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ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ通过调控ｍｉＲ１０７／ＨＫ２分子轴促进肺癌细胞增殖和糖酵解

聂　霁１，刘　晨１，普丹丹１，查　梅２，张云辉１　　６５００３２昆明，云南省第一人民医院，昆明理工大学附属医院呼吸
与危重症医学科１；６５００９３昆明，昆明理工大学医学院２

　　［摘要］　目的　探讨 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ对肺癌细胞增殖和糖酵解的影响及其作用机制。方法　基于
ＴＣＧＡ数据库分析ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ、ｍｉＲ１０７和己糖激酶２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，ＨＫ２）在肺癌组织和正常肺组织中
的表达情况。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，分析 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ／ｍｉＲ１０７／ＨＫ２表达量和肺癌患者
生存期的相关性。常规培养人正常肺上皮细胞（ＢＥＡＳ２Ｂ）和人肺癌细胞株（Ａ５４９、ＮＣＩＨ４６０和 ＮＣＩ
Ｈ１２９９），采用ｑＲＴＰＣＲ检测ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和ｍｉＲ１０７的表达量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＫ２和ＰＣＮＡ蛋白的
表达量。将 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细胞分为空白组（ＮＣ）、ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ敲减组（ｓｉｃｉｒｃ）、ＨＫ２敲减组
（ｓｉＨＫ２）、同时敲减 ｍｉＲ１０７＋ＨＫ２组（ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＨＫ２）和同时敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ＋ｍｉＲ１０７组
（ｓｉｃｉｒｃ＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）。ＣＣＫ８和克隆形成实验分析细胞增殖活力。葡萄糖摄取比色测定试剂盒、乳
酸检测试剂盒和ＡＴＰ含量测定试剂盒分析Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞葡萄糖摄取量、乳酸生成量和 ＡＴＰ
产生量。ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ糖酵解应激测试试剂盒和ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ细胞线粒体应激测试试剂盒检测细胞外酸
化率（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｉｏ，ＥＣＡＲ）和细胞耗氧率（ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｉｏ，ＯＣＲ）。双荧光素酶
报告基因实验评估ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和ｍｉＲ１０７、ｍｉＲ１０７和 ＨＫ２的靶向关系。结果　与正常组织相比，肺
癌组织中ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和ＨＫ２表达上调，ｍｉＲ１０７表达下调（Ｐ＜０．０５）。与 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞相比，Ａ５４９和
ＮＣＩＨ１２９９细胞中ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和ＨＫ２表达量升高，ｍｉＲ１０７表达下调（Ｐ＜０．０５）。生存分析显示，ｃｉｒｃ＿
ＵＢＥ２Ｃ和ＨＫ２高表达或 ｍｉＲ１０７低表达肺癌患者的生存期较短（Ｐ＜０．０５）。相比于 ＮＣ组，ｓｉｃｉｒｃ或
ｓｉＨＫ２组Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞增殖活力、葡萄糖摄取量、乳酸生成量、ＡＴＰ产生量、ＥＣＡＲ和ＯＣＲ均
显著减少（Ｐ＜０．０５）。双荧光素酶报告基因证实，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ靶向负调控 ｍｉＲ１０７，且 ＨＫ２是 ｍｉＲ１０７
的靶基因。与 ｓｉＨＫ２组相比，ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＨＫ２组和 ｓｉｃｉｒｃ＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９
细胞增殖活力和糖酵解水平显著增加。结论　敲减ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ可显著抑制肺癌细胞增殖和糖酵解水
平，其机制是通过靶向上调ｍｉＲ１０７抑制ＨＫ２表达。
　　［关键词］　 肺癌；ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ／ｍｉＲ１０７／ＨＫ２分子轴；Ｗａｒｂｕｒｇ效应；增殖
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ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｍｉＲ１０７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ＨＫ２ｗａｓｔｈｅｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓａｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｔａｒｇｅｔｏｆｍｉＲ１０７．
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｉＨＫ２ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｌｅｖｅｌｏｆＡ５４９ａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＨＫ２ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｓｉｃｉｒｃ＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｏｆｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１０７ａｎｄｔｈｅｎｅｘｅｒｔｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎＨＫ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ／ｍｉＲ１０７／ＨＫ２ａｘｉｓ；Ｗａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＯｐｅｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＹｕｎｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒ（２０２１ＬＣＺＸＸＦＨＸ０９），ａｎｄｔｈｅＲｅｓｅａｒｃｈＦｕｎｄｆｏｒＤｏｃｔｏｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＹｕｎｎａｎ
ＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＦｉｒｓｔＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ（ＫＨＢＳ２０２２０３０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＹｕｎｈｕｉ，Ｅｍａｉｌ：ｙｕｎｈｕｉｚｈａｎｇ３１８８＠１２６．ｃｏｍ

　　肺癌是全世界发病率第二和死亡率第一的恶性肿
瘤［１］，给人类健康和社会经济带来严重的威胁。同

时，临床上对肺癌缺乏特异性的治疗手段，常规治疗策

略存在的局限性、副作用导致预期疗效不佳和预后差，

且５年总生存率约为２０％［２］。为此，明确肺癌发病机
理和揭示相关的分子调控机制是临床上肿瘤医学亟待

解决的关键问题。研究表明，癌细胞有氧糖酵解为其

异常增殖和转移提供了充足的能量供应［３］，进而导致

恶性肿瘤的快速进展。这提示阻断癌细胞糖酵解可能

是肺癌防治的有效策略，但其调控机制尚不明确。近

年来，环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）被证实在多种恶性肿瘤发
生发展进程中异常表达，且对癌细胞的糖酵解具有调

控作用［４］。ＴＣＧＡ数据库分析表明，ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿００６０５５１
（ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ）在肺癌组织中异常高表达，且与患者生
存期较短密切相关，然而其在肺癌发生发展中的调控

作用尚不清楚。ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ潜在的靶基因 ｍｉＲ１０７
作为抑癌基因［５］，被报道参与调控肿瘤细胞的糖酵解

过程［６］，但 ｍｉＲ１０７调控肺癌细胞糖酵解尚不清楚。
此外，己糖激酶 ２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，ＨＫ２）作为 ｍｉＲ１０７
的潜在靶基因，其可促进肺癌细胞糖酵解［７－８］，并被

作为多种恶性肿瘤治疗的有效靶点［９］。然而，目前

ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ／ｍｉＲ１０７／ＨＫ２信号轴调控肺癌细胞增殖
和糖酵解的作用机制尚未有研究报道。基于此，本研

究将探讨ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ通过 ｍｉＲ１０７／ＨＫ２分子轴对肺
癌细胞增殖和糖酵解的调控机制，旨在为揭示肺癌发

病机理和临床治疗提供参考和实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞和主要试剂
　　人源肺癌细胞株（Ａ５４９、ＮＣＩＨ１２９９和 ＮＣＩ
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Ｈ４６０）和人正常肺上皮细胞（ＢＥＡＳ２Ｂ）购自美国模式
培养物保藏中心。ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；胎牛血清购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
胰蛋白酶购自美国 ＢＤ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自北京
索莱宝科技有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试剂
盒和 ｑＲＴＰＣＲ试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；荧光
素酶报告基因活性检测试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司；葡萄糖摄取比色检测试剂盒购自广州伟

伯科技有限公司；乳酸检测试剂盒和ＡＴＰ含量测定试
剂盒南京建成生物工程研究所；ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ敲减
（ｓｉｃｉｒｃ）载体、过表达 ｍｉＲ１０７（ｍｉＲ１０７）、ｍｉＲ１０７敲
减（ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）载体、ＨＫ２敲减（ｓｉＨＫ２）载体及其
阴性对照购自上海吉玛制药技术有限公司；ＢＣＡ蛋白
质分析试剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶、ＰＶＤＦ膜、电泳缓冲液购自北京索莱
宝生物科技有限公司；ＨＫ２抗体、ＰＣＮＡ抗体、βａｃｔｉｎ
抗体和山羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ均购自美国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　细胞培养、转染和分组
　　将人肺癌细胞株和 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞置于含 １０％胎
牛血清、１００μｇ／ｍＬ链霉素和 １００Ｕ／ｍＬ青霉素的
ＤＭＥＭ培养基中培养，培养条件为３７℃，５％ＣＯ２。待
Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细胞生长达到 ８０％时，采用胰酶
消化细胞，并将收集到的细胞按 ２×１０５个／孔接种到
６孔板中。随后，根据不同实验目的采用随机数字表
法将Ａ５４９或ＮＣＩＨ１２９９细胞分为以下不同组别：（１）
ｓｉＮＣ组、ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ敲减（ｓｉｃｉｒｃ）组；（２）ＮＣｍｉｍｉｃ
组、过表达 ｍｉＲ１０７（ｍｉＲ１０７）组；（３）ＮＣ组、ＨＫ２敲
减（ｓｉＨＫ２）组、同时敲减 ＨＫ２＋ｍｉＲ１０７（ｓｉＨＫ２＋ｍｉＲ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）组、同时敲减 ｍｉＲ１０７＋ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ（ｍｉＲ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉｃｉｒｃ）组。转染时严格参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

３０００试剂说明书进行操作，并将上述载体转染于细胞
中培养６ｈ，更换正常培养基 ＤＭＥＭ继续培养２４ｈ后
用于后续实验。

１．３　ＣＣＫ８检测肺癌细胞增殖活力
　　将对数生长期的 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细胞接种至
９６孔板（３×１０３个／１５０μＬ）中进行培养，并按照 １．２
转染方法对细胞进行处理，转染结束后于３７℃培养箱
（５％ＣＯ２）中继续培养０、２４、４８、７２ｈ后，每孔加入１０μＬ
ＣＣＫ８工作液，置于培养箱继续孵育１．５ｈ后，酶标仪
检测４５０ｎｍ处各孔光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．４　克隆形成实验评估肺癌细胞克隆形成数
　　将消化后的 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细胞悬液以 １×
１０３个／孔接种于６孔板内，并按照１．２转染方法对细
胞进行处理，转染结束后于 ３７℃培养箱（５％ＣＯ２）中

继续培养２周，培养结束后用ＰＢＳ清洗２次。然后，采
用４％多聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ后用ＰＢＳ清洗２次，再
将５００μＬ结晶紫（０．２％）加入６孔板中，置于培养箱
继续孵育１０ｍｉｎ后用ＰＢＳ清洗，使用照相机拍照。
１．５　ｑＲＴＰＣＲ检测ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和ｍｉＲ１０７的表达
　　采用ＴＲＩｚｏｌ提取细胞中总ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ。
随后，采用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和 ｍｉＲ１０７的
表达量。其中，ｑＲＴＰＣＲ的热循环条件为：９４℃初始
变性５ｍｉｎ；随后９４℃１０ｓ，６０℃２０ｓ和７２℃３０ｓ循
环４０次；最后延伸７２℃ １５０ｓ。ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和 ｍｉＲ
１０７以及内参引物如表 １所示。最后，通过 ２－△△Ｃｔ法
计算ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和ｍｉＲ１０７的相对表达量。

表１　引物序列

名称 引物序列

ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ
上游：５′ＧＡＴＧＡＣＣＣＴＣＡＴＧＧＣＡＧＴＧＧ３′
下游：５′ＴＧＧＧＴＴＣＴＧＧＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡ３′

ｍｉＲ１０７
上游：５′ＡＴＧＡＴＧＡＧＣＡＧＣＡＴＴＧＴＡＣＡＧＧ３′
下游：５′ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ３′

βａｃｔｉｎ
上游：５′ＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣ３′
下游：５′ＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＣＧＣＡＡＣＴＡ３′

Ｕ６
上游：５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′
下游：５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′

１．６　肺癌细胞葡萄糖摄取、乳酸生成和ＡＴＰ含量检测
　　严格按照葡萄糖摄取比色测定试剂盒、乳酸检测
试剂盒和 ＡＴＰ含量测定试剂盒说明书检测 Ａ５４９和
ＮＣＩＨ１２９９细胞葡萄糖摄取、乳酸产生量和ＡＴＰ生成量。
１．７　肺癌细胞外酸化率和细胞耗氧率检测
　　将Ａ５４９或ＮＣＩＨ１２９９细胞以１×１０４个／ｍＬ接种
于ＳｅａｈｏｒｓｅＸｆｅ２４专用培养板内，根据试剂盒说明书
依次加入葡萄糖 （Ｇｌｕｃｏｓｅ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、寡霉素
（Ｏｌｉｇｏｍｙｃｉｎ，１μｍｏｌ／Ｌ）、２脱氧Ｄ葡萄糖 （２ＤＧ，
１００ｍｍｏｌ／Ｌ），置于培养箱继续孵育０．５ｈ后检测细胞
外酸化率（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｉｏ，ＥＣＡＲ）。根
据试剂盒说明书依次加入Ｏｌｉｇｏｍｙｃｉｎ（１．５μｍｏｌ／Ｌ）、线
粒体氧化磷酸化解偶联剂（ＦＣＣＰ，１μｍｏｌ／Ｌ）、鱼藤
酮／抗霉素 Ａ（Ｒｏｔｅ／ＡＡ，０．５μｍｏｌ／Ｌ），置于培养箱继
续孵育０．５ｈ后检查细胞耗氧率（ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ
ｒａｔｉｏ，ＯＣＲ）。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＫ２和ＰＣＮＡ蛋白的表达
　　收集处于对数期的 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细胞，采
用 ＲＡＰＩ裂解液提取细胞中的总蛋白。随后，根据
ＢＣＡ试剂盒说明书检测提取到的蛋白质浓度。然后，
进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，电转膜法将目的条带
转移至ＰＶＤＦ膜上，以５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ。其
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次，分别加入兔抗人 ＨＫ２（１∶１０００）、ＰＣＮＡ（１∶１０００）
和βａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶１０００），４℃孵育过夜。之
后，加入ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ（１∶２０００）室温孵育
２ｈ。最后，进行ＥＣＬ染色，凝胶成像仪采集图像；通过
ＩｍａｇｅＪ分析灰度值。实验重复３次。
１．９　双荧光素酶报告基因验证靶向关系
　　通过在线生物信息学软件Ｓｔａｒｂａｓｅ预测显示ｃｉｒｃ＿
ＵＢＥ２Ｃ和ｍｉＲ１０７或 ｍｉＲ１０７和 ＨＫ２的３′ＵＴＲ存在
互补的碱基序列。然后将 ｍｉＲ１０７结合位点的 ｃｉｒｃ＿
ＵＢＥ２Ｃ３′ＵＴＲ或 ＨＫ２３′ＵＴＲ的野生型（ＷＴ）和突变
型（ＭＵＴ）克隆至ｐＧＬ３载体中，生成质粒 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ
ＷＴ（ＷＴＵＢＥ２Ｃ）、ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２ＣＭＵＴ（ＭＵＴＵＢＥ２Ｃ）、
ＨＫ２ＷＴ（ＷＴＨＫ２）、ＨＫ２ＭＵＴ（ＭＵＴＨＫ２）。按照
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染试剂盒说明书与 ＮＣｍｉｍｉｃ
或ｍｉＲ１０７ｍｉｍｉｃ（ｍｉＲ１０７）共转染至 Ａ５４９细胞内。
４８ｈ后按照双荧光素酶检测试剂盒说明书检测细胞
的荧光素酶活性。

１．１０　ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ、ｍｉＲ１０７和 ＨＫ２的差异表达及其
与肺癌患者生存分析

　　使用 ＴＣＧＡ数据库，通过 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．
ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／）网站分析ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ或 ＨＫ２在肺癌
组织中和正常组织中的表达情况，以及ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ与
肺癌患者生存的相关性。通过 Ｓｔａｒｂａｓｅ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｒｎａｓｙｓｕ．ｃｏｍ／ｅｎｃｏｒｉ／ｐａｎＣａｎｃｅｒ．ｐｈｐ）网站分析ｍｉＲ１０７
在肺癌组织中和正常组织中的表达情况。通过

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｋｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／）网
站分析ｍｉＲ１０７和ＨＫ２与肺癌患者生存的相关性。
１．１１　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行数据分析，用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０对实验数据进行绘图。计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用两独立样本 ｔ检验，多组
间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

ＳＮＫｑ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｃｉｒｃＵＢＥ２Ｃ在肺癌中高表达及与患者不良预后
相关

　　ＴＣＧＡ数据库分析结果显示，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在肺癌
组织（ｎ＝４８３）中的表达量明显高于正常组织（ｎ＝
３４７）（Ｐ＜０．０５，图 １Ａ）。同时，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ高表达组
（高ＵＢＥ２Ｃ）肺癌患者生存期明显短于ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ低
表达组（低ＵＢＥ２Ｃ）（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。ｑＲＴＰＣＲ检测
结果证实，与 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞相比，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在人肺
癌细胞系（Ａ５４９、ＮＣＩＨ１２９９和 ＮＣＩＨ４６０）中显著上
调（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ），在Ａ５４９细胞中表达量最高。
２．２　敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ抑制肺癌 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９

细胞增殖和糖酵解

　　与ｓｉＮＣ组相比，ｓｉｃｉｒｃ组 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ表达量明
显减少（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）。ＣＣＫ８和克隆形成实验均
证实，敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ可明显抑制 Ａ５４９和 ＮＣＩ
Ｈ１２９９细胞增殖活力（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ～Ｅ）。同时，敲
减ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ显著减少了 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细胞
的葡萄糖摄取（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｆ）、乳酸生成量（Ｐ＜
０．０５，图２Ｇ）和ＡＴＰ产生量（Ｐ＜０．０５，图２Ｈ）。此外，
敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ明显降低了 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细
胞ＥＣＡＲ（Ｐ＜０．０５，图２Ｉ、Ｊ）和ＯＣＲ（Ｐ＜０．０５，图２Ｋ、Ｌ）。
表明敲减ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ可明显抑制Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９
细胞增殖活力和糖酵解水平。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组织比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＥＡＳ２Ｂ细胞比较
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图１　ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在肺癌组织和细胞中的表达
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较
Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞中的转染效率；Ｂ～Ｄ：ＣＣＫ８和克隆形成实验评估Ａ５４９
和ＮＣＩＨ１２９９细胞增殖活力；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＫ２蛋白在Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞中的表达量；Ｆ：葡萄糖摄
取比色测定试剂盒检测Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞的葡萄糖摄取能力；Ｇ：乳酸检测试剂盒检测Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９
细胞乳酸生成量；Ｈ：ＡＴＰ比色测定试剂盒评估Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞ＡＴＰ产生量；Ｉ～Ｌ：ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ糖酵解应
激测试试剂盒检测Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞的ＥＣＡＲ和ＯＣＲ

图２　敲减ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ对肺癌细胞增殖和糖酵解水平的影响
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２．３　ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ靶向调控ｍｉＲ１０７
　　Ｓｔａｒｂａｓｅ预测结果表明，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ与 ｍｉＲ１０７
具有靶向关系，在 ３′ＵＴＲ区存在结合位点（图 ３Ａ）。
ＴＣＧＡ数据库分析结果证实，ｍｉＲ１０７在肺癌组织中的
表达量明显低于正常肺组织（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｂ）。ｑＲＴ
ＰＣＲ检测结果显示，ｍｉＲ１０７在Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细
胞中的表达量明显低于 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞（Ｐ＜０．０５，图
３Ｃ）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显示，ｍｉＲ１０７低表达的
肺癌患者生存期明显短于 ｍｉＲ１０７高表达患者（Ｐ＜
０．０５，图 ３Ｄ）。双荧光素酶报告基因证实，过表达
ｍｉＲ１０７明显下调与 ＷＴＵＢＥ２Ｃ共转染的 Ａ５４９细胞
荧光素酶活性（Ｐ＜０．０５，图３Ｅ），但对于 ＭＵＴＵＢＥ２Ｃ
共转染的 Ａ５４９细胞荧光素酶活性没有影响。ｑＲＴ
ＰＣＲ检测结果证实，敲减ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ可明显上调Ａ５４９
和 ＮＣＩＨ１２９９细胞中 ｍｉＲ１０７的表达量（Ｐ＜０．０５，
图３Ｆ）。提示ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ靶向负调控ｍｉＲ１０７。

２．４　ｍｉＲ１０７靶向负调控ＨＫ２
　　ＴＣＧＡ数据库分析结果表明，ＨＫ２在肺癌组织中的
表达量明显高于正常组织（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果证实，ＨＫ２蛋白在肺癌 Ａ５４９和 ＮＣＩ
Ｈ１２９９细胞中的表达量高于 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞（Ｐ＜０．０５，
图４Ｂ）。同时，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结果显示，肺癌患
者ＨＫ２高表达的生存期短于 ＨＫ２低表达（Ｐ＜０．０５，
图４Ｃ）。通过Ｓｔａｒｂａｓｅ软件预测显示，ｍｉＲ１０７和 ＨＫ２
在３′ＵＴＲ区存在结合位点（图４Ｄ）。与ＮＣｍｉｍｉｃ组相
比，ｍｉＲ１０７组中的 ｍｉＲ１０７表达量明显增加（３．８８±
０．１１ｖｓ１．０１±０．０６，Ｐ＜０．０５）。双荧光素酶报告基因证
实，与ＭＵＴＨＫ２组相比，过表达ｍｉＲ１０７显著减少ＷＴ
ＨＫ２组的荧光素酶活性（Ｐ＜０．０５，图４Ｅ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果证实，过表达 ｍｉＲ１０７可显著降低 Ａ５４９和
ＮＣＩＨ１２９９细胞中 ＨＫ２蛋白的表达水平（Ｐ＜０．０５，
图４Ｆ）。提示ＨＫ２是ｍｉＲ１０７的靶基因。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常肺组织比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＥＡＳ２Ｂ细胞比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣｍｉｍｉｃ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，
与ｓｉＮＣ组比较
Ａ：ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ与ｍｉＲ１０７的结合位点；Ｂ：ＴＣＧＡ数据库分析 ｍｉＲ１０７在肺癌组织和正常组织中的表达；Ｃ：ｑＲＴ
ＰＣＲ检测ｍｉＲ１０７在ＢＥＡＳ２Ｂ、Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞中的表达；Ｄ：ＴＣＧＡ数据库分析 ｍｉＲ１０７高低表达肺癌
患者的生存情况；Ｅ：双荧光素酶报告基因验证ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ与ｍｉＲ１０７的靶向关系；Ｆ：ｑＲＴＰＣＲ检测ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ
敲减后Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞中ｍｉＲ１０７的表达

图３　ｍｉＲ１０７是ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ的靶基因
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常肺组织比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＥＡＳ２Ｂ细胞比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣｍｉｍｉｃ组比较
Ａ：ＴＣＧＡ数据库分析 ＨＫ２在肺癌组织和正常肺组织中的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＫ２蛋白在 ＢＥＡＳ２Ｂ、Ａ５４９
和ＮＣＩＨ１２９９细胞中的表达；Ｃ：ＴＣＧＡ数据库分析 ＨＫ２高低表达肺癌患者的生存情况；Ｄ：ｍｉＲ１０７和 ＨＫ２在
３′ＵＴＲ存在结合位点；Ｅ：双荧光素酶报告基因验证ｍｉＲ１０７和ＨＫ２的靶向关系；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＫ２在转染
ｍｉＲ１０７过表达载体或空载体的Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞中的表达

图４　ＨＫ２是ｍｉＲ１０７的靶基因

２．５　敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ通过 ｍｉＲ１０７／ＨＫ２分子轴抑
制肺癌细胞增殖和糖酵解

　　与ＮＣ组比较，ｓｉＨＫ２组中 ＨＫ２蛋白的表达量显
著下调（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、Ｂ），但 ｓｉＨＫ２＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组和ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉｃｉｒｃ组中 ＨＫ２蛋白的表达量均
高于 ｓｉＨＫ２组（Ｐ＜０．０５）。与 ＮＣ组比较，敲减 ＨＫ２
可显著抑制Ａ５４９（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｃ）和 ＮＣＩＨ１２９９（Ｐ＜
０．０５，图５Ｄ）细胞增殖活力，减少细胞葡萄糖摄取能力
（Ｐ＜０．０５，图５Ｅ、Ｆ）、乳酸生成量（Ｐ＜０．０５，图５Ｇ、Ｈ）、
ＡＴＰ产生量（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｉ、Ｊ）、ＥＣＡＲ（Ｐ＜０．０５，图
５Ｋ、Ｌ）和ＯＣＲ（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｍ、Ｎ），但同时敲减 ｍｉＲ
１０７可逆转单独敲减ＨＫ２对上述指标的影响（图５Ｃ～
Ｎ），且同时敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ和 ｍｉＲ１０７也能有效恢
复Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞增殖活力（图５Ｃ、Ｄ）和糖
酵解水平（图５Ｅ～Ｎ）。表明敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ可通过

靶向上调 ｍｉＲ１０７对 ＨＫ２的抑制作用，进而阻滞
Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞增殖和糖酵解水平。

３　讨论

３．１　ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ是肺癌治疗的有效靶点
　　随着肺癌治疗策略的推陈出新，在一定程度上延
长了患者的生存期，但因肺癌发病隐匿及高复发的特

点导致患者预后极差。为此，阐明肺癌发病机理和寻

找有效治疗靶点并揭示其分子调控机制就显得尤为重

要。ｃｉｒｃＲＮＡ可作为肺癌发生发展进程的治疗靶点［１０］。

例如，ＺＨＡＮＧ等［１１］研究表明，ｃｉｒｃ＿００２３１７９在非小细
胞肺癌组织、血清和细胞系中高表达，且其表达量与患

者ＴＮＭ分期、淋巴结转移和远端转移呈正相关。功能
上，异常表达ｃｉｒｃＲＮＡ可通过调控癌细胞恶性生物学
行为和糖酵解水平，在肺癌发展进程中扮演重要角色。

５３７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）
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１：ＮＣ组；２：ｓｉＨＫ２组；３：ｓｉＨＫ２＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；４：ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉｃｉｒｃ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ｓｉＨＫ２组比较
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＫ２蛋白在Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞中的表达；Ｃ、Ｄ：ＣＣＫ８检测Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞
增殖活力；Ｅ、Ｆ：葡萄糖摄取比色测定试剂盒检测Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞的葡萄糖摄取能力；Ｇ、Ｈ：乳酸检测试
剂盒检测Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞乳酸生成量；Ｉ、Ｊ：ＡＴＰ比色测定试剂盒评估Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞ＡＴＰ产生
量；Ｋ～Ｎ：ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ糖酵解应激测试试剂盒检测Ａ５４９和ＮＣＩＨ１２９９细胞ＥＣＡＲ和ＯＣＲ

图５　ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ／ｍｉＲ１０７／ＨＫ２信号轴对肺癌细胞增殖和糖酵解水平的调控作用

６３７１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



例如，促癌基因 ｃｉｒｃＲＮＡＣ１９０通过激活 ＥＧＦＲ／ＥＲＫ
信号通路促进非小细胞肺癌细胞恶性表型和移植瘤生

长［１２］。另一项研究表明，ｃｉｒｃ＿００２３４０４高表达预示着
非小细胞肺癌总体生存期短，敲减 ｃｉｒｃ＿００２３４０４可抑
制非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭［１３］。

ｃｉｒｃ＿００４７９２１通过促进癌细胞恶性表型和糖酵解水
平，加速肺癌的恶性发展［１４］。尽管已有研究阐明

ｃｉｒｃＲＮＡ在肿瘤发生发展中的调控作用，但目前尚不
清楚ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在肺癌病理进展中的表达及其调控
机制。本研究通过 ＴＣＧＡ数据库分析表明，ｃｉｒｃ＿
ＵＢＥ２Ｃ在肺癌组织中的表达量高于正常肺组织，且其
高表达的肺癌患者生存期较短。同时，利用 ｑＲＴＰＣＲ
技术检测出ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在肺癌细胞Ａ５４９、ＮＣＩＨ１２９９
和ＮＣＩＨ４６０中呈高表达。这与本研究生物信息学分
析结果一致，且目前尚未见ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在肺癌中的功
能注释。ＳＨＩ等［１５］证实，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在宫颈癌组织中
异常高表达，且其过表达可促进宫颈癌细胞侵袭和迁

移能力。以上研究提示，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在肺癌中具有促
癌作者，可能是肺癌治疗的有效干预靶点。

３．２　敲减ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ抑制肺癌细胞增殖和糖酵解
　　越来越多的研究表明，肿瘤的快速生长和进展与
代谢重编程有关［１６］，尤为重要的是癌细胞有氧糖酵

解，即Ｗａｒｂｕｒｇ效应［１７］。这主要可能是癌细胞的有氧

糖酵解不仅给自身提供了 ＡＴＰ，而且代谢产生的乳酸
会降低抗免疫疗效［１８］。ＦＡＵＢＥＲＴ等［１９］研究表明，肺

癌细胞利用葡萄糖并分泌乳酸，加速恶化进程。同时，

靶向阻断癌细胞Ｗａｒｂｕｒｇ效应是一种控制肺癌在内的
多种恶性肿瘤进展的有效治疗策略［２０］。最新研究证

实，ｃｉｒｃＲＮＡ对于恶性肿瘤细胞糖酵解具有调控作
用［２１］。机制上，ｃｉｒｃＲＮＡ可通过 ｍｉＲＮＡ／ｍＲＮＡ分子
轴调控癌细胞恶性生物学行为及糖酵解水平［２２］，从而

在肿瘤进展中扮演重要角色。例如，ｃｉｒｃ＿０００８０３７通
过靶向下调ｍｉＲ４３３３ｐ对ＮＵＣＫＳ１表达的抑制作用，
促进肺癌细胞增殖和 Ｗａｒｂｕｒｇ效应，进而促进肺癌发
展进程［２３］。也有研究证实，ｃｉｒｃＰ４ＨＢ通过促进 ＰＫＭ２
介导的有氧糖酵解水平和肿瘤相关巨噬细胞 Ｍ２极
化，进而导致肺癌恶性进展［２４］。为了探索 ｃｉｒｃ＿
ＵＢＥ２Ｃ基因对肺癌糖酵解的调控作用，本研究将 ｓｉ
ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ转染至 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细胞中干扰
ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ的表达，结果显示 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ１２９９细
胞的增殖能力显著下降，说明干扰ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ能够抑
制肺癌细胞的增殖。同时，干扰ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ能够减少

肺癌细胞葡萄糖摄取量、乳酸生成量、ＡＴＰ产生量、
ＥＣＡＲ和ＯＣＲ。此外，干扰 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ可上调 ｍｉＲ
１０７和下调 ＨＫ２的表达。也有研究证实，ｃｉｒｃＲＮＡ通
过加速癌细胞糖酵解水平，增强肿瘤细胞对化疗的耐

受性［２５－２６］。提示糖酵解是肺癌快速进展的重要致病

机制，且靶向 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ／ｍｉＲ１０７／ＨＫ２信号轴介导
的糖酵解可能是肺癌治疗的有效途径。

３．３　敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ通过 ｍｉＲ１０７／ＨＫ２分子轴抑
制肺癌细胞增殖和糖酵解

　　进一步探究 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ是否通过调控 ｍｉＲ１０７／
ＨＫ２分子轴介导的糖酵解，进而影响肺癌形成和发
展。以往研究证实，抑癌基因 ｍｉＲ１０７可通过阻断
Ｗａｒｂｕｒｇ效应抑制恶性肿瘤发展进程，包括胰管腺
癌［６］和口腔癌［２７］。同时，ｍｉＲ１０７也被证实可抑制肺
癌生长和转移［２８－２９］。本研究结果证实，ｍｉＲ１０７在肺
癌组织和细胞中的表达量低于正常对照组，且敲减

ｍｉＲ１０７可逆转单独敲减ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ对Ａ５４９和ＮＣＩ
Ｈ１２９９细胞增殖及糖酵解的抑制作用。机制上，ＨＫ２
作为 ｍｉＲ１０７的直接靶基因，与恶性肿瘤进展有
关［３０］。ＨＫ２的活化可促进癌细胞Ｗａｒｂｕｒｇ效应，加速
癌细胞增殖、侵袭和迁移，并被认为是肿瘤治疗的有效

靶点分子［９，３１］。本研究结果表明，ＨＫ２在肺癌组织和
细胞中表达量升高，敲减 ＨＫ２可明显抑制 Ａ５４９和
ＮＣＩＨ１２９９细胞增殖活力及糖酵解水平，但同时敲减
ｍｉＲ１０７可逆转单独敲减 ＨＫ２对肺癌细胞的干预作
用。众所周知，ｃｉｒｃＲＮＡ可结合其靶向 ｍｉＲＮＡ，从而抑
制ｍｉＲＮＡ的表达和下调ｍｉＲＮＡ对其靶基因ｍＲＮＡ的
抑制作用，参与癌细胞的有氧糖酵解水平。例如，敲减

ｃｉｒｃ＿００６１１４０可通过上调 ｍｉＲ６５４抑制 ＨＫ２的表达，
阻滞肺癌细胞恶性表型和糖酵解［３２］。另一项研究表

明，ｃｉｒｃＲＮＦ２０靶向下调ｍｉＲ４８７对ＨＫ２的抑制作用，
进而促进乳腺癌细胞恶性表型和糖酵解水平［３３］。以

上研究表明，在 ｃｉｒｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络上，
为阐明ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ／ｍｉＲ１０７／ＨＫ２信号轴调控肺癌细
胞糖酵解的分子调控机制提供了新的见解。

　　综上所述，ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ在肺癌进展中扮演促癌作
用，敲减 ｃｉｒｃ＿ＵＢＥ２Ｃ抑制了肺癌细胞增殖和糖酵解，
其作用机制与靶向上调抑癌基因ｍｉＲ１０７和下调ＨＫ２
介导的Ｗａｒｂｕｒｇ效应有关。本研究为肺癌临床靶向治
疗提供了有效的分子靶点和实验依据。
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