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环状RNA KIF4A在结直肠癌中表达与功能及其作用机制
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摘     要             背景与目的：环 状 RNA KIF4A （circKIF4A） 被 发 现 在 多 种 肿 瘤 的 恶 性 进 展 中 起 到 重 要 作 用 ， 然 而 ，

circKIF4A 在结直肠癌中的生物学作用尚未见报道。因此，本研究探讨 circKIF4A 对结直肠癌生物学行为

的影响及机制。

方法：用 qRT-PCR 检测不同结直肠癌细胞系与结肠黏膜上皮细胞以及结直肠癌组织与癌旁正常组织中

circKIF4A 的表达；用 siRNA 敲低结直肠癌 SW620 细胞中 circKIF4A 的表达后，分别检测细胞生长、克隆

形成及侵袭能力以及细胞内总谷胱甘肽 （T-GSH） /氧化型谷胱甘肽 （GSSG） 比例与铁死亡抑制蛋白

SLC7A11 表达的变化；通过生物信息学软件和双荧光素酶报告基因实验预测和分析 circKIF4A 的目标

microRNA （miRNA） 以及下游的靶基因并验证。

结果：与正常结直肠上皮细胞及癌旁组织比较，circKIF4A 在不同直肠癌细胞系及癌组织中的表达均明

显 上 调 （均 P<0.05）； 敲 低 circKIF4A 后 ， SW620 细 胞 的 生 长 、 克 隆 形 成 、 侵 袭 能 力 、 细 胞 内 T-GSH/

GSSG 比例及 SLC7A11 蛋白表达均明显降低 （均 P<0.05）；预测与分析结果显示，circKIF4A 序列上存在

miR-515-5p 结合位点，SLC7A11 是 miR-515-5p 的下游靶基因；验证结果显示，在不同处理中，过表达

miR-515-5p 同时抑制 circKIF4A 对 SW620 细胞 SLC7A11 蛋白的表达的抑制最为明显 （P<0.05）。

结论：circKIF4A 在结直肠癌细胞中表达升高，circKIF4A 能促进结直肠癌细胞的生长与侵袭，其机制可

能与 circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 轴介导的铁死亡有关。
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Abstract             Background and Aims: The circular RNA KIF4A (circKIF4A) has been found to play an important 

role in the malignant progression of various tumors. However, the biological role of circKIF4A in 

colorectal cancer has not been reported yet. Therefore, this study was conducted to investigate the effects 

and mechanisms of circKIF4A on the biological behavior of colorectal cancer.
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Methods: The expressions of circKIF4A in different colorectal cancer cell lines and colonic mucosal 

epithelial cells as well as in colorectal cancer tissues and adjacent normal tissues were detected using 

qRT-PCR. After knocking down the expression of circKIF4A in colorectal cancer SW620 cells using 

siRNA, the cell growth, colony formation, invasion ability, as well as changes in the intracellular ratio of 

total glutathione (T-GSH) to oxidized glutathione (GSSG) and the expression of ferroptosis inhibitor 

protein SLC7A11 were detected. The target microRNAs (miRNAs) of circKIF4A and downstream target 

genes were predicted and analyzed using bioinformatics software and dual-luciferase reporter gene assay, 

and validation experiments were also perfromed.

Results: Compared to normal colonic epithelial cells and adjacent tissue, the expressions of circKIF4A 

were significantly upregulated in different colorectal cancer cell lines and cancer tissue (all P<0.05). 

Knockdown of circKIF4A resulted in significantly decreased cell growth, colony formation, invasion 

ability, intracellular T-GSH/GSSG ratio, and SLC7A11 protein expression in SW620 cells (all P<0.05). 

Prediction and analysis revealed the presence of a miR-515-5p binding site on the circKIF4A sequence, 

and SLC7A11 was identified as a downstream target gene of miR-515-5p. Validation results showed that 

miR-515-5p overexpression with simultaneous circKIF4A suppression had the most the inhibitory effect 

on SLC7A11 protein expression in SW620 cells among different treatments (P<0.05).

Conclusion: The expression of circKIF4A is upregulated in colorectal cancer cells and promotes the 

growth and invasion of colorectal cancer cells. Its mechanism may be associated with ferroptosis 

mediated by the circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 axis.
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结直肠癌为美国癌症死亡的第二大常见原因，

其在中青年的发病率呈逐年上升的趋势[1]。研究[2]

表明，早期结直肠癌患者的 5 年生存率超过 90%，

但晚期结直肠癌患者的中位生存时间却不超过 2 年。

目 前 ， 结 直 肠 癌 的 诊 断 及 治 疗 已 成 为 世 界 范 围 内

的 热 点 问 题 。 若 患 者 能 够 得 到 早 期 诊 断 和 治 疗 ，

结 直 肠 癌 患 者 的 临 床 结 局 将 得 到 显 著 的 改 善 。 对

于 结 直 肠 癌 的 早 期 诊 断 ， 结 肠 镜 检 查 为 一 种 常 见

的 侵 入 性 检 查 方 法 ， 但 其 成 本 相 对 较 高 ， 不 适 合

人群筛查[3]。因此，寻找一种低侵袭性、高特异度

和 敏 感 度 的 生 物 诊 断 标 志 物 将 对 结 直 肠 癌 的 临 床

诊治具有重要意义。

环 状 RNA （circular RNA， circRNA） 为 一 种 高

丰 度 的 非 编 码 共 价 封 闭 RNA， 由 外 显 子 或 内 含 子

的前体 mRNA 反向剪接序列组成，没有上游头或下

游尾[4]。与线性 mRNA 的转录相比，其环状结构使

其结构非常稳定且对 RNA 核酸外切酶具有抗性[5]。

作 为 一 种 新 型 的 内 源 性 非 编 码 RNA， 其 在 组 织 和

细 胞 中 广 泛 表 达 ， 并 可 作 为 microRNA （miRNA）

海绵来调节下游关键基因的表达[6]。随着 circRNA 测

序和生物信息学技术的发展，越来越多的 circRNA 被

发现并研究[7]。circRNA 已被证明可参与心力衰竭、

免 疫 疾 病 、 糖 尿 病 或 癌 症 等 多 种 疾 病 的 生 物 学 过

程[8]。circKIF4A 被报道可促进乳腺癌、胶质瘤、卵

巢癌和膀胱癌的恶性进展[9-13]，但 circKIF4A 在结直

肠 癌 中 的 生 物 学 作 用 尚 未 研 究 。 因 此 ， 本 研 究 基

于上述背景，观察了 circKIF4A 对结直肠癌生长与

侵袭的影响，并探讨 circKIF4A 调控结直肠癌进展

的可能机制。

1     材料与方法 

1.1 临床标本　

临床标本收集了从 2019 年 10 月—2021 年 10 月

于湖南省人民医院/湖南师范大学第一附属医院肛

肠科被确认为结直肠癌患者的 20 例新鲜肿瘤样本，

所 有 标 本 均 术 中 获 得 。 其 中 男 性 患 者 12 例 ， 女

性 患 者 8 例 ； 平 均 年 龄 为 （35.24±11.37） 岁 。

这 项 研 究 经 我 院 伦 理 委 员 会 批 准 ， 所 有 样 本 的 使

用均获得所有患者的书面知情同意。
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Methods: The expressions of circKIF4A in different colorectal cancer cell lines and colonic mucosal 

epithelial cells as well as in colorectal cancer tissues and adjacent normal tissues were detected using 

qRT-PCR. After knocking down the expression of circKIF4A in colorectal cancer SW620 cells using 

siRNA, the cell growth, colony formation, invasion ability, as well as changes in the intracellular ratio of 

total glutathione (T-GSH) to oxidized glutathione (GSSG) and the expression of ferroptosis inhibitor 

protein SLC7A11 were detected. The target microRNAs (miRNAs) of circKIF4A and downstream target 

genes were predicted and analyzed using bioinformatics software and dual-luciferase reporter gene assay, 

and validation experiments were also perfromed.

Results: Compared to normal colonic epithelial cells and adjacent tissue, the expressions of circKIF4A 

were significantly upregulated in different colorectal cancer cell lines and cancer tissue (all P<0.05). 

Knockdown of circKIF4A resulted in significantly decreased cell growth, colony formation, invasion 

ability, intracellular T-GSH/GSSG ratio, and SLC7A11 protein expression in SW620 cells (all P<0.05). 

Prediction and analysis revealed the presence of a miR-515-5p binding site on the circKIF4A sequence, 

and SLC7A11 was identified as a downstream target gene of miR-515-5p. Validation results showed that 

miR-515-5p overexpression with simultaneous circKIF4A suppression had the most the inhibitory effect 

on SLC7A11 protein expression in SW620 cells among different treatments (P<0.05).

Conclusion: The expression of circKIF4A is upregulated in colorectal cancer cells and promotes the 

growth and invasion of colorectal cancer cells. Its mechanism may be associated with ferroptosis 

mediated by the circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 axis.
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1.2 主要材料与仪器　

正常结肠黏膜上皮细胞系 NCM460 以及结直肠

癌细胞系 SW480、SW620、HCT-116、DLD-1、LoVo

（中 国 科 学 院 上 海 生 命 科 学 院 生 化 细 胞 所）；

Lipofectamine 3000 转 染 试 剂 、 TRIzol 试 剂 、 DMEM

培 养 基 、 胎 牛 血 清 、 抗 生 素 （Invitrogen， 美 国）；

RNA 抽 提 试 剂 盒 （Applied Biosystems， 美 国 ）、

TaqMan 逆转录试剂盒、qSYBR-Green-containing PCR

试剂盒、双荧光素酶活性检测试剂盒 （Qiagen，美

国）， 血 细 胞 计 数 板 （16×25 格）， Transwell 小 室

（0.8 nm） 和 基 质 胶 （BD， 美 国）； 总 谷 胱 甘 肽

（T-GSH） /氧 化 型 谷 胱 甘 肽 （GSSG） 检 测 试 剂 盒

（碧 云 天 公 司 ， 中 国）； miR-515-5p 模 拟 物 （miR-

515-5p） 及 无 关 序 列 对 照 （miR-CTR）、 circKIF4A

敲除 siRNA （si-circKIF4A） 及其对照 （si-circCTR）、

miR-515-5p 抑 制 剂 及 其 对 照 均 购 买 于 Invitrogen 公

司 。 野 生 型 的 3'- 非 翻 译 区 （3'-UTR） 的 荧 光 素 酶

报告载体 （circKIF4A-wt、SLC7A11-wt） 和突变型的

3'-UTR 的 荧 光 素 酶 报 告 载 体 （circKIF4A-mut、

SLC7A11-mut） 由 GeneCopoeia 公 司 构 建 。 紫 外 可 见

分 光 光 度 计 （Thermo， Nanodrop 2000， 美 国）， 奥

林巴斯正置显微镜 OLYMPUS BX51 （Olympus 公司，

UIS2 光学成像系统，日本）。

1.3 实验方法　

1.3.1 细胞培养　结直肠癌细胞培养于含 10% 胎牛

血清 （Gibco，美国） 和 100 U/mL 青霉素和 0.1 mg/mL

链 霉 素 （Invitrogen， USA） 的 DMEM 培 养 基

（Sigma，美国） 中，细胞置于 37 ℃，含 5% CO2 的

细胞培养箱内孵育。

1.3.2 circKIF4A 敲除及质粒转染　收 集 细 胞 ， 用

含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 液 稀 释 ， 吹 打 制 成

104 个/mL 的细胞悬液，6 孔板中每孔铺 2 mL 细胞，

置 于 细 胞 培 养 箱 中。细 胞 汇 合 度 约 60%~80% 时 准

备转染，用无菌 EP 管配制 lipofectamin 3000 和转染试

剂 （miR-515-5p，miR-CTR、si-circKIF4A，si-circCTR，

miR-515-5p 抑 制 剂 ， miR-515-5p 抑 制 剂 对 照 、

circKIF4A-mut、 circKIF4A-wt， SLC7A11-mut、

SLC7A11-wt 等）； 两 者 混 匀 并 室 温 放 置 20 min。 将

上 述 混 合 物 加 入 无 血 清 培 养 液 （不 含 抗 生 素） 中

混匀，加入到待转染的 6 孔中；置于培养箱中，6 h

后 换 成 常 规 培 养 基 。 48 h 后 ， 收 集 细 胞 并 抽 提 蛋

白或进行其他实验。

1.3.3 RNA 提取和 qRT-PCR 检测　每 六 孔 板 内 加

100 μL TRIzol 裂解液，室温静置 5 min，加入 140 mL

氯 仿 并 震 荡 20 s 后 室 温 放 置 8 min ， 以 转

速 15 000 r/min ， 4 ℃离心 20 min，转移上层液体

至 另 一 干 净 EP 管 内 ， 按 异 丙 醇 ∶ TRIzol=1∶2 的 比

例加入异丙醇，混匀后室温放置 15 min，离心去除

上清。1 mL 75% 乙醇洗涤沉淀，转速 8 000 r/min，

4 ℃离心 8 min，弃上清，室温干燥后溶于 30 μL 无

酶水。组织 RNA 的提取步骤同上，每 100 mg 组织

中 加 1 mL 的 TRIzol 裂 解 液 ， 经 组 织 匀 浆 后 其 余 步

骤同细胞系 RNA 提取，相应试剂的添加成比例增

加。最后于紫外可见分光光度计上检测 A260/A280

比值，检测合格后-20 ℃中保存备用。以提取的上

述细胞总 RNA 为模板，按逆转录试剂盒说明书进

行 操 作 ， 逆 转 录 生 成 cDNA， 以 cDNA 为 模 板 ， 按

qSYBR-Green-containing PCR 试剂盒的说明书进行操

作 ， 检 测 设 备 为 BioRad 实 荧 光 定 量 系 统 （IQTM5 

Multicolor，美国）。引物由 Invitrogen 公司合成，U6

为 内 参 ， 2- ΔΔ CT 用 于 计 算 相 对 表 达 量 ， ΔΔCT=

（CTmiRNA-CTU6） 目标− （CTmiRNA-CTU6） 对照。反

应体系为 20 μL，每组实验设置 3 个复孔。

1.3.4 细 胞 生 长 曲 线 绘 制　 将 结 直 肠 癌 细 胞 经

0.25% 的胰酶消化后，将细胞密度调至 5×103 个/mL，

随后将其接种到 24 孔板中，每孔 500 μL，采用血

细 胞 计 数 板 （16×25 格） 来 统 计 细 胞 的 数 量 ， 每

mL 细 胞 数 =400× 每 小 格 细 胞 数 ×104× 稀 释 倍 数 ，

每 24 h 计数 1 次，连续 4 d，绘制细胞生长曲线。

1.3.5 细胞克隆形成实验　取对数生长期的结直肠

癌细胞，用 0.25% 的胰蛋白酶消化并吹打成单个细

胞 ， 将 细 胞 悬 浮 在 完 全 培 养 基 中 。 将 细 胞 悬 液 以

梯度倍数稀释，每组设置 3 个平行样。每组细胞均

在六孔板中接种，每孔 100 个细胞，轻轻晃动细胞

使其均匀分散。置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱内

培养 3 周。当六孔板中出现肉眼可见的克隆时，终

止培养。弃上清液，PBS 洗 2 次。随后取出加 0.1%

的结晶紫甲醇溶液，染色 30 min 后，PBS 缓冲液清

洗 3 次，倒置晾干。在显微镜 （低倍镜） 计数>10 个

细胞的克隆数。克隆形成率=克隆数与接种细胞数

的比值×100%。

1.3.6 细胞侵袭实验　在 Transwell 小室中铺加基质

胶的稀释液，放置 6 h 使其成膜。取 200 μL 的细胞

稀释液接种到小室上腔层，下腔层中加 400 μL 的

完 全 培 养 基 ， 置 于 培 养 箱 中 孵 育 36 h， 随 后 取 出

加 0.1% 的 结 晶 紫 甲 醇 溶 液 ， 染 色 30 min 后 ， 将 上

室中内侧的细胞用棉签除去，PBS 缓冲液清洗 3 次，

倒置小室并晾干。于倒置显微镜下进行细胞计数，

方法为随机选取 4 个高倍视野来进行细胞计数，记

录细胞数目并取平均值。

1.3.7 T-GSH/GSSG 比例检测　收 集 细 胞 ， PBS 冲

洗 ， 胰 酶 消 化 并 离 心 收 集 细 胞 。 液 氮 中 迅 速 冷 冻

细 胞 后 ， 置 于 37 ℃ 水 浴 中 融 化 ， 共 冻 融 2 次 。

10 000 r/min 离 心 10 min 后 小 心 吸 取 上 清 。 随 后 按

说明书进行检测。

1.3.8 Western blot 分析　RIPA 裂 解 液 和 PMSF 用 于

从细胞中分离蛋白质，蛋白质用 SDS-PAGE 凝胶进

行分离。随后将蛋白质在 300 mA 下转膜 2 h。将膜

在 4 ℃下用 SLC7A11 抗体处理过夜，然后在室温下

用特异性二抗孵育 1 h。SLC7A11 和 GAPDH 抗体用

于检测蛋白质的表达量。

1.3.9 荧 光 素 酶 活 性 检 测　 验 证 miR-515-5p 与

circKIF4A 结合的荧光素酶实验分为 4 组，分别为：

miR-515-5p 与 circKIF4A-wt、 miR-CTR 与 circKIF4A-

wt、 miR-515-5p 与 circKIF4A-mut、 miR-CTR 与

circKIF4A-mut； 验 证 miR-515-5p 与 SLC7A11 结 合 的

荧光素酶实验也分为 4 组，miR-515-5p 与 SLC7A11-wt、

miR-CTR 与 SLC7A11-wt、 miR-515-5p 与 SLC7A11-

mut 、 miR-CTR 与 SLC7A11-mut 。 分 别 共 转 染 上 述

8 组 到 结 直 肠 癌 细 胞 株 SW620 中 ， 48 h 后 收 集 细

胞 。 根 据 实 际 上 提 供 的 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作 ，

在 单 光 子 检 测 仪 上 检 测 荧 光 素 酶 的 活 性 。 相 对 荧

光 素 酶 活 性 为 萤 火 虫 荧 光 素 酶 活 性 值 于 海 肾 荧 光

素酶活性值的比值，每组实验设置 3 个复孔，验证

miR-515-5p 与 circKIF4A、circKIF4A 与 SLC7A11 之间

的结合关系。

1.4 统计学处理　

采 用 SPSS 23.0 统 计 学 软 件 进 行 数 据 分 析 。 所

有 实 验 结 果 均 为 计 量 资 料 ， 采 用 均 数 ± 标 准 差

（x̄ ± s） 形式来表示，两组间的数据比较采用成组

t 检验分析，多组间数据的比较采用单因素方差分

析。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 circKIF4A在结直肠癌患者及细胞系中的表达

采 用 qRT-PCR 检 测 结 直 肠 癌 及 正 常 结 直 肠 上

皮细胞中 circKIF4A 的表达水平，结果显示，相对

正常结直肠上皮细胞 NCM460，circKIF4A 在结直肠

癌 细 胞 系 中 均 明 显 上 调 （均 P<0.05）（图 1A）。

qRT-PCR 检 测 circKIF4A 在 20 例 结 直 肠 癌 患 者 结 直

肠 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 中 的 表 达 ， 结 果 显 示 ， 相 对

癌旁组织，结直肠癌组织中 circKIF4A 的表达明显

上调 （P<0.05）（图 1B）。

2.2 circKIF4A对结直肠癌细胞生长的影响　

为 了 分 析 circKIF4A 对 结 直 肠 癌 生 长 的 影 响 ，

使 用 靶 向 circKIF4A 的 siRNA 来 敲 低 结 直 肠 癌 细 胞

SW620 中 circKIF4A 的 表 达 。 si-circKIF4A 的 敲 低 效

率在 SW620 结直肠癌细胞系中得到验证 （图 2A）。

随 后 采 用 细 胞 计 数 法 绘 制 SW620 的 细 胞 生 长 曲

线 ， 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 （si-circCTR 组） 比 较 ，

si-circKIF4A 组 的 结 直 肠 癌 细 胞 SW620 的 生 长 能 力

明显降低，差有统计学意义 （P<0.05）（图 2B）。
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图1　qRT-PCR 检测 circKIF4A 表达  A：circKIF4A 在直肠上皮细胞及不同结直肠癌细胞系中的表达；B：circKIF4A 在结直

肠癌组织与癌旁组织中的表达

Figure 1　 Detection of circKIF4A expression by qRT-PCR  A: Expressions of circKIF4A in colorectal epithelial cells and 

different colorectal cancer cell lines; B: Expressions of circKIF4A in colorectal cancer tissue and adjacent non-cancerous 

tissue
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室中内侧的细胞用棉签除去，PBS 缓冲液清洗 3 次，

倒置小室并晾干。于倒置显微镜下进行细胞计数，

方法为随机选取 4 个高倍视野来进行细胞计数，记

录细胞数目并取平均值。

1.3.7 T-GSH/GSSG 比例检测　收 集 细 胞 ， PBS 冲

洗 ， 胰 酶 消 化 并 离 心 收 集 细 胞 。 液 氮 中 迅 速 冷 冻

细 胞 后 ， 置 于 37 ℃ 水 浴 中 融 化 ， 共 冻 融 2 次 。

10 000 r/min 离 心 10 min 后 小 心 吸 取 上 清 。 随 后 按

说明书进行检测。

1.3.8 Western blot 分析　RIPA 裂 解 液 和 PMSF 用 于

从细胞中分离蛋白质，蛋白质用 SDS-PAGE 凝胶进

行分离。随后将蛋白质在 300 mA 下转膜 2 h。将膜

在 4 ℃下用 SLC7A11 抗体处理过夜，然后在室温下

用特异性二抗孵育 1 h。SLC7A11 和 GAPDH 抗体用

于检测蛋白质的表达量。

1.3.9 荧 光 素 酶 活 性 检 测　 验 证 miR-515-5p 与

circKIF4A 结合的荧光素酶实验分为 4 组，分别为：

miR-515-5p 与 circKIF4A-wt、 miR-CTR 与 circKIF4A-

wt、 miR-515-5p 与 circKIF4A-mut、 miR-CTR 与

circKIF4A-mut； 验 证 miR-515-5p 与 SLC7A11 结 合 的

荧光素酶实验也分为 4 组，miR-515-5p 与 SLC7A11-wt、

miR-CTR 与 SLC7A11-wt、 miR-515-5p 与 SLC7A11-

mut 、 miR-CTR 与 SLC7A11-mut 。 分 别 共 转 染 上 述

8 组 到 结 直 肠 癌 细 胞 株 SW620 中 ， 48 h 后 收 集 细

胞 。 根 据 实 际 上 提 供 的 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作 ，

在 单 光 子 检 测 仪 上 检 测 荧 光 素 酶 的 活 性 。 相 对 荧

光 素 酶 活 性 为 萤 火 虫 荧 光 素 酶 活 性 值 于 海 肾 荧 光

素酶活性值的比值，每组实验设置 3 个复孔，验证

miR-515-5p 与 circKIF4A、circKIF4A 与 SLC7A11 之间

的结合关系。

1.4 统计学处理　

采 用 SPSS 23.0 统 计 学 软 件 进 行 数 据 分 析 。 所

有 实 验 结 果 均 为 计 量 资 料 ， 采 用 均 数 ± 标 准 差

（x̄ ± s） 形式来表示，两组间的数据比较采用成组

t 检验分析，多组间数据的比较采用单因素方差分

析。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 circKIF4A在结直肠癌患者及细胞系中的表达

采 用 qRT-PCR 检 测 结 直 肠 癌 及 正 常 结 直 肠 上

皮细胞中 circKIF4A 的表达水平，结果显示，相对

正常结直肠上皮细胞 NCM460，circKIF4A 在结直肠

癌 细 胞 系 中 均 明 显 上 调 （均 P<0.05）（图 1A）。

qRT-PCR 检 测 circKIF4A 在 20 例 结 直 肠 癌 患 者 结 直

肠 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 中 的 表 达 ， 结 果 显 示 ， 相 对

癌旁组织，结直肠癌组织中 circKIF4A 的表达明显

上调 （P<0.05）（图 1B）。

2.2 circKIF4A对结直肠癌细胞生长的影响　

为 了 分 析 circKIF4A 对 结 直 肠 癌 生 长 的 影 响 ，

使 用 靶 向 circKIF4A 的 siRNA 来 敲 低 结 直 肠 癌 细 胞

SW620 中 circKIF4A 的 表 达 。 si-circKIF4A 的 敲 低 效

率在 SW620 结直肠癌细胞系中得到验证 （图 2A）。

随 后 采 用 细 胞 计 数 法 绘 制 SW620 的 细 胞 生 长 曲

线 ， 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 （si-circCTR 组） 比 较 ，

si-circKIF4A 组 的 结 直 肠 癌 细 胞 SW620 的 生 长 能 力

明显降低，差有统计学意义 （P<0.05）（图 2B）。
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图1　qRT-PCR 检测 circKIF4A 表达  A：circKIF4A 在直肠上皮细胞及不同结直肠癌细胞系中的表达；B：circKIF4A 在结直

肠癌组织与癌旁组织中的表达

Figure 1　 Detection of circKIF4A expression by qRT-PCR  A: Expressions of circKIF4A in colorectal epithelial cells and 

different colorectal cancer cell lines; B: Expressions of circKIF4A in colorectal cancer tissue and adjacent non-cancerous 

tissue
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2.3 circKIF4A 对结直肠癌细胞克隆形成能力的

影响

克 隆 形 成 实 验 结 果 显 示 ， 与 si-circCTR 组 比

较 ， si-circKIF4A 组 的 结 直 肠 癌 细 胞 SW620 克 隆 形

成 数 量 明 显 降 低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （P<0.05）

（图 3）。即外源性敲低 circKIF4A 的表达，可降低

结直肠癌细胞 SW620 的克隆形成能力。

2.4 circKIF4A对结直肠癌细胞侵袭能力的影响　

细 胞 侵 袭 实 验 结 果 显 示 ， 与 si-circCTR 组 相

比 ， si-circKIF4A 组 穿 过 基 质 胶 的 SW620 细 胞 数 量

明 显 减 少 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （P<0.05）（图 4）。

即外源性敲低 circKIF4A 的表达，可降低结直肠癌

细胞 SW620 的侵袭能力。
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Figure 2　Effect of circKIF4A on colorectal cancer cell growth  A: Evaluation of circKIF4A knockdown efficiency using qRT-

PCR; B: Impact of circKIF4A knockdown on growth of SW620 cells
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Figure 3　Colony formation assay to evaluate the effect of circKIF4A knockdown on the colony forming ability of SW620 cells
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Figure 4　Transwell assay to assess the effect of circKIF4A knockdown on the invasive ability of SW620 cells
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2.5 抑制circKIF4A促进结直肠癌细胞发生铁死亡

对 SW620 细胞 T-GSH/GSSG 比例进行定量分析，

结 果 发 现 敲 低 circKIF4A 明 显 降 低 细 胞 内 T-GSH/

GSSG 比 例 （P<0.05） （ 图 5A）。 Western blot 对

SW620 细胞进行铁死亡标志物检测，结果显示，敲

除 circKIF4A 后 铁 死 亡 抑 制 蛋 白 SLC7A11 的 表 达 水

平明显下降 （P<0.05）（图 5B）。

2.6 circKIF4A 的目标 miRNA 以及下游的靶基因

分析

根 据 生 物 信 息 学 软 件 预 测 ， circKIF4A 序 列 上

存在 miR-515-5p 结合位点 （图 6A）。通过 TargetScan

以 及 miRanda 软 件 预 测 SLC7A11 是 miR-515-5p 的 下

游靶基因 （图 6B）。随后通过双荧光素酶报告基因

实验，将 miR-515-5p 与 WT 3'-circKIF4A 质粒共转染

到 SW620 细 胞 中 ， 结 果 显 示 ， 细 胞 的 相 对 荧 光 素

酶活性明显降低 （P<0.05），但与 MUT 3'-circKIF4A

质粒共转染后无明显变化 （P>0.05）；将 miR-515-5p

与 WT 3'-UTR-SLC7A11 质 粒 共 转 染 到 SW620， 细 胞

的 荧 光 素 酶 活 性 显 明 显 降 低 （P<0.05）（图 6C），

但与 MUT 3'-SLC7A11 质粒共转染后无明显变化 （P>

0.05）（图 6C）。随后采用 Western blot 对 miR-515-5p

抑 制 剂 对 照 ， miR-CTR， miR-515-5p， miR-515-5p+

si-circKIF4A， miR-515-5p 抑 制 剂 +si-circKIF4A 不 同

转染组的铁死亡标志物 SLC7A11 的蛋白表达水平进

行 检 测 。 结 果 显 示 ， 与 miR-515-5p 抑 制 剂 对 照 或

miR-CTR 转 染 组 相 比 ， miR-515-5p， miR-515-5p+si-

circKIF4A， miR-515-5p 抑 制 剂 +si-circKIF4A 转 染 组

的 SLC7A11 蛋白表达水平均明显降低，且 miR-515-

5p+si-circKIF4A 组 降 低 最 为 明 显 （ 均 P<0.05）

（图 6D）。
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图5　抑制 circKIF4A 对 SW620 细胞铁死亡相关指标的影响  A：敲低 circKIF4A 后细胞内 T-GSH/GSSG；B：Western blot 检
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Figure 5　Effect of circKIF4A inhibition on ferroptosis-related indicators in SW620 cells  A: Change in intracellular T-GSH/

GSSG after circKIF4A knockdown; B: Western blot analysis of the changes in ferroptosis marker SLC7A11 after 

circKIF4A knockdown
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3     讨　论 

circRNA 在哺乳动物组织中常广泛表达，其在

组 织 或 细 胞 中 均 表 现 出 特 异 性[14]。 circRNA 并 非

mRNA 预剪接的无用产物，其共价闭环结构使其成

为 各 种 生 物 过 程 不 可 或 缺 的 组 成 部 分[15]。 随 着 高

通量技术的发展，越来越多的 circRNA 被发现并深

入研究[16]。circRNA 已被证实参与了癌症的多种生

物学过程。已有多种 circRNA 被证实是肿瘤的预测

性 生 物 标 志 物 ， 并 有 可 能 成 为 多 种 癌 症 的 治 疗 靶

点。如 circ133 及 circHIPK3 是结直肠癌中的重要调

控 因 子[17-18]； circFAM114A2 和 circITCH 被 证 实 是 癌

症 中 的 肿 瘤 抑 制 因 子[19-20]， circFAM120A 被 证 实 可

通 过 抑 制 FAM120A 与 IGF2BP2 的 结 合 而 促 进 细 胞

的 增 殖[21]。 circKIF4A 可 促 进 乳 腺 癌 、 胶 质 瘤 、 卵

巢癌和膀胱癌的恶性进展[9-14]，但 circKIF4A 在结直
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图6　circKIF4A 的目标 miRNA 以及下游的靶基因分析  A：miR-515-5p 与 circKIF4A 的预测结合位点；B：miR-515-5p 与

SLC7A11 的预测结合位点；C：双荧光素酶报告基因实验验证 miR-515-5p 与 circKIF4A、SLC7A11 之间的转录调控关系；

D：经不同处理的 SW620 细胞中 SLC7A11 蛋白表达情况

Figure 6　Analysis of target miRNA target of circKIF4A and downstream target gene  A: Predicted binding sites of miR-515-

5p with circKIF4A; B: Predicted binding sites of miR-515-5p with SLC7A11; C: Dual-luciferase reporter gene assay 

validating the transcriptional regulatory relationship between miR-515-5p, circKIF4A, and SLC7A11; D: Expressions of 

SLC7A11 protein in SW620 cells treated with different conditions

肠癌中的作用及潜在生物学作用尚未过研究。

本研究分析了 circKIF4A 在结直肠癌细胞系及

正 常 结 直 肠 上 皮 细 胞 中 的 表 达 差 异 ， 同 时 也 分 析

了 circKIF4A 在 6 例 结 直 肠 癌 患 者 原 发 灶 和 癌 旁 组

织中的表达，结果表明 circKIF4A 在结直肠癌中处

于高表达的状态，提示 circKIF4A 可能与结直肠癌

的 进 展 密 切 相 关 。 随 后 在 结 直 肠 癌 细 胞 SW620 中

敲低 circKIF4A 的表达，与预测一致，结直肠癌细

胞 的 生 长 、 克 隆 形 成 及 侵 袭 能 力 均 受 到 了 抑 制 。

该 研 究 结 果 与 circKIF4A 在 三 阴 乳 腺 癌 、 胶 质 瘤 、

卵 巢 癌 等 中 的 表 达 水 平 及 恶 性 进 展 中 的 作 用

一致[9-11]。

铁 死 亡 为 一 种 全 新 的 细 胞 死 亡 模 式 ， 其 生 化

调 节 机 制 、 形 态 学 特 征 及 遗 传 学 背 景 不 同 于 以 往

的凋亡、自噬、焦亡和坏死等经典细胞死亡模式，

其 为 一 种 由 铁 离 子 依 赖 的 脂 质 过 氧 化 物 损 伤 所 引

起 的 程 序 性 细 胞 死 亡 。 发 生 铁 死 亡 的 细 胞 在 电 子

显 微 镜 下 的 形 态 学 特 征 主 要 表 现 为 线 粒 体 皱 缩 、

体 积 变 小 ， 线 粒 体 双 层 膜 密 度 增 高 、 外 膜 破 裂 ，

线 粒 体 嵴 减 少 或 消 失 ， 细 胞 核 体 积 变 化 不 明 显 ，

以 及 无 染 色 质 浓 集[22]。 生 化 特 征 主 要 表 现 在 铁 离

子与活性氧的堆积、胱氨酸/谷氨酸反向转运体被

抑制，谷胱甘肽合成减少、NAPDH 被氧化、脂质

过 氧 化 物 在 细 胞 膜 上 堆 积 等[23]。 铁 死 亡 发 生 的 机

制为细胞内游离铁离子与过氧化物发生芬顿反应，

从而使生物膜上的多不饱和脂肪酸进一步过氧化，

其发生受多种基因调控。System Xc-为细胞膜上的

重要抗氧化系统，由 SLC7A11 和 SLC3A2 编码的 2 个

亚 单 位 构 成 ， 主 要 功 能 是 从 胞 外 摄 取 胱 氨 酸 、 向

胞外排出谷氨酸，胱氨酸被 System Xc-摄取后经乙

硫 醇 等 途 径 进 一 步 还 原 为 半 胱 氨 酸 ， 参 与 谷 胱 甘

肽的合成。谷胱甘肽随后在谷胱甘肽过氧化物酶 4

（glutathione peroxidase 4，GPX4） 的参与下特异并高

效 地 清 除 脂 质 过 氧 化 物 ， 从 而 抑 制 铁 死 亡 的 发

生[24]。 当 SLC7A11 和 SLC3A2 受 到 抑 制 时 ， 细 胞 内

谷胱甘肽迅速耗竭，或者 GPX4 活性下降，脂质过

氧 化 物 将 无 法 通 过 谷 胱 甘 肽 还 原 途 径 进 行 代 谢 ，

进 而 与 亚 铁 离 子 发 生 芬 顿 反 应 产 生 大 量 活 性 氧

（reactive oxygen species， ROS） 导 致 脂 质 过 氧 化 物

在 细 胞 膜 上 堆 积 ， 诱 导 铁 死 亡 的 发 生 。 多 项 研 究

显示通过抑制 SLC7A11 可减少谷胱甘肽的生成，进

而 促 进 肿 瘤 细 胞 发 生 铁 死 亡 ， 达 到 抑 制 肿 瘤 生 长

与转移的目的[25-26]。本研究发现结直肠癌细胞中的

T-GSH/GSSG 比 例 随 circKIF4A 的 抑 制 而 显 著 降 低 ，

同时铁死亡相关标志物 SLC7A11 蛋白的表达也受到

了显著抑制。笔者推测 circKIF4A 可能通过某种机

制促进铁死亡从而促进结直肠癌的恶性进展。

随后本研究进行 circKIF4A 促进结直肠癌分子

机 制 的 探 讨 。 通 过 生 物 信 息 学 软 件 预 测 ， 发 现

circKIF4A 可与 miR-515-5p 结合，而 SLC7A11 是 miR-

515-5p 的 下 游 靶 基 因 。 根 据 竞 争 性 内 源 性 RNA 理

论，circRNA 通过与 miRNA 的竞争性结合来调节下

游 基 因 的 表 达 。 在 本 研 究 中 ， circKIF4A 被 发 现 是

结直肠癌中 miR-515-5p 的海绵。双荧光素酶报告基

因 实 验 证 实 ， circKIF4A 与 miR-515-5p、 SLC7A11 与

miR-515-5p 之 间 存 在 转 录 调 控 的 关 系 。 即

circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 轴在结直肠癌的生长

与 侵 袭 中 可 能 发 挥 重 要 作 用 ， 该 作 用 可 能 是 通 过

促 进 铁 死 亡 而 实 现 的 。 随 后 的 Western blot 实 验 中

通过在加入 miR-515-5p 抑制剂及 miR-515-5p 模拟物

的 基 础 上 ， 同 时 转 染 si-circKIF4A 抑 制 circKIF4A 的

表达，通过多组间的对比发现，过表达 miR-515-5p

同 时 抑 制 circKIF4A 时 ， SLC7A11 蛋 白 的 表 达 水 平

降低最为显著，远低于单独抑制 circKIF4A 或促进

miR-515-5p 表 达 时 。 该 结 果 进 一 步 证 实 了

circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 轴结直肠癌中的作用

及 可 能 的 机 制 。 该 结 果 与 circKIF4A 海 绵 吸 附 miR-

375/1231 上 调 Notch2 表 达 从 而 促 进 膀 胱 癌 的 进

展[12]， circKIF4A 通 过 miR-152/ZEB1 轴 促 进 乳 腺 癌

细 胞 迁 移 、 侵 袭 并 抑 制 细 胞 凋 亡 等 已 有 研 究

一致[13]。

除了本文中所揭示的 circKIF4A 在结直肠癌铁

死 亡 中 发 挥 抑 制 剂 的 作 用 之 外 ， 已 有 研 究 还 显 示

环 状 RNAhsa_circ_0008367 在 肝 癌 细 胞 中 扮 演 铁 死

亡 正 向 调 节 剂 的 角 色 ， 其 可 与 RNA 结 合 蛋 白

ALKBH5 相 互 作 用 ， 调 节 铁 死 亡 ， 抑 制 肝 癌 的 进

展[27]。circIL4R 可通过 miR-541-3p/GPX4 轴促进肝癌

的 肿 瘤 发 生 并 抑 制 铁 死 亡 的 过 程[28]， 另 外

circTTBK2 也可在神经胶质瘤中充当铁死亡抑制剂，

其 通 过 miR-761/ITGB8 轴 调 节 胶 质 瘤 细 胞 增 殖 、 侵

袭与铁死亡过程[29]。研究[30] 显示 circRNA 与多种疾

病 的 发 生 和 发 展 关 联 密 切 ， 在 多 种 人 类 肿 瘤 如 肝

癌 、 乳 腺 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 及 结 直 肠 癌 中 表 现 出 差

异 表 达 谱 ， 在 癌 症 的 发 病 机 制 及 疾 病 转 移 进 展 中

发挥重要作用，circRNA 具有作为肿瘤生物标志物

或 治 疗 靶 点 的 潜 在 临 床 价 值 。 因 此 本 研 究 中 对 结
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肠癌中的作用及潜在生物学作用尚未过研究。

本研究分析了 circKIF4A 在结直肠癌细胞系及

正 常 结 直 肠 上 皮 细 胞 中 的 表 达 差 异 ， 同 时 也 分 析

了 circKIF4A 在 6 例 结 直 肠 癌 患 者 原 发 灶 和 癌 旁 组

织中的表达，结果表明 circKIF4A 在结直肠癌中处

于高表达的状态，提示 circKIF4A 可能与结直肠癌

的 进 展 密 切 相 关 。 随 后 在 结 直 肠 癌 细 胞 SW620 中

敲低 circKIF4A 的表达，与预测一致，结直肠癌细

胞 的 生 长 、 克 隆 形 成 及 侵 袭 能 力 均 受 到 了 抑 制 。

该 研 究 结 果 与 circKIF4A 在 三 阴 乳 腺 癌 、 胶 质 瘤 、

卵 巢 癌 等 中 的 表 达 水 平 及 恶 性 进 展 中 的 作 用

一致[9-11]。

铁 死 亡 为 一 种 全 新 的 细 胞 死 亡 模 式 ， 其 生 化

调 节 机 制 、 形 态 学 特 征 及 遗 传 学 背 景 不 同 于 以 往

的凋亡、自噬、焦亡和坏死等经典细胞死亡模式，

其 为 一 种 由 铁 离 子 依 赖 的 脂 质 过 氧 化 物 损 伤 所 引

起 的 程 序 性 细 胞 死 亡 。 发 生 铁 死 亡 的 细 胞 在 电 子

显 微 镜 下 的 形 态 学 特 征 主 要 表 现 为 线 粒 体 皱 缩 、

体 积 变 小 ， 线 粒 体 双 层 膜 密 度 增 高 、 外 膜 破 裂 ，

线 粒 体 嵴 减 少 或 消 失 ， 细 胞 核 体 积 变 化 不 明 显 ，

以 及 无 染 色 质 浓 集[22]。 生 化 特 征 主 要 表 现 在 铁 离

子与活性氧的堆积、胱氨酸/谷氨酸反向转运体被

抑制，谷胱甘肽合成减少、NAPDH 被氧化、脂质

过 氧 化 物 在 细 胞 膜 上 堆 积 等[23]。 铁 死 亡 发 生 的 机

制为细胞内游离铁离子与过氧化物发生芬顿反应，

从而使生物膜上的多不饱和脂肪酸进一步过氧化，

其发生受多种基因调控。System Xc-为细胞膜上的

重要抗氧化系统，由 SLC7A11 和 SLC3A2 编码的 2 个

亚 单 位 构 成 ， 主 要 功 能 是 从 胞 外 摄 取 胱 氨 酸 、 向

胞外排出谷氨酸，胱氨酸被 System Xc-摄取后经乙

硫 醇 等 途 径 进 一 步 还 原 为 半 胱 氨 酸 ， 参 与 谷 胱 甘

肽的合成。谷胱甘肽随后在谷胱甘肽过氧化物酶 4

（glutathione peroxidase 4，GPX4） 的参与下特异并高

效 地 清 除 脂 质 过 氧 化 物 ， 从 而 抑 制 铁 死 亡 的 发

生[24]。 当 SLC7A11 和 SLC3A2 受 到 抑 制 时 ， 细 胞 内

谷胱甘肽迅速耗竭，或者 GPX4 活性下降，脂质过

氧 化 物 将 无 法 通 过 谷 胱 甘 肽 还 原 途 径 进 行 代 谢 ，

进 而 与 亚 铁 离 子 发 生 芬 顿 反 应 产 生 大 量 活 性 氧

（reactive oxygen species， ROS） 导 致 脂 质 过 氧 化 物

在 细 胞 膜 上 堆 积 ， 诱 导 铁 死 亡 的 发 生 。 多 项 研 究

显示通过抑制 SLC7A11 可减少谷胱甘肽的生成，进

而 促 进 肿 瘤 细 胞 发 生 铁 死 亡 ， 达 到 抑 制 肿 瘤 生 长

与转移的目的[25-26]。本研究发现结直肠癌细胞中的

T-GSH/GSSG 比 例 随 circKIF4A 的 抑 制 而 显 著 降 低 ，

同时铁死亡相关标志物 SLC7A11 蛋白的表达也受到

了显著抑制。笔者推测 circKIF4A 可能通过某种机

制促进铁死亡从而促进结直肠癌的恶性进展。

随后本研究进行 circKIF4A 促进结直肠癌分子

机 制 的 探 讨 。 通 过 生 物 信 息 学 软 件 预 测 ， 发 现

circKIF4A 可与 miR-515-5p 结合，而 SLC7A11 是 miR-

515-5p 的 下 游 靶 基 因 。 根 据 竞 争 性 内 源 性 RNA 理

论，circRNA 通过与 miRNA 的竞争性结合来调节下

游 基 因 的 表 达 。 在 本 研 究 中 ， circKIF4A 被 发 现 是

结直肠癌中 miR-515-5p 的海绵。双荧光素酶报告基

因 实 验 证 实 ， circKIF4A 与 miR-515-5p、 SLC7A11 与

miR-515-5p 之 间 存 在 转 录 调 控 的 关 系 。 即

circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 轴在结直肠癌的生长

与 侵 袭 中 可 能 发 挥 重 要 作 用 ， 该 作 用 可 能 是 通 过

促 进 铁 死 亡 而 实 现 的 。 随 后 的 Western blot 实 验 中

通过在加入 miR-515-5p 抑制剂及 miR-515-5p 模拟物

的 基 础 上 ， 同 时 转 染 si-circKIF4A 抑 制 circKIF4A 的

表达，通过多组间的对比发现，过表达 miR-515-5p

同 时 抑 制 circKIF4A 时 ， SLC7A11 蛋 白 的 表 达 水 平

降低最为显著，远低于单独抑制 circKIF4A 或促进

miR-515-5p 表 达 时 。 该 结 果 进 一 步 证 实 了

circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 轴结直肠癌中的作用

及 可 能 的 机 制 。 该 结 果 与 circKIF4A 海 绵 吸 附 miR-

375/1231 上 调 Notch2 表 达 从 而 促 进 膀 胱 癌 的 进

展[12]， circKIF4A 通 过 miR-152/ZEB1 轴 促 进 乳 腺 癌

细 胞 迁 移 、 侵 袭 并 抑 制 细 胞 凋 亡 等 已 有 研 究

一致[13]。

除了本文中所揭示的 circKIF4A 在结直肠癌铁

死 亡 中 发 挥 抑 制 剂 的 作 用 之 外 ， 已 有 研 究 还 显 示

环 状 RNAhsa_circ_0008367 在 肝 癌 细 胞 中 扮 演 铁 死

亡 正 向 调 节 剂 的 角 色 ， 其 可 与 RNA 结 合 蛋 白

ALKBH5 相 互 作 用 ， 调 节 铁 死 亡 ， 抑 制 肝 癌 的 进

展[27]。circIL4R 可通过 miR-541-3p/GPX4 轴促进肝癌

的 肿 瘤 发 生 并 抑 制 铁 死 亡 的 过 程[28]， 另 外

circTTBK2 也可在神经胶质瘤中充当铁死亡抑制剂，

其 通 过 miR-761/ITGB8 轴 调 节 胶 质 瘤 细 胞 增 殖 、 侵

袭与铁死亡过程[29]。研究[30] 显示 circRNA 与多种疾

病 的 发 生 和 发 展 关 联 密 切 ， 在 多 种 人 类 肿 瘤 如 肝

癌 、 乳 腺 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 及 结 直 肠 癌 中 表 现 出 差

异 表 达 谱 ， 在 癌 症 的 发 病 机 制 及 疾 病 转 移 进 展 中

发挥重要作用，circRNA 具有作为肿瘤生物标志物

或 治 疗 靶 点 的 潜 在 临 床 价 值 。 因 此 本 研 究 中 对 结
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的 探 究 可 能 为 结 直 肠 癌 临 床 标 志 物 的 开 发 提 供 了

新 的 思 路 ， 若 适 用 ， 将 可 能 显 著 改 善 结 直 肠 癌 患

者 的 早 发 现 及 治 疗 预 后 ， 当 然 该 部 分 的 验 证 也 有

赖于继续扩大临床样本进行验证。

本研究中，分析了 circKIF4A 在结直肠癌中的

表达及其对结直肠癌细胞增殖和侵袭能力的影响。

并通过 T-GSH/GSSG 比例测定、铁死亡相关蛋白的

表达检测、双荧光素酶检测探索其潜在分子机制。

发现 circKIF4A-miR-515-5p-SLC7A11 轴在结直肠癌生

长 侵 袭 中 的 生 物 学 作 用 ， 且 该 作 用 可 能 是 通 过 促

进 铁 死 亡 而 实 现 的 ， 该 结 果 对 于 开 发 结 直 肠 癌 新

的治疗策略很重要。
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