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circ-E2F3促进宫颈癌细胞增殖的机制研究

缪华珍 1，刘 敏 2

（1江阴市妇幼保健院，江苏 无锡，214400；2南京市第二医院，江苏 南京，210003）
摘要： 目的　研究 circ-E2F3 通过抑制 miR-296-5p 影响宫颈癌进展的作用机制。方法　采用 qRT-PCR 检

测宫颈癌组织和癌旁组织中 circ-E2F3 的表达量，筛选宫颈癌细胞系，通过 qRT-PCR 检测宫颈癌细胞系和正常宫

颈黏膜上皮细胞中 circ-E2F3 的表达量。采用 CCK-8 检测细胞活力，通过检索数据库筛查 circ-E2F3 可能的分子

机制，并通过双荧光素酶分析、qRT-PCR 等方法证实其调控机制。结果　circ-E2F3 在宫颈癌组织和宫颈癌细胞

系 CaSki 中表达上调。体外实验证实 circ-E2F3 能促进宫颈癌细胞增殖；体内实验证实 circ-E2F3 通过抑制 miR-

296-5p 促进肿瘤细胞生长。结论　circ-E2F3 通过抑制 miR-296-5p 在宫颈癌的进展中发挥重要作用，高表达的

circ-E2F3可能是判断宫颈癌进展的重要指标。
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Mechanism of circ-E2F3 promoting the proliferation of cervical 
cancer cells
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Abstract: Objective To study the effect of circ-E2F3 on the progression of cervical cancer by inhibiting miR-296-5p. 
Methods The expression levels of circ-E2F3 in cervical cancer tissues and adjacent tissues were detected by qRT-PCR, 
and cervical cancer cell lines were then screened. The expression levels of circ-E2F3 expression in cervical cancer cell 
lines and normal cervical mucosal epithelial cells were detected by qRT-PCR. Cell viability was detected by CCK-8. The 
possible molecular mechanism of circ-E2F3 was screened by searching the database, and its regulatory mechanism was 
confirmed by dual luciferase analysis and qRT-PCR. Results The expression of circ-E2F3 was up-regulated in cervical 
cancer tissues and cervical cancer cell line CaSki. In vitro experiment found that circ-E2F3 can promote the proliferation of 
cervical cancer cells. circ-E2F3 promoted the tumor growth in vivo by inhibiting miR-296-5p. Conclusion circ-E2F3 
played an important role in the progress of cervical cancer by inhibiting miR-296-5p. Highly-expressed circ-E2F3 may 
be an important indicator to predict the progress of cervical cancer. 
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前言

宫颈癌是指发生在宫颈阴道部或移行带鳞状

上皮细胞及颈管内膜柱状上皮细胞交界处的恶性

肿瘤，是常见的妇科恶性肿瘤之一［1］。中国宫颈癌

发病病例在全球约占 12%，宫颈癌相关死亡病例约

占 11%［2］。环状 RNA（circular RNA， circRNA）是人

类癌症（包括宫颈癌）中一种重要的生物标志物。

研究发现，circRNA 参与宫颈癌等多种恶性肿瘤的

发生和发展［3］。circRNA-AKT1可阻断miR-942-5p

基础研究
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对AKT1的上调作用，促进宫颈癌的发展［4］。E2F家

族是高等真核生物中编码一系列转录因子并参与

哺乳动物细胞周期和 DNA 合成调控的一组基因。

E2F 转录因子 3（E2F3）是 E2F 家族成员之一，在控

制细胞周期进程中发挥重要作用，并且可调节不同

类型癌症的转移［5］。微小RNA（microRNA， miRNA）
的分布受遗传和环境因素调节，而遗传和环境因素

可因人体细胞的遗传和表观遗传学变化而失衡，因

此，miRNA检测对于常见的非癌性疾病和癌症诊断

必不可少［6］。研究表明，circ-E2F3在宫颈癌中表达

上调［7］，但其在宫颈癌中的调控机制尚不清楚。据

报道，在许多人类疾病（包括癌症）的机制中，cir⁃
cRNA通常充当miRNA海绵调节基因［8］。根据上述

证据，我们推测 circ-E2F3通过抑制miR-296影响子

宫颈癌的进展。为了验证这一猜想，本研究选择宫

颈癌细胞系进一步探讨 circ-E2F3在慢病毒感染和

质粒转染后对宫颈癌进展的调节作用。

1　材料与方法

1.1　实验材料　人宫颈癌细胞系CaSki和人宫颈正

常上皮细胞 HcerEpic 均购自美国模式培养物集存

库（ATCC， Bethesda， MD， USA）；circ-E2F3 干扰慢

病 毒 、miR-296-5p 的 mimic 和 NC mimic 均 购 自

Dharmacon 公司（Lafayette，CO，USA）；TRIzol试剂盒

购自 Invitrogen；逆转录试剂盒、SYBR Premix EX Taq
试剂盒均购自 Takara；CCK-8 试剂盒购自 Dojindo；
BALA/C 裸鼠购自中国医学科学院北京药理学研

究所。

1.2　细胞培养　用含 10%胎牛血清（Gibco， USA）、

100 µg·mL-1 链霉素、100 U·mL-1 青霉素的 DMEM
（Gibco， USA）完全培养基培养细胞，并放置于

37 ℃、5% CO2、95%饱和湿度培养箱中进行培养，待

细胞生长密度为80%左右时进行细胞传代。

1.3　慢病毒和miRNA mimic转染　制备慢病毒穿

梭质粒及其辅助包装原件载体质粒。按 Lipo⁃
fectamine 2000转染试剂说明书转染 CaSki细胞，6 h
后更换为完全培养基，分别培养 48 h和 72 h，收集富

含慢病毒颗粒的细胞上清液，置于 0.45 µm 滤器中

过滤，采用超速离心机浓缩，得到高滴度慢病毒浓

缩液，分装后置于-80 ℃环境下保存。采用稀释计

数法测定各组病毒滴度。第 1天将生长状态良好的

CaSki 细胞消化计数后稀释至 1×104 个/mL，以 100 
µL/孔加入 96孔板，每组设 6个复孔，置于 37 ℃、5% 

CO2培养箱中培养 48 h，荧光显微镜观察。按以下

公式计算病毒滴度：滴度（PFU·mL-1）=细胞数×荧光

百分比×感染复数（multiplicity of infection， MOI）×病
毒稀释倍数×103。

将细胞以 3×105个/孔的密度接种于 6 孔板，待

细胞生长密度达 50% 时进行转染。设计 2 条 sh-
circ-E2F3序列，采用 qRT-PCR检测其在CaSki细胞

中的干扰效率，筛选出效率最高的序列。sh-circ-
E2F3-1： CCCTCCGGCCATTTTTCAGCT； sh-circ-
E2F3-2：CGGCGGCCCT CCGGCCATTTT；miR-296-
5p mimic：AGGGCCCCC CCUCAAUCCUGU。 用

qRT-PCR 检测转染效率，用 1 µg·mL-1嘌呤霉素进

行稳转细胞株筛选。

1.4　qRT-PCR　采用 TRIzol 法提取总 RNA，使用

逆转录试剂盒将 RNA 反转录成 cDNA，体系 20 µL
（2 µg RNA+1 µLOligodT，加水至 11 µL，0.5 µL 酶，

0.5 µL RNA 酶抑制剂，2 µL dNTP/2 µL buffer/2 µL 
DEPC/2 µL 水），反应条件：37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。
反应体系：SYBR Mix 9 µL，正引物 0.5 µL，负引物

0.5 µL，cDNA 2 µL，RNase Free ddH2O 8 µL；反应条

件：95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，连续 40 个

循环。circ-E2F3、miR-296-5p 和 GAPDH 的引物由

上海生工合成（表1）。每个样品设置3个复孔，记录各

孔Ct值，以GAPDH为内参，采用 2-ΔΔCt法计算产物相

对表达量。ΔCt=（实验组目的基因平均Ct值-实验组

管家基因平均Ct值）-（对照组目的基因平均Ct值-对
照组管家基因平均Ct值）。实验重复3次。

1.5　CCK-8实验　转染 48 h 后，将各组细胞消化

后铺 96 孔板，每孔约 2 500 个，分别培养 1、2、3、4、
5 d，加入 10 µL CCK-8 溶液，置于 37 ℃、5% CO2、
95%饱和湿度培养箱中孵育 2 h，酶标仪检测各孔在

表 1　引物序列

Tab. 1　Primer sequence

基因名称

circ-E2F3

miR-296-5p

U6

GAPDH

引物序列

F： 5'-TGTTCCTCCTCCCTCCAAAG-3'
R： 5'-GATGCAACGGATTGCGAGG-3'
F： 5'-TGCCTAATTCAGAGGGTTGG-3'
R： 5'-CTCCACTCCTGGCACACAG-3'

F： 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'
R： 5'-ACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

F： 5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3'
R： 5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3'
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450 nm处的吸光度（OD值），每组取 8孔测定值进行

统计分析，绘制生长曲线。

1.6　双荧光素酶报告基因实验　通过 CircInterac⁃
tome（https：//circinteractome. nia. nih. gov/index. html）
网站分析得出 circ-E2F3最有可能结合miR-296-5p
的两个位点。全基因合成 miR-296-5p潜在结合位

点上下游约 500 bp野生型（WT）及结合位点突变型

（Mut），克隆至 psiCHECK-2 载体的 R-Luciferase
（hRLuc）3'UTR 区域，然后与待测 miRNA 的 mim⁃
ics/NC 共同转染 CaSki 细胞，转染方法同上。转染

48 h后收集并裂解细胞，使用双荧光素酶报告系统

检测荧光素酶活性，以萤火虫荧光素酶（hLuc+）作

为内参校正不同样品之间的转染效率，以海肾荧光

素酶测定值（relative light unit， RLU）与萤火虫荧光

素酶测定值的比值判断目的报告基因的激活程度。

1.7　裸鼠成瘤实验　BALA/C 裸鼠共 36 只，4~6 周

龄，体重 18~25 g，均为无胸腺、雌性。将裸鼠置于

SPF 级动物实验室分笼饲养，湿度 60%~65%，温度

22~25 ℃，交替给予 12 h光照和 12 h黑暗环境，提供

游离食物和水，适应性饲喂 1周后开始实验，实验前

观察裸鼠健康状态。本实验过程以及动物使用方

案均已获得我院动物伦理委员会的批准。将裸鼠

随机分成 3组（对照组、sh-NC组、sh-circ-E2F3组），

每组 12只。分别取 1×106个稳转细胞作为对照组和

sh-circ-E2F3 转染组、sh-NC 组和 sh-circ-E2F3 组，

PBS 清洗 2 次，用 50 µL 生理盐水重悬，加入 50 µL 
Matrigel Matrix，混合均匀后进行皮下注射，观察并

记录肿瘤体积。移植瘤体积（V）=（A×B2）/2，其中 A
为长径，B 为短径，体积单位为 mm3，绘制每个时间

点的平均肿瘤体积。30 d后采用二氧化碳窒息法处

死裸鼠，取出瘤体测量肿瘤质量并拍照。所有动物

实验均按照《实验动物管理条例》的原则和程序

进行。

1.8　统计学分析　所有数据均采用 SPSS 21.0
（SPSS， Inc， Chicago， USA）统计软件进行处理。计

量资料采用均数±标准差的形式表示，癌组织及癌

旁组织的比较采用配对 t 检验，其他两组间比较采

用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析，相关性分析采用Pearson相关性分析。P<0.05表

示差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　 sh-circ-E2F3 抑制宫颈癌细胞增殖　qRT-

PCR 结果显示，与 sh-NC 组相比，sh-circ-E2F3-1
组、sh-circ-E2F3-2组 circ-E2F3表达水平均明显降

低（P<0.01），且 sh-circ-E2F3-2 组 低 于 sh-circ-
E2F3-1 组（图 1），因此选用 sh-circ-E2F3-2 进行后

续实验。将转染 sh-NC 和 sh-circ-E2F3-2 的 CaSki
细胞用嘌呤霉素筛选稳转细胞株，研究 circ-E2F3
对宫颈癌增殖、迁移和侵袭的影响。CCK-8实验结

果显示，与 sh-NC组相比，sh-circ-E2F3组细胞活力

显著降低（P<0.01）（图2）。

2.2　circ-E2F3抑制miR-296-5p表达　为了揭示

circ-E2F3调控宫颈癌的机制，本研究使用CircInter⁃
actome 和 miRDB 数据库来预测被 circRNA 结合的

miRNA，结果表明，circ-E2F3具有miR-296-5p保守

的靶区，且得分较高（图 3）。为了验证 circ-E2F3和

miR-296-5p的相互关系，本研究对 CaSki细胞进行

了双荧光素酶报告基因分析，结果表明 miR-296-

注：与 sh-NC组比较，**P<0.01。
Note: Compared with the sh-NC group, **P<0.01.

图1　qRT-PCR检测 circ-E2F3的干扰效率

Fig.  1　Interference efficiency ofcirc-E2F3 detected 
by qRT-PCR

注：与 sh-NC组比较，**P<0.01。
Note: Compared with the sh-NC group, **P<0.01.
图2　sh-circ-E2F3对HcerEpic细胞增殖的影响

Fig.  2　Effects of silencing circ-E2F3 on the proliferation of 
HcerEpic cells
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5p mimic 可显著降低 circ-E2F3-WT 的荧光素酶活

性，而 circ-E2F3-Mut的荧光素酶活性没有改变，提

示 circ-E2F3 与 miR-296-5p 可能存在直接的相互

作用（图 4）。qRT-PCR 检测 CaSki 细胞及 HcerEpic
细胞中 miR-296-5p 的表达，发现沉默 circ-E2F3 可

显著增加 miR-296-5p 的表达，过表达 circ-E2F3 可

显著降低 CaSki 细胞中 miR-296-5p 的表达（图 5），

表明 circ-E2F3可以抑制宫颈癌细胞系中miR-296-
5p的表达。

2.3　sh-circ-E2F3抑制宫颈癌移植瘤的生长　为

了研究 circ-E2F3 对体内肿瘤生长的影响，我们将

转染 sh-NC 和 sh-circ-E2F3 载体的 CaSki 稳定细胞

株分别接种于裸鼠皮下，4周后取瘤，对肿瘤大小及

质量进行分析发现，与 sh-NC组相比，sh-circ-E2F3
组肿瘤体积和质量均显著降低（P<0.01）（图6）。

3　讨论

宫颈癌是一个复杂的病理过程，宫颈癌细胞的

增殖和凋亡对病程发展起着重要作用［9］。本研究结

果显示，circ-E2F3 在宫颈癌组织和细胞中表达上

调。Yao等［10］发现，过表达 Gas5可减弱宫颈癌细胞

的恶性行为，并在 Gas5 过表达细胞中观察到 circ-
E2F3低表达，与本研究结果相符合。此外，本研究

发现，干扰 circ-E2F3表达可抑制宫颈癌细胞增殖。

有研究报道，针对 circ-E2F3的 siRNA可以抑制肠道

细胞增殖、迁移和侵袭［7］。有研究发现，circ-E2F3
调节基因的水平决定了细胞周期进程以及 DNA 合

成速度，从而决定了细胞增殖速度［11］。本研究结果

显示，在沉默 circ-E2F3 的裸鼠中，Ki67 和 CD31 表

达水平显著降低，肿瘤体积缩小，进一步表明沉默

circ-E2F3 可以抑制宫颈癌的发生、转移和血管生

成。Parida等［12］发现，在异种移植瘤模型中，肿瘤增

殖呈剂量依赖性降低，其特征是肿瘤质量和体积降

低以及 Ki67 表达显著下调，而 CD31 特异性染色减

少表明肿瘤血管生成减少。此外，Wan等［13］研究发

现，敲除 E2F3 会消除 HOXB9 对子宫内膜癌细胞的

促迁移能力，这与我们的发现是一致的。此外，已

知miR-296-5p靶向转录激活因子3（signal transduc⁃
tion and transcription activator 3， STAT3），而 miR-
296-5p 通过下调信号转导子和 STAT3 抑制食管鳞

状细胞癌细胞侵袭和迁移［14］。研究表明，癌症患者

注：与 sh-NC组比较，**P<0.01；与 oe-NC组比较，**P<0.01。
Note: Compared with the sh-NC group, **P<0.01; Compared with 

the oe-NC group, **P<0.01.
图5　在宫颈癌细胞中过表达 circ-E2F3和沉默 circ-E2F3

Fig.  5　Circ-E2F3 was overexpressed and silenced in cervical 
cancer cells

图3　circ-E2F3上的miR-296-5p结合位点

Fig.  3　miR-296-5p binding sites on circ-E2F3

注：在 CaSki 细胞中分别转染 NC mimic+circ-E2F3-WT、miR-
296-5p mimi+circ-E2F3-WT、NC mimic+circ-E2F3-MUT 和 miR-
296-5p mimic+circ-E2F3-MUT 后检测相对荧光素酶活性。与 mim⁃
ic-NC组比较，**P<0.01。

Note: After transfection of NC mimic + circ-E2F3-WT, miR-296-
5p mimic + circ-E2F3-WT, NC mimic + circ-E2F3-MUT and miR-
296-5p mimic + circ-E2F3-MUT in CaSki cells, detect the relative lu⁃
ciferase activity.Compared with the mimic-NC group, **P<0.01.

图4　各组细胞相对荧光素酶活性

Fig.  4　The relative luciferase activity of cells in each group
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体内 STAT3的激活可以加速肿瘤细胞增殖、侵袭和

血管生成［15］。高水平的组成型活性 STAT3 是各种

上皮细胞恶性肿瘤（例如宫颈癌）的特性［16］。STAT3
是一种致癌基因，在约 70% 的人类癌症中表达上

调。然而在致癌信号的刺激下，STAT3会被持续激

活，以活化状态恒定存在于细胞核中，持续激活靶

基因，促进肿瘤细胞增殖［17］。

此外，本研究发现 circ-E2F3 可以下调 miR-
296-5p 在宫颈癌中的表达。有研究表明，过表达

miR-210可诱导E2F3表达下调，而沉默miR-210则

可 上 调 E2F3 的 表 达［18］。 Dong 等［19］证 明 ，circ_
0076305 可以通过抑制 miR-296-5p 来调节非小细

胞肺癌中 STAT3 的表达和顺铂耐药性。阻断细胞

周期蛋白 D1（CyclinD1）的合成会导致细胞生长阻

滞，并且 CyclinD1 会延缓 G1期进程，在宫颈癌的进

展中发挥重要作用［20］。当 CyclinD1 蛋白表达水平

发生改变时，STAT3的磷酸化也被抑制［21］。目前的

研究证明，circ-E2F3可抑制miR-296-5p表达，高水

平的 circ-E2F3 可能是调节宫颈癌进展的重要指

标。本研究有助于探索不同的宫颈癌检测指标，并

为宫颈癌的治疗和预防提供理论依据。然而，仍然

有必要探究 circ-E2F3的相应浓度以判断宫颈癌的

进展，而 circ-E2F3 是否可用于预防和预测宫颈癌

的发生还有待进一步阐明。

综上所述，circ-E2F3 可通过抑制 miR-296-5p
促进宫颈癌的发展，高水平的 circ-E2F3 可能是判

断宫颈癌进展的有效指标。
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