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  摘 要:目的 探讨环状RNA_0009910(circ_0009910)对非小细胞肺癌细胞增殖、凋亡的影响及机制。方

法 将A549细胞随机分组并进行转染,分为
 

si-NC组、si-circ_0009910组、miR-NC组、miR-34a-5p组、si-circ_
0009910+anti-miR-NC组、si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p

 

组。转染成功后,CCK8法检测细胞增殖能力,双

荧光素酶报告试验验证circ_0009910的靶基因,流式细胞术检测A549细胞凋亡,蛋白质印迹法检测B细胞淋

巴瘤-2(Bcl-2)、跨膜受体蛋白1(Notch1)、细胞增殖相关核抗原(Ki-67)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)、半胱天冬酶-3
(Caspase-3)表达。皮下注射si-NC组、si-circ_0009910组、miR-NC组、miR-34a-5p组、si-circ_0009910+anti-
miR-NC组、si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p

 

组细胞到雄性裸鼠腹部,并建立活体异种移植小鼠模型。检测

各组肿瘤体积和肿瘤重量,以及小鼠肿瘤组织内相关蛋白表达。结果 与si-NC组相比,si-circ_0009910组

A549细胞的增殖能力明显下降,且细胞凋亡率显著升高,Ki-67、Notch1、Bcl-2表达明显减少,Bax、Caspase-3
表达明显增多(P<0.05)。与miR-NC组相比,miR-34a-5p组A549细胞的成功转染野生型-circ_0009910后,
细胞内的荧光素酶活性显著下降(P<0.05)。与si-NC

 

组相比,si-circ_0009910组 miR-34a-5p表达上调;与

miR-NC组比 较,miR-34a-5p
 

组 A549细 胞 增 殖 力 弱,细 胞 凋 亡 率 高,Bcl-2、Notch1、Ki-67表 达 下 调,Bax、
Caspase-3表达上调(P<0.05);与si-circ_0009910+anti-miR-NC组相比,si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p
组A549细胞的增殖能力更强,细胞凋亡率下降,Bcl-2

 

、Notch1、Ki-67表达上调,Bax、Caspase-3表达下调(P<
0.05)。与si-NC组比较,si-circ_0009910组小鼠肿瘤体积和肿瘤重量明显减小,肿瘤组织内 Notch1、Ki-67、
Bcl-2表达明显下调,Bax、Caspase-3表达明显上调;与 miR-NC组比较,miR-34a-5p组小鼠肿瘤体积和肿瘤重

量明显减小,miR-34a-5p组小鼠肿瘤组织内 Notch1、Ki-67、Bcl-2
 

表达明显下调,Bax、Caspase-3
 

表达明显上

调;miR-34a-5p组小鼠肿瘤组织内Notch1、Ki-67、Bcl-2
 

表达明显下调,Bax、Caspase-3
 

表达明显上调,肿瘤组

织内Notch1、Ki-67、Bcl-2表达显著上调,Bax、Caspase-3表达显著下调。结论 circ_0009910低表达能够抑制

A549细胞增殖,促进其凋亡,其调控机制可能与
 

miR-34a-5p/Notch1信号通路有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

circular
 

RNA_0009910
 

(circ_0009910)
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

cells.Methods A549
 

cells
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

groups
 

and
 

transfected
 

as
 

follows:si-NC
 

group,si-circ_0009910
 

group,miR-NC
 

group,miR-34a-5p
 

group,
si-circ_0009910+anti-miR-NC

 

group,and
 

si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p
 

group.After
 

successful
 

transfec-
tion,cell

 

proliferation
 

was
 

measured
 

using
 

the
 

CCK-8
 

assay.Dual-luciferase
 

reporter
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

vali-
date

 

the
 

target
 

gene
 

of
 

circ_0009910.Apoptosis
 

of
 

A549
 

cells
 

was
 

analyzed
 

by
 

flow
 

cytometry.Protein
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2),transmembrane
 

receptor
 

protein
 

1
 

(Notch1),cell
 

proliferation-asso-
ciated

 

nuclear
 

antigen
 

(Ki-67),Bcl-2-associated
 

X
 

protein
 

(Bax),and
 

cysteine
 

aspartic
 

acid
 

protease-3
 

(Caspase-3)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Cells
 

from
 

each
 

group
 

were
 

subcutaneously
 

injected
 

into
 

the
 

abdo-
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mens
 

of
 

male
 

nude
 

mice
 

to
 

establish
 

xenograft
 

models.Tumor
 

volume,tumor
 

weight,and
 

protein
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissues
 

were
 

measured.Results Compared
 

with
 

the
 

si-NC
 

group,the
 

si-circ_0009910
 

group
 

showed
 

significantly
 

reduced
 

A549
 

cell
 

proliferation,increased
 

apoptosis,decreased
 

expression
 

of
 

Ki-67,Notch1,and
 

Bcl-2,and
 

increased
 

expression
 

of
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

miR-NC
 

group,the
 

miR-
34a-5p

 

group
 

exhibited
 

significantly
 

reduced
 

luciferase
 

activity
 

after
 

transfection
 

with
 

wild-type
 

circ_0009910
 

(P<0.05).The
 

si-circ_0009910
 

group
 

showed
 

upregulated
 

miR-34a-5p
 

expression
 

compared
 

to
 

the
 

si-NC
 

group.The
 

miR-34a-5p
 

group
 

demonstrated
 

weaker
 

proliferation,higher
 

apoptosis,downregulated
 

Bcl-2,
Notch1,and

 

Ki-67,and
 

upregulated
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

compared
 

to
 

the
 

miR-NC
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

si-circ_0009910+anti-miR-NC
 

group,the
 

si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p
 

group
 

exhibited
 

en-
hanced

 

proliferation,reduced
 

apoptosis,upregulated
 

Bcl-2,Notch1,and
 

Ki-67,and
 

downregulated
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

(P<0.05).In
 

vivo,the
 

si-circ_0009910
 

and
 

miR-34a-5p
 

groups
 

showed
 

smaller
 

tumor
 

volumes
 

and
 

weights,downregulated
 

Notch1,Ki-67,and
 

Bcl-2,and
 

upregulated
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

in
 

tumor
 

tissues
 

com-
pared

 

to
 

their
 

respective
 

control
 

groups
 

(P<0.05).Conclusion Low
 

expression
 

of
 

circ_0009910
 

inhibits
 

A549
 

cell
 

proliferation
 

and
 

promotes
 

apoptosis,potentially
 

via
 

the
 

miR-34a-5p/Notch1
 

signaling
 

pathway.
Key
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  肺癌是最常见的癌症之一,也是全球癌症患者死

亡的主要原因,而非小细胞肺癌是肺癌最为常见的类

型[1]。根据临床数据统计显示,癌症患者的5年生存

率仍仅约15%[2]。肿瘤的发生和进展是一个多因素、
多机制参与的复杂病理过程,因此,更好地阐明非小

细胞肺癌发生发展的机制对于临床治疗显得至关重

要[3]。环状RNA
 

(circRNA)
 

是新近发现的内源性非

编码
 

RNA,环状
 

RNA 由前体 mRNA
 

的回剪接产

生,形成共价闭环结构,由于环状结构的circRNA具

有较强的稳定性,可以避免被 RNA
 

酶降解[4]。cir-
cRNA在调节病理过程和多种细胞活动中发挥关键

作用[4]。有研究证明,circRNA在多种肿瘤的发生、
发展中发挥重要作用[5]。circRNA在肿瘤组织和细

胞系中异常表达,并可作为多种肿瘤包括白血病、卵
巢癌、胃癌等的新治疗靶点[7]。此外,已有研究报道,
过表达circ_0009910能够促进肿瘤细胞增殖、转移,
抑制细胞凋亡[8]。然而circ_0009910在非小细胞肺

癌发生、发展过程中的具体作用机制尚不明确。近年

来,微小核糖核酸(miR)-34a通过调控与细胞增殖、细
胞周期进程、细胞凋亡等多个生物学过程相关的靶蛋

白,在多种恶性肿瘤中发挥潜在的肿瘤抑制作用,引
起了广泛关注[9-10]。笔者在前期工作中对 Circular

 

RNA
 

Interactome
 

数据库进行基因筛选,结果显示

circ_0009910与肿瘤生长发育有关。因此,本研究选

取miR-34a-5p作为研究靶点,并通过实验进一步研

究circ_0009910调控 miR-34a-5p在非小细胞肺癌发

生、发展过程中发挥作用。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料来源 实验时间为2022年10月至2024
年6月,人非小细胞肺癌细胞株A549购自American

 

Type
 

Culture
 

Collection。6周龄雄性裸鼠由赛业(苏
州)生物科技有限公司提供[许可证号:SCXK(Wan)
2022-232]。实验地点包括西安医学院相关实验室、西

安医学院第二附属医院相关实验室,且所有实验均按

照美国国立卫生研究院《实验动物的护理和使用指

南》进行,并经西安医学院机构动物护理和使用委员

会批准[许可证号:SYXK(Shan)2022-007]。
1.2 仪器与试剂 多功能酶标仪购自美国Thermo

 

Scientific公司;PCR仪购自美国BD
 

Bio-sciences公

司;麻醉机购自上海贺默仪器科技有限公司;细胞培

养箱购自江苏和创生物科技有限公司;SC-2546低温

高速离心机购自美国Thermo
 

Scientific公司;流式细

胞仪购自郑州华沃生物科技有限公司。胎牛血清

(FBS)和DMEM培养基购自Gibco公司;双抗、Lipo-
fectamineTM

 

脂质体3000转染试剂、冻存液、胰蛋白酶

购自北京索莱宝公司;对照
 

miR-NC、anti-miR-NC、
miR-34a-5p

 

mimic/inhibitor
 

购自宝日医生物技术北

京有限公司;对照si-NC、pcDNA-circ_0009910、circ_
0009910特定siRNA

 

si-circ_0009910购自Roche
 

公

司,反转录试剂盒购自美国
 

Invitrogen
 

公司;CCK8检

测试剂盒购自上海Bio
 

Basic
 

公司;凋亡双染检测试

剂盒购自Elabscience公司;BCA蛋白浓度测定试剂

盒购自南京建成生物技术有限公司;B细胞淋巴瘤-2
(Bcl-2)、Notch同源物1(Notch1)、细胞增殖相关核抗

原(Ki-67)、Bcl-2相关 X蛋白(Bax)、半胱天冬酶-3
(Caspase-3)等抗体购自美国Abcam公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养、分组和转染 将 A549细胞在含

0.5%的双抗和10%胎牛血清的高糖培养基中生长,
细胞接种于培养瓶后放置于保存细胞培养箱中进行

培养。待细胞处于对数生长期时,将细胞使用胰蛋白

酶消化下来并接种于六孔板中,通过细胞计数仪计

数,将每孔的细胞数量控制在50
 

000个,镜下观察到

每孔细胞生长至汇度70%~80%时,进行转染。转染

过程按照Lipo-fectamine
 

3000试剂盒的说明书步骤

进行。转染时随机选择孔进行分组,消除边缘效应造
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成的干扰。将A549细胞随机分组并进行转染,分为
 

si-NC组、si-circ_0009910组、miR-NC组、miR-34a-5p
组、si-circ_ 0009910+anti-miR-NC 组、si-circ_
0009910+anti-miR-34a-5p

 

组。si-NC组 A549细胞

转染si-NC,miR-NC 组 A549细 胞 转 染 miR-NC,
miR-34a-5p组A549细胞转染 miR-34a-5p

 

mimic,si-
circ_0009910组 A549细胞转染si-circ_0009910,si-
circ_0009910+anti-miR-NC

 

组
 

A549
 

细胞共转染
 

si-
circ_0009910和anti-miR-NC,si-circ_0009910+anti-
miR-34a-5p

 

组细胞进行共转染 miR-34a-5p
 

inhibitor
和

 

si-circ_0009910。转染后继续培养约48
 

h。
1.3.2 CCK8检测细胞增殖能力 采用CCK8实验

检测 A549细胞增殖能力。将处于对数生长期的

A549细胞使用胰蛋白酶消化下来并重新接种在96
孔板上,每孔将细胞数量控制在5

 

000个左右,并每组

设置6个复孔,待细胞过夜后完全贴壁再进行转染处

理。造模完成后的
 

24
 

h
 

内,进行CCK8检测。每孔

加入10
 

μL的CCK8
 

染液,补齐90
 

μL的不含FBS培

养基,在37
 

℃
 

培养箱孵育,2
 

h后每间隔30
 

min
 

使用

多功能酶标仪检测吸光度值,酶标仪检测时波长设置

再450
 

nm,待数值稳定后即为最后数值,并取复孔平

均值。
1.3.3 双荧光素酶报告试验 本研究借助Circular

 

RNA
 

Interactome数据库进行基因筛选,筛选的结果

显示
 

miR-34a-5p是circ_0009910的潜在靶基因之

一。构 建 野 生 型 (WT)-circ_0009910 和 突 变 型

(MUT)-circ_0009910报 告 载 体,包 括
 

miR-34a-5p
 

mimic、miR-NC,并转染A549细胞。转染成功后,按
照双荧光素酶的说明书步骤检测A549细胞内荧光素

酶活性。
1.3.4 流式细胞术检测A549细胞凋亡 造模结束

后,将各组细胞使用胰蛋白酶消化下来,使用超低温

高速离心600×g离心15
 

min,弃去培养基,使用含

10
 

μL异硫氰酸荧光素标记的膜联蛋白Ⅴ(Annexin
Ⅴ-FITC)染液重悬细胞,染色10

 

min后,离心,弃去

培养液,使用含5
 

μL的碘化丙啶(PI)染液进行染色,
染色5

 

min后,离心,弃去培养液,使用PBS缓冲液重

悬细胞。最后使用流式细胞仪计算细胞凋亡率。
1.3.5 蛋白质印迹法检测相关蛋白表达 将冻存液

保存的蛋白进行复苏,并使用各组待测蛋白浓度。根

据BCA蛋白质测定试剂盒测定蛋白总浓度确定上样

量。通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳将各

组总蛋白进行分离,电泳完成后使用200
 

mA恒流将

分离后的蛋白从凝胶转移至聚偏氟乙烯膜上。转膜

完成后将膜在封闭液中封闭60
 

min。封闭完成后将

膜与一抗(Notch1、Ki-67、Bax、Bcl-2、Caspase-3)在
4

 

℃孵育过夜,完成后使用 TBST缓冲液洗膜3次,
结束后将膜与稀释好的二抗孵育60

 

min。最后显影

仪检测,并使用image
 

j软件分析蛋白条带的灰度值。

1.3.6 活体异种移植小鼠模型构建和实验分组 收

集对数生长期的 A549细胞,转染成功后,用浓度为

1×107/mL的PBS悬浮。小鼠皮下注射si-NC组、si-
circ_0009910组、miR-NC组、miR-34a-5p组、si-circ_
0009910+anti-miR-NC 组、si-circ_0009910+anti-
miR-34a-5p

 

组细胞到雄性裸鼠腹部。即小鼠对应的

分组 为si-NC 组、si-circ_0009910组、miR-NC 组、
miR-34a-5p组、si-circ_0009910+anti-miR-NC组、si-
circ_0009910+anti-miR-34a-5p

 

组。通过测量肿瘤体

积监测肿瘤生长情况。实验结束时,采用颈椎脱位法

对小鼠实施安乐死,解剖肿瘤组织进行后续实验。
1.3.7 小鼠肿瘤体积和肿瘤重量检测 将si-NC
组、si-circ_0009910组、miR-NC组、miR-34a-5p组、si-
circ_0009910+anti-miR-NC组、si-circ_0009910+an-
ti-miR-34a-5p

 

组细胞皮下注射到裸鼠腹部,注射21
 

d
后小鼠被处死,取出肿瘤进行称重并测量长度和宽

度。肿瘤体积计算公式:体积
 

=
 

长度
 

×
 

(宽度/2)2。
1.4 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

15.0软件

进行数据处理,计量资料经Shapiro-Wilk正态性检

验,符合正态分布的计量资料以x±s表示,比较采用

单因素方差分析
 

(ANOVA)和t检验。P<0.05表

示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组细胞增殖能力比较 与si-NC组(0.83±
0.03)相比,si-circ_0009910组 A549细胞增殖能力

(0.51±0.02)更弱;与 miR-NC组(0.79±0.04)相
比,miR-34a-5p组A549细胞增殖能力(0.55±0.02)
更弱;与si-circ_0009910+anti-miR-NC

 

组(0.47±
0.03)相 比,si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p

 

组

A549细胞增殖能力(0.76±0.04)更强,差异有统计

学意义(P<0.05)。
2.2 各组双荧光素酶报告试验结果比较 与 miR-
NC组相比,miR-34a-5p组A549细胞成功转染 WT-
circ_0009910后,细胞内的荧光素酶活性显著下降,差
异有统计学意义(P<0.05);然而,miR-NC组 和

miR-34a-5p
 

组成功转染 MUT-circ_0009910后,细胞

内的荧光素酶活性无明显变化,差异无统计学意义

(P>0.05)。见表1。
表1  各组双荧光素酶报告试验结果比较

   (x±s,n=6)

组别
转染

WT-circ_0009910

转染
 

MUT-circ_0009910

miR-NC
 

组 1.05±0.05 1.01±0.06

miR-34a-5p
 

组 0.57±0.04 1.03±0.03

t 18.362 0.730

P <0.05 0.482

2.3 各组细胞凋亡情况比较 与si-NC组[(3.20±
0.55)%]相比,si-circ_0009910组 A549细胞凋亡率
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[(22.35±1.03)%]显 著 升 高;与 miR-NC 组

[(6.65±0.25)%]相比,miR-34a-5p组A549细胞凋

亡率[(12.21±1.94)%]显著升高;与si-circ_0009910+
anti-miR-NC组 [(9.92±1.34)%]相 比,si-circ_

0009910+anti-miR-34a-5p 组 A549 细 胞 凋 亡 率

[(5.56±0.32)%]显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05)。见图1。

  注:Comp-FL1-A::FITC-A
 

表示对FITC标记的荧光信号进行的补偿校正,FL1通道的 A信号对应FITC的荧光强度;Comp-FL2-A::PE-A
 

表示在流式细胞术中对藻红蛋白(PE)标记的荧光信号进行的补偿校正,FL2通道的A信号对应于PE的荧光强度。

图1  各组细胞流式细胞术检测结果

2.4 各组细胞内相关蛋白表达情况比较 与si-NC
组比较,si-circ_0009910组A549细胞Notch1、Ki-67、
Bcl-2表达明显下调,Bax、Caspase-3表达明显上调;
与 miR-NC 组 比 较,miR-34a-5p 组 A549 细 胞

Notch1、Ki-67、Bcl-2
 

表达明显下调,Bax、Caspase-3
 

表达明显上调;与si-circ_0009910+anti-miR-NC组

相比,si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p组
 

A549细

胞Notch1、Ki-67、Bcl-2表达显著上调,Bax、Caspase-
3表达显著下调,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表
 

2、图2。

表2  各组细胞Notch1、Ki-67、Bcl-2、Bax、Caspase-3相对表达量比较(x±s,n=3)

组别 Notch1 Ki-67 Bcl-2 Bax Caspase-3

si-NC
 

组 0.65±0.02 0.53±0.02 0.79±0.03 0.20±0.02 0.15±0.01

si-circ_0009910
 

组 0.44±0.05a 0.25±0.03a 0.34±0.02a 0.63±0.04a 0.37±0.02a

miR-NC
 

组 0.70±0.07 0.57±0.04 0.76±0.06 0.25±0.03 0.27±0.02

miR-34a-5p
 

组 0.38±0.04b 0.24±0.03b 0.47±0.04b 0.60±0.06b 0.61±0.03b

si-circ_0009910+anti-miR-NC
 

组 0.27±0.03 0.28±0.03 0.36±0.02 0.58±0.04 0.62±0.05

si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p组 0.62±0.05c 0.66±0.05c 0.68±0.03c 0.19±0.02c 0.37±0.03c

F 8.008 12.057 14.651 13.598 15.127

P 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001

  注:与si-NC组比较,aP<0.05;与miR-NC组比较,bP<0.05;与si-circ_0009910+anti-miR-NC
 

组比较,cP<0.05。
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图2  各组细胞相关蛋白条带图

2.5 各组小鼠肿瘤体积和肿瘤重量比较 与si-NC
组比较,si-circ_0009910组小鼠肿瘤体积和肿瘤重量

明显减小,差异有统计学意义(P<0.05);与 miR-NC
组比较,miR-34a-5p组小鼠肿瘤体积和肿瘤重量明显

减小,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.05);与si-circ_
0009910+anti-miR-NC组相比,si-circ_0009910+an-
ti-miR-34a-5p组小鼠肿瘤体积和肿瘤重量明显增大,
差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。
2.6 各组小鼠肿瘤组织内相关蛋白表达情况比较 
与si-NC组比较,si-circ_0009910组小鼠肿瘤组织内

Notch1、Ki-67、Bcl-2表达明显下调,Bax、Caspase-3
表达明显上调;与 miR-NC组比较,miR-34a-5p组小

鼠肿瘤组织内 Notch1、Ki-67、Bcl-2
 

表达明显下调,
Bax、Caspase-3

 

表达明显上调;与si-circ_0009910+
anti-miR-NC组相比,si-circ_0009910+anti-miR-34a-

5p组小鼠肿瘤组织内Notch1、Ki-67、Bcl-2表达显著

上调,Bax、Caspase-3表达显著下调,差异有统计学意

义(P<0.05)。见图3、表4。
表3  各组小鼠肿瘤体积、肿瘤重量比较(x±s,n=6)

组别 肿瘤体积(mm3) 肿瘤重量(g)

si-NC组 701.36±52.36 0.563±0.05

si-circ_0009910
 

组 321.05±24.34a 0.247±0.02a

miR-NC组 683.34±48.21 0.484±0.05

miR-34a-5p组 382.65±28.65b 0.216±0.02b

si-circ_0009910+anti-miR-NC组 653.74±23.96 0.198±0.01

si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p组 350.20±28.39c 0.427±0.05c

F 53.519 12.264

P <0.001 <0.001

  注:与si-NC组比较,aP<0.05;与 miR-NC组比较,bP<0.05;与

si-circ_0009910+anti-miR-NC组比较,cP<0.05。

图3  各组小鼠肿瘤组织相关蛋白条带图

表4  各组小鼠肿瘤组织内Notch1、Ki-67、Bcl-2、Bax、Caspase-3相对表达量比较(x±s,n=3)
组别 Notch1 Ki-67 Bcl-2 Bax Caspase-3
si-NC

 

组 1.83±0.14 1.20±0.10 1.44±0.13 0.33±0.03 0.22±0.02
si-circ_0009910

 

组 0.35±0.03a 0.36±0.03a 0.42±0.04a 1.09±0.09a 0.67±0.06a

miR-NC
 

组 1.52±0.12 1.37±0.11 1.36±0.12 0.24±0.02 0.29±0.03
miR-34a-5p

 

组 0.39±0.04b 0.18±0.01b 0.45±0.06b 0.65±0.07b 0.74±0.06b

si-circ_0009910+anti-miR-NC
 

组 0.14±0.02 0.20±0.03 0.31±0.02 1.84±0.13 1.65±0.11
si-circ_0009910+anti-miR-34a-5p组 0.48±0.06c 0.57±0.07c 0.97±0.10c 0.42±0.04c 0.55±0.05c

F 16.387 19.427 21.028 18.369 15.508
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与si-NC组比较,aP<0.05;与miR-NC组比较,bP<0.05;与si-circ_0009910+anti-miR-NC
 

组比较,cP<0.05。
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3 讨  论

  非小细胞肺癌是最常见的癌症之一,也是大多数

国家癌症死亡的主要原因。尽管近年来非小细胞肺

癌的临床治疗取得了较大的进展,但患者的总治愈率

和生存率仍然很低[11]。探索和了解肺癌发生、发展的

分子机制对改善肺癌患者的预后十分必要。目前手

术、放疗、化疗、免疫治疗或分子靶向治疗均可用于治

疗非小细胞肺癌[12-14]。根据不同的分期,非小细胞肺

癌患者可选择不同的治疗方案。治疗必须根据具体

的医疗条件和其他变量为每个患者定制。免疫治疗

与靶向治疗的结合为非小细胞肺癌患者的治疗带来

了创新。免疫治疗无论是单独应用还是联合化疗,均
已成为标准的一线治疗。由于目前治疗手段均存在

高复发率和不良反应的问题,因此寻找新的靶向治疗

手段是研究的关键。

circRNA是一类具有共价闭合环状结构的内源

性非编码RNA[15]。一项研究阐明,由于缺乏5'和3'
多聚腺苷酸尾,circRNA比线性 mRNA更稳定[16]。
近年来的相关研究显示,circRNA可参与肿瘤的许多

病理生理过程,包括细胞增殖、迁移、侵袭、上皮-间充

质 转 化 和 凋 亡[17]。 有 研 究 报 道,上 调 circ
 

cRAPGEF515、circPLEKHM310 或 敲 低 circ _

000527616、circ
 

UBAP2可显著抑制癌细胞的生长和

转移[18]。此外,circRNA靶向 miRNA通过介导下游

基因调控人类癌细胞生物学行为的作用已有报道[19]。

ZHOU等[20]发现circRNA
 

PVT1通过下调
 

miR-203
对HOXD3表达的抑制作用促进人肝细胞癌的进展。
研究表明,miR-34a-5p是一种对癌细胞的增殖、迁移

等生物学行为有明显抑制作用的基因[21]。临床上已

有相关研究将miR-34a-5p作为非小细胞肺癌患者的

诊断标志物[22]。有研究报道,上调
 

miR-34a-5p的表

达可抑制喉癌细胞的增殖并诱导其凋亡发生[23]。有

研究发现,在人宫颈癌中 miR-34a-5p高表达通过沉

默Bcl-2引起细胞增殖、迁移和侵袭能力的降低和细

胞凋亡活性的增加[24]。在体外实验中,miR-34a-5p
过表达抑制了结直肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭,诱
导了结直肠癌细胞的凋亡[25]。双荧光素酶报告试验

和转染实验也发现了 miR-34a-5p和circ_0009910存

在相互作用的位点。因此,circ_0009910通过靶向调

控miR-34a-5p进而影响非小细胞肺癌 A549细胞的

生物学行为这一结论有待实验证实。尽管有不少研

究报道了circRNAs和 miR-34a-5p对癌细胞恶性生

物学的抑制作用,然而其具体作用机制仍缺乏系统性

分析[26]。
为了深入探究circ_0009910在非小细胞肺癌细

胞生物学行为中的影响和具体作用机制,首先通过转

染siRNA沉默了A549细胞中circ_0009910的表达。

后续的研究发现
 

circ_0009910的表达被干扰后,A549
细胞的增殖能力明显减弱,细胞增殖相关蛋白 Ki-67
表达显著下调,流式细胞术显示,细胞的凋亡率显著

上升,蛋白质印迹法结果显示,抗凋亡蛋白
 

Bcl-2
 

的表

达明显下调,凋亡蛋白Bax、Caspase-3
 

表达明显上调。
为了进一步探究circ_0009910的具体作用机制,继续

借助siRNA沉默了 miR-34a-5p表达,后续实验结果

发现miR-34a-5p被沉默后,circ_0009910抑制细胞增

殖、促进细胞凋亡的作用均被逆转。通过以上的实验

结果,可分析得出circ_0009910能够通过靶向负调控

miR-34a-5p进而抑制肺癌细胞A549
 

的生物学行为。
同时

 

miR-34a-5p
 

的下游
 

Notch1
 

蛋白与多种肿瘤的

增殖、侵袭和迁移相关。蛋白质印迹法结果显示,
miR-34a-5p过表达时 A549细胞内 Notch1、Ki-67、
Bcl-2表达明显下调,Bax、Caspase-3表达明显上调。
同时 在 体 内 实 验 中,皮 下 注 射 si-NC 组、si-circ_
0009910 组、miR-NC 组、miR-34a-5p 组、si-circ_
0009910+anti-miR-NC 组、si-circ_0009910+anti-
miR-34a-5p

 

组细胞到雄性裸鼠腹部,建立了活体异种

移植小鼠模型,并测量了小鼠肿瘤体积和肿瘤重量,
结果显示,与si-NC组比较,si-circ_0009910组小鼠肿

瘤体积和肿瘤重量明显减小,与 miR-NC组比较,
miR-34a-5p组小鼠肿瘤体积和肿瘤重量明显减小,与
si-circ_0009910+anti-miR-NC 组 相 比,si-circ_
0009910+anti-miR-34a-5p组小鼠肿瘤体积和肿瘤重

量明显增大,同时本研究检测了小鼠肿瘤组织内相关

通路蛋白的表达,蛋白质印迹法实验结果显示,与si-
NC 组 比 较,si-circ_0009910 组 小 鼠 肿 瘤 组 织 内

Notch1、Ki-67、Bcl-2表达明显下调,Bax、Caspase-3
表达明显上调,与 miR-NC组比较,miR-34a-5p组小

鼠肿瘤组织内 Notch1、Ki-67、Bcl-2
 

表达明显下调,
Bax、Caspase-3

 

表达明显上调,与si-circ_0009910+
anti-miR-NC组相比,si-circ_0009910+anti-miR-34a-
5p组小鼠肿瘤组织内Notch1、Ki-67、Bcl-2表达显著

上调,Bax、Caspase-3表达显著下调,体内实验结果进

一步验证了本研究的结论。
综上所述,当circ_0009910表达上调时,可抑制

非小细胞肺癌 A549细胞的增殖,并促进 A549细胞

的凋亡,其影响A549细胞的生物学行为可能与调控
 

miR-198/Notch1信 号 通 路 有 关。这 一 发 现,提 示

circ_0009910可能是临床治疗非小细胞肺癌的潜在靶

点,为临床治疗非小细胞肺癌提供了新的理论依据。
然而,本实验仍局限于基础实验研究,缺乏临床实验

结果的支持,因此,本课题组将在今后的研究中,补充

临床相关实验以验证本研究的可行性。
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