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Circ-CL5A1受 TDP-43调控并抑制肝细胞癌转移的研究 *
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摘要 目的：探索 Circ-COL5A1的生物学功能、调控机制和作用机制，进而为 HCC转移的干预提供候选分子并进一步了解 HCC

转移。方法：通过前期工作基础选定目标分子 Circ-COL5A1。通过慢病毒转染在 HCC细胞系中过表达 Circ-COL5A1，进而通过划

痕愈合实验、transwell实验观察 Circ-COL5A1的生物学功能。通过生物信息学分析、表达干扰实验和 RNA免疫共沉淀（RIP）实验

探究目标分子的调控机制。通过 western blot技术、实时定量 PCR（qRT-PCR）技术对目标分子的下游作用机制进行初步探索。结

果：Circ-COL5A1在肝癌干细胞中表达下调，而且 Circ-COL5A1过表达的 HCC细胞系侵袭和迁移能力减弱。在 Circ-COL5A1生

物学合成过程中，RNA结合蛋白 TDP-43可以富集其线性前体，并在环化结构形成后解离。Circ-COL5A1还可以降低其亲本基因

V型胶原蛋白 琢1链 (COL5A1) 的蛋白质表达水平，这可能会影响多个信号通路进而干预 HCC的转移过程。结论：内源性的

Circ-COL5A1可以抑制 HCC的转移能力，可以为阻断 HCC转移提供候选分子。TDP-43的促进环状 RNA形成提示 RNA结合蛋

白是环状 RNA生物学合成过程中的重要调控因子。Circ-COL5A1可以通过转录后调控抑制其亲本基因 COL5A1的表达。
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Circ-COL5A1 is Regulated by TDP-43 and Inhibit HCC Metastasis*

To explore the biological function, mechanism and regulation factor of circ-COL5A1, providing candidate

molecules for the intervention and further understanding of HCC metastasis. The target molecule Circ-COL5A1 were selected

based on the preliminary work. The biological function of circ-COL5A1 is verified through transwell assay and wound healing assay.

Bioinformatic analysis, gene expression interference and RNA immunoprecipitation (RIP) experiments were employed to explore the reg-

ulation mechanism of circ-COL5A1. Western blot and quantitative real-time PCR (qRT-PCR) were employed to explore the downstream

pathway of circ-COL5A1. The expression of Circ-COL5A1 is down-regulated in HCC cancer stem cells. And Circ-COL5A1

overexpressed inhibit the invasion and migration ability in Huh7 and HCC-LM3 cell lines. The result of RIP experiments showed that

RNA-binding protein (RBP) TDP-43 can enrich the linear precursor and dissociate after the formation of the circular structure.

Circ-COL5A1 can also reduce the protein expression of its maternal gene COL51, which may affect multiple signaling pathways and thus

interfere with the metastasis process of HCC. Endogenous Circ-COL5A1 can inhibit the metastasis ability of HCC cell lines,

and may provide candidate molecules for blocking HCC metastasis. TDP-43 promotes the biogenesis of Circ-COL5A1, suggesting that

RBPs are important regulators in the process of circRNA biogenesis. Circ-COL5A1 inhibits protein expression of its maternal genes

COL5A1 through post-transcription regulation.
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前言

肝细胞癌（HCC）是世界上第五大最常见的癌症，也是癌症

相关死亡的第三大原因[1]。虽然治疗手段取得进展，但 HCC的

致死率仍然很高[2]。HCC的复发与转移一直是影响 HCC远期

疗效的重要因素，约 90%的肿瘤患者死亡是因为转移而不是原

发病灶引起的，转移性疾病在很大程度上是不可治愈的[3,4]。因

此阻断 HCC的远处转移是降低 HCC死亡率、改善患者预后
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的关键。肿瘤的转移是一个多步骤的细胞生物学过程的最终产

物[5]。有很多理论体系试着从不同角度去系统阐述这一过程，其

中包括肿瘤干细胞学说[6]。根据这一学说，肿瘤实体具有多个细

胞亚群构成，其中肿瘤干细胞（CSC）群体由于具有自我更新的

能力被认为是造成肿瘤转移的主要原因[7,8]。在肿瘤干细胞的转

化、播散、定植并形成转移灶的每一个步骤中都涉及复杂的调

控机制，包括基因水平的改变与表观遗传学的调控[9,10]。这些都

给 HCC转移的机制研究和攻克带来了巨大的挑战和机遇。环

状 RNA属于非编码 RNA中的一类，是一类重要的表观遗传

学调控因子。很多环状 RNA被发现可以影响 HCC的进展与转

移，如 cSMARCA5，circ-CDYL，circMALAT1，circASAP1 等，

这提示环状 RNA是我们深入探索 HCC发生和转移的一个强

有力的切入点[11,12]。此外，有研究证实 circRNA是 EMT过程的

重要参与者，例如在永生化人乳腺上皮细胞发生 EMT过程中，

几百种 circRNA被 TGF-茁所调控，这提示肿瘤干细胞中可能
有大量异常表达的环状 RNA[13]。我们在前期工作中发现对比于

普通肿瘤细胞而言，Circ-COL5A1在肿瘤干细胞中表达显著下

调[14]。但是，Circ-COL5A1在肿瘤转移过程中起到的生物学作

用和作用机制、Circ-COL5A1的生物学合成中受到的调控机制

等问题还都需要进一步的探索。本研究通过探索 Circ-COL5A1

对于 HCC细胞侵袭和迁移能力的影响，以及 Circ-COL5A1的

调控方式和作用机制揭示了 Circ-COL5A1 对 HCC转移的作

用，为 HCC转移干预药物的开发提供了候选分子，同时进一步

加深对环状 RNA的调控机制和作用机制的了解。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞系 Huh7，HCC-LM3 和 SMMC-7721 购买于

ATCC（美国）；高糖 DMEM培养基购买于美国 Corning公司；

胎牛血清购买于 Gibco公司；用于转染的慢病毒购买于和元生

物技术（上海）有限公司；RIP免疫沉淀试剂盒购买于Millipore

公司；Trizol 购买于 Invitrogen 公司；PrimeScriptTMRT Master

Mix和 SYBR Premix Ex TaqTMII试剂盒购买自日本 TAKARA

公司；LightCycler 480 II来自于瑞士罗氏公司；电泳、转膜设备

购自美国 Bio-Rad生命医学产品有限公司；显影设备使用的是

美国通用电气医疗公司所生产的 ImageQuant LAS4000。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 所有细胞培养均使用 DMEM培养基 +10％

的胎牛血清，并置于 37℃，5％的 CO2培养箱中。

1.2.2 慢病毒转染 将 1× 105 huh7或 HCC-LM3细胞接种在

24孔培养板上，放置于培养箱中过夜使其贴壁。将慢病毒以

MOI=20（对于 Huh7）或 MOI=40（对于 HCC-LM3）感染细胞，

并在培养基中添加浓度为 5 滋g/ mL的 Polybrene。将细胞与慢

病毒一起孵育 12-24小时后用 PBS洗涤并更换为新鲜培养基。

1.2.3 划痕愈合实验 用无菌 200 滋L移液枪头沿培养皿中线
将细胞划出痕迹，用 PBS洗涤 3次以洗去脱落的细胞，并使用

无血清培养基进行培养。在 0 h，24 h，48 h和 72 h分别观察划

痕愈合面积。

1.2.4 小室迁移实验 将 5-10× 104个细胞添加到小室上室

中，并加入无血清培养基培养，在下室使用添加 10%胎牛血清

的 DMEM培养基起到诱导作用，培养 12-16 h后，将穿过小室

底部膜并迁移至底面的细胞固定并染色，随机选取五个高倍镜

视野进行拍照。

1.2.5 RNA-蛋白质免疫共沉淀（RIP）实验 根据操作手册，等

待 SMMC-7721细胞融合度达 90%时将细胞消化下来，用 RIP

裂解缓冲液将细胞样品均匀重悬, 冰上孵育并在 4℃条件下离

心。在细胞裂解之前，将 TDP-43抗体或抗兔二抗添加到磁珠

悬液中，并在室温下旋转孵育 30分钟，然后洗涤磁珠 -抗体复

合物，并使用 RIP免疫沉淀缓冲液将磁珠 -抗体复合物重悬。

取细胞上清液的 5％作为对照转移到新 EP 管中，保存在

-80℃。在剩余的上清液加入 RIP免疫沉淀缓冲液中并平均加

入磁珠 -抗体复合物中，4℃旋转孵育过夜。第二天，使用 RIP

清洗缓冲液充分清洗后使用蛋白酶 K缓冲液重悬，并在 55℃

振荡孵育 30分钟以消化蛋白质。孵育完成后弃去磁珠，将上清

液转移至新的无 RNase的试管中，并进行 RNA分离和纯化。

1.2.6 RNA提取 使用 Trizol并根据操作手册提取细胞中的

总 RNA，使用 NanoDrop1000评估 RNA的浓度和纯度，将提取

出的总 RNA储存在 -80℃下直到进行反转录或分析。

1.2.7 反转录和实时定量 PCR 我们使用 PrimeScriptTMRT

Master Mix 试剂盒并根据产品操作手册将 RNA 反转录合成

cDNA。我们使用 SYBR Premix Ex TaqTMII试剂盒依照操作手

册配制反应体系，使用 GAPDH或 茁-肌动蛋白用作内参。
1.3 统计分析

本课题使用 SPSS 22.0进行统计学差异的分析，各组间差

异采用独立样本 t 检验，课题中数据使用平均值± 标准差

(Mean± SD )进行展示，以 P<0.05作为有统计学差异的标准。

2 结果

2.1 Circ-COL5A1在 Huh7 和 HCCLM3 细胞系中降低细胞的

侵袭和迁移能力

为了探索 Circ-COL5A1对 HCC细胞的生物学作用，我们

采用了划痕愈合实验、transwell细胞迁移实验来探索其对 HCC

细胞转移相关能力的影响。我们构建了 pLCDH-GFP-

Circ-COL5A1载体，并利用慢病毒感染 Huh7和 HCCLM3细胞

系，通过荧光显微镜观察 GFP的表达和实时定量 PCR 检测

Circ-COL5A1的表达，我们确定了过表达的效果（图 1A）。划痕

愈合实验和 transwell细胞迁移实验显示 Circ-COL5A1过表达

后划痕愈合速度和细胞迁移能力减弱（图 C-D），这些结果提示

Circ-COL5A1抑制 HCC细胞的侵袭和迁移能力，起到抑制转

移的作用。

2.2 RNA结合蛋白 TDP-43调控 Circ-COL5A1的生成

为了进一步探索 Circ-COL5A1 的生物学合成调控机制，

我们通过生物信息学门户网站 CircInteractome预测分析，发现

Circ-COL5A1存在与 EIF4A3、FUS、TDP-43这三个 RNA结合

蛋白的结合位点。siRNA表达干扰实验显示 TDP-43 敲低后

Circ-COL5A1的表达水平也降低（图 2A-B），而其余 RNA结合

蛋白则没有影响，这提示 TDP-43可能促进 Circ-COL5A1的形

成。为了进一步明确调控关系，我们采用了 RIP实验，结果显示

TDP-43 可以明显富集 Circ-COL5A1 的线性前体，但对

Circ-COL5A1没有明显富集作用（图 2C），这提示 TDP-43可以

促进 Circ-COL5A1的环化并在形成环状结构后与其解离。
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图 1 Circ-COL5A1抑制 HCC细胞系的转移能力

Fig.1 The ability of Circ-COL5A1 to inhibit the metastasis of HCC cell line

Note: A: The overexpression of Circ-COL5A1 was verified by fluorescence microscope and qRT-PCR(100 滋m),**P<0.01. B: Effect of overexpression of
Circ-COL5A1 on the invasiveness of Huh7 cells by using scratch healing test(200 滋m),**P<0.01. C: The effect of overexpression of Circ-COL5A1 on the
invasiveness of HCC-LM3 cells by scratch test(200 滋m),*P<0.05. D: The effect of overexpression of Circ-COL5A1 on the migration ability of Huh7 and

HCC-LM3 cell lines was observed by cell migration experiment(100 滋m),**P<0.01.

2.3 Circ-COL5A1可影响亲本基因 COL5A1的蛋白表达水平

在 探 索 Circ-COL5A1 的 作 用 机 制 时， 我 们 发 现

Circ-COL5A1过表达后其亲本基因 COL5A1的蛋白质水平下

调，但是 mRNA 水平没有明显变化（图 3A-B），这提示

Circ-COL5A1可以在翻译过程中抑制 COL5A1的表达。通过

Oncomine 分析 Wurmbach 肝癌数据集我们得知 COL5A1 在

HCC 患者的肿瘤组织中表达量增高（图 3C），进一步对

COL5A1 的共表达基因进行 GO 分析和 KEGG 分析提示

COL5A1可能与包括 EMT信号通路和整合素家族相关信号通

路在内的多个肿瘤相关信号通路有密切联系（图 4A-D）。

3 讨论

随着对肿瘤研究的不断深入，肿瘤组织不再是传统认知上

的具有一致性的细胞群体，而是由异质性的细胞亚群混合而

成[15]。在肿瘤内各亚群组成的层次结构中，肿瘤干细胞则被认

为是处于层次结构的最顶层[16,17]。此外近些年来研究人员在实

体肿瘤中也发现了肿瘤干细胞的存在，其中包括肝细胞癌[18]。

同时他们在肿瘤的发生发展中的作用也被越来越多的揭示出

来，甚至有研究提示只有肿瘤干细胞才具有形成转移灶的功

能[19,20]。环状 RNA是一类重要的表观遗传调控分子，其在 HCC

中的重要作用也是越来越多的被揭示出来，例如 Circ-CDYL

可以在 HCC的极早期就开始表达上调，并作为 miRNA海绵通

过吸附 miR-892a 和 miR-328-3p 来促进 HCC 的发生发展 [21]。

但是关于肿瘤干细胞内的环状 RNA分子对 HCC转移的作用

研究不多。本研究发现 Circ-COL5A1可以抑制 HCC的侵袭、

迁移能力，提示 Circ-COL5A1可以抑制 HCC的转移，为开发

HCC的干预药物提供潜在的目标分子。

图 2 TDP-43促进 Circ-COL5A1的生物学合成

Fig.2 TDP-43 promotes the biological synthesis of Circ-COL5A1

Note: A: In SMMC-7721, siRNA targeting TDP-43 can significantly interfere with the expression level of TDP-43, **P<0.01. B: Changes of circ3596 and
and its maternal gene COL5A1 expression after siRNA interference with TDP-43 expression,**P<0.01; C: TDP-43 can obviously enrich the linear

precursor of circ3596, but not for circ3596, **P<0.01.
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图 3 Circ-COL5A1在 huh7 HCC细胞系中过表达后对 COL5A1表达水平的影响

Fig.3 The effect of Circ-COL5A1 on the expression of COL5A1 after overexpression in huh7 cell line

Note: A: Circ-COL5A1 have no effect on the expression level of COL5A1 mRNA. B: Circ-COL5A1 down-regulates the expression of COL5A1 protein,

**P<0.01. C: Base on Oncomine database analysis,we found that the expression of COL5A1 in HCC cancer tissue was significantly higher than that in

adjacent tissue, *P<0.05.

图 4使用 FunRich软件对 COL5A1的共表达基因进行 GO分析与 KEGG分析

Fig.4 GO analysis and KEGG analysis of co expression gene of COL5A1 using FunRich software

Note: A: cell composition; B: molecular function; C: biological processes; D: biological pathways.
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环状 RNA表达异常过程中，自身也会受到多种调控机制

的影响，在这之中内含子两侧的序列和剪接体发挥了重要的作

用[22,23]。从内含子中的互补序列角度来看，形成环状 RNA的外

显子两侧内含子中特殊的碱基互补配对序列对环状 RNA的形

成有很大影响，例如 ALU重复序列，与不形成环状 RNA的外

显子相比，形成环状 RNA的外显子两侧的内含子中 ALU重复

序列出现的可能性达两倍以上[24]。但也有研究人员在酵母中发

现即使缺少互补序列环状 RNA也可以产生，这提示互补序列

对环状 RNA的形成还需要进一步研究，同时也从侧面提示

RNA结合蛋白在环状 RNA的生物合成中有重要的作用[25]。我

们的研究中首次报道了 RNA结合蛋白 TDP-43可以促进环状

RNA的环化，为环状 RNA的调控分子增加了新的可能新，此

外，我们 TDP-43在促进环状结构形成后随即解离，相比较始

终位于外显子两侧的特殊序列而言，这提示 RNA结合蛋白的

调控方式更为灵活可控，更有助于增强细胞自身的适应能力。

但是关于 TDP-43对 Circ-COL5A1的调控在其他肿瘤中是否

也存在还需要进一步研究。

环状 RNA的作用机制研究近年来取得了很大的进展，例

如发现最早的环状 RNA之一 CDR1as可以作为分子海绵吸附

miRNA从而抵消 miRNA对下游靶基因的调控，这一调控机制

在多种生理及病理过程中都起到了重要作用 [26-28]。此外，如

circ-SHPRH、Circ茁-catenin 等环状 RNA 可以作为翻译过程中

的模板，通过其编码肽来发挥生物学功能[29,30]。本研究中发现

Circ-COL5A1虽然对其亲本基因 COL5A1的 mRNA表达量没

有影响，但是可以抑制 COL5A1的蛋白质表达水平，这一调控

机制发生在转录后水平，这种调控机制是否是普遍存在也需要

进一步的研究。

综上所述，本研究为 Circ-COL5A1抑制 HCC的转移提供

了证据，同时本研究中还发现了 RNA结合蛋白 TDP-43可以

促进环状 RNA的环化，这为环状 RNA的生物学合成调控机

制提供了新的证据。Circ-COL5A1抑制亲本基因的蛋白质表达

水平，这也为环状 RNA的作用机制提供了新的方向。
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