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·短篇论著·

circ_0006089与miR-217在奥沙利铂耐药胃癌细胞
中的表达及其对耐药细胞转移活性的影响*

张旗林1,李园园2,许琦华2,廖冰灵2,周 颖2△

上海市第七人民医院:1.外科;2.消化科,上海
 

200137

  摘 要:目的 探讨circ_0006089与微小RNA(miR)-217在奥沙利铂耐药的胃癌细胞(MGC803/L-OHP
细胞)中的作用。方法 采用实时荧光定量PCR检测奥沙利铂耐药的胃癌细胞(MGC803/L-OHP细胞)和非

耐药的胃癌细胞(MGC803细胞)中circ_0006089与 miR-217的表达。将 MGC803/L-OHP细胞随机分为4
组:si

 

NC组、si
 

circ_0006089组、miR
 

NC组和 miR-217
 

mimic组。采用集落试验分析 MGC803/L-OHP细胞

的增殖能力;通过Transwell试验分析 MGC803/L-OHP细胞的侵袭能力;通过流式细胞术分析 MGC803/L-
OHP细胞的凋亡率;通过StarBase预测circ_0006089与miR-217的结合位点。通过双荧光素酶报告基因检测

与实时荧光定量PCR分析 MGC803/L-OHP细胞中circ_0006089与 miR-217的靶向调控关系。结果 与非

耐药的胃癌组织和细胞比较,奥沙利铂耐药的胃癌组织和细胞中的circ_0006089水平增加(P<0.05),miR-
217水平降低(P<0.05)。与si

 

NC组和miR
 

NC组的 MGC803/L-OHP细胞比较,si
 

circ_0006089组和 miR-
217

 

mimic组的 MGC803/L-OHP细胞的增殖活性、侵袭能力减弱、凋亡率增加(P<0.05)。StarBase预测显

示,circ_0006089与miR-217存在结合位点。荧光素酶活性比较显示,与miR
 

NC组比较,在circ_0006089
 

WT
组中转染miR-217

 

mimic后荧光素酶活性降低(P<0.05),实时荧光定量PCR结果显示,在 MGC803/L-OHP
细胞中过表达circ_0006089后,miR-217水平降低(P<0.05)。结论 在奥沙利铂耐药的胃癌组织和细胞中,
circ_0006089高表达而 miR-217低表达,并且circ_0006089能够靶向抑制 miR-217的表达。通过下调circ_
0006089或增加miR-217的表达能够抑制奥沙利铂耐药的胃癌细胞的增殖、侵袭,并促进其凋亡。

关键词:微小RNA-217; circ_0006089; 奥沙利铂; 胃癌

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2025.08.023 中图法分类号:R735.2
文章编号:1673-4130(2025)08-1015-05 文献标志码:A

  胃癌起源于胃黏膜上皮细胞,是消化系统最常见

的恶性肿瘤之一[1]。近年来,胃癌的新发病例和死亡

率逐年上升。尽管一些化疗药物(如第3代铂类抗癌

药奥沙利铂)在胃癌治疗方面显示出了良好疗效,但
由于某些分子信号传导异常,胃癌细胞常表现出恶性

生长和对化疗药物的耐药,导致患者预后不良。近期

研究发现,微小 RNA(miR)-217与胃癌奥沙利铂耐

药密切相关[2-3]。因此,深入研究胃癌的相关分子机

制,探索胃癌细胞耐药相关靶点具有重要意义。
“分子海绵”功能是环状RNA(circRNA)目前被

研究得最多的机制。大多数已报道的circRNA通过

作为miRNA的分子海绵调控下游靶基因的表达,发
挥其生物学功能[4-5]。有研究报道,circ_9119能够通

过调控 miR-126表 达 来 抑 制 肝 癌 细 胞 的 增 殖、侵
袭[6]。有研究发现,胃癌患者体内的circRNA中,circ_
0006089在胃癌患者的癌组织与癌旁组织中表达差异

明显[7]。然而,circ_0006089、miR-217是否参与胃癌

细胞奥沙利铂耐药尚未明确。因此,本研究通过探索

circ_0006089、miR-217与胃癌细胞奥沙利铂耐药的

关系,以期为胃癌的治疗提供新思路。
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1 材料与方法

1.1 材料来源 人胃癌奥沙利铂耐药细胞(MGC803/

L-OHP细 胞)与 人 胃 癌 奥 沙 利 铂 非 耐 药 细 胞

(MGC803细胞)购自上海中乔新舟生物科技有限公

司。选取2020年1月至2022年12月来本院诊治的

18例奥沙利铂耐药的胃癌患者与23例奥沙利铂非耐

药的胃癌患者,收集奥沙利铂耐药胃癌组织与奥沙利

铂非耐药胃癌组织。本研究获得全部胃癌患者的知

情同意及上海市第七人民医院伦理委员会批准。

1.2 仪器与试剂 凝胶成像系统,GD-1000,美国

AXYGEN公司;倒置显微镜,DMi1,德国Leica公司;
全波长光吸收酶标仪,SpectraMaxPlus

 

384,美国 Mo-
lecular

 

Devices公司;实时荧光定量PCR(qPCR)仪,

TGreat
 

Real
 

96,北京天根生化科技有限公司;高速冷

冻低温离心机,5425R,德国艾本德公司;梅特勒电子

天平,PL1002E,瑞士梅特勒公司;细胞培养箱,150i,
美国赛默飞公司。

RPMI-1640培养基,500
 

mL,北京义翘神州科技

股份有限公司;胎牛血清,500
 

mL,上海泊湾生物科技

有限公司;脂质体3000,纯度>96.2%,深圳欣博盛生

物科技有限公司;结晶紫试剂,纯度>96.7%,杭州昊

鑫生物科技股份有限公司;细胞 TRIzol裂解液,50
 

mL,武汉菲恩生物科技有限公司;脱脂奶粉,纯度>
98.9%,北京百奥莱博科技有限公司;miR

 

NC、miR-
217

 

mimic,纯度>93.7%,武汉博士德生物工程有限

公司;si
 

NC、si
 

circ_0006089、circ_0006089过表达质

粒(OE-circ_0006089),纯度>95.2%,上海吉玛基因;
蛋白抽提液,100

 

mL,上海阿拉丁生化科技股份有限

公司;蛋白酶抑制剂,50
 

μL,广州博鹭腾生物科技有

限公司;蛋白磷酸酶抑制剂,50
 

μL,上海雅酶生物医

药科技有限公司;甲醇,纯度>95.3%,江西江蓝纯生

物试剂有限公司。

1.3 方法

1.3.1 细 胞 培 养  人 胃 癌 奥 沙 利 铂 耐 药 细 胞

(MGC803/L-OHP 细 胞)与 人 胃 癌 非 耐 药 细 胞

(MGC803细胞)在含8%胎牛血清的培养基培养。当

MGC803/L-OHP细胞生长至培养皿底部约85%后,
通过胰酶消化细胞,将等量的 MGC803/L-OHP细胞

随机分为4组:si
 

NC组、si
 

circ_0006089组、miR
 

NC
组和miR-217

 

mimic组。通过脂质体3000在无菌条

件下将si
 

NC、si
 

circ_0006089、miR
 

NC和 miR-217
 

mimic转染到对应的 MGC803/L-OHP细胞中,随后

置于细胞培养箱继续培养24
 

h,弃掉旧的培养基并更

换新鲜培养基用于开展后续研究。

1.3.2 qPCR检测circ_0006089与 miR-217的表

达 采用TRIzol试剂提取胃癌组织和细胞系的总

RNA,采 用 NanoDro2000c检 测 RNA 浓 度。通 过

PrimerScript
 

RT 试 剂 盒 合 成 第 1 链 cDNA。在

ABI7500系统上使用BestarTM
 

qPCR
 

MasterMix进行

circ_0006089与miR-217水平检测,qPCR反应条件:

95
 

℃变性3
 

min,95
 

℃
 

12
 

s、56
 

℃
 

40
 

s和70
 

℃
 

30
 

s
扩增40个循环。circ_0006089以 GAPDH 为内参,

miR-217以snRNA
 

U6为 内 参,hsa-circ-002179和

miR-143-3p的相对表达量采用2-ΔΔCt 法进行计算。

miR-217 上 游 引 物 序 列 5'-GCGCTGGAAGAC-
TAGAGCACC-3',下 游 引 物 序 列 5'-AGCAT-
GATTTTGTTGTTTGCGT-3';snRNA

 

U6上游 引

物序列5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3',
下游引物序列5'-GCTTCGGCAGCACATATACTA-
AAAT-3';circ _ 0006089 上 游 引 物 序 列 5'-
GCAAACTTATCTTGATCCTG-3',下 游 引 物 序 列

5'-TGAGGGTACAGCAGTTAAGC-3';GAPDH 上

游 引 物 序 列 5'-TATGATGATATCAAGAGGG-
TAGT-3',下 游 引 物 序 列 5'-TGTATCCAAACT-
CATTGTCATAC-3'。

1.3.3 集落形成试验分析 MGC803/L-OHP细胞增

殖能力 采用集落形成试验检测 MGC803/L-OHP
细胞增殖能力。当 MGC803/L-OHP细胞经不同转

染处理后,将每组2×103 个MGC803/L-OHP细胞经

胰酶消化后,以每孔1×105 的数量接种到用于集落

形成试验的专用培养基中。于两周后取出 MGC803/

L-OHP细胞,经固定、染色后,通过倒置显微镜统计

MGC803/L-OHP细胞集落形成数量。

1.3.4 Transwell试验分析 MGC803/L-OHP细胞

侵袭能力 采用 Transwell试验分析 MGC803/L-
OHP细胞侵袭能力。每组计数完成转染的5×104

个 MGC803/L-OHP细胞接种在Transwell上腔室无

血清培养基中,另外在Transwell下腔室添加含胎牛

血清的培养基(浓度为15%)。将 MGC803/L-OHP
细胞在培养箱中48

 

h。随后通过结晶紫染色侵袭的

MGC803/L-OHP细胞,显微镜下统计 MGC803/L-
OHP细胞数量。

1.3.5 流式细胞术分析 MGC803/L-OHP细胞凋亡

率 通过流式细胞术检测 MGC803/L-OHP细胞凋

亡率。各组 MGC803/L-OHP细胞完成转染后,每组

选择5×104 个MGC803/L-OHP细胞至离心管中,根
据细胞凋亡检测说明书加入细胞凋亡检测染料并在

避光环境下孵育20
 

min后,采用流式细胞仪检测

MGC803/L-OHP细胞凋亡率。

1.3.6 双荧光素酶报告基因检测circ_0006089与

miR-217的靶向关系 先通过StarBase预测circ_

0006089 与 miR-217 的 结 合 位 点。将 含 有 circ_

0006089-WT与circ_0006089-MUT序列的pGL3荧

光素酶报告载体与 miR-217
 

mimic或 miR
 

NC共转
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染至细胞。培养36
 

h后,根据双荧光素酶报告基因检

测试剂盒说明书,裂解细胞后,采用双荧光素酶报告

基因检测荧光素酶活性。随后,为进一步验证circ_
0006089与 miR-217的靶向关系,将si

 

NC、si
 

circ_
0006089、circ_0006089 过 表 达 质 粒 (OE-circ_
0006089)分别转染至 MGC803/L-OHP细胞,24

 

h后

检测miR-217的表达。
1.4 统计学处理 使用GraphPad

 

Prism9.0进行统

计学分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,
两组间比较采用t检验,多组间比较采用单因素方差

分析。P<0.0为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 奥 沙 利 铂 耐 药 与 非 耐 药 胃 癌 组 织 中circ_
0006089与miR-217的表达 qPCR结果显示,与非

耐药胃癌组织比较,奥沙利铂耐药胃癌组织中的circ_
0006089水平增加(P<0.05),而 miR-217水平降低

(P<0.05)。见表2。
2.2 MGC803/L-OHP细胞与 MGC803细胞中circ_
0006089与 miR-217的表达 qPCR 结 果 显 示,与
MGC803细胞比较,MGC803/L-OHP细胞中circ_
0006089水平增加(P<0.05),miR-217水平降低

(P<0.05)。见表3。

2.3 4 组 MGC803/L-OHP 细 胞 的 增 殖 能 力 比

较 集落 形 成 试 验 结 果 显 示,si
 

NC 组、si
 

circ_
0006089组、miR

 

NC组、miR-217
 

mimic组集落形成

数量 分 别 为 (88.37±6.28)、(59.12±3.59)、
(92.32±9.27)、(51.85±6.88)个。与si

 

NC组比

较,si
 

circ_0006089组的 MGC803/L-OHP细胞的增

殖能力降低(P<0.05);与 miR
 

NC组比较,miR-217
 

mimic组的 MGC803/L-OHP细胞的增殖能力降低

(P<0.05)。见图1。
表2  奥沙利铂耐药与非耐药胃癌组织中circ_0006089

   与 miR-217的表达(x±s)

类型 circ_0006089 miR-217

非耐药癌组织 0.21±0.05 0.71±0.11

耐药癌组织 0.83±0.10* 0.13±0.03*

  注:与非耐药癌组织比较,*P<0.05。

表3  奥沙利铂耐药与非耐药 MGC803细胞中circ_

   0006089与 miR-217的表达(x±s)

类型 circ_0006089 miR-217

MGC803细胞 0.33±0.05 0.81±0.02

MGC803/L-OHP细胞 0.83±0.02* 0.21±0.03*

  注:与 MGC803细胞比较,*P<0.05。

  注:A为si
 

NC组,B为si
 

circ_0006089组,C为miR
 

NC组,D为miR-217
 

mimic组。

图1  MGC803/L-OHP细胞的增殖能力

2.4 4组中 MGC803/L-OHP细胞的侵袭能力比

较 Transwell试 验 结 果 显 示,si
 

NC 组、si
 

circ_
0006089组、miR

 

NC组、miR-217
 

mimic组细胞侵袭

数量 分 别 为 (78.73±1.58)、(36.60±2.29)、
(72.09±2.13)、(33.56±1.25)个。与si

 

NC组比

较,si
 

circ_0006089组的 MGC803/L-OHP细胞的侵

袭能力降低(P<0.05);与 miR
 

NC组比较,miR-217
 

mimic组的 MGC803/L-OHP细胞的侵袭能力降低

(P<0.05)。见图2。

  注:A为si
 

NC组,B为si
 

circ_0006089组,C为miR
 

NC组,D为miR-217
 

mimic组。

图2  4组中 MGC803/L-OHP细胞的侵袭能力(结晶紫染色,×400)
 

2.5 不同组中 MGC803/L-OHP细胞的凋亡率比

较 流式细胞术结果显示,si
 

NC组、si
 

circ_0006089
组、miR

 

NC组、miR-217
 

mimic组细胞凋亡率分别为

(4.05±0.17)%、(10.06±0.62)%、(4.16±

·7101·国际检验医学杂志2025年4月第46卷第8期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2025,Vol.46,No.8



0.51)%、(11.28±1.39)%。与si
 

NC 组 比 较,si
 

circ_0006089组的 MGC803/L-OHP细胞的凋亡率增

加(P<0.05);与miR
 

NC组比较,miR-217
 

mimic组

的 MGC803/L-OHP细胞的凋亡率增加(P<0.05)。
见图3。

  注:A为si
 

NC组,B为si
 

circ_0006089组,C为miR
 

NC组,D为miR-217
 

mimic组。

图3  4组中 MGC803/L-OHP细胞的凋亡率
  

2.6 MGC803/L-OHP细胞中circ_0006089与 miR-
217靶向关系 通过StarBase预测circ_0006089与

miR-217的结合位点,见图4。与 miR
 

NC组(0.98±
0.03)比较,在circ_0006089-WT组中转染 miR-217

 

mimic后(0.49±0.02)荧 光 素 酶 活 性 降 低(P<
0.05),见图5。qPCR结果显示,与si

 

NC组(0.97±
0.05)比 较,si

 

circ_0006089 组(1.52±0.23)的

MGC803/L-OHP细 胞 中 miR-217水 平 增 加(P<
0.05),OE-circ_0006089 组 (0.49±0.08)的

MGC803/L-OHP细 胞 中 miR-217水 平 降 低(P<
0.05)。

图4  StarBase预测circ_0006089与 miR-217的

结合位点

图5  双荧光素酶报告基因结果

3 讨  论

  目前晚期胃癌的主要治疗方法为全身化疗和手

术,然而,治疗后的总体中位生存期仅为8~11个月。
有研究表明,部分胃癌患者在几个周期的化疗后出现

耐药[1]。因此,化疗对耐药患者的整体临床疗效有

限,寻找新的靶点并分析其在肿瘤化疗耐药和转移中

的潜在分子机制将有助于改善胃癌患者的预后。异

常信号的过度激活可导致胃癌的恶性生长和化疗耐

药,影响其治疗效果[2-3]。尽管目前研究越来越多,但
确 切 的 分 子 机 制 仍 不 清 楚。本 研 究 发 现,circ_
0006089在奥沙利铂耐药的胃癌患者中表达上调,下
调circ_0006089或上调miR-217的表达后,奥沙利铂

耐药的胃癌细胞的增殖、侵袭能力降低,凋亡率增加,
circ_0006089可能能够通过靶向介导 miR-217参与

胃癌细胞奥沙利铂耐药的过程。因此,circ_0006089/
miR-217分子信号轴可能是治疗奥沙利铂耐药胃癌

的新靶点。
近年来,有研究表明,miR在乳腺癌、宫颈癌和肝

细胞癌等多种癌细胞的耐药性中发挥着关键作用[8]。
miR-217被认为是一种癌抑制因子,在各种类型的癌

症中,miR-217经常被发现表达下调,并且与癌细胞

的转移活性呈负相关。例如,上调 miR-217表达能够

抑制口腔癌细胞的增殖和侵袭,并能促进癌细胞凋

亡[9-10]。有研究还发现miR-217在癌症化疗耐药中发

挥重要作用[11]。在肝癌细胞中,miR-217水平与癌细

胞对索拉非尼(一种常用的肝癌治疗药物)的耐药性

有关。miR-217可以通过靶向ATP结合盒亚家族C1
(一种ATP结合盒转运蛋白)来调节肝癌细胞对索拉

非尼的敏感性,上调miR-217表达能够抑制索拉非尼

耐药的肝癌细胞的增殖[11]。在耐阿霉素的乳腺癌细

胞中,miR-217水平高于野生型的乳腺癌细胞,下调

miR-217的表达可以增加耐药乳腺癌细胞对阿霉素

的敏感性,促进细胞凋亡,并抑制细胞的迁移和侵袭

能力[12]。本研究发现,miR-217在奥沙利铂耐药胃癌

患者体内表达降低,上调 miR-217表达后,MGC803/
L-OHP细胞的增殖、侵袭能力受到抑制。

circRNA 已被证明在各种生物过程中可作为

miR分子海绵发挥其功能[13-14]。同时,有研究证明

circRNAs与 癌 细 胞 的 耐 药 密 切 相 关[15-16]。circ_
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0006089是一种circRNA,在肿瘤的发生发展中扮演

着重要角色[17-19]。近期有学者发现,胃癌患者体内的

circRNA中,circ_0006089在胃癌患者的癌组织与癌

旁组织中表达差异明显[20]。然而,circ_0006089与

miR-217是否参与胃癌细胞奥沙利铂耐药尚未明确。
本研究发现,circ_0006089在奥沙利铂耐药胃癌患者

体内表达上调,抑制circ_0006089表达后,奥沙利铂

耐药胃癌细胞的增殖和侵袭能力受到抑制。此外,进
一步研究发现,circ_0006089能够靶向抑制 miR-217
的表达,这表明miR-217可能是circ_0006089的下游

调节因子,circ_0006089能够通过调控 miR-217来影

响奥沙利铂耐药的胃癌细胞的增殖、侵袭和凋亡。由

于本研究的临床组织标本仅限于本院的部分患者,且
只采用了一种耐药细胞株开展试验,因此研究结果存

在一定局限性。然而本研究探索了circ_0006089与

miR-217在奥沙利铂耐药胃癌细胞中的表达及其对

耐药细胞转移活性的影响,结果具有重要说明和指导

意义,后续值得在更大样本量的患者及多种耐药细胞

株中深入探索。
综上所述,在奥沙利铂耐药的胃癌组织和细胞

中,circ_0006089呈高表达而 miR-217呈低表达,并
且circ_0006089能够靶向抑制 miR-217的表达。通

过下调circ_0006089或上调 miR-217的表达能够抑

制奥沙利铂耐药的胃癌细胞的增殖、侵袭,并促进其

凋亡。
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