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摘要      该文探讨circCALN1(circular RNA calneuron 1)在鼻咽癌中的表达及调控分子机制。运用

生物信息软件预测circCALN1调控的miRNA及miRNA调控的靶基因; 运用RT-PCR检测鼻咽癌组织及

细胞株中的基因表达水平; 常规培养鼻咽癌细胞株(CNE1、HNE1、SUNE-1、5-8F、6-10B), 鼻咽永久

上皮分化细胞株NP69, 人肾小管上皮细胞株293T; 设计针对circRCALN1接头处的及BCL-2的siRNA序
列, 运用脂质体转染细胞株; Transwell检测细胞侵袭能力; MTT检测细胞增殖抑制率; Western blot检测蛋

白的相对表达水平; 构建双荧光报告基因载体验证基因之间的结合作用。circCALN1、BCL-2在鼻咽

癌组织及细胞株的相对表达水平上调, 而miR-143-3p表达水平下调; 其中, 在CNE1、HNE1、SUNE-1、
5-8F细胞株中, circCALN1、BCL-2在CNE1细胞株的表达水平最高, 而miR-143-3p在CNE1细胞株的表达

水平最低; 有效降低circCALN1、BCL-2在鼻咽癌细胞株CNE1的表达水平24、48、72 h之后, 抑制率分

别为(16.3±1.65)%、(29.6±2.6)%、(63±3.6)%; (26.3±2.9)%、(32.6±3.8)%、(59.6±3.9)%; 过表达miR-143-3p 
24、48、72 h之后, 抑制率为(9.6±3.6)%、(13.6±5.6)%、(36.8±2.3)%; 过表达miR-143-3p及降低circCALN1、
BCL-2的表达, 其侵袭细胞个数分别为185±13、200±15、183±18; 生物信息学结果提示: miR-143-3p与circ-
CALN1存在结合位点, miR-143-3p与BCL-2存在结合位点。circCALN1、BCL-2-3ʹUTR双荧光报告基因载

体质粒与miR-143-3p mimics共转梁293T细胞, 荧光活性降低。降低circCALN1的表达促进miR-143-3p的
表达上调， 而BCL-2的表达下调。circCALN1/miR-143-3p/BCL-2调控轴影响了鼻咽癌细胞的增殖与侵袭。

关键词      环状RNA; circCALN1; 鼻咽癌; 增殖; 侵袭; miR-143-3p; BCL-2

Study on the Molecular Mechanism of the Influence of circCALN1/miR-143-
3p/BCL-2 Regulatory Axis on the Proliferation and Invasion of 

Nasopharyngeal Carcinoma Cells

JIANG Hao1*, LIAO Jinlong1, CHEN Shuhua2, LU Mang1, YANG Ruiliang1, HE Jinhua3

(1Foshan Hospital Affiliated to Southern Medical University/Pathology Department of Foshan Second People’s Hospital, 
Foshan 528000, China; 2Foshan Hospital Affiliated to Southern Medical University/Otolaryngology Department of Foshan Second 

People’s Hospital, Foshan 528000, China; 3Laboratory Department of Panyu Central Hospital, Guangzhou 511400, China)

临床细胞生物学



江浩等: circCALN1/miR-143-3p/BCL-2调控轴影响鼻咽癌细胞增殖与侵袭的分子机制研究 1783

Abstract       This sudy was to investigate the molecular mechanism of circCALN1 expression in NPC (naso-
pharyngeal carcinoma). The miRNA regulated by circCALN1 and the target gene regulated by miRNA were predicted 
by the bioinformatics software and the relative gene expression levels in NPC tissues and cell lines were detected 
by RT-PCR; CNE1, HNE1, SUNE-1, 5-8F, 6-10B, NP69, 293T cell lines were cultured in conventional culture; the 
siRNA sequences for the junction of circCALN1 and BCL-2 were designed and transfected with liposome; Transwell 
assay was used to detect cell invasion ability, MTT assay was used to detect cell proliferation inhibition rate, Western 
blot was used to detect the relative expression of protein, and double fluorescent reporter gene vector was constructed 
to verify the binding site between genes; the expression of circCALN1, BCL-2 were up-regulated in NPC tissues and 
cell lines; after 24, 48 and 72 h when knock down the expression of circCALN1 and BCL-2, the inhibition rates were 
(16.3±1.65)%, (29.6±2.6)%, (63±3.6)%, (26.3±2.9)%, (32.6±3.8)% and (59.6±3.9)%, respectively; after overexpres-
sion of miR-143-3p for 24, 48 and 72 h, the inhibition rates were (9.6±3.6)%, (13.6±5.6)%, (36.8±2.3)%; Overexpres-
sion of miR-143-3p and decreased expression of circCALN1and BCL-2, the number of invasive cells were 185±13, 
200±15, 183±18; bioinformatics results showed that there were binding sites between miR-143-3p and circCALN1, 
and between miR-143-3p and BCL-2. The plasmid of circCALN1, BCL-2-3ʹUTR double fluorescent reporter gene 
vector and miR-143-3p mimics were co-transfected into 293T cells, and the fluorescent activity was decreased. The 
knock down expression of circCALN1 promoted the up-regulation of miR-143-3p, while down regulated expression 
level of  BCL-2. The regulatory axis of circCALN1/miR-143-3p/BCL-2 affects the proliferation and invasion of NPC.

Keywords        circular RNA; circCALN1; NPC; proliferation; invasion; miR-143-3p; BCL-2 

鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma, NPC)是一种

起源于鼻咽部黏膜的恶性肿瘤。其起病隐蔽、恶

性程度高, 严重威胁患者的身心健康[1]。随着放射

治疗设施和放疗技术不断地改进, 以及以放化疗为

主的多种治疗手段在鼻咽癌中的综合运用, 治疗

效果不断提高, 然而鼻咽癌的5年生存率依然只有

60%~70%。局部区域复发和远处转移仍然是造成

鼻咽癌治疗效果不佳甚至失败的主要原因[2-3]。因此, 
更深入地了解鼻咽癌发生发展尤其远处转移的机

制, 寻找新的生物标志物, 并阐明其分子机制, 可能

会为鼻咽癌的治疗发展提供新的机遇。

环状RNA(circular RNA, circRNA)是由反向剪接

(back-splicing)过程产生的共价闭合环状RNA。cir-
cRNA在真核细胞中表达丰富, 进化上保守, 并具有

组织特异性表达及高度稳定的特性[4]。circRNA在

人体细胞中广泛表达, 并在肿瘤的发生过程中起着

较为重要的作用[5]。circRNA在细胞中起到miRNA
分子的“海绵”作用, 从而解除miRNA对靶基因的抑

制作用。深入研究circRNA的表达及调控机制可提

高相关疾病的预防和诊断水平。circCALN1来源于

母基因CALN1(calneuron 1), 定位于chr7:71.571,135-
71,571,279(http://www.circbase.org/)。CALN1是一个蛋

白编码基因, CALN1参与鼻咽癌的发生与发展[6]。为

了研究circCALN1潜在的调控机制, 运用生物信息

学软件预测到 circCALN1与miR-143-3p、miR-143-
3p与BCL-2之间的相互结合作用 , 我们推测 , circ-
CALN1/miR-143-3p/BCL-2调控通路会影响鼻咽癌

侵袭迁移, 本研究运用过表达与阻断表达等方法, 验
证这一推测, 旨在阐明circCALN1促进鼻咽癌转移

的分子机制, 并为以circCALN1为靶点, 设计抑制转

移的策略提供科学依据。

1   材料与方法
1.1   病人资料           

收集我院2019年1月~2020年1月经鼻腔镜活检组

织, 未经任何放疗与化疗, 经病理形态学和免疫组化

明确诊断的鼻咽癌组织50例(男性34例, 女性16例, 其
中未分化型非角化性癌45例, 分化型非角化性癌4例, 
角化性鳞状细胞癌1例)及慢性鼻炎黏膜组织20例(男
性10例, 女性10例)。所有病人均签署知情同意书, 且
本研究经广东省佛山市第二人民医院伦理委员会审

查批准。

1.2   试剂

TRIzol试剂、RIPA细胞裂解液购自北京塞默

飞生物科技有限公司 ; miRcute miRNA提取分离试

剂盒、miRcute miRNA cDNA第一链合成试剂盒、
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miRcute miRNA荧光定量检测试剂盒均购自北京天

根生化科技有限公司 ; DMEM/F12培养基购自Hy-
clone公司 ; RIPA细胞裂解液购自北京塞默飞生物科

技有限公司 ; BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北京博

奥森生物技术有限公司 ; 实时定量PCR仪购自美国

ABI公司。

1.3   细胞培养及siRNA序列转染

鼻咽癌细胞 (CNE1, HNE1, SUNE-1, 5-8F, 
6-10B)、鼻咽永生化上皮细胞(NP69)、293T细胞购

于广州海纳生物科技生物公司, 细胞培养参照标准

操作规程传代, 在37 °C、5% CO2条件下培养。其中

鼻咽原代培养细胞、鼻咽永生化上皮细胞用KSFM
培养基培养, 鼻咽癌细胞用5% FBS、RPMI-1640
培养基培养, 每2~3天传代培养。实验选用对数生

长期、锥虫蓝拒染率>95%的细胞。Si-circCALN1
序列 (5ʹ-GGA CAT GGA CGA AAT CCG AGA-3ʹ); 
阴性对照序列 (negative control, NC)(5ʹ-CGG GAA 
TTG GCG GAT TAA GCC-3ʹ), si-BCL-2序列(5ʹ-GAT 
TGT GGC CTT CTT TGA GTT-3ʹ)。siRNA序列转

染严格按照LipofectamineTM2000转染试剂盒说明书

操作进行。实验分组: 空白对照组; NC(阴性对照

序列+LipofectamineTM2000); si-circCALN1(siRNA 
circCALN1+LipofectamineTM2000); si-BCL-2(siRNA 
BCL-2+LipofectamineTM2000); miR-143-3p(miR-143-
3p mimics+LipofectamineTM2000)。
1.4   生物信息学分析

运用在线软件(http://www.circbase.org/)分析cir-
cRCALN1的定位及基因序列 ; 运用在线软件 (http://
www.circbank.cn/searchCirc.html)预测与circCAN1结合

的miRNAs。运用在线软件(http://www.targetscan.org/)
预测与miRNAs结合的靶基因。

1.5   RT-PCR
采取TRIzol试剂提取RNA, 采用M-MLV逆转录

酶将RNA逆转录为cDNA, 作为 PCR反应的模板。反

应体系 : 5.0 µL cDNA,  0.5 µL上游引物 , 0.5 µL下游

引物 , 10 µL 2× SYBR Green qPCR SuperMix, 4.0 µL 
ddH2O, 总体积20 µL。反应条件: 55 °C 2 min; 93 °C 2 min, 
93 °C 15 s, 60 °C 32 s读板, 35个循环; 熔解曲线分析: 温
度60 °C, 94 °C, 每个样本重复3次。以GAPDH为内参, 
以2–ΔΔCt计算基因的相对表达量, 引物序列见表1。
1.6   MTT法

取对数生长期细胞, 用无血清的RPMI-1640培
养液调细胞浓度为105个/mL,  接种于96孔板, 每孔

100 µL, 分别培养24、48、72 h后, 每孔加MTT溶液

(5 mg/mL用PBS配制) 20 µL。 继续孵育4 h, 终止培

养, 小心吸弃孔内培养上清液, 对于悬浮细胞需要离

心后再吸弃孔内培养上清液。每孔加150 µL DMSO, 
振荡10 min, 使结晶物充分溶解。选择490 nm波长, 
在酶标仪上测定各孔吸光度(D)值。

1.7   Transwell 实验

用预冷的无血清培养基以13׃的体积比稀释Matri-
gel, 取40 µL加入到预冷的Transwell小室中, 37 °C孵
育2 h使Matrigel凝固。吸走小室中多余的液体, 并
在上室、下室分别加入100 µL、600 µL无血清培养

基, 37 °C平衡过夜。细胞转染第2天, 计数1×105个细

胞, 用100 µL无血清DMEM-F12培养基重悬, 加入到

Transwell小室上室, 在下室加入600 µL完全培养基。

在37 °C、5% CO2 条件下孵育24、48 h后, 取出小室, 
用棉签擦去上室的细胞, 倒置显微镜下观察小室中

细胞并拍照。将结晶紫染色的上室下表面细胞, 用
33%醋酸洗脱后, 用酶标仪测定吸光度(D570)值。

1.8   Western blot检测

收集不同实验组CNE1细胞 , 用Nuclear Extrac-
tion Kit分步抽提细胞蛋白, 用BCA法测定蛋白浓

度。100 μg蛋白上样, 10%的SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳, 电转移至PVDF膜上。PVDF膜于含5%脱脂奶

粉的PBS溶液室温孵育2 h, 4 °C过夜以封闭非特异

结合位点。对应抗体室温孵育3 h, 以PBST洗涤3次, 

表1   基因引物序列表

Table 1   Primer sequence for gene
基因

Gene 
正向(5ʹ→3ʹ)
Forward (5ʹ→3ʹ)

反向(5ʹ→3ʹ)
Reverse (5ʹ→3ʹ)

GAPDH
circCALN1
miR-143-3p
BCL-2

GTT GGT GGT GCA GGA GGC A
ATGC GCT CTT TGG GGT ACA T
TGA GAT GAA GCA CTG TAG CTC 
GAT GTG ATG CCT CTG CGA AG

CTC GCT TCG GCA GCA CA
AGC TCC TGC TTG GAG ATG AA
GGT GTC GTG GAG TCG
CAT GCT GAT GTC TCT GGA ATC T
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辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记

的鼠二抗室温孵育1 h, 化学增强发光法显影, Alpha-
EaseFC软件分析蛋白条带灰度变化。

1.9   双荧光报告基因载体的构建

细胞分组 : 空白对照组 ; miR-143-3p组(miR-143-
3p mimics+psiCHECK-2-circCALN1/psiCHECK-
2-circCALN1-mut)、(miR-143-3p mimics+psiCHECK-
2-BCL-2-3ʹUTR/psiCHECK-2-BCL-2-3ʹUTR-mut); 
miR-143-3p抑制剂组(miR-143-3p抑制剂+psiCHECK-
2-circCALN1/psiCHECK-2-circCALN1-mut)、(miR-
143-3p抑制剂+psiCHECK-2-BCL-2-3ʹUTR/psiCHECK-
2-BCL-2-3ʹUTR-mut+miR-143-3p抑制剂 ); 阴性对

照组 (NC, 阴性对照序列+psiCHECK-2-circCALN1/
psiCHECK-2-circCALN1-mut)、(阴性对照序列

+psiCHECK-2-BCL-2-3ʹUTR/psiCHECK-2-BCL-2-
3ʹUTR-mut); 阴性对照抑制剂组(NCI, 阴性对照抑制

剂+psiCHECK-2-circCALN1/psiCHECK-2-circCALN1-
mut)、(阴性对照抑制剂+psiCHECK-2-BCL-2-3ʹUTR/
psiCHECK-2-BCL-2-3ʹUTR -mut)。

以基因组DNA为模板扩增 circCALN1的全长

序列及BCL-2的 3ʹUTR序列 , 引入Xho I、Not I酶
切位点及保护碱基。PCR产物胶回收后亚克隆到

psiCHECK-2质粒海肾荧光素基因的下游, 重组载

体命名为psiCHECK-2-circCALN1。对上述重组质

粒“种子区”的碱基进行定点突变, 突变后的质粒为

psiCHECK-2-circCALN1-mut, 构建的表达质粒经

双酶切和测序鉴定, 使用双荧光素酶报告系统试剂

盒(Promega, Madison, WI)检测荧光活性, 在Tecan 
M200发光仪上读取荧光值, 具体实验方法, 参照文

献[7]。
1.10   统计学处理

统计学方法以均数±标准差(x
_
±s)表示, SPSS 20.0

统计软件处理数据, 采用完全随机设计的单因素方

差分析(One-Way ANOVA)分析组间差异的显著性。

2   结果
2.1   生物信息学预测circCALN1与miR-143-3p、
miR-143-3p与BCL-2之间的相互结合作用

运用在线软件预测到circCALN1与miR-143-3p
存在结合作用, BCL-2是miR-143-3p调控的靶基因

(表2和表3)。
2.2   circCALN1、BCL-2在鼻咽癌组织及细胞株

中呈高表达, miR-143-3p在鼻咽癌组织及细胞株

中呈低表达

收集临床上初发的经病理确诊的鼻咽癌组织及

慢性鼻炎黏膜组织。同时, 培养鼻咽癌细胞株CNE1、
HNE1、SUNE-1、5-8F、6-10B、NP69, RT-PCR检测到

circCALN1与BCL-2在鼻咽癌组织及细胞株中表达水平

表2   生物信息学预测circCALN1结合的miRNAs
Table 2   Bioinformatics predicts miRNAs binding with circCALN1

环状RNA库身份

circBank ID
环状RNA数据库身份

circbase ID
长度/bp

Length /bp
微小RNA身份

miRNA ID (miR_
ID)

结合位点

Binding site (posi-
tions)

Targetscan结合位点

Targetscan  binding 
site (positions)

hsa_circCALN1_008
hsa_circCALN1_008
hsa_circCALN1_008
hsa_circCALN1_008
hsa_circCALN1_008
hsa_circCALN1_008

hsa_circ0080433
hsa_circ0080433
hsa_circ0080433
hsa_circ0080433
hsa_circ0080433
hsa_circ0080433

144
144
144
144
144
144

hsa-miR-1272
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-432-5p
hsa-miR-4770
hsa-miR-6088
hsa-miR-7843-3p

99
33
33
36
34
27

116 118; 121 124
46 52
50 56
46 52
46 52
42 48

表3  生物信息学预测miR-143-3p与BCL-2之间的相互结合作用

Table 3   Bioinformatics predicts the interaction between miR-143-3p and BCL-2
基因

Gene  
结合位点

Binding site
位点类型

Site type
分值

Context score
分值百分数

Context score percentage

BCL-2-3ʹUTR

MiR-143-3p

5ʹ-CAAUCAUGAAAUAUGCAUCUCAC

3ʹ-CUCGAUGUCACGAAGUAGAGU

Mer-A1 –0.08    70%

加粗代表配对碱基

Bold indicates paired bases
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上调, 而miR-143-3p表达水平下调(图1)。其中, circ-
CALN1、BCL-2在CNE1细胞株的表达水平最高, miR-
143-3p在CNE1细胞株的表达水平最低, 因此, 将在

CNE1细胞株中进一步探讨circCALN1的分子机制。

2.3   降低 circCALN1、BCL-2的表达 , 过表达

miR-143-3p均抑制CNE1细胞株增殖

运用 si-circCALN1、si-BCL-2、miR-143-3p 
mimics转染CNE1细胞24、48、72 h后 , MTT法检

测细胞增殖抑制率。结果显示 : si-circCALN1、si-
BCL-2、miR-143-3p组抑制率较NC组比较明显增

加 , 差异具有统计学意义(P<0.05)。结果表明: 降低

circCALN1、BCL-2的表达 , 过表达miR-143-3p均抑

制CNE1细胞株增殖(图2)。
2.4   降低 circCALN1、BCL-2的表达 , 过表达

miR-143-3p均抑制CNE1细胞株侵袭

运用 si-circCALN1、si-BCL-2、miR-143-3p 

A: circCALN1在鼻咽癌组织及细胞株中呈高表达; B: miR-143-3p在鼻咽癌组织及细胞株中呈低表达; C: BCL-2在鼻咽癌组织及细胞株中呈高表

达。

A: circCALN1 was highly expressed in NPC tissues and cell lines; B: miR-143-3p was lowly expressed in NPC tissues and cell lines; C: BCL-2 was 
highly expressed in NPC tissues and cell lines.

图1   RT-PCR检测基因的相对表达水平

Fig.1   RT-PCR assay detect the relative expression levels of genes

*P<0.05, 与阴性对照组比较。

*P<0.05 compared with negative control group.
图2   MTT检测细胞增殖抑制率

Fig.2   Inhibition rate of cell proliferation detected by MTT
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mimics转染CNE1细胞48 h后 , Transwell法检测细胞

侵袭率。结果显示: si-circCALN1、si-BCL-2、miR-
143-3p组细胞侵袭个数较NC组比较明显减少, 差
异具有统计学意义(P<0.05)。结果表明: 降低circ-
CALN1、BCL-2的表达, 过表达miR-143-3p均抑制

CNE1细胞株侵袭(图3)。
2.5   circCALN1与miR-143-3p、miR-143-3p与

BCL-2之间存在相互结合作用

为了研究 circCALN1的调控机制 , 构建 circ-
CALN1全长序列及BCL-2的3ʹUTR野生型与突变

型双荧光报告基因载体质粒与miR-143-3p mimics
共转染293T细胞, 并检测了荧光活性。结果显示, 
circCALN1全长序列及BCL-2的3ʹUTR野生型的双

荧光报告基因载体质粒与miR-143-3p mimics共转

染293T细胞, 荧光活性明显减弱, 差异具有统计学

意义(P<0.05)。而circCALN1全长序列及BCL-2的

3ʹUTR突变型的双荧光报告基因载体质粒与miR-
143-3p mimics共转染293T细胞, 荧光活性较其他

组无明显改变, 不具有统计学意义(P>0.05)。结果

表明 : circCALN1与miR-143-3p、miR-143-3p与
BCL-2之间存在相互结合作用(图4)。
2.6   降低circCALN1的表达, 促进miR-143-3p的
表达, 从而下调BCL-2的表达

为了验证circCALN1与miR-143-3p、miR-143-
3p与BCL-2之间存在的调控关系, 运用一定浓度的

si-circCALN1转染CNE1细胞株之后 , RT-PCR检测

了miR-143-3p与BCL-2的表达水平。结果显示: 降
低 circCALN1的表达之后 , miR-143-3p的表达水平

上调, BCL-2表达水平下调, 与空白组、阴性对照组

比较具有统计学意义(P<0.05)。结果表明: 降低circ-
CALN1的表达, 促进miR-143-3p的表达, 从而下调

BCL-2的基因与蛋白的相对表达水平(图5)。
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A: CNE1细胞侵袭拍照图; B: CNE1细胞侵袭个数统计图, *P<0.05, **P<0.01, 与空白对照组和阴性对照组比较。

A: picture of CNE1 cell invasion; B: statistics of CNE1 cell invasion number, *P<0.05, **P<0.01 compared with blank control group and negative 
control group.

图3   Transwell检测细胞侵袭能力

Fig.3   Detection of cell invasion by Transwell assay
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3   讨论
鼻咽癌是一种发生于鼻咽腔顶部和侧壁的恶

性肿瘤。鼻咽癌主要在亚洲发病率最高, 鼻咽癌的

发病原因与多种因素有关, 包括病毒、环境和遗传

因素[8-9]。尽管在临床治疗上取得了重大进展, 鼻咽

癌仍然是最难发现和治疗的癌症类型之一。直到最

近, NPC的发病分子机制还不清楚。越来越多的证

据表明, 异常表达的非编码RNA(non-coding RNA, 
ncRNAs)包括miRs(microRNAs)、长ncRNAs和一些

环状RNAs(circRNAs)在内是肿瘤发生和发展的原

因, 包括NPC[10]。circRNAs的解除调控可使其作为

肿瘤抑制因子或癌基因, 控制细胞增殖、迁移和转

移[11]。进一步检查和验证circRNAs在鼻咽癌中的作

用及其调控机制, 将有助于为鼻咽癌的治疗指明新

的方向。

CircRNA分子富含miRNA结合位点 , 能竞争内

源性RNA, 阻断或降低miRNA对基因的抑制作用, 
从而促进靶基因的表达[12]。BCL-2蛋白质家族是影

响凋亡程序平衡天平倾斜方向的重要调节因素。该

家族包含促凋亡和促生存蛋白,  将平衡移向后者
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A: circCALN1野生型双荧光报告基因载体质粒与miR-143-3p mimics共转染293T细胞, 荧光活性的比较, *P<0.05, 与NC、NCI、control、miR-
143-3p inhibitor组比较; B: circCALN1突变型双荧光报告基因载体质粒与miR-143-3p mimics共转染293T细胞, 荧光活性的比较; #P>0.05, 与NC、
NCI、control、miR-143-3p inhibitor组比较; C: BCL-2的3ʹUTR野生型双荧光报告基因载体质粒与miR-143-3p mimics共转染293T细胞, 荧光活

性的比较, *P<0.05, 与NC、NCI、control、miR-143-3p inhibitor组比较; D: BCL-2的3ʹUTR突变型双荧光报告基因载体质粒与miR-143-3p mim-
ics共转染293T细胞, 荧光活性的比较, #P>0.05, 与NC、NCI、control、miR-143-3p inhibitor组比较。

A: wild-type double fluorescence reporter gene vector plasmid of circCALN1 and miR-143-3p mimics co-transfected 293T cells, comparison of fluo-
rescence activity, *P<0.05, compared with NC, NCI, control, miR-143-3p inhibitor groups; B: comparison of the fluorescence activity of 293T cells co-
transfected with miR-143-3p mimics and plasmid containing circCALN1 mutant double fluorescence reporter gene; #P>0.05, compared with NC, NCI, 
control, miR-143-3p inhibitor groups; C: wild-type double fluorescence reporter gene vector plasmid of BCL-2-3ʹUTR and miR-143-3p mimics co-
transfected 293T cells, comparison of fluorescence activity, *P<0.05, compared with NC, NCI, control, miR-143-3p inhibitor groups; D: mutant double 
fluorescence reporter gene vector plasmid of BCL-2-3ʹUTR and miR-143-3p mimics co-transfected 293T cells, comparison of fluorescence activity, 
#P>0.05, compared with NC, NCI, control, miR-143-3p inhibitor groups.

图4   双荧光活性的比较

Fig.4   Comparison of double fluorescence activity
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是癌细胞逃避凋亡的既定机制。越来越多的学者

的研究结果显示,  BCL-2的差异表达与人类多种肿

瘤密切相关, 并直接或间接地影响到肿瘤细胞发展

的各个阶段, 包括增殖、迁移、侵袭和凋亡等[13-14]。

BCL-2在鼻咽癌组织中呈高表达[15]。miR-143-3p可
能经MAPK7途径抑制食管癌细胞的增殖、迁移与

侵袭[16]。miR-143-3p在肺癌组织中低表达, 同样地, 
miR-143-3p在肺癌细胞中的表达也显著低于正常肺

上皮细胞; 过表达miR-143-3p抑制了肺癌细胞的增

殖活性、迁移和侵袭能力, 过表达miR-143-3p显著

抑制TAK1的表达[17]。miR-143-3p是否在鼻咽癌表

达, 目前, 尚未见报道。在本研究中, 为了研究circ-
CALN潜在的调控机制, 运用生物信息学软件预测

到circCALN1与miR-143-3p、miR-143-3p与BCL-2
之间的相互结合作用。构建双荧光报告基因载体

验证了 circCALN1调控miR-143-3p的表达 , BCL-2
是miR-143-3p调控的靶基因。而降低circCALN1的
表达, 促进miR-143-3p的表达, 从而下调BCL-2的表

达。 结 果 表 明, circCALN1、miR-143-3p、BCL-2
三者组成了调控通路。由于circCALN1、BCL-2在
鼻咽癌组织及细胞株中呈高表达, miR-143-3p在鼻

咽癌组织及细胞株中呈低表达, 运用过表达及阻断

表达技术证明 , circCALN1、miR-143-3p、BCL-2
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图5   RT-PCR检测基因的相对表达水平

Fig.5   Relative expression levels of genes detected by RT-PCR

三者均影响鼻咽癌细胞株增殖与侵袭。这就说明, 
circCALN1/miR-143-3p/BCL-2调控通路影响鼻咽癌

增殖与侵袭。关于circRNA的作用机制, 研究最为

成熟的是其作为miRNA分子“海绵”发挥的作用[12]。

CircRNA_000543抑制靶向miR-9/血小板衍生生长因

子受体B轴增强对鼻咽癌的放疗作用[13]。circHIPK3
通过保护ELF3免受miR-4288介导的沉默而促进鼻咽

癌的进展, 提示circHIPK3-miR-4288-ELF3调控环可

能是鼻咽癌预防的潜在靶点[14]。CircZNF609通过与

Sp1竞争吸附miR-150-5p促进鼻咽癌的生长和转移。

circRPMS1通过诱导多个miRNA和促进上皮–间质转

化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)进而促进

鼻咽癌的发生。miR-203、miR-31和miR-451抑制剂

可逆转circRPMS1基因敲除对鼻咽癌细胞的影响[15]。

circTCF25通过抑制miR-103a-3p或miR-107, 正向调

控CDK6的功能, 从而促进细胞增殖[16]。

总之 , 我们的研究首次证明 , circCALN1/miR-
143-3p/BCL-2调控通路影响鼻咽癌增殖与侵袭, 这
为临床上鼻咽癌的治疗提供了新的干预靶点, 也为

鼻咽癌的早期诊断与预后指明了方向, 但是, 由于研

究未在动物实体瘤中证明这一现象, 存在一定的不

足之处。今后, 我们将增加临床样本量及构建动物

模型, 进行论证。
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