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CircPUM1通过miR-337-3p/NPM1轴调控子宫内膜癌 Ishikawa细胞的

恶性生物学行为

万亚丽，吴云龙，詹磊（安徽医科大学第一附属医院  妇产科，安徽  合肥  230001）

[摘  要]  目的：探讨环状RNA（circRNA）pumilio RNA结合家族成员1（PUM1）调节miR-337-3p/核磷蛋白1（NPM1）轴对子宫

内膜癌（EC）Ishikawa细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡的影响。方法：选用 Ishikawa细胞，利用RNA干扰技术分别将为 sh-circPUM1

及其阴性对照（sh-NC）、anti-miR-337-3p及其阴性对照（anti-NC）质粒转染至 Ishikawa 细胞，实验分为对照组（未转染细胞）、

sh-NC 组、sh-circPUM1 组、sh-circPUM1 + anti-NC 组、sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p 组。qPCR 法检测各组 Ishikawa 细胞中

circPUM1、miR-337-3p、NPM1 mRNA的表达，CCK-8法、EdU染色法、Transwell小室实验和流式细胞术分别检测敲低 circPUM1

对 Ishikawa细胞增殖、迁移和侵袭及凋亡的影响，WB 法检测 Ishikawa 细胞中 PCNA、NPM1、MMP-9、SNAIL、E-cadherin、

BAX、C-caspase-3蛋白表达变化。双萤光素酶报告基因实验验证 circPUM1与miR-337-3p、miR-337-3p与NPM1之间的靶向关

系。结果：与 sh-NC组和对照组相比，sh-circPUM1组 Ishikawa细胞增殖能力、EdU阳性细胞率、迁移及侵袭细胞数、circPUM1、

NPM1 mRNA及蛋白、PCNA、NPM1、MMP-9 和 SNAIL 蛋白表达均显著降低（均 P < 0.05），细胞凋亡率、miR-337-3p，以及

细胞中 E-cadherin、BAX和C-caspase-3蛋白表达均显著增加（均 P < 0.05）；与sh-circPUM1组、sh-circPUM1 + anti-NC组相比，sh-

circPUM1 + anti-miR-337-3p组细胞凋亡率、miR-337-3p、E-cadherin、BAX、C-caspase-3蛋白表达均显著降低（均P < 0.05），细胞增

殖能力、EdU 阳性细胞率、迁移及侵袭细胞数、NPM1 mRNA及蛋白、PCNA、NPM1、MMP-9和SNAIL蛋白表达均显著升高（均 P < 

0.05）。circPUM1可靶向负调控miR-337-3p、miR-337-3p可靶向负调控NPM1。结论：敲低 circPUM1可以抑制 Ishikawa细胞的

恶性生物学行为，其机制可能是通过靶向miR-337-3p/NPM1轴实现的。
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CircPUM1 regulates malignant biological behaviors of endometrial cancer 
Ishikawa cells through the miR-337-3p/NPM1 axis

WAN Yali, WU Yunlong, ZHAN Lei (Department of Obstetrics and Gynecology, the First Affiliated Hospital of Anhui Medical 

University, Hefei 230001, Anhui, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effect of circular RNA (cireRNA) pumilio RNA binding family member 1 (PUM1) on the 

proliferation, migration, invasion and apoptosis of endometrial cancer (EC) Ishikawa cells by regulating the miR-337-3p/

nucleophosmin 1 (NPM1) axis. Methods: Ishikawa cells were selected and plasmid sh-circPUM1 and its negative control (sh-NC), 

anti-miR-337-3p and its negative control (anti-NC) were transfected into Ishikawa cells by RNA interference. The experiment cells 

were divided into the control group (non-transfected cells), sh-NC group, sh-circPUM1 group, sh-circPUM1 + anti-NC group and 

sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p group. The qPCR method was applied to detect the expressions of circPUM1, miR-337-3p, and NPM1 

mRNA in Ishikawa cells in each group. CCK-8 method, EdU staining method, Transwell assay, and flow cytometry were applied 

respectively to detect the effects of knocking down circPUM1 on the proliferation, migration, invasion and apoptosis of Ishikawa cells. 

Western blot was applied to detect the changes in the expressions of PCNA, NPM1, MMP-9, SNAIL, E-cadherin, BAX and C-caspase-3 

proteins in Ishikawa cells. Dual luciferase reporter gene experiment was applied to verify the targeting relationship  between circPUM1 

and miR-337-3p, and between miR-337-3p and NPM1. Results: Cell proliferation ability, EdU positive cell rate, migration and 

invasion numbers, circPUM1, NPM1 mRNA and protein, the expressions of PCNA, NPM1, MMP-9 and SNAIL protein in 

Ishikawa cells in the sh-circPUM1 group were significantly lower than those in the sh-NC group and Control group (all P < 0.05); the 
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apoptosis rate, the expressions of miR-337-3p, E-cadherin, BAX, and C-caspase-3 proteins were significantly higher than those in the 

sh-NC group and the Control group (all P < 0.05). Compared with those in the sh-circPUM1 group and the sh-circPUM1 + anti-NC 

group, the apoptosis rate, miR-337-3p, the expressions of E-cadherin, BAX, and C-caspase-3 proteins in the sh-circPUM1 + anti-miR-

337-3p group were significantly lower (all P < 0.05); Cell proliferation ability, EdU positive cell rate, migration and invasion numbers, 

NPM1 mRNA and protein, the expressions of PCNA, NPM1, MMP-9, and SNAIL proteins were significantly higher (all P < 0.05). 

CircPUM1 might target and negatively regulate miR-337-3p, and miR-337-3p might target and negatively regulate NPM1. Conclusion: 

Knocking down circPUM1 can inhibit the malignant biological behavior of Ishikawa cells, which might be achieved by targeting the 

miR-337-3p/NPM1 axis.

[Key words]  circular RNA (circRNA); pumilio RNA binding family member 1 (PUM1); miR-337-3p; nucleophosmin 1 (NPM1); 

endometrial cancer (EC); Ishikawa cell; proliferation; migration; invasion; apoptosis
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子宫内膜癌（endometrial cancer, EC）是一种起源

于子宫内膜细胞的恶性肿瘤，其发病率在妇科恶性

肿瘤中位居第二，仅次于卵巢癌，近年来该病的发病

率呈逐年上升趋势，并且患者呈现年轻化的特点[1]。

EC易发于围绝经期妇女，肥胖、糖尿病、高血压、未怀

孕、长期不排卵者均为高危人群[2]。目前，EC的治疗

方法有手术切除、激素治疗、化疗、放疗等，但均主要

适用于早期患者，对晚期EC患者疗效较差且 5年生

存率仅为 20%[3]。因此，阐明EC发生发展的分子机

制有助于发现新的诊断标志物和治疗靶点。环状

RNA（circRNA）是一类共价闭合的 circRNA分子，通

常由线性前mRNA反向剪接产生，对RNase R酶具有

抗性，circRNA与肿瘤细胞的恶性生物学密切相关，

在EC进展中发挥重要作用[4]。pumilio RNA结合家

族 成 员 1（pumilio RNA binding family member 1, 

PUM1）由PUM1基因反向剪接而成，circPUM1在EC

患者血清中高表达且与肿瘤分化程度、临床分期等

病理特征相关，对 EC 具有较高的诊断效能[5]。

CircRNA 通过充当 miRNA 海绵并与蛋白质相互作

用，参与多种生物学过程。miR-337-3p位于染色体

14q32.2，在EC患者中呈低表达，与临床分期和淋巴

结转移相关，其过表达可抑制EC细胞的增殖、迁移、

侵 袭 和 上 皮 间 质 转 化（EMT）[6]。 核 磷 蛋 白 1

（nucleophosmin 1, NPM1）是一种多功能蛋白，主要

定位于核仁中，在EC中呈高表达，与EC临床分期和

组织学分级呈正相关，其高表达可促进 EC 细胞增

殖、迁移与侵袭[7]。本研究前期通过 Starbase网站发

现，circPUM1与miR-337-3p、miR-337-3p与NPM1之

间存在结合位点，circPUM1可能通过调控miR-337-

3p/NPM1轴发挥作用。因此，本研究探讨 circPUM1

调控miR-337-3p/NPM1 轴对 EC细胞增殖、迁移、侵

袭、EMT、凋亡的影响，以期提高EC的临床治疗效果。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

Ishikawa细胞（货号：IM-H018-1）购自厦门逸漠

生物科技有限公司。TRIzol 试剂、cDNA 合成试剂

盒、qPCR 试剂盒（货号：15596018、634925、638315）

购自上海善然生物科技有限公司，Lipofectamine 

3000转染试剂（货号：11668027）购自北京兰博康斯

科技公司，CCK-8细胞增殖试剂盒（货号：210818）购

自无锡耐思生命科技股份有限公司，EdU细胞增殖检

测试剂盒（货号：SB-C6043）购自上海圣尔生物科技

有限公司，Annexin Ⅴ-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒

（货号：HQF02-KVA）购自北京百奥莱博科技有限公

司 ，双萤光素酶报告基因检测试剂盒（货号 ：

KTA8010）购自武汉亚科因生物技术有限公司，BCA

蛋白检测试剂盒（货号：KL1DBE095）购自上海康朗

生物科技有限公司，PCNA、NPM1、MMP-9、BAX、

GAPDH、SNAIL、E-cadherin、C-caspase-3一抗及HRP

标记的山羊抗兔二抗（ab308212、ab183340、ab38898、

ab212790、ab128915、ab216347、ab227639、ab2302、

ab205718）均购自英国Abcam公司。

1.2  细胞分组转染

将 Ishikawa细胞分为对照组（未转染细胞）、sh-NC

组（转染 sh-NC）、sh-circPUM1 组（转染 sh-circPUM1）、

sh-circPUM1 + anti-NC组（转染sh-circPUM1 + anti-NC）、

sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p组（转染 sh-circPUM1 + 

anti-miR-337-3p）。转染24 h后，进行后续实验。

1.3  qPCR 法检测各组 Ishikawa 细胞中 circPUM1、

miR-337-3p、NPM1 mRNA表达

使用TRIzol试剂从EC细胞中提取总RNA，并逆转

录为cDNA。按照qPCR试剂盒说明书进行qPCR。PCR

反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃下变性5 s，60 ℃下

退火和延伸 30 s，共 40 次循环。引物序列：circPUM1

上游引物为 5ʹ-CCAAGCCTGTGGAGGATTTCT-3ʹ，下

游引 物 为 5ʹ -CACATCACCCTCCTCCTTCAA-3ʹ ；

miR-337-3p上游引物为 5ʹ-CTTCCTTCCCTCCTATAT 

GATGC-3ʹ，下游引物为 5ʹ-TATGCTTGTTCTCGTCTC 

TGTGTC-3ʹ；NPM1 上游引物为 5ʹ -GGAGGTGGT 

AGCAAGGTTCC-3ʹ，下游引物为 5ʹ -TTCACTGGC 

GCTTTTTCTTCA-3ʹ；U6 上游引物为 5ʹ -GCTGGA 
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CTCTAGGGTGCAAG-3ʹ，下游引物为5ʹ-GAGCATAEC 

AGGTGGTAGTAG-3ʹ；GAPDH 上游引物为 5ʹ -GAA 

GGTGAAGGTCGGAGTCA-3ʹ，下游引物为 5ʹ -AAT 

GAAGGGGTCATTGATGG-3ʹ。CircPUM1、NPM1 以

GAPDH作为内参，miR-337-3p以U6作为内参，按照2-∆∆Ct

法计算circPUM1、miR-337-3p、NPM1 mRNA的相对表

达量。

1.4  CCK-8法和EdU染色法检测敲减 circPUM1对

Ishikawa细胞增殖的影响

CCK-8法：将各组 Ishikawa细胞接种到 96孔板

（3 × 103个/孔）中，培养 24 h。在孔中加入 100 μL含

10 μL CCK-8（将CCK-8试剂和PBS以 1∶10稀释）的

混合试剂，作用 3 h后，使用酶标仪在波长 450 nm处

测量光密度（D）值，以D值表示细胞的增殖能力。

EdU 染色法：各组 Ishikawa 细胞在 50 μmol/L 

EdU混合试剂中，处理2 h。采用4%多聚甲醛固定细

胞 15 min后，加入 0.5%的Triton X-100，在室温下处

理5~10 min，在Click-iT反应液室温下反应30 min后

进行DNA染色，PBS洗涤细胞，在荧光显微镜下进行

图像采集和分析，计算EdU阳性细胞率。阳性细胞

率 = EdU阳性细胞数/总细胞数。

1.5  Transwell 实验检测敲减 circPUM1 对 Ishikawa

细胞迁移和侵袭的影响

迁移实验：将 Ishikawa细胞以1 × 105个/mL的密

度重悬于无血清培养基中，取 200 μL细胞悬液接种

于 Transwell 小室的上室，在下室中加入 500 μL 含

10% 胎牛血清的培养基。培养 24 h 后 ，取出

Transwell小室，PBS溶液洗涤3次，甲醇固定15 min，

再用 0.1%结晶紫染色 20 min。最后，将迁移到下室

的细胞置于载玻片上，在显微镜下选取5个视野计数

迁移细胞的数量，以评估细胞的迁移能力。

侵袭实验：将50 mg/L的基质胶按照1∶15的比例

与无血清培养基稀释后，取 32 μL 均匀覆盖在

Transwell小室的上室表面，后续操作同迁移实验。

1.6  流式细胞术检测敲减 circPUM1 对 Ishikawa 细

胞凋亡的影响

将各组 Ishikawa细胞以每孔30 × 105个的密度接

种于 6孔培养板中，培养 48 h后，收集细胞悬液。随

后，向细胞悬液中加入5 μL Annexin Ⅴ-FITC和PI染

色溶液，避光反应 15~20 min后，上流式细胞仪检测

并分析细胞凋亡率。细胞凋亡率 = 凋亡细胞数/总细

胞数 × 100%。

1.7  WB 法检测敲减 circPUM1 对 Ishikawa 细胞中

PCNA、NPM1及相关蛋白的表达影响

使用RIPA缓冲液提取各组 Ishikawa细胞的总蛋

白质，使用BCA试剂盒测定蛋白浓度。取50 μg蛋白

质样品进行 10% SDS-PAGE分离后，将蛋白质转移

至 PVDF膜，在5%脱脂奶粉中封闭 1 h。加入 PCNA

（1∶1 000）、NPM1（1∶400）、MMP-9（1∶1 000）、BAX

（1∶1 000）、SNAIL（1∶1 000）、E-cadherin（1∶25）、

C-caspase-3（1∶50）和 GAPDH（1∶10 000）一抗，室温

下反应 12 h。清洗后，加入HRP标记的山羊抗兔二

抗（1∶25 000）室温下振荡作用1 h。使用ECL试剂盒

显色，通过 Image J软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.8  双萤光素酶报告基因实验验证 circPUM1 与

miR-337-3p、miR-337-3p与NPM1的靶向关系

将含 miR-337-3p 结合序列的 circPUM1-野生型

（WT）和NPM1-WT及其突变序列 circPUM1-突变型

（MUT）和NPM1-MUT克隆到pMIR-Reporter质粒中。

随后，将上述构建的质粒载体与miR-337-3p mimic和

mimic NC一起转染 Ishikawa细胞，培养48 h后，使用萤

光素酶报告基因试剂盒测定萤光素酶活性。

1.9  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。实验数据采用

SPSS 25.0统计软件进行分析。符合正态分布的计量

资料以 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较行SNK-q检验，两组间比较行独立样本 t检

验。以P < 0.05表示差异有统计学意义

2  结  果

2.1  敲低 circPUM1 后 Ishikawa 细胞中 circPUM1、

miR-337-3p、NPM1 mRNA表达的变化

qPCR法检测结果（表 1）显示，与对照组、sh-NC

组相比，sh-circPUM1 组 Ishikawa 细胞中 circPUM1、

NPM1 mRNA 表达均显著降低（均 P < 0.05），

miR-337-3p表达显著增加（P < 0.05）；与 sh-circPUM1

组、sh-circPUM1 + anti-NC 组相比，sh-circPUM1 + 

anti-miR-337-3p 组 miR-337-3p 表 达 降 低 ，NPM1 

mRNA 表达升高（P < 0.05）。结果表明 ，敲低

circPUM1 可显著抑制 Ishikawa 细胞中 circPUM1 和

NPM1 mRNA的表达，上调miR-337-3p的表达水平；

而同时使用 anti-miR-337-3p能够逆转敲低 circPUM1

对NPM1 mRNA的下调作用，提示 circPUM1可能通

过调控miR-337-3p影响NPM1的表达。

2.2  敲低circPUM1降低 Ishikawa细胞增殖能力

CCK-8和EdU染色法实验结果（图1，表2）显示，

与 sh-NC组、对照组相比，sh-circPUM1组 Ishikawa细

胞的增殖、EdU阳性细胞率均显著降低（均P < 0.05）；

与 sh-circPUM1 组、sh-circPUM1 + anti-NC 组相比，

sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p组 Ishikawa细胞的增

殖、EdU阳性细胞率均显著升高（均P < 0.05）。结果

表明，敲低 circPUM1显著降低 Ishikawa细胞的增殖
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能力，而同时使用 anti-miR-337-3p 能够逆转敲低 circPUM1对细胞增殖的抑制作用。

表1    敲低circPUM1对 Ishikawa细胞中circPUM1、miR-337-3p、NPM1 mRNA表达的影响

分 组

对照

sh-NC

sh-circPUM1

sh-circPUM1 + anti-NC

sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p

circPUM1

0.98 ± 0.16

0.99 ± 0.16

0.43 ± 0.13*△

0.41 ± 0.13

0.42 ± 0.13

miR-337-3p

1.01 ± 0.33

0.99 ± 0.33

1.69 ± 0.37*△

1.71 ± 0.37

1.23 ± 0.35▲▽

NPM1

1.00 ± 0.21

1.03 ± 0.21

0.52 ± 0.15*△

0.53 ± 0.15

0.89 ± 0.18▲▽

与对照组相比，*P < 0.05；与 sh-NC组相比，△P < 0.05；与 sh-circPUM1组相比，▲P < 0.05；与 sh-circPUM1 + anti-NC组相比；▽P <0.05。

表2    敲低 sh-circPUM1对 Ishikawa细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡的影响

分组

对照

sh-NC

sh-circPUM1

sh-circPUM1 + anti-NC

sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p

细胞增殖（D450）

1.39 ± 0.25

1.37 ± 0.25

0.68 ± 0.18*△

0.65 ± 0.17

0.99 ± 0.22▲▽

EdU阳性率/%

47.31 ± 5.87

47.25 ± 5.83

20.19 ± 3.24*△

19.86 ± 3.18

34.47 ± 4.31▲▽

迁移数/个

136.59 ± 14.25

135.87 ± 14.08

64.36 ± 10.51*△

64.25 ± 10.83

90.12 ± 12.34▲▽

侵袭数/个

115.31 ± 12.08

116.81 ± 11.96

57.96 ± 8.34*△

56.44 ± 8.07

87.53 ± 10.27▲▽

凋亡率/%

2.25 ± 0.68

2.39 ± 0.68

39.88 ± 4.17*△

39.67 ± 4.11

16.56 ± 2.33▲▽

与对照组相比，*P < 0.05；与 sh-NC组相比，△P < 0.05；与 sh-circPUM1组相比，▲P < 0.05；与 sh-circPUM1 + anti-NC组相比；▽P <0.05。

2.3  敲低circPUM1抑制 Ishikawa细胞的迁移和侵袭

Transwell实验结果（图 1，表 2）显示，sh-NC组、

对照组相比，sh-circPUM1 组 Ishikawa 细胞迁移和

侵袭数均显著减少（均P < 0.05）；与 sh-circPUM1组、

sh-circPUM1 + anti-NC 组相比，sh-circPUM1 + anti-

miR-337-3p组 Ishikawa细胞迁移和侵袭数均显著增

加（均P < 0.05）。结果表明，敲低circPUM1显著降低

Ishikawa细胞的迁移和侵袭能力，同时使用 anti-miR-

337-3p能够逆转敲低circPUM1对细胞迁移和侵袭的

抑制作用。

2.4  敲低circPUM1促进 Ishikawa细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图 1，表 2）显示，与 sh-NC

组、对照组相比，sh-circPUM1组 Ishikawa细胞凋亡率

显著升高（均P < 0.05）；与sh-circPUM1组、sh-circPUM1 

+ anti-NC组相比，sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p组

Ishikawa细胞凋亡率显著降低（均P < 0.05）。结果表

明，敲低 circPUM1显著提高 Ishikawa细胞的凋亡率，

同时使用 anti-miR-337-3p能够逆转敲低 circPUM1对

细胞凋亡的促进作用。

2.5  敲低circPUM1对PCNA、NPM1、MMP-9、SNAIL、

E-cadherin、BAX和C-caspase-3蛋白表达的影响

WB实验结果（图2，表3）显示，与 sh-NC组、对照

组相比 ，sh-circPUM1 组 Ishikawa 细胞中 PCNA、

NPM1 、MMP-9 、SNAIL 蛋 白 表 达 均 显 著 降低

（P < 0.05），E-cadherin、BAX、C-caspase-3蛋白表达均显

著升高（均P < 0.05）；与sh-circPUM1组、sh-circPUM1 + 

anti-NC 组相比，sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p 组

Ishikawa细胞中 PCNA、NPM1、MMP-9、SNAIL蛋白

表达均显著升高（均 P < 0.05），E-cadherin、BAX、

C-caspase-3蛋白表达均显著降低（均P < 0.05）。结

果表明，敲低 circPUM1 可显 著 抑 制 Ishikawa 细

胞 中 PCNA、NPM1、MMP-9、SNAIL 的表达，上调

E-cadherin、BAX、C-caspase-3蛋白的表达水平；同时

使用 anti-miR-337-3p能够逆转敲低 circPUM1对上述

蛋白表达的作用。

2.6  双萤光素酶报告基因实验证实circPUM1靶向结

合miR-337-3p、miR-337-3p靶向结合NPM1

Starbase 网 站 预 测 分 析 结 果（图 3）显 示 ，

circPUM1 与 miR-337-3p 之间存在结合位点，同时

miR-337-3p与NPM1 mRNA 3'UTR区也存在潜在结

合位点。双萤光素报告基因实验结果（表4）显示，在

转染 circPUM1-WT的 Ishikawa细胞中，与mimic-NC

组相比，miR-337-3p mimic组的萤光素酶活性显著降

低（P < 0.05），而在转染 circPUM1-MUT的细胞中萤

光素酶活性无变化（P > 0.05）。在转染NPM1-WT的

Ishikawa 细胞中，与 mimic-NC 组相比，miR-337-3p 

mimic组的萤光素酶活性显著降低（P < 0.05），而在

转染 circPUM1-MUT的细胞中萤光素酶活性无变化

（P > 0.05）。实验结果表明，circPUM1与miR-337-3p、

miR-337-3p 与 NPM1 之间存在结合位点，circPUM1
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可以靶向负调控 miR-337-3p、miR-337-3p 可以靶向 负调控NPM1。

A：EdU染色观察 Ishikawa细胞增殖（× 400）；B：Transwell实验检测 Ishikawa细胞迁移与侵袭（结晶紫染色，× 200）；

C：流式细胞术检测 Ishikawa细胞的凋亡水平。

图1    敲低circPUM1对 Ishikawa细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

图2    WB法检测 Ishikawa细胞中PCNA、NPM1及相关蛋白

的表达

3  讨  论

EC进展是一个多因素、多步骤的复杂过程，长期

雌激素刺激子宫内膜和/或缺乏孕酮拮抗作用被认为

是导致子宫内膜增生和癌变的主要关键因素[8]。约

5%的EC患者年龄在 40岁以下，其中一半在诊断时

无子女，因此保留生育能力的治疗成为患者的重要

需求。目前，大剂量孕激素是早期高分化子宫内膜

样EC患者的一线治疗措施，然而孕激素治疗与相对

较低的完全缓解率、较长的治疗持续时间和不良反

应（如体重增加、血栓形成风险和子宫内膜损伤等）

相关[9]。此外，晚期EC患者病变不能完全切除，长期

复发率高，而且放化疗敏感性差、毒性大、不良反应

多发且疗效差[10]。研发用于EC分子诊断、靶向治疗

和预后监测的高效新型生物标志物是一项具有挑战

性的任务，需要在基础研究、临床诊断、精准治疗和

预后评估等多领域进行深入探索。因此，深入研究

和阐明EC的发病机制，以及剖析EC细胞在恶性转
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化过程中的生物学行为是十分必要的。

表3    敲低circPUM1对 Ishikawa细胞中相关蛋白表达的影响

分组

对照

sh-NC

sh-circPUM1

sh-circPUM1 + anti-NC

sh-circPUM1 + anti-miR-337-3p

PCNA

1.23 ± 0.26

1.21 ± 0.26

0.67 ± 0.19*△

0.69 ± 0.20

0.94 ± 0.23▲▽

NPM1

1.36 ± 0.29

1.35 ± 0.29

0.76 ± 0.24*△

0.74 ± 0.24

1.05 ± 0.26▲▽

MMP-9

1.09 ± 0.20

1.11 ± 0.20

0.51 ± 0.13*△

0.48 ± 0.14

0.87 ± 0.17▲▽

SNAIL

1.17 ± 0.19

1.15 ± 0.18

0.47 ± 0.10*△

0.44 ± 0.11

0.98 ± 0.15▲▽

E-cadherin

0.27 ± 0.08

0.29 ± 0.09

0.94 ± 0.15*△

0.91 ± 0.13

0.43 ± 0.11▲▽

BAX

0.33 ± 0.10

0.34 ± 0.09

0.97 ± 0.15*△

0.94 ± 0.15

0.48 ± 0.12▲▽

C-caspase-3

0.21 ± 0.07

0.22 ± 0.08

0.87 ± 0.12*△

0.88 ± 0.14

0.37 ± 0.09▲▽

与对照组相比，*P < 0.05；与 sh-NC组相比，△P < 0.05；与 sh-circPUM1组相比，▲P < 0.05；与 sh-circPUM1 + anti-NC组相比；▽P <0.05。

图3    CircPUM1与miR-337-3p、miR-337-3p与NPM1的结合位点

表4    双萤光素酶活性比较

组  别

mimic-NC

miR-337-3p mimic

circPUM1-WT

1.00 ± 0.13

0.42 ± 0.11*

circPUM1-MUT

0.99 ± 0.28

1.02 ± 0.30

NPM1-WT

1.03 ± 0.17

0.52 ± 0.15*

NPM1-MUT

0.98 ± 0.31

1.00 ± 0.32

与mimic-NC组相比，*P < 0.05。

CircRNA 是一种特殊的新型内源性非编码

RNA，在真核生物转录组中高表达，并且通常表现出

物种、组织和细胞特异性，circRNA具备多个miRNA

结合位点，可以海绵化 miRNA 并作为内源性竞争

RNA参与转录后调控，进而调节CC细胞的恶性生物

学行为[11]。circPUM1在多种肿瘤类型中发挥致癌基

因的作用。ZHANG等[12]发现，circPUM1在体外可以

促进肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）细胞

的增殖、迁移及侵袭，在体内可以增加HCC的发展并

调节EMT相关蛋白的表达，其机制可能是通过海绵

miR-1208上调MAP3K2的表达实现的，circPUM1可

能作为 HCC 的潜在治疗靶点。GUAN 等[13]发现，

circPUM1在卵巢癌组织中表达上调，促进癌细胞增

殖、迁移和侵袭并抑制细胞凋亡；裸鼠腹腔注射敲低

circPUM1 基因的肿瘤细胞可降低卵巢癌的转移能

力，circPUM1可以作用于腹膜，并以肿瘤源性外泌体

的形式参与肿瘤的转移。LI等[14]发现，circPUM1在

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）组

织和细胞中高表达，沉默 circPUM1在体外可抑制细

胞增殖、细胞周期和糖酵解，在体内通过调节 miR-

590-5p/METTL3轴抑制小鼠异种移植模型中的肿瘤

生长和糖酵解，circPUM1 是治疗 NSCLC 的潜在靶

点。目前，circPUM1在EC中的研究较少，其在EC血

清中呈低表达，可作为EC诊断的生物标志物，但其

具体调控机制尚未阐明[5]。本研究发现 ，敲低

circPUM1后EC细胞的增殖、迁移及侵袭能力下降，

凋亡率增加，提示circPUM1可通过调控EC细胞的恶

性生物学行为，促进EC的进展。

约30%的人类基因和几乎所有的细胞过程都受

到miRNA的调控，miRNA调节mRNA表达并控制各

种生物学过程，在 EC 的进展中发挥重要作用[15]。

miR-337-3p是一种抑癌基因，可以抑制多种癌细胞

的进程。ZUO等[16]发现，miR-337-3p在HCC中的表

达水平显著降低，并与肿瘤多样性、组织学分化、肝

癌分期等多个临床病理特征以及不良生存结局相

关，miR-337-3p可以通过调节 JAK2/STAT3信号通路
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调控HCC细胞的增殖、迁移及侵袭。MENG等[17]发

现，miR-337-3p在宫颈癌中表达下调，miR-337-3p受

上游 circ_0000388基因的调控，靶向下游TCF12调控

宫颈癌细胞的增殖和转移，可作为宫颈癌的诊断生

物标志物和治疗靶点。WEI等[18]发现，NSCLC组织

和细胞中miR-337-3p表达下调，circ_0007385过表达

可以促进 NSCLC 细胞的增殖并抑制细胞凋亡，而

circ_0007385过表达介导的作用在很大程度上可以

被NSCLC细胞中miR-337-3p的过表达所逆转，circ_

0007385 通过 miR-337-3p 依赖性调控 LMO3 促进

NSCLC细胞的恶性生物行为及NSCLC模型小鼠的

肿瘤生长。目前，miR-337-3p在EC中的研究较少。

郭婷等[19]发现，EC患者血清外泌体中miR-337-3p表

达水平降低，与组织学分级、肌层浸润等临床病理特

征相关，是EC发生的影响因素，可以为EC的诊断标

志物。此外，研究[6]显示miR-337-3p受上游 lncRNA 

MIR210HG的调控，并靶向下游HMGA2，在EC细胞

的增殖、迁移、侵袭、EMT及体内肿瘤的发生过程中

起着重要作用。本研究发现，circPUM1与miR-337-3p

之间存在结合位点，敲低 circPUM1导致miR-337-3p

高表达，而抑制miR-337-3p则逆转敲低 circPUM1对

细胞增殖、迁移及侵袭的抑制作用，提示circPUM1可

能通过海绵化miR-337-3p调控EC细胞的恶性生物

学进展。

NPM1是一种普遍存在的核-胞质穿梭蛋白，主

要存在于核仁中，参与组蛋白组装、中心体复制、核

糖体生物合成、基因组稳定性维持、对核仁应激的反

应等多种细胞功能[20]。NPM1参与多种肿瘤的发生，

在EC中发挥致癌基因的作用[7]。郑莹莹等[21]发现，

EC组织NPM1阳性表达率高于癌旁组织，NPM1的

表达与肌层浸润深度、淋巴结转移和预后相关。

SHEN等[22]发现，NPM1在EC组织和细胞中的表达高

于良性子宫内膜和正常子宫内膜上皮细胞，lncRNA 

NNT-AS1通过调节miR-30c/NPM1轴促进雌激素介

导的EC细胞增殖。LIU等[23]发现，NPM1在EC组织

中的表达增加，circWHSC1通过海绵化miR-646靶向

NPM1促进EC的发展。本研究发现，miR-337-3p与

NPM1 之间存在结合位点，敲低 circPUM1 导致

NPM1 低表达，抑制 miR-337-3p 则导致 NPM1 高表

达，提示 circPUM1可能通过调节miR-337-3p/NPM1

信号通路促进EC细胞的恶性生物学进展。

综上所述，敲低circPUM1可以抑制EC细胞的恶

性生物学行为，其机制可能是通过靶向miR-337-3p/

NPM1轴实现的。然而，本实验的研究范围主要集中

在 circPUM1/miR-337-3p/NPM1信号通路，且尚未进

行体内实验。因此，后期研究需重新设计实验方案，

进一步深入探讨该信号通路在EC中的作用机制。
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