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circ_UBE2D2/miR-144-3p调控宫颈癌SiHa细胞

增殖、凋亡、迁移及侵袭的机制研究
何翘楚*

(中国医科大学附属第四医院, 病理科, 沈阳 110032)

摘要      该研究探讨circ_UBE2D2/miR-144-3p分子轴对宫颈癌SiHa细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭

的影响及其可能作用机制。体外培养人宫颈癌细胞SiHa, 并将各蛋白基因分别转染至其中, 再将si-circ_
UBE2D2和anti-miR-NC、si-circ_UBE2D2和anti-miR-144-3p分别共转染至SiHa细胞; 应用双荧光素酶实

验检测miR-144-3p过表达对野生型载体WT-circ_UBE2D2与突变型载体MUT-circ_UBE2D2荧光素酶活

性的影响 ; 检测各组细胞相关生物学行为活性 ; Western blot检测相关蛋白表达量。上调miR-144-3p表
达对WT-circ_UBE2D2的荧光素酶活性降低具有明显效用 (P<05), 而未能影响MUT-circ_UBE2D2的荧

光素酶活性; 分别与转染si-NC或miR-NC相比, 转染si-circ_UBE2D2或转染miR-144-3p mimics后细胞增

殖抑制率、细胞凋亡率和Cleaved-caspase3、Bax蛋白水平升高 (P<0.05), 细胞克隆及迁移活性均显著降

低 (P<0.05), Bcl-2蛋白呈明显低表达 (P<0.05); 与共转染 si-circ_UBE2D2和anti-miR-NC相比 , 共转染 si-
circ_UBE2D2和anti-miR-144-3p后 , 细胞增殖抑制率、细胞凋亡率和Cleaved-caspase3、Bax蛋白水平降

低 (P<0.05), 细胞克隆、迁移等活性均明显升高 (P<0.05), Bcl-2蛋白呈明显高表达 (P<0.05)。干扰circ_
UBE2D2表达可通过上调miR-144-3p表达而抑制宫颈癌细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭, 并可诱导细

胞凋亡。 
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Study on the Mechanism of circ_UBE2D2/miR-144-3p Regulating the Proliferation, 
Apoptosis, Migration and Invasion of Cervical Cancer SiHa Cells

HE Qiaochu*
(Department of Pathology, the Fourth Affiliated Hospital of China Medical University, Shenyang 110032, China)

Abstract       The aim of this work is to explore the influence and its possible mechanism of circ_UBE2D2/
miR-144-3p molecular axis on the proliferation, apoptosis, migration and invasion of cervical cancer SiHa cells. 
si-NC, si-circ_UBE2D2, miR-NC, miR-144-3p mimics were transfected into SiHa cells. si-circ BE2D2 and anti-
miR-NC, or si-circ_UBE2D2 and anti-miR-144-3p were co-transfected into SiHa cells. The dual luciferase report-
er experiment was used to detect the effect of miR-144-3p overexpression on the luciferase activity of wild-type 
vector WT-circ_UBE2D2 or mutant vector MUT-circ_UBE2D2. MTT assay, plate colony formation assay, flow 
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cytometry, and Transwell assay were used to detect the proliferation, colony formation, apoptosis, migration and 
invasion of SiHa cells, respectively. Western blot was used to detect the protein expression of Cleaved-caspase3, 
Bax, and Bcl-2. Overexpression of miR-144-3p could reduce the luciferase activity of WT-circ_UBE2D2 (P<0.05) 
but not that of MUT-circ_UBE2D2. Compared with the si-NC or miR-NC group, the cell proliferation inhibition 
rate, apoptosis rate and the protein levels of Cleaved-caspase3, Bax were increased in the si-circ_UBE2D2 or 
miR-144-3p mimics group (P <0.05), while the number of cell clone formation, migration and invasion cells, and 
the protein level of Bcl-2 were decreased (P<0.05). Compared with the si-circ_UBE2D2+anti-miR-NC group, 
the cell proliferation inhibition rate, apoptosis rate and the protein levels of Cleaved-caspase3, Bax were reduced 
(P<0.05) in the si-circ_UBE2D2+anti-miR-144-3p group, while the number of cell clone formation, migration 
and invasion cells and Bcl-2 protein level were increased (P<0.05). circ BE2D2 interference could inhibit the pro-
liferation, clone formation, migration and invasion, induce cell apoptosis of cervical cancer cells by up-regulating 
miR-144-3p.

Keywords       cervical cancer; circ_UBE2D2; miR-144-3p; cell proliferation; migration; invasion; apopto-
sis

宫颈癌是威胁女性生命安全的恶性肿瘤之一 , 
且已成为造成世界范围内女性癌症死亡的重要原因

之一, 宫颈癌的发生和进展过程与机体内多种基因、

多种因子调控有关 , 其中肿瘤细胞的转移是造成宫

颈癌治疗失败的主要原因 [1-2]。环状RNA(circular 
RNA, circRNA)被认定是一种具有环状闭合结构的

RNA分子 , 并可在转录水平或转录后水平上调控基

因表达进而参与宫颈癌等多种肿瘤发生及发展过

程 [3-4]。circRNA的表达不仅在种间具有很好的保守

性 , 而且具有较高的细胞类型和组织特异性 [5]。此

外 , 它不受RNA外切酶的影响 , 表达更稳定 , 更不

易被降解 [6]。circRNA可作为微小RNA(microRNA, 
miRNA)海绵或蛋白质支架 , 调控乳腺癌进程中相

关基因的表达 [7-9]。circ_UBE2D2在乳腺癌组织和细

胞中表达水平升高 , 提示该因子可能对机体内乳腺

恶性肿瘤细胞的生长及增殖具有一定影响 , 并对患

者预后诊断提供借鉴意义 [10]。但circ_UBE2D2对宫

颈癌细胞生物学行为的影响尚未可知。Starbase预
测显示 , circ_UBE2D2与miR-144-3p存在互补序列。

研究表明 , miR-144-3p在宫颈癌细胞中表达水平降

低 , miR-144-3p过表达可抑制宫颈癌细胞增殖、迁

移及侵袭 [11]。但circ_UBE2D2/miR-144-3p分子轴在

宫颈癌发生及发展过程中的作用机制尚未明确。因

此 , 本研究主要探讨 circ_UBE2D2是否可通过靶向

调控miR-144-3p表达而参与宫颈癌细胞生长及转移

过程。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

人宫颈癌细胞SiHa由武汉普诺赛生命科技有

限公司提供 ; DMEM培养液、胎牛血清、MTT试
剂与细胞凋亡检测试剂盒由上海碧云天生物技术

有限公司提供 ; Trizol试剂购自上海麦克林生化科

技公司 ; 转染试剂购自美国 Invitrogen公司 ; 相关基

因及蛋白等均购自广州锐博生物技术有限公司 ; 野
生型载体WT-circ_UBE2D2、突变型载MUT-circ_
UBE2D2与荧光素酶活性检测试剂盒购自美国Pro-
mega公司。

1.2   方法

1.2.1   实验分组      将SiHa细胞接种于6孔板(1×104

个 /孔 ), 观察细胞生长情况并待其融合度 >80%时, 
将 si-NC、si-circ_UBE2D2、miR-NC、miR-144-
3p mimics分别转染至SiHa细胞并按照转染情况分

别建立分组。参照Lipofectamine™ 3000 Transfec-
tion Reagent转染试剂说明书将si-circ_UBE2D2和
anti-miR-NC、si-circ_UBE2D2和 anti-miR-144-3p
分别共转染至 SiHa细胞 , 并按照转染情况分别建

组。

1.2.2   qRT-PCR检测circ_UBE2D2、miR-144-3p
的表达水平      于SiHa细胞中加入1 mL Trizol试
剂提取总RNA并测定其浓度。以 cDNA为模板进

行 qRT-PCR扩增 , 反应条件 : 95 °C预变性 5 min, 
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循环1次, 95 °C变性30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延

伸30 s, 共循环40次。应用ABI StepOnePlus荧光

定量PCR仪检测circ_UBE2D2和miR-144-3p的相

对表达量。

1.2.3   双荧光素酶检测方法      采用分子克隆方法

将 circ_UBE2D2与miR-144-3p的结合位点进行克隆

并构建野生型载体WT-circ_UBE2D2, 利用基因突变

技术将结合位点进行突变 , 将突变位点克隆至pGL3
质粒中构建突变型载体MUT-circ_UBE2D2, 参照

Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent转染试剂

说明书将miR-NC、miR-144-3p mimics分别与WT-
circ_UBE2D2或MUT-circ_UBE2D2共转染至SiHa细
胞 , 在37 °C含5%二氧化碳的潮湿环境下培养24 h, 
收集细胞, 采用试剂盒检测细胞相对荧光素酶活性。

1.2.4   细胞增殖活性检测      准备好 96孔板并以

1×103个 /孔规格将各组 SiHa完成接种, 孔中置入

20 μL MTT溶液后持续培养4 h, 完成后将培养基和

MTT溶液均废弃, 各孔均加入150 μL DMSO, 并检测

490 nm处对应的吸光度值(D值), 连续测量7天, 根据

测量结果绘制细胞生长曲线。

1.2.5   克隆活性检测方法      准备好6孔板并对各组

细胞进行接种, 持续培养13天后, 应用甲醇对各组细

胞进行固定, 在–20 °C恒温条件下, 持续时间20 min, 
之后配制浓度为1%的结晶紫在37 °C环境下进行染

色, 持续时间15 min。在显微镜(低倍镜)下计数大于

30个细胞的克隆数, 最后计算克隆形成率。

1.2.6   细胞凋亡检测方法      收集各组细胞加入胰蛋

白酶在37 °C环境下消化3~5 min, 经2 000 ×g离心1 min, 
去除上清后, 应用PBS洗涤并重悬。然后依次加入5 μL 
Annexin V-FITC与5 μL PI, 之后在室温避光环境下孵

育15 min, 检测各组细胞凋亡率。

1.2.7   细胞迁移与侵袭活性检测      侵袭活性检测: 
收集各组SiHa细胞接种于用Matrigel基质胶稀释液

铺满的小室的上室 (1×105个 /孔 ), 下室含10%胎牛血

清的培养液 , 持续培育24 h后用PBS进行洗涤 , 应用

多聚甲醛对各组细胞在4 °C环境下进行固定20 min, 
0.1%结晶紫染液室温染色10 min, 于显微镜下计算

穿过膜的细胞数。迁移实验 : 收集各组SiHa细胞接

种于小室的上室(1×105个 /孔), 后续实验步骤同侵袭

实验。

1.2.8   Cleaved-caspase3、Bax、Bcl-2蛋白表达量检

测方法      收集各组SiHa细胞加入500 μL RIPA裂解

液后置于冰上孵育30 min, 14 000 ×g离心3 min, 收集

上清液并测定细胞总蛋白浓度 , 操作完成后加缓冲

液置于100 °C环境下持续10 min以完成变性。每孔

道加入40 μg蛋白进行SDS-PAGE, 将得到的蛋白凝胶

置于膜上, 并在PVDF膜上于室温下加5%脱脂牛奶封

闭2 h, 加入Cleaved-caspase3(1800׃)、Bax(1000 1׃)、
Bcl-2(1000 1׃)一抗与内参GAPDH抗体 稀释(000 2׃1)

液, 4 °C孵育过夜, 加入二抗稀释液(1000 3׃), 37 °C孵
育2 h, 滴加ECL, 暗室内曝光显影, 应用Quantity One
软件对蛋白条带进行定量。

1.2.9   统计学方法      采用SPSS 20.0进行统计分析。

数据均以均数±标准差 (x
_
±s)表示。两组比较采用独

立样本 t检验 , 三组及以上组间比较单因素方差分析

和SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   分子轴转染效率的检测

si-circ_UBE2D2组 circ_UBE2D2表达量明显

低于 si-NC组(P<0.05), miR-144-3p表达水平明显升

高 (P<0.05); 与miR-NC组比较 , miR-144-3p组miR-
144-3p呈明显高表达趋势 (P<0.05); 与 anti-miR-NC
组比较, anti-miR-144-3p组miR-144-3p呈明显低表达

(P<0.05)(图1)。
2.2   circ_UBE2D2靶向miR-144-3p

circ_UBE2D2和miR-144-3p存在结合位点 (图
2)。共转染野生型载体WT-circ_UBE2D2的细胞实

验中 , 与miR-NC组比较 , miR-144-3p组细胞相对荧

光素酶活性降低 (P<0.05); 共转染突变型载体MUT-
circ_UBE2D2的细胞实验中, miR-144-3p组细胞相对

荧光素酶活性与miR-NC组比较差异无统计学意义

(图3)。
2.3   分子轴对宫颈癌SiHa细胞增殖的影响

与si-NC组比较, si-circ_UBE2D2组细胞增殖抑

制活性明显增强(P<0.05), 细胞克隆活性明显降低

(P<0.05); 与miR-NC组比较, miR-144-3p组细胞增殖

抑制活性明显增强 (P<0.05), 细胞克隆活性明显降

低(P<0.05); 与si-circ_UBE2D2+anti-miR-NC组比较, 
si-circ_UBE2D2+anti-miR-144-3p组细胞增殖抑制

活性降低(P<0.05), 细胞克隆活性明显升高(P<0.05)
(图4)。
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2.4   分子轴对宫颈癌SiHa细胞凋亡的影响

图5结果显示, 与si-NC组比较, si-circ_UBE2D2
组细胞凋亡率和Cleaved-caspase3、Bax蛋白水平

升高 (P<0.05); 与miR-NC组比较 , miR-144-3p组细

胞凋亡率和Cleaved-caspase3、Bax蛋白水平升高

(P<0.05); 与 si-circ_UBE2D2+anti-miR-NC组比较 , 
si-circ_UBE2D2+anti-miR-144-3p组细胞凋亡率和

Cleaved-caspase3、Bax蛋白水平降低 (P<0.05), si-

红色标记为突变位点序列。

The red mark represents the mutation site sequence.
图2   circ_UBE2D2和miR-144-3p的互补序列

Fig.2   Complementary sequences of circ_UBE2D2 and miR-144-3p
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*P<0.05, 与miR-NC组相比。

*P<0.05 compared with miR-NC group.
图3   双荧光素酶报告实验

Fig.3   Dual luciferase reporter experiment
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图1   相关分子表达的检测

Fig.1   Detection of related molecular expression
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A: SiHa细胞增殖活性的检测 ; B、C: SiHa细胞克隆数目的检测。*P<0.05, 与 si-NC组相比 ; #P<0.05, 与miR-NC组相比 ; &P<0.05, 与 si-circ_
UBE2D2+anti-miR-NC组相比。

A: detection of SiHa cells viability; B,C: detection of the colony number of SiHa cells. *P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with 
miR-NC group; &P<0.05 compared with si-circ_UBE2D2+anti-miR-NC group.

图4   circ_UBE2D2和miR-144-3p对宫颈癌SiHa细胞增殖的检测

Fig.4   Detection of the proliferative effect of circ_UBE2D2 and miR-144-3p on cervical cancer SiHa cells
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图5    circ_UBE2D2和miR-144-3p对宫颈癌SiHa细胞凋亡及相关蛋白表达的影响

Fig.5   Effects of circ_UBE2D2 and miR-144-3p on apoptosis and expression of related proteins in cervical cancer SiHa cells
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circ_UBE2D2相关组及miR-NC组中Bcl-2蛋白表达

水平均显著降低(P<0.05)。
2.5   circ_UBE2D2和miR-144-3p对宫颈癌SiHa细
胞迁移、侵袭的影响

与 si-NC组比较 , si-circ_UBE2D2组迁移及侵袭

细胞数减少 (P<0.05); 与miR-NC组比较 , miR-144-
3p组迁移及侵袭细胞数减少 (P<0.05); 与 si-circ_
UBE2D2+anti-miR-NC组比较, si-circ_UBE2D2+anti-
miR-144-3p组迁移及侵袭细胞数增多 (P<0.05)(图
6)。

3   讨论
circRNA不受核酸外切酶的影响且具有稳定

性 , 并可作为新型临床诊断标志物 , 研究表明 , cir-
cRNA参与宫颈癌等多种肿瘤的癌变过程, 部分cir-
cRNA可作为miRNA竞争内源性RNA(competing 
endogenous RNA, ceRNA)而在宫颈癌发展过程

中发挥生物学作用 [12-14]。circRNA可通过与多种

miRNA相互作用而调节宫颈癌细胞生物学行为从

而参与宫颈癌发生及发展过程, 提示对临床治疗宫

颈癌提供新的治疗研究思路与方向[15-16]。

一项针对乳腺癌发病机制的研究显示 , circ_
UBE2D2在乳腺癌细胞中明显高表达 , 抑制其表

达可减弱乳腺癌他莫昔芬耐药性 [17]。但关于 circ_
UBE2D2与宫颈癌发生发展的作用机制和影响仍鲜

有报道。本研究结果显示 , 干扰 circ_UBE2D2表达

A: SiHa细胞迁移的检测; B: SiHa细胞侵袭的检测。*P<0.05, 与si-NC组相比; #P<0.05, 与miR-NC组相比; &P<0.05, 与si-circ_UBE2D2+anti-miR-
NC组相比。

A: detection of SiHa cells migration; B: detection of SiHa cells invasion. *P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with miR-NC group; 
&P<0.05 compared with si-circ_UBE2D2+anti-miR-NC group.

图6   circ_UBE2D2和miR-144-3p对宫颈癌SiHa细胞迁移、侵袭的检测

Fig.6   Detection of the migration and invasion effect of circ_UBE2D2 and miR-144-3p on cervical cancer SiHa cells
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后宫颈癌细胞增殖抑制率升高 , 细胞克隆活性明显

降低 , 提示调整 circ_UBE2D2表达水平对宫颈癌细

胞生物学行为的改变具有重要意义。同时线粒体

中的细胞色素会被释放 , 其中细胞色素C可进一步

激活 caspase级联反应 , caspase3的上游蛋白可促使

caspase3活化形成Cleaved-caspase3进而促进细胞

凋亡 [18-19]。本研究结果显示 , 干扰 circ_UBE2D2表
达后宫颈癌细胞凋亡率和Cleaved-caspase3、Bax
蛋白水平升高 , Bcl-2蛋白水平降低 , 提示干扰 circ_
UBE2D2表达可促进宫颈癌细胞凋亡。本研究发现, 
干扰 circ_UBE2D2表达后宫颈癌细胞迁移及侵袭细

胞数减少 , 提示干扰 circ_UBE2D2表达可抑制宫颈

癌细胞迁移及侵袭。

宫颈癌细胞中miR-144-3p呈更低表达 , 其表达

升高可降低宫颈癌细胞的转移行为活性 [20]。miR-
144-3p通过靶向抑制ZEB1而增强胃癌细胞放射敏

感性 [21]。miR-144-3p在结直肠癌细胞中表达水平

降低 , 其表达升高可有效降低结直肠癌细胞增殖行

为活性 [22]。本研究结果显示 , circ_UBE2D2可充当

miR-144-3p的 ceRNA, 提示 circ_UBE2D2可能通过

充当miR-144-3p的海绵分子而促进宫颈癌细胞生

长及转移。同时, 本研究结果显示, miR-144-3p过表

达可抑制宫颈癌细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭, 
并可促进细胞凋亡 , 而抑制miR-144-3p表达可减弱

干扰 circ_UBE2D2表达对宫颈癌细胞生物学行为的

作用。这提示 circ_UBE2D2/miR-144-3p分子轴在

宫颈癌细胞生长及转移过程中可发挥重要调控作

用。

综上所述 , 干扰 circ_UBE2D2表达可通过促进

miR-144-3p表达而抑制宫颈癌细胞恶性生物学行

为 , 并可促进宫颈癌细胞凋亡 , circ_UBE2D2可能作

为宫颈癌潜在的治疗靶点。
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