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摘要　 目的　 探讨环状 ＲＮＡ ＨＩＰＫ３ （ｃｉｒｃＨＩＰＫ３）在鼻咽癌

（ＮＰＣ）细胞迁移和侵袭中的作用及其分子机制。 方法　 检

索公共数据库，运用高通量基因表达数据库 （ＧＥＯ） 分析

ＮＰＣ 组织及非癌组织中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达水平；合成 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 转染 ＮＰＣ ５⁃８Ｆ 细胞；采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、细胞划痕、ＣＣＫ⁃８ 和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 等实验方法，研究确定

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 干扰效果后，检测它对细胞增殖、迁移和侵

袭及潜在下游基因 ＣＤＨ１、ＣＤＨ２、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３
表达的影响。 运用转录组测序技术分析 ５⁃８Ｆ 细胞 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 干扰后显著差异表达的基因，以期找到介导

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 促癌作用的关键基因。 结果　 与非癌组织相比，
ＮＰＣ 组织中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 使用 ｓｉＲ⁃
ＮＡ 特异性敲低 ５⁃８Ｆ 细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的表达后，与对照组

相比，ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组细胞增殖速率降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ｓｉ⁃ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 组细胞划痕闭合率降低 （ Ｐ ＜ ０. ０１），同时 ｓｉ⁃ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 组细胞迁移和侵袭的细胞数目减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 此

外，与对照组相比，ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组下游基因 ＣＤＨ１ ｍＲＮＡ 和

蛋白的表达量升高（Ｐ ＜ ０. ００１），ＣＤＨ２、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＩＬ⁃６ ／
ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 进一步测序

分析显示，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 转染的 ５⁃８Ｆ 细胞中 ＡＬ６４５９２２. １、
ＳＣＯ２、ＡＬ１３６２９５. １ 和 ＩＳＹ１⁃ＲＡＢ４３ 表达上调 （Ｐ ＜ ０. ０５），
ＢＩＶＭ⁃ＥＲＣＣ５、 ＦＡＭ４７Ｅ⁃ＳＴＢＤ１、 ＩＮＯ８０Ｂ⁃ＷＢＰ１、 ＮＡＩＰ、
Ｃ１５ｏｒｆ３８⁃ＡＰ３Ｓ２、ＢＣＬ２Ｌ２⁃ＰＡＢＰＮ１ 和 ＳＭＩＭ１１Ｂ 表达下调（Ｐ
＜ ０. ０５）。 结论 　 ＮＰＣ 组织中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达显著升高。
ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 通过调节 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 和

ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 的表达，促进 ＮＰＣ 细胞 ５⁃８Ｆ 的增殖、迁移和侵

袭。 ＡＬ６４５９２２. １ 和 ＢＩＶＭ⁃ＥＲＣＣ５ 等基因可能在 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３
介导的促进 ＮＰＣ ５⁃８Ｆ 细胞迁移和侵袭中发挥关键作用。
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　 　 鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）为高发

于我国东南沿海、东南亚、北非、中东的恶性肿

瘤［１］。 由于症状较为隐匿，７０％ 的患者在首次确诊

时往往已为中晚期。 远处转移仍是治疗失败和大多

数患者死亡的主要原因。 从原发部位靶向那些具有

高侵袭 ／转移潜能的肿瘤细胞可能是抗转移治疗的

一个有希望的领域。 环状 ＲＮＡ ＨＩＰＫ３（ｃｉｒｃＨＩＰＫ３）
为一种表达丰度颇高的 ｃｉｒｃＲＮＡ，被认为广泛参与

了肿瘤的发生发展［２］。 据报道［３］，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 通过

调节 ｍｉＲ⁃１２０７⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃７ 促进结直肠癌细胞的增

殖和转移。 近期有研究［４］显示，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 能通过拮

抗 ｍｉＲ⁃４２８８ 诱导的 Ｅ７４ 样转录因子 ３（Ｅ７４⁃ｌｉｋｅ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ ３， ＥＬＦ３）抑制，来促进 ＮＰＣ 细胞的增殖和侵袭。
目前，针对 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 调节 ＮＰＣ 细胞侵袭转移的研

究依然匮乏，上皮间质转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ – ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）及相关因子上皮型钙黏蛋白（Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经型钙黏附蛋白（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）是否参

与了 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 介导的 ＮＰＣ 侵袭转移，又涉及哪些

信号通路活性的改变都还不清楚，该研究旨在探讨

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 通过调节这些分子的表达来参与 ＮＰＣ 细

胞侵袭转移的机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 培养基由美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司提供（货号：ＳＨ３０２４３. ０１）；南美胎牛血清购自美

国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司（货号：ＳＨ３０４０６. ０５）；青链霉素双

抗溶液（货号：Ｐ１４００）、ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ 内参抗体（兔多

抗， 货 号： Ｋ１０６３８９Ｐ）、 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ （ 羊 抗 兔， 货 号：
ＳＥ１３４）、ＩｇＧ⁃ＨＲＰ（羊抗鼠，货号：ＳＥ１３１）、ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒（货号：ＰＣ００２０）、ＥＣＬ 显色液（货
号：ＰＥ００１０）购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＲＩＰＡ 细胞裂解

液（货号：Ｐ００１３Ｂ）、ＰＭＳＦ（货号：ＳＴ５０６）购自北京碧

云天生物技术公司；抗基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔ⁃
ａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）２（兔多抗，货号：＃４０９９４）、ａｎｔｉ⁃
ＭＭＰ９（兔多抗，货号：＃１３６６７） 、ａｎｔｉ⁃ＳＴＡＴ３ （兔多

抗，货号： ＃ ３０８３５）； ａｎｔｉ⁃ｐＳＴＡＴ３ （兔多抗，货号： ＃
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９１４５）购自美国 ＣＳＴ 公司；逆转录试剂盒 （货号：
ＡＥ３１１）；ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒（货号：ＡＱ１３１）购
自北京全式金生物技术有限公司； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 转染试剂（货号：１１６６８⁃０１９）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ 公司；总 ＲＮＡ 提取试剂盒（货号：Ｂ５１１３２１）购自

上海生工生物工程股份有限公司；ｃｉｒｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ
及各种引物均由上海生工生物工程股份有限公司设

计并合成。
１． ２　 细胞培养　 人高转移鼻咽癌细胞（５⁃８Ｆ）购买

于中国科学院上海细胞库。 ５⁃８Ｆ 用含有 １００ Ｕ ／ ｍｌ
青链霉素和 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，培养于

５％ＣＯ２、 ３７ ℃的培养箱中。
１． ３　 细胞转染及 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 干扰效果检测

　 转染分 ３ 组，每组 ３ 个重复：ｍｏｃｋ 组（空白对照

组，即不做任何处理）、ｓｉ⁃ｎｃ 组（阴性对照组，即转染

无意义 ＲＮＡ 序列组）、ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组（即转染 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ｓｉＲＮＡ 干扰组，序列为 ５′⁃ＣＵＡＣＡＧＧＵＡＵＧ⁃
ＧＣＣＵＣＡＣＡ⁃３′）。 将对数期 ５⁃８Ｆ 细胞以 ６ × １０５ ／孔
接种于 ６ 孔板中，过夜培养，待细胞融合度为 ５０％
～６０％时进行转染。 步骤如下：２５０ μｌ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 分

别稀释 ｎｃ、ｓｉＲＮＡ（终浓度为 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ），轻轻吹吸

３ ～ ５ 次混匀；轻轻颠倒混匀转染试剂，用 ２５０ μｌ Ｏｐ⁃
ｔｉ⁃ＭＥＭ 稀释 ５ μｌ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００，轻轻吹吸 ３ ～ ５
次混匀，室温下静置 ５ ｍｉｎ；混合转染试剂和 ｎｃ ／ ｓｉＲ⁃
ＮＡ 稀释液，轻轻吹吸 ３ ～ ５ 次混匀，室温下静置 ２０
ｍｉｎ；转染复合物加入到 ６ 孔板中，５００ μｌ ／孔，前后

轻摇细胞板混合均匀；细胞板置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ４８ ｈ 后进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测实验。
ｓｉＲＮＡ 抑制是暂时的，随着细胞不断分裂，ｓｉＲＮＡ 逐

渐被稀释，其抑制效果逐渐降低。 又考虑到 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 后下游靶基因表达改变还需一段时

间，故采用转染后 ４８ ～ １２０ ｈ 内进行实验。
１． ４ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３、 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达水平 　
使用 ＴＲＩｚｏｌ 抽提试剂盒提取总 ＲＮＡ，采用 ｃＤＮＡ 逆

转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。 参照 ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试

剂盒说明书进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验。 ＧＡＰＤＨ 作为内

参，采用 ２ －△△Ｃｔ法分析目的基因在 ｓｉ⁃ｎｃ 组和 ｓｉ⁃ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 组之间的表达差异。 引物分别为 ＧＡＰＤＨ
（ Ｆ： ５′⁃ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ⁃３′； Ｒ： ５′⁃
ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ⁃３′）、 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ （ Ｆ：
５′⁃ＴＡＴＧＴＴＧＧＴＧＧＡＴＣＣＴＧＴＴＣＧＧＣＡ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＴＧ⁃
ＧＴＧＧＧＴＡＧＡＣＣＡＡＧＡＣＴＴＧＴＧＡ⁃３′）、Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｆ：
５′⁃ＴＴＡＴＧＡＴＴＣＴＣＴＧＣＴＣＧＴＧＴ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＡＴＡＧＴＣＣＴ⁃

ＧＧＴＣＴＴＴＧＴＣＴＧ⁃３′）、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ （ Ｆ： ５′⁃ＣＡＴＣＡＴＣ⁃
ＣＴＧＣＴＴＡＴＣＣＴＴＧＴ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＡＧＴＣＣＴＧＧＴＣＴＴＣＴ⁃
ＴＣＴＣＣＴＣＣ⁃３′）、 ＭＭＰ２ （ Ｆ： ５′⁃ＴＴＧＡＣＧＧＴＡＡＧ⁃
ＧＡＣＧＧＡＣＴ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＡＡＧＡＡＧＧ⁃
３′）、ＭＭＰ９ （ Ｆ：５′⁃ＴＣＣＡＧＴＡＣＣＧＡＧＡＧＡＡＡＧＣＣ⁃３′，
Ｒ：５′⁃ＴＴＧＧＴＣＣＡＣＣＴＧＧＴＴＣＡＡＣＴ⁃３′）、 ＩＬ⁃６ （ Ｆ： ５′⁃
ＡＴＧＴＡＧＣＣＧＣＣＣＣＡＣＡＣＡＧＡ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＣＡＴＣ⁃
ＣＡＴＣＴＴＴＴ⁃ＴＣＡＧＣＣＡＴ⁃３′）。
１． ５　 细胞计数试剂盒⁃８（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８， ＣＣＫ⁃
８）法测定细胞增殖　 ＣＣＫ⁃８ 法测定 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组

及 ｓｉ⁃ｎｃ 组细胞增殖情况，将 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组及 ｓｉ⁃ｎｃ
组每孔按 ２ × １０３ 个细胞 ／ １００ μｌ 接种于 ９６ 孔板中，
经 ０、２４、４８、７２、９６ ｈ 培养后，将 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液加

入每孔中，继续培养 ２ ｈ 后，在 ４５０ ｎｍ 波长下，用酶

标仪测定各孔吸光度（Ａ）值，进行细胞增殖曲线的

绘制，其横纵坐标分别为时间、相对增殖率。
１． ６　 划痕实验检测 ５⁃８Ｆ 细胞迁移能力　 将各组转

染细胞板置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ，用
白枪头垂直于细胞孔进行划痕，分别于划痕后 ０、２４
ｈ 进行拍照观察，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行分析。
１． ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ５⁃８Ｆ 细胞迁移侵袭能力 　
将转染 ｓｉ⁃ｎｃ 和 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 后的 ５⁃８Ｆ 细胞消化后，
１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞，用无血清培养基

吹散细胞并计数，调整细胞浓度达到 １ × １０５ ／ ｍｌ 左
右；取细胞悬液 ２００ μｌ 加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（上室为

无血清培养液，下室为含有血清的培养液，进行细胞

侵袭实验时，上下室间聚碳酸酯薄膜被基质胶 Ｍａ⁃
ｔｒｉｇｅｌ 覆盖）后置于培养箱内培养。 于 ４８ ｈ 后取出

细胞培养板，取出小室，弃掉上层培养液，用湿润的

棉签轻柔擦掉上层的细胞，４％ 多聚甲醛固定 １５
ｍｉｎ，０. １％结晶紫溶液染色 ２０ ｍｉｎ，于倒置光学显微

镜 １００ 倍放大倍率下计数每个视野内的细胞数目，
并拍照留存。
１． ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ｐＳＴＡＴ３ 蛋白表达　 收集培养 ４８ ｈ
的各转染组 ５⁃８Ｆ 细胞，ＲＩＰＡ 裂解液处理 ３０ ｍｉｎ 后

离心并收集上清液，使用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓

度，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 法分离各蛋白组分，冰浴条件下将

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶上蛋白湿转印到 ＰＶＤＦ 膜上，脱脂牛

奶封闭液室温下处理 ２ ｈ，孵育 ａｎｔｉ⁃ＭＭＰ２、 ａｎｔｉ⁃
ＭＭＰ９、ａｎｔｉ⁃Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ａｎｔｉ⁃Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ａｎｔｉ⁃ＳＴＡＴ３、
ａｎｔｉ⁃ｐＳＴＡＴ３（按 １ ∶ １ ０００ 稀释）和 ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ（按 １
∶ ３ ０００ 稀释）后 ４ ℃冰箱静置过夜。 第 ２ 天将膜在

ＴＢＳＴ 中漂洗 ３ 次后孵育二抗（按 １ ∶ １０ ０００ 稀释）。
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最后将 ＥＣＬ 显色液加到 ＰＶＤＦ 膜上进行曝光拍照。
选择 ＧＡＰＤＨ 作为内参。
１． ９　 数据获取与整理　 检索高通量基因表达数据

库 ＧＥＯ（ＧＥＮＥ ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ ＯＭＮＩＢＵＳ）数据库，下
载并整理 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 基因相关测序信息，包括 ４ 例

鼻咽炎组织和 ４ 例 ＮＰＣ 组织测序信息。
１． １０　 转录组测序分析 　 将 ｓｉ⁃ｎｃ 和 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３
两组 ５⁃８Ｆ 细胞样本进行测序，得到结果后进行比

对。 比较完毕后，分析基因结构优化以及基因表达

量，发掘新基因。 以在不同样品中基因的表达量为

基础，来对差异表达基因进行明确，然后展开功能注

释与通路富集等分析。
１． １１ 　 统计学处理和作图 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８. ０ 作图和统计分析，所有数据用 �ｘ ± ｓ 表示，若两组

数据均符合正态分布，则采用 ｔ 检验进行两组间差

异比较；若不符合正态分布，则采用 Ｗｅｌｃｈ′ｓ 检验。
Ｐ ＜ ０. ０５ 时组间差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在 ＮＰＣ 及非癌组织中的表达情况

　 为探讨 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在 ＮＰＣ 组织中的表达情况，通
过 ＧＥＯ 分析了公共数据库中的信息。 首先从 ＧＥＯ
平台下载微阵列数据集 ＧＳＥ１４３７９７，它包括 ４ 个鼻

咽炎 组 织 样 本 和 ４ 个 ＮＰＣ 组 织 样 本。 提 取

ＧＳＥ１４３７９７ 数据集中的 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达量和临床信

息，进行后续处理分析。 结果显示，与鼻咽炎组织相

比，ＮＰＣ 组织中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达上调（Ｆ ＝ ０. ８６０，Ｐ
＜ ０. ０５），见图 １。

图 １　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在 ＮＰＣ 及鼻咽炎组织中的表达

与鼻咽炎组织组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 人不同 ＮＰＣ 细胞系中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达情况　
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验显示 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在 ３ 种细胞的表达水

平并不相同，其中表达水平最高的是 ５⁃８Ｆ 细胞（５⁃

８Ｆ ｖｓ ＣＮＥ⁃１，Ｆ ＝ １. ４７７，Ｐ ＜ ０. ００１；６⁃１０Ｂ ｖｓ ＣＮＥ⁃１，
Ｆ ＝ ８. ４２２，Ｐ ＜ ０. ０１）。 综合各细胞系的细胞活性和

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达，选取 ５⁃８Ｆ 细胞系进行接下来的一

系列实验，见图 ２。

图 ２　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在不同 ＮＰＣ 细胞系中的表达

与 ＣＮＥ⁃１ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ３ 　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 转染对 ５⁃８Ｆ 细胞中 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 表达的影响 　 与 ｍｏｃｋ 组和 ｓｉ⁃ｎｃ 组相比，
ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组细胞的 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 含量降低，组间差

异有统计学意义（Ｆ ＝ ６. ９６５，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ３。

图 ３　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３⁃ｓｉＲＮＡ 转染对 ５⁃８Ｆ 细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达的影响

与 ｓｉ⁃ｎｃ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ４　 下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 对 ５⁃８Ｆ 细胞的增殖、迁移和

侵袭的影响　 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示，２４、４８、７２、９６ ｈ
时 ｓｉ⁃ｎｃ 组和 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组的增殖率组间差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ２. ０２２、１. ２６７、４. ７５７、３. ６９９，Ｐ ＜
０. ０５），见图 ４。 划痕实验结果显示，２４ ｈ 时 ｓｉ⁃ｎｃ 组

和 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组划痕愈合率分别是 ６６. ２％ 和

３８. １％ ，组间差异有统计学意义（Ｆ ＝ ５. １２５、１２. ９４，
Ｐ ＜ ０. ０１），图 ５Ａ、Ｂ。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 结果显示，４８ ｈ 时 ｓｉ⁃
ｎｃ 组和 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组细胞迁移数目组间差异有统

计学意义（Ｆ ＝ ３４. ８３０，Ｐ ＝ ０. ０１３），见图 ６Ａ、Ｂ；４８ ｈ
时 ｓｉ⁃ｎｃ 组和 ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组细胞侵袭数目组间差

异有统计学意义（Ｆ ＝ ２. ４０４，Ｐ ＝ ０. ００４），见图 ６Ｃ、
Ｄ。 这些结果表明，下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 能够抑制 ５⁃８Ｆ
细胞的增殖、迁移和侵袭。
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图 ４　 ＣＣＫ⁃８ 实验检测下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 对
５⁃８Ｆ 细胞的增殖能力的影响

与 ｓｉ⁃ｎｃ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５　 下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 对 ＥＭＴ 相关分子及 ＩＬ⁃６ ／
ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，与
ｓｉ⁃ｎｃ 组相比， ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组细胞的 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ／
ＣＤＨ２、ＩＬ⁃６、ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 表达水平降低，
差异 有 统 计 学 意 义 （ Ｆ ＝ ６. ４８４、 １９. １７、 １１. ４５、
１７６. ３；Ｐ ＝ ０. ０３，Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＝ ０. ０４６，Ｐ ＝ ０. ０４５），
而 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ／ ＣＤＨ１ ｍＲＮＡ 表达水平升高，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ １５. ２８，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ７。 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ｓｉ⁃ｎｃ 组相比，ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组

细胞的 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 和 ｐＳＴＡＴ３ 蛋白表

达水平也降低（Ｆ ＝ １. ６４６、１. ７９１、１. ８６２、１. ７９４；Ｐ ＝
０. ００６，Ｐ ＝ ０. ０１７，Ｐ ＝ ０. ０１２，Ｐ ＝ ０. ００３）；Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ

蛋白表达水平升高（Ｆ ＝ ６. ３６，Ｐ ＝ ０. ０２）。 这些结果

表明，下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 促进 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达，而抑制

Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ 和 ｐＳＴＡＴ３ 表达。 见图 ８。

图 ５　 下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 对 ５⁃８Ｆ 细胞的划痕愈合能力的影响

Ａ：划痕实验检测 ５⁃８Ｆ 细胞的迁移能力；ｂａｒ ＝ １００ μｍ；Ｂ：干扰

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 后 ５⁃８Ｆ 细胞划痕愈合能力的统计图；与 ｓｉ⁃ｎｃ 组比较：
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 对 ５⁃８Ｆ 细胞的迁移和侵袭能力的影响

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ５⁃８Ｆ 细胞的迁移能力；Ｂ：干扰 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 后迁移细胞数目统计图；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ５⁃８Ｆ 细胞的侵袭能力；Ｄ：干扰

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 后侵袭细胞数目统计图；ｂａｒ ＝ １００ μｍ；与 ｓｉ⁃ｎｃ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ５⁃８Ｆ 细胞中 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＩＬ⁃６、
ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ 的表达

与 ｓｉ⁃ｎｃ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ５⁃８Ｆ 细胞中 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９、ｐＳＴＡＴ３ 和 ＳＴＡＴ３ 蛋白的表达

１：ｓｉ⁃ｎｃ 组；２：ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组

２． ６　 差异表达基因筛选及 ＧＯ、ＫＥＧＧ 功能分析　
与 ｓｉ⁃ｎｃ 组相比，ｓｉ⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 组细胞有 ７０５ 个基因发

生显著差异性表达，其中有 ２５７ 个基因表达上调和

４４８ 个基因表达下调。 进一步分析显示，ＡＬ６４５９２２. １、
ＳＣＯ２、ＡＬ１３６２９５. １ 和 ＩＳＹ１⁃ＲＡＢ４３ 等表达上调（Ｐ ＜
０. ０５ ）， ＢＩＶＭ⁃ＥＲＣＣ５、 ＦＡＭ４７Ｅ⁃ＳＴＢＤ１、 ＩＮＯ８０Ｂ⁃
ＷＢＰ１、ＮＡＩＰ、 Ｃ１５ｏｒｆ３８⁃ＡＰ３Ｓ２、 ＢＣＬ２Ｌ２⁃ＰＡＢＰＮ１ 和

ＳＭＩＭ１１Ｂ 等表达下调（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ９。 对所有

差异表达基因进行 ＧＯ 功能注释，分三大类：生物过

程（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞组分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏ⁃
ｎｅｎｔ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ）。 结果显示，差
异基因富集于细胞、细胞组分、膜、细胞器、膜的部分

区域，涉及的生物过程包括细胞过程、单一生物过

程、生物调节和代谢过程，富集的分子功能包括催化

作用和结合作用。 根据差异基因检测结果，对其进

行 ＫＥＧＧ 生物通路富集分析，结果表明，差异基因

代谢通路主要包括维生素 Ｂ６ 代谢、叶酸合成和组氨

酸代谢途径，见图 １０。

３　 讨论

　 　 尽管临床上有关 ＮＰＣ 的诊疗有所进步，但因其

发病隐匿，多数患者诊断时临床分期晚，复发以及转

移致死率高居不下。 因此，针对 ＮＰＣ 细胞转移的分

子机制研究变得迫切。 某些 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的失控表达

被发现在许多类型的癌症进展中发挥重要作用，这
使得 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 很可能成为癌症治疗中潜在的预后

生物标志物和治疗靶点，其中，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 被报道在

许多类型的肿瘤中表达，包括 ＮＰＣ、肺癌及结直肠

癌等［２］。 ＧＥＯ 数据分析数据显示，ＮＰＣ 组织中 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 的表达较非 ＮＰＣ 组织显著增加，这与 Ｋｅ ｅｔ
ａｌ［４］研究结果一致。

图 ９　 差异表达基因数目统计及火山图

Ａ：差异表达基因数目柱状图；Ｂ：差异表达基因火山图；越远离 Ｘ 轴中心的点差异倍数越大；Ｙ 轴样本中表达差异越显著的点越靠近顶部
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图 １０　 ＧＯ 注释二级分类统计图及 ＫＥＧＧ 富集分析图

Ａ：ＧＯ 注释二级分类柱状统计图；Ｘ 轴为 ＧＯ 三大分类下的二级节点，三大类用不同的颜色表示；Ｙ 轴（左）表示注释到该节点的基因数目

及占所有鉴定到的基因数目的百分比；Ｙ 轴（右）表示该分类中的基因数量；Ｂ：ＫＥＧＧ 富集分析点状图；Ｘ 轴：Ｒｉｃｈ Ｆａｃｔｏｒ，表示筛选的基因集富

集到该通路的基因数目与背景基因富集到该通路的基因数目的比值，比值越大，富集到该通路的基因数目越多，各点越远离中心，差异倍数越

大；Ｙ 轴：富集出的通路名称（挑选前 ２０ 富集通路）

　 　 该研究表明，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在 ＮＰＣ 细胞系 ５⁃８Ｆ 中

高表达，下调 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可以抑制 ５⁃８Ｆ 细胞的增殖、
迁移和侵袭。 近年来有报道［５ － ６］，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达

后通过调节 ｍｉＲＮＡ⁃３３８⁃３ｐ 加速前列腺癌细胞的增

殖和侵袭。 新近研究［４］ 显示，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ／ ｍｉＲ⁃４２８８ ／
ＥＬＦ３ 通路参与 ＮＰＣ 细胞的增殖和侵袭的调控。
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ＥＭＴ 是正常胚胎发育的重要过程。 ＥＭＴ 的异常再

激活与癌症进展和转移过程中肿瘤细胞的恶性特性

有关，是最常见的肿瘤侵袭性和转移的起始原因。
然而，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在 ＮＰＣ 细胞转移的过程中是否调

控着 ＥＭＴ 的发生，以及涉及的具体信号通路仍不明

确。 该研究结果显示，敲低 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 后 ＮＰＣ 细胞

的迁移和侵袭能力显著减弱，并且伴有 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 和 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 表达水平的降低及

Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平的显著升高。 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 又称

钙黏附蛋白⁃２，是一种由 ＣＤＨ２ 基因编码，在多种组

织中表达并起到介导细胞间黏附功能的跨膜蛋白。
Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 也被称为钙黏附蛋白⁃１，由 ＣＤＨ１ 基因编

码，对胚胎发育中的细胞识别、迁移和组织分化有重

要作用。 先前的研究［７］ 显示，Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 在前列腺

癌和乳腺癌等组织中的表达减少与恶性程度及临床

分期呈正相关，而 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 相反。 同样的，陈曦

等［８］发现 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在慢性鼻咽炎性组织中阳性表

达率高于 ＮＰＣ 组织，而 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达则刚好相

反。 与这些研究结果相一致，本研究表明迁移和侵

袭能力较强的 ＮＰＣ 细胞低表达 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的同时

高表达 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，而迁移和侵袭能力较弱的 ｓｉ⁃ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 组 ＮＰＣ 细胞则相反。 细胞外基质和基底共

同构成阻碍肿瘤转移的第一道屏障，其降解是肿瘤

侵袭转移的关键环节。 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 属于基质金

属蛋白酶基因家族，作为降解细胞外基质的重要酶，
在介导肿瘤血管生成、转移和侵袭中均发挥重要作

用。 据报道，ＭＭＰ２ 参与 ＮＰＣ 的侵袭性和转移性表

型、上皮间质转化及不良预后［９］。 此外，丹参酚酸 Ａ
通过 ＥＲＫ 信号通路抑制人 ＮＰＣ 组织 ＭＭＰ２ 表达，
进而抑制癌细胞侵袭［１０］。 有研究显示，通过激活

ＴＧＦ⁃β ／ ＳＭＡＤ 通路，ＭＭＰ９ 在乳腺癌细胞系中过表

达显著增加细胞的恶性程度［１１］。 ＭＭＰ９ 是 ＮＰＣ 的

重要预后因素，此外 ＭＭＰ９ 的高表达与颈部淋巴结

转移和较差的生存结局相关［１２］。 本研究也发现

ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 在迁移和侵袭能力较强的 ＮＰＣ 细

胞中表达较高，而在迁移和侵袭能力较弱的 ｓｉ⁃ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 组 ＮＰＣ 细胞表达量较低，这表明 ＭＭＰ２ 和

ＭＭＰ９ 表达量与 ＮＰＣ 细胞迁移和侵袭能力具有显

著的相关性。 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 可以作为 ＮＰＣ 转移

的潜在生物标志物和治疗靶点。
尽管本研究揭示了 ＮＰＣ 细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 高表

达引发 ＥＭＴ 相关分子表达改变参与了 ＮＰＣ 细胞转

移，但 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 发挥作用的分子生物学机制尚不

清楚。 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可以通过作为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 海绵竞

争 ｍｉＲＮＡ 结合位点、通过调控可变剪接或转录、与
ＲＮＡ 结合蛋白相互作用，在基因调控中发挥多种功

能［１３］。 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 通 过 吸 附 ｍｉＲ⁃３３０⁃５ｐ 和 靶 向

ＲＡＳＳＦ１，调节 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达，促进

胰腺癌细胞对吉西他滨的耐药［１４］。 ＣＲＩＭ１ 能发挥

内源竞争 ＲＮＡ 作用，通过上调 ＦＯＸＱ１，促进 ＮＰＣ 转

移和多西他赛化疗耐药性，而 ｃｉｒｃＣＲＩＭ１ 下调可显

著增加 ＮＰＣ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达，而降低 Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 的表达［５］。 这些研究结果提示，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可

能通过其它靶基因间接调控 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ、ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 表达水平，进而影响 ＮＰＣ 细胞转

移，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 发挥调控作用的中间环节仍需进一步

研究。 与此同时，转录组测序结果提示 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３
下调引起的 ＮＰＣ 细胞转移能力减弱是一系列基因

表达共同作用的结果，它们发挥作用的分子生物学

机制以及在 ＮＰＣ 细胞转移中作用仍有待于进一步

研究。
综上所述，该研究证实了 ＮＰＣ 中高表达的 ｃｉｒ⁃

ｃＨＩＰＫ３ 可以诱导 ＥＭＴ 的发生和激活 ＩＬ６ ／ ＳＴＡＴ３ 信

号活性，从而促进 ＮＰＣ 细胞的增殖、迁移和侵袭能

力。 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 有望成为诊断和治疗转移性 ＮＰＣ 新

的靶点。
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