
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Nov. 2020, Vol. 27, No. 11

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2020.11.004

circRNA_001569通过miR-145/HBXIP轴影响乳腺癌细胞的恶性生物学

行为
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[摘 要] 目的：探讨 circRNA_001569通过miR-145/HBXIP轴在乳腺癌细胞增殖、侵袭、迁移中发挥的作用。方法 :收集

2016年1月至2019年1月期间衡水市人民医院收治的30例乳腺癌患者的癌组织和癌旁组织。qPCR检测 circRNA_001569在乳

腺癌组织、癌旁组织以及细胞系中的表达。生物信息学工具预测miR-145的靶基因，RNA免疫沉淀（RNA immunoprecipitation，

RIP）和双荧光素酶报告基因实验检测 miR-145 或靶基因之间的相互作用；向乳腺癌 MDA-MB-231 和 MCF-7细胞中转染

si-circRNA_001569、miR-145 mimics或miR-145 inhibitor，建立基因过表达或沉默的细胞模型，qPCR和Western blotting分别检测

转染对相关基因和蛋白表达的影响，CCK-8法、Transwell实验检测转染对细胞增殖、侵袭和迁移的影响。结果:在乳腺癌组织和

乳腺癌细胞中，circRNA_001569 和 HBXIP 均呈高表达、miR-145 呈低表达。RIP 分析和双荧光素酶实验证实了 miR-145 与

circRNA_001569和HBXIP之间的靶向关系；circRNA_001569或HBXIP过表达促进MDA-MB-231和MCF-7细胞的增殖、侵袭和

迁移（均 P<0.01），而miR-145过表达起相反的作用（均 P<0.01）。结论:circRNA_001569可能通过下调miR-145的表达、上调

HBXIP的表达从而促进乳腺癌细胞的增殖、侵袭和迁移。
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circRNA_001569 affects the malignant biological behavior of breast cancer cells
through the miR-145/HBXIP axis
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[Abstract] Objective: To investigate the role of circRNA_001569 in the proliferation, invasion and migration of breast cancer cells via

miR-145/HBXIP axis. Methods: Collected 30 cases of cancerous tissue and 30 adjacent tissues of breast cancer patients treated in the

Hengshui People's Hospital from January 2016 to January 2019. qPCR detects the expression of circRNA_001569 in breast cancer

tissues, adjacent tissues and cell lines. Bioinformatics tools were used to predict the target genes of miR-145. RNA immunoprecipitation

(RIP) and Dual luciferase reporter gene assay were used to detect the interaction between genes or proteins. si-circRNA_001569,

miR-145 mimics or miR-145 inhibitor were transfected into breast cancer MDA-MB-231 and MCF-7 cells to establish gene

overexpression or silence cell models. qPCR and Western blotting were used to detect the expressions of related genes and proteins.

CCK-8 method and Transwell test were used to detect the proliferation, invasion and migration of transfected cells. Results: In breast

cancer tissues and breast cancer cells, the expressions of circRNA_001569 and HBXIP were up-regulated, while the expression of

miR-145 was down-regulated; RIP analysis and Dual luciferase analysis revealed the targeting relationship among miR-145,

circRNA_001569 and HBXIP. Over-expression of circRNA_001569 or HBXIP promoted the proliferation, invasion and migration of

MDA-MB-231 and MCF-7 cells (all P<0.01), while miR-145 overexpression had the opposite effect (all P<0.01). Conclusion:

circRNA_001569 may promote the proliferation, invasion and migration of breast cancer cells by down-regulating the expression of

miR-145 and up-regulating the expression of HBXIP.
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乳腺癌（breast cancer，BC）是严重的恶性肿瘤，

在女性中发病率最高，每年全球有130万以上的女性

被诊断出患有BC，并且有50万以上女性死于BC[1-2]。

随着生活方式和生态环境的恶化，中国BC每年新增

病例的占比高达 3%~4%[3]。因此，阐明BC的发病机

制、控制BC的发病率及提高BC的治疗效果已成为

亟待解决的主要问题[4]。环状RNA（circRNA）是由共

价键形成的闭合环状RNA，通常包括外显子序列，并

在经典剪接位点剪接[5-6]。circRNA可以充当miRNA

海绵，调节剪接和转录并修饰亲本基因的表达[7-8]。

生物信息学数据库显示，circRNA_001569在乳腺癌

组织中高表达。MicroRNA（miRNA）通过靶向相应

的信使RNA引发基因改变[9-10]。miR-145的异位表达

被认为是许多疾病的重要因素，例如癌症和关节

炎[11-12]。因此，进一步了解miR-145在癌症的发生、发

展中的作用至关重要。乙肝病毒 X 蛋白结合蛋白

（hepatitis B virus X-interacting protein, HBXIP）是分

子量为 19 kD 的蛋白，因其可与乙肝病毒X蛋白

（hepatitis B virus X，HBX）的 C 端特异性结合而得

名，HBXIP在脊椎动物中非常保守，是细胞组成型蛋

白[13]。HBXIP在肿瘤细胞的增殖、有丝分裂、中心体

动态和细胞周期进展中发挥重要作用[14-15]。研究[16]发

现，HBXIP作为癌蛋白具有促进乳腺癌细胞增殖和

迁移的作用。但是，对HBXIP是否参与miR-145对

乳腺癌发展的作用研究甚少。因此，本实验旨在研究

circRNA_001569、miR-145和HBXIP在乳腺癌组织和

乳腺癌细胞系中的表达、circRNA_001569、miR-145和

HBXIP的相互关系及circRNA_001569/miR-145/HBXIP

轴对乳腺癌细胞增殖、侵袭、迁移与凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞系和主要试剂

收集 2016年 1月至 2019年 1月在衡水市人民医

院接受乳腺癌切除手术患者的癌组织和癌旁组织标

本，共纳入女性患者 30 例，年龄 35~53 岁，平均为

（42.36±4.21）岁。纳入标准：（1）符合乳腺癌的诊断

标准；（2）随访数据完整，病历资料完整，可供分析；

（3）手术前未进行放、化疗。排除标准：（1）合并其他

部位原发恶性肿瘤者；（2）临床资料不完整，无法完

成临床分析者。所有患者均签署了知情同意书，本

研究获得医院伦理委员会的审查、批准与监督。所

有组织标本均保存在-80 ℃直至使用。

人正常乳腺上皮细胞系（MCF-10A）和5种人乳腺

癌细胞系（MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-468、T47D、

BT20）均购自中国科学院上海细胞生物学研究所。

RPMI 1640培养基、L15培养基、胎牛血清和CCK-8

试剂盒购自美国Gibco公司，TRIzol试剂、PrimeScriptTM

RT Master Mix 试剂盒、PrimeScriptTM RT Reagen Kit

试剂盒、PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis 试剂

盒和 SYBR® Premix EX Taq™ Ⅱ试剂盒均购自日本

TaKaRa公司，MicroRNA Reverse Transcription试剂盒

购自上海慧颖生物科技有限公司，miRNA 阴性对照

（NC）、miR-145 mimics、miR-145 inhibitor 由

Genepharma 公司合成，si-NC、si-circRNA_001569和

LipofectamineTM 3000购自美国 Invitrogen公司，Magna

RIP RNA结合蛋白免疫沉淀试剂盒、pmirGLO载体、双

荧光素酶活性检测试剂盒和8 μm孔径的Transwell小

室均购自美国Promega公司，RIPA裂解液、BCA试剂盒、

兔抗HBXIP抗体均购自美国Abcam公司，兔抗β-actin

抗体和山羊抗兔 IgG 抗购自美国 Cell Signaling

Technology公司。

1.2 细胞培养及转染

MCF-10A、T47D、BT20、MDA-MB-468细胞用含

10%胎牛血清的RPMI 1640培养基培养，MDA-MB-231

细胞用含10%胎牛血清的L-15培养基培养。细胞均

置于37 ℃、5% CO2的培养箱中，每2 d更换一次培养

基，以保证细胞所需的营养成分。取对数期、状态良

好的细胞进行后续实验。

按照 LipofectamineTM 3000 转染试剂说明书将

50 ng的si-NC 和 si-circRNA_001569 及 100 nmol/L的

NC、miR-145 mimics、miR-145 inhibitor 分 别 转入

MDA-MB-231细胞和MCF-7细胞中。在37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养6 h后，更换新鲜的培养基继续培养，

48 h后结束培养，收集各组细胞进行后续实验。

1.3 qPCR检测

用TRIzol试剂提取组织样本或者细胞总RNA，

使用紫外分光光度计检测总 RNA 的纯度和含量，

并将每个配对的样品调节至相同浓度。使用

PrimeScriptTMRT Master Mix试剂盒将提取的circRNA

逆转录成 cDNA，使用PrimeScriptTM RT Reagen Kit试

剂 盒 将 提 取 的 miRNA 逆 转 录 为 cDNA，使 用

PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis 试剂盒将提

取的 mRNA 逆转录成 cDNA。使用 SYBR Premix

EX TaqTM试剂盒进行qPCR，使用FTC-3000p qPCR系

统完成实验后，采用 2-△△Ct法计算目的基因相对表达

量。引物序列见表1。

1.4 CCK-8法检测circRNA_001569和miR-145的表

达对乳腺癌细胞增殖的影响

将MDA-MB-231、MCF-7细胞分别以 2×104个/孔

接种到 96孔板上，待细胞生长汇合至 60%时，采用

LipofectamineTM 3000 进行转染。培养 24、48、72 或

96 h时，将 10 μl CCK-8溶液添加到每个孔中，并在

37 °C下孵育2 h。最后，使用自动酶标仪检测各孔在

450 nm波长下的光密度（D）值。实验重复3次。

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

1.5 Transwell实验检测 circRNA_001569和miR-145

表达对乳腺癌细胞侵袭与迁移能力的影响

细胞侵袭能力检测：采用 Transwell 侵袭实验。

收集各组转染 48 h后的细胞，胰酶消化后制成单细

胞悬液，细胞密度为 1×106 个 /ml。将 Transwell 小室

的上下室之间用包被了人工基底胶的聚碳酸酯微

孔膜（孔径 8 μm）分隔，上室加入细胞悬液 100 μl，下

室加入含 10% FBS 的完全培养基 500 μl。然后将

Transwell小室置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度的细胞

培养箱中孵育 8 h。取出聚碳酸酯微孔膜，用棉签轻

轻擦去基底胶和上表面的细胞，然后以中性甲醛固

定，苏木精染色。显微镜下随机选取 5个视野，计数

穿膜细胞数。以穿膜细胞数代表细胞侵袭能力，实

验重复3次，取平均值。

细胞迁移能力检测：采用 Transwell 迁移实验。

方法同上，但聚碳酸酯微孔膜不包被人工基底胶。

实验重复3次，取平均值。

1.6 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-145 与

circRNA_001569和HBXIP基因之间的靶向关系

通过 TargetScan 数据库（http://www. TargetScan.

org）分析miR-145的靶基因。将预测得到包含 miR-

145 结合位点的 circRNA_001569 3'UTR 或 HBXIP

3'UTR 片段插入 pmirGLO，得到野生型 circRNA_

001569 3'UTR 和 HBXIP 3'UTR 的报告基因载体

circRNA_001569 3'UTR WT 和 HBXIP 3'UTR WT。

将靶序列进行突变，得到突变型载体 circRNA_

001569 3'UTR MUT和HBXIP 3'UTR MUT。分别将

circRNA_001569 3'UTR WT、HBXIP 3'UTR WT、

circRNA_001569 3'UTR MUT或HBXIP 3'UTR MUT

与miR-145 mimics或NC共转染至MDA-MB-231细

胞或MCF-7细胞中。48 h后，应用双荧光素酶活性

检测试剂盒测定 MDA-MB-231 细胞或 MCF-7 细胞

的荧光素酶活性。载体构建图见图1。

1.7 RIP实验检测AGO2抗体对 circRNA_001569的

富集作用

使用Magna RIP RNA结合蛋白免疫沉淀试剂盒

进行RIP实验。分别取MDA-MB-231和MCF-7细胞

约 1×107个，用RIP裂解缓冲液加蛋白酶和RNase抑

制剂重悬。将100 ml细胞裂解物分别与5 mg对照组

IgG或AGO2抗体包被的 beads在 4 ℃下旋转过夜孵

育。用蛋白酶 K 处理后，通过 RNeasy Min Elute

Cleanup Kit 提取免疫沉淀的 RNA 并使用 Prime

Script RT Master Mix进行逆转录反应。通过 qRT-PCR

测定检测circRNA_001569的丰度。

图1 载体构建图

Fig.1 Vector construction diagram

1.8 Western blotting检测

转染48 h后的各组细胞用RIPA裂解并提取总蛋

白，通过BCA方法进行定量，样品经变性后进行上

样，按照实验步骤进行电泳 -转膜 -封闭（5%脱脂

奶粉）-一抗孵育 [兔抗 HBXIP抗体（1∶2 000）、兔抗

β-actin抗体（1∶2 000），4 ℃过夜]-二抗孵育[山羊抗兔

IgG抗体（1∶1 000），室温 1 h]-显影曝光。Image-Pro

Plus图像分析系统对蛋白条带进行分析。实验重

复3次，取平均值。

1.9 统计学处理

统计学分析采用 SPSS 19.0软件，至少取 3次独

立实验结果，正态分布的计量数据资料以 x̄±s表示，

多组间比较采用单因素方差分析，多组间的两两比

较采用LSD-t检验，率的比较采用 χ2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 circRNA_001569在乳腺癌组织和细胞中高表达

qPCR检测结果（图2）显示，与癌旁组织组相比，

circRNA_001569在乳腺癌组织中表达上调（P<0.01；

图 2A）；与MCF-10A细胞相比，在 5个乳腺癌细胞系
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37 °C下孵育2 h。最后，使用自动酶标仪检测各孔在

450 nm波长下的光密度（D）值。实验重复3次。

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

Target

circRNA_001569

miR-145

HBXIP

U6

β-actin

Primer sequence (5'-3')

F 5'-TCCCCTGAACATTCTCCCCAT-3'

R 5'-GAAAGCACTTGGTGAAGTCGG-3'

F 5'-GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT-3'

R 5'-CCCAGGAAUCCCU-3'

F 5'-GCCTTAGAGTCTCCTGAGCA-3'

R 5'-GAGGGAGTTCTTCTTCTAGG-3'

F 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

R 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

F 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

R 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3'

1.5 Transwell实验检测 circRNA_001569和miR-145

表达对乳腺癌细胞侵袭与迁移能力的影响

细胞侵袭能力检测：采用 Transwell 侵袭实验。

收集各组转染 48 h后的细胞，胰酶消化后制成单细

胞悬液，细胞密度为 1×106 个 /ml。将 Transwell 小室

的上下室之间用包被了人工基底胶的聚碳酸酯微

孔膜（孔径 8 μm）分隔，上室加入细胞悬液 100 μl，下

室加入含 10% FBS 的完全培养基 500 μl。然后将

Transwell小室置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度的细胞

培养箱中孵育 8 h。取出聚碳酸酯微孔膜，用棉签轻

轻擦去基底胶和上表面的细胞，然后以中性甲醛固

定，苏木精染色。显微镜下随机选取 5个视野，计数

穿膜细胞数。以穿膜细胞数代表细胞侵袭能力，实

验重复3次，取平均值。

细胞迁移能力检测：采用 Transwell 迁移实验。

方法同上，但聚碳酸酯微孔膜不包被人工基底胶。

实验重复3次，取平均值。

1.6 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-145 与

circRNA_001569和HBXIP基因之间的靶向关系

通过 TargetScan 数据库（http://www. TargetScan.

org）分析miR-145的靶基因。将预测得到包含 miR-

145 结合位点的 circRNA_001569 3'UTR 或 HBXIP

3'UTR 片段插入 pmirGLO，得到野生型 circRNA_

001569 3'UTR 和 HBXIP 3'UTR 的报告基因载体

circRNA_001569 3'UTR WT 和 HBXIP 3'UTR WT。

将靶序列进行突变，得到突变型载体 circRNA_

001569 3'UTR MUT和HBXIP 3'UTR MUT。分别将

circRNA_001569 3'UTR WT、HBXIP 3'UTR WT、

circRNA_001569 3'UTR MUT或HBXIP 3'UTR MUT

与miR-145 mimics或NC共转染至MDA-MB-231细

胞或MCF-7细胞中。48 h后，应用双荧光素酶活性

检测试剂盒测定 MDA-MB-231 细胞或 MCF-7 细胞

的荧光素酶活性。载体构建图见图1。

1.7 RIP实验检测AGO2抗体对 circRNA_001569的

富集作用

使用Magna RIP RNA结合蛋白免疫沉淀试剂盒

进行RIP实验。分别取MDA-MB-231和MCF-7细胞

约 1×107个，用RIP裂解缓冲液加蛋白酶和RNase抑

制剂重悬。将100 ml细胞裂解物分别与5 mg对照组

IgG或AGO2抗体包被的 beads在 4 ℃下旋转过夜孵

育。用蛋白酶 K 处理后，通过 RNeasy Min Elute

Cleanup Kit 提取免疫沉淀的 RNA 并使用 Prime

Script RT Master Mix进行逆转录反应。通过 qRT-PCR

测定检测circRNA_001569的丰度。

图1 载体构建图

Fig.1 Vector construction diagram

1.8 Western blotting检测

转染48 h后的各组细胞用RIPA裂解并提取总蛋

白，通过BCA方法进行定量，样品经变性后进行上

样，按照实验步骤进行电泳 -转膜 -封闭（5%脱脂

奶粉）-一抗孵育 [兔抗 HBXIP抗体（1∶2 000）、兔抗

β-actin抗体（1∶2 000），4 ℃过夜]-二抗孵育[山羊抗兔

IgG抗体（1∶1 000），室温 1 h]-显影曝光。Image-Pro

Plus图像分析系统对蛋白条带进行分析。实验重

复3次，取平均值。

1.9 统计学处理

统计学分析采用 SPSS 19.0软件，至少取 3次独

立实验结果，正态分布的计量数据资料以 x̄±s表示，

多组间比较采用单因素方差分析，多组间的两两比

较采用LSD-t检验，率的比较采用 χ2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 circRNA_001569在乳腺癌组织和细胞中高表达

qPCR检测结果（图2）显示，与癌旁组织组相比，

circRNA_001569在乳腺癌组织中表达上调（P<0.01；

图 2A）；与MCF-10A细胞相比，在 5个乳腺癌细胞系
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中均观察到 circRNA_001569 高表达，其中，MDA-

MB-231细胞中 circRNA_001569表达最高（P<0.01），

而MCF-7细胞中circRNA_001569表达最低（P<0.05，

图2B）。

**P<0.01 vs Paracancer group；∆P<0.05，∆∆P<0.01 vs MCF-10A group

A: circRNA_001569 was up-regulated in tumor tissue samples; B: circRNA_001569 was upregulated in breast cancer cell lines

图2 circRNA_001569在乳腺癌组织和乳腺癌细胞中高表达

Fig.2 CircRNA_001569 was highly expressed in breast cancer tissues and breast cancer cells

2.2 敲降 circRNA_001569抑制乳腺癌细胞的增殖、

侵袭与迁移

qPCR检测结果（图3A、B）显示，si-circRNA_001569

转染 MDA-MB-231 细胞和 MCF-7 细胞后均显著下

调了细胞中circRNA_001569的表达（均P<0.01）。

从功能上看，CCK-8检测结果（图 3C、D）显示，

转染 si-circRNA_001569 明显抑制了 MDA-MB-231

细胞和 MCF-7 细胞的增殖（均 P<0.01）。Transwell

细胞侵袭与迁移实验结果（图 3E、F）表明，转染

si-circRNA_001569 明显减弱 MDA-MB-231 细胞和

MCF-7细胞的侵袭与迁移能力（均P<0.01）。

**P<0.01 vs si-NC group

A, B: si-circRNA_001569 significantly reduced the expression of circRNA_001569 in MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells;

C, D: si-circRNA_001569 significantly reduced the proliferation of MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells;

E, F: si-circRNA_001569 reduced the invasion and migration capacity of MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells (×100)

图3 circRNA_001569促进乳腺癌细胞的增殖、侵袭与迁移

Fig.3 circRNA_001569 promoted the proliferation, invasion and migration of breast cancer cells

2.3 circRNA_001569是miR-145的分子海绵

为了探索乳腺癌细胞中miR-145与circRNA_001569

的潜在关系，借助生物信息学工具进行预测，结果（图

4A）显示miR-145可能是 circRNA_001569的候选靶

基因。双荧光素酶报告基因检测结果（图 4B、C）表

明，在MDA-MB-231细胞和MCF-7细胞中，miR-145
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mimics显著抑制了携带 circRNA_001569 3'UTR WT

质粒的荧光素酶活性（均P<0.01），但当报告质粒携

带 circRNA_001569 3'UTR MUT 时未观察到明显的

抑制作用。RIP实验检测结果（图 4D、E）表明，相较

于 IgG抗体，AGO2抗体能明显富集 circRNA_001569

（均P<0.01）。qPCR检测结果表明，miR-145在乳腺

癌组织和MDA-MB-231细胞、MCF-7细胞中的表达

明显下调（均 P<0.01，图 4F、G），而敲降 circRNA_

001569 后 MDA-MB-231 细 胞 和 MCF-7 细 胞中

miR-145 表达水平显著升高（均 P<0.01，图 4H）；同

时，MDA-MB-231 细胞和 MCF-7 细胞中的 miR-145

过 表达后 ，circRNA_001569 表 达 显 著 降 低（均

P<0.01，图 4I）。综上所述，circRNA_001569 可以直

接与乳腺癌细胞中的miR-145结合，且两者具有相互

抑制的作用。

**P<0.01 vs NC group,∆∆P<0.01 vs IgG group,▲▲P<0.01 vs Paracancer group,▽▽P<0.01 vs MCF-10A group,▼▼P<0.01 vs si-NC group

A: Binding site between miR-145 and circRNA_001569; B, C: Dual luciferase reporter assay showed that miR-145 could negatively

regulate luciferase activity of circRNA_001569 3'UTR WT, not circRNA_001569 3 'UTR MUT; D, E: RIP experiments showed that in

MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells, the degree of circRNA_001569 enrichment between AGO2 and IgG was significantly different;

F: qPCR analysis showed that miR-145 expression was down-regulated in breast cancer tissue samples compared to paracancer tissue;

G: qPCR detected that miR-145 was down-regulated in MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells; H: qPCR showed that circRNA_001569

could negatively regulate the expression of miR-145 in breast cancer cells; I: qPCR showed that miR-145 could negatively regulate the

expression of circRNA_001569 in breast cancer cells

图4 miR-145与circRNA_001569的关系以及它们在乳腺癌组织和细胞中的表达

Fig.4 The relationship between miR-145 and circRNA_001569 and their expression in breast cancer tissues and cells

2.4 miR-145抑制乳腺癌细胞增殖、侵袭与迁移

CCK-8 检测结果（图 5A、B）表明，与对照组相

比，过表达 miR-145 显著抑制了 MDA-MB-231 细胞

和MCF-7细胞的增殖（均P<0.01）。细胞侵袭与迁移

实验结果（图 5C、D）表明，与对照组相比，过表达

miR-145显著减少了MDA-MB-231细胞和MCF-7细

胞的侵袭与迁移细胞数（均P<0.01）。

2.5 HBXIP 与 miR-145、circRNA_001569 之间的相

互关系

为了探索乳腺癌细胞中HBXIP基因与miR-145

的潜在关系，借助生物信息学工具预测 HBXIP

mRNA 可能是 miR-145 的候选目标，如图 6A 所示。

双荧光素酶报告基因实验检测结果（图 6B、C）表明，

miR-145 mimics 明显抑制了携带 HBXIP 3'UTR WT

的荧光素酶活性，但当报告质粒携带HBXIP 3'UTR

MUT 时未观察到明显的抑制作用（均 P<0.01）。

qPCR检测结果（图 6D）显示，HBXIP mRNA在乳腺

癌组织和乳腺癌细胞中呈高表达（均 P<0.01）。

Western blotting检测结果（图6F、G）表明，miR-145过

表 达 可 负 调 控 MDA-MB-231 和 MCF-7 细 胞 中

HBXIP的表达（均P<0.01），circRNA_001569过表达

可以正调控 MDA-MB-231 和 MCF-7 细胞中 HBXIP
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的表达（均P<0.01）。因此推测，HBXIP是miR-145的

直接靶标 ，受到 miR-145 的负调控 ，并且受到

circRNA_001569的正调控。

**P<0.01 vs NC group

A, B: miR-145 mimics significantly reduced the proliferation capacity of MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells detected by CCK-8 assay;

C, D: miR-145 mimics reduced the invasion and migration capacity of MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells detected by

Transwell assay (×100)

图5 miR-145抑制乳腺癌细胞的增殖、侵袭与迁移

Fig.5 miR-145 inhibited the proliferation, invasion and migration of breast cancer cells

2.6 circRNA_001569/miR-145/HBXIP 轴影响乳腺

癌细胞的增殖、侵袭与迁移

qPCR检测结果（图 7A）显示，在MDA-MB-231

和MCF-7 细胞中 ，与 si-circRNA_001569+NC 组相

比，si-circRNA_001569+miR-145 inhibitor 组 HBXIP

的表达显著升高（P<0.01 或 P<0.05）。CCK-8检测

结果（图 7C、D）显示 ，与 si-circRNA_001569+NC

组 相 比 ，si-circRNA_001569+miR-145 inhibitor 组

MDA-MB-231 和 MCF-7 细胞的增殖水平显著升高

（均 P<0.01）。Transwell 实验检测结果（图 7E、F）显

示，与 si-circRNA_001569+NC 组相比，si-circRNA_

001569+miR-145 inhibitor组MDA-MB-231和MCF-7

细胞的侵袭、迁移细胞数均显著增加（均P<0.01）。

3 讨 论

BC是全世界女性人群中与癌症相关的死亡的主

要原因[17]，是美国女性中最常见的癌症（皮肤癌除

外），是仅次于肺癌的女性癌症死亡的第二大原因[18]。

因此，阐明与BC发生发展相关的机制并为BC治疗

寻找到有希望的治疗靶点至关重要。

circRNA是一种新型的内源性RNA，在真核转录

组中高度表达。与 lncRNA和miRNA相比，circRNA

·· 1225



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(11)

具有共价闭合的连续环，而不是5'-3'极性和聚腺苷酸

化的尾巴[19]。由于这种特殊的稳定结构，circRNA可

以参与各种生物学功能，从而提高生物学稳定性。

研究发现，circRNA_001569在胃癌[20]、结直肠癌[21]中

具有促癌作用，然而在乳腺癌中研究甚少。本研究

发现，circRNA_001569在乳腺癌组织和细胞中高表

达，且敲降circRNA_001569可抑制乳腺癌细胞增殖、

侵袭、迁移。因此，circRNA_001569有可能作为一类

新型的潜在生物标志物或癌症的治疗靶标。

**P<0.01 vs NC group; △△P<0.01 vs Paracancer group；▲P<0.05, ▲▲P<0.01 vs MCF-10A group; ▽▽P<0.01 vs si-NC group

A: Binding site between HBXIP and miR-145; B, C: Dual luciferase reporter assay showed that in MDA-MB-231 cells and MCF-7

cells, miR-145 negatively regulated the luciferase activity of HBXIP 3'UTR WT, not HBXIP 3 'UTR MUT; D: HBXIP expression was

up-regulated in breast cancer tissue samples; E: HBXIP was up-regulated in breast cancer MDA-MB-231 cells and MCF-7 cells;

F: miR-145 negatively regulated the expression of HBXIP in breast cancer cells; G: circRNA_001569 positively

regulated the expression of HBXIP in breast cancer cells

图6 HBXIP与miR-145、circRNA_001569的关系以及在乳腺癌组织和细胞中的表达

Fig.6 Relationship between HBXIP and miR-145, circRNA_001569 and their expression in breast cancer tissues and cells

miRNAs构成了一类小的单链非编码RNA，它们

在转录后调节靶 mRNA 的表达。数以千计的

miRNAs被认为参与了与代谢、信号转导、细胞黏附、

细胞运动、细胞分化和凋亡[22]。因此，对于不同的靶

基因和癌症类型，已发现miRNAs既可作为癌基因又

可作为肿瘤抑制因子[23]。目前，研究发现miR-145与

多种癌症的进展有关。LEI等[24]发现miR-145通过抑

制MYO6抑制胃癌细胞的迁移和转移；WANG等[25]

发现miR-145通过靶向ADAM19改变非小细胞肺癌

细胞对吉非替尼的敏感性。本研究发现，miR-145在

乳腺癌组织和乳腺癌细胞中低表达，过表达miR-145

可抑制乳腺癌细胞的增殖、侵袭迁移，促进乳腺癌细

胞凋亡。此外，借助生物信息学工具预测 circRNA_

001569与miR-145的结合位点，双荧光素酶报告基因

检测进一步证实了 circRNA_001569与miR-145的靶

向关系。同时发现，circRNA_001569 与 miR-145 的

表达呈负相关。研究[26-27]表明，HBXIP在细胞增殖和

迁移中起促癌作用。本研究发现，HBXIP在乳腺癌
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组织和乳腺癌细胞中高表达，过表达HBXIP促进乳

腺癌细胞的增殖、侵袭、迁移。利用生物信息学工具

预测miR-145与HBXIP的结合位点，双荧光素酶报

告基因检测进一步证实了miR-145与HBXIP的靶向

关系，同时发现miR-145与HBXIP的表达呈负相关。

*P<0.05，**P<0.01 vs miR-145 inhibitor group

A, B: miR-145 could reverse the effect of circRNA_001569 on HBXIP expression in MDA-MB-231 cells and MCF cells;

C, D: miR-145 could reverse the effect of circRNA_001569 on proliferation ability of MDA-MB-231 and MCF-7 cells;

E F: miR-145 could reverse the effect of circRNA_001569 on invasion and migration ability of MDA-MB-231 and MCF-7 cells (×100)

图7 circRNA_001569/miR-145/HBXIP轴促进乳腺癌细胞的增殖、侵袭与迁移

Fig.7 The circRNA_001569/miR-145/HBXIP axis promoted the proliferation, invasion and migration of breast cancer cells

综上，miR-145 靶向负调控 circRNA_001569 和

HBXIP，circRNA_001569/miR-145/HBXIP 轴能促进

乳腺癌细胞的增殖、侵袭和迁移，它们可能是乳腺癌

治疗潜在的靶点。
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