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hsa_circRNA_0073762促进甲状腺乳头状癌
细胞侵袭、转移和增殖的机制研究
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  [摘要] 目的 探讨hsa_circ_0073762在甲状腺乳头状癌(papillarythyroidcarcinoma,PTC)中的调节作用,揭
示其具体作用机制。方法 采用高通量测序鉴定PTC与正常细胞差异表达环状RNA(circRNA),逆转录-定量聚

合酶链式反应(reversetranscription-quantitativepolymerasechainreaction,RT-qPCR)验证细胞系及PTC与癌旁组

织差异表达,核酸电泳、sanger测序、RNA 酶消化实验验证其成环性及稳定性,通过细胞计数试剂盒8(cell
countingkit-8,CCK-8)、划痕愈合、克隆形成和迁移实验,分析hsa_circ_0073762对PTC细胞增殖、迁移和侵袭的影

响,双荧光素酶报告实验验证hsa_circ_0073762、miR-548c-3p、ENAH基因的相互作用。结果 RT-qPCR验证测序

结果显示,hsa_circ_0073762在PTC细胞中显著上调(P<0.001),且在癌组织中显著上调(P<0.05)。敲低hsa_

circ_0073762可显著抑制PTC细胞的侵袭、转移和增殖能力。生物信息学预测和双荧光素酶报告实验表明hsa_

circ_0073762、miR-548c-3p、ENAH构成ceRNA网络(P<0.05)。结论 hsa_circ_0073762对PTC侵袭、转移和增

殖进程存在影响,可能成为PTC的新型诊断生物标志物和潜在治疗靶点。
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Mechanismofhsa_circRNA_0073762inpromotinginvasion,metastasis,

andproliferationofpapillarythyroidcarcinomacells
JIAHeng-zhe,ZHANGBo-lin,ZHANGJie,WUZhen-yu,JIANGXia,TIANYan-feng*

(DepartmentofGeneralSurgery/BreastandThyroidDiagnosisandTreatmentCenter,theFirstHospitalof
HebeiMedicalUniversity,Shijiazhuang050031,China)

[Abstract] Objective Toinvestigatetheregulatoryroleofhsa_circ_0073762inpapillary
thyroidcarcinoma(PTC)andtoexploreitsunderlyingmechanisms.Methods High-throughput
sequencingwasusedtoidentifydifferentiallyexpressedcircularRNAs(circRNAs)inthyroid
cancerandnormalcells.Reversetranscription-quantitativepolymerasechainreaction(RT-qPCR)

wasperformedtovalidatethedifferentialexpressionbetweencelllines,PTC,andadjacent
tissues.Nucleicacidelectrophoresis,sangersequencing,andRNAenzymedigestionexperiments
wereconductedtoverifythecircularityandstabilityofhsa_circ_0073762.Cellcountingkit-8
(CCK-8),woundhealing,cloneformation,andmigrationassayswereusedtoanalyzetheeffects
ofhsa_circ_0073762onPTCcellproliferation,migration,andinvasion.Adual-luciferasereporter
assaywasusedtovalidatetheinteractionbetweenhsa_circ_0073762,miR-548c-3p,andthe
ENAHgene.Results RT-qPCRvalidationofsequencingresultsshowedthathsa_circ_0073762
wassignificantlyupregulatedinPTCcells (P<0.001)andincancertissues (P<0.05).
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Knockdownofhsa_circ_0073762significantlyinhibitedtheinvasion,migration,andproliferation
ofPTCcells.Bioinformaticspredictionanddual-luciferasereporterassaysindicatedthathsa_circ_

0073762,miR-548c-3p,andENAHformedaceRNAnetwork(P<0.05).Conclusion hsa_circ_

0073762haseffectsontheinvasion,migration,andproliferationprocessesofPTCandmayserve
asanoveldiagnosticbiomarkerandpotentialtherapeutictargetforPTC.

[Keywords] thyroidcancer,papillary;RNA,circular;neoplasminvasiveness

  甲状腺癌已成为全球发病率增长最快的恶性肿

瘤之一,呈现出显著的上升趋势[1]。在甲状腺癌中,
甲状 腺 乳 头 状 癌 (papillarythyroidcarcinoma,

PTC)最为常见。尽管关于PTC的研究逐渐增多,
但其确切的致病机制依然未被完全揭示,且与其相

关的多种复杂因素尚待进一步探索。目前,已知的

甲状腺癌风险因素包括接触电离辐射、代谢综合征、
不良饮食习惯、不健康生活方式及环境污染等[2]。
这些因素可能在一定程度上影响甲状腺组织的细胞

生长调控,增加恶性病变的风险。随着现代超声成

像技术的快速普及和公众健康意识的提升,临床上

越来越多的甲状腺癌病例得以及时发现并诊断。对

于早期患者,通过手术切除病灶通常可获得较为理

想的预后,且大部分患者的长期生存率较高。然而,
复发风险较高或发生远处转移的患者,通常需要手

术、131碘治疗以及靶向治疗等综合措施,以控制病情

并延长生存期[3]。因此,深入研究PTC的分子机制

以揭示其进展规律,尤其是其致癌过程中的关键调

控通路,以期开发出创新的治疗策略,从而为高风险

患者提供更有效的治疗选择,是当前甲状腺癌研究

领域 的 迫 切 需 求 和 重 要 挑 战。 环 状 RNA
(circRNA)是一类存在于真核生物中的内源性非编

码RNA,主要通过外显子反向剪接形成。其独特的

共价闭合环状结构和典型的剪接位点赋予circRNA
相较于其他非编码RNA更高的稳定性[4]。最初,

circRNA被视为基因重排及剪接过程中产生的无功

能副产物。然而,随着高通量测序技术和生物信息

学的快速发展,研究发现circRNA在癌症的发生和

发展中具有重要的生物学功能,其作用机制复杂多

样。circRNA可通过充当 miRNA海绵、结合RNA
结合蛋白及部分circRNA编码短肽等方式发挥功

能,此外还参与蛋白质翻译调控。在多种恶性肿瘤

中,circRNA已被证明在肿瘤细胞增殖、侵袭和转移

等关键生物学过程中发挥了重要作用,对癌症进展

产生显著影响[5]。hsa_circ_0073762由725个核苷

酸构成,是通过SLC12A2mRNA的反向剪接生成

的circRNA。目前,尚无文献报道其具体功能。本

研究旨在验证hsa_circ_0073762在PTC细胞中的

存在性,并探讨其在PTC进展中的作用及潜在分子

机制。研究结果显示,hsa_circ_0073762在PTC细

胞和组织中稳定存在,且其表达水平较正常甲状腺

细胞系 及 癌 旁 组 织 显 著 上 调。功 能 分 析 表 明,

has_circ_0073762可促进PTC细胞的增殖、迁移和

侵袭。hsa_circ_0073762通过与 miR-548c-3p竞争

性结合并调控ENAH的表达,形成ceRNA调控网

络,从而影响 PTC 的 进 展 过 程。本 研 究 揭 示 了

hsa_circ_0073762在PTC进展中所涉及的调控机

制,为PTC诊治提供了新思路。报告如下。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 组织样本均来自在2021年4月—

2022年12月河北医科大学第一医院接受治疗的

PTC患者,其中男性15例,女性10例,年龄29~69
岁。纳入标准:术后石蜡病理确诊为PTC;术前甲

状腺功能无异常。排除标准:既往其他恶性肿瘤及

自身免疫系统疾病病史。所有实验均遵循《赫尔辛

基宣言》的相关伦理准则。采集的组织样本被迅速

冷冻 后 储 存 于 -80 ℃ 的 冷 冻 设 备 中,或 置 于

RNAlater溶液中保存过夜,随后转移至-80℃的

储存设备,以便进一步实验使用。
本研究经河北医科大学第一医院伦理委员会批

准通过(批准号20210373),所有患者均签署了书面

知情同意书。

1.2 细胞培养与转染 本研究使用的细胞系包括

TPC-1、BCPAP和 Nthy-ori3-1。TPC-1和 Nthy-
ori3-1细胞系源自本实验室细胞库,BCPAP细胞

系购自HyCyte。所有细胞系均通过短串联重复分

析进行身份鉴定,以确保细胞来源准确无误并避免

交叉污染。TPC-1、BCPAP和Nthy-ori3-1细胞均

培养 于 含 10% 胎 牛 血 清 (FBS;Gibco,Thermo
FisherScientific,Inc.)的RPMI1640培养基中,培
养条件为37℃、5% CO2。Nthy-ori3-1细胞系作

为非肿瘤对照,用于比较基因表达差异。miR-548c-
3p模拟物(序列:5'-CAAAAAUCUCAAUUACU-
UUUGC-3')及 其 阴 性 对 照 (序 列:5'-
UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3')购 自 上 海
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生工生物科技有限公司。小干扰 RNA(siRNA序

列:5'-CUUCCAGGAGGAGCAUAUAUUTT-3')
及其阴性对照(序列:5'-CAACCACCAGGGACAU-
AUAGUTT-3')购自苏州吉玛生物科技有限公司。

hsa_circ_0073762与ENAH 及 miR-548c-3p的结

合位点通过XhoI和NotI酶切并插入psiCHECK-2
质粒 (上 海 生 工 生 物 科 技 有 限 公 司)。TPC-1、

BCPAP和 Nthy-ori3-1细胞接种于6孔板,并在

37℃培养24h至融合度达70%~90%。随后,按
制造商说明使用Lipofectamine3000进行转染。

1.3 RNA 提取与逆转录-定量聚合酶链式反应

(reverse transcription-quantitative polymerase
chainreaction,RT-qPCR) 从甲状腺细胞系和临

床样本中提取总RNA使用FreeZol试剂(R711,南
京生 工 生 物 科 技 有 限 公 司)。反 转 录 反 应 通 过

PrimeScriptTMRT试剂盒(北京博尔)进行,采用随

机引物逆转录cDNA。hsa_Circ_0073762的表达水

平采 用 RT-qPCR 测 定,使 用 ChamQ Universal
SYBR qPCR Master Mix(南 京 生 工),并 以

GAPDH作为内参基因用于标准化相对表达水平。

PCR循环程序为:95℃预变性10min,随后95℃
变性10s,60℃退火和延伸1min。相对表达量通

过2-△△Ct方法计算。Hsa_circ_0073762、GAPDH
发散引物及收敛引物序列,SLC12A2收敛引物序列

见表1。

表1 RT-qPCR引物序列

Table1 RT-qPCRprimersequences

基因 引物类型 正向引物 反向引物

hsa_circ_0073762 发散引物 5'-GTTCCTATGGCCTAATGAACAACT-3' 5'-AACCACATACATAGCAACTGCAAC-3'
收敛引物 5'-GGTCTAATCTTCGCCTTTGC-3' 5'-CTTTTGCTTCCCACTCCATT-3'

GAPDH 发散引物 5'-TTCGTCAAGAAGGTGGTG-3' 5'-CAGGGATGCCAGGGAC-3'
收敛引物 5'-ATCAGCCTCAAGATCATCAGCAATG-3' 5'-TGTGGTCATGAGTCCTTCCACG-3'

SLC12A2 收敛引物 5'-GCAGGTATATTTTCAGCCACTCTT-3' 5'-AAGCTGGGTAGATGTTGTCCTTAC-3'

1.4 细 胞 计 数 试 剂 盒 8(cellcountingkit-8,

CCK-8)法 细胞活力使用CCK-8(Abbkin)根据制

造商说明书进行评估。每孔接种3000个细胞于96
孔板中,培养24、48、96h后,加入CCK-8溶液并在

37℃下孵育1h。随后,使用SpectraMax酶标仪

(MolecularDevices)在450nm波长下测量吸光度

值,必要时使用600~650nm波长作为背景参考。

1.5 划痕愈合实验 将 PTC 细 胞(2×105 细

胞/mL)接种于六孔板中,并在37℃、5%CO2 条件

下培养,直至细胞融合度达到约90%。使用无菌移

液管尖端划痕以去除单层细胞,形成划痕区域。用

新鲜培养基轻柔冲洗孔内2次去除脱落细胞,随后

继续在不含血清的培养基中培养,以抑制细胞增殖

对迁移的影响。定时使用显微镜观察并拍摄切口边

缘的细胞迁移情况。通过图像分析软件测量划痕区

域的初始和后续面积,以定量评估细胞迁移程度。

1.6 琼脂糖凝胶电泳 取10μgRNA并按1U/μg
RNA的比例加入 RNaseR(P0301,Geneseed),在

37℃下孵育30min以降解线性RNA。处理后的

RNA使用随机引物进行反转录生成cDNA,随后进

行PCR 扩 增。cDNA 和 gDNA 的 PCR 产 物 在

TAE缓冲液中,通过2%琼脂糖凝胶分离,并在凝

胶中加入EB染料。在100V电压下电泳30min
后,于紫外线下显影,观察扩增产物的分离结果。

1.7 克隆形成实验 每孔接种1000个PTC细胞

于6孔板中,并在37℃、5% CO2 的恒定培养条件

下培养14d,以促进细胞克隆的生长。培养期结束

后,用预冷的甲醇将细胞固定10~15min,以保持

细胞形态和克隆结构的完整性。随后,用0.5%结晶

紫染色液对固定后的细胞进行染色,染色时间为

30min,以确保细胞克隆清晰可见。染色完成后,轻
柔漂洗去除过量染料,并在显微镜下观察。使用尼

康EclipseE600显微镜对染色后的克隆进行计数,
计数标准为包含50个以上细胞的聚集体被定义为

有效克隆,从而获得可靠的克隆形成数据。

1.8 Transwell实验 细胞迁移和侵袭使用孔径为

8μm的Transwell小室(Corning公司)进行评估。
将2×104 个 PTC细胞与200μL无血清 RPMI
1640培养基一同加入上室进行侵袭分析,下室加入

600μL完全RPMI1640培养基。孵育48h后,去
除上室中残留的细胞,并固定下室中的细胞,使用

Diff-QuikStain染色。通过光学显微镜计数细胞

数量。

1.9 双荧光素酶报告基因实验 hsa_circ_0073762
和ENAH基因序列由上海生工生物科技有限公司

合成,并分别插入psiCHECK-2双荧光素酶载体

中,构建得到hsa_circ_0073762-psi和ENAH-psi质

粒。所有构建的质粒与 miRNA模拟物共同转染入

TPC-1细胞中,使用Lipofectamine3000转染试剂

按推荐比例进行转染。转染24h后,根据制造商说
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明书,使用双荧光素酶报告基因实验试剂盒(美伦生

物)测定相对荧光素酶活性。相对荧光素酶活性通

过Firefly荧光素酶活性相对于Renilla荧光素酶活

性的比值计算得出。

1.10 统计学方法 应用SPSS26.0统计软件分析

数据,应用GraphpadPrism8.0软件制图。计量资料

比较采用t检验、单因素方差分析和SNK-q 检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 hsa_circ_0073762在PTC中高表达 对PTC
细胞系(TPC-1和BCPAP)及正常甲状腺细胞系

(Nthy-ori3-1)进行了转录组测序。在甲状腺癌和

正常 细 胞 系 之 间 共 鉴 定 出 155 个 差 异 表 达 的

circRNA,其中包括115个上调的circRNA和40个

下调 的 circRNA(基 于 foldchange>2 和P<
0.05)。选取差异表达最显著的5个circRNA,进行

了3次技术重复的RT-qPCR验证,结果显示,TPC-1
细胞系hsa_circ_0001445、hsa_circ_0037158、hsa_

circ_0073762、hsa_circ_0005455表 达 水 平 大 于

Nthy-ori3-1细胞系,hsa_circ_0002111表达水平小

于Nthy-ori3-1细胞系,BCPAP细胞系hsa_circ_

0073762、hsa_circ_0005455表达水平大于Nthy-ori
3-1细胞系,hsa_circ_0002111表达水平小于Nthy-
ori3-1细胞系,差异有统计学意义(P<0.05),hsa_

circ_0073762是其中差异表达最显著的circRNA,
见表2。随后通过RT-qPCR检测了15例PTC及

其相应的邻近非癌组织中has_circ_0073762的表达

水平,结果显示癌组织中hsa_circ_0073762的表达

显著高于癌旁组织(P<0.05),见表3。
表2 circRNA在甲状腺正常细胞系及PTC细胞系表达水平

Table2 ExpressionlevelsofcircRNAinthyroidnormalcelllinesandpapillarythyroidcarcinomacelllines
(n=3,x-±s)

 组别 hsa_circ_0001445 hsa_circ_0037158 hsa_circ_0073762 hsa_circ_0005455 hsa_circ_0002111

Nthy-ori3-1 1.00±0.23 1.00±0.13 1.00±0.24 1.00±0.03 1.00±0.05
TPC-1 4.24±1.09* 5.54±0.28* 13.60±1.01* 1.60±0.08* 0.61±0.07*

BCPAP 1.17±0.40 1.43±0.12 3.98±0.80* 1.60±0.26* 4.08±0.20*

 F 值 14.260 348.400 152.300 10.000 456.600
 P 值 0.005 <0.001 <0.001 0.012 <0.001

*P 值<0.05与Nthy-ori3-1比较(SNK-q检验)

表3 hsa_circ_0073762在PTC及癌旁组织表达水平

Table3 Expressionlevelsofhsa_circ_0073762inPTC
andadjacentnon-tumortissues

(n=15,x-±s)

组别 hsa_circ_0073762水平

癌旁组织 1.00±0.62
癌组织 1.83±1.76
t值 2.310
P 值 0.036

2.2 hsa_circ_0073762 环 性 验 证  hsa_circ_

0073762位于5号染色体的SLC12A2基因的第5~
10外显子之间,完整长度为725个核苷酸。为验证

其环状结构,通过对RT-qPCR产物克隆入T载体

并进行Sanger测序,确认了hsa_circ_0073762的反

向剪接位点(图1)。为了进一步验证其环状特性,
样品进行了RNaseR处理。由于RNaseR选择性

降解线性RNA而对环状 RNA影响较小,结果显

示,GAPDH 和SLC12A2的相对表达水平显著降

低,而hsa_circ_0073762的表达基本保持不变(P<
0.01),见表4。利用GAPDH和hsa_circ_0073762
的发散和收敛引物对基因组DNA(gDNA)和互补

DNA(cDNA)进行扩增,并对扩增产物进行核酸电

泳分析。结果显示,在cDNA中,hsa_circ_0073762
的收敛引物扩增未出现条带,而GAPDH的发散引

物也未出现条带,见图2。实验结果进一步支持

hsa_circ_0073762具有稳定的环状结构。

图1 Sanger测序确认剪接位点

Figure1 Sangersequencingconfirmationofsplicingsites
表4 RNaseR处理后表达量变化

Table4 ExpressionlevelchangesafterRNaseRtreatment
(n=3,x-±s)

组别 hsa_circ_0073762 SLC12A2 GAPDH

RNaseR- 1.00±0.54 1.00±0.01 1.00±0.01
RNaseR+ 0.79±0.39 0.03±0.01 0.25±0.17

t值 0.460 78.230 6.340
P 值 0.672 <0.001 0.003
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图2 核酸电泳实验

Figure2 Nucleicacidelectrophoresisexperiment

2.3 敲低hsa_circ_0073762抑制了PTC细胞的增

殖 、迁移和克隆形成能力 为了研究hsa_circ_

0073762对PTC进展的影响,将敲低的hsa-circ_

0073762转染入PTC细胞系TPC-1和BCPAP中,
进行细胞功能实验。平板克隆实验结果表明,敲低

hsa_circ_0073762显著降低了PTC细胞的克隆形

成能力(P<0.05),见图3,表5。迁移实验表明,敲
低后显著降低了PTC细胞的侵袭及迁移能力(P<
0.05),见图3,表6。划痕实验表明,敲低后显著降

低了PTC细胞的划痕愈合能力(P<0.05),见图3,
表7。Cck-8增 殖 实 验 表 明,敲 低 后 显 著 降 低 了

PTC细胞的划痕愈合能力(P<0.05),见图4。

图3 敲低hsa_circ_0073762对PTC细胞系生物行为的影响

A.平板克隆实验结果;B.迁移实验结果(Diff-QuikStain染色 ×100);C.细胞划痕实验结果(×100)

Figure3 Effectofhsa_circ_0073762knockdownonbiologicalbehaviorofPTCcellline
表5 敲低hsa_circ_0073762对PTC细胞系

克隆形成能力的影响

Table5 Effectofhsa_circ_0073762knockdownonclone

formationabilityofPTCcellline
(n=3,x-±s)

组别 BCPAP单克隆形成数目 TPC-1单克隆形成数目

对照组 218.33±10.34 163.33±11.84
敲低组 147.00±9.80 88.00±26.50
t值 14.260 3.670
P 值 0.005 0.021

表6 敲低hsa_circ_0073762对PTC细胞系

侵袭能力的影响(Transwell)

Table6 Effectofhsa_circ_0073762knockdownoninvasive

abilityofPTCcellline(Transwellassay)
(n=3,x-±s)

组别 BCPAP迁移细胞数目 TPC-1迁移细胞数目

对照组 148.0±18.67 381.67±40.80
敲低组 57.33±8.34 172.67±18.35
t值 6.270 6.610
P 值 0.003 0.003
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表7 敲低hsa_circ_0073762对PTC细胞系

划痕愈合的影响

Table7 Effectofhsa_circ_0073762knockdownonscratch
woundhealinginPTCcellline

(n=3,x-±s,%)

组别 BCPAP细胞划痕愈合率 TPC-1细胞划痕愈合率

对照组 63.33±8.38 70.00±6.53
敲低组 25.00±6.98 39.67±1.25
t值 4.970 6.450
P 值 0.008 0.003

2.4 hsa_circ_0073762、miR-548c-3p与ENAH 构

成ceRNA网络 通过circbank和circinteractome
数据库预测了hsa_circ_0073762的下游 miRNA靶

点,利用维恩图分析筛选出 miR-548c-3p作为研究

对象,见图5。基于多数据库交集和高表达筛选标

准,通 过 miRWalk、miRtarbase、miRDB 和

TargetScanHuman数据库预测了hsa-miR-548c-3p
的下游靶基因。进一步的维恩(Venn)图分析显示

多个 潜 在 靶 基 因,包 括 ENAH、ST6GALNAC3、

SMU1、CDC27、ATP13A3、SMAD4和 HNRNPU,
见图6。文献回顾表明,ENAH在肿瘤进展中具有

潜在促进作用。TCGA数据库分析进一步验证了

ENAH在PTC中的高表达,见图7。因此将其作为

后续研究的重点靶基因。双荧光素酶报告基因实验

结果 显 示,在 共 转 染 Psicheck2.0/hsa_circ_

0073762-miRNA 过 表 达 (OE)和 Psicheck2.0/

ENAH-miRNAOE组时,荧光强度显著下降(P<
0.05),而在其他对照组中未观察到显著变化,见表

8。综上所述,环状RNAhsa_circ_0073762可能通

过充当 miR-548c-3p的ceRNA,从而上调 ENAH
的表达并促进PTC的进展。

图4 CCK-8细胞增殖实验

Figure4 CCK-8cellproliferationassay

图5 hsa_circ_0073762、miR-548c-3p与ENAH结合位点预

测

Figure5 Predictionofbindingsitesbetweenhsa_circ_

0073762,miR-548c-3p,andENAH

图6 Venn图筛选miR-548c-3p下游靶基因

Figure6 Venndiagramforscreeningdownstreamtargetgenes

ofmiR-548c-3p

图7 TCGA数据库分析ENAH在PTC中表达情况

Figure7 TCGAdatabaseanalysisofENAHexpressionin

PTC
表8 荧光素酶活性

Table8 Luciferaseactivity
(n=3,x-±s)

组别   
Psicheck2.0/hsa_

circ_0073762

Psicheck2.0/

ENAH
Psicheck2.0

miRNA对照组 5.64±0.42 4.11±0.92 2.43±0.60
miRNA过表达组 3.05±0.18 2.52±0.33 2.18±0.14

t值   9.800 2.790 0.710
P 值   <0.001 0.049 0.518
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3 讨  论

甲状腺癌是最常见的内分泌恶性肿瘤,也是我

国增长速度最快的癌症之一[6],优化治疗策略对于

提高患者生存率、降低复发风险具有重要意义[7]。
然而,甲状腺癌的分子调控机制复杂且尚未完全阐

明,缺乏精准的分子机制及生物标志物仍是甲状腺

癌诊疗的主要挑战。本研究首次验证了hsa_circ_

0073762的环状结构,并揭示其通过调控 miR-548c-
3p/ENAH通路在PTC细胞增殖、迁移和侵袭中的

重要作用。此发现不仅填补了hsa_circ_0073762研

究的空白,还为甲状腺癌的分子机制研究提供了较

新的视角。
随着RNA测序技术的迅猛发展,将测序技术

与生物信息学相结合已成为现阶段肿瘤诊疗的热点

方向。经对测序数据对比,已在各种疾病中发现了

大量差异表达的circRNA[8]。与传统线性 mRNA
相比,得益于其环形结构,circRNA对外切酶的抵抗

能力更强,具有更高的稳定性和特异性,因此它们作

为判断患者预后的生物标志物更具有优势[9]。研究

发现,circRNA是参与调控肿瘤发生发展、化疗抗

性、远处转移的重要调控因子[10]。例如在骨肉瘤中

hsa_circ_0020378上 调,体 内 和 体 外 实 验 表 明,

hsa_circ_0020378通过调节 miR-339-3p/COL1A1
轴促进骨肉瘤的发生和发展[11]。circ-CCT2稳定

PTBP1mRNA并通过募集和上调 TAF15蛋白来

激活 Wnt/b-catenin信号传导,从而促进肝母细胞

瘤 进 展[12]。 乳 腺 癌 中 的 紫 杉 醇 耐 药 性 与

circAMOTL1之间存在高度相关性,circAMOTL1
参与AKT通路的调节并促进抗凋亡蛋白的表达,
导致乳腺癌患者对紫杉醇耐药[13]。circPPAP2B在

肾癌中高表达,并作为 miRNA海绵与 miR-182-5p
相结合,通过增加肾透明细胞癌中细胞色素P450
家族1亚家族B成员1的表达,促进了细胞的增殖

和转移能力[14]。同样,circRNA在PTC的进展中

也发挥了重要作用。hsa_circ_0058124与PTC患

者的恶性特征和不良预后有关,并可促进PTC细胞

增殖、致瘤性、肿瘤侵袭和转移,作为竞争性内源性

RNA调节 miRNA-218-5p及其靶基因 NUMB表

达,在体外和体内抑制NOTCH3/GATAD2A信号

转导轴[15]。hsa_circ_0011058高表达预示PTC患

者的总生存期较差,敲低hsa_circ_0011058通过释

放miR-335-5p下调 YAP1,抑制小鼠的PTC细胞

增殖、血管生成和放射抗性以及肿瘤生长[16]。

本研究通过高通量测序技术,将正常甲状腺细

胞与 PTC 细 胞 送 测,对 比 后 发 现 差 异 表 达 的

circRNA,根据测序结果,选择差异较大circRNA再

行RT-qPCR验证,通过文献检索、引物设计及差异

倍数筛选,最终确立了hsa_circ_0073762作为研究

对象,并在PTC患者癌及癌旁组织中进行验证hsa_

circ_0073762表达差异。RT-qPCR结果表明,hsa_

circ_0073762在PTC组织中表达明显高于癌旁组

织,其结果与circRNA测序数据分析一致。考虑到

circRNA的环形结构是其发挥独特功能的结构基

础,将其Divergent引物RT-qPCR产物送sanger测

序以核对其反向剪接位点碱基序列,测序结果与预

期一致。同时,采用Divergent引物、Convergent引

物行PCR后进行核酸电泳,验证其环性结构。采用

Rnase消化实验验证了hsa_circ_0073762的稳定

性。为研究hsa_circ_0073762对PTC发生发展的

影响,本 研 究 通 过 敲 低 hsa_circ_0073762,利 用

CCK8及划痕实验检测hsa_circ_0073762对PTC
细胞增殖能力的影响,利用Transwell细胞侵袭实

验检测hsa_circ_0073762对PTC细胞侵袭及迁移

能力的影响,利用平板克隆实验检测 hsa_circ_

0073762对PTC细胞集落形成能力的影响。研究

结果表明,敲低hsa_circ_0073762可抑制PTC细胞

的增殖、迁移及集落形成能力。

circRNA发挥生物学功能方式有许多,例如

RNA-蛋白质相互作用、调节亲本基因的表达情况

和进行翻译等,但最早研究,最常见的生物学功能方

式为作为 miRNA“分子海绵”。miRNA是一类短

小的非编码RNA,通常通过与靶基因 mRNA的3'
UTR结合,在转录后水平调控基因表达,主要通过

抑制mRNA的翻译或促进其降解。circRNA具有

与miRNA结合的能力,与mRNA形成竞争性结合

关系,从而影响 miRNA对靶基因的调控作用。如

hsa_circ_0003928可作为 miR-136-5p的海绵,上调

PAQR3的表达,进而调控高糖诱导的人肾皮质近

曲小管细胞的增殖、氧化应激、纤维化和凋亡[17]。

hsa_circ_0002111可作为 miRNA分子海绵直接与

miR-134-5p结合,并增加FSTL1的表达,进而促进

PTC细胞的恶性行为[18]。
为研究hsa_circ_0073762发挥作用的具体机

制,通过circbank和circinteractome数据库预测了

hsa_circ_0073762的下游 miRNA靶点,根据结合

context+scorepercentile得分情况及文献回顾选

取miR-548c-3p作为研究对象。研究显示,miR-
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548c-3p 在 多 种 癌 症 中 起 到 了 抑 癌 作 用。

miR-548c-3p在 PTC组织和细胞系中下调,miR-
548c-3p通过抑制 HIF1α介导的 VEGF信号通路

抑制肿瘤进展[19]。在胃癌中,miR-548c-3p可与细

胞内氯离子通道蛋白1结合,影响CD8+T细胞的

功能并延缓其凋亡[20]。在骨肉瘤中,SMAD2是

miR-548c-3p的靶标,miR-548c-3p可下调SMAD2
的表达,进而抑制细胞的增殖和转移能力[21]。随后

使 用 miRWalk、 miRtarbase、 miRDB 和

TargetScanHuman数据库预测 miR-548c-3p的下

游靶基因,通过Venn方法得到潜在靶基因,结合文

献回顾及TCGA数据库分析选取ENAH作用潜在

靶基因进行研究。ENAH是Ena/VASP家族的成

员,该家族还包括 VASP(血管扩张剂刺激的磷蛋

白)和Ena/VASP等。Ena/VASP家族在调节细胞

运动、形态学和黏附以及侵袭和转移过程中所需的

过程中起重要作用[22]。许多报告表明,ENAH 在

结直肠癌、宫颈癌、胰腺癌和乳腺癌的恶性反式形成

过程中上调[22-25]。DiModugno等[26]发现,在乳腺

癌中,ENAH过表达与肿瘤大小、高度侵袭特性和

晚期临床分期相关。Hu等[27]证实,ENAH在肝细

胞癌中上调,与肿瘤分化和分期相关,最重要的是,
其过表达与较差的预后有关,ENAH可能是肝细胞

癌的潜在预后生物标志物。本研究通过双荧光素酶

实验,验证了hsa_circ_0073762、ENAH 与 miR-
548c-3p的 结 合 情 况,实 验 结 果 表 明,hsa_circ_

0073762、ENAH 与 miR-548c-3p存在结合,hsa_

circ_0073762可能通过吸附 miR-548c-3p进而促进

ENAH的表达情况。
本研究虽然证明了hsa_circ_0073762在PTC

细胞及甲状腺正常细胞中稳定存在且差异表达,

hsa_circ_0073762/miR-548c-3p/ENAH 可能是调

控PTC的一条通路,参与甲状腺乳头癌的发生发

展,但所做的工作还待补充,还需要通过更为全面和

细致的体外及体内分子实验,结合大量患者的临床

数据,进一步验证hsa_circ_0073762/miR-548c-3p/

ENAH这一信号通路在PTC中的作用,旨在深入

探讨hsa_circ_0073762的临床应用潜力。
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