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circ_0001178 靶向 miR鄄1179 调控

胃癌 AGS 细胞增殖和凋亡的机制探讨

王摇 计,吴小微,晏摇 妮

[摘要]目的:探讨 circ_0001178 靶向 miR鄄1179 调控胃癌 AGS 细胞增殖和凋亡的机制。 方法:选取 33 例胃癌组织及癌旁组织

标本,实时荧光定量 PCR 检测 circ_0001178 和 miR鄄1179 的表达水平;将胃癌细胞株 AGS 随机分为 si鄄NC 组、si鄄circ_0001178
组、miR鄄NC 组、miR鄄1179 组、si鄄circ_0001178 + anti鄄miR鄄NC 组、si鄄circ_0001178 + anti鄄miR鄄1179 组;采用克隆形成实验检测克隆

形成数,MTT 法检测细胞活性,流式细胞术检测细胞凋亡,Western blotting 法检测蛋白表达;采用双荧光素酶报告实验检测 circ
_0001178 和 miR鄄1179 的靶向关系。 结果:胃癌组织中 circ_0001178 表达水平明显高于癌旁组织,而 miR鄄1179 表达水平明显

低于癌旁组织(P < 0. 01)。 抑制 circ_0001178 表达或过表达 miR鄄1179,AGS 细胞克隆形成数减少,细胞活性降低,AGS 细胞凋

亡率升高,cleaved鄄caspase3 和 cleaved鄄caspase9 表达水平均升高(P < 0. 05)。 结论:抑制 circ_0001178 表达可能通过靶向上调

miR鄄1179 抑制胃癌 AGS 细胞增殖,诱导细胞凋亡。
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Study on the mechanism of circ_0001178 targeting miR鄄1179
to regulate the proliferation and apoptosis of gastric cancer AGS cells

WANG Ji,WU Xiao鄄wei,YAN Ni
(Department of Gastroenterology,Hanyang Hospital Affiliated to Wuhan University

of Science and Technology,Wuhan Hubei 430050,China)

[Abstract] Objective:To explore the mechanism of circ_0001178 targeting miR鄄1179 to regulate the proliferation and apoptosis of
gastric cancer AGS cells. Methods:The expression levels of circ_0001178 and miR鄄1179 in 33 samples of gastric cancer tissue and
adjacent tissues were detected using the real鄄time fluorescent quantitative PCR. The gastric cancer cell line AGS was randomly divided
into the si鄄NC group, si鄄circ _0001178 group,miR鄄NC group,miR鄄1179 group, si鄄circ _0001178 + anti鄄miR鄄NC group and si鄄circ _
0001178 + anti鄄miR鄄1179 group. The number of clone formation was detected using the clone formation experiment,and the cell viability
was detected using MTT assay. The apoptosis and protein expression were detected using the flow cytometry and Western blotting,
respectively. The dual luciferase reporter assay was used to detect the targeting relationship between circ_0001178 and miR鄄1179.
Results:The expression level of circ_0001178 in cancer tissue was higher than that in adjacent tissues,while the expression level of
miR鄄1179 in cancer tissue was lower than that in adjacent tissues ( P < 0. 01 ). The inhibition of circ _ 0001178 expression or
overexpression of miR鄄1179 could reduce the number of AGS cell clone formation,decrease the cell activity,increase the AGS cell
apoptosis rate,and increase the expression levels of cleaved鄄caspase3 and cleaved鄄caspase9 (P < 0. 05). Conclusions:Inhibiting the
expression of circ_0001178 may inhibit the proliferation of gastric cancer AGS cells,and induce cell apoptosis by targeting up鄄regulation
of miR鄄1179.
[Key words] gastric neoplasms;proliferation;apoptosis;circ_0001178;miR鄄1179

摇 摇 胃癌是具有高发病率和高死亡率的恶性肿瘤之

一,随着对胃癌发病分子机制的深入研究,分子靶向

治疗在胃癌治疗中显示出良好的效果[1 - 2]。 环状

RNA(circRNA)在胃癌的发病机制中起着至关重要

的作用,可作为其新型潜在诊断生物标志物[3]。 研

究报道大肠癌病人血浆中 circ_0001178 上调,且与

病人的临床病理结果相关[4]。 高 circ_0001178 的大

肠癌病人更容易出现转移性临床特征、晚期 TNM 分

期和不良预后;敲低 circ_0001178 削弱了大肠癌细

胞的体外迁移和侵袭能力[5]。 circ_0001178 在肝细

胞癌组织和细胞中高表达,敲减 circ_0001178 通过

调节 miR鄄382 / VEGFA 轴抑制肝细胞癌细胞的增
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殖、迁移和侵袭[6]。 然而 circ_0001178 对胃癌细胞

增殖和凋亡的影响及分子机制尚不清楚。 研究[7]

发现 miR鄄1179 在胃癌组织和细胞系中均显著下调,
miR鄄1179 表达的降低与胃癌病人的肿瘤大小增加、
肿瘤分期和淋巴结转移明显相关;过表达 miR鄄1179
通过靶向 HMGB1 抑制胃癌细胞的增殖和侵袭[7]。
此外,miR鄄1179 的过表达显著抑制了乳腺癌细胞的

增殖、迁移和侵袭[8]。 circFOXM1 通过使 miR鄄1179
海绵化并调节 HMGB1 表达调控乳头状甲状腺癌的

进展[9]。 而 circ_0001178 是否通过靶向调控 miR鄄
1179 影响胃癌细胞的增殖和凋亡目前还尚未可知。
因此,本实验旨在研究 circ_0001178 对胃癌细胞增

殖和凋亡的影响及分子机制是否与 miR鄄1179 有关。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇 选取 2017 年 6 月至 2020 年 6 月我院

病理科存档且已确诊胃癌的 33 例病人胃癌组织及

癌旁组织标本,其中男 12 例,女 21 例,年龄 34 ~ 76
岁。 所有病人术前未进行放化疗,均知情且同意。
1. 2摇 主要试剂摇 胃癌细胞株 AGS 购自美国 ATCC;
RPMI鄄1640 培养基购自杭州鹰旸生物科技有限公

司;Trizol 试剂、荧光定量 PCR 试剂盒购自日本

Takara 公司;MTT 试剂盒、凋亡检测试剂盒购自美

国 Sciencell 公司;RIPA 蛋白裂解液购自上海贝博鄄
Bestbio 生 物 公 司; cleaved鄄caspase3 和 cleaved鄄
caspase9 抗体购自美国 CST 公司;GAPDH 抗体和二

抗(山羊抗兔 IgG鄄HRP)购自美国 Abbiotec 公司;双
荧光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒 购 自 美 国

GeneCopoeia 公司。
1. 3摇 细胞处理与分组摇 胃癌细胞株 AGS 常规培养

于 RPMI鄄1640 培养基中,取对数生长期细胞,将 si鄄
NC、si鄄circ_0001178、miR鄄NC、miR鄄1179 分别转染至

AGS 细胞,记为 si鄄NC 组、si鄄circ _0001178 组、miR鄄
NC 组、miR鄄1179 组;将 si鄄circ_0001178 分别与 anti鄄
miR鄄NC、anti鄄miR鄄1179 共转染至 AGS 细胞,记为 si鄄
circ_0001178 + anti鄄miR鄄NC 组、 si鄄circ _0001178 +
anti鄄miR鄄1179 组。 对照组常规培养,不予转染。
1. 4 摇 实时荧光定量 PCR (RT鄄qPCR) 检测 circ _
0001178 和 miR鄄1179 的表达水平摇 提取胃癌组织、
癌旁组织和各组细胞的总 RNA,合成 cDNA 后按试

剂盒说明进行 PCR,相对表达量用 2 -吟吟Ct法计算。
以 GAPDH 和 U6 为内参,circ_0001178 上游引物序

列:5忆鄄ACC CAG ATA CTA CAG CAA GCC鄄3忆,下游

引物序列:5忆鄄TTG GCT TCC CAC ACT GAT GT鄄3忆;
GAPDH 上游引物序列:5忆鄄TGT TGC CAT CAA TCA

CCC CTT鄄3忆,下游引物序列:5忆鄄CTC CAC GAC GTA
CTC AGC G鄄3忆; miR鄄1179 上游引物序列:5忆鄄GCG
GAA GCA TTC TTT CAT鄄3忆,下游引物序列:5忆鄄CAA
GGG CTC GAC TCC TGT鄄3忆;U6 上游引物序列:5忆鄄
CGC TTC GGC AGC ACA TAT ACT A鄄3忆,下游引物

序列:5忆鄄CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC A鄄3忆。
1. 5摇 克隆形成实验检测克隆形成数摇 将 si鄄NC 组、
si鄄circ_0001178 组、miR鄄NC 组、miR鄄1179 组、si鄄circ_
0001178 + anti鄄miR鄄NC 组、 si鄄circ _0001178 + anti鄄
miR鄄1179 组细胞消化后制成细胞悬液,然后以每孔

100 个接种于 6 孔板中,约培养 2 周,用 PBS 清洗,
然后用甲醇固定,再用吉姆萨染色 30 min,低倍光学

显微镜下计数 > 50 个细胞的集落。
1. 6摇 MTT 检测细胞活性 摇 各组细胞培养 48 h,按
试剂盒说明操作,先加入 20 滋L 的 MTT 溶液,培养

4 h,再加入二甲基亚砜溶液,振荡反应 10 min,用酶

标仪于波长 450 nm 处检测吸光度(OD)值。
1. 7 摇 流式细胞术检测细胞凋亡 摇 各组细胞培养

48 h,漂洗细胞后按试剂盒说明分别加入 Annexin
V鄄FITC 和 PI 溶液,混匀,避光孵育 10 min;上流式

细胞仪检测。
1. 8 摇 Western blotting 法检测蛋白表达 摇 提取各组

细胞总蛋白,定量后进行 SDS鄄PAGE,转膜,用 5%脱

脂牛奶封闭,分别加入 cleaved鄄caspase3、 cleaved鄄
caspase9、GAPDH 一抗,4 益孵育过夜,再加入 HRP
标记的山羊抗兔 IgG 二抗室温孵育 2 h,显影,定影,
分析蛋白条带的灰度值,计算蛋白相对表达水平。
1. 9摇 双荧光素酶报告实验摇 生物学在线软件预测

显示 circ_0001178 的序列中含有与 miR鄄1179 互补

的核苷酸序列;构建 circ_0001178 野生型(WT)和突

变型(MUT)荧光素酶载体。 取对数生长期、生长状

态良好的 AGS 细胞,随机分为 miR鄄NC 组、miR鄄1179
组,分别与 miR鄄NC 和 miR鄄1179 共转染至 AGS 细胞

中,按照说明书检测荧光素酶活性。 将 AGS 细胞随

机分为 pcDNA 组、 pcDNA鄄circ _0001178 组、 si鄄NC
组、si鄄circ_0001178 组、分别转染 pcDNA、pcDNA鄄circ
_0001178、 si鄄NC、 si鄄circ _0001178 至 AGS 细胞,按
1. 4 中方法检验 miR鄄1179 表达水平。 对照组常规

培养,不予转染。
1. 10摇 统计学方法 摇 采用 t 检验、方差分析和 q
检验。

2摇 结果

2. 1摇 circ_0001178 和 miR鄄1179 在胃癌组织中表达

摇 胃癌组织中 circ_0001178 表达水平明显高于癌旁
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组织(P < 0. 01),而 miR鄄1179 表达水平明显低于癌

旁组织(P < 0. 01)(见表 1)。

摇 表 1 摇 circ _0001178 和 miR鄄1179 在胃癌组织中的表达

(ni = 33;x 依 s)

分组 circ_0001178 miR鄄1179

癌旁组织 1. 00 依 0. 11 1. 00 依 0. 07

胃癌组织 3. 88 依 0. 22 0. 29 依 0. 03

t 67. 26 217. 24

P < 0. 01 < 0. 01

2. 2摇 抑制 circ_0001178 表达对胃癌 AGS 细胞增殖

的影响 摇 与 si鄄NC 组比较,si鄄circ_0001178 组 circ_
0001178 表达水平降低(P < 0. 01),AGS 细胞克隆

形成数减少(P < 0. 01),细胞活性降低(P < 0. 01)
(见表 2)。

摇 表 2摇 抑制 circ_0001178 表达对胃癌 AGS 细胞增殖的影

响(ni = 9;x 依 s)

分组 circ_0001178 克隆形成数 / 个 OD 值

si鄄NC 组 1. 00 依 0. 00 89. 62 依 7. 77 0. 71 依 0. 05

si鄄circ_0001178 组 0. 32 依 0. 04 34. 94 依 3. 78 0. 36 依 0. 03

t 51. 00 18. 98 18. 01

P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

2. 3摇 抑制 circ_0001178 表达对胃癌 AGS 细胞凋亡

的影响摇 与 si鄄NC 组比较,si鄄circ_0001178 组 AGS 细

胞凋 亡 率 升 高 ( P < 0. 01 ), cleaved鄄caspase3 和

cleaved鄄caspase9 表达水平升高(P <0. 01)(见表 3)。

摇 表 3摇 抑制 circ_0001178 表达对胃癌 AGS 细胞凋亡的影

响(ni = 9;x 依 s)

分组 凋亡率 / %
cleaved鄄caspase3

蛋白

cleaved鄄caspase9
蛋白

si鄄NC 组 6. 81 依 0. 61 0. 23 依 0. 03 0. 13 依 0. 02

si鄄circ_0001178 组 22. 53 依 2. 09 0. 64 依 0. 05 0. 53 依 0. 04

t 21. 66 21. 09 26. 83

P <0. 01 < 0. 01 < 0. 01

2. 4摇 circ_0001178 靶向调控 miR鄄1179 的表达摇 双

荧光素酶报告实验结果显示,WT鄄circ_0001178 与

miR鄄1179 共转染细胞的荧光素酶活性低于 WT鄄circ
_0001178 与 miR鄄NC 共转染的细胞(P < 0. 01);而
MUT鄄circ_0001178 与 miR鄄1179 或 miR鄄NC 共转染

的细胞荧光素酶活性差异无统计学意义(P > 0. 05)
(见表 4)。 过表达 circ_0001178 后 miR鄄1179 表达

水平降低,而抑制 circ_0001178 表达后 miR鄄1179 表

达水平升高(P < 0. 05)(见表 5)。

表 4摇 双荧光素酶报告实验(ni = 9;x 依 s)

分组 WT鄄circ_0001178 MUT鄄circ_0001178

miR鄄NC 1. 03 依 0. 08 1. 01 依 0. 07

miR鄄1179 0. 43 依 0. 04 1. 02 依 0. 06

t 20. 13 0. 33

P < 0. 01 > 0. 05

表 5摇 circ_0001178 调控 miR鄄1179 的表达(ni = 9;x 依 s)

分组 miR鄄1179 F P MS组内

pcDNA 组 1. 00 依 0. 00

pcDNA鄄circ_0001178 组

si鄄NC 组

0. 32 依 0. 03*

1. 01 依 0. 06#
260. 87 < 0. 05 0. 018

si鄄circ_0001178 组 2. 70 依 0. 26*#银

摇 摇 q 检验:与 pcDNA 组比较 *P < 0. 05;与 pcDNA鄄circ_0001178 组

比较 #P < 0. 05;与 si鄄NC 组比较银P < 0. 05

2. 5摇 miR鄄1179 过表达对胃癌 AGS 细胞增殖和凋亡

的影响摇 与 miR鄄NC 组比较,miR鄄1179 组 miR鄄1179
表达水平升高(P < 0. 01),AGS 细胞克隆形成数减

少(P < 0. 01),细胞活性降低(P < 0. 01),AGS 细胞

凋亡率升高(P < 0. 01),cleaved鄄caspase3 和 cleaved鄄
caspase9 表达水平升高(P < 0. 01)(见表 6)。
2. 6摇 干扰 miR鄄1179 表达逆转了抑制 circ_0001178
表达对胃癌 AGS 细胞增殖和凋亡的作用摇 与 si鄄circ
_0001178 + anti鄄miR鄄NC 组比较,si鄄circ_0001178 +
anti鄄miR鄄1179 组 miR鄄1179 表 达 水 平 降 低 ( P <
0. 01),AGS 细胞的克隆形成数增加且活性升高

(P < 0. 01),而凋亡率降低 ( P < 0. 01 ), cleaved鄄
caspase3 和 cleaved鄄caspase9 表达水平降低 ( P <
0. 01)(见表 7)。

3摇 讨论

摇 摇 胃癌是我国高发肿瘤,晚期胃癌以药物治疗为

主,然而方法有限,疗效亟待提高;近年来,分子靶向

药物的出现给晚期胃癌病人的治疗带来新的方

向[10 - 11]。 因此,寻找新的特异性靶点以研发分子靶

向药物对胃癌的治疗具有重要意义。 研究[12] 发现,
多种 circRNA 参 与 胃 癌 的 进 展 过 程, 下 调 的

circRNA_001569 降低胃癌细胞活力并促进细胞凋

亡。 下调 circ鄄ARHGAP26 抑制胃癌细胞增殖并促

进细胞凋亡[13]。 然而 circ_0001178 对胃癌的影响

尚未见研究报道。 本实验结果显示,胃癌组织中

circ_0001178 表达水平升高,提示 circ_0001178 可

4941 J Bengbu Med Coll,November 2022,Vol. 47,No. 11



能在胃癌中起促癌基因作用。 本实验进一步抑制

circ_0001178 表达后,AGS 细胞克隆形成数减少,细
胞活性降低,AGS 细胞凋亡率升高,cleaved鄄caspase3

和 cleaved鄄caspase9 表达水平升高;表明抑制 circ_
0001178 表达可抑制胃癌 AGS 细胞增殖,诱导细胞

凋亡。

表 6摇 miR鄄1179 过表达对胃癌 AGS 细胞增殖和凋亡的影响(ni = 9;x 依 s)

分组 miR鄄1179
克隆

形成数 / 个
OD 值 凋亡率 / %

cleaved鄄caspase3
蛋白

cleaved鄄caspas9
蛋白

miR鄄NC 组 1. 00 依 0. 00 86. 21 依 7. 24 0. 72 依 0. 06 6. 76 依 0. 65 0. 22 依 0. 02 0. 12 依 0. 02

miR鄄1179 组 3. 19 依 0. 22 44. 33 依 3. 66 0. 45 依 0. 04 18. 61 依 1. 13 0. 59 依 0. 04 0. 47 依 0. 03

t 29. 86 15. 49 11. 23 27. 27 24. 82 29. 12

P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

表 7摇 干扰 miR鄄1179 表达逆转了抑制 circ_0001178 表达对胃癌 AGS 细胞增殖和凋亡的作用(ni = 9;x 依 s)

分组 miR鄄1179
克隆

形成数 / 个
OD 值 凋亡率 / %

cleaved鄄caspase3
蛋白

cleaved鄄caspas9
蛋白

si鄄circ_0001178 + anti鄄miR鄄NC 组 1. 00 依 0. 00 33. 24 依 3. 62 0. 35 依 0. 03 24. 21 依 2. 21 0. 66 依 0. 04 0. 55 依 0. 03

si鄄circ_0001178 + anti鄄miR鄄1179 组 0. 36 依 0. 03 79. 78 依 6. 99 0. 60 依 0. 04 11. 83 依 1. 19 0. 32 依 0. 03 0. 26 依 0. 03

t 64. 00 17. 74 15. 00 14. 80 20. 40 18. 38

P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

摇 摇 研究[14] 报道 miR鄄1179 通过靶向 E2F5 抑制人

胰腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭。 miR鄄1179 通过靶

向精子相关抗原 5(SPAG5) / Akt 轴抑制非小细胞肺

癌细胞生长和侵袭[15]。 且已有文献[7] 报道 miR鄄
1179 可抑制胃癌细胞的增殖和侵袭。 本实验结果

显示,胃癌组织中 miR鄄1179 表达水平降低,过表达

miR鄄1179 可见降低克隆形成数及细胞活性,提高细

胞凋亡率;表明过表达 miR鄄1179 不仅可抑制胃癌细

胞增殖,还可诱导细胞凋亡。 有研究[16] 报道 circ_
0084927 通过调控 miR鄄1179 / CDK2 促进宫颈癌发

生; circ _ 0039411 通过 miR鄄1179 / ABCA9 和 miR鄄
1205 / MTA1 信号通路促进甲状腺乳头状癌的发生

和发展[17]。 说明 circRNA 可通过调控 miR鄄1179 参

与肿瘤进展过程。 本实验结果显示,circ_0001178
靶向负调控 miR鄄1179;干扰 miR鄄1179 表达逆转了

抑制 circ_0001178 表达对胃癌 AGS 细胞增殖和凋

亡的作用。
综上所述,抑制 circ_0001178 表达可能通过靶

向上调 miR鄄1179 抑制胃癌 AGS 细胞增殖,诱导细

胞凋亡。
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基于 SEER 数据库的成人神经母细胞瘤

临床特征及预后因素研究

张摇 瑶1,杨琛轩2,李仕来3

[摘要]目的:利用来自 SEER 数据库中收纳的肿瘤流行病学数据,分析成年发病神经母细胞瘤(NB)的疾病特征和预后因素。
方法:通过访问 SEER 数据库提取了其中 1975 - 2016 年病理确诊原发性 NB 病人的人群特征与疾病特征数据。 根据确诊年龄

将病人分为成人和青少年,通过竞争风险模型和 Kaplan鄄Meier 图对 2 组病人的生存率进行比较,并利用 Cox 回归模型识别成

年病人特异的预后因素。 依据多元回归模型绘制列线图辅助临床诊疗。 结果:与青少年相比,成年病人预后较差(P < 0. 01)。
成年 NB 病人的单变量回归提示确诊年龄逸50 岁、行手术治疗、肿瘤原发灶部位为鼻咽部位、周围神经系统、组织学亚型、化疗

情况均为预后相关因素(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)。 校正后的多变量分析表明,年龄、手术、肿瘤原发灶部位对于病人生存率的影

响均具有统计学意义(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)。 建立的列线图用于预测成年 NB 病人 3 年和 5 年生存率,列线图的内部验证表明

该预测方式可以区分高危与低危病人。 结论:成年 NB 病人预后影响因素复杂多样,早期确诊和及时手术治疗可提高其生存率。
[关键词] 神经母细胞瘤;成年人;SEER 数据库;预后因素;列线图

[中图法分类号] R 739. 4摇 摇 摇 [文献标志码] A摇 摇 摇 DOI:10. 13898 / j. cnki. issn. 1000鄄2200. 2022. 11. 005

Clinical character and prognostic factors in adult neuroblastoma based on SEER database
ZHANG Yao1,YANG Chen鄄xuan2,LI Shi鄄lai3

(1. Laboratory Center,Beijing Children忆s Hospital,Capital Medical University,Beijing 100045;2. Department
of Surgery,Cancer Hospital ,Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College,Beijing 100021;

3. Department of Emergerncy Medicine,The First Affliated Hospital of Gangxi Medical University,Nanning Guangxi 530021,China)

[Abstract] Objective: To analyze the disease characteristics and prognostic factors of adult neuroblastoma ( NB) using tumor
epidemiological data collected from the SEER database. Methods:We extracted data of primary NB patients diagnosed by positive
histology during 1975 - 2016 from the SEER database. Patients were grouped into adults and adolescents according to the age of
diagnosis. The competing鄄risk model and Kaplan鄄Meier plot were used to compare survival rates. Cox regression model was used to
identify prognostic factors in adult patients. According to the multivariate model,a nomogram was developed to assist clinical diagnosis
and treatment. Results:The prognosis of adult patients was worse than that of adolescents (P < 0. 01). Univariate analysis of adult NB

摇 摇 摇 revealed that age 逸 50 years old, surgical treatment, the
primary tumor site of nasopharynx,peripheral nervous system,
histological subtypes, and chemotherapy were all prognostic
factors (P < 0. 05 to P < 0. 01). The adjusted multivariable
analysis showed that age, surgery, and the location of the
primary tumor had statistically significant effects on
the survival rate of patients ( P < 0. 05 to P < 0. 01 ).
The established nomogram was used to predict the 3鄄year and
5鄄year survival rates of adult NB patients. Th
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