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【摘要】 目的　 探讨环状 ＲＮＡ⁃ＶＡＮＧＬ１（ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１）对胃癌细胞增殖和凋亡的影响，并初步探讨其中的分子

机制。 方法　 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 在胃癌组织和细胞中的表达水平，并分析 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 与患者临

床病理因素如年龄、性别、肿瘤体积、病理分型、分期、淋巴结转移之间的相关性。 构建携带 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 全长序

列的慢病毒（Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１）和携带 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ ｓｈＲＮＡ 的慢病毒（Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ）分别转染胃

癌细胞株（ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃２７）。 ＣＣＫ⁃８ 实验检测 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达上调或下调后 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃２７ 细胞的

增殖变化。 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ ／ ＰＩ 实验检测 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达上调或下调后 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃２７ 细胞凋亡的变化。 ＪＣ⁃１
法检测 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达上调或下调后 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃２７ 细胞线粒体势能变化。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测 Ｆａｓ、
ＦＡＤＤ、ｂａｘ、ｂｃｌ⁃２、细胞色素 Ｃ 以及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性片段的蛋白表达变化。 结果　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 在胃癌组织中表达

显著高于癌旁组织，且其表达水平与肿瘤体积、分期和淋巴结转移显著正相关。 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 可以上调 ＮＣＩ⁃
Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃２７ 细胞内 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达并促进细胞增殖；Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ 可以下调 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表

达并诱导细胞凋亡。 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ 可以导致细胞线粒体膜势能降低。 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ 可

以促进 Ｆａｓ 细胞表面死亡受体（Ｆａｓ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， Ｆａｓ）、Ｆａｓ 相关蛋白死亡结构域（Ｆａｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉａ
ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ， ＦＡＤＤ）、ｂａｘ（ＢＣＬ２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ）、胞质细胞色素 Ｃ（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ）以及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性片

段表达增高，降低 ｂｃｌ⁃２ 和线粒体细胞色素 Ｃ 蛋白表达。 ｍｉＲＤＢ 软件显示 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 存在 １２ 个潜在的靶

ｍｉＲＮＡｓ，其中 ｍｉＲ⁃６０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃３７７⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃４４６８ 以及 ｍｉＲ⁃５００８⁃５ｐ 等 ４ 个 ｍｉＲＮＡｓ 的表达在 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达

下调后显著增高。 结论　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 在胃癌中表达异常增高，参与调控胃癌细胞的增值和凋亡，在胃癌发生发

展过程中发挥重要作用。
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ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ． Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｆｕｌｌ
ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ （Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１） ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ｓｈＲＮＡ （Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１⁃
ｓｈＲＮＡ） ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｏ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｏｒ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ａｎｄ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ． ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ａｎｄ
ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ ／ ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ａｎｄ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． ＪＣ⁃１ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ａｎｄ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
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ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ａｎｄ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ． Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ．
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１； ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 胃癌是世界上第五大肿瘤，据统计，３ ／ ４ 新发病

例位于亚洲，而中国新发病例占亚洲一半以上［１⁃２］。
由于早期胃癌发病隐匿，加之胃镜等早期筛查在国内

开展不普遍，多数患者在出现症状时才前往医院就

诊，而此时部分患者已经处于中晚期，丧失根治性手

术的机会。 研究胃癌发病机制对于提高其早期诊断

率、改善治疗效果具有重要意义。 近年来，非编码

ＲＮＡ 与肿瘤之间的关系备受瞩目。 环状 ＲＮＡ
（ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ， ｃｉｒｃＲＮＡ）是一类双链闭合的非编码

ＲＮＡ，由外显子、内含子或二者反向剪接共同组成，无
３′帽子结构及 ５′ｐｏｌｙ Ａ 尾，长度从几百到几千不等，
不受 ＲＮＡ 外切酶降解，稳定且广泛地存在于生物的

细胞质、细胞核、外泌体中，具有进化保守性［３⁃４］。 现

已发现多个与胃癌发生发展相关的 ｃｉｒｃＲＮＡ，它们主

要通过调控其靶基因表达进而发挥促进或抑制肿瘤

发生发展的作用。 如 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００２３６４２ 在胃癌组织

中表达异常增高，可以调控癌细胞上皮间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ）进而促进胃

癌细胞迁移和侵袭，提示其具有促癌作用［５］；而
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＶＲＬ３ 在胃癌中表达显著降低，并且沉默

其表达可以促进胃癌细胞增殖和迁移，提示其具有抑

癌作用［６］。 近期一项研究发现 ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ 可以促

进膀胱癌的发生发展［７］，但 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 与胃癌之

间的关系尚未见报道。 本研究就 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 与胃

癌发生发展之间的关系进行探讨。

１　 材料与方法

１．１　 标本来源

收集 ２０１６ 年 １ 月—２０１８ 年 １ 月于上海健康医

学院附属嘉定区中心医院普外科行胃癌根治术患者

１００ 例，切取至少 １ ｃｍ３ 肿瘤组织及距肿瘤 ２ ｃｍ 以

上区域癌旁组织。 术后将每例样本迅速置于液氮中

保存，用于 ＲＮＡ 提取和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 以癌旁组

织作为阴性对照。 所有患者均签署知情同意书。
１．２　 仪器与试剂

ＤＭＥＭ 高糖细胞培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；
·２８２·
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胎牛血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；ＴＲＩｚｏｌ 裂解液购

自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＰＣＲ 引物由上海生物工程技术

服务公司合成；反转录试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ 公

司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染试剂盒购自美国 ＢＤ
公司；蛋白提取试剂盒购自中国碧云天公司；ＰＶＤＦ
膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；一抗和二抗购自美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；ＥＣＬ 化学发光试剂盒购自美国

Ｐｉｅｒｃｅ 公司；Ｘ⁃ＯＭＡＴ⁃Ｂｌｕｅ ｆｉｌｍ 购自美国 Ｋｏｄａｋ 公

司；荧光定量 ＰＣＲ 仪 ７５００ 购自美国 ＡＢＩ 公司；细胞

培养箱（ＥＲＡｃｅｌｌ ＢＢ１５）购自德国 Ｈｅｒａｅｕｓ 公司；流
式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｎｔｏ Ⅱ）购自美国 ＢＤ 公司。
１．３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养　 胃癌细胞株 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃２７
均购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心。 两株细胞采用高糖 ＤＭＥＭ 培养液培养，添加

１０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素。
细胞培养皿放置在 ３７ ℃，５％ＣＯ２ 的培养箱中。 两

种细胞均为贴壁生长细胞，在生长至 ８０％融合时进

行传代。
１􀆰 ３􀆰 ２　 慢病毒构建　 本研究采用慢病毒转染胃癌

细胞上调或下调 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 的表达水平。 携带

ｃｉｒｃ ＿ ＶＡＮＧＬ１ 全 长 序 列 的 慢 病 毒 （ Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿
ＶＡＮＧＬ１）和携带 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ ｓｈＲＮＡ 的慢病毒

（Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ） 由吉凯基因公司构

建，设计 ２ 条 ｓｈＲＮＡ，序列见表 １。

表 １　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 引物和 ｓｈＲＮＡ 序列
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｓｈＲＮＡ

引物和 ｓｈＲＮＡ 名称 序列（５′→３′）

ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ Ｆ： ＣＴＴＣＴＡＣＡＧＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣ
Ｒ： ＣＴＧＡＣＣＣＴＣＴＧＣＣＧＴＣＴＴＴＡ

ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ ｓｈＲＮＡ Ｆ： ＡＧＡＡＵＧＡＧＧＡＧＵＵＵＧＡＡＵＧＣＣ
Ｒ： ＣＡＵＵＣＡＡＡＣＵＣＣＵＣＡＵＵＣＵＧＣ

ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＴＧＴＡＴＴ
Ｒ： ＡＧＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ

１􀆰 ３􀆰 ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取组织和细

胞总 ＲＮＡ，Ｐｒｉｍｅｒ⁃Ｓｃｒｉｐｔ 一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒反

转录成 ｃＤＮＡ。 利用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｄｉｍｍｅｒ Ｅｒａｓｅｒ
试剂盒通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增 ｃＤＮＡ，每个样本的基因

表达用内参 ＧＡＰＤＨ 均一化。 试验重复 ３ 次，计算

方法为 ２－ΔΔＣｔ法。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 将细胞接种于 ９６ 孔板，分为

对照组、Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿ＶＡＮＧＬ１ 处理组和 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿
ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ 处理组。 在慢病毒处理 ７２ ｈ 后，
吸弃上清液，向每孔加入 １０ ｍＬ 的 ＣＣＫ⁃８ 溶液在培

养箱内孵育 ２ ｈ。 用酶标仪测定在 ４５０ ｎｍ 处的光密

度（Ｄ４５０）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 实验 　 细胞分组同 １􀆰 ３􀆰 ４，
在慢病毒处理 ２４、４８、７２ ｈ 后，用预冷 ＰＢＳ 洗涤细

胞，４ ℃离心 ５ ｍｉｎ（３００×ｇ）。 收集至少 １×１０５ 个细

胞，吸弃 ＰＢＳ，加入 １００ μＬ 结合缓冲液重悬细胞，然
后加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ ＰＩ 染色液在

避光、室温下孵育 １５ ｍｉｎ。 样品在 １５ ｍｉｎ 内上流式

细胞仪进行荧光检测。
１􀆰 ３􀆰 ６ 　 ＪＣ⁃１ 实 验 　 ＪＣ⁃１ 实验检测 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿
ＶＡＮＧＬ１ 和 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ 对细胞线

粒体势能的影响。 将细胞接种于 ６ 孔板，在慢病毒

处理 ２４、４８、７２ ｈ 后，吸弃培养液，用 ＰＢＳ 洗涤细胞，
加入 １ ｍＬ ＪＣ⁃１ 染色工作液，充分混匀。 细胞培养

箱中 ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ。 孵育结束后，吸除上清液，
用 ＪＣ⁃１ 染色缓冲液洗涤 ２ 次后上流式细胞仪进行

荧光检测。
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法　 收集细胞提取蛋白，将 ２５ μｇ
蛋白进行电泳后转膜至 ＰＶＤＦ 膜，经过封闭、一抗孵

育、二抗孵育后在暗室中发光、定影、显影。
１􀆰 ３􀆰 ８　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 的 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测 　 通

过 ＰｕｂＭｅｄ 网站 （ｗｗｗ． ｐｕｂｍｅｄ． ｃｏｍ） 查询 ｃｉｒｃ ＿
ＶＡＮＧＬ１ 的全长序列后，采用 ｍｉＲＤＢ 在线软件

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｉｒｄｂ． ｏｒｇ ／ ｍｉＲＤＢ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ ） 对 ｃｉｒｃ ＿
ＶＡＮＧＬ１ 的 ｍｉＲＮＡ 靶基因进行预测。
１．４　 统计学处理

所有数据采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行统计学分析，所
有数据表示为 ｘ±ｓ。 所有实验均重复 ３ 次及以上。
统计方法根据实验设计分别采用 ｔ 检验、单因素为

差分析、 χ２ 检验等。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平与胃癌临床病理因素

的相关性分析

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 在癌组织中

的表达水平显著高于癌旁组织 （２􀆰 ３２９ ± ０􀆰 ３１５ ｖｓ
１􀆰 ０３２±０􀆰 １２８），差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 根

据表达水平中位值将患者分为两组： 高表达组（ｎ ＝
·３８２·
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５０ 例）和低表达组（ｎ ＝ ５０ 例）。 χ２ 检验分析，ｃｉｒｃ＿
ＶＡＮＧＬ１ 表达水平与性别、年龄、病理类型并无显

著关系，但它与肿瘤体积、ＴＮＭ 分期以及淋巴转移

显著相关，见表 ２。

表 ２　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平与临床病理因素的关系
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｗｉｔｈ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ

项目
ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１

低表达组
（ｎ＝ ５０）

ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１
高表达组
（ｎ＝ ５０）

χ２（Ｐ）

性别

　 男（ｎ＝ ７０） ３３ ３７ ０􀆰 ７６２（０􀆰 ３８３）
　 女（ｎ＝ ３０） １７ １３
年龄

　 ≥６０ 岁（ｎ＝ ６８） ３７ ３１ １􀆰 ６５４（０􀆰 １９８）
　 ＜６０ 岁（ｎ＝ ３２） １３ １９
肿瘤体积

　 ≥５ ｃｍ（ｎ＝ ６０） ２２ ３８ １０􀆰 ６６７（０􀆰 ００１）
　 ＜５ ｃｍ（ｎ＝ ４０） ２８ １２
ＴＮＭ 分期

　 Ⅰ～Ⅱ（ｎ＝ ４８） ３０ １８ ５􀆰 ７６９（０􀆰 ０１６）
　 Ⅲ（ｎ＝ ５２） ２０ ３２
Ｌａｕｒｅｎ 分型

　 肠型（ｎ＝ ６５） ３０ ３５ １􀆰 ０９９（０􀆰 ２９５）
　 弥漫型（ｎ＝ ３５） ２０ １５
淋巴转移

　 阳性（ｎ＝ ６２） ２６ ３６ ４􀆰 ２４４（０􀆰 ０３９）
　 阴性（ｎ＝ ３８） ２４ １４

２．２　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平对胃癌细胞增殖的影响

Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 可以上调 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃
２７ 细胞内 ｃｉｒｃ ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平；而 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿
ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ 可以下调 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平，
见表 ３。 ＣＣＫ⁃８ 结果显示，经过慢病毒处理 ７２ ｈ 后，
Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 可以促进胃癌细胞株 ＮＣＩ⁃Ｎ８７
和 ＨＧＣ⁃２７ 细 胞 增 殖， 而 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿ ＶＡＮＧＬ１⁃
ｓｈＲＮＡ 可以抑制细胞增殖，差异有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５），见表 ４。

表 ３　 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃２７ 细胞中 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ ｉｎ ＮＣＩ⁃Ｎ８７

ａｎｄ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ

细胞类型 对照组
Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿
ＶＡＮＧＬ１

Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿
ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ

ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ０􀆰 ９９６±０􀆰 １０４ ３􀆰 ８５５±０􀆰 ５７７∗ ０􀆰 ４０５±０􀆰 ０３８∗

ＨＧＣ⁃２７ １􀆰 ０３４±０􀆰 ０３５ ４􀆰 ４２４±０􀆰 ７３８∗ ０􀆰 ３４１±０􀆰 ０６６∗

　 　 与对照组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

表 ４　 ＣＣＫ⁃８实验检测 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平
对胃癌细胞增殖的影响

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ａｎｄ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ

细胞类型 对照组
Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿
ＶＡＮＧＬ１

Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿
ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ

ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ０􀆰 ５３５±０􀆰 ００５ ０􀆰 ７４６±０􀆰 ００９∗ ０􀆰 ２２１±０􀆰 ００４∗

ＨＧＣ⁃２７ ０􀆰 ５６±０􀆰 ００４ ０􀆰 ８４６±０􀆰 ０１４∗ ０􀆰 ２４８±０􀆰 ０１３∗

　 　 与对照组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

２．３　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平对胃癌细胞凋亡的影响

经过慢病毒处理 ７２ ｈ 后，ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 过表达

组细胞凋亡比例与对照组相比（ＮＩＣ⁃Ｎ８７： ０􀆰 ０６６±
０􀆰 ００４ ｖｓ ０􀆰 ０６５ ± ０􀆰 ０１２；ＨＧＣ⁃２７： ０􀆰 ０６９ ± ０􀆰 ０１０ ｖｓ
０􀆰 ０７±０􀆰 ０１２），差异无统计学意义；而 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１
表达下调组细胞凋亡比例显著增高 （ＮＩＣ⁃Ｎ８７：
０􀆰 １７１±０􀆰 ００３；ＨＧＣ⁃２７： ０􀆰 ２１３±０􀆰 ００２），差异有统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 １。
２．４　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平对胃癌细胞线粒体势

能的影响

　 　 线粒体膜电位流式细胞术检测结果显示，在对

照组、 Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ ＿ ＶＡＮＧＬ１ 处 理 组 中， ＮＣＩ⁃Ｎ８７
（ １２􀆰 ６２８ ± １􀆰 ３４２ ｖｓ １２􀆰 ７２５ ± １􀆰 ３９３ ） 和 ＨＧＣ⁃２７
（９􀆰 ２７５±１􀆰 ２１９ ｖｓ ９􀆰 ３９２±１􀆰 ０６７）细胞内线粒体维持

较高的膜电位，红色荧光较强，绿色荧光非常弱；而
Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ 处理组中红色荧光强度

逐渐减弱，绿色荧光强度逐渐增强，说明线粒体膜电

位下降 （ＮＩＣ⁃Ｎ８７： ２􀆰 ４１ ± ０􀆰 ２４６；ＨＧＣ⁃２７： １􀆰 ４１ ±
０􀆰 ２４６），与前两组相比，差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ２。
２．５　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 对凋亡相关蛋白表达的影响

ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达下调后，ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 和 ＨＧＣ⁃
２７ 细胞内 ｂｃｌ⁃２、线粒体细胞色素 Ｃ 蛋白表达水平

下调，Ｆａｓ、Ｆａｓ 相关死亡结构域（ＦＡＤＤ）、Ｂａｘ、胞质

细胞色素 Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性片段蛋白表达水平上

调，见图 ３。
２．６　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 与 ｍｉＲＮＡｓ 表达水平相关性分析

通过 ｍｉＲＤＢ 软 件 对 ｃｉｒｃ ＿ ＶＡＮＧＬ１ 的 靶

ｍｉＲＮＡｓ 进行预测，结果显示 ｍｉＲ⁃６０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃３７７⁃
５ｐ、ｍｉＲ⁃４４６８、ｍｉＲ⁃５００８⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃６８５２⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃４７４９⁃
３ｐ、 ｍｉＲ⁃６１２６、 ｍｉＲ⁃４２８３、 ｍｉＲ⁃６８１１⁃３ｐ、 ｍｉＲ⁃６８５０⁃
５ｐ、ｍｉＲ⁃４７５１、ｍｉＲ⁃４３１６ 等 １２ 个 ｍｉＲＮＡｓ 与 ｃｉｒｃ ＿
ＶＡＮＧＬ１ 具有潜在结合位点 （表 ３）。 采用 ｑＲＴ⁃
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ＰＣＲ 检测发现 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达下调后其中 ４ 条

ｍｉＲＮＡｓ 包括 ｍｉＲ⁃６０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃３７７⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃４４６８ 以

及 ｍｉＲ⁃５００８⁃５ｐ 表达出现显著上调，见图 ４。

３　 讨　 论

非编码 ＲＮＡ 与肿瘤之间的关系研究在过去的

十年里主要聚焦于微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ， ｍｉＲＮＡ）

和 长 链 非 编 码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，
ｌｎｃＲＮＡ）。 近年来，大量研究表明 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 在肿瘤

发病中起重要作用，并在一定程度上对肿瘤的生物

学行为以及发病机制研究提供了新的见解［８］。 然

而，ｃｉｒｃＲＮＡｓ 在胃癌的发生发展过程中的作用尚不

清楚，阐明 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 功能的分子机制将促进胃癌

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 定向诊断和精准治疗的发展［９］。

图 １　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达水平对胃癌细胞凋亡的影响
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

图 ２　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达对线粒体膜电位的影响
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

线粒体膜 ＪＣ⁃１ 荧光流式细胞术检测图；横坐标为 ＪＣ⁃１ 单体（ｍｏｎｏｍｅｒ），可产生绿色荧光，纵坐标为 ＪＣ⁃１ 聚合物
（ Ｊ⁃ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ），可产生红色荧光
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图 ３　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达对凋亡相关蛋白表达的影响
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃

ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ａ： 对照组；Ｂ： Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１； Ｃ： Ｌｅｎｔｉ⁃ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１⁃ｓｈＲＮＡ

图 ４　 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 对各 ｍｉＲＮＡ 表达的影响
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｒｃ⁃ＶＡＮＧＬ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ
与对照组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

　 　 本研究对胃癌临床标本中 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达

水平进行了检测，结果显示 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 在癌组织

中的表达水平显著高于癌旁组织，并且其表达水平

与肿瘤体积、ＴＮＭ 分期以及淋巴转移显著相关，但
与年龄、性别和分型并不相关，说明 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１
对于胃癌的临床诊断和分期评估具有一定的参考价

值。 因其表达与肿瘤体积显著相关，因此，在功能学

实验中检测了 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 对胃癌细胞增殖和凋

亡的影响。 结果显示 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达上调可以促

进胃癌细胞增殖，而敲减其表达则能抑制细胞增殖。
ＶＡＮＧＬ１ 在胃癌中发挥着促癌作用。 凋亡是影响肿

瘤生长的重要因素［１０］。 按凋亡信号来源可以将凋亡

信号途径分为三条： 死亡受体途径、线粒体途径和内

质网应激途径。 这三条途径最后都需要 Ｃａｓｐａｓｅ 参

与，最终导致凋亡。 死亡受体诱导的细胞凋亡是三条

通路中研究较为成熟的信号转导途径，主要通过肿瘤

坏死因子受体 １ （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，
ＴＮＦＲ１）、Ｆａｓ、死亡受体 ３（ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３， ＤＲ３）、死
亡受体 ４（ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＤＲ４）以及死亡受体 ５
（ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５， ＤＲ５）介导［１１］。 其中 Ｆａｓ 与其配体

ＦａｓＬ 结合后可以与细胞内的 ＦＡＤＤ 相互作用，促进

后者激活 Ｃａｓｐａｓｅ 家族成员，诱导凋亡［１２］。 本研究

Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ／ ＰＩ 试验结果显示，ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表达下

调可以促进细胞凋亡，并且 Ｆａｓ 和 ＦＡＤＤ 表达增高，
说明 Ｆａｓ 介导的死亡受体凋亡途径（又称外源性凋亡

途径）被激活，提示 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 参与调控胃癌细胞

凋亡发生。 但 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 如何调控 Ｆａｓ ／ ＦＡＤＤ 仍

有待进一步研究。 临床病理因素相关性分析显示

ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 与淋巴转移呈正相关，但本研究中并未

深入探索 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 对胃癌细胞迁移和侵袭的影

响，有待进一步揭示。
越来越多的报道表明，在真核动物的基因调控

网络中存在包括 ｃｅＲＮＡｓ 在内的广泛的相互作用

网，ｃｉｒｃＲＮＡｓ 可以通过与靶 ｍｉＲＮＡ 的潜在位点结

合进而调控靶 ｍｉＲＮＡ 下游靶 ｍＲＮＡ 的表达［１３⁃１５］。
已有研究报道 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 也具有 ｍｉＲＮＡ 海绵作

用。 在膀胱癌中，ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 可以作为 ｍｉＲ⁃６０５⁃
３ｐ 的海绵，促进 ｍｉＲ⁃６０５⁃３ｐ 的靶基因 ＶＡＮＧＬ１ 表

达，从而发挥促进肿瘤细胞增殖的作用［７］。 ｍｉＲＤＢ
是常用的预测 ＲＮＡ 与 ＲＮＡ 相互结合、相互作用的

重要软件［１６⁃１７］。 本研究通过 ｍｉＲＤＢ 软件对 ｃｉｒｃ＿
ＶＡＮＧＬ１ 可能的靶 ｍｉＲＮＡｓ 进行了预测。 共有 １２
个靶 ｍｉＲＮＡｓ 被发现，其中包括已经被证实的 ｍｉＲ⁃
６０５⁃３ｐ。 这在一定程度上说明了该预测结果的准确

性。 进一步通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测了 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 表

达下调后以上 １２ 个 ｍｉＲＮＡｓ 在胃癌细胞中的表达

水平，结果显示其中 ｍｉＲ⁃６０５⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃３７７⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃
４４６８ 以及 ｍｉＲ⁃５００８⁃５ｐ 表达出现显著上调，提示它们

可能是 ｃｉｒｃ ＿ＶＡＮＧＬ１ 的靶 ｍｉＲＮＡｓ。 以上 ４ 个

ｍｉＲＮＡｓ 除了 ｍｉＲ⁃６０５⁃３ｐ 被证明与肿瘤相关之外，其
它 ３ 个 ｍｉＲＮＡｓ 的生物学功能至今未见报道。 本课

题组今后将通过荧光素酶报告基因实验检测 ｃｉｒｃ＿
ＶＡＮＧＬ１ 与以上 ４ 个 ｍｉＲＮＡｓ 是否存在直接结合，并
分析其结合位点，由此可以进一步确认胃癌细胞中

ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 的靶ｍｉＲＮＡ。 在明确ｍｉＲＮＡ 之后可

以进一步分析其靶 ｍＲＮＡ，进而探讨 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１
调控胃癌细胞增殖和凋亡的分子机制。
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综上所述，本研究发现 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 在胃癌中

表达异常增高，且其表达水平与肿瘤体积、ＴＮＭ 分

期以及淋巴转移显著相关。 提高其表达可以促进胃

癌细胞增殖，下调其表达则能激活 Ｆａｓ ／ ＦＡＤＤ 死亡

受体促进细胞凋亡。 ｃｉｒｃ＿ＶＡＮＧＬ１ 的促癌作用可

能与其作为海绵竞争性结合靶 ｍｉＲＮＡｓ 有关。
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