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沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２通过 ｍｉＲ-１５２-３ｐ／ＳＬＣ７Ａ１１
信号轴诱导结直肠癌细胞铁死亡

蒋良君１，卢先州２

（南华大学衡阳医学院附属南华医院１消化内科、２肝胆外科，衡阳　４２１００２）

摘要　目的　探讨沉默ｃｉｒｃＦＡＤＳ２对结直肠癌（ＣＲＣ）细胞铁死亡的影响及其机制。方法　以人结肠腺癌细胞系ＳＷ４８０作为
研究对象，分别将ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｓｉＲＮＡ干扰质粒（ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２）及其阴性对照 ｓｉ-ＮＣ、ｍｉＲ-１５２-３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及其阴性对照 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-
ＮＣ、ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ及其阴性对照ｍｉｍｉｃｓＮＣ、ＳＬＣ７Ａ１１过表达质粒（ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１）及其阴性对照 ｖｅｃｔｏｒ转染至 ＳＷ４８０细胞
中，噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞增殖活性；化学法检测细胞中亚铁离子（Ｆｅ２＋）、丙二醛（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷
胱甘肽（ＧＳＨ）活性水平；二氯荧光黄双乙酸盐（ＤＣＦＨ-ＤＡ）探针法检测细胞中活性氧（ＲＯＳ）水平；实时荧光定量聚合酶链式反
应（ｑＰＣＲ）检测细胞中ｍｉＲ-１５２-３ｐ和ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中铁死亡相关蛋白ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４表达
水平；双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ-１５２-３ｐ与ｃｉｒｃＦＡＤＳ２之间的海绵吸附关系，以及 ｍｉＲ-１５２-３ｐ与 ＳＬＣ７Ａ１１之间的靶向
调控关系。结果　与ｂｌａｎｋ组比较，ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组细胞增殖活性降低，细胞中Ｆｅ２＋、ＭＤＡ和ＲＯＳ水平升高，ＳＯＤ和ＧＳＨ水平
降低；同时，细胞中 ｍｉＲ-１５２-３ｐ表达水平升高，ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４蛋白表达水平降低（均 Ｐ＜０.０５）。与 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组比较，
ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞增殖活性升高，细胞中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平降低，ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平升高；同时，细胞中 ｍｉＲ-
１５２-３ｐ表达水平降低，ＳＬＣ７Ａ１１和ＧＰＸ４蛋白表达水平升高（均 Ｐ＜０.０５）。双荧光素酶报告基因实验结果显示，ＳＬＣ７Ａ１１是
ｍｉＲ-１５２-３ｐ的下游靶基因。结论　沉默ｃｉｒｃＦＡＤＳ２可诱导ＣＲＣ细胞铁死亡，其机制可能是通过靶向调控ｍｉＲ-１５２-３ｐ／ＳＬＣ７Ａ１１
信号轴实现的。
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１３８７５７３２４３４＠１６３．ｃｏｍ

　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）在全世界恶
性肿瘤相关死亡人数中排名第二，因其高发病率和

病死率而成为一个公共卫生问题［１］。多基因和信

号通路在 ＣＲＣ过程中发挥关键作用，近年来诱导
ＣＲＣ细胞铁死亡为抑制肿瘤进展提供了新的策略
和可能［２］。ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是内源性表达的简
短非编码ＲＮＡ，与各种生物过程的调节有关，多种
ｍｉＲＮＡ在癌症患者组织中表达异常，其中 ｍｉＲ-１５２-
３ｐ在ＣＲＣ组织中低表达，上调 ｍｉＲ-１５２-３ｐ可通过
自噬途径调控心肌细胞铁死亡过程［３］，提示 ｍｉＲ-
１５２-３ｐ可能是 ＣＲＣ的潜在生物标志物。ｃｉｒｃＲＮＡ

是一种新型的环状非编码 ＲＮＡ，可作为 ｍｉＲＮＡ海
绵通过调节基因的表达、转录和翻译参与胃癌和

ＣＲＣ等多种消化系统癌症的发展［４－５］。研究［６］表

明，ｃｉｒｃＦＡＤＳ２在 ＣＲＣ患者肠黏膜组织中上调最为
显著，沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２可通过海绵化 ｍｉＲ-４９８促进
Ｓ１００Ａ１６表达，进而抑制ＣＲＣ细胞增殖和侵袭。然
而，ｃｉｒｃＦＡＤＳ２是否可作为 ｍｉＲ-１５２-３ｐ的分子海绵
共同参与诱导ＣＲＣ细胞铁死亡，目前尚不明确。该
研究拟探讨ｃｉｒｃＦＡＤＳ２是否通过靶向ｍｉＲ-１５２-３ｐ调
控ＣＲＣ细胞生长和铁死亡过程，并阐明其作用机
制，以期为ｃｉｒｃＦＡＤＳ２作为 ＣＲＣ临床治疗靶点提供
更多依据。

１　材料与方法

１．１　细胞　人正常结肠上皮细胞系 ＮＣＭ４６０购自
上海赛百慷生物技术股份有限公司；人结肠癌细胞

系 ＨＴ-２９、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、Ｃａｃｏ-２和 ＨＣＴ-１１６购自
美国ＡＴＣＣ公司。
１．２　主要试剂和材料　ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｓｉＲＮＡ干扰质粒
（ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２）及其阴性对照 ｓｉ-ＮＣ、ｍｉＲ-１５２-３ｐｉｎ-
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ｈｉｂｉｔｏｒ及其阴性对照 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣ、ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍ-
ｉｃｓ及其阴性对照 ｍｉｍｉｃｓＮＣ、ＳＬＣ７Ａ１１过表达质粒
（ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１）及其阴性对照ｖｅｃｔｏｒ由上海吉玛制药
技术有限公司合成；溶质载体家族７成员１１（ｓｏｌｕｔｅ
ｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＣ７Ａ１１）抗体、谷胱甘
肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）抗
体和ＧＡＰＤＨ抗体（货号：＃１２６９１、＃５２４５５Ｓ、＃２１１８）
购自美国 ＣＳＴ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染试剂
（货号：Ｌ３０００００１）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；噻
唑 蓝 （ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌ-ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，
ＭＴＴ）细胞增殖检测试剂盒、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测试剂盒（货号：Ｃ０００９、Ｓ００３３）购自
上海碧云天生物技术有限公司；亚铁离子（Ｆｅ２＋）检
测试剂盒（货号：Ｍ１２１７Ｌ）购自上海酶联生物科技有
限公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物
歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、还原型谷胱甘
肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检测试剂盒（货号：Ａ００３、
Ａ００１、Ａ００６）购自南京建成生物工程研究所有限公
司；一步法实时荧光定量聚合酶链式反应（Ｑｕａｎｔｉｔａ-
ｔｉｖｅｒｅａｌ-ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）扩增
试剂盒（货号：Ｂ５３２４４１）购自上海生工生物工程股
份有限公司；双荧光素酶报告基因检测系统由美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司提供。
１．３　主要仪器　ＣＸ３３型生物显微镜购自日本 Ｏ-
ＬＹＭＰＵＳ公司；ＡｔｔｕｎｅＣｙｔＰｉｘ型流式细胞仪、Ｖａｒｉｏｓ-
ｋａｎＦｌａｓｈ３００１型酶标仪、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ １Ｐｌｕｓ型实
时荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；
ＣｈｅｍｉＤｏｃ全能型凝胶成像仪购自美国 Ｂｉｏ-Ｒａｄ公
司。

１．４　方法　
１．４．１　细胞培养与转染　分别使用１０％胎牛血清
（ＦＢＳ）＋１％青链霉素（Ｐ／Ｓ）＋ＲＰＭＩ-１６４０培养基培
养ＮＣＭ４６０细胞，１０％ ＦＢＳ＋１％ Ｐ／Ｓ＋ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ
培养基培养 ＨＴ-２９、ＨＣＴ-１１６细胞，１０％ ＦＢＳ＋１％
Ｐ／Ｓ＋Ｌ１５培养基培养 ＳＷ４８０、ＳＷ６２０细胞，１０％
ＦＢＳ＋１％ Ｐ／Ｓ＋ＭＥＭ培养基培养 Ｃａｃｏ-２细胞，培
养箱湿度为８０％，温度为３７℃，气相条件为９５％空
气和５％ＣＯ２，按１∶２传代。取对数生长期细胞，按
照试剂说明书操作，使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染
试剂将 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２及其阴性对照 ｓｉ-ＮＣ、ｍｉＲ-１５２-
３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及其阴性对照 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣ、ｍｉＲ-１５２-３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ及其阴性对照 ｍｉｍｉｃｓＮＣ、ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１及其
阴性对照 ｖｅｃｔｏｒ分别转染至 ＳＷ４８０细胞中。转染
４８ｈ后，采用ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效率。

１．４．２　细胞分组与处理　取对数期生长的 ＳＷ４８０
细胞，接种于９６孔板中，待细胞密度生长至７０％时
进行如下分组和处理：① ｂｌａｎｋ组，不经任何转染；
ｓｉ-ＮＣ组，将 ｓｉ-ＮＣ转染至 ＳＷ４８０细胞中；ｓｉ-
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组，将 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２转染至 ＳＷ４８０细胞
中；② ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣ 组，将 ｓｉ-
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣ共转染至 ＳＷ４８０细胞中；
ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，将 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２和 ｍｉＲ-
１５２-３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共转染至 ＳＷ４８０细胞中；③ ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ组，将 ｍｉｍｉｃｓＮＣ转染至 ＳＷ４８０细胞中；ｍｉＲ-
１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ组，将 ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ转染至
ＳＷ４８０细胞中；ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｖｅｃｔｏｒ组，将
ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ和 ｖｅｃｔｏｒ共转染至 ＳＷ４８０细胞
中；ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１组，将 ｍｉＲ-１５２-
３ｐｍｉｍｉｃｓ和ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１共转染至ＳＷ４８０细胞中。
１．４．３　ｑＰＣＲ检测　取对数期生长的ＳＷ４８０细胞，
按照分组要求处理后收集细胞沉淀至１．５ｍｌ离心
管中，使用ＴＲＩｚｏｌ试剂从细胞沉淀中提取总ＲＮＡ并
定量，使用试剂盒将 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ（反应条
件：３７℃、１５ｍｉｎ，８５℃、５ｓ），合成实时定量ＰＣＲ引
物（表１）后配制如下反应体系：预混液７.５μｌ、上下
游引物１．５μｌ、ｃＤＮＡ２.０μｌ和无酶水４.０μｌ，上机
进行ＰＣＲ扩增，扩增程序：９５℃预变性３０ｓ、９５℃
变性１５ｓ、６０℃退火／延伸３０ｓ，４０个循环。反应结
束后，确认扩增曲线和熔解曲线，并用 Ｐｒｉｓｍ９.０软
件进行数据处理，分别以 Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ作为内参，
２－ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍｉＲ-１５２-３ｐ、ｃｉｒｃＦＡＤＳ２和
ＳＬＣ７Ａ１１相对表达水平。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′-３′）
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ Ｆ：ＣＡＣＴＴＡＡＡＧＧＧＴＧＣＣＴＣＴＧ

Ｒ：ＡＴＣＣＴＴＧＴＧＧＡＡＧＡＴＧＴＴＡＧＧ
ｍｉＲ-１５２-３ｐ Ｆ：ＴＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＴＧＣＡＴＧＡＣＡＧＡＡ

Ｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ
ＳＬＣ７Ａ１１ Ｆ：ＣＡＴＣＧＴＣＣＴＴＴＣＡＡＧＧＴＧＣ

Ｒ：ＡＴＡＧＡＧＧＧＡＡＡＧＧＧＣＡＡＣＣ
Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＣＡＡＧＣＴＣＡ

Ｒ：ＡＧＧＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＧＣＡＡＣＴＧ

１．４．４　ＭＴＴ检测　取对数期生长的ＳＷ４８０细胞接
种于９６孔板中，调整细胞密度至３×１０３个／孔，边
缘孔用无菌ＰＢＳ填充，待细胞贴壁后按照分组要求
处理细胞，续孵育２４、４８、７２ｈ，每孔加入２０μｌ５％
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ＭＴＴ溶液培养４ｈ，弃去孔内培养基，加入１５０μｌ二
甲基亚砜低速震荡孔板以溶解结晶物，在酶标仪

４９０ｎｍ处测各孔吸光度值，计算各组细胞增殖活
性。

１．４．５　化学法检测　取对数期生长的ＳＷ４８０细胞
接种于９６孔板中，调整细胞密度至３×１０３个／孔，
边缘孔用无菌ＰＢＳ填充，严格按照各试剂盒说明书
操作，检测各组细胞中 ＭＤＡ、Ｆｅ２＋含量以及 ＳＯＤ、
ＧＳＨ活性水平。
１．４．６　ＤＣＦＨ-ＤＡ探针法检测　取对数期生长的
ＳＷ４８０细胞接种于６孔板中，调整细胞密度至１×
１０５个／孔，按照分组要求处理细胞，孵育２４ｈ，弃去
孔内培养基，加入１ｍｌ提前配制好的荧光探针溶液
孵育１ｈ，离心后弃去培养基，使用 ＰＢＳ重悬细胞沉
淀，流式细胞仪上检测各组细胞中ＲＯＳ活性水平。
１．４．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　取对数期生长的 ＳＷ４８０
细胞，按照分组要求处理后收集到 １.５ｍｌ离心管
中，加入ＲＩＰＡ裂解液在冰上裂解细胞，ＢＣＡ法测定
蛋白质浓度。取３０μｇ总蛋白质与５×ＳＤＳ上样缓
冲液充分混合后，加入到 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶中进行电
泳分离，然后转移到 ＰＶＤＦ膜上，置于５％的脱脂奶
粉中室温封闭３ｈ。按照抗体说明书稀释比例加入
一抗（ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４、ＧＡＰＤＨ，１∶１０００稀释），４
℃孵育过夜，加入辣酸根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的
二抗（１∶５０００稀释），室温孵育１ｈ后，使用 ＥＣＬ
显色液孵育，凝胶成像仪成像，以 ＧＡＰＤＨ作为内
参，Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ软件分析灰度值。
１．４．８　双荧光素酶报告基因实验　使用 ＥＮＣＯＲＩ
在线软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｒｎａｓｙｓｕ．ｃｏｍ／ｅｎｃｏｒｉ／）预测 ｍｉＲ-
１５２-３ｐ和 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２的海绵吸附结合位点，使用
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＨｕｍａｎ７．２在线软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｔａｒ-
ｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿７２／）预测 ｍｉＲ-１５２-３ｐ和 ＳＬＣ７Ａ１１
的靶向结合位点。按照双荧光素酶报告基因实验试

剂盒说明书操作，将 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２和 ＳＬＣ７Ａ１１的 ３′
ＵＴＲ区亚克隆到荧光素酶载体中，构建突变型
（ＭＵＴ）和野生型（ＷＴ）荧光素酶报告基因载体，将
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２-ＷＴ和 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２-ＭＵＴ分别与 ｍｉｍｉｃ
ＮＣ和 ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃ共转染至 ＳＷ４８０细胞中，
将ＳＬＣ７Ａ１１-ＷＴ和 ＳＬＣ７Ａ１１-ＭＵＴ分别与 ｍｉｍｉｃＮＣ
和ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃ共转染至 ＳＷ４８０细胞中。转
染４８ｈ后，检测 ＳＷ４８０细胞中的荧光素酶活性，结
果以萤火虫荧光素酶 ＲＬＵ值与海肾荧光素酶 ＲＬＵ
值的比值表示。

１．５　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０软件

分析数据，所有实验均独立重复３次，结果以均数±
标准差（�ｘ±ｓ）表示，多组间数据比较采用单因素方
差分析（ＡＮＯＶＡ）和重复检测数据方差分析，两组间
数据比较采用 ＬＳＤ-ｔ检验。Ｐ＜０.０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２对 ＣＲＣ细胞铁死亡的影响
　ｑＰＣＲ检测结果显示，与 ＮＣＭ４６０细胞比较，ＨＴ-
２９、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、Ｃａｃｏ-２和 ＨＣＴ-１１６细 胞 中
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２表达水平均升高（Ｐ＜０.０５），其中ＳＷ４８０
细胞中ｃｉｒｃＦＡＤＳ２表达水平最高，故选取 ＳＷ４８０细
胞进行后续实验（图１Ａ）。与ｂｌａｎｋ组比较，随着作
用时间的延长，ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组细胞增殖活性逐渐
降低（Ｐ＜０.０５），细胞中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及 ＲＯＳ活
性水平升高（Ｐ＜０.０５），ＳＯＤ和 ＧＳＨ活性水平降低
（均Ｐ＜０.０５），同时，细胞中 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４蛋
白表达水平降低（Ｐ＜０.０５）；而ｓｉ-ＮＣ组以上指标与
ｂｌａｎｋ组比较差异均无统计学意义（图１Ｂ～Ｆ）。上
述结果表明，沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２可促进 ＣＲＣ细胞铁死
亡。

２．２　ｃｉｒｃＦＡＤＳ２与 ｍｉＲ-１５２-３ｐ之间的海绵吸附关
系　如图２所示，ｍｉＲ-１５２-３ｐ和 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２之间存
在海绵吸附结合位点，与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，ｍｉＲ-
１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ组与 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２-ＷＴ组共转染后荧光
素酶活性降低（Ｐ＜０.０５），与 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２-ＭＵＴ共转
染后荧光素酶活性改变差异无统计学意义。ｑＰＣＲ
检测结果显示，与 ｂｌａｎｋ组比较，ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组
ＳＷ４８０细胞中 ｍｉＲ-１５２-３ｐ表达水平升高（Ｐ＜
０.０５），而ｓｉ-ＮＣ组变化差异无统计学意义。上述结
果表明，ｃｉｒｃＦＡＤＳ２是ｍｉＲ-１５２-３ｐ的分子海绵。
２．３　抑制 ｍｉＲ-１５２-３ｐ对沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２诱导
ＣＲＣ细胞铁死亡的影响　如图３Ａ所示，共转染后，
与 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组比较，ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
ＳＷ４８０细胞中 ｍｉＲ-１５２-３ｐ表达水平降低（Ｐ＜
０.０５），而 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣ组变化差异无
统计学意义。如图３Ｂ～Ｆ所示，与ｓｉ-ＮＣ组比较，ｓｉ-
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组 ＳＷ４８０细胞增殖活性降低（Ｐ＜
０.０５），细胞中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及 ＲＯＳ活性水平升
高（均Ｐ＜０.０５），ＳＯＤ和 ＧＳＨ活性水平降低（Ｐ＜
０.０５），且细胞中 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达水平降
低 （Ｐ ＜０.０５）。与 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２组 比 较，ｓｉ-
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＳＷ４８０细胞增殖活性升高
（Ｐ＜０.０５），细胞中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及 ＲＯＳ活性水
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平降低（Ｐ＜０.０５），ＳＯＤ和ＧＳＨ活性水平升高（Ｐ＜
０.０５），同时细胞中 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达水平
升高（Ｐ＜０.０５），而 ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣ组

以上指标变化差异均无统计学意义。上述结果表

明，抑制ｍｉＲ-１５２-３ｐ可逆转沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２诱导的
ＣＲＣ细胞铁死亡。

图１　沉默ｃｉｒｃＦＡＤＳ２对ＣＲＣ细胞铁死亡的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｏｎｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＲＣｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＳＷ４８０ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｃ：Ｆｅ２＋ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＭＤＡ，ＳＯＤ，ａｎｄＧＳＨｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；
Ｅ：ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｆ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍａｐａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｉｎｃｅｌｌｓ；ａ：ＮＣＭ４６０ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＴ-２９ｇｒｏｕｐ；ｃ：
ＳＷ４８０ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＳＷ６２０ｇｒｏｕｐ；ｅ：Ｃａｃｏ-２ｇｒｏｕｐ；ｆ：ＨＣＴ-１１６ｇｒｏｕｐ；ｇ：ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｈ：ｓｉ-ＮＣｇｒｏｕｐ；ｉ：ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓＮＣＭ４６０

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．
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图２　ｃｉｒｃＦＡＤＳ２与ｍｉＲ-１５２-３ｐ之间的海绵吸附关系

Ｆｉｇ．２　ＳｐｏｎｇｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｉｒｃＦＡＤＳ２ａｎｄｍｉＲ-１５２-３ｐ

　　Ａ：ＳｐｏｎｇｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｂｅｔｗｅｅｎｃｉｒｃＦＡＤＳ２ａｎｄｍｉＲ-１５２-３ｐ；Ｂ：Ｃｅｌｌｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｃ：ｍｉＲ-１５２-３ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；

ａ：ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉ-ＮＣｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓｍｉｍｉｃｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．

图３　抑制ｍｉＲ-１５２-３ｐ对沉默ｃｉｒｃＦＡＤＳ２诱导ＣＲＣ细胞铁死亡的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ-１５２-３ｐｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｉｒｃＦＡＤＳ２-ｉｎｄｕｃｅｄｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＲＣｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ｍｉＲ-１５２-３ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｃ：Ｆｅ２＋ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＭＤＡ，ＳＯＤ，ａｎｄＧＳＨｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｅ：

ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｆ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍａｐａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｉｎｃｅｌｌｓ；ａ：ｓｉ-ＮＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｉ-

ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓｓｉ-ＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｇｒｏｕｐ．
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２．４　ＳＬＣ７Ａ１１与ｍｉＲ-１５２-３ｐ之间的靶向调控关系
　如图４所示，ｍｉＲ-１５２-３ｐ和 ＳＬＣ７Ａ１１之间存在靶
向结合位点，与ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍ-
ｉｃｓ组与ＳＬＣ７Ａ１１-ＷＴ组共转染后荧光素酶活性降
低（Ｐ＜０.０５），与 ＳＬＣ７Ａ１１-ＭＵＴ共转染后荧光素酶
活性变化差异无统计学意义。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显示，与 ｂｌａｎｋ组比较，ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ
组ＳＷ４８０细胞中 ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
降低（Ｐ＜０.０５），而 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组以上指标变化差
异无统计学意义。上述结果表明，ＳＬＣ７Ａ１１是 ｍｉＲ-
１５２-３ｐ的下游靶基因。
２．５　ｍｉＲ-１５２-３ｐ通过靶向下调 ＳＬＣ７Ａ１１表达对
ＣＲＣ细胞铁死亡的影响　如图 ５所示，与 ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ组比较，ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ组 ＳＷ４８０细胞增殖
活性降低（Ｐ＜０.０５），细胞中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及
ＲＯＳ活性水平升高，ＳＯＤ和 ＧＳＨ活性水平降低（均
Ｐ＜０.０５），同时细胞中ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达水
平降低（均 Ｐ＜０.０５）。与 ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ组比
较，ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１组 ＳＷ４８０细胞

增殖活性升高（Ｐ＜０.０５），细胞中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量
及ＲＯＳ活性水平降低，ＳＯＤ和 ＧＳＨ活性水平升高
（均Ｐ＜０.０５），同时细胞中 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表
达水平升高（均 Ｐ＜０.０５）；而 ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ｖｅｃｔｏｒ组以上指标变化均无统计学意义（Ｐ＞０.０５）。
上述结果表明，ｍｉＲ-１５２-３ｐ通过靶向下调 ＳＬＣ７Ａ１１
表达诱导ＣＲＣ细胞铁死亡。

３　讨论

　　迄今为止，ＣＲＣ的根治性治疗首推方法仍为外
科治疗，即将肉眼可见的肿瘤原发灶及引流区淋巴

结全部切除，但对于已有远处转移和病变部位近肛

门的患者，仅可做姑息性切除或封闭肛门后以“人

工肛门”解决排便问题，前者术后易复发，而后者则

严重影响患者术后的生活质量［７］。为此，放射疗法

和化学疗法等多种保守的治疗方法被更多地应用于

辅助治疗，虽在一定程度上减少了局部复发率，延长

了患者生存期，但其对正常细胞无差别攻击产生的

副作用也让人无法忽视［８］。因此，寻找特异性靶

图４　ＳＬＣ７Ａ１１与ｍｉＲ-１５２-３ｐ之间的靶向调控关系

Ｆｉｇ．４　ＴａｒｇｅｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄｍｉＲ-１５２-３ｐ

　　Ａ：ＴａｒｇｅｔｅｄｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ-１５２-３ｐａｎｄＳＬＣ７Ａ１１；Ｂ：Ｃｅｌｌｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｃ：ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｄ：

ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍａｐａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ｉｎｃｅｌｌｓ；ａ：ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｉｍｉｃｓＮＣｇｒｏｕｐ；ｃ：ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓ

ｍｉｍｉｃｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．
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图５　ｍｉＲ-１５２-３ｐ通过靶向下调ＳＬＣ７Ａ１１表达对ＣＲＣ细胞铁死亡的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ-１５２-３ｐｏｎｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＲＣｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｅｄｄｏｗｎ-ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＬＣ７Ａ１１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　Ａ：ＳＷ４８０ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｂ：Ｆｅ２＋ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＭＤＡ，ＳＯＤａｎｄＧＳＨｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓ；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｍａｐａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｉｎｃｅｌｌｓ；ａ：ｍｉｍｉｃｓＮＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ；ｃ：ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｖｅｃｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１ｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓｍｉｍｉｃｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ．

点进行针对治疗显得尤为重要。铁死亡是一种异于

细胞凋亡、细胞坏死、细胞自噬的新型细胞程序性死

亡方式，其主要机制是细胞内铁离子过载，导致

ＲＯＳ大量释放，催化细胞膜发生脂质过氧化，从而
诱导细胞死亡。目前，靶向铁死亡已成为一种有前

景的癌症治疗策略，为此多种铁死亡诱导剂在临床

上被运用于癌症治疗，例如索拉非尼和柳氮磺胺吡

啶通过作用于ＳＬＣ７Ａ１１等相关基因，被用于诱导肝
癌和胶质瘤细胞铁死亡［９］。既往研究［１０］表明，ｃｉｒ-

ｃＲＮＡ是肿瘤起始和进展过程中的关键因子，具有
组织特异性表达特征，ｃｉｒｃＲＮＡ的失调会导致 ＣＲＣ、
肺癌、肝癌等多种癌症发展。同时，调控相关 ｃｉｒ-
ｃＲＮＡ表达可通过介导铁死亡途径抑制肿瘤发
展［１１］。其中ｃｉｒｃＦＡＤＳ２与ＣＲＣ关系密切，可通过海
绵调节相关 ｍｉＲＮＡ促进 ＣＲＣ细胞增殖和侵袭，但
其是否诱导ＣＲＣ细胞铁死亡，目前尚未见报道。本
研究分别对人正常结肠黏膜的上皮细胞系 ＮＣＭ４６０
及 ＣＲＣ细胞系 ＨＴ-２９、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、Ｃａｃｏ-２和
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ＨＣＴ-１１６中的 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２表达水平进行检测，结果
显示，与 ＮＣＭ４６０细胞比较，所有 ＣＲＣ细胞中
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２表达水平均显著升高，其中 ＳＷ４８０细胞
最为显著，提示 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２可能是 ＣＲＣ的潜在治疗
靶点。而沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２后，ＳＷ４８０细胞增殖活性
显著降低，细胞中 Ｆｅ２＋含量和 ＲＯＳ水平显著升高，
氧化平衡失调，同时细胞中 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４等铁死
亡相关蛋白表达水平显著降低，说明沉默ｃｉｒｃＦＡＤＳ２
可诱导ＣＲＣ细胞铁死亡。
　　ｃｉｒｃＲＮＡ分子富含 ｍｉＲＮＡ结合位点，通过竞争
性内源 ＲＮＡ机制在细胞中起到 ｍｉＲＮＡ海绵的作
用。ｍｉＲ-１５２-３ｐ是一种肿瘤抑制因子，通过靶向相
关基因影响 ＣＲＣ的细胞增殖和转移，可受到 ｃｉｒ-
ｃＲＮＡ调控进而调节细胞氧化应激水平，而
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２和ｍｉＲ-１５２-３ｐ之间是否存在靶向调控关
系暂未被验证［１２－１３］。本研究采用软件预测了 ｍｉＲ-
１５２-３ｐ和 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２之间的海绵吸附结合位点，双
荧光素酶报告基因实验结果证实ｃｉｒｃＦＡＤＳ２是ｍｉＲ-
１５２-３ｐ的分子海绵，沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２后 ＳＷ４８０细胞
中ｍｉＲ-１５２-３ｐ表达水平升高，而抑制ｍｉＲ-１５２-３ｐ表
达可明显逆转沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２对 ＳＷ４８０细胞铁死
亡的促进作用。说明沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２可能通过靶向
上调ｍｉＲ-１５２-３ｐ诱导ＣＲＣ细胞铁死亡。
　　细胞铁死亡受多基因通路调控，其中 ＳＬＣ７Ａ１１
主要负责细胞内外谷氨酸和半胱氨酸的输出和转

运，而ＧＰＸ４酶是细胞内唯一一个用于脂质过氧化
物还原的谷胱甘肽过氧化物酶，介导过氧化物的活

性抑制，ＳＬＣ７Ａ１１下调时细胞中 ＧＳＨ耗损，进而抑
制ＧＰＸ４，使细胞中过氧化物堆积引起细胞损伤［１４］。

Ｗａｎｇｅｔａｌ［１５］研究表明，ＳＬＣ７Ａ１１是 ｍｉＲ-１５２-３ｐ的
下游靶标，上调 ｍｉＲ-１５２-３ｐ可通过靶向下调
ＳＬＣ７Ａ１１增加前列腺肿瘤内蛋氨酸的依赖性，抑制
肿瘤生长。同时，Ｌｉｅｔａｌ［３］发现心肌细胞中 ｍｉＲ-
１５２-３ｐ表达水平与心肌梗死中心肌细胞自噬相关铁
死亡关系密切。然而，ｍｉＲ-１５２-３ｐ是否通过靶向
ＳＬＣ７Ａ１１介导的铁死亡在ＣＲＣ中发挥作用，目前尚
不明确。本研究结果显示，ｍｉＲ-１５２-３ｐ与 ＳＬＣ７Ａ１１
存在靶向结合位点，二者为靶向负调控关系，过表达

ＳＬＣ７Ａ１１可显著抑制激活 ｍｉＲ-１５２-３ｐ对 ＳＷ４８０细
胞铁死亡的促进作用。说明 ｍｉＲ-１５２-３ｐ通过靶向
下调ＳＬＣ７Ａ１１表达诱导ＣＲＣ细胞铁死亡。
　　综上所述，沉默 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２可抑制 ＣＲＣ发展，
其机制可能与靶向促进 ｍｉＲ-１５２-３ｐ表达，进而靶向
下调ＳＬＣ７Ａ１１诱导 ＣＲＣ细胞铁死亡有关。该研究

揭示了 ｃｉｒｃＦＡＤＳ２是 ＣＲＣ分子靶向治疗的潜在靶
点，有待在动物水平进一步进行验证。该研究结果

有望提高ＣＲＣ诊断的精准度，以及为临床 ＣＲＣ治
疗提供重要依据，进而推动ＣＲＣ前沿研究领域及相
关交叉学科领域的发展。
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４４（１）：３５－８．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－９２０２．２０２４．０１．

０１０．

［７］　ＺｈａｎｇＭＲ，ＷａｎｇＮ，ＬｉｕＺＬ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｕｒｉｃｕｌａｒｐｏｉｎｔｅｍ-

ｂｅｄｄｉｎｇｂｅａｎｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｄｉｅｔｔｈｅｒａｐｙｏｎｄｅｆｅｃａｔｉｏｎｏｆｅｌｄｅｒｌｙ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｌｏｓｔｏｍｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＧｅｒｏｎｔｏｌ，２０２４，４４（１）：３５－

８．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－９２０２．２０２４．０１．０１０．

［８］　ＭａｈｍｏｕｄＮＮ．Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ：ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｎｄ

ｓｔａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＳｕｒｇＯｎｃｏｌＣｌｉｎＮＡｍ，２０２２，３１（２）：１２７－４１．

ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｓｏｃ．２０２１．１２．００１．

［９］　ＳｈｅｎＺ，ＳｏｎｇＪ，ＹｕｎｇＢＣ，ｅｔａｌ．Ｅｍｅｒｇｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｏｆｃａｎｃｅｒ

ｔｈｅｒａｐｙｂａｓｅｄｏｎｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｄｖＭａｔｅｒ，２０１８，３０（１２）：

ｅ１７０４００７．ｄｏｉ：１０．１００２／ａｄｍａ．２０１７０４００７．

［１０］ＺｈａｎｇＹ，ＬｕｏＪ，ＹａｎｇＷ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃＲＮＡｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ：

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，

２０２３，１４：３５３．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１４１９－０２３－０５８８１－２．

［１１］ＺｈａｉＨ，ＺｈｏｎｇＳ，ＷｕＲ，ｅｔａｌ．ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｃｉｒｃＩＤＥ／ｍｉＲ-１９ｂ-

３ｐ／ＲＢＭＳ１ａｘｉｓｅｘｈｉｂｉｔｓｐｒｏｍｏｔｉｎｇ-ｔｕｍｏｕｒａｃｔｉｖｉｔｙｔｈｒｏｕｇｈｕｐｒｅｇｕ-

ｌａｔｉｎｇＧＰＸ４ｔｏｄｉｍｉｎｉｓｈｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

［Ｊ］．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０２３，１８（１）：２１９２４３８．ｄｏｉ：１０．１０８０／

·７００１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｊｕｎ；６０（６）



１５５９２２９４．２０２３．２１９２４３８．

［１２］ＺｈｕＸ，ＪｉｎＸ，ＬｉＺ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ-１５２-３ｐｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ

ａｎｄｈｅｐａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｅｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇＡＱＰ１１

［Ｊ］．ＰａｔｈｏｌＲｅｓＰｒａｃｔ，２０２３，２４４：１５４３８９．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．

ｐｒｐ．２０２３．１５４３８９．

［１３］ＬｉａｎｇＹ，ＳｈｅｎＬ，ＮｉＷ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃＧＮＢ１ｄｒｉｖｅｓｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０２３，１３（８）：ｅ１３５８．ｄｏｉ：１０．１００２／ｃｔｍ２．１３５８．

［１４］ＣｈｅｎＸ，ＬｉＪ，ＫａｎｇＲ，ｅｔａｌ．Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ：ｍａｃｈｉｎｅｒｙａｎｄｒｅｇｕｌａ-

ｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０２１，１７（９）：２０５４－８１．ｄｏｉ：１０．１０８０／

１５５４８６２７．２０２０．１８１０９１８．

［１５］ＷａｎｇＸ，ＳｏｎｇＹ，ＳｈｉＹ，ｅｔａｌ．ＳＮＨＧ３ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｒｅｄｕｃｉｎｇｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆＰＣａ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌＬｅｔｔ，２０２２，２７（１）：１３．ｄｏｉ：１０．１１８６／

ｓ１１６５８－０２２－００３１３－ｚ．

ＳｉｌｅｎｃｉｎｇｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｉｎｄｕｃｅｓｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈｍｉＲ-１５２-３ｐ／ＳＬＣ７Ａ１１ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｘｉｓ

ＪｉａｎｇＬｉａｎｇｊｕｎ１，ＬｕＸｉａｎｚｈｏｕ２

（１ＤｅｐｔｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，２ＤｅｐｔｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ＴｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＮａｎｈｕａＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｈｅｎｇｙａｎｇ
ＭｅｄｉｃａｌＳｃｈｏｏｌ，ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｏｕｔｈＣｈｉｎａ，Ｈｅｎｇｙａｎｇ　４２１００２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｏｎｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ（ＣＲＣ）ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｈｕｍａｎｃｏｌｏｎａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＳＷ４８０ｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｂ-
ｊｅｃｔ．ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｓｉＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｌａｓｍｉｄ（ｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２）ａｎｄｉｔｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｉ-ＮＣ，ｍｉＲ-１５２-３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ａｎｄｉｔｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒ-ＮＣ，ｍｉＲ-１５２-３ｐｍｉｍｉｃｓａｎｄｉｔｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃｓＮＣ，ＳＬＣ７Ａ１１ｏｖｅｒｅｘ-
ｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ（ｏｅ-ＳＬＣ７Ａ１１）ａｎｄｉｔｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｖｅｃｔｏｒｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌ-
ｄｉｐｈｅｎｙｌ-ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ（ＭＴＴ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｅｒｒｏｕｓ
ｉｏｎ（Ｆｅ２＋），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）
ｉｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ．Ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ（ＤＣＦＨ-ＤＡ）ｐｒｏｂｅｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｃｅｌｌｓ．ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌ-ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ
（ｑＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ-１５２-３ｐａｎｄＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｓｕｃｈａｓＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｉｎｃｅｌｌｓ．Ｄｕａｌｌｕｃｉｆ-
ｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｓｐｏｎｇｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ-１５２-３ｐａｎｄ
ｃｉｒｃＦＡＤＳ２，ａｎｄｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ-１５２-３ｐａｎｄＳＬＣ７Ａ１１．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＦｅ２＋，ＭＤＡａｎｄＲＯＳｉｎ-
ｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨｄｅｃｒｅａｓｅｄ；Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ-１５２-３ｐｉｎ-
ｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｃｅｌｌｓ（ａｌｌＰ＜０.０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｉ-ｃｉｒｃＦＡＤＳ２＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＦｅ２＋，
ＭＤＡａｎｄＲＯＳｉｎｃｅｌｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨｉｎｃｒｅａｓｅｄ；Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ-１５２-３ｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜０.０５）．
ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＳＬＣ７Ａ１１ｗａｓａｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｍｉＲ-
１５２-３ｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳｉｌｅｎｃｉｎｇｃｉｒｃＦＡＤＳ２ｃａｎｉｎｄｕｃｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＲＣｃｅｌｌｓｐｏｓｓｉｂｌｙｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ-１５２-
３ｐ／ＳＬＣ７Ａ１１ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｘｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｃｉｒｃＦＡＤＳ２；ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ；ＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ；ｄｅａｔｈｏｆｉｒｏｎ；ｍｉＲ-１５２-３ｐ；ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７
ｍｅｍｂｅｒ１１
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＨｕｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅＳｏｃｉａｌｉｚｅｄＦｕｎｄｉｎｇＰｒｏｊｅｃｔｓｆｏｒＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｌａｎ（Ｎｏ．
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