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环状RNA hsa_circ_0081621促进人喉鳞状细胞癌细胞的恶性生物学行为
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[摘  要]  目的：探究环状 RNA hsa_circ_0081621对人喉鳞状细胞癌 AMC-HN-8 和 TU177 细胞恶性生物学行为的影响。

方法：常规培养AMC-HN-8和TU177细胞，用转染试剂将 si-NC、si-hsa_circ_0081621、空载体（vector）和hsa_circ_0081621过表达

载体（hsa_circ_0081621-OE）转染至AMC-HN-8和TU177细胞，分别记作si-NC、si-hsa_circ_0081621、vector和 hsa_circ_0081621-OE

组。用CCK-8法、克隆形成实验、划痕愈合实验和Transwell小室实验分别检测敲减或过表达hsa_circ_0081621对AMC-HN-8和

TU177细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。结果：在AMC-HN-8和TU177中成功地敲减或过表达了hsa_circ_0081621；敲减或过

表达 hsa_circ_0081621 能显著抑制或促进AMC-HN-8和TU177细胞的增殖、迁移和侵袭能力（P < 0.01或P < 0.001或P < 0.000 1）。

结论：hsa_circ_0081621可促进人喉鳞状细胞癌AMC-HN-8和TU177细胞的恶性生物学行为。
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Circular RNA hsa_circ_0081621 promotes malignant biological behavior of 
human laryngeal squamous cell carcinoma cells
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of circular RNA (circRNA) hsa_circ_0081621 on the malignant biological behaviors 

of human laryngeal squamous cell carcinoma AMC-HN-8 and TU177 cells. Methods: AMC-HN-8 and TU177 cells were routinely 

cultured. si-NC, si-hsa_circ_0081621, empty vector (vector), and hsa_circ_0081621 overexpression vector (hsa_circ_0081621-OE) 

were transfected into AMC-HN-8 and TU177 cells, namely si-NC, si-hsa_circ_0081621, vector, and hsa_circ_0081621-OE groups, 

respectively. The effects of knockdown or overexpression of hsa_circ_0081621 on the proliferation, migration, and invasion of 

AMC-HN-8 and TU177 cells were detected by CCK-8 assay, colony formation assay, scratch wound healing assay, and Transwell 

chamber assay. Results: Successful knockdown or overexpression of hsa_circ_0081621 was achieved in AMC-HN-8 and TU177 cells. 

hsa_circ_0081621 knockdown significantly inhibited while hsa_circ_0081621 overexpression significantly promoted the proliferation, 

migration, and invasion of AMC-HN-8 and TU177 cells (P < 0.01 or P < 0.001 or P < 0.0001). Conclusion: hsa_circ_0081621 

promotes the malignant biological behaviors of human laryngeal squamous cell carcinoma AMC-HN-8 and TU177 cells. 
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喉癌是最常见头颈部恶性肿瘤之一，喉鳞状细

胞癌（laryngeal squamous cell carcinoma, LSCC）为其

主要病理类型，占 95%以上[1]。目前，治疗手段主要

有手术、放化疗、靶向及免疫治疗等，由于LSCC患者

早期缺乏典型临床表现，很多患者在就诊时已处于

晚期[2]，治疗效果不佳，5 年生存率没有显著提高[3]。

研究LSCC发生发展的分子机制和转移特点，为临床

诊断和治疗提供有效治疗靶点和预后标志物成为新

的研究方向。近年来，越来越多的研究[4-5]证实，环状

RNA（circular RNA, circRNA）在转录体中广泛存在，
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其异常表达可以影响包括癌症在内的很多疾病的发

生发展过程，但有关头颈部肿瘤的相关研究较少。

本课题组在前期研究[6]中，用荧光原位杂交技术

（fluorescence in situ hybridization, FISH）检测 67 例

LSCC组织中hsa_circ_0081621表达及其对患者预后

情况分析发现，其高表达与 LSCC 患者预后不良相

关；T 分期、淋巴结转移和 hsa_circ_0081621 表达是

LSCC患者的独立预后因素，但 hsa_circ_0081621在

LSCC发生发展中发挥的生物学功能及其作用机制

还不十分清楚。因此，本研究构建针对 hsa_circ_

0081621的过表达载体和 siRNA，通过多种细胞功能

实验检测hsa_circ_0081621在LSCC发生发展中发挥

的生物学功能，为临床诊断和治疗提供有效治疗靶

点和预后标志物。

1  材料与方法

1.1  细胞与主要试剂

人LSCC细胞AMC-HN-8和TU177购自北京北

纳创联生物技术研究院，由河北医科大学第四医院

科研中心保存。逆转录试剂盒购自中实同创公司，

si-NC和 si-hsa_circ_0081621由广州锐博生物技术有

限公司设计合成，pLC5-ciR 空白载体（vector）和

pLC5-ciR-hsa_circ_0081621 过表达质粒（hsa_circ_

0081621-OE）由广州吉赛生物科技公司制配。

1.2  细胞培养、转染与分组

TU177细胞用RPMI 1640完全培养基（含10%胎

牛血清、100 U/ml青霉素和100 µg/mL链霉素）培养，

AMC-HN-8细胞用DMEM完全培养基（含 10%胎牛

血清、100 U/mL 青霉素和 100 µg/mL 链霉素），在

37 ℃、5%CO2条件下培养，每隔1~2 d换培养基1次，

选择对数生长期的细胞进行后续实验。

构建敲减表达的 LSCC 细胞：取对数生长期的

AMC-HN-8和TU177细胞接种于6孔板进行培养，待

细胞汇合度为30%~50%时进行转染。制备转染复合

物：将 5 µL si-NC或si- hsa_circ_0081621 加入120 µL

无血清培养基中；在混合物中加入 12 µL 转染试剂

（HiPerFect）室温下处理 15 min。弃去待转染细胞的

培养基，将上述混合物与 1 863 µL 无血清培养基

混匀后加入待转染的细胞中。培养 6 h 后换成完

全培养基，继续培养 24~48 h。细胞分为 si-NC组和

si-hsa_circ_0081621组。

构建基因过表达AMC-HN-8和 TU177细胞：取

对数生长期的细胞接种于6孔板进行培养，待细胞汇

合度达 70%~80%时进行转染。制备转染复合物：将

2 µL质粒加入100 µL无血清培养基，加入12 µL转染

试剂（PolyFect），轻轻吹打后室温处理 15 min，加入

600 µL完全培养基。弃去待转染细胞的培养基，将

上述混合物和 3 mL完全培养基加入待转染的细胞

中，培养 24 h后收集细胞，收集细胞进行后续实验。

细胞分为vector组和hsa_circ_0081621-OE组。

1.3  qPCR 法检测各组 AMC-HN-8、TU177 细胞中

hsa_circ_0081621表达

收集各组细胞，用TRIzol试剂提取细胞总RNA，用

逆转录试剂盒将其逆转录为cDNA。取适量的cDNA模

板进行qPCR检测，PCR反应程序参数：95 ℃ 5 min，95 ℃

15 s、58 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共40个循环。以U6作为内

参，采用2-ΔΔCT法计算hsa_circ_0081621的相对表达量。

以GAPDH作为后续实验的内参，将circRNA及线性RNA

逆转录产物进行扩增，PCR反应程序参数：98 ℃ 45 s，

98℃ 10 s、58 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min，共35个循环，72 ℃继

续延伸5 min。扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳。取出凝

胶，在254 nm波长的紫外灯下进行观察并拍照。切取

circRNA对应的产物进行Sanger法基因测序。引物序

列:hsa_circ_0081621 的正向引物为 5'‑AATAAACTG 

ACTGTTCGTGGCA‑3'，反 向 引 物 为 5'‑GCAGCG 

AGCGGTTCTTCT‑3'；相应的线性RNA的正向引物为

5'-ATCCGACTCCCAGCCCACAAC‑3' ，反向引物为

5'-TCCGTCAGCACCTCCTTCACC‑3'。GAPDH正向

引物为 5'-GACCACAGTCCATGCCATCAC‑3'，反向引

物为 5'-ACGCCTGCTTCACCACCTT‑3'；U6 正向引

物为 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3' ，反向引物为

5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'。

1.4  克隆形成实验、CCK-8法检测各组AMC-HN-8、

TU177细胞的增殖能力

取各组AMC-HN-8、TU177细胞用完全培养基重

悬，以 1 × 103个/孔将其接种于 6孔板中，培养 7~10 d

后出现肉眼可见的细胞集落时终止培养，用 PBS清

洗 3次后每孔加入 4%多聚甲醛固定 20 min，去除固

定液，加入结晶紫染色 15 min，弃去染液后用自来水

缓慢冲洗，将 6孔板晾干后拍照并计数（以 ≥ 50个细

胞的集落为一个克隆），实验重复3次。

取各组AMC-HN-8、TU177细胞用完全培养基重

悬，以1 × 103个/孔将其接种到96孔板。分别于细胞

贴壁后 0、24、48、72、96 h 时向每孔中加入 10 µL 

CCK-8试剂，继续培养2 h，用酶标仪测定每孔细胞在

450 nm波长处的光密度（D）值，以D值代表细胞的增

殖能力。实验重复3次。

1.5  划痕愈合实验、Transwell实验检测各组AMC-HN-8、

TU177细胞的迁移和侵袭能力

划痕愈合实验：取各组AMC-HN-8、TU177细胞，

用无血清培养基重悬，将细胞接种到 6孔板中，培养

至汇合度达100%时用10 µL无菌移液器吸头在板上
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做垂直划痕，用 PBS冲洗漂浮细胞后加入无血清培

养基继续培养，在划痕后0和24 h在倒置相差显微镜

下观察、拍照，测量划痕间距离，计算细胞的迁移面

积百分比。实验重复3次。

Transwell侵袭实验：按照说明书将Matrigel基质

胶和无血清培养基按 1∶7 比例进行稀释。将

Transwell小室放入24孔板，在上室中加入20 µL稀释的

基质胶，在细胞培养箱中处理过夜。取转染 24 h后

的各组AMC-HN-8、TU177细胞，用无血清培养基重

悬至密度为 106个/mL，在Transwell小室上室中加入

200 µL各组细胞悬液，下室中加入 600 µL完全培养

基。培养24~48 h后取出上室，用棉签轻轻擦掉基质

胶及细胞，PBS 冲洗 3 次，用 4% 多聚甲醛固定 20 

min，加入结晶紫染色 15 min，自来水缓慢冲洗，室温

晾干，在倒置相差显微镜下（× 100）观察、拍照，随机

观察5个视野，对穿膜细胞进行计数。实验重复3

次。

Transwell迁移实验：无需铺胶，其他步骤同上。

1.6  统计学处理

所有实验数据经Excel整理后使用SPSS 26.0软件

进行统计分析。符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，

两组间的比较用t检验；计数资料以例数和百分率表示，

两组间比较用卡方检验，所有统计检验均为双侧。以

P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2   结  果

2.1  hsa_circ_0081621 在 AMC-HN-8 细胞中表达水

平明显高于TU77细胞

qPCR 法 检 测 结 果（图 1A）显 示 ，hsa_circ_

0081621在AMC-HN-8和TU177细胞中均有表达，但

在AMC-HN-8细胞的表达水平明显高于TU177细胞

（P < 0.001）。

***P < 0.01。

图1    qPCR法检测AMC-HN-8和TU177细胞

hsa_circ_0081621的相对表达量

2.2  在 AMC-HN-8、TU177 细胞中成功地敲减了

hsa_circ_0081621的表达

qPCR法检测结果（图 2）显示，与 si-NC组比较，

si-hsa_circ_0081621 组 AMC-HN-8 和 TU177 细胞中

hsa_circ_0081621表达水平均显著降低（均P < 0.001）。

实验结果说明，在AMC-HN-8和TU177细胞中成功

地敲减了hsa_circ_0081621的表达。

***P < 0.01。

图2    qPCR法检测转染 si-hsa_circ_0081621后AMC-HN-8、

TU177细胞hsa_circ_0081621的表达

2.3  敲减hsa_circ_0081621表达能显著抑制AMC-HN-8

和TU177细胞的克隆形成能力

克隆形成实验检测结果（图 3）显示，与 si-NC组

比较，si-hsa_circ_0081621组AMC-HN-8和TU177细

胞克隆形成数目均显著减少（P < 0.00 1或P < 0.000 1）。

实验结果表明，敲减 hsa_circ_0081621表达可显著降

低AMC-HN-8和TU177细胞的克隆形成能力。

2.4  敲减hsa_circ_0081621表达能显著抑制AMC-HN-8

和TU177细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图 4）显示，si-NC转染组比

较，si-hsa_circ_0081621组AMC-HN-8和TU177细胞

的增殖能力均显著降低（均P < 0.001）。实验结果表

明，敲减 hsa_circ_0081621 表达能显著抑制 AMC-

HN-8和TU177细胞的增殖能力。

2.5  敲减hsa_circ_0081621表达显著抑制AMC-HN-8

和TU177细胞的迁移和侵袭能力

划痕愈合实验检测结果（图5A）显示，与 si-NC组

比较，si-hsa_circ_0081621组AMC-HN-8和TU177细

胞的划痕愈合率均显著下降（均 P < 0.001）。

Transwell实验检测结果（图5B）显示，与 si-NC 组比

较，si-hsa_circ_0081621组AMC-HN-8和TU177细胞

的迁移和侵袭细胞数均明显下降（均P < 0.000 1）。

2.6  在 AMC-HN-8 和 TU177 细胞成功地过表达了

hsa_circ_0081621

qPCR法检测结果（图 6）显示，与 vector组比较，

hsa_circ_0081621-OE 组 AMC-HN-8 和 TU177 细胞

hsa_circ_0081621的表达均显著升高（均P < 0.01）。

·· 581



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2025, 32(6)

***P < 0.01, ****P < 0.000 1。

图3    克隆形成实验检测敲减hsa_circ_0081621表达对AMC-HN-8和TU177细胞克隆形成能力的影响（（× 40））

***P < 0.001。

图4    CCK-8法检测敲减hsa_circ_0081621表达对AMC-HN-8和TU177细胞增殖能力的影响

***P < 0.01, ****P < 0.000 1。

图5    划痕愈合实验（A × 100）和Transwell实验（B × 200）检测敲低hsa_circ_0081621表达对AMC-HN-8和

TU177细胞迁移和侵袭能力的影响
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*P < 0.05, **P < 0.01。

图6  qPCR法检测过转染pLC5-ciR-hsa_circ_0081621后

AMC-HN-8和TU177细胞中hsa_circ_0081621的表达

2.7  过表达hsa_circ_0081621能明显提升AMC-HN-8

和TU177细胞的克隆形成能力

克隆形成实验检测结果（图 7）显示，与 vector组

比较，hsa_circ_0081621-OE 组 AMC-HN-8 和 TU177

细胞形成的克隆数均明显增加（P < 0.000 1）。实验

结果表明，过表达 hsa_circ_0081621 可明显提升

AMC-HN-8和TU77细胞的克隆形成能力。

2.8  过表达hsa_circ_0081621能显著增强AMC-HN-8

和TU177细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图8）显示，与vector组比较，

hsa_circ_0081621-OE组AMC-HN-8和TU177细胞的

增殖能力均显著增强（P < 0.001或P < 0.000 1）。实

验结果表明，过表达 hsa_circ_0081621 能显著增强

AMC-HN-8和TU177细胞的增殖能力。

****P < 0.000 1。

图7    克隆形成实验检测过表达hsa_circ_0081621对AMC-HN-8和TU177细胞克隆形成能力的影响（（× 40））

***P < 0.01, ****P < 0.000 1。

图8    CCK-8法检测过表达hsa_circ_0081621表达对AMC-HN-8和TU177细胞增殖能力的影响

2.9  过表达hsa_circ_0081621能显著增强AMC-HN-8

和TU177细胞的迁移和侵袭能力

划痕愈合实验检测结果（图 9A）显示，与 vector

组 比 较 ，hsa_circ_0081621-OE 组 AMC-HN-8 和

TU177 细 胞 的 划 痕 愈 合 能 力 均 显 著 增强（均

P < 0.000 1）。

·· 583



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2025, 32(6)

Transwell 实验检测结果（图 9B）显示，与 vector

组 比 较 ，hsa_circ_0081621-OE 组 AMC-HN-8 和

TU177 细胞的迁移和侵袭细胞数均显著增多（均

P < 0.000 1）。

****P < 0.000 1。

图9    划痕愈合实验（A × 100）和Transwell实验（B × 200）检测过表达hsa_circ_0081621对AMC-HN-8和

TU177细胞迁移和侵袭能力的影响

3  讨  论

近年来，随着高通量测序技术的发展，被发现的

circRNA的种类越来越多[7]。目前，已有超过3 000种

circRNA被证实存在于各种人类细胞类型的转录组

中[8]。circRNA的异常表达可以影响包括癌症在内的

很多疾病发生发展过程。circRNA通过参与并调控

癌症发生发展的各阶段进程发挥重要作用。

circRNA 可以竞争性结合 miRNA，发挥分子海绵作

用，或者编码蛋白质或多肽，指导翻译，参与细胞内

基因的调节和转录，影响肿瘤的发生发展[9-11]。

circRNA 持续调控细胞增殖信号、逃避生长抑制因

子、损害分化信号、促进肿瘤转移和侵袭、诱导血管

生成[12-16]等，通过调节 Wnt/β-catenin、MAPK/ERK 和

PTEN/PIK3/AKT[17-18]等信号通路，参与肿瘤的发生发

展。一些重要分子如 p53 和 KRAS 也参与 circRNA

的调控[19-21]。circRNA可以作为促癌因子或抑制因子

在肿瘤中发挥作用，这两种circRNA在人体各组织和

器官中的表达水平处于动态平衡状态，这种状态一

旦被打破就有可能导致癌症的发生。

通过微阵列或 RNA 测序分析发现，组织中

circRNA表达的广泛失调可导致癌症的发生发展[22]。

研究[23]发现，circRNA参与肺癌的发生发展，非小细

胞肺癌中 hsa_circ_0037515和 hsa_circ_0037516的表

达量明显下降。circYAP1可以抑制胃癌细胞的增殖

和侵袭[24]。circVAPA则可以促进结直肠癌细胞增殖、

迁移、侵袭，并抑制其凋亡[25]。在乳腺癌细胞中也发

现 circTADA2A-E6 可以促进 miR-203a-3p 靶基因

SOCS3表达，从而抑制乳腺癌的发生发展[26]。但是

circRNA在头颈部肿瘤的相关研究较少。喉癌是耳

鼻咽喉头颈外科常见的恶性肿瘤之一，具有高侵袭

力，LSCC是主要病理类型，占 95%以上。决定肿瘤

患者预后不良的关键因素主要是转移，约 90%肿瘤

患者的死亡是由转移引起[27]。通过手术、放化疗、靶

免治疗等手段的综合治疗，LSCC患者的 5年生存率

没有显著提高，因此研究疾病发展机制和新的治疗

靶点对于喉癌的治疗至关重要。CHEN 等[28]通过

qPCR法检测发现，喉癌及癌旁组织中circSHKBP1高

表达与患者的低生存率有关。WANG等[29]发现，circ-

RANBP过表达可显著抑制喉癌细胞的迁移、增殖和

侵袭能力。GUO等[30]发现，circ_0005033在喉癌组织

中的表达水平较正常组织明显升高，促进喉癌细胞

的迁移、增殖、侵袭和顺铂耐药。研究[31-32]发现，

hsa_circ_0023028高表达与喉癌患者的肿瘤分级、临

床分期等密切相关。

本课题组前期从 GEO 数据库中筛选出在人

LSCC组织及相应癌旁组织中差异表达的 hsa_circ_

0081621，对hsa_circ_0081621引物在cDNA中扩增出
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刘胜辉, 等 . 环状RNA hsa_circ_0081621促进人喉鳞状细胞癌细胞的恶性生物学行为

的片段序列进行焦磷酸测序，其结果与 circbase数据

库中的序列进行比对，验证其环化位点，证实

hsa_circ_0081621 真实存在。用 FISH 检测 67 例

LSCC 组织中 hsa_circ_0081621 表达发现，hsa_circ_

0081621的高表达预示患者预后不良[6]。因此，本研

究进行了细胞功能实验，敲减和过表达 hsa_circ_

0081621后，经CCK-8法、克隆形成实验、划痕愈合实

验 和 Transwell 实 验 检 测 发 现 ，敲 减 或 过 表 达

hsa_circ_0081621 能显著抑制或促进 AMC-HN-8 和

TU177细胞的恶性生物学行为，结果表明，hsa_circ_

0081621 可能在 LSCC 中发挥促癌作用，影响 LSCC

的发生发展及患者的预后。但是 hsa_circ_0081621

如何发挥上述生物学功能还需要进一步探索。本课

题组后期将进一步探索hsa_circ_0081621在LSCC发

生发展中的作用机制，为临床治疗LSCC提供新的思

路和方向。
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