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  摘 要:目的 分析新型胃癌标志物环状叉头框蛋白 M1(circFOXM1)在胃癌发生、发展机制中的调控作

用。方法 选取2022年1月至2023年4月该院肿瘤科收治的60例胃癌患者作为研究对象,检测其胃癌组织

及癌旁组织中circFOXM1的表达水平。根据circFOXM1的表达水平,将60例患者分为circFOXM1高表达

组和circFOXM1低表达组。比较circFOXM1高表达组和circFOXM1低表达组的临床病理资料(淋巴结转

移、肿瘤侵袭深度和临床分期)。采用实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)和免疫印迹法检测GES-1、HGC-27、
BGC-823、MKN-45、MKN-1细胞中circFOXM1

 

信使RNA(mRNA)、微小RNA(miR)-182-5p
 

mRNA与母亲

信号蛋白同源物7(SMAD7)mRNA及SMAD7蛋白的表达水平。体外培养 MKN-45细胞,将其随机分为对照

组、circFOXM1敲低组[转染circFOXM1小干扰RNA(siRNA)质粒]、circFOXM1过表达组(转染circFOXM1
过表达质粒)、共转染阴性对照组(转染空载质粒和miR-182-5p

 

抑制剂阴性对照)、circFOXM1敲低+miR-182-
5p

 

抑制剂组(转染circFOXM1
 

siRNA质粒和miR-182-5p
 

抑制剂),分组转染后,采用实时荧光定量PCR和免

疫印迹法检测各组 MKN-45细胞circFOXM1
 

mRNA、miR-182-5p
 

mRNA与SMAD7
 

mRNA及SMAD7蛋白

的表达水平;采用Transwell侵袭及细胞划痕试验检测各组 MKN-45细胞侵袭迁移情况;采用四甲基偶氮唑蓝

(MTT)法检测各组 MKN-45细胞增殖情况。取50只裸鼠随机分为对照小鼠组、circFOXM1敲低小鼠组、circ-
FOXM1过表达小鼠组、共转染阴性对照小鼠组、circFOXM1敲低+miR-182-5p

 

抑制剂小鼠组,每组10只。将

各组 MKN-45细胞接种在对应裸鼠右腋附近背部皮下构建胃癌移植瘤模型,饲养4周后检测各组移植瘤裸鼠

MKN-45细胞增殖率、肿瘤体积及肿瘤质量。将 MKN-45细胞随机分为野生 miR-182-5p+空载组、野生 miR-
182-5p+circFOXM1过表达组、突变 miR-182-5p+空载组、突变 miR-182-5p+circFOXM1过表达组、野生

SMAD7+miR-182-5p
 

mimic阴性对照组、野生SMAD7+miR-182-5p
 

mimic组、突变SMAD7+miR-182-5p
 

mimic阴性对照组、突变SMAD7+miR-182-5p
 

mimic组,再按照不同方式对各组 MKN-45细胞进行转染。采

用荧光素酶报告试验检测各组 MKN-45细胞circFOXM1对 miR-182-5p、SMAD7的靶向调控。结果 circ-
FOXM1低表达组有17例患者,circFOXM1高表达组有43例患者。circFOXM1低表达组和circFOXM1高表

达组患者淋巴结转移、肿瘤侵袭深度和临床分期情况比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。MKN-45、HGC-
27、BGC-823、MKN-1细胞中circFOXM1

 

mRNA、SMAD7
 

mRNA、SMAD7蛋白表达水平均高于GES-1细胞,
miR-182-5p

 

mRNA表达水平均低于GES-1细胞,差异均有统计学意义(P<0.05)。对照组circFOXM1
 

mR-
NA表达水平低于circFOXM1过表达组,高于circFOXM1敲低组和circFOXM1敲低+miR-182-5p

 

抑制剂

组,差异均有统计学意义(P<0.05);对照组miR-182-5p
 

mRNA
 

表达水平高于circFOXM1过表达组,低于cir-
cFOXM1敲低组,差异均有统计学意义(P<0.05);对照组SMAD7

 

mRNA及SMAD7
 

蛋白表达水平低于circ-
FOXM1过表达组,高于circFOXM1敲低组,差异均有统计学意义(P<0.05)。circFOXM1敲低组 miR-182-
5p

 

mRNA
 

表达水平高于circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂组,SMAD7
 

mRNA及SMAD7
 

蛋白表达水平

均低于circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂组,差异均有统计学意义(P<0.05)。对照组MKN-45细胞侵袭

数、迁移率均高于circFOXM1敲低组,均低于circFOXM1过表达组,差异均有统计学意义(P<0.05)。circ-
FOXM1敲低+miR-182-5p

 

抑制剂组 MKN-45细胞侵袭数、迁移率均高于circFOXM1敲低组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。circFOXM1敲低小鼠组 MKN-45细胞增殖率低于对照小鼠组及circFOXM1敲低+miR-
182-5p

 

抑制剂小鼠组,肿瘤体积及肿瘤质量均小于对照小鼠组及circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂小鼠

组,差异均有统计学意义(P<0.05)。circFOXM1过表达小鼠组 MKN-45细胞增殖率高于对照小鼠组、肿瘤体

积及肿瘤质量均大于对照小鼠组,差异均有统计学意义(P<0.05)。野生 miR-182-5p+circFOXM1
 

过表达组

相对荧光素酶活性低于野生miR-182-5p+空载组(P<0.05)。野生SMAD7+miR-182-5p
 

mimic组相对荧光

素酶活性低于野生SMAD7+miR-182-5p
 

mimic阴性对照组(P<0.05)。结论 敲低circFOXM1可经上调

miR-182-5p而抑制表达SMAD7,从而抑制胃癌细胞增殖、侵袭、迁移及其体内肿瘤生长,可作为胃癌的新型标
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

a
 

new
 

gastric
 

cancer
 

marker
 

circular
 

forkhead
 

box
 

M1
 

(circFOXM1)
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

gastric
 

cancer.Methods Sixty
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

admitted
 

to
 

the
 

Oncology
 

Department
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2022
 

to
 

April
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.The
 

expression
 

level
 

of
 

circFOXM1
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

was
 

de-
tected.Sixty

 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

circFOXM1
 

high
 

expression
 

group
 

and
 

circFOXM1
 

low
 

expression
 

group.The
 

clinicopathological
 

data
 

(lymph
 

node
 

metastasis,depth
 

of
 

tumor
 

invasion
 

and
 

clinical
 

stage)
 

of
 

cir-
cFOXM1

 

high
 

expression
 

group
 

and
 

circFOXM1
 

low
 

expression
 

group
 

were
 

compared.Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

circFOXM1
 

massage
 

RNA
 

(mRNA)
 

and
 

microRNA
 

(miR)-182-5p
 

and
 

maternal
 

signaling
 

protein
 

homolog
 

7
 

(SMAD7)
 

mRNA
 

and
 

SMAD7
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

GES-1,HGC-27,BGC-823,MKN-45
 

and
 

MKN-1
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro.They
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group,circFOXM1
 

knockdown
 

group
 

[transfected
 

with
 

circ-
FOXM1

 

small
 

interfering
 

RNA(siRNA)
 

plasmid],circFOXM1
 

overexpression
 

group
 

(transfected
 

with
 

circ-
FOXM1

 

overexpression
 

plasmid)
 

and
 

co-transfected
 

negative
 

control
 

group
 

(transfected
 

with
 

empty
 

plasmid
 

and
 

miR-182-5p
 

inhibitor
 

negative
 

control),circFOXM1
 

knockdown
 

+miR-182-5p
 

inhibitor
 

group
 

(transfect-
ed

 

with
 

circFOXM1
 

siRNA
 

plasmid
 

and
 

miR-182-5p
 

inhibitor).After
 

group
 

transfection,real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

circFOXM1
 

mRNA,miR-182-
5p

 

mRNA,SMAD7
 

mRNA
 

and
 

SMAD7
 

protein
 

in
 

MKN-45
 

cells
 

of
 

each
 

group.Transwell
 

invasion
 

and
 

cell
 

scratch
 

test
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

MKN-45
 

cells
 

in
 

each
 

group.The
 

proliferation
 

of
 

MKN-45
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium
 

(MTT)
 

assay.Fifty
 

nude
 

mice
 

were
 

randomly
 

di-
vided

 

into
 

control
 

mice
 

group,circFOXM1
 

knockdown
 

mice
 

group,circFOXM1
 

overexpression
 

mice
 

group,co-
transfection

 

negative
 

control
 

mice
 

group
 

and
 

circFOXM1
 

knockdown
 

+miR-182-5p
 

inhibitor
 

mice
 

group,with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group.MKN-45
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

were
 

inoculated
 

subcutaneously
 

into
 

the
 

back
 

of
 

the
 

corre-
sponding

 

nude
 

mice
 

near
 

the
 

right
 

axillary
 

to
 

construct
 

a
 

gastric
 

cancer
 

xenograft
 

model.After
 

4
 

weeks
 

of
 

feeding,the
 

proliferation
 

rate
 

of
 

MNK-45
 

cells,tumor
 

volume
 

and
 

tumor
 

weight
 

of
 

nude
 

mice
 

with
 

transplan-
ted

 

tumors
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected.According
 

to
 

different
 

transfection
 

methods,MNK-45
 

cells
 

were
 

di-
vided

 

into
 

wild
 

miR-182-5p+
 

empty
 

vector
 

group,wild
 

miR-182-5p+circFOXM1
 

overexpression
 

group,mu-
tant

 

miR-182-5p+
 

empty
 

vector
 

group,mutant
 

miR-182-5p+circFOXM1
 

overexpression
 

group,wild
 

SMAD7+miR-182-5p
 

mimic
 

negative
 

control
 

group,wild
 

SMAD7+ miR-182-5p
 

mimic
 

group,mutant
 

SMAD7+miR-182-5p
 

mimic
 

negative
 

control
 

group
 

and
 

mutant
 

SMAD7+miR-182-5p
 

mimic
 

group,and
 

mu-
tant

 

SMAD7
 

+
 

miR-182-5p
 

mimic
 

group.Luciferase
 

reporter
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

targeted
 

regulation
 

of
 

circFOXM1
 

on
 

miR-182-5p
 

and
 

SMAD7
 

in
 

MKN-45
 

cells
 

of
 

each
 

group.Results There
 

were
 

17
 

patients
 

in
 

the
 

low
 

circFOXM1
 

expression
 

group
 

and
 

43
 

patients
 

in
 

the
 

high
 

circFOXM1
 

expression
 

group.There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

lymph
 

node
 

metastasis,depth
 

of
 

tumor
 

invasion
 

and
 

clinical
 

stage
 

between
 

circ-
FOXM1

 

low
 

expression
 

group
 

and
 

circFOXM1
 

high
 

expression
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

circFOXM1
 

mRNA,SMAD7
 

mRNA
 

and
 

SMAD7
 

protein
 

in
 

MKN-45,HGC-27,BGC-823
 

and
 

MKN-1
 

cells
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

GES-1
 

cells,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-182-5p
 

mRNA
 

in
 

MKN-45,HGC-27,
BGC-823

 

and
 

MKN-1
 

cells
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

GES-1
 

cells,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

circFOXM1
 

mRNA
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

overexpression
 

group
 

and
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

knockdown
 

group
 

and
 

circFOXM1
 

knockdown
 

+miR-182-5p
 

inhibitor
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-182-5p
 

mRNA
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

overex-
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pression
 

group
 

and
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

knockdown
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

SMAD7
 

mRNA
 

and
 

SMAD7
 

protein
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

overexpression
 

group
 

and
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

knockdown
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-182-5p
 

mRNA
 

in
 

circFOXM1
 

knockdown
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

circFOXM1
 

knockdown
 

+miR-182-5p
 

inhibitor
 

group(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

SMAD7
 

mRNA
 

and
 

SMAD7
 

protein
 

in
 

circFOXM1
 

knockdown
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

circFOXM1
 

knockdown
 

+miR-182-5p
 

inhibitor
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

invasion
 

number
 

and
 

migration
 

rate
 

of
 

MKN-45
 

cells
 

in
 

the
 

con-
trol

 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

knockdown
 

group
 

and
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

circ-
FOXM1

 

overexpression
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

invasion
 

num-
ber

 

and
 

migration
 

rate
 

of
 

MKN-45
 

cells
 

in
 

circFOXM1
 

knockdown
 

+miR-182-5p
 

inhibit
 

or
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

circFOXM1
 

knockdown
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

proliferation
 

rate
 

of
 

MKN-45
 

cells
 

in
 

circFOXM1
 

knockdown
 

mice
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

mice
 

group
 

and
 

circFOXM1
 

knockdown+miR-182-5p
 

inhibitor
 

mice
 

group,and
 

the
 

tumor
 

volume
 

and
 

weight
 

in
 

circFOXM1
 

knockdown
 

mice
 

group
 

were
 

smaller
 

than
 

those
 

in
 

control
 

mice
 

group
 

and
 

circFOXM1
 

knockdown
 

+miR-182-5p
 

inhibitor
 

mice
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
The

 

proliferation
 

rate
 

of
 

MKN-45
 

cells
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

overexpression
 

mice
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

mice
 

group,and
 

the
 

tumor
 

volume
 

and
 

tumor
 

weight
 

in
 

the
 

circFOXM1
 

overexpression
 

mice
 

group
 

were
 

larger
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

mice
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
The

 

relative
 

luciferase
 

activity
 

of
 

wild
 

miR-182-5p+circFOXM1
 

overexpression
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

wild
 

miR-182-5p+
 

empty
 

vector
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

luciferase
 

activity
 

in
 

wild
 

SMAD7+miR-182-
5p

 

mimic
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

wild
 

SMAD7+miR-182-5p
 

mimic
 

negative
 

control
 

group
 

(P<0.05).
Conclusion Knockdown

 

of
 

circFOXM1
 

can
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

miR-182-5p
 

and
 

inhibit
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

SMAD7,thereby
 

inhibiting
 

the
 

proliferation,invasion,migration
 

and
 

tumor
 

growth
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

in
 

vivo,which
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

new
 

marker
 

of
 

gastric
 

cancer.
Key
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signaling
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homolog
 

7; gas-
tric

 

cancer; mechanism

  胃癌是全球范围内最常见的消化道恶性肿瘤之

一,每年有超过百万的胃癌新发病例,早期胃癌患者

通过手术切除后辅助放化疗等手段的疗效较为理想,
但因其早期症状较为隐匿,临床中大多胃癌患者被诊

断时已进入晚期,病死率一直保持较高水平[1-2]。胃

癌的发生属于多阶段、缓慢进行的病理过程,多种

RNA、蛋白分子介入其中,环状叉头框蛋白 M1(circ-
FOXM1)作为一种新型的环状RNA,在包括胃癌在

内的多种人类肿瘤中呈高表达,起到明显致癌作用,
敲低circFOXM1能抑制骨肉瘤细胞增殖、迁移和上

皮间充质转化过程,并诱导其凋亡[3],还能减弱鼻咽

癌和胶质瘤细胞的增殖与侵袭能力,延缓胶质瘤的生

长及 恶 性 进 展[4-5],相 关 分 子 机 制 研 究 显 示,circ-
FOXM1是 通 过 吸 收 下 调 微 小 RNA(miR)-320a、
miR-320b、miR-432表达,从而激活下游致癌信号来

促使癌症发生、发展。查询Starbase数据库并进行分

子信息学分析可预知,circFOXM1可能通过靶向下调

miR-182-5p表达,从而增强母亲信号蛋白同源物7
(SMAD7)表达,而 miR-182-5p在胃癌患者体内表达

下调,并与其肿瘤病理分化程度、远处转移、临床分期

有关[6]。过表达miR-182-5p可抑制透明细胞肾细胞

癌细胞增殖、迁移和侵袭,并诱导其细胞周期阻滞和

细胞凋亡[7];SMAD7在胃癌患者体内表达显著上调,
可参与其病情发展和预后[8],下调SMAD7可减弱结

直肠癌细胞活力和增殖活性,促使其凋亡,并抑制其

在裸鼠体内生长[9]。另外有研究表明,miR-182-5p可

靶向下调SMAD7的表达[10],因此推测circFOXM1
可能通过 miR-182-5p调控SMAD7而介导胃癌的发

生、发展过程。本研究基于 miR-182-5p/SMAD7轴,
探讨circFOXM1作为新型胃癌标志物调控胃癌发

生、发展的机制。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 一般资料 选取2022年1月至2023年4月本

院肿瘤科收治的60例胃癌患者作为研究对象。其

中,淋巴结转移:N0
 

12例,N1~N3共48例;肿瘤侵

袭深度:T1或T2共9例,T3或T4共51例;临床分

期:Ⅰ~Ⅱ期共18例,Ⅲ~Ⅳ期共42例。本研究通

过本院医学伦理委员会审批(KY20210424),且所有

患者及家属均知情同意并签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 数码生物显微镜购自深圳深视光

谷光学仪器有限公司,型号为SGO-PH201;酶联免疫

分析仪购自希森美康有限公司,型号为 HISCL5000;
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实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)仪购自上海罗氏

诊断产品有限公司,型号为CobasZ480;双垂直电泳

槽(型号:CC-SC)、电泳仪电源(型号:DYY-11B)、转
印电泳槽(型号:VE-186)均购自南京普阳科学仪器研

究所。BGC-823细胞(货号:E0277)、MKN-1细胞(货
号:E0351)均购自上海帛科生物技术有限公司;人胃

腺癌细胞株 HGC-27细胞(货号:CL-0107)、MKN-45
细胞(货号:CL-0292)、GES-1细胞(货号:CL-0563)、
RPMI-1640培养基(货号:PM150110)均购自武汉普

诺赛生命科技有限公司;总RNA提取试剂Trizol(货
号:B511311-0100)、快速姬姆萨染色试剂盒(货号:
E607314-0001)、四甲基偶氮唑蓝(MTT)细胞增殖检

测试剂盒(货号:E606334-0500)、一步法反转录荧光

定量试剂盒(货号:B639277-0100)、双荧光素酶报告

基因检测试剂盒(货号:E608001-0100)、脂质体高效

转染试剂(货号:E607403)、circFOXM1
 

小干扰RNA
(siRNA)质粒、circFOXM1过表达质粒、miR-182-5p

 

抑制剂、miR-182-5p
  

抑制剂阴性对照均购自上海生工

生物工程股份有限公司;兔源抗人SMAD7抗体(货
号:ab216428)、兔源抗人β-肌动蛋白(β-actin)抗体(货
号:ab8226)、偶联 HRP的山羊抗兔免疫球蛋白 G
(IgG)二 抗(货 号:ab205718)均 购 自 美 国 Abcam
公司。
1.3 方法

1.3.1 检测胃癌组织及其配对癌旁组织中的circ-
FOXM1表达水平 收集所有患者胃癌组织样本及癌

旁组织样本,各剪下0.4
 

g样本,剪碎后加入适量Tr-
izol试剂混合研磨,并按照其试剂说明书中的提取步

骤提取、纯化总RNA。采用实时荧光定量PCR试剂

盒进行PCR,得出每例患者胃癌组织及癌旁组织中

circFOXM1的Ct值,并以兔源抗人β-actin抗体作为

内参对照,计算出circFOXM1表达水平,公式为:cir-
cFOXM1=2-(胃癌组织circFOXM1的Ct-胃癌组

织β-actin的Ct)-(癌旁组织circFOXM1的Ct-癌

旁组织β-actin的Ct)。当circFOXM1表达水平>1
时,表明circFOXM1在胃癌组织中呈高表达,纳入

circFOXM1高表达组;当circFOXM1表达水平≤1
时,表明circFOXM1在胃癌组织中呈低表达,纳入

circFOXM1低表达组。
1.3.2 检测不同细胞中circFOXM1、miR-182-5p及

SMAD7的表达水平 采用实时荧光定量PCR检测

GES-1、HGC-27、BGC-823、MKN-45、MKN-1细胞中

circFOXM1信使RNA(mRNA)、miR-182-5p
 

mRNA
及SMAD7

 

mRNA表达水平。免疫印迹法检测GES-
1、HGC-27、BGC-823、MKN-45、MKN-1 细 胞 中

SMAD7、β-actin蛋白表达水平。(1)细胞培养:以
39.5

 

℃温水浴快速解冻复苏GES-1、HGC-27、BGC-
823、MKN-45、MKN-1细胞,以 RPMI-1640培养基

(混有1%青链霉素和10%胎牛血清)进行培养,待

80%的细胞完成融合后传代。(2)实时 荧 光 定 量

PCR:收集传代的 GES-1、HGC-27、BGC-823、MKN-
45、MKN-1细胞,以Trizol试剂提取总RNA,采用实

时荧光定量 PCR 检测circFOXM1、miR-182-5p及

SMAD7的表达水平。(circFOXM1及SMAD7选用

β-actin作为内参对照,miR-182-5p选用U6作为内参

对 照)。circFOXM1 正 向 引 物 序 列 为 5'-CA-
GAAACGGGAGACCTGTGG-3',反 向 引 物 序 列 为

5'-CGACGGGGGCTAGTTTTCAT-3';β-actin正 向

引物序列为5'-CTCGCCTTTGCCGATCC-3',反向引

物 序 列 为 5'-GGGGTACTTCAGGGTGAGGA-3';
miR-182-5p正向引物序列为5'-TTTGGCAATGG-
TAGAACTCACACT-3',反 向 引 物 序 列 为 5'-
GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3';U6正 向 引

物序列为5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',反向引

物 序 列 为 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3';
SMAD7 正 向 引 物 序 列 为 5'-CCTGCCATTG-
TAGCGTCTTTC-3',反 向 引 物 序 列 为5'-CCCTT-
GGGAAGCCCATCT-3'。(3)免疫印迹法:收集传代

的 GES-1、HGC-27、BGC-823、MKN-45、MKN-1细

胞,于冰水浴中以放射免疫沉淀测定(RIPA)裂解液

对各细胞的总蛋白进行裂解提取,以二喹啉甲酸法分

别测定蛋白水平,然后将其置于沸水浴(100
 

℃)中进

行变性处理,在每种细胞中均取出15
 

μg总蛋白进行

电泳分离,然后以电转移将其转至硝酸纤维素膜上,
以脱脂牛奶封闭后裁下SMAD7蛋白、β-actin蛋白进

行抗原抗体反应,显色完成后摄取蛋白图像。采用

Image
 

J1.8.0软件分析其表达水平。
1.3.3 MKN-45细胞分组处理并样本收集 将传代

后的 MKN-45细胞接种于24孔板(1×105/孔)中,培
养24

 

h,再将其随机分为对照组、circFOXM1敲低组、
circFOXM1过 表 达 组、共 转 染 阴 性 对 照 组、circ-
FOXM1敲低+miR-182-5p

 

抑制剂组,接着采用脂质

体高效转染试剂(具体转染步骤参照其说明书中方法

操作)对除对照组以外的其余各组做分组转染。circ-
FOXM1敲低组细胞转染circFOXM1

 

siRNA质粒,
circFOXM1过表达组细胞转染circFOXM1过表达质

粒,共转染阴性对照组细胞联合转染空 载 质 粒 和

miR-182-5p
 

抑制剂阴性对照(miR-182-5p
 

抑制剂的

乱序序列),circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂组

细胞联合转染circFOXM1
 

siRNA 质粒和 miR-182-
5p

 

抑制剂,均转染24
 

h,并收集各组细胞保存于液氮

中备用。
1.3.4 检测各组 MKN-45细胞 miR-182-5p、circ-
FOXM1及SMAD7表达水平 收集1.3.3中各组中

的 MKN-45细胞,以RIPA裂解液、Trizol试剂分别

提取其总蛋白、总RNA后,采用实时荧光定量PCR
及免疫印迹法检测各组 MKN-45细胞circFOXM1、
miR-182-5p及SMAD7表达水平。
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1.3.5 检测各组 MKN-45细胞侵袭、迁移情况 采

用Transwell侵袭、细胞划痕试验检测各组 MKN-45
细胞侵袭、迁移率。Transwell侵袭试验:将1.3.3中

各组中的细胞沉淀后,采用磷酸缓冲盐溶液(PBS)进
行洗涤,以RPMI-1640培养基(无胎牛血清)重悬、计
数,各组分别取约2.5×105 个细胞接种于24孔Tr-
answell板上室(提前进行基质胶包被),同时将适量

RPMI-1640培养基(10%胎牛血清)加入 Transwell
板下室中对细胞进行培养,24

 

h后对下室细胞进行洗

涤、固定处理,采用快速姬姆萨染色试剂盒染色并洗

涤,完成后采用生物显微镜摄取各组细胞图像。采用

Image
 

J1.8.0软件对图像中的细胞数进行定量处理,
各组细胞侵袭数即为该细胞数目。细胞划痕试验:将
1.3.3中各组细胞转染24

 

h后,在培养孔中央位置以

枪头划出一条直线,然后将划痕中细胞弃去,在生物

显微镜下摄取各组细胞图像,采用Image
 

J1.8.0软件

对划痕面积V1进行定量,培养细胞24
 

h,再次摄取各

组细胞图像,并对划痕面积V2进行定量。各组细胞

迁移率=(V1-V2)/V1×100%。
1.3.6 检测各组 MKN-45细胞增殖情况 采用

MTT法检测各组 MKN-45细胞增殖情况。MTT
法:将1.3.3中各组细胞转染24

 

h后,采用 MTT细

胞增殖检测试剂盒检测各组细胞活力,具体试验步骤

按照试剂盒说明书进行操作。每组6个重复孔,并选

取6个培养孔不接种细胞设定为空白对照组。细胞

活力=(各组细胞吸光度-空白对照组吸光度)/(对
照组细胞吸光度-空白对照组吸光度)×100%。
1.3.7 构建胃癌移植瘤裸鼠模型后检测其肿瘤体积

及质量 取50只裸鼠随机分为对照小鼠组、circ-
FOXM1敲低小鼠组、circFOXM1过表达小鼠组、共
转染阴性对照小鼠组、circFOXM1敲低+miR-182-5p

 

抑制剂小鼠组,每组10只,然后参考文献[11]中相关

内容进行胃癌移植瘤裸鼠模型构建:取1.3.3中已进

行转染的各组 MKN-45细胞,进行PBS洗涤并计数,
然后制备各组细胞悬浮液(5×106/mL),将相应的

100
 

μL
 

MKN-45细胞悬液注射于各组裸鼠右腋背部

皮下,1周后观察接种部位皮下是否出现黄豆大小的

硬质结节,若出现,即说明已成功构建胃癌移植瘤模

型,裸鼠继续饲养4周,然后以颈椎脱臼方式将其处

死,将其右腋周围背部皮肤剪开,并对肿瘤组织块进

行剥离,测量其短径(W)、长径(L)及质量,并按照下

述公式获取裸鼠肿瘤体积。裸鼠肿瘤体积=(L×
W2)/2。
1.3.8 检测 MKN-45细胞中circFOXM1

 

对 miR-
182-5p、SMAD7的靶向调控 将传代后的 MKN-45
细胞接种于24孔板(1×105/孔)中,培养24

 

h,再将

其随机分为野生 miR-182-5p+空载组(进行野生型

miR-182-5p、空载质粒转染)、野生 miR-182-5p+circ-
FOXM1

 

过 表 达 组(进 行 野 生 型 miR-182-5p、circ-
FOXM1

 

过表达质粒转染)、突变 miR-182-5p+空载

组(进行突变型 miR-182-5p及空载质粒转染)、突变

miR-182-5p+circFOXM1
 

过 表 达 组(进 行 突 变 型

miR-182-5p、circFOXM1
 

过 表 达 质 粒 转 染)、野 生

SMAD7+miR-182-5p
 

mimic阴性对照组(进行野生

型SMAD7
 

3'-UTR报告质粒、miR-182-5p
 

mimic阴

性对照转染)、野生SMAD7+miR-182-5p
 

mimic组

(进行野生型SMAD7
 

3'-UTR报告质粒、miR-182-5p
 

mimic转染)、突变SMAD7+miR-182-5p
 

mimic阴性

对照组(进行突变型SMAD7
 

3'-UTR报告质粒、miR-
182-5p

 

mimic阴性对照转染)、突变SMAD7
 

+miR-
182-5p

 

mimic组(进行突变型SMAD7
 

3'-UTR报告

质粒、miR-182-5p
 

mimic转染),各组采用脂质体高效

转染试剂进行24
 

h转染,使用双荧光素酶报告基因检

测试剂盒检测各组细胞相对荧光素酶活性,具体操作

按照说明书进行。
1.4 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件分析数

据。计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2

检验;符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间

比较采用单因素方差分析,多组间的两两比较采用

LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 circFOXM1低表达组和circFOXM1高表达组

病理资料比较 circFOXM1低表达组有17例患者,
circFOXM1高表达组有43例患者。circFOXM1低

表达组和circFOXM1高表达组患者淋巴结转移、侵
袭深度和临床分期情况比较,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表1。

表1  circFOXM1低表达组和circFOXM1高表达组病理资料比较[n(%)]

组别 n
淋巴结转移

N0 N1~N3

侵袭深度

T1或T2 T3或T4

临床分期

Ⅰ~Ⅱ期 Ⅲ~Ⅳ期

circFOXM1高表达组 43 5(11.63) 38(88.37) 3(6.98) 40(93.02) 8(18.60) 35(81.40)

circFOXM1低表达组 17 7(41.18) 10(58.82) 6(35.29) 11(64.71) 10(58.82) 7(41.18)

χ2 4.930 5.602 9.384

P 0.026 0.018 0.002
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2.2 各细胞circFOXM1
 

mRNA、miR-182-5p
 

mR-
NA、SMAD7

 

mRNA 及 SMAD7蛋 白 表 达 水 平 比

较 MKN-45、HGC-27、BGC-823、MKN-1 细 胞 中

circFOXM1
 

mRNA、SMAD7
 

mRNA及SMAD7蛋白

表达水平均高于GES-1细胞,miR-182-5p
 

mRNA表

达水平均低于 GES-1细胞,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见图1、表2。
   

图1  各细胞中SMAD7、β-actin蛋白表达

表2  各细胞circFOXM1
 

mRNA、miR-182-5p
 

mRNA、SMAD7
 

mRNA及SMAD7蛋白表达水平比较(x±s)

细胞类型 circFOXM1
 

mRNA miR-182-5p
 

mRNA SMAD7
 

mRNA SMAD7蛋白

GES-1细胞 0.99±0.10 1.04±0.22 0.96±0.23 0.28±0.04

MKN-45细胞 2.41±0.32a 0.30±0.05a 2.39±0.21a 0.81±0.09a

HGC-27细胞 2.23±0.17a 0.41±0.07a 2.25±0.16a 0.70±0.08a

BGC-823细胞 2.12±0.20a 0.49±0.06a 2.14±0.15a 0.59±0.06a

MKN-1细胞 1.98±0.14a 0.54±0.08a 2.00±0.12a 0.55±0.05a

F 46.340
 

37.131 61.242 53.422

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与GES-1细胞比较,aP<0.05。

2.3 不同分组 MKN-45细胞circFOXM1
 

mRNA、
miR-182-5p

 

mRNA、SMAD7
 

mRNA及SMAD7蛋白

表达水平比较 对照组circFOXM1
 

mRNA表达水

平低于circFOXM1过表达组,高于circFOXM1敲低

组和circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂组,差异

均有统计学意义(P<0.05);对照组miR-182-5p
 

mR-
NA

 

表达水平高于circFOXM1过表达组,低于circ-
FOXM1敲低组,差异均有统计学意义(P<0.05);对
照组SMAD7

 

mRNA及SMAD7
 

蛋白表达水平均低

于circFOXM1过表达组,高于circFOXM1敲低组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。circFOXM1敲低

组miR-182-5p
 

mRNA
 

表达水平高于circFOXM1敲

低+ miR-182-5p
 

抑 制 剂 组,SMAD7
 

mRNA 及

SMAD7
 

蛋白表达水平均低于circFOXM1敲低+
miR-182-5p

 

抑制剂组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见图2、表3。

   

图2  不同分组 MKN-45细胞SMAD7、β-actin蛋白表达

表3  不同分组 MKN-45细胞circFOXM1
 

mRNA、miR-182-5p
 

mRNA、SMAD7
 

mRNA
   及SMAD7蛋白表达水平比较(x±s)

组别 circFOXM1
 

mRNA miR-182-5p
 

mRNA SMAD7
 

mRNA SMAD7
 

蛋白

对照组 0.98±0.18 1.00±0.15 0.97±0.23 0.78±0.07

circFOXM1敲低组 0.31±0.04a 2.18±0.17a 0.37±0.04a 0.19±0.03a

circFOXM1过表达组 2.20±0.19a 0.36±0.06a 2.13±0.21a 1.37±0.23a

共转染阴性对照组 1.00±0.16 1.01±0.18 0.95±0.28 0.77±0.12

circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂组 0.34±0.07a 1.05±0.20b 0.93±0.19b 0.74±0.11b

F 174.922 102.000
 

58.340 61.393

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与circFOXM1敲低组比较,bP<0.05。

2.4 不同分组 MKN-45细胞侵袭及迁移情况比

较 对照组 MKN-45细胞侵袭数、迁移率均高于cir-
cFOXM1敲低组,均低于circFOXM1过表达组,差异

均有统计学意义(P<0.05)。circFOXM1敲低+
miR-182-5p

 

抑制剂组 MKN-45细胞侵袭数、迁移率

均高于circFOXM1敲低组,差异均有统计学意义
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(P<0.05)。见图3、4、表4。
  

  注:A为对照组;B为circFOXM1敲低组;C为circFOXM1过表达组;D为共转染阴性对照组;E为circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂组。

图3  不同分组 MKN-45细胞侵袭情况(×200)

  注:0
 

h为刚划痕时观察划痕情况;24
 

h为细胞划痕后继续培养24
 

h再观察划痕愈合情况;A为对照组;B为circFOXM1敲低组;C为circ-
FOXM1过表达组;D为共转染阴性对照组;E为circFOXM1敲低+miR-182-5p

 

抑制剂组。

图4  不同分组 MKN-45细胞迁移情况(×200)

表4  不同分组 MKN-45细胞侵袭数、

   迁移率比较(x±s)

组别 侵袭数(个) 迁移率(%)
对照组 315.25±40.25 70.54±8.32
circFOXM1敲低组 89.15±12.85a 21.68±4.01a

circFOXM1过表达组 512.05±52.10a 94.25±11.05a

共转染阴性对照组 308.40±48.20 71.96±9.04
circFOXM1 敲 低 +miR-182-5p

 

抑制剂组
296.20±45.50b 63.64±7.90b

F 75.570
 

59.981
P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与circFOXM1敲低组比较,bP<
0.05。

2.5 不同分组 MKN-45细胞增殖率、移植瘤裸鼠肿

瘤体积及肿瘤质量比较 circFOXM1敲低小鼠组

MKN-45细胞增殖率低于对照小鼠组及circFOXM1
敲低+miR-182-5p

 

抑制剂小鼠组,肿瘤体积及肿瘤质

量均小于对照小鼠组及circFOXM1敲低+miR-182-
5p

 

抑制剂小鼠组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
circFOXM1过表达小鼠组 MKN-45细胞增殖率高于

对照小鼠组、肿瘤体积及肿瘤质量均大于对照小鼠

组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表5。
 

2.6 不同分组细胞相对荧光素酶活性比较 野生

miR-182-5p+空载组(1.01±0.21)、野生 miR-182-
5p+circFOXM1

 

过表达组(0.31±0.06)、突变 miR-
182-5p+空载组(1.00±0.22)、突变 miR-182-5p+
circFOXM1

 

过表达组(0.99±0.20)相对荧光素酶活

性比较,差异有统计学意义(F=21.001,P<0.001)。
野生miR-182-5p+circFOXM1

 

过表达组相对荧光素

酶活性低于野生miR-182-5p+空载组,差异有统计学

意义(t=7.290,P<0.05)。野生SMAD7+miR-182-
5p

 

mimic阴性对照组(0.98±0.14)、野生SMAD7+
miR-182-5p

 

mimic组(0.32±0.05)、突变SMAD7+
miR-182-5p

 

mimic阴性对照组(1.02±0.20)、突变

SMAD7
 

+miR-182-5p
 

mimic组(1.04±0.26)相对

荧光素酶活性比较,差异有统计学意义(F=22.351,
P<0.001)。野生SMAD7+miR-182-5p

 

mimic组相

对荧 光 素 酶 活 性 低 于 野 生 SMAD7+miR-182-5p
 

mimic阴性对照组,差异有统计学意义(t=10.875,
P<0.05)。

表5  不同分组 MKN-45细胞增殖率、移植瘤裸鼠肿瘤体积及肿瘤质量比较(x±s)

组别 n MKN-45细胞增殖率(%) 肿瘤体积(mm3) 肿瘤质量(g)
对照小鼠组 10 100.00±0.00 604.46±70.53 1.06±0.10
circFOXM1敲低小鼠组 10 42.25±6.54a 97.58±20.45a 0.32±0.03a

circFOXM1过表达小鼠组 10 178.54±32.42a 972.22±121.32a 1.58±0.13a

共转染阴性对照小鼠组 10 96.73±12.36 615.73±81.50 1.04±0.15
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续表5  不同分组 MKN-45细胞增殖率、移植瘤裸鼠肿瘤体积及肿瘤质量比较(x±s)

组别 n MKN-45细胞增殖率(%) 肿瘤体积(mm3) 肿瘤质量(g)

circFOXM1敲低+miR-182-5p
 

抑制剂小鼠组 10 93.01±16.20b 573.84±76.25b 0.97±0.18b

F 47.441 89.400 72.983
P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照小鼠组比较,aP<0.05;与circFOXM1敲低小鼠组比较,bP<0.05。

3 讨  论

  胃癌的临床治疗主要选择手术切除,同时采用放

射线照射、化疗、分子靶向药物等辅助治疗手段,越早

治疗,疗效越好,但受限于诊断技术的落后,临床大多

数患者为中晚期,治疗效果并不理想,因而需要寻找

更高效的诊疗策略[12-13]。circFOXM1作为调控肿瘤

发生及发展的关键调节因子,其表达下调可抑制胶质

母细胞瘤增殖、迁移、侵袭及体内肿瘤生长[14],并阻断

细胞周期,抑制前列腺癌及肝细胞癌等恶性肿瘤增

殖、迁移及侵袭,发挥显著的抗肿瘤功效[15-16]。本研

究结果显示,MKN-45、HGC-27、BGC-823、MKN-1细

胞中circFOXM1
 

mRNA、SMAD7
 

mRNA、SMAD7
蛋白表达水平均高于 GES-1细胞,miR-182-5p

 

mR-
NA表达水平均低于GES-1细胞,差异均有统计学意

义(P<0.05);circFOXM1低表达组和circFOXM1
高表达组患者淋巴结转移、侵袭深度和临床分期情况

比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。提示相比癌

旁组织和 GES-1细胞,circFOXM1在胃癌组织及胃

癌细胞系 HGC-27、BGC-823、MKN-45、MKN-1中的

表达水平升高,并与胃癌患者淋巴结转移、侵袭深度

和临床分期相关,表明circFOXM1参与介导胃癌发

生、发展过程,可作为潜在的新型胃癌标志物。本研

究结果显示,circFOXM1敲低组 MKN-45细胞侵袭

数、迁移率、circFOXM
 

mRNA表达水平均低于对照

组,差异均有统计学意义(P<0.05);circFOXM1敲

低小鼠组 MKN-45细胞增殖率低于对照小鼠组,肿瘤

体积及肿瘤质量均小于对照小鼠组,差异均有统计学

意义(P<0.05)。提示以circFOXM1
 

siRNA质粒转

染 MKN-45细胞,可降低细胞circFOXM1表达水平、
侵袭数、迁移率、细胞增殖率、移植瘤裸鼠肿瘤体积及

肿瘤质量,circFOXM1
 

过表达质粒的作用与之相反,
表明circFOXM1可诱导胃癌细胞增殖、迁移和侵袭,
敲低其表达可显著抑制胃癌细胞上述生物学行为,最
终对胃癌发挥明显抗癌作用。

miR-182-5p作为一种抗肿瘤因子,在胃癌患者体

内呈低表达,并参与其病情进展过程[6],miR-182-5p
表达上调可降低胃癌细胞活力,增加凋亡,减弱其对

顺铂的耐药性[17],还可提高肝癌细胞对索拉非尼的细

胞毒性并抑制其上皮间充质转化[18];SMAD7作为一

种致癌基因,可调控细胞增殖、侵袭、迁移和凋亡信

号,参与介导肿瘤的发生、发展过程[19],其在胃癌患者

体内呈高表达,并与其临床分期相关[8],敲除SMAD7
可对结直肠癌细胞发挥增殖和抗凋亡作用[20]。荧光

素酶报 告 试 验 结 果 显 示,野 生 miR-182-5p+circ-
FOXM1

 

过表达组相对荧光素酶活性低于野生 miR-
182-5p+空载组(P<0.05)。野生SMAD7+miR-
182-5p

 

mimic 组 相 对 荧 光 素 酶 活 性 低 于 野 生

SMAD7+ miR-182-5p
 

mimic 阴 性 对 照 组 (P<
0.05)。提示 MKN-45细胞中circFOXM1对 miR-
182-5p靶向下调,miR-182-5p对SMAD7靶向下调,
表明circFOXM1通过调控 miR-182-5p/SMAD7轴

而介导胃癌的发生、发展过程,miR-182-5p/SMAD7
轴参与敲低circFOXM1对胃癌增殖、迁移和侵袭的

抑制过 程。本 研 究 结 果 显 示,circFOXM1敲 低+
miR-182-5p

 

抑制剂组SMAD7
 

mRNA及SMAD7
 

蛋

白表达水平、MKN-45细胞侵袭数、迁移率均高于cir-
cFOXM1敲低组,miR-182-5p

 

mRNA表达水平均低

于circFOXM1敲低组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。circFOXM1敲低+miR-182-5p

 

抑制剂小鼠

组 MKN-45细胞增殖率高于circFOXM1敲低小鼠

组,移植瘤裸鼠肿瘤体积及肿瘤质量大于circFOXM1
敲低小鼠组,差异均有统计学意义(P<0.05)。提示

与circFOXM1
 

siRNA质粒单独转染 MKN-45细胞

相比较,circFOXM1
 

siRNA质粒联合 miR-182-5p
 

抑

制剂转染可升高SMAD7蛋白与SMAD7
 

mRNA表

达水平、MKN-45细胞增殖率、侵袭数、迁移率、移植

瘤裸鼠肿瘤体积及质量,降低 miR-182-5p
 

mRNA表

达水平,提示抑制 miR-182-5p表达逆转了敲低circ-
FOXM1对胃癌细胞增殖、侵袭、转移和裸鼠体内生长

的抑制作用,最终逆转其对胃癌细胞的抗癌功效,揭
示敲低circFOXM1抑制胃癌发生、发展是通过上调

miR-182-5p实现的。
综上所述,circFOXM1在胃癌组织及细胞中高表

达,与淋巴结转移、肿瘤侵袭深度和临床分期相关,能
通过miR-182-5p上调SMAD7表达,从而促使胃癌细

胞生长及恶性进展,可作为潜在的新型胃癌标志物。
敲低circFOXM1可通过 miR-182-5p上调而减少表

达SMAD7,在抑制胃癌细胞增殖、迁移及侵袭的同时

降低其于裸鼠体内生长的活性,最终对胃癌起到显著

抗癌功效,本文为胃癌的临床诊断和治疗提供了新型

作用靶点,有助于其诊疗技术的改进。
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