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circ_0000064靶向miR-503对甲状腺癌细胞
生物学行为的影响

龚 烨，刘思吟，余喜梅

（新疆维吾尔自治区人民医院 乳腺甲状腺科，新疆 乌鲁木齐，830001）

摘要： 目的　探讨环状 RNA 0000064（circ_0000064）靶向微小 RNA 503（miR-503）对甲状腺癌细胞生物学行

为的影响。方法　实时定量 PCR（RT-qPCR）分析 21 例甲状腺癌组织和对应癌旁组织中 circ_0000064 和 miR-503

的表达水平。将 circ_0000064 小干扰 RNA（si-circ_0000064）、miR-503 模拟物、si-circ_0000064+miR-503 抑制物

（anti-miR-503）分别转染甲状腺癌 SW579 细胞，采用平板克隆形成实验、细胞计数试剂盒（CCK-8）法检测 SW579

细胞增殖，Transwell实验检测 SW579 细胞迁移和侵袭，流式细胞术检测 SW579 细胞凋亡，蛋白质印迹法检测上皮型

钙 黏 蛋 白（E-cadherin）和 神 经 型 钙 黏 蛋 白（N-cadherin）表 达 量 。 双 荧 光 素 酶 报 告 实 验 和 RT-qPCR 分 析

circ_0000064 和 miR-503 的靶向调控关系。结果　甲状腺癌组织中 circ_0000064 表达量显著高于癌旁组织（P<

0.05），miR-503 表达量显著低于癌旁组织（P<0.05）。沉默 circ_0000064 后 SW579 细胞活力、克隆形成数、迁移和侵

袭数、N-cadherin 蛋白表达量均显著降低（P<0.05），E-cadherin 蛋白表达量显著增加（P<0.05）。过表达 miR-503 后

SW579 细胞活力、克隆形成数、迁移和侵袭数、N-cadherin 蛋白表达量均显著降低（P<0.05），E-cadherin 蛋白表达量

显著增加（P<0.05）。miR-503 是 circ_0000064 的靶基因，沉默 circ_0000064 可显著上调 miR-503 表达（P<0.05）。抑

制 miR-503 表 达 可 显 著 减 弱 沉 默 circ_0000064 对 SW579 细 胞 生 物 学 行 为 的 影 响（P<0.05）。结论　 沉 默

circ_0000064 可通过上调 miR-503 抑制甲状腺癌细胞增殖、迁移和侵袭，诱导细胞凋亡，从而抑制甲状腺癌进展。
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Effects of circ_0000064 on the biological behavior of thyroid cancer cells 
by targeting miR-503
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Abstract: Objective To investigate the effects of circular RNA 0000064 (circ_0000064) targeting miR-503 on the bio⁃
logical behavior of thyroid cancer cells. Methods The expression levels of circ_0000064 and miR-503 in the thyroid can⁃
cer tissues and the corresponding adjacent tissues of 21 cases were assessed using real-time quantitative PCR (RT-qPCR). 
Circ_0000064 small interfering RNA (si-circ_0000064), miR-503 mimic, si-circ_0000064 + miR-503 inhibitor (anti-
miR-503) were transfected into thyroid cancer SW579 cells, respectively. The plate cloning formation test and cell count⁃
ing kit (CCK-8) method were applied to calculate the proliferation of SW579 cells, and Transwell test was performed to de⁃
tect the migration and invasion of SW579 cells. Flow cytometry was selected to detect the cell apoptosis, and Western blot⁃
ting was employed to detect the expressions of epithelial cadherin (E-cadherin) and neural cadherin (N-cadherin) proteins. 
The targeted regulation relationship between circ_0000064 and miR-503 was confirmed by dual luciferase reporter assay 
and RT-qPCR. Results The expression of circ_0000064 was significantly higher in thyroid cancer tissues than in adjacent 

基础研究

作者简介：龚烨，男，硕士，副主任医师，研究方向：乳腺、甲状腺疾病的诊治。

DOI： 10.3969/j.issn.2095-1264.2023.02.07

文章编号： 2095-1264（2023）02-0173-08

−− 173



肿瘤药学 2023 年 4 月第 13 卷第 2 期
Anti-tumor Pharmacy, April 2023, Vol. 13, No.2

tissues (P<0.05), while the expression of miR-503 was significantly lower in thyroid cancer tissues than in adjacent tissues 
(P<0.05). The cell viability, colony formation numbers, migration and invasion numbers, and N-cadherin protein expression 
of SW579 cells were significantly decreased (P<0.05), while E-cadherin protein expression was significantly increased (P<
0.05) after silencing circ_0000064. The cell viability, colony formation numbers, migration and invasion numbers, N-cad⁃
herin protein expression of SW579 cells were significantly decreased (P<0.05), while E-cadherin protein expression was 
significantly increased (P<0.05) after overexpressing miR-503. miR-503 was the target gene of circ_0000064, and silenc⁃
ing circ_0000064 significantly increased the expression of miR-503 (P<0.05). miR-503 inhibition significantly weakened 
the effects of silencing circ_0000064 on the biological behavior of SW579 cells (P<0.05). Conclusion Silencing 
circ_0000064 can inhibit the proliferation, migration and invasion, and induce the apoptosis of thyroid cancer cells by up-
regulating the expression of miR-503, thereby inhibiting the progression of thyroid cancer.  

Keywords: Thyroid cancer; circ_0000064; miR-503; Cell proliferation; Apoptosis; Migration; Invasion

前言

甲状腺癌是最常见的内分泌系统恶性肿瘤类

型，更是目前发病率增长最快的恶性肿瘤之一［1］。

90%的甲状腺癌病例为分化型甲状腺癌，经甲状腺

切除术、颈淋巴结清扫术、放射性碘、促甲状腺激素

（thyroid-stimulating hormone， TSH）抑制等特定方法

治疗后，大多数患者预后良好，但仍存在肿瘤复发、

转移风险［2］。因此，研究甲状腺癌的潜在癌变机制

对于制定有效的诊断和治疗策略必不可少。环状

RNA（circular RNA， circRNA）是一类分布广泛、种

类繁多的内源性非编码 RNA，可通过选择性剪切、

转录调节、吸附微小 RNA（microRNA， miRNA）等方

式参与肿瘤发生中的多个细胞过程，在癌症进展中

发挥启动子或抑制子功能［3-4］。研究发现，circRNA 
0000064（circ_0000064）在肺癌中表达上调，其异常

表达与晚期分期、淋巴转移、TNM 分期等临床特征

相关，敲除 circ_0000064可抑制肺癌细胞增殖、阻断

细胞周期进程，促进细胞凋亡，是肺癌潜在的生物

标志物和治疗靶点［5］。然而，circ_0000064在甲状腺

癌中的表达和功能至今尚未研究。靶基因预测显

示，miR-503 是 circ_0000064 的潜在靶点。已有研

究证实，胃癌中 miR-503 低表达与患者肿瘤大小、

淋巴结转移以及较差的总生存期相关，抑制 miR-
503 表达可显著促进胃癌细胞恶性增殖和迁移［6］。

结肠癌中 miR-503也呈低表达，恢复其表达具有抗

增殖和抗侵袭作用［7］。基于上述背景，本研究分析

了甲状腺癌组织中 circ_0000064和miR-503的表达

水平，研究 circ_0000064 对甲状腺癌细胞生物学行

为的影响，探讨其机制是否与调控 miR-503表达相

关，旨在为甲状腺癌临床诊疗提供可用靶点。

1　材料与方法

1.1　组织来源　收集 2017 年 2 月至 2019 年 2 月于

我院接受手术切除的 51 例甲状腺癌患者的癌组织

和癌旁组织。其中女性 46 例，男性 5 例，年龄 32～
64 岁，平均年龄 53.15 岁。所有组织样品均经病理

证实；所有患者术前未接受任何治疗；所有组织样

品切除后迅速保存于-80 ℃冰箱；本研究获得了我

院医学伦理委员会的批准，所有患者或其家属均知

情同意。

1.2　细胞和试剂　甲状腺癌 SW579 细胞购于中国

典型培养物保藏中心。TRIzol 试剂、细胞计数试剂

盒（CCK-8）购于北京百奥莱博科技有限公司；

PrimeScript逆转录试剂盒购于广州励德生物科技有

限公司；miRNA逆转录试剂盒、膜联蛋白 V-异硫氰

酸荧光素（annexin V-fluorescein isothiocyanate， An⁃
nexin V-FITC）/碘化丙啶（propidium iodide, PI）凋亡

检测试剂盒、通用型 SYBR qPCR Master Mix 购于南

京诺唯赞生物股份有限公司；Lipofectamine 2000购

于美国 Invitrogen 公司；circ_0000064 的小干扰 RNA
（si-circ_0000064）、miR-503 模拟物（mimics）、miR-
503抑制物（anti-miR-503）、阴性对照（si-NC、miR-
NC、anti-miR-NC）、重组荧光素酶报告基因载体购

于上海生工生物公司；Transwell小室购于美国Milli⁃
pore公司；小鼠抗上皮型钙黏蛋白（E-cadherin）、神

经型钙黏蛋白（N-cadherin）、磷酸甘油醛脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase， GAP⁃
DH）抗体、山羊抗鼠 IgG 二抗购于北京义翘神州科

技股份有限公司。

1.3　方法　

1.3.1　实时定量PCR检测 circ_0000064和miR-503
表达　TRIzol 试剂提取组织样品的总 RNA，Nano⁃
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Drop 2000c 分光光度计测定 RNA 浓度和纯度合格

后进行逆转录反应。为检测 circ_0000064 表达，采

用 PrimeScript 逆转录试剂盒合成 cDNA。为检测

miR-503 表达，使用 miRNA 逆转录试剂盒合成

cDNA。再用通用型 SYBR qPCR Master Mix 进行

RT-qPCR。2−ΔΔCt法分析 circ_0000064和miR-503相

对 表 达 量 。 circ_0000064 上 游 引 物 5′-GCGAG⁃
GCATCCGCTGCTGACTC-3′ ，下 游 引 物 5′-GC⁃
TAGCCATGTGTAAGACGGA-3′；GAPDH 上游引物

5′-CGCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3′，下游引物 5′-
ATCCGTTGACTCCGACCTTCAC-3′ ；miR-503 上游

引物 5′-CCTATTTCCCATGATTCCTTCATA-3′，下游

引物 5′-GTAATACGGTTATCCACGCG-3′；U6 上游

引 物 5′-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3′，
下游引物5′-CGCTTCAGAATTTGCGTGTCAT-3′。
1.3.2　细胞培养、转染和分组　将 SW579细胞加入

含 10%胎牛血清、1%青-链霉素双抗的RPMI-1640
培养基，置于 37 ℃、CO2体积分数 5%、饱和湿度的培

养箱培养，当细胞80%融合时，用0.25%胰蛋白酶消

化吹打为单个细胞，按照 1∶3的比例传代。转染前

24 h 取 1×105个第五代对数期细胞，接种在每孔含

500 μL 培养基的 24 孔板，转染时细胞融合度达到

40%。分别用 50 μL Opti-MEM 培养基稀释适量的

转染物和 1 μL Lipofectamine 2000，轻轻吸吹 3 次混

匀，室温静置 5 min。混合转染试剂盒和待转染物稀

释液，轻轻吸吹 3次混匀，室温静置 20 min。转染复

合物至 24孔板细胞中，前后摇动平板混合均匀。放

入 37 ℃、CO2体积分数 5%、饱和湿度的培养箱培养，

转染 6 h后更换为新鲜培养基培养 48 h，收集细胞。

根据待转染物的不同，将细胞分为 si-NC 组（转染

si-NC）、si-circ_0000064组（转染 si-circ_0000064）、

miR-NC 组（转染 miR-NC）、miR-503 组（转染 miR-
503 mimics）、si-circ_0000064+anti-miR-NC 组（转染

si-circ_0000064 和 anti-miR-NC）、si-circ_0000064+
anti-miR-503 组（转 染 si-circ_0000064 和 anti-
miR-503）。

1.3.3　CCK-8法检测细胞活力　胰蛋白酶消化各

组细胞，将其悬浮在含 10%胎牛血清的RPMI-1640
培养液中。取 100 μL细胞悬液（约 5×103个细胞）加

入 96 孔板，分别培养 24 h、48 h、72 h 后取出一板细

胞，每孔加入 10 μL CCK-8溶液。将培养板置于培

养箱孵育 3 h，用酶标仪测定 450 nm 处光密度（OD
值），以表示细胞活力。

1.3.4　平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力　

把经胰蛋白酶消化的各组细胞悬浮在含 10% 胎牛

血清的RPMI-1640培养液中。将细胞悬液稀释，以

每板 200个细胞的密度接种到含 10 mL 37 ℃预温培

养液的平板中，轻轻转动使细胞分散均匀，放入培

养箱常规培养 2～3 周。当培养皿中出现肉眼可见

的克隆时，终止培养，弃去上清液，用 PBS小心浸洗

2 次，加 4% 多聚甲醛固定细胞 15 min，然后去固定

液，加 0.1% 结晶紫染色 10 min，用流水缓慢洗去染

色液，空气干燥。在显微镜下计数>50 个细胞的克

隆数。

1.3.5　流式细胞术检测细胞凋亡率　将各组细胞

消化后悬浮在 1×结合缓冲液中，调整细胞浓度为

1×106个/mL。取 100 μL细胞悬液加入流式管，分别

用 5 μL Annexin V-FITC和 5 μL PI溶液在暗室内染

色30 min。用流式细胞仪分析细胞凋亡率。

1.3.6　Transwell实验检测细胞迁移和侵袭　转染

48 h 后进行 Transwell 实验以评估细胞的迁移和侵

袭能力。将各组细胞消化后悬浮在无血清 RPMI-
1640培养基中，取 200 μL 悬液（约 2×105个）加入预

先涂有（侵袭实验）或未涂有（迁移实验）基质胶的

上室，取 600 μL含 10%胎牛血清的培养基加入下室

作为引诱剂。37 ℃孵育 24 h，用 4% 多聚甲醛固定

Transwell小室底部穿膜细胞，0.1%结晶紫染色。在

显微镜下随机选择 5个视野计数，采用均值表示细

胞侵袭或迁移数。

1.3.7　蛋白质印迹法检测 E-cadherin 和 N-cad⁃
herin蛋白表达　总蛋白提取试剂盒分离各组细胞

的总蛋白，按照 1∶1的比例将蛋白样品与 2×蛋白上

样缓冲液混合，沸水浴加热 5 min 使蛋白变性。取

30 μg 冷却蛋白用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel 
electrophoresis， SDS-PAGE）分离，通过标准湿式转

膜仪转移蛋白至聚偏二氟乙烯（polyvinylidenefluo⁃
ride， PVDF）膜上。用 5% 脱脂牛奶溶液 37 ℃封闭

膜 2 h，然后用 1∶1 000稀释的一抗溶液 37 ℃孵育膜

2 h，最后用 1∶1 000 稀释的二抗溶液 37 ℃孵育膜

1 h。滴加化学发光试剂显色，以GAPDH为内参，使

用凝胶成像系统分析目的蛋白表达量。

1.3.8　双荧光素酶报告实验　利用 Circular RNA 
Interactome 软件预测 circ_0000064 与 miR-503 之间

的结合位点，化学合成含有假定的 miR-503结合位

点的野生型（WT）或突变型（MUT）circ_0000064 片
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段，并插入 psiCHECK2 荧光素酶报告基因载体，分

别 命 名 为 WT-circ_0000064、MUT-circ_0000064。
使用 Lipofectamine 2000 将上述重组载体分别与

miR-503 mimic 或 miR-NC 共转染 SW579 细胞。转

染 48 h 后通过双荧光素酶报告基因检测系统测定

细胞裂解液中萤火虫和海肾荧光素酶的活性，以海

肾荧光素酶为内参，计算相对荧光素酶活性。

1.4　统计学方法　

采用 SPSS 23.0进行统计学分析，实验独立重复

3次，计量资料以均数±标准差（x̄±s）表示，采用独立

样本 t 检验分析两组间差异，P<0.05 为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　circ_0000064 和 miR-503 表达检测　甲状腺

癌组织中 circ_0000064的表达量显著高于癌旁组织

（P<0.05），而 miR-503 的表达量显著低于癌旁组织

（P<0.05）（图1）。

2.2　沉默 circ_0000064对 SW579细胞增殖和凋亡

的影响　si-circ_0000064 组细胞中 circ_0000064 表

达量、细胞活力（48 h、72 h）、集落形成数均显著低

于 si-NC 组（P<0.05），凋亡率、miR-503表达量均显

著高于 si-NC组（P<0.05）（图2、表1）。

2.3　沉默 circ_0000064对 SW579细胞迁移和侵袭

的影响　si-circ_0000064组细胞迁移和侵袭数、N-
cadherin蛋白表达量均显著低于 si-NC组（P<0.05），

E-cadherin 蛋白表达量显著高于 si-NC 组（P<0.05）
（图3、表2）。

2.4　circ_0000064和miR-503靶向关系验证　Cir⁃
cular RNA interactome 预 测 到 miR-503 与

circ_0000064 存在特异性互补序列（图 4）。同与

WT-circ_0000064 共转染，miR-503 组细胞相对荧

光素酶活性显著低于 miR-NC 组（P<0.05）；同与

MUT-circ_0000064 共转染，miR-503 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

（P>0.05）（表3）。

2.5　过表达miR-503对SW579细胞增殖、凋亡、迁

移和侵袭的影响　miR-503组 SW579细胞miR-503

图1　circ_0000064和miR-503的表达（n=51）
Fig.  1　Expressions of circ_0000064 and miR-503 (n=51)

图2　沉默 circ_0000064对SW579细胞增殖和凋亡的影响

Fig.  2　The effect of silencing circ_0000064 on the proliferation and apoptosis of SW579 cells
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表达量、凋亡率、E-cadherin 表达量均显著高于

miR-NC 组（P<0.05），集落形成数、细胞活力（48 h、
72 h）、迁移和侵袭数、N-cadherin 蛋白表达量均显

著低于miR-NC组（P<0.05）（图5、表4）。

2.6　抑制 miR-503 能逆转沉默 circ_0000064 对

SW579 细 胞 增 殖 和 凋 亡 的 作 用　 与 si-circ_
0000064+anti-miR-NC 组比较，si-circ_0000064+an⁃
ti-miR-503组 SW579细胞 miR-503表达量、凋亡率

均显著降低（P<0.05），集落形成数、细胞活力（48 h、
72 h）均显著升高（P<0.05）（图6、表5）。

2.7　抑制 miR-503 能逆转沉默 circ_0000064 对

SW579细胞迁移和侵袭的作用　si-circ_0000064+
anti-miR-503 组 SW579 细胞迁移和侵袭数、N-cad⁃

表 1　沉默 circ_0000064 对 SW579 细胞克隆形成和凋亡的影响（n=3）

Tab. 1　The effects of silencing circ_0000064 on the clone formation and apoptosis of SW579 cells (n=3)

组别

si-NC
si-circ_0000064

t

P

circ_0000064
1.00±0.00
0.20±0.02

69.282
<0.05

miR-503
1.00±0.00
4.25±0.08

70.365
<0.05

集落形成数

119.67±4.92
56.00±1.63

21.277
<0.05

凋亡率/%
8.19±0.54

23.92±0.88
26.388
<0.05

图3　沉默 circ_0000064抑制SW579细胞迁移和侵袭

Fig.  3　Silencing circ_0000064 inhibits the migration and invasion of SW579 cells
表 2　沉默 circ_0000064 对 SW579 细胞迁移和侵袭的影响（n=3）

Tab. 2　The effects of silencing circ_0000064 on the migration and invasion of SW579 cells (n=3)

组别

si-NC
si-circ_0000064

t

P

迁移细胞数

242.67±6.24
122.00±2.45

31.178
<0.05

侵袭细胞数

157.33±4.50
71.67±2.05

30.004
<0.05

E-cadherin
0.23±0.02
0.76±0.05

17.047
<0.05

N-cadherin
0.68±0.05
0.26±0.02

13.509
<0.05

图4　circ_0000064和miR-503的互补序列

Fig.  4　Complementary sequence of circ_0000064 and 
miR-503

表 3　双荧光素酶报告实验结果（n=3）

Tab. 3　Results of double luciferase report experiment (n=3)

组别

miR-NC
miR-503

t

P

WT-circ_0000064
0.98±0.07
0.27±0.03

16.147
<0.05

MUT-circ_0000064
0.97±0.07
0.98±0.06

0.188
0.860
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herin蛋白表达量均显著高于 si-circ_0000064+anti-
miR-NC 组，E-cadherin 蛋白表达量显著低于 si-
circ_0000064+anti-miR-NC组（图7、表6）。

3　讨论

circRNA是各种生理和病理过程中的关键调控

图5　miR-503抑制SW579细胞活性、克隆形成、迁移、侵袭并诱导凋亡

Fig.  5　miR-503 inhibits the activity, clone formation, migration and invasion of SW579 cells and induces cell apoptosis

图6　抑制miR-503可减弱沉默 circ_0000064对SW579细胞增殖和凋亡的作用

Fig.  6　Inhibition of miR-503 can attenuate the effects of silencing circ_0000064 on the proliferation and apoptosis of SW579

表 4　miR-503 对 SW579 细胞克隆形成、凋亡、迁移和侵袭的影响（n=3）

Tab. 4　The effects of miR-503 on the clone formation, apoptosis, migration and invasion of SW579 cells (n=3)

组别

miR-NC
miR-503

t
P

miR-503
1.00±0.00
5.55±0.13

60.622
<0.05

集落形成数

121.33±5.31
47.00±0.82

23.961
<0.05

凋亡率/%
8.26±0.54

26.65±1.05
26.977
<0.05

迁移细胞数

244.33±7.59
100.33±3.30

30.130
<0.05

侵袭细胞数

158.67±5.73
57.67±1.70

29.269
<0.05

E-cadherin
0.24±0.02
0.86±0.06

16.979
<0.05

N-cadherin
0.69±0.06
0.15±0.01

15.376
<0.05

表 5　抑制 miR-503 可减弱沉默 circ_0000064 对 SW579 细胞集落形成和凋亡的作用（n=3）

Tab. 5　Inhibition of miR-503 can attenuate the effects of silencing circ_0000064 on the colony formation and apoptosis of SW579 

cells (n=3)

组别

si-circ_0000064+anti-miR-NC
si-circ_0000064+anti-miR-503

t
P

miR-503
4.27±0.06
1.29±0.05

66.086
<0.05

集落形成数

56.00±2.45
104.33±3.86

18.310
<0.05

凋亡率/%
24.19±0.98
12.52±0.50

18.372
<0.05
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因子，其表达水平与患者的临床特征密切相关，其

异 常 表 达 往 往 导 致 恶 性 生 物 学 行 为［8］。 如

circ_0058124与乳头状甲状腺癌患者的恶性特征和

不良预后相关［9］。circ_102002在甲状腺癌组织和细

胞中表达上调，并促进上皮-间充质转化（epithelial-
mesenchymal transition， EMT）和细胞迁移［10］。敲减

circNEK6 可显著降低甲状腺癌细胞的增殖和侵袭

能力［11］。因此，确定 circRNAs与甲状腺癌进展的关

系至关重要。有研究报道，circ_0000064 高表达的

肝癌患者病理分期明显高于低表达患者，总生存率

明显低于低表达患者，是预测肝癌患者预后的潜在

标 志 物［12］。 本 研 究 发 现 ，甲 状 腺 癌 组 织 中

circ_0000064表达显著上调，表明 circ_0000064表达

上 调 可 能 有 助 于 甲 状 腺 癌 的 进 展 。 为 证 实

circ_0000064的作用，本研究进行了功能缺失实验，

结果显示，转染 si-circ_0000064 沉默 circ_0000064
可显著增加甲状腺癌 SW579细胞的凋亡率，并降低

细胞活力和克隆形成能力，这与沉默 circ_0000064
在肝癌、肺癌中的作用一致。EMT是细胞失去上皮

性特征、获得间质性特征的过程。在包括甲状腺癌

在内的多种实体瘤中，EMT与肿瘤的发生、侵袭、转

移 和 治 疗 抵 抗 有 关［13］。 本 研 究 证 实 ，沉 默

circ_0000064 可显著下调间质表型蛋白 N-cadherin
表达，上调上皮表型蛋白 E-cadherin 表达，降低

SW579 细胞的迁移和侵袭能力，表明 circ_0000064
可能通过抑制 EMT 对甲状腺癌细胞发挥迁移和侵

袭抑制作用。

circ_0000064的功能主要与调控miRNA表达相

关。例如，circ_0000064 靶向 miR-143 可促进肝癌

进展［12］；circ_0000064 通过与 miR-143 相互作用加

剧糖尿病肾病系膜细胞增殖和纤维化［14］。通过双

荧 光 素 酶 报 告 实 验 ，本 研 究 证 实 miR-503 是

circ_0000064 的直接靶点。 miR-503 为 miR-424
（322）/-503簇成员，参与细胞周期进展、EMT、应激

反应等基本细胞过程，参与调控组织分化、肿瘤的

启动和进展［15］。研究发现，结肠癌中 miR-503呈低

表达，miR-503通过直接下调血管内皮生长因子-A
（vascular endothelial growth factor-A， VEGF-A）抑制

结肠癌的肿瘤发生、血管生成和淋巴管生成［16］。上

调miR-503可通过靶向调控E2F转录因子 3（E2F3）
抑制宫颈癌 HeLa 细胞增殖、侵袭、迁移和 EMT［17］。
此外，miR-503 作为 circRNA 酪氨酸激酶受体 2

表 6　抑制 miR-503 可减弱沉默 circ_0000064 对 SW579 细胞迁移和侵袭的作用（n=3）

Tab. 6　Inhibition of miR-503 can attenuate the inhibitory effects of silencing circ_0000064 on the migration and invasion of 

SW579 cells (n=3)

组别

si-circ_0000064+anti-miR-NC
si-circ_0000064+anti-miR-503

t

P

迁移细胞数

121.00±4.08
213.00±5.89

22.240
<0.05

侵袭细胞数

72.67±1.70
137.00±3.74

27.122
<0.05

E-cadherin
0.77±0.05
0.35±0.02

13.509
<0.05

N-cadherin
0.26±0.02
0.54±0.05

9.006
0.001

图7　抑制miR-503可减弱沉默 circ_0000064对SW579细胞迁移和侵袭的抑制作用

Fig.  7　Inhibition of miR-503 can attenuate the inhibitory effects of silencing circ_0000064 on the migration and invasion of SW579 cells
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（circ-ERBB2）、circRNA 酸性神经肽（circ-BANP）等

circRNAs 的分子海绵，介导其在胃癌、肺癌中的致

癌作用［18-19］。本研究发现，甲状腺癌组织中 miR-
503表达下降。分析 miR-503功能发现，转染 miR-
503 mimics 可显著下调 N-cadherin 表达，上调 E-
cadherin表达，促进甲状腺癌 SW579细胞凋亡，降低

其活力以及克隆形成、迁移和侵袭能力，这与沉默

circ_0000064 对 SW579 细胞的抗癌效果类似，提示

miR-503在甲状腺癌中具有抑癌功能，circ_0000064
可能通过靶向 miR-503 参与甲状腺癌的进展。恢

复实验显示，抑制 miR-503 表达可显著逆转沉默

circ_0000064对甲状腺癌 SW579细胞生物学行为以

及EMT相关蛋白表达的影响，恢复 SW579细胞的异

常凋亡和恶性增殖、迁移、侵袭能力，进一步证实了

circ_0000064通过靶向 miR-503参与甲状腺癌的进

展。然而，本研究仍有不足之处，如 miR-503 的下

游靶基因仍需阐明。此外，还需要补充体内实验进

一步验证 circ_0000064/miR-503途径在甲状腺癌进

展中的作用。

总之，甲状腺癌中 circ_0000064 表达上调，

miR-503表达下调。沉默 circ_0000064可通过上调

miR-503诱导甲状腺癌细胞凋亡，抑制其增殖、迁移

和侵袭。circ_0000064/ miR-503有望成为临床诊治

甲状腺癌的靶点。
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