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　　［摘要］　目的　研究环状ＲＮＡｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１与ＨｎＲＮＰＫ相互作用对乳腺癌增殖、迁移及凋亡
的影响。方法　采用微阵列分析技术对４对乳腺癌组织及其癌旁组织的环状 ＲＮＡ表达谱进行分析。
选取重庆医科大学附属第一医院２０１９年９月至２０２１年１月收治的乳腺癌患者癌组织标本３５例，ｑＲＴ
ＰＣＲ验证 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１的相对表达量，ＦＩＳＨ实验检测其在细胞中的定位与表达。转染干扰质粒
后，通过划痕、ＣＣＫ８、ＥｄＵ、克隆形成、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２、ＴＵＮＥＬ、流式细胞仪和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１在乳腺癌细胞迁移、侵袭、增殖和细胞凋亡中的作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和
ＣＤＫ４的表达变化；在裸鼠体内研究ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１对移植瘤生长的影响。ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验检测与
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１作用的相关蛋白表达，ＦＩＳＨＩＦ实验观察ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１与ＨｎＲＮＰＫ的亚细胞定位，
ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃＭｙｃ的表达变化。结果　ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌组织（Ｐ＜０．００１）和
乳腺癌细胞（Ｐ＜０．０１）中高表达，敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１能抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，诱导细
胞凋亡及细胞周期Ｇ１期阻滞，ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和ＣＤＫ４蛋白表达明显下降。裸鼠移植瘤实验结果表明
敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１可抑制移植瘤生长。ＨｎＲＮＰＫ蛋白与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１共定位于细胞核，且与
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１相互作用能促进 ｃＭｙｃ的表达。结论　敲低 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１能抑制乳腺癌细胞的
增殖、迁移和侵袭，诱导细胞凋亡，阻滞细胞周期，并在体内抑制移植瘤生长，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１能够与
ＨｎＲＮＰＫ相互作用增强ｃＭｙｃ的表达，从而促进乳腺癌的发生和发展。
　　［关键词］　乳腺癌；环状ＲＮＡ；Ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１；ＨｎＲＮＰＫ；细胞增殖；细胞凋亡；移植瘤
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１２６．ｃｏｍ

　　乳腺癌（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＢＣ）是常见的女性恶性肿
瘤，约占全球女性恶性肿瘤的３０％［１］。据统计，ＢＣ在
女性肿瘤疾病中的发病率居全球首位，同时还是女性

癌症死亡的主要原因［２］。目前，尽管提高了乳腺癌的

早期确诊率，并具备较为完善的系统性治疗方案，但进

一步研究乳腺癌的发病机制并为临床提供诊断治疗依

据仍然具有重要意义。

　　环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）呈闭合环状结
构，具有比线性ＲＮＡ更高的稳定性且不易被核酸外切
酶降解［３］。ｃｉｒｃＲＮＡ的序列在进化中存在一定的保守
性，其表达模式具有组织和不同发育阶段的特异

性［４］。此外，ｃｉｒｃＲＮＡ在生物学功能调节上有着较大
的潜力，可以应用于多种临床疾病的诊断［５］。研究表

明ｃｉｒｃＲＮＡ在多种癌症中表达异常，且与肿瘤的增殖、
迁移和侵袭等过程密切相关，有望成为肿瘤治疗的新

靶点［５－６］。在结直肠癌中，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１敲低后可
以通过结合 ｍｉＲ５０２５ｐ下调 ＭＹＯ６的表达来抑制结
直肠癌的进展和糖酵解作用［７］。在三阴乳腺癌中，

ＮＦＩＢ可以激活ＲＮＡ结合蛋白 ＦＵＳ的转录，从而促进
ｃｉｒｃＨＩＦ１Ａ的生物发生，ｃｉｒｃＨＩＦ１Ａ通过调节 ＮＦＩＢ的
表达和亚细胞定位促进三阴乳腺癌的生长和转移［８］。

在乳腺癌中，患者的预后与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ００１７８３的表达水

平相关［９］。

　　核内不均一性核糖核蛋白Ｋ（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＫ，ＨｎＲＮＰＫ）是一种保守的 ＲＮＡ结
合蛋白，参与信号转导和基因表达［１０］。ＨｎＲＮＰＫ与多
种癌症相关基因的激活有关，如 ＨｎＲＮＰＫ与 ｃＭｙｃ启
动子的ＣＴ元件结合，促进原癌基因ｃＭｙｃ的转录［１１］。

ｃＭｙｃ在控制细胞增殖、凋亡和耐药性方面起着重要
作用［１２］。有研究表明ｃＭｙｃ与乳腺癌发生、淋巴转移
相关［１３］。

　　然而，目前 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌中的表达
和机制尚不清楚。本研究敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１，观察
其在乳腺癌增殖、迁移、侵袭、细胞凋亡和周期中的作

用，并初步探索 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１与 ＨｎＲＮＰＫ的分子
机制，以期为乳腺癌临床早期诊断和治疗提供线索。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本和细胞　　收集２０１９年９月至２０２１
年１月在重庆医科大学附属第一医院未进行放化疗治
疗的女性乳腺癌患者３５例，经乳腺切除术获取组织标
本，于术前签署知情同意书。标本切除后经病理科诊

断确认后立刻置于液氮长期保存。重庆医科大学伦理

８０２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



委员会已批准该研究中所有标本的收集［２０２２年科研
伦理（２０２２Ｋ２２８）］。人乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ、乳腺
癌细胞ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３由重庆医科大学分子医学
与肿瘤研究中心保存。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ培养基和 ＲＰＭＩ１６４０培
养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＦＢＳ购自浙江天杭生物科
技股份有限公司；Ｃｙ３标记的 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１探针、
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１干扰质粒以及对照质粒由广州吉赛
生物科技股份有限公司设计与合成，探针序列为 Ｃｙ３
５′ＣＡＣＡＴＴＴＡＡＡＣＣＣＴＴＡＴＣＴＧＴＴＣＡＧ３′Ｃｙ３，Ｓｉｃｉｒｃ＃１
的序列为５′ＧＡＴＡＡＧＧＧＴＴＴＡＡＡＴＧＴＧＡＴＡ３′，Ｓｉｃｉｒｃ＃
２的序列为 ５′ＣＡＧＡＴＡＡＧＧＧＴＴＴＡＡＡＴＧＴＧＡ３′，ＳｉＮＣ
的序列为 ５′ＧＣＡＵＡＧＧＣＵＵＵＵＣＵＡＧＡＧＣＣＴ３′；转染
试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＴＲＩｚｏｌ试剂和ｑＲＴＰＣＲ相关试剂购自日本ＴａＫａＲａ公
司；逆转录试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限

公司；ｑＲＴＰＣＲ引物与ＥｄＵ试剂盒购自广州锐搏生物
技术有限公司；ＴＵＮＥＬ和Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２试剂盒购自上
海碧云天生物技术有限公司；ＣＣＫ８试剂盒购自美国
Ｇｅｎｖｉｅｗ生物科技公司；结晶紫染液购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物
科技公司；基质胶和ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ生
物科技公司；抗体 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣＣＮＤ２、
ＣＣＮＤ１、ＣＤＫ４和 ＧＡＰＤＨ购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，免疫组化中的抗体 ＣＣＮＤ２和 ＣＤＫ４
购自Ｂｉｏｗｏｒｌｄｅ公司。汉恒生物工程有限公司将ＳｉＮＣ
和Ｓｉｃｉｒｃ＃１序列进行慢病毒载体（ｐＨＢＬＶＵ６ＭＣＳ
ＣＭＶＺｓＧｒｅｅｎＰＧＫＰＵＲＯ）构建。由武汉金开瑞生物
工程有限公司构建的 Ｐｕｌｌｄｏｗｎ探针序列为５′ＡＣＣＡ
ＧＴＡＴＣＡＣＡＴＴＴＡＡＡＣＣＣＴＴＡＴＣＴＧＴＴＣＡＧＴＧＧＡＧＣ３′。
１０只４周龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸鼠购自重庆腾鑫生物科技
有限公司［许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］。
１．２　方法
１．２．１　微阵列分析　　选取４对临床术后乳腺癌组
织和癌旁组织，提取并检测每个样本总ＲＮＡ的浓度和
纯度，随后每个样本总 ＲＮＡ使用 ＲｎａｓｅＲ处理，富集
ｃｉｒｃＲＮＡ，质检合格后进行后续实验。分析上海康成生
物科技有限公司提供的４对临床术后乳腺癌组织和对
应癌旁组织的 ｃｉｒｃＲＮＡ差异表达谱，以差异倍数＞２、
Ｐ＜０．０５为条件筛选出乳腺癌组织和癌旁组织中显著
差异表达的ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１。
１．２．２　细胞培养与转染　　人乳腺上皮细胞株ＭＣＦ
１０Ａ使用ＤＭＥＭ培养基（内含５％ＨＳ、２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ、
０．５μｇ／ｍＬＨｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ、１０μｇ／ｍＬＩｎｓｕｌｉｎ、１％ＮＥＡＡ

和 １％Ｐ／Ｓ），使用含有 １２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ和
ＲＰＭＩ１６４０培养基分别培养乳腺癌细胞ＭＣＦ７和ＳＫ
ＢＲ３，均于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。将细胞接种至
６孔板，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００按照转染步骤对乳腺
癌细胞 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３进行转染，其中 ＭＣＦ７和
ＳＫＢＲ３细胞均分为３组：ＳｉＮＣ、Ｓｉｃｉｒｃ＃１和Ｓｉｃｉｒｃ＃２
组，分别转染对应质粒。

１．２．３　总ＲＮＡ提取、逆转录以及 ｑＲＴＰＣＲ检测　　
ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，检测其纯度及浓度后按说明书
将其逆转录为 ｃＤＮＡ。ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在临床乳腺
癌组织、正常乳腺上皮细胞、乳腺癌细胞和转染质粒后

的乳腺癌细胞中的表达水平由美国ＢｉｏＲａｄ公司ｑＲＴ
ＰＣＲ仪检测。计算方法均使用２－ΔΔＣｔ法。ｑＲＴＰＣＲ引
物序列见表１。

表１　引物序列

基因名称 序列（５′→３′） 产物大小／ｂｐ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１ 上游：ＴＧＡＡＣＴＴＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴＣＣＡＣ １７０

下游：ＴＴＣＣＣＡＣＴＴＣＴＧＴＣＡＧＣＣＡＴＴ

ｃＭｙｃ 上游：ＣＧＡＣＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＴＣＡＡＡＡＡ ８５

下游：ＣＴＴＣＴＣＴＧＡＧＡＣＧＡＧＣＴＴＧＧ

ＧＡＰＤＨ 上游：ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ ２６７

下游：ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ

１．２．４　ＦＩＳＨ实验　　固定细胞后 ＰＢＳ洗，然后按照
说明书滴加预杂交液，置于５５℃孵育１ｈ。杂交液与
ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１探针轻柔混合，于 ＰＣＲ仪中８５℃／
５ｍｉｎ变性，滴加杂交液探针混合液体，４２℃过夜。次
日用２×ＳＳＣ溶液清洗爬片，随后滴加ＤＡＰＩ染色液，室
温下染色 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后封片。
１．２．５　划痕实验　　将转染后ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细
胞均匀铺至６孔板，用２００μＬ枪头进行划痕，显微镜
拍摄即刻的划痕状态并记录０ｈ划痕距离。继续培养
２４ｈ后，显微镜下观察并拍摄各组细胞划痕状态，记
录２４ｈ划痕距离。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　　侵袭实验按基质胶∶无血清
培养基＝１∶９的比例准备基质胶稀释液，铺于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室的上室面，冰箱４℃过夜；迁移实验无需铺基质胶。
第２天，将各组细胞稀释成２．５×１０４／ｍＬ的细胞悬液，每
孔上室面加入２００μＬ，对应的ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０完全
培养基各５００μＬ加至下室中。继续培养２４ｈ，弃培养
基，甲醇固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３ｍｉｎ／２次，结晶紫染色
２０ｍｉｎ，用棉棒轻轻擦拭上室面，显微镜下拍照。

９０２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）



１．２．７　ＣＣＫ８实验　　分别将 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细
胞接种至 ９６孔板，贴壁后加入 ＣＣＫ８试剂孵育，在
４５０ｎｍ波长下检测各组每孔的光密度值［Ｄ（４５０）］。
随后连续９６ｈ观察测量，细胞增殖曲线由连续５ｄ测
得的Ｄ（４５０）值绘制而成。
１．２．８　ＥｄＵ实验　　将各组ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞
接种到带有爬片的 ２４孔板中，根据说明书制备 ＥｄＵ
培养基，加至 ２４孔板中。温箱中孵育 ２ｈ后，ＰＢＳ清
洗５ｍｉｎ，细胞固定液和 ０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００分别处理
２５ｍｉｎ，按ＥｄＵ试剂盒说明书进行后续操作，最后在荧
光显微镜下拍照。

１．２．９　克隆形成实验　　将各组 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３
细胞制成细胞悬液（１×１０４／ｍＬ），按 ２００μＬ／孔加至
６孔板，再加入完全培养基 １．８ｍＬ，继续培养，培养
１０ｄ后用ＰＢＳ洗涤，细胞固定液和 ０．５％结晶紫染液
分别处理１５ｍｉｎ，自然晾干后拍照。
１．２．１０　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色实验　　首先将各组
ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞接种于 ２４孔板（含爬片），待
细胞贴壁后 ＰＢＳ清洗，细胞固定液固定 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗３次，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液冰上通透 １５ｍｉｎ，再
用ＰＢＳ清洗３次。然后将２００μＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液
滴加至爬片上，３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ。抗淬灭剂封
片，于荧光显微镜下观察。

１．２．１１　ＴＵＮＥＬ实验　　将转染４８ｈ后各组 ＭＣＦ７
和ＳＫＢＲ３细胞均匀铺于 ２４孔板（含爬片），培养过
夜。弃培养基，ＰＢＳ清洗５ｍｉｎ／３次，细胞固定液固定
３０ｍｉｎ，４℃条件下使用 ０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液通透
２０ｍｉｎ。按２００μＬ／孔加入 ＴＵＮＥＬ检测溶液，避光条
件下３７℃／１ｈ。抗淬灭剂封片，荧光显微镜下观察。
１．２．１２　流式细胞仪检测细胞周期及凋亡　　在６孔
板中转染４８ｈ后，对各组ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞胰酶
消化，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后ＰＢＳ清洗。检测细胞周
期前加入７０％乙醇轻柔混合，４℃条件下过夜。离心
后弃乙醇，再次用 ＰＢＳ清洗。加５０μｇ／ｍＬ聚酰亚胺
溶液，室温下避光孵育 ３０ｍｉｎ。检测细胞凋亡前用
Ａｎｎｅｘｉｎ结合液使细胞重悬，再加入１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＰＥ，避光孵育１５ｍｉｎ。使用流式细胞仪检测各组细胞
周期和细胞凋亡。

１．２．１３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　提取各组 ＭＣＦ７和
ＳＫＢＲ３细胞总蛋白并测定蛋白浓度，将蛋白上样缓
冲液（５×）按１∶４的比例将入到蛋白样品中，１００℃金
属浴１０ｍｉｎ后于－８０℃保存蛋白。提取到的蛋白经
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳；冰水浴条件下转膜；５％的脱脂奶粉

封闭 ３ｈ；４℃摇床孵育一抗（兔抗 ＧＡＰＤＨ抗体
１∶４０００，兔抗ＣＣＮＤ２抗体１∶２０００，兔抗ＣＣＮＤ１抗体
１∶２０００，兔抗ＣＤＫ４抗体１∶２０００，鼠抗Ｃａｓｐａｓｅ３抗体
１∶２０００，鼠抗 Ｂｃｌ２抗体 １∶２０００，鼠抗 Ｂａｘ抗体
１∶２５００，兔抗ｃＭｙｃ抗体１∶１０００）１２ｈ；室温下孵育二
抗（羊抗兔抗体１∶４０００，羊抗鼠抗体１∶４０００）。ＥＣＬ
化学发光显色，使用凝胶成像仪拍照。

１．２．１４　免疫组化检测　　完成脱蜡脱水的石蜡切片
放入抗原修复液加热 ２０ｍｉｎ，冷却后用 ＰＢＳ清洗；分
别滴加阻断剂和封闭液反应后，滴加一抗（兔抗

ＣＣＮＤ２抗体 １∶１００，兔抗 ＣＣＮＤ１抗体 １∶５０，兔抗
ＣＤＫ４抗体１∶１００）孵育过夜。滴加生物素标记二抗反
应２０ｍｉｎ；加链霉卵白素孵育 ２０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色液和
苏木精染色液各染色５ｍｉｎ，使用适宜浓度的盐酸酒精
分化；把切片放入梯度酒精和二甲苯中浸泡，最后用中

性树胶封片。

１．２．１５　ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验　　先分别用 ＮａＯＨ溶
液、生理盐水和 Ｔｒｉｓ缓冲液清洗磁珠；收集细胞，ＰＢＳ
清洗２次后加入裂解液对细胞进行裂解处理。加入探
针重悬磁珠，于 ４℃旋转孵育 ３５ｍｉｎ，收集磁珠。取
ＣａｐｔｕｒｅＢｕｆｆｅｒ１００μＬ重悬磁珠；再加入 ２００μＬ细胞
裂解液，于 ４℃条件下旋转孵育 １ｈ，收集磁珠。用
ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ涡旋清洗磁珠弃 ５次。加入 ４０μＬＲＮＡ
ＣａｐｔｕｒｅＢｕｆｆｅｒ和 １０μＬ５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，涡旋混匀。
１００℃金属浴１０ｍｉｎ后置于－８０℃保存。运用蛋白印
迹和质谱仪检测产物。

１．２．１６　免疫荧光实验　　ＰＢＳ清洗细胞后，使用
４％多聚甲醛固定 ２５ｍｉｎ；将细胞置于冰上，０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理 ２５ｍｉｎ，用滤纸将孔板内残余液体
吸干。滴加３％ＢＳＡ，于３７℃孵箱中封闭。再加入用
３％ＢＳＡ稀释的 ＨｎＲＮＰＫ（１∶１００）至完全覆盖爬片，
４℃条件下过夜孵育。次日加入荧光二抗（１∶１００），
３７℃避光条件孵育 ３０ｍｉｎ；避光条件下加入适量
ＤＡＰＩ染色液，室温染色１０ｍｉｎ。封片后在荧光显微镜
下观察拍照。

１．２．１７　裸鼠移植瘤实验　　将干扰质粒 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１（Ｓｉｃｉｒｃ组）和对照质粒ＳｉＮＣ（ＳｉＮＣ组）转染
进乳腺癌细胞ＭＣＦ７中，转染４ｈ后，将培养基补足。
４８ｈ换液后，滴加终浓度为１ｍｇ／Ｌ的嘌呤霉素筛选稳
定株，此后持续筛选１５ｄ，获得稳转细胞株。收集 Ｓｉ
ＮＣ组和Ｓｉｃｉｒｃ组稳转细胞，分别对４周龄的雌性裸鼠
左侧肩胛进行皮下注射，注射细胞浓度为２×１０８／ｍＬ，每
只裸鼠注射体积为５０μＬ，每组５只裸鼠，从注射当天
起每周观察并测量肿瘤体积。４周后收集移植瘤，拍
照称量，制备成石蜡切片，进行免疫组化（ＩＨＣ）实验。

０１２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计分析
软件，两组均数采用配对ｔ检验，多组均数采用单因素
方差分析，定性变量相关性分析采用卡方检验，Ｐ＜
０．０５视作差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在临床标本和乳腺癌细胞中高
表达

　　采用微阵列分析技术对４对临床乳腺癌组织及对
应癌旁组织的ｃｉｒｃＲＮＡ表达谱进行分析，结果显示ｈｓａ
＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌组织中上调较为显著（图１Ａ、
Ｂ）。ｑＲＴＰＣＲ检测ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在３５对临床组

织、正常人乳腺上皮细胞和乳腺癌细胞中的表达，结果

显示ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌组织和乳腺癌细胞中
的表达均上调（Ｐ＜０．０１，图１Ｃ、Ｄ）。在３５例临床乳腺
癌标本中，有 ９例组织 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１相对表达量
低于癌旁组织，为低表达；有 ２６例组织 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１的相对表达量高于癌旁组织，为高表达，结果
显示ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１的表达与乳腺癌的 Ｔ分期（Ｐ＝
０．０４９）、Ｎ分期（Ｐ＝０．００４）和 ＴＮＭ分期（Ｐ＝０．０２６）
呈正相关，与年龄、分级等临床病理参数无关（表２）。
ＦＩＳＨ实验检测 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌细胞中的
表达及定位，结果显示 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌细
胞中表达且主要定位于细胞核（图１Ｅ）。
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Ａ：微阵列分析中差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ热图；Ｂ：微阵列分析结果火山图；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ３５对临床标本中 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１的表达　ａ：Ｐ＜０．０１，与癌旁组织比较；Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在正常乳腺上皮细胞和乳腺癌细胞中的
表达（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０１，与正常乳腺上皮细胞ＭＣＦ１０Ａ比较；Ｅ：ＦＩＳＨ实验检测ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌细胞中的表达
及定位（ｎ＝３）

图１　差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ热图以及ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１的相对表达量

１１２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）



表２　ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１的表达与乳腺癌患者临床病理特征之间的关系

Ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１相对表达量
临床病理特征 ｎ χ２值 Ｐ值

低表达（ｎ＝９） 高表达（ｎ＝２６）
年龄／岁 ＜５３ ２１ ７ １４ １．５９５ ０．３８５

≥５３ １４ ２ １２
病理分级 Ⅱ １１ ５ ６ ３．２７２ ０．１６４

Ⅲ ２４ ４ ２０
Ｔ分期 Ｔ１ １２ ６ ６ ５．６３８ ０．０４９

Ｔ２～Ｔ３ ２３ ３ ２０
Ｎ分期 Ｎ０ １５ ８ ７ １０．４８３ ０．００４

Ｎ１～Ｎ３ ２０ １ １９
ＴＮＭ分期 Ⅰ １１ ６ ５ ６．９８１ ０．０２６

Ⅱ／Ⅲ ２４ ３ ２１

２．２　Ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１干扰质粒效率验证
　　将干扰质粒和对照质粒分别转染两株乳腺癌细胞
后，通过ｑＲＴＰＣＲ验证 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１的相对表达
量。结果显示：在两株乳腺癌细胞中，相对于转染对照

质粒ＳｉＮＣ，转染了干扰质粒 Ｓｉｃｉｒｃ＃１和 Ｓｉｃｉｒｃ＃２的
细胞中 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１的表达水平显著降低（Ｐ＜
０．０１，图２）。

!"!#$ !"!%"&%'(

!"!%"&%')

*+,

*-.

.-,

.

/
0
1
2
%
"
&
%
2
.
.
.
.
)
3
*

相
对
表
达
量

4$5!6

!7!89!3

1

1

1

1

细胞

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳｉＮＣ组比较

图２　ｑＲＴＰＣＲ检测干扰质粒效率 （ｎ＝３）

２．３　敲低 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１抑制乳腺癌细胞迁移和
侵袭

　　敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１后通过划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测乳腺癌细胞迁移和侵袭能力。划痕实验中，

ＭＣＦ７细胞 ＳｉＮＣ组迁移距离为（２．８４±０．１２）ｍｍ，
Ｓｉｃｉｒｃ＃１组的迁移距离为（１．５３±０．０８）ｍｍ，Ｓｉｃｉｒｃ＃２
组的迁移距离为（１．５９±０．０９）ｍｍ，与 ＳｉＮＣ组比较，
Ｓｉｃｉｒｃ＃１组的相对迁移率减少１．３１倍，Ｓｉｃｉｒｃ＃２组的
相对迁移率减少１．２５倍；ＳＫＢＲ３细胞 ＳｉＮＣ组迁移
距离为（２．７±０．１３）ｍｍ，Ｓｉｃｉｒｃ＃１组的迁移距离为
（１．７±０．１５）ｍｍ，Ｓｉｃｉｒｃ＃２组的迁移距离为（１．５９±

０．１１）ｍｍ，与ＳｉＮＣ组比较，Ｓｉｃｉｒｃ＃１组的相对迁移率
减少１．００倍，Ｓｉｃｉｒｃ＃２组的相对迁移率减少 １．１１倍
（Ｐ＜０．０１，图３Ａ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示：Ｓｉｃｉｒｃ＃１
和Ｓｉｃｉｒｃ＃２组的细胞侵袭和迁移能力显著低于 ＳｉＮＣ
组（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ～Ｅ）。
２．４　敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１抑制乳腺癌细胞的增殖
　　ＣＣＫ８、ＥｄＵ和克隆形成实验检测敲低 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１对细胞增殖能力的影响。连续观测９６ｈ后，
ＭＣＦ７细胞和ＳＫＢＲ３细胞的Ｓｉｃｉｒｃ＃１组和Ｓｉｃｉｒｃ＃２
组细胞活性显著低于ＳｉＮＣ组（Ｐ＜０．０１，图４）；ＥｄＵ实
验显示：与 ＳｉＮＣ组比较，Ｓｉｃｉｒｃ＃１组和 Ｓｉｃｉｒｃ＃２组
ＭＣＦ７细胞和ＳＫＢＲ３细胞的增殖能力显著降低（Ｐ＜
０．０５，图５Ａ～Ｄ）；克隆形成实验结果显示：ＭＣＦ７细胞
和ＳＫＢＲ３细胞的 Ｓｉｃｉｒｃ＃１组和 Ｓｉｃｉｒｃ＃２组克隆形
成能力显著低于ＳｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５，图５Ｅ、Ｆ）。
２．５　敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１可诱导乳腺癌细胞凋亡
　　分别采用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２和 ＴＵＮＥＬ实验检测敲低
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１对细胞凋亡的影响。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
实验结果显示：Ｓｉｃｉｒｃ＃１和 Ｓｉｃｉｒｃ＃２组的 ＭＣＦ７细胞
的凋亡特征较 ＳｉＮＣ组更明显，形态学上表现为细胞
核碎裂，荧光显微镜下呈明亮荧光（图６Ａ）；ＴＵＮＥＬ实
验结果显示：Ｓｉｃｉｒｃ＃１和 Ｓｉｃｉｒｃ＃２组较 ＳｉＮＣ组出现
更多呈明亮绿色荧光的凋亡细胞（图６Ｂ）；流式细胞仪
检测沉默ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１对细胞凋亡的影响，结果
显示：与ＳｉＮＣ组比较，Ｓｉｃｉｒｃ＃１和Ｓｉｃｉｒｃ＃２组细胞凋
亡率显著增加（Ｐ＜０．０５，图６Ｃ、Ｄ）；收集转染Ｓｉｃｉｒｃ＃１、
Ｓｉｃｉｒｃ＃２和ＳｉＮＣ质粒４８ｈ后的ＭＣＦ７细胞和ＳＫＢＲ３
细胞，提取总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达变化，结果显示：与ＳｉＮＣ
组比较，Ｓｉｃｉｒｃ＃１和Ｓｉｃｉｒｃ＃２组Ｂｃｌ２蛋白表达水平下
降，而 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平显著增高（Ｐ＜
０．０５，图６Ｅ、Ｆ）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳｉＮＣ组比较
Ａ：划痕实验；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验；Ｃ：侵袭细胞数分析（ｎ＝３）；Ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验；Ｅ：迁移细胞数分析（ｎ＝３）

图３　下调ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１对乳腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳｉＮＣ组比较
图４　ＣＣＫ８检测ＭＣＦ７细胞（Ａ）、ＳＫＢＲ３细胞（Ｂ）活性　（ｎ＝３）

３１２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳｉＮＣ组比较
Ａ：ＥｄＵ实验检测ＭＣＦ７细胞增殖；Ｂ：ＭＣＦ７细胞增殖率分析（ｎ＝３）；Ｃ：ＥｄＵ实验检测 ＳＫＢＲ３细胞增殖；Ｄ：ＳＫＢＲ３细胞增
殖率分析（ｎ＝３）；Ｅ：细胞克隆形成实验；Ｆ：克隆形成数量分析（ｎ＝３）

图５　下调ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１对乳腺癌细胞增殖能力的影响

４１２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳｉＮＣ组比较
Ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２实验；Ｂ：ＴＵＮＥＬ实验；Ｃ、Ｄ：流式细胞仪检测各组细胞凋亡及凋亡率分析（ｎ＝３）；Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达及半定量分析（ｎ＝３）　１：ＳｉＮＣ，２：Ｓｉｃｉｒｃ＃１，３：Ｓｉｃｉｒｃ＃２

图６　下调ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１可诱导乳腺癌细胞凋亡

５１２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）



２．６　敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１对细胞周期的影响
　　采用流式细胞仪和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ
＿００００２３１对乳腺癌细胞周期的影响。与 ＳｉＮＣ组比
较，Ｓｉｃｉｒｃ＃１和 Ｓｉｃｉｒｃ＃２组的细胞在 Ｇ１期增多，在 Ｓ
期减少，表明敲低 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１后细胞周期阻滞

在Ｇ１期（Ｐ＜０．０５，图７Ａ、Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞
周期相关蛋白 ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和 ＣＤＫ４的表达，结果
显示，与 ＳｉＮＣ组比较，Ｓｉｃｉｒｃ＃１和 Ｓｉｃｉｒｃ＃２组
ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和 ＣＤＫ４蛋白表达水平明显下降（Ｐ＜
０．０５，图７Ｃ、Ｄ）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳｉＮＣ组比较
Ａ：流式细胞仪检测细胞周期；Ｂ：各组细胞周期分布情况（ｎ＝３）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白 ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和 ＣＤＫ４的表
达；Ｄ：各组蛋白表达半定量分析（ｎ＝３）

图７　下调ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１对乳腺癌细胞周期的影响

６１２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．７　敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１抑制移植瘤生长
　　为了探究ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在体内对肿瘤生长的
影响，将ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１稳定低表达的乳腺癌细胞
株分别接种到雌性裸鼠皮下以构建裸鼠移植瘤生长模

型。结果表明：Ｓｉｃｉｒｃ组的肿瘤质量显著低于 ＳｉＮＣ
组（Ｐ＜０．０１，图８Ａ、Ｂ）。根据肿瘤生长曲线，发现Ｓｉｃｉｒｃ
组移植瘤生长速度明显慢于ＳｉＮＣ组（Ｐ＜０．０１，图８Ｃ）。
ＩＨＣ染色实验结果显示：敲低 ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１后，
ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和ＣＤＫ４蛋白的表达显著降低（图８Ｄ）。
２．８　ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１与 ＨｎＲＮＰＫ相互作用增强 ｃ

Ｍｙｃ的表达
　　通过ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１特异性探针进行 ＲＮＡｐｕｌｌ
ｄｏｗｎ实验，采用银染和质谱分析检测与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１结合的蛋白，发现 ＨｎＲＮＰＫ富集在 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１上（图９Ａ）；ＦＩＳＨＩＦ实验结果显示：ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１与ＨｎＲＮＰＫ共定位于细胞核（图９Ｂ）；随后构
建ＨｎＲＮＰＫ的过表达质粒，敲低质粒和对照质粒并在

细胞中验证效率（Ｐ＜０．０５，图 ９Ｃ、Ｄ）；采用 ｑＲＴＰＣＲ
检测过表达和敲低 ＨｎＲＮＰＫ后，ｃＭｙｃ在 ｍＲＮＡ水平
的表达变化，结果表明：ＨｎＲＮＰＫ过表达时，ｃＭｙｃ的
表达量升高，而敲低ＨｎＲＮＰＫ时，ｃＭｙｃ的表达量降低
（Ｐ＜０．０１，图９Ｅ、Ｆ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃＭｙｃ蛋白的表
达变化，结果显示：ＨｎＲＮＰＫ过表达时，ｃＭｙｃ蛋白表
达增高，而敲低ＨｎＲＮＰＫ时，ｃＭｙｃ蛋白表达降低（Ｐ＜
０．０５，图９Ｇ、Ｈ）。

３　讨论

　　乳腺癌影响全球女性健康，随着对乳腺癌的研究
进展，虽然早期确诊率和生存期得到了提高，但乳腺癌

仍然是影响女性健康的主要原因之一。到２０２０年，乳
腺癌的发病率已超过肺癌，成为最常见的癌症［２］。尽

管部分患者有良好的预后，但乳腺癌仍是全球癌症主

要死亡原因，对公众健康构成威胁［２，１４］。因此，寻找诊

断和治疗乳腺癌的新靶点具有重要意义。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳｉＮＣ组比较
Ａ：移植瘤观察；Ｂ：移植瘤质量；Ｃ：移植瘤生长曲线；Ｄ：ＩＨＣ染色观察（ＳＰ）

图８　敲低ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１抑制移植瘤的生长　（ｎ＝５）

７１２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣＨｎＲＮＰＫ或ｍｏｃｋ比较
Ａ：ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验；Ｂ：ＦＩＳＨＩＦ实验检测ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１与ＨｎＲＮＰＫ亚细胞定位（ｎ＝３）；Ｃ、Ｄ：ＨｎＲＮＰＫ过表达和敲低效
率验证（ｎ＝３）；Ｅ、Ｆ：ｑＲＴＰＣＲ检测两种细胞中过表达和敲低 ＨｎＲＮＰＫ后 ｃＭｙｃ的相对表达量（ｎ＝３）；Ｇ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｃＭｙｃ的蛋白表达；Ｈ：ｃＭｙｃ蛋白表达半定量分析（ｎ＝３）

图９　ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１与ＨｎＲＮＰＫ相互作用增强ｃＭｙｃ的表达

　　ｃｉｒｃＲＮＡ被认为是一类特殊的无５′端帽和３′端尾
的非编码ＲＮＡ，是由ｍＲＮＡ前体反向剪接产生的共价
封闭ＲＮＡ分子［１５］。ｃｉｒｃＲＮＡ是丰富、稳定和保守的
ＲＮＡ剪接产物，具有疾病特异性和稳定性的优点，可
以在转录后和转录水平上调节基因表达［１６－１７］。

ｃｉｒｃＲＮＡ作为非编码 ＲＮＡ，除了在肿瘤细胞中能够检
测到，在唾液和血浆中也发现了丰富的 ｃｉｒｃＲＮＡ存
在［１８］。研究表明ｃｉｒｃＲＮＡ作为功能性 ＲＮＡ直接参与

各种生物过程［１５］。ｃｉｒｃＲＮＡ作为 ｍｉＲＮＡ海绵、ＲＮＡ
结合蛋白海绵、基因转录和表达调节剂以及蛋白质编

码基因发挥着重要作用［１９］。随着检测方法的改进，

ｃｉｒｃＲＮＡ可能成为潜在的生物标志物或治疗靶点［２０］。

因此，研究ｃｉｒｃＲＮＡ在乳腺癌中的机制作用，为临床的

诊断治疗提供候选标志物具有重要意义。

　　本研究采用微阵列芯片技术分析获得差异表达的
ｃｉｒｃＲＮＡ。ｑＲＴＰＣＲ检测 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在临床组
织标本和乳腺癌细胞中的表达均显著升高。为进一步

探究ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌中的作用，将ｈｓａ＿ｃｉｒｃ
＿００００２３１干扰质粒和对照质粒分别转染至乳腺癌细
胞ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３中，并利用 ｑＲＴＰＣＲ技术验证
干扰效率。细胞功能实验结果显示敲低 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１能够抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，诱
导细胞凋亡。最后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和移植瘤实验证
实ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１可调节 ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和 ＣＤＫ４
蛋白的表达。研究表明：ＣＣＮＤ２和 ＣＣＮＤ１属于 Ｄ型
细胞周期蛋白，通过结合并激活细胞周期蛋白依赖性

８１２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



激酶ＣＤＫ４和ＣＤＫ６，促进从Ｇ１期到Ｓ期的进展，这对
细胞增殖和发育至关重要［２１－２２］。ＣＣＮＤ１的高表达驱
动细胞增殖，促进肿瘤生长，因此 ＣＣＮＤ１在癌症的发
病机制中发挥着重要作用［２３］。本研究敲低 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００００２３１后，ＣＣＮＤ２、ＣＣＮＤ１和ＣＤＫ４蛋白表达均显著
降低，表明ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１可以通过影响周期相关
蛋白的表达调节乳腺癌细胞周期进程，从而调控乳腺

癌的发生、发展。研究表明：在乳腺癌细胞中ＨｎＲＮＰＫ
的过度表达显著增加ｃＭｙｃ启动子和ｃＭｙｃ蛋白的活
性，促进乳腺癌细胞的增殖和生长［１１］。本研究发现

ｈｎＲＮＰＫ可以与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１相互作用增强
ｃＭｙｃ的表达。而ｃＭｙｃ是参与人类癌变的原癌基因
之一，调节多种癌细胞功能，包括细胞周期、细胞存活、

细胞增殖和代谢重编程［２４］。

　　综上所述，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１在乳腺癌组织和细胞
中显著高表达，敲低 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１能够抑制细胞
增殖、迁移和侵袭，诱导细胞凋亡，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１能
与ＨｎＲＮＰＫ相互作用增强 ｃＭｙｃ的表达，提示其与乳
腺癌的发生、发展密切相关，有望成为临床上乳腺癌诊

断和治疗的新生物标志物。但 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００２３１调控
乳腺癌发生、发展的分子机制仍需进一步探究。
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研究进展［Ｊ］．生命科学，２０２１，３３（９）：１１５３－１１６０．
ＤＯＩ：１０．１３３７６／ｊ．ｃｂｌｓ／２０２１０１２７．
ＰＡＮＤＷ，ＺＨＡＯＹ，ＬＩＡＮＧＪＨ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｃｉｒ
ｃｕｌａｒＲＮＡｓｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＢｕｌｌＬｉｆｅＳｃｉ，
２０２１，３３（９）：１１５３－１１６０．ＤＯＩ：１０．１３３７６／ｊ．ｃｂｌｓ／
２０２１０１２７．

［１８］ＶＲＯＭＭＡＮＭ，ＶＡＮＤＥＳＯＭＰＥＬＥＪ，ＶＯＬＤＥＲＳＰＪ．Ｃｌｏｓ
ｉｎｇｔｈｅｃｉｒｃｌｅ：ｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｅａｎｄｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓｏｆｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ
ｄａｔａｂａｓｅｓ［Ｊ］．ＢｒｉｅｆＢｉｏｉｎｆｏｒｍ，２０２１，２２（１）：２８８－２９７．
ＤＯＩ：１０．１０９３／ｂｉｂ／ｂｂｚ１７５．

［１９］ＨＡＮＢ，ＣＨＡＯＪ，ＹＡＯＨＨ．ＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍｓｉｎｄｉｓｅａｓｅ：ｆｒｏｍｔｈｅｂｅｎｃｈｔｏｔｈｅｃｌｉｎｉｃ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌＴｈｅｒ，２０１８，１８７：３１－４４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｐｈａｒｍ
ｔｈｅｒａ．２０１８．０１．０１０．

［２０］ＶＯＪＮ，ＣＩＥＳＬＩＫＭ，ＺＨＡＮＧＹＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｌａｎｄｓｃａｐｅｏｆ
ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１９，１７６（４）：８６９－

８８１．ｅ１３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１８．１２．０２１．

［２１］ＴＣＨＡＫＡＲＳＫＡＧ，ＳＯＬＡＢ．Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｄｅａｌｉｎｇｏｆｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２０２０，１９（２）：１６３－１７８．ＤＯＩ：１０．
１０８０／１５３８４１０１．２０１９．１７０６９０３．

［２２］ＰＩＲＯＺＺＩＦ，ＬＥＥＢ，ＨＯＲＳＬＥＹＮ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｘｉｍａｌｖａｒｉａｎｔｓ
ｉｎＣＣＮＤ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍｉｃｒｏｃｅｐｈａｌｙ，ｓｈｏｒｔｓｔａｔｕｒｅ，ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｅｌａｙ：ａｃａｓｅｓｅｒｉｅｓａｎｄｒｅｖｉｅｗｏｆｉｎｖｅｒｓｅ
ｂｒａｉｎｇｒｏｗｔｈｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔＡ，２０２１，
１８５（９）：２７１９－２７３８．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｊｍｇ．ａ．６２３６２．

［２３］ＭＯＮＴＡＬＴＯＦＩ，ＤＥＡＭＩＣＩＳＦ．ＣｙｃｌｉｎＤ１ｉｎｃａｎｃｅｒ：ａ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｆｏｒｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ，ａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒａｎｄｓｔｒｏｍａ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２０，９（１２）：
２６４８．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｃｅｌｌｓ９１２２６４８．

［２４］ＹＯＳＨＩＤＡＧＪ．ＥｍｅｒｇｉｎｇｒｏｌｅｓｏｆＭｙｃｉｎｓｔｅｍｃｅｌｌｂｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄｎｏｖｅｌｔｕｍｏｒｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ］．ＪＥｘｐＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，
２０１８，３７（１）：１７３．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３０４６０１８０８３５ｙ．

（收稿：２０２２０４１５；修回：２０２２０５２３）

（编辑　汪勤俭）
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