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摘要 目的：通过检测环状 RNA Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞与正常表皮黑素细胞中的表达差异，及其对恶性黑素瘤 A375细

胞恶性表型的影响，阐明 Circ_001073在恶性黑素瘤细胞中的表达及功能。方法：采用聚合酶链式反应（Real-time quantitative

polymerase chain reaction, RT-QPCR）方法检测正常表皮黑素细胞和恶性黑素瘤细胞中 Circ_0001073的表达水平；应用小干扰

RNAs沉默恶性黑素瘤 A375细胞中 Circ_0001073表达，5-乙炔基 -2'-脱氧尿苷（5-Ethynyl-2'-deoxyuridine，EdU）实验检测沉默

Circ_0001073对 A375细胞增殖的影响，平板克隆实验检测沉默 Circ_0001073对 A375细胞克隆形成的影响，细胞划痕实验评估

沉默 Circ_0001073对 A375细胞迁移能力的影响，Transwell实验评估沉默 Circ_0001073对 A375细胞侵袭能力的影响。结果：

qRT-PCR结果显示 Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中的表达低于正常表皮黑素 HEMa-LP细胞（P<0.05）。应用 Circ_0001073

siRNA转染 A375细胞后，Circ_0001073的表达水平较转染 Circ_0001073 NC的细胞显著降低（P<0.05）。EdU实验结果显示：沉默
A375细胞中 Circ_0001073 的表达后，A375 细胞增殖能力显著增强（P<0.05）；平板克隆实验结果显示：沉默 A375 细胞中

Circ_0001073的表达后，A375细胞克隆形成能力显著增强（P<0.05）；细胞划痕实验结果显示：沉默 A375细胞中 Circ_0001073的

表达后，细胞迁移能力显著增强（P<0.05）；Transwell实验结果显示：沉默 A375细胞中 Circ_0001073的表达后，细胞侵袭能力显

著增强（P<0.05）。结论：Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中低表达，并可抑制 A375细胞的增殖、克隆形成、迁移及侵袭。
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Expression of Circular RNA Circ_0001073 in Malignant Melanoma and Its
Effects on Malignant Phenotypes of A375 Cells*

To demonstrate the expression and function of Circ_0001073 in A375 cells by investigating the expression

of circular RNA Circ_0001073 in malignant melanoma cells and normal epidermal melanoma cells, and exploring the effects of

Circ_0001073 on malignant phenotypes of A375 cells. Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-QPCR) was per-

formed to detect the expression of Circ_0001073 in normal epidermal melanoma cells and malignant melanoma cells. Silencing the

expression of Circ_0001073 in A375 cells by small interfering RNAs (siRNAs). 5-Ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU) assays were performed

to detect the effects of Circ_0001073 knockdown on cell proliferation of A375 cells; Colony forming assays were performed to detect the

effects of Circ_0001073 knockdown on colony forming ability of A375 cells; Wound healing assays were perform to detect the effects of

Circ_0001073 knockdown on migrative ability of A375 cells; Transwell assays were performed to detect the effects of Circ_0001073

knockdown on invasive ability of A375 cells. Compared to normal epidermal melanocytes HEMa-LP cells, Circ_0001073 was

downregulated in malignant melanoma cells(P<0.05). After silencing the expression of Circ_0001073 by siRNAs in A375 cells, the

expression of Circ_0001073 was significantly down-regulated in A375 cells transfected with Circ_0001073 siRNA compared to A375

cells transfected with Circ_0001073 NC(P<0.05). EdU assays indicated the cell proliferation was enhanced after silencing the expression

of Circ_0001073 in A375 cells (P<0.05); Colony forming assays indicated the colony forming ability was enhanced after silencing the
expression of Circ_0001073 in A375 cells (P<0.05); Wound healing assays indicated the cell migrative ability was enhanced after silenc-

ing the expression of Circ_0001073 in A375 cells (P<0.05); Transwell assays indicated the cell invasive ability was enhanced after si-
lencing the expression of Circ_0001073 in A375 cells (P<0.05). Circ_0001073 is down-regulated in malignant melanoma
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cells, and Circ_0001073 could inhibits cell proliferation, colony forming, migrative and invasive ability of A375 cells.

Malignant melanoma; Circ_0001073; Proliferation; Migration; Invasion

前言

过去十年，恶性黑素瘤的发病率与日俱增，严重威胁着人

类的健康[1]。尽管，近年来恶性黑素瘤的治疗手段不断更新，但

患者五年生存率仍较低[2,3]。寻找新的治疗靶点仍是恶性黑素瘤

基础研究领域亟待解决的科学问题。环状 RNA（Circular RNA,

CircRNA）是一类广泛表达的内源性调控性 RNAs，其 3'端和 5'

端可形成共价键连接的闭合环状结构[4]。最新研究表明，环状

RNA可作为竞争性内源性 RNA（Competing endogenous RNA，

ceRNA）吸附微小 RNA（microRNA, miRNA）而参与调控细胞

增殖、分化、侵袭、凋亡等生物学进程[5]。Circ_0001073是新近发

现的抑癌性环状 RNA，其可通过吸附 miR-626而抑制膀胱癌

细胞增殖和侵袭[6]。然而，截至目前 Circ_0001073在恶性黑素

瘤细胞中的表达及功能，尚无研究关注。本实验拟通过

RT-QPCR和 EdU方法阐明 Circ_001073在恶性黑素瘤细胞中

的表达及功能。

1 材料和方法

1.1 材料

RNA 提取及反转录试剂盒购买自康为世纪科技有限公

司，RT-QPCR购买于广州锐博科技有限公司，DMEM培养基

购买于美国 Gibco公司，胎牛血清购自北京赛澳美细胞技术有

限公司，Circ_0001073 NC及 siRNA由上海吉玛科技有限公司

合成，EdU细胞增殖检测试剂盒购买于广州锐博科技有限公

司，CCK-8试剂盒购买于北京碧云天科技有限公司，Transwell

小室购自美国 Corning公司，基质胶购自美国 BD公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 恶性黑素瘤 A375 细胞及正常黑素

HEMa-LP细胞购买自上海吉凯基因化学技术有限公司，细胞

所用培养基为含有胎牛血清浓度 10%的 DMEM培养液，细胞

孵箱条件设定为：温度：37℃，CO2浓度：5%。

1.2.2 RNA提取及反转录 RNA提取及反转录实验具体步

骤参照试剂盒附带说明书，简述如下：细胞经胰酶消化后，制成

单细胞悬液，离心后弃去上清，加入 600 滋L Buffer RL，反复吹

打直至完全裂解，5000× g离心 2 min。加入 600 滋L70%乙醇，
混匀后加入收集管吸附柱中，5000× g离心 1 min。吸附柱中加

入 800 滋L DNase I混合液，室温孵育 20 min。加入 500 滋L
Buffer RW1液，5000× g离心 1 min，加入 500 滋L Buffer RW2，

5000× g离心 1 min。弃去废液后，5000× g离心 2min，室温晾

干。将吸附柱置于新离心管中，加入 50 滋L RNase-Free Water，

室温放置 1min，5000× g离心 1 min，所得 RNA储存于 -70℃

冰箱。RNA定量后，配置反应液：1 滋g RNA，1 滋L dNTP混合
液，1滋L随机六聚体，4滋L5× RT缓冲液，1滋LMaxima RT，1滋L
Ribolock，去离子水补齐至 20 滋L。25℃反应 10 min，50℃反应

30min，85℃反应 5 min，加入 480 滋L RNase-Free Water。冰上冷

却，备用。

1.2.3 RT-QPCR RT-QPCR实验具体步骤参照试剂盒附带

说明书，简述如下：配置 QPCR 反应液：10× buffer 2 滋L，
Circ_0001073 或 GAPDH 正义链引物 1 滋L，Circ_0001073 或
GAPDH反义链引物 1 滋L，反转录模板 2 滋L，去离子水 14 滋L。
程序设定：预变性 95℃反应 5 min；变性 95℃反应 15 s，退火

60℃反应 60 s，延伸 72℃ 反应 30 s，40 个循环；4℃储存。

Circ_0001073 正向引物序列：5'-AAGATGGCCTACCCTCCT-

GT-3'，Circ_0001073 反向 引物序 列：5'- CCATAACACG-

GTTCAACACC-3'；GAPDH正向引物序列：5'- CAAGGCTGA-

GAACGGGAAG-3'；GAPDH 反 向 引 物 序 列 ：5'- TGAA-

GACGCCAGTGGACTC-3'。

1.2.4 siRNA转染 A375细胞铺六孔板，过夜培养至汇合度

50%左右，配置转染试剂 A：5 滋L Circ_0001073 NC/siRNA（50

nM）+250 滋L optiMEM； 转 染 试 剂 B：5 滋L Lipofec-

tamine2000+250 滋L optiMEM。混合转染试剂 A和 B，室温条件

下放置 15 min，逐滴加入六孔板细胞中，24 h后更换为完全培

养基，72 h后收集细胞，转染 Circ_0001073 NC组细胞命名为

对照组，转染 Circ_0001073 siRNA组细胞命名为试验组，备后

续实验使用。

1.2.5 EdU细胞增殖 EdU检测细胞增殖实验步骤参照试剂

盒所附说明书，简述如下：接种 10000实验组与对照组细胞至

96孔板，每孔加入 100 滋L EdU培养基（50 滋M）培养 2 h。PBS

清洗 3次后，4%多聚甲醛固定 30 min。50 滋L甘氨酸（2mg/mL）
摇床孵育 5 min。PBS清洗 3次后，0.5%Trinton X-100摇床孵育

10 min。PBS清洗 3次，加入 100 滋L 1xApollo染色反应液，摇

床避光孵育 30 min。加入 5 滋L DAPI染色液，摇床避光孵育 5

min，PBS清洗 3次后，荧光显微镜拍照，随机拍摄十个视野，统

计两组细胞各视野下红色荧光细胞数目差异。

1.2.6 平板克隆 细胞消化计数后，300个实验组或对照组细

胞铺于 6孔板，放置于细胞孵箱中培养 10天，90%甲醇固定 5min，

PBS清洗 3次后，0.1%结晶紫染色 10 min，PBS清洗 3次后，拍

照比较实验组与对照组细胞克隆形成数目差异。

1.2.7 细胞划痕 实验组与对照组细胞铺板后，培养至 100%

汇合度，使用高温灭菌的 10 滋L枪头均匀划线，PBS清洗两次
后，加入无血清的 DMEM培养基，即刻拍照作为 0 h细胞间

距。继续培养 24 h后，再次拍照，作为 24 h细胞间距。比较两组

细胞（0h细胞间距 -24 h细胞间距）/0 h细胞间距比值差异。

1.2.8 Transwell 取 80000 个实验组与对照组细胞，200 滋L
无血清培养基重悬，滴加至已预先铺基质胶的 Transwell孔中，

将 Transwell小孔置于 20%胎牛血清浓度的 DMEM培养基的

24孔板中。48 h 后，100%甲醇固定 5 min，PBS清洗 3 次后，

0.1%结晶紫染色 10 min，PBS清洗三次后，室温条件下晾干后

拍照，随机选取十个视野，统计各视野下穿过 Transwell膜的细

胞数，比较两组细胞侵袭数目差异。
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1.3 统计学分析

所有数据均分析均采用 SPSS 22.0 软件包。计量资料以

x± s表示，三组间差异分析采用方差分析及 LSD-t检验，两组

间差异分析采用独立样本双侧 t检验。P<0.05视为差异有统计
学意义。

2 结果

2.1 Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中低表达

RT-QPCR 结果显示，正常黑素细胞 HEMa-LP 中

Circ_0001073的相对表达水平为 1.00± 0.053，黑素瘤 A2058

细胞中 Circ_0001073相对表达水平为 0.371± 0.031，黑素瘤

A375细胞中 Circ_0001073 相对表达水平为 0.513± 0.064，三

组间 Circ_0001073表达差异有统计学意义（图 1A，F=10.742，

P=0.027），提示 Circ_0001073在恶性黑素瘤中很可能发挥抑癌

基因的作用。我们进一步利用 siRNA 沉默 A375 细胞中

Circ_0001073表达，为后续功能学实验奠定基础。结果显示：转

染 Circ_0001073 NC组细胞中 Circ_0001073 相对表达水平为

1.000 ± 0.043， 转 染 Circ_0001073 siRNA 组 细 胞 中

Circ_00010731 相对表达 水平为 0.373 ± 0.062，两组间

Circ_0001073 表达差异有统计学意义（图 1B，t=4.512，P=0.
015），提示 Circ_0001073 siRNA 可有效沉默 A375 细胞中

Circ_0001073表达。

图 1 Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中的表达

A: Circ_0001073在正常黑素细胞和恶性黑素瘤细胞中的表达；B：Circ_0001073 siRNA的沉默效率。

Fig.1 Circ_0001073 expression in malignant melanoma cells

A: Circ_0001073 expression in human epidermal melanoma cells and malignant melanoma cells; B: Efficacy of Circ_0001073 siRNA.

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. Compared with HEMa-LP/ Circ_0001073 NC group, *P<0.05.

2.2 Circ_0001073抑制 A375细胞增殖

EdU实验结果显示：转染 Circ_0001073 NC组细胞中 EdU

阳性细胞百分比为（11.434± 5.627）%，转染 Circ_0001073 siR-

NA组细胞中 EdU阳性细胞百分比为（32.834± 8.329）%，两组

差异有统计学意义（图 2，t=4.136，P=0.021），沉默 Circ_0001073

后，细胞增殖能力显著增强。

图 2 Circ_0001073抑制 A375细胞增殖

Fig.2 Circ_0001073 inhibits cell proliferation of A375 cells

Note: Data are expressed as x± SD, n=3.Compared with Circ_0001073 NC group, *P<0.05.

2.3 Circ_0001073抑制 A375细胞克隆形成

克隆形成实验结果显示：Circ_0001073 NC组细胞克隆形

成数目为 37.435± 7.366，Circ_0001073 siRNA 组细胞克隆形

成数目为 141.535± 18.322，两组细胞克隆形成数目差异有统

计学意义（图 3，t=5.714，P=0.011）。沉默 Circ_0001073后，细胞

克隆形成能力显著增强。

2.4 Circ_0001073抑制 A375细胞迁移

细胞划痕实验结果显示：与 0h 时细胞间隔距离相比，

Circ_0001073 NC组细胞迁移距离百分比为 32.136± 6.843%，

Circ_0001073 siRNA 组细胞迁移距离百分比为 71.433 ±

8.536，两组细胞迁移距离差异有统计学意义（图 4，t=3.733，

P=0.026）。沉默 Circ_0001073后，细胞迁移能力显著增强。
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2.5 Circ_0001073抑制 A375细胞侵袭

细胞侵袭实验结果显示：Circ_0001073 NC组侵袭细胞数

目为 103.433± 7.642，Circ_0001073 siRNA组侵袭细胞数目为

213.642± 21.453，两组侵袭细胞差异有统计学意义（图 4，t=3.

953，P=0.021）。沉默 Circ_0001073后，细胞侵袭能力显著增强。

图 3 Circ_0001073抑制 A375细胞克隆形成能力

Fig.3 Circ_0001073 inhibits colony forming ability of A375 cells

Note: Data are expressed as x± SD, n=3.Compared with Circ_0001073 NC group, *P<0.05.

图 4 Circ_0001073抑制 A375细胞迁移

Fig.4 Circ_0001073 inhibits cell migration of A375 cells

Note: Data are expressed as x± SD, n=3.Compared with Circ_0001073 NC group, *P<0.05.

图 5 Circ_0001073抑制 A375细胞侵袭

Fig.5 Circ_0001073 inhibits cell invasion of A375 cells

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. Compared with Circ_0001073 NC group, *P<0.05.

3 讨论
恶性黑素瘤是一类高度恶性、极易发生转移、高致死率的

皮肤恶性肿瘤[7,8]。非编码 RNA是一类不编码蛋白质的 RNA，
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既往研究显示其主要成员 miRNA和长链非编码 RNA的异常

表达与恶性黑素瘤发生及进展关系密切[9,10]。环状 RNA则是另

一类在肿瘤发生及进展中发挥重要功能的非编码 RNA。近些

年来，随着高通量测序和相关实验技术的进展，越来越多的证

据表明环状 RNA在多种肿瘤中异常表达，并与肿瘤细胞的增

殖、分化、侵袭及转移等恶性表型密切相关[11,12]。本研究中，我们

检测了环状 RNA Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中的表达及

功能。我们发现 Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中表达水平

显著低于正常黑素细胞。细胞学实验结果显示：沉默

Circ_001073表达后，A375细胞克隆形成、增殖、迁移和侵袭能

力均显著增强。本研究结果证实 Circ_0001073在恶性黑素瘤中

是潜在的抑癌基因，为恶性黑素瘤的靶向治疗提供了新的靶点。

越来越多的证据表明环状 RNA在基因转录、蛋白翻译、蛋

白的细胞浆和细胞核亚定位等多个重要生物进程中均发挥着

至关重要的作用[13]。环状 RNA可通过作为 miRNA海绵、吸附

结合 RNA结合蛋白等多种机制参与调控相关癌基因或抑癌基

因的表达 [14,15]。例如：环状 RNA CircEPSTI1可通过吸附结合

miR-4753和 miR-6809而调控三阴性乳腺癌的增殖和凋亡[16]。

环状 RNA CiRS-7可通过竞争性结合 miR-7的表达而促进结

肠癌进展[17]。环状 RNA Circ_Foxo3可作为 p21蛋白和 CDK蛋

白的支架从而阻滞细胞周期[18]。新近研究表明，一些环状 RNA

在恶性黑素瘤组织中表达异常，并与肿瘤的进展密切相关。环

状 RNA Circ_0025039在恶性黑素瘤组织和细胞中表达上调，

并通过竞争性结合 miR-198而上调 CDK的表达，从而促进恶

性黑素瘤的增殖、侵袭和糖代谢[19]。另有研究证实，环状 RNA

Circ_0005320、Circ_0067531、Circ_0008042在原位和转移性口

腔黏膜黑素瘤的表达要显著高于配对癌旁组织和非转移性口

腔黏膜黑素瘤，而 Circ_0000869和 Circ_0000853则在口腔黏

膜黑素瘤组织中表达下调 [20]。生物信息学分析显示

Circ_0005320、Circ_0067531 和 Circ_0000869 可作为 ceRNA

而调控口腔黏膜黑色素瘤的发生和转移。但是，与恶性黑素瘤

发生及进展密切相关的环状 RNA鉴定出的仍不多，寻找恶性

黑素瘤靶向治疗的环状 RNA靶点仍显得极为重要。

Circ_0001073在肿瘤中的表达及功能相关研究还不多。最

新研究显示 Circ_0001073在膀胱癌组织和细胞中表达异常下

调，与进展期临床病理特征呈负相关，并可作为判断膀胱癌患

者术后生存周期的独立预测因子 [6]。机制方面的研究显示

Circ_0001073可通过与 miR-626结合而上调 EYA4的表达，从

而抑制膀胱癌细胞增殖和转移。与既往研究相符，我们的研究

也发现 Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中的表达较正常黑素

细胞明显降低。沉默 A375细胞中 Circ_0001073的表达后，细

胞增殖、克隆形成、侵袭和转移能力显著增强。我们的研究和既

往研究均提示 Circ_0001073在肿瘤发生及进展中发挥抑癌基

因的功能。但是，由于 Circ_0001073表达及功能的相关研究尚

不多，而环状 RNA 的表达及功能具有极高的组织特异性，

Circ_0001073在其他肿瘤中是否还会扮演癌基因的角色仍需

更进一步研究确认。

既往研究显示 Circ_0001073含有多个 miRNA结合位点，

例如：miR-571、miR-548、miR-659、miR-626 翻译并诱导其降

解。吸附结合 miRNA，从而解除相关 miRNA对下游癌基因或

抑癌的抑制，是环状 RNA参与调控肿瘤发生及进展的主要机

制[14]。既往研究显示，miR-548可通过抑制 NRIP1的表达促进

食管鳞状细胞癌的侵袭及转移，是潜在的癌基因[21]。我们猜想

Circ_0001073可能通过竞争性结合 miR-548等促癌性 miRNA

而解除其对下游抑癌分子的抑制，进而抑制肿瘤的进展。因此，

深入研究可与 Circ_0001073结合的相关促癌性 miRNAs在恶

性黑素瘤发生及进展中的表达及功能，将有助于我们更深入的

阐明 Circ_0001073在恶性黑素瘤中发挥抑癌基因功能的具体

机制。

综上所述，Circ_0001073在恶性黑素瘤细胞中的表达水平

明显低于正常黑素细胞，沉默期表达后，A375细胞增殖、克隆

形成、迁移和侵袭能力均显著增强，是潜在的抑癌分子。本研究

为恶性黑素瘤靶向治疗提供了潜在的靶点，并为 Circ_0001073

相关机制研究奠定了理论基础。
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