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摘要：目的　探究 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１介导的自噬对胃癌细胞增殖和转移能力的影响。
方法　将人胃癌细胞 ＮＣＩ－Ｎ８７细胞分为 Ｖｅｃｔｏｒ组（转染 Ｖｅｃｔｏｒ）、ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组
（转染ｃｉｒｃＣＳＰＰ１）和抑制药组（转染 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１后与１０μｍｏｌ·Ｌ－１氯喹孵育）。
将ＭＫＮ－４５细胞分为 ｓｈ－ＮＣ组（转染 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ－ＮＣ）、ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
组（转染ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ）和激动药组（转染ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ后与１μｍｏｌ·Ｌ－１

西罗莫司孵育）。用流式细胞术检测细胞的凋亡情况，用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞
的迁移和侵袭情况，用蛋白质印迹法检测微管相关蛋白ｌ轻链３－Ⅱ（ＬＣ３－Ⅱ）
和ｐ６２蛋白的表达水平。结果　在ＮＣＩ－Ｎ８７细胞中，Ｖｅｃｔｏｒ组、ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组和
抑制药组的细胞凋亡率分别为 （７９５±０６６）％、（３９３±０６２）％ 和
（７３７±０８５）％，细胞迁移数分别为（１２２５０±１２２５）、（１６９４０±１６０９）和
（１０９００±８２２）个，细胞侵袭数分别为（７３３８±１２３３）、（１１７３０±１２７８）和
（５５２５±８７３）个，ＬＣ３－Ⅱ蛋白相对表达水平分别为０４０±００６、１１３±０１１
和０４４±００８，ｐ６２蛋白相对表达水平分别为 １６２±０１５、０２１±００８和
１４３±０１６，抑制药组和Ｖｅｃｔｏｒ组的上述指标与 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组比较，在统计学上
差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。在 ＭＫＮ－４５细胞中，ｓｈ－ＮＣ组、
ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组 和 激 动 药 组 的 细 胞 凋 亡 率 分 别 为 （６８１±０６８）％、
（１２０２±０７８）％和（５７６±１２１）％，细胞迁移数分别为（１９１６０±２１４３）、
（８７５０±１０７６）和（１５５６０±１０３６）个，细胞侵袭数分别为（１５０００±１１５５）、
（６１６３±１１３９）和（１５４５０±１７９９）个，ＬＣ３－Ⅱ蛋白相对表达水平分别为
１０８±００５、０１３±００３和 １１８±００６，ｐ６２蛋白相对表达水平分别为
０１５±００３、１２９±００８和０１９±００４，激动药组和 ｓｈ－ＮＣ组的上述指标与
ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。
结论　ｃｉｒｃＣＳＰＰ１可以通过诱导自噬来提高胃癌细胞的增殖和转移能力。
关键词：氯喹；西罗莫司；ｃｉｒｃＣＳＰＰ１；胃癌；自噬；增殖；转移
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　　　１μｍｏｌ·Ｌ－１ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ）ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓＴｒａｎｓｗｅｌｌｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３－Ⅱ
（ＬＣ３－Ⅱ）ａｎｄｐ６２ｐｒｏｔｅｉｎＲｅｓｕｌｔｓ　ＩｎＮＣＩ－Ｎ８７ｃｅｌｌｓ：ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆＶｅｃｔｏｒ，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（７９５±０６６）％，（３９３±０６２）％ ａｎｄ（７３７±０８５）％；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ
１２２５０±１２２５，１６９４０±１６０９ ａｎｄ１０９００±８２２；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｓｗｅｒｅ７３３８±１２３３，
１１７３０±１２７８ａｎｄ５５２５±８７３；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３－Ⅱ ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０４０±００６，１１３±０１１
ａｎｄ０４４±００８；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ６２ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１６２±０１５，０２１±００８ａｎｄ１４３±０１６Ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄＶｅｃｔｏｒ
ｇｒｏｕｐｓ（ａｌｌＰ＜００５）ＩｎＭＫＮ－４５ｃｅｌｌｓ：ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｓｈ－ＮＣ，ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ａｎｄａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ
（６８１±０６８）％，（１２０２±０７８）％ ａｎｄ（５７６±１２１）％；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ１９１６０±２１４３，
８７５０±１０７６ａｎｄ１５５６０±１０３６；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｓｗｅｒｅ１５０００±１１５５，６１６３±１１３９ａｎｄ
１５４５０±１７９９；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３－Ⅱ ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１０８±００５，０１３±００３ａｎｄ１１８±００６；ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ６２ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０１５±００３，１２９±００８ａｎｄ０１９±００４Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅａｇｏｎｉｓｔａｎｄｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｂｉｌｉｔｙｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙ
ｉｎｄｕｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ；ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ；ｃｉｒｃＣＳＰＰ１；ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　　胃癌是起源于胃黏膜上皮细胞的消化系统恶性
肿瘤，亦是世界第４大恶性肿瘤，其主要的治疗方式
包括手术和放化疗［１］。随着诊断和治疗技术的发展，

胃癌的发生率和死亡率均有所下降，但是多数患者在

确诊时就已经处于中晚期，５年生存率较低［２］。

ｃｉｒｃＲＮＡ是一类分子呈封闭环状结构的非编码 ＲＮＡ，
其不受ＲＮＡ外切酶影响，可以稳定表达。研究显示，
ｃｉｒｃＲＮＡ的异常表达对癌症的发生和发展起着重要的
调控作用［３］，有望成为肿瘤诊断、治疗及预后评价的

关键分子［４］。ＳＨＩ等［５］研究发现，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１在胃癌组
织中高表达，并可以作为胃癌诊断和预后评价的关键

标志物。本研究旨在探索ｃｉｒｃＣＳＰＰ１对胃癌细胞增殖
和转移的影响，为胃癌的临床诊断和治疗标志物的发

现提供帮助。

材料与方法

１　材料
细胞　人胃黏膜细胞系 ＧＳＥ１和人胃癌细胞

ＮＣＩ－Ｎ８７、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ－４５，均
购自中国科学院上海细胞库。

药品与试剂　西罗莫司，规格：每瓶５０ｍｇ，批号：
５２４０４ＥＳ１０，氯 喹 （ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ），规 格：每 瓶
１００ｍｇ，批号：５３７５５ＥＳ６０，均购自上海翊圣生物科技
有限公司生产。ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ、ＡｃｅＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒，均

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；细胞计数试

剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、细胞凋亡检
测试剂盒，均购自上海碧云天生物技术股份有限公

司；微管相关蛋白轻链３－Ⅱ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３－Ⅱ，ＬＣ３－Ⅱ）、动力蛋白激活
蛋白 ４（ＳＱＳＴＭ１，ｐ６２）、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）一抗、山羊抗鼠二抗，均购自杭州华安生物科
技有限公司。

仪器　ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉＤ３酶标仪，上海美谷分子仪器
有限公司产品；ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪，美国贝克曼库尔
特公司产品；Ｑｕａｎｔｓｔｕｄｉｏ３聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪，美国赛默飞世尔科技公司产
品；ＢＸ５０荧光显微镜，日本奥林巴斯公司产品；ＥＰＳ－
６００数显式稳压稳流电泳仪、ＶＥ－５８６蛋白转膜仪，均
为上海天能生命科学有限公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养［６－７］

将人胃黏膜细胞系ＧＳＥ１和人胃癌细胞ＮＣＩ－Ｎ８７、
ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ－４５均置于含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，在３７℃、含５％ＣＯ２的
恒温恒湿培养箱中进行培养，每天更换１次培养基，
待细胞生长至８０％时，按１∶２的比例进行细胞传代，
取对数生长期细胞进行后续实验。

２２　细胞筛选［８］

用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）法检
测人胃黏膜细胞系 ＧＳＥ１和人胃癌细胞 ＮＣＩ－Ｎ８７、
ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ－４５中 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
的表达水平，筛选出 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１表达水平最低和最高
的细胞。用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞中总 ＲＮＡ，定量后，
用ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒进
行逆转录反应，所得ｃＤＮＡ根据 ＡｃｅＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ
ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒进行 ＰＣＲ反应。反应程序：
９５℃ １ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，９５℃ ３０ｓ，４０个循环。以
ＧＡＰＤＨ为内参，用２－△△ＣＴ法计算ｃｉｒｃＣＳＰＰ１的相对表
达水平。

２３　细胞分组与处置方法［９］

将ＮＣＩ－Ｎ８７细胞分为Ｖｅｃｔｏｒ组、ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组和
抑 制 药 组。Ｖｅｃｔｏｒ组 和 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ 组 分 别 用
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００试剂转染空载质粒和 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
过表达质粒；抑制药组用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００试剂转染
ｃｉｒｃＣＳＰＰ１过表达质粒后与１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＱ孵育２４ｈ。

将ＭＫＮ－４５细胞分为ｓｈ－ＮＣ组、ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
组和激动药组。ｓｈ－ＮＣ组和 ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组分别
用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００试剂转染 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ阴
性 对 照 和 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ ｓｈＲＮＡ；激 动 药 组 用

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００试剂转染 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ后与
１μｍｏｌ·Ｌ－１西罗莫司孵育２４ｈ。
２４　蛋白质印迹法检测ＬＣ３－Ⅱ和 ｐ６２蛋白的表达
水平

调整ＮＣＩ－Ｎ８７和ＭＫＮ－４５细胞密度为１×１０６

ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至６孔板中，每孔１ｍＬ，按照“２３”
的方法进行分组和处置，每组设８个复孔，培养２４ｈ
后，用ＲＩＰＡ裂解液提取 ＮＣＩ－Ｎ８７细胞和 ＭＫＮ－４５
细胞中各组的总蛋白。取蛋白１０μｇ，按文献［１０］的
方法进行操作，以 ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，用 ＩｍａｇｅＪ软
件计算目的蛋白的相对表达水平。

２５　ＣＣＫ－８实验法检测细胞的增殖情况［１１］

调整ＮＣＩ－Ｎ８７和ＭＫＮ－４５细胞密度为１×１０４

ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至９６孔板中，每孔１００μＬ，每组设
８个复孔。按照“２３”的方法进行分组和处置，在干
预０、２４、４８、７２ｈ后，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液１０μＬ，
３７℃孵育４ｈ，用酶标仪在４５０ｎｍ处检测各孔光密度
值（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２６　流式细胞仪检测细胞的凋亡情况［１２］

调整ＮＣＩ－Ｎ８７和ＭＫＮ－４５细胞密度为１×１０６

ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至６孔板中，每孔１ｍＬ，按照“２３”
的方法进行分组和处置，每组设８个复孔，培养２４ｈ
后，收集ＮＣＩ－Ｎ８７细胞和ＭＫＮ－４５细胞中的各组细

胞于流式管中，各管分别加入ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ５μＬ
和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄ，ＰＩ）５μＬ，并设置单染管
和空白管，避光染色１５ｍｉｎ，清洗细胞后，用流式细胞
仪检测细胞凋亡率。

２７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测细胞迁移和侵袭能力［１３］

用不含血清的 ＤＭＥＭ培养基稀释 ＮＣＩ－Ｎ８７细
胞和ＭＫＮ－４５细胞至５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，取细胞悬
液１００μＬ接种至Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，每组８个复孔，将
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室放置于２４孔板中，并且２４孔板每孔加
入含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基 ６００μＬ，培养
２４ｈ后取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，进行固定、结晶紫染色、清
洗、晾干，并于显微镜下观察拍照，比较各组细胞迁移

和侵袭数。

３　统计学处理
用 Ｇｒａｐｈｐａｄ８０软件进行统计分析。计量资料

用 珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用独立样本ｔ检验，多组间比
较用单因素方差分析。

结　　果

１　ｃｉｒｃＣＳＰＰ１在胃癌细胞中的表达情况
人胃 癌 细 胞 ＮＣＩ－Ｎ８７、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、

ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ－４５中 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１相对表达水平分别
为１４２±０３５、１７４±０６２、１８７±０３６、２２３±０４４
和２９４±０４５，均显著高于其在人胃黏膜细胞系
ＧＳＥ１中的１００±０００，在统计学上差异均有统计学
意义（均 Ｐ＜００５）。其中，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１在人胃癌细胞
ＮＣＩ－Ｎ８７中的相对表达水平最低，在人胃癌细胞
ＭＫＮ－４５中的相对表达水平最高，故选择这２种细胞
进行后续实验。

２　细胞转染效果验证
Ｖｅｃｔｏｒ组和 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组分别转染空载质粒和

ｃｉｒｃＣＳＰＰ１过表达质粒；抑制药组转染 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１过表
达质粒后与 １０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＱ孵育。ｓｈ－ＮＣ组和
ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组分别转染 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ阴性对照
和ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ；激动药组转染 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ
后与１μｍｏｌ·Ｌ－１西罗莫司孵育。

在ＮＣＩ－Ｎ８７细胞中，Ｖｅｃｔｏｒ组和ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组的
ｃｉｒｃＣＳＰＰ１相对表达水平分别为 １００±０００和
３５６±０５６，在 统 计 学 上 差 异 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜００５）。在 ＭＫＮ－４５细胞中，ｓｈ－ＮＣ组和
ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组的 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１相对表达水平分别为
１００±０００和０１８±０１１，在统计学上差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。这说明成功构建２种 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１差
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异表达的细胞株。

３　ｃｉｒｃＣＳＰＰ１对胃癌细胞自噬相关蛋白 ＬＣ３－Ⅱ与
ｐ６２表达的影响

在 ＮＣＩ－Ｎ８７细胞中，Ｖｅｃｔｏｒ组、ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组和
抑制药组的 ＬＣ３－Ⅱ蛋白相对表达水平分别为
０４０±００６、１１３±０１１和０４４±００８，ｐ６２蛋白相
对表达水平分别为 １６２±０１５、０２１±００８和
１４３±０１６。抑制药组和 Ｖｅｃｔｏｒ组的上述蛋白相对
表达水平与 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组比较，在统计学上差异均有
统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见图１。

在ＭＫＮ－４５细胞中，ｓｈ－ＮＣ组、ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
组和激动药组的 ＬＣ３－Ⅱ蛋白相对表达水平分别为
１０８±００５、０１３±００３和１１８±００６，ｐ６２蛋白相
对表达水平分别为 ０１５±００３、１２９±００８和
０１９±００４。激动药组和ｓｈ－ＮＣ组的上述蛋白相对
表达水平与 ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组比较，在统计学上差异
均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见图１。

图１　用蛋白质印迹法检测各组 ＮＣＩ－Ｎ８７和 ＭＫＮ－４５细胞
中微管相关蛋白轻链３－Ⅱ（ＬＣ３－Ⅱ）和动力蛋白激活蛋白４
（ｐ６２）的表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３－Ⅱ （ＬＣ３－Ⅱ）ａｎｄＳＱＳＴＭ１（ｐ６２）ｉｎＮＣＩ－Ｎ８７
ａｎｄＭＫＮ－４５ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ－Ｃ：ＮＣＩ－Ｎ８７ｃｅｌｌｓ；Ｄ－Ｆ：ＭＫＮ－４５ｃｅｌｌｓ；Ａ：Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃ

ｔｅｄｗｉｔｈＶｅｃｔｏｒ；Ｂ：ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃＣＳＰＰ１；Ｃ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃＣＳＰＰ１ａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｃｈｌｏｒｏ

ｑｕｉｎｅ；Ｄ：ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ－ＮＣ；Ｅ：

ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ；Ｆ：Ａｇｏｎｉｓｔ

ｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｓｈＲＮＡ＋１μｍｏｌ·Ｌ－１ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ

４　ｃｉｒｃＣＳＰＰ１调控自噬影响胃癌细胞的增殖
在ＮＣＩ－Ｎ８７细胞中，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组干预 ２４、４８、

７２ｈ后的增殖能力（ＯＤ值）均显著高于 Ｖｅｃｔｏｒ组（均
Ｐ＜００５），抑制药组干预２４、４８、７２ｈ后的增殖能力
（ＯＤ值）均显著低于 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组（均 Ｐ＜００５）。结
果见表１。

在ＭＫＮ－４５细胞中，ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组干预２４、
４８、７２ｈ后的增殖能力（ＯＤ值）均显著低于 ｓｈ－ＮＣ
组（均Ｐ＜００５），激动药组干预２４、４８、７２ｈ后的增殖
能力（ＯＤ值）均显著高于 ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组（均
Ｐ＜００５）。结果见表１。
５　ｃｉｒｃＣＳＰＰ１调控自噬影响胃癌细胞凋亡的情况

在 ＮＣＩ－Ｎ８７细胞中，Ｖｅｃｔｏｒ组、ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组和
抑制药组的细胞凋亡率分别为（７９５±０６６）％、
（３９３±０６２）％和（７３７±０８５）％，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组的
细胞凋亡率和 Ｖｅｃｔｏｒ组、抑制药组比较，在统计学上
差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。

在ＭＫＮ－４５细胞中，ｓｈ－ＮＣ组、ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
组和激动药组的细胞凋亡率分别为（６８１±０６８）％、
（１２０２±０７８）％和（５７６±１２１）％，ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
组的细胞凋亡率和ｓｈ－ＮＣ组、激动药比较，在统计学
上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
６　ｃｉｒｃＣＳＰＰ１调控自噬影响胃癌细胞的迁移和侵袭
能力

在 ＮＣＩ－Ｎ８７细胞中，Ｖｅｃｔｏｒ组、ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组和
抑制药组的细胞迁移数分别为（１２２５０±１２２５）、
（１６９４０±１６０９）和（１０９００±８２２）个，细胞侵袭数
分别 为 （７３３８±１２３３）、（１１７３０±１２７８）和
（５５２５±８７３）个。ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组的上述指标和Ｖｅｃｔｏｒ
组、抑制药组比较，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。结果见图２。
在ＭＫＮ－４５细胞中，ｓｈ－ＮＣ组、ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组

和激动药组的细胞迁移数分别为（１９１６０±２１４３）、
（８７５０±１０７６）和（１５５６０±１０３６）个，细胞侵袭数
　　

表１　各组ＮＣＩ－Ｎ８７和ＭＫＮ－４５细胞增殖能力［光密度（ＯＤ）值］的比较（珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ［ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＯＤ）ｖａｌｕｅｓ］　ｏｆＮＣＩ－Ｎ８７ａｎｄＭＫＮ－４５ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅ（ｈ） ｎ
ＮＣＩ－Ｎ８７ｃｅｌｌ ＭＫＮ－４５ｃｅｌｌ

Ｖｅｃｔｏｒ ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｓｈ－ＮＣ ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ Ａｇｏｎｉｓｔ

０ ８ ０５８±００７ ０５７±００６ ０５９±００４ ０６１±００４ ０６０±００５ ０６２±００３

２４ ８ ０７１±０２４ １０７±００５ ０８０±００９＃ １０４±００５ ０７１±００８△ １０７±００９▲

４８ ８ １２４±００８ １７２±０１０ １２７±０１２＃ １６０±００８ ０９５±０１０△ １６４±００８▲

７２ ８ １６７±０１１ ２１０±０１６ １６８±０１０＃ ２２８±０１５ １５９±００９△ ２２４±０１４▲

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣＧｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

图 ２　各组ＮＣＩ－Ｎ８７和ＭＫＮ－４５细胞迁移数和侵袭数的比较（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＮＣＩ－Ｎ８７ａｎｄＭＫＮ－４５ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）
Ａ－Ｃ：ＮＣＩ－Ｎ８７ｃｅｌｌｓ；Ｄ－Ｆ：ＭＫＮ－４５ｃｅｌｌｓ；Ａ－Ｆｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

分别为 （１５０００±１１５５）、（６１６３±１１３９）和
（１５４５０±１７９９）个。ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组的上述指标
和ｓｈ－ＮＣ组、激动药组比较，在统计学上差异均有统
计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见图２。

讨　　论

多种ｃｉｒｃＲＮＡ的异常表达会调控胃癌细胞的免
疫逃逸、增殖、转移以及放化疗抗性等。ＹＡＯ等［１４］研

究发现，肿瘤异常表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ＿１０２１９１可以促进
肿瘤相关巨噬细胞的极化，进而促进肿瘤的发展。ＬＩ
等［１５］研究发现，ｃｉｒｃＲＮＡＣＤＲ１可以作为胃癌诊断和
预后评价的关键分子，对胃癌的临床诊断和治疗具有

重要意义。

ｃｉｒｃＣＳＰＰ１被发现在结肠癌、宫颈癌以及肾透明
质细胞癌等多种肿瘤中异常表达。ＷＡＮＧ等［１６］研究

发现，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１可以调控 ｍｉＲ－４３１促进结肠癌的发
展。ＺＨＡＮＧ等［１７］研究发现，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１可以通过调控
ｍｉＲ－４９３－５ｐ／Ｒａｓ相关的 Ｃ３肉毒素底物１（Ｒａｓ－
ｒｅｌａｔｅｄＣ３ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎｓｕｂｓｔｒａｔｅ１，ＲＡＣ１）信号轴来
影响肾透明质细胞癌的生长和转移。研究发现，

ｃｉｒｃＣＳＰＰ１可以促进肝癌细胞的增殖，抑制细胞凋
亡［１８］，而抑制 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１则可以抑制肝癌细胞的增
殖、迁移和侵袭能力［１９］。本研究发现，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１在胃
癌细 胞 ＮＣＩ－Ｎ８７、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＳＧＣ７９０１、
ＭＫＮ－４５中的相对表达水平均显著高于其在人胃黏
膜细胞系 ＧＳＥ１中的相对表达水平，并且在抑制
ｃｉｒｃＣＳＰＰ１表达后，ＭＫＮ－４５细胞的增殖、迁移和侵袭
能力均较ｓｈ－ＮＣ组显著降低，细胞凋亡率显著增加，
而过表达ｃｉｒｃＣＳＰＰ１后，ＮＣＩ－Ｎ８７细胞的增殖、迁移和
侵袭能力均较Ｖｅｃｔｏｒ组显著增加，细胞凋亡率显著降
低，这说明 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１可以促进胃癌细胞的增殖和转
移能力。

自噬是实现细胞本身的代谢需要和某些细胞器

更新的过程［２０］。有研究指出，自噬可以作为胃癌治

疗的新靶点［２１］，诱导细胞自噬会促进胃癌细胞的增

殖［２２－２６］。ＤＵＡＮ等［２７］研究发现，ｃｉｒｃ＿０００１６５８可以通
过调控自噬来影响胃癌的增殖。ＬＵＯ等［２８］研究发

现，ｃｉｒｃＰＯＦＵＴ１可以通过调控自噬来介导胃癌细胞的
生长和转移。ＬＵ等［２９］研究发现，ｃｉｒｃＣＳＰＰ１亦可以通
过调控自噬来促进前列腺癌的病理进程。本研究发

现：过表达ｃｉｒｃＣＳＰＰ１后，ＮＣＩ－Ｎ８７细胞自噬较Ｖｅｃｔｏｒ
组显著增加，而抑制 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１后，ＭＫＮ－４５细胞增
殖能力较ｓｈ－ＮＣ组显著降低，即ｃｉｒｃＣＳＰＰ１可以上调
胃癌细胞自噬；进一步研究发现，用自噬激动药西罗

莫司处理抑制ｃｉｒｃＣＳＰＰ１表达的 ＭＫＮ－４５细胞后，
细胞增殖、迁移和侵袭能力均较 ｓｈ－ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组
显著增加，用自噬抑制药 ＣＱ处理过表达ｃｉｒｃＣＳＰＰ１
的ＮＣＩ－Ｎ８７细胞后，细胞增殖、迁移和侵袭能力均
较 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１组显著降低，这说明 ｃｉｒｃＣＳＰＰ１介导
的自噬对胃癌细胞的恶性生物学行为具有重要的

调控作用。

本研究提示：ｃｉｒｃＣＳＰＰ１在胃癌细胞中高表达，其
可以通过诱导细胞自噬来促进胃癌细胞的增殖、迁移

和侵袭能力，抑制细胞凋亡。
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５１—６３

［１２］　徐朝波，梅军ｃｉｒｃ＿００４５０６３对甘草查尔酮 Ａ抗胃癌细胞增

殖的作用及机制研究［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２２，３８

（２４）：２９８９—２９９３

［１３］　牛正宣，周丽，周大新ｍｉＲ－７６０靶向调节黑色素瘤抗原家族

Ｄ１抑制胃癌细胞增殖、迁移及侵袭的研究［Ｊ］中国临床药理

学杂志，２０２３，３９（４）：４９３—４９７

［１４］　ＹＡＯＭ，ＭＡＯＸ，ＺＨＡＮＧＺ，ｅｔａｌＴｕｍｏｒ－ｄｅｒｉｖｅｄＣｉｒｃＲＮＡ＿

１０２１９１ｐｒｏｍｏｔｅｓｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２０２３，２２（１８）：２００３—２０１７

［１５］　ＬＩＲ，ＴＩＡＮＸ，ＪＩＡＮＧＪ，ｅｔａｌＣｉｒｃＲＮＡＣＤＲ１ａｓ：Ａｎｏｖｅｌｄｉａｇｎｏｓ

ｔｉｃａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ，

２０２３，２８（５）：４４８—４５７

［１６］　ＷＡＮＧＪ，ＺＨＯＵＬ，ＣＨＥＮＢ，ｅｔａｌＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｃｉｒｃＣＳＰＰ１ｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｂｙｓｐｏｎｇｉｎｇ

ｍｉＲ－４３１ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＲＯＣＫ１ａｎｄＺＥＢ１［Ｊ］ＪＴｒａｎｓｌＭｅｄ，

２０２２，２０（１）：５８—６６

［１７］　ＺＨＡＮＧＤ，ＹＡＮＧＸ，ＬＵＯＱ，ｅｔａｌＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡＣＳＰＰ１ｍｏｔｉｖａｔｅｓ

ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｔｈｅＷａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔｂｙｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇＲＡＣ１ｔｈｒｏｕｇｈｍｉｃｒｏＲＮＡ－４９３－５ｐ［Ｊ］ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＰｏｌ，

２０２３，７０（３）：６９３—７０１

［１８］　ＪＩＡＮ，ＳＯＮＧＺ，ＣＨＥＮＢ，ｅｔａｌＡｎｏｖｅｌｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｃｉｒｃＣＳＰＰ１

ｐｒｏｍｏｔｅｓｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｓｐｏｎｇｉｎｇｍｉＲ－１１８２［Ｊ］

ＯｎｃｏＴａｒｇｅｔｓＴｈｅｒ，２０２１，１４（２３）：２８２９—２８３８

［１９］　ＹＡＮＧＧ，ＸＵＱ，ＷＡＮＹ，ｅｔａｌＣｉｒｃ－ＣＳＰＰ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｓｕｐｐｒｅｓ

ｓｅｓｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｍｉＲ－４９３－５ｐ

ｒｅｌｅａｓｉｎｇ－ｍｅｄｉａｔｅｄＨＭＧＢ１ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ，

２０２１，１０（８）：１１００６５—１１００７７

［２０］　李玉玲，杨建林，崔芝，等新型精胺氧化酶抑制药对人胃癌

ＳＧＣ－７９０１细胞增殖、凋亡和自噬的影响［Ｊ］中国临床药理学

杂志，２０２３，３９（１６）：２３４３—２３４７

［２１］　ＹＡＮＧＰ，ＹＡＮＧＷ，ＷＥＩＺ，ｅｔａｌＮｏｖｅｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ：

Ｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ（ＴＭＥ），Ｎ６－ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ

（ｍ６Ａ），ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ，ａｕｔｏｐｈａｇｙ，ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］

ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２３，１６（３）：１１４８８３—１１４８９２

［２２］　ＹＵＱＹ，ＨＡＮＹ，ＬＵＪＨ，ｅｔａｌＮＲＰ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｐｒｏ

ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｈｒｏｕｇｈＷｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ

ｗａｙ［Ｊ］Ａｇｉｎｇ，２０２３，１５（１７）：８６１３—８６２９

［２３］　刘欣，延威复方谷氨酰胺胶囊通过靶向自噬相关基因５介导

自噬诱导胃癌细胞凋亡的研究［Ｊ］中国临床药理学杂志，

２０２３，３９（３）：３８６—３９０

［２４］　王霞，许瑶，许尤琪猫人参通过自噬对恶性转化的人胃黏膜

上皮细胞增殖和凋亡的影响［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２２，

３８（１５）：１７６６—１７６９

［２５］　龚小梅，李湛全，姚香草，等三氧化二砷对胃癌细胞凋亡与自

噬的影响 ［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２１，３７（１０）：

１１９６—１２００

［２６］　谭业儒，伍小平，李跃华ｍｉＲ－１４４通过靶向ＴＩＧＡＲ调控胃癌

细胞增殖与凋亡及自噬的分子机制［Ｊ］中国临床药理学杂志，

２０２０，３６（１）：５７—６０

［２７］　ＤＵＡＮＸ，ＹＵＸ，ＬＩＺＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１６５８ｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｈｒｏｕｇｈｍｉｃｒｏＲＮＡ－１８２／

Ｒａｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＲａｂ－１０ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｘｉｓ［Ｊ］Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ，

２０２２，１３（２）：２３８７—２３９７

［２８］　ＬＵＯＭ，ＤＥＮＧＸ，ＣＨＥＮＺ，ｅｔａｌＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｃｉｒｃＰＯＦＵＴ１ｅｎ

ｈａｎｃｅｓｍａｌｉｇｎａｎｔｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｈｅｍｏｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅｖｉａｓｅｑｕｅｓｔｒａｔｉｎｇｍｉＲ－４８８－３ｐｔｏａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅＰＬＡＧ１－

ＡＴＧ１２ａｘｉｓｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０２３，１４（１）：

１０—２５

［２９］　ＬＵＪ，ＺＨＯＮＧＣ，ＬＵＯＪ，ｅｔａｌＨｎＲＮＰ－Ｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｃｉｒｃＣＳＰＰ１／

ｍｉＲ－５２０ｈ／ＥＧＲ１ａｘｉｓｍｏｄｕｌａｔｅｓａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｇｒｅｓ

ｓｉｏｎｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ＭｏｌＴｈｅｒＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ，２０２１，１９（６）：

９２７—９４４

（收稿日期２０２４－０９－２０）


