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宫颈癌（*2,R+*4; *49*2,M 77）作为最常见的妇科

癌症，具有很高的发病率和死亡率，在全世界由癌

症导致的死亡病例中位于第四位\$]。每年全球大约

有 &" 万名女性被确诊为宫颈癌，其中因为宫颈癌

而死亡的人数更是远远超过了 %" 万人\!]。科学证

据清楚地表明，宫颈癌是由人乳头瘤病毒（JCG49

E4E+;;HG4 R+,C8，16^）某些基因型的持续感染引起

的\%]。因此，近年来细胞学和Z或 16^ 筛查计划成为

预防宫颈癌的有效措施\_]，外科手术结合放疗和化

疗是治疗和增加宫颈癌患者生存时间的主要策略\&]。

然而，由于肿瘤的复发和转移，宫颈癌患者的预后

常常不如预期所料\>]。因此，深入研究宫颈癌发生的

分子机制对开发新的癌症相关生物标志物以及寻

找新的治疗方法都是至关重要的。

环状 0(.（*+,*0(.）是一种非编码 0(.（9H9`

*HO+9K 0(.M 9*0(.），也是近年来 0(. 领域的研究

热点。7+,*0(. 不像线性 0(. 那样具有 &*端帽结

构和 %*端多聚体（.）尾，而是形成了具有共价键的

封闭环状结构\/]。环状 0(. 不受 0(. 核酸外切酶

的影响，所以它的表达更稳定\=]。这些特性使得环状

0(. 在作为新的临床诊断标志物的开发和应用中
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具有明显的优势。近来大量研究表明，!"#!$%& 在许

多生物过程中发挥重要作用'()。在由特定蛋白质复

合物和互补 $%& 元件调节的反向剪接后，!"#!$%&

可通过与 *"$%& 或 $%& 结合蛋白相互作用参与

肿瘤进展'+,-./--)。越来越多的研究表明，!"#!$%& 可以

作为竞争性内源 $%&（!0*123"45 2460524078 $%&，

!2$%&）而发挥作用。例如：!"#!$%& !9:$; 可以通

过充当 *"!#0$%&/-.+ 的海绵，调节 9:$; 的表达

进而促进膀胱癌的进展'-<)。

研究表明 !"#!=&%-&< 在鼻咽癌、口腔癌、甲状

腺癌、卵巢癌和肺癌中表达上调，可能作为这些疾

病的血清学标志物，但其作用机制目前仍不明了'->)。

在本研究中，通过 $%&高通量测序的方法发现9%:?!

处理后 @2AB 细胞中 !"#!=&%-&< 表达水平升高。过

表达 !"#!=&%-&< 可以促进宫颈癌细胞的迁移、侵

袭和增殖能力。表明其在宫颈癌的诊断和治疗中可

能具有重要的潜在价值。

! !"#$%

-C- !"#$ 宫颈癌 @2AB 和 D"@B 细胞（&9;;，

美国），$E=F -GH. 液体培养基，I=J= 液体培养基

（KFL;M，美国），细胞培养箱（9N2#*0 :"8N2#，美国），

胎牛血清（:LDO KFL;M，美国），9%:?!（碧云天生物

科技有限公司，中国），$%B82 $（广州吉赛生物科技

有限公司，中国），$%& 分离试剂盒（&!3"P2 *03"Q，美

国），=99（DFK=&?&R6#"!N，美国），A"10Q2!3B*"429=

<... #25243（F4P"3#0524，美国）

-C< !"%&

-C<C- 细胞培养 人宫颈癌细胞系 @2AB 和 D"@B

细胞在含有 S!或 -.!胎牛血清、-.. "5T*A 链霉素

和 -.. FUT*A 青霉素的 $E=F?-GH. 或 I=J= 培养

基中培养，将细胞孵育在 >+ "含 V!;M

<

的培养箱

中，待细胞汇合度达到 S.W#(.W时进行传代培养。

-C<C< 9%:?! 加药处理 将 @2AB 细胞接种至两个

-.. *A 细胞培养瓶。H. N 后取出其中一瓶标记为

“9%:?! 组”，弃去原培养液，加入 S *A 含 G. 45T*A

9%:?! 的培养液，另一瓶标记为“无处理组”，加入

等体积的细胞培养液。

-C<C> 实时荧光定量 E;$（$9?XE;$） 使用 DYL$

E#2*"Z JZ 9BX9=（9B[B$B，中国）进行 $9?XE;$ 以

检测 $%& 的表达水平。#?B!3"4 作为内源性对照。

$9?XE;$ 的所有引物如表 - 所示。

-C<CH ;"#!=&%-&< 过表达及敲降 质粒均由上海

通用生物有限公司合成。

-C<CV $%B82 $耐受性 将@2AB细胞接种到 -..*A

细胞培养瓶内，HS N 后提取宫颈癌细胞总 $%&。用

-< FUT"A $%B82$ 处理后，通过 $9?XE;$ 检测

!"#!=&%-&< 和 R"42=&%-&< 的表达水平。

-C<CG 核质 $%& 分离 按照 &!3"P2 *03"Q 说明书步

骤进行核质 $%& 分离。

-C<C+ 9#B48\2RR 迁移 T侵袭 转染 <H N 后，-$ELD

洗涤细胞，重悬于无血清培养基中并接种到不含T含

=B3#"52R 的 3#B48\2RR 上层小室进行迁移（G$-.

H 细

胞）T侵袭（S$-.

H 细胞）实验。下室加入 G.. "A 含有

<.!:LD 的细胞培养基。温育 HS N 或 +< N，将迁移T

侵袭的细胞用固定液（+V!甲醇?<V!冰醋酸）固定

并用结晶紫染色。在 -.. 倍放大倍数下随机选取 V

个视野，并在 %"]04 9J<... 显微镜下对迁移T侵袭

的细胞计数。

-C<CS =99 转染 <H N 后，以 H ...T孔的密度将细

胞接种到 (G 孔板。分别在 <H N、HS N 和 +< N 加入

-. "A =99，继续培养 H^G N。避光弃去原含 =99 的

培养液，加入 -.. "A I=DM，避光摇晃 V *"4，使甲

瓒充分溶解。测定 MIH(. 波长处的吸光度值。

-C<C( 集落形成 转染 <H N 后，以 V..T孔的密度将

细胞接种到 -< 孔板。每 > 6 更换 - 次新鲜培养液，

持续两周。用结晶紫染色，然后计算相对细胞集落

形成率。

-C> '()*+ 所有作图软件均为 K#B1NEB6

E#"8* GC.。两组间均数比较采用 ! 检验方法进行处

理。所有数据结果均代表 > 次重复试验的平均值。

以 " _.C.V 作为有统计学意义的标准。

" &'

<C- 9%: ?! ,- @2AB ./0 !"#!=&%-&< 1

2 9%:?! 处理后的 $%& 高通量测序分析共检测

到 (S 种表达上调和 G> 种表达下调的 !"#!$%&。其

中表达上调的 !"#!=&%-&< 来源于 =&%-&< 母基

因，位于 - 号染色体第 --+H.<-SG?--+H.VGHV 碱基。

经 $9?XE;$ 验证得知 !"#!=&%-&< 表达水平确实

升高（"_.C..-，图 -&）。$%B82 $ 耐受性实验结果表

明相比于线性 =&%-&<（R"42=&%-&<），!"#!=&%-&<

更能够耐受 $%B82 $ 消化（"_.C.V，"_.C..-，图 -L）。

( ! )*+,-./

#$% ! &'()'*+' ,- '$+. /'*' 0123'1

引物（$9?XE;$）

!"#!=&%-&<?Q0#\B#6

!"#!=&%-&<?#2P2#82

R"42=&%-&<?Q0#\B#6

R"42=&%-&<?#2P2#82

$?B!3"4?Q0#\B#6

$?B!3"4?#2P2#82

序列（V%?>%）

&;;99K9&KK&&9&;K9KK9K

9;9;9K9;9K&&999;9K;9;

&;;99K9&KK&&9&;K9KK9K

&&9;&&KK99K9;99;&&9;;

;K9K&;&99&&KK&K&&K;9K

;9&K&&K;&999K;KK9KK&;
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核质 !"# 分离实验表明 $%&$'#"()* 主要定位于

细胞核中（!+,-,,.，图 ./）。

0-0 /%&$12".)0 !"#$%&'()*+ 为

了研究 $%&$1)".)0 对宫颈癌细胞恶性行为的影

响，构建 $%&$1)".)0 过表达及敲降质粒，并用 !34

56/! 检测质粒有效性。结果表明转入 $%&$')".)0

过表达质粒后 $%&$')".)0 表达水平升高，7%89!

1#".#0 表达水平没有明显变化；转入 $%&$!

1#".#0 敲降质粒后 $%&$1#".#0 表达水平降低，

7%891#".#0 表达水平没有明显变化，表明构建的

质粒只影响环状 !"# 表达水平而不影响线性 !"#

表达（!:,-,.，图 0#）。细胞迁移是指细胞在接收到

迁移信号或感受到某种物质的梯度后而产生的移

动。细胞迁移是正常细胞的功能之一，并且与癌症

转移密切相关，因此利用 ;&<8=>977 迁移实验来研究

$%&$12"(2* 对肿瘤细胞迁移能力的影响。结果发

现：过表达 $%&$12"(2* 促进宫颈癌细胞迁移能力，

敲降 $%&$12"(2* 抑制宫颈癌细胞迁移能力（!+

,-,?，!+,-,,(，图 *@；!+,-,(，!+,-,,(，图 */）。

*-A B%&$12".2* ,"-$.&'/0*+ 癌

细胞侵袭是指肿瘤细胞向局部侵犯或远处转移的

能力。癌细胞的侵袭转移是恶性肿瘤最重要的特征

之一，也是影响患者预后的主要因素。因此利用

;&<8=>977 侵袭实验来研究 $%&$12".2* 对肿瘤细胞

侵袭能力的影响。结果发现：过表达 $%&$12".2* 促

进宫颈癌细胞侵袭能力，敲降 $%&$12".2* 抑制宫

颈癌细胞侵袭能力（!+,-,.，图 A2；!+,-,.，!+,-,,.，

图 A@）。
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!"# $%&'()*+)! !"#$%&'() 细胞活

性是指细胞的生理状态和功能。活细胞线粒体内的

琥珀酸脱氢酶能使外源性 (,, 还原为不溶性甲瓒

并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。因此利用(,,

实验来研究 '%&'()*+)! 对肿瘤细胞活性的影响。

过表达 '%&'()*+)! 促进宫颈癌细胞活性，敲降

'%&'()*+)! 抑制宫颈癌细胞活性（!-.".+，!-."..+，

图 #)；!-."./，!-.".+，!-."..+，图 #0）。

!"/ $%&'()*+)!*"#$+&,-./012 单

个细胞在体外持续增殖 1 代以上，其后代形成一个

细胞群体，称为集落。因此集落形成实验是检测细

胞增殖能力的有效方法之一。过表达 '%&'()*+)!

促进宫颈癌细胞体外增殖能力，敲降 '%&'()*+)!

抑制宫颈癌细胞体外增殖能力（!-."..+，图 /)；!-

."..+，图 /0）。

! !"

研究表明，宫颈癌是由 234 某些基因型的持

续感染引起的。而炎性细胞因子 ,*56! 诱导的核

因子6"0 活化是炎症导致癌症的常见机制。研究表

明 ,*56! 诱导的慢性炎症能够增加细胞的易感性

并导致恶性肿瘤的进展7+#6+/8。在慢性炎症转化为癌

症的发生、发展过程中发现了很多 9%:*)，如 9%:6

+.;、9%:6<!.;、9%:6#=/ 等与结肠癌或胃癌的进展

有关7+16+>8。笔者实验室之前已经发现一些 9%:*) 受

核因子6"0 转录调控，其中 9%:6!<; 和 9%:6#!= 分

别通过靶向核因子6"0 抑制蛋白激酶（?@@）! 和

?@@# 形成了反馈调节环7+=6!.8。但是，与慢性炎症转

化为癌症相关的 '%&':*) 的研究却几乎没有。因

此，对这类 '%&':*) 的研究将为宫颈癌的诊断和治

疗提供新的临床依据。

近年来，大量研究表明，'%&':*) 与多种人类疾

病的发生、发展密切相关，在几种人类癌症中充当

必需的调节剂。已经发现许多 '%&':*) 在宫颈癌中

异常表达。例如，通过生物信息学分析发现，与正常

组织相比，AB;C'%&':*)C+.+==1 在宫颈癌组织中高

表达，较高水平的 AB;C'%&':*)C+.+==1 与宫颈癌患

者的预后不良有关，机制上，AB;C'%&':*)C+.+==1

通过 9%:6>.D/E,3F! 途径抑制了宫颈癌细胞的增

殖、迁移和侵袭7!+8。此外，AB;C'%&'C....!1< 可通过影

响 9%:6+/.6/G 调节 (H(# 的表达促进肿瘤细胞

增殖和迁移能力7!!8。过表达的 '%&'C..1D=<# 可以通

过 9%:6/#/EI?5<$ 轴促进宫颈癌进展7!<8。

本文研究结果表明，炎性细胞因子 ,*56! 促进

'%&'()*+)! 的表达，过表达 '%&'()*+)! 促进宫颈

癌细胞的迁移、侵袭和增殖。提示 '%&'()*+)! 可能

参与宫颈癌的发生、发展，并且可能为宫颈癌的诊

断治疗和预后提供新的思路。
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E2统计学符号：按 bPg` GFFc2EfCDD[《统计学词汇及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

C2研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究），实验设计（应告

知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等），临床试验设计（应告知属于第几期临床试

验，采用了何种盲法措施等）；主要做法应围绕 K 个基本原则（重复、随机、对照、均衡）概要说明，尤其要告知如何控制重要非试

验因素的干扰和影响。

G2资料的表达与描述：用 !"# 表达近似服从正态分布的定量资料，用 !（"#）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，要合

理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值的标法符

合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 CD，要注意区分百分率与百分比。

K2统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选择合适的统计学分

析方法，不应盲目套用 $ 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条

件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用 $

C 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回归

类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要

在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、合理的

解释和评价。

F2统计结果的解释和表达：应写明所用统计学方法的具体名称（如：成组设计资料的 $ 检验、两因素析因设计资料的方差分

析、多个均数之间两两比较的 $ 检验等），统计量的具体值（如 $rG2KF，!CrK2Hc，%rH2\[ 等）；在用不等式表示 & 值的情况下，一般

情况下选用 &sD2DF、&tD2DF 和 &tD2DE G 种表达方式，无须再细分为 &'D2DDE 或 &tD2DDD E。当涉及总体参数（如总体均数、总体率

等）时，在给出显著性检验结果的同时，应再给出 [Fu可信区间。
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