉｒｃＲＮＡ 可能参与了胰腺

癌的发展。 同样的，本研究利用高通量测序技术对

４ 对胰腺癌及其癌旁组织进行分析，共预测出

１７ １８２ 条 ｃｉｒｃＲＮＡ，进一步筛选出 ３０２ 个胰腺癌差

异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ，其中 １３７ 个表达上调，１６５ 个表达

下调。 随后，本研究随机选择 ５ 个差异表达的 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ 进行表达验证，证实了测序结果的可靠性及

准确性。 总之，本研究结果再次证实胰腺癌组织中

存在差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ，这些差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ
可能参与了胰腺癌的发生发展。 而现有研究中差异

表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 种类不一致，可能是由于检测方法

和样本量不一以及胰腺癌本身的肿瘤异质性等因素

所致。
　 　 近年来，越来越多的证据表明 ｃｉｒｃＲＮＡ 在胰腺

癌癌变进程中发挥着重要作用。 为初步探讨差异表

达 ｃｉｒｃＲＮＡ 在胰腺癌中的潜在功能，本研究对胰腺

癌差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 的亲本基因进行 ＧＯ 分析和

ＫＥＧＧ 通路分析。 ＧＯ 数据库包含生物学过程，细胞

组分和分子功能三大类，可用来定义基因产物的属

性。 ＫＥＧＧ 是系统分析基因功能，联系基因组信息

和功能信息的数据库，可分析差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 可能与

哪些通路相关。 在本次研究中，ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ
通路分析提示差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 主要参与碳酸氢盐转

运、基底外侧质膜、无机阴离子交换活性等过程，可
能与蛋白消化和吸收通路，ＡＢＣ 转运蛋白通路，糖
胺聚糖生物合成通路，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢

通路等有关。 虽然差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 参与胰腺癌中多个

调控机制，但后续研究可以针对性找寻某个有可能

抑制胰腺癌发生发展的生物学过程、细胞组分或者

分子功能，专门研究某个通路过程，以寻找新的临床

诊断标志物或治疗靶点，对胰腺癌的临床治疗具有

重大的科学意义。
　 　 目前研究［１０ － １１］ 报道的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的主要作用机

制为通过 “ 海绵 ” 样 吸 附 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ，从 而 上 调

·６０１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊａｎ；５８（１）



图 ７　 敲减 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 抑制胰腺癌细胞的增殖、迁移及侵袭能力

　 　 Ａ：转染效率验证；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 试验检测敲减 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 后，胰腺癌细胞 ＢｘＰＣ⁃３ 及 Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２ 增殖能力的变化；Ｃ、Ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 试验检测敲

减 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 后，胰腺癌细胞 ＢｘＰＣ⁃３ 及 Ｍｉａ ＰａＣａ⁃２ 迁移及侵袭能力的变化 ×４０；与 ｓｈ⁃ＮＣ 比较：∗Ｐ ＜０. ０５，∗∗Ｐ ＜０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜０. ００１

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 下游的靶基因来发挥作用。 在胰腺癌中

亦是如此，如 ｃｉｒｃ⁃ＡＳＨ２Ｌ 在胰腺癌中高表达，且通

过海绵吸附 ｍｉＲ⁃３４ａ 调控 Ｎｏｔｃｈ １ 信号通路，从而促

进胰腺癌侵袭、增殖和血管生成［１２］。 ＣｉｒｃＮＦＩＢ１（ｈｓａ
＿ｃｉｒｃ＿００８６３７５）在胰腺癌中下调，并与患者淋巴结转

移负相关；进一步研究［１３］ 显示 ｃｉｒｃＮＦＩＢ１ 作为 ｍｉＲ⁃
４８６⁃５ｐ 海绵调控 ＰＩＫ３Ｒ１ 的表达，抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通
路的激活，最终抑制胰腺癌的淋巴管生成和淋巴结

转移。 ＣｉｒｃＢＦＡＲ（ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０６５）在胰腺导管腺

癌患者组织中上调，且通过海绵吸附 ｍｉＲ⁃３４ｂ⁃５ｐ，
上调间充质上皮转移因子 （ＭＥＴ） 的表达，激活

ＭＥＴ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路，从而促进胰腺癌的进

展［１４］。 为此，本研究通过 ｍｉＲａｎｄａ 和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数

据库预测与差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 存在结合位点的 ｍｉｃｒｏＲ⁃
ＮＡ，构建 ｔｏｐ ５０ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃ｃｉｒｃＲＮＡ 靶向调控网络图

进行展示，以期发现在胰腺癌中发挥重要作用的特

征性 ｃｉｒｃＲＮＡ 及其调控机制，为胰腺癌的诊断和治

疗提供新的思路及方向。 此外，本研究还证实 ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 在胰腺癌细胞和组织中呈高表达，且
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 表达水平与肿瘤分化程度、Ｔ 分

期、淋巴结转移及 ＴＮＭ 分期有关；下调 ｈｓａ ＿ｃｉｒｃ ＿
００４６５２３ 表达可以抑制胰腺癌细胞的增殖、迁移及

侵袭能力。 该结果提示，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６５２３ 有望成为

胰腺癌的治疗靶点及预后标志物。
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