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circ-0058063对食管癌细胞铁死亡作用机制的研究

胡东玉，李 慧，杨 东，刘海英，谷振芳　（济宁医学院附属医院肿瘤科，山东 济宁 272029）

［摘 要］　目的　探究 circ-0058063调控ERK/MAPK信号通路对食管癌细胞铁死亡的作用机制。方法　将EC9706细胞随机

分为Control组、si-NC组、si-circ-0058063组和 si-circ-0058063+ISO组。qRT-PCR检测食管癌组织及细胞中 circ-0058063表达；CCK-8
和克隆形成实验检测细胞增殖能力；检测细胞中Fe2+、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）和活性氧（ROS）水平；Western blot检测细胞中

ERK/MAPK信号通路及铁死亡相关蛋白表达。结果　与癌旁组织相比，食管癌组织中 circ-0058063表达水平明显升高（P<0. 05）；人

食管癌细胞EC9706中 circ-0058063表达水平明显高于人正常食管上皮细胞HEEC（P<0. 05）。与Control组相比，si-circ-0058063组细

胞中 circ-0058063 表达水平、细胞存活率、克隆细胞数、GSH 水平、p-ERK1/2/ERK1/2 和 p-p38MAPK/p38MAPK 比值及 SLC7A11、
GPX4 蛋白表达水平均明显降低（P<0. 05），细胞中 Fe2+、MDA 及 ROS 水平均明显增加（P<0. 05）；与 si-circ-0058063 组相比，

si-circ-0058063+ISO 组细胞中 circ-0058063 表达水平、细胞存活率、克隆细胞数、GSH 水平、p-ERK1/2/ERK1/2 和 p-p38MAPK/
p38MAPK 比值及 SLC7A11、GPX4 蛋白表达水平均明显升高（P<0. 05），Fe2+、MDA 及 ROS 水平均明显降低（P<0. 05）。结论　敲减

circ-0058063可抑制食管癌细胞增殖，诱导食管癌细胞铁死亡，其作用机制可能与抑制ERK/MAPK信号通路激活有关。
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Mechanism of circ-0058063 on ferroptosis in esophageal cancer cells
HU Dong-yu，LI Hui，YANG Dong，LIU Hai-ying，GU Zhen-fang　（Department of Oncology， Affiliated Hospital of Jining 
Medical College， Jining Shandong 272029， China）

Abstract: Objective　To investigate the mechanism of action of circ-0058063 regulating ERK/MAPK signaling pathway on ferroptosis 
in esophageal cancer cells. Methods　EC9706 cells were randomly divided into the Control group， the si-NC group， the si-circ-0058063 
group， and the si-circ-0058063+ISO group.  qRT-PCR was used to detect the expression of circ-0058063 in esophageal cancer tissues and 
cells； CCK-8 and clone formation assay were used to detect the cell proliferation ability.  The levels of Fe2+， malondialdehyde （MDA）， 
glutathione （GSH）， and reactive oxygen species （ROS） in cells were detected.  Western blot was used to detect the ERK/MAPK signaling 
pathway and the expression of ferroptosis-related protein in cells. Results　The expression level of circ-0058063 in esophageal cancer tissue 
was significantly higher than that in adjacent tissues （P<0. 05）； the expression level of circ-0058063 in human esophageal cancer cell 
EC9706 was significantly higher than that in human normal esophageal epithelial cell HEEC （P<0. 05）.  Compared with the Control group， 
the expression level of circ-0058063 in cells， cell survival rate， number of cloned cells， GSH level， ratios of p-ERK1/2/ERK1/2 and 
p-p38MAPK/p38MAPK， as well as the expression levels of SLC7A11 and GPX4 protein in the si-circ-0058063 group were significantly 
reduced （P<0. 05）， while the levels of Fe2+ ， MDA， and ROS in cells were significantly increased （P<0. 05）.  Compared with the 
si-circ-0058063 group， the expression level of circ-0058063 in cells， cell survival rate， number of cloned cells， GSH level， ratios of 
p-ERK1/2/ERK1/2 and p-p38MAPK/p38MAPK， as well as the expression levels of SLC7A11 and GPX4 protein in the si-circ-0058063+ISO 
group were significantly increased （P<0. 05）， while the levels of Fe2+ ， MDA， and ROS in cells were significantly decreased （P<0. 05）.
Conclusion　Knockdown of circ-0058063 can inhibit the proliferation of esophageal cancer cells and induce ferroptosis， and its mechanism 
of action may be related to the inhibition of ERK/MAPK signaling pathway activation.
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食管癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，据2022年
统计显示，我国食管癌新发病例约 253 000例，死亡约

194 000例，严重威胁患者的生命健康[1]。食管癌早期

临床症状不显著，随着肿瘤的生长恶化，患者通常会

表现出吞咽困难、胸痛和体质量减轻[2]。由于食管癌

侵袭性强、病死率高等特点，仅有少数中晚期患者从

手术、放化疗中受益，但术后易转移和复发，导致 5年

生存率仍低于 20%[3]。因此，探究有效治疗食管癌的

靶点是目前临床亟需解决的难题。铁死亡是近年来

新发现的细胞死亡方式之一，不同于细胞凋亡和坏
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死，其主要特征为铁依赖的活性氧（reactive oxygen 
species，ROS）累积和脂质过氧化反应[4]。有研究显示，

铁死亡可介导多种肿瘤的发生发展，诱导肿瘤细胞铁

死亡可能成为治疗食管癌的关键因素[5]。环状 RNA
（circular RNA，circRNA）是一类共价闭合的环状结构

非编码 RNA，具有高度的稳定性和保守性，可调控人

类 多 种 疾 病 ，广 泛 用 于 肿 瘤 的 诊 断 和 治 疗[6]。
circ-0058063是一种特定的环状 RNA，来源于 ATIC 基

因位点，全长 1 640 bp，虽然目前关于 circ-0058063 的

研究尚不丰富，但已有的研究表明，circ-0058063 参

与了食管癌的进展 [7]，但其介导食管鳞状细胞癌

（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）的发生机

制目前尚不清楚。胞外信号调节激酶（extracellular 
signal-regulated kinase，ERK）/ 促分裂原活化的蛋白激

酶（mitogen activated protein kinase，MAPK）在调控细胞

过程中起关键作用，ERK磷酸化激活后可从胞质转移

到细胞核，从而激活MAPK信号通路调控细胞增殖、分

化、凋亡等多种生物学活性[8]。激活 ERK/MAPK 信号

通路可促进结肠癌、甲状腺癌等多种肿瘤的发生发

展[9]，但其是否是 circ-0058063 调控 ESCC 铁死亡的机

制目前尚不明确。因此，本研究探究 circ-0058063 能

否通过调控 ERK/MAPK 信号通路调控食管癌细胞铁

死亡，以期为临床提供参考。

1　材料与方法

1. 1　临床资料

收集 2021 年 6 月至 2023 年 6 月我院收治的 45 例

食管癌患者的组织标本及其癌旁组织标本，置于

-80 ℃超低温冰箱保存。其中男 25 例，女 20 例；患者

年龄 49~62岁，平均（56. 1±3. 4）岁。纳入标准：经病理

组织检查证实为食管癌；术前均未接受过放疗或化

疗；临床资料完整。排除标准：伴有其他恶性肿瘤或

器质性疾病；不配合本研究。本研究经我院伦理委员

会批准（伦理批号：210411），所有患者均知情本研究

并签署同意书。

1. 2　细胞系

人正常食管上皮细胞 HEEC 和人食管癌细胞

EC9706均购自北京北纳微生物及细胞资源宝藏中心。

将 HEEC 和 EC9706 细胞培养于含 10% 胎牛血清、

100 U/mL 青霉素和链霉素的 RPMI 1640培养基，置于

37 ℃、5%CO2的培养箱中培养，24 h后收集处于对数生

长期的细胞进行实验。

1. 3　试剂和仪器

胎牛血清（普利莱基因技术有限公司）；circ-0058063
小干扰RNA（si-circ-0058063）及其阴性对照RNA（si-NC，

广州锐博生物科技有限公司）；HRP标记的山羊抗兔 IgG
二抗（美国Abcam公司）；ERK1/2、p-ERK1/2、p38MAPK、

p-p38MAPK 抗体和铁死亡相关蛋白 SLC7A11、谷胱甘

肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）抗体

（英国Abcam公司）；ERK/MAPK信号通路激活剂异丙

肾上腺素（isoprenaline，ISO；美国MCE公司）；CCK-8试

剂盒（上海连麦生物科技有限公司）。荧光定量 PCR
仪器（美国ABI公司）；倒置荧光显微镜（先纳光学仪器

有限公司）；酶标仪（深圳思安生物技术有限公司）。

1. 4　分组

取对数生长期的EC9706细胞，用不含血清的培养

基分别稀释Lipofectamine2000、si-NC和si-circ-0058063，
5 min后，将转染物稀释液与转染试剂充分混合均匀，

室温孵育 20 min；调整 EC9706 细胞密度为 2×105/mL，
接种于 6孔板中，每孔 100 μL，将上述混合液按照每孔

200 μL 加入孔板中，培养 48 h后分别设为 si-NC组和

si-circ-0058063组；将 si-circ-0058063 组细胞培养于含

20 μmol/L ISO 的培养基中 24 h，设为 si-circ-0058063+
ISO 组 ；将 不 转 染 任 何 质 粒 的 EC9706 细 胞 设 为

Control组。

1. 5　qRT-PCR检测组织和细胞中 circ-0058063表达

在细胞和组织中加入 TRIzol裂解液，于冰上裂解

成悬液，根据试剂盒说明书提取组织中总 RNA，测定

浓度后，根据逆转录试剂盒说明书，将总 RNA 逆转为

cDNA，然后进行 qRT-PCR扩增。引物序列见表 1。分

别取 0. 5 μL正向引物和 0. 5 μL反向引物，6 μL SYBR 
Green Mix，2 μL cDNA，然后加入 6 μL ddH2O，保证总

反应体系为 15 μL。根据 PCR 反应条件孵育，预变性

95 ℃ 60 s；变性 95 ℃ 15 s，退火 65 ℃ 45 s，延伸 72 ℃ 
30 s，共 35个循环。用 2-△△Ct法分析 circ-0058063的相

对表达量。本研究所用引物参考 Sun等[10]研究设计的

引物序列。

1. 6　CCK-8检测细胞增殖能力

将各组 EC9706细胞以每孔 1. 5×104/mL的密度接

种于96孔板中，置于37 ℃、5%CO2的培养箱，分别在培

养 24 h、48 h、72 h时将 CCK-8溶液（100 μL）加入孔板

中，继续培养 3. 5 h后，于酶标仪 450 nm处测定酶标仪

光密度（optical density，OD）值。

1. 7　克隆形成实验检测细胞增殖

将各组 EC9706细胞以每孔 1. 5×104/mL的密度接

表1　引物序列

基因

circ-0058063

GAPDH

正向

反向

正向

反向

引物序列

5'-CAGCTCTGATGCCTTCTTCC-3'
5'-GGAAGCGACCAGATTCAAAC-3'
5'-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3'
5'-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3'
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种于 96孔板中，于 37 ℃、5%CO2的培养箱中培养 24 h，
固定细胞于 4%CO2的多聚甲醛溶液中，在室温中固定

10 min，将1%结晶紫加入到细胞中，染色5 min后，将细

胞置于显微镜下观察细胞克隆情况，并计算细胞克隆数。

1. 8　细胞中 Fe2+、谷胱甘肽（glutathione，GSH）、丙二

醛（malondialdehyde，MDA）水平检测

将各组 EC9706 细胞以每孔 1×106 个的密度接种

于 6 孔板中，培养 24 h 后收集细胞，加入 RIPA 裂解细

胞，根据试剂盒说明书，分别检测细胞裂解液中 Fe2+、
GSH、MDA水平。

1. 9　DCFH-DA探针检测ROS水平

将各组 EC9706 细胞以每孔 1×106 个的密度接种

于 6孔板中，孵育 1. 5 h，PBS洗涤细胞后，加入提前用

PBS 稀释为 10 μmol/L 的 DCFH-DA，于 37 ℃避光环境

中孵育，30 min后用 PBS再次洗涤细胞，PBS重悬收集

细胞，于流式细胞仪检测细胞ROS水平。

1. 10　Western blot 检测细胞中 ERK/MAPK 信号通路

及铁死亡相关蛋白表达

用 BCA 法测定细胞中总蛋白浓度。热水煮沸蛋

白样品（终浓度为 2 μg/mL）10 min，于-20 ℃保存。取

蛋白上样 50 μg，加入上样缓冲液后煮沸，将变性的蛋

白样品用SDS-PAGE分离，后转移蛋白样品于PVDF膜

上，加入质量分数为 5% 的脱脂牛奶封闭，1 h 后用

TBST溶液清洗PVDF膜，加入一抗ERK1/2、p-ERK1/2、
p38MAPK、p-p38MAPK、SLC7A11、GPX4（均 1∶1 000），

于 4 ℃ 下避光孵育过夜 ；加入 HRP 标记的二抗

（1∶5 000），室温孵育 2 h。将 ECL 发光液加入细胞中

显影，曝光后拍照，用 Image Lab软件分析各蛋白条带。

1. 11　统计学分析

数据采用 Graphpad priam 8. 0 软件进行统计学分

析。数据以均数±标准差（x̄±s）表示。不同组间数据采

用重复测量方差和单因素方差（one-way ANOVA）分

析，各组间两两比较采用 LSD-t检验，P<0. 05表示差异

有统计学意义。

2　结果

2. 1　组织和细胞中 circ-0058063表达比较

食管癌组织中 circ-0058063表达水平明显高于癌

旁组织（P<0. 05），见图 1a。与人正常食管上皮细胞

HEEC 相比，人食管癌细胞 EC9706 中 circ-0058063 表

达水平明显较高（P<0. 05），见图1b。Control组与 si-NC
组 EC9706 细胞中 circ-0058063 表达水平比较差异

无统计学意义（P>0. 05）；si-circ-0058063 组细胞中

circ-0058063表达水平明显低于Control组（P<0. 05）；与
si-circ-0058063 组相比，si-circ-0058063+ISO 组细胞中

circ-0058063表达水平明显较高（P<0. 05），见图1c。

2. 2　各组细胞增殖能力比较

Control 组与 si-NC 组细胞存活率、克隆细胞数比

较差异无统计学意义（P>0. 05）；与 Control 组相比，

si-circ-0058063 组细胞存活率和克隆细胞数均明

显降低/减少（P<0. 05）；与 si-circ-0058063 组相比，

si-circ-0058063+ISO 组细胞存活率和克隆细胞数均明

显升高/增加（P<0. 05），见图2。
2. 3　各组细胞中Fe2+、GSH、MDA水平比较

Control组与 si-NC组细胞中Fe2+、GSH、MDA水平比

较差异无统计学意义（P>0. 05）；si-circ-0058063组细胞

中Fe2+、MDA水平均明显高于Control组（P<0. 05），GSH
水平明显低于Control组（P<0. 05）；与 si-circ-0058063组
相比，si-circ-0058063+ISO组细胞中Fe2+、MDA水平均明

显降低（P<0. 05），GSH水平明显增加（P<0. 05），见图3。
2. 4　各组细胞中ROS水平比较

Control组与 si-NC组细胞中ROS水平比较差异无

统计学意义（P>0. 05）；si-circ-0058063 组细胞中 ROS
水平明显高于 Control 组（P<0. 05）；与 si-circ-0058063
组相比，si-circ-0058063+ISO 组细胞中 ROS 水平明显

降低（P<0. 05），见图4。

a：食管癌组织及癌旁组织中 circ-0058063 表达；b：人正常食管上皮细胞 HEEC 和人食管癌细胞 EC9706 中 circ-0058063 表达；c：各组

EC9706 细胞中 circ-0058063 表达 *：P<0.05；#：与 HEEC 相比，P<0.05；△：与 Control 组相比，P<0.05；▲：与 si-circ-0058063 组相比，

P<0.05
图1　组织和细胞中 circ-0058063表达比较
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2. 5　 各 组 细 胞 中 ERK1/2、p-ERK1/2、p38MAPK、

p-p38MAPK、SLC7A11、GPX4蛋白表达比较

Control 组与 si-NC 组细胞中 p-ERK1/2/ERK1/2 比

值、p-p38MAPK/p38MAPK 比值和 SLC7A11、GPX4 蛋

白表达水平比较差异均无统计学意义（P>0. 05）；

si-circ-0058063 组 细 胞 中 p-ERK1/2/ERK1/2 比 值 、

a：Fe2+水平；b：GSH水平；c：MDA水平 *：与Control组相比，P<0.05；#：与 si-circ-0058063组相比，P<0.05
图3　各组细胞中Fe2+、GSH、MDA水平比较

a：细胞存活率；b：克隆实验检测细胞增殖（×200）；c：克隆细胞数 *：与Control组相比，P<0.05；#：与 si-circ-0058063组相比，P<0.05
图2　各组细胞增殖能力比较

a：ROS水平；b：ROS水平定量统计 *：与Control组相比，P<0.05；#：与 si-circ-0058063组相比，P<0.05
图4　各组细胞中ROS水平比较
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p-p38MAPK/p38MAPK 比值和 SLC7A11、GPX4 蛋白表

达水平均低于 Control 组（P<0. 05）；与 si-circ-0058063
组 相 比 ，si-circ-0058063+ISO 组 细 胞 中 p-ERK1/2/

ERK1/2比值、p-p38MAPK/p38MAPK比值和 SLC7A11、
GPX4蛋白表达水平均明显增加（P<0. 05），见图5。

3　讨论

目前食管癌的治疗方法不断进步，但早期的食管

癌无明显症状，多数患者确诊时已为中晚期，且多伴

有淋巴结转移，往往错过了最佳的手术时机，由于放

化疗耐药等局限性，导致患者 5 年生存率仅为 16%~
20%[11]。因此，探究食管癌的发病机制以及治疗食管

癌的药物，对延长患者的预后有重要意义。

近年来研究发现，circRNA 可介导肿瘤的发生发

展，参与基因的转录和调节，因其具有较好的体内稳

定性和保守性，有望成为肿瘤发生的潜在标志物[12]。
Liu 等[13]研究发现，circRNA-141539 在 ESCC 中呈高表

达，其可通过海绵化miR-4469作为ESCC的致癌因子。

李冬铭等[14]研究证实，食管癌组织中 circCCDC66表达

明显上调，敲减食管癌中 circCCDC66可抑制细胞增殖

并发挥促凋亡作用。Xing等[15]研究发现，食管鳞癌组

织中 circ-Foxo3 表达明显低于癌旁组织，过表达

circ-Foxo3 可有效增加食管鳞癌细胞的放射敏感性。

目前，circ-0058063 的功能仅在膀胱中被研究，王乾

等[16]研究发现，circ-0058063 在膀胱癌中表达升高，过

表 达 circ-0058063 可 通 过 海 绵 化 miR-338-3p 上 调

COX4 表达，抑制细胞增殖和侵袭；Liang 等[17]研究证

实，敲低 circ-0058063 可显著抑制膀胱癌细胞的增殖

和 侵 袭 ，并 促 进 膀 胱 癌 细 胞 凋 亡 。 因 此 猜 测 ，

circ-0058063可能成为肿瘤的有效治疗靶点。本研究

结果显示，食管癌组织和细胞中 circ-0058063 均呈高

表达，敲减 circ-0058063表达可抑制食管癌细胞增殖，

从而抑制食管癌的发生发展。

铁死亡是一种新型的细胞死亡方式，其是由铁依

赖的ROS异常堆积导致的脂质过氧化反应，最终导致

细胞死亡[18]。铁死亡的调控涉及多种信号通路，其中

最主要为胱氨酸/谷氨酸逆转运体（system xc-）和GPX4
调控。system xc-是一个重要的抗氧化系统，主要由

SLC7A11 和 SLC3A2 两个亚基组成，其中 SLC7A11 亚

基在转运活性中发挥主要作用。当 system xc-系统被

破坏时，胱氨酸减少吸收会影响 GSH 的合成，从而导

致 GPX4 的失活和脂质过氧化物累积，促进铁死亡的

发生。脂质过氧化物 MDA 被定义为铁死亡的标志物

之一。张鹏等[19]研究证实，咪达唑仑可增加 Fe2+、

MDA、ROS水平，抑制GSH、GPX4水平，诱导宫颈癌细

胞铁死亡。本研究结果显示，敲减 circ-0058063 可增

a：蛋白条带图；b：p-ERK1/2/ERK1/2 比值；c：p-p38MAPK/p38MAPK 比值；d：SLC7A11 蛋白表达水平；e：GPX4 蛋白表达水平 *：与

Control组相比，P<0.05；#：与 si-circ-0058063组相比，P<0.05
图5　各组细胞中p-ERK1/2/ERK1/2比值、p-p38MAPK/p38MAPK比值和SLC7A11、GPX4蛋白表达水平比较
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加 Fe2+、MDA、ROS 水平，抑制 GSH 水平和 SLC7A11、
GPX4蛋白表达，提示敲减 circ-0058063促进食管癌细

胞铁死亡，从而抑制食管癌的发生发展，但其具体作

用机制还需进一步探究。

MAPK 信号通路参与多种生理病理过程，包括细

胞增殖、分化和凋亡。ERK 是 MAPK 的 3 条主要信号

转导通路之一，受上游特异性刺激分子 MRK1/2 双磷

酸化激活，活化后以二聚体形式存在，可通过细胞质

转位到细胞核调控系列转录因子，从而导致细胞增殖

分化[20]。李险波等[21]研究证实，敲减食管癌细胞中

LIMD2表达，可通过抑制ERK/MAPK信号通路促进细

胞凋亡。本研究结果显示，敲减 circ-0058063 可降低

食 管 癌 细 胞 中 p-ERK1/2/ERK1/2 和 p-p38MAPK/
p38MAPK比值，因此推测，敲减 circ-0058063可能通过

抑制 ERK/MAPK 信号通路激活诱导食管癌细胞铁死

亡，从而抑制食管癌的发生发展。为了验证这一猜

想，本研究采用 ERK/MAPK 信号通路激活剂 ISO 联合

si-circ-0058063 共同干预食管癌细胞，结果显示，ISO
可减弱敲减 circ-0058063对食管癌细胞铁死亡的促进

作用以及对食管癌细胞增殖的抑制作用。由此可见，

敲减 circ-0058063可能通过抑制ERK/MAPK信号通路

抑制食管癌细胞增殖。

综上所述，敲减 circ-0058063 可抑制食管癌细胞

增殖，诱导食管癌细胞铁死亡，其作用机制可能与抑

制ERK/MAPK信号通路激活有关。
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