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[摘要] 目的　探究环状 RNA(circ_100284)作为竞争性内源 RNA(ceRNA)通过调控 miR-217/丝裂原活化蛋白激酶 1
(MAPK1)影响食管鳞状细胞癌(ESCC)细胞侵袭及其对5-氟尿嘧啶(5-FU)化疗的敏感性。方法　生物信息学分析ESCC中差

异表达的 circRNAs。qRT-PCR 检测 ESCC 组织和细胞中 circ_100284 的表达。使用浓度逐渐增加的 5-FU 处理 ESCC 细胞

KYSE450以建立 5-FU耐药KYSE450细胞系(KYSE450-R)，MTT实验检测KYSE450和KYSE450-R细胞的 IC50。qRT-PCR检测

KYSE450 和 KYSE450-R 细胞中 circ_100284、miR-217 和 MAPK1 mRNA 的表达，Western blotting 检测 MAPK1 蛋白的表达。

取 KYSE450-R 细胞，设置：(1)空白对照组(不做处理)、 si-NC 组(转染 si-NC)、 si-circ_100284 组(转染 si-circ_100284)、
pc-Control 组(转染 pc-Control)、pc-circ_100284 组(转染 pc-circ_100284)、pc-circ_100284+mimic NC 组(转染 pc-circ_100284 和

mimic NC)与 pc-circ_100284+miR-217 mimic 组 (转染 pc-circ_100284 和 miR-217 mimic)，采用 MTT 实验检测细胞活力，

Transwell实验检测细胞侵袭能力，流式细胞术检测细胞凋亡情况。(2)空白对照组(不做处理)、si-NC组(转染 si-MAPK1的

阴性对照)、si-MAPK1 组(转染 si-MAPK1)、si-MAPK1+inhibitor NC 组(转染 si-MAPK1 和 inhibitor NC)与 si-MAPK1+miR-217 
inhibitor组(转染 si-MAPK1和miR-217 inhibitor)，采用qRT-PCR和Western blotting检测MAPK1 mRNA和蛋白的表达，MTT实

验检测细胞活力，Transwell 实验检测细胞侵袭能力，流式细胞术检测细胞凋亡情况。将 circ_100284-WT 或 circ_100284-
MUT报告质粒、MAPK1-WT或MAPK1-MUT报告质粒分别与miR-NC或miR-217 mimic共转染KYSE450-R细胞48 h，采用双

荧光素酶报告实验测定荧光素酶相对活性。结果　生物信息学分析显示 circ_100284在ESCC中呈高表达。与癌旁正常组

织比较，ESCC 组织中 circ_100284 表达明显增加(P<0.05)；与健康人食管上皮细胞 HEEC 比较，ESCC 细胞系 TE-11、
ECA09和KYSE450中 circ_100284表达明显增加(P<0.05)。与KYSE450细胞比较，KYSE450-R细胞的 IC50增加，circ_100284、
MAPK1表达增加但miR-217表达被抑制(P<0.05)。与 si-NC组比较，si-circ_100284组细胞活力被抑制，细胞侵袭数减少，细

胞凋亡率增高(P<0.05)。与pc-Control组比较，pc-circ_100284组细胞活力和细胞侵袭数增加，细胞凋亡率降低(P<0.05)，而

pc-circ_100284对ESCC细胞恶性生物学行为的影响被miR-217过表达逆转(P<0.05)。与 si-NC组比较，si-MAPK1组细胞活力

被抑制，细胞侵袭数减少，细胞凋亡率增高(P<0.05)，而 si-MAPK1对ESCC细胞生物学行为的影响被miR-217 inhibitor逆转

(P<0.05)。circ_100284 与 miR-217、miR-217 与 MAPK1 具有靶向关系。结论　circ_100284 通过调控 miR-217/MAPK1 进而增

强ESCC细胞的侵袭能力，抑制ESCC细胞对5-FU化疗的敏感性，在ESCC中发挥促癌因子的作用。
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[Abstract] Objective　To explore the effects of circ_100284 in affecting the invasion of esophageal squamous cell carcinoma 

(ESCC) cells and their sensitivity to 5-fluorouracil (5-FU) chemotherapy via regulating miR-217/mitogen-activated protein kinase 1 

(MAPK1) acting as a competing endogenous RNA (ceRNA). Methods　 The bioinformatics approach was used to analyze the 

differentially expressed circRNAs in ESCC. qRT-PCR was used to detect the expression of circ_100284 in ESCC tissues and cells. 

The 5-FU-resistant KYSE450 cell line (KYSE45-R) was established by increasing concentrations of 5-FU. The IC50 of 5-FU in 

KYSE450 and KYSE450-R cells was determined through MTT assay. qRT-PCR was used to detect the expression of circ_100284, 

miR-217, and MAPK1 mRNA in KYSE450 and KYSE450-R cells, while Western blotting detecting the protein expression of MAPK1. 

In the experiments with KYSE450-R cells, we set up the following groups: (1) blank group (without treatment), si-NC group 

(transfected with si-NC), si-circ_100284 group (transfected with si-circ_100284), pc-Control group (transfected with pc-Control), 

pc-circ_100284 group (transfected with pc-circ_100284), pc-circ_100284+mimic NC group (transfected with pc-circ_100284 and 

mimic NC), and pc-circ_100284+miR-217 mimic group (transfected with pc-circ_100284 and miR-217 mimic). These groups were 

subjected to MTT assay to detect cell viability, Transwell assay to detect cell invasion, and flow cytometry to detect cell apoptosis. (2) 

Blank group (without treatment), si-NC group (transfected with si-MAPK1 negative control), si-MAPK1 group (transfected with si-

MAPK1), si-MAPK1+inhibitor NC group (transfected with si-MAPK1 and inhibitor NC), and si-MAPK1+miR-217 inhibitor group 

(transfected with si-MAPK1 and miR-217 inhibitor). We detected the mRNA and protein expression of MAPK1 using qRT-PCR and 

Western blotting. We evaluated cell viability using MTT assay, invasion with Transwell assay, and apoptosis by flow cytometry. circ_

100284-WT or circ_100284-MUT reporter plasmids, as well as MAPK1-WT or MAPK1-MUT reporter plasmids, were co-transfected 

with miR-NC or miR-217 mimic into KYSE450-R cells for 48 h, and dual luciferase reporter assay was used to measure luciferase 

activity. Results　The bioinformatics analysis revealed significant upregulation of circ_100284 in ESCC. Compared with adjacent 

normal tissues, the expression of circ_100284 in ESCC tissues is enhanced (P<0.05); compared with the HECC cells, the TE-11, 

ECA109 and KYSE450 ESCC cell lines showed enhanced expression of circ_100284 (P<0.05). Compared with the KYSE450 cells, 

KYSE450-R cells demonstrated increased IC50 with enhanced expression of circ_100284 and MAPK1 but suppressed expression of 

miR-217 (P<0.05). Compared with the si-NC group, the si-circ_100284 group demonstrated inhibited invasion and proliferation of 

cells with increased apoptosis (P<0.05). Compared with pc-Control group, the invasion and proliferation of cells in the pc-circ_

100284 group are increased, and cell apoptosis is decreased (P<0.05). Over-expression of miR-217 reversed the malignant biological 

behavior of ESCC cells induced by pc-circ_100284 (P<0.05). Compared with si-NC group, in the si-MAPK1 group, we observed 

decreased cell invasion and proliferation, and increased apoptosis (P<0.05), but miR-217 inhibitor reversed the effect of si-MAPK1 on 

the biological behavior of ESCC cells (P<0.05). The targeting relationship of circ_100284 and miR-217, miR-217 and MAPK1 is 

confirmed. Conclusion　circ_100284 promotes ESCC cell invasion by regulating miR-217/MAPK1, inhibits the chemosensitivity of 

ESCC cells to 5-FU, and acts as a tumor-promoting factor in ESCC. 

[Key words] circ_100284; miR-217; mitogen-activated protein kinase 1; esophageal cancer; chemosensitivity

食管癌是消化系统常见的恶性肿瘤[1-3]。食管鳞

状细胞癌(esophageal squamous cell carcinoma，ESCC)
是食管癌中最为常见的一种类型[4]，临床上常采用

化疗药物治疗；然而，耐药性是 ESCC 治疗中的主

要挑战，常导致化疗失败[5]。因此迫切需要探究耐

药的分子机制，寻找有效的解决方案。研究发现，

非编码RNA在肿瘤发生发展中起着重要作用，形成

复杂的调控网络[6]。近年来，环状 RNA(circRNA)作
为一类特殊的非编码 RNA 被广泛研究[7-9]，与线性

RNA 不同，circRNA 共价闭合的环形结构使其更稳

定，不易被RNA外切酶降解，并且可通过多种机制

参与调节转录、转运 RNA、结合和翻译蛋白等过

程[10-11]。研究显示，在亚坤酸盐诱导正常膀胱细胞

恶性转化的过程中，随着亚坤酸盐作用时间的延长，

circ_100284 在膀胱癌细胞中的表达持续升高，且能

够作为竞争性内源 RNA(competing endogenous RNA，

ceRNA)吸附 miR-217 促进膀胱癌细胞增殖[12]；也有

研究显示，circ_100284能够吸附miR-217进而促进肝

癌细胞的恶性生物学行为[13]。此外，在人角质形成

细胞癌变进展中，circ_100284可竞争性结合miR-217
而调控Zeste 同源物增强子 2(EZH2)，增强细胞的集

落形成、侵袭能力，从而促进癌变进展[14]。因此，

circ_100284 作为促癌基因在膀胱癌、肝癌、人角质

形成细胞癌变进展中发挥作用。研究显示，miR-217
可作为抑癌因子参与调控 ESCC 的进展，且能抑制

细胞增殖和侵袭，从而有效抑制 ESCC 的发展[15-16]。
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另有研究发现，miR-217与结直肠癌的5-氟尿嘧啶(5-
fluorouracil，5-FU)化疗敏感性密切相关[17]。本课题

组前期通过生物信息学工具对 circ_100284/miR-217
潜在的下游 mRNA 进行预测，发现丝裂原活化蛋白

激酶 1(mitogen-activated protein kinase 1， MAPK1) 与
miR-217存在结合位点，而MAPK1在ESCC中的作用

及其机制已经初步阐明[18]。因此，本研究探究 circ_
100284 通过 miR-217/MAPK1 对 ESCC 细胞生物学功

能的作用机制及其对 5-FU化疗敏感性的影响，以期

为ESCC的治疗提供解决方案。

1　材料与方法

1.1　主要试剂　反转录试剂盒、实时荧光定量PCR
试 剂 盒 、 LipofectamineTM 3000 试 剂 盒 购 自 美 国

Thermo Fisher 公司；Trizol 试剂、Matrigel 基底胶、

MTT溶液、结晶紫、化学发光剂购自北京索莱宝科

技有限公司；荧光原位杂交 (fluorescence in situ 
hybridization，FISH)探针试剂盒购自上海吉玛基因；

DAPI 染液购自上海碧云天生物技术有限公司；

Annexin V-FITC/PI 试剂盒购自北京百奥莱博科技有

限公司；一抗 MAPK1、山羊抗兔 IgG 二抗购自英国

Abcam 公司；蛋白提取试剂盒购自北京碧云天科技

有限公司；双荧光素酶报告基因测试盒购自上海北

诺生物科技有限公司。

1.2　方法　

1.2.1　生物信息学分析　从NCBI数据库查阅并获取

ESCC 相 关 GEO 芯 片 表 达 数 据 ， 选 择 芯 片

GSE131969。该芯片数据中包含 3 例 ESCC 组织及其

对应的癌旁正常组织。使用R语言 limma包对癌旁正

常组织和ESCC组织中差异 circRNAs进行分析，差异

筛选条件为校正后 P<0.05 和|log2 FC|>1。在 MiRDB
(http://mirdb. org/index. html) 和 RNA22(https://cm.
jefferson.edu/rna22/Interactive/)网站获取miRNAs的下

游靶基因。采用在线生物信息学工具 DAVID6.8
(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp)进行京都基因与基

因组百科全书(kyoto encyclopedia of genes and genomes，
KEGG)通路分析。选择校正后 P<0.05 的通路进行后

续分析。借助 Venn 在线网站 (http://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/Venn/)绘制交集。在DisGeNET
数据库(https://www.disgenet.org/)获取 ESCC 的疾病

风险基因。String 数据库(https://string-db.org)分析蛋

白相互作用关系。

1.2.2　组织标本收集　收集2020年1月－2021年12月
平顶山市第一人民医院收治的 37 例 ESCC 患者的肿

瘤组织样本，同期收集癌旁正常组织(远端癌旁正常

食管黏膜)作为正常对照。所有患者在标本采集前均

未进行放化疗治疗，组织的获取和分离由专门的外

科医师进行，并于-80 ℃下保存。标本采集和使用

均已获得受试者的知情同意。本研究获平顶山市第

一人民医院伦理审查委员会审批(20200007)。
1.2.3　细胞培养与分组　人食管鳞癌细胞系(TE-11、
ECA109、 KYSE450) 及 健 康 人 食 管 上 皮 细 胞 系

(HEEC)由中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库

提供，于含 100 U/ml 青霉素、100 μg/ml 链霉素、

10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养基中，在 37 °C、5% 
CO2条件下常规培养。将筛选出的细胞株用不同浓

度(1、2、5、15、20、30 μg/ml)的 5-FU 处理，以建

立5-FU耐药KYSE450细胞系(KYSE450-R)。
取KYSE450-R细胞，设置：(1)空白对照组(细胞

不做处理)、si-NC组(细胞转染 si-NC)、si-circ_100284
组(细胞转染 si-circ_100284)、pc-Control组(细胞转染

pc-Control)、 pc-circ_100284 组 ( 细 胞 转 染 pc-circ_
100284)、 pc-circ_100284+mimic NC 组 ( 细 胞 转 染

pc-circ_100284 和 mimic NC)、pc-circ_100284+miR-217 
mimic 组(细胞转染 pc-circ_100284 和 miR-217 mimic)，
采用MTT实验检测细胞活力，Transwell实验检测细

胞侵袭能力，流式细胞术检测细胞凋亡情况。(2)空
白对照组 ( 细胞不做处理)、 si-NC 组 ( 细胞转染

si-MAPK1 的阴性对照)、 si-MAPK1 组 ( 细胞转染

si-MAPK1)、 si-MAPK1+inhibitor NC 组 ( 细 胞 转 染

si-MAPK1和 inhibitor NC)、si-MAPK1+miR-217 inhibitor
组 (细胞转染 si-MAPK1 和 miR-217 inhibitor)，采用

qRT-PCR 和 Western blotting 检测 MAPK1 mRNA 和蛋

白的表达，MTT实验检测细胞活力，Transwell 实验

检测细胞侵袭能力，流式细胞术检测细胞凋亡情况。

(3)将 circ_100284-WT 或 circ_100284-MUT 报告质粒、

MAPK1-WT或MAPK1-MUT报告质粒分别与miR-NC
或 miR-217 mimic 共转染 KYSE450 细胞 48 h，使用双

荧光素酶报告试剂盒测定荧光素酶活性。细胞转染

步骤借助LipofectamineTM 3000试剂盒完成。

1.2.4　qRT-PCR检测mRNA的表达　采用Trizol试剂

提取细胞及组织中的总RNA，按反转录试剂盒说明

书步骤反转录合成第 1 条 cDNA，以此 cDNA 为模板

按PCR试剂盒进行PCR反应。引物和探针由广州复

能基因科技有限公司设计和合成，采用实时荧光定

量 PCR 试剂盒进行 qRT-PCR 分析。miR-217 以 U6 作

为内参，其他基因的mRNA以GAPDH作为内参，采

用2-ΔΔCt法计算各目的基因相对表达量。引物序列如

表1所示。

1.2.5　RNase R实验检测 circ_100284的降解程度　取

总 RNA 样本中 2 μg circ_100284，其中 1 μg 加入 1 μl 
RNase R，充分反应后加入 10× RNase R 反应缓冲液。

随机将反应体系在 37 ℃恒温金属浴中温热 10 min，
产物用于实时荧光定量 PCR 检测 RNase R 的降解
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程度。

1.2.6　FISH实验检测 circ_100284的亚细胞定位　按

试剂盒说明书配置相应溶液，将细胞消化离心后均

匀置于玻片上用 4%多聚甲醛溶液固定 15 min；加入

0.1%预杂交缓冲液A，室温下反应15 min，吸弃并用

PBS清洗2~3次，每次5 min；加入缓冲液C，对细胞

进行封闭 30 min 后吸弃；将配置好的探针混合液与

样本在37 ℃下杂交过夜，弃去探针混合液分别加入

预热好的 F 缓冲液、C 缓冲液洗涤；加入稀释好的

DAPI 工作液避光染色 15 min，PBS 洗涤后滴加抗淬

灭剂，在荧光显微镜下对细胞进行观察。

1.2.7　双荧光素酶报告实验验证分子间靶向关系　

采用靶向关系预测网站 Circular RNA Interactome
(https://circinteractome.nia.nih.gov)及 Targetscan(https://
www.targetscan.org/vert_72/)分别预测 miR-217 与 circ_
100284、MAPK1之间的结合位点。利用PCR扩增含

有miR-217结合位点的基因的 3'UTR 序列。将 3'UTR
克隆到 pMIR-REPORT 荧光素酶载体 pMIR 野生型

(wild type，WT)质粒中。PCR扩增基因3'UTR结合位

点的突变，克隆到 pMIR 突变型(mutant type，MUT)
质粒中。分别构建 circ_100284-WT 和 circ_100284-
MUT 及 MAPK1-WT、 MAPK1-MUT。 根 据

LipofectamineTM 3000 试剂说明书分别将 miR-NC 或

miR-217 mimic 与荧光素酶质粒联合转染。转染 48 h
后使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒测定荧光素

酶相对活性。

1.2.8　MTT 实验检测细胞活力　根据 MTT 试剂说

明书检测 5-FU对各组细胞活力的影响。取转染 48 h
的各组 KYSE450 细胞，消化制成单细胞悬液，接种

于96孔板中，待细胞贴壁后，用不同浓度(1、2、5、
15、20、30 µg/ml)的 5-FU处理细胞以构建 5-FU耐药

KYSE450 细胞系(KYSE450-R)。培养 48 h 后，加入配

置好的 MTT 溶液于 37 ℃恒温条件下继续培养 4 h，
终止后弃去上清液，加入二甲基亚砜振荡 15 min，
采用酶标仪测定 490 nm 波长处各孔的吸光度(OD)，
绘制细胞生存曲线，并计算 5-FU对细胞的半数抑制

浓度(half inhibition concentration，IC50)。
1.2.9　Transwell 实验检测细胞侵袭能力　将细胞用

胰酶消化后计数，PBS 清洗，采用无血清培养基制

备单细胞悬液。将Matrigel基质胶在冰上与无血清培

养基以 1∶9体积比共同稀释，预先铺涂于侵袭小室，

置于细胞培养箱中恒温培养2 h。在24孔板中加入完

全培养基，放入小室，加入单细胞悬液，下室加入

含有 20% FBS 的DMEM培养液，置于 24孔板中培养

24 h。取出小室用PBS清洗后用乙醇固定滤膜，结晶

紫染色后树胶封片。于400倍显微镜下随机选取5个

视野计数。

1.2.10　流式细胞术检测细胞凋亡情况　收集各组转

染 48 h 后的细胞，加入 30 μg/ml 5-FU 作用 48 h，胰

酶消化后用预冷 PBS 冲洗，加入结合缓冲液重悬细

胞，加入5 μl Annexin V-FITC和PI染液于室温条件下

避光反应 20 min，再用结合缓冲液冲洗细胞以去除

未结合的染料和杂质。在1 h内上流式细胞仪检测细

胞凋亡情况。

1.2.11　Western blotting 检测蛋白表达情况　采用

RIPA 裂解液裂解细胞中总蛋白，以 100:1 加入苯甲

基磺酰氟后在 4 ℃下、12 000 g 离心 15 min，上清中

加入上样缓冲液，100 ℃煮沸 5 min，置于-80 ℃保

存，随后进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，湿法转至PVDF
膜后加入 5% BSA 室温封闭 1 h，将稀释后的一抗

(1: 500) 孵育至 PVDF 膜上， 4 ℃过夜；弃一抗，

TBST洗膜后加入稀释后的辣根过氧化酶标记的山羊

抗兔 IgG二抗孵育1 h。TBST稀释液洗膜，配置ECL
显色液滴加至膜上，在凝胶成像仪下拍照，ImageJ
软件进行分析。

1.3　统计学处理　采用 SPSS 23.0 软件进行统计分

析。实验数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较

采用 SNK-q 检验。采用 Pearson 相关性分析 miR-217
与 circ_100284 的相关性。P<0.05 为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　circ_100284在ESCC组织和细胞中的表达　ESCC
相关芯片 GSE131969 中包含 566 个差异表达的

circRNAs(图 1A)。选取 ESCC 中表达上调的前 10 个

circRNAs 绘制热图(图 1B)，根据右侧条带颜色分析

(红色表示高表达，蓝色表示低表达)发现，hsa_circ_
100284在ESCC组织中呈高表达。37例ESCC患者年

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences for qRT-PCR

基因

circ_100284

MAPK1

GAPDH

miR-217

U6

引物序列(5'-3')

正向：ATCCTCCATGGCGGCGATGG

反向：TCGAGTTTCCATAAGAGCCTT

正向：AGTCCTCCTAGAGACCCCTTTACCC

反向：TACAGCCTTATAGAGTTTCCATC

正向：TATCTTTCCATCAGATCAGCGT

反向：ATATCAGTAAATTCCATTACCAT

正向：GTAGGATTATCATTAAGGAGTCCTAT

反向：GAGTATCCCAGTCATGTTTATTTT

正向：ATTCATTCAGGTTCATGTTTCC

反向：GAGTCCATCATTCCAGTCATCCA

MAPK1. 丝裂原活化蛋白激酶1
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龄 62.3(43.4~76.6)岁，其中男 23 例，女 14 例；TNM
分期：Ⅰ期+Ⅱ期 29 例，Ⅲ期 8 例；淋巴结转移

7 例，未转移 30 例。qRT-PCR 检测结果显示，与癌

旁正常组织比较，ESCC组织中 circ_100284相对表达

水平明显升高(P<0.05，图 1C)。与健康人食管上皮

细胞系HEEC比较，ESCC细胞系TE-11、ECA109和

KYSE450 中 circ_100284 相 对 表 达 水 平 明 显 升 高

(P<0.05，图 1D)。KYSE450 细胞系中 circ_100284 表

达上调最为显著，因此选取 KYSE450 细胞株进行后

续实验。

2.2　敲减 circ_100284 对 ESCC 细胞侵袭力及其 5-FU
敏感性的影响　MTT 实验和 qRT-PCR 检测结果显

示，与KYSE450细胞比较，KYSE450-R细胞的 IC50及

circ_100284 表达水平明显增高(P<0.05，图 2A、B)。
进一步 MTT 实验检测细胞活力，结果显示，在

KYSE450-R细胞中转染 si-circ_100284，与空白对照组

和 si-NC 组比较，si-circ_100284 组 KYSE450-R 细胞活

力被抑制(P<0.05，图 2C)。Transwell 实验检测结果

显示，与空白对照组和 si-NC组比较，si-circ_100284
组细胞侵袭数明显减少(P<0.05，图 2D)。流式细胞

术检测结果显示，与空白对照组和 si-NC 组比较，

si-circ_100284 组 KYSE452-R 细胞凋亡率明显增高

(P<0.05，图 2E)。空白对照组与 si-NC 组 KYSE450-R

细胞活力、细胞侵袭数、细胞凋亡率比较差异均无

统计学意义(P>0.05)。
2.3　circ_100284 与 ESCC 中 miR-217 的关系　RNase 
R 实验结果显示，GAPDH mRNA 相对表达水平明显

降低(P<0.05)，而 circ_100284相对表达水平变化无统

计学意义(P>0.05)，提示 circ_100284不易被降解，具

有环状结构(图 3A)。FISH实验检测结果显示，circ_
100284 主要定位于细胞质中 ( 图 3B)，因此 circ_
100284 能够作为 ceRNA 发挥功能。 Circular RNA 
Interactome 预测结果显示，circ_100284 与 miR-217 之

间存在互补序列，表明两者可能存在相互作用

(图 3C)。双荧光素酶报告实验结果显示， circ_
100284-WT 和 miR-217 mimic 共转染后相对荧光素酶

ESCC. 食管鳞状细胞癌；HECC. 健康人食管上皮细胞素；A. GSE131969芯片数据中差异表达的 circRNAs；B. GSE131969芯片数据中上

调表达差异最显著的前 10 个 circRNAs；C. qRT-PCR 检测 circ_100284 在 ESCC 组织中的表达情况(n=37)；D. qRT-PCR 检测 circ_100284 在

ESCC细胞系中的表达情况；与癌旁正常组织比较，(1)P<0.05；与HECC细胞系比较，(2)P<0.05

图1　circ_100284在ESCC组织和细胞系中表达上调

Fig.1　circ_100284 was up-regulated in ESCC tissues and cell lines
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活性明显降低 (P<0.05)，但 miR-217 mimic 和 circ_
100284-MUT共转染后相对荧光素酶活性无明显变化

(P>0.05，图 3D)。与癌旁正常组织比较，ESCC组织

中miR-217相对表达水平明显降低(P<0.0001，图3E)，
且miR-217的表达与 circ_100284呈负相关(r=-0.8494，
P<0.0001， 图 3F)。 qRT-PCR 检 测 结 果 显 示 ， 与

HEEC 细胞系比较，ESCC 细胞系 TE-11、ECA109 和

KYSE450 中 miR-217 相对表达水平明显降低(P<0.05，
图3G)。
2.4　circ_100284、miR-217 对 ESCC 细胞生物学行为

及 5-FU 耐 药 性 的 影 响　 与 KYSE450 细 胞 比 较 ，

KYSE450-R细胞中miR-217表达水平明显下调(P<0.05，
图 4A)。MTT 实验和 Transwell 实验检测结果显示，

与pc-Control组比较，pc-circ_100284组细胞活力和细

胞侵袭数均明显增加 (P<0.05)；与 pc-circ_100284+
mimic NC 组比较，pc-circ_100284+miR-217 组细胞活

力和细胞侵袭数明显降低(P<0.05，图4B、C)。流式

细胞术检测结果显示，与pc-Control组比较，pc-circ_

100284 组细胞凋亡率明显降低(P<0.05)；与 pc-circ_
100284+mimic NC组比较，pc-circ_100284+miR-217组

细胞凋亡率明显增高(P<0.05，图4D)。
2.5　MAPK1 与 miR-217 的靶向关系验证　在 RNA22
和 miRDB 在线靶向关系预测网站获取 miR-217 的下

游靶基因并取交集，共有 294个交集靶基因(图 5A)。
KEGG 富集分析结果显示，交集靶基因在癌症通路

中显著富集(图 5B)。该通路具体富集的 12 个基因

为 ： MAPK10、 GNG4、 BDKRB2、 FN1、 EP300、
MAPK1、 CTNNB1、 ITGAV、 RAC1、 HIF1A、 FGF2
和 FGFR2。 在 DisGeNET 数 据 库 获 取 ESCC(CUI：
C1142025)的疾病风险基因(ADRA1D、LTA、BRCA1、
BRAF)。将癌症通路中的基因与ESCC的疾病风险基

因通过String在线预测网站探究基因间的相互作用关

系，结果显示，MAPK1和CTNNB1与其他基因间均

具有较强的关联性(图5C)。Targetscan预测及双荧光

素酶报告实验结果显示，miR-217 与 MAPK1 之间存

在特异性结合位点，并且 MAPK1-WT 和 miR-217 

HECC. 健康人食管上皮细胞素；A. MTT 实验检测 KYSE450 和 KYSE450-R 细胞的 IC50；B. qRT-PCR 检测 circ_100284 在 KYSE450 和

KYSE450-R细胞中的表达；C. MTT实验检测各组KYSE450-R细胞活力；D. Transwell实验检测各组细胞侵袭能力；E. 流式细胞术检测各组

KYSE450-R细胞凋亡情况；与KYSE450细胞比较，(1)P<0.05；与空白对照组比较，(2)P<0.05；与 si-NC组比较，(3)P<0.05

图2　敲减 circ_100284对KYSE450细胞生物学行为的影响

Fig.2　Effects of circ_100284 knockdown on the biological behavior of KYSE450 cells
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mimic 共转染后相对荧光素酶活性降低(P<0.05)，但

MAPK1-MUT 和 miR-217 mimic 共转染后相对荧光素

酶活性无明显变化(P>0.05)，提示miR-217与MAPK1
存在靶向关系 (图 5D)。敲减 MAPK1 后，MAPK1 
mRNA 和蛋白相对表达水平明显下调(P<0.05)，而

miR-217 inhibitor 能部分逆转 MAPK1 敲减的作用

(P<0.05，图5E、F)。
2.6　miR-217、MAPK1 对 ESCC 细胞生物学行为及

5-FU耐药性的影响　与KYSE450细胞比较，KYSE450-R
细胞中MAPK1 mRNA和蛋白相对表达水平明显上调

(P<0.05，图6A、B)。MTT实验检测结果显示，与 si-
NC组比较，si-MAPK1组细胞活力明显降低(P<0.05)；
与 si-MAPK1+inhibitor NC 组比较， si-MAPK1+miR-
217 inhibitor 组细胞活力明显增高(P<0.05，图 6C)。
Transwell 实验检测结果显示，与 si-NC 组比较，si-
MAPK1 组细胞侵袭数明显减少 (P<0.05)；与 si-
MAPK1+inhibitor NC 组 比 较 ， si-MAPK1+miR-217 
inhibitor组细胞侵袭数明显增加(P<0.05，图 6D)。流

式细胞术检测结果显示，与 si-NC组比较，si-MAPK1
组细胞凋亡率明显增高 (P<0.05)；与 si-MAPK1+
inhibitor NC组比较，si-MAPK1+miR-217 inhibitor组细

胞凋亡率明显降低(P<0.05，图6E)。

3　讨　　论

本研究探讨了 circ_100284/miR-217 靶向 MAPK1
对 ESCC 细胞侵袭的影响，以及是否对使用 5-FU 处

理的 ESCC 细胞的生存及凋亡产生作用，发现 circ_
100284 能够吸附 miR-217 促进 ESCC 细胞的侵袭能

力，降低 ESCC 细胞对 5-FU 化疗药物的敏感性，因

此干预 circ_100284 的表达有望在 ESCC 化疗中发挥

作用。

目前癌细胞的侵袭、转移仍是导致 ESCC 患者

死亡的主要原因之一[19]。研究发现，circRNAs 在
ESCC 的发生发展中起着重要作用[20-22]。而 circRNAs
的大量研究主要集中于其对 ESCC 发生、发展、侵

袭、转移和其他细胞生物学特征的作用[23]。例如，

HECC. 健康人食管上皮细胞素；A. RNase R实验检测 circ_100284的降解程度；B. FISH实验检测 circ_100284的亚细胞定位；C. Circular 

RNA Interactome预测 circ_100284与miR-217的互补结合序列；D. 双荧光素酶报告实验结果；E. miR-217在37例ESCC组织和癌旁正常组织

中的表达；F. Pearson 相关性分析 miR-217 与 circ_100284 的相关性；G. qRT-PCR 检测不同细胞系中 miR-217 的表达；与 RNase R-组比较，

(1)P<0.05；与miR-NC组比较，(2)P<0.05；与癌旁正常组织比较，(3)P<0.05；与HECC组比较，(4)P<0.05

图3　circ_100284作为 ceRNA吸附miR-21
Fig.3　circ_100284 adsorbs miR-21 as ceRNA
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过表达 circ_141539 促进了细胞的增殖和侵袭，在食

管鳞癌中起致癌作用[24]；circDUSP16 基因敲除降低

了 ESCC 细胞的生长速度，进而抑制 ESCC 的进

展[25]。尽管分子生物治疗手段得到广泛应用，但多

年来患者的存活率并未得到明显改善[26]。因此，探

讨 ESCC 侵袭的发生机制，寻找全新的生物分子靶

点对于 ESCC 的治疗及预后改善至关重要。本研究

通过NCBI数据库获取GEO芯片，筛选出在ESCC组

织中异常表达的 circRNAs，发现 circ_100284在ESCC
中呈高表达。circ_100284 在膀胱癌、肝癌等癌症中

5-FU. 5-氟尿嘧啶；A. qRT-PCR检测miR-217在KYSE450-R细胞中的表达；B. MTT实验检测各组细胞活力；C. Transwell实验检测各组

细胞侵袭能力；D. 流式细胞术检测各组细胞凋亡率；与 KYSE450-R 组比较，(1)P<0.05；与 pc-Control 组比较，(2)P<0.05；与 pc-circ_

100284+miR-217 mimic组比较，(3)P<0.05

图4　circ_100284和miR-217对食管鳞状细胞癌细胞生物学行为和5-FU耐药性的影响

Fig.4　Effects of circ_100284 on proliferation, invasion and resistance to 5-FU of ESCC cells
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均发挥促癌作用[12-14]，能显著促进癌细胞的侵袭及

增殖能力。虽然 circ_100284 在 ESCC 中的作用机制

尚未阐明，但其下游分子miR-217已被证实与ESCC

的发展密切相关，miR-217可抑制ESCC 细胞的增殖

和侵袭，进而抑制 ESCC 细胞的成瘤作用[27]。本研

究 qRT-PCR 实验验证了芯片数据的分析结果，circ_

100284 在 ESCC 组织中呈高表达，提示其可能作为

ESCC的促癌因子参与疾病进程；Transwell实验结果

显示，敲减 circ_100284 可降低 ESCC 细胞的侵袭能

力；FISH 实验及双荧光素酶报告实验验证了 circ_

100284/miR-217 之间的靶向关系；进一步通过一系

列挽救实验证实 circ_100284是通过吸附miR-217进而

影响ESCC 细胞的功能，miR-217过表达能部分逆转

circ_100284 过表达对 ESCC 耐药细胞生物学行为的

影响。

为了进一步探究 circ_100284/miR-217影响ESCC

MAPK1. 丝裂原活化蛋白激酶 1；A. RNA22和miRDB网站预测结果；B. KEGG通路富集分析；C. 蛋白相互作用分析结果；D. 双荧光

素酶分析报告实验结果；E. qRT-PCR检测各组细胞中MAPK1 mRNA表达情况；F. Western blotting检测各组细胞中MAPK1蛋白表达情况；

与miR-NC比较，(1)P<0.05；与 si-NC组比较，(2)P<0.05；与 si-MAPK1+inhibitor NC组比较，(3)P<0.05

图5　MAPK1是miR-217的直接靶点

Fig.5　MAPK1 is a direct target of miR-217
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耐药的具体机制，本研究通过RNA22和miRDB靶向

关系在线预测网站获取miR-217的下游靶基因，通过

DAVID 数据库进行 KEGG 的功能通路富集分析和疾

病风险基因蛋白相互作用分析筛选出miR-217的下游

靶基因MAPK1。MAPK1作为激活MAPK通路的重要

蛋白之一，能够参与细胞增殖、应激、炎症、分化、

功能同步化、转化、凋亡等重要功能[28]。研究发现，

miR-574-3p 通过调节 MAPK1 来抑制 ESCC 细胞的增

殖和侵袭[29]。因此，本研究选择 MAPK1 作为 circ_

100284/miR-217 的下游靶点，进一步证实了miR-217

能够调控 MAPK1 mRNA 和蛋白的表达，通过敲减

MAPK1 能够抑制耐药 ESCC 细胞侵袭，而抑制 miR-

217 能部分逆转这一趋势，揭示了 circ_100284/miR-

217/MAPK1调控轴在ESCC治疗中的意义。

MAPK1. 丝裂原活化蛋白激酶 1；5-FU. 5-氟尿嘧啶；A. qRT-PCR检测MAPK1 mRNA的表达；B. Western blotting 检测MAPK1蛋白的表

达；C. MTT实验检测细胞活力；D. Transwell实验检测细胞侵袭能力；E. 流式细胞术检测细胞凋亡率；与KYSE450细胞比较，(1)P<0.05；

与 si-NC组比较，(2)P<0.05；与 si-MAPK1+inhibitor NC组比较，(3)P<0.05

图6　miR-217通过负调控MAPK1发挥抑癌作用

Fig.6　miR-217 exerts tumor suppressor effect by negatively regulating MAPK1
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化疗是治疗 ESCC 的重要临床方法，它能杀死

肿瘤细胞，减少肿瘤复发[30]。5-FU是一种常用的治

疗 ESCC 的化疗药物，然而，5-FU 耐药性限制了其

临床应用[31]。5-FU耐药的分子机制相当复杂，涉及

许多基因的表达变化[5]。有研究发现，MAPK1 蛋白

水平下调后细胞SGC7901/5-FU的生长抑制率明显高

于对照组，提示 MAPK1 可影响癌细胞株对 5-FU 治

疗的敏感性[32]。由此推测，circ_100284 可能与 5-FU
敏感性相关，其能通过吸附 miR-217 降低 MAPK1 的

表达，从而影响ESCC细胞对5-FU的敏感性。

综上所述，本研究揭示了 circ_100284/miR-217/
MAPK1 轴在 ESCC 进展中的机制，证实了 si-circ_
100284 在 ESCC 细胞中的抑癌作用及其在促进细胞

5-FU 敏感中的作用，为 ESCC 的治疗提供了一定的

理论基础和新的有效靶点。但本研究存在不足之处，

如未进行体内实验等，今后需进一步完善。
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