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［摘要］　目的：基于前期ＲＮＡｓｅｑ测序发现ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１在卵巢癌中高表达，为研究ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１在上皮性
卵巢癌发生发展中的作用，我们研究了ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１对人上皮性卵巢癌裸鼠移植瘤生长、裸鼠生存时间的影响。
方法：分离细胞核与细胞质后分别提取 ＲＮＡ进行 ＲＴｑＰＣＲ及琼脂糖凝胶电泳分析，验证 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１为环状
ＲＮＡ并确定其亚细胞定位。构建 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１表达载体，转染 ＳＫＯＶ３卵巢癌细胞后通过 Ｇ４１８筛选得到 ｈｓａ
ｃｉｒｃ０００６３６１稳定表达及空载体ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８卵巢癌细胞株。通过小鼠皮下注射上述卵巢癌细胞建立卵巢癌裸鼠
移植瘤模型，评价ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１表达对卵巢癌细胞移植瘤生长及裸鼠存活时间的影响。结果：ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１
是主要分布在细胞质的环状ＲＮＡ。ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１过表达细胞株组裸鼠皮下移植瘤生长与 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８组相比，
从接种后第１２天开始生长速度明显加快（Ｐ＜０．０５），而 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１实验组小鼠体重相比 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８对照
组，第９天起体重明显更轻（Ｐ＜０．０５），并且实验组小鼠存活时间明显缩短（Ｐ＜０．０５）。结论：ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是主
要分布在细胞浆的环状ＲＮＡ，其在卵巢癌中高表达并促进卵巢癌小鼠移植瘤的生长与腹腔转移，缩短荷瘤小鼠生存
时间。

［关键词］ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１；人上皮性卵巢癌；ＳＫＯＶ３细胞；小鼠移植瘤模型
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　　卵巢癌在女性生殖系统肿瘤中发病率仅次于宫
颈癌，致死率居妇科肿瘤首位［１］。寻找新的生物标

志物或治疗靶点有助于诊断并治疗卵巢癌患者，提

高患者生存率。环状 ＲＮＡ是新发现的一类非编码
ＲＮＡ，通过参与基因表达调控进而影响癌症进
展［２］，然而环状ＲＮＡ的生物学功能，尤其是其在肿
瘤中的作用及机理，目前仍不清楚。

环状 ＲＮＡ是一类特殊的非编码环状 ＲＮＡ分
子，与线性ＲＮＡ相比环状 ＲＮＡ不易受 ＲＮＡ外切酶
影响，表达更稳定［３］。研究表明环状 ＲＮＡ的产生
与ｐｒｅｍＲＮＡ的选择性剪接有关，ｐｒｅｍＲＮＡ的上游
剪接受体与下游剪接供体通过外显子跳读和内含子

互补的方式缩小空间距离，以“反向剪接”的方式连

接。环状 ＲＮＡ在多种肿瘤中异常表达，如肺癌过
表达 ｃｉｒｃ００１３９５８［４］、胃癌过表达 ｃｉｒｃ００１５６９［５］、膀
胱癌过表达 ｃｉｒｃ００６８８７１［６］和 ｃｉｒｃＢＣＲＣ４［７］、甲状
腺癌过表达 ｃｉｒｃＮＵＰ２１４［８］、卵巢癌过表达 ｃｉｒｃ
００１５６７［９］等。环状 ＲＮＡ可以充当 ｍｉＲＮＡ的海绵
调控基因表达，参与调控 ＮＦκＢ［１０］、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ［１１］、
ＴＧＦβ［１２］、ＪＡＫＳＴＡＴ［１３］等信号通路，从而影响肿瘤
的发生发展。研究表明卵巢癌中 ｃｉｒｃ６１１４０通过吸
附ｍｉＲ３７０从而抑制 ｍｉＲ３７０负向调控其下游基
因［１４］；卵巢癌表达的 ｃｉｒｃＩＴＣＨ同样可以通过海绵
效应抑制 ｍｉＲ１４５参与卵巢癌进展［１５］。因此，环状

ＲＮＡ与卵巢癌关系密切，有必要深入研究环状ＲＮＡ
在卵巢癌发生发展中的作用。

本课题组前期采用 ＲＮＡｓｅｑ筛选发现上皮性
卵巢癌组织中和正常对照卵巢组织中差异表达环状

ＲＮＡ分子，发现一个新环状 ＲＮＡｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１
在卵巢癌组相比于对照组表达明显升高。为确证

ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１在上皮性卵巢癌发生发展中的作
用，本研究利用小鼠移植瘤实验观察 ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１对上皮性卵巢癌移植瘤生长的影响，揭示
环状 ＲＮＡ在卵巢癌中进展中的作用，为基于环状
ＲＮＡ卵巢癌的诊断与治疗提供实验证据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　人上皮性卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３从
中国科学院上海生命科学院研究院申请获得，由广

东医科大学附属医院中心实验室冻存。细胞培养于

３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱，培养液使用含有１０％
胎牛血清的ＭＥＮＡＬＰＨＡ１×培养基培养。
１．１．２　质粒　环状 ＲＮＡｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１过表达
质粒、ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８过表达质粒对照购自于上海吉
凯基因科技有限公司。

１．１．３　实验动物　本实验使用 ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃＪＧ
ｐｔＦｏｘｎ１ｎｕ／Ｇｐｔ４周龄雌性裸鼠，共２６只，由江苏集
萃药康生物科技有限公司提供。动物实验方案已经

通过广东医科大学实验动物伦理审批，动物饲养于

广东医科大学 ＳＰＦ级动物房内，裸鼠饲料、水均经
高压灭菌处理由动物自由取食。

１．２　方法
１．２．１　ＲＴｑＰＣＲ　Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＲＮＡ样本后加入
２０～５０μＬＤＥＰＣ水溶解，用反转录试剂盒（Ｔａｋａｒａ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ）将总
ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测ｈｓａ
ｃｉｒｃ０００６３６１的表达水平。用 ２－ΔΔＣｔ值相对定量方
法进行数据分析，计算公式：对照组ΔＣｔ＝对照组目
标基因Ｃｔ对照组内参Ｃｔ；实验组ΔＣｔ＝实验组目标
基因Ｃｔ实验组内参 Ｃｔ；ΔΔＣｔ＝实验组 ΔＣｔ对照组
ΔＣｔ。内参ＧＡＰＤＨ和 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１引物序列分
别为 ＧＡＰＤＨ Ｆ：５’ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ
３’，Ｒ：５’ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３’；ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１Ｆ：５’ＧＡＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＡＧＧＡ３’，
Ｒ：５’ＧＡＡＡＡＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＡＣＣＡＴＧＴＡＡ３’。
１．２．２　亚细胞组分分离　使用细胞质和细胞核
ＲＮＡ提取试剂盒２１００购自武汉艾美捷科技有限公
司，具体步骤如下：１）细胞组分的制备：吸出培养基
磷酸盐缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）
洗涤细胞一次，吸出 ＰＢＳ加入２００μＬ冰冷的 Ｌｙｓｉｓ
Ｂｕｆｆｅｒ，同时将细胞培养板置于冰上裂解细胞。收集
裂解物１５０００ｒｐｍ离心１０分钟将包含细胞质ＲＮＡ
的上清液转移至一个新离心管，保留含有细胞核
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ＲＮＡ的沉淀。分别向细胞质 ＲＮＡ，细胞核 ＲＮＡ加
入２００μＬＢｕｆｆｅｒＳＫ。涡旋混合１０ｓ，向混合物中加
入２００μＬ９６％～１００％乙醇涡旋混合１０ｓ。将混合
物加入结合柱上，６０００ｒｐｍ离心１分钟。丢弃流通
液。重新组装结合柱及其收集管。将４００μＬＷａｓｈ
ＳｏｌｕｔｉｏｎＡ加入结合柱并且离心 １分钟，丢弃流通
液。重复上一个步骤两次后离心２ｍｉｎ，彻底干燥树
脂。将离心柱放入试剂盒中提供的新的１．７ｍＬ的
洗脱管中加 ５０μＬＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒＥ到离心柱中，
２０００ｒｐｍ离心 ２分钟后以 １４０００ｒｐｍ 离 心
１ｍｉｎ，得到ＲＮＡ洗脱液。ＲＮＡ反转录后进行定量
ＰＣＲ，以ＧＡＰＤＨ作为细胞质内参，以 Ｕ６ＲＮＡ作为
细胞核内参，用２－ΔΔＣｔ相对定量方法进行数据分析
目的基因细胞质与细胞核中的相对丰度。

１．２．３　稳定转染细胞株的建立与鉴定　在预铺
ＳＫＯＶ３细胞的２４孔板中，每孔分别转染７５０ｎｇｈｓａ
ｃｉｒｃ０００６３６１或 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８。转染 ２４小时后
Ｇ４１８（８００μｇ／ｍＬ）筛选２周，通过荧光显微镜观察
荧光的方法来判断转染及筛选效果。用０．２５％胰
酶消化细胞制备细胞悬液，进行细胞计数，并配成

１０个细胞／ｍＬ的细胞悬液。用上述悬液，以每孔
１００μＬ铺板至９６孔板。荧光显微镜观察荧光判断
该单克隆细胞质粒表达情况。

１．２．４　裸鼠体内成瘤实验　将 ＳＫＯＶ３／ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１稳定表达细胞株与 ＳＫＯＶ３／ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８
对照细胞株分别接种于裸鼠右侧腋窝皮下，共使用

２６只裸鼠，其中 １３只为 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１实验组，
另外１３只为 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８对照组，作为无靶点环
状ＲＮＡ表达载体对照观察移植瘤生长情况。每日
观察裸鼠的瘤体大小，以及活动、精神状况、摄食量

及睡眠状况等情况。待皮下肿瘤长出，每３日测量
肿瘤大小，用游标卡尺测量肿瘤最长径 ａ、最短径 ｂ
和高ｃ，按照公式Ｖ（ｍｍ３）＝πａｂｃ／６计算瘤体积，并
绘制生长曲线。种植后的第３０天，处死裸鼠分离移
植瘤并测量移植瘤的体积（ｍｍ３）与质量（ｇ），计算
促瘤率（％）＝（基因过表达组平均瘤重－空白对照
组平均瘤重）／空白对照组平均瘤重 ×１００％；计算
肿瘤体积促进率（％）＝基因过表达组平均瘤体体
积－空白对照组平均瘤体体积）／空白对照组平均
瘤体体积×１００％。
１．３　统计学方法

用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５进行统计分析作图，计数
资料数据采用（珋ｘ±ｓ）表示，两组均数比较采用
Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检测，多组间均数比较先比较各组间方差

是否齐，方差齐则采用单因素方差分析最小显著性

差异法进行检验，方差不齐则采用非参数检验进行

分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是主要定位于胞浆的环状
ＲＮＡ
　　为确定ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１的亚细胞定位，首先在
上皮性卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞株瞬转 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１
后，ＲＴｑＰＣＲ检测该环状 ＲＮＡ的表达量，结果表明
ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１组表达量明显高于对照组（图１Ａ，
Ｐ＜０．０１），说明目的片段成功表达。分离上皮性卵
巢癌 ＳＫＯＶ３细胞中的胞核和胞浆 ＲＮＡ，进行 ＲＴ
ｑＰＣＲ分析，结果显示７３．４８％的 ＧＡＰＤＨ位于细胞
质，６２．３９％的Ｕ６位于细胞核，符合ＲＮＡ分离要求。
而ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１在细胞核和细胞质中均有表达，
３２．９０％的ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１位于细胞核，６７．１０％的
ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１位于细胞质接近 ＧＡＰＤＨ的分布，
提示ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１主要位于细胞质中，在细胞质
中发挥功能，可能参与转录后调控等过程（图１Ｂ）。
为验证ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是否为环状ＲＮＡ，提取ｈｓａ
ｃｉｒｃ０００６３６１组ＲＮＡ后，取 ＲＮＡ设置两组，一组用
ＲＮａｓｅＲ处理，一组不用 ＲＮａｓｅＲ处理，以 ＧＡＰＤＨ
及ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１亲本基因 Ｍａｒｃｈ７为参照，各组
ＰＣＲ产物通过琼脂糖凝胶电泳分析（图１Ｃ）。结果
表明只有经过 ＲＮａｓｅＲ处理的样本 ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１条带依然存在，说明 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是环
状ＲＮＡ。
２．２　筛选 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１ＳＫＯＶ３稳定表达细
胞株

　　为构建稳定表达 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１的卵巢癌细
胞株，用ＳＫＯＶ３细胞分别转染ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８与ｈｓａ
ｃｉｒｃ０００６３６１，转染成功后 Ｇ４１８筛选获得单克隆稳
转细胞（图２Ａ）。ＲＴｑＰＣＲ实验检测单克隆 Ｄ１号
（ＳＫＯＶ３／ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１细胞株）、单克隆 Ｈ１号
（ＳＫＯＶ３／ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８ 对 照 细 胞 株）ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１表达情况结果，结果提示单克隆群 Ｄ１号比
单克隆群Ｈ１号 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１表达高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ）。表明成功构建 ｈｓａ
ｃｉｒｃ０００６３６１稳定表达细胞株及对照细胞株。
２．３　Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１促进卵巢癌在裸鼠体内发展

为建立裸鼠卵巢癌移植瘤模型，将单克隆群Ｄ１
号与单克隆群Ｈ１号细胞分别接种于裸鼠皮下。注
射后第１２天时所有裸鼠皮下长出肿瘤，肉眼可见，
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成瘤率１００％，裸鼠活动、精神状况、摄食量及睡眠
状况等情况无明显变化，但是体质量开始下降。随

着移植瘤的增大，注射后第２１天时，部分裸鼠因瘤
体过大而活动受限，明显消瘦，精神状况、摄食量及

睡眠状况等情况变差，体质量逐渐减轻，以 ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１组裸鼠尤为明显。ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１组裸鼠
体质量在第９天起与 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８组裸鼠相比均

明显减轻（Ｐ＜０．０５，其中第１２、１５ｄ的 Ｐ＜０．０１）；
ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１组裸鼠移植瘤在１２、１５、１８、２１、２４、
２７、３０ｄ肿瘤体积与 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８组裸鼠相比均明
显增加（Ｐ＜０．０５）。第３０天测量裸鼠体重，处死裸
鼠分离肿瘤结节并测量移植瘤的体积与质量，计算

促瘤率（％）和肿瘤体积促进率（表１、图３）。

图１　Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是主要定位于胞浆的环状ＲＮＡ

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１：ａＣｉｒｃＲＮＡＭａｉｎｌｙＬｏｃａｔｅｄｉｎＣｙｔｏｐｌａｓｍ

Ａ．ＯｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８ａｎｄｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１

ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｂ．Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１ｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｃ．Ｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｉｎｄｉｃａｔｉｎｇＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１ａｎｄＭＡＲＣＨ７ｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓ．

Ｇ：ＧＡＰＤＨ；Ｍ：Ｍａｒｃｈ７．

图２　筛选单克隆稳定转染ＳＫＯＶ３／Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１细胞株

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＳｔａｂｌｙＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＳＫＯＶ３／Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１ＣｅｌｌＬｉｎｅ
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Ａ．Ｉｍａｇｅｓｉｎｔｈｅｌｅｆｔａｎｄｒｉｇｈｔｃｏｌｕｍｎｓｗｅｒｅｆｒｏｍｏｒｄｉｎａｒｙａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓ（×１００），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１ｉｎＤ１ａｎｄＨ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ．
表１　裸鼠各项肿瘤相关指标的比较
Ｔａｂｌｅ１．ＴｕｍｏｒＲｅｌａｔｅｄＩｎｄｅｘｅｓｉｎＮｕｄｅＭｉｃｅ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８ Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１ ｔ／χ２ Ｐ

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（ｇ） １７．７６±１．５１ １６．５８±１．０７ ３．５０５ ０．００２

Ｗｅｉｇｈｔｌｏｓｓｒａｔｅ １１．９１％±４．１９％ １６．８３％±４．９３％ ２．８１９ ０．０１１

Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ（ｍｍ３） １１４３．４８±６６２．６８ １６５６．２６±５６１．７７ ２．０７８ ０．０４３

Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ（ｇ） ５．５９±３．７２ ８．０３±２．０７ ２．０７５ ０．０４９

Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｇａｉｎｒａｔｅ＃ － ４３．７５％ －

Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｇａｉｎｒａｔｅ＃ － ４４．８５％ －

Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１．
＃Ｆｏｒｍｕｌａｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎ１．２．４．

图３　Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１促进卵巢癌在裸鼠体内发展
Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１ＰｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＯｖａｒｉａｎＣａｎｃｅｒｉｎＮｕｄｅＭｉｃｅ
Ａ．Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅ；Ｂ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ；Ｃ．Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．
Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１．

２．４　Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１缩短荷瘤裸鼠生存时间
为观察Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１对荷瘤裸鼠生存时间

的影响，将两组细胞分别接种于裸鼠腹腔，在第１２
天两组裸鼠腹腔内有均出现腹水。Ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１组裸鼠在第 １４天开始腹腔体积增长比
ｃｉｒｃＶｅｃｔｏｒ２９８组裸鼠明显，活跃度低于 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ
２９８组裸鼠，生存时间明显短于 ｃｉｒｃｖｅｃｔｏｒ２９８组裸
鼠，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图４）。裸鼠死

后解剖观察腹腔情况，发现两组裸鼠均出现肿瘤腹

腔内种植并有大量腹水形成。
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图４　荷瘤裸鼠生存曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＳｕｒｖｉｖａｌｏｆＴｕｍｏｒＢｅａｒｉｎｇＭｉｃｅ

３　讨　论

卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤之一，早期诊断

困难、预后较差严重威胁女性的生命健康［１６］。环状

ＲＮＡ广泛存在，由于其内富含 ｍｉＲＮＡ结合位点，通
过内源性竞争结合ｍｉＲＮＡ，调控ｍＲＮＡ剪切或转录
及亲本基因的表达，影响其生物学特征。环状 ＲＮＡ
与ｍｉＲＮＡ相互作用在多种疾病的发生发展过程中
发挥重要的作用。环状 ＲＮＡ与肿瘤发生发展关系
密切，差异表达环状ＲＮＡ通过调控癌基因和抑癌基
因的翻译从而参与多种肿瘤发生过程，并且与肿瘤

的分类、化疗耐药及预后相关［１７］。

通过非编码ＲＮＡ测序对比卵巢癌组织与正常
卵巢组织中环状ＲＮＡ发现 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１在上皮
性卵巢癌组织中高表达。ＲＮＡ测序通量高但往往
不能保证准确性，为确证测序数据的准确性，首先应

实验证实ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是环状ＲＮＡ并且在卵巢
癌细胞中表达。用 ＲＮａｓｅＲ处理细胞线性 ＲＮＡ并
对剩余的ＲＮＡ进行反转录 ＰＣＲ分析，结果表明尽
管用ＲＮａｓｅＲ处理之后针对 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１引物
仍然能扩增出目的片段，表明ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是对
ＲＮａｓｅＲ不敏感的环状 ＲＮＡ。环状 ＲＮＡ与线性
ＲＮＡ相比存在环化过程，因此载体选择有别，证明
ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１是环状ＲＮＡ是选择载体类型过表
达ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１的依据，此外环状 ＲＮＡ是比普
通线性ＲＮＡ更稳定的分子，且在组织、细胞、体液中
广泛存在，因此环状ＲＮＡ作为疾病诊断与预后标志
物具有先天优势［１８１９］。近来研究表明环状 ＲＮＡ普
遍参与基因转录及转录后调控，不同细胞区域分布

的环状ＲＮＡ发挥功能不尽相同，比如分布于细胞核
的环状ＲＮＡ可以编码蛋白也可能参与基因转录调
控，而细胞质分布的环状 ＲＮＡ往往作为 ｍｉＲＮＡ的
海绵起到吸附 ｍｉＲＮＡ调控其靶基因的作用［２０２１］。

实验发现ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１主要分布在细胞质，提示

该环状ＲＮＡ可能是在胞质通过调控 ｍＲＮＡ稳定性
及蛋白表达而发挥作用，后续实验可以重点探讨其

转录后调控的具体对象与分子机制。小鼠移植瘤实

验表明它可以促进裸鼠上皮性卵巢癌移植瘤的生

长，并缩短裸鼠的生存时间。提示 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１
促卵巢癌进展影响卵巢癌的结局，可能是调控卵巢

癌进展的重要环状ＲＮＡ之一，阐明其作用机理对于
卵巢癌的发生发展及预后判断具有重要意义。后续

实验，我们将对ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１的作用靶点进行研
究，并在分子、细胞、卵巢癌组织和动物水平研究

ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１在上皮性卵巢癌发生发展中的作
用及分子机制。一方面探究 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１的海
绵吸附作用，特别与一些重要的癌症相关ｍｉＲＮＡ例
如ｍｉＲ２１４、ｌｅｔ７ａ、ｍｉＲ３０ｃ、ｍｉＲ１５０、ｍｉＲ５０９、ｍｉＲ
５１０等 ｍｉｃｒｏＲＮＡ与 ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１的联系，以及
这些ｍｉｃｒｏＲＮＡ的下游作用靶点，例如探究 ｈｓａｃｉｒｃ
０００６３６１ｍｉＲ２１４ＰＴＥＮ轴的关系。Ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１
位于２号染色体，来自亲本基因膜相关环指蛋白７
（ｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｒｉｎｇＣＨｔｙｐｅｆｉｎｇｅｒ７，ＭＡＲＣＨ７）
的第３、４个外显子区。ＭＡＲＣＨ７属于膜结合 Ｅ３泛
素化连接酶，参与膜转运和蛋白质降解，调节 Ｔ细
胞增殖和神经元发育。ＭＡＲＣＨ７也在肿瘤的发生
发展中扮演重要角色，尤其是妇科肿瘤，如卵巢

癌［２２］、子宫内膜癌［２３］及宫颈癌［２４］。Ｚｈａｎｇ等［２５］发

现ＭＡＲＣＨ７在上皮性卵巢癌组织中高表达且与淋
巴转移有关，并证明ＭＡＲＣＨ７表达能够增强ＳＫＯＶ３
卵巢癌细胞的增殖和侵袭能力。因此可以进一步研

究ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１与亲本基因 ＭＡＲＣＨ７的表达量
的之间的关系及参与其中的 ｍｉＲＮＡ。通过上述研
究阐明ｈｓａｃｉｒｃ０００６３６１促进上皮性卵巢癌的作用
机制，将为理解上皮性卵巢癌的发生发展提供新的

角度。
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