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摘要
目的:探讨环状 ＲＮＡ(ｃｉｒｃＲＮＡ) ｃｉｒｃ＿００００１４４ 是否靶向微
小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)－５０２－５ｐ 调控人视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细
胞增殖、凋亡、迁移侵袭ꎮ
方法:将 Ｙ７９ 细胞分为 ｓｉ －ＮＣ 组(转染 ｓｉ －ＮＣ)、ｓｉ －ｃｉｒｃ＿
００００１４４ 组 (转染 ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿００００１４４)、ｍｉＲ －ＮＣ 组 (转染
ｍｉＲ－ＮＣ)、ｍｉＲ－ ５０２ － ５ｐ 组(转染 ｍｉＲ－ ５０２ － ５ｐ ｍｉｍｉｃ)、
ｐｃＤＮＡ 组(转染 ｐｃＤＮＡ)、ｐｃＤＮＡ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组(转染
ｐｃＤＮＡ－ｃｉｒｃ＿００００１４４)、ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组
(转染 ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ)、ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组(转染 ｓｉ －ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－
５０２－５ｐ)ꎮ 实时定量聚合酶链反应(ｑＲＴ－ＰＣＲ)检测视网
膜母细胞瘤组织和细胞中 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ－５０２－５ｐ
表达ꎬ溴化噻唑蓝四氮唑(ＭＴＴ)检测细胞增殖ꎬ免疫印迹
实验(ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)测定细胞核相关抗原 Ｋｉ－６７(Ｋｉ－６７)、Ｂ
细胞淋巴瘤 / 白血病 － ２ ( Ｂｃｌ － ２)、 Ｂｃｌ － ２ 相关 Ｘ 蛋白
(Ｂａｘ)、基质金属蛋白酶(ＭＭＰ) －２、ＭＭＰ－９ 蛋白表达ꎬ流
式细胞术分析细胞凋亡ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 测定细胞迁移、侵袭ꎮ
生物信息学预测与双荧光素酶报告实验分析 ｃｉｒｃ ＿
００００１４４ 是否靶向 ｍｉＲ－５０２－５ｐꎮ
结果:３１ 例视网膜母细胞瘤组织中 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达量比
瘤旁组织高ꎬｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ 表达量比瘤旁组织低 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ 与 ｓｉ－ＮＣ 组比较ꎬｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组 Ｙ７９ 细胞中
ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达量、 ＯＤ 值、 Ｋｉ － ６７、 Ｂｃｌ － ２、 ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ－９蛋白表达量、迁移、侵袭细胞数减少ꎬＢａｘ 蛋白表达
量、凋亡率增加 ( Ｐ < ０. ０５)ꎮ ｃｉｒｃ ＿００００１４４ 靶向负调控
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 的表达ꎮ ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组较 ｍｉＲ－ＮＣ 组增加
Ｙ７９ 细胞凋亡率、Ｂａｘ 蛋白表达量ꎬ减少 ＯＤ 值、迁移及侵
袭细胞数、Ｋｉ － ６７、Ｂｃｌ － ２、ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －９ 蛋白表达量
(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿００００１４４ ＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ －ＮＣ 组比较ꎬ
ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组 Ｙ７９ 细胞凋亡率、
Ｂａｘ 蛋白表达量降低ꎬＯＤ 值、迁移及侵袭细胞数、Ｋｉ－６７、
Ｂｃｌ－２、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９ 蛋白表达量升高ꎮ
结论:视网膜母细胞瘤组织中 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 高表达ꎬ通过
负调控 ｍｉＲ－ ５０２ － ５ｐ 抑制其表达降低视网膜母细胞瘤

Ｙ７９ 细胞增殖、迁移侵袭ꎬ促进凋亡ꎮ
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•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ( ｃｉｒｃＲＮＡ)
ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ｔａｒｇｅｔｓ ｍｉｃｒｏＲＮＡ (ｍｉＲＮＡ) － ５０２ － ５ｐ ｔｏ
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( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ － ＮＣ )ꎬ ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ｇｒｏｕｐ
( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ )ꎬ ｍｉＲ － ＮＣ ｇｒｏｕｐ
( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ － ＮＣ )ꎬ ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ ｇｒｏｕｐ
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( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ)ꎬ ｐｃＤＮＡ － ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ｇｒｏｕｐ
(ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ－ ｃｉｒｃ＿００００１４４)ꎬ ｓｉ － ｃｉｒｃ＿００００１４４＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ (ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－ ＮＣ)ꎬ ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ＋ ａｎｔｉ － ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ ｇｒｏｕｐ
( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ＋ ａｎｔｉ － ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ) .
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Ｋｉ６７ (Ｋｉ－６７)ꎬ Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋｍｉａ－２ (Ｂｃｌ－２)ꎬ Ｂｃｌ－
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ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｙ７９ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＯＤ ｖａｌｕｅꎬ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ－６７ꎬ Ｂｃｌ－ ２ꎬ ＭＭＰ－ ２ ａｎｄ ＭＭＰ－ ９ ｐｒｏｔｅｉｎ
(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ Ｙ７９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉ－ ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ ５０２－ ５ｐ
ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅꎬ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ － ６７ꎬ
Ｂｃｌ－２ꎬ ＭＭＰ－２ ａｎｄ ＭＭＰ－９ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｔｉｓｓｕｅꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ｃａｎ
ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ Ｙ７９ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－５０２－５ｐ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎻ ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ꎻ ｍｉＲ － ５０２ －
５ｐꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ｉｎｖａｓｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃｈｕ ＭＨꎬ Ｃｈｅｎ ＨＹꎬ Ｚｈａｎｇ ＸＬ. ｃｉｒｃ＿００００１４４ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｍｉＲ－５０２－５ｐ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ Ｙ７９ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ
Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(１０):１６８６－１６９２

０引言
视网膜母细胞瘤是一种眼内恶性肿瘤ꎬ最常影响 ５ 岁

以下的婴儿[１]ꎮ 临床上视网膜母细胞瘤患者的典型特征
是白瞳和斜视ꎬ活产儿发病率约为 １ / ２００００[２]ꎮ 尽管在过
去的几十年中进行了广泛的研究ꎬ但视网膜母细胞瘤仍然
难以诊断和治愈ꎬ在发展中国家ꎬ相关的死亡率高达约
７０％ [３]ꎮ 因此ꎬ阐明发病机制的分子机制对于视网膜母细
胞瘤 的 早 期 发 现 和 靶 向 治 疗 十 分 重 要ꎮ 环 状 ＲＮＡ
(ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡꎬｃｉｒｃＲＮＡ)是单链ꎬ共价闭合的 ＲＮＡ 分子ꎬ
在多种类型的癌症(包括结直肠癌ꎬ肝细胞癌和胰腺癌)
中表现出异常表达ꎬ可能成为各种癌症类型的诊断或治疗
靶标[４－５]ꎮ 属于一类短非编码 ＲＮＡ(１９ ~ ２２ 个核苷酸)的
微小 ＲＮＡ(ＭｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)通过靶向影响细胞生理和
疾病发展的多种分子来调控基因表达水平ꎬ在人类疾病中
发挥重要作用[６]ꎮ 研究表明ꎬｃｉｒｃ＿００００１４４ 在胃癌组织和
细胞中上调表达ꎬ敲低其表达可减缓胃癌细胞的增殖、克
隆形成、迁移和侵袭ꎬ加速细胞凋亡[７]ꎮ ｃｉｒｃ＿００００１４４ 在
膀胱癌组织中表达上调ꎬ下调其表达可抑制膀胱癌细胞的
增殖和侵袭[８]ꎮ ｍｉＲ－５０２－５ｐ 在肾细胞癌组织中低表达ꎬ
上调其表达可抑制肾细胞癌细胞的迁移和侵袭ꎬｃｉｒｃ ＿

００１８４２ 通过 ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ 参与肾细胞癌发病机制[９]ꎮ
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 在乳腺癌组织和细胞中下调表达ꎬ可抑制乳
腺癌细胞的增殖ꎬ诱导细胞凋亡[１０]ꎮ 但是ꎬ目前尚未探讨
ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 在视网膜母细胞瘤组织中的
表达概况ꎬ以及其在视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞中的生物
学功能和机制ꎮ 基于此ꎬ本研究旨在确定 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 在视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞增殖、凋亡、迁
移侵袭中所起的作用ꎬ以增进对视网膜母细胞瘤发病机制
的理解ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 ２０１５－０７ / ２０１７－０４ 本研究共纳入 ３１ 对视网膜
母细胞瘤组织和配对的瘤旁组织 (离肿瘤组织约 １ ~
２ｃｍ)ꎬ视网膜母细胞瘤患者(男 ２２ 例ꎬ女 ９ 例)来自江苏
省海安市中医院ꎬ术前未接受其他治疗ꎬ并获得其知情同
意ꎮ 该研究得到江苏省海安市中医院伦理委员会的批准ꎮ
在手术期间ꎬ收集所有患者的视网膜母细胞瘤组织和瘤旁
正常组织ꎬ保持在液氮中以用于后续分析ꎮ

人视网膜母细胞瘤细胞株 Ｙ７９ 购自中国科学院细胞
资源中心(上海)ꎬＲｏｓｗｅｌｌ Ｐａｒｋ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ(ＲＰＭＩ)
１６４０ 培养基、胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４、ｓｉ －ＮＣ、ｐｃＤＮＡ、ｐｃＤＮＡ－ｃｉｒｃ ＿
００００１４４、ｍｉＲ－５０２－５ｐ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ－５０２－５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ( ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－５０２－５ｐ)、ｍｉｍｉｃ 阴性对照 ｍｉＲ－ＮＣꎬｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 阴性对
照 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 购自上海 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａꎬＭ－ＭＬＶ 逆转录酶
购自日本 ＴａＫａＲａꎬ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ａｓｓａｙ 试剂盒购自德国
Ｒｏｃｈｅꎬ 溴 化 噻 唑 蓝 四 氮 唑 ( ｔｈｉａｚｏｌｅ ｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅꎬＭＴＴ) 购自美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ膜联蛋白 Ｖ
(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ)－ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒购自美国 Ｂｅｃｔｏｎ
ＤｉｃｋｉｎｓｏｎꎬＲＩＰＡ 缓 冲 液、 二 抗 购 自 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ二辛可宁酸蛋白质测定试剂盒购自美国
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＥＣＬ 工作液购自南京 Ｂｉｏｃｈａｎｎｅｌꎬ
荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国 ＢｉｏＶｉｓｉｏｎꎬ兔单克
隆细胞核相关抗原 Ｋｉ－６７(ｎｕｃｌｅａｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ Ｋｉ６７ꎬ
Ｋｉ－６７)抗体、兔单克隆 Ｂ 细胞淋巴瘤 / 白血病－２(Ｂ ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋｍｉａ－２ꎬＢｃｌ－２)抗体、兔单克隆 Ｂｃｌ－２ 相关
Ｘ 蛋白(Ｂｃｌ－２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢａｘ)抗体、兔单克隆基
质金属蛋白酶(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅꎬＭＭＰ)－２ 抗体、兔单
克隆 ＭＭＰ － ９ 抗体、兔单克隆甘油醛 － ３ －磷酸脱氢酶
(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)购自
美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ Ｍｕｌｔｉｓｃａｎ ＭＫ３ 酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ７５００ ＰＣＲ 仪购自美国 ＡＢＩꎬＦＡＣＳＣａｌｂｕｒ 流式细
胞仪购自美国 ＢＤꎮ
１.２方法
１.２.１实时定量聚合酶链反应检测 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ－
５０２－５ｐ表达　 按照制造商的说明ꎬ用 ＴＲＩｚｏｌ 提取视网膜
母细胞瘤组织和瘤旁组织的总 ＲＮＡꎬ使用 Ｍ－ＭＬＶ 逆转录
酶将其合成为互补 ＤＮＡ(ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡꎬｃＤＮＡ)ꎮ 使
用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒进行实时定量聚合酶链反应
( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｑＲＴ －
ＰＣＲ)ꎮ ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ 和 ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐꎬ ＧＡＰＤＨ ( 用于
ｃｉｒｃＲＮＡ 归一化)和 Ｕ６(用于 ｍｉＲＮＡ 归一化)的引物如
下:ｃｉｒｃ＿００００１４４ 有义:５􀆳－ＧＡＧＴＧＴＴＧＧＣＣＴＧＴＣＣＴＣＡＡ－３􀆳
和反义 ５􀆳－ＴＴＧＴＧＣＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＧＴＡＴ－３􀆳ꎻＧＡＰＤＨ 有义:
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５􀆳 － ＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴ － ３􀆳 和 反 义: ５􀆳 －
ＴＴＡＣＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＣＣＡＴＧＴ － ３􀆳ꎻ ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ: ５􀆳 －
ＡＴＣＣＴＴＧＣＴＡＴＣＴＧＧＧＴＧＣＴＡ － ３􀆳 和 通 用 引 物 ５􀆳 －
ＣＧＡＡＴＴＣＴＡＧＡＧＣＴＣＧＡＧＧＣＡＧＧＣＧＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧＣＴＡＧＴ
ＴＡＡＧＣＴＴＧＧＴＡＣＣＧＡＧＣＴＣＧＧＡＴＣＣＡＣＴＡＧＴＣＣ ( Ｔ ) － ３􀆳ꎻ
Ｕ６ 有 义: ５􀆳 － ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ － ３􀆳 和 反 义 ５􀆳 －
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－３􀆳ꎮ 使用 ２－ΔΔＣｔ 相对定量方
法评估 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 相对表达水平ꎬ其中
ΔＣｔ ＝Ｃｔ(靶标)－Ｃｔ(ＧＡＰＤＨ / Ｕ６)ꎮ
１.２.２细胞培养与分组处理 　 Ｙ７９ 细胞在含 １０％ ＦＢＳ 的
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中和 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中常规培养ꎮ
将对数期 Ｙ７９ 细胞分为 ｓｉ－ＮＣ 组(转染 ｓｉ－ＮＣ)、ｓｉ－ｃｉｒｃ＿
００００１４４ 组 (转染 ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿００００１４４)、ｍｉＲ －ＮＣ 组 (转染
ｍｉＲ－ＮＣ)、ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组(转染 ｍｉＲ－ ５０２ － ５ｐ ｍｉｍｉｃ)、
ｐｃＤＮＡ 组(转染 ｐｃＤＮＡ)、ｐｃＤＮＡ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组(转染
ｐｃＤＮＡ－ｃｉｒｃ＿００００１４４)、ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组
(转染 ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ)、ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组(转染 ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
５０２－５ｐ)ꎮ 将 Ｙ７９ 细胞以 ２×１０５细胞 / 孔的密度接种在 ６
孔板中ꎬ汇合至 ６０％时ꎬ利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试剂进行
上述转染ꎮ ４８ｈ 后ꎬ根据 １.２.１ 中的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测步骤ꎬ
测定 ｃｉｒｃ ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ 表达ꎬ并进行后续
检测ꎮ
１.２.３ ＭＴＴ 检测细胞增殖　 将转染 ４８ｈ 后的 Ｙ７９ 细胞接
种到 ９６ 孔板中ꎬ然后将细胞培养 ２ｄ 时ꎬ分别与 １００μＬ 无
菌 ＭＴＴ 染料(０.５ｍｇ / ｍＬ)和 １５０μＬ 二甲基亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)孵育ꎬ１５ｍｉｎ 后ꎬ于 Ｍｕｌｔｉｓｃａｎ ＭＫ３ 酶标
仪测量 ４９０ｎｍ 处的吸光度 ＯＤ 值ꎮ
１.２.４免疫印迹实验测定蛋白表达　 用含有蛋白酶抑制剂
混合物的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解转染的 Ｙ７９ 细胞ꎬ并根据制造
商的说明使用二辛可宁酸蛋白质测定试剂盒测定蛋白质
浓度ꎮ 然后将 ２０μｇ 蛋白质上样到 １０％ 凝胶上ꎬ使用
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离并转膜ꎮ 然后在室温下将膜用 ５％无脂牛
奶封闭 ２ｈꎮ 随后ꎬ将膜与 Ｋｉ － ６７、Ｂｃｌ － ２、Ｂａｘ、ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ－９(均为 １∶ １０００)和 ＧＡＰＤＨ(参照ꎬ１∶ ２５００)的一抗
一起孵育ꎬ在 ４℃过夜ꎬ与抗辣根过氧化物酶偶联的二抗
(１ ∶ ２ ０００)室温下孵育 ２ｈꎮ 通过 ＥＣＬ 工作液观察免疫反
应带ꎮ
１.２.５流式细胞术分析细胞凋亡　 将转染 ４８ｈ 后的 Ｙ７９ 细
胞用磷酸盐缓冲液洗涤ꎬ重悬于 ５００μＬ 结合缓冲液中ꎬ在
黑暗中添加 ５μＬ ＦＩＴＣ 和 ５μＬ 碘化丙啶ꎬ并孵育 １５ｍｉｎꎮ
之后ꎬ通过 ＦＡＣＳＣａｌｂｕｒ 流式细胞仪测量 Ｙ７９ 细胞凋亡ꎮ
１.２.６ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 测定细胞迁移和侵袭 　 分别使用 ２４ 孔
８μｍ 的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 包被的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 进行迁移和
侵袭分析ꎮ 将约 １００μＬ Ｙ７９ 细胞溶液(包含 ５×１０５个细
胞)铺板到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 插入物的顶部腔室中ꎬ然后将 ６００μＬ
１０％ ＦＢＳ 培养基添加到下部腔室中ꎮ ２４ｈ 后ꎬ将迁移或侵
袭的细胞用 ７０％乙醇固定ꎬ用 １％结晶紫染色ꎬ并在光学
显微镜(２００×放大倍数)下在 ５ 个视野中计数细胞数ꎮ
１.２.７生物信息学预测与双荧光素酶报告实验 　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ
ＲＮＡ Ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ 软件预测 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 与 ｍｉＲ－５０２－５ｐ
存在互补配对的核苷酸序列ꎮ 将 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ－
５０２－５ｐ 的预测结合位点片段和突变片段分别插入各自的
荧光素酶载体ꎬ即报告载体野生型(ＷＴ)－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和

图 １　 Ｋｉ－６７ 蛋白表达ꎮ

表 １　 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ－５０２－５ｐ在视网膜母细胞瘤组织中

的表达 (ｎ＝ ３１ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ｃｉｒｃ＿００００１４４ ｍｉＲ－５０２－５ｐ
瘤旁组织 １.００±０.０３ １.００±０.０４
视网膜母细胞瘤组织 ３.６７±０.２５ａ ０.３３±０.０３ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ５９.０４０ ７４.６０８
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ 瘤旁组织ꎮ

表 ２　 抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞增殖

的影响 (ｎ＝ ３１ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ｃｉｒｃ＿００００１４４ ＯＤ 值(４９０ｎｍ) Ｋｉ－６７ 蛋白

ｓｉ－ＮＣ 组 １.００±０.０６ ０.９１±０.０６ ０.６４±０.０４
ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组 ０.２９±０.０３ａ ０.４４±０.０４ａ ０.２３±０.０２ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ３１.７５２ １８.５５３ ２７.５０４
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

突变型(ＭＵＴ) －ｃｉｒｃ＿００００１４４ꎮ 为了确定二者的结合ꎬ将
ｍｉＲ－ＮＣ、ｍｉＲ－５０２－５ｐ ｍｉｍｉｃ 与 ＷＴ－ｃｉｒｃ＿００００１４４、ＭＵＴ－
ｃｉｒｃ＿００００１４４ 一起转染到 Ｙ７９ 细胞中ꎬ４８ｈ 后收集细胞并
裂解ꎬ根据试剂盒说明书使用荧光素酶报告基因检测试剂
盒和分析系统进行测定ꎮ

统计学分析:数据采用 ＳＰＳＳ２２.０ 软件进行统计分析ꎬ
计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 通过独立样本 ｔ 检验进行两组间
差异比较ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ｃｉｒｃ＿００００１４４ 和 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 在视网膜母细胞瘤组
织中的表达　 ３１ 例视网膜母细胞瘤组织中 ｃｉｒｃ＿００００１４４
表达量高于瘤旁组织ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 表达量低于瘤旁组
织ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见表 １ꎮ
２.２抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞
增殖的影响　 如表 ２、图 １ 所示ꎬｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组较 ｓｉ－
ＮＣ 组 Ｙ７９ 细胞中 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达量减少ꎬＯＤ 值、Ｋｉ－６７
蛋白表达量降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.３抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞
凋亡的影响　 如表 ３、图 ２ 所示ꎬｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组 Ｙ７９ 细
胞凋亡率高于 ｓｉ －ＮＣ 组ꎬＢｃｌ －２ 蛋白表达量低于 ｓｉ －ＮＣ
组ꎬＢａｘ 蛋白表达量高于 ｓｉ－ＮＣ 组ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.４抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞
迁移和侵袭的影响　 如表 ４、图 ３ 所示ꎬｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组
Ｙ７９ 细胞 的 迁 移、 侵 袭 细 胞 数 比 ｓｉ － ＮＣ 组 少ꎬ 并 且
ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９ 蛋白表达量比 ｓｉ－ＮＣ 组低ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
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图 ２　 抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞凋亡的影响　 Ａ:凋亡相关蛋白表达ꎻＢ:细胞凋亡流式图ꎮ

图 ３　 抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞迁移和侵袭的影响　 Ａ:迁移侵袭相关蛋白表达ꎻＢ:视网膜母细胞瘤 Ｙ７９
细胞的迁移、侵袭(结晶紫染色)ꎮ

表 ３　 抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞凋亡的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 凋亡率(％) Ｂｃｌ－２ 蛋白 Ｂａｘ 蛋白

ｓｉ－ＮＣ ５.５８±０.４５ ０.５２±０.０３ ０.２９±０.０２
ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ ２２.７８±２.１０ａ ０.１２±０.０２ａ ０.７６±０.０４ａ

　 　 　
ｔ ２４.０２６ ３３.２８２ ３１.５２９
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

表 ４　 抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞迁移和侵袭的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个) ＭＭＰ－２ 蛋白 ＭＭＰ－９ 蛋白

ｓｉ－ＮＣ 组 １２７.６０±１０.６１ ９８.６８±７.３７ ０.８５±０.０４ ０.７２±０.０５
ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组 ５７.７１±５.６１ａ ４２.５８±３.２８ａ ０.３５±０.０３ａ ０.２８±０.０２ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １７.４７０ ２０.８６３ ３０.０００ ２４.５１２
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

图 ４　 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 的序列中含有与 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 互补的核苷
酸序列ꎮ

２.５ ｃｉｒｃ ＿００００１４４ 靶向调控 ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ 的表达 　
Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ Ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ 软件预测出 ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ 与
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 的靶向结合位点(图 ４)ꎮ ｍｉＲ－ ５０２ － ５ｐ 组

ＷＴ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 荧光活性低于 ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０.０１)ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 组 ＭＵＴ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 荧
光活性与 ｍｉＲ－ＮＣ 组差异无统计学意义(Ｐ>０.０５ꎬ表 ５)ꎮ
ｐｃＤＮＡ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ 组(０.３９±０.０３)比 ｐｃＤＮＡ 组(１.００±
０.０８) 减少 ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ 表达量ꎬ ｓｉ － ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ 组
(３.０１±０.２２)比 ｓｉ－ＮＣ 组(１.０２±０.０６)增加 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 表
达量ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.６ ｍｉＲ－５０２－５ｐ 过表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞
增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响 　 如表 ６、７ꎬ图 ５、６ 所示ꎬ
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图 ５　 ｍｉＲ－５０２－５ｐ过表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞凋亡、迁移和侵袭的影响　 Ａ:细胞凋亡流式图ꎻＢ:视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞
的迁移和侵袭(结晶紫染色)ꎮ

表 ５　 双荧光素酶报告实验 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ＷＴ－ｃｉｒｃ＿００００１４４ ＭＵＴ－ｃｉｒｃ＿００００１４４
ｍｉＲ－ＮＣ 组 １.０２±０.０７ １.０３±０.０８
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组 ０.５１±０.０４ａ １.００±０.０５

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １８.９７７ ０.９５４
Ｐ <０.０１ ０.３５４

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

表 ６　 ｍｉＲ－５０２－５ｐ过表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ｍｉＲ－５０２－５ｐ ＯＤ 值(４９０ｎｍ) 凋亡率(％) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个)
ｍｉＲ－ＮＣ 组 １.００±０.０５ ０.９４±０.０８ ５.８２±０.４３ １２６.４２±１１.５４ ９９.５７±７.０５
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组 ２.５５±０.２２ａ ０.５６±０.０４ａ １８.６５±１.１８ａ ６５.７１±４.６３ａ ５５.２９±３.６９ａ

　 　 　
ｔ ２０.６１１ １２.７４６ ３０.６４７ １４.６４８ １６.６９４
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

表 ７　 ｍｉＲ－５０２－５ｐ过表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭相关蛋白表达的影响 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 Ｋｉ－６７ 蛋白 Ｂｃｌ－２ 蛋白 Ｂａｘ 蛋白 ＭＭＰ－２ 蛋白 ＭＭＰ－９ 蛋白

ｍｉＲ－ＮＣ 组 ０.６６±０.０４ ０.５４±０.０４ ０.２７±０.０２ ０.８８±０.０４ ０.７４±０.０４
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组 ０.３１±０.０２ａ ０.１８±０.０２ａ ０.７１±０.０５ａ ０.４４±０.０４ａ ０.３３±０.０３ａ

　 　 　
ｔ ２３.４７９ ２４.１５０ ２４.５１２ ２３.３３５ ２４.６００
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

图 ６　 增殖、凋亡、迁移侵袭相关蛋白表达ꎮ

ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组较 ｍｉＲ－ＮＣ 组增加 Ｙ７９ 细胞 ｍｉＲ－５０２－５ｐ
表达量、凋亡率ꎬ减少 ＯＤ 值、迁移及侵袭细胞数ꎬ以及降

低 Ｋｉ－６７、Ｂｃｌ－２、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９ 蛋白表达量ꎬ提高 Ｂａｘ
蛋白表达量ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.７干扰 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 表达逆转了抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表

达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的

作用　 如表 ８、９ꎬ图 ７、８ 所示ꎬ与 ｓｉ －ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ －
ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬｓｉ －ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ －ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组

Ｙ７９ 细胞 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 表达量、凋亡率减少ꎬＯＤ 值、迁移

及侵袭细胞数增加ꎬＫｉ－６７、Ｂｃｌ－２、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９ 蛋白

表达量升高ꎬＢａｘ 蛋白表达量降低ꎬ差异均有统计学意义

(Ｐ<０.０１)ꎮ
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图 ７　 干扰 ｍｉＲ－５０２－５ｐ表达逆转了抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞凋亡、迁移和侵袭的作用　 Ａ:细胞凋亡流

式图ꎻＢ:视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞的迁移和侵袭(结晶紫染色)ꎮ

表 ８　 干扰 ｍｉＲ－５０２－５ｐ表达逆转了抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的作用

(ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ｍｉＲ－５０２－５ｐ ＯＤ 值(４９０ｎｍ) 凋亡率(％) 迁移细胞数(个) 侵袭细胞数(个)
ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 １.００±０.０７ ０.４２±０.０４ ２３.２７±２.１２ ５６.１０±４.５２ ４０.１３±３.９８
ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组 ０.３３±０.０３ａ ０.８３±０.０５ａ １０.１５±０.７５ａ １０２.７０±８.０１ａ ８１.８９±５.３９ａ

　 　
ｔ ２６.３９３ １９.２０９ １７.５０３ １５.２００ １８.６９８
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

表 ９　 干扰 ｍｉＲ－５０２－５ｐ表达逆转了抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４表达对视网膜母细胞瘤 Ｙ７９细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭相关蛋白表达的作用

(ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 Ｋｉ－６７ 蛋白 Ｂｃｌ－２ 蛋白 Ｂａｘ 蛋白 ＭＭＰ－２ 蛋白 ＭＭＰ－９ 蛋白

ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组 ０.２２±０.０２ ０.１１±０.０２ ０.７８±０.０５ ０.３３±０.０２ ０.２６±０.０２
ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－５０２－５ｐ 组 ０.５６±０.０４ａ ０.４１±０.０３ａ ０.３５±０.０３ａ ０.７１±０.０５ａ ０.６０±０.０５ａ

　 　
ｔ ２２.８０８ ２４.９６２ ２２.１２３ ２１.１６９ １８.９４１
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ｓｉ－ｃｉｒｃ＿００００１４４＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

图 ８　 增殖、凋亡、迁移侵袭相关蛋白表达ꎮ

３讨论
在目前的研究中ꎬ我们确定 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 在视网膜母

细胞瘤组织中上调ꎮ 功能研究表明ꎬ ｓｉＲＮＡ 对 ｃｉｒｃ ＿

００００１４４ 的下调减弱了视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞的增殖、
迁移和侵袭特性ꎬ并加速细胞的凋亡ꎮ 而增殖蛋白 Ｋｉ－
６７、抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ － ２、转移蛋白 ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －９ 的上
调ꎬ以及促凋亡蛋白 Ｂａｘ 的下调也证明了这一结果ꎮ 在既
往的报道中ꎬｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００１４４ 的表达在胃癌细胞系中上
调ꎬ可 促 进 胃 癌 细 胞 的 增 殖ꎬ 迁 移 和 侵 袭[１１]ꎮ ｃｉｒｃ ＿
００００１４４ 在甲状腺癌组织和甲状腺癌细胞系中的表达显
著升高ꎬ其高表达与患者的肿瘤大小、患者的肿瘤大小和
淋巴结转移显著相关ꎮ 敲除 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 可抑制甲状腺
癌细胞的增殖、迁移和侵袭[１２]ꎮ 这些与本研究的结果相
吻合ꎬ证实了 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 在体外可促进视网膜母细胞瘤
细胞增殖和转移ꎬ以及减少细胞凋亡ꎬ这为 ｃｉｒｃ＿００００１４４
作为视网膜母细胞瘤致癌性 ｃｉｒｃＲＮＡ 提供了新的证据ꎮ

本研究 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析表明ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 在视网膜
母细胞瘤组织中显著下调ꎬ表明其可能具有抑癌作用ꎮ 然
而 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 是否在视网膜母细胞瘤中起作用仍然未
知ꎮ 先前的研究表明ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 与肿瘤的生长和转移
有关ꎬ例如 Ｙｏｕ 等[１３] 报道ꎬ与邻近的正常组织相比ꎬ胃癌

１９６１
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肿瘤组织中的 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 明显下调ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 的过
表达在体外减弱了胃癌细胞的增殖ꎬ迁移 / 侵袭并诱导了
Ｇ１ 期阻滞ꎬ并且抑制了体内肿瘤的生长和转移ꎮ Ｙｉｎｇ
等[１４]揭示 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 在膀胱癌中被下调ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ
的过表达在体外抑制膀胱癌细胞增殖和迁移ꎮ Ｐｅｎｇ 等[１５]

鉴定了胃癌组织和细胞中低表达的 ｍｉＲ－５０２－５ｐꎬ发现
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 通过靶向 ＳＰ１ 来调节胃癌细胞的增殖ꎬ迁移
和侵袭而充当抑癌基因ꎮ 本研究观察到ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 过
表达时ꎬＹ７９ 细胞凋亡率、Ｂａｘ 蛋白表达量显著增加ꎬ细胞
增殖、迁移及侵袭能力、Ｋｉ－６７、Ｂｃｌ－２、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９ 蛋
白表达量则显著减少ꎮ 说明与既往报道[１３－１５] 一致ꎬｍｉＲ－
５０２－５ｐ 是视网膜母细胞瘤的肿瘤抑制剂ꎬ可以有效抑制
视网膜母细胞瘤的发生发展ꎮ

越来越多的证据表明ꎬ某些 ｃｉｒｃＲＮＡ 可以通过充当
ｍｉＲＮＡ 海绵来调节 ｍｉＲＮＡꎬ并在转录控制中发挥重要作
用[１６]ꎮ 例如ꎬ胃癌中 ｃｉｒｃ＿００３２６２７ 可以充当 ｍｉＲ－５０２－５ｐ
的海绵[１７]ꎮ 肝细胞癌中 ｃｉｒｃ－ＺＮＦ６５２ 可以海绵化 ｍｉＲ－
２０３[１８]ꎮ 本实验中ꎬＣｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ Ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ 软件预测到
ｃｉｒｃ＿００００１４４ 与 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 的靶向结合ꎬ随后的双荧光
素酶报告实验证实 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 靶向调控 ｍｉＲ－５０２－５ｐ
的表达ꎮ 且上调 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 时ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 表达被抑
制ꎬ下调 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 时ꎬｍｉＲ－５０２－５ｐ 表达被促进ꎬ说明
ｃｉｒｃ＿００００１４４ 可以负调控 ｍｉＲ－ ５０２ － ５ｐ 的表达ꎮ 干扰
ｍｉＲ－５０２－５ｐ 表达后ꎬ抑制 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 表达对 Ｙ７９ 细
胞增殖、迁移和侵袭、Ｋｉ－６７、Ｂｃｌ－２、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９ 蛋
白表达的抑制作用被逆转ꎬ其对细胞凋亡、Ｂａｘ 蛋白表达
的促进作用也被逆转ꎮ 这些结果提示ꎬｃｉｒｃ＿００００１４４ 通
过负调控 ｍｉＲ－５０２－５ｐ 参与视网膜母细胞瘤细胞恶性
进展ꎮ

总之ꎬ本研究表明ꎬｃｉｒｃ＿００００１４４ 在视网膜母细胞瘤
组织中高表达ꎬｃｉｒｃ＿００００１４４ 的抑制通过调节 ｍｉＲ－５０２－
５ｐ 来减轻视网膜母细胞瘤的进展ꎮ 当前的研究强调了
ｃｉｒｃ＿００００１４４ 作为肿瘤启动子在视网膜母细胞瘤中的潜
在作用ꎬ因此 ｃｉｒｃ＿００００１４４ 是视网膜母细胞瘤治疗的潜在
靶点ꎮ
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８ Ｈｕａｎｇ Ｗꎬ Ｌｕ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿００００１４４ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ－
２１７ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＲＵＮＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｇｅｎｅ ２０１８ꎻ６７８:３３７－３４２
９ Ｚｅｎｇ Ｊꎬ Ｆｅｎｇ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃ＿００１８４２ ｐｌａｙｓ ａｎ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ－５０２－５ｐ－
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＬＣ３９Ａ１４. Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ ２０２０ꎻ ２４ ( １７):
９７１２－９７２５
１０ Ｓｕｎ ＬＬꎬ Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｏ ＺＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ－５０２－５ｐ ｉｎ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ２ . Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ ２０１４ꎻ３１ ( ５):
２０８５－２０９２
１１ Ｗｅｉ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｇａｏ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｃｉｒｃＲＮＡｓ ａｎｄ ａ ｎｏｖｅｌ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００１４４ ｔｈａｔ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ. Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔ ２０１９ꎻ１９:２６８
１２ Ｆａｎ ＹＸꎬ Ｓｈｉ ＨＹꎬ Ｈｕ ＹＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｒｃ ＿ ００００１４４ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉＲ－ ２１７ / ＡＫＴ３ ｐａｔｈｗａｙ. Ｊ Ｇｅｎｅ
Ｍｅｄ ２０２０ꎻ２２(１２):ｅ３２６９
１３ Ｙｏｕ Ｗꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ Ｙｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ－ ５０２ － ５ｐ ａｆｆｅｃｔｓ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＰＤ－Ｌ１. Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔ ２０２０ꎻ２０:３９５
１４ Ｙｉｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ Ｊꎬ Ｘｉｅ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＣＮＤ１ꎬ ＮＯＰ１４ ａｎｄ ＤＮＭＴ３Ｂ ａｒｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ. Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆ ２０２０ꎻ５３(２):ｅ１２７５１
１５ Ｐｅｎｇ ＸＢꎬ Ｗｕ ＭＨꎬ Ｌｉｕ ＷＸꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＳＰ１. Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔ ２０２０ꎻ２０(３):２７５７－２７６２
１６ Ｌｉ Ｒꎬ Ｊｉａｎｇ Ｊꎬ Ｓｈｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＣｉｒｃＲＮＡ: ａ ｒｉｓｉｎｇ ｓｔａｒ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ.
Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ ２０２０ꎻ７７(９):１６６１－１６８０
１７ Ｙｉｎ ＨＦꎬ Ｗａｎｇ Ｑꎬ Ｈｕａｎｇ ＸＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｒｃ ＿ ００３２６２７ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ － ５０２ － ５ｐ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ ２０２０ꎻ２４(１２):６６７４－６６８１
１８ Ｇｕｏ Ｊꎬ Ｄｕａｎ Ｈꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃ －ＺＮＦ６５２
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｓｎａｉｌ －
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ－２０３ / ｍｉＲ－
５０２－５ｐ. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ ２０１９ꎻ５１３(４):８１２－８１９
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