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·短篇论著·

Circ-Sirt1调控miR-124/p53轴抑制胃癌细胞
增殖和转移的机制研究*

冯翎翼,谢茜荣,王雨晶

成都市第三人民医院,四川成都
 

610031

  摘 要:目的 探究环状RNA
 

Sirt1(circ-Sirt1)通过调控微小RNA-124(miR-124)/p53轴对胃癌细胞增

殖和转移的影响。方法 通过实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)检测circ-Sirt1、miR-124表达情况;免疫组

织化学染色检测p53表达情况。培养胃癌细胞系 AGS、HGC27、N87、SNU1和正常胃上皮细胞GES-1,通过

qPCR检测circ-Sirt1、miR-124的表达。对N87细胞进行circ-Sirt1过表达处理,并分为circ-Sirt1过表达组和

过表达对照组。通过qPCR检测细胞 miR-124表达水平变化,蛋白质印迹法检测p53、Vimentin、N-cadherin、
E-cadherin、Bcl-2、Bax和Bad蛋白表达水平变化。免疫荧光实验检测Ki-67表达。EdU、克隆形成、Transwell
和划痕实验检测细胞增殖、侵袭和迁移能力。使用双荧光素酶实验分析circ-Sirt1、miR-124和p53之间的靶向

关系。结果 与癌旁组织相比,胃癌组织中circ-Sirt1和p53表达水平降低(P<0.05),而miR-124表达水平升

高(P<0.05)。与正常胃上皮细胞 GES-1相比,胃癌细胞中circ-Sirt1和p53表达水平降低(P<0.05),而

miR-124表达水平升高(P<0.05)。与过表达对照组相比,circ-Sirt1过表达组细胞增殖、迁移和侵袭活性降低

(P<0.05),miR-124、Vimentin、N-cadherin、Bcl-2和 Ki-67蛋白表达水平降低(P<0.05),p53、E-cadherin、
Bax和Bad蛋白表达水平升高(P<0.05)。双荧光素酶实验表明,circ-Sirt1靶向结合并抑制 miR-124表达,而

miR-124靶向结合并抑制p53表达。结论 circ-Sirt1在胃癌组织中表达下调,并且通过调控 miR-124/p53轴

抑制胃癌细胞增殖和转移。
关键词:环状RNA

 

Sirt1; 微小RNA
 

124; p53; 胃癌
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文章编号:1673-4130(2026)02-0246-07 文献标志码:A

  作为全球癌症相关死亡的主要原因之一,胃癌的

发病和进展相关分子机制在很大程度上仍然未知[1]。
尽管临床上手术与化疗相结合的治疗方式取得了很

大进展,但胃癌患者的预后仍没有明显改善[2]。在胃

癌发生发展的复杂过程中,细胞内多种分子和信号通

路发生改变[3]。靶向这些分子的治疗策略对于胃癌

患者来说具有重要意义。因此,有必要阐明胃癌发生

发展的分子机制,开发新的生物标志物和治疗靶

点[4]。环状 RNA(circRNA)是一种内源性非编码

RNA,其特征是具有后剪接位点的共价闭合连续

环[5]。与线性对应物相比,circRNA因其环状结构而

高度稳定,这使得它们成为各种疾病,特别是癌症的

潜在诊断和预后生物标志物[6]。有研究表明,多种

circRNA参与多种癌症的发生和发展,例如细胞增

殖、侵袭和转移[7-9]。尽管在胃癌中已报道了多种cir-
cRNA的表达水平变化及其功能[10],但circ-Sirt1在

胃癌中的作用和功能尚未得到深入阐明。此外,在胃

癌中,一些circRNA被报道通过靶向结合微小RNA
(miRNA)而发挥促癌功能[11-12]。因此,本研究重点

探究了circ-Sirt1在胃癌中的表达情况,以及其通过

靶向miR-124/p53轴对胃癌细胞增殖和转移产生的

调控作用。
1 材料与方法

1.1 材料来源 选取80例胃癌患者经手术切除下

来的癌组织和对应癌旁组织标本,并冻存于-80
 

℃冰

箱内。人胃癌细胞系AGS、HGC27、N87和SNU1购

自中国医学科学院基础医学研究所,人正常胃上皮细

胞GES-1购自合肥万物生物公司,293T细胞购自武
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汉普诺赛生物公司。所有患者均签署知情同意书,标
本收集获得本院伦理委员会审批核准(伦理批号:
YK2022004)。
1.2 主要试剂 RPMI-1640培养基购自北京中生奥

邦生物公司;胎牛血清购自美国Gibco公司;BCA蛋

白定量试剂盒、RIPA裂解液、PBS缓冲液购自北京索

莱宝公司;抗GAPDH、p53、Bcl-2、Bax及Bad抗体购

自英国abcam 公司;抗 Vimentin、N-cadherin和 E-
cadherin抗体购自美国Cell

 

Signaling公司;羊抗兔及

羊抗鼠二抗购自上海雅酶生物公司;EdU增殖试剂盒

和双荧光素酶检测试剂盒购自上海碧云天生物技术

有限公司;Ki-67抗体、荧光二抗、DAPI试剂和DAB
试剂购自武汉赛维尔公司;Lipofectamin

 

3000试剂购

自美国Thermo
 

Fisher公司;TRIzol试剂及ChamQ
 

SYBR
 

实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)
 

Master
试剂盒购自南京Vazyme公司;RNase

 

R酶购自上海

宇劲生物公司;Hifair
 

cDNA合成试剂盒购自上海翊

圣生物科技有限公司;pmirGLO载体购自美国Pro-
mega公司。
1.3 方法

1.3.1 qPCR 使用TRlzol试剂提取细胞或组织中

总RNA,并加入RNase
 

R酶消除线性RNA。之后,
通过 Hifair

 

cDNA合成试剂盒对1
 

μg的RNA进行

逆转录,并得到cDNA。通过 ChamQ
 

SYBR
 

qPCR
 

Master试剂盒进行qPCR。以GAPDH或U6作为内

源性参照。引物序列见表1。
表1  qPCR引物序列

基因 名称 序列(5'-3')

GAPDH 上游序列 TGTGGGCATCAATGGATTTGG

下游序列 ACACCATGTATTCCGGGTCAAT

U6 上游序列 AAAGCAAATCATCGGACGACC

下游序列 GTACAACACATTGTTTCCTCGGA

circ-Sirt1 上游序列 AGAGATTGTGTTTTTTGGTGAA

下游序列 GAAGGTTATTTGGAATTAGTGC

miR-124 上游序列 GCGCTAAGGCACGCGGT

下游序列 CAGTGCAGGGTCCGAGGT

1.3.2 免疫组织化学染色 收集术中切除下来的胃

癌组织和癌旁组织切片,对石蜡包埋的临床标本进行

免疫组织化学染色。脱亲和复水后,用10%的山羊血

清封闭组织切片以减少非特异性染色,然后用p53一

抗(1∶400)在4
 

℃下与切片孵育过夜。用PBS冲洗

3次后,切片与生物素化的山羊抗兔二抗(1∶500)在
室温下孵育2

 

h。最后,使用DAB试剂染色切片。最

后,在显微镜下观察切片染色情况。
1.3.3 蛋白质印迹法(Western

 

blot) 收集细胞,用
PBS冲洗3次后,实用RIPA裂解液裂解细胞。将裂

解物置于4
 

℃、15
 

000
 

r/min条件下离心10
 

min。离

心后,留取上清,使用BCA试剂盒测定上清中蛋白样

品浓度。之后,将蛋白样品加入至SDS-PAGE凝胶

内进行电泳分离,并转移到PVDF膜上。在室温下,
用5%脱脂牛奶对膜进行封闭,之后与一抗溶液(1∶
1

 

000)在4
 

℃下孵育过夜。然后,继续使用二抗溶液

(1∶10
 

000)与膜在室温下孵育1
 

h。最后,向膜上滴

加ECL化学发光液,对蛋白条带进行显影。
1.3.4 circ-Sirt1敲低 circ-Sirt1过表达载体和阴

性对照载体购自上海吉玛基因公司。将N87细胞分

组为circ-Sirt1过表达组和过表达对照组,使用Lipo-
fectamin

 

3000试剂将载体转染进入N87细胞。
1.3.5 细胞免疫荧光实验 将1×105 个细胞接种

在24孔培养板中,培养24
 

h。然后用4%多聚甲醛固

定细胞30
 

min,用0.5%
 

Triton
 

X-100透化细胞10
 

min。随后,细胞在4
 

℃下与 Ki-67一抗(1∶200)孵
育过夜,然后在室温下与荧光标记二抗(抗兔IgG,1∶
400)避光孵育2

 

h。细胞核用DAPI试剂色5
 

min。
染色结果通过荧光显微镜观察。
1.3.6 EdU增殖实验 将细胞接种于6孔板内,待
其密度达80%,加入50

 

μmol/L
 

EdU试剂处理细胞

2
 

h,然后用4%多聚甲醛在室温下固定细胞15
 

min。
在室温下将细胞与0.5%

 

Triton
 

X-100共同孵育30
 

min,随后使用EdU反应混合物与细胞反应30
 

min。
细胞核用DAPI试剂染色10

 

min,并在荧光显微镜下

观察。
1.3.7 克隆形成实验 将200个细胞接种于6孔板

的每个孔内,连续培养10
 

d,观察到有明显的细胞集

落形成。撤去培养基,用PBS冲洗3次,每孔加入1
 

mL的4%多聚甲醛对细胞进行固定。之后,每孔加

入500
 

μL的0.1%结晶紫对细胞进行染色。用PBS
冲洗3次后,观察并统计每孔形成的细胞集落数量。
1.3.8 划痕实验 将细胞接种于6孔板内,培养至

密度为70%,撤去培养基,用PBS冲洗3次。用无菌

10
 

μL枪头在孔底划痕,然后用PBS洗去漂浮的细

胞。继续以无血清培养基培养细胞。分别在划痕后

第0小时和第48小时在显微镜下观察划痕面积变化

情况。使用Image
 

J软件分析划痕愈合面积比例。
1.3.9 Transwell实验 将处于对数生长期的细胞

消化并离心,用无血清培养基进行重悬并计数。之

后,将1
 

000个细胞加入至Transwell板的上室内,向
下室内加入800

 

μL含10%胎牛血清的 RPMI-1640
培养基。培养48

 

h后,将上室浸入4%多聚甲醛内以

固定细胞。用 PBS轻轻洗涤3次后,将上室浸入

0.1%结晶紫内以染色细胞。之后,用PBS轻轻洗涤

3次,并将上室倒置风干。之后,在显微镜下观察并统

计侵袭的细胞数量。
1.3.10 双荧光素酶实验 野生型circ-Sirt1(Sirt1-
wt)、突变型circ-Sirt1(Sirt1-mut)、野生型p53(p53-
wt)、突变型p53

 

(p53-mut)的序列-3p结合位点被插
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入到 pmirGLO 载 体 的 下 游。使 用 Lipofectamine
 

3000将 上 述 载 体 分 别 与 miR-124-mimics和 miR-
124-mimicsNC转染到293T细胞中。48

 

h后,裂解

细胞并使用荧光素酶测定系统测定荧光素酶活性。
1.4 统计学处理 采用Graphpad

 

Prism8.0软件进

行统计分析并绘制统计结果图。符合正态分布的计

量数据以x±s表示,两组间比较采用t检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 circ-Sirt1、miR-124、p53在胃癌组织和细胞系

中的表达情况 与癌旁组织相比,胃癌组织中circ-
Sirt1和p53表达水平均降低(P<0.05),而 miR-124
表达水平升高(P<0.05)。此外,与 GES-1细胞相

比,胃癌细胞系 AGS、HGC27、N87、SNU1中circ-
Sirt1和p53表达水平均降低(P<0.05),而 miR-124
表达水平升高(P<0.05)。见图1。

  注:A为qPCR检测circ-Sirt1、miR-124在胃癌组织及癌旁组织中的表达水平;与癌旁组织比较,**P<0.01,***P<0.001;B为免疫组织化

学染色检测p53蛋白在胃癌组织(n=80)及癌旁组织(n=80)中的表达水平;C为qPCR检测circ-Sirt1、miR-124在胃癌细胞系和正常胃上皮细胞

中的表达水平;与GES-1细胞比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001;D为 Western
 

blot检测p53蛋白在胃癌细胞系和正常胃上皮细胞中

的表达水平。

图1  circ-Sirt1、miR-124、p53在胃癌组织和细胞系中的表达情况

2.2 circ-Sirt1过表达抑制 N87细胞增殖活性和

miR-124表达并升高p53水平 通过qPCR验证N87
细胞内circ-Sirt1过表达转染效率。随后,进一步检

测了 miR-124和p53表达水平变化,发现circ-Sirt1
过表达后,miR-124水平降低(P<0.05),而p53水平

升高(P<0.05)。EdU增殖实验结果显示,与过表达

对照组细胞相比,circ-Sirt1过表达组细胞EdU染色

荧光强度减弱,细胞增殖活性降低。此外,克隆形成

实验也表明,circ-Sirt1过表达组细胞形成的细胞集落

数量少于过表达对照组。而细胞免疫荧光实验结果

显示,与过表达对照组细胞相比,circ-Sirt1过表达组

细胞 Ki-67荧光强度减弱,细胞增殖活性降低。见

图2。
2.3 circ-Sirt1过表达诱导 N87细胞凋亡并抑制上

皮-间质转化(EMT) Western
 

blot结果显示,与过表

达对照组细胞相比,circ-Sirt1过表达组细胞Bcl-2、Vi-
mentin和N-cadherin蛋白表达水平降低(P<0.05),而
Bad、Bax和E-cadherin蛋白表达水平升高(P<0.05)。
见图3。
2.4 circ-Sirt1过表达抑制 N87细胞转移 在划痕

实验中,circ-Sirt1过表达组细胞48
 

h迁移面积少于

过表达对照组。在Transwell实验中,circ-Sirt1过表

达组细胞48
 

h内发生侵袭的细胞数量少于过表达对

照组(P<0.05)。见图4。
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  注:A为通过qPCR检测N87细胞circ-Sirt1过表达效率以及miR-124表达水平变化;与过表达对照组比较,***P<0.001;B为过表达circ-
Sirt1后,通过Western

 

blot检测N87细胞p53蛋白表达水平变化;C、D为EdU增殖实验和克隆形成实验检测N87细胞增殖活性变化,与过表达对

照组比较,***P<0.001;E为细胞免疫荧光染色检测N87细胞Ki-67表达水平变化,绿色表示Ki-67,蓝色表示细胞核。

图2  circ-Sirt1过表达抑制N87细胞增殖活性和 miR-124表达,升高p53水平

图3  circ-Sirt1过表达诱导N87细胞凋亡

并抑制EMT

2.5 circ-Sirt1、miR-124、p53之 间 的 靶 向 关 系 验

证 通过lncRNAmap软件和 TargetScan网站分别

预测了circ-Sirt1与miR-124、miR-124与p53之间的

靶向结合位点。检测荧光素酶活性发现,与 miR-124
 

mimicsNC和circ-Sirt1-wt共转染组比较,miR-124
 

mimics和circ-Sirt1-wt共转染组荧光素酶活性降低

(P<0.05);与 miR-124
 

mimicsNC和circ-Sirt1-mut
共转染组比较,miR-124

 

mimics和circ-Sirt1-mut共

转染组荧光素酶活性差异无统计学意义(P>0.05);
与 miR-124

 

mimicsNC 和 p53-wt共 转 染 组 比 较,
miR-124

 

mimics和p53-wt共转染组荧光素酶活性降

低(P<0.05);与 miR-124
 

mimicsNC和p53-mut共

转染组比较,miR-124
 

mimics和p53-mut共转染组荧

光素酶活性差异无统计学意义(P>0.05)。见图5。
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  注:A为划痕实验检测N87细胞迁移能力变化,与过表达对照组比较,**P<0.01;B为Transwell实验检测 N87细胞侵袭能力变化,与过表

达对照组比较,***P<0.001。

图4  circ-Sirt1过表达抑制N87细胞转移

  注:A、B为通过lncRNAmap软件和TargetScan网站分别预测了circ-Sirt1与 miR-124、miR-124与p53之间的靶向结合位点,红色线条表示

cicr-Sirt1-wt或p53-wt与miR-124的结合位点,绿色表示cicr-Sirt1-mut或p53-mut的突变位点;C为通过双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测荧

光素酶相对活性,***P<0.001,ns表示差异无统计学意义。

图5  circ-Sirt1、miR-124、p53之间的靶向关系验证

3 讨  论

  有研究表明,circRNA与多种疾病尤其是癌症密

切相关,它们通过不同的分子机制在不同程度上促进

或抑制癌症进展,并且显示出巨大的临床应用价

值[13-14]。circRNA稳定的结构和生物学特性使其成

为近年来生物医学研究的新热点,特别是在胃肠相关

癌症[15]。本研究证实,circ-Sirt1在胃癌组织和细胞

系中显著下调。从功能上来说,circ-Sirt1过表达通过

海绵吸附作用下调 miR-124的表达并升高抑癌基因

p53的表达从而发挥抑制胃癌进展的作用。

circRNA通过充当miRNA海绵发挥多种生物学

功能。作为竞争性内源 RNA,circRNA 通过抑 制

miRNA与其靶标物3'UTR的结合来调节 miRNA
功能[16]。在本研究中,笔者探讨了circ-Sirt1在胃癌

进展中的调节作用。笔者通过qPCR和 Western
 

blot
分别检测了circ-Sirt1、miR-124和p53在胃癌组织和

细胞系中的表达情况,以明确三者在胃癌中的表达变

化。随后,通过转染质粒构建了circ-Sirt1过表达的
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N87细胞,并分析了circ-Sirt1过表达后 N87细胞

miR-124、p53的表达水平变化。之后,进一步分析了

circ-Sirt1过表达对 N87细胞增殖、凋亡、EMT和转

移的影响,并明确了circ-Sirt1过表达会显著抑制

N87细胞的致瘤活性,是一种抑癌因子。此外,有文

献表明,circ-Sirt1可以通过抑制 NF-κB核易位而发

挥抑制炎症的作用[17]。与此同时,circ-Sirt1还被指

出依靠抑制p65发挥体内外抑制血管炎症的作用[18]。
最近,有研究报 道 miR-124在 多 种 肿 瘤 中 表 达 异

常[17-18]。比如,miR-124可以通过抑制ITGA3轴抑

制结直肠癌发展[19]和抑制三阴性乳腺癌、肺癌的进

展[20-21],这为本研究提供了研究基础。而p53作为已

知的抑癌基因,其与 miRNA在胃癌中的相互作用也

已有报道[22-23]。在本研究中,笔者确定了 miR-124与

p53在胃癌中的异常表达,并且发现其靶向结合抑制

关系。由于受到circ-Sirt1的海绵吸附抑制作用,当
circ-Sirt1过表达时,miR-124在胃癌中表达下调,引
起p53表达上调,进而抑制胃癌进展。
circRNA还可以通过与蛋白质相互作用来调节

肿瘤的发生和发展。EMT过程被认为是一种以细胞

黏附丧失为特征的生物细胞重编程过程[24-26]。其中,
Vimentin、N-cadherin和E-cadherin蛋白表达水平变

化在EMT过程中发挥重要作用,Vimentin、N-cad-
herin蛋白表达水平升高和E-cadherin蛋白水平降低

是细胞EMT过程增强的标志之一。EMT增强肿瘤

细胞的转移和侵袭,并可能引发对治疗的耐药性。有

研究表明,circRNA与EMT及EMT诱导的细胞转

移之间均有着紧密联系[27]。WANG 等[28]报道称,
circ-Sirt1通过招募和结合转录因子eIF4A3促进结

直肠癌细胞增殖和EMT。在本研究中,笔者发现,
circ-Sirt1过表达导致N87细胞EMT水平降低,表现

为Vimentin、N-cadherin蛋白水平降低和E-cadherin
蛋白水平升高。进一步功能实验结果显示,N87细胞

迁移和侵袭能力均受到显著抑制。这进一步表明

circ-Sirt1在胃癌细胞EMT和转移过程中具有重要

调节作用。
综上所述,circ-Sirt1通过调节miR-124/p53轴来

抑制胃癌细胞增殖、EMT和转移。因此,circ-Sirt1可

能是胃癌诊断和治疗的潜在靶点。
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·短篇论著·

血清AnxA1、CTRP12、FGF21水平与下肢动脉
硬化闭塞症介入治疗后再狭窄的相关性

张 未1,刘思雯2,徐衍泽1,李恩丞1

1.北大荒集团总医院介入血管外科,黑龙江哈尔滨
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日间门诊病房,黑龙江哈尔滨
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  摘 要:目的 探讨血清膜联蛋白A1(AnxA1)、补体C1肿瘤坏死因子相关蛋白家族12(CTRP12)、成纤

维细胞生长因子21(FGF21)水平与下肢动脉硬化闭塞症(LASO)患者介入治疗后再狭窄的关系。方法 选取

2019年6月至2022年6月在北大荒集团总医院行介入治疗的98例LASO患者作为LASO组。根据术后血

管再狭窄发生情况将患者分为再狭窄组(35例)、非再狭窄组(63例);另选取同期80例健康志愿者作为对照

组。采用酶联免疫吸附试验检测血清 AnxA1、CTRP12、FGF21水平,采用 多 因 素 Logistic回 归 模 型 分 析

LASO患者介入治疗后再狭窄发生的影响因素,采用受试者工作特征(ROC)曲线评估血清AnxA1、CTRP12、
FGF21水平对LASO患者介入治疗后再狭窄的预测效能。结果 LASO组血清AnxA1、FGF21水平升高于

对照组(P<0.05),CTRP12水平低于对照组(P<0.05)。再狭窄组血清AnxA1、FGF21水平高于非再狭窄组

(P<0.05),CTRP12水平低于非再狭窄组(P<0.05)。AnxA1、FGF21是影响LASO患者介入治疗后再狭窄

的危险因素(P<0.05),CTRP12是保护因素(P<0.05)。血清 AnxA1、CTRP12、FGF21单独及联合预测

LASO患者介入治疗后再狭窄的曲线下面积(AUC)分别为0.871、0.860、0.853、0.954,联合预测优于单独预

测(Z=2.211、2.349、2.229,P<0.05)。结论 LASO患者血清 AnxA1、FGF21水平升高,CTRP12水平降

低,与介入治疗后再狭窄发生有关,对LASO患者介入治疗后再狭窄发生具有一定的预测作用。
关键词:下肢动脉硬化闭塞症; 膜联蛋白A1; 补体C1肿瘤坏死因子相关蛋白家族12; 成纤维细胞生

长因子21
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  下肢动脉硬化闭塞症(LASO)是下肢外周动脉疾

病的常见类型之一,由动脉粥样硬化斑块形成和钙化

引起,造成下肢动脉内膜增厚、样化,使动脉管腔发生

狭窄、闭塞,进而引起下肢缺血,使患者出现间歇性跛

行、静息痛、溃疡坏死等病症,严重威胁患者的身体健

康[1]。目前,血管内介入治疗创伤小、简单快速,已成
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