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［摘　 要］　 目的　 探讨ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１在骨肉瘤中的确切作用和调控机制。方法　 采用实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测
骨肉瘤组织中ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１、ｍｉＲ２１７和ＤＫＫ１的表达水平。将质粒ｓｉｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１、ｐｃＤＮＡｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１、ｍｉＲ２１７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ２１７
ｍｉｍｉｃｓ、ｓｉＤＫＫ１转染至骨肉瘤细胞，分别上调或下调ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１、ｍｉＲ２１７和ＤＫＫ１的表达，集落形成实验检测细胞增殖能力，流
式细胞术检测细胞凋亡率，细胞划痕愈合实验检测细胞迁移能力。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平。通过ｍｉＲａｎ
ｄａ或ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测ｍｉＲ２１７与ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１或ＤＫＫ１之间的靶向关系，并通过双荧光素酶报告基因检测证实。结果　 在骨肉瘤组
织中，ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１和ＤＫＫ１高表达，而ｍｉＲ２１７低表达。敲低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过诱导细胞凋亡抑制细胞增殖、迁移和上皮间质转化，从
而抑制骨肉瘤的进展。ｍｉＲ２１７是ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１的直接靶点，其抑制逆转了ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１敲低对骨肉瘤细胞进展的抑制作用，且敲低
ｍｉＲ２１７促进了骨肉瘤细胞增殖、迁移和上皮间质转化。ＤＫＫ１是ｍｉＲ２１７的直接靶点，在骨肉瘤细胞中发挥促癌作用。此外，ｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１通过海绵吸收ｍｉＲ２１７正向调控ＤＫＫ１的表达。结论　 ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１的下调通过ｍｉＲ２１７ ／ ＤＫＫ１轴抑制骨肉瘤的进展。
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　 　 骨肉瘤是最常见的原发性骨肿瘤之一，主要发生
于青少年人群。高度恶性和极强的转移能力是这类肿
瘤的重要特征［１］。骨肉瘤患者常发生肺转移，而且很
多患者在１年内便出现肺症状，如结节、气喘、憋气、呼
吸困难以及胸腔积液等。对于晚期骨肉瘤患者，尽管
采用手术、化疗、放疗的联合治疗有一定效果，但其
５年生存率仍不理想［２］。明确骨肉瘤发生发展的潜
在分子机制，可为其早期诊断和改善患者预后提供帮

助。环状ＲＮＡｓ（ｃｉｒｃＲＮＡｓ）是一类具有共价闭合连续
环状结构的内源性非编码ＲＮＡ，通常由反向剪接蛋白
编码基因的外显子生成，在多种生物中异常表达，并通
过竞争性内源性ＲＮＡｓ（ｃｅＲＮＡｓ）来调控靶基因表达，
在多种生物学过程中发挥重要作用［３５］。有研究表明，
ｃｉｒｃＲＮＡｓ在骨肉瘤、乳腺癌和肺癌等多种人类疾病中
表达出现失调［６］。ｃｉｒｃＲＮＡｓ可能参与骨肉瘤的发生
发展。Ｊｉｎ等［７］发现ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００８７６下调通过靶向
ｍｉｃｒｏＲＮＡ１３６抑制骨肉瘤细胞的增殖；Ｇａｏ等［８］报道
ｃｉｒｃＲＮＡ ｃｉｒｃ＿０００１７２１通过ｍｉＲ３７２３ｐ ／ ＭＡＰＫ７轴促进
骨肉瘤的进展；Ｌｅｉ等［９］研究表明，ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿

３６９局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２２，３１（１１）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



０００３０７４是骨肉瘤患者可靠的诊断和预后标志物。
ｃｉｒｃＲＮＡ锚蛋白重复和ＩＢＲ结构域蛋白１（ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔ
ａｎｄ ＩＢＲ ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＡＮＫＩＢ１）是
ＡＮＫＩＢ１ ｍＲＮＡ间接的产物。有研究表明，ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１
通过调控ｍｉＲ１９ｂ ／ ＳＯＣＳ３ ／ ＳＴＡＴ３轴促进骨肉瘤细胞增
殖和侵袭［１０］。此外，还有研究发现，ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ
ＡＮＫＩＢ１通过结合ｍｉｃｒｏＲＮＡ２６ｂ５ｐ和调控ｚｅｓｔｅ同源
物２增强剂加速骨肉瘤的化疗耐药［１１］。ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ
ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过调控ｍｉＲ２１７ ／ ＰＡＸ３轴促进骨肉瘤
的进展［１２］。ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１与骨肉瘤的发展密切相关，
但其在骨肉瘤中的确切作用和调控机制尚未完全阐
明。因此，本文拟探讨ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１在骨肉瘤增殖、迁
移和上皮间质转化中的具体作用机制。近年来，有研
究发现ｍｉＲ２１７广泛参与非小细胞肺癌、结直肠癌、卵
巢癌等肿瘤的恶性发展［１３］。还有研究报道，ＨＯＴＡＩＲ
通过海绵吸收ｍｉＲ２１７ 促进骨肉瘤的发展［１４］。
ｍｉＲ２１７通过靶向ＳＥＴＤ８促进骨肉瘤细胞增殖［１５］。
以上研究均表明，ｍｉＲ２１７与骨肉瘤的发展息息相关。
在骨肉瘤Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ细胞中，ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１与ｍｉＲ
２１７具有明显的靶向作用，但在ＭＧ６３细胞中二者是
否具有相同的靶向关系尚不明确，且ｍｉＲ２１７的下游
作用靶点也尚不清楚。因此，本研究以ｍｉＲ２１７ ／
ＤＫＫ１轴为靶点，探讨ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１对骨肉瘤ＭＧ６３细
胞的影响，以揭示骨肉瘤恶性发展的可能机制。
１　 材料与方法
１． １　 样本、试剂及仪器

收集于我院２０１９年１０月至２０２１年１０月行手术
切除的５０例骨肉瘤患者的肿瘤组织标本和相邻正常
骨组织标本（经病理形态学检验），于－ ８０ ℃保存，标
本收集经患者知情同意。患者术前未接受过任何治
疗。本研究已获得我院医学伦理委员会批准
（２０１９０８２２０９５）。ＤＭＥＭ培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司，批
号：１２１０００４６），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（批号：ａｂ４０７７２）、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
（批号：ａｂ１８２０３）抗体（英国Ａｂｃａｍ）；ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｐｒｅ
ｍｉｅｒＴＭ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（日本ＴａＫａＲａ，批号：ＲＲ３７０Ａ）；
双荧光素酶活性检测试剂盒（上海碧云天，批号：
ＲＧ０２７）；细胞恒温培养箱（赛默飞，批号：５１０３３７７０）；
荧光定量ＰＣＲ仪（赛默飞，批号：４３４７８２４）。
１． ２　 细胞培养和转染

骨肉瘤细胞系ＭＧ６３及其正常成骨ＮＨＯｓｔ细胞购
自中国科学院上海细胞库。将这些细胞置于含１０％
胎牛血清（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）的Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ改良培养基，
并在３７ ℃、５％ ＣＯ２孵育箱中培养。ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１下调
质粒（ｓｉｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１）、ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ 过表达质粒

（ｐｃＤＮＡｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１）、ｍｉＲ２１７ 模拟物（ｍｉＲ２１７
ｍｉｍｉｃｓ）、ｍｉＲ２１７抑制剂（ｍｉＲ２１７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ＤＫＫ１
下调质粒（ｓｉＤＫＫ１）及其阴性对照［ｓｉＮＣ、ｐｃＤＮＡ３． １
（＋）、ｍｉｍｉｃｓＮＣ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ］均购自上海Ｇｅｎｅｃｈｅｍ，
将ＭＧ６３细胞接种至１２孔板中，采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ Ｒｅａｇｅｎｔ （美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进行瞬时转染。ｓｉｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１和ｐｃＤＮＡｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１分别转染细胞后实现
ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１的下调和过表达，ｍｉＲ２１７ ｍｉｍｉｃｓ和ｍｉＲ
２１７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ分别转染细胞后实现ｍｉＲ２１７的过表达
和低表达，ｓｉＤＫＫ１转染细胞后实现ＤＫＫ１的低表达，
收集转染细胞的ＲＮＡ进行实时定量聚合酶链反应
（ｒｅａｌｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴＰＣＲ），检测过表达及下调效果。
１． ３　 ｑＲＴＰＣＲ检测相关基因的表达

用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取组织标本和细胞系总ＲＮＡ，使
用Ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ ＲＴ试剂逆转录成ｃＤＮＡ，用于分析ｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１和ＤＫＫ１，或使用ｍｉｃｒｏＲＮＡ第一链ｃＤＮＡ合
成试剂盒检测ｍｉＲ２１７。然后使用ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ
Ｋｉｔ （日本ＴａＫａＲａ）在ＣＦＸ９６ Ｔｏｕｃｈ ＲｅａｌＴｉｍｅ ＰＣＲ检
测系统（美国ＢｉｏＲａｄ）上进行ｑＲＴＰＣＲ，定量ＰＣＲ引
物均由上海生工生物工程有限公司合成，反应条件：
９４ ℃ ２ ｍｉｎ，９４ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，４０个循环，引物序
列见表１。采用２ － ΔΔＣｔ法检测ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１、ＤＫＫ１和
ｍｉＲ２１７的表达水平，并将其归一化为βａｃｔｉｎ（ｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１和ＤＫＫ１的内参基因）或Ｕ６（ｍｉＲ２１７的内参
基因），所有实验重复３次。

表１　 引物序列
基因 引物序列
ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ Ｆ ５ＧＧＡＣＡＣＣＴＣＴＴＣＴＧＣＴＧＡＣＴ３

Ｒ ５ＧＡＡＣＡＣＣＴ ＧＡＴＣＧＴＴＧＧＣＡＧ３
ｍｉＲ２１７ Ｆ ５ＴＡＣＴＣＡＡＣＴＣＡＣＴＡＣＴＧＣＡＴＣＡＧＧＡ３

Ｒ ５ＴＡＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＴＣＴＧＴＧＴＣ３
ＤＫＫ１ Ｆ ５ＴＣＡＣＧＣＴＡＴＧＴＧＣＴＧＣＣＣＣＧ３

Ｒ ５ＴＧＡＧＧＣＡＣＡＧＴＣＴＧＡＴＧＡＣＣＧＧＡ３
βａｃｔｉｎ Ｆ ５ＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３

Ｒ ５ＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧ３
Ｕ６ Ｆ ５ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３

Ｒ ５ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３

１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测相关蛋白表达水平
细胞在含蛋白酶抑制剂的ＲＩＰＡ蛋白裂解缓冲液

中裂解３０ ｍｉｎ，然后在４ ℃下以１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心
２０ ｍｉｎ。使用ＢＣＡ蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度。
总蛋白提取液经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离，浓缩
胶８０ Ｖ ３０ ｍｉｎ，分离胶１２０ Ｖ ６０ ｍｉｎ；以２５０ ｍＡ
９０ ｍｉｎ转移蛋白到ＰＶＤＦ膜。用５％的脱脂牛奶封闭
膜２ ｈ，然后用Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ一抗（１ ∶ １０ ０００稀释）和
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ一抗（１∶ ５ ０００稀释）在４ ℃下孵育过夜。随
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后，用ＰＢＳＴ清洗膜３次，并与羊抗鼠二抗（１∶ ４ ０００稀
释）孵育２ ｈ，用ＰＢＳＴ清洗膜３次，然后进行蛋白显
色，统计相关蛋白表达，以ＧＡＰＤＨ为内参蛋白。
１． ５　 细胞集落形成实验检测细胞增殖能力

转染４８ ｈ后，将ＭＧ６３细胞置于６孔板中培养
１４ ｄ。然后，用４％多聚甲醛（江苏Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）固定细胞
３０ ｍｉｎ，用０． １％结晶紫（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）染色２ ｈ。
对菌落（５０个以上为１个菌落）进行拍照和分析。
１． ６　 细胞划痕愈合实验检测ＭＧ６３细胞的迁移能力

将ＭＧ６３细胞接种至１２孔板，待细胞融合度为
８０％左右时，将重组质粒转染细胞，在转染０ ｈ和２４ ｈ
后，使用２００ μＬ的吸管尖进行细胞划痕，并用ＰＢＳ清
洗。使用莱卡显微镜采集图像，利用Ｉｍａｇｅ Ｊ软件检测
细胞迁移距离。
１． ７　 双荧光素酶报告基因检测

通过ｍｉＲａｎｄａ或ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１和
ＤＫＫ１中ｍｉＲ２１７的潜在结合位点。将野生型（ＷＴ）
或突变型（ＭＵＴ）ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１和ＤＫＫ１ ３ＵＴＲ克隆到
ｐｍｉｒＧｌＯ荧光素酶报告载体中，分别命名为ＷＴｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１、ＭＵＴｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１、ＷＴＤＫＫ１、ＭＵＴＤＫＫ１，分
别与ｍｉＲＮＣ ｍｉｍｉｃｓ或ｍｉＲ２１７ ｍｉｍｉｃｓ转染至ＭＧ６３
细胞中。转染４８ ｈ后，采用双荧光素酶报告系统（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ）检测细胞裂解液中的荧光素酶活性。
１． ８　 流式细胞术检测细胞凋亡情况

细胞转染４ ８ ｈ后，先用ＰＢＳ冲洗细胞，然后用
５００ μＬ １ ×结合缓冲液重悬细胞。加入５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ

ＶＦＩＴＣ和５ μＬ ＰＩ，室温暗置２０ ｍｉｎ。采用流式细胞仪
（美国Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）根据说明书检测细胞凋亡率。
１． ９　 统计学处理

采用ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５． ０软件进行统计学分析。
所有数据均以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，多组间比较
采用单因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤｔ检验，
Ｐ ＜０． ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 下调ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１抑制ＭＧ６３细胞增殖、迁移和

上皮间质转化
　 　 ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与相邻正常组织相比，骨肉瘤组
织中ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ｍＲＮＡ水平升高（Ｐ ＜ ０． ０１），见图１ａ。
与ＮＨＯｓｔ细胞相比，ＭＧ６３细胞中ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ｍＲＮＡ表
达上调（Ｐ ＜０． ０１），见图１ｂ。转染ｓｉｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１后，ｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１ ｍＲＮＡ的表达显著降低（Ｐ ＜０． ０１），见图１ｃ。细
胞集落形成实验结果显示，敲低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１抑制
ＭＧ６３细胞增殖（Ｐ ＜ ０． ０１），见图１ｄ。流式细胞术结
果显示，敲低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１可诱导ＭＧ６３细胞凋亡
（Ｐ ＜０． ０１），见图１ｅ。细胞划痕愈合实验结果显示，敲
低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１抑制了ＭＧ６３细胞的迁移（Ｐ ＜０． ０１），见
图１ｆ。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果显示，敲低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１表达
后，上皮标记蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平升高（Ｐ ＜０． ０１），
间质标记蛋白Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平降低（Ｐ ＜ ０． ０１），见
图１ｇ。以上数据表明，敲低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１可以抑制
ＭＧ６３细胞的增殖、迁移和上皮间质转化。

ａ：ｑＲＴＰＣＲ分析正常组织和骨肉瘤组织中ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ｍＲＮＡ表达；ｂ：ｑＲＴＰＣＲ分析ＮＨｏｓｔ和ＭＧ６３细胞中ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１表达；ｃ：ｑＲＴ
ＰＣＲ分析ＭＧ６３细胞中ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ｍＲＮＡ表达；ｄ：细胞集落形成实验分析ＭＧ６３细胞克隆数目；ｅ：流式细胞仪分析ＭＧ６３细胞凋亡情
况；ｆ：细胞划痕愈合实验分析ＭＧ６３细胞迁移情况；ｇ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ分析ＭＧ６３细胞上皮间质转化情况　 ：Ｐ ＜０． ０１

图１　 敲低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１抑制ＭＧ６３细胞生长、迁移和上皮间质转化
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２． ２　 ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１与ｍｉＲ２１７的关系
ｍｉＲａｎｄａ预测了结果显示，ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１和ｍｉＲ

２１７之间存在结合位点，表明ｍｉＲ２１７可能是ｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１的靶点（图２ａ）。为了确认ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１是否
能直接与ｍｉＲ２１７结合，我们进行了双荧光素酶报告
基因检测，结果显示，在ＭＧ６３细胞中转染ｍｉＲ２１７
ｍｉｍｉｃｓ后，ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ＷＴ的荧光素酶活性明显降低
（Ｐ ＜０． ０１），而ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ＭＵＴ的荧光素酶活性未
受影响（图２ｂ）。表明ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１与ｍｉＲ２１７之间具
有直接的靶向关系。
２． ３　 下调ｍｉＲ２１７促进ＭＧ６３细胞增殖、迁移和上皮

间质转化
　 　 ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与相邻正常组织相比，骨肉
瘤组织中ｍｉＲ２１７ ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ ＜ ０． ０１），见

图３ａ。与ＮＨＯｓｔ细胞相比，ＭＧ６３ 细胞中ｍｉＲ２１７
ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ ＜０． ０１），见图３ｂ。转染ｍｉＲ２１７
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，ＭＧ６３细胞中ｍｉＲ２１７ ｍＲＮＡ的表达显著
降低（Ｐ ＜０． ０１），见图３ｃ。细胞集落形成实验结果显
示，敲低ｍｉＲ２１７后，ＭＧ６３细胞增殖数目明显增加
（Ｐ ＜０． ０１），见图３ｄ。流式细胞术结果显示，敲低
ｍｉＲ２１７抑制了ＭＧ６３细胞凋亡（Ｐ ＜ ０． ０１），见图３ｅ。
细胞划痕愈合实验结果显示，敲低ｍｉＲ２１７促进了
ＭＧ６３细胞的迁移（Ｐ ＜ ０． ０１），见图３ｆ。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示，敲低ｍｉＲ２１７ 表达后，上皮标记蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平降低（Ｐ ＜ ０． ０１），间质标记蛋白
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平上升（Ｐ ＜０． ０１），见图３ｇ。以上数
据表明，敲低ｍｉＲ２１７可以促进ＭＧ６３细胞的增殖、迁
移和上皮间质转化。

ａ：ｍｉＲａｎｄａ软件分析ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１与靶基因ｍｉＲ２１７的结合位点；ｂ：双荧光素酶报告基因实验检测结果　 ：Ｐ ＜ ０． ０１
图２　 ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１与ｍｉＲ２１７的关系

ａ：ｑＲＴＰＣＲ分析正常组织和骨肉瘤组织中ｍｉＲ２１７表达；ｂ：ｑＲＴＰＣＲ分析ＮＨＯｓｔ和ＭＧ６３细胞中ｍｉＲ２１７表达；ｃ：ｑＲＴＰＣＲ分析ＭＧ６３细
胞中ｍｉＲ２１７的下调效果；ｄ：细胞集落形成实验分析ＭＧ６３细胞克隆数目；ｅ：流式细胞仪分析ＭＧ６３细胞凋亡情况；ｆ：细胞划痕愈合实验分
析ＭＧ６３细胞迁移情况；ｇ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ分析ＭＧ６３细胞上皮间质转化情况　 ：Ｐ ＜０． ０１；＃：Ｐ ＜０． ００１

图３　 下调ｍｉＲ２１７促进ＭＧ６３细胞增殖、迁移和上皮间质转化
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２． ４　 上调ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过ｍｉＲ２１７促进ＭＧ６３细胞
增殖、迁移和上皮间质转化

　 　 与ｍｉｍｉｃｓＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３． １（＋）组相比，ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡＡＮＫＩＢ１组ＭＧ６３细胞克隆数目显著增
加（Ｐ ＜０． ０１），细胞凋亡率降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ＭＧ６３细
胞划痕愈合率明显上升（Ｐ ＜ ０． ０１），上皮标记蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平降低（Ｐ ＜ ０． ０１），间质标记蛋白
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；ｍｉＲ２１７ ｍｉｍｉｃｓ ＋
ｐｃＤＮＡ３． １（＋ ）组ＭＧ６３ 细胞克隆数目显著减少
（Ｐ ＜０． ０１），细胞凋亡率增加（Ｐ ＜ ０． ０１），ＭＧ６３细胞

划痕愈合率明显降低（Ｐ ＜ ０． ０１），上皮标记蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平升高（Ｐ ＜ ０． ０１），间质标记蛋白
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平降低（Ｐ ＜ ０． ０１）。与ｍｉＲ２１７
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３． １（＋）组相比，ｍｉＲ２１７ ｍｉｍｉｃｓ ＋
ｐｃＤＮＡＡＮＫＩＢ１组ＭＧ６３ 细胞克隆数目显著增加
（Ｐ ＜０． ０１），细胞凋亡率降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ＭＧ６３细胞
划痕愈合率明显上升（Ｐ ＜ ０． ０１），上皮标记蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平降低（Ｐ ＜ ０． ０１），间质标记蛋白
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平升高（Ｐ ＜０． ０１），见图４。

ａ：细胞集落形成实验分析ＭＧ６３细胞克隆数目；ｂ：流式细胞仪分析ＭＧ６３细胞凋亡情况；ｃ：细胞划痕愈合实验分析ＭＧ６３细胞迁移
情况；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ分析ＭＧ６３细胞上皮间质转化情况　 ：Ｐ ＜ ０． ０１

图４　 上调ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过ｍｉＲ２１７促进ＭＧ６３细胞增殖、迁移和上皮间质转化
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２． ５　 ｍｉＲ２１７与ＤＫＫ１的关系
使用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测ｍｉＲ２１７与ＤＫＫ１之间的结

合位点，见图５ａ。为了确认ＤＫＫ１是否能直接与ｍｉＲ
２１７结合，我们进行了双荧光素酶报告基因检测，结果
显示，ＭＧ６３细胞转染ｍｉＲ２１７ ｍｉｍｉｃｓ后，ＤＫＫ１ ＷＴ
的荧光素酶活性明显降低（Ｐ ＜ ０． ０１），而ＤＫＫ１ ＭＵＴ
的荧光素酶活性未受影响（图５ｂ）。表明ｍｉＲ２１７与
ＤＫＫ１之间具有直接的靶向关系。
２． ６　 下调ＤＫＫ１抑制ＭＧ６３细胞增殖、迁移和上皮间

质转化
　 　 ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与相邻正常组织相比，骨肉
瘤组织中ＤＫＫ１ ｍＲＮＡ水平升高（Ｐ ＜０． ０１），见图６ａ；
与ＮＨＯｓｔ细胞相比，ＭＧ６３细胞中ＤＫＫ１ ｍＲＮＡ表达

上调（Ｐ ＜０． ０１），见图６ｂ。进一步将ｓｉＮＣ或ｓｉＤＫＫ１
转染至ＭＧ６３细胞，并通过ｑＲＴＰＣＲ验证ｓｉＤＫＫ１转
染的有效性，结果显示，转染ｓｉＤＫＫ１后，ＤＫＫ１ ｍＲＮＡ
的表达显著减少（Ｐ ＜０． ０１），见图６ｃ。细胞集落形成
实验结果显示，敲低ＤＫＫ１后，ＭＧ６３细胞增殖数目明
显减少（Ｐ ＜０． ０１），见图６ｄ。流式细胞术结果显示，敲
低ＤＫＫ１后ＭＧ６３细胞凋亡率增加（Ｐ ＜ ０． ０１），见
图６ｅ。细胞划痕愈合实验结果显示，ＤＫＫ１下调抑制
了ＭＧ６３细胞的迁移（Ｐ ＜ ０． ０１），见图６ｆ。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，敲低ＤＫＫ１表达后，上皮标记蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平升高（Ｐ ＜ ０． ０１），间质标记蛋白
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平降低（Ｐ ＜ ０． ０１），见图６ｇ。以上数
据表明，敲除ＤＫＫ１可以抑制ＭＧ６３细胞的恶性进展。

ａ：生物信息学软件预测ｍｉＲ２１７与ＤＫＫ１的结合位点；ｂ：双荧光素酶报告基因实验　 ：Ｐ ＜ ０． ０１
图５　 ｍｉＲ２１７与ＤＫＫ１的关系

ａ：ｑＲＴＰＣＲ实验分析正常组织和骨肉瘤组织中ＤＫＫ１表达；ｂ：ｑＲＴＰＣＲ分析ＮＨＯｓｔ和ＭＧ６３细胞中ＤＫＫ１表达；ｃ：ｑＲＴＰＣＲ分析
ＭＧ６３细胞中ＤＫＫ１的下调效果；ｄ：集落形成实验分析ＭＧ６３细胞克隆数目；ｅ：流式细胞仪分析ＭＧ６３细胞凋亡情况；ｆ：细胞划痕愈
合实验分析ＭＧ６３细胞迁移情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ分析ＭＧ６３细胞上皮间质转化情况　 ：Ｐ ＜ ０． ０１

图６　 下调ＤＫＫ１表达抑制ＭＧ６３细胞增殖、迁移和上皮间质转化
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２． ７　 ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过海绵吸收ｍｉＲ２１７调节ＤＫＫ１
的表达

　 　 与ｍｉｍｉｃｓＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３． １（＋）组相比，ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡＡＮＫＩＢ１组ＭＧ６３细胞中ＤＫＫ１表达量上
升（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３． １（＋）组
ＭＧ６３细胞中ＤＫＫ１表达量降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；此外，与
ｍｉＲ２１７ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３． １（＋）组相比，ｍｉＲ２１７
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡＡＮＫＩＢ１组ＭＧ６３细胞中ＤＫＫ１表达
量上升（Ｐ ＜０． ０１），见图７。表明ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过靶
向ｍｉＲ２１７正向调控ＤＫＫ１表达。

图７　 ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过海绵吸收ｍｉＲ２１７调节ＤＫＫ１的表达

３　 讨论
骨肉瘤是最常见的恶性骨肿瘤之一［１６］。最近，有

研究表明ｃｉｒｃＲＮＡｓ在癌症的发生发展中具有重要作
用［１７］。但是ｃｉｒｃＲＮＡｓ在骨肉瘤中的作用尚未完全明
确。本研究证实ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１在骨肉瘤中过表达，并
且敲低ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过调控ｍｉＲ２１７ ／ ＤＫＫ１轴抑制
骨肉瘤的进展。ｃｉｒｃＲＮＡｓ大量存在于真核细胞中，最
初被认为是ｐｒｅｍＲＮＡ剪接的副产物。然而，多项研
究表明ｃｉｒｃＲＮＡｓ在多种病理环境中发挥着重要的调
控作用，是肿瘤预后的重要生物标志物。如ｃｉｒｃＲＮＡ
１０４７１８作为竞争性内源性ＲＮＡ，通过ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１８
５ｐ ／ ＴＸＮＤＣ５信号通路促进肝癌进展［１８］。ｃｉｒｃＲＮＡ ＿
０１０７６３通过作为ｍｉＲ７１５的分子海绵，诱导ｃＭｙｃ表
达，促进肺癌的增殖和侵袭［１９］。此外，Ｄｕ等［２０］发现
ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１的干扰抑制了骨肉瘤细胞的增殖和侵袭，
并通过调节ＳＯＣＳ３ ／ ＳＴＡＴ３通路上的ｍｉＲ１９ｂ促进骨
肉瘤细胞凋亡。因此，我们推测ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１在骨肉
瘤组织和细胞系中过表达，是一种致癌基因。而本研
究结果证实了这一点，且沉默ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１可通过诱
导细胞凋亡抑制细胞增殖、迁移和上皮间质转化。

目前普遍认为，ｃｉｒｃＲＮＡｓ可作为ｍｉＲＮＡ海绵与
ｍｉＲＮＡ相互作用，影响靶基因的表达。如ｃｉｒｃＲＮＡ＿
０００５０７５通过调控ｍｉＲ４３１ ／ ｐ５３ ／上皮间质转化轴抑制

胃癌发生［２１］。ｃｉｒｃＲＮＡ ＰＩＰ５Ｋ１Ａ通过抑制ｍｉＲ１２３ａ
促进结肠癌的发展［２２］。生物信息学分析表明，ｃｉｒｃ
ＡＮＫＩＢ１可能与ｍｉＲ２１７结合，本研究双荧光素酶报
告基因检测证实了这一点。一些研究表明，ｍｉＲ２１７
在肝癌、卵巢癌和肺癌等肿瘤中发挥抑癌作用。如
ＨｓａｍｉＲ２１７通过靶向ＳＩＲＴ１和Ｐ５３ ／ ＫＡＩ１信号通路
抑制非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭［２３２４］。
ｍｉＲ２１７通过抑制卵巢癌白细胞介素６分泌进而抑制
Ｍ２样巨噬细胞极化［２５］。此外，有研究表明ｍｉＲ２１７
在骨肉瘤细胞中能够作为肿瘤抑制基因发挥作用。
Ｈｅ等［２６］研究证明，ｍｉＲ２１７在骨肉瘤组织谱和细胞系
中低表达，上调ｍｉＲ２１７可以通过靶向ＳＩＲＴ１抑制骨
肉瘤细胞的增殖、迁移和侵袭。本研究结果与上述研
究结果一致，上调ｍｉＲ２１７逆转了过表达ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１
介导的骨肉瘤细胞增殖、凋亡和转移。本研究结果显
示，ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过海绵吸收ｍｉＲ２１７在骨肉瘤发展
过程中发挥癌基因作用。越来越多的证据表明，在许
多疾病中，ｍｉＲＮＡｓ通过抑制其靶基因发挥生物学功
能。ＤＫＫ１被鉴定为ｍｉＲ２１７的下游靶基因，在多种
肿瘤中发挥着关键作用。Ｓｈａｉｌｅｓｈ等［２７］发现，ＰＲＭＴ５
通过沉默ＤＫＫ１和ＤＫＫ３调控乳腺癌细胞增殖。此
外，Ｈｕ等［２８］还证实了ＮＢＡＴ１通过ＰＲＣ２调控ＤＫＫ１
抑制乳腺癌转移。本研究结果显示，在骨肉瘤组织和
细胞系中ＤＫＫ１表达增加，而下调ＤＫＫ１表达可抑制
ＭＧ６３细胞增殖、迁移和上皮间质转化，促进细胞凋
亡；此外，ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１通过海绵吸收ｍｉＲ２１７，正向调
控ＤＫＫ１的表达，进而促进骨肉瘤的进展。

综上所述，骨肉瘤组织和细胞中ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１和
ＤＫＫ１表达上调，ｍｉＲ２１７表达下调。ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１沉
默通过上调ｍｉＲ２１７和下调ＤＫＫ１抑制骨肉瘤的进
展。ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ／ ｍｉＲ２１７ ／ ＤＫＫ１轴可能为骨肉瘤的
治疗提供新视角。
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ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｇｅｎｅｔ，２０１９，
２０（１１）：６７５ － ６９１． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５７６ － ０１９ － ０１５８ － ７．

９６９局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２２，３１（１１）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



［５］Ｈａｒｐｅｒ ＫＬ，Ｍｃｄｏｎｎｅｌｌ Ｅ，Ｗｈｉｔｅｈｏｕｓｅ Ａ． ＣｉｒｃＲＮＡｓ：ｆｒｏｍ ａｎｏｎｙｍｉｔｙ ｔｏ
ｎｏｖｅｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ（ｒｅｖｉｅｗ）［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ，
２０１９，５（６）：１１８３ － １１９３． ｄｏｉ：１０． ３８９２ ／ ｉｊｏ． ２０１９． ４９０４．

［６］Ｃｈｅｎ Ｘ，Ｙａｎｇ Ｔ，Ｗａｎｇ Ｗ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］． Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０１９，９（２）：５８８ － ６０７． ｄｏｉ：
１０． ７１５０ ／ ｔｈｎｏ． ２９６７８．

［７］Ｊｉｎ Ｊ，Ｃｈｅｎ Ａ，Ｑｉｕ Ｗ，ｅｔ ａｌ． Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００８７６ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ１３６

［Ｊ］． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１９，１２０（９）：１５６７８ － １５６８７． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｊｃｂ．
２８８３７．

［８］Ｇａｏ Ｙ，Ｍａ Ｈ，Ｇａｏ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＲＮＡ ｃｉｒｃ＿０００１７２１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏ
ｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ３７２３ｐ ／ ＭＡＰＫ７ ａｘｉｓ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ
Ｍａｎａｇ Ｒｅｓ，２０２０，１１ （１２）：８２８７ － ８３０２． ｄｏｉ：１０． ２１４７ ／ ＣＭＡＲ．
Ｓ２４４５２７．

［９］Ｌｅｉ Ｓ，Ｘｉａｎｇ Ｌ． Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００３０７４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏ

ｓａｒｃｏｍａ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｍａｎａｇ Ｒｅｓ，２０２０，２９（１２）：９３１５ － ９３２５． ｄｏｉ：１０．
２１４７ ／ ＣＭＡＲ． Ｓ２６２０９３．

［１０］Ｄｕ ＹＸ，Ｇｕｏ ＬＸ，Ｐａｎ ＨＳ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃ＿ＡＮＫＩＢ１ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉＲ１９ｂ ｏｎ ＳＯＣＳ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌ

ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｈｕｍ Ｃｅｌｌ，２０２０，３３（１）：２５２ － ２６０． ｄｏｉ：１０．
１００７ ／ ｓ１３５７７ － ０１９ － ００２９８ － ６．

［１１］Ｔａｎｇ Ｊ，Ｄｕａｎ Ｇ，Ｗａｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ＿ＡＮＫＩＢ１ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ
ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｖｉａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ２６ｂ５ｐ ａｎｄ

ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ ｚｅｓｔｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ２［Ｊ］． Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ，２０２２，
１３（３）：７３５１ － ７３６６． ｄｏｉ：１０． １０８０ ／ ２１６５５９７９． ２０２２． ２０３７８６９．

［１２］Ｚｈｕ Ｘ，Ｌｉｕ Ｃ，Ｓｈｉ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃＡＮＫＩＢ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏ
ｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ２１７ ／ ＰＡＸ３ ａｘｉｓ［Ｊ］． Ｊ Ｂｏｎｅ
Ｏｎｃｏｌ，２０２１，１４（２７）：１００３４７． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｊｂｏ． ２０２１． １００３４７．

［１３］Ｂｉａｎ Ｙ，Ｇａｏ Ｇ，Ｚｈａｎｇ Ｑ，ｅｔ ａｌ． ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ／ ｍｉＲ２１７ ／ ＺＥＢ１ ｆｅｅｄｂａｃｋ
ｌｏｏｐ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｌ Ｔｈｅｒ，２０１９，２０（６）：８８６ － ８９６． ｄｏｉ：
１０． １０８０ ／ １５３８４０４７． ２０１９． １５７９９５９．

［１４］Ｗａｎｇ Ｂ，Ｑｕ ＸＬ，Ｌｉｕ Ｊ，ｅｔ ａｌ． ＨＯＴＡＩＲ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ２１７ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＺＥＢ１［Ｊ］． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０１９，２３４（５）：６１７３ － ６１８１． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｊｃｐ． ２７３９４．

［１５］Ｙａｎｇ Ｇ，Ｗａｎｇ Ｊ，Ｈｕａｎｇ Ｂ． Ｌｏｓｓ ｏｆ ｍｉＲ２１７ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＥＴＤ８［Ｊ］． Ｐｈａｒｍａｚｉｅ，２０１８，７３（１２）：
７１１ － ７１４． ｄｏｉ：１０． １６９１ ／ ｐｈ． ２０１８． ８６４４．

［１６］周珈右，李一鸣，何岚奇，等．钙通道蛋白Ｏｒａｉ１在骨肉瘤细胞转移
中的作用研究［Ｊ］．现代生物医学进展，２０１９，１９（６）：１０３３ － １０３８．
ｄｏｉ：１０． １３２４１ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｐｍｂ． ２０１９． ０６． ００７．

［１７］Ｋｒｉｓｔｅｎｓｅｎ ＬＳ，Ｊａｋｏｂｓｅｎ Ｔ，Ｈａｇｅｒ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲ
ＮＡｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｏｎｃｏｌｏｇｙ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌ，２０２２，１９（３）：
１８８ － ２０６． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５７１ － ０２１ － ００５８５ － ｙ．

［１８］Ｙｕ Ｊ，Ｙａｎｇ Ｍ，Ｚｈｏｕ Ｂ，ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＲＮＡ１０４７１８ ａｃｔｓ ａｓ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１８５ｐ ／ ＴＸＮＤＣ５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｓｃｉ
（Ｌｏｎｄ），２０１９，１３３（１３）：１４８７ － １５０３． ｄｏｉ：１０． １０４２ ／ ＣＳ２０１９０３９４．

［１９］Ｚｈａｎｇ Ｐ，Ｘｕｅ ＸＦ，Ｌｉｎｇ ＸＹ，ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＲＮＡ＿０１０７６３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｅｒｖｉｎｇ ａｓ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｐｏｎｇｅ ｏｆ

ｍｉＲ７１５ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｃＭｙｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｃｉ，２０２０，２４（１３）：７３１０ － ７３１９． ｄｏｉ：１０． ２６３５５ ／ ｅｕｒｒｅｖ ＿２０２００７ ＿
２１８９２．

［２０］Ｄｕ ＹＸ，Ｇｕｏ ＬＸ，Ｐａｎ ＨＳ，ｅｔ ａｌ． ｃｉｒｃ ＡＮＫＩＢ１ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉＲ１９ｂ ｏｎ ＳＯＣＳ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌ

ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｈｕｍ Ｃｅｌｌ，２０２０，３３（１）：２５２ － ２６０． ｄｏｉ：１０．
１００７ ／ ｓ１３５７７ － ０１９ － ００２９８ － ６．

［２１］Ｗｕ Ｊ，Ｃｈｅｎ Ｚ，Ｓｏｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＲＮＡ＿０００５０７５ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃａｒｃｉｎｏ
ｇｅｎｅｓｉｓ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ４３１ ／ ｐ５３ ／ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ａｘｉｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｆｕｎｃｔ，２０２０，３８（７）：９３２ －
９４２． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｃｂｆ． ３５１９．

［２２］Ｚｈａｎｇ Ｑ，Ｚｈａｎｇ Ｃ，Ｍａ ＪＸ，ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＰＩＰ５Ｋ１Ａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｍｉＲ１２７３ａ［Ｊ］． Ｗｏｒｌｄ Ｊ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１９，２５（３５）：５３００ － ５３０９． ｄｏｉ：１０． ３７４８ ／ ｗｊｇ． ｖ２５．
ｉ３５． ５３００．

［２３］Ｚｈａｎｇ Ｍ，Ｌｉ Ｍ，Ｌｉ Ｎ，ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ － ２１７ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａ
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｐｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＴＤＨ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌ

ｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ，２０１７，３７（３）：１７７２ － １７７８． ｄｏｉ：１０．
３８９２ ／ ｏｒ． ２０１７． ５４０１．

［２４］Ｊｉａｎｇ Ｗ，Ｈｏｕ Ｌ，Ｗｅｉ Ｊ，ｅｔ ａｌ． ＨｓａｍｉＲ２１７ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＳＩＲＴ１ ａｎｄ Ｐ５３ ／ ＫＡＩ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］． Ｂａｌｋａｎ Ｍｅｄ Ｊ，２０２０，３７（１）：２０８ －
２１４． ｄｏｉ：１０． ４２７４ ／ ｂａｌｋａｎｍｅｄｊ． ｇａｌｅｎｏｓ． ２０２０． ２０１９． ９． ９１．

［２５］Ｊｉａｎｇ Ｂ，Ｚｈｕ ＳＪ，Ｘｉａｏ ＳＳ，ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ２１７ ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ｍ２ｌｉｋｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，２０１９，４２（５）：１５１７ －１５２９． ｄｏｉ：１０． １００７ ／ ｓ１０７５３ －０１９ －
０１００４ －２．

［２６］Ｈｅ Ｓ，Ｗａｎｇ Ｚ，Ｔａｎｇ Ｈ，ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ２１７ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＩＲＴ１ ｉｎ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｔｈｅｒ
Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍ，２０１９，３４（４）：２６４ － ２７０． ｄｏｉ：１０． １０８９ ／ ｃｂｒ． ２０１７． ２３９４．

［２７］Ｓｈａｉｌｅｓｈ Ｈ，Ｓｉｖｅｅｎ ＫＳ，Ｓｉｆ Ｓ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
５ （ＰＲＭＴ５）ａｃｔｉｖａｔｅｓ ＷＮＴ ／ βｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
ｖｉａ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＤＫＫ１ ａｎｄ ＤＫＫ３［Ｊ］． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ，
２０２１，２５（３）：１５８３ － １６００． ｄｏｉ：１０． １１１１ ／ ｊｃｍｍ． １６２６０．

［２８］Ｈｕ Ｐ，Ｃｈｕ Ｊ，Ｗｕ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ＮＢＡＴ１ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＤＫＫ１ ｖｉａ ＰＲＣ２［Ｊ］． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１５，６（３２）：３２４１０ －
３２４２５． ｄｏｉ：１０． １８６３２ ／ ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ． ５６０９．

（编辑：龙小芬）
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