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circ-ITGA7上调 ASXL1抑制结直肠癌细胞
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揖摘要铱 目的 探讨 circ-ITGA7 是否通过上调 ASXL1 抑制结直肠癌细胞增殖遥 方法 采用

RT-qPCR检测结直肠癌及癌旁组织中 circ-ITGA7 和 ASXL1 mRNA 表达水平袁 并用皮尔森相关性分
析检测其相关性遥 RT-qPCR检测结直肠癌细胞株与正常肠道粘膜细胞株 circ-ITGA7表达差异遥采用
质粒转染法在 HCT116 细胞中过表达 circ-ITGA7袁 以 RT-qPCR 和 western blot 检测 ASXL1 的 mRNA
与蛋白表达水平遥 Cck-8对比 circ-ITGA7过表达与否的 HCT116细胞 7天内的增殖活性遥 通过转染
siRNA与质粒袁 以 HCT116细胞集落形成实验对比过表达 circ-ITGA7和沉默 ASXL1 对 HCT116 细胞
集落形成数量的的影响遥 结果 RT-qPCR结果显示袁circ-ITGA7 在结直肠癌组织与细胞株中表达显
著低于癌旁组织和正常肠道粘膜组织细胞株袁且其在结直肠癌组织中与 ASXL1 的表达呈正相关性遥
过表达 circ-ITGA7 组的 ASXL1 蛋白及 mRNA 的表达水平显著高于对照组遥 Cck-8 检测示袁 过表达
circ-ITGA7组的吸光度于第 5尧6尧7天显著低于对照组遥 细胞集落形成实验示袁过表达 circ-ITGA7 组
HCT116 细胞的集落形成数量显著低于对照组袁circ-ITGA7 过表达且 si-ASXL1 沉默组与对照组差异
无统计学意义遥 结论 Circ-ITGA7通过上调 ASXL-1抑制结直肠癌细胞增殖遥

揖关键词铱 Circ-ITGA7曰ASXL-1曰结直肠癌

Circ-ITGA7 inhibits HCT116 proliferation by upregulating ASXL1 YANG Guang-pu1, YE Jin-ning1,
CHEN Jian-hui1, CHEN Si-le1, YE Zhi-jun1, XU Kai -wu1, WANG Zhao1, CHEN Chuang-qi1, CAI Shi -
rong1, MA Jin-ping1 渊1.Centre of gastrointestinal surgery, The First Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen Uni鄄
versity, Guangdong Province , Guangzhou, 510800冤
悦燥则则藻泽责燥灶凿蚤灶早 葬怎贼澡燥则院 Ma Jin-ping, Email: dr_lancetty@163.com

揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 This study aims to verify if circ-ITGA7 inhibits proliferation of HCT116 cells
via upregulating ASXL1. Methods RT-qPCR was employed to compare the RNA expression level of circ-
ITGA7 and ASXL1 in colorectal cancer and para-cancerous tissue. Pearson爷s Correlation Test was used to
assess their correlation. RT -qPCR was used to test the circ -ITGA7 expression levels in HCT116尧HT29尧
DLD1尧SW480 and NCM460 cells. circ -ITGA7 vectors were transfected to build over -expressed HCT116
cells. Protein and mRNA expression were tested by RT-qPCR and western blot. The effect of circ-ITGA7 on
proliferation in HCT116 cells was tested by cck -8 kit. Colonies formation assay was employed to assess
the effect of circ -ITGA7 over -expression and ASXL1 silence on the colony formation of HCT116 cells .
Results Compared with para-cancerous tissue and NCM460 cells, the expression of circ-ITGA7 is signifi鄄
cantly lower in colorectal cancer and in in-vitro colorectal cancer cell lines respectively. Cric-ITGA7 is posi鄄
tively corelated with the mRNA expression of ASXL1. Overexpression of circ -ITGA7 statistically generates
more ASXL1 mRNA and protein than blank group. Overexpression of circ-ITGA7 generates significantly more
OD on 5 th, 6 th and 7 th day than control group. The number of colonies formatted by the circ-ITGA7 over-
expressed cells was significantly lower than control group. Co -transfection of circ -ITGA7 and si -ASXL1
makes more colonies than transfection of circ-ITGA7 only. Conclusion circ-ITGA7 inhibits HCT116 pro鄄
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环状 RNA 是一类不具有 5 耶至 3爷 端线性结
构袁 而以共价形式结合成三维环状结构的基因表
达产物袁 它们在细胞核内外发挥着结合微小 RNA
及 RNA 结合蛋白尧mRNA 剪切的功能袁 极少数具
有翻译蛋白质的可能咱1, 2暂遥 结直肠癌的发生尧发展
机制包括基因突变袁 染色体不稳定尧DNA 修复缺
陷尧 微卫星不稳定尧CpG岛甲基化表型变化等袁它
们在结直肠癌的发展过程中扮演着举足轻重的角

色咱3-5暂遥 近年来袁环状 RNA在肿瘤形成和进展中的
重要的功能亦引起了学者重视遥一些环状 RNA已被
证实对于结直肠癌细胞增殖尧 侵袭具有重要影响袁
它们包括 ciRS7尧hsa_circ_0020397尧hsa_circ_0071589尧
circ_HIPK3尧 circ_0026344尧circ_001569尧hsa_circ -
000984咱6-12暂遥 然而袁更多与结直肠癌发生与发展有
关的环状 RNA 的表达谱及功能仍亟待探索和研
究遥 ITGA7基因位于人类染色体 12q13袁该基因低
表达与恶性胸膜间皮瘤的发生具有相关性 咱13暂袁本
文依据前期对部分结直肠癌组织的二代基因测序

结果袁 推测 circ-ITGA7在结直肠癌组织与正常肠
道粘膜组织中的表达之间存在差异袁而有关 circ-
ITGA7 在结直肠癌中的功能报道较少 遥 人类
ASXL1 基因同源于果蝇 Asx 基因袁 生理状态下对
细胞分裂与增殖过程发挥双向调控作用咱14暂袁但其
上游调控机制尚不清楚遥 本文通过探索 circ-ITGA
在结直肠癌组织尧 结直肠癌细胞株中的表达及其
对细胞增殖功能的作用袁 探究 circ-ITGA7是否通
过调控 ASXL-1 影响结直肠癌细胞的增殖袁 为进
一步寻找结直肠癌的早期诊断新指标及治疗新靶

点提供依据遥
1 材料与方法

1.1 细胞培养及转染 本研究使用的 SW480尧
DLD1尧HT29尧HCT116尧NCM460 细胞株购自美国种
质包藏中心渊ATCC冤袁并按照 ATCC 推荐条件及方
法培养 遥 对于 SW480 细胞 袁 基本培养基采用
Leibovitz's L-15 培养基曰对于 HCT116尧HT29 则采
用改良 McCoy's 5 a 培养基曰DLD-1 与 NCM460 培
养于 RPMI-1640培养基中遥 完全培养基由各基本
培养基混合 10%胎牛血清渊Gibco, 美国冤制成曰传
代采用每孔 1 ml 0.25%渊w/v冤胰酶-0.53 mM EDTA

溶液袁在 37益条件下消化细胞 2~4 分钟袁以 10 ml
完全培养基终止消化袁1500转离心细胞悬浮液袁弃
去上清液后加入完全培养基重悬细胞袁 使用血球
计数板计数后接种细胞遥 在 6 孔板中培养增殖至
占据培养板底面积 60~70%时袁使用 Lipofectamine
2000 试剂盒渊赛默飞世尔袁美国冤袁将 siRNA 序列
渊锐博袁中国冤以 10 ng院1 滋L stem reagent 的比例溶
解于 50 倍体积的基本培养基中袁室温静置 10 min
后以 50 滋L/孔加入各组细胞共同培养遥 质粒转染
采用 Lipofectamine 3000 试剂盒 渊赛默飞世尔袁美
国冤袁根据操作说明袁将 2 滋g/滋L 过表达质粒 DNA
渊锐博袁中国冤袁4 uL/滋L stem reagent 溶于基本培养
基中室温培育 15分钟后袁以 250 滋L/孔加入各孔袁
37益袁5% CO2 条件下细胞培养遥 本研究使用的
siRNA 序列为院Si-ASXL1渊1冤: GCTGATGGTGAATT
TACTCAT; si -ASXL1渊2冤: GCTTCTGTAAGTATGCT
CTAT遥
1.2 标本收集 研究使用的结直肠癌与癌旁正

常肠道粘膜组织标本袁来自于 2018 年 3 月到 5 月
内连续收治于中山大学附属第一医院胃肠外科中

心袁病理诊断为结直肠癌的 20 例患者遥 在标本离
体 30 min内袁 将肿瘤组织及癌旁组织用流水冲洗
干净袁剪下 0.5 cm3 标本浸入 RNAlater 中渊赛默飞
世尔袁美国冤袁保存液体积不小于标本体积的 5倍袁
浸入后立刻置于冰上运输袁30分钟内转移到原80益
冰箱保存遥获取肿瘤组织时应避开组织中心坏死尧
机化部分袁 获取的癌旁组织应为距离肿瘤组织
5 cm以上的正常肠道粘膜组织咱15暂遥
1.3 实时荧光定量 RCR 采用 TRIzol渊Invitrogen袁
美国冤尧TriPure Isolation Reagent 试剂盒 渊罗氏袁美
国冤和 GeneJET RNA 提纯试剂盒 渊Invitrogen冤分别
收集细胞和组织 RNA遥 使用 KAPA SYBR? FAST
qPCR Master Mix渊Kapa Biosystems袁美国冤及 CFX96
渊波导袁美国冤实时定量 PCR 检测扩增荧光强度袁
2 -吟吟CT 法计算基因表达水平遥 对于环状 RNA 和
mRNA袁研究采用 GAPDH 水平作为内参遥 本研究
使用的引物有院

ASXL-1 引物序列为 F: TCAGAGCAATGTTAC
AGGCCA, R: CTGTTCTCGGCAT TTGCCTT曰

circ-ITGA7 的引物序列为 F: GTGTGCACAGG

liferation via upregulating ASXL1.
揖运藻赠 憎燥则凿泽铱 circ-ITGA7; ASXL1; Colorectal cancer
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TCCTTCCAA, R: TGGAAGTTCTGTGAGGGACG遥
1.4 Western Blot 将细胞以每孔 100 滋l RIPA 裂
解液置于冰上裂解 30 min袁 以细胞刮刀将细胞刮
下并离心保存遥BCA法测定样品蛋白浓度遥跑胶前
100益蛋白变性袁 以每孔 50 滋g蛋白上样袁120V恒
压电泳至 Marker分离袁 冰浴横流 395 mA 横流转
膜 180分钟袁5%脱脂牛奶封闭后以抗 ASXL1 多克
隆抗体渊Cell Signaling Technology, 美国袁1院1000冤或
抗 GAPDH单克隆抗体 渊碧云天袁 中国袁 1院1000冤
4益摇动孵育过夜袁羊抗兔荧光标记抗体渊碧云天袁
中国袁1院500冤孵育 2 h袁浸于发光液中 2 min袁发光
仪室内曝光拍照遥
1.5 细胞增殖功能实验 CCK-8 检测依照 cck-8
试剂盒渊东仁袁日本冤执行袁将细胞以 5000/cm2接种
到 96 孔细胞培养板渊康宁袁美国冤袁分别在培养 1尧
2尧3尧4尧5尧6尧7天后加入 10 ul CCK-8 工作液袁37益
孵育 4 小时后袁在酶标仪中渊BioTek袁美国冤于 450
nM波长处测得吸光度 OD值遥 细胞集落形成实验
中袁 细胞以 500 个/孔的密度种植于 6 孔板中袁在
37益条件下培养 14 天袁 以 0.5 ml/孔甲醇固定 20
min袁0.5%结晶紫溶液渊碧云天袁中国冤染色 15 min
后镜下观察记录遥
1.6 统计 采用 SPSS软件渊Version 20.0, SPSS Inc,
美国冤计算袁两组间连续变量比较采用 t检验检测袁
多组连续变量比较采取单因素方差分析法检测袁
两组连续变量相关性采用皮尔森相关性分析法检

测袁 结果均以平均值依标准差形式报道袁P约0.05认
为有统计学意义遥
2 结果

2.1 circ-ITGA7在结直肠癌组织及细胞株中低表
达袁且与 ASXL1 的表达具有正相关性 采用 RT-
qPCR 对比 20 对癌组织及癌旁组织中 circ-ITGA7

的表达水平袁 结果示癌组织中 circ-ITGA7的表达
水平低于癌旁组织袁差异具有统计学意义渊P<0.05冤
渊图 1A冤遥 体外培养 HCT116尧HT29尧DLD1尧SW480
及 NCM460 细胞株袁RT-qPCR 结果示 circ-ITGA7
在结直肠癌细胞株渊HCT116尧HT29尧DLD1尧SW480冤
中表达低于正常肠道粘膜组织细胞株 NCM460袁差
异有统计学意义渊P约0.01冤渊图 1B冤遥 在结直肠癌组
织中袁circ-ITGA7 的表达水平与 ASXL1 的 mRNA
水平具有正相关性渊P约0.01袁R2=0.67冤渊图 1C冤遥
2.2 过表达 circ -ITGA7 可上调 HCT116 细胞
ASXL1 的 mRNA 及蛋白水平 将 circ-ITGA7 载
体和空载体转染入 HCT116 细胞株袁RT-qPCR 和
western blot 检测 ASXL1 的 mRNA 及蛋白表达水
平遥 结果示袁 对于 HCT116细胞株袁 过表达 circ-
ITGA7 可提高 ASXL1 mRNA渊P约0.05冤及蛋白渊P约
0.05冤的表达水平袁差异具有统计学意义渊图 2冤遥
2.3 circ-ITGA7 通过上调 ASXL1 抑制结直肠癌
细胞增殖 研究应用 cck-8 试剂盒检测对比了过
表达 circ-ITGA7 与空质粒对照组的 HCT116 增殖
活动袁结果示袁过表达 circ-ITGA7 的 HCT116 细胞
在第5尧6尧7 天吸光度值高于对照组袁 差异具有统
计学意义渊图 3A冤遥 为进一步验证 ASXL1 在 circ-
ITGA7 抑制细胞增殖过程中的作用袁 研究应用细
胞集落形成实验对比了 circ -ITGA7 过表达与
ASXL1沉默对细胞集落形成数量的影响袁 结果提
示袁circ-ITGA7 过表达组形成的细胞集落数量显
著低于对照组 袁circ -ITGA7 过表达同时沉默
ASXL-1 组的细胞集落数量与对照组无统计学差
异袁但显著高于 circ-ITGA7过表达组渊图 3B冤遥
3 讨论

环状 RNA 的分布广泛袁且参与增殖尧分化等
多个细胞功能袁 亦可由外泌体进入细胞外液袁是

图 1 circ-ITGA7 在结直肠癌组织及细胞中的表达
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图 2 circ-ITGA7过表达对 HCT116细胞中 ASXL1表达的影响

最具潜力的潜在肿瘤标记物和治疗靶点 咱16-18暂遥
近期袁 学者已研究了一些在结直肠癌中发挥作
用的环状 RNA遥 相较于癌旁正常粘膜组织袁在
结 直肠癌组织中高表达的环状 RNA 包括
ciRS7尧 circ_HIPK3尧 circ_001569尧hsa_circ -000984
及 hsa_circ_0020397 咱4,6,7,9,10暂曰 低 表 达 的 包 括

hsa_circ_0071589及 circ_0026344咱5, 8暂遥 本文着眼于
circ-ITGA7 对结直肠癌细胞增殖的作用袁 探究
circ-ITGA7在结直肠癌细胞中可能作用的靶基因遥

一些学者已报道 ITGA7 基因与恶性疾病相
关遥 在恶性胸膜间皮瘤组织中袁ITGA7的低表达和
肿瘤的转移具有相关性咱13暂遥 正常的 ITGA7表达是
抑制前列腺癌和黑色素瘤转移和侵袭的条件咱19, 20暂遥
本研究对比结直肠癌组织与癌旁正常粘膜组织袁
结直肠癌细胞株与肠道粘膜组织细胞株袁 认为结
直肠癌组织及细胞中 circ-ITGA7 低表达袁 并在体
外细胞株中证实 circ-ITGA7具有抑制结直肠癌细
胞增殖袁且促进其凋亡的作用遥Li等咱21暂的一项同期
研究也报道了类似的结果袁Li 等应用集落形成实
验与 cck-8增殖实验的方法袁 提出 circ-ITGA7 过
表达抑制 RKO 和 SW620 细胞的增殖遥 本研究在
与之不同的细胞系袁 即 HCT116 细胞中亦得出此

结果袁 进一步巩固了 circ-ITGA7 对结直肠癌增殖
的抑制作用遥

环状 RNA的功能尚未完全明确袁已知的生物
功能包括分子海绵尧 蛋白质的翻译尧RNA的剪切袁
其中袁分子海绵作用目前被认为是环状 RNA 最主
要的作用形式咱22, 23暂遥 环状 RNA的野分子海绵冶作用
与其碱基配对有关遥 在前期课题中袁 生物信息库
TargetScan, miRDB, miRTarbase 及 miRMap 提示
circ -ITGA7 序 列 段 CCAAATTGTTCATGGCCTT
GGG 及 TCATCCCGGATGGCCAGGTCC 可能通过
某微小 RNA 作用于 ASXL1 序列段 CCGCCGCCCC
AGCCCCGCGCC袁 推测 ASXL1 可能是 circ-ITGA7
的作用靶点所在遥本研究从临床组织标本出发袁证
实 circ-ITGA7 与 ASXL-1 mRNA 在结直肠癌组织
中表达水平具有正相关性袁进一步地袁证明体外过
表达 circ-ITGA7能够上调 HCT116细胞 ASXL1基
因及蛋白的表达水平袁 初步证实了 circ-ITGA7在
结直肠癌细胞中对 ASXL1的上调作用遥

ASXL-1为果蝇 Asx基因的人类同源序列咱14暂袁
生理过程中袁 该序列作用于视黄酸受体介导的转
录过程袁可发挥激活和抑制双向活性袁对细胞的分
裂与增殖起到调控功能 遥 与恶性疾病相关的

图 3 circ-ITGA7过表达及 ASXL1沉默对结直肠癌细胞增殖的影响
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ASXL-1 突变袁常常导致 ASXL-1蛋白产物被截短
甚至失活咱24, 25暂袁因此袁ASXL1 表达水平和功能的变
化可能在细胞增殖的调控中具有重要作用遥 本研
究利用细胞株的过表达-沉默实验袁 证实沉默
ASXL1能够削弱 circ-ITGA7对结直肠癌细胞增殖
活性的抑制遥 籍此可以认为袁在结肠癌组织中袁下
调的 circ-ITGA7 对 ASXL1 的上调作用减弱袁因而
促进了结直肠癌细胞的增殖遥诚然袁本研究结果局
限于体外研究袁 有待动物实验进一步完善得出的
结论遥 未来的探索可着眼于 circ-ITGA7 作用于
ASXL1 的具体机制袁如分子海绵尧RNA 剪切尧蛋白
编辑等展开探讨袁 为 circ-ITGA7 早日服务于临床
诊断和治疗提供更加坚实的理论基础遥
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