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摘要　目的　探讨环状ＲＮＡ含普列克底物蛋白同源域的家
族Ｍ３成员（ＰＬＥＫＨＭ３）（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３）通过调控微小
ＲＮＡ３２０（ｍｉＲ３２０）／畸变样因子４（ＫＬＦ４）轴在宫颈癌细胞
上皮间质转化（ＥＭＴ）行为中的作用与机制。方法　采用实
时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）法检测宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ和 ＣａＳｋｉ中
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３的表达水平；ＲＮＡ荧光原位杂交检测
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在人宫颈癌上皮细胞 ＣａＳｋｉ中的定位；
双荧光素酶报告基因实验检测 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３和 ｍｉＲ
３２０的靶向关系，以及ｍｉＲ３２０和ＫＬＦ４的靶向关系；对 ＣａＳ
ｋｉ细胞过表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３；另外设置三组，分别为在
过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３的基础上过表达 ｍｉＲ３２０、沉默
ＫＬＦ４，以及在过表达 ｍｉＲ３２０的基础上沉默 ＫＬＦ４。ｑＲＴ
ＰＣＲ检测 ＣａＳｋｉ中 ｍｉＲ３２０的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＣａＳｋｉ细胞中ＫＬＦ４和ＥＭＴ标志物上皮钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒ
ｉｎ）、神经钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、基质
金属蛋白酶（ＭＭＰ）２和 ＭＭＰ９的表达；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测
细胞迁移数和侵袭细胞数。结果　 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在
Ｈｅｌａ和ＣａＳｋｉ中的表达均降低（Ｐ＜００５），其主要定位在细
胞质中；双荧光素酶报告基因实验显示 ｍｉＲ３２０和 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３存在靶向关系，ＫＬＦ４和 ｍｉＲ３２０存在靶向关系；
过表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３抑制 ｍｉＲ３２０和 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的蛋白表达，上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表
达，减少细胞迁移和侵袭数（Ｐ＜００５）；在过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３的基础上过表达 ｍｉＲ３２０或沉默 ＫＬＦ４均能够促
进ｍｉＲ３２０和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的表
达，上调Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达，减少迁移和侵袭细胞数（Ｐ
＜００５）；然而在过表达 ｍｉＲ３２０的基础上沉默 ＫＬＦ４，ＫＬＦ４
和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白的表达受到抑
制，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达上调，细胞迁移和侵袭数减少（Ｐ
＜００５）。结论　ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３过表达可能通过 ｍｉＲ
３２０／ＫＬＦ４轴调控宫颈癌细胞的ＥＭＴ。
关键词　ｃｉｒＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３；ｍｉＲＮＡ３２０；畸变样因子 ４；宫
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　　宫颈癌转移的分子机制十分复杂，其中包括多
种与转移相关基因的突变和细胞的上皮间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）［１］，阐明宫
颈癌细胞ＥＭＴ的内在分子机制对宫颈癌的治疗具
有重要价值。环状ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）是
一种具有共价闭环的非编码 ＲＮＡ，不受 ＲＮＡ外切
酶的影响，因此 ｃｉｒｃＲＮＡ的表达稳定，不易被降
解［２］。研究［３］表明，ｃｉｒｃＲＮＡ在宫颈细胞中可能扮
演肿瘤激活因子或抑制因子。ｃｉｒｃＲＮＡ的主要机制
是通过作为一种分子海绵来调控微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ，ｍｉＲＮＡ）的表达和功能，其作为一种分子支架
调控ｍｉＲＮＡ与靶蛋白相互作用，从而发挥其生物学
效应［４］。研究［５］表明 ｃｉｒｃＲＮＡ含 Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎ同源结
构域家族 Ｍ成员３（Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇｆａｍｉｌｙＭｍｅｍｂｅｒ３，ＰＬＥＫＨＭ３）具有抑制癌
症的潜力，可以扮演抑癌基因的角色，如 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３过表达可以起到增强姜黄素对卵巢癌细
胞的抗凋亡作用以及对卵巢癌细胞恶性行为的抑制

作用。但 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在宫颈癌中的作用尚
不清楚。该研究旨在从细胞水平阐明 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３在宫颈癌 ＥＭＴ中的作用机制，为宫颈癌
的诊断和治疗提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器　ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３过表达
载体 （ｐｃＤＮＡ３１ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３，ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３）（货号：Ｃ０１００１）、空载体 Ｖｅｃｔｏｒ（货号：
Ｃ０１００１）、ｍｉＲ３２０的模拟物（ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ）（货
号：Ｃ０９００１）、ｍｉＲ３２０的模拟物的阴性对照（ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ）（货号：Ｃ０９００１）、ｍｉＲ３２０的抑制剂（ｍｉＲ３２０
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）（货号：Ｃ０９００４）、ｍｉＲ３２０的抑制剂的阴性
对照（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ）（货号：Ｃ０９００４），小干扰 ＲＮＡ
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（ｓｉＲＮＡ）沉默畸变样因子 ４（ｋｒｕｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，
ＫＬＦ４）的重组质粒（ｓｉＫＬＦ４）（货号：Ｇ０４００３）、ｓｉ
ＫＬＦ４的阴性对照（ｓｉＮＣ）（货号：Ｇ０４００３）、含 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３野生型（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３ＷＴ）
或突变型（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３ＭＵＴ）结合位点ＤＮＡ
片段的重组质粒（货号：Ｇ０５００２）、含有ＫＬＦ４３’ＵＴＲ
野生型（ＫＬＦ４３’ＵＴＲＷＴ）或突变型（ＫＬＦ４３’ＵＴＲ
ＭＵＴ）结合位点的 ＤＮＡ片段的重组质粒（货号：
Ｇ０５００２）（上海吉玛公司）。双荧光素酶试剂盒（美
国ｐｒｏｍｅｇａ公司，货号：Ｅ１９１０）。人宫颈鳞状细胞系
Ｈｅｌａ（货号：Ｄｅｌｆ１０４６９）和人宫颈癌上皮细胞系
ＣａＳｋｉ（货号：Ｄｅｌｆ１０４７３）（美国ＡＴＣＣ公司），人体正
常上皮细胞系 ＨａＣａｔ（苏州北纳创联生物技术有限
公司，货号：Ｔ２５）。ＫＬＦ４激活剂 ＡＰＴＯ２５３（美国
ＭＣＥ公司，货号：ＨＹ１６２９１）。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏ
ｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（货号：Ａ５６６９７０１）、杜氏改良培养
基（ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养
基（货号：１２４９１０１５）（美国Ｇｉｂｃｏ公司）。兔抗ＫＬＦ４
（货号：ａｂ２２２２３５）、上皮钙黏蛋白（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒ
ｉｎ，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）（货号：ａｂ４０７７２）、神经钙黏蛋白
（ｎｅｕｒａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）（货号：ａｂ２４５１１７）、波
形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）（货号：ａｂ９２５４７）、基质金属蛋白
酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ， ＭＭＰ）２（货 号：
ａｂ９２５３６）、ＭＭＰ９（货号：ａｂ７６００３）、磷酸甘油醛脱氢
酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ
ＤＨ）（货号：ａｂ１８１６０３）的一抗及辣根过氧化物酶
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）偶联的山羊抗兔ＩｇＧ
二抗（货号：ａｂ２０５７１８）（英国Ａｂｃａｍ公司）。生理盐
水（ｓａｌｉｎｅ）（货号：ＳＴ３４１）、结晶紫染色液（货号：
Ｃ０１２１）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００转染试剂盒（货号：
Ｃ０５２６ＦＴ）、ＢＣＡ蛋白检测试剂盒（货号：Ｐ０００９）、ＲＩ
ＰＡ裂解缓冲液（货号：Ｐ００１３Ｂ）、免疫荧光原位杂交
试剂盒（货号：Ｒ０３０６Ｓ）、ＦＩＴＣ标记的ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３探针设计与合成（货号：Ｒ０３０６Ｓ）（上海碧云
天生物科技有限公司）。异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的抗小鼠二抗（货号：
ＺＦ０３１２）、ＦＩＴＣ标记的抗兔二抗（货号：ＺＢ２３０１）
（北京中杉金桥生物技术公司）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美
国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，货号：３２０１１２０２）。二脒基苯
基吲哚（ｄｉａｍｉｎｉｄｉｎｅｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）（北京 Ｓｏ
ｌａｒｉｂｏ公司，货号：２８７１８９０３）。ｐＭＩＲＧＬＯ荧光素
酶载体（德国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，货号：Ｅ１３３０）。荧光显
微镜（德国蔡司公司，型号：ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒＡ２）；实时荧
光定量 ＰＣＲ仪（型号：ＣＦＸ９６）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ成像分

析仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司，型号：ＣＦＸ９６）；（美国伯乐
公司，型号：ＣｈｅｍｉＤｏｃ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养分组和转染　Ｈｅｌａ、ＣａＳｋｉ、ＨａＣａｔ
细胞分别用含有１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基培养，并
置于３７℃、含有５％ ＣＯ２的细胞培养箱中进行培
养。ＣａＳｋｉ细胞的分组和转染：分别将ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３过表达载体 ｐｃＤＮＡ３１ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３
（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３组）、空载体Ｖｅｃｔｏｒ（Ｖｅｃｔｏｒ组）
转染至ＣａＳｋｉ细胞，２４ｈ后通过ｑＲＴＰＣＲ检测ＣａＳ
ｋｉ细胞 ＰＬＥＫＨＭ３ｍＲＮＡ表达以检测细胞过表达
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３的效果；分别将ｍｉｍｉｃｓＮＣ（ｍｉｍ
ｉｃｓＮＣ组）、ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ（ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组）以
及ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组）和ｍｉＲ３２０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（ｍｉＲ３２０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组）转染至ＣａＳｋｉ细胞，２４ｈ后通
过ｑＲＴＰＣＲ法检测ｍｉＲ３２０表达；此外，在转染ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３的同时分别将 ｍｉｍｉｃｓＮＣ（ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组）和 ｍｉＲ３２０ｍｉｍ
ｉｃｓ（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组）转染
至 ＣａＳｋｉ细胞，孵育 ２４ｈ。在转染 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３的同时分别将 ｓｉＮＣ（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋
ｓｉＮＣ组）和ｓｉＫＬＦ４（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｓｉＫＬＦ４
组）转染至ＣａＳｋｉ细胞，孵育２４ｈ。在转染 ｍｉＲ３２０
ｍｉｍｉｃｓ的同时分别加入 ａｌｉｎｅ（ｍｉｍｉｃｓ＋ｓａｌｉｎｅ组）和
ＡＰＴＯ２５３（ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ＋ＡＰＴＯ２５３组）处理
ＣａＳｋｉ细胞，孵育２４ｈ。
１．２．２　原位荧光杂交技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）染色实验检测 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３在Ｈｅｌａ、ＨａＣａｔ和ＣａＳｋｉ细胞中的分布　将正
常培养且无处理的Ｈｅｌａ、ＨａＣａｔ和细胞固定在４％多
聚甲醛中，与含有 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３探针的杂交
缓冲液在３７℃暗处杂交过夜。用 ＤＡＰＩ染细胞核。
用荧光显微镜获取图像。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３、ＫＬＦ４
ｍＲＮＡ和 ｍｉＲ３２０的表达　收集 ＨａＣａｔ、Ｈｅｌａ和
ＣａＳｋｉ细胞的总 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，行 ＰＣＲ扩
增。以ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－△△ＣＴ法计算 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿ＰＬＥＫＨＭ３、ｍｉＲ３２０、ＫＬＦ４ｍＲＮＡ的相对表达量。
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

引物序列见表１。
１．２．４　双荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ３２０和
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３以及 ｍｉＲ３２０和 ＫＬＦ４的靶向关
系　通过三个生物信息公共数据库，ｓｔａｒｂａｓｅ（ｓｔａｒ
ｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）、ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ（ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／
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表１　ＰＣＲ引物序列表

基因名称 　　　　序列
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３ 正向：５′ＡＧＣＴＣＣＧＡＣＣＧＧＡＴＴＴＡＧＣ３′

反向：５′ＴＴＣＡＴＣＴＣＡＡＣＴＧＧＧＣＡＣＧ３′
ＫＬＦ４ 正向：５′ＣＴＡＣＣＧＡＴＡＴＴＴＡＧＧＡＴＣ３′

反向：５′ＡＧＴＴＴＡＡＣＴＧＡＡＧＣＡＧＣＴＴＣＣ３′
ｍｉＲ３２０ 正向：５′ＴＣＡＡＴＣＣＧＧＧＡＣＧＴＧＧＡＣＴＴ３′

反向：５′ＣＡＧＧＴＣＣＡＣＧＧＴＴＧＣＧＣＡＴＴＧ３′
ＧＡＰＤＨ 正向：５′ＴＴＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡ３′

反向：５′ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴ３′
Ｕ６ 正向：５′ＴＣＡＣＴＣＣＡＣＧＧＴＣＧＴＡＣＴＴ３′

反向：５′ＧＣＡＧＡＴＣＣＴＣＡＣＣＧＡＴＴＡＣＧＧ３′

ｖｅｒｔ＿７０／）和ｃｉｒｃＢａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｉｒｃｂａｓｅ．ｏｒｇ／）筛
选出与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３有可能有相互作用的
ｍｉＲＮＡ；同时在癌症基因组图谱（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ
ａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）（ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ）和 ＥＮＣＯＲＩ
ｐａｎｃａｎｃｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｒｎａｓｙｓｕ．ｃｏｍ／ｅｎｃｏｒｉ／ｐａｎＣａｎｃｅｒ．
ｐｈｐ）数据库中选择在宫颈癌表达前１００的 ｍｉＲＮＡ，
取ｍｉＲＮＡ的交集，筛选出 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３可能
的下游靶标是ｍｉＲ３２０。

为检测 ｍｉＲ３２０和 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３的靶向
调控作用，本研究合成了含有 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３野
生型（ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３ＷＴ）或突变型（ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３ＭＵＴ）结合位点的 ＤＮＡ片段，并将其克
隆到ｐＭＩＲＧＬＯ荧光素酶载体。分离重组质粒并测
序。分别将 ｍｉｍｉｃｓＮＣ、ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ、ｍｉＲ３２０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００转
染试剂盒的说明书使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００与 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３ＷＴ／ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３ＭＵＴ片
段共转染ＣａＳｋｉ细胞。转染４ｈ后，更换培养基，将
细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ，废弃
培养基，ＰＢＳ洗涤细胞３次。用双荧光素酶试剂盒
检测各组的荧光素酶活性。以萤火虫荧光素酶活性

值／海肾荧光素酶活性值作为荧光素酶活性。另外，
本研究还合成含有 ＫＬＦ４３’ＵＴＲ野生型（ＫＬＦ４３’
ＵＴＲＷＴ）和突变型（ＫＬＦ４３’ＵＴＲＭＵＴ）结合位点
的ＤＮＡ片段，并将其克隆到ｐＭＩＲＧＬＯ荧光素酶载
体。分离重组质粒并测序。分别将 ｍｉｍｉｃｓＮＣ、
ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ、ｍｉＲ３２０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ按照
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂盒的说明书与 ＫＬＦ４
３’ＵＴＲＷＴ／ＫＬＦ４３’ＵＴＲＭＵＴ片段共转染ＣａＳｋｉ细
胞，以检测ｍｉＲ３２０和 ＫＬＦ４的结合作用，其余方法
与ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３一致。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　用 ＲＩＰＡ裂解缓冲液从
各组细胞中提取总蛋白质，采用ＢＣＡ蛋白检测试剂

盒检测总蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白：７０Ｖ、３０
ｍｉｎ转１２０Ｖ、９０ｍｉｎ，将蛋白条带以３００ｍＡ转移到
ＰＶＤＦ膜上。室温下５％脱脂牛奶封闭 ２ｈ，将膜与
一抗在４℃ 下孵育过夜：ＫＬＦ４（１∶８００）、Ｅｃａｄｈｅｒ
ｉｎ（１∶１０００）、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶６００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（１∶１０００）、ＭＭＰ２（１∶１０００）、ＭＭＰ９（１∶５００）、
ＧＡＰＤＨ（１∶３０００），随后将膜与 ＨＲＰ偶联的山羊
抗兔 ＩｇＧ（１∶２０００）于室温下一起孵育 １ｈ。用
ＥＣＬ检测试剂显示蛋白条带，并采用 ＩｍａｇｅＪ软件分
析每个条带的灰度值。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭和迁移实验　在细胞侵袭实
验中预先在上室膜（膜的孔径为 ８μｍ）上涂基质
胶，将各组的细胞（５×１０４个／组）悬浮在无血清培
养基的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室中，下室充满２０％含ＦＢＳ的培
养基，３７℃下孵育４８ｈ后，将上表面的剩余细胞去
除，固定膜下表面上的细胞，然后用结晶紫染色，并

在光学显微镜下计数，从而测定细胞侵袭情况。在

细胞迁移实验中，上室膜不涂基质胶，其余步骤与细

胞侵袭实验一致。

１．３　统计学处理　本研究的数据均采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
ＰＲＩＳＭ５０１进行数据录入和统计学分析，正态分布
的数据以 珋ｘ±ｓ表示；两组间的数据的比较采用 ｔ检
验；单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）评估多组之间的差
异，并利用ＬＳＤｔ检验进行两两比较；检验水准为 α
＝００５，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在宫颈癌细胞中的定位
和表达　经 ＦＩＳＨ染色观察到 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３
和细胞核分别为绿色和蓝色，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３定
位于ＣａＳｋｉ细胞的细胞质内（图１Ａ）。ｑＲＴＰＣＲ检
测结果显示，与 ＨａＣａｔ细胞相比，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３在 Ｈｅｌａ细胞和 ＣａＳｋｉ细胞中的表达均降低，
差异有统计学意义（ｔ＝１６２５４、２１８４２，均 Ｐ＜
００５）（图１Ｂ）。
２．２　ＣａＳｋｉ细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３对 ｍｉＲ
３２０和ＫＬＦ４表达的影响以及ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３
对ｍｉＲ３２０的靶向调控　ｑＲＴＰＣＲ检测显示，与
ＨａＣａｔ细胞相比，在ＣａＳｋｉ细胞中ｍｉＲ３２０的ｍＲＮＡ
表达上调（ｔ＝１１８５８９，Ｐ＜００５），而 ＫＬＦ４中的
ｍＲＮＡ表达下调（ｔ＝３５５４９，Ｐ＜００５）。见图２Ａ
Ｂ。ＣａＳｋｉ细胞转染过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３的载
体，与 Ｖｅｃｔｏｒ组比，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３组的 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３上调（ｔ＝１４１３６２，Ｐ＜００５），ｍｉＲ
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３２０的表达下调（ｔ＝２３５１４，Ｐ＜００５），ＫＬＦ４蛋白
表达上调（ｔ＝３７４９８，Ｐ＜００５）。见图２ＣＤ。提示
在ＣａＳｋｉ细胞中过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３可以抑
制ｍｉＲ３２０的表达，促进 ＫＬＦ４蛋白的表达。双荧
光素酶报告基因实验结果显示，在 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３ＷＴ转染的 ＣａＳｋｉ细胞中，与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组
比，ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组的荧光素酶活性下降（ｔ＝
１６５５８，Ｐ＜００５），与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
的荧光素酶活性上调（ｔ＝２１５７７，Ｐ＜００５）。而在
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３ＭＵＴ转染的 ＣａＳｋｉ细胞中，各
组之间荧光素酶活性差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见图 ２Ｅ。提示 ｍｉＲ３２０是 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３的靶点，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３可通过靶向调控
ｍｉＲ３２０抑制ｍｉＲ３２０的表达。
２．３　ｍｉＲ３２０靶向调控 ＫＬＦ４并抑制 ＫＬＦ４的表
达　用双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ３２０是否
靶向调控ＫＬＦ４。结果显示，在 ＫＬＦ４３’ＵＴＲＷＴ转
染的 ＣａＳｋｉ细胞中，与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比，ｍｉＲ３２０
ｍｉｍｉｃｓ组荧光素酶活性下降（ｔ＝２３０６３，Ｐ＜
００５），与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的荧光素酶
活性上调（ｔ＝１７３６４，Ｐ＜００５）。而在 ＫＬＦ４３’
ＵＴＲＭＵＴ转染的ＣａＳｋｉ细胞中，各组荧光素酶活性
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图 ３Ａ。说明
ｍｉＲ３２０能够靶向调控 ＫＬＦ４。此外，ｑＲＣＴ和 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比，ｍｉＲ３２０
ｍｉｍｉｃｓ组的 ｍｉＲ３２０的 ｍＲＮＡ表达上调 （ｔ＝
１８６３９，Ｐ＜００５），ＫＬＦ４的ｍＲＮＡ和蛋白表达下降
（ｔ＝１６６０３、２１５５８，均 Ｐ＜００５）；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ
组比，ｍｉＲ３２０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的ｍｉＲ３２０的ｍＲＮＡ表达

下调（ｔ＝１４５５７，Ｐ＜００５），ＫＬＦ４的 ｍＲＮＡ和蛋白
表达升高（ｔ＝２１５１２、１７６１１，均 Ｐ＜００５）。见图
３ＢＤ。提示ＣａＳｋｉ细胞中ｍｉＲ３２０能够通过靶向调
控ＫＬＦ４并抑制ＫＬＦ４的表达。
２．４　过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３抑制宫颈癌细胞
的迁移、侵袭和ＥＭＴ　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移和细胞侵
袭实验结果显示，与 Ｖｅｃｔｏｒ组比较，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３组迁移细胞数和侵袭细胞数均下降（ｔ＝
１６５５４、１８２０４，均Ｐ＜００５）。见图４ＡＣ。提示过
表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３抑制宫颈癌细胞的迁移和
侵袭。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＥＭＴ标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，结果
显示，与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３组的 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达增加（ｔ＝２０７１４，Ｐ＜００５），Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达均降低（ｔ＝
１５６０３、２４８８０、１８５６２、１４０６９，均 Ｐ＜００５）。见
图４ＣＨ。以上结果提示过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３
抑制宫颈癌细胞的ＥＭＴ。
２．５　过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过抑制 ｍｉＲ
３２０抑制宫颈癌细胞的迁移、侵袭、ＥＭＴ　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
细胞迁移和细胞侵袭实验结果显示，与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３
＋ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组的迁移细胞数和侵袭细胞数均
上调（ｔ＝１８６０２、１５２６６，均Ｐ＜００５）。见图５ＡＣ。
提示过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过抑制 ｍｉＲ３２０
抑制宫颈癌细胞的迁移和侵袭。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检
测 ＥＭＴ标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，结果显示，与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋

图１　ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在ＨａＣａｔ、ＣａＳｋｉ和Ｈｅｌａ细胞中表达的比较

Ａ：ＦＩＳＨ实验检测ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在ＣａＳｋｉ细胞中的定位 ×２００；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ法检测ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在细胞中的相对表达；ａ：ＨａＣａｔ细

胞；ｂ：ＨｅＬａ细胞；ｃ：ＣａＳｋｉ细胞；与ＨａＣａｔ细胞比较：Ｐ＜００５
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图２　ＣａＳｋｉ细胞中ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３对ｍｉＲ３２０和ＫＬＦ４表达的影响以及ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３对ｍｉＲ３２０的靶向调控

Ａ、Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ实验检测在ＨａＣａｔ和ＣａＳｋｉ细胞中ｍｉＲ３２０和ＫＬＦ４ｍＲＮＡ的表达；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ实验检测ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３和ｍｉＲ３２０的表

达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ＫＬＦ４的蛋白表达；Ｅ：双荧光素酶报告基因实验检测ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３和ｍｉＲ３２０在ＣａＳｋｉ细胞中的靶向关系；ａ：

ＨａＣａｔ细胞；ｂ：ＣａＳｋｉ细胞；ｃ：Ｖｅｃｔｏｒ组；ｄ：ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３组；ｅ：ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；ｆ：ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组；ｇ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；ｈ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；与ＨａＣａｔ细

胞比较：Ｐ＜００５；与Ｖｅｃｔｏｒ组比较：△Ｐ＜００５；与ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较：＃Ｐ＜００５；与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较：□Ｐ＜００５

ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达减少（ｔ＝
２４１８７，Ｐ＜００５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９的表达均增加（ｔ＝１７６２９、１１９８４、１６３３２、
１９０４５，均 Ｐ＜００５）。见图５ＤＩ。提示过表达 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过抑制ｍｉＲ３２０抑制宫颈癌细胞
的ＥＭＴ。
２．６　过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过上调 ＫＬＦ４
抑制宫颈癌细胞的迁移、侵袭、ＥＭＴ　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细
胞迁移和细胞侵袭实验结果显示，与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３＋ｓｉＮＣ组比，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｓｉＫＬＦ４
组的迁移细胞数和侵袭细胞数均上调（ｔ＝２３２５２、
１４９３６；均Ｐ＜００５）。见图６ＡＣ。提示过表达 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过上调ＫＬＦ４抑制宫颈癌细胞的
迁移和侵袭。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＥＭＴ标志物 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表

达，结果显示，与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｓｉＮＣ组比，
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｓｉＫＬＦ４组的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表
达减少（ｔ＝１５４２３，Ｐ＜００５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达均增加（ｔ＝１８４０９、１５６６３、
２１０８７、１６０５２，均 Ｐ＜００５）。见图６ＤＩ。提示过
表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过上调ＫＬＦ４抑制宫颈癌
细胞的ＥＭＴ。
２．７　过表达 ｍｉＲ３２０通过抑制 ＫＬＦ４促进宫颈癌
细胞的迁移、侵袭、ＥＭＴ　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测结果
显示，与ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比，ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组的迁移
细胞数和侵袭细胞数均上升（ｔ＝１９６７７、１６３７５，
均Ｐ＜００５），与 ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ＋ｓａｌｉｎｅ组比，ｍｉＲ
３２０ｍｉｍｉｃｓ＋ＡＰＴＯ２５３组的迁移细胞数和侵袭细胞
数均下调（ｔ＝２１０６５、２４３１６，均 Ｐ＜００５）。见图
７ＡＣ。提示激活ＫＬＦ４可以削弱ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ对
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图３　ｍｉＲ３２０靶向调控ＫＬＦ４并抑制ＫＬＦ４的表达

Ａ：双荧光素酶报告基因实验检测ｍｉＲ３２０和ＫＬＦ４在ＣａＳｋｉ细胞中的靶向关系；Ｂ、Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ实验检测ｍｉＲ３２０和ＫＬＦ４在ＣａＳｋｉ细胞中

的表达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ＫＬＦ４在ＣａＳｋｉ细胞中的表达；ａ：ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；ｂ：ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组；ｃ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；ｄ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；与ｍｉｍｉｃｓ

ＮＣ组比较：Ｐ＜００５；与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较：＃Ｐ＜００５

图４　过表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３对宫颈癌细胞迁移、侵袭和ＥＭＴ标志物的影响

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＣａＳｋｉ细胞迁移和侵袭的镜下图 ×１００；Ｂ：迁移细胞数的统计图；Ｃ：侵袭细胞数的统计图；ＤＩ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测

ＣａＳｋｉ细胞中ＥＭＴ标志物蛋白表达的比较；ａ：Ｖｅｃｔｏｒ组；ｂ：ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３组；与Ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜００５
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图５　过表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过抑制ｍｉＲ３２０对宫颈癌细胞迁移、侵袭和ＥＭＴ标志物的影响

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＣａＳｋｉ细胞迁移和侵袭的镜下图 ×１００；Ｂ：迁移细胞数的统计图；Ｃ：侵袭细胞数的统计图；ＤＩ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测

ＥＭＴ的标志物在ＣａＳｋｉ细胞中的表达；ａ：ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；ｂ：ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组；与ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３

＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较：Ｐ＜００５

图６　过表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３通过上调ＫＬＦ４对宫颈癌细胞迁移、侵袭和ＥＭＴ标志物的影响

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＣａＳｋｉ细胞迁移和侵袭的镜下图 ×１００；Ｂ：迁移细胞数的统计图；Ｃ：侵袭细胞数的统计图；ＤＩ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检

测ＥＭＴ的标志物在ＣａＳｋｉ细胞中的表达；ａ：ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｓｉＮＣ组；ｂ：ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｓｉＫＬＦ４组；与 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３＋ｓｉＮＣ

组比较：Ｐ＜００５
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宫颈癌细胞的迁移和侵袭的促进作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显示，与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比，ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ
组的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达减少（ｔ＝１６３９４，Ｐ＜
００５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达
均增加（ｔ＝１８６６２、２５２１３、２１８０９、１５３６４，均Ｐ＜
００５）；与 ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ＋ｓａｌｉｎｅ组比，ｍｉＲ３２０
ｍｉｍｉｃｓ＋ＡＰＴＯ２５３组的Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达增加（ｔ＝
１４８０１，Ｐ＜００５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９的表达均降低（ｔ＝２５４５０、１８４６８、１６２１２、
２２８６６，均 Ｐ＜００５）。见图 ７ＤＩ。提示过表达
ｍｉＲ３２０通过抑制ＫＬＦ４促进宫颈癌细胞的ＥＭＴ。

３　讨论

　　ｃｉｒｃＲＮＡ在癌症发生和发展中的生物学作用越
来越受到关注［６］。本研究表明 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３

在宫颈癌细胞中低表达，其定位于细胞质内，提示

ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在宫颈癌的发展中可能扮演重
要角色；同时发现在宫颈癌细胞中过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３可抑制宫颈癌细胞的 ＥＭＴ、细胞增殖、细
胞侵袭和迁移，这些结果提示，宫颈癌中 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３可能是一种关键的抑癌靶点。此外，本研
究还验证了ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３与 ｍｉＲ３２０之间的
关系。过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３抑制了 ｍｉＲ３２０
的表达。本实验双荧光素酶报告基因实验的数据表

明，ｍｉＲ３２０是 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３的靶点，ｍｉＲ３２０
ｍｉｍｉｃｓ抑制过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３对 ＣａＳｋｉ细
胞迁移、侵袭以及ＥＭＴ的抑制作用。

ｃｉｒｃＲＮＡ参与调控多种细胞生物学过程［７］，也

与宫颈癌密切相关［８］。本 研 究中，ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３在宫颈癌细胞中低表达，过表达ｃｉｒｃＲＮＡ＿

图７　过表达ｍｉＲ３２０通过抑制ＫＬＦ４对宫颈癌细胞的迁移、侵袭、ＥＭＴ的影响
Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＣａＳｋｉ细胞的迁移和侵袭 ×１００；Ｂ：迁移细胞数的统计图；Ｃ：侵袭细胞数的统计图；ＤＩ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 ＥＭＴ

的标志物在ＣａＳｋｉ细胞中的表达；ａ：ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；ｂ：ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ组；ｃ：ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ＋ｓａｌｉｎｅ组；ｄ：ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ＋ＡＰＴＯ２５３组；与
ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较：Ｐ＜００５；与ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ＋ｓａｌｉｎｅ组比较：＃Ｐ＜００５
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ＰＬＥＫＨＭ３后，宫颈癌细胞的迁移和侵袭能力均下
降，提示ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３具有抑制宫颈癌细胞
转移的作用。

肿瘤转移是宫颈癌预后不良的主要原因［９］。

ＥＭＴ是肿瘤细胞迁移和侵袭的关键步骤［９］。在

ＥＭＴ过程中，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的降低会导致细胞连接被
破坏，具有抑制癌细胞 ＥＭＴ、迁移和侵袭的作用，而
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的增加参与了 ＥＭＴ过程的发生，可促进
细胞的迁移和侵袭［９］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ被
报道［１０］与恶性肿瘤和转移有关。本研究表明，过表

达ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３能够降低 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白
表达并增加Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表达，表明 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３具有抑制宫颈癌细胞的 ＥＭＴ、转移和侵
袭的潜力。此外，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９等蛋
白也是ＥＭＴ过程的关键参与因子［１１］。本研究结果

显示，过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３抑制了 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达，这些发现进一步证明了
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在宫颈癌 ＥＭＴ调控中的重要
性。

许多 ｃｉｃｒＲＮＡ通过调节 ｍｉＲＮＡ的表达来实现
其调控功能。ｍｉＲ３２０作为促癌 ｍｉＲＮＡ分子，在肿
瘤组织中表达上调［５］。本研究表明 ｍｉＲ３２０是 ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３在宫颈癌细胞中的靶分子，ｃｉｒ
ｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３过表达明显抑制了宫颈癌细胞中
ｍｉＲ３２０的表达，细胞迁移和侵袭实验也揭示了
ｍｉＲ３２０的模拟物逆转了 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３对宫
颈癌细胞迁移、侵袭、ＥＭＴ的抑制作用，这就证明
ｍｉＲ３２０参与了 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３对宫颈癌细胞
恶性进展的负调控作用。近年来发表的文章［５］支

持了本研究结果，如在卵巢癌细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３与ｍｉＲ９或 ｍｉＲ３２０都具有靶向调节关系，
ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３可明显抑制 ｍｉＲ９或 ｍｉＲ３２０
的表达，当过表达 ｍｉＲ９或 ｍｉＲ３２０后，ｃｉｒｃＲＮＡ＿
ＰＬＥＫＨＭ３对卵巢癌细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭
的调作用被逆转。

　　ｍｉＲＮＡ通过靶向调控基因的表达来对肿瘤细
胞进行调控。之前的研究［５］显示ｍｉＲ３２０在卵巢癌
中是促癌 ｍｉＲＮＡ。本研究中的结果表明 ｍｉＲ３２０
的靶基因是 ＫＬＦ４。作为一个关键抑癌基因，ＫＬＦ４
在多种肿瘤中的蛋白表达缺失，过表达 ＫＬＦ４表现
出明显的抗肿瘤特征［１２］。本研究进一步观察到

ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ可以抑制ＫＬＦ４的表达，而 ＫＬＦ４的
激活剂ＡＰＴＯ２５３则抑制了 ｍｉＲ３２０ｍｉｍｉｃｓ对宫颈
癌细胞迁移、侵袭和ＥＭＴ过程中的促进作用。提示

ＫＬＦ４是ｍｉＲ３２０的功能性下游靶基因。此外，本研
究还证明 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３过表达可以促进
ＫＬＦ４的表达，而沉默 ＫＬＦ４能够明显恢复细胞迁
移、侵袭和 ＥＭＴ过程。由此可见，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３通过抑制 ｍｉＲ３２０的上调来抑制 ＫＬＦ４的表
达，从而调控宫颈癌细胞的ＥＭＴ过程。

综上所述，本研究结果表明ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３
在宫颈癌细胞的 ＥＭＴ中具有抑制作用。通过调节
ｍｉＲ３２０的表达，ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥＫＨＭ３能够对 ＫＬＦ４
的表达进行调控。这些发现为进一步了解和干预宫

颈癌的转移和侵袭提供了重要的理论依据，也为开

发新的治疗策略和靶向药物提供了潜在的方向。然

而，还需要更多的研究来深入探究 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ＰＬＥ
ＫＨＭ３、ｍｉＲ３２０和 ＫＬＦ４之间的调控网络，以及它
们在宫颈癌发生与发展中的具体作用机制。
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