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  摘 要:目的 研究环状RNA
 

Itchy
 

E3泛素蛋白连接酶(Circ-ITCH)在结直肠癌(CRC)细胞增殖和转移

中的作用及通过调控 Wnt/β-catenin信号通路发挥作用的机制。方法 采用实用荧光定量逆转录聚合酶链反

应(qRT-PCR)检测CRC和癌旁组织中Circ-ITCH的表达水平,分析Circ-ITCH的表达水平与患者病理参数

和预后的关系。qRT-PCR检测细胞SW480、SW620和 HT29及正常结肠细胞NCM460中Circ-ITCH的表达

水平,筛选Circ-ITCH低表达水平的CRC细胞,分为对照组(NC组)和Circ-ITCH 组,构建空载质粒和Circ-
ITCH过表达水平转染质粒,分别转染各组细胞。qRT-PCR检测各组细胞中Circ-ITCH的表达水平;细胞计

数试剂8(CCK8)实验检测各组细胞增殖能力;Transwell实验检测各组细胞转移能力;TOP/FOP
 

双荧光素酶

实验检测各组细胞 Wnt/β-catenin信号通路的活性;Western
 

blot检测各组细胞 Wnt/β-catenin信号通路关键

蛋白β-catenin及其下游增殖相关蛋白cyclinD1、cMyc和转移相关蛋白基质金属蛋白酶(MMP)2、MMP9的表

达水平。结果 Circ-ITCH在CRC组织中表达水平低于在癌旁组织中的表达水平,差异有统计学意义(P<
0.05)。Circ-ITCH低表达与患者淋巴结转移和TNM 分期相关(P<0.05),Circ-ITCH低表达水平的患者预

后较差(P<0.05)。Circ-ITCH 在 CRC细 胞SW480、SW620和 HT29中 的 表 达 均 低 于 在 正 常 结 肠 细 胞

NCM460中的表达,其中在SW620细胞中的表达水平最低。与NC组相比,Circ-ITCH组SW620细胞中Circ-
ITCH表达增加,差异有统计学意义(P<0.05),Circ-ITCH组SW620细胞增殖和转移能力降低,差异有统计

学意义(P<0.05);Circ-ITCH组SW620细胞中 Wnt/β-catenin信号通路的活性显著降低,差异有统计学意义(P
<0.05);Circ-ITCH组SW620细胞中 Wnt/β-catenin信号通路关键蛋白β-catenin核表达及其下游增殖相关蛋白

cyclinD1、cMyc和转移相关蛋白 MMP2,MMP9的表达均显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 Circ-
ITCH通过调控 Wnt/β-catenin信号通路抑制CRC增殖及转移能力,具有作为抗CRC治疗分子靶点的潜力。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

role
 

and
 

mechanism
 

of
 

Circular
 

Rna
 

Itchy
 

E3
 

Ubiquitin
 

Protein
 

Ligase
 

(Circ-ITCH)
 

cell
 

proliferation
 

and
 

metastasis
 

and
 

by
 

regulating
 

Wnt/β-Catenin
 

signaling
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC).Methods Real-Time
 

Quantitative
 

Reverse
 

Transcription
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

Circ-ITCH
 

in
 

CRC
 

and
 

paracancer
 

tissues,and
 

analyzes
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

Circ-ITCH
 

and
 

patient
 

pathological
 

parameters
 

and
 

prognosis.qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

Circ-ITCH
 

in
 

SW480,SW620,and
 

HT29
 

cells
 

and
 

normal
 

colon
 

cells
 

NCM460
 

expression
 

levels,
screening

 

CIRC-ITCH
 

low-expression
 

CRC
 

cells,divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

Circ-ITCH
 

group,con-
struct

 

airborne
 

metals
 

and
 

Circ-ITCH
 

expressed
 

transfection,transfected
 

into
 

group
 

cells.qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Circ-ITCH
 

in
 

each
 

group;Cell
 

Counting
 

Kit-8(CCK8)
 

experiment
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

by
 

each
 

group
 

of
 

cell
 

proliferation
 

abilities;Transwell
 

experiments
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

metastasis
 

capabilities
 

of
 

each
 

group;TOP/FOP
 

double
 

phosphoridase
 

experiment
 

was
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

activity
 

of
 

WNT/β-catenin
 

the
 

signal
 

pathyway;Western
 

Blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

protein
 

β-catenin
 

signal
 

pathway
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells,and
 

its
 

downstream
 

proliferative
 

protein
 

CyclinD1,CMYC
 

and
 

metastat-
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ic
 

associated
 

protein
 

Matrix
 

metalloproteinase
 

(MMP)2,MMP9
 

expression.Results Circ-ITCH
 

expression
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

expression
 

in
 

cancer
 

tissue,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
The

 

low
 

expression
 

of
 

Circ-ITCH
 

corelated
 

with
 

the
 

patient's
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

TNM
 

stage
 

(P<
0.05),patient

 

prognosis
 

was
 

poor
 

with
 

Circ-ITCH
 

low
 

expression
 

(P<0.05).Expression
 

of
 

CIRC-ITCH
 

in
 

CRC
 

cells
 

SW480,SW620
 

and
 

HT29
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

expression
 

in
 

NCM
 

460
 

in
 

normal
 

colon
 

cells,where
 

in
 

the
 

expression
 

in
 

SW620
 

cells
 

was
 

the
 

lowest.Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,Circ-ITCH
 

expres-
sion

 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

Circ-ITCH
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

Circ-ITCH
 

group
 

SW620
 

cell
 

prolif-
eration

 

and
 

metastasis
 

ability
 

were
 

significantly
 

reduced,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05);The

 

activity
 

of
 

the
 

Wnt/β-Catenin
 

signal
 

pathway
 

is
 

significantly
 

reduced
 

in
 

Circ-ITCH
 

group
 

SW620
 

cells,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);Circ-ITCH
 

group
 

SW620
 

cells
 

in
 

Wnt/β-catenin
 

signal
 

pathway
 

key
 

protein
 

β-catenin
 

nuclear
 

expression
 

and
 

downstream
 

proliferation
 

related
 

protein
 

Cy-
clinD1,cMyc

 

and
 

metastasis
 

related
 

protein
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05).Conclu-
sion Circ-ITCH

 

has
 

a
 

potential
 

to
 

be
 

aimed
 

to
 

treat
 

molecular
 

targets
 

for
 

anti-CRC
 

treatment
 

by
 

regulating
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway.
Key

 

words:colorectal
 

cancer; circ-itch; proliferation; transfer; Wnt
 

/
 

β-catenin
 

signaling
 

pathway

  结直肠癌(CRC)是全世界最常见的恶性肿瘤之

一,占男性恶性肿瘤发病率的第二位和女性的第三

位,以及男性恶性肿瘤相关死亡的第三位和女性的第

四位[1]。随着诊断和治疗技术的不断提高,CRC患者

的五年生存率有所改善,但是肿瘤患者的五年生存预

后与疾病的进展阶段高度相关。晚期CRC患者通常

伴有肿瘤转移,五年的存活率非常低[2]。因此,本文

迫切需要进一步研究CRC的发病机制和肿瘤转移中

的未知分子机制。环状RNA(CircRNA)
 

Itchy
 

E3泛

素蛋白连接酶(Circ-ITCH)是新近发现的肿瘤抑制

CircRNA之一,目前已经发现Circ-ITCH 在常见恶

性肿瘤乳腺癌[3]和消化道常见恶性肿瘤胃癌、肝细胞

肝癌等[4-5]多种肿瘤中表达水平降低,抑制肿瘤细胞

的增殖和转移能力,Circ-ITCH 是否抑制CRC细胞

的增殖和转移能力未知。Wnt/β-catenin信号通路传

导的异常激活与人类恶性肿瘤的进展有关,尤其是

CRC[6]。Circ-ITCH在乳腺癌、肝细胞肝癌和甲状腺

乳头状癌中通过抑制 Wnt/β-catenin信号通路发挥抑

癌作用[3,5],提示Circ-ITCH在CRC中可能与 Wnt/

β-catenin信号通路相关。因此本文致力于研究Circ-
ITCH通过调控 Wnt/β-catenin信号通路抑制 CRC
的恶性进展,以期发现Circ-ITCH 作为干预CRC治

疗分子靶点的重要实验室依据。
1 材料与方法

1.1 主要材料 纳入在本院确诊的 CRC患者82
例。患者组织标本新鲜,立即采用液氮冻存。纳入标

准:(1)
 

接受根治性疾病的CRC患者,包括收集肿瘤

组织和相邻的正常组织(距离肿瘤5
 

cm);
 

(2)
 

病理明

确为CRC
 

;(3)
 

患者临床资料包括年龄、性别、肿瘤最

大径、肿瘤分级、TNM 分期的临床参数及预后资料;
排除标准:(1)接受过全身治疗或局部治疗;(2)

 

合并

另一种恶性肿瘤;
 

(3)患有严重威胁生命健康的基础

疾病。本研究根据赫尔辛基宣言获得所有受试者书

面知情同意书,并已经获得本院伦理委员会批准。
1.2 仪器与试剂 Trizol

 

试剂(15596-018)和Lipo-
fectamine

 

2000(11668)试剂购自美国Invitrogen公

司;Circ-ITCH和GAPDH引物均由广州Ribobio公

司设计和合成;逆转录试剂盒(A3500)购自美国Pro-
mega公司;Sybr

 

Green
 

PCR试剂盒(RR820A)购自

日本Takara公司;SW480、SW620和HT29及正常结

肠细胞 NCM460细胞购自美国 ATCC细胞库;RP-
MI-1640培养基(61870036)和胎牛血清(10099141C)
均购自Thermo

 

Fisher
 

Scientific公司;Leibovitz's
 

L-
15(MFCD00217482)购自美国sigma公司;McCoy'

 

5A培养基(FS-5045P)购自上海抚生试剂公司;胰酶

(T8150)、青霉素(P8010)、链霉素(3810-74-0)、CCK8
试剂(CA1210)和细胞裂解缓冲液(DgcX8ocR)购自

北京索莱宝科技有限公司;空载质粒和Circ-ITCH过

表达转染质粒购自广州 Ribobio公司;Transwell小

室(3413)购自美国Corning公司;增强型
 

ECLTM
 

检测

试剂盒(KGP1128)购自中国南京KeyGene公司;BCA
蛋白检测试剂盒(23227)购自美国Thermo试剂公司;
PVDF膜(1620177)购自美国 BioRad公司;β-catenin
(ab32572)cyclinD1(ab16663)、cMyc(ab32072)、转移相

关蛋 白 基 质 金 属 蛋 白 酶(MMP,ab92536)2、MMP9
(ab76003)、GAPDH(ab8245)和兔二抗(ab32072)、鼠二

抗(ab279289)均购自英国Abcam公司。
1.3 实验方法

1.3.1 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(qRT-
PCR) 使用Trizol试剂从组织中提取总RNA,采用

逆转录试剂盒并根据说明书进行RNA至
 

cDNA的

逆转录。以
 

cDNA为模板使用Sybr
 

Green
 

PCR试剂

盒配制PCR反应体系,选择GAPDH作为对照,采用
 

Applied
 

Biosystems
 

7900HT
 

序 列 检 测 系 统 检 测

Circ-ITCH和GAPDH
 

的表达水平。
 

使用2-ΔΔCt方法

量化Circ-ITCH表达。引物序列:Circ-ITCH
 

正向引
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物:5'-GTT
 

GGT
 

CAA
 

TCG
 

CCT
 

GCT
 

A-3',反向引

物:5'-GGT
 

CCC
 

GCA
 

CAG
 

GGG
 

TA-3';GAPDH
 

正

向引物:5'-TCA
 

AGA
 

AGG
 

TGG
 

TGA
 

AGC
 

A-3'
 

,
反向引物:5'-AGG

 

TGG
 

AGG
 

AGT
 

GGG
 

TGT-3'。
1.3.2 细 胞 培 养 和 转 染 CRC 细 胞 SW480和

NCM460在RPMI-1640
 

培养基中培养;SW620细胞

在Leibovitz's
 

L-15培养基中培养;HT29在 McCoy'
 

5A培养基中培养。各种培养基中均含有10%的胎牛

血清、100
 

U/mL的青霉素和100
 

mg/mL的链霉素,
放置在37

 

℃含有5%
 

CO2 的湿润培养箱中培养。细

胞长满后采用qRT-PCR检测各组细胞中Circ-ITCH
的表达水平。

选择低表达Circ-ITCH的SW620细胞,计数2×
105 个/孔,接种至6孔板中培养。随机分为对照组

(NC组)和实验组(Circ-ITCH 组)。细胞贴壁后,采
用Lipofectamine

 

2000按照说明书进行转染,首先将

Lipofectamine
 

2000
 

试剂与培养基混匀后静止5
 

min,
然后分别与空载质粒和Circ-ITCH 过表达转染质粒

混合后,转染至NC组和Circ-ITCH组中。放置在
 

37
 

℃含有5%
 

CO2 的湿润培养箱中转染48
 

h,qRT-PCR
检测Circ-ITCH

 

过表达转染质粒转染效果。
 

1.3.3 细胞计数试剂8(CCK8)实验 采用CCK8试

剂检测细胞增殖能力。收集 NC组和Circ-ITCH 组

细胞,在200
 

μL培养基中以2×103
 

个细胞的密度接

种至96孔板细胞中,设置24、48和72
 

h,并每组设置6
个平行复孔,放置在

 

37
 

℃含有5%
 

CO2 的湿润培养箱

中培养。分别在对应的时间点更换100
 

μL
 

培养基和

10
 

μL
 

CCK8试剂,混匀后在37
 

℃下处理2
 

h。采用酶

标仪检测各细胞在450
 

nm处测定吸光度值(A值)。
1.3.4 Transwell实验 采用 Transwell小室检测

细胞转移能力。收集NC组和Circ-ITCH组细胞,无
血清培养基洗3次后,在100

 

μL无血清培养基中以

1×106 个细胞的密度接种至24孔板中的Transwell
小室上。24

 

孔板的下室中加入含有500
 

μL的10%
胎牛血清的RPMI-1640

 

培养基,每组设置3个平行

复孔,放置在
 

37
 

℃含有5%
 

CO2 的湿润培养箱中培

养10
 

h。取出Transwell室,弃去孔中的培养基并用

PBS洗涤。
 

然后,将细胞用甲醇固定30
 

min并用

0.1%晶体染色20
 

min。使用棉拭子轻轻擦拭上未转

移的细胞,并在显微镜下计数。
1.3.5 TOP/FOP

 

双荧光素酶实验 采用 TOP/
FOP

 

双荧光素酶实验检测细胞中 Wnt/β-catenin信

号通路的活性。收集NC组和Circ-ITCH组细胞,在
200

 

μL培养基中以2×103
 

个细胞的密度接种至96孔

板细胞中,采用PRL-TK质粒(每孔10
 

ng)和TOP/
FOP质粒(每孔200

 

ng)共转染。在转染48
 

h后,采
用双荧光素酶报告器测定系统分析各组细胞中荧光

素酶发光强度。
1.3.6 Western-blot实验 采用含有蛋白酶抑制剂

的细胞裂解RIPA缓冲液提取各组细胞中的细胞总

蛋白,并采用BCA
 

蛋白检测试剂盒定量蛋白质浓度。
蛋白质煮沸变性后,通过SDS-PAGE凝胶分离蛋白

质并转移至PVDF膜。在用5%的非脂肪牛奶封闭

后,将膜在4
 

℃下与初级抗体一起温育过夜。HRP
标记的二抗体用于在室温下孵育2

 

h。通过增强型
 

ECLTM
 

检测试剂盒可视化蛋白质条带。一抗抗体稀

释液∶抗β-catenin(1∶500),抗cyclinD1(1∶1
 

000),
抗cMyc(1∶500),抗 MMP2(1∶1

 

000),抗 MMP9
(1∶1

 

000),抗GAPDH(1∶1
 

000)。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行统计分

析。计量资料采用x±s表示,组间差异采用t检验。
计数资料采用例数或百分率表示,Kaplan-Meier绘制

生存曲线,Log-Rank统计分析Circ-ITCH 的表达水

平与CRC患者预后的关系。以P<0.05
 

为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 Circ-ITCH 表达与 CRC患者病理参数的关

系 qRT-PCR检测Circ-ITCH 在CRC组织中的表

达水平(1.24±0.65)低于在癌旁组织中的表达水平

(1.56±0.78),差异有统计学意义(t=2.643,P=
0.010),见图1A。t检验分析Circ-ITCH 与CRC患

者病理参数的关系,结果显示高表达水平Circ-ITCH
与CRC患者年龄、性别、肿瘤最大径、分化程度均无

关(P>0.05),与患者淋巴结转移和TNM 分期相关

(P<0.05),见图1B~C和表1。

  注:A为Circ-ITCH在CRC和癌旁组织中的表达,与癌旁组织相比,*P<0.05;B为Circ-ITCH在有无淋巴结转移CRC组织中的表达,与无

淋巴结转移CRC组织相比,*P<0.05;C为Circ-ITCH在不同TNM分期CRC组织中的表达,与TNM
 

Ⅰ~Ⅱ期组织相比,*P<0.05。

图1  qRT-PCR检测结果
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表1  Circ-ITCH蛋白在CRC组织中的表达水平与临床

   病理参数之间的关系(x±s)

临床病理参数 n Circ-ITCH表达水平 t P

年龄

 ≤60岁 31 1.29±0.61 0.553 0.582

 >60岁 51 1.21±0.65

性别

 男 45 1.23±0.74 0.139 0.890

 女 37 1.25±0.52

肿瘤最大径(cm)

 ≤5 49 1.31±0.58 1.248 0.216

 >5 33 1.14±0.64

肿瘤分化程度

 中高分化 52 1.32±0.67 1.615 0.111

 低分化 30 1.10±0.43

淋巴结转移

 有 31 0.97±0.51 3.061 0.003

 无 51 1.41±0.67

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 53 1.35±0.69 2.051 0.044

 Ⅲ~Ⅳ期 29 1.05±0.52

2.2 Circ-ITCH 的表达水平与CRC患者预后的关

系 Log-Rank法进行统计检验显示与低表达Circ-
ITCH的CRC患者相比,高表达Circ-ITCH 的CRC
患者预后较差(χ2=4.195,P=0.041),见图2。

图2  Log-Rank检验分析Circ-ITCH在CRC组织中

表达与患者预后的关系

2.3 Circ-ITCH
 

在CRC细胞中的表达水平 qRT-
PCR检测Circ-ITCH在SW480、SW620和 HT29及

正常结肠细胞NCM460中的表达水平分别为(0.31±
0.10)、(0.18±0.04)、(0.53±0.08)和(1.00±
0.01),Circ-ITCH在CRC细胞中的表达水平低于在

正常结肠细胞NCM460中的表达水平,在SW620细

胞中的表达水平最低(P<0.041),见图3A。Circ-
ITCH在NC组和Circ-ITCH组SW620细胞中的表

达分别为(1.00±0.01)、(5.49±1.10),Circ-ITCH
在Circ-ITCH组SW620细胞中的表达水平增加(t=
5.821,P=0.004),见图3B。

  注:A为Circ-ITCH在CRC细胞中的表达水平低于在正常结肠细

胞NCM460中的表达水平,与NCM460组相比,*P<0.05;B为与NC
组相比,Circ-ITCH组SW620细胞中Circ-ITCH 的表达水平增加,与

NC组相比,*P<0.05。

图3  qRT-PCR检测结果

2.4 细胞增殖能力检测 采用CCK8检测显示与

NC组相比,Circ-ITCH 组CRC细胞SW620的增殖

能力降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图4。

  与NC组相比,*P<0.05。

图4  细胞增殖能力检测

2.5 细胞转移能力检测 采用Transwell实验检测

显示NC组和Circ-ITCH组SW620细胞转移数目分

别为(64.67±4.64)个和(23.67±4.99)个。与 NC
组相比,Circ-ITCH组SW620细胞的转移能力降低,
差异有统计学意义(t=8.508,P=0.001),见图5。
2.6 Wnt/β-catenin信号通路检测 采用TOP/FOP

 

双荧光素酶实验检测显示 NC组和 Circ-ITCH 组

SW620细胞中 TOP/FOP
 

双荧光素酶活性分别为

(0.99±0.03)个和(0.47±0.08)个。与NC组相比,
Circ-ITCH组SW620细胞中 Wnt/β-catenin信号通

路活性降低,差异有统计学意义(t=25.220,P<
0.001),见图6。
2.7 Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白检测 采用

Western-blot实 验 检 测 显 示 与 NC 组 相 比,Circ-
ITCH组SW620细胞中 Wnt/β-catenin信号通路关

键蛋白β-catenin核表达水平及其下游增殖相关蛋白

cyclinD1、cMyc和转移相关蛋白 MMP2、MMP9的表

达水平均降低,差异有统计学意义(P<0.05),见
图7。
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  注:与NC组相比,*P<0.05。

图5  细胞转移能力检测

  注:与NC组相比,*P<0.05。

图6  Wnt/β-catenin信号通路检测

  注:与NC组相比,*P<0.05。

图7  Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白检测

3 讨  论

在人类基因组中存在大量的非编码RNA,并且

非编码RNA和人类疾病,尤其是恶性肿瘤之间存在

的关系始终是研究的热点。CircRNA是非编码RNA
的重要成员,通过替代剪接形成内源性RNA,具有共

价闭合的环形结构,不存在3'和5'末端,使得 Cir-
cRNA非常稳定,不易被内切核酸酶降解[7]。目前已

经在真核生物中检测到超过20
 

000个CircRNA,并
且随着高通量测序技术的发展,在不同的组织中越来

越多的CircrNA被鉴定,其在疾病发展中的作用也逐

渐被发现。目前研究结果已经表明CircRNA参与了

几乎所有类型恶性肿瘤的发展,同时CircRNA可能

是恶性肿瘤新的潜在生物标志物和治疗目标[8]。然

而大多数CircRNA在恶性肿瘤进展中的功能仍然是

未知的,因此研究CRC恶性进展中表达异常并发挥

重要功能的CircRNA,对寻求抗CRC治疗的分子靶

点具有重要意义。
Circ-ITCH是一种从位于20号 Q11.22染色体

上的基因Itchy
 

E3泛素蛋白质连接酶的几个外显子

产生的CircrNA,由BERNASSOL等[9]首次研究并

报道。Circ-ITCH在乳腺癌及膀胱癌组织和细胞系

中表达受到抑制,低表达Circ-ITCH的乳腺癌和膀胱

癌患者的存活率降低[3,10]。WANG等[11]报道Circ-
ITCH低 表 达 水 平 与 前 列 腺 癌 PSA、肿 瘤 分 期 和

GLEASEN分数高度相关。但是Circ-ITCH 在CRC
中的表达及临床意义未见有报道,本文收集CRC组

织标本,检测结果显示Circ-ITCH 在CRC组织中的

表达水平低于癌旁组织,并且统计分析显示 Circ-
ITCH低表达水平与CRC患者淋巴结转移和 TNM
分期相关,且Circ-ITCH 低表达水平的CRC患者预

后较差,提示Circ-ITCH在CRC中发挥抑癌作用,可
作为CRC患者预后不良的生物标志物。同时一项

Meta分析显示Circ-ITCH低表达恶性肿瘤患者更容

易发生淋巴结转移、肿瘤最大径更大、TNM 分期更

晚、整体存活率更差,表明Circ-ITCH 低表达与恶性

肿瘤侵袭性临床病理特征和各种不利结果相关,可以

用作人类恶性肿瘤中的分子治疗靶标和预后标志

物[12]。这表明研究Circ-ITCH在CRC中发挥具体的

生物学功能具有重要的意义。在乳腺癌、胃癌和卵巢

癌等恶性肿瘤中Circ-ITCH 抑制细胞的增殖和转移

能力[3-4,13],那么Circ-ITCH是否抑制CRC细胞增殖

和转移能力。首先检测Circ-ITCH在CRC细胞中的

表达水平低于正常结肠细胞NCM460,并且选择表达

水平最低的CRC细胞转染Circ-ITCH 过表达质粒,
CCK8和Transwell实验结果显示过表达Circ-ITCH
后,CRC 细 胞 的 增 殖 和 转 移 能 力 降 低,表 明 Circ-
ITCH抑制CRC的恶性进展,与其他恶性肿瘤中的报

道一致[3-4,13]。但是Circ-ITCH 在CRC中发挥作用

的机制需要进一步研究。
CircRNA广泛参与形成 RNA蛋白复合物的形

成,其充当miRNA海绵是作为调节靶基因转录的重
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要作用机制,除此以外CircRNA可以通过调控信号

传导途径和影响基因的表达发挥作用[8]。在膀胱癌

中Circ-ITCH 通过调节 miR-17和 miR-224靶基因

P21和PTEN在体外和体内抑制细胞增殖、迁移、侵
袭和转移能力[10]。而Circ-ITCH 抑制乳腺癌、肝细

胞肝癌和甲状腺乳头状癌恶性进展的作用机制均为

抑制 Wnt/β-catenin信号通路[3,7]。经典 Wnt/β-cate-
nin信号通路在调节增殖、分化和细胞命运对肠道稳

态进行至关重要的作用,其在CRC中异常激活,促进

肿瘤恶性进展,是抗CRC治疗的重要关键靶点[6]。
TOP/FOP双荧光素酶是检测 Wnt/β-catenin信号通

路活性的重要手段,本文通过TOP/FOP双荧光素酶

检测发现过表达Circ-ITCH后,CRC细胞中 Wnt/β-
catenin信号通路的活性增加。研究显示β-catenin从

细胞质中移至细胞核中,是激活 Wnt/β-catenin信号

通路的关键,且核β-catenin蛋白表达升高被认为是

CRC侵袭的标志,激活 Wnt/β-catenin信号通路相关

的靶标,包括增殖相关蛋白cMyc,Cyclin
 

D1和转移

相关蛋白 MMP2、MMP9,从而促进细胞增殖和转移

能力[14-15]。本文采用 Western-blot实验检测显示过

表达Circ-ITCH 后,CRC细胞中核β-catenin蛋白表

达水平降低,以及增殖相关蛋白cMyc,cyclin
 

D1和转

移相关蛋白 MMP2、MMP9表达水平均降低。本研

究表明Circ-ITCH
 

通过调控 Wnt/β-catenin信号通路

抑制CRC的恶性进展。
综上所述,Circ-ITCH 在CRC组织和细胞中的

表达水平降低,与CRC患者不良病理参数和预后相

关。Circ-ITCH
 

通过调控 Wnt/β-catenin信号通路抑

制CRC细胞的增殖和转移能力。Circ-ITCH具有作

为CRC不良预后生物标志物和抗肿瘤治疗分子靶点

的潜力。
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