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[摘  要]  目的：探究环状RNA（circRNA）调控舌鳞状细胞癌（TSCC）顺铂（CDDP）耐药的机制。方法：本研究以TSCC化疗敏

感CAL27细胞与耐药CAL27-res细胞为研究对象，RT-qPCR检测两种细胞内hsa_circ_0034762的表达量差异，流式细胞术检测细

胞凋亡率，Western blotting检测自噬相关蛋白p62及LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值，透射电镜观察自噬小体的数量，双萤光素酶报告实验检

测 hsa_circ_0034762与miR-17-3p的结合关系，荧光原位杂交实验检测二者在细胞中的共定位，敲低 hsa_circ_0034762联合抑制

miR-17-3p进行功能回复实验。结果：相比亲本化疗敏感细胞，TSCC耐药细胞CAL27-res自噬水平显著提升，表现为自噬小体

数量增加、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高及p62蛋白表达降低。hsa_circ_0034762在TSCC耐药组织及CAL27-res细胞中高表达。敲低

hsa_circ_0034762后，CAL27-res细胞凋亡率升高，自噬小体数量减少，p62蛋白表达增加，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值降低（均P < 0.05）。

双萤光素酶报告实验与荧光原位杂交实验发现hsa_circ_0034762与miR-17-3p存在靶向结合作用。抑制miR-17-3p可部分逆转

hsa_circ_0034762 敲低所致的促凋亡及抑制自噬效应。结论：hsa_circ_0034762 在 TSCC 耐药细胞及组织中高表达。敲低

hsa_circ_0034762可能通过miR-17-3p抑制细胞自噬并促进细胞凋亡，从而降低TSCC细胞的化疗耐药性。
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hsa_circ_0034762 contributes to cisplatin resistance in tongue squamous cell 
carcinoma CAL27-res cells via miR-17-3p-mediated regulation of autophagy
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[Abstract]  Objective: To elucidate the mechanism by which circular RNA (circRNA) regulates cisplatin (CDDP) resistance in tongue 

squamous cell carcinoma (TSCC). Methods: Chemosensitive and chemoresistant TSCC cells were used in this study. The differential 

expression of hsa_circ_0034762 in CAL27 and CAL27-res cells was detected by RT-qPCR. Cell apoptosis was evaluated by flow 

cytometry, and the autophagy-related protein p62, the LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio were determined by Western blotting. The number of 

autophagosomes was observed by transmission electron microscopy (TEM). The targeting relationship between hsa_circ_0034762 and 

miR-17-3p was verified using a dual-luciferase reporter assay, and their co-localization in cells was detected by fluorescence in situ 

hybridization (FISH). Functional rescue experiments were performed by knocking down hsa_circ_0034762 alone or in combination 

with miR-17-3p inhibition. Results: Compared with parental chemosensitive cells, CAL27-res cells displayed significantly increased 

autophagy, as evidenced by an increased number of autophagosomes, an elevated LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio, and decreased p62 protein 

expression. hsa_circ_0034762 was highly expressed in both chemoresistant TSCC tissues and CAL27-res cells. Knockdown of 

hsa_circ_0034762 significantly increased the apoptosis rate of CAL27-res cells, reduced the number of autophagosomes, upregulated 

p62 expression, and decreased the LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio (all P < 0.05). Dual-luciferase reporter and FISH assays confirmed the targeted 

binding between hsa_circ_0034762 and miR-17-3p. Inhibition of miR-17-3p partially reversed the pro-apoptotic and autophagy-

suppressive effects induced by hsa_circ_0034762 knockdown. Conclusion: hsa_circ_0034762 is overexpressed in chemoresistant 

TSCC tissues and cells. Knockdown of hsa_circ_0034762 suppresses autophagy and promotes apoptosis through miR-17-3p-mediated 
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regulation, thereby reducing the chemoresistance of TSCC cells.
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舌鳞状细胞癌（tongue squamous cell carcinoma, 

TSCC）是常见的口腔恶性肿瘤之一，占口腔恶性肿

瘤的85%～90%，与吸烟、饮酒、嚼槟榔等不良行为密

切相关，具有高度恶性、转移性和侵袭性的特点，且

预后不良[1]。化疗是TSCC综合治疗中的关键环节，

但化疗耐药常导致治疗失败[2-3]。因此，探索化疗耐

药的调控机制具有重要意义。近年来，研究[4]发现，

非编码 RNA（non-coding RNA, ncRNA）与肿瘤化疗

耐药密切相关。环状RNA（circular RNA, circRNA）

是一类新发现的 ncRNA，在多种肿瘤中不仅表达异

常，而且参与调控肿瘤化疗耐药[5]。研究[6]发现，

circSEC24B 可以促进去泛素化酶 OTUB1 与 SRPX2

蛋白结合 ，进而激活自噬并诱导化疗耐药 ；

circ_ARHGEF28 与 MST1/2 蛋白相互作用、抑制

Hippo 通路活性，从而促进卵巢癌顺铂（cisplatin, 

CDDP）耐药[7]。然而，circRNA在TSCC化疗耐药中

的作用机制尚不清楚。

自噬是一种进化保守的细胞过程，受多种应激

信号调控，可促使肿瘤细胞产生化疗耐药[8-9]。自噬

活化过程中，LC3-Ⅰ可经脂质化修饰转化为膜结合

形式LC3-Ⅱ，而 p62作为自噬底物可被持续降解，因

此LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高和p62表达降低常被作为

评价自噬活性增强的重要指标[10-11]。现有研究[12]表

明，异常激活的自噬能够削弱化疗药物对肿瘤细胞

的杀伤作用，从而延长其存活时间。值得注意的是，

ncRNA可通过调控自噬相关通路降低肿瘤细胞对化

疗药物的敏感性，提示ncRNA-自噬轴可能是肿瘤化

疗耐药的重要调控机制[13-15]。然而，circRNA是否通

过自噬途径调控TSCC化疗耐药尚不清楚。

本研究前期通过circRNA表达谱分析比较TSCC

化疗敏感细胞CAL27与化疗耐药细胞CAL27-res中

circRNA的差异表达情况，筛选出在化疗耐药细胞中

显著上调的hsa_circ_0034762。RT-qPCR验证结果进

一步显示，hsa_circ_0034762在 TSCC化疗耐药组织

及CAL27-res细胞中高表达，提示其可能参与TSCC

化疗耐药的调控。基于此，本研究以 hsa_circ_

0034762为研究对象，分析其在TSCC化疗耐药细胞

中的表达特征，并通过敲低 hsa_circ_0034762检测其

对 CAL27-res 细胞凋亡、自噬及化疗耐药表型的影

响。同时，结合生物信息学预测、荧光原位杂交实

验、双萤光素酶报告实验及 miR-17-3p 功能回复实

验，进一步探讨 hsa_circ_0034762/miR-17-3p 轴调控

自噬并影响TSCC化疗耐药的潜在机制。

1  材料与方法

1.1  临床资料

收集 2021年 9月至 2023年 9月于东莞东华医院

和中山大学孙逸仙纪念医院就诊的 40例晚期TSCC

患者手术标本及临床资料。病例纳入标准：（1）经病

理组织学确诊为舌鳞状细胞癌；（2）临床分期为Ⅲ或

Ⅳ期；（3）术前均接受 2 个疗程多西他赛 + CDDP + 

氟尿嘧啶方案（TPF）的新辅助化疗；（4）完整手术标

本于-80 ℃保存以防止降解。病例排除标准：（1）术

前接受过放疗；（2）组织标本中肿瘤细胞含量 < 50%；

（3）患有严重免疫系统疾病或全身感染。参照

RECIST 1.1标准评价疗效，将完全缓解或部分缓解

者归为CDDP敏感组，疾病稳定或疾病进展者归为

CDDP耐药组；其中CDDP敏感组 20例，CDDP耐药

组 20 例。手术标本置于−80 ℃保存，用于后续 RT-

qPCR检测。本研究获东莞东华医院和中山大学孙

逸仙纪念医院医学伦理委员会审核批准（DHKY-

2025-025-01和 SYSKY-2025-518-01），且患者及家属

均签署知情同意书。

1.2  细胞及主要试剂

人TSCC细胞CAL27购自南京科佰生物科技有

限公司，CDDP诱导耐药细胞CAL27-res由中山大学

孙逸仙纪念医院团队惠赠，DMEM、TRIzol 试剂、

Lipofectamine 2000购自美国 Invitrogen公司，逆转录

试剂盒及实时荧光定量试剂盒购自日本TaKaRa公

司，双萤光素酶活性检测试剂盒购自南京陌凡生物

科技有限公司，兔抗人 SQSTM1/p62 单克隆抗体和

兔抗人 LC3-Ⅰ/Ⅱ单克隆抗体购自美国 CST 公

司，β-actin鼠单克隆抗体、HRP标记的羊抗兔 IgG二

抗和HRP标记的羊抗鼠 IgG二抗购自武汉三鹰生物

技术有限公司，RIPA裂解液和BCA蛋白浓度测定试

剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，ECL化学

发光液购自美国 Thermo Fisher 公司。miR-17-3p 

mimics、mimic NC、miR-17-3p inhibitor、inhibitor NC

及3种 siRNA均购自广州市锐博生物科技有限公司，

胎牛血清购自上海吉泰依科赛生物科技有限公司，

pRL-TK和野生型 hsa_circ_0034762质粒购自上海吉

玛生物公司，FITC标记的miR-17-3p探针与Cy3标记

的 hsa_circ_0034762 探针均购自广州市外显子生物

技术有限公司。

1.3  细胞培养、转染及分组

CAL27 细胞培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM
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培养基中，CDDP 耐药细胞 CAL27-res 培养于含

10 μmol/L CDDP、10%胎牛血清的DMEM培养基内，

所有细胞置于 37 ℃、5% CO ₂恒温培养箱中常规

培养。

将CAL27-res细胞接种于 6孔板，培养 24 h待细

胞汇合度达 40%～50%时进行转染。根据不同实验

目的设置相应转染分组。用于 hsa_circ_0034762 敲

低实验的分组包括 si-NC组、si-hsa_circ_0034762-1组

和 si-hsa_circ_0034762-2组。用于双萤光素酶报告实

验 的 分 组 包 括 miR-NC mimics 组 和 miR-17-3p 

mimics组。用于功能回复实验的分组包括 si-NC组、

si-hsa_circ_0034762 组和 si-hsa_circ_0034762 + miR-

17-3p inhibitor组。按照Lipofectamine 2000说明书进

行转染，转染 6 h后更换完全培养基，继续培养 24 h

收集细胞。所用 siRNA、miR-17-3p mimics/inhibitor

及阴性对照序列见表1。

表1  siRNA及miRNA的靶序列信息

序列名称

si-hsa_circ_0034762-1（si-circ-1）

si-hsa_circ_0034762-2（si-circ-2）

si-hsa_circ_0034762-NC（si-NC）

miR-17-3p mimics

miR-NC

miR-17-3p inhibitor

inhibitor-NC

极性

正义链

反义链

正义链

反义链

正义链

反义链

正义链

正义链

正义链

正义链

序列详情（5′→3′）

GAGCUGAGGGUGUGUGGUUGU

ACAACCACACACCCUCAGCUC

CUGAGGGUGUGUGGUUGUGUU

AACACAACCACACACCCUCAG

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

ACGUGACACGUUCGGAGAATT

ACUGCAGUGAAGGCACUUGUAG

CAGUACUUUUGUGUAGUACAA

CUACAAGUGCCUUCACUGCAGU

CAGUACUUUUGUGUAGUACAA

1.4  circRNA表达谱分析与miRNA靶点预测

收集对数生长期的CAL27细胞及CAL27-res细

胞，采用TRIzol试剂提取总RNA，委托上海康成生物

工程有限公司进行 circRNA表达谱分析。经RNase R

处 理 去 除 线 性 RNA 并 富 集 circRNA 后 ，采 用

Arraystar Human circRNA Array（8 × 15K）芯片进行

检测。芯片原始图像经 Agilent Feature Extraction 软

件提取原始数据后，采用R软件包进行分位数标准化

及后续差异表达分析。差异表达 circRNA的筛选标

准为|log₂FC| ≥ 1且P < 0.05。

circRNA/miRNA 相互作用采用 Arraystar 自建

miRNA 靶点预测软件进行预测。该程序基于

TargetScan和miRanda算法，对差异表达 circRNA序

列中的潜在 miRNA 反应元件（miRNA response 

element, MRE）进行注释，并构建 circRNA-miRNA相

互作用网络。根据上述预测结果，筛选到 hsa_circ_

0034762及其潜在结合 miRNA 用于后续实验验证。

1.5  RT-qPCR检测临床样本及CAL27、CAL27-res细

胞中hsa_circ_0034762的表达水平

使用TRIzol试剂提取临床样本、CAL27细胞或

CAL27-res细胞的总RNA，按照逆转录试剂盒说明书

将总RNA逆转录为 cDNA。随后按照RT-qPCR试剂

盒说明书进行扩增，以检测 hsa_circ_0034762的表达

情况。RT-qPCR反应程序为预变性：95 ℃，5 min；

95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s（共 40

个循环）；72 ℃终末延伸 10 min。以 β-actin为内参，

按照2-ΔΔCT法分析目的基因相对表达量。

1.6  MTT法检测CDDP对CAL27和CAL27-res细胞

的 IC50

将对数生长期的 CAL27 和 CAL27-res 细胞以

1 × 10³个/孔接种于 96孔板，每组设 3个复孔。贴壁

培养24 h后，加入不同终浓度的 CDDP 处理，浓度梯

度为0、2、4、8、16、32、64、90、128、256 μmol/L，继续培

养 72 h。每孔加入 10 μL MTT，培养 4 h，弃上清液，

加入150 μL DMSO振荡5 min溶解结晶，酶标仪检测

每孔在 490 nm处的光密度（D）值，采用非线性回归

拟合剂量－反应曲线，计算 IC50。

1.7  Western blotting检测CAL27和CAL27-res细胞

中自噬相关蛋白的表达

RIPA裂解液收集CAL27细胞和CAL27-res细胞

的总蛋白，BCA法测定蛋白浓度。取20 μg样品通过

SDS-PAGE分离蛋白，转膜后室温下用 5%脱脂牛奶

封闭1 h，加入p62和LC3抗体（1∶1 000），4 ℃作用过

夜。TBST洗膜 3次后，加入HRP标记的羊抗兔 IgG

二抗（1∶5 000），加入ECL显影液进行曝光。ImageJ

软件对电泳条带进行定量分析。

1.8  流式细胞术检测CAL27-res细胞的凋亡率

将收集的 CAL27-res 细胞用 PBS 清洗 2 次，加
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100 μL缓冲液制成细胞悬液后加入5 μL Annexin Ⅴ- 

FITC和 10 μL PI染液，避光室温反应 15 min，流式细

胞仪检测Annexin Ⅴ和PI阳性细胞比例。FlowJo软

件分析数据，按照细胞总凋亡率 = 早期凋亡细胞

（Annexin Ⅴ⁺/PI⁻） + 晚期凋亡细胞（Annexin Ⅴ⁺/PI⁺），

计算CAL27-res细胞的凋亡率。

1.9  双萤光素酶报告实验检测 CAL27-res 细胞中

hsa_circ_0034762与miR-17-3p的结合关系

根据miRNA靶点预测结果，hsa_circ_0034762序

列中存在 2个潜在 miR-17-3p结合位点，分别命名为

位点 1 和位点 2。为了明确 miR-17-3p 与 hsa_circ_

0034762的具体结合区域，本研究构建了 3种双萤光

素酶报告质粒：WT（野生型 hsa_circ_0034762）、

Mutant-1（仅突变位点1种子区）、Mutant-2（仅突变位

点2种子区），均采用定点突变技术构建。

将报告质粒（WT、Mutant-1 或 Mutant-2）与内参

质粒 pRL-TK按 10∶1的比例混合。依据前述转染方

案，将混合质粒与 miR-17-3p mimics 或其阴性对照

miR-NC mimics共转染至CAL27-res 细胞中。转染

48 h 后，裂解细胞，检测 Firefly萤光素酶和Renilla

萤光素酶的活性。以 Firefly/Renilla 萤光素酶活性

比 值 评 估 hsa_circ_0034762 与 miR-17-3p 的结合

关系。

1.10  透射电镜观察CAL27和CAL27-res细胞内的自

噬小体

将CAL27细胞和CAL27-res细胞分别接种至 96

孔板内的蓝宝石基片上，贴壁后，用无血清培养基处

理 24 h 诱导细胞自噬。弃上清液，PBS 洗涤细胞 3

次，加入 2.5%戊二醛，于 4 ℃固定细胞 2 h，再用 1%

锇酸后固定 1 h。梯度乙醇脱水（各 15 min），环氧树

脂渗透包埋，60 ℃过夜聚合。聚合后的样品块使用

超薄切片机进行切片（60~80 nm），醋酸铀和柠檬酸

铅对切片进行双重染色，透射电子显微镜观察细胞

内典型双层膜自噬小体结构并拍照记录。

1.11  荧光原位杂交实验检测 CAL27-res 细胞内

miR-17-3p与hsa_circ_0034762的共定位

将CAL27-res细胞以 5 × 10⁴个/孔的密度接种到

含细胞爬片的 24 孔板中。待细胞贴壁后，预冷的

PBS 洗涤 3 次，加入 4% 多聚甲醛室温固定 15 min，

PBS 洗涤 3 次后加入 0.5% Triton X-100 冰浴处理

10 min。将 FITC标记的miR-17-3p探针与Cy3标记

的hsa_circ_0034762探针按1∶1混合，在37 ℃避光环

境中与CAL27-res细胞杂交过夜。次日，严格避光洗

涤，DAPI复染细胞核，封片后于共聚焦荧光显微镜下

观察并采集图像。

1.12  统计学处理

使用SPSS 21.0软件进行数据统计分析，统计图

表均使用GraphPad Prism 9.0软件绘制。所有计量数

据均以 x̄ ± s表示。两组数据比较采用独立样本 t检

验，多组数据比较采用单因素方差分析（one-way 

ANOVA）。以P < 0.05或P < 0.01视为差异具有统计

学意义。

2  结  果

2.1  CAL27-res细胞呈现CDDP耐药性并伴随自噬

活性增强

MTT 实验结果（图 1A）显示，CAL27 细胞对

CDDP 的 IC50为（10.24 ± 0.95） μmol/L，CAL27-res 细

胞 对 CDDP 的 IC50 为（27.92 ± 1.768） μmol/L；与

CAL27细胞相比，CAL27-res细胞的耐药性显著提高

（P < 0.000 1）。Western blotting检测结果（图 1B）显

示，与 CAL27 细胞相比，CAL27-res 细胞中 LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比值显著提高，p62的蛋白表达水平显著下降

（均P < 0.05）。透射电子显微镜观察到，与CAL27细

胞相比，CAL27-res 细胞中自噬小体数量显著增加

（图1C，P < 0.01）。

2.2  hsa_circ_0034762在耐药细胞及组织中显著高

表达

本研究筛选了CAL27细胞和CAL27-res细胞之

间差异表达的 circRNA。结果（图 2A）显示，共筛选

到 119 个显著上调的 circRNA 和 96 个显著下调的

circRNA（|log2 FC| ≥ 1, P < 0.01）。选择其中表达上调

最为显著的 8个 circRNA，在CAL27和CAL27-res细

胞中进行RT-qPCR验证，结果（图2B）显示，hsa_circ_

0034762在上述 8个候选分子中表达上调最为显著

（P < 0.01）。进一步在 40 例 TSCC 样本中检测候选

circRNA的表达水平，RT-qPCR结果（图 2C）显示，与

CDDP 敏感组（n = 20）相比，hsa_circ_0034762 在

CDDP耐药组肿瘤组织（n = 20）中的表达水平显著升

高（P < 0.01）。以上结果提示，hsa_circ_0034762的异

常高表达可能与TSCC的CDDP耐药密切相关。

2.3  干扰 hsa_circ_0034762 表达影响 CAL27-res 细

胞对CDDP的敏感性

RT-qPCR 验证 siRNA 转染后 hsa_circ_0034762

的表达水平，结果（图 3A）显示，转染特异性靶向

hsa_circ_0034762的 siRNA（si-circ-1组和 si-circ-2组）

后，CAL27-res 细胞中 hsa_circ_0034762 的相对表达

量显著下降（P < 0.01）。流式细胞术结果（图 3B、C）

显示 ，与 si-NC 组相比 ，si-circ-1 组和 si-circ-2 组

CAL27-res 细胞凋亡率均无统计学差异。经 CDDP

处理后，与 si-NC组CAL27-res细胞相比，si-circ-1组

和 si-circ-2组细胞凋亡率显著升高（P < 0.01）。
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A：MTT法检测CAL27和CAL27-res细胞对CDDP的 IC50；B：Western blotting检测自噬相关蛋白p62及LC3-Ⅱ、LC3-Ⅰ在CAL27和

CAL27-res细胞中的表达情况；C：透射电镜观察单个视野下CAL27和CAL27-res细胞中自噬小体的数量。****P < 0.000 1，**P < 0.01。

图1  TSCC亲本株和CDDP耐药株中自噬水平比较

A：散点图显示CAL27和CAL27-res细胞中差异表达的circRNA；B：RT-qPCR验证差异表达的circRNA在CAL27和CAL27-res细

胞的表达情况；C：RT-qPCR验证差异表达的circRNA在TSCC CDDP敏感组（n = 20）和CDDP耐药组（n = 20）的表达情况。
*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图2  hsa_circ_0034762在TSCC耐药细胞和组织中的表达
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A：RT-qPCR检测 si-hsa_circ_0034762在CAL27-res细胞中的敲低效率；B、C：流式细胞术检测敲低hsa_circ_0034762后

CAL27-res细胞对CDDP敏感性的影响。与 si-NC组相比，**P < 0.01。

图3  干扰hsa_circ_0034762表达影响CAL27-res细胞对CDDP的敏感性

2.4  干扰 hsa_circ_0034762 表达影响 CAL27-res 细

胞自噬水平

Western blotting结果（图4A）显示，与 si-NC组相

比，si-circ-1组和 si-circ-2组CAL27-res细胞中的自噬

相关蛋白 p62表达显著升高，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值下

降（均P < 0.05）。透射电子显微镜下观察到，与 si-NC组

细胞相比，si-circ-1组和 si-circ-2组CAL27-res细胞中

自噬小体数量均显著减少（图4B、C，均P < 0.01）。

2.5  hsa_circ_0034762与miR-17-3p存在相互作用

对 hsa_circ_0034762进行miRNA结合位点预测

分析，结果（图 5A）显示，hsa_circ_0034762序列上含

有2个miR-17-3p互补位点。双萤光素酶报告基因实

验结果（图 5B）显示，与 miR-NC 组相比，转染 miR-

17-3p mimics 显 著 下 调 了 野 生 型 WT-hsa_circ_

0034762载体的相对萤光素酶活性（P < 0.01）。对于

突变型载体，miR-17-3p mimics对MUT-1组仍具有显

著的抑制作用（P < 0.01）；而对MUT-2组的相对萤光

素酶活性无明显影响（P > 0.05）。以上结果表明，

hsa_circ_0034762序列中的位点 2是miR-17-3p的功

能性结合位点。荧光原位杂交实验结果（图 5C）显

示，hsa_circ_0034762与miR-17-3p共定位于CAL27-

res细胞的胞质中。

2.6  抑制miR-17-3p表达逆转hsa_circ_0034762敲低

对CAL27-res细胞耐药和自噬水平的影响

功能回复实验结果（图6）显示，与 si-circ组相比，

si-circ + miR-17-3p inhibitor 组 CAL27-res 细胞的细

胞凋亡率显著降低（P < 0.01），自噬小体数量显著增

加（P < 0.05）。

3  讨  论

TSCC是口腔颌面部常见的恶性肿瘤之一，化疗

耐药是影响治疗效果和患者预后的重要因素。阐明

TSCC化疗耐药的分子机制，对于寻找新的治疗靶点

及提高化疗疗效具有重要意义。本研究以CDDP耐
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药细胞 CAL27-res 为研究对象，发现与亲本 CAL27

细胞相比，CAL27-res 细胞中自噬小体数量明显增

加，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高，而 p62蛋白表达降低，

提示CDDP耐药TSCC细胞内自噬水平升高。上述

结果提示，自噬激活可能是TSCC细胞适应化疗压力

并形成耐药表型的重要机制之一。

A：Western blotting检测hsa_circ_0034762敲低后自噬相关蛋白的表达；B：CAL27-res细胞中单个视野下自噬小体数量统计；

C：透射电镜观察hsa_circ_0034762敲低后CAL27-res细胞中自噬小体的变化。**P < 0.01。

图4  干扰hsa_circ_0034762表达对CAL27-res自噬水平的影响

A：hsa_circ_0034762序列上miR-17-3p结合位点的预测分析；B：双萤光素酶实验检测hsa_circ_0034762与miR-17-3p的相互作用；

C：荧光原位杂交实验检测hsa_circ_0034762和miR-17-3p在CAL27-res细胞中的共定位，hsa-miR-17的探针用FITC标记并染成

绿色，hsa_circ_0034762的探针用Cy3标记并染成红色，DAPI将细胞核染色为蓝色。**P < 0.01。

图5  hsa_circ_0034762与miR-17-3p的相互作用

已有研究[16-17]表明，自噬在肿瘤化疗中具有“双

刃剑”作用。一方面，自噬通过清除受损细胞器和毒

性蛋白，帮助肿瘤细胞在化疗诱导的应激中存活，从

而促进化疗耐药；另一方面，在特定条件下，过度活

跃的自噬也可能诱导自噬性细胞死亡并增强治疗效

果[18]。在头颈鳞癌等实体肿瘤中，化疗压力下激活的

自噬多表现为保护性作用，可促进肿瘤细胞对化疗

药物的耐受。LIN等[19]发现CDDP耐药的FaDu细胞
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中 ，染色体外环状 DNA 扩增了自噬相关基因

RAB3B，通过提高自噬水平促进CDDP耐药，提示化

疗耐药与自噬功能紊乱密切相关。此外，在临床前

模型中抑制自噬能够逆转肿瘤细胞的化疗耐药性[20]。

本研究结果与上述研究趋势一致，即 CDDP 耐药

TSCC细胞中存在更高水平的自噬活性。更重要的

是，本研究进一步发现，敲低 hsa_circ_0034762 后，

CAL27-res细胞的自噬小体数量减少、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ

比值降低、p62表达升高，同时细胞凋亡率增加，提示

hsa_circ_0034762可能通过维持或增强保护性自噬，

促进TSCC细胞对CDDP的耐受。

A：流式细胞术分析 si-NC、si-circ及 si-circ + miR-17-3p inhibitor处理后CAL27-res细胞凋亡率的变化；B：透射电镜观察 si-NC、

si-circ及 si-circ + miR-17-3p inhibitor处理后CAL27-res细胞中单个视野下自噬小体数量变化。*P < 0.05，**P < 0.01。

图6  抑制miR-17-3p表达逆转hsa_circ_0034762敲低对CAL27-res细胞耐药和自噬水平的影响

circRNA是一种反向剪接生成的内源性ncRNA，

因其显著的稳定性、组织特异性及多功能性，在细胞

增殖和凋亡等生物学过程中具有重要调控作用，并

在包括TSCC在内的多种癌症的发生与进展中发挥

重要角色[21-22]。近年来，越来越多研究[23-24]表明，

circRNA可通过调控细胞增殖、凋亡、自噬及药物代

谢等过程参与肿瘤发生发展和治疗抵抗。本研究通

过 circRNA表达谱分析，筛选CAL27与CAL27-res细

胞中的差异表达 circRNA，并经 RT-qPCR 进一步验

证，发现 hsa_circ_0034762 在 CDDP 耐药 TSCC 细胞

及组织中均显著高表达。功能实验显示，敲低

hsa_circ_0034762 可显著诱导 CAL27-res 细胞凋亡，

并抑制其自噬水平，说明 hsa_circ_0034762 不仅与

TSCC化疗耐药表型密切相关，而且可能是调控耐药

细胞自噬和生存能力的重要上游分子。

circRNA可作为竞争性内源RNA吸附miRNA，

从而解除miRNA对其下游靶基因的抑制作用，并参

与肿瘤细胞生物学行为调控[25-26]。既往研究[27-29]显

示，miR-17相关分子参与多种肿瘤细胞增殖、凋亡、

自噬及化疗敏感性的调节。研究[30] 发现 ncRNA 

BLACAT1 可通过与 miR-17 相互作用并正向调控

ATG7 表达，促进非小细胞肺癌细胞自噬和化疗耐

药。本研究通过生物信息学预测发现 hsa_circ_

0034762上存在miR-17-3p潜在结合位点，并且通过

双萤光素酶报告实验与荧光原位杂交实验进一步证

实，hsa_circ_0034762 能够与 miR-17-3p 直接结合。

功能回复实验显示，在 hsa_circ_0034762 敲低的

CAL27-res细胞中抑制miR-17-3p后，细胞凋亡率降

低，而自噬小体数量增加。上述结果提示，miR-17-3p

参与了 hsa_circ_0034762 介导的自噬和化疗耐药调

控，hsa_circ_0034762可能与miR-17-3p相互作用，减

弱 miR-17-3p 的抑制作用，从而增强自噬并促进

TSCC细胞CDDP耐药。

综上所述，本研究表明CDDP耐药TSCC细胞中

自噬活性增强，hsa_circ_0034762在 TSCC化疗耐药

组织和细胞中高表达。敲低 hsa_circ_0034762 通过
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miR-17-3p介导的调控抑制自噬并促进细胞凋亡，从

而降低TSCC细胞的化疗耐药性。hsa_circ_0034762/

miR-17-3p 轴可能是 TSCC 化疗耐药的重要调控通

路，并有望成为逆转 TSCC 化疗耐药的潜在干预靶

点。然而，本研究仍存在一定局限性：本研究临床样

本量相对有限，后续仍需扩大样本量进一步分析

hsa_circ_0034762 表达与患者化疗反应及预后的关

系；此外，本研究尚缺乏动物模型验证，后续将开展

体内实验加以验证。
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