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　　［摘要］　目的　探讨环状ＲＮＡｃｉｒｃＡＣＴＮ４（ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００５０９００）在乳腺癌中的表达及其对乳腺癌细
胞增殖、侵袭和转移的影响。方法　利用环状ＲＮＡ芯片分析４对乳腺癌组织和癌旁组织的ｃｉｒｃＲＮＡ表
达谱，并用实时荧光定量ＰＣＲ验证 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的相对表达水平；用 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达质粒及对照质粒
分别转染乳腺癌细胞ＭＣＦ７／ＭＤＡＭＢ２３１，采用ＣＣＫ８实验、ＥｄＵ实验、平板克隆实验、细胞划痕实验、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验研究ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭中的作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｃｉｒｃＡＣＴＮ４对ＣＣＮＤ１、ＣＣＮＤ２和ＣＤＫ４蛋白表达的影响；在裸鼠体内探讨ｃｉｒｃＡＣＴＮ４对移植瘤生长转移
的影响。结果　ＣｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织中的表达高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１），在乳腺癌细胞中的表达高
于正常乳腺上皮细胞（Ｐ＜０．０１）。上调ｃｉｒｃＡＣＴＮ４可增强乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭（Ｐ＜０．０５），提高
ＣＣＮＤ１、ＣＣＮＤ２和ＣＤＫ４蛋白的表达（Ｐ＜０．０１）。体内实验结果表明：上调 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４可促进移植瘤生
长与转移，与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组肿瘤微血管密度显著增加（Ｐ＜０．０５），肺转移结节数量明显增多
（Ｐ＜０．０５）。结论　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织和细胞显著高表达，可增强乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵
袭，并在体内促进移植瘤的生长与转移。
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ｃｈｊｕｎｘｉａ＠１２６．ｃｏｍ

　　乳腺癌是全球女性死亡的主要病因之一，尽管随
着现代医学的发展，其早期诊断和联合治疗已显著提

高了患者的生存率，但在我国乳腺癌的发病率仍高居

女性恶性肿瘤的首位，严重威胁女性的生命健康［１］。

因此，探索乳腺癌早期诊断和药物治疗的新靶点已成

为乳腺癌早期筛查与精准诊疗的迫切需求。ＣｉｒｃＲＮＡ
是一种呈闭合环状结构的 ＲＮＡ，主要由前体 ｍＲＮＡ
（ｐｒｅｍＲＮＡ）通过“反向剪接”（一种可变 ＲＮＡ剪接）
产生，且其大部分位于细胞质中，仅有少部分位于细胞

核中［２］。与线性 ＲＮＡ相比，ｃｉｒｃＲＮＡ的共价环状结构
不易被核酸外切酶降解，结构稳定性更高［３］。近年

来，随着新一代测序技术和生物信息学的快速发展，发

现ｃｉｒｃＲＮＡ不仅具有多种生物学功能，还可以在多个
水平上调控基因表达［４］。尤其是ｃｉｒｃＲＮＡ能够在多种
恶性肿瘤和正常组织中呈现差异化表达，参与包括乳

腺癌在内的一系列肿瘤的发生、发展过程［５－８］。例如，

近来研究发现，ｃｉｒｃＡＮＫＳ１Ｂ可以通过诱导上皮间质转
化（ＥＭＴ）在体内、体外促进乳腺癌的侵袭和转移［９］；

ｃｉｒｃＲＮＦ２０能够通过 ｃｉｒｃＲＮＦ２０／ｍｉＲ４８７ａ／ＨＩＦ１α／
ＨＫ２轴在乳腺癌的进展和Ｗａｒｂｕｒｇ效应中发挥重要的
促进作用［１０］。因此，由于ｃｉｒｃＲＮＡ与乳腺癌的发生和
发展具有密切的关系，以及其独特的分子结构，使其有

望成为乳腺癌早期诊断以及药物治疗的新靶点［１１－１３］。

本研究前期通过高通量筛选发现：与癌旁组织相比，

ｃｉｒｃＡＣＴＮ４是乳腺癌组织最异常高表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ。
然而，目前ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌，特别是在三阴乳腺癌
中的具体作用和生物学功能还未完全阐明，其是否能

成为乳腺癌早期筛查与精准诊疗的新靶点还有待进一

步研究。本研究旨在探讨ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌中的表
达水平及其对乳腺癌增殖、侵袭和转移等生物学过程

的影响，以期为乳腺癌早期诊断和靶向治疗提供依据

和线索。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本及细胞株　　在重庆医科大学附属
第一医院获取乳腺癌手术切除后的乳腺癌组织与癌旁

组织标本。４０例患者均为女性，年龄３６～７２（５３．２５±
９．０３）岁，所获得的乳腺癌标本组织学类型均为浸润

性导管癌。获得组织标本后立即用ＲＮＡ保存液保存，
并存放于液氮中。患者术前均签署书面知情同意书。

本研究获得重庆医科大学伦理委员会的批准（ＣＱＭＵ
２０１０２６）。人正常乳腺上皮细胞ＭＣＦ１０Ａ、乳腺癌细胞
ＭＣＦ７和ＭＤＡＭＢ２３１均保存在本实验室液氮中。
１．１．２　实验动物及主要试剂　　４周龄 ＢＡＬＢ／ｃ雌
性裸鼠购自重庆腾鑫生物科技有限公司。ｃｉｒｃＡＣＴＮ４
过表达和对照质粒由广州吉塞生物科技有限公司构建

并测序鉴定，将人全长 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４插入载体 ｐＬＣ５ｃｉＲ
中得到过表达质粒，对照质粒是未装载 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的
空质粒载体。细胞培养所用的 ＤＭＥＭ、ＭＥＢＭ培养基
以及胎牛血清购自 Ｓａｉｍｉｋｅ公司，胰蛋白酶购自北京
鼎国生物科技有限公司，逆转录试剂盒以及 ｑＲＴＰＣＲ
所用试剂购自日本ＴａＫａＲａ公司，ＥｄＵ和ＣＣＫ８所用试
剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ所
用小室购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＣＣＮＤ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）、
ＣＣＮＤ２（ｃｙｃｌｉｎＤ２）以及ＣＤＫ４（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ４）
抗体购自南京巴傲得生物科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ｃｉｒｃＲＮＡ芯片分析　　用 ＴＲＩｚｏｌ法提取 ４对
乳腺癌组织和癌旁组织的总 ＲＮＡ，检测所得 ＲＮＡ的
完整度、浓度以及纯度。ＲＮＡ经质检合格后，在上海
康成生物技术有限公司进行 ｃｉｒｃＲＮＡ芯片分析，选取
出差异倍数＞２、Ｐ＜０．０５差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ，得到
ｃｉｒｃＲＮＡ的差异表达谱，筛选出其中差异最明显的
ｃｉｒｃＲＮＡｃｉｒｃＡＣＴＮ４。
１．２．２　细胞培养与转染　　乳腺癌细胞 ＭＣＦ７（非
三阴乳腺癌细胞）以及 ＭＤＡＭＢ２３１（三阴乳腺癌细
胞）使用含有１０％ＦＢＳ（胎牛血清）的 ＤＭＥＭ培养基，
正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ使用 ＭＥＢＭ培养基，在
温度为３７℃、ＣＯ２体积分数为５％的细胞培养箱中培
养。待细胞长到汇合度为 ６０％～７０％时进行转染，转
染所用试剂为 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００，加入转染试剂后
用无血清培养基进行培养，５ｈ后换液成完全培养基。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测　　用ＴＲＩｚｏｌ法提取转染２４ｈ
后的细胞和组织中的总ＲＮＡ，对其浓度和纯度进行检
测，并用琼脂糖凝胶电泳判断总 ＲＮＡ完整性，将提取
的总ＲＮＡ按照２０μＬ反应体系逆转录成 ｃＤＮＡ，反应
条件为：３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ １５ｓ。使用 ＢｉｏＲａｄ公司
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的 ｑＲＴＰＣＲ反应仪检测 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的表达水平。
ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的上游引物序列：５′ＧＧＡＴＧＧＴＣＴＴＧＣＣ
ＴＴＣＡＡＴＧＣ３′，下游引物序列：５′ＣＡＴＧＣＣＧＴＧＡＡＧＧ
ＴＣＣＴＣＴＧ３′，５７１ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游序列：５′ＡＧＡＡ
ＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，下 游 引 物 序 列：５′
ＧＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ３′，１４０ｂｐ。以 ＧＡＰＤＨ
为内参，ｃＤＮＡ为模板，进行４０个循环反应，反应程序
为：９５℃／３ｍｉｎ预变性，９５℃／５ｓ变性，６０℃／３０ｓ退
火，７２℃／３０ｓ延伸。每个样品设置３个复孔，实验重
复３次，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的相对表达量采用２－△△Ｃｔ法表示。
１．２．４　划痕实验检测细胞迁移　　细胞转染后，待细
胞培养６孔板中的细胞密度达到约９０％时，用２００μＬ
枪头进行划痕，ＰＢＳ冲洗３次后于显微镜下观察拍照，
加入无血清培养基继续培养２４ｈ后再置于显微镜下
观察拍照，依据０ｈ与２４ｈ划痕距离的差值，计算细胞
的相对迁移率。

１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移与侵袭实验　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移
实验：在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室中加入１００μＬ细胞悬液，
小室下室中加入 ５００μＬ完全培养基。培养 ２４ｈ后，
用棉签轻轻拭去小室上表面的细胞，用 ４％多聚甲醛
溶液固定１５ｍｉｎ，０．１％的结晶紫染色２０ｍｉｎ，晾干后
置于显微镜下观察并拍照。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验：取
５０μＬ基质胶稀释液（基质胶：无血清培养基＝１∶８）混
匀后铺于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室面，于４℃风干过夜。其
余的操作与Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验相同。
１．２．６　ＣＣＫ８实验检测细胞增殖　　用 ＢｉｏＲａｄ公
司的细胞计数板对转染后的各组细胞进行计数，并制

成细胞悬液（密度约为２×１０４／ｍＬ），按１００μＬ每孔接
种至９６孔板中，设置３个复孔／组，待细胞贴壁后加入
ＣＣＫ８溶液（１０μＬ／孔），在 ３７℃细胞培养箱中孵育
５０ｍｉｎ，随后用酶标仪测量光密度值 Ｄ（４５０），之后分
别将培养２４、４８、７２、９６ｈ后的各组细胞用同样的方法
进行光密度测量，记录数值并绘制生长曲线。

１．２．７　ＥｄＵ实验检测细胞增殖　　根据 ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＴＭ

ＥｄＵＡｐｏｌｌｏ５６７ＩｎＶｉｔｒｏＫｉｔ试剂盒说明书对转染后的细
胞进行ＥｄＵ标记，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，用现配的
Ａｐｏｌｌｏ染色液在避光条件下对细胞进行Ａｐｏｌｌｏ染色，用
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４３在避光条件下对细胞进行 ＤＮＡ染色，最
后经抗荧光淬灭剂封片后置于荧光显微镜下拍照。

１．２．８　克隆形成实验　　将转染后细胞制成细胞悬
液（密度约为１×１０４／ｍＬ），按１００μＬ／孔接种于６孔板
中，于３７℃、ＣＯ２体积分数为 ５％的细胞培养箱中培
养。至第５天时进行半定量换液，第１０天时弃去培养
基，用ＰＢＳ清洗３ｍｉｎ，经多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，结晶
紫染色１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗５ｍｉｎ，晾干后观察拍照并进

行克隆计数。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　用ＲＩＰＡ裂解液对转染４８ｈ
后的细胞进行总蛋白提取，用ＢＣＡ蛋白定量法测定蛋
白浓度，加入蛋白上样缓冲液充分混合，１００℃ １０ｍｉｎ
使蛋白质变性后冷却备用。将蛋白用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ
恒压８０Ｖ电泳分离，然后将分离后的蛋白转到 ＰＶＤＦ
膜上，用５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，在 ４℃条件下孵育一
抗（兔抗稀释比例如下：ＧＡＰＤＨ １∶５０００，ＣＣＮＤ１
１∶１０００，ＣＣＮＤ２１∶１０００，ＣＤＫ４１∶１０００）过夜，ＴＢＳＴ
缓冲液洗膜（１０ｍｉｎ／３次），３７℃孵育二抗（稀释比例
１∶１０００）２ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液洗膜（１０ｍｉｎ／３次），滴加
ＥＬＣ化学发光液在 ＢｉｏＲａｄ成像仪中显色成像，用
ＩｍａｇｅＪ进行数据处理与分析。
１．２．１０　免疫组化实验　　将石蜡切片进行脱蜡和水
化，用枸橼酸钠缓冲液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．０）进行抗原
修复，加入内源性过氧化物酶阻断剂在室温避光条件下

孵育１０ｍｉｎ，加入封闭用血清，４℃孵育一抗（ＣＣＮＤ１
１∶１００，ＣＣＮＤ２１∶１００，ＣＤＫ４１∶１００）过夜，滴加生物素标
记的二抗，３７℃孵育２０ｍｉｎ，滴加链霉卵白素工作液，
３７℃孵育２０ｍｉｎ，用现配的ＤＡＢ显色液室温孵育５ｍｉｎ
显色，苏木精染色液进行复染，乙醇和二甲苯进行脱水，

中性树脂封片，最后在显微镜下进行观察拍照。

１．２．１１　裸鼠移植瘤实验　　将ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达质
粒及对照质粒通过ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染三阴乳腺
癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１，２４ｈ后更换新鲜培养基，并加入
嘌呤霉素（浓度：６００ｎｇ／ｍＬ），每 ３天更换 １次培养
基。２周后更换为维持培养基（嘌呤霉素浓度：
３００ｎｇ／ｍＬ）并继续培养，２周后获得 ｃｉｒｃＡＣＴＮ过表达
稳转细胞株。将 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４稳定过表达的 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞株及对照组细胞株分别注射到 ＢＡＬＢ／ｃ雌性
裸鼠皮下，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达组和对应的对照组雌性
裸鼠数量都为５只。每周观察移植瘤生长情况，并测
量其体积（０．５×长×宽２）。４周后将裸鼠处死，取出移
植瘤和肺，对移植瘤进行拍照和称量，然后用４％多聚
甲醛固定，后续进行石蜡切片的制作以及免疫组化和

ＨＥ染色。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０进行统计
分析，用独立样本ｔ检验进行两组均数比较，用单因素
方差分析进行多组均数比较，定性变量相关性分析采

用卡方检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织和乳腺癌细胞中高表达
　　采用ｃｉｒｃＲＮＡ芯片技术对４对乳腺癌组织和癌旁
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组织进行差异ｃｉｒｃＲＮＡ表达分析，其中ｃｉｒｃＡＣＴＮ４（ｈｓａ
＿ｃｉｒｃ＿００５０９００）是上调倍数最高的 ｃｉｒｃＲＮＡ（图 １）。
运用ｑＲＴＰＣＲ检测４０对乳腺癌组织和癌旁组织以及
乳腺癌细胞和正常乳腺上皮细胞中ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的相对
表达量。结果显示：ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织以及乳
腺癌细胞中的相对表达量比癌旁组织和正常乳腺上皮

细胞中的更高（Ｐ＜０．０１，图 ２）。在 ４０例乳腺癌患者
组织中，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的表达与乳腺癌的 Ｔ（Ｐ＝０．０４７）、
Ｎ（Ｐ＝０．００１）与ＴＮＭ分期（Ｐ＝０．０１３）存在正相关，同
年龄、分级等临床病理参数无关（表１）。

图１　乳腺癌组织和癌旁组织中部分差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ热图
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Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测４０例乳腺癌患者癌组织和癌旁组织中
ｃｉｒＡＣＴＮ４的表达　ａ：Ｐ＜０．０１，与癌旁组织比较；Ｂ：ｑＲＴ
ＰＣＲ检测 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌细胞系中的表达　ａ：Ｐ＜
０．０１，与正常乳腺上皮细胞ＭＣＦ１０Ａ比较

图２　ｑＲＴＰＣＲ检测ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织和
乳腺癌细胞中的表达

表１　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的表达与乳腺癌患者临床病理特征
之间的关系

ＣｉｒｃＡＣＴＮ４相对表达量
临床病理特征 例数 χ２ Ｐ值

低 高

总例数 ４０ ２０ ２０
年龄／岁
　＜５４ ２３ １１ １２ ０．１０２ ０．７４９
　≥５４ １７ ９ ８
病理分级

　Ⅱ ２３ １４ ９ ２．５５８ ０．１１０
　Ⅲ １７ ６ １１
Ｔ期
　Ｔ１ １４ １０ ４ ３．９５６ ０．０４７
　Ｔ２～Ｔ４ ２６ １０ １６
Ｎ期
　Ｎ０ １８ １４ ４ １０．１０１ ０．００１
　Ｎ１～Ｎ３ ２２ ６ １６
ＴＮＭ分期
　Ⅰ １１ ９ ２ ６．１４４ ０．０１３
　Ⅱ／Ⅲ ２９ １１ １８

２．２　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达质粒的效率验证
　　用空载质粒和ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达质粒转染ＭＣＦ７
和ＭＤＡＭＢ２３１细胞，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的相对表达水平用
ｑＲＴＰＣＲ检测。结果显示：ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞转染过表达质粒后，与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表
达组细胞的 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４相对表达水平显著提高（Ｐ＜
０．０１，图３）。
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图３　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达质粒效率验证

２．３　上调ｃｉｒｃＡＣＴＮ４增强乳腺癌细胞的迁移和侵袭
能力

　　采用细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移和侵袭实
验检测乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力。在细胞划痕实

验中，ＭＣＦ７细胞对照组３个视野细胞的相对迁移率
为１．０５６±０．１０７，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组的相对迁移率为２．４８３±
０．０８６，与对照组相比，细胞的相对迁移率增加１．４２倍
（Ｐ＜０．０１，图４Ａ）；ＭＤＡＭＢ２３１细胞对照组３个视野
细胞的相对迁移率为０．９７３±０．０８９，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组的相
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对迁移率为２．３８６±０．２６５，与对照组相比，相对迁移率
增加１．４１倍（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移
实验中，与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组的迁移细胞个数
明显增加（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ、Ｄ）。在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭
实验中，与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组的侵袭细胞个数
明显增加（Ｐ＜０．０１，图４Ｅ，Ｆ）。
２．４　上调ｃｉｒｃＡＣＴＮ４增强乳腺癌细胞的增殖能力
　　采用ＣＣＫ８实验、ＥｄＵ实验和克隆形成实验检测

乳腺癌细胞的增殖能力。在 ＣＣＫ８实验中，培养
９６ｈ，与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组细胞在４５０ｎｍ处光
密度值明显升高（Ｐ＜０．０１，图 ５Ａ、Ｂ）。在 ＥｄＵ实验
中，与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组细胞增殖活性增强
（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｃ～Ｅ）。在平板克隆实验中，ＭＣＦ７、
ＭＤＡＭＢ２３１细胞ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组比对照组的克隆形成
能力明显提高（Ｐ＜０．０１，图５Ｆ～Ｉ）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：ＭＣＦ７细胞ＣＣＫ８实验；Ｂ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞ＣＣＫ８实验；Ｃ：ＥｄＵ实验检测细胞增殖（×１００）；Ｄ：ＭＣＦ７细胞
增殖率；Ｅ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖率；Ｆ：ＭＣＦ７细胞克隆形成实验；Ｇ：ＭＣＦ７细胞克隆形成数量分析；Ｈ：ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞克隆形成实验；Ｉ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞克隆形成数量分析

图５　过表达ｃｉｒｃＡＣＴＮ４对乳腺癌细胞增殖能力的影响
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２．５　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４促进体内肿瘤发生及转移
　　为了探究ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在体内对肿瘤生长与转移的
影响，将ｃｉｒｃＡＣＴＮ４稳定过表达的三阴乳腺癌细胞株
ＭＤＡＭＢ２３１及其对应的对照组细胞株分别接种到雌
性裸鼠皮下，成功构建了裸鼠移植瘤生长转移模型。

与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达组的肿瘤体积和质
量显著高于对照组（Ｐ＜０．０１，图６Ａ、Ｂ）。通过肿瘤生
长曲线发现：ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组体内肿瘤生长速度明显快
于对照组 （Ｐ＜０．０１，图 ６Ｃ）。与对照组相比，
ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组的肿瘤微血管密度显著增加（Ｐ＜０．０５，图
６Ｄ、Ｅ），过表达 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４可显著促进肿瘤微血管的
形成。与对照组相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４组肺转移结节数量
增多（Ｐ＜０．０１，图６Ｆ、Ｇ），过表达ｃｉｒｃＡＣＴＮ４可促进肿
瘤的自发性肺转移。

２．６　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４调节细胞周期相关蛋白的表达
　　ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞转染４８ｈ后进行总
蛋白提取，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乳腺癌细胞中细胞周
期相关蛋白的表达。结果显示：过表达ｃｉｒｃＡＣＴＮ４后，
ＣＣＮＤ１、ＣＣＮＤ２和 ＣＤＫ４的蛋白表达显著提高（Ｐ＜
０．０１，图７Ａ～Ｃ）。用免疫组化检测移植瘤组织中细胞

周期相关蛋白 ＣＣＮＤ１、ＣＣＮＤ２和 ＣＤＫ４的表达，结果
进一步表明：过表达ｃｉｒｃＡＣＴＮ４可上调ＣＣＮＤ１、ＣＣＮＤ２
和ＣＤＫ４的表达（图７Ｄ）。

３　讨论

　　ＣｉｒｃＲＮＡ的主要生物学功能包括充当 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
海绵、与ＲＮＡ结合蛋白相互作用以及作为蛋白质翻译
模板等［１４］。ｃｉｒｃＲＮＡ分子在细胞中起到 ｍｉＲＮＡ海绵
的作用，进而解除 ｍｉＲＮＡ对靶基因的抑制作用，提高
靶基因的表达水平，这一作用被称为竞争性内源 ＲＮＡ
机制（ｃｅＲＮＡ）［１５］。例如，人类细胞系中 ＣｉｒｃＲＮＡ
ＣＤＲ１ａｓ可以作为 ｍｉＲ７的海绵并发挥 ｃｅＲＮＡ作
用［１６］。此外，ｃｉｒｃＲＮＡ可以与ＲＮＡ结合蛋白结合形成
ＲＮＡ蛋白复合物，调控 ＲＮＡ以及 ＲＮＡ结合蛋白之间
的相互作用，如ｃｉｒｃＭＢＬ可以与ＭＢＬ基因表达的ＭＢＬ
蛋白结合，从而抑制 ＭＢＬ蛋白的活性［１７］。虽然

ｃｉｒｃＲＮＡ传统上被定义为一种非编码 ＲＮＡ，但近来发
现一些 ｃｉｒｃＲＮＡ可以通过内部核糖体进入位点和
５′ＵＴＲ中的Ｎ６甲基腺苷启动蛋白编码功能［１８］。更重

要的是：ｃｉｒｃＲＮＡ编码形成的蛋白质具有丰富的生物学
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图６　ｃｉｒｃＡＣＴＮ４促进移植瘤的生长与转移
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ＭＣＦ７细胞周期相关蛋白相对表达量；Ｃ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞周期相关蛋白相对表达量；
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图７　上调ｃｉｒｃＡＣＴＮ４促进乳腺癌细胞周期相关蛋白的表达

功能，如 ｃｉｒｃＰＰＰ１Ｒ１２Ａ７３ａａ和 ｃｉｒｃＰＰＰ１Ｒ１２Ａ７３ａ通过
激活ＨｉｐｐｏＹＡＰ信号通路增强结肠癌的增殖和转移［１９］。

　　在本研究中，通过 ｃｉｒｃＲＮＡ芯片对 ４对人类乳腺
癌组织和癌旁组织进行表达谱的初步筛选，发现

ｃｉｒｃＲＮＡｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织和细胞中呈现最明
显的表达上调。然后，利用 ｑＲＴＰＣＲ对 ４０对人类乳
腺癌组织、癌旁组织及正常人乳腺上皮细胞ＭＣＦ１０Ａ、
乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＣＦ７的 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４相
对表达量进行验证，结果显示：与癌旁组织和正常乳腺

上皮细胞相比，ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织以及乳腺癌
细胞中的相对表达量显著上调，且ｃｉｒｃＡＣＴＮ４表达的增
加与乳腺癌患者分期密切相关。此外，本研究还构建

ｃｉｒｃＡＣＴＮ４的过表达质粒及对照质粒对上述结果进行进
一步验证，结果显示：经空载质粒和 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达
质粒转染的 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４
相对表达量显著提高，进一步证明ｃｉｒｃＡＣＴＮ４表达谱筛
选的正确性。通过细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移
和侵袭实验发现：过表达 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４后，ＭＣＦ７和
ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁移和侵袭能力明显增强；ＣＣＫ８
实验、ＥｄＵ实验和克隆形成实验显示：过表达
ｃｉｒｃＡＣＴＮ４后，ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖能

力明显增强；构建裸鼠移植瘤生长转移模型，发现

ｃｉｒｃＡＣＴＮ４过表达组的肿瘤体积和质量显著高于对照
组，肿瘤微血管密度显著增加，表明实体瘤的生长和转

移具有血管生成依赖性［２０］。本研究还发现过表达

ｃｉｒｃＡＣＴＮ４能够促进肿瘤的自发性肺转移，促使转移
结节的数量增多。另外，有研究发现 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４可直
接与ｃｍｙｃ的启动子远端上游元件结合蛋白（ＦＵＢＰ１）
竞争性结合，从而激活 ＭＹＣ的转录［２１］。ＭＹＣ可通过
调节细胞周期相关的基因促进细胞周期进程［２２］。本

研究 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验和免疫组化实验证实：过表达
ｃｉｒｃＡＣＴＮ４可在体内外促进乳腺癌细胞周期相关蛋白
ＣＣＮＤ１、ＣＣＮＤ２和 ＣＤＫ４的表达。ＭＹＣ下游靶点
ＣＣＮＤ１和ＣＣＮＤ２与ＣＤＫ４或ＣＤＫ６结合，对细胞周期
Ｇ１／Ｓ期的转换发挥至关重要作用

［２３］。上述实验可以

充分证明ｃｉｒｃＡＣＴＮ４能够有效地促进乳腺癌的增殖、
侵袭和转移。

　　综上所述，本研究发现 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳腺癌组织
以及乳腺癌细胞中显著上调表达，能够有效地促进乳

腺癌的增殖、侵袭和转移，与乳腺癌的发生、发展密切

相关。ｃｉｒｃＡＣＴＮ４有望成为乳腺癌早期筛查与诊断的
新型生物标志物、精准诊疗的新靶点。此外，本研究后

６４６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



续将进一步扩大临床样本，深入探讨 ｃｉｒｃＡＣＴＮ４在乳
腺癌中的作用机制。
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