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[摘要]     目的   探讨环状RNA hsa_circ_0002203对口腔鳞状细胞癌（OSCC）细胞系恶性生物学行为的影响。方法   

纳入OSCC患者40例，使用实时荧光聚合酶链反应检测环状RNA hsa_circ_0002203在OSCC组织、癌旁组织、OSCC

细胞系和人口腔黏膜角质形成细胞（HOK）中的表达水平。慢病毒感染SCC15和CAL27细胞，实时荧光聚合酶链反

应检测环状RNA hsa_circ_0002203的表达，细胞计数（CCK-8）实验检测细胞增殖能力，划痕实验和Transwell迁移

及侵袭实验检测细胞迁移侵袭能力，流式细胞凋亡实验检测细胞凋亡水平，蛋白质印迹法检测细胞增殖凋亡侵袭相

关蛋白的表达。通过裸鼠成瘤实验观察hsa_circ_0002203对SCC15细胞体外成瘤能力的影响。结果   环状RNA hsa_ 

circ_0002203在OSCC组织的表达低于癌旁组织（P<0.01），在OSCC细胞系中的表达低于人类角质形成细胞（P< 

0.001）。慢病毒感染SCC15和CAL27细胞后hsa_circ_0002203的表达增加；SCC15和CAL27细胞的增殖、迁移和侵袭

能力下降，凋亡水平增加；裸鼠肿瘤体积、质量减小，生长速度降低。结论   环状RNA hsa_circ_ 

0002203在口腔鳞状细胞癌中的低表达可以增强肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力，抑制肿瘤细胞

凋亡。
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[Abstract]     Objective   To investigate the effect of circular RNA hsa_circ_0002203 on the malignant biological behavior 

of oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines. Methods   Forty patients with oral squamous cell carcinoma were included. 

Realtime fluorescent polymerase chain reaction (PCR） was used to detect the expression level of circular RNA hsa_circ_ 

0002203 in OSCC and corresponding adjacent tissues, OSCC cell lines, and human oral keratinocytes (HOK). SCC15 and 

CAL27 cells were transfected with lenti virus. The expression level of circular RNA hsa_circ_0002203 was detected by real

time fluorescent PCR. Cell proliferation was detected by cell counting assay (CCK8). Cell migration and invasion ability 

was detected by scratch assay and Transwell migration and invasion assay. Apoptosis level was detected by flow cytometry. 

The expression of corresponding protein was detected by Western blot. Murine tumor formation experiments were performed 

to observe the effect of hsa_circ_0002203 on the tumorigenesis of SCC15 cells in vivo. Results   The expression of circular 

RNA hsa_circ_0002203 in OSCC tissues was lower than 

that in adjacent tissues (P<0.01), and the expression in OSCC 

cell lines was lower than that in HOK (P<0.001). Hsa_circ_ 

0002203 expression increased after the lentiviral infection 

of SCC15 and CAL27. The proliferation, migra tion, and 

invasion of SCC15 and CAL27 reduced, and apop tosis level 
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口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，

OSCC）是一种常见的头颈部恶性肿瘤，约占全身

恶性肿瘤的3%[1]。烟草、酒精以及感染高风险类型

的人乳头瘤病毒是OSCC重要的致病诱因[2]。2008
年，全世界被诊断为OSCC的患者约为263 900名，

因OSCC死亡的患者达到128 000名[3]。2012年，以

上数据分别达到300 400名和145 400名[4]。虽然手术

治疗、放化疗已在OSCC临床治疗中广泛应用，但

由于OSCC较高的颈部淋巴结转移率，其5年生存率

依然徘徊在50%左右。

环状RNA（circRNA）是由外显子或内含子剪切

组成的环化转录物序列，是自然发生的具有广泛性

和多样性的内源性非编码RNA。其通常是稳定的、

丰富的、保守的RNA分子，并表现出组织的特异性

表达[5-7]。环状RNA与多种肿瘤关系密切，包括结肠

癌[8]、卵巢癌[9]、胃癌[10]、食道癌[11]和胶质瘤[12] 等。

环状RNA是非编码基因组的新成员，具有不同的生

物学特性和功能，目前与肿瘤相关的内源性环状RNA
的报道逐渐增加。然而，绝大多数环状RNA的功能

尚待发现，其在OSCC中的报道更为罕见[13] 。研究[14]

报道，circDOCK1在OSCC中上调，生物信息学分

析发现circDOCK1可以通过circDOCK1/miR-196a-5p/ 
BIRC3轴调节BIRC3的表达，并参与了OSCC凋亡过

程。另有研究[15]表明，circRNA_100290在OSCC组织

中上调，circRNA_100290可作为竞争性内源RNA起

作用，通过吸附海绵状miR-29b家族成员调节CDK6
表达，从而影响OSCC细胞系的增殖能力。

本课题组前期研究通过高通量测序技术筛选出

OSCC中差异性环状RNA hsa_circ_0002203，并发现该

环状RNA在OSCC细胞系SCC15及CAL27中均低表

达。本研究拟通过过表达OSCC细胞系SCC15和

CAL27中的hsa_circ_0002203，观察这2种细胞的增

殖、迁移、侵袭能力、凋亡水平以及相关蛋白的表

达，初步探索hsa_circ_0002203在OSCC恶性生物学

行为中的作用，为靶向治疗奠定分子生物学基础。

1   材料和方法

本研究已通过北京大学伦理审查（项目编号：

37923/2-3-2012）。所有患者均知情同意并签署知情

同意书。

1.1   病历资料

本研究纳入2017年3月—2018年10月因OSCC于

北京大学深圳医院口腔颌面外科就诊的患者40例，

纳入标准：原发性OSCC；术前未作放疗、化疗及

生物治疗；无全身系统性疾病，如高血压、糖尿病

及免疫系统疾病等。术中切除肿瘤组织及癌旁组织

并立即转移至液氮中保存。病理诊断由病理科依据

2017年世界卫生组织标准执行。

1.2   材料和试剂

人类OSCC细胞株CAL27、SCC25、SCC15、

SCC9和人口腔黏膜角质形成细胞（human oral kera-
tinocytes，HOK）由武汉大学口腔医学院和北京大

学口腔医学院惠赠。达尔伯克改良伊格尔培养基

（Dulbecco’s modified Eagle medium，DMEM）、

胎牛血清（Gibco公司，美国），RNeasy迷你试剂

盒（QIAGEN公司，德国），Prime Script RT Master 
Mix试剂盒（Takara公司，日本），聚合酶链反应

（polymerase chain reaction，PCR）Master Mix（2x）

试剂盒（Thermo Fisher Scientific公司，美国），B淋

巴细胞瘤-2基因抗体（B cell lymphoma/lewkmia-2，

Bcl-2）、Bcl-2基因相关X蛋白（Bcl-2 associated X 
protein，BAX）、基质金属蛋白酶-9（ma trix metal-
loproteinase-9，MMP-9）、细胞周期蛋白D1（Cyc-
linD1）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶抗体（glyceral dehyde-
3-phosphate dehydrogenase antibody，GAPDH）（CST
公司，美国），嘌呤霉素、Transwell小室、VFITC
凋亡测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）。

慢病毒载体构建于上海汉恒生物有限公司。无胸腺

裸鼠购自中国湖南斯莱克景达公司。

1.3   细胞培养及感染

用含10%胎牛血清的DMEM培养基培养OSCC细

胞系（CAL27、SCC9、SCC15、SCC25）和HOK。

细胞于37 ℃、5%CO2浓度的恒温培养箱中培养。

常规铺板SCC15和CAL27细胞，待细胞贴壁并

且融合度为50%时进行慢病毒感染。感染48 h后，

用含有适当浓度嘌呤霉素（SCC15：10 μg·mL-1；

CAL27：8 μg·mL-1）的DMEM培养基替换以筛选稳

定的细胞株。倒置荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白

（green fluorescent protein，GFP）表达情况。实验

组为过表达目的基因hsa_circ_0002203的肿瘤细胞，

对照组为仅含空载体的肿瘤细胞。

was promoted. The tumor volume, weight dec reased, and growth rate of nude mice decreased. Conclusion   The low expres-

sion of circular RNA hsa_circ_0002203 in oral squamous cell carcinoma can enhance the proliferation, migration, and invasion 

of cancer cells and inhibit tumor cell apoptosis.

[Key words]     oral squamous cell carcinoma;    circular RNA hsa_circ_0002203;    proliferation;    migration;    invasion
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1.4   实时荧光PCR检测环状RNA hsa_circ_0002203的 

         表达

用实时荧光PCR检测环状RNA hsa_circ_0002203
在OSCC组织、癌旁组织、OSCC细胞系和HOK中的

表达水平，以及慢病毒感染SCC15、CAL27后hsa_ 
circ_0002203的表达水平。用RNeasy迷你试剂盒分离

总RNA，核糖核酸酶R（ribonuclease R，RNase R）

3 U·mg-1在37 ℃下处理总RNA 15 min，Prime Script 
RT Master Mix逆转录提取的RNA。使用PCR Master 
Mix（2x）进行PCR反应。实时定量PCR的引物序列

如下。hsa_circ_0002203：上游5’ATGTAGGCTGT
TACCTCAAGGC3’，下游5’ AGCACTGAGTCCC
AG CTGAA3’。GAPDH：上游5’CATCACCATCT
TCCAGGAGCG3’，下游5’TGACCTTGCCCACA
GCCTT3’。PCR反应条件：预变性95 ℃ 10 min后，

95 ℃ 30 s，60 ℃ 1 min，72 ℃ 30 s，40个循环。使

用2ΔΔCt法量化mRNA表达水平。实验重复3次。

1.5   细胞计数（cell counting kit-8，CCK-8）实验检 

         测细胞增殖能力

将感染后的SCC15和CAL27细胞以每孔2 000个

细胞接种于96孔板。间隔24 h更换100 μL新鲜完全

培养基（被测试孔每孔加10 μL CCK8溶液及90 μL
新鲜完全培养物）。将96孔板置于培养箱中继续培

养1 h，使用酶标仪检测450 nm双波长的吸光度值

（A450）。

1.6   划痕实验检测细胞迁移侵袭能力

将感染后的SCC15和CAL27细胞铺于六孔板至

细胞融合度达90%左右。用200 μL无菌移液器尖端

垂直于6孔板划线，磷酸盐缓冲液洗涤，拍照并记

为0 h，更换无FBS的DMEM培养基继续培养，24 h
后拍照记录。实验重复3次。

1.7   Transwell迁移及侵袭实验检测细胞迁移侵袭能力

用Transwell小室、Transwell预涂覆基质胶小室

分别进行迁移和侵袭实验。将均质的感染后SCC15
和CAL27细胞悬浮液（无血清培养基重悬）加入到

上室中，下室加入含10%FBS的完全培养基分别孵育

24 h和48 h。吸去小室内培养基并用PBS洗涤，用棉

签擦去上室细胞，4%多聚甲醛固定30 min，PBS洗

涤3次，通风橱晾干，0.1%结晶紫染色30 min，PBS
洗净干燥后显微镜下拍照。

1.8   流式细胞凋亡实验检测细胞凋亡水平

将感染后SCC15和CAL27细胞铺于6孔板中，培

养48 h后使其融合度接近100%，然后用不含EDTA
的胰蛋白酶消化离心。将细胞悬浮于1×膜联蛋白结

合缓冲液中，然后将5 μL膜联蛋白V和1 μL 碘化丙

啶（propidium iodide，PI）试剂加入100 μL细胞悬

浮液中并混合。室温避光孵育15 min。向每个样品

中加入400 μL 1×膜联蛋白结合缓冲液终止染色。使

用FACSCalibur流式细胞仪测定凋亡率。

1.9   蛋白质印迹法（Western blot）检测细胞增殖凋 

          亡侵袭相关蛋白的表达

培养感染后SCC15和CAL27细胞至对数生长期。

常规提取、定量蛋白质。使用Bio-Rad Bis-Tris凝胶

系统（北京索莱宝科技有限公司）建立Western印迹

系统。膜在4 ℃摇床孵育过夜（用一抗稀释液以1︰
2 000的比例稀释一抗原液，一抗分别为GAPDH、

BAX、Bcl-2、CyclinD1、MMP-9）。Tris-HCl缓冲

盐溶液充分洗涤，室温下孵育二抗1 h（用TBST以 

1︰1 000的比例稀释二抗原液）。Tris-HCl缓冲盐溶

液充分洗涤。使用Millipore化学发光辣根过氧化物

底物发光，使用Image J软件（美国国家心理健康研

究所）量化条带。

1.10   裸鼠成瘤实验

随机将4周龄Balb/c无胸腺裸鼠分为实验组和对

照组，每组各8只。将感染过表达目的基因hsa_circ_ 
0002203和空载体的SCC15细胞（100 μL PBS中含1×
107个细胞）分别注射到实验组和对照组裸鼠腋部皮

下。观察测量并计算每周的肿瘤体积：V=πAB2/6，

其中A为肿瘤最大直径，B为肿瘤垂直直径，V为肿

瘤体积）。6周后，将裸鼠安乐死并称重。

1.11   统计学方法

使用SPSS 20.0软件进行统计分析。数据经K-S
检验证实符合正态分布，以均数±标准差表示。采用

GraphPad Prism 5.0软件绘图。组间比较采用t检验。

以双侧P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果

2.1   OSCC组织及癌旁组织中hsa_circ_0002203表达 

          水平

OSCC组织及癌旁组织中hsa_circ_0002203的表

达水平分别为9.91±0.36、11.80±0.45，OSCC组织的

表达低于癌旁组织（t=3.26，P<0.01）。

2.2   OSCC细胞系和HOK中hsa_circ_0002203的表达 

          水平

hsa_circ_0002203在OSCC细胞系中的表达

（CAL27：0.29±0.02；SCC9：0.33±0.04；SCC15：

0.19±0.03；SCC25：0.32±0.05）显著低于HOK
（1.04±0.03）（t值分别为36.28、16.13、28.06、

14.92，P值均小于0.001）。

2.3   慢病毒感染对hsa_circ_0002203表达的影响

倒置荧光显微镜下观察可见，感染成功的细胞
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带有GFP绿色荧光（图1）。慢病毒感染SCC15、

CAL27后hsa_circ_0002203的表达分别为99.20±3.81
和62.55±2.52，高于对照组的表达1.028±0.03和1.06±
0.03（t值分别为25.74、24.45，P值均小于0.001）。

左：SCC15；右：CAL27。

图  1    慢病毒感染后hsa_circ_0002203表达水平    × 200

Fig  1    Hsa_circ_0002203 expression level after lentivirus infection    × 200

2.4   hsa_circ_0002203对SCC15和CAL27细胞增殖能 

         力的影响

CCK-8实验结果（图2）显示：随时间延长，实

验组SCC15和CAL27细胞增殖能力低于对照组（48 h
时，tSCC15=8.06，tCAL27=8.00；72 h时tSCC15=16.54，

tCAL27=11.21；96 h时tSCC15=14.42，tCAL27=10.86；P值

均小于0.05）。

2.5   hsa_circ_0002203对SCC15和CAL27细胞迁移能 

         力的影响

划痕实验结果（图3）显示：实验组SCC15和

CAL27细胞的划痕愈合速度均低于对照组（tSCC15= 
7.27，tCAL27=6.47，P值均小于0.05）。

左：SCC15；右：CAL27。*同一时间的实验组与对照组相比，P<0.05。

图  2    慢病毒感染SCC15和CAL27后细胞增殖活性

Fig  2    Proliferative activity of cells after lentiviral infection of SCC15 and CAL27

Transwell迁移实验结果（图4）显示，实验组穿

过小室的细胞数（SCC15：188.40±10.39；CAL27：

51.40±4.20）均低于对照组（SCC15：335.60±7.99；

CAL27：108.00±4.58）（tSCC15=11.24，tCAL27=9.10，

P值均小于0.001）。表明实验组SCC15和CAL27细

胞的迁移速度低于对照组细胞。

2.6   hsa_circ_0002203对SCC15和CAL27细胞侵袭能 

         力的影响

Transwell侵袭实验结果（图5）显示：实验组穿

过小室的细胞数（SCC15：204.20±9.75；CAL27：

68.20±3.28）均低于对照组（SCC15：299.40±13.31；

CAL27：107.40±5.04）（tSCC15=5.77，tCAL27=6.52，P
值均小于0.001）。

2.7   hsa_circ_0002203对SCC15和CAL27细胞凋亡能 

         力的影响

流式细胞凋亡实验结果显示：实验组细胞凋亡

率（SCC15：0.19%±0.02%；CAL27：0.60%±0.03%）

均高于对照组（SCC15：0.05%±0.01%；CAL27：

0.04%±0.01%）（tSCC15=6.48，tCAL27=19.02，P值均

小于0.001）。
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图  4    慢病毒感染SCC15和CAL27后Transwell迁移结果

Fig  4    Transwell migration results after lentiviral infection of SCC15 

                        and CAL27

                      

            
                          

图  5    慢病毒感染SCC15和CAL27后Transwell侵袭结果

Fig  5    Transwell invasion results after lentiviral infection of SCC15 

                      and CAL27

2.8   hsa_circ_0002203对SCC15和CAL27细胞增殖凋 

         亡侵袭相关蛋白表达的影响

蛋白印迹法检测结果（图6、表1）显示，实验

组BAX蛋白表达高于对照组（P<0.01），Bcl-2、

CyclinD1、MMP-9蛋白表达低于对照组（P<0.01）。

图  6    慢病毒感染SCC15和CAL27后细胞增殖凋亡侵袭相关蛋 

                      白的表达

Fig  6    Expression of cell proliferation and apoptosis related proteins 

                        after lentiviral infection of SCC15 and CAL27

2.9   hsa_circ_0002203对SCC15细胞体外成瘤能力的 

         影响

裸鼠成瘤实验结果（图7）显示：实验组裸鼠肿

瘤体积小于对照组，肿瘤生长速度慢于对照组，肿瘤

质量（262.90 mg±15.09 mg）小于对照组（753.40 mg±
27.65 mg）（tSCC15=15.15，P<0.001）。

3   讨论

由于口腔颌面部解剖结构的特殊性，OSCC容

左：SCC15；右：CAL27。

图  3    慢病毒感染SCC15和CAL27后划痕实验结果

Fig  3    Scratch test results after lentiviral infection of SCC15 and CAL27
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易侵犯周围组织，导致颈部淋巴结转移以及血行性

转移。随着医疗技术的不断发展，尽管在肿瘤诊断

和治疗方面已经取得了实质性进展，然而多数晚期

OSCC患者仍表现为广泛的远处转移。伴随着发病

率的上升和疾病年轻化，OSCC仍然是头颈部致命

的疾病[16]。

表  1    慢病毒感染SCC15和CAL27后细胞增殖凋亡侵袭相关蛋白的表达

Tab  1    Expression of cell proliferation and apoptosis related proteins after lentiviral infection of SCC15 and CAL27

蛋白
SCC15 CAL27

实验组 对照组 t值 P值 实验组 对照组 t值 P值

BAX 1.18±0.03 1.00±0.01 6.55 <0.01 1.40±0.04 0.99±0.01 9.75 <0.01

Bcl-2 0.51±0.03 1.00±0.01 16.43 <0.01 0.68±0.03 1.00±0.06 4.78 <0.01

CyclinD1 0.44±0.02 1.03±0.07 8.71 <0.01 0.76±0.02 1.05±0.05 5.44 <0.01

MMP-9 0.46±0.02 1.07±0.05 11.55 <0.01 0.55±0.03 1.02±0.05 8.44 <0.01

环状RNA是一类不具有5’末端帽子和3’末端

poly(A)尾巴结构，并以共价键形成环形的非编码

RNA分子[8]。由于其结构的特殊性，环状RNA的功

能也与线性RNA有很大不同。环状RNA可以通过靶

向吸附miRNA来调控基因表达[17]。在胶质母细胞瘤

中，ciRS-7可以靶向吸附miR-7并显著抑制其活性，

上调miR-7靶基因表皮生长因子受体（epidermal 
growth factor receptor，EGFR）的表达，从而导致肿

瘤细胞恶性程度的增高[18]。在乳腺癌中，由FOXO3
基因编码的circ-Foxo3表达明显下调，circ-Foxo3的

异位表达能够诱导细胞凋亡；与此同时，circ-Foxo3
通过促进mdm2诱导的p53泛素化和随后的降解来抑

制p53水平，从而影响乳腺癌的发生发展[19]。

目前有关环状RNA在头颈部鳞状细胞癌发生发

展机制中的研究报道罕见。本课题组前期研究通过

高通量测序实验筛选出差异性表达的环状RNA hsa_ 
circ_0002203[20]。该环状RNA的母基因为钙调蛋白结

合转录激活因子1（calmodulin-binding transcriptional 
activator1，CAMTA1），定位于1号染色体上。在

OSCC癌组织中，hsa_circ_0002203的表达水平较癌

旁组织显著下降，并且与颈淋巴结转移相关，提示

其存在潜在的临床研究意义。同时OSCC细胞株中

hsa_circ_0002203表达水平较HOK显著下调，通过

慢病毒转染SCC15和CAL27细胞系后，肿瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭能力明显被抑制，且凋亡水平也

相应增高。Bcl-2和BAX是参与细胞增殖和凋亡的关

键指标[21-22]，MMP-9在肿瘤侵袭和转移中起关键作

用[23]，CyclinD1是参与细胞周期调控的重要蛋白[24]。

本研究结果显示，hsa_circ_0002203高表达后，BAX
上调，而Bcl-2、MMP-9和CyclinD1下调。这些结果

表明，hsa_circ_0002203直接或间接地参与并影响了

与肿瘤增殖迁移侵袭相关重要的蛋白质的表达过程。

体外裸鼠成瘤实验也证实，高表达hsa_circ_0002203
的肿瘤细胞成瘤能力与对照组相比明显被抑制。这

说明hsa_circ_0002203在OSCC细胞系中可能起到调

控作用。目前关于hsa_circ_0002203在头颈部鳞状细

胞癌的研究尚属于探索阶段，其内在机制也有待于

后期实验的开展。
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