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ciRS-7在食管癌组织中的表达及其对食管癌细胞TE1生物学特性的影响
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[摘 要] 目的：探讨环状RNA（circRNA) ciRS-7在食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）组织中的表达

及对ESCC细胞株增殖、迁移和侵袭的影响。方法：选取河北医科大学第四医院2016年5月至2017年4月收治的60例食管癌患

者病理组织标本及配对癌旁组织，通过qRT-PCR检测 ciRS-7的表达水平。过表达或者敲低 ciRS-7后，采用CCK-8法检测ESCC

细胞株TE1的增殖情况，同时采用划痕实验和Transwell实验分别检测细胞迁移和侵袭能力的变化。最后通过动物实验在体内进

行验证。结果：ciRS-7在ESCC组织中高表达，且表达水平与病理分级和淋巴结转移有关（均P<0.05）。过表达 ciRS-7后，ESCC

细胞株TE1的增殖、迁移和侵袭能力显著升高（均P<0.05）；沉默 ciRS-7后，TE1细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著降低（均P<

0.05）。动物实验结果显示，转染ciRS-7表达质粒组裸鼠的肿瘤体积和质量均明显高于空载体组（均P<0.05）。免疫组化检测结果

表明，转染ciRS-7表达质粒组裸鼠的肿瘤组织中增殖相关抗原(ki67、PCNA)、转移相关抗原(MMP2、MMP9)表达明显高于空载体

组（均P<0.05）。结论：ciRS-7在食管癌组织中表达上调，并且会增强食管癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，提示ciRS-7可以作为

诊断和治疗食管鳞状细胞癌的潜在作用靶点。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of ciRS-7 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and its effect on the cel-

lular proliferation, migration and invasion. Methods: The cancer tissues and paired adjacent normal tissues from 60 ESCC patients

treated in the Fourth Hospital of Hebei Medical University between May, 2016 and April, 2017 were selected for this study. The expres-

sions of ciRS-7 were detected by qRT-PCR. After over-expressing or silencing of ciRS-7, the proliferation of ESCC cell line TE1 was

measured by CCK-8 assay; and the migration and invasion were tested by wound healing assay and Transwell invasion assay，respec-

tively. Finally, the effect was validated via animal experiment. Results: CiRS-7 was highly expressed in ESCC tissues (P<0.05), and its

expression level was closely related to pathological grade and lymph node metastasis (P<0.05). Over-expression of ciRS-7 significantly

increased the proliferation, migration and invasion (all P<0.05) of TE1 cells; while silencing of ciRS-7 remarkably suppressed the pro-

liferation, migration and invasion (all P<0.05). Conclusion: CiRS-7 was up-regulated in ESCC and could enhance ESCC cell prolifera-

tion, migration and invasion, suggesting that ciRS-7 could be used as a potential target for the diagnosis and treatment of ESCC.
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食管癌作为全球第六大癌症相关的死因，是最

具侵袭性的恶性肿瘤之一[1]。食管鳞状细胞癌

(esophageal squamous cell cancer，ESCC)是食管肿瘤

的主要组织学类型，占全世界病例的90%[2]。尽管最

近关于ESCC的治疗方案包括手术、放射治疗和化学

治疗已有很大突破，但患者的5年总体生存率仍不理

想[3]。由于 ESCC 的分子生物学机制并未被完全阐
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明，因此迫切需要寻找可靠的分子靶点，为ESCC患

者开发新的治疗策略[4]。ESCC的发生和发展是一个

复杂的病理过程。虽然多种肿瘤蛋白被证明参与了

ESCC的进展，但越来越多的研究表明其他类型的生

物分子，如非编码 RNA 在这一过程中起着重要作

用[5]。环状RNA(circRNA)是一类新型、广泛、多样化

的内源性非编码 RNA，可调控真核生物的基因表

达 [6]。它们具有单链RNA分子的共价连接末端，并

且比相应的线性类型更稳定[7-8]。最近有关高通量

RNA测序(RNA-Seq)和生物信息学分析发现了更多

的 circRNA，并发现 circRNA在细胞生物学功能中发

挥重要作用[9-10]，其中，ciRS-7(也称 CDR1as)包含 70

多个miR-7的结合位点，可作为miR-7分子海绵进而

调控miR-7靶基因的表达，参与神经元发育过程，在

大脑神经疾病和肿瘤的发展中发挥重要作用[11]。本

课题组检测了 60例ESCC患者病理组织标本及配对

癌旁组织中 ciRS-7的表达水平，通过体外细胞功能

实验及体内动物实验，探究 ciRS-7 对 ESCC 细胞增

殖、迁移和侵袭能力的影响，为寻找ESCC新型肿瘤

生物标志物和治疗靶标奠定基础。

1 材料与方法

1.1 临床资料

选取 2016年 5月至 2017年 4月在河北医科大学

第四医院行食管癌根治术的ESCC患者 60例。患者

术前均经食管镜活检病理学证实为ESCC，且术前未

行放疗、化疗，患者最终均经病理证实为ESCC。所

有患者均签署了知情同意书，研究方案征得医院伦

理委员会批准。

1.2 细胞株及主要试剂

人ESCC细胞株TE1、TE13、KYSE30、KYSE170

来自本实验室。RPMI 1640培养基、胰蛋白酶购自美

国Gibco公司，胎牛血清购自上海依科赛生物制品有

限公司，RIPA 细胞裂解液购自上海贝博生物公司,

TRIzol购自美国 Invitrogen公司，Platinum SYBR Su-

per Mix试剂、Fu GENE HD转染试剂及反转录试剂

盒均购自美国Promega公司，PCR引物购自英潍捷基

贸易有限公司。circRNA 过表达载体 pLCDH-ciR

vector 购自广州吉赛生物科技公司，序列 ciRS-7

(hsa_circ_0001946)来自数据库circBase。干扰 siRNA

购自锐博生物科技公司。Transwell 小室(孔径 3.0

μm)购自美国Corning公司，Matrigel基质胶购自美国

BD公司。免疫组织化学试剂盒和DAB显色液均购

自于北京中衫金桥生物技术有限公司,Ki67、PCNA、

MMP2、MMP9多克隆抗体均购自美国Abcam公司。

1.3 qRT-PCR法检测ciRS-7在ESCC组织中的表达

采用TRIzol试剂提取细胞的总RNA，按反转录

试剂盒说明书进行从RNA到 cDNA的操作制备，然

后 PCR扩增，GAPDH作为内参照，所用引物序列及

反应条件参见表1。扩增结束后，以对照组和目的基

因组及内参基因的CT值计算目的基因表达的相对

值（2-△△CT）。上述实验重复3次。

1.4 RT-PCR法检测 ciRS-7线性和环状RNA在ES-

CC组织和细胞中的表达

ciRS-7是从CDR1基因的反义链转录而来。设

计的两套 CDR1 引物中，发散引物可扩增 CDR1as

(ciRS-7，CDR1的环状形式)，聚合引物可扩增CDR1

的线性形式。同上提取细胞总RNA，进行从RNA到

cDNA 操作，然后进行 PCR 扩增，GAPDH 作为内参

照，所用引物序列及反应条件参见表1。上述实验重

复3次。

表1 PCR引物序列及主要的操作要求

Tab.1 PCR primer sequences and main operation requirements

Gene

ciRS-7
(divergent）

ciRS-7
(converget)

GAPDH

Primer

Forward, 5'-ACGTCTCCAGTGTGCTGA-3'
Reverse, 5'-CTTGACACAGGTGCCATC-3'

Forward, 5'-CACGTCTTCCAACAAAGCCA-3'
Reverse, 5'-GGAAGACATGGCTTGGTTGG-3'

Forward, 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'
Reverse, 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3'

Annealing

（t/℃）

55

55

58

Cycle

（RT-PCR）

30

30

22

Cycle

（qRT-PCR）

40

40

40

1.5 质粒构建及细胞转染

pLCDH-ciRS-7重组慢病毒感染细胞，48 h后以

1 μg/ml浓度的嘌呤霉素筛选细胞株，鉴定稳转细胞

系。实验组均设3个复孔。人ESCC细胞株TE1用含

10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和 100 μg/ml链霉素

的RPMI 1640培养液，置于37 ℃、5%CO2体积分数的

培养箱中培养。按Fu GENE HD转染试剂说明书方

法将 pLCDH-ciRS-7及干扰 siRNA质粒分别转染至
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TE1细胞中，并分别转染 empty vector和 si Ctrl做对

照组。

1.6 CCK-8法检测细胞增殖能力

TE1 细胞增殖检测主要通过 CCK-8 试剂盒完

成。实验分为对照组和处理（过表达和敲低）组，采

用 96 孔板，每孔铺 1×103 个细胞，培养 5 d。加入

CCK-8试剂后 37 ℃孵育 2 h，用酶标仪检测D450值。

上述实验重复3次。

1.7 划痕实验检测 pLCDH-ciRS-7及干扰 siRNA质

粒转染后细胞的迁移能力

收集对数期的ESCC细胞，调整细胞密度为 5×

105个/ml，取 2 ml接种于 6孔板，并在 6孔板背面划 5

条平行线做标记，24 h后用 200 μl枪头在细胞中划 2

条垂直于背面平行线的直线，PBS冲洗 2次，加入 2

ml无胎牛血清的RPMI 1640培养液，于 0、24 h在倒

置显微镜下观察细胞向划痕中间迁移的距离并拍

照，每组实验设3个平行孔。上述实验重复3次。

1.8 Transwell 小室检测 pLCDH-ciRS-7 及干扰 siR-

NA质粒转染后细胞的迁移侵袭能力

取对数期生长的实验组和对照组细胞悬液，将

两组细胞(2×105个）分别加Transwell小室的上室，小

室上铺胶检测侵袭能力，不铺胶者检测迁移能力；下

室加入600 μl含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液。

常规培养 48 h，用棉签擦净上室细胞，PBS清洗后结

晶紫染色，常规制片，于倒置相差显微镜下(×200)观

察并拍照，随机观察 5个视野，计数穿膜细胞数。上

述实验重复3次。

1.9 裸鼠移植瘤实验检测ciRS-7对ESCC成瘤的影响

所有动物实验均经河北医科大学第四医院动物

保护委员会批准。选用 4周龄BALB/c裸鼠（实验动

物合格证号：No.11400700268598），随机分为 2组(每

组 5只)。TE1细胞株稳定转染 ciRS-7表达质粒和空

载体后分别皮下注射BALB/c裸鼠(每只小鼠 5×106

个细胞)。待肿瘤长出后，每3 d测量一次肿瘤体积，4

周后处死取出瘤体，称取每个瘤子的质量后于多聚

甲醛中固定，利用免疫组化检测肿瘤组织中ki67、PC-

NA、MMP2、MMP9的表达情况。至少两名病理科医

生对其免疫染色结果进行测评。

1.10 统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件统计。计量资料以 x̄±s 表

示，采用 t检验分析 ciRS-7在ESCC细胞株中的表达

情况；计数资料以百分率表示，采用卡方检验分析

ciRS-7的表达与ESCC患者临床病理学指标之间的

关系。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ESCC组织中 ciRS-7的表达水平与病理分级和

淋巴结转移关联

以 ESCC 细胞株 TE1 的 cDNA 和基因组 DNA

(gDNA)为模板，ciRS-7只能在 cDNA中利用发散引

物扩增出来，而在 gDNA中未见扩增产物(图 1A)，但

cDNA和gDNA均可扩增出CDR1的线性形式。后又

证实 ciRS-7在原发性ESCC标本中均有表达(图1A)。

qRT-PCR 结果进一步证实，TE1 细胞中 ciRS-7 对

RNase R具有抗性，其线性形式经RNase R处理后的

表达显著降低(图1B)。

qRT-PCR检测60例食管鳞癌组织及相应的癌旁

组织中ciRS-7的表达，结果（图1C）显示，食管鳞癌组

织中 ciRS-7的表达明显高于食管癌旁组织。以中位

ciRS-7表达（3.92）作为所有ESCC患者的临界阈值，

将所有ESCC患者分为 ciRS-7高表达组和低表达组。

如表2所示，ciRS-7表达与病理分级和淋巴结转移具

有相关性。

2.2 ciRS-7促进ESCC细胞TE1的增殖

检测 ciRS-7在 4种ESCC细胞中的表达情况，结

果(图 2A)发现，TE1细胞的表达丰度最高，于是选用

TE1进行后续细胞功能的研究。

在 TE1细胞中转染 ciRS-7过表达质粒，同时转

染空载体作对照。如图2B所示，转染ciRS-7质粒后，

ciRS-7 的表达显著增加。CCK-8 实验(图 2C)显示

ciRS-7转染后TE1细胞活力明显增强。

针对ciRS-7的剪接点部位设计了相应的 siRNA，

将其转染TE1细胞后，qRT-PCR结果(图 2D)显示，si

ciRS-7质粒使 ciRS-7的表达下降；同时CCK-8实验

显示转染 si ciRS-7质粒后，TE1细胞活力明显下降

(图 2E)。以上实验表明 ciRS-7在体外可促进ESCC

细胞的增殖。

2.3 ciRS-7促进ESCC细胞TE1的迁移能力

为了检测 ciRS-7对ESCC细胞迁移和侵袭能力

的影响，在TE1细胞中转染了上述 ciRS-7过表达和

敲低质粒，通过划痕愈合实验证明 ciRS-7的过表达

增强了TE1细胞的迁移能力，当敲低ciRS-7后TE1细

胞的迁移能力又明显下降。转染 ciRS-7组细胞的迁

移面积明显大于空载体组,而转染 si ciRS-7质粒组细

胞的迁移面积明显小于 si Ctrl质粒组(图3)。以上实

验表明，ciRS-7的表达与ESCC细胞的迁移能力呈正

相关。

2.4 ciRS-7在体外促进ESCC细胞TE1的侵袭能力

在 TE1 细胞中转染 ciRS-7 过表达和空载体质

粒，采用Transwell无胶实验进一步验证了 ciRS-7对

ESCC细胞的迁移促进作用，Transwell基质胶实验证

明了 ciRS-7 可增强 TE1 细胞的侵袭能力。同样在
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TE1 细胞中转染 si ciRS-7 和 si Ctrl 质粒，然后进行

Transwell实验检测，结果（图4）显示转染 ciRS-7过表

达质粒组TE1细胞的侵袭能力较空载体组明显增高，

而转染 si ciRS-7质粒组的侵袭能力较对照组明显下

降。综上，ciRS-7在体外可促进ESCC细胞迁移和侵

袭。

A: Expression of ciRS-7 in ESCC cell TE1 and a case of ESCC tissue; B: The circular form,ciRS-7 coud be avoided from RNase R

degradation; C: Expression of ciRS-7 in 60 pairs of ESCC and adjacent tissues. **P<0.01 vs Mock group; △△P<0.01 vs Adjacent group

图1 ciRS-7在ESCC组织和细胞中的表达情况

Fig.1 Expression of ciRS-7 in ESCC cells and ESCC tissues

表2 ciRS-7表达与ESCC患者临床病理学指标关联

Tab.2 Correlation between expression of ciRS-7 and patho-

logical parameters of the patients with ESCC

Variables

Age (t/a)

<60

≥60

Gender

Male

Female

Pathological grade

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Lymph node metastasis

Yes

No

ciRS-7 expression

Low

9

12

6

15

8

8

5

14

7

High

17

22

9

30

3

24

12

35

4

χ2

0.003

0.216

4.103

4.774

P

0.957

0.642

0.043

0.029

2.5 ciRS-7在裸鼠体内促进ESCC的生长和转移

为进一步验证 ciRS-7对ESCC生物学行为的影

响，将稳定转染 ciRS-7表达质粒和空载体的TE1细

胞分别皮下注射BALB/c裸鼠。待肿瘤长出后每3 d

测量一次肿瘤体积，4周后全部处死，取出肿瘤并拍

照（图 5A），结果（图 5B、C）显示，转染 ciRS-7表达质

粒组裸鼠的肿瘤体积和质量均明显高于空载体组，

这表明 ciRS-7在裸鼠体内可促进ESCC肿瘤的生长。

免疫组化检测结果（图 5D）表明，转染 ciRS-7表达质

粒组裸鼠的肿瘤组织中增殖相关抗原(ki67、PCNA)、

转移相关抗原(MMP2、MMP9)表达明显高于空载体

组，这提示 ciRS-7可能与ESCC的侵袭转移相关。以

上实验表明 ciRS-7在裸鼠体内可以促进ESCC的生

长和转移。

3 讨 论

circRNA最早于1971年在类病毒中被发现，与病

毒不同，类病毒没有蛋白质外壳包被，其基因组是单

链、闭合的RNA分子。1979年HSU和COCA-PRA-

DOS等在电子显微镜下观察到了真核细胞的细胞质

中也存在 circ RNA[12]。circ RNA ciRS-7是HANSEN

等[13] 发现的小脑变性相关蛋白 1 的反义转录物

(CDR1as)，其功能是作为 miRNA 海绵。近几年，对

ciRS-7研究的不断深入，ciRS-7的生物学功能使其在

不同肿瘤中发挥特定作用，有望成为肿瘤早期诊断、

预后判断的分子标志物及治疗靶点。
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A: Expression of ciRS-7 in ESCC cell lines; B: Overexpressing ciRS-7 after transfection of pLCDH-ciR vector;

C: Expression of ciRS-7 after transfection of siRNA-ciRS-7; D: The proliferation of TE1 after transfected with ciRS-7 or empty vector

detected by CCK-8 assay; E: The proliferation of TE1 after transfected with si ciRS-7 or si ctrl detected by CCK-8 assay.
**P<0.01 vs EV group; △△P<0.01 vs siCtrl group

图2 ciRS-7增强ESCC细胞TE1的增殖能力

Fig.2 ciRS-7 enhances proliferation of ESCC cell TE1

A: Cell migration activity of TE1 after transfected with empty vector, ciRS-7 or siCtrl，siciRS-7 detected by wound healing assay;

B: The migration area of four groups were evaluated
**P<0.01 vs EV group; △△P<0.01 vs siCtrl group

图3 ciRS-7增强ESCC细胞TE1的迁移能力

Fig.3 ciRS-7 enhances migration of ESCC cell TE1

越来越多的证据表明 circRNA在 ESCC 的发生

发展中起重要作用[14-17]。但关于 ciRS-7是否也在ES-

CC中发挥作用尚未见报道。本课题组一直致力于

ESCC方面的机制研究，推测 ciRS-7作为 circRNA中

的明星分子，很可能与肿瘤的发生、发展有一定关

系。本实验采用qRT-PCR技术检测了60例食管鳞癌

组织及相应的癌旁组织中 ciRS-7 的表达。结果显

示，在这 60例标本中食管鳞癌组织中 ciRS-7的表达

明显高于周围正常食管组织，而且 ciRS-7表达与病

理分级和淋巴结转移具有相关性，揭示 ciRS-7可能

在ESCC组织中发挥了促癌作用，推动ESCC的发展

进程。另外，本研究中的细胞功能实验结果显示,在

ESCC细胞系TE1中过表达 ciRS-7后，细胞的增殖、

迁移及侵袭能力明显升高，而敲低 ciRS-7后细胞的

增殖、迁移及侵袭能力明显下降，这表明 ciRS-7可能

作为癌基因促进ESCC的肿瘤进展过程。异种移植
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A: Cell invasion activity of TE1 after transfected with empty vector, ciRS-7 or siCtrl, siciRS-7 detected by transwell assay(×200);

B and C: The migration and invasion area of four groups were evaluated. **P<0.01 vs EV or si Ctrl group

图4 ciRS-7增强ESCC细胞TE1的侵袭能力(×200)

Fig.4 ciRS-7 enhances invasiony activity of ESCC cell TE1(×200)

A-C: ciRS-7 enhances tumor proliferation of ESCC in BALB/c nude mice;

D: The expression of ki67, PCNA, MMP2 and MMP9 in tumor tissues detected by IHC(×200).**P<0.01 vs EV group

图5 ciRS-7在体内可增强ESCC的增殖和转移

Fig.5 ciRS-7 enhances proliferation and metastasis of ESCC in vivo
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瘤实验结果表明，稳定转染 ciRS-7组的裸鼠移植瘤

生长和转移能力均明显高于对照组。以上实验证明

了 ciRS-7可能促进ESCC的增殖和侵袭转移，这为寻

找ESCC的新型肿瘤生物标志物和潜在治疗靶点奠

定基础。

circRNA不含有5'端帽和3'端poly(A)尾，而是以

共价键形成环状结构，是人类转录组中普遍存在的

一种非编码RNA，它自身具有核酸外切酶抵抗力，可

在组织细胞内稳定表达。circRNA 主要通过作为

miRNA海绵体，结合相应的miRNA，解除其对靶基

因表达的抑制作用，在人类多种生理及病理过程中

发挥重要调节作用。circRNA可以与RNA结合蛋白

相互结合影响亲本基因mRNA的表达，甚至蛋白翻

译。还有些核内的circRNA参与基因的转录过程，为

疾病的治疗提供新的思路。然而，ciRS-7在ESCC中

究竟如何发挥作用的具体分子机制仍不明确，这也

是本课题组今后深入研究的重点。根据相关文献及

前期研究，推测 ciRS-7可能通过作为某个与ESCC发

生、发展相关miRNA的分子海绵，发挥其在食管癌中

的促癌功能，课题组将在以后的研究中进一步证实。
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