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环状 RNA FBLIM1 在肝细胞癌中生物学功能的初步研究
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摘   要	 目的：探讨环状 RNA FBLIM1（circFBLIM1）对肝细胞癌（HCC）增殖与侵袭能力的影响。

方法：将 HCC 细胞系 HepG2、7402、97H 分别转染 circFBLIM1 干扰序列（si-circFBLIM1）和阴性对

照序列后，用 qRT-PCR 验证转染效果，然后分别用 CCK-8 实验和 Transwell 实验检测细胞的增殖情况

与侵袭能力；将 10 只裸鼠皮下接种 HepG2 细胞后随机均分为两组，分别以 40 μL si-circFBLIM1 或阴

性对照序列进行原位注射，1 次 /4 d，每 4 天记录移植瘤体积，28 d 后完整剥离肿瘤称重。

结果：qRT-PCR 结果显示，3 种 HCC 细胞系转染 si-circFBLIM1 后，circFBLIM1 的表达均明显降低（均

P<0.05）。CCK-8 实验与 Transwell 实验结果显示，3 种 HCC 细胞系转染 si-circFBLIM1 后的增殖能力

与侵袭能力均明显减弱（均 P<0.05）。裸鼠移植瘤实验结果显示，注射 si-circFBLIM1 的移植瘤生长

速度明显减慢，肿瘤体积与质量均明显降低（均 P<0.05）。

结论：circFBLIM1 具有促进 HCC 细胞增殖与侵袭的作用，可能是 HCC 恶性生物学特征的重要调节因子，

抑制 circFBLIM1 的表达可能是 HCC 有效的治疗策略。
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Abstract	 Objective: To investigate the influence of circular RNA FBLIM1 (circFBLIM1) on proliferative and invasion 

abilities of hepatocellular carcinoma (HCC) cells.

Methods: The HCC cell lines HepG2, 7402 and 97H were transfected with circFBLIM1 interference sequences 

(si-circFBLIM1) and negative control sequences respectively. The transfection efficiency was examined by qRT-

PCR, and then, the proliferative and invasion abilities of the cells were determined by CCK-8 assay and Transwell 

assay, respectively. Ten nude mice were randomized into two groups after subcutaneously inoculated with HepG2 

cells, and were injected in situ with 40 μL si-circFBLIM1 and negative control sequences one time every 4 days. 

The volumes of the xenograft tumors were recorded every 4 days, and the xenograft tumors were completely 
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原 发 性 肝 癌 是 世 界 范 围 内 最 为 常 见 的 消 化 系

统 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 至 今 仍 没 有 得 到 充 分 有 效 的 控

制，呈现较高的病死率 [1-3]。原发性肝癌病理类型

包括肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

（75%~85%）、胆管细胞癌（10%~15%）、混合

型肝癌以及其他罕见类型。目前，针对HC C 的治

疗 方 法 主 要 是 以 外 科 手 术 为 主 的 包 括 ： 肝 移 植 、

经 皮 穿 刺 射 频 消 融 、 介 入 治 疗 和 分 子 靶 向 药 物 、

免疫治疗药物等为辅的综合治疗 [4-6]。然而，尽管

手 术 技 术 和 与 之 相 配 套 的 综 合 治 疗 方 案 在 过 去 几

十年不断改善，但HCC的预后仍然很差 [7-9]。大部

分HC C 患者在初 诊的时候已经处于晚期，失去了

手 术 治 疗 的 机 会 ， 并 且 即 使 接 受 了 系 统 的 治 疗 ，

HCC患者5年复发率也高达70% [10]。因此，对HCC

发 生 发 展 的 分 子 机 制 进 行 深 入 研 究 ， 寻 找 新 的 分

子靶点以发掘更有效的HC C 治疗策略成为需迫切

解决的问题。

环状RNA（ci rcu l a r  RNA，ci rcRNA）是内

源性非编码RNA的一类，其结构为共价环状闭合

的单链RNA。近年来，随着生物信息学以及RNA

测 序 技 术 的 发 展 ， 研 究 者 逐 渐 认 识 到 c i r c R N A 在

生 命 科 学 当 中 的 重 要 作 用 。 S a n d 等 [ 1 1 ]发 现 2 3 个

c i r c R N A 在 基 底 细 胞 癌 中 上 调 ， 4 8 个 下 调 。 另 有

研 究 [ 1 2 ]发 现 h s a _ c i r c _ 0 0 2 0 5 9 在 胃 癌 的 表 达 明 显

比 癌 旁 组 织 低 ， 可 作 为 胃 癌 的 生 物 标 志 物 。 与

mRNA和lncRNA相比，HCC中circRNA的研究仍

处 于 初 步 阶 段 ， 在 H C C 中 c i r c R N A 的 作 用 及 分 子

机 制 仍 然 不 明 。 到 目 前 为 止 ， 在 H C C 中 仅 鉴 定

和 表 征 了 少 量 功 能 性 c i r c R N A 。 笔 者 前 期 对 H C C

患 者 的 肿 瘤 组 织 及 其 癌 旁 肝 组 织 进 行 了 高 通 量 的

circRNA芯片筛选，发现hsa_c i r c_0010090是在

H C C 细 胞 系 当 中 上 调 最 为 明 显 的 环 状 R N A ， 根

据人类参考基因组（GRCh37/hg19），发现hsa_

ci rc_0010090（chr1：16084668-16113084）是

源自于位于染色体1p36.21上的FBLIM1基因，故

将其命名为“circFBLIM1”。本研究将进一步探

讨circFBLIM1在HCC中的功能，为发现circRNA在

HC C 中的诊断、治疗及预后评估方面的潜在价值

提供基础。

1　材料与方法

1.1  细胞株及培养

HCC细胞系HepG2、7402、97H均购买自美

国ATCC，并且严格按照美国模式培养物保藏所的

要求进行培养。所有细胞系在使用后每6个月通过

短串联重复DNA分析重新鉴定，并且排除支原体感

染。所有细胞培养于含有10%FBS（巴西GIBCO）

的 D M E M （ 美 国 I n v i t r o g e n ） 中 ， 于 3 7  ℃ ， 

5%CO2条件下细胞培养箱中培养。

1.2  实验动物

4周龄，BALB/c雌性裸鼠，30只，（20±2）g，

由 上 海 斯 莱 克 实 验 动 物 有 限 公 司 提 供 。 在 无 特 定

病 原 体 条 件 下 饲 养 ， 饲 养 地 点 ： 中 南 大 学 实 验 动

物 部 。 所 有 动 物 研 究 均 经 中 南 大 学 湘 雅 医 院 的 机

构动物护理和使用委员会（IACUC）批准。根据

IACUC方案遵循标准动物护理和实验室指南。

1.3  主要试剂及仪器

R N A i s o  p l u s 、 逆 转 录 试 剂 盒 及 q R T - P C R 试

剂盒均购自日本Takara公司；Transwel l小室、基

enucleated and weighed after 28 d.

Results: The results of qRT-PCR showed that the circFBLIM1 expressions in the three different HCC cells were 

significantly reduced after si-circFBLIM1 transfection (all P<0.05). The results of CCK-8 assay and Transwell 

assay showed that the proliferative and invasion abilities of the three types of HCC cells were all significantly 

weakened after si-circFBLIM1 transfection (all P<0.05). The results of nude mouse tumor transplantation showed 

that the growth speed was significantly slow down, and both volume and weight were significantly reduced in the 

xenograft tumor with si-circFBLIM1 injection (all P<0.05).

Conclusion: CircFBLIM1 can promote the proliferation and invasion of HCC cells, and is probably an important 

regulatory factor for the malignant biological features of HCC. Inhibition of circFBLIM1 expression may be an 

effective therapeutic strategy against HCC.

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; DNA, Circular; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness

CLC number: R735.7
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质 胶 M a t r i g e l （ B D ） ； T h e r m o N D 2 0 0 0 C 超 微 量

分光光度计（Thermo）、GeneAmp PCR sys tem 

9700扩增仪（PerkinElmer）、LightCycler®480 

I I  Sys tem（Roche）。circFBLIM1干扰序列（si -
circFBLIM1）：GCA AUA CAC AAG UGC AUA 

CTT；阴性对照序列：UUC UCC GAA CGU GUC 

ACG UTT（广州锐博生物科技有限公司合成）。

1.4  方法

1.4.1  细 胞 转 染　 取 对 数 生 长 期 的 HCC 细 胞 株

接种于 6 孔板（5×105/ 孔）中待生长至汇合度为

50% 时，按照 Lipofectamine2000 说明书要求分别

转染 si-circFBLIM1 与阴性对照序列。

1.4.2  qRT-PCR　提取好的 RNA 进行浓度测定，

各取 1 μg RNA 参照逆转录试剂盒说明书进行逆转

录 合 成 cDNA。 将 cDNA 进 行 一 定 的 稀 释， 作 为

RT-PCR 的模板，参照荧光定量 PCR 试剂盒（SYBR

染 料 法） 说 明 书 进 行 PCR。mRNA 相 对 表 达 水 平

的定量采用比较 Ct 法来计算相对定量，内参选择

GAPDH。

1.4.3  CCK-8 实验　HCC 细胞株转染后 24 h 后，

以 100 μL 细胞悬液（约 1×103 细胞）接种到 96 孔板，

分别在 0、1、2、3、5 d 后加入 10 μL/ 孔 CCK-8 溶液，

避 光 37 ℃ 培 养 2 h， 用 Bio-Tek EPOCH2 检 测 

450 nm 波长处的吸光度。

1.4.4  Transwell 试 验　HCC 细 胞 株 转 染 后 24 h

后， 采 用 胰 酶 消 化 细 胞 并 离 心 弃 上 清， 用 无 血 清

的 培 养 基 重 悬 细 胞， 按 照 1:8 比 例 稀 释 50 mg/L 

的 Matrigel 后， 加 50 μL 稀 释 后 的 Matrigel 包

被 Transwell 小 室 底 部 膜， 将 1×105/100 μL 细 胞

悬 液 接 种 到 上 室， 下 室 加 500 μL 含 10%FBS 的

DMEM 培养液，48 h 后取出小室，弃上室培养基，

用棉签拭掉顶部的未侵入细胞，在光学显微镜下计

数入侵细胞。

1.4.5  裸鼠皮下成瘤实验　将 HepG2 细胞悬浮于

无血清培养液中，调整浓度至 5×107/mL，将细胞

接种于裸鼠一侧腋部皮下后为 2 组，每组 5 只裸鼠，

以 40 μL 阴性对照序列或 si-circFBLIM1 进行接种

部位原位多点注射，1 次 /4 d；记录观察裸鼠的一

般情况、移植瘤形成的时间及大小；每 4 天用游标

卡尺测移植瘤最长径（L）和最短径（W），连续测

量 28 d，绘制移植瘤生长曲线；实验结束后，将肿

瘤完整剥离并进行大体照相，测量肿瘤体积及质量。

1.5  统计学处理

采 用 S P S S  2 1 . 0 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 分

析。分别使用 t检验、One -way  ANOVA进行各组

之 间 的 差 异 分 析 。 所 有 数 据 显 示 为 均 数 ± 标 准 差

（x±s），P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  干扰效果检测

qRT-PCR检测结果显示，转染si-circFBLIM1

后 ， H e p G 2 、 7 4 0 2 和 9 7 H 细 胞 中 的 c i r c F B L I M 1

的 表 达 水 平 均 明 显 下 调 ， 与 各 自 转 染 阴 性 对 照

序 列 的 同 种 细 胞 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.01）（图1）。

图 1　si-circFBLIM 在 3 种 HCC 细胞中的转染效率检测
Figure 1　Determination of the transfection efficiency of si-

circFBLIM in the three different HCC cells
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2.2  下调 circFBLIM1 对 HCC 细胞增殖的影响

CCK8实验结果显示，在转染si -c i r cFBLIM1

后，3种HCC细胞的增殖能力均明显减弱，在450 nm 

处的OD值在转染后3、4、5 d明显均较各自阴性对

照组明显降低（均P<0.01）（图2）。

2.3  下调 circFBLIM1 对 HCC 细胞侵袭能力的影响

T r a n s w e l l 实 验 结 果 显 示 ， 3 种 H C C 细 胞 转 染

s i - c i r c F B L I M 1 后 ， 细 胞 穿 过 T r a n s w e l l 膜 的 数 目

与各自阴性对照组比较均明显减少（均P<0 .01）

（图3）。

2.4  下调 circFBLIM1 对 HCC细胞在裸鼠体内生

长的影响

皮下注射裸鼠成瘤实验中，通过连续28 d的

观察，结果发现利用si -circFBLIM1下调HepG2细

胞中circFBLIM1的表达水平之后，HCC在裸鼠体内

的生长速度明显减慢，肿瘤体积与质量明显降低，

与阴性对照组有明显差异（均P<0.01）（图4）。
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3　讨　论

c i r c F B L I M 1 即 h s a _ c i r c _ 0 0 1 0 0 9 0 （ c h r 1 ：

1 6 0 8 4 6 6 8 - 1 6 1 1 3 0 8 4 ） ， 其 来 源 于 F B L I M 1 基 因

（ 1 p 3 6 . 2 1 ） 。 通 过 调 研 文 献 ， c i r c F B L I M 1 的 生

物 学 功 能 到 目 前 为 止 尚 未 见 报 道 。 为 了 初 步 评 估

c i r c F B L I M 1 在 H C C 中 的 生 物 学 功 能 ， 本 研 究 通

过 转 染 s i - c i r c F B L I M 1 的 方 式 来 下 调 H C C 细 胞 系

（HepG2、7402和97H）中circFBLIM1的表达。

通 过 C C K - 8 细 胞 增 殖 实 验 发 现 ， 在 H C C 细 胞 中 下

调circFBLIM1的表达，能够显著抑制HCC细胞的

增殖能力。后续的Transwel l实验结果显示，通过

抑制circFBLIM1的表达能够使得HCC细胞系穿过

Transwel l膜的能力大大下降，提示侵袭能力受到
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图 2　CCK-8 实验检测 HCC 细胞增殖
Figure 2　Proliferation of HCC cells detected by CCK-8 assay
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图 3　Transwell 实验检测 HCC 细胞的侵袭能力（×200）
Figure 3　Invasion ability measured by Transwell assay (×200)
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图 4　裸鼠移植瘤实验　　A：裸鼠体内剥出的移植瘤；B：肿瘤的生长曲线；C：两组裸鼠移植瘤质量比较
Figure 4　Nude mouse tumor transplantation mode　　A: Xenograft tumors enucleated from the nude mice; B: The growth curves of the 

tumors; C: Comparison of the weights of the tumors between the two groups of mice
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抑 制 。 在 皮 下 注 射 裸 鼠 成 瘤 实 验 当 中 ， 通 过 向 

10只BALB/c裸鼠皮下注射HepG2细胞，并瘤内注

射阴性对照序列或si -circFBLIM1进行处理，结果

发现，瘤内注射si -circFBLIM1后，肿瘤体积显著

缩小，此项结果提示，下调circFBLIM1能显著减

慢HC C 体内肿瘤 生长速度。以上实验结果表明，

下调circFBLIM1能抑制HCC细胞增殖、侵袭、促

进 凋 亡 ， 在 体 内 抑 制 肿 瘤 生 长 ， 进 一 步 从 反 向 证

明了中circFBLIM1在HCC中发挥促进细胞增殖、

侵袭的作用。

文献 [13-14]报道，HCC组织中circMTO1的减少

可以作为患者生存率低的预后预测因子。Lin等 [15] 

报 道 在 各 种 H C C 细 胞 系 和 H C C 患 者 的 组 织 样 品

中 ， c i r c C D K 1 3 表 达 受 到 抑 制 。 在 H C C 细 胞 中 诱

导 的 c i r c C D K 1 3 过 表 达 显 着 抑 制 了 它 们 的 迁 移 速

率 ， 改 变 了 细 胞 周 期 进 程 ， 并 抑 制 了 细 胞 迁 移 和

侵 袭 能 力 。 微 阵 列 分 析 还 鉴 定 了 由 c i r c C D K 1 3 调

节的许多下游基因，特别JAK/STAT以及PI3K/Akt

信 号 通 路 。 致 瘤 性 测 定 的 结 果 显 示 ， c i r c C D K 1 3

过 表 达 显 着 抑 制 裸 鼠 的 H C C 进 展 。 Q i n 等 [ 1 6 ]研 究

发现，基于89对HCC组织和邻近肝组织样本的分

析，hsa_circ_0001649表达在HCC组织中显著下调

（P=0.0014），并且ROC曲线下面积（AUC）为

0.63。此外，hsa_circ_0001649表达与HCC中肿瘤

大小（P=0.045）和瘤栓的发生（P=0.017）密切

相关。

近 来 ， 随 着 生 物 信 息 学 以 及 R N A 测 序 技 术

的 发 展 ， 研 究 者 逐 渐 认 识 到 c i r c R N A 在 生 命 科 学

当 中 的 重 要 作 用 。 据 报 道 ， R N A 可 以 作 为 竞 争

性 内 源 性 R N A （ c o m p e t i n g  e n d o g e n o u s  R N A ，

c e R N A ） ， 通 过 竞 争 共 有 的 m i R N A 而 互 相 调

节 [ 1 7 - 1 8 ] 。 c i r c R N A 主 要 存 在 于 细 胞 胞 质 内 ， 具

有 比 一 般 的 c e R N A 更 多 更 稳 定 的 m i R N A 应 答 元

件 （ M R E ） ， 因 此 c i r c R N A 能 够 更 有 效 的 结 合

m i R N A ， 成 为 m i R N A 海 绵 ， 作 为 c e R N A 发 挥 作

用 ， 通 过 自 身 的 M R E 竞 争 结 合 m i R N A ， 调 控 靶

基 因 的表达水平，最终影响其功能 [19]。譬如过表

达CDR1as能够有效地“吸附”miR - 7，从而下调

m i R - 7 ， 导 致 m i R - 7 靶 标 的 表 达 水 平 升 高 [ 2 0 - 2 1 ]。

Z h e n g 等 [ 2 2 ] 证 实 c i r c H I P K 3 通 过 充 当 海 绵 “ 吸

附”miR -124等mi RNA，从而抑制肿瘤的增殖。

H a n s e n 等 [ 2 3 ]发 现 c i r c R N A  S r y 可 充 当 m i R - 1 3 8 的

海绵。Yang等 [24]研究发现来自FOXO3的circRNA 

hsa_c i r cRNA_104170，通过吸附miR -22等一系

列miRNA，抑制乳腺癌的细胞增殖及肿瘤血管生

成。这些研究结果表明：circRNA在多种肿瘤中差

异表达，可作为关键调节分子，通过miRNA海绵

的 作 用 ， 影 响 肿 瘤 的 多 种 生 物 学 行 为 ， 发 挥 重 要

的调控功能。

目 前 ， c i r c R N A 在 H C C 中 研 究 仍 处 于 起 步 阶

段，对其在HC C 的功能了解甚少，而机制的研究

更为缺乏。本研究虽然初步观察了circFBLIM1在

HC C 中的基本生物学作用，但对其作用机制仍未

做深入研究。笔者推测circFBLIM1也可能通过充

当海绵“吸附”miRNA，进而通过ceRNA机制调

节miRNA靶基因的表达参与HCC的发生与发展。

因 此 ， 本 研 究 后 续 将 通 过 各 种 生 物 信 息 学 方 法 与

不同分子生物学手段预测并查明circFBLIM1的靶

m i R N A ， 并 进 一 步 构 建 全 面 的 c i r c F B L I M 1 相 关

ceRNA网络，系统探明circFBLIM1在HCC中的功

能及作用机制。

总 之 ， 本 研 究 基 于 前 期 发 现 c i r c F B L I M 1 在

H C C 中 的 高 表 达 ， 初 步 证 明 c i r c F B L I M 1 能 促 进

H C C 细 胞 的 增 殖 与 侵 袭 ， 在 H C C 中 发 挥 促 瘤 作

用。circFBLIM1可能作为HCC诊断治疗中的新的

生物标志物和潜在靶点。
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