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肝内胆管细胞癌中hsa_circ_0089153的表达及其生物学功能
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摘 要 背景与目的：肝内胆管细胞癌（ICC）是仅次于肝细胞癌的第二大肝脏恶性肿瘤，其发病隐匿、恶性度

高、预后差。环状RNA （circRNA） 异常表达与多种恶性肿瘤的发生发展关系密切，但circRNA与 ICC

的关系研究较少。因此，本研究初步探讨ICC中差异表达circRNA及其生物学功能。

方法：采用福建省立医院经病理确诊的5例ICC患者标本，通过高通量circRNA芯片技术筛选出ICC及对

应癌旁组织中差异表达的circRNA，进一步在长度500~1 500 bp之间选取其中变化最为明显的circRNA，

并通过 qRT-PCR 进行验证；然后在 HCCC-9810、RBE 细胞系中通过慢病毒过表达该 circRNA，应

用 CCK-8 实验、划痕实验、Transwell实验和流式细胞术分析该circRNA对 ICC细胞生物学功能的影响。

结果：与癌旁正常组织比较，ICC中共有76个差异表达的circRNA，包括63个上调与13个下调的circRNA，

其中低表达的hsa_circ_0089153变化倍数最大 （FC=103.214）；qRT-PCR验证结果与基因芯片结果一致。

hsa_circ_0089153过表达后，ICC细胞的增殖活性明显增强［HCCC-9810：过表达组（114.816±5.138） vs.

空载组 （100.000±4.897），RBE：过表达组 （117.235±7.079） vs. 空载组 （100.000±14.896）（均 P<
0.05）］；凋亡率明显降低 ［HCCC-9810：过表达组 （11.277±0.243） vs. 空载组 （16.673±0.660），RBE：

过表达组 （4.527±0.301） vs. 空载组 （6.793±0.534）（均 P<0.05）］；迁移能力与侵袭能力明显增强

［HCCC-9810：过表达组 （9.070±1.090） vs. 空载组 （6.206±1.197），RBE：过表达组 （6.197±0.687） vs.

空载组 （4.198±1.170）（均 P<0.05） 与 HCCC-9810：过表达组 （0.370±0.026） vs. 空载组 （0.274±

0.014），RBE：过表达组（0.297±0.016） vs.空载组（0.250±0.019）（均 P<0.05）］。

结论：ICC中存在多种差异表达的circRNA，其中hsa_circ_0089153在 ICC组织中呈明显低表达，但与多

数情况不同，hsa_circ_0089153过表达对 ICC的恶性生物学行为有促进作用，因此，hsa_circ_0089153在

ICC中的生物学功能及其关联的调控网络仍需进一步探讨。
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Abstract Background and Aims: After hepatocellular carcinoma, intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) is the

second most common malignant tumor of the liver, with an insidious onset, high malignant level, and a

unfavorable prognosis. Although aberrant circRNA expression is linked to the onset and progression of

several malignant tumors, the association between circRNA and ICC is rarely investigated. As a result,

this study was conducted as a preliminary test to examine circRNA's differential expression in ICC and

its biological function.

Methods: By using high-throughput circRNA chip technology, five specimens of ICC patients

confirmed by pathology in Fujian Provincial Hospital were used to screen out differentially expressed

circRNA in ICC and corresponding adjacent tissues, and the circRNA with the most obvious change was

selected from 500-1500 bp in length and verified by qRT-PCR. The circRNA was then overexpressed in

HCCC-9810 and RBE cell lines using lentivirus, and the impact of the circRNA on the biological

function of ICC cells was investigated using CCK-8, scratch, Transwell, and flow cytometry.

Results: Compared with normal tissues adjacent to cancer, there are 76 differentially expressed

circRNAs in ICC, including 63 upregulated and 13 downregulated circRNAs. The downregulated

hsa_circ_0089153 had a highest fold-change (FC=103.214). The results of qRT-PCR were consistent

with those of gene chip. After hsa_circ_0089153 overexpression, the proliferation activity of ICC cells

significantly increased [HCCC-9810: over-expression group (114.816±5.138) vs. no-load group

(100.000±4.897), RBE: over-expression group (117.235±7.079) vs. no-load group (100.000±14.896) (all

P<0.05)]. The apoptosis rate significantly decreased [HCCC-9810: over-expression group (11.277±

0.243) vs. no-load group (16.673±0.660) (all P<0.05)]. The migrated and invasive ability significantly

increased [HCCC-9810: over-expression group (9.070±1.090) vs. no-load group (6.206±1.197), RBE:

over-expression group (6.197±0.687) vs. no-load group (4.198±1.170) (all P<0.05) and HCCC-9810:

over-expression group (0.370±0.026) vs. no-load group (0.274±0.014), RBE: over-expression group

(0.297±0.016) vs. no-load group (0.250±0.019) (all P<0.05)].

Conclusion: There are a number of aberrantly expressed circRNAs in ICC, among which hsa_circ_

0089153 has a noteworthy low expression. However, unlike most circumstances, overexpression of

hsa_circ_0089153 can promote the malignant biological behavior of ICC cells. So, the biological role of

hsa_circ_0089153 in ICC and the associated regulatory network still need to be further clarified.

Key words Bile Duct Neoplasms; Bile Ducts, Intrahepatic; RNA, Circular; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness

CLCCLC numbenumberr: R735.8

肝 内 胆 管 细 胞 癌 （intrahepatic cholangio-

carcinoma，ICC） 是仅次于肝细胞癌的第二大肝脏

恶性肿瘤[1-2]。外科手术是目前治疗 ICC 最为积极

有效的手段[3]。由于 ICC 缺乏特征性症状，难以早

期诊断，80%~90%的患者确诊时已属晚期，失去了

根治性手术切除的机会，绝大多数患者在3~6个月

后死亡[4]。ICC 患者切除术后总体生存率及中位生

存时间仍不理想，病灶多发、血管浸润、淋巴结

转移、远处转移、低分化、CA19-9≥37 U/mL是影响

ICC 患者远期预后的独立危险因素[5]。根治性手术

切除后总体 5 年生存率也低于 5%~10%[6]。ICC 对放

化疗均不敏感[7-8]。传统的治疗方法已无法提高患

者的生存率，因此探讨 ICC的发生发展机制，寻找

新的治疗靶标及有效治疗手段迫在眉睫。

环状 RNA （circular RNA，circRNA） 是一类环

状非编码 RNA 分子，通过特殊的选择性剪切方式

产生，由 1 个以上外显子或内含子构成[9]。其具有

表达多样性、稳定性相对好、高度保守及特异度

显 著 等 特 征 。 circRNA 与 肝 细 胞 癌[10-12]、 胆 囊

癌[13-14]、胰腺癌[15-16]、结直肠癌[17-18]、胃癌[19-20]、食

管癌[21-22]、胆管细胞癌[23-26]等消化系肿瘤发生发展

关系均有研究报道，但 circRNA 与 ICC 发生发展关

系研究较少[27-29]。

本 研 究 通 过 检 测 ICC 和 对 应 癌 旁 组 织 的

circRNA 差异表达谱，挑选差异表达的 circRNA 进

行体外细胞实验，探讨 circRNA 与 ICC 肿瘤生物学

行为的关系。

1 材料与方法

1.1 临床标本

收集福建省立医院经病理确诊的 5 例 ICC 患者

标本，所取 ICC 组织及对应癌旁组织放进冻存管

内，并储存于装有液氮的罐内，用于后续 RNA 提

取。所有患者无合并其他恶性肿瘤史，同时没有

经过药物、消融、放射或 （和） TACE 等治疗，所

有研究对象均签署知情同意书。

1.2 材料与试剂

核酸外切酶 （RNase R，美国 Epicentre 公司），

TRIzol RNA 提取试剂及 ds-cDNA 合成试剂 （美国

Invitrogen 公司），RBE 细胞 （BNCC100278，北纳生

物），HCCC-9810 细胞 （BNCC351917，北纳生物），

CCK-8 法试剂盒 （KGA317，凯基生物），过表达病

毒/空载 （中洪博元分子实验室），完全 RPMI-1640

培 养 基 （KGM31800S， 凯 基 生 物 ）， 聚 凝 胺

（H8761， Solarbio）， 结 晶 紫 染 色 液 （G1061，

Solarbio）， vector （Hanbio Biotechnology）， DH5α
competent cell （TIANGEN， CB101-02） ， Trizon

Reagent （CW0580S，CWBIO 康为世纪），HiScript II

Q RT SuperMix for qPCR （+gDNA wiper）（R223-01，

Vazyme 诺 唯 赞）， 2×SYBR Green PCR Master Mix

（A4004M， Lifeint 生 命 互 联）， 荧 光 PCR 仪 [CFX

Connect™实时，伯乐生命医学产品 （上海） 有限公

司]， 多 功 能 酶 标 仪 （S/N502000011， TECAN），

Annexin V-FITC/PI Apoptosis Kit （AP101-100-kit，

MULTI SCIENCES 联科生物），NovoCyte™流式细胞

仪[NovoCyte 2060R，艾森生物 （杭州） 有限公司]。

1.3 实验方法

1.3.1 样品总 RNA 提取与检测 分别从5例经病理

确诊的 ICC及相应癌旁组织中，运用TRIzol RNA 提

取试剂提取全部 RNA；并使用 Nanodrop ND-1000 在

230、260、280 nm 波长处分别测定 RNA 的吸光度

值，确认 RNA 的浓度及纯度。通过甲醛变性琼脂

糖凝胶电泳来验证RNA纯度及完整性。

1.3.2 ds-cDNA 合成、标记与杂交 使用 RNase R 除

去上述 RNA 质量检测合格样品中的线性 RNA，并

使用 Super RNA Labeling 进行扩增和荧光标记，然

后应用 Nanodrop ND-1000 检查荧光标记效率。RNA

样品标记完成后，使用 Agilent 公司生产的杂交系

统和清洗液进行杂交排列及清洗。使用Axon 4000B

基因芯片扫描仪扫描标本Cy3荧光强度，把结果输

进 Axon GenePixPro 6.0 software，获得的 circRNA 数

据经过 Fold Change 筛选，重新制作表达差异的

circRNA 数据。利用变化倍数 （FC>2 倍） 和 t检验

P值 （<0.05） 挑选 ICC肿瘤组织与相应癌旁组织中

差异表达的circRNA，进一步提高条件：⑴ FC>4倍

且P<0.001；⑵ 每组的初始强度>300以上；⑶ 每个

circRNA 的长度在 500~1 500 bp 之间，进行筛选。

以 β -actin 为内参，将筛选出的 circRNA 在 5 对 ICC

组织及癌旁组织中行qRT-PCR验证。

1.3.3 hsa_circ_0089153 过 表 达 载 体 并 包 装 成 慢 病

毒 查找基因序列，引入酶切位点，生物合成目的

基 因 片 段 并 连 接 到 pHBLV-CMV-circ-EF1-ZsGreen-

T2A-Puro 载体上，质粒转化 DH5α，菌液扩大培

养，去内毒素大提质粒，质粒酶切验证，37 ℃，

酶切 30 min，1% 琼脂糖凝胶电泳分离条带质粒构

建无误后并包装成慢病毒。

1.3.4 细胞转染 查找基因序列，引入酶切位点，

生物合成目的基因片段并连接到 pHBLV-CMV-circ-

EF1-ZsGreen-T2A-Puro 载体上，质粒转化 DH5α，菌

液扩大培养，去内毒素大提质粒，质粒酶切验证，

37 ℃，酶切 30 min，1% 琼脂糖凝胶电泳分离条带

质粒构建无误后并包装成慢病毒。构建目的质粒，

通过测序显示与目的序列一致。通过 1∶1 500 的比

率将聚凝胺加入培养基中，再按“每孔加病毒量

（μL） =MOI×细胞数/滴度 （TU/mL） ×1 000”公

式计算每组所需病毒量，加入培养液中，混匀后

加入孔中进行细胞感染。

1.3.5 PCR验证转染效率 进行各组细胞RNA的提

取，根据逆转录试剂盒将提取的 RNA 合成 cDNA，

在荧光定量 PCR 仪上进行检测。引物全部由生物

公司合成，其中 β -actin 为内参校准基因，引物序

列：hsa_circ_0089153 正向 AAT CAC CCA GGA TAA

CCC， 长 度 19 nt， 反 向 TCT GTC ACA GGC AAT

TCA GC，长度 20 nt； β -actin 正向 TGG CAC CCA

GCA CAA TGA A，长度 19 nt，反向 CTA AGT CAT

AGT CCG CCT AGA AGC A，长度 25 nt。反应体系：

1 μL cDNA、0.4 μL 上游引物、0.4 μL 下游引物、

200
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系研究较少[27-29]。

本 研 究 通 过 检 测 ICC 和 对 应 癌 旁 组 织 的

circRNA 差异表达谱，挑选差异表达的 circRNA 进

行体外细胞实验，探讨 circRNA 与 ICC 肿瘤生物学

行为的关系。

1 材料与方法

1.1 临床标本

收集福建省立医院经病理确诊的 5 例 ICC 患者

标本，所取 ICC 组织及对应癌旁组织放进冻存管

内，并储存于装有液氮的罐内，用于后续 RNA 提

取。所有患者无合并其他恶性肿瘤史，同时没有

经过药物、消融、放射或 （和） TACE 等治疗，所

有研究对象均签署知情同意书。

1.2 材料与试剂

核酸外切酶 （RNase R，美国 Epicentre 公司），

TRIzol RNA 提取试剂及 ds-cDNA 合成试剂 （美国

Invitrogen 公司），RBE 细胞 （BNCC100278，北纳生

物），HCCC-9810 细胞 （BNCC351917，北纳生物），

CCK-8 法试剂盒 （KGA317，凯基生物），过表达病

毒/空载 （中洪博元分子实验室），完全 RPMI-1640

培 养 基 （KGM31800S， 凯 基 生 物 ）， 聚 凝 胺

（H8761， Solarbio）， 结 晶 紫 染 色 液 （G1061，

Solarbio）， vector （Hanbio Biotechnology）， DH5α
competent cell （TIANGEN， CB101-02） ， Trizon

Reagent （CW0580S，CWBIO 康为世纪），HiScript II

Q RT SuperMix for qPCR （+gDNA wiper）（R223-01，

Vazyme 诺 唯 赞）， 2×SYBR Green PCR Master Mix

（A4004M， Lifeint 生 命 互 联）， 荧 光 PCR 仪 [CFX

Connect™实时，伯乐生命医学产品 （上海） 有限公

司]， 多 功 能 酶 标 仪 （S/N502000011， TECAN），

Annexin V-FITC/PI Apoptosis Kit （AP101-100-kit，

MULTI SCIENCES 联科生物），NovoCyte™流式细胞

仪[NovoCyte 2060R，艾森生物 （杭州） 有限公司]。

1.3 实验方法

1.3.1 样品总 RNA 提取与检测 分别从5例经病理

确诊的 ICC及相应癌旁组织中，运用TRIzol RNA 提

取试剂提取全部 RNA；并使用 Nanodrop ND-1000 在

230、260、280 nm 波长处分别测定 RNA 的吸光度

值，确认 RNA 的浓度及纯度。通过甲醛变性琼脂

糖凝胶电泳来验证RNA纯度及完整性。

1.3.2 ds-cDNA 合成、标记与杂交 使用 RNase R 除

去上述 RNA 质量检测合格样品中的线性 RNA，并

使用 Super RNA Labeling 进行扩增和荧光标记，然

后应用 Nanodrop ND-1000 检查荧光标记效率。RNA

样品标记完成后，使用 Agilent 公司生产的杂交系

统和清洗液进行杂交排列及清洗。使用Axon 4000B

基因芯片扫描仪扫描标本Cy3荧光强度，把结果输

进 Axon GenePixPro 6.0 software，获得的 circRNA 数

据经过 Fold Change 筛选，重新制作表达差异的

circRNA 数据。利用变化倍数 （FC>2 倍） 和 t检验

P值 （<0.05） 挑选 ICC肿瘤组织与相应癌旁组织中

差异表达的circRNA，进一步提高条件：⑴ FC>4倍

且P<0.001；⑵ 每组的初始强度>300以上；⑶ 每个

circRNA 的长度在 500~1 500 bp 之间，进行筛选。

以 β -actin 为内参，将筛选出的 circRNA 在 5 对 ICC

组织及癌旁组织中行qRT-PCR验证。

1.3.3 hsa_circ_0089153 过 表 达 载 体 并 包 装 成 慢 病

毒 查找基因序列，引入酶切位点，生物合成目的

基 因 片 段 并 连 接 到 pHBLV-CMV-circ-EF1-ZsGreen-

T2A-Puro 载体上，质粒转化 DH5α，菌液扩大培

养，去内毒素大提质粒，质粒酶切验证，37 ℃，

酶切 30 min，1% 琼脂糖凝胶电泳分离条带质粒构

建无误后并包装成慢病毒。

1.3.4 细胞转染 查找基因序列，引入酶切位点，

生物合成目的基因片段并连接到 pHBLV-CMV-circ-

EF1-ZsGreen-T2A-Puro 载体上，质粒转化 DH5α，菌

液扩大培养，去内毒素大提质粒，质粒酶切验证，

37 ℃，酶切 30 min，1% 琼脂糖凝胶电泳分离条带

质粒构建无误后并包装成慢病毒。构建目的质粒，

通过测序显示与目的序列一致。通过 1∶1 500 的比

率将聚凝胺加入培养基中，再按“每孔加病毒量

（μL） =MOI×细胞数/滴度 （TU/mL） ×1 000”公

式计算每组所需病毒量，加入培养液中，混匀后

加入孔中进行细胞感染。

1.3.5 PCR验证转染效率 进行各组细胞RNA的提

取，根据逆转录试剂盒将提取的 RNA 合成 cDNA，

在荧光定量 PCR 仪上进行检测。引物全部由生物

公司合成，其中 β -actin 为内参校准基因，引物序

列：hsa_circ_0089153 正向 AAT CAC CCA GGA TAA

CCC， 长 度 19 nt， 反 向 TCT GTC ACA GGC AAT

TCA GC，长度 20 nt； β -actin 正向 TGG CAC CCA

GCA CAA TGA A，长度 19 nt，反向 CTA AGT CAT

AGT CCG CCT AGA AGC A，长度 25 nt。反应体系：

1 μL cDNA、0.4 μL 上游引物、0.4 μL 下游引物、
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10 μL SYBR Green PCR Master Mix、 8.2 μL RNase

Free ddH2O 共 20 μL。反应条件：95 ℃ 10 min （预

变性），然后 95 ℃ 10 s （变性）、58 ℃ 30 s （退

火）、72 ℃ 30 s （延伸），共 40 个循环。记录 Ct

值，采用 2-△△Ct法进行相对定量分析，算出各组细

胞中hsa_circ_0089153相对表达量。实验重复3次。

1.3.6 CCK-8 检测细胞增殖 根据实验需要将细胞

进行稀释，将 100 μL 细胞悬液均匀铺到 96 孔板

中，在 37 ℃、5% CO2 的培养箱内预培养 24 h；待

细胞完全贴壁后进行实验，每孔加 10 μL CCK-8 检

测试剂，在37 ℃孵育2 h；酶标仪在450 nm波长处

检测每孔的OD值。

1.3.7 流式细胞术检测细胞凋亡 流式细胞仪进行

检测。收集各处理组 1~3×106 个细胞，加 1 mL

PBS 1 500 r/min 离心，3 min，洗两遍；用双蒸水将

5×Binding Buffer稀释为1×结合缓冲液后，取300 μL
预冷的 1×结合缓冲液重悬细胞；每管加入 3 μL

Annexin V-FITC 和 5 μL PI-PE，轻微混匀后，室温

避光孵育 10 min；再向每管中加入 200 μL 预冷的

1×结合缓冲液，混匀后上流式仪检测。

1.3.8 Transwell 实验 细胞转染成功后，将细胞消

化液收集起来，离心，使用 DMEM 不完全培养基

重悬细胞，计数，每个小室细胞数为：3×104 个；

在侵袭小室下室加入 500 μL 1640 完全培养基，上

室细胞与无血清培养基总体积约 300 μL；24 h 后

染色，先将孔中的培养基去除，接着加入PBS清洗

5 min，然后将配制好的 0.1% 结晶紫加入并静置染

色 1 h，用棉签擦去小室的内室细胞，在载玻片上

将小室倒置进行拍照 ，拍照后去除孔中的染色液，

将配制好的 33% 乙酸 1 mL 加入每个孔中溶解细胞

中的染液，充分混匀静置后，每孔吸取 200 μL

置于 96 孔板中，用多功能酶标仪测定，波长为

570 nm，以每孔 200 μL 33% 乙酸作为对照，测定

每孔中吸光值。

1.3.9 细胞划痕实验 细胞转染成功后，待细胞密

度达到 90% 以上后进行划线，使用 200 μL 枪头在

每孔进行划痕，弃去培养基，用PBS清洗 3次，换

成 1640 不完全培养基后给每孔划痕拍照；将细胞

放入培养箱中，24 h后再次给每孔的划痕拍照。根

据划痕情况确定24 h划痕数据与0 h划痕数据，并求

出对应的划痕宽度，进而计算出细胞的迁移速率。

1.4 统计学处理

应用 SPSS 20.0 软件进行统计分析。所有实验

重复3次，定量结果采用均数±标准差 （x̄ ± s） 表

示。采用独立样本 t 检验行两组之间定量数值比

较，采用单因素方差分析行多组之间定量数值比

较，采用 S-N-K 法行两两比较。检验水准 α=0.05，
统计图使用GraphPad Prism6绘制。

2 结 果

2.1 ICC组织和癌旁正常组织circRNA差异性表达

分析

利用高通量 circRNA 芯片技术及生物信息学分

析技术进行筛选，选择出 ICC和对应癌旁组织有差

异表达的 circRNA 总计 76 条，其中 ICC 相对癌旁组

织有 63 条表达上调、13 条表达下调。提高条件后

筛选出 10 条 circRNA，其中 8 条上调，2 条下调

（hsa_circ_0048764、 hsa_circ_0089153）。以 hsa_circ_

0089153 倍数变化最明显 （FC=103.214），其在 ICC

组织中的相对表达量 （7.892±1.067） 明显低于癌

旁正常组织 （14.581±0.737）（P<0.000 1）。通过测

定 RNA 的吸光度值及甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，

证实得到的 RNA 质量和纯度可信，能进行后续

实验。

2.2 qRT-PCR验证结果

以 β -actin 为内参，通过将 hsa_circ_0089153 在

5 对 ICC 癌组织及癌旁组织进行 qRT-PCR 验证。根

据△Ct 算法，在 ICC 癌组织中 hsa_circ_00089153 表

达下调，与基因芯片筛查结果一致 （图1）。

2.3 细胞转染

进行目的病毒感染 72 h 后，通过荧光观察转

染效率，结果显示，荧光显影满意，病毒转染良

好 （图2）。

2.4 PCR验证转染效率

将病毒转染成功的HCCC-9810、RBE细胞系进

行qRT-PCR验证。在HCCC-9810和 RBE细胞中过表

达hsa_circ_0089153后，qRT-PCR实验结果显示，过

表达组 hsa_circ_0089153 相对表达量 （HCCC-9810：

760.087±148.931；RBE：980.703±191.103） 明显高

于对照组（HCCC-9810：1.0±0；RBE：1.0±0）（P<

0.05） 和空载组 （HCCC-9810：1.38±03.110；RBE：

1.061±0.193）（P<0.05），对照组与空载组差异无

统计学意义 （P>0.05）（图3）。

2.5 CCK-8检测细胞增殖

CCK-8实验结果显示，hsa_circ_0089153 过表达

慢 病 毒 组 （HCCC-9810： 114.816±5.138； RBE：

117.235±7.079） 与空载组 （HCCC-9810：100.000±

4.897；RBE：100.000±14.896） 相比，增殖能力明

显升高 （P<0.05）（图4）。
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图1 qRT-PCR检测 circ_0089153的表达 A：circ_0089153扩增曲线；B：circ_0089153溶解曲线；C：circ_0089153标准曲

线；D：β-actin扩增曲线；E：β-actin溶解曲线；F: β-actin标准曲线

Figure 1 Detection of circ_0089153 expression by qRT-PCR A: Amplification curve of circ_0089153; B: Dissolution curve of

circ_0089153; C: Standard curve circ_0089153; D: Amplification curve of β -actin; E: Dissolution curve of β -actin;

F: Standard curve of β-actin
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图2 荧光观察转染效果（×100）

Figure 2 Fluorescence staining for analysis of transfection effect (×100)
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2.6 细胞凋亡检测

流式细胞术检测结果显示，hsa_circ_0089153

过 表 达 慢 病 毒 组 （HCCC-9810： 11.277±0.243；

RBE： 4.527±0.301） 与 空 载 组 （HCCC-9810：

16.673±0.660；RBE：6.793±0.534） 比较，凋亡率

明显降低 （P<0.05）（图5）。
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Figure 3 Transfection efficiency verification by PCR
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Figure 4 Determination of cell proliferation by CCK-8 assay
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图5 流式细胞术检测细胞凋亡

Figure 5 Apoptosis analysis by flow cytometry

2.7 细胞划痕实验

细 胞 划 痕 实 验 检 测 结 果 显 示 ， hsa_circ_

0089153 过 表 达 慢 病 毒 组 （HCCC-9810： 9.070±

1.090； RBE： 6.197±0.687） 与 空 载 组 （HCCC-

9810： 6.206±1.197； RBE： 4.198±1.170） 相 比 ，

迁移能力增强 （P<0.05）（图6）。

2.8 细胞侵袭实验

Transwell 实验检测结果显示，hsa_circ_0089153

过 表 达 慢 病 毒 组 （HCCC-9810： 0.370±0.026；

RBE： 0.297±0.016） 后 与 空 载 组 （HCCC-9810：

0.274±0.014；RBE：0.250±0.019） 相比，侵袭能

力增强 （P<0.05）（图7）。
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Figure 6 Cell migration ability examined by cell scratch assay
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Figure 7 Cell invasion ability measured by Transwell assay
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细 胞 划 痕 实 验 检 测 结 果 显 示 ， hsa_circ_

0089153 过 表 达 慢 病 毒 组 （HCCC-9810： 9.070±

1.090； RBE： 6.197±0.687） 与 空 载 组 （HCCC-

9810： 6.206±1.197； RBE： 4.198±1.170） 相 比 ，

迁移能力增强 （P<0.05）（图6）。

2.8 细胞侵袭实验

Transwell 实验检测结果显示，hsa_circ_0089153

过 表 达 慢 病 毒 组 （HCCC-9810： 0.370±0.026；

RBE： 0.297±0.016） 后 与 空 载 组 （HCCC-9810：

0.274±0.014；RBE：0.250±0.019） 相比，侵袭能

力增强 （P<0.05）（图7）。
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3 讨 论

Moirangthem 等[27] 报 道 了 ICC 组 织 中 hsa_circ_

002174 的表达较癌旁正常肝组织上调，可以充当

“海绵”来调节miR-149的表达，从而调节 ICC中的

Oct-2 和 IL-16 信 号 通 路 。 Lu 等[28] 发 现 hsa_circ_

SMARCA 5在 ICC肿瘤组织中的表达低于癌旁组织，

hsa_circ_SMARCA 5表达与T分期、N分期、TNM分

期、CA19-9 异常呈负相关，高表达组 OS 明显高于

低表达组；在 tfk-1 和 hh-28 ICC 细胞中，hsa_circ_

SMARCA 5 的上调抑制了顺铂和吉西他滨处理后的

细胞增殖，降低了细胞的相对活力，并使顺铂和

吉西他滨的半数抑制浓度 （IC50） 下降，促进化疗

敏感性。陈秦俊杰[29] 研究发现 hsa_circ_ACTN4 在

ICC中显著性高表达，促进癌细胞的增殖、转移和

侵袭。

本研究通过高通量 circRNA 芯片技术及生物信

息学分析技术发现，hsa_circ_0089153 在 ICC 组织中

表达明显下调，并通过 qRT-PCR 验证了这一结果。

随后，本研究探讨了hsa_circ_0089153对 ICC细胞增

殖、凋亡、迁移及侵袭能力的影响。结果显示，

过表达 hsa_circ_0089153 基因后，对 ICC 细胞的生

长、迁移及侵袭能力有促进作用，同时抑制 ICC细

胞的凋亡。该结果与以往研究[20,30]发现的肿瘤中低

表达 circRNA 多数呈抑癌作用不同，但具体原因有

待进一步探讨，可能与不同种类肿瘤特性有关。

当前关于 hsa_circ_0089153 研究较少，Liu 等[31]通过

应 用 MAPK 通 路 验 证 了 hsa_circ_0089153/miR-608/

EGFR、p53 轴在成釉细胞瘤进展中的作用，miR-

608 与 hsa_circ_0089153 相结合后，下游基因 EGFR

和 p53 共 表 达 明 显 增 强 。 Li 等[32] 发 现 hsa_circ_

0089153 （circNUP214） 通过吸附 miR-145 发挥“海

绵”作用，促进 ZEB2 在甲状腺乳头状癌中的表

达，促进细胞增殖、侵袭、迁移、和肿瘤发生。

目前，circRNA 功能研究较多的是吸附 miRNA 发挥

“海绵”作用，进而调节靶基因的表达；笔者推测

hsa_circ_0089153 也 可 能 通 过 充 当 “ 海 绵 ” 吸 附

miRNA而参与 ICC的发生发展，故后续实验拟通过

研究 circRNA/miRNA 轴来初步探讨 hsa_circ_0089153

在 ICC中作用机制。

总之，本研究基于前期发现hsa_circ_0089153在

ICC 中的低表达，初步证明hsa_circ_0089153 能促进

ICC细胞的增殖与侵袭，其机制有待于进一步探讨。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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