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· 论著 ·

基于circRNA调控网络探讨ITGB1诱导胃癌耐药的作用机制

陈勇1，何冬雷1，周江浩1，梁月祥1，杨丞2

（海南医科大学第一附属医院  1. 胃肠肿瘤外科； 2. 病理科，海口  570102） 

摘要  目的 基于circRNA-miRNA-ITGB1调控网络探讨ITGB1诱导胃癌耐药的作用机制。方法   收集21例胃癌患者的肿瘤组织

样本，应用实时荧光定量PCR检测ITGB1基因的表达水平，采用circRNA测序比较ITGB1高表达和低表达患者间的差异circRNA。

将si-circ_0027189、si-miR-455和si-NC分别转染至BGC-823细胞，分为si-circ_0027189组、si-miR-455组和si-NC组。检测各组细胞

circ_0027189、miR-455和ITGB1表达水平以及对奥沙利铂的敏感性。结果  circRNA调控网络显示，circ_0027189通过miR-455

调控ITGB1表达。与si-NC组比较，si-circ_0027189组细胞circ_0027189和ITGB1表达水平降低，miR-455表达水平升高，对奥沙利

铂的敏感性降低。与si-NC组比较，si-miR-455组细胞miR-455表达水平降低，ITGB1表达水平升高，对奥沙利铂的敏感性增加。结

论  circ_0027189通过靶向抑制miR-455表达，提高ITGB1表达水平，最终增加胃癌细胞的耐药性。
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Mechanism  underlying ITGB1-induced drug resistance in gastric cancer based on the
circRNA regulatory network
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（1. Gastrointestinal Tumor Surgery，The First Affiliated Hospital of Hainan Medical University，Haikou 570102，China；2. Department of Pathology，The 

First Affiliated Hospital of Hainan Medical University，Haikou 570102，China） 

Abstract  Objective To explore the mechanism underlying ITGB1-induced drug resistance in gastric cancer  based on the circRNA-
miRNA-ITGB1 regulatory network. Methods  Tumor tissue samples were collected from 21 patients with gastric cancer. The ITGB1 

gene expression levels were determined using real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，and circRNA sequencing 

was performed to compare the differences in circRNAs between patients with low and high ITGB1 expression. BGC-823 cells were trans-
fected with si-circ_0027189，si-miR-455，or si-NC and divided into the si-circ_0027189，si-miR-455，or si-NC groups，respectively. The 

circ_0027189，miR-455，and ITGB1 expression levels in each group and the sensitivity to oxaliplatin were measured. Results  The 

circRNA regulatory network showed that circ_0027189 regulated ITGB1 expression through miR-455. Compared to the si-NC group，the 

si-circ_0027189 group exhibited decreased expression levels of circ_0027189 and ITGB1，increased expression levels of miR-455，and 

reduced sensitivity to oxaliplatin. In contrast，the si-miR-455 group showed decreased expression levels of miR-455，increased expression 

levels of ITGB1，and enhanced sensitivity to oxaliplatin compared to the si-NC group. Conclusion  circ_0027189 can increase ITGB1 

expression levels by targeting miR-455 expression，ultimately increasing drug resistance in gastric cancer cells.

Keywords  circRNA regulatory network； gastric cancer； oxaliplatin； drug resistance

胃癌是起源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤，受遗

传和环境影响［1］。随着医疗水平的快速提高，胃癌

的诊疗水平也有了很大提高。但常规放化疗会诱导

基因组的不稳定性，导致肿瘤细胞产生耐药，并且

还可以在宿主中诱导免疫反应，从而减弱抗肿瘤反

应。因此，迫切需要制订新的策略解决胃癌耐药问

题，以提高患者的生存率。

整合素是细胞膜受体，可以通过调节基因表达

影响细胞凋亡、黏附、增殖和迁移，在细胞生长和肿

瘤进展中起关键作用。整合素B1 （integrin B1，ITGB1） 

是整合素的一种，通常在人类恶性肿瘤如肺癌、乳

腺癌和胃癌中上调，并参与肿瘤的发生和转移［2］。

研究［3］报道，ITGB1的表达上调显著提高了结直肠

癌细胞的体外增殖和侵袭能力。多项研究［4］表明，
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ITGB1介导肿瘤对多种抗癌药物的耐药性，包括厄

洛替尼、贝伐单抗、吉西他滨和吉非替尼等。在肝癌

中，ITGB1通过促进血管生成，从而增强肿瘤细胞的

耐药性［5］。以上研究说明，ITGB1在肿瘤发展和肿

瘤 耐药中发挥重要作用。环状RNA （circular RNA，

circRNA） 是一种特殊的RNA分子，由多个外显子反

向剪接形成，没有5’和3’末端，在真核细胞中含量

丰富。越来越多的研究［6］表明，circRNA在多种人类

疾病尤其是癌症的发生和发展过程中发挥重要作

用。随着生物信息学的发展，基于circRNA调控网络

研究疾病发展的思路被广泛应用。研究［7］表明，姜黄

素通过circ-PRKCA/miR-384/ITGB1调控网络抑制非

小细胞肺癌的恶性发展。本研究通过应用circRNA测

序技术探讨影响胃癌化疗耐药的circRNA-miRNA-

ITGB1调控网络，并分析miRNA差异表达对胃癌化

疗耐药的影响，明确circRNA-miRNA-ITGB1网络在

胃癌化疗耐药中的分子机制，以期为解决胃癌化疗

耐药提供一定的参考。

1 材料与方法

1.1 临床样本

收集2020年10月至2023年6月间我院收治的21

例胃癌患者的手术切除肿瘤组织。其中，男14例，女

7例；年龄 （59.62±7.24） 岁；胃腺癌18例，胃鳞状细

胞癌3例。本研究获得我院伦理委员会审核批准 （审

批号：20200923329），所有患者签署知情同意书。

1.2 细胞和主要试剂

人胃腺癌细胞BGC-823细胞，购自中国科学院

上海分院细胞库；奥沙利铂，购自江苏恒瑞医药股

份有限公司；胎牛血清，购自美国Gibco公司；胰酶消

化液、RPMI 1640培养基，购自武汉普诺赛生命科技

有限公司；CCK-8检测试剂盒，购自北京索莱宝科技

有限公司；TRIzol试剂、Evo M-MLV 反转录试剂盒、

ROX和SYBR Green试剂，购自湖南艾科瑞生物工程

有限公司；双荧光素酶报告基因试剂盒，购自美

国Promega公司；RNA纯化磁珠、RNase R，购自美国

Epicentre公司；si-NC、si-miR-455、si-circ_0027189、

ITGB1 MUT质粒、circ_0027189 MUT质 粒、Lipofecta-

mine 2000，购自美国Invitrogen公司；circ_0027189引

物、GAPDH引物、miR-455引物、ITGB1引物，由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.3 实验方法

1.3.1 circRNA测序：通过TRIzol试剂提取人胃癌组

织的总RNA。线性RNA经RNase R酶消化后，加入片

段化缓冲液，片段化至140~160 nt。使用磁珠纯化和

回收反应产物。设置末端修复反应系统参数，并在

恒温混合器中反应，获得具有黏性末端的cDNA双链

体。PCR产物通过磁珠纯化、回收，构建链cDNA文

库。质量检测合格后，使用Illumina Novaseq 6000进

行测序，使用CIRCExploter2和CIRI软件对circRNA进

行预测，有生物学重复的同时满足|log2倍数|≥1和

P < 0.05为差异基因。

1.3.2 生物信息学预测：利用TargetScan数据库 

（https：//www.targetscan.org/vert_80/） 预测调控ITGB1

的靶miRNA；利用lncRNA2Target数据库 （http：//www.

lncrna2target.org/index.jsp） 预测差异circRNA调控的

靶miRNA。

1.3.3 荧光素酶报告基因实验：circ_0027189 WT、

circ_0027189 MUT及miR-145 mimic、miR-145-NC 

mimic共 转 染 至BGC-823细 胞 中；ITGB1 WT、ITGB1 

MUT及miR-145 mimic、miR-145-NC mimic共 转 染 至

BGC-823细胞中，48 h后，应用双荧光素酶活性检测

试剂盒检测BGC-823细胞的荧光素酶活性。相对荧

光素酶活性 （%） =萤火虫荧光素酶活性/海肾荧光素

酶活性×100。

1.3.4 细胞培养与细胞转染：使用含10%胎牛血清、

青霉素和链霉素的RPMI 1640培养基培养细胞。将

细胞置于37 ℃、含5% CO2的细胞培养箱中培养，待

细胞的生长密度达到80%时进行传代，取对数生长

期的细胞进行转染实验。将3.5×106个对数生长期

的BGC-823细胞接种于6孔板中，待细胞生长密度至

65%~75%时，将细胞随机分为si-NC组 （转染si-NC）、

si-miR-455组 （转染si-miR-455） 和si-circ_0027189组 

（转染si-circ_0027189）。

1.3.5 实时荧光定量PCR （real-time fluorescent quanti-

tative PCR，RT-qPCR）：应用TRIzol试剂提取总RNA，

酶标仪检测总RNA的纯度和含量。按照Evo M-MLV

反转录试剂盒的说明进行逆转录。使用ROX与SYBR 

Green试剂进行RT-qPCR。反应条件：95 ℃ 30 s预变

性后，变性95 ℃ 7 s，退火55 ℃ 30 s，72 ℃ 15 s，40个

循环周期。采用2-ΔΔCt法计算mRNA的相对表达量。

RT-qPCR引物序列：GAPDH，正向5’- AATGGGCAG
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CCGTTAGGAAA-3’，反 向5’-GCGCCCAATACGACC

AAATC-3’；miR-455，正 向5’-GCCTTTGGACTACAT

CGTGGA-3’，反向5’-ACATAGGCCTTGAGGCAAGT-

3’；circ_0027189，正 向5’-GGACGTCCTTCCCCAGG

A-3’，反向5’-GGGGTCAGTTGTTCCTCCAG-3’；ITGB1，

正向5’-CGCCGCGCGGAAAAGATG-3’，反向5’-AAA

CACCAGCAGCCGTGTAA-3’。

1.3.6 CCK-8检测细胞的存活率：取各组处理后的

细胞，胰酶消化后离心收集，用含10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基稀释成单细胞悬液，以3×104/mL

的密度接种到96孔板中 （200 μL）。分别给予0、10、

20、40、80 μmol/L奥沙利铂处理24 h。结束后，每孔

加入10 μL CCK-8继续培养4 h，酶标仪检测各孔450 

nm波长的光密度 （optical density，OD） 值。细胞存活

率 （%） = （10、20、40、80 μmol·L-1奥沙利铂组OD值/0 

μmol·L-1奥沙利铂组OD值） ×100。

1.4 统计学分析

采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分析。

计量资料用x-±s表示，先采用F检验进行方差齐性检

验，方差齐时，2组间比较采用t检验。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 胃癌组织中circRNA-miRNA-ITGB1调控网络

根 据 肿 瘤 组 织 中ITGB1基 因 的 表 达 水 平，选

出表达最高 （ITGB1高表达组） 和最低 （ITGB1低表

达 组） 的3例 患 者，见 图1A。circRNA测 序 结 果 显

示，与ITGB1低表达组比较，ITGB1高表达组有69个

circRNA表达降低，73个circRNA表达升高，见图1B。

RT-qPCR结果显示，与ITGB1低表达组比较，ITGB1

高表达组circ_0027189表达升高 （P < 0.05），见图1C。

生物信息学预测显示，仅有miR-455和miR-140靶向

ITGB1。根据预测，选择靶向性最高的10个circRNA

分别靶向miR-455和miR-140，绘制circRNA-miRNA-

ITGB1调控网络，其中circ_0027189在调控网络中 

（circ_0027189-miR-455-ITGB1），见图1D。结果表明，

circ_0027189-miR-455-ITGB1可能参与胃癌的发生和

发展。

A，patients were divided into low and high ITGB1 expression groups；B，circRNA thermogram of tumor tissues with low and high ITGB1 expression；C，

circ_0027189 expression determined using  RT-qPCR；D，circRNA-miRNA-ITGB1 regulatory network with a marked red path indicating circ_0027189-

miR-455-ITGB1. FC，fold change. * P < 0.05 vs. the low ITGB1 expression group.

图1  胃癌组织中circRNA-miRNA-ITGB1调控网络

Fig.1  circRNA-miRNA-ITGB1 regulatory network in gastric cancer 

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f I

TG
B

1 Low ITGB1 expression
High ITGB1 expression

6

5

4

3

2

1

0

-l
g 

P

Up
Stable
Down

circ_0027189

-4       -2         0         2          4
log2FC

5

4

3

2

1

0R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f 

ci
rc

_0
02

71
89

Low
 IT

GB1

ex
pr

es
sio

n

High
 IT

GB1

ex
pr

es
sio

n

*

circ_0005065 circ_0085338

circ_0085812

circ_0105036

circ_0097292

circ_0098294

circ_0132574

circ_0025023

circ_0089792

circ_0089761

miR-140

ITGB1

miR-455

circ_0082879

circ_0027196

circ_0082878
circ_0025471

circ_0027192

circ_0027147

circ_0027195

circ_0027189circ_0027202

circ_0056626

A B C

D

第10期  陈勇等.  基于circRNA调控网络探讨ITGB1诱导胃癌耐药的作用机制

Tumor



·926·

2.2 circ_0027189靶向抑制miR-455 

预测结果显示，circ_0027189与miR-455有8个碱

基互补，见图2A。荧光素酶报告基因实验结果显

示，在野生型circ_0027189中，miR-455组荧光强度低

于miR-NC组 （P < 0.05）；在 突 变 型circ_0027189中，

miR-455组和miR-NC组荧光强度无统计学差异 （P > 

0.05），见图2B。结果表明，胃癌细胞中circ_0027189

靶向miR-455。

RT-qPCR结果显示，与si-NC组比较，si-circ_0027189

组circ_0027189表达水平降低 （P < 0.05），miR-455表

达水平升高 （P < 0.05），见图2C。结果表明，circ_0027189

靶向抑制miR-455表达。

A，circ_0027189 and miR-455 target binding sites；B，targeting of circ_0027189 and miR-455 assessed using the luciferase reporter assay；C，expression 

of circ_0027189 and miR-455 measured using RT-qPCR. * P < 0.05 vs. the miR-NC group or si-NC group.

图2  胃癌细胞中circ_0027189靶向抑制miR-455

Fig.2  circ_0027189 targets miR-455 in gastric cancer cells 

A，ITGB1 expression measured using RT-qPCR；B，killing effect of oxaliplatin on gastric cancer cells measured using CCK-8  assay. * P < 0.05 vs. the si-

NC group.

图3  敲减circ_0027189降低胃癌细胞的化疗耐药性

Fig.3  Knockdown of circ_0027189 reduces resistance to chemotherapy in gastric cancer cells

2.3 敲减circ_0027189抑制ITGB1表达并降低胃癌

细胞化疗耐药性

RT-qPCR和CCK-8实验结果显示，与si-NC组比

较，si-circ_0027189组ITGB1表达水平降低 （P < 0.05），

在不同浓度 （20、40、80 μmol/L） 奥沙利铂的作用下，

细胞存活率明显降低 （P < 0.05），见图3。结果表明，

抑制circ_0027189表达可以通过抑制ITGB1表达降

低胃癌细胞的化疗耐药性。
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2.4 miR-455靶向抑制ITGB1表达

预测结果显示，miR-455与ITGB1有7个碱基互

补，见图4A。荧光素酶报告基因实验结果显示，在野

生 型ITGB1中，miR-455组 荧 光 强 度 低 于miR-NC组 

（P < 0.05）；在突变型ITGB1中，miR-455组和miR-NC

组荧光强度无统计学差异 （P > 0.05），见图4B。结果说

明，在胃癌细胞中miR-455靶向ITGB1。RT-qPCR结

果显示，与si-NC组比较，si-miR-455组miR-455表达水

平降低 （P < 0.05），ITGB1表达水平升高 （P < 0.05），见

图4C。结果表明，miR-455靶向抑制ITGB1表达。

A，miR-455 and ITGB1 target binding sites；B，targeting of miR-455 and ITGB1 determined using the luciferase reporter assay，compared to the miR-NC 

group；C，expression of miR-455 and ITGB1 measured using RT-qPCR. * P < 0.05 vs. the miR-NC group or si-NC groups.

图4  胃癌细胞中miR-455靶向抑制ITGB1

Fig.4  miR-455 targets ITGB1 in gastric cancer cells 

2.5 敲减miR-455提高ITGB1表达并增强胃癌细胞

化疗耐药性

CCK-8实验结果显示，与si-NC组比较，si-miR-

455组在不同浓度 （40、80 μmol/L） 奥沙利铂的作用

下，细胞存活率明显升高 （P < 0.05），见图5。结果表

明，抑制miR-455表达可以通过提高ITGB1表达增强

胃癌细胞的化疗耐药性。

2.6 胃癌组织中circ_0027189与miR-455、ITGB1表

达的相关性

通过RT-qPCR检测21胃癌组织中circ_0027189、

miR-455和ITGB1相对表达水平。相关性分析结果显

示，circ_0027189、ITGB1表达与miR-455表达呈负相

关 （P < 0.001），circ_0027189表达与ITGB1表达呈正

相关 （P < 0.001），见图6。

3 讨论

在过去几十年中，化疗一直是临床上癌症的主

要治疗方法，大大提高了血液瘤和实体瘤患者的总

体生存率［8］。但是长时间、多次化疗会增强癌细胞

对药物的耐药性，降低化疗效果，导致治疗失败。肿

瘤的耐药性突变可以使癌细胞逃避某些药物的抑

制，适应环境的变化，驱动肿瘤的生长［9］。目前，胃

癌的发病机制和综合治疗尚无突破性进展。奥沙利

铂属于新的铂类抗癌药，长期使用奥沙利铂化疗的

患者易出现耐药，导致预后不良［10］。因此，了解奥沙

利铂耐药的生物学机制并确定新的治疗靶点以增

强化疗敏感性，对胃癌的治疗具有重要意义。
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图6  circ_0027189与miR-455、ITGB1表达的相关性

Fig.6  Correlation of circ_0027189 with miR-455 and ITGB1 expression 

circRNA是一种非编码RNA，由于没有5’-帽和

3’-poly A尾结构，所以不易被核酸外切酶RNase R

降解［11］。研究［12］报道，circRNA在癌症的发生、转移

和治疗抵抗中发挥至关重要的作用，circRNA主要

通过吸附作用与miRNA结合，间接调控miRNA下游

靶基因对应的mRNA表达，促进胃癌的进展。如抑

制has_circ_0001461的表达，可以通过调节细胞质

中的miR-548g/RUNX1信号轴来抑制胃癌细胞的增

殖，同时has_circ_0001461也与胃癌患者的总生存期

相关［13］。因此，circRNA-miRNA-mRNA轴可能是胃

癌早期诊断和预后的标志物以及潜在的治疗靶点。

ITGB1参与细胞黏附、组织修复、免疫反应和肿瘤转

移，影响胃癌患者的预后，在胃癌免疫抑制中发挥

核心作用。本研究将胃癌组织分为ITGB1低表达组

与ITGB1高 表 达 组，circRNA测 序 结 果 显 示，ITGB1

高表达组有73个circRNA表达升高。通过生物信息

学预测绘制circRNA-miRNA-ITGB1调控网络，筛选

出多个可能参与胃癌进展的circRNA-miRNA-ITGB1

调控网络，这些调控网络有望成为胃癌的治疗靶

点，值得进行进一步深入探索。二者联合分析发现，

这些高表达的circRNA中仅有circ_0027189通过靶

向miR-455调 控ITGB1表 达，提 示circ_0027189-miR-

455-ITGB1轴可能是调控胃癌发生和发展的关键。

失调的circRNA与肿瘤的发生有关。研究［14］报

道，circ_0092306 通过抑制胃癌细胞凋亡和促进肿

瘤细胞增殖，加速胃癌进展。此外，在胃癌中，miR-

455抑制细胞增殖和侵袭，促进细胞凋亡［15］。本研究

通过生物信息学预测与荧光素酶报告基因实验，发

现circ_0027189可以靶向miR-455，敲低circ_0027189

可以抑制miR-455表达并降低胃癌细胞对化疗药

物的敏感性。另一方面，本研究发现miR-455可以

靶 向ITGB1，敲 低miR-455可 以 抑 制ITGB1表 达，增

强胃癌细胞对化疗药物的敏感性。这些结果表明，

circ_0027189-miR-455-ITGB1轴在胃癌细胞中真实

存在，并可以促进胃癌细胞对化疗药物耐药。在肿

瘤组织中，circ_0027189、ITGB1表达与miR-455表达

呈 负 相 关，circ_0027189表 达 与ITGB1表 达 呈 正 相

关。进一步说明了circ_0027189-miR-455-ITGB1调控

网络在胃癌耐药中的重要作用。

综上所述，circ_0027189-miR-455-ITGB1调控网

络影响胃癌细胞对化疗药物的敏感性。circ_0027189

通过靶向抑制miR-455表达，提高ITGB1表达水平，最

终增加胃癌细胞的耐药性。本研究为circ_0027189

成为胃癌耐药性标志物提供了依据，也为寻找胃癌

耐药的治疗靶点提供了参考。
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POAG患者视功能状态的一种新的诊断方法。本研

究结果提示此方法用于POAG的筛查是可行的，也

能满足确诊青光眼患者的随访、检测视功能进展状

况等临床工作。如果与其他检查方法联合应用，有

望进一步提高临床诊断的准确率，具有较好的临床

诊断与筛查应用前景。因此，应用柯谛亚视觉电生

理仪检测Ic-VEP对POAG具有良好的诊断效能，不

仅对中晚期POAG有诊断意义，对早期POAG也有较

好的诊断意义。
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