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[摘  要]  目的：探讨hsa_circ_0084927促进宫颈癌恶性生物学行为的作用机制。方法：通过高通量测序在宫颈癌组织中筛选

获得高表达的 hsa_circ_0084927，经生物信息学预测其互作 miRNA，即 miR‑874‑3p和下游靶基因真核翻译起始因子 4E结合蛋

白 1（EIF4EBP1）。采用 RT‑qPCR 检测 hsa_circ_0084927、miR‑874‑3p 及 EIF4EBP1 在宫颈癌组织和细胞系中的表达，并分析

hsa_circ_0084927表达水平与宫颈癌患者临床病理特征之间的关系。通过CCK‑8实验、划痕愈合实验、Transwell侵袭实验及流式

细胞术，评估敲低hsa_circ_0084927对HeLa和SiHa细胞增殖、迁移、侵袭能力及凋亡的影响。双萤光素酶报告基因实验、挽救实

验检测hsa_circ_0084927与miR‑874‑3p，以及miR‑874‑3p与EIF4EBP1之间的靶向调控关系。结果：hsa_circ_0084927在宫颈癌

组织中的表达显著高于配对的癌旁组织（P < 0.000 1）。与宫颈上皮永生化细胞H8相比，宫颈癌HeLa和SiHa细胞中 hsa_circ_

0084927表达上调（均P < 0.000 1）。hsa_circ_0084927高表达组与低表达组在国际妇产科联盟（FIGO）分期方面差异具有统计学

意义（P < 0.001）。敲低hsa_circ_0084927可显著抑制HeLa和SiHa细胞的增殖（均P < 0.000 1）、迁移（均P < 0.000 1）和侵袭能力

（均P < 0.05），并促进细胞凋亡（均P < 0.001）。双萤光素酶报告基因实验支持hsa_circ_0084927与miR‑874‑3p，以及miR‑874‑3p

与 EIF4EBP1 之间存在靶向结合关系，挽救实验进一步提示该调控轴参与宫颈癌细胞增殖（均 P < 0.05）。结论：hsa_circ_

0084927可能通过miR‑874‑3p/EIF4EBP1轴促进宫颈癌细胞增殖，并参与宫颈癌恶性进展。
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Mechanism by which hsa_circ_0084927 promotes malignant biological behaviors 
in cervical cancer
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[Abstract]  Objective: To investigate the mechanism by which hsa_circ_0084927 promotes the malignant biological behaviors of 

cervical cancer. Methods: hsa_circ_0084927 was identified through high-throughput sequencing in cervical cancer tissues. 

Bioinformatics analysis was performed to predict its interacting miRNA, miR-874-3p, and the downstream target gene eukaryotic 

translation initiation factor 4E-binding protein 1 (EIF4EBP1). RT‑qPCR was employed to measure the expression levels of hsa_circ_

0084927, miR-874-3p, and EIF4EBP1 in cervical cancer tissues and cell lines, and the association between hsa_circ_0084927 

expression and clinicopathological features was analyzed. Functional effects of hsa_circ_0084927 knockdown on proliferation, 

migration, invasion, and apoptosis in HeLa and SiHa cells were assessed using CCK-8, wound healing, Transwell invasion, and flow 

cytometry assays. The targeted regulatory relationships between hsa_circ_0084927 and miR-874-3p, as well as between miR-874-3p 

and EIF4EBP1, were validated by dual‑luciferase reporter assays and rescue experiments. Results: hsa_circ_0084927 was significantly 

upregulated in cervical cancer tissues compared with paired adjacent non-tumor tissues (P < 0.000 1). Furthermore, compared with the 

immortalized cervical epithelial cell line H8, the expression of hsa_circ_0084927 was significantly upregulated in both HeLa and SiHa 

cervical cancer cell lines (all P < 0.000 1). The distribution of International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) stage (P < 

0.001) between the hsa_circ_0084927 high-expression group and low-expression group was statistically significant. Knockdown of 

hsa_circ_0084927 markedly inhibited proliferation (all P < 0.000 1), migration (all P < 0.000 1), and invasion (all P < 0.05), while 

promoting apoptosis (all P < 0.001) compared with controls. Dual‑luciferase reporter assays supported direct interactions between 

hsa_circ_0084927 and miR‑874‑3p and between miR‑874‑3p and EIF4EBP1; rescue experiments further indicated that this regulatory 
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axis contributes to cervical cancer cell proliferation (all P < 0.05). Conclusion: hsa_circ_0084927 may promote cervical cancer cell 

proliferation through the miR-874-3p/EIF4EBP1 axis and thereby contribute to malignant progression.

[Key words]  cervical cancer; circular RNA; hsa_circ_0084927; miR‑874‑3p; EIF4EBP1
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2022年全球癌症统计报告表明，宫颈癌新发病例

约66万，死亡病例近35万，发病率和死亡率在女性恶

性肿瘤中均位居第四位，疾病负担沉重[1]。高危型人乳

头瘤病毒（high-risk human papillomavirus, HR‑HPV）的

持续感染是宫颈上皮内瘤变及宫颈癌发生的关键因素，

其中约70%的宫颈癌病例与HPV‑16和HPV‑18型感染

相关[2]。病毒在宫颈上皮中长期存留可诱导细胞异常

增殖，进而驱动癌前病变向浸润性癌进展[3]。尽管现有

治疗策略（包括手术、放疗、化疗及其联合方案）已获得

较好的临床获益，但晚期患者的预后仍不理想[4]。因此，

深入研究宫颈癌的分子机制，探寻有效的诊断和治疗

靶点具有重要的临床意义。环状RNA（circular RNA, 

circRNA）是一类包含共价闭合环状结构的非编码RNA，

与宫颈癌进展紧密相关[5]。circRNA存在多个微小RNA

（microRNA, miRNA）的结合位点，通常作为miRNA海

绵来吸附miRNA，调控靶基因的表达[6]。本课题组前期

通过高通量测序技术对 5对宫颈癌及癌旁组织中的

circRNA表达谱进行测序分析。结合GSE102686数据

集筛选出115个差异表达的circRNA，并与测序结果取

交集，最终确定hsa_circ_0084927为研究目标[7]。然而，

hsa_circ_0084927在宫颈癌中的具体作用机制尚不清楚。

已有研究[8]表明，circESRP1可通过miR‑874‑3p/CPEB4

轴促进子宫内膜癌细胞增殖、转移及上皮-间充质转化，

提示miR‑874‑3p相关circRNA调控可能参与妇科恶性

肿瘤进展。此外，哺乳动物西罗莫司靶蛋白复合物1

（mechanistic target of rapamycin complex 1, mTORC1）

信号通路在宫颈癌的发生发展中发挥重要作用，其关

键下游效应分子真核翻译起始因子 4E 结合蛋白 1

（eukaryotic translation initiation factor 4E‑binding 

protein 1, 4E‑BP1，由EIF4EBP1编码）磷酸化后可解除

对真核翻译起始因子4E（eukaryotic translation initiation 

factor 4E, eIF4E）的抑制，从而促进帽依赖性翻译，其异

常高表达在乳腺癌和髓母细胞瘤等恶性肿瘤中已有报

道，并与不良预后相关[9-10]。基于上述研究背景，本研究

通过生物信息学分析预测 hsa_circ_0084927 与

miR‑874‑3p之间存在潜在结合位点，且EIF4EBP1是

miR‑874‑3p的潜在靶基因。本研究拟通过分析hsa_circ_

0084927、miR‑874‑3p与靶基因EIF4EBP1之间的相互

作用，阐述该调控轴在促进宫颈癌恶性生物学行为中

的分子机制，为开发新的诊断标志物和治疗靶点提供

理论依据。

1  材料与方法

1.1  临床对象和样本

选取 2020年 1月至 2023年 12月于郑州大学第

二附属医院行手术治疗的35例宫颈癌患者作为研究

对象。所有标本离体后于液氮中速冻，随后转移至

−80 ℃冰箱保存。纳入标准：经病理学确诊为宫颈

癌，且术中可获取配对的癌旁组织（经病理学证实无

肿瘤细胞浸润）；临床病理资料完整；术前未接受过

化疗和放疗。排除标准：复发性宫颈癌；临床病理资

料不完整；曾接受放疗、化疗、靶向治疗、免疫治疗或

其他生物治疗；伴有其他未治愈的恶性肿瘤；合并精

神类疾病。所有参与者均自愿签署知情同意书，且

研究方案已获郑州大学第二附属医院伦理审查委员

会的批准（审批号：KY2025074）。

采用RT-qPCR检测35例宫颈癌组织中hsa_circ_

0084927的表达水平，并分析其与临床病理特征的关系。

另从中选取15例配对完整且质控合格的癌及癌旁组织，

用于验证hsa_circ_0084927、miR-874-3p及EIF4EBP1在

肿瘤及癌旁组织中的差异表达及相关性。

1.2    细胞、试剂和引物

人宫颈鳞癌细胞系 SiHa、人宫颈腺癌细胞系

HeLa及人胚肾细胞系HEK293T均购自武汉普诺赛

生命科技有限公司，人宫颈上皮永生化细胞系H8购

自中国典型培养物保藏中心。

小干扰 RNA（small interfering RNA, siRNA）及

其阴性对照（negative control small interfering RNA, 

si‑NC）、miR‑874‑3p 模拟物（mimics）、miR-874-3p 抑

制剂（inhibitor）、hsa_circ_0084927 的野生型（wild 

type, WT）序列和突变型（mutant, MUT）序列及

EIF4EBP1的WT序列和MUT序列由北京擎科生物

科技股份有限公司合成，pGL3‑Basic和 pmirGLO载

体购自美国Promega公司。

TRIzol 购自武汉赛维尔生物科技有限公司，

HiScript Ⅲ RT SuperMix for qPCR (+gDNA wiper）、

miRNA 1st Strand cDNA Synthesis Kit、ChamQ 

Universal SYBR qPCR Master Mix试剂盒购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司，DMEM培养基、MEM

培养基购自武汉普诺赛生命科技有限公司，Opti-

MEM培养基购自美国Thermo Fisher Scientific公司，

Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒和CCK‑8细
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胞增殖检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司，

4%多聚甲醛购自上海国药集团化学试剂有限公司，

基质胶购自美国Corning公司，结晶紫染液、双萤光

素酶报告基因检测试剂盒、Lipo8000转染试剂购自

上海碧云天生物技术股份有限公司。

1.3  细胞培养、转染和分组

HeLa、H8及HEK293T细胞均采用含1%青-链霉素

和10%胎牛血清的DMEM培养基培养，SiHa细胞采用

1%青-链霉素和10%胎牛血清的MEM培养基培养。

所有细胞置于37 ℃、5% CO₂培养箱中培养。取对数生

长期的细胞，经胰酶消化后接种于6孔板，按照Lipo8000

说明书分别转染HeLa和SiHa细胞。实验分为si‑NC组、

si‑hsa_circ_0084927 组 、miR‑874‑3p inhibitor 组 、

si‑hsa_circ_0084927 + miR‑874‑3p inhibitor 组 及

miR‑874‑3p inhibitor + si‑EIF4EBP1组。转染24 h后收

集细胞，用于后续实验分析。

1.4  hsa_circ_0084927/miR‑874‑3p/EIF4EBP1轴的生

物信息学分析

课 题 组 前 期 利 用 StarBase、CircInteractome、

CircBank及miRDB等数据库预测hsa_circ_0084927潜

在的互作miRNA，筛选出miR‑874‑3p作为候选分子[7]。

随后，利用miRDB、TargetScan及StarBase数据库预测

miR‑874‑3p下游靶基因，并取三个数据库预测结果的

交集。进一步筛选，最终确定EIF4EBP1作为潜在靶基

因。筛选标准如下：（1）靶基因在宫颈癌中呈高表达，

且与miR‑874‑3p水平呈负相关；（2）miRDB评分≥ 80分

且TargetScan context++ 评分为显著负值；（3）miRNA-

mRNA杂交自由能绝对值较高，提示结合稳定。

为进一步验证靶向关系，利用RNAhybrid（https://

bibiserv. cebitec. uni-bielefeld. de/rnahybrid） 及

CircInteractome（https://circinteractome.nia.nih.gov/）预

测发现，hsa_circ_0084927序列含与miR‑874‑3p种子区

（3'-GUCCCGU-5'）互补的位点（5'-CAGGGCA-3'）。同

时，TargetScan（https://www.targetscan.org/）预测显示

EIF4EBP1 3' UTR区也含有一段与miR‑874‑3p种子区

互补的结合位点（5'-CAGGGCA-3'）。

1.5  RT‑qPCR 检测宫颈癌患者 hsa_circ_0084927、

miR‑874‑3p及EIF4EBP1的表达情况

按照TRIzol说明书提取宫颈癌及配对癌旁组织的

总RNA，经NanoDrop定量后，取1 µg总RNA用于逆转

录。其中，circRNA 和 mRNA 采用 HiScript Ⅲ RT 

SuperMix for qPCR （+gDNA wiper）试剂盒去除基因组

DNA并合成第一链 cDNA（37  ℃ 15 min，85 ℃ 5 s）；

miRNA采用miRNA 1st Strand cDNA Synthesis Kit经茎

环引物法完成逆转录（25 ℃ 5 min，50 ℃ 15 min，85 ℃ 

5 min）。按照ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix

说明书进行qPCR，扩增程序如下：95 ℃预变性30 s；95 ℃ 

5 s、60 ℃ 30 s，共40个循环；扩增结束后进行熔解曲线

分析。每个样本设置3个复孔，采用2⁻ΔΔCt法计算各基因

的相对表达水平。引物序列见表1，siRNA和miRNA模

拟物、抑制物序列见表2。

表1  引物序列

名称

hsa_circ_0084927

miR-874-3p

EIF4EBP1

U6

内参GAPDH

正向引物（5′-3′）

GTGCAGCAAGATGGAAC

CTGCCCTGGCCCGAGG

CGGAACTCACCTGTGACCAAA

CTCGCTTCGGCAGCACA

GGAAGCTTGTCATCAATGGAAATC

反向引物（5′-3′）

AGTCCTTTGAAGAATCTTGC

GTGCAGGGTCCGAGGT

ATGTCCATCTCAAACTGTGACTCTT

AACGCTTCACGAATTTGCGT

TGATGACCCTTTTGGCTCCC

表2  RNA寡核苷酸序列

RNA寡核苷酸

si‑hsa_circ_0084927-1

si‑hsa_circ_0084927-2

si‑hsa_circ_0084927-3

miR-874-3p inhibitor

miR-874-3p mimics

si‑EIF4EBP1

si‑NC

序列（5'-3'）

UGGUGCAGCAAGAUGGAACUUUU

UUAAAAUUGCUGGUGCAGCAAUU

AAUUGCUGGUGCAGCAAGAUGUU

UCGGUCCCUCGGGCCAGGGCAG

CUGCCCUGGCCCGAGGGACCGA

GAUCAUCUAUGACCGGAAAUU

UUCUCCGAACGUGUCACGU

1.6  CCK‑8实验检测宫颈癌细胞增殖能力

细胞以约 4 000个/孔的密度接种于 96孔板，同

时设置不含细胞的空白对照孔。培养 6 h待细胞贴

壁后作为0 h基线，分别于0、24、48、72 h向各孔加入
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10 µL CCK‑8溶液，避光培养 2 h后使用酶标仪检测

450 nm 处光密度（D450）值。公式如下：相对增殖能

力 =（各时间点实验组D450均值−空白孔D450均值）÷

（同组0 h D450均值−空白孔D450均值）× 100%。

1.7  细胞划痕愈合试验检测宫颈癌细胞迁移能力

细胞以约2 × 105个/孔的密度接种于6孔板，24 h

后，用10 μL移液器吸头在孔底垂直划线。PBS轻轻

润洗后换用无血清培养基。分别于划痕后 0、24及

48 h，使用 ImageJ软件测量0、24、48 h的划痕宽度，按

公式计算划痕愈合率：划痕愈合率 = （W0−Wt）/W0 × 

100%（W0为0 h宽度，Wt为24 h或48 h宽度）。

1.8  细胞侵袭实验检测宫颈癌细胞侵袭能力

于冰上使用Opti-MEM培养基按 1∶8（v/v）的比

例稀释基质胶。取 80 μL稀释液加入 24孔Transwell

小室的上层，于培养箱中反应 1 h。将HeLa细胞（约

5 × 10⁴个/200 μL）或 SiHa细胞（1 × 10⁵个/200 μL）接

种至上室，下室加入 600 μL含 10%胎牛血清的完全

培养基。于 37 ℃、5% CO₂条件下培养 24 h后，擦除

上室未穿膜细胞，经 4%多聚甲醛固定细胞 15 min，

结晶紫染色20 min。显微镜下观察并拍照，随机选择

5个视野以统计穿膜细胞的数量。

1.9  流式细胞术检测宫颈癌细胞凋亡能力

采用 1 × Binding Buffer重悬细胞并调整密度至

1 × 10⁶个/mL。取200 μL细胞悬液置于流式管中，依

次加入 5 μL Annexin V-FITC与 5 μL PI染色液，轻柔

混匀，室温避光反应约 15 min。反应结束后加入

400 μL 1 × Binding Buffer 混匀，于 1 h 内上机检测。

设置分组如下：空白对照组；Annexin V-FITC单染组；

PI单染组，以及双染组，以区分不同凋亡阶段。总细

胞凋亡率按早期凋亡率（Annexin V+/PI-）与晚期凋亡

率（Annexin V+/PI+）之和进行计算。

1.10  双萤光素酶报告基因实验检测 hsa_circ_

0084927 与 miR-874-3p、miR-874-3p 与 EIF4EBP1 的

靶向结合关系

为验证 hsa_circ_0084927 与 miR-874-3p、miR-

874-3p与EIF4EBP1之间的靶向结合关系，分别构建

了野生型（WT）及突变型（MUT）双萤光素酶报告质

粒。其中，hsa_circ_0084927 的 WT 序列为 5'-CAG 

GGCA-3'，MUT 序 列 突 变 为 5'-CAGUUUA-3'；

EIF4EBP1的WT序列为 5'-CAGGGCA-3'，MUT序列

突变为 5'-CUUGGUA-3'。随后，将上述WT及MUT

片段分别克隆至 pGL3‑Basic 载体和 pmirGLO 载体

中。各组报告质粒分别与阴性对照模拟物（negative 

control mimics, NC mimics）或 miR‑874‑3p mimics 共

转染至HEK293T细胞。其中，pGL3‑Basic组需同时

转染海肾萤光素酶内参质粒 pRL-TK以校正转染效

率，而 pmirGLO组因自身携带Renilla基因无需额外

内参。转染 48 h后，用双萤光素酶报告基因检测试

剂盒检测 Firefly和Renilla萤光素酶活性，以 Firefly/

Renilla比值反映相对萤光素酶活性。

1.11  统计学处理

本研究应用GraphPad Prism 8.0及 SPSS 27.0软

件进行数据分析。计量资料以 x̄x̄  ± s表示，计数资料

以 n（%）表示。组间比较采用Fisher精确检验，两组

间比较采用独立样本 t检验（方差齐）或Welch校正 t

检验（方差不齐），多组间比较采用单因素或双因素

方差分析（ANOVA）。通过Pearson相关性分析评估

hsa_circ_0084927、miR‑874‑3p与EIF4EBP1表达水平

之间的相关性。以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有

统计学意义。所有细胞实验均独立重复3次。

2    结  果

2.1  hsa_circ_0084927在宫颈癌组织中高表达及与

临床病理特征之间的相关性

RT‑qPCR结果（图1A）显示，hsa_circ_0084927在

宫颈癌组织中的表达显著高于配对癌旁组织（P < 

0.000 1）。与H8细胞相比，hsa_circ_0084927在HeLa

和 SiHa细胞中均显著上调（图 1B，P < 0.000 1）。此

外，在 35例宫颈癌患者中，根据 hsa_circ_0084927表

达水平的中位数，划分为高表达组（n = 18）和低表达

组（n = 17），分析其与临床病理特征的相关性。结果

显示，hsa_circ_0084927高、低表达组的国际妇产科联

盟（International Federation of Gynecology and 

Obstetrics, FIGO）分期（2018）分布差异具有统计学意

义（P < 0.001），而在年龄、肿瘤直径、组织学类型、分

化程度、间质浸润深度、脉管间隙浸润方面差异无统

计学意义（均 P > 0.05），见表 3。以上结果表明，

hsa_circ_0084927可能在宫颈癌的发生发展过程中发

挥促癌作用。

A：hsa_circ_0084927在宫颈癌及配对癌旁组织中的表达水平；

B：hsa_circ_0084927在H8、HeLa和SiHa细胞中的表达水平。

n = 15（宫颈癌组织vs癌旁组织），****P < 0.000 1。

图1  RT‑qPCR检测hsa_circ_0084927在宫颈癌组织及细胞

系中的表达
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表3  宫颈癌组织中hsa_circ_0084927的表达水平与临床病理

特征的相关性

病理特征

年龄/岁

> 50

≤ 50

FIGO 分期

（2018）

Ⅰ期

Ⅱ期

肿瘤直径/cm

≤ 4

> 4

组织学类型

鳞癌

腺癌

分化程度

中/高

低

间质浸润深度

≤ 2/3

> 2/3

脉管间隙浸润

阴性

阳性

hsa_circ_0084927

高表达

（n = 18）

12（66.7%）

6（33.3%）

4（22.2%）

14（77.8%）

12（66.7%）

6（33.3%）

17（94.4%）

1（5.6%）

11（61.1%）

7（38.9%）

5（27.8%）

13（72.2%）

5（27.8%）

13（72.2%）

hsa_circ_0084927

低表达

（n = 17）

12（70.6%）

5（29.4%）

16（94.1%）

1（5.9%）

14（82.4%）

3（17.6%）

15（88.2%）

2（11.8%）

12（70.6%）

5（29.4%）

8（47.1%）

9（52.9%）

9（52.9%）

8（47.1%）

P

1.000

< 0.001

0.443

0.603

0.725

0.305

0.176

2.2  敲低 hsa_circ_0084927能够抑制宫颈癌细胞增

殖、迁移、侵袭，促进凋亡

RT‑qPCR 结 果（ 图 2A）显 示 ，转 染 3 种

si‑hsa_circ_0084927 后 ，HeLa 和 SiHa 细 胞 中 的

hsa_circ_0084927表达均下调，其中 si‑1组细胞下调

最为显著（均P < 0.01）。因此，选用 si‑1组细胞用于后

续功能研究，命名为si‑hsa_circ_0084927组。CCK-8实

验结果（图 2B）显示，敲低 hsa_circ_0084927后，HeLa

和 SiHa细胞增殖能力均显著降低（均P < 0.000 1）。

划痕愈合实验结果（图 2C）显示，敲低 hsa_circ_

0084927 后，两种细胞的划痕愈合率下降（均 P < 

0.000 1）。Transwell 侵袭实验进一步证实，敲低

hsa_circ_0084927后，与 si‑NC组相比，穿膜细胞数量

显著减少（图 2D，均P < 0.05）。此外，流式细胞术结

果（图2E）显示，si‑hsa_circ_0084927组的细胞凋亡率

较对照组显著升高（均 P < 0.001）。综上，下调

hsa_circ_0084927的表达抑制了宫颈癌细胞增殖、迁

移及侵袭能力，并促进凋亡。

2.3  hsa_circ_0084927 与 miR-874-3p 存在特异性结

合关系

综合生物信息学预测结果、课题组前期测序数

据及文献证据[7-8]，本研究最终选择miR‑874‑3p作为

后续实验的研究对象。RT‑qPCR结果（图 3A）显示，

宫颈癌组织中 miR‑874‑3p 表达显著低于癌旁组织

（P < 0.01）。在 HeLa 和 SiHa 细胞中，敲低 hsa_circ_

0084927后miR‑874‑3p的表达水平显著上调（图 3B、

C，均P < 0.001）。Pearson相关性分析（图 3D）显示，

hsa_circ_0084927 的表达与 miR‑874‑3p 呈显著负相

关（r = -0.57，P < 0.05）。 通 过 RNAhybrid 及

CircInteractome 数据库预测发现，hsa_circ_0084927

序列中含有与miR‑874‑3p种子区（3'-GUCCCGU-5'）

互补的结合位点（5'-CAGGGCA-3'）（图3E）。双萤光

素酶实验（图 3F）结果显示，miR‑874‑3p可特异性降

低 hsa_circ_0084927 萤光素酶活性（P < 0.01），而对

hsa_circ_0084927-MUT 无明显影响。上述结果提

示，hsa_circ_0084927与miR‑874‑3p存在特异性结合

关系。

2.4  EIF4EBP1是miR-874-3p的下游靶基因

利用miRDB、TargetScan和StarBase数据库分析

miR‑874‑3p 的潜在靶 mRNA，取三者交集共筛选出

36个靶基因，基于宫颈癌组织中基因表达上调，靶向

结合评分较高和自由能绝对值高等标准，最终选择

EIF4EBP1 作为重点研究的下游靶基因（图 4A）。

RT‑qPCR结果（图4B）显示，EIF4EBP1在宫颈癌组织

中的表达显著高于其配对癌旁组织（P < 0.000 1）。

Pearson 相关性分析（图 4C）表明 ，EIF4EBP1 与

miR‑874‑3p表达呈显著负相关（r = -0.55，P < 0.05）。

在HeLa和SiHa细胞中转染miR‑874‑3p inhibitor后，

EIF4EBP1 mRNA 表达水平显著升高（图 4D、E，均

P < 0.01）。双萤光素酶报告基因实验（图 4F）表明，

miR‑874‑3p能够显著降低EIF4EBP1-WT组萤光素酶

活性（P < 0.000 1），而对EIF4EBP1-MUT组无明显影

响。综上，EIF4EBP1 是 miR‑874‑3p 的直接靶基因，

后者通过与其3'-UTR区结合调控其表达。

2.5  hsa_circ_0084927/miR‑874‑3p/EIF4EBP1轴促进

宫颈癌细胞增殖

RT‑qPCR结果（图5A、B）显示，与 si‑NC组相比，

si‑hsa_circ_0084927组能够显著下调HeLa和SiHa细

胞中EIF4EBP1表达（均P < 0.000 1）；与 si‑hsa_circ_

0084927 组相比，同时转染 si-hsa_circ_0084927 和

miR‑874‑3p inhibitor 后，EIF4EBP1 的表达水平部分

恢复（均P < 0.05）。CCK‑8实验结果（图5C-F）显示，

单独敲低hsa_circ_0084927可抑制HeLa和SiHa细胞
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增殖能力（均 P < 0.05），同时转染 miR‑874‑3p 

inhibitor后细胞增殖能力部分恢复（均P < 0.000 1）。

此外，单独转染miR‑874‑3p inhibitor能够促进细胞增

殖（均P < 0.01），在此基础上，同时敲低EIF4EBP1后

细胞增殖能力降低（均P < 0.001）。以上结果表明，

hsa_circ_0084927通过miR‑874‑3p/EIF4EBP1轴促进

宫颈癌细胞增殖。

A：RT‑qPCR检测 si‑NC、si‑1、si‑2、si‑3组细胞中hsa_circ_0084927的表达水平；B：CCK-8实验检测敲低hsa_circ_0084927对

HeLa、SiHa细胞增殖能力的影响；C：划痕愈合实验检测敲低hsa_circ_0084927对HeLa、SiHa细胞迁移能力的影响（× 100）；

D：Transwell侵袭实验检测敲低hsa_circ_0084927对HeLa、SiHa细胞侵袭能力的影响（× 200）；E：流式细胞术检测敲低

hsa_circ_0084927对HeLa和SiHa细胞凋亡能力的影响。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图2  敲低hsa_circ_0084927能够抑制宫颈癌细胞的恶性生物学行为

3  讨  论

circRNA是一类具有共价闭合结构的单链非编

码 RNA 分子，最先由 Sanger 等[11]在病原体中发现。

circRNA 通过多种机制调控基因表达，包括作为

miRNA 海绵、参与转录与剪接调节、充当蛋白质支

架，以及进行翻译等功能[12–14]。由于其在时间、空间

及组织类型上表现出高度稳定性和保守性，同时具

有显著的细胞特异性，circRNA已成为肿瘤诊断和治

疗中潜在的重要生物标志物[15]。

本 研 究 通 过 RT‑qPCR 检 测 发 现 ，hsa_circ_

0084927在宫颈癌组织及HeLa和SiHa细胞中的表达

显著高于配对癌旁组织及H8细胞。功能实验进一步

显示，在 HeLa 和 SiHa 细胞中敲低 hsa_circ_0084927

后，细胞增殖、侵袭和迁移能力受到明显抑制，且细

胞凋亡率升高。这些结果表明，hsa_circ_0084927可

能作为促癌 circRNA参与宫颈癌的恶性进展。Chen

等[16]研究也证实了hsa_circ_0084927在宫颈癌组织中

呈高表达，并通过体外和体内实验验证其对细胞增

殖、迁移和侵袭能力的促进作用。此外，已有研究报

道miR-874-3p在多种肿瘤中发挥调控作用。例如，

miR-874-3p通过靶向甘油磷酸二酯酶结构域蛋白 5
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（glycerophosphodiester phosphodiesterase domain 

containing 5, GDPD5）抑制胃癌细胞迁移和侵袭，同

时增强其对顺铂的敏感性[17]；还可靶向电压依赖性阴

离 子 通 道 1（voltage-dependent anion channel 1, 

VDAC1）的表达，抑制肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，

发挥肿瘤抑制作用[18]。在子宫内膜癌研究中发现，

circESRP1 可 与 miR‑874‑3p 相 互 作 用 ，通 过

miR‑874‑3p/胞质多聚腺苷酸化元件结合蛋白 4

（cytoplasmic polyadenylation element-binding protein 

4, CPEB4）轴影响上皮-间充质转化，从而调控肿瘤进

展[8]。哺乳动物西罗莫司靶蛋白（mechanistic target 

of rapamycin, mTOR）是一种进化上高度保守的丝氨

酸/苏氨酸激酶，调控细胞生长、代谢、存活及蛋白质

合成等关键生物学过程[19]。作为mTOR信号通路的

关键下游效应因子，EIF4EBP1参与调控蛋白质合成

与细胞增殖，在肾细胞癌[20]、乳腺癌[9]、神经母细胞

瘤[21]、卵巢癌[22]等多种恶性肿瘤中异常表达，并与肿

瘤发生、发展及患者预后密切相关。

A：miR‑874‑3p在宫颈癌组织及配对癌旁组织中表达水平；B、C：敲低hsa_circ_0084927后，HeLa、SiHa细胞中miR‑874‑3p的表达；

D：miR‑874‑3p和hsa_circ_0084927在宫颈癌组织中表达的相关性；E：hsa_circ_0084927与miR‑874‑3p之间的结合位点；F：双萤光

素酶报告基因实验。n = 15（宫颈癌组织vs癌旁组织），**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1，ns：差异无统计学意义。

图3    hsa_circ_0084927靶向调控miR‑874‑3p

基于上述研究结果，本研究假设hsa_circ_0084927

可能通过调控miR-874-3p/EIF4EBP1轴来影响宫颈癌

细胞的增殖能力。双萤光素酶报告基因实验及挽救实

验结果进一步支持这一观点：hsa_circ_0084927可以通

过靶向miR-874-3p发挥其功能，同时miR-874-3p下游

靶基因为EIF4EBP1。此外，hsa_circ_0084927/miR-874-

3p/EIF4EBP1轴对于宫颈癌细胞的增殖具有促进作用。

本研究仍存在一定局限性。首先，目前主要从RNA水

平验证了EIF4EBP1的表达变化，尚未在蛋白水平进一

步验证EIF4EBP1的表达，也未检测mTOR信号通路的

活性，因此hsa_circ_0084927/miR‑874‑3p/EIF4EBP1轴

与mTOR信号通路之间的关系仍需进一步研究。其次，

本研究临床样本量有限，且缺乏体内实验验证，后续需

通过扩大临床样本量及动物实验进一步验证上述调控

机制。综上，hsa_circ_0084927在宫颈癌中高表达，并与

FIGO分期相关，提示其可能参与宫颈癌进展，并具有作

为潜在分子标志物和治疗靶点的进一步研究价值。
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A：miRDB、TargetScan和StarBase数据库预测可与miR‑874‑3p结合的mRNA；B：EIF4EBP1在宫颈癌组织和配对癌旁组织中的表

达；C：miR‑874‑3p与EIF4EBP1在宫颈癌组织中表达的相关性；D、E：在HeLa（D）和SiHa（E）细胞中转染miR‑874‑3p inhibitor后

EIF4EBP1的表达情况；F：miR‑874‑3p与EIF4EBP1之间的结合位点及双萤光素酶报告基因实验。n = 15，*P < 0.05，**P < 0.01，
***P < 0.001，****P < 0.000 1，ns：差异无统计学意义。

图4  EIF4EBP1是miR-874-3p的下游靶基因

A、B：单独转染 si‑hsa_circ_0084927或联合转染 si‑hsa_circ_0084927与miR‑874‑3p inhibitor后HeLa（A）和SiHa（B）细胞中

EIF4EBP1的表达水平；C、D：CCK‑8实验评估转染 si‑hsa_circ_0084927、联合转染 si‑hsa_circ_0084927与miR‑874‑3p inhibitor时

HeLa（C）和SiHa（D）细胞增殖能力；E、F：CCK‑8实验评估转染miR‑874‑3p inhibitor、联合转染miR‑874‑3p inhibitor与

si‑EIF4EBP1时HeLa（E）和SiHa（F）细胞的增殖能力。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1，ns：差异无统计学意义。

图5   hsa_circ_0084927/miR‑874‑3p/EIF4EBP1轴促进宫颈癌细胞增殖
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