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摘　要　目的　观察环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）－ＩＴＣＨ在鼻咽癌组织和细胞系中的表达，探讨 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对鼻咽癌细胞增

殖和侵袭的影响及其分子机制。方法　ｑＰＣＲ分别检测 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在４９例鼻咽癌组织和鼻咽癌细胞系中的表达。选取 ｃｉｒ

ｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ表达最低的细胞系，分别转染阴性质粒或过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ的质粒，定义为对照组和实验组。ＣＣＫ－８法和

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验分别检测过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对细胞增殖和侵袭能力的影响。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测过表达 ｃｉｒ

ｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对 １０－１１转位酶 １（ｔｅｎ－ｅｌｅｖｅｎｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ１，ＴＥＴ１）基因和 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路表达的影响。结果　ｃｉｒｃＲＮＡ－

ＩＴＣＨ在鼻咽癌组织中表达水平明显低于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）。ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在鼻咽癌细胞系中表达水平明显低于人永生化

鼻咽上皮细胞（Ｐ＜０．０５），在 ＣＮＥ－２Ｚ细胞中的表达水平最低（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，实验组 ＣＮＥ－２Ｚ细胞的增殖能力明

显降低（Ｐ＜０．０５），细胞侵袭能力明显降低（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，实验组 ＣＮＥ－２Ｚ细胞中 ＴＥＴ１在 ｍＲＮＡ和蛋白水平的表

达明显增加（Ｐ＜０．０１），Ｗｎｔ１、ＰＬＣ、ＰＫＣ和 β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达明显降低，Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路被抑制。结论　ｃｉｒｃＲＮＡ－

ＩＴＣＨ在鼻咽癌组织及细胞系中表达降低，过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ可明显抑制鼻咽癌 ＣＮＥ－２Ｚ细胞的增殖和侵袭能力，其分子

机制可能是促进 ＴＥＴ１基因的表达，抑制 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路。
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　　鼻咽癌是我国最常见的耳鼻咽喉部位的恶性肿
瘤，具有明显的地理分布特征，我国是鼻咽癌的高发

国
［１］
。鼻咽癌的治疗多采用放射治疗，放射治疗后

可对残余癌灶行手术切除
［２］
。然而由于解剖位置较

隐蔽，鼻咽癌早期不易发现，导致很多患者确诊时已

发生颈部淋巴结转移，导致患者预后不良
［３，４］
。明确

鼻咽癌的发生、发展机制，寻找早期诊断和转移的分

子标志物，对改善鼻咽癌患者的预后有重要意义。环

状非编码 ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）是一种内源性、非编码
ＲＮＡ，由外显子和（或）内含子选择性剪切形成的闭
合环状结构

［５］
。ｃｉｒｃＲＮＡ由于不含３′端和 ５′端，因而

很难被外切核酸酶降解，具有很高的稳定性
［６］
。近

年来，ｃｉｒｃＲＮＡ已被证明在多种肿瘤中异常表达，广
泛参与肿瘤细胞的分化、增殖、侵袭、凋亡等恶性生物

学行为
［７］
。ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ是近年来新发现的 ｃｉｒ

ｃＲＮＡ，其在膀胱癌、卵巢癌、肺癌等肿瘤中表达明显
降低，上调其表达可显著抑制肿瘤细胞的生长和转

移，具有明显的抑癌基因作用
［８～１０］

。ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ
在鼻咽癌中的表达和作用机制研究尚未报道。本研

究通过检测鼻咽癌组织和细胞系中 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ
的表达水平，进一步分析过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ影
响鼻咽癌细胞增殖和侵袭的分子机制。

材料与方法

１．材料：（１）组织标本：收集 ２０１６年 ９月 ～２０１９
年５月笔者医院耳鼻喉科４９例鼻咽癌及癌旁组织标
本，其中男性２８例，女性２１例，患者年龄 ３１～６５岁，
平均年龄 ４９．７２±１２．１５岁。根据 ２００２年国际抗癌
联盟（ＵＩＣＣ）头颈肿瘤临床分期对鼻咽癌临床分期：
Ⅰ期５例，Ⅱ期１２例，Ⅲ期２６例，Ⅳ期 ６例。鼻咽癌
标本根据世界卫生组织鼻咽癌组织学分类确定病理

诊断：角化性鳞状细胞癌 ３３例，非角化性癌 １６例。
所有患者在标本收集时均未接受放疗、化疗，本研究

经笔者医院医学伦理学委员会批准，患者均签署知情

同意书。（２）细胞系和主要试剂：ＲＰＭＩ１６４０培养基、
Ｋ－ＳＦＭ培养基和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。鼻
咽癌细胞系（ＨＮＥ－１、ＣＮＥ－２Ｚ、Ｃ６６６－１、ＳＵＮＥ－１、
ＨＯＮＥ－１）和人永生化鼻咽上皮细胞（ＮＰ６９）购自中
国典型培养物保藏中心。携有无意义序列的阴性对

照质粒和携有 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ的质粒购自上海吉玛
制药有限公司。ｑＰＣＲ试剂盒购自美国 Ｒｏｃｈｅ公司。
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和 Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。ＧＡＰ
ＤＨ、ＴＥＴ１、Ｗｎｔ１、ＰＬＣ、ＰＫＣ和 β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白抗体购

自英国 Ａｂｃａｍ公司。ＣＣＫ－８试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司。

２．细胞培养和转染：人永生化鼻咽上皮细胞
（ＮＰ６９）接种于 Ｋ－ＳＦＭ（含 １０％胎牛血清）培养基，
鼻咽癌细胞系（ＨＮＥ－１、ＣＮＥ－２Ｚ、Ｃ６６６－１、ＳＵＮＥ－
１、ＨＯＮＥ－１）接种于 ＲＰＭＩ１６４０（含 １０％胎牛血清）
培养基，在 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。待 ＣＮＥ－
２Ｚ细胞稳定传代后，取对数生长期细胞接种于 ６孔
板，接种密度以转让时融合度达 ６０％为准。根据 Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书进行转染，以无血清 ＲＰＭＩ
１６４０培养基配制转染体系，分别向 ＣＮＥ－２Ｚ细胞转
染阴性对照质粒和携有 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ的质粒，分
别定义为对照组和实验组。转染 ８ｈ后，更换为含
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基。

３．ｑＰＣＲ检测组织或细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ、
ＴＥＴ１ｍＲＮＡ的表达：分别提取组织或细胞总 ＲＮＡ，
经紫外分光光度计检测后，取 ５００ｎｇ总 ＲＮＡ反转录
为 ｃＤＮＡ。ｑＰＣＲ反应总体系为 ２０μｌ。ｃｉｒｃＲＮＡ－
ＩＴＣＨ上游引物序列：５′－ＡＧＣＡＡＴＧＣＡＧＣＡＧＴＴＴ－
３′，下游引物序列：５′－ＴＧＴＡＧＣＣＣＡＴＣＡＡＧＡＣＡ－３′，
产物片断１９７ｂｐ。ＴＥＴ１上游引物序列：５′－ＴＧＴＡＧＣ
ＣＣＡＴＣＡＡＧＡＣＡ－３′，下游引物序列：５′－ＴＧＴＡＧＣ
ＣＣＡＴＣＡＡＧＡＣＡ－３′，产物片断２６５ｂｐ。以 ＧＡＰＤＨ为
管家基因，ＧＡＰＤＨ上游引物序列：５′－ＴＧＴＡＧＣ
ＣＣＡＴＣＡＡＧＡＣＡ－３′，下游引物序列：５′－ＴＧＴＡＧＣ
ＣＣＡＴＣＡＡＧＡＣＡ－３′，产物片断２６５ｂｐ。ｑＰＣＲ反应条
件：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ２０ｓ，５５℃ ２０ｓ，７２℃ ２０ｓ，共 ４０个
循环。以 ２－ΔΔＣｔ法计算 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ、ＴＥＴ１ｍＲＮＡ
的相对表达。

４．ＣＣＫ－８法检测 ＣＮＥ－２Ｚ细胞增殖：将转染后
４８ｈ的两组细胞消化、重悬，分别以 ３０００个／孔接种
于９６孔板，细胞悬液体积为 ２００μｌ。ＣＣＫ－８检测
时，加入１５微升／孔 ＣＣＫ－８溶液，培养箱内培养３ｈ，
消除孔内气泡，采用酶标仪检测每孔在 ４５０ｎｍ波长
处的吸光度值，分别于接种后１、２、３、４、５天行 ＣＣＫ－
８法检测。

５．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测 ＣＮＥ－２Ｚ细胞侵袭：
按１∶１０的比例将 ＲＰＭＩ１６４０培养基与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质
胶充分混合，分别在每个 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室加入
１００μｌ混合物，于培养箱中充分凝固。将转染后 ４８ｈ
的两组细胞消化，用无血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基重
悬，分别在每个 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室加入 ２００μｌ细胞
悬液（细胞密度为 １×１０５个／毫升），分别在每个 Ｔｒ
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ａｎｓｗｅｌｌ小室下室加入 ６００μｌ含血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基。连续培养 ２４ｈ，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，无水
乙醇固定 １０ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色染色 １０ｍｉｎ，流水
漂洗、晾干后，于显微镜下计数。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞 ＴＥＴ１及下游蛋
白的表达：将转染后４８ｈ的两组细胞消化、离心，采用
ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞并提取总蛋白，测定蛋白浓度
后，每组按 ４０μｇ蛋白上样量进行聚丙烯酰氨凝胶
（浓度为１０％）电泳 ２ｈ，硝酸纤维素膜转膜 ２ｈ，采用
５％脱脂奶粉封闭３ｈ，分别与一抗 ＧＡＰＤＨ（１∶３０００稀
释）、ＴＥＴ１（１∶１０００稀释）、Ｗｎｔ１（１∶２０００稀释）、ＰＬＣ
（１∶２０００稀释）、ＰＫＣ（１∶２０００稀释）和 β－ｃａｔｅｎｉｎ
（１∶１０００稀释）在 ４℃下孵育过夜。洗膜后，与二抗
（１∶１００００稀释）在室温下孵育 ２ｈ后，均匀滴加化学
发光试剂，在凝胶成像系统扫描、拍照，比较目的蛋白

表达。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，两组间计量资料比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

结　　果
１．ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在鼻咽癌组织和癌旁组织中

的表达：与癌旁组织比较（图 １），ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在
鼻咽癌组织中表达下调（Ｐ＜０．０１）。

图 １　ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在鼻咽癌组织和癌旁组织中的表达
　

２．ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在正常肝细胞和鼻咽癌细胞
系的表达：与人永生化鼻咽上皮细胞（ＮＰ６９）比较（图
２），ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在鼻咽癌细胞系 （ＨＮＥ－１、
ＣＮＥ－２Ｚ、Ｃ６６６－１、ＳＵＮＥ－１、ＨＯＮＥ－１）中表达下
调（Ｐ＜０．０５），ＣＮＥ－２Ｚ细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ的
表达量最低（Ｐ＜０．０１）。

３．检测 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ质粒的转染效率：对照
组和实验组 ＣＮＥ－２Ｚ细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ相对表

图 ２　ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在人永生化鼻咽上皮细胞和

鼻咽癌细胞系中的表达

与 ＮＰ６９细胞比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

达量分别为１．００±０．０２和８．０９±１．１２（ｔ＝６．３４，Ｐ＜
０．０１），质粒转染成功。

４．过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对 ＣＮＥ－２Ｚ细胞增殖
的影响：ＣＣＫ－８检测结果显示，与对照组比较，实验
组的 ＣＮＥ－２Ｚ细胞从第 ２天开始，增殖能力降低
（Ｐ＜０．０５，图３）。

图 ３　ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对鼻咽癌细胞

ＣＮＥ－２Ｚ增殖的影响

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

５．过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对 ＣＮＥ－２Ｚ细胞侵袭
的影响：对照组和实验组 ＣＮＥ－２Ｚ细胞侵袭细胞计
数分别为 ８０．１７±７．６４个和 ３９．１２±６．５７个（Ｐ＜
００１）。与对照组比较，转染 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ后的鼻
咽癌细胞侵袭能力被抑制（图４）。

６．两组细胞中ＴＥＴ１ｍＲＮＡ的表达：对照组和实验
组 ＣＮＥ－２Ｚ细胞中 ＴＥＴ１ｍＲＮＡ相对表达量分别为
１００±０．０４和 ５．０３±０．５０（ｔ＝７．９８，Ｐ＜０．０１）。与对
照组比较，实验组细胞中 ＴＥＴ１ｍＲＮＡ的表达增加。

７．过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对 ＴＥＴ１蛋白及 Ｗｎｔ／
β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋白表达的影响：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
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图 ４　ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对鼻咽癌细胞 ＣＮＥ－２Ｚ

侵袭的影响（×１００）
Ａ．对照组细胞侵袭；Ｂ．实验组细胞侵袭；Ｃ．两组 ＣＮＥ－２Ｚ

细胞侵袭影响比较

　

结果显示，与对照组比较，过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ
后，ＴＥＴ１蛋白表达明显增加，Ｗｎｔ１、ＰＬＣ、ＰＫＣ和 β－
ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达明显降低（图５）。

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ对 ＴＥＴ１及

Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋白表达的影响
　

讨　　论
ｃｉｒｃＲＮＡ主要位于细胞质，是一种由共价键形成

的闭合环状 ＲＮＡ分子，结构非常稳定，可通过多种方
式影响目的基因的表达，调控细胞的生命活动

［１１］
。

近年来，不断有新的 ｃｉｒｃＲＮＡ如 ＨＩＰＫ３、ＬＡＲＰ４、

ＺＮＦ６０９被证实在鼻咽癌中异常表达，参与鼻咽癌的
发生、发展

［１２～１４］
。ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ是一种新发现的

ｃｉｒｃＲＮＡ，Ｙａｎｇ等［１５］
研究显示，ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在膀

胱癌组织和细胞系中低表达，且 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ的
表达水平越低，膀胱癌患者的生存期越短；过表达

ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ可通过吸附 ｍｉＲ－１７和 ｍｉＲ－２２４，
抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移和侵袭。Ｌｕｏ等［１６］

研

究显示，ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在卵巢癌细胞系中表达降
低，上调 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ可干扰 ｍｉＲ－１０ａ的表达，抑
制卵巢癌细胞的增殖并促进细胞的凋亡。ｃｉｒｃＲＮＡ－
ＩＴＣＨ可发挥明显的抑癌基因作用，然而其在鼻咽癌
中的作用及机制尚不明确。

本研究结果显示，ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在鼻咽癌组织
和细胞系中低表达，表明 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ可能在鼻
咽癌的发病过程中起到重要作用。ＣＣＫ－８法和 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验显示，过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ可明
显抑制鼻咽癌细胞的增殖和侵袭能力。１０－１１转位
酶１（ＴＥＴ１）ＴＥＴ蛋白是体内存在的一种 ＤＮＡ去甲基
化酶，可促进５－甲基胞嘧啶转化为 ５－羟甲基胞嘧
啶，启动基因的去甲基化

［１７］
。目前研究表明，ＴＥＴ１

在鼻咽癌、胰腺癌、前列腺癌及卵巢癌等多种恶性肿

瘤中表达明显降低，与肿瘤直径、肿瘤生长、肿瘤侵

袭、临床分期等因素相关，ＴＥＴ１表达水平与肿瘤患者
的预后有关，其表达越低，患者预后越差

［１８～２０］
。本研

究结果显示，过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ的 ＣＮＥ－２Ｚ细
胞中 ＴＥＴ１在 ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达明显增加，表
明 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ具有 ＴＥＴ１基因的表达。有研究
表明，ＴＥＴ１蛋白主要通过抑制 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号
通路，发挥抑制肿瘤生长和转移的作用。本研究结果

显示，ＴＥＴ１表达明显增加后，Ｗｎｔ１、ＰＬＣ、ＰＫＣ和 β－
ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达明显降低，表明 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信
号通路被抑制。

综上所述，ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在鼻咽癌组织和细胞
系中表达明显降低，过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ可明显
抑制鼻咽癌细胞的增殖和侵袭，其作用机制是促进

ＴＥＴ１基因的表达，进一步抑制 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通
路的活化。ｃｉｒｃＲＮＡ－ＩＴＣＨ在鼻咽癌中表现为抑癌基
因的作用，为鼻咽癌生物靶向治疗提供了实验依据。
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间歇性低氧大鼠肺内 ＴＬＲ４的表达及影响
邱　丹　余　勤

摘　要　目的　通过慢性歇性低氧造成大鼠阻塞性睡眠呼吸暂停（ＯＳＡ）的模型，检测 ＴＬＲ４在肺内的表达，探讨 ＴＬＲ４的表

达水平对肺部炎症及其他可能发生的病变的影响。方法　将 ＳＰＦ级健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ３２只采用数字表法随机分为 ４组（每

组 ８只），分别为 Ａ组（常氧组）、Ｂ组（轻度低氧组，即氧浓度为 １５％）、Ｃ组（中度低氧组，即氧浓度为 ９％）和 Ｄ组（重度低氧组，

即氧浓度为 ６％）。造模 ３５天后，取肺组织于光镜下观察大鼠肺组织形态学变化，免疫组化检测 ＴＬＲ４在各组大鼠肺组织中的表

达水平。结果　Ａ组肺组织未见明显异常，Ｂ、Ｃ、Ｄ这 ３组肺泡间隔增厚，淋巴细胞浸润，部分伴有肺气肿改变，随缺氧程度增加
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