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【摘要】 目的　 探索 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 作为 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 海绵在 ＴＮＢＣ 中的生物学功能及调控机制。 方法　 ＲＴ⁃ＰＣＲ
技术检测 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ＴＮＢＣ 癌组织及癌旁组织中表达；通过双荧光素酶报告基因分析等技术研究 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿

ＵＳＰ４２ 和 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 的相互作用；过表达 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２，ｑＰＣＲ 技术及 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测靶 ｍｉＲＮＡ ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ

及靶基因 ＭＴＳＳ１ 的表达水平；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 及 ＣＣＫ８ 实验检测 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 对细胞增殖、侵袭和迁移的影响。

结果　 Ｈｓａ＿ ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ＴＮＢＣ 中表达明显下调（Ｐ＝ ０􀆰 ０００），淋巴结阳性组表达低于淋巴结阴性组（Ｐ ＝ ０􀆰 ００３）。

双荧光素酶实验证实 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与靶 ｍｉＲ⁃１８２⁃５Ｐ 可有效结合；细胞功能实验表明，过表达 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 可

抑制 ＴＮＢＣ 细胞迁移、侵袭和增殖。 体外实验表明，过表达 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 后，靶 ｍｉＲＮＡ ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 上调，而靶基

因 ＭＴＳＳ１ 在转录水平及蛋白水平均降低。 结论　 Ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ＴＮＢＣ 中低表达，与 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 有效结合，可

发挥 ｍｉＲＮＡ 海绵上调 ＭＴＳＳ１ 表达，抑制 ＴＮＢＣ 侵袭及转移，是参与 ＴＮＢＣ 生物学行为机制之一。

【关键词】 三阴性乳腺癌； ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２； ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ； 转移
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ ｉｎ ＴＮＢＣ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ
ｓｅｒｖｅ ａｓ ａｎ ｓｐｏｎｇｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃１８２ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＴＳＳ１ ｔｈａｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ＴＮＢＣ．
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２； ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１８２； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 目前，乳腺癌仍位居女性恶性癌肿发病首位［１］。
三阴性乳腺癌（ ｔｈｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ， ＴＮＢＣ）
是一种特殊类型的乳腺癌亚型，雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＲ）、孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＰＲ）
及人表皮生长因子受体 （ｈｕｍａｎ ｅｐｉ⁃ｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２， ＨＥＲ２）表达均阴性，缺乏治疗靶点，容
易复发及内脏转移，５ 年生存率不足 ３０％［２］。 除化疗

外，尚缺乏其他有效治疗措施。 因此，迫切需要寻求新

的靶标治疗分子［３］。 环状 ＲＮＡｓ（ｃｉｒｃＲＮＡｓ）是一类特

殊的非编码 ＲＮＡ，具有高度稳定性和组织特异性［４］。
而微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）在真核细胞的基因表达、细胞发

育分化等发挥重要的调控作用［５］。 近期研究表明，
ｃｉｒｃＲＮＡ 具有 ｍｉＲＮＡ 应答元件（ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔｓ， ＭＲＥｓ）， 通 过 与 靶 ｍｉＲＮＡ 结 合， 作 为

ｍｉＲＮＡｓ 海绵体，发挥竞争性抑制剂作用，调控相关

ＲＮＡ 的表达［６］。 研究发现，ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 在 ＴＮＢＣ 中

高表达可下调 ＭＴＳＳ１ 水平，促进 ＴＮＢＣ 转移，并通过

高通量测序发现，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ＴＮＢＣ 中差异下

调表达；靶 ｍｉＲＮＡ 预测软件分析发现，环状 ＲＮＡ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ３７１～３７７ 碱基具有 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 可

能的结合位点［７］。 本研究通过分析 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２
对 ＴＮＢＣ 细胞株体外增殖、凋亡的影响，初步探讨

ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 靶向结合 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 在 ＴＮＢＣ 中发挥的

相关分子机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 一般资料

本研究获得上海长宁区妇幼保健院伦理委员会

批准（批准号 ＣＮＦＢＬＬＱＫＷ⁃２０１６００３）。 收集完整

的 ＴＮＢＣ 患者临床及病理资料，并收集石蜡包埋的

癌及癌旁组织；纳入患者共 ３０ 例，为 ２０１０ 年 １ 月至

２０１５ 年 １２ 月期间在上海市长宁区妇幼保健院接受

乳腺癌改良根治的患者。 所有患者均获得知情同

意。 患者基线资料： 年龄 ３０ ～ ７０ 岁，平均（４８􀆰 ６７±
９􀆰 ６５）岁；绝经 １８ 例，未绝经者 １２ 例；淋巴结阴性患

者 ９ 例，淋巴结阳性患者 ２１ 例；肿瘤病理分期：
Ⅰ期和Ⅱ期患者共 ２４ 例，Ⅲ期患者 ６ 例。 入选标

准： 术前未接受过放疗及化疗，全部标本经两位病

理科副主任医师读片，组织病理学确诊浸润性导管

癌。 有同侧腋窝淋巴结转移 １ 枚以上或者肿瘤直径

＞５ ｃｍ 者，术后给予放疗。 排除标准： 术前接受过

放疗及新辅助化疗者；有远处转移患者；特殊病理类

型乳腺癌。
１􀆰 ２　 材料与试剂

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞株购于中国上海中科院细

胞库；ＤＭＥＭ 培养基购于 Ｇｉｂｃｏ 公司（货号 １６０００⁃
０４４）；ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥＴＭ ３０００ 购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司

（货号 Ｌ３００００１５）；ＣＣＫ８ 试剂购于同仁化工研究

所；ＲＮＡ 反转录试剂盒购于 ＴａＫａＲａ 公司 （货号

９１０９）。
１􀆰 ３　 仪器与设备

ＣＯ２ 培养箱购于 Ｔｈｅｒｍｏ 公司（货号 ３１１１）；荧光

定量 ＰＣＲ 仪购自 ＡＢＩ 公司（货号 ＶｉｉＡ７ ／ ７５００）；ＲＴ⁃
ＰＣＲ 反应膜购自 ＡＢＩ（货号 ４３１１９７１）；电热恒温水槽

购自精宏科技（货号 ＤＫ⁃８Ｄ）；酶标仪购自 ＴＥＣＡＮ 公

司（Ｍ１００ ＰＲＯ）；倒置显微镜购于 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司（货
号 ＩＸ７３）。
１􀆰 ４　 载体构建和细胞转染

构建带有目的基因 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００７８２３ ｃｉｒｃＲＮＡ
至 ｐｓｉＣＨＥＣＫ２ 载体和 ｐＬＣＤＨ⁃ｃｉＲ 载体中。 将提取

的质粒 ｐＵＣ５７⁃ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００７８２３ 与载体 ｐＬＣＤＨ⁃ｃｉＲ
分别通过 ＥｃｏＲＩ ／ ＢａｍＨＩ 进行双酶切；转化到大肠

杆菌，小量提取质粒，进行酶切鉴定，选取酶切正

确的质粒进行测序，将测序正确的质粒进行大量

提取。
１􀆰 ５　 细胞增殖及迁移实验

１．５．１　 ＣＣＫ８ 实验 　 收集细胞，加入适量的新鲜完

全培养液轻轻吹打细胞至均匀的细胞悬液，计数，按
１×１０４ ／孔的细胞密度将细胞悬液铺于 ９６ 孔板中，四
周用 １００ μＬ ＰＢＳ 填充。 将铺好的 ９６ 孔板放于

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养 ２４ ｈ。 实验分为 ２ 组，空
载转染组和 ｃｉｒｃＲＮＡ 过表达质粒转染组，每组 ６ 复

孔。 将 ９６ 板在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱孵育 ４８ ｈ，孵
育时间结束，每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液，将培养板
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在培养箱内孵育 ２ ｈ，用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 吸光度

（Ａ４５０），绘制细胞活力曲线。
１．５．２　 细胞迁移实验 　 细胞转染质粒 ２４ ｈ 后，弃
去 ６ 孔板原有培养基，加胰酶消化细胞，收集细胞

并计数，用 ０􀆰 １％ ＢＳＡ 培养基重悬，细胞密度为 ２×
１０５ ／ ｍＬ，取上述细胞悬液 ２００ μＬ 接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室中，下室放置含 ２􀆰 ５％ ＦＢＳ 的培养基，放置细

胞培养箱，常规培养 ２４ ～ ４８ ｈ 后取出，弃掉上清

液，加入无菌 ＰＢＳ，洗 ２ 次，室温下用 ４％多聚甲醛

固定 １０ ｍｉｎ，然后弃除 ４％多聚甲醛，无菌 ＰＢＳ 洗 ２
次，室温下再用结晶紫染色 ２０ ｍｉｎ，用蒸馏水洗掉

小室上多余的结晶紫，室温干燥，倒置显微镜观察

细胞、计数并拍照。
１．５．３　 细胞侵袭实验　 将人工基质胶（２０ μｇ）包被

于 ８ μｍ孔径的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭小室聚碳酯微孔膜

的上表面，置于 ３７ ℃细胞培养箱中静止 ３０ ｍｉｎ，使
其聚成凝胶。 收集转染 ２４ ｈ 后的细胞，计数，用
０􀆰 １％ ＦＢＳ 的培养液制备成 １×１０６ ／ ｍＬ 细胞悬液，
在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中加入 ２００ μＬ 细胞悬液，下室中

加入 ６００ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ 的培养液，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细

胞培养箱中静止培养 ４８ ｈ 后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，
ＰＢＳ 润洗，用棉签去除上室中的基质胶和细胞，加
入 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 润洗后，结晶紫

室温染色 １５ ｍｉｎ，蒸馏水冲洗浸泡，显微镜下观察

拍照。
１􀆰 ６　 双荧光素酶报告基因检测

将 ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ
的结合位点前后 ２００ ｂｐ 序列克隆构建至报告基因

载体 ｐｓｉｃｈｅｃｋ２，同时合成上述预测到的 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ。 收集培养好的 ２９３Ｔ 细胞，用无 ＰＳ 的完全

培养液重悬细胞，按每孔 ４×１０４ 个细胞，接种至 ２４
孔板中，放置细胞培养箱中静置培养过夜。 细胞换

成无血清培养基 ａ（３ μＬ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００＋２５ μＬ
无血清 ＯＭＥＭ 培养液，室温静置 ５ｍｉｎ）和无血清

ＯＭＥＭ 培养基 ｂ（１００ ｎｍｏｌ ｍｉＲＮＡ⁃１８２⁃５ｐ ｍｉ⁃ｍｉｃｓ ／
ｍｉｍｉｃ ＮＣ＋ ５００ ｎｇ ｐｓｉｃｈｅｃｋ２ ／ ｐｓｉｃｈｅｃｋ２⁃ｃｉｉｃＲＮ Ａ＋
２５ μＬ）室温静置 ５ ｍｉｎ。 将上述中的 ａ 和 ｂ 混合，
室温静置 ２０ ｍｉｎ。 加入制备的转染混合液于细胞

中。 去细胞上清液，加入裂解液充分裂解细胞后，
１２ ０００×ｇ离心 ５ ｍｉｎ，取上清液。 加入 １００ μＬ 萤火

虫萤光素酶检测试剂，混匀后测定 ＲＬＵ（ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｌｉｇｈｔ ｕｎｉｔ）。 以报告基因细胞裂解液为空白对照。

１􀆰 ７　 Ｑ⁃ＰＣＲ 检测 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达效果及靶

ｍｉＲ⁃１８２ 基因的表达水平

　 　 （１） 收集培养好的 ＴＮＢＣ 细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１，
过表达 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２。 取处理好的细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂（大连宝生物工程有限公司）提取总 ＲＮＡ。 以

ＤＥＰＣ Ｈ２Ｏ 为对照测定 ＲＮＡ 纯度和定量，取 ２ μＬ
ＲＮＡ 溶液，在酶标仪上测定样本的浓度和质量。

（２） 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ 试剂盒（日本

ＴａＫａＲａ 公司）按照说明书对总 ＲＮＡ 进行提取并反

转录为 ｃＤＮＡ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６ 系统

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 ） 上 使 用 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ （ＴＡＫＡＲＡ 公司） 进行。 ＧＡＰＤＨ 用作定量

ｃｉｒｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的内部参考，Ｕ６ 作为 ｍｉＲＮＡ 的

内部参考。 结果与计算： 各样品的目标 ＲＮＡ 和内

参分别进行 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应。 基因的相对表达

数据采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分析。 引物及序列见表 １。

表 １　 各基因的引物及引物序列
Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ

引物名称 引物序列（５′⁃３）

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ⁃ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ⁃
ＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＧＴＧＴＧ

ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ⁃Ｆ ＧＣＣＴＴＴＧＧＣＡＡＴＧＧＴＡＧＡＡＣＴ

ＭＴＳＳ１⁃ｈＦ ＣＡＧＴＣＣＣＡＧＣＴＴＣＧＧＡＣＡＡＣ

ＭＴＳＳ１⁃ｈＲ ＴＧＡＧＡＧＣＡＧＡＴＣＣＡＡＴＣＴＣＣＣ

ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃ＵＳＰ４２⁃ｈＦ ＣＴＣＣＡＧＡＡＴＴＴＧＧＧＣＡＡＴＡ

ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃ＵＳＰ４２⁃ｈＲ ＡＡＣＣＴＧＣＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＣＣ

Ｕ６⁃ｈＦ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

Ｕ６⁃ｈＲ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｈｕｍａｎ⁃Ｕ６⁃ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ⁃
ＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＡＡＴＡＴＧ

下游通用引物序列 ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ＧＡＰＤＨ⁃ｈＦ ＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ

ＧＡＰＤＨ⁃ｈＲ ＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＡＧＡＧ

１．８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测蛋白表达水平

ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞，置于冰上放置 ３０ ｍｉｎ，
４ ℃，１２ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液。 使用 ＢＣＡ
试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）测定蛋白浓

度。 将蛋白液与 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混匀，放入 １００ ℃水

浴６ ｍｉｎ。 离心，放置冰上，配制 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离胶。
将等量的蛋白加载到凝胶上，电泳后使用转膜仪将蛋

白转移到 ＰＶＤＦ 膜上，然后用 ５％脱脂牛奶在 ３７ ℃封

闭 ２ ｈ。 Ｐ 孵育一抗，内参（１ ∶５ ０００），目的蛋白（均按

１ ∶１ ０００稀释），４ ℃，过夜。 孵育二抗 （１ ∶ ５ ０００），
３７ ℃，２ ｈ。 化学发光显影（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＥＣＬ 发光液），
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记录并拍照。
１．９　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件作图。 采用 ＳＰＳＳ
１９􀆰 ０ 软件进行统计分析。 定量资料用 ｘ±ｓ 表示（符
合正态分布）或者中位数与四分位数间距（不符合

正态分布）的形式表示。 组间均值比较使用 ｔ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 　 果

２．１　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ＴＮＢＣ 癌组织中低表达

ｑＰＣＲ 结 果 显 示， ＴＮＢＣ 癌 组 织 中 ｃｉｒｃＲＮＡ
ＵＳＰ４２ 相对定量 （ ５􀆰 ９６９ ± ３􀆰 ０７６） 低于癌旁组织

（２０􀆰 ２８４±５􀆰 ４４４），差异有统计学意义（ ｔ ＝ －１６􀆰 ４６９，
Ｐ＝ ０􀆰 ０００），见图 １。 ｃｉｒｃＲＮＡ ＵＳＰ４２ 在淋巴结阳性

组表达（３􀆰 ５７５±１􀆰 ６１２）低于淋巴结阴性组（６􀆰 ９９５±
２􀆰 ９９９），差异有统计学意义（ ｔ＝ ４􀆰 ０３９，Ｐ＝ ０􀆰 ００３）。
２．２　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达抑制 ＴＮＢＣ 细胞迁移

和侵袭

　 　 过表达质粒 ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 的细胞迁

移数量减少（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２８），过表达质粒 ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 的细胞侵袭数量减少（Ｐ＜０􀆰 ０００ １），见
图 １。

图 １　 ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达对 ＴＮＢＣ 细胞迁移及侵袭的影响
Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ

ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＢＣ ｃｅｌｌｓ
Ａ： ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２过表达抑制 ＴＮＢＣ 细胞迁移；Ｂ： ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达
抑制 ＴＮＢＣ 细胞侵袭；Ｃ： 过表达 ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 后 ＴＮＢＣ 细胞迁移

（上）和细胞侵袭（下）（×２００）；与空载组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

２．３　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达抑制 ＴＮＢＣ 细胞活力

ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，过表达质粒 ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 的细胞活力水平降低（Ｐ ＝ ０􀆰 ０００ ８），见
图 ２。
２．４　 ｃｉｒｃＲＮＡ 结合的 ｍｉＲＮＡ 荧光素酶筛选验证

通过网络数据库，预测环状 ＲＮＡ ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿
ＵＳＰ４２ 在 ３７１ ～ ３７７ 片段有 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 靶结合

点。 荧光素酶报告基因实验发现，将质粒 ｃｉｒｃＲＮＡ

ｈｓａ＿ ｃｉｒｃ ＿ＵＳＰ４２ 与 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染至

ＴＮＢＣ 细胞系ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１，荧光素酶活性降低，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００ １）表明 ｃｉｒｃＲＮＡ ｃｉｒｃ＿
ＵＳＰ４２ 与 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 为有效结合，见图 ３。

图 ２　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达对 ＴＮＢＣ 细胞株增殖的影响
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＢＣ ｃｅｌｌｓ
与空载组比较，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

图 ３　 荧光素酶报告基因实验结果
Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ａｓｓａｙ

Ａ： 预测环状 ＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 靶结合位
点；Ｂ： 双荧光素酶验证 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与 ｍｉＲ⁃１８２ 有效结合与

对照组比较，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

２．５　 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃靶基因验证

在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 中过表达环状 ＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
ＵＳＰ４２，ｑＰＣＲ 验证 ｍｉＲ⁃１８２ 及 ＭＴＳＳ１ 靶基因表达水

平，Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测 ＭＴＳＳ１ 的蛋白表达水平。
ｑＰＣＲ 结果表明，与对照组比较，过表达质粒 ｃｉｒｃＲＮＡ
ｈｓａ＿ ｃｉｒｃ ＿ＵＳＰ４２ 转染细胞后， ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿
ＵＳＰ４２ 的表达水平升高（Ｐ＝ ０􀆰 ００２ ２）；ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 的

表达水平降低（Ｐ ＝ ０􀆰 ０３６），ＭＴＳＳ１ 的表达水平升高

（Ｐ＝０􀆰 ００１ ７），差异均有统计学意义，见图 ４。
Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测结果显示，过表达质粒

ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 细胞的 ＭＴＳＳ１ 蛋白表达

水平升高，差异有统计学意义 （ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３５ ４），见
图 ５。
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图 ４　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达后 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 及 ＭＴＳＳ１ｍＲＮＡ 水平变化
Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ ａｎｄ ＭＴＳＳ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５　 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 过表达后 ＭＴＳＳ１ 蛋白
水平变化及灰度分析

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＴＳＳ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｉｎ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ

Ａ： ＭＴＳＳ１ 蛋白水平变化；Ｂ： 灰度分析；与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

３　 讨　 　 论

ＴＮＢＣ 是一类具有高度异质性的乳腺癌，严重危

害女性健康。 １５％ ～ ２０％的乳腺癌患者为 ＴＮＢＣ［８］。
在过去的几十年中，乳腺癌治疗取得了显著进展，总
体死亡率下降。 然而，ＴＮＢＣ 病理组织学分级差，肿
瘤侵袭性强，容易发生内脏转移。 目前 ＴＮＢＣ 治疗

仍以化疗为主，尚缺乏内分泌及抗 ＨＥＲ２ 治疗靶点，
３ 年后复发率可达 ４０％ ～５０％［９］，预后仍然很差。 因

此，鉴定更多用于治疗 ＴＮＢＣ 的抗癌分子靶标具有

重要意义。
ＣｉｒｃＲＮＡ 是一类以共价闭环为特征的非编码

ＲＮＡ，广泛存在于真核生物中，来源于基因的外显

子或内含子，具有物种保守性及组织特异性。 随着

高通量测序技术和计算分析的发展，越来越多的

ｃｉｒｃＲＮＡ 被发现，其在疾病发生中的调控作用也越

来越被重视［１０］。 相比线性 ＲＮＡ 分子，ｃｉｒｃＲＮＡ 具

有封闭的环状结构，没有 ５′⁃３′的极性和 ｐｏｌｙＡ 尾

巴，因此不容易被 ＲＮＡ 核酸外切酶或者 ＲＮａｓｅＲ 降

解，更稳定［１１］。 大多 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 来源于外显子，具有

可以结合 ｍｉＲＮＡ 的 ＭＲＥｓ。 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 主要存在于

细胞质中，其表达丰度较高，具有组织特异性，相对

保守。 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的上述特性决定了它们在转录后

的重要作用，可作为疾病诊断及治疗的潜在靶点。
ＣｉｒｃＲＮＡ 可作为内源性竞争 ＲＮＡ（ ｃｅＲＮＡ）分

子，可能通过影响靶 ｍｉＲＮＡ 与下游靶 ｍＲＮＡ 结合

而发挥作用［１２］。 有研究证明， 在不同物种中，
ｃｉｒｃＲＮＡ 可以发挥 ｍｉＲＮＡ 海绵体的作用，通过与

ｍｉＲＮＡ 竞争性结合，作为 ｃｅＲＮＡ，调控靶 ｍＲＮＡ 的

表达［１３⁃１４］，在疾病调控中发挥重要作用，作为潜在

的疾病预后因子及治疗靶点［１５］。 约 ３０％以上的

ｃｉｒｃＲＮＡ 发挥 ｍｉＲＮＡ 的 ｃｅＲＮＡ 作用，形成 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃
ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 多维调控网络，调控基因的表达。
Ｐｉｗｅｃｋａ 等［１６］验证了环状 ＲＮＡ Ｃｄｒ１ａｓ 大约有 １ ５００
个核苷酸，可能发挥海绵作用吸附 ｍｉＲＮＡ 的作用。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 是较短的 ＲＮＡ 分子，通常结合到

ｍＲＮＡ 的互补序列上，因而控制着细胞产生的特定

蛋白数量，发挥抑癌或促癌作用［１７⁃１８］。 研究探索了

ｍｉＲ⁃１８２ 对 ＴＮＢＣ 细胞行为的作用，表明 ｍｉＲ⁃１８２
在 ＴＮＢＣ 组织和细胞中上调，可促进 ＴＮＢＣ 细胞的

增殖和侵袭， 并证明 ｍｉＲ⁃１８２ 可能通过下调靶

ｍＲＮＡ 表达促进 ＴＮＢＣ 细胞增殖和迁移［１９⁃２０］。 本

课题组前期进行了 ＴＮＢＣ ｃｉｒｃＲＮＡ 测序，建立了

ｃｉｒｃＲＮＡ 差异表达谱，挑选出差异表达显著的 ｃｉｒｃ＿
ＵＳＰ４２ 作为进一步研究对象。 靶 ｍｉＲＮＡ 预测结果

表明，ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 是与 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃ＵＳＰ４２ 结合力最强

的 ５ 个 ｍｉＲＮＡ 之一。 进一步通过数据库预测 ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ３７１ ～ ３７７ 及 ４１２ ～ ４１９ 两个碱基序列

与 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 有潜在结合位点。 荧光素酶报告基

因质粒 ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与 ｈａｓ⁃ｍｉｒ⁃１８２⁃５ｐ
共转染至细胞后荧光素酶活性显著降低，说明

ｃｉｒｃＲＮＡ ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与 ｍｉＲ⁃１８２ 有效结合。 在本研

究中，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 在 ＴＮＢＣ 癌组织中的表达明
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显低于癌旁组织；在 ＴＮＢＣ 淋巴结阳性组表达更

低。 在 ＴＮＢＣ 细胞株 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 中过表达 ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２，细胞的侵袭和迁移明显受到抑制，提示

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 可能发挥 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 的海绵调控

作用，影响 ＴＮＢＣ 的发生发展。 荧光素酶报告基因

实验证实 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 有效结合；
过表达 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 后，靶 ｍｉＲＮＡ ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ
显著下调，而靶基因 ＭＴＳＳ１ 在转录水平及蛋白水平

均升高，提示 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 可能发挥 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ
海绵作用，上调 ＭＴＳＳ１ 表达，抑制 ＴＮＢＣ 侵袭及转

移，在 ＴＮＢＣ 发生发展过程中发挥抑癌作用；ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ 与 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 的靶结合位点可能是

ＴＮＢＣ 的潜在治疗靶点。
未来需要体内动物实验进一步阐明 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿

ＵＳＰ４２ 作为 ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 海绵调控体内机制。 ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿ＵＳＰ４２ ／ ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ ／ ＭＴＳＳ１ 轴对 ＴＮＢＣ 复发、
转移的影响，有待进一步研究。
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