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  [摘要] 目的 探究环状RNAsirt1(circularRNAsirt1,circ-sirt1)的表达对胃癌细胞焦亡和血管生成的影响。

方法 收集河北省唐山市人民医院和河北医科大学第一医院胃癌患者30例的病理组织样本,检测circ-sirt1和细胞

焦亡相 关 蛋 白 表 达 水 平。培 养 胃 癌 细 胞 系 AGS(AdenocarcinomaGastricStomach)、HGC27(HumanGastric
Carcinoma-27)、NUGC3(NagoyaUniversity-GastricCancer-3)、SNU1(SeoulNationalUniversity-1)、SNU601(Seoul
NationalUniversity-601)和正常胃上皮细胞GES-1(GastricMucosalEpithelialCellLine-1),检测circ-sirt1、细胞焦

亡相关蛋白表达水平。对 HGC27细胞进行circ-sirt1敲低或过表达处理,检测细胞增殖活性、血管生成能力、细胞

焦亡相关蛋白水平变化情况。结果 与癌旁组织、GES-1细胞比较,胃癌组织、胃癌细胞中cicr-sirt1和细胞焦亡相

关蛋白表达水平均降低。敲低circ-sirt1后,HGC27细胞增殖活性、血管生成能力增强,细胞焦亡水平降低;过表达

circ-sirt1后,HGC27细胞增殖活性、血管生成能力减弱,细胞焦亡水平升高。结论 circ-sirt1在胃癌组织和胃癌细

胞系中均表达下调,过表达circ-sirt1能够升高胃癌细胞焦亡水平,并抑制肿瘤血管生成。
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[Abstract] Objective ToinvestigatetheeffectofcircularRNAsirt1(circ-sirt1)expression
onpyroptosisandangiogenesisingastriccancercells.Methods Pathologicaltissuesampleswere
collectedfrom30gastriccancerpatientsfromTangshanPeople'sHospitalandtheFirstHospital
ofHebeiMedicalUniversity,andtheexpressionlevelsofcirc-sirt1andpyroptosis-related
proteinsweredetected.Gastriccancercelllinesadenocarcinomagastricstomach(AGS),human
gastriccarcinoma-27(HGC27),NagoyaUniversity-GastricCancer-3(NUGC3),SeoulNational
University-1(SNU1),SeoulNationalUniversity-601 (SNU601)andnormalgastricmucosal
epithelialcellline-1(GES-1)werecultured,andtheexpressionlevelsofcirc-sirt1andpyroptosis-
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relatedproteinsweredetected.Knockdownoroverexpressionofcirc-sirt1wasperformedon
HGC27cells,andthechangesofcellproliferationactivity,angiogenesisabilityandpyroptosis-
relatedproteinlevelsweredetected.Results Comparedwithpara-canceroustissueandGES-1
cells,theexpressionlevelsofcirc-sirt1andpyroptosis-relatedproteinsweredecreasedingastric
cancertissueandgastriccancercells.Afterknockingdowncirc-sirt1,theproliferationactivity
andangiogenesisabilityofHGC27cellswereenhanced,whilethelevelofpyroptosiswas
decreased.Afteroverexpressingcirc-sirt1,theproliferationactivityandangiogenesisabilityof
HGC27cellswereweakened,whilethelevelofpyroptosiswasincreased.Conclusion circ-sirt1is
down-regulatedingastriccancertissueandgastriccancercelllines,andoverexpressionofcirc-
sirt1canincreasethelevelofpyroptosisingastriccancercellsandinhibittumorangiogenesis.

[Keywords] stomachneoplasms;circularRNAsirt1;pyroptosis;angiogenesis

  作为全球癌症相关死亡的主要原因之一,胃癌

的发病和进展相关分子机制在很大程度上仍然是未

知的[1]。尽管临床采取手术与化疗相结合的治疗方

式取得了很大进展,但胃癌患者的预后仍没有明显

改善。在胃癌发生发展的复杂过程中,细胞内多种

分子和信号通路发生改变。因此,有必要阐明胃癌

发生发展的分子机制,开发新的生物标志物和治疗

靶点。环状RNA(circularRNA,circRNA)已成为

一种新型的内源性非编码RNA,其特征是具有后剪

接位点的共价闭合连续环[2]。与线性对应物相比,

circRNA由于其环状结构而高度稳定,这使得它们

成为各种疾病,特别是癌症的潜在诊断和预后生物

标志物[3]。越来越多的证据[4]表明,多种circRNA
参与多种癌症的发生和发展,例如细胞增殖、侵袭和

转移。尽管在胃癌研究[5]中已报道了多种circRNA
的表达水平变化及其功能,但circRNAsirt1(circ-
sirt1)在胃癌中的作用和功能尚未得到深入阐明。
细胞焦亡是一种半胱天冬酶依赖性细胞死亡,会导

致细胞膜孔形成、细胞肿胀、质膜破裂以及内容物的

释放[6]。越来越多的证据[7]表明细胞焦亡具有抗肿

瘤和促肿瘤作用。血管生成是肿瘤增殖和转移的重

要前提和基础,而过往研究[8]表明,某些circRNA
参与了对肿瘤血管生成过程的调控。最近的一项研

究[9]表明,circ-sirt1参与调控肺动脉高压大鼠肺动

脉血管重塑。本团队前期研究中,表明circ-sirt1在

胃癌组织中表达下调,但尚缺乏功能上的深入研

究[10]。因此,本研究初步探讨了circ-sirt1的表达

对胃癌细胞焦亡和血管生成的作用。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 选取河北省唐山市人民医院和河

北医科大学第一医院胃癌患者30例的病理组织样

本,样本收集人胃癌细胞系AGS、HGC27、NUGC3

购自合肥万物生物公司,SNU1和SNU601购自武

汉普诺赛生物公司,正常胃上皮细胞GES-1和人脐

静脉血管内皮细胞 HUVECs购自中国医学科学院

基础医学研究所。
本研究获得医院伦理委员会审批。所有患者均

知情同意且签署知情同意书。

1.2 主要试剂 RPMI-1640培养基、胎牛血清购自

美国Gibco公司;BCA蛋白定量试剂盒、RIPA裂解

液购自北京索莱宝公司;抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,

GAPDH)抗体购自英国abcam公司;抗含 NLR家

族PYRIN 域蛋白3(NLRFamilyPyrinDomain
ContainingProtein3,NLRP3)、cleavedcaspase-1
和N-消皮素D(N-gasderminD,N-GSDMD)抗体购

自美国Proteintech公司;羊抗兔、羊抗鼠二抗购自

上海雅酶生物公司;EdU增殖试剂盒购自上海碧云

天公司;TRIzol试剂、ChamQSYBRqPCRMaster
试剂盒购自南京 Vazyme公司;RNaseR酶购自上

海宇劲生物公司;HifaircDNA合成试剂盒购自上

海翊圣生物公司;DAB试剂、DAPI试剂购自武汉赛

维尔公司;白细胞介素(interleukin,IL)-1β、IL-18检

测试剂盒购自江苏宝莱生物公司。

1.3 方法

1.3.1 实时荧光定量聚合酶链式反应(quantitative
realtimepolymerasechainreaction,qRT-PCR) 
使用TRlzol试剂提取细胞或组织中总RNA,并加

入RNaseR酶消除线性 RNA。之后,通过 Hifair
cDNA合成试剂盒对1μg的RNA进行逆转录反

应,并 得 到 cDNA。通 过 ChamQ SYBR qPCR
Master试剂盒进行qRT-PCR 反应。以 GAPDH
作为内源性参照。引物序列见表1。

1.3.2 免疫组织化学染色 收集术中切除下来的

胃癌组织和癌旁组织切片,对石蜡包埋的临床标本

·346·河 北 医 科 大 学 学 报  第46卷 第6期



进行免疫组化染色。脱亲和和复水后,用10%的山

羊血清封闭组织切片以减少非特异性染色,然后用

一抗(1∶400)在4℃下与切片孵育过夜。之后,切片

与生物素化的山羊抗兔二抗(1∶500)在室温下孵育

2h。最后,使用DAB试剂染色切片。在显微镜下

观察切片染色情况。
表1 qRT-PCR反应引物序列

Table1 PrimersequencesforqRT-PCRreactions

基因 序列(5'-3')

GAPDH F:TGTGGGCATCAATGGATTTGG
R:ACACCATGTATTCCGGGTCAAT 

circ-sirt1 F:AGAGATTGTGTTTTTTGGTGAA
R:GAAGGTTATTTGGAATTAGTGC

1.3.3 Westernblot 收集细胞,用PBS冲洗3次

后,实用 RIPA 裂解液裂解细胞。将裂解物置于

4℃、15000r/min条件下离心10min。离心后,留
取上清,使用BCA试剂盒测定上清中蛋白样品浓

度。之后,将蛋白样品加入至SDS-PAGE凝胶内进

行电泳分离,并转移到PVDF膜上。在室温下,用

5%脱脂牛奶对膜进行封闭,之后与一抗溶液(1∶
1000)在4℃下孵育过夜。然后,继续使用二抗溶

液(1∶10000)与膜在室温下孵育1h。最后,向膜上

滴加ECL化学发光液,对蛋白条带进行显影。

1.3.4 circ-sirt1过表达和敲低 circ-sirt1过表达

(overexpression,OE) 载 体 和 阴 性 对 照

(overexpressionnegativecontrol,OENC)载 体、

circ-sirt1敲低(shorthairpinRNA,shRNA)载体和

阴性 对 照(shorthairpinRNA negativecontrol,

shNC)载体均购自上海吉玛基因公司。将 HGC27
细胞 分 组 为 敲 低 circ-sirt1 的 HGC27 细 胞 株

(shsirt1-HGC27)及其阴性对照细胞株(shNC-sirt1-
HGC27)、过表达circ-sirt1的HGC27细胞株(sirt1-
OE-HGC27)及其阴 性 对 照 细 胞 株(sirt1-OENC-
HGC27)。

1.3.5 EdU增殖实验 将细胞接种于6孔板内,待
其密度达80%,加入50μmol/LEdU试剂处理细

胞2h,然后用4%多聚甲醛在室温下固定细胞

15min。然后,在室温下将细胞与0.5% TritonX-
100共同孵育30min,随后使用EdU反应混合物与

细胞 反 应 30 min。细 胞 核 用 DAPI试 剂 染 色

10min,并在荧光显微镜下观察。

1.3.6 酶 联 免 疫 吸 附 实 验 (enzyme-linked
immunosorbentassay,ELISA) 收集细胞培养上

清,根据制造商的说明,使用 ELISA 试剂盒检测

IL-1β和IL-18水平。

1.3.7 血管生成实验 将提前预冷的 Matrigel胶

按200μL每孔加入至24孔板内,然后于37℃下孵

育1h 使 Matrigel胶 凝 固。随 后,将 200μL
HUVECs细胞(约10000个)接种于24孔板内,

HUVECs细 胞 分 组 为:shsirt1-HGC27 上 清 组,

shNC-sirt1-HGC27上清组,sirt1-OE-HGC27上清

组,sirt1-OENC-HGC27 上 清 组。取 前 述 各 组

HGC27细胞培养上清200μL加入至每孔。培养

12h后,在光学显微镜下观察血管形成情况,使用

ImageJ软件统计总管长和支点数量。

1.4 统计学方法 应用GraphpadPrism8.0统计

软件分析数据。计量资料采用独立样本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 胃癌组织和细胞系中circ-sirt1、细胞焦亡水平

分析 通过qRT-PCR和免疫组织化学染色分别检

测了胃癌组织和癌旁组织中circ-sirt1、NLRP3、N-
GSDMD和cleavedcaspase1的表达情况。结果显

示,circ-sirt1、NLRP3、N-GSDMD 和 cleaved
caspase1在胃癌组织中均表达下调。此外,胃癌细

胞 系 中 circ-sirt1、NLRP3、N-GSDMD 和 cleaved
caspase1表达水平以及培养上清中IL-1β、IL-18水

平均低于GES-1细胞。见表2、表3,图1。
表2 癌旁组织和癌组织circ-sirt1、NLRP3、N-GSDMD和

cleavedcaspase1相对表达水平比较

Table2 Comparisonofrelativeexpressionlevelsof
circ-sirt1,NLRP3,N-GSDMDandcleavedcaspase1

inpara-canceroustissueandcancertissue
(n=30,x-±s)

组别 cirt1-sirt1 NLRP3 N-GSDMD
cleaved

caspase1
癌旁组织 1.00±0.12 1.00±0.19 1.00±0.14 1.00±0.18
癌组织 0.36±0.09 0.31±0.11 0.22±0.08 0.28±0.06
t值 36.950 25.196 51.472 44.081
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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表3 不同细胞系circ-sirt1、NLRP3、N-GSDMD和cleavedcaspase1相对表达水平以及培养上清中IL-1β、IL-18水平比较

Table3 Comparisonofrelativeexpressionlevelsofcirc-sirt1,NLRP3,N-GSDMDandcleavedcaspase1
indifferentcelllinesandlevelsofIL-1β,IL-18inculturesupernatant

(n=3,x-±s)

 细胞系 circ-sirt1 NLRP3/GAPDH
N-GSDMD/

GAPDH

cleavedcaspase1/

GAPDH
IL-1β(ng/L) IL-18(ng/L)

GES-1 1.00±0.04 0.65±0.06 0.50±0.05 0.48±0.03 55.38±5.02 51.42±3.86
AGS 0.43±0.07* 0.27±0.03* 0.19±0.04* 0.16±0.02* 31.54±3.12* 34.83±4.18*

HGC27 0.32±0.04* 0.21±0.05* 0.16±0.02* 0.14±0.04* 20.18±3.14* 17.69±4.55*

NUGC3 0.45±0.05* 0.33±0.04* 0.26±0.04* 0.21±0.02* 39.05±6.32* 35.28±4.19*

SNU1 0.52±0.05* 0.30±0.05* 0.23±0.02* 0.19±0.04* 37.46±4.44* 30.82±5.01*

SNU601 0.47±0.07* 0.26±0.03* 0.20±0.04* 0.14±0.02* 31.28±3.05* 29.16±4.35*

 F 值 57.030 37.800 34.220 57.760 21.510 18.860
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与GES-1细胞比较(SNK-q检验)

图1 胃癌组织和细胞系中circ-sirt1、细胞焦亡水平分析

A.免疫组织化学染色结果(×200);B.Westernblot检测结果

Figure1 Analysisofcirc-sirt1andcellpyroptosislevelsingastriccancertissuesandcelllines

2.2 circ-sirt1对 HGC27细胞焦亡和增殖的影响

 circ-sirt1与焦亡相关蛋白在胃癌组织和细胞系

中表 达 同 步 降 低,提 示 二 者 可 能 存 在 联 系。与

shNC-sirt1-HGC27细胞比较,shsirt1-HGC27细胞
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circ-sirt1、NLRP3、N-GSDMD和cleavedcaspase1
表达水平均降低,上清中IL-1β和IL-18水平均降

低,细胞增殖活性升高。与sirt1-OENC-HGC27细

胞比较,sirt1-OE-HGC27细胞circ-sirt1、NLRP3、

N-GSDMD和cleavedcaspase1表达水平均升高,
上清中IL-1β和IL-18水平均升高,细胞增殖活性

降低。见图2、表4、表5。

2.3 circ-sirt1对 HGC27细胞肿瘤血管生成的影

响 在共培养实验中,与shNC-sirt1-HGC27上清

组比较,shsirt1-HGC27上清组细胞形成的血管总

长度和支点数量均增加;与sirt1-OENC-HGC27上

清组比较,sirt1-OE-HGC27上清组细胞形成的血

管总长度和支点数量均减少,见图3、表6和表7。

图2 circ-sirt1对HGC27细胞焦亡和增殖的影响

A.Westernblot检测结果;B.EdU增殖实验结果(×200)

Figure2 Theeffectofcirc-sirt1onpyroptosisandproliferationofHGC27cells
表4 敲低circ-sirt1对HGC27细胞焦亡和增殖的影响

Table4 Theeffectofknockdownofcirc-sirt1onthepyroptosisandproliferationofHGC27cells
(n=3,x-±s)

 组别 NLRP3/GAPDH
N-GSDMD/

GAPDH

cleavedcaspase1/

GAPDH
IL-1β(ng/L) IL-18(ng/L) EdU相对荧光强度

shNC-sirt1 0.24±0.03 0.19±0.05 0.18±0.02 22.05±3.28 24.17±3.96 1.00±0.05
shsirt1 0.11±0.03 0.07±0.02 0.09±0.03 9.12±1.96 11.02±2.35 1.88±0.09
 t值 6.155 5.301 4.984 8.101 8.663 14.038
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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表5 过表达circ-sirt1对HGC27细胞焦亡和增殖的影响

Table5 Theeffectofoverexpressionofcirc-sirt1onthepyroptosisandproliferationofHGC27cells
(n=3,x-±s)

 组别 NLRP3/GAPDH
N-GSDMD/

GAPDH

cleavedcaspase1/

GAPDH
IL-1β(ng/L) IL-18(ng/L) EdU相对荧光强度

sirt1-OENC 0.20±0.04 0.21±0.02 0.17±0.03 20.47±3.56 21.92±4.01 1.00±0.03
sirt1-OE 0.62±0.07 0.57±0.04 0.51±0.05 75.62±8.84 81.66±10.22 0.31±0.04
 t值 10.440 8.102 13.027 15.382 19.412 11.102
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

图3 circ-sirt1对HGC27细胞肿瘤血管生成的影响(×200)

Figure3 Theeffectofcirc-sirt1ontumorangiogenesisinHGC27cells(×200)

表6 敲低circ-sirt1对HGC27细胞肿瘤血管生成的影响

Table6 Theeffectofknockdownofcirc-sirt1

ontumorangiogenesisinHGC27cells
(n=3,x-±s)

组别 总管长(μm) 支点数量

shNC-sirt1-HGC27上清组 36664.33±1121.91 43.67±1.53
shsirt1-HGC27上清组 58802.00±1341.26 77.35±2.52
t值 21.937 20.006
P 值 <0.001 <0.001

表7 过表达circ-sirt1对HGC27细胞肿瘤血管生成的影响

Table7 Theeffectofoverexpressionofcirc-sirt1

ontumorangiogenesisinHGC27cells
(n=3,x-±s)

组别 总管长(μm) 支点数量

sirt1-OENC-HGC27上清组 35764.00±757.82 45.33±1.15
sirt1-OE-HGC27上清组 20235.33±1274.7519.18±1.08
t值 18.145 16.732
P 值 <0.001 <0.001

3 讨  论

研究[11-12]表明,circRNA与多种疾病尤其是癌

症密切相关,其通过不同的分子机制在不同程度上

促进或抑制癌症进展,并且显示出巨大临床应用价

值。circRNA稳定的结构和生物学特性使其成为近

年来生物医学研究的新热点,特别是在胃肠相关癌

症[13]。本研究通过qRT-PCR和 Westernblot检测

了circ-sirt1和焦亡相关蛋白的表达水平,并证实二

者在胃癌组织和细胞系中同步下调。在后续的

circ-sirt1表达增强和敲低实验中,表明circ-sirt1能

够通过诱导细胞焦亡水平升高并抑制肿瘤血管生成

来抑制胃癌进展。因此,本研究结果表明circ-sirt1

可以作为胃癌的潜在临床诊断和治疗靶点。
细胞焦亡是一种溶解性和炎症性的程序性细胞

死亡,通常由炎症小体(如NLRP3)触发并由下游蛋

白(如GSDMD)执行。细胞焦亡的主要特征是细胞

肿胀、膜穿孔和细胞内容物释放。在正常生理学中,
焦亡在宿主防御病原体感染中发挥着关键作用。然

而,过度的细胞焦亡可能会引起过度且持续的炎症

反应,从而导致炎症性疾病的发生。近年来,有关细

胞焦亡和肿瘤发生发展的关系已经得到大量研究,
细胞焦亡可以通过诱导焦亡细胞死亡并激活强烈的

抗肿瘤免疫抑制癌症[13-14]。研究[15]表明,某些药

物通过增强gasderminB裂解诱导的细胞焦亡水平

以治疗胃癌。另外,低焦亡风险评分与肿瘤部位抗

肿瘤免疫细胞浸润增强、焦亡活性增加和患者预后

改善相关,通过构建低焦亡风险评分有助于优化胃

癌患者的新辅助免疫治疗[16]。升高胃癌细胞焦亡

水平能够增强胃癌干细胞对化疗药物的敏感性[17]。
本研究表明,circ-sirt1与焦亡相关蛋白 NLRP3、

N-GSDMD、cleavedcaspase1在胃癌组织和细胞系

中呈现同步表达下降趋势。在进一步敲低circ-sirt1
后,胃 癌 细 胞 焦 亡 水 平 进 一 步 降 低;而 过 表 达

circ-sirt1后,胃癌细胞焦亡水平同步升高,表明

circ-sirt1可能参与了胃癌细胞焦亡过程的调控。
肿瘤血管生成是导致癌症进一步发展的重要过

程之一。靶向肿瘤血管生成作为一种癌症干预方法

已被广泛认同,这也与免疫治疗具有协同作用[18]。
肿瘤血管生成是在肿瘤微环境内新血管的形成,通
过各组促血管生成因子和抗血管生成因子之间复杂

的相 互 作 用,调 节 肿 瘤 生 长 和 转 移 所 需 的 血 管
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化[19]。据报道,失调的circRNA可以通过影响血管

生成来影响癌症进展[20]。比如,在缺氧条件下,

circLMP2A通过升高血管内皮生长因子 A的表达

促进胃癌的血管生成[21]。此外,circSHKBP1在胃

癌组织和细胞中高表达,在体内、外实验中均促进胃

癌增 殖、转 移 和 血 管 生 成[22]。研 究[23-24]表 明,

circPAK2高表达与胃癌淋巴结转移和不良预后呈

正相关,并且促进肿瘤血管生成。本研究表明,胃癌

细胞中circ-sirt1的表达上调能够在共培养实验中

进一步抑制 HUVECs细胞的血管生成能力,说明

不同的circRNA在胃癌血管生成过程中既可能是

促进作用,也可能是抑制作用。
综上所述,本研究在之前的工作基础之上,进一

步表明了circ-sirt1的表达对胃癌细胞焦亡的诱导

作用和对肿瘤血管生成过程的抑制作用。进一步表

明,circ-sirt1可能是胃癌诊断和治疗的潜在靶点。
然而,关于circ-sirt1通过何种机制来调控胃癌细胞

焦亡和肿瘤血管生成,还需要进一步研究。
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