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ＲＮＡ测序揭示肾母细胞瘤中潜在的ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络

向　彬，田小毛，米　滔，金黎明，陈美玲，刘　丰，刘　星，林　涛，魏光辉　　４０００１４重庆，重庆医科大学附
属儿童医院泌尿外科，儿童泌尿生殖发育与组织工程重点实验室，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，国家儿童健

康与疾病临床医学研究中心，儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地，儿科学重庆市重点实验室

　　［摘要］　目的　基于高通量ＲＮＡ测序技术和生物信息学分析鉴定肾母细胞瘤（ｗｉｌｍｓｔｕｍｏｒ，ＷＴ）
中潜在的ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络。方法　收集２０２１年６月至２０２２年３月期间重庆医科大学
附属儿童医院泌尿外科的ＷＴ患者的肿瘤切除组织共２５例。ＲＮＡ测序技术分析４对配对的肿瘤和癌
旁正常组织的ｃｉｒｃＲＮＡ（ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ）和 ｍＲＮＡ（ＤＥｍＲＮＡ）差异表达谱。对差异分子进行基于 ｍｉＲａｎｄａ
的ｍｉＲＮＡ靶点预测，基于相同位点和协同表达建立完整的 ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络。最后验
证关键环状ＲＮＡ的功能。结果　筛选出３１４个ＤＥｃｉｒｃＲＮＡｓ和１６１２个ＤＥｍＲＮＡｓ。通过ＲＴｑＰＣＲ在
组织中随机选择１２个ｃｉｒｃＲＮＡ进行表达量验证，其中７个ｃｉｒｃＲＮＡ显示出与测序结果一致的趋势。基
因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）分析提示ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的亲本基因和 ＤＥｍＲＮＡ主要富集到细胞增殖、癌症和多种代谢相关通路
中。利用 ｍｉＲａｎｄａ预测工具识别 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ和 ＤＥｍＲＮＡ的共同 ｍｉＲＮＡ靶点，以此构建完整的
ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ网络。基因集富集分析（ＧｅｎｅＳｅｔＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）提示 ｃｅＲＮＡ网络
中的靶基因与细胞周期和免疫应答有关。为了鉴定关键的下游靶点，基于 ＳＴＲＩＮＧ数据库建立了
１２７个ｃｅＲＮＡ网络中靶基因的 ＰＰＩ（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）网络，并进一步确定了前 １０个 ＨＵＢ基
因。其中，４个ＨＵＢ基因（ＴＰ５３、ＫＡＮＫ３、ＬＬＧＬ１和ＴＯＰＡ３）被证实与ＷＴ的预后密切相关。基于具有预
后意义的关键靶基因构建 ｃｉｒｃＲＮＡ作用的调控子网络。最后，通过 ＣＣＫ８、划痕、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和流式细胞
实验，发现沉默子网络中的ｃｉｒｃＲＮＡ（ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５）抑制了ＷＴ细胞的增殖、迁移、侵袭和细胞周期
分布（Ｐ＜０．０５）。结论　本研究展示了 ＷＴ中 ｃｉｒｃＲＮＡｓ的全面表达，构建了潜在的 ｃｉｒｃＲＮＡ相关的
ｃｅＲＮＡ调控网络，深入阐释了ＷＴ发生发展的调控机制。
　　［关键词］　Ｗｉｌｍｓ瘤；肾母细胞瘤；ＲＮＡ测序；环状ＲＮＡ；ｃｅＲＮＡ网络
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ａｎｄｍＲＮＡ（ＤＥｍＲＮＡ）ｏｆ４ｐａｉｒｅｄｔｕｍｏｒａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．
Ｔｈｅｎ，ｔｈｅｓｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｍｉＲａｎｄａｂａｓｅｄｍｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｎｅｔｗｏｒｋｂａｓｅｄｏｎｉｄｅｎｔｉｃａｌｌｏｃｉａｎｄｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｋｅｙｃｉｒｃＲＮＡｓｗａｓｖａｌｉｄａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｗｅｓｃｒｅｅｎｅｄ３１４ＤＥｃｉｒｃＲＮＡｓａｎｄ１６１２ＤＥｍＲＮＡｓ
ｏｕｔ．Ｏｆｔｈｅｓｅ，１２ｃｉｒｃＲＮＡｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｔｏｍａｋｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ａｎｄ７ｏｆｔｈｅｍｓｈｏｗｅｄａｔｒｅｎｄｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ａｎｄ
Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）ａｎａｌｙｓｅｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｐａｒｅｎｔａｌｇｅｎｅｓｏｆＤＥｃｉｒｃＲＮＡｓ
ａｎｄＤＥｍＲＮＡｓｗｅｒｅｍａｉｎｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃａｎｃｅｒ，ａｎｄｖａｒｉｏｕｓｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｐａｔｈｗａｙｓ．
ＴｈｅｍｉＲａｎｄａｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｔｏｏｌｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｃｏｍｍｏｎｍｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｓｏｆＤＥｃｉｒｃＲＮＡｓａｎｄＤＥｍＲＮＡｓａｓａｍｅａｎｓｔｏ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｃｏｍｐｌｅｔｅｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡｎｅｔｗｏｒｋ．Ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＧＳＥＡ）ｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０２１ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０３４５），ｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ

ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮＣＲＣ２０１９ＧＰ０８）ａｎｄｔｈｅＪｏｉｎｔＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎａｎｄＣｈｏｎｇｑｉｎｇＨｅａｌｔｈＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（２０２２ＧＤＲＣ００９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＵＦｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｆｅｎｇ＠ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　肾母细胞瘤（ｗｉｌｍｓｔｕｍｏｒ，ＷＴ）是最常见的儿童肾
脏恶性肿瘤，在所有儿童恶性肿瘤中约占６％；１５岁以
下儿童中，发病率约为７．１／１０００００［１］。随着化疗、手
术、放疗等多种治疗手段的综合应用，总体生存率已经

超过９０％［２］。然而，间变病理类型和复发患者的预后
仍然很差［３－５］。进一步探索 ＷＴ发生发展的分子机制
对ＷＴ患者接受更好的治疗、获得更好的整体预后具
有重要意义。环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）是一类新型的非编
码ＲＮＡ，其主要定位于细胞质中，提示它们在转录后
水平发挥调控作用［６］。然而，ｃｉｒｃＲＮＡ表达谱及其在
肾母细胞瘤发生发展中的作用机制仍不清楚。既往的

研究表明ｃｉｒｃＲＮＡｓ调控肿瘤进展的主要途径是作为
一种竞争性内源性 ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ），通过 ｍｉＲＮＡ的海
绵作用进一步调节下游 ｍＲＮＡ的表达［７－８］。因此，为

了探索ｃｉｒｃＲＮＡ相关的 ｃｅＲＮＡ调控网络在肾母细胞
瘤发生发展过程中的潜在机制，本研究对临床来源的

肿瘤样本进行测序分析，鉴定差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ和
ｍＲＮＡｓ；并基于自己的测序数据构建 ＷＴ中一个潜在
的ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络。

１　材料与方法

１．１　肿瘤组织样本
　　本研究方案获得重庆医科大学附属儿童医院伦理
委员会批准（批件号：２０２２年伦审第 ５０号）。收集
２０２１年６月至２０２２年３月期间重庆医科大学附属儿
童医院泌尿外科的ＷＴ患者的肿瘤切除组织。根据美
国儿童肿瘤协作组（Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＯｎｃｏｌｏｇｙＧｒｏｕｐ，ＣＯＧ）
标准［９］（没有前期化疗），所有样本诊断为肾母细胞

３００２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）



瘤。如果病理结果报告神经母细胞瘤、横纹肌样瘤或

透明细胞肉瘤等，则被排除。共纳入２５例配对的肿瘤
及邻近正常组织标本。选择８对新鲜的肿瘤和配对正
常组织进行 ｍＲＮＡ测序，获得肾母细胞瘤中 ｍＲＮＡ的
表达数据；选择４对配对的肿瘤组织进行 ｃｉｒｃＲＮＡ测
序，以获得完整的ｃｉｒｃＲＮＡ表达数据。剩余１３对配对
的肿瘤标本被冷冻储存在液氮中，用于ＲＴｑＰＣＲ验证。
１．２　ｃｉｒｃＲＮＡ测序和ｍＲＮＡ测序
　　 按照提示，用 ＲｉｂｏＺｅｒｏｒＲＮＡ去除试剂盒
（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ，ＷＩ，ＵＳＡ）处理４对ＷＴ样品的总ＲＮＡ。将
ｒＲＮＡ耗尽和 ＲＮａｓｅＲ酶切后的 ＲＮＡ样品进行片段
化，用随机引物合成 ｃＤＮＡ。纯化 ｃＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增
产物，用 ＮｏｖａＳｅｑ６０００（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）
对ＲＮＡ文库进行质量控制和测序。使用ｆａｓｔｐ［１０］软件
对序列进行过滤，获得可用于数据分析的“ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ”。在得到测序读数以后，采用 ＣＩＲＩ软件［１１］对

ｃｉｒｃＲＮＡ进行预测。在以上预测的基础上，根据
ｃｉｒｃＲＮＡ在染色体上的位置信息，合并全部样本中的
ｃｉｒｃＲＮＡ结果对合并后结果进行重新编码ＩＤ。而后将
其与ｃｉｒｃＢａｓｅ数据库［１２］进行比对，从而识别出已注释

的和新预测的ｃｉｒｃＲＮＡ。
　　本次 ｍＲＮＡ测序为１６个样本的双端测序。使用
ＲＮｅａｓｙｍｉｎｉ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）提取总 ＲＮＡ。
使用ＴｒｕＳｅｑＴＭ ＲＮＡ样品制备试剂盒（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＵＳＡ）
按照指南合成双端文库。纯化的文库用 Ｑｕｂｉｔ ２．０
荧光仪（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＵＳＡ）进行定量，并由Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００生物分析仪（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＵＳＡ）进行验
证，以确认插入物的大小并计算出分子浓度。在

ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００上进行测序。使用ＦａｓｔＱＣ软件
对测序得到的结果进行质量评估。使用 ＦＡＳＴＸ
Ｔｏｏｌｋｉｔ软 件 （ｈｔｔｐ：／／ｈａｎｎｏｎｌａｂ． ｃｓｈｌ．ｅｄｕ／ｆａｓｔｘ＿
ｔｏｏｌｋｉｔ／）对原始序列进行清洗过滤得到“ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ”。
使用Ｈｉｓａｔ２软件［１３］将得到的“ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ”比对到已知
的参考基因组（ＧＲＣｈ３８．９１）上。
１．３　ｃｉｒｃＲＮＡ和ｍＲＮＡ的差异表达分析
　　 为了量化 ｍＲＮＡ的表达丰度，使用 ＦＰＫＭ
（ＦｒａｇｍｅｎｔｓＰｅｒＫｉｌｏｂａｓｅＭｉｌｌｉｏｎ）来表征不同基因的表
达量，其计算公式如下：

　　ＦＰＫＭ＝
ｔｏｔａｌｅｘｏｎＦｒａｇｍｅｎｔｓ

ｍａｐｐｅｄｒａｅｄｓ（Ｍｉｌｌｉｏｎｓ）×ｅｘｏｎｌｅｎｇｔｈ（ＫＢ）

　　首先使用 Ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ软件［１４］对比对后每个基因区

段内的片段进行计数，然后再使用ＴＭＭ（ｔｒｉｍｍｅｄｍｅａｎ
ｏｆＭｖａｌｕｅｓ）算法进行归一化，最后再计算每个基因的
ＦＰＫＭ值。在得到基因的 ＦＰＫＭ表达值以后，使用
ｅｄｇｅＲ软件包［１５］对组间基因表达进行差异分析（配对

ｔ检验），得出组间基因表达的Ｐ值以及经过多重比较
检验后校正的Ｑ值。同时，根据 ＦＰＫＭ值计算差异表
达倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）。ＤＥｍＲＮＡｓ的筛选标准为
Ｑ＜０．０５和｜ｌｏｇＦＣ｜＞２。
　　 无论是新预测的还是已被数据库注释的
ｃｉｒｃＲＮＡ，目前绝大部分的ｃｉｒｃＲＮＡ都无法获得其完整
的全长序列。只能使用 ｃｉｒｃＲＮＡ序列上的“ｂａｃｋ
ｓｐｌｉｃｉｎｇ”（反向剪切）位点部分的“ｊｕｎｃｔｉｏｎｒｅａｄｓ”的数
量来作为 ｃｉｒｃＲＮＡ表达量的计算依据。通常使用
ＳＲＰＢＭ（ｓｐｌｉｃｅｄｒｅａｄｓｐｅｒｂｉｌｌｉｏｎｍａｐｐｉｎｇ）值来表征
ｃｉｒｃＲＮＡ的表达水平［１６］，其计算公式如下：

　　ＳＲＰＢＭ＝
ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｉｒｃｕｌａｒｒｅａｄｓ

ｔｏｔａｌｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ（ｕｎｉｔｓｉｎｂｉｌｌｉｏｎ）
　　差异表达分析与 ｍＲＮＡ分析策略一样，也使用
ｅｄｇｅＲ来计算。ＤＥｃｉｒｃＲＮＡｓ的筛选标准为｜ＦＣ（ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ）｜＞２和Ｐ＜０．０５。
１．４　基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基

因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析

　　根据ｃｉｒｃＲＮＡ在基因组上的位置信息，可以获得
与ｃｉｒｃＲＮＡ所在基因组位置上对应的蛋白编码基因的
信息，这类基因被称为某一ｃｉｒｃＲＮＡ的“ｐａｒｅｎｔａｌｇｅｎｅ”
（亲本基因）。为了探索 ｃｉｒｃＲＮＡ相关 ｃｅＲＮＡ网络的
潜在生物学机制，使用 Ｒ“ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”软件包［１７］对

ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的亲本基因和 ＤＥｍＲＮＡ进行基于 Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，包括生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细
胞成分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）和 ＫＥＧＧ途径的富集分析。Ｐ值＜０．０５
被认为具有统计学意义。

１．５　构建ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络
　　ｃｅＲＮＡ假说揭示了一种 ＲＮＡ间相互作用的新机
制。ｍＲＮＡ和ｃｉｒｃＲＮＡ可以通过竞争性的结合ｍｉＲＮＡ
来调控彼此的表达。ｍｉＲａｎｄａ是一种常用于检测基因
组序列中潜在ｍｉｃｒｏＲＮＡ靶位点的算法［１８］。匹配策略

主要包括两个步骤：首先，在查询的 ｍｉＲＮＡ序列和基
因３’ＵＴＲ序列间进行动态规划局部比对，基于序列互
补性（而不是序列一致性）打分；然后，基于第一步获

４００２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



得的高分比对结果（ｓｃ参数控制），使用 ＲＮＡｌｉｂ（来自
ＶｉｅｎｎａＲＮＡ包）评估比对的热力学稳定性。最终能量
小于阈值的匹配对象作为最终结果。在前面的结果

中，获得了差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ。使用
ｍｉＲａｎｄａ鉴定差异 ｃｉｒｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ靶
点，初步匹配条件为序列互补ＴｏｔＳｃｏｒｅ＞１４０和热力学
稳定性ＴｏｔＥｎｅｒｇｙ＜－２０。然后筛选出与 ｍｉＲＮＡｓ共调
控的ＤＥｍＲＮＡ和 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ。利用 ｍｉＲａｎｄａ回归模
型分析以及序列匹配的方法（筛选条件设置为 Ｓｕｍ
ｍａｘｅｎｅｒｇｙ＜－９０）建立 ｍｉＲＮＡｓ的海绵吸附作用的调
控网络。最后根据 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡｓ与对应 ＤＥｍＲＮＡｓ的
协同表达来找到核心的 ｃｅＲＮＡ网络。并用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件ｖ．３．８．２［１９］进行可视化。
１．６　基因集富集分析（ＧｅｎｅＳｅｔＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，

ＧＳＥＡ）
　　ＧＳＥＡ用于确定预先定义的基因集合在两种生物
状态（如肿瘤和正常组织）之间是否显示出统计学差

异［２０］。基于“ＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｉｇｎａｔｕｒｅｓＤａｔａｂａｓｅｖ７．４”，利
用ＧＳＥＡ分析差异基因的潜在途径。基于“ｃｕｒａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓｅｔｓ”确定丰富的 ＫＥＧＧ途径、生物学过程、细胞
成分和分子功能。最后，基于“ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃｓｉｇｎａｔｕｒｅ
ｇｅｎｅｓｅｔｓ”确定与肿瘤系统中细胞活性和应答相关的
特定生物学状态或过程。根据默认的加权富集统计方

法对数据进行归一化，以获得归一化富集得分（ＮＥＳ）。
｜ＮＥＳ｜＞２和Ｐ＜０．０５的基因集被认为具有统计学意义。
１．７　蛋白互作网络（ＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｔｅｉｎＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎＮｅｔｗｏｒｋｓ，

ＰＰＩ）的构建和ＨＵＢ基因的鉴定
　　使用中等置信度（０．４００）的交互得分，利用在线
网站 ＳＴＲＩＮＧ［２１－２２］构建了一个基于 ｃｅＲＮＡ调控网络
中靶基因的蛋白质蛋白质相互作用网络。使用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件对 ＰＰＩ网络进行可视化。随后，使用
ｃｙｔｏＨｕｂｂａ插件［２３］识别前１０个ＨＵＢ基因。
１．８　基于 ＨＵＢ基因的预后价值构建关键的 ｃｉｒｃＲＮＡ

调控子网络

　　ＴＡＲＧＥＴ数据库是目前最大的儿童肿瘤综合数据
库。本研究从中下载了１３６个 ＷＴ样本的 ＲＮＡ测序
数据和相应的临床信息数据集。在生存结果分析中，

根据ＨＵＢ基因表达值的中位数将患者分为高表达组
和低表达组。选择无病生存率（ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＤＦＳ）作为主要随访终点，使用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法和基
于ＴＡＲＧＥＴ数据集表达谱的单因素 Ｃｏｘ回归分析来
评估 ＨＵＢ基因的预后价值。最后，基于关键的 ＨＵＢ
基因构建ＷＴ中的ｃｉｒｃＲＮＡ调控子网络。
１．９　ＲＮＡ测序结果的ＰＣＲ验证
　　使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）
提取每个肿瘤组织的ＲＮＡ。根据制造商的说明，使用
ＳｉｍｐｌｙＰＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＢｉｏＦｌｕｘ，Ｃｈｉｎａ）提
取细胞总 ＲＮＡ。使用 ＮａｎｏｄｒｏｐＯｎｅ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ，ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓ）测定ＲＮＡ浓度。
使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ试剂盒（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）对
ｃｉｒｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ进行反转录，并使用 ＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）进行扩增和
定量。实时 ＰＣＲ在 ＣＦＸ ＣｏｎｎｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ上操作。每个样本包含 ３个技术重
复。ＧＡＰＤＨ用于 ｃｉｒｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ表达的标准化。
目标基因的表达基于２－ΔΔＣｔ公式计算。本研究使用的
引物见表１。
１．１０　功能丧失实验
　　本研究选择ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５在 ＷＴ细胞系中进
一步验证功能。针对ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５后剪接位点的
ｓｉＲＮＡ和阴性对照由 Ｈａｎｂｉｏ（上海，中国）设计并合
成。使用脂质体 ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）进行细胞转
染。根据制造商的说明步骤，采用 ＣＣＫ８法（ＭＣＥ，
ＨＹＫ０３０１）检测细胞活力，并采用划痕法检测细胞迁
移。使用基质凝胶（Ｂｉｏｚｅｌｌｅｎ，ＢＰ００００２４，中国）敷在
２４孔板小室（Ｆａｌｃｏｎ，３５３０９７，美国）中进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
检测细胞侵袭。使用ＢＤ细胞周期检测试剂盒和流式
细胞仪检测细胞周期时相分布。

１．１１　数据分析
　　配对组织样本的基因表达差异分析采用配对ｔ检
验（正态分布）或 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ配对检验（非正态分布）。
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８对ＰＣＲ实验结果进行分析。所
有的生物信息学分析使用 Ｒ软件 ４．０．３版进行。检
验水准α＝０．０５。

５００２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）



表１　ＲＴｑＰＣＲ引物

ＲＮＡ　　 正义链（５′→３′）　　　　 反义链（３′→５′）　　　　

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１９００ ＣＧＴＴＣＡＧＴＧＣＣＴＣＧＡＡＡＧＡＡＣ ＣＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＴＣＡＧＧＡＴＧＡＧ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２５６３ ＧＡＡＧＴＴＧＧＧＣＣＴＧＧＡＡＧＴＣＴＡ ＴＧＴＣＴＴＧＣＣＡＣＴＴＣＣＴＧＴＣＴＧ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６１５１ ＧＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＡＧＣＣＡＧＴＡＧＴ ＧＡＴＧＡＣＣＡＧＧＣＧＣＴＴＴＴＣＡＣＡ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６５４９ ＡＧＡＡＴＧＴＧＧＡＡＡＴＡＡＣＧＧＡＧＣＡ ＴＣＣＧＧＴＧＧＴＡＧＧＴＴＴＣＡＡＣＴ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５ ＴＴＧＣＣＴＣＴＧＧＡＧＴＡＴＴＧＧＡＧＴ ＡＡＧＣＴＡＡＴＧＴＧＴＣＣＣＴＧＴＴＧＧ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１５ ＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＡＧＴＧＴＧＧＡＴＴ ＧＧＣＴＴＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＧＧＴＧＴ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００８１２２ ＴＧＴＣＴＣＡＡＡＧＣＣＡＧＡＣＣＴＧＡＴ ＡＴＴＣＴＧＴＴＧＴＴＣＧＧＴＧＴＣＣＡＧ

ｃｉｒｃＮＰＮＴ ＡＡＧＴＴＧＧＡＧＡＧＡＧＡＡＧＧＧＡＡＣ ＴＧＧＴＣＡＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＴＴＡＴＴＴＴＧ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００７２３９１ ＧＣＴＣＧＧＡＴＧＴＴＧＣＴＧＡＡＴＧＡＣ ＡＧＣＡＧＣＧＧＴＣＴＡＡＴＧＣＡＣＴＧ

ｃｉｒｃＥＹＡ１ ＣＣＴＴＧＧＡＣＴＧＣＧＡＡＴＧＧＡＡＧＡ ＴＣＴＧＡＡＣＣＴＣＧＡＣＧＣＡＡＴＣＧ

ｃｉｒｃＺＮＦ２０８ ＣＡＧＡＧＣＡＧＧＧＣＡＴＡＧＡＡＧＡＴＴ ＴＴＣＴＡＴＧＧＣＣＡＣＡＴＣＣＣＴＡＡＡ

ｃｉｒｃＰＫＨＤ１ ＴＴＧＧＡＴＣＴＴＡＣＴＣＧＴＧＴＧＣＣ ＡＡＡＧＧＡＡＴＣＣＡＣＴＴＡＣＣＣＴＧＧ

ＴＰ５３ ＣＧＣＴＴＣＧＡＧＡＴＧＴＴＣＣＧＡＧＡ ＣＴＴＣＡＧＧＴＧＧＣＴＧＧＡＧＴＧＡＧ

ＬＬＧＬ１ ＧＧＡＡＣＣＴＧＧＣＡＧＡＡＧＡＣＧＡＧ ＡＧＣＡＧＧＣＧＴＧＧＴＴＣＴＡＴＧＴＴ

ＫＡＮＫ３ ＣＴＣＣＧＣＴＡＧＣＧＡＣＡＴＴＣＣＡＧ ＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＧＴＴＣＴＧＡＴＴ

ＴＯＰ３Ａ ＣＣＣＧＡＡＧＡＣＣＧＴＧＣＣＴＴＴＴ ＣＴＣＡＴＧＣＧＡＣＣＧＴＴＴＧＡＣＡＧ

ＧＡＰＤＨ ＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣ ＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧ

２　结果

２．１　ＷＴ中差异表达的ｃｉｒｃＲＮＡ和ｍＲＮＡ鉴定
　　对 ４对肾母细胞瘤和配对正常组织样本进行
ｃｉｒｃＲＮＡ测序，共鉴定出２３９７８个ｃｉｒｃＲＮＡ，其中１０８８４
个ｃｉｒｃＲＮＡ在 ｃｉｒｃＢａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｉｒｃｂａｓｅ．ｏｒｇ／）数
据库中已获得注释（图 １Ａ）。另外，结果显示大多数
ｃｉｒｃＲＮＡ（８４．１８％）由外显子组成，１１．７２％由内含子组
成，而４．１０％定位于基因间区（图 １Ｂ）。这里排除了
来自基因间区的 ｃｉｒｃＲＮＡ（目前认为该类 ｃｉｒｃＲＮＡ无
功能）。通过热图显示了筛选到的 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的特异
性表达（图 １Ｃ），层次聚类分析显示在 ＷＴ中大多数
ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ低表达。ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的分布通过火山图显
示（图１Ｅ），总共鉴定出 ３１４个 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ，其中 １１５
个上调、１９９个下调。同样，本研究额外对８对配对的
肾母细胞瘤组织进行了测序，分析了 ｍＲＮＡ表达谱。
根据筛选标准，检测到１０３０个上调和５８２个下调差
异表达基因。图１Ｄ展示了肿瘤和正常组织的基因表
达热图，图１Ｆ展示了差异表达基因的火山图。
　　为了验证 ｃｉｒｃＲＮＡ测序结果，随机选择了 １２个
ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ（８个上调，４个下调）设计了跨越 ｃｉｒｃＲＮＡ

后剪接位点的特异性发散引物进行组织验证

（ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的详细特征见表２）。ＲＴｑＰＣＲ结果显示
其中７个ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ显示出显著的表达差异（图２）。
２．２　ＤＥｍＲＮＡ和 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因的 ＧＯ和

ＫＥＧＧ途径富集分析
　　为了发现ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ和ＤＥｍＲＮＡ的潜在功能，对
ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因和 ＤＥｍＲＮＡ分别进行 ＧＯ注释
和ＫＥＧＧ通路富集分析。ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因 ＧＯ和
ＫＥＧＧ通路富集分析结果如图３Ａ、Ｃ。ＧＯ注释分析表
明ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因主要定位于细胞质和外泌体，
参与信号转导、细胞增殖和细胞周期等过程。ＫＥＧＧ
途径富集分析表明，ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因主要富集在
多条癌症相关的途径中。此外，本研究对ＤＥｍＲＮＡ同
样进行基于ＧＯ和ＫＥＧＧ的富集分析。对于 ＧＯ注释
（图３Ｂ），与恶性表型相关的生物学过程显著丰富，包
括ＤＮＡ复制、细胞分裂、细胞周期和细胞增殖等过程。
ＫＥＧＧ途径（图 ３Ｄ）富集分析表明，ＤＥｍＲＮＡ主要集
中在细胞增殖、代谢和生长的信号通路上，另外肿瘤相

关信号通路如 Ｐ５３信号通路和多条代谢通路也得到
了富集。

６００２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ｃｉｒｃＲＮＡ测序数据与ｃｉｒｃＢａｓｅ数据库的比较韦恩图；Ｂ：环状ＲＮＡ分类；Ｃ：ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的热图和聚类分析（每一
行代表一个ｃｉｒｃＲＮＡ，每一列代表一个样本；－２、－１、０、１和２表示差异倍比；红色代表高表达，蓝色代表低表达，
Ｔ：肿瘤样本，Ｎ：正常样本）；Ｄ：ＤＥｍＲＮＡ的热图和聚类分析；Ｅ：ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的火山图（红点代表上调的 ｃｉｒｃＲＮＡ，
蓝点代表下调的ｃｉｒｃＲＮＡ；水平虚线表示Ｑ值为０．０５，垂直虚线表示２倍的ｌｏｇＦＣ）；Ｆ：ＤＥｍＲＮＡ的火山图

图１　基于ＲＮＡ高通量测序分析ＷＴ中差异表达ｃｉｒｃＲＮＡ和ｍＲＮＡ

７００２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）



表２　拟ＰＣＲ验证的ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的基本特征

ｃｉｒｃＲＮＡ环状ＲＮＡ名称 位置 剪接方向 亲本基因长度 剪接长度 亲本基因ＩＤ 基因符号 表达趋势

ｃｉｒｃＺＮＦ２０８ ｃｈｒ１９：２１９７４７２９２１９８８９０９ － １４１８１ ３０２ ＥＮＳＧ０００００１６０３２１ ＺＮＦ２０８ Ｄｏｗｎ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６５４９ ｃｈｒ８：１２４３９２７６８１２４３９２９１７ － １４９ １４９ ＥＮＳＧ０００００１５６８０２ ＡＴＡＤ２ Ｕｐ

ｃｉｒｃＥＹＡ１ ｃｈｒ８：７１２４４６０３７１２７１８９７ － ２７２９５ ３１４ ＥＮＳＧ０００００１０４３１３ ＥＹＡ１ Ｕｐ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５ ｃｈｒ１２：４９９９１９９８４９９９２６５５ － ６５８ ３７５ ＥＮＳＧ０００００１６１８００ ＲＡＣＧＡＰ１ Ｕｐ

ｃｉｒｃＰＫＨＤ１ ｃｈｒ６：５２０１０３０９５２０３５７２１ － ２５４１３ ６３８ ＥＮＳＧ０００００１７０９２７ ＰＫＨＤ１ Ｄｏｗｎ

ｃｉｒｃＮＰＮＴ ｃｈｒ４：１０５９１１１４９１０５９１１７３２ ＋ ５８４ ５８４ ＥＮＳＧ０００００１６８７４３ ＮＰＮＴ Ｄｏｗｎ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２５６３ ｃｈｒ１：４４７５７５５６４４７５８１４０ ＋ ５８５ ２４７ ＥＮＳＧ０００００１４２９４５ ＫＩＦ２Ｃ Ｕｐ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００８１２２ ｃｈｒ１９：２３１３４０８０２３１３６０４３ ＋ １９６４ ２２３ ＥＮＳＧ０００００１８３８５０ ＺＮＦ７３０ Ｕｐ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１９００ ｃｈｒ９：１３５８８１６３３１３５８８３０７８ － １４４６ ４２５ ＥＮＳＧ０００００１３０５５９ ＣＡＭＳＡＰ１ Ｕｐ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６１５１ ｃｈｒ１０：６８４６８１２３６８４７０１６３ － ２０４１ ３６７ ＥＮＳＧ０００００１３８３４６ ＤＮＡ２ Ｕｐ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００７２３９１ ｃｈｒ５：４３２９５７５２４３２９７１６６ － １４１５ ３３１ ＥＮＳＧ０００００１１２９７２ ＨＭＧＣＳ１ Ｄｏｗｎ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５０１５ ｃｈｒ８：１２１６２８７１４１２１６２９３４０ － ６２７ ６２７ ＥＮＳＧ０００００１７０９６１ ＨＡＳ２ Ｕｐ

!

"

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

相
对
表
达
量
（
组
织
）

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；红点代表肿瘤样本，蓝点代表正常样本
Ａ：上调的ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ在配对肿瘤组织中的表达水平；Ｂ：下调的ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ在配对肿瘤组织中的表达水平

图２　ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的表达水平验证　（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

８００２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因的ＧＯ富集分析；Ｂ：ＤＥｍＲＮＡ的 ＧＯ富集分析；Ｃ：ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因的 ＫＥＧＧ富集分
析；Ｄ：ＤＥｍＲＮＡ的ＫＥＧＧ富集分析

图３　ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因与ＤＥｍＲＮＡ的ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析

２．３　ＷＴ中ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络的构建
　　为了预测所有 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ和 ＤＥｍＲＮＡ的潜在靶
点ｍｉＲＮＡ，使用 ｍｉＲａｎｄａ预测工具分别识别 ３１４个
ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ和１６１２个 ＤＥｍＲＮＡ的 ｍｉＲＮＡ靶点。构
建了 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡ和 ＤＥｍＲＮＡｍｉＲＮＡ相互作
用网络（图 ４Ａ、Ｂ）。通过整合 ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡ对和
ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ对，基于相同 ｍｉＲＮＡ结合位点构建了
一个 完 整 的 ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ 网 络。根 据
ｃｅＲＮＡ理论，本研究选择 ｃｉｒｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ具有协同
表达趋势的 ｃｅＲＮＡ网络，并将筛选条件设置为 Ｓｕｍ
ｍａｘｅｎｅｒｇｙ＜－９０（绝对值越大越严格）。最终，构建了
一个精确的ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络，其中包
括６２个ｃｉｒｃＲＮＡ、８个ｍｉＲＮＡ和１２７个ｍＲＮＡ，并随后
通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ进行可视化（图４Ｃ、Ｄ）。

２．４　ｃｅＲＮＡ网络中靶基因的 ＧＳＥＡ富集和 ＰＰＩ网络
分析

　　为了研究 ｃｅＲＮＡ调控网络在 ＷＴ中的潜在生物
学功能，基于所涉及的１２７个 ＤＥｍＲＮＡ进行 ＧＳＥＡ分
析。结果发现 ＤＥｍＲＮＡ的富集通路见图 ５Ａ，尤其是
主要与细胞周期相关。值得注意的是，基于免疫背景

基因集的富集分析显示 ＤＥｍＲＮＡ与多种免疫细胞的
活性有关（图５Ｂ）。结果表明，这些 ＤＥｍＲＮＡ在一定
程度上参与了肿瘤的发生发展，特别是与细胞周期和

免疫应答有关。为了探索关键的 ＨＵＢ基因，基于
ＳＴＲＩＮＧ数据库建立了包含１２７个点和１７０个连接的
ＰＰＩ网络（图 ５Ｃ）。前 １０个 ＨＵＢ基因，包括 ＴＰ５３、
ＫＡＮＫ３、ＳＴＩＬ、ＲＲＭ２、ＨＥＬＬＳ、ＰＯＬＥ２、ＴＯＰ３Ａ、ＬＬＧＬ１、
ＧＭＰＳ和ＧＴＰＢＰ４被鉴定（图５Ｄ）。

９００２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）
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Ａ：ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡ调控网络；Ｂ：ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络；Ｃ：ｃｉｒｃＲＮＡ和ｍＲＮＡ的ｍｉＲＮＡ靶点交集；Ｄ：ｃｅＲＮＡ调控网络

图４　肾母细胞瘤中ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络的构建

２．５　基于 ＨＵＢ基因的预后特征构建关键的 ｃｅＲＮＡ
调控子网络

　　在鉴定的前１０个 ＨＵＢ基因中，除 ＫＡＮＫ３外，其
余ＨＵＢ基因都呈表达上调趋势（图 ６Ａ）。为验证
ＨＵＢ基因的预后价值，通过单因素 ＣＯＸ回归分析
１０个 ＨＵＢ基因对 ＷＴ患者远期生存率的影响（图
６Ｂ）。结果显示 ４个 ＨＵＢ基因包括 ＴＰ５３、ＫＡＮＫ３、
ＬＬＧＬ１和 ＴＯＰ３Ａ的 ｍＲＮＡ表达水平与 ＷＴ患者的
ＲＦＳ（无病生存率）显著相关（图 ６Ｃ）。结果提示这
４个基因可能在ＷＴ的进展和预后中起关键作用。最

后，基于这４个 ＨＵＢ基因的重要性，进一步构建了靶
向该基因的子网络（图６Ｄ）。ＲＴｑＰＣＲ用于验证４个
ＨＵＢ基因的表达水平，结果显示出与测序数据一致的
趋势（图６Ｅ）。
２．６　沉默ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５抑制 ＷＴ细胞的增殖、侵

袭和迁移

　　本研究选择子网络中的 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５进行进
一步的功能验证。如前所述，与邻近的非肿瘤组织相

比，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５在ＷＴ组织中高表达。ＰＣＲ产物
的Ｓａｎｇｅｒ测序验证了其反向剪接位点（图７Ａ）。为了

０１０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



研究ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５在 ＷＴ进展中的作用，本研究
设计了特异性沉默 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５的 ｓｉＲＮＡ。
ｓｉＲＮＡ片段通过靶向 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５的反向剪接位
点敲低目的环状ＲＮＡ的表达水平。与阴性对照相比，
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５的沉默显著降低了ＷＩＴ４９细胞中的
ＲＮＡ水平（图７Ｂ）。通过 ＣＣＫ８实验，沉默 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
０００９０３５显著抑制了ＷＴ细胞的增殖能力（图７Ｃ）。此
外，沉默ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５后，细胞的迁移和侵袭能力
下降（图 ７Ｄ、Ｅ）。细胞周期分布分析显示，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
０００９０３５沉默后，Ｇ１期细胞比例明显减少，Ｓ期细胞比
例增加（图７Ｆ）。以上结果表明构建的环状ＲＮＡ网络
在ＷＴ进展中具有潜在作用。

３　讨论

　　当前对 ＷＴ的治疗已取得进展，但影响其发生和
发展的具体机制仍不明确，特别是在 ｃｉｒｃＲＮＡ领域。

因此，探讨ＷＴ发生发展的分子机制，并识别有效的生
物标志物对ＷＴ患者更好的治疗和更好的整体预后具
有重要意义。近年来，ｃｅＲＮＡ网络假说引起了研究者
的极大兴趣，它将蛋白质编码的 ｍＲＮＡ与非编码的
ＲＮＡ联系起来。根据 ｃｅＲＮＡ假说，ｃｉｒｃＲＮＡ可以作为
ｍｉＲＮＡ海绵来影响下游 ｍＲＮＡ的表达［１５－１６］。越来越

多的证据表明，ｃｉｒｃＲＮＡ及其介导的 ｃｅＲＮＡ调控网络
在多种人类癌症的发病和进展中发挥着至关重要的作

用［２４］。例如，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００１４１３０作为 ｍｉＲ１３２３ｐ的海
绵，通过调控ＫＣＮＪ１２的表达，促进膀胱癌的肿瘤发生
和转移［２５］；ｃｉｒｃＡＧＦＧ１作为 ｍｉＲ１９５５ｐ的海绵，通过
调节 ＣＣＮＥ１的表达，促进三阴性乳腺癌的进展［２６］。

因此，为了探索 ｃｉｒｃＲＮＡ相关的 ｃｅＲＮＡ网络在 ＷＴ发
生发展过程中的潜在机制，本研究基于临床肿瘤样本

的测序数据构建了 ＷＴ中一个潜在的 ｃｉｒｃＲＮＡ
ｍｉＲＮＡｍＲＮＡｃｅＲＮＡ调控网络。

!

"

#$

Ａ：基于 Ｃ５策划基因集对 ｃｅＲＮＡ网络中 ＤＥｍＲＮＡ的 ＧＳＥＡ分析；Ｂ：基于免疫特征基因集对 ｃｅＲＮＡ网络中
ＤＥｍＲＮＡ的ＧＳＥＡ分析；Ｃ：ｃｅＲＮＡ网络中ＤＥｍＲＮＡ的ＰＰＩ网络；Ｄ：通过ｃｙｔｏＨｕｂｂａ插件鉴定前１０个ＨＵＢ基因

图５　ｃｅＲＮＡ网络中靶基因的ＧＳＥＡ富集和ＰＰＩ网络分析

１１０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）
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Ａ：前１０个ＨＵＢ基因表达变化柱状图（红色柱代表上调基因，蓝色柱代表下调基因）；Ｂ：森林图显示单因素 Ｃｏｘ
回归分析中ＨＵＢ基因的ｍＲＮＡ表达水平与ＷＴ患者预后的关联；Ｃ：与ＷＴ患者预后显著相关的４个ＨＵＢ基因
的生存曲线；Ｄ：基于４个与预后显著相关的ＨＵＢ基因构建ｃｅＲＮＡ调控子网络；Ｅ：对关键ＨＵＢ基因的ＲＴｑＰＣＲ
验证（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）　红点代表肿瘤样本，蓝色代表正常样本；ａ：Ｐ＜０．０１

图６　基于ＨＵＢ基因的预后特征构建关键的ｃｅＲＮＡ调控子网络
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图７　沉默ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５可抑制ＷＴ细胞的增殖、侵袭和迁移　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３．１　ＲＮＡ测序揭示ＷＴ中 ｃｉｒｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ的差异
表达

　　到目前为止，还没有研究报道 ＷＴ肿瘤和正常组
织之间ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ的全面表达。通过下一代测序技
术本研究系统性地分析了ＷＴ的ｃｉｒｃＲＮＡ表达谱。通
过ｃｉｒｃＢａｓｅ数据库比对，超过一半的ｃｉｒｃＲＮＡ（５４．６１％）
为新发现。根据方法中的筛选标准，共检测到３１４个
ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ（１１５个上调，１９９个下调）。为了验证测序
结果，本研究随机选择了 １２个 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ在临床肿
瘤组织中进行 ＲＴｑＰＣＲ 验 证，结 果 其 中 ７个
ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ呈现出与测序结果一致的表达趋势。另
外，本研究也分析了 ＷＴ肿瘤和配对正常组织之间的
ｍＲＮＡ差异表达，共检测到 １６１２个 ＤＥｍＲＮＡ（１０３０
个上调，５８２个下调）。有趣的是大多数 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ
（６３．３８％）下调，而大多数 ＤＥｍＲＮＡ（６３．９０％）上调。
这些结果暗示一个复杂的ｃｅＲＮＡ调控网络。
　　ＧＯ富集和 ＫＥＧＧ途径分析表明，ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲
本基因富集到多条癌症相关的途径中，参与细胞增殖

和细胞周期等恶性生物学相关过程。ＧＯＣＣ分析提
示ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ亲本基因主要定位于细胞质中。一般
认为，大部分外显子来源的 ｃｉｒｃＲＮＡ主要定位在细胞
质中发挥转录后调控功能。值得一提的是外泌体中也

有大量富集。最近的研究揭示了ｃｉｒｃＲＮＡ在外泌体中
具有稳定的富集［２７］。不仅如此，越来越多的研究表明

外泌体来源的 ｃｉｒｃＲＮＡ在多种肿瘤中充当预后标志
物，并调控肿瘤细胞增殖、侵袭、转移和化疗耐

药［２８－３２］。以上证据支持 ｃｉｒｃＲＮＡ通过外泌体运输的
方式参与调控ＷＴ的肿瘤微环境。ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路
分析也用于注释 ＷＴ中的 ＤＥｍＲＮＡ。结果显示
ＤＥｍＲＮＡ参与调控细胞分裂、细胞周期、细胞增殖以
及代谢和经典的Ｐ５３通路等生物过程，这些信号通路
已被证实可以调节细胞的行为和结局。结果表明，

ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ和ＤＥｍＲＮＡ在多种癌症相关功能通路中
起着关键作用，并进一步表明 ｃｉｒｃＲＮＡ相关的 ｃｅＲＮＡ
网络可能参与了ＷＴ的发生和发展。
３．２　ＷＴ中ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络的构建
　　越来越多的研究发现，ｃｉｒｃＲＮＡ可以作为 ｍｉＲＮＡ
海绵间接调控基因表达。因此，为了揭示 ＤＥｃｉｒｃＲＮＡ
在ＷＴ中的详细作用和机制，本研究整合了 ｃｉｒｃＲＮＡ
ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡｍｉＲＮＡ相互作用对，构建了由６２个
ｃｉｒｃＲＮＡ、８个 ｍｉＲＮＡ 和 １２７个 ｍＲＮＡ 组 成 的
ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络。为了了解 ｃｅＲＮＡ
网络中的ｍＲＮＡ靶点在ＷＴ发生和发展中的潜在途径
和生物学功能，本研究进行了 ＧＳＥＡ分析。ＧＳＥＡ可
以检测基因集合而不是单个基因的富集途径。富集结

果主要与细胞周期有关。值得注意的是，这些 ｍＲＮＡ
靶点还富集到多种免疫细胞活性路径。如上所述，结

果表明 ｃｅＲＮＡ网络中的 ｍＲＮＡ靶点可能通过细胞周
期和免疫途径调控ＷＴ的发生发展。
　　为了进一步确定关键的调控网络，基于 ＳＴＲＩＮＧ
数据库建立了 ＰＰＩ网络，并筛选了 １０个 ＨＵＢ基因。
除了ＫＡＮＫ３在ＷＴ下调外，其余ＨＵＢ基因均呈上调。
单因素Ｃｏｘ分析发现，ｃｅＲＮＡ网络中的靶分子 ＴＰ５３、
ＫＡＮＫ３、ＬＬＧＬ１和ＴＯＰ３Ａ是 ＷＴ患者预后不良的危险
因素。进一步表明它们在ＷＴ进展中具有重要的生物
学作用。

３．３　体外实验验证ｃｉｒｃＲＮＡ调控网络的潜在功能
　　通过在 ＰｕｂＭｅｄ上搜索这些基因，本研究发现既
往的研究已经报道了他们在恶性肿瘤发生中的可能机

制。ＴＰ５３在多种癌症中均有高表达，并可作为多种癌
症的诊断和预后标志物［３３］。此外 Ｐ５３也被报道作为
ｃｉｒｃＲＮＡ的调控靶点，例如一项最近的研究显示
ｃｉｒｃＣＮＴＮＡＰ３的过表达抑制了Ｐ５３野生型食管鳞状细
胞癌 ＥＳＣＣ细胞的增殖同时增加细胞凋亡，机制上通
过海绵 ｍｉＲ５１３ａ５ｐ从而促进 Ｐ５３的表达［３４］。相对

而言，ＫＡＮＫ３的研究较少，ＫＩＭ等［３５］发现ＫＡＮＫ３的下
调增强了肝细胞癌的细胞迁移和侵袭，生物信息学分

析表明ＫＡＮＫ３下调与多种癌症的不良预后相关。有
趣的是，ＫＡＮＫ３已被确定为Ｐ５３的缺氧诱导的促凋亡
靶点［３６］。ＬＬＧＬ１也被称为 Ｌｇｌ１、ＨＵＧＬ１或 ＨＵＧＬ１。
该基因已被报道通过调节细胞增殖、侵袭、细胞凋亡和

化疗药物耐药性等生物学过程在多种恶性肿瘤中发挥

致癌作用，比如胰腺导管癌［３７］、非小细胞肺癌［３８］、神

经胶质瘤［３９］和食管癌［４０］。ＬＬＧＬ１还被报道作为多种
癌症的预后标志物［４１－４４］。ＴＯＰ３Ａ编码一种ＤＮＡ拓扑
异构酶。有研究报道了该基因在癌症中的作用，例如

该基因与Ｐ５３相互作用并有助于 Ｐ５３介导的肿瘤抑
制［４５］。另一项研究则发现 ＴＯＰ３Ａ的表达与口腔鳞状
细胞癌癌症干细胞和免疫表型之间存在相关性，然而

并未显示出该基因在口腔鳞状细胞癌中的预后意

义［４６］。最后，基于关键ＨＵＢ基因的重要性，使用 ＲＴ
ｑＰＣＲ在临床来源的肿瘤组织中验证了他们的差异表
达水平。此外，功能分析显示，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００９０３５的沉
默抑制了ＷＴ细胞的增殖、侵袭和迁移，提示ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
０００９０３５在ＷＴ细胞恶性进展中的作用。这些发现有
力地证明了环状ＲＮＡ在ＷＴ中不可或缺的作用。
　　本研究确定了ＷＴ中的ｃｉｒｃＲＮＡ表达谱并构建了
ｃｉｒｃＲＮＡ相关调控网络。该网络可能参与调控 ＷＴ的
发生发展。本研究为阐明ＷＴ的发病机制提供了新的
见解，并提出了值得进一步研究的潜在调控机制。

４１０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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