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环状非编码 RNAcirc-ZNF652 对卵巢癌增殖和迁移的影响及机制

吴文，李丹

(华中科技大学同济医学院附属协和医院西院妇产科，武汉 430022)

[摘　要]	 目的：探讨环状非编码RNA circ-ZNF652在卵巢癌细胞系中的表达及对增殖和迁移的影响和机制。

方法：采用qPCR法检测circ-ZNF652在卵巢癌细胞系PA-1，Caov-3，Caov-4，SK-OV-3及正常卵

巢上皮细胞系HPOSEC，SV40中的表达。将SK-OV-3细胞分别转染circ-ZNF652敲降质粒(si-circ-

ZNF652组)与阴性对照质粒(si-control组)，野生型SK-OV-3细胞作为空白对照组(Control组)，分别

使用  CCK-8 法、细胞划痕实验检测3组细胞的细胞活力及迁移能力，蛋白质印迹法测定蛋白激酶

B(Akt)和糖原合成酶激酶-3β(GSK-3β)磷酸化情况。结果：卵巢癌细胞系中circ-ZNF652表达量均显

著高于正常卵巢细胞系(P<0.01)；与Control组比较，si-circ-ZNF652组细胞活力降低(P<0.01)、细

胞迁移能力显著降低(P<0.01)，Akt和GSK-3β蛋白表达不变(P>0.05)，而磷酸化Akt和磷酸化GSK-

3β蛋白显著降低(P<0.01)。Si-control组与Control组相比差异均无统计学意义(P>0.05)。结论：环状

非编码RNA circ-ZNF652在卵巢癌细胞系中高表达，沉默其表达可抑制细胞增殖和迁移，其机制可

能与调控Akt/GSK-3β信号通路有关。
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Abstract Objective: To investigate the expression of non-coding RNA circ-ZNF652 in ovarian cancer cells, its effect on 

proliferation and migration of ovarian cancer cells, and the potential mechanism. Methods: qPCR was used to 

detect the expression of non-coding RNA circ-ZNF652 in ovarian cancer cell lines PA-1, Caov-3, Caov-4, SK-OV-3 

and normal ovarian cell line HPOSEC and SV40. SK-OV-3 cells were transfected with circ-ZNF652 knockdown 

plasmid (the si-circ-ZNF652 group) and negative control plasmid (the si-control group), whereas wild type SK-

OV-3 cells were used as blank control group (the control group). CCK-8 assay and wound healing assay were used to 

detect the cell viability and migration ability. The expression of phosphorylation of Akt and GSK-3βwas measured 

by Western blot. Results: The expressions of circ-ZNF652 in the ovarian cancer cell lines were significantly higher 

than that in the normal ovarian cell line (P<0.05). Compared with the negative control group, cells in the si-circ-
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卵 巢 癌 是 妇 科 恶 性 肿 瘤 中 最 致 命 的 一 种 。

2 0 1 8年，美国卵巢癌确诊死亡人数为1 4  0 7 0例，

新发卵巢癌病例为22 240例。1985至2014年卵巢

癌 的 总 体 发 病 率 下 降 ， 且 1 9 7 6 至 2 0 1 5 年 其 病 死

率也表现出稳定的下降趋势 [ 1 ]。然而，中国的卵

巢 癌 发 病 及 病 死 率 情 况 则 不 同 ， 卵 巢 癌 是 导 致

女 性 癌 症 死 亡 的 第 5 大 原 因 ， 5 年 总 生 存 率 仅 约

46.5%。卵巢癌转移机制复杂，且预后不良。卵巢

癌患者多盆腔和腹膜器官转移多因为脱落的肿瘤

细胞在发病早期通过腹腔液向外扩散，形成跨腹

腔转移 [ 2 ]。环状R N A是一种特殊的非编码R N A，

在 肿 瘤 形 成 与 发 展 过 程 中 发 挥 重 要 作 用 。 最 新

发 现 的 一 种 环 状 非 编 码 R N A  c i r c - Z N F 6 5 2 ( h s a _
c i r c _ 0 0 0 3 2 5 8 ) 被 证 实 在 一 些 肿 瘤 细 胞 中 表 达 异

常 ， 且 能 影 响 肝 癌 细 胞 的 增 殖 和 转 移 [ 3 - 4 ]。 C i r c -
ZNF652基因位点存在于人10号染色体上。然而，

尚无文献报道circ-ZNF652在卵巢癌细胞系中的表

达及功能。本研究旨在研究circ-ZNF652在卵巢癌

细胞系中的表达及其对细胞增殖和迁移的影响和 
机制。

1  材料与方法

1.1  材料

本实验所用卵巢癌细胞系PA-1(ATCC ® CR L -
1572™)，Caov-3(ATCC HTB-75)，Caov-4(ATCC 
H T B - 7 6 )，SK- OV- 3 (ATCC  H T B - 7 9 )均购自美国

ATCC公司；人类原代正常卵巢表皮细胞( h u m a n 
primary ovarian surface epithelial cells，HPOSEC)及

人正常卵巢上皮细胞系SV40均购自加拿大Applied 
Biological  Materials公司，检测所需的磷酸化蛋白

激酶B( phospho protein kinase B，AKt；p-Akt)，

A kt，磷酸化GSK-3β( phospho - Glycogen sy nthase 
kinase-3，p-GSK-3β)，GSK-3β和甘油醛-3-磷酸脱

氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

G A P D H ) 一 抗 及 羊 抗 兔 二 抗 购 自 美 国 A b c a m 公

司 ； D - M E M 细 胞 培 养 基 以 及 胎 牛 血 清 均 购 自 美

国Gi bco公司；转染试剂盒L ipofectamine™  3000 

Transfection Reagent购自美国Thermo Fisher公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养及转录

S K - O V - 3 细 胞 培 养 于 3 7  ℃ ， 5 %  C O 2 标 准

无 菌 细 胞 培 养 箱 ， 细 胞 均 使 用 含 有 1 0 % 胎 牛 血

清 的 D - M E M 细 胞 培 养 基 ， 每 周 消 化 传 代 2 次 。

使 用 s i R N A 进 行 c i r c - R N A 的 基 因 敲 降 处 理 [ 4 ] 。

s i R N A 稀 释 至 终 浓 度 6 0  n m o l / L 用 于 转 染 ， 取 对

数 期 S K - O V - 3 细 胞 分 成 3 组 ， 根 据 试 剂 盒 说 明

书在 3 7  ℃使用 L i p o f e c t a m i n eT M  3 0 0 0 转染 4 8  h ，

3 组 分 别 使 用 c i r c - Z N F 6 5 2  s i R N A 转 染 的 沉 默 组

( s i - c i r c - Z N F 6 5 2 组 ) 、 使 用 N C  s i R N A 转 录 的 阴

性 对 照 组 ( s i - c o n t r o l 组 ) 及 未 转 录 的 空 白 对 照

组 (c o n t r o l 组 ) 。 转 染 序 列 由 B L O C K - i T ™  R N A i 
D e s i g n e r 设计合成， c i r c - Z N F 6 5 2  s i R N A 序列为

5 ' -T G T G A C T G T T C T C T C A G C T T C AT C A - 3 '；
scramble siRNA(siN05815122147)作为NC siRNA。

1.2.2  qPCR 检测

以qPCR法测定R NA表达量 [5]。使用QI AGEN
公司的RNeasy Mini Kit提取各组细胞总  miRNAs，

使用Bio -R ed RT-qPCR仪检测各组样品及G APDH
内 参 ， 反 应 条 件 为 9 5  ℃  3 0  s ， 9 5  ℃  5  s ， 
6 0  ℃  2 0  s ，共 3 5 个循环，获取各组样品 C t 值，

采 用 2 − Δ Δ C t法 计 算 环 状 非 编 码 R N A  c i r c - Z N F 6 5 2
的 相 对 表 达 量 。 C i r c - Z N F 6 5 2 正 向 引 物 序 列 为

5 ' - G G G C A C A A A C A G T T C AT G T G - 3 ' ， 反 向 引

物序列为 5 ' -TG C GT T TG A ATG AT T T TC C A - 3 ' ；
G A P D H 正 向 引 物 序 为 ： 5 ' - A C C C A G A - 
A G A C T G T G G A T G G - 3 ' ， 反 向 引 物 序 列 为

5'-TTCAGCTCAGGGATGACCTT-3'。
1.2.3  细胞活力检测

使用CCK-8法测定各组细胞增殖能力[6]，使用

9 6孔板培养细胞，细胞数目为2 × 1 0 3个/孔，培养 
48 h后分别加入10 µL CCK-8溶液，用DNM-9606
酶标仪检测各组的 4 9 0  n m 处的 O D 值，实验重复 
3次，每次8个复孔。计算相对细胞活力，相对细

胞活力=OD490 nm (实验组)/OD490 nm (对照组)。

ZNF652 group cells have a lower cell viability (P<0.01), cell migration was significantly decreased (P<0.01), and 

phosphorylationof Akt and GSK-3β were significantly suppressed (P<0.01). There was no significant difference 

between the si-control group and the control group (P>0.05). Conclusion: The expression of circ-ZNF652 is 

increased in ovarian cancer cells. The increase of its expression enhances the proliferation and migration of ovarian 

cancer cells, and may associate with the regulation of Akt/GSK-3β signaling pathway.
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1.2.4  细胞迁移检测

以细胞划痕实验检测细胞迁移能力[6]。各组细

胞使用6孔板培养，细胞数目为2×10 5个/孔，培养

12 h后，使用200 mL移液枪头在培养板中央均匀

划线，在倒置显微镜下拍照记录划痕宽度，使用

无血清培养基培养24 h后在倒置显微镜下再次拍照

记录划痕宽度，计算宽度变化，即为细胞迁移距

离。实验重复3次，每次3个复孔。相对细胞迁移

值计算公式：对细胞迁移值=(0 h宽度实验组−24 h 宽
度实验组)/(0 h宽度对照组−24 h 宽度对照组)。

1.2.5  蛋白质印迹法检测

以 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 蛋 白 表 达 [ 7 ] 。 各 组 细

胞 培 养 4 8  h 后 ， 裂 解 提 取 各 组 细 胞 总 蛋 白 ， 将

A k t 和 G S K - 3 β 磷 酸 化 蛋 白 加 入 磷 酸 化 抑 制 剂 后

提 取 磷 酸 化 蛋 白 ， B C A 法 测 定 总 蛋 白 含 量 。 蛋

白 质 印 迹 法 电 泳 条 件 ： 浓 缩 胶 8 0  V  6 0  m i n ，  
分 离 胶 1 0 0  V  9 0  m i n ， 使 用 半 干 法 转 膜 ， 一 抗

浓 度 1 : 2 0 0 ， 二 抗 浓 度 1 : 5 0 0 ， 发 光 液 显 影 后 使

用胶片曝光，扫描仪导入胶片图片后使用Quantity 
O n e 软 件 分 析 蛋 白 灰 度 值 ， 实 验 重 复 3 次 。 先 将

各 蛋 白 相 对 表 达 量 对 G A P D H 进 行 标 准 化 后 再  
比较。

1.3  统计学处理

数据以均数±标准差(x±s)表示，采用 t检验或

ANOVA分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  Circ-ZNF652 在正常卵巢上皮细胞系及卵巢癌

细胞系中的表达

qPCR结果示：在人类原代正常卵巢表皮细胞

HPOSEC、人类正常卵巢上皮细胞系SV40和卵巢癌

细胞系PA-1，Caov-3，Caov-4，SK-OV-3中，circ-
ZNF652相对表达量分别为1.00±0.18，1.22±1.81，

8.76±0.93，8.14±0.66，6.66±0.53，9.13±1.36；卵巢

癌细胞系PA-1，Caov-3，Caov-4 及SK-OV-3中circ-
ZNF652相对表达量均显著高于正常卵巢上皮细胞

系HPOSEC及SV40(P<0.05，图1)。

2.2  Circ-ZNF652 敲降效率检测

转染2 4  h后，q P CR结果示：s i - c i rc - Z N F 6 5 2 
组的circ-ZNF652相对表达量显著低于si-control组
(0.23±0.18 vs 1.00±0.44，P<0.01)；而si-control组
的circ-ZNF652相对表达量与Control组差异无统计

学意义(1.04±0.48 vs 1.00±0.34，P>0.05；图2)。

2.3 非编码 RNA circ-ZNF652 敲降对细胞增殖的

影响

CCK-8结果显示：培养48 h后，Control组、si-
control组和si-circ-ZNF652组相对细胞活力分别为

1.00±0.59，1.17±0.40，0.56±0.32，si-circ-ZNF652 
组相对细胞活力显著低于s i - co nt rol组(P<0.01)， 
s i - c o n t r o l 组 与 C o n t r o l 组 差 异 无 统 计 学 意 义

(P>0.05，图3)。
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图1 circ-ZNF652在正常卵巢细胞及卵巢癌细胞中的相对表

达量

Figure 1 Normalized expressions of circ-ZNF652 in normal 

ovarian and ovarian cancer cells

图2 敲降后SK-OV-3各组circ-ZNF652相对表达量比较

Figure 2 Normalized circ-ZNF652 expressions after knockdown

图3 敲降circ-ZNF652对SK-OV-3细胞相对活力影响

Figure 3 Effect of circ-ZNF652 knockdown on SK-OV-3 cell viability
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2.4  Circ-ZNF652 敲降对肿瘤细胞迁移的影响

划 痕 实 验 结 果 示 ： 在 敲 降 后 ， C o n t r o l 组 、

si-control组和si-circ-ZNF652组相对迁移值分别为

1.00±0.25，1.06±0.23，0.18±0.29，si-circ-ZNF652
组 相 对 迁 移 值 显 著 低 于 s i - c o n t r o l 组 ( P < 0 . 0 1 ) ， 
s i - c o n t r o l 组 与 C o n t r o l 组 差 异 无 统 计 学 意 义

(P>0.05，图4)。

2.5  Circ-ZNF652 敲降对 Akt 和 GSK-3β 磷酸化的

影响

蛋 白 质 印 迹 法 示 ： c i r c - Z N F 6 5 2 敲 降 后 ， 基

础总A k t蛋白和G S K- 3 β蛋白表达均没有明显变化

(P>0.05)，而磷酸化Akt蛋白和GSK-3β蛋白表达均

显著降低(P<0.01)。Si-control组与Control组各蛋白

相对表达量差异无统计学意义(P>0.05，图5)。

图4 敲降circ-ZNF652对SK-OV-3细胞迁移的影响(A)及细胞划痕图(B，×100)

Figure 4 Effect of circ-ZNF652 knockdown on SK-OV-3 cell migration (A) and representative images of migration assay (B, ×100)

图5 敲降circ-ZNF652对SK-OV-3 的Akt和GSK-3β磷酸化的影响

Figure 5 Effect of circ-ZNF652 knockdownon on the phosphorylation of Akt and GSK-3β in SK-OV-3 cells
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3  讨论

卵 巢 癌 是 一 种 病 死 率 极 高 的 女 性 生 殖 系 统

癌 症 ， 目 前 治 疗 方 法 非 常 有 限 ， 治 疗 效 果 不 理  
想 [ 8 ] 。 绝 大 多 数 原 发 性 卵 巢 癌 属 于 卵 巢 上 皮 癌 
变[9]。近70%患者由于缺乏有效的筛查方法，在中

期或晚期才被诊断出患有卵巢癌 [10]，导致卵巢癌

患者的5年生存率相对较低 [11]。因此，卵巢癌的发

病机制及潜在治疗靶点的研究对于卵巢癌的早期

诊断和临床治疗有重大意义。

非编码R NA是一种不能编码蛋白质的R NA，

能通过调控基因的转录和转录后蛋白质翻译影响

细胞代谢以及增殖等一系列生物学过程。研究 [12]

表明：许多非编码R NA的异常表达与肿瘤发展、

细胞癌变紧密相关。非编码小分子R NA通常可以

通过结合靶基因mRNA中3'-UTR序列，降解或抑制

靶m R N A的翻译过程，从而调节基因表达 [ 1 3 ]。作

为一类特殊的非编码R NA，很多环状R NA在肿瘤

P<0.01P>0.05

P<0.01P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05P>0.05 P<0.01 P>0.05
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发展中起重要作用。最近，一种环状非编码R NA 
circ-ZNF652(hsa_circ_0003258)被证实在肝肿瘤细

胞中异常高表达，并能显著增强肝癌细胞的增殖

率和转移迁移能力[3]。
Circ-ZNF652基因位于人类10号染色体，其位

点在人锌指蛋白 6 5 2 基因上 [ 1 4 ]。最早于肝癌的研

究中发现Circ-ZNF652与肿瘤发展相关。Guo等 [3]

使用GEO数据库发现了一种新的circRNA，将其命

名为c irc-ZNF652( hsa_c irc_0003258)，发现其在

肝癌组织和肝癌细胞系中的表达显著上调。本研

究通过比较circ-ZNF652在多种卵巢癌细胞系和正

常卵巢上皮细胞系包括原代卵巢上皮细胞以及无

限增殖的卵巢癌上皮细胞系内的表达，发现c i rc -
ZNF652的表达量在卵巢癌细胞中表达显著高于正

常卵巢细胞，该结果与肝癌细胞的研究 [ 3 ]结果一

致，提示circ-ZNF652可能在卵巢癌中发挥促癌的

功能。

研究 [3]表明：筛查出现circ-ZNF652异常高表

达肝癌患者更容易发生癌细胞血管侵犯、肝内转

移、肝外转移等不良后果。Circ-ZNF652的表达减

少可以通过抑制干细胞上皮-间充质转化(epithelial-
mesenchymal transition，EMT)过程，显著抑制体

内肝癌的转移。离体实验 [ 3 ]证明：肝癌细胞的迁

移和侵袭能力与circ-ZNF652的表达密切相关。本

研究发现：恶性卵巢癌细胞系SK-OV-3在敲降circ-
Z N F 6 5 2 后，其增殖及迁移能力显著下降。 C i r c -
ZNF652与恶性卵巢癌细胞系SK- OV-3的增殖和迁

移的促进有关，提示circ-ZNF652在该细胞中的高

表达可能是其无限增殖并且存在浸润性的原因之

一。本研究发现circ-ZNF652的敲降能降低卵巢癌

细胞的细胞活力。

Circ-ZNF652表达影响肿瘤发展的机制与转录

因子Snai l的表达有关 [3]，circ-ZNF652可以与miR-
2 0 3和m i R - 5 0 2 - 5 p共同作用以促进 S n a i l基因的表

达。Snail作为促进EMT表达的的关键转录因子，能

显著促进肝癌转移。同时，上调的Snail还可以通过

结合circ-ZNF652启动子上的E-box基序(CAGGTG)
以正反馈调节circ-ZNF652的表达 [3]。卵巢癌的发

病与Akt/GSK-3β/Snail信号通路密切相关[15]。为进

一步探究circ-ZNF652在卵巢癌的发病与Akt/GSK-
3β/Snail信号通路中的作用，本研究运用蛋白质印

迹法结合基因敲降技术，检测卵巢癌细胞系 S K -
O V- 3 中 A k t 和 G S K - 3 β 蛋白的表达变化以及 A k t 和

G S K - 3 β 蛋 白 磷 酸 化 的 变 化 。 研 究 [ 1 6 ]发 现 ： 诸多

非编码RNA通过介导Akt/GSK-3β/Snail信号通路，

从而影响卵巢癌的转移。Golding等 [17]发现：在恶

性神经胶质瘤细胞中，Akt信号通路可介导肿瘤细

胞迁移。在本研究中，circ-ZNF652敲降后，卵巢

癌细胞迁移能力显著下降，进一步研究发现Akt蛋

白表达未受影响，但Akt磷酸化蛋白显著降低，表

明circ-ZNF652通过降低Akt磷酸化来抑制卵巢细胞

迁移。另一方面，GS K-3β是AKT信号通路中的下

游基因，可导致Snail转录因子的磷酸化，从而调节

EMT并参与肿瘤侵袭和转移[18-20]。通过蛋白质印迹

法，我们发现circ-ZNF652敲降后，p-Akt，p-GSK-
的表达水平均显著下降，表明circ-ZNF652可以通

过介导Akt/GSK-3β信号调节卵巢癌的Snai l信号通

路，从而影响卵巢癌细胞的迁移。

本研究尚存在不足之处：体外环境与体内微

环境有一定的差异，体外实验只能部分反映肿瘤

细胞在体内的活动，circ-ZNF652在卵巢癌中的作

用需要在更多的细胞系和动物模型中进行进一步

研究。此外，circ-ZNF652与Akt/GSK-3β信号通路

调控机制复杂，所涉及的更多上下游靶点都需要

进一步发掘和研究。

综上，circ-ZNF652在卵巢癌细胞系中表达上

调，沉默circ-ZNF652可抑制卵巢癌细胞系SK-OV-3 
的增殖及迁移，其机制可能与Akt/GSK-3β信号通

路调控有关。
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