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环状 RNA circSP3（hsa-circ-0002642）促进肝细胞癌细胞增殖及迁移

李墨林1，陈　航2，黄　平1*

1. 重庆医科大学附属第一医院肝胆外科，重庆 400016
2. 重庆市铜梁区人民医院肿瘤血液内科，重庆 402560

[ 摘要 ] 目的 探讨环状 RNA circSP3（hsa-circ-0002642）在肝细胞癌（HCC）中的表达及其对 HCC 细胞

增殖及迁移的影响。方法　收集重庆医科大学附属第一医院肝胆外科 2017 年 6 月至 2018 年 12 月收治的 42 例 
HCC 患者手术切除的癌组织和癌旁组织标本，采用实时定量 PCR 检测组织中 circSP3 的表达，分析癌组织中

circSP3 表达与患者临床病理学指标的关系。培养人 HCC 细胞系 Hep-3B、Huh7、SMMC-7721、Bel-7402 及人

正常肝细胞系 HL-7702，采用实时定量 PCR 检测细胞中 circSP3 的表达。使用 circSP3 过表达及干扰质粒分别转

染 Hep-3B 和 Huh7 细胞后，采用细胞计数试剂盒 -8（CCK-8）检测细胞增殖情况，Transwell 法检测细胞侵袭和

迁移能力，蛋白质印迹法检测上皮 - 间质转化（EMT）相关标志物波形蛋白、E- 钙黏蛋白的表达。结果　HCC 患

者癌组织中 circSP3 的表达高于癌旁组织（P ＜ 0.01），并且 circSP3 的表达与 HCC 肿瘤最大径及 TNM 分期呈正

相关（P 均 ＜ 0.05）。circSP3 在 4 种 HCC 细胞系中的表达均高于正常肝细胞系（P 均 ＜ 0.01）。circSP3 过表达

可以促进 HCC 细胞的增殖、侵袭和迁移（P ＜ 0.05、P ＜ 0.01），而干扰 circSP3 表达则抑制 HCC 细胞的增殖、

侵袭和迁移（P ＜ 0.05、P ＜ 0.01）。波形蛋白表达在 circSP3 过表达的 HCC 细胞中高于对照细胞（P ＜ 0.05），

而在干扰 circSP3 表达的 HCC 细胞中低于对照细胞（P ＜ 0.05）。E- 钙黏蛋白表达在 circSP3 过表达的细胞中

低于对照细胞（P ＜ 0.01），而在干扰 circSP3 表达的 HCC 细胞中高于对照细胞（P ＜ 0.01）。结论　circSP3 
的异常表达与 HCC 肿瘤大小及 TNM 分期呈正相关，有助于评价病情及预后。circSP3 能促进 HCC 细胞的增殖，并

且可能通过促进 EMT 进程进而促进 HCC 细胞的迁移和侵袭。
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Circular RNA circSP3 (hsa-circ-0002642) promotes proliferation and migration of hepatocellular carcinoma cells
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[Abstract]　Objective　To investigate the expression of circular RNA circSP3 (hsa-circ-0002642) in hepatocellular 

carcinoma (HCC) and its effect on proliferation and migration of HCC cells. Methods　The tumor tissue and the adjacent 

paratumor tissue samples were collected from 42 HCC patients who underwent surgery from Jun. 2017 to Dec. 2018 in 

Department of Hepatobiliary Surgery, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University. The expression of circSP3 

in the samples was detected by real-time quantitative PCR, and the relationship between circSP3 expression in the tumor 

tissues and clinicopathological parameters of the patients was analyzed. Human HCC cell lines (Hep-3B, Huh7, SMMC-7721 

and Bel-7402) and human normal liver cell line (HL-7702) culturion, and the expression of circSP3 was detected. After circSP3 

overexpression and interference plasmids transfection into Hep-3B and Huh7 cells, the cell proliferation was detected by cell 

counting kit-8 (CCK-8) method, the invasion and migration abilities were detected by Transwell assay, and expression levels 

of epithelial-mesenchymal transformation (EMT)-associated markers (vimentin and E-cadherin) were determined by Western 

blotting. Results　The expression of circSP3 of tumor tissues was significantly higher than that of the paratumor tissues in 

the HCC patients (P ＜ 0.01), and the expression of circSP3 was positively correlated with the tumor maximum diameter and 

clinical TNM stage (both P ＜ 0.05). The expression levels of circSP3 in the 4 HCC cell lines were significantly higher than that 
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in the normal liver cell lines (all P ＜ 0.01). Overexpression of circSP3 could significantly promote proliferation, invasion and 

migration of HCC cells (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01), while interference circSP3 expression could significantly inhibit the proliferation, 

invasion and migration (P ＜ 0.05, P ＜ 0.01). The expression of vimentin was significantly higher in circSP3-overexpressed 

cells than that in control cells (P ＜ 0.05), while it was significantly lower in circSP3-interfered cells than that in control cells 

(P ＜ 0.05). The expression of E-cadherin was significantly lower in circSP3-overexpressed cells than that in control cells 

(P ＜ 0.01), while it was significantly higher in circSP3-interfered cells than that in control cells (P ＜ 0.01). Conclusion　The  

abnormal expression of circSP3 is positively correlated with tumor size and TNM stage of HCC, and determining its 

expression is helpful to evaluate the severity and prognosis of HCC. CircSP3 can promote the proliferation of HCC cells, and 

may promote the migration and invasion by promoting the EMT process.

[Key words]　circular RNAs; circSP3; hepatocellular carcinoma; epithelial-mesenchymal transformation; cell 

proliferation; migration; invasion

[ Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(12): 1330-1336 ]

肝 细 胞 癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是最常见的原发性肝脏恶性肿瘤，是世界范围内严

重的健康问题 [1] 。它是全球第五大常见癌症和第三

大癌症相关死亡原因 [2] 。转移是 HCC 患者死亡的

主要原因。环状 RNA（circular RNA，circRNA）

是一类新的内源性非编码 RNA，能够调节哺乳动

物的基因表达。与线性 RNA 不同，circRNA 具有

共价闭环结构，没有 5′-3′ 极性，也没有多聚腺苷

酸尾 [3-4] 。circRNA 的表达稳定、丰富、保守，通常

在特定组织或特定发育阶段表达 [5 - 6] 。最近的研究

表明，circRNA 可能在许多生理和病理生理过程中

发挥重要作用 [7] 。更多的研究表明，circRNA 可以

作为微 RNA（microRNA，miRNA）的海绵，通过

与 miRNA 相互作用调节基因表达 [8-9] 。miRNA 的

失调和功能在几乎所有生物过程中均已得到了广泛

研究，但新鉴定的 circRNA 的表达和功能还需进一

步研究。研究证实，circRNA 失调（如 circHIPK3
和 circSETD3）可能在 HCC 进展中发挥重要作用，

直接调控 HCC 的细胞增殖、凋亡和迁移 [10-11] 。本

研究拟分析 circRNA circSP3（hsa-circ-0002642）
在 HCC 患者癌组织和癌旁组织中的表达特点及其

在正常肝细胞系和 HCC 细胞系中的表达特点，

揭示 circSP3 对 HCC 细胞增殖、上皮 - 间质转化

（epithelial-mesenchymal transformation，EMT）、

迁移和侵袭的影响。

1　材料和方法

1.1　患者资料 42 例 HCC 患者的癌组织及配对

癌旁组织（距离癌组织边缘 ＞ 3 cm）均为重庆医

科大学附属第一医院 2017 年 6 月至 2018 年 12 月 

收集的 HCC 手术切除标本。所有组织在切除后立

即放入 RNA 保存液中，然后放置于 － 80 ℃ 冰箱

备用。所有患者术前均未进行化学治疗和放射治疗，

且术后病理证实为 HCC。其中男 34 例、女 8 例，

国际抗癌联盟 TNM 分期Ⅰ ～ Ⅱ期 20 例、Ⅲ ～ Ⅳ

期 22 例。所有患者及其家属均签署知情同意书。

本研究通过重庆医科大学附属第一医院伦理委员会

审批，并符合 2013 年《赫尔辛基宣言》的伦理准则。

1.2　细胞株及主要试剂 人 HCC 细胞系 Hep-3B、 
Huh7、SMMC-7721、Bel-7402 及 正 常 肝 细 胞 系

HL-7702 均由重庆医科大学病毒性肝炎研究所保

存。DMEM 培养液和 RPMI 1640 培养液均购自

美国 Gibco 公司；胎牛血清购自美国 PAN 公司；

TRIzol 和 Lipofectamine 2000 均购自美国 Invitrogen
公司；circRNA 反转录及实时定量 PCR 试剂盒

均购自广州吉赛生物科技股份有限公司；circSP3 
PCR 引物购自北京擎科生物技术有限公司；细胞

计数试剂盒 -8（cell counting kit-8，CCK-8）购自

汉恒生物科技（上海）有限公司；circSP3 过表达

（ov-circSP3）及干扰质粒（si-circSP3）均购自吉

玛基因（上海）股份有限公司。对于 circSP3 过表

达，将 circSP3 的全长编码序列克隆到 pcDNA3.1
（ ＋ ）载体中，空白 pcDNA3.1（ ＋ ）载体用作

阴性对照 [12] 。si-circSP3 序列为 5′-GUC CUG CAG 
ACA GGU GAU UTT-3′， 阴 性 对 照 si-NC 序 列

为 5′-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3′。
Transwell 小室购自美国 Corning 公司；总蛋白提

取试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒、十二烷基硫酸

钠 - 聚丙烯酰胺凝胶配制试剂盒和聚偏二氟乙烯膜

均购自上海碧云天生物技术有限公司；兔抗波形蛋

第 12 期．李墨林，等．环状 RNA circSP3（hsa-circ-0002642）促进肝细胞癌细胞增殖及迁移



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2019 年 12 月，第 40 卷· 1332 ·

白（vimentin）、兔抗 E- 钙黏蛋白（E-cadherin）

和兔抗甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）单克隆抗体及

羊抗兔二抗均购自北京博奥森生物技术有限公司；

ECL 试剂盒购自美国 Advansta 公司。

1.3　细胞培养及转染 Hep-3B、Huh-7 细胞培养于

含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液中，SMMC-7721、 

Bel-7402 细胞及正常肝细胞系 HL-7702 培养于含

10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养液中，细胞放置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养，当细胞生长至

贴壁达 80% ～ 90% 时进行传代。在质粒转染实验

中，将处于对数生长期的细胞使用胰酶消化并计

数、铺板。选用 Huh-7 细胞进行 circSP3 干扰及

对照空载质粒转染，另外选用 Hep-3B 细胞进行

circSP3 过表达及对照空载质粒转染。转染前 1 d 

将细胞接种于 6 孔板中，当细胞融合度达到 50%

左右时，按照转染试剂 Lipofectamine 2000 说明书

的步骤进行转染。

1.4　实时定量 PCR 检测 circSP3 表达 使用 TRIzol 

试 剂 提 取 组 织 或 细 胞 总 RNA。 反 转 录 合 成

cDNA。以 cDNA 为模板，使用 circRNA 实时定量

PCR 试剂盒进行 PCR。引物序列：circSP3 正义引

物 5′-CTC CAG TTA GTC TAA GCA CTG G-3′，反

义引物 5′-GCC AAA TCA CCT GTC TGC AG-3′；

内参照 GAPDH 正义引物 5′-CAG CTA GCC GCA 

TCT TCT TTT-3′， 反 义 引 物 5′-GTG ACC AGG 

CGC CCA ATA C-3′。每个样品设 3 个复孔，采用

2 － ΔΔCt 法计算 circSP3 的相对表达量。

1.5　Transwell 法检测细胞侵袭、迁移能力 细胞 

侵袭能力检测实验：溶解基底胶（按照 1 ∶ 9 稀

释基底胶），向小室上层每孔加入 50 μL 基底

胶。细胞转染 48 h 后进行消化、计数，取约

5×104 个细胞重悬于 200 μL 无血清 DMEM 培养

液，加入 Transwell 上室。向下室加入 500 μL 含 

10%胎牛血清的DMEM培养液，然后置于37 ℃、5% 

CO2 培养箱中孵育 24 h。取出小室，用磷酸盐缓冲

液清洗 3 次，加入 4% 多聚甲醛溶液固定 30 min，

用棉棒擦拭清除上室未通过的细胞，然后用结晶紫

染色 20 min，磷酸盐缓冲液清洗 3 次。使用光学

显微镜于 20 倍对下室细胞进行计数及拍照。细胞

迁移能力检测实验：Transwell 上室不铺基底胶，

其余步骤与侵袭能力检测实验相同。

1.6　蛋白质印迹法检测 EMT 相关蛋白表达 使用 

裂解液充分裂解细胞并提取细胞总蛋白，加入

蛋白上样缓冲液混合，沸水煮 10 min。每孔上

样 15 μg 蛋白质样品，电泳（80 V 40 min、120 V  

80 min）、转膜（210 mA 100 min）。室温下用 8%

脱脂牛奶封闭 2 h，然后 4 ℃ 过夜标记波形蛋白、

E- 钙黏蛋白（稀释比例均为 1 ∶ 1 000）和 GAPDH

（1 ∶ 800）一抗；然后加入羊抗兔二抗（稀释比

例 1 ∶ 1 000）室温孵育 2 h。使用 ECL 试剂盒进行

化学发光显影，用 ImageJ 软件进行半定量分析。

1.7　统计学处理 应用 SPSS 24.0 软件进行统计

学分析。所有实验均独立重复 3 次，计量资料以

x±s 表示，2 组间比较采用 t 检验，多组间比较采

用单因素方差分析。circSP3 表达与患者临床病理

指标的关系采用 χ2 检验进行分析。检验水准（α）

为 0.05。

2　结　果

2.1　circSP3 在癌及癌旁组织中的表达及其与临床

病理指标的关系 如图 1 所示，癌组织中 circSP3

的表达水平高于癌旁组织（P ＜ 0.01）。以癌组

织 circSP3 相对表达量的平均值为界，23 例患者

circSP3 高表达，19 例患者为低表达。由表 1 可

见，肿瘤最大径 ≥ 5 cm 和高 TNM 分期的 HCC 患

者多表现为 circSP3 高表达（P 均 ＜ 0.05）。表明

circSP3 可能参与 HCC 的形成，且 circSP3 表达水

平与 HCC 病情的严重程度呈正相关。

图 1　实时定量 PCR 检测 HCC 癌组织和癌旁组织中

circSP3 表达

Fig 1　Expression of circSP3 in HCC tumor and 

paratumor tissues detected by real-time quantitative PCR

HCC: Hepatocellular carcinoma; GAPDH: Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase. **P ＜ 0.01. n ＝ 42
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表 1　circSP3 表达与 HCC 患者临床病理指标的相关性

Tab 1　Correlation between circSP3 expression and 

clinicopathological characteristics of HCC patients
                         n 

Factor High 
N ＝ 23

Low 
N ＝ 19 χ2 value P value

Age (year) 0.942 0.332
   ＜ 40 5 2
   ≥ 40 18 17
Gender 0.396 0.529
 Male 19 15
 Female 4 4
HBsAg 0.090 0.764
   ＋  19 15
   －  4 4
HBV DNA 1.354 0.245
   ＋  15 9
   －  8 10
AFP ρB / (μg • L － 1) 1.634 0.201
   ＜ 400 17 17
   ≥ 400 6 2
ALT zB / (U • L － 1) 0.865 0.352
  ＜ 40 10 11
  ≥ 40 13 8
AST zB / (U • L － 1) 0.096 0.757
  ＜ 40 11 10
  ≥ 40 12 9
Dmax d / cm 13.463  ＜ 0.01
  ＜ 5 4 14
  ≥ 5 19 5
TNM stage 7.230 0.027
 Ⅰ 3 9
 Ⅱ 4 4
 Ⅲ 16 6

HCC: Hepatocellular carcinoma; HBsAg: Hepatitis 
B  su r f ace  an t igen ;  HBV:  Hepa t i t i s  B  v i ru s ;  AFP: 
α-fetoprotein; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate 
aminotransferase; Dmax: Tumor maximum diameter

2.2　circSP3 在人 HCC 细胞系及正常肝细胞系中的

表达 如图 2A 所示，与 HL-7702 细胞相比，Huh-7、

Hep-3B、SMMC-7721、Bel-7402 细胞中 circSP3 表达

均上调（P 均 ＜ 0.01）。在 Hep-3B 和 Huh-7 细胞中分

别转染 circSP3 过表达和干扰质粒后，circSP3 的表

达被成功上调和下调（P 均 ＜ 0.01，图 2B、2C）。

2.3　circSP3 对 HCC 细胞增殖的影响 如图 3 所

示，转染 circSP3 过表达质粒的 Hep-3B 细胞增殖活

性较对照细胞升高，在转染 48、72 h 时差异均有统

计学意义（P 均 ＜ 0.05），而转染了circSP3 干扰质粒

的 Huh-7 细胞的增殖活性较对照细胞降低，在转染

48、72 h 时差异亦均有统计学意义（P 均 ＜ 0.05）。

2.4　circSP3 对 HCC 细胞侵袭、迁移的影响 如图 

4A、4B 所示，与对照组相比，circSP3 过表达组穿

过小室的细胞数增多（P ＜ 0.01），circSP3 干扰组

穿过小室的细胞数减少（P ＜ 0.01），表明 circSP3

表达能够促进 HCC 细胞的侵袭能力。如图 4C、

4D 所示，circSP3 表达亦能够促进 HCC 细胞的迁

移能力（P ＜ 0.01）。

2.5　circSP3 调 节 EMT 相 关 蛋 白 波 形 蛋 白、

E- 钙黏蛋白表达 如图 5 所示，与对照组相比， 

circSP3 过表达组 Hep-3B 细胞中波形蛋白的表达

水平升高（P ＜ 0.01），E- 钙黏蛋白表达水平降低

（P ＜ 0.01）；circSP3 干扰组 Huh-7 细胞中波形蛋

白的表达水平降低（P ＜ 0.01），E- 钙黏蛋白表达

水平升高（P ＜ 0.01）。这些结果表明，circSP3 表

达能促进 EMT 过程。

图 2　实时定量 PCR 检测各 HCC 细胞中 circSP3 表达及转染 ov-circSP3 和 si-circSP3 质粒后 circSP3 表达

Fig 2　Expression of circSP3 in HCC cells after transfection with ov-circSP3 and si-circSP3 plasmids 

detected by real-time quantitative PCR
A: The expression of circSP3 in human HCC cell lines (Huh-7, Hep-3B, SMMC-7721 and Bel-7402) and human normal liver cell line 

(HL-7702); B: The expression of circSP3 in Hep-3B cells transfected with circSP3 overexpression plasmids (ov-circSP3) or empty 

plasmids (control); C: The expression of circSP3 in Huh-7 cells transfected with circSP3 interference plasmids (si-circSP3) or empty 

plasmids (control). HCC: Hepatocellular carcinoma; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. **P ＜ 0.01. n ＝ 3, x±s
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图 3　CCK-8 法检测 circSP3 对 HCC 细胞增殖能力的影响

Fig 3　Effect of circSP3 on proliferation of HCC cells detected by CCK-8 method
A: The proliferation of Hep-3B cells transfected with circSP3 overexpression plasmids (ov-circSP3) or empty plasmids (control);  

B: The proliferation of Huh-7 cells transfected with circSP3 interference plasmids (si-circSP3) or empty plasmids (control). CCK-8: 

Cell counting kit-8; HCC: Hepatocellular carcinoma. *P ＜ 0.05, **P ＜ 0.01 vs control group at same time point. n ＝ 3, x±s

图 4　Transwell 法检测 circSP3 对 HCC 细胞侵袭、迁移的影响

Fig 4　Effect of circSP3 on invasion and migration of HCC cells detected by Transwell assay
A: The invasion of Hep-3B cells transfected with circSP3 overexpression plasmids (ov-circSP3) or empty plasmids (control); B: The 

invasion of Huh-7 cells transfected with circSP3 interference plasmids (si-circSP3) or empty plasmids (control); C: The migration of 

Hep-3B cells transfected with ov-circSP3 or control plasmids; D: The migration of Huh-7 cells transfected with si-circSP3 or control 

plasmids. HCC: Hepatocellular carcinoma. Original magnification: ×20. **P ＜ 0.01. n ＝ 3, x±s
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3　讨　论

circRNA 是一类新的非编码 RNA 成员，包括

外显子 circRNA、内含子 circRNA 和外显子 - 内

含子 circRNA [13-14] 。与已知的线性 RNA 不同，

circRNA 是封闭的共价结合连续环结构，既不具

有 5′-3′ 极性又不具有多聚腺苷酸尾，这阻止了它

们被 RNA 外切核酸酶或 RNA 酶 R 降解 [15] 。因此，

circRNA 比线性 mRNA 更稳定，这使得它们比来

自相同基因的典型线性转录本更丰富 [6] 。此外，

circRNA能够在转录或转录后水平调节基因表达。

外 显 子 circRNA 组 成 大 部 分 的 circRNA，

主要存在于细胞质，并可能作为 miRNA 海绵而

发挥作用；而内含子 circRNA 和外显子 - 内含子

circRNA 在细胞核中含量更丰富，并可能调控基

因转录和转录后水平 [13,16-17] 。此外，已有研究发现

它们存在于不同的细胞外液中，包括唾液、血液

和尿液 [18] 。这些研究结果提示 circRNA 可能参与

不同的生物学过程，如细胞增殖、侵袭和迁移、

凋亡和自噬等。

EMT 是上皮细胞失去极性、经过细胞骨架重

塑转变成具有迁移能力的间充质表型的过程。多

项研究证实 EMT 是肿瘤侵袭转移的一个重要步

骤 [19] ，且 EMT 被认为是肿瘤转移的标志 [20] ，可以

增加 HCC 细胞的迁移及侵袭能力 [21] ，其主要的特

征为通过 Wnt 和 Notch 信号通路使 E- 钙黏蛋白表

达减少、波形蛋白表达增加。

通过 StarBase 数据库分析可以确定 circSP3
（chr2：174819600–174820960）来自于 SP3 基因

座中的外显子区域，由 5 个外显子成环组成，该

区域位于 2q31.1 号染色体上。本研究结果显示，

与正常肝细胞系相比，circSP3 表达在 4 种 HCC
细胞中均上调。同时，在 42 例 HCC 患者中，癌

组织中 circSP3 表达高于癌旁组织，并且具有更高

TNM 分期或更大肿瘤（ ≥ 5 cm）的患者 circSP3
表达水平更高，说明 circSP3 与 HCC 密切相关，

并有作为诊断 HCC 生物标志物的潜力。本研究结

果显示，circSP3 过表达能够促进 HCC 细胞增殖，

干扰 circSP3 表达则可抑制 HCC 细胞的增殖；并

且 circSP3过表达能促进HCC细胞的侵袭及迁移，

干扰 circSP3表达能抑制HCC细胞的侵袭及迁移。

因此 circSP3 可能是促进 HCC 转移的潜在分子标

志物。同时，过表达及干扰 circSP3 表达后检测

EMT 相关蛋白 E- 钙黏蛋白、波形蛋白的表达量

变化，证明 circSP3 表达能促进 EMT 进程。上述

结果提示 circSP3 可能通过促进 EMT 进程而促进

HCC 细胞的迁移和侵袭，在 HCC 进展中发挥重

要作用。

图 5　蛋白质印迹法检测 circSP3 对 HCC 细胞中 EMT 相关蛋白波形蛋白和 E- 钙黏蛋白表达的影响

Fig 5　Effect of circSP3 on expression of EMT-related proteins vimentin and E-cadherin in HCC cells  

detected by Western blotting
A: The protein expression in Hep-3B cells transfected with circSP3 overexpression plasmids (ov-circSP3) or empty plasmids 

(control); B: The protein expression in Huh-7 cells transfected with circSP3 interference plasmids (si-circSP3) or empty plasmids 

(control). HCC: Hepatocellular carcinoma; EMT: Epithelial-mesenchymal transformation; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase. **P ＜ 0.01. n ＝ 3, x±s
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