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circ_0023642通过调控miR-508-3p/ERBB4分子轴促进胃癌GMC-803
细胞的恶性生物学行为

施兵 a，徐健 a，张秀兵 a，徐春华 b（南通市第二人民医院 a.肿瘤科；b.药剂科，江苏 南通 226002）

[摘 要] 目的：探讨 circ_0023642通过调控miR-508-3p/ERBB4分子轴对胃癌GMC-803细胞增殖和转移的影响及其作用机

制。方法：选取2015年5月至2018年3月南通市第二人民医院手术切除的31例胃癌患者癌组织及配对的癌旁组织标本和胃癌

细胞系，使用qPCR检测胃癌组织、癌旁组织和细胞系中 circ_0023642和miR-508-3p的表达情况；WB实验检测MGC-803细胞中

ERBB4、E-cadherin、N-cadherin和Vimentin的表达；CCK-8和Transwell实验检测调控 circ_0023642和miR-508-3p的表达对MGC-

803细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响；双荧光素酶报告基因验证miR-508-3p是否能够结合 circ_0023642和ERBB4的 3' UTR。

结果：circ_0023642 在胃癌组织和细胞系中的表达水平分别显著高于癌旁组织和正常胃黏膜细胞（P<0.05 或 P<0.01），且在

MGC-803细胞中表达水平最高。敲降 circ_0023642后MGC-803细胞增殖、迁移、侵袭和上皮间质转化（epithelial-mesenchymal

transition, EMT）受到明显抑制（均P<0.05或P<0.01）；circ_0023642与ERBB4均可以靶向结合miR-508-3p的作用位点，并进一步

实验证实 circ_0023642通过海绵吸附miR-508-3p促进MGC-803细胞增殖、迁移、侵袭和EMT（P<0.05或P<0.01）。结论：circ_

0023642通过与ERBB4竞争性结合miR-508-3p的作用位点，进而促进胃癌MGC-803细胞增殖和转移，其可作为胃癌临床诊断的

标志物。
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circ_0023642 promotes malignant biological behaviors of gastric cancer cells via
regulating miR-508-3p/ERBB4 axis

SHI Binga, XU, Jiana, ZHANG Xiubinga, XU Chunhuab (a. Department of Oncology; b. Department of Pharmacy, the Second People's

Hospital of Nantong City, Nantong 226002, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective: To explore the influence of circ_0023642 on the proliferation and metastasis of gastric cancer GMC-803 cells

by modulating miR-508-3p/ERBB4 axis. Methods: Cancer tissues and corresponding para-cancer normal tissues from 31 gastric cancer

patients, who underwent surgical resection at the Second People's Hospital of Nantong City from May 2015 to March 2018, were col-

lected for this study; meanwhile, gastric cancer cell lines (MGC-803, MKN-45 and MKN-28) were also collected. qPCR was performed

to determine the expression levels of circ_0023642 and miR-508-3p in above mentioned tissues and cell lines. WB was applied to mea-

sure the expressions of ERBB4, E-cadherin, N-cadherin and Vimentin in MGC-803 cells. CCK-8 assay and Transwell assay were used

to evaluate the effects of circ_0023462 and miR-508-3p expression on proliferation, migration and invasion of MGC-803 cells. Dual-lu-

ciferase reporter gene was carried out to validate whether miR-508-3p could bind to the 3' UTR of circ_0023642 and ERBB4. Results:

Compared with para-cancer tissues or normal gastric mucosal cells, the expression of circ_0023642 was significantly up-regulated in

gastric cancer tissues and cells lines, and the expression was highest in MGC-803 cells (P<0.05 or P<0.01). Silencing circ_0023642 dra-

matically decreased the proliferation, migration, invasion and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of MGC-803 cells (P<0.05 or

P<0.01). Both circ_0023642 and ERBB4 could target the binding sites of miR-508-3p. Further experiments confirmed that circ_

0023642 promoted the proliferation, migration, invasion and EMT of MGC-803 cells by sponging miR-508-3p (P<0.05 or P<0.01).

Conclusion: circ_0023642, by competing ERBB4 to bind with miR-508-3p, promotes the proliferation and metastasis of gastric cancer

MGC-803 cells, thus could be used as a marker for the clinical diagnosis of gastric cancer.

[Key words] gastric cancer; MGC-803 cell; circ_0023642; miR-508-3p; ERBB4; proliferation; metastasis；EMT
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虽然胃癌发病率近年来有所下降，但其仍然是

全球第四大常见癌症，也是导致癌症死亡的第二大

原因[1]。由于胃癌早期较难发现，且多数患者就诊时

已处于中晚期，因此，探究新的肿瘤标志物有助于提

高胃癌的诊断水平。近年来大量研究[2]证实，circular

RNA（circRNA）在癌症诊断中具有潜在的生物标志

物价值。例如，circ_001569可作为胃癌标志物，高水

平 circ_001569可促进胃癌细胞增殖[3]；circ_0023642

通过调控EMT促进胃癌细胞迁移和侵袭[4]。研究[5]

表明，circRNA 具有很强的调控功能 ，特别是对

miRNA，例如 circ_100269通过靶向下调miR-630的

表达抑制胃癌细胞生长。有文献[6]报道，miR-508-3p

作为肿瘤抑制miRNA在胃癌中低表达，并可以通过

下调 NFKB1 和 RELA 的表达使 NF-κB 信号通路灭

活。此外也有研究[7]显示，ERBB4在胃癌中高表达，

并能够促进胃癌细胞增殖和转移。但 circRNA通过

调控miR-508-3p/ERBB4分子轴影响胃癌细胞增殖

和迁移尚未见报道。本研究将从细胞水平探讨 circ_

0023642通过调控miR-508-3p/ERBB4分子轴对胃癌

细胞增殖和迁移的影响，为胃癌临床诊断的提供标

志物。

1 材料与方法

1.1 组织样本、细胞系及主要试剂

收集 2015年 5月至 2018年 3月南通市第二人民

医院手术切除31例胃癌患者癌组织及配对的癌旁组

织标本，所有标本入液氮中保存。纳入标准：病理学

诊断为胃癌，手术前未进行过任何放疗或化疗等治

疗。排除标准：病理学诊断为非胃癌。参照 2000年

WHO消化系统肿瘤分类指南：Ⅰ级4例、Ⅱ级15例、

Ⅲ级10例、Ⅳ级2例。

正常胃黏膜细胞 GES-1（货号：BNCC337970））

和胃癌细胞系 MGC-803（货号 ：BNCC100665）、

MKN-45（货号：BNCC337682）和 MKN-28（货号：

BNCC338339））均购于北纳生物公司（BNCC）细胞

库，并均培养于含 10%胎牛血清（FBS）、100 U/ml青

霉素和100 mg/ml链霉素的RPMI 1640培养基中。

FBS 购自上海生工公司，RPMI 1640 购于 Ther-

mo Scientific Hyclone 公司，Lipofectamine 3000 购买

于 Invitrogen公司，TRIzol reagent试剂盒购于 Invitro-

gen 公司，一步法逆转录试剂盒购于 TaKaRa 公司，

TRIzol试剂、RIPA裂解液、BCA定量检测试剂盒购于

Bio-Rad公司；双荧光素酶报告基因试剂盒购于Pro-

mega公司，CCK-8检测试剂盒、Transwell小室购于美

国Corning公司，ERBB4及EMT相关蛋白抗体购于

Abcam公司，qPCR引物、miR-508-3p mimics及阴性

寡核苷酸均由锐博公司设计并合成。

1.2 细胞转染

实验前 1 d 将 MGC-803 细胞接种于 6 孔板，

37 ℃、5% CO2培养箱培养。待细胞汇合度达到70%

左右时进行转染。即按照 LipofectamineTM 3000转

染试剂说明书使用无血清 RPMI 1640培养基稀释

LipofectamineTM 3000和待转样本。并将稀释好的 si-

circ_0023642、pcDNA3.1 - circ_0023642、pcDNA3.1 -

ERBB4、si-ERBB4 或 miR -508 -3p mimics 与 Lipo-

fectamine 3000混匀后混合转染MGC-803细胞。培

养箱继续培养48 h后进行后续实验。

1.3 qPCR 检测胃癌组织和细胞中 circ_0023642 和

miR-508-3p的表达

使用TRIzol试剂提取组织或细胞中的总RNA，

并按照一步法逆转录试剂盒将提取的RNA反转录成

cDNA。以U6为内参，进行PCR检测circ_0023642和

miR-508-3p的表达水平。引物序列如表 1所示。反

应程序为：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃

退火 45 s，进行 45个循环。采用 2
-ΔΔCt

法进行计算相

对表达量。实验重复3次。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Primer sequences of qPCR

Gene

circ_0023642

miR-508-3p

U6

Sequence

F: 5'-ATGACAAACTGACGGAAAAGGAG-3'

R: 5'-AACCAAGGGCAACAGCAATG-3'

F: 5'-CAAGCATGATTGTAGCCTTTTG-3'

R: 5'-TATCGTTGTACTCCAGACCAAGAC-3'

F: 5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'

R: 5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'

1.4 CCK-8检测MGC-803细胞增殖活力

将各转染组细胞培养至对数生长期，胰酶消化

后接种至96孔板，2×104个/孔，并于37 ℃、5% CO2培

养箱培养0、24、48、72、96 h，并于相应时间加入15 μl

CCK-8 溶液，随后继续培养 2 h 后在酶标仪上检测

450 nm处的光密度（D）值。实验重复3次。

1.5 Transwell小室实验检测MGC-803细胞迁移和

侵袭能力

收集各转染组对数生长期细胞，调整细胞密度

为 2×105 个/ml，取 200 μl 接种于铺有 Matrigel 胶的

Transwell 培养板上室。下室加入 600 μl 含有 20%

FBS的培养基，于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 48 h

后检测MGC-803细胞侵袭能力。4%多聚甲醛固定

通过微孔膜的细胞，1%的结晶紫染色。倒置显微镜
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下观察计数。迁移实验Transwell小室不用Matrigel

胶包被，其余操作同侵袭实验。实验重复3次。

1.6 双荧光素酶报告基因检测 circ_0023642、miR-

508-3p和ERBB4之间的靶向关系

qPCR 分别扩增 circ_0023642、ERBB4 与 miR-

508-3p的结合片段，然后克隆至pmirGLO载体上，获

得野生型载体 pmirGLO-circ_0023642-WT和 pmriG-

LO-ERBB4-WT。采用基因定点突变技术突变

circ_0023642 和 ERBB4 与 miR-508 -3p 的 结 合 位

点 ，分别构建 circ_0023642 和 ERBB4 突变型质

粒。随后用 Lipofectamine 3000 将野生型质粒和

突变型质粒分别于 miR-508-3p mimics 和 miR-NC

转染 293T 细胞。转染 48 h 后，收集细胞，使用双

荧光素酶报告基因检测系统检测各组细胞荧光素酶

活性。按照双荧光素酶报告基因试剂盒说明书，用

酶标仪检测萤火虫和海肾荧光值，并以海肾荧光值

作为内参。实验重复3次。

1.7 WB实验检测ERBB4和EMT相关蛋白的表达

使用 RIPA 裂解液提取各转染组细胞总蛋白，

BCA试剂盒检测蛋白浓度及纯度。使用 SDS-PAGE

分离蛋白条带，并采用湿转法将目的条带转至

PVDF 膜上。5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，加入

按 1∶1 000 稀释的一抗，4 ℃过夜孵育。次日，洗

去一抗，加入 1∶2 000 稀释的 HRP 标记的二抗，

室温孵育 1 h。使用 ECL 化学发光液显色，凝胶

成像系统采集图像，Image J 对蛋白条带进行定

量分析。实验重复3次。

1.8 统计学处理

采用 SPSS22.0统计学软件，计量数据以 x̄±s 表

示。2组间比较采用独立样本 t检验和近似 t检验；多

组间的均数比较采用单因素方差分析，组内的两两

比较采用SNK-q检验。以P＜0.05或P＜0.01表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 circ_0023642在胃癌组织和细胞系中呈高表达

qPCR实验检测结果显示，与癌旁组织比较，胃

癌组织中 circ_0023642呈高表达（P<0.01，图 1A）；与

正常胃黏膜细胞（GES-1）比较，circ_0023642在胃癌

细胞系（MGC-803、MKN-45和MKN-28）中的表达水

平显著上调（P<0.05 或 P<0.01，图 1B），在 MGC-803

细胞中的表达水平明显高于其他 2株胃癌细胞（P<

0.05），故选择该细胞进行后续实验。

**P<0.01 vs Para-cancer or GES-1 group, ∆P<0.05 vs MGC-803 group.

A: Expression of circ_0023642 in gastric cancer tissues and para-cancerous tissue was examined by qPCR；

B: Expression of circ_0023642 in gastric cancer cell lines and human normal gastric mucosal cells was detected by qPCR

图1 circ_0023642在胃癌组织和细胞系中高表达

Fig. 1 circ_0023642 was up-regulated in gastric cancer tissues and cell lines

2.2 敲降 circ_0023642 抑制 MGC-803 细胞增殖和

转移

qPCR 实验检测结果（图 2A）显示 ，si-circ_

0023642后MGC-803细胞中 circ_0023642 的表达水

平显著低于对照组（P<0.01）。CCK-8 实验检测

结果（图 2B）显示，敲降 circ_0023642 后，MGC-

803 细胞增殖活力明显低于对照组（P<0.05 或 P<

0.01）；Transwell 实验检测结果（图 2C、D）显示，

相较于对照组，MGC-803 细胞迁移和侵袭明显受

到抑制（P<0.05 或 P<0.01）；WB 实验检测结果

（图 2E）显示，敲降 circ_0023642，上皮细胞标志

物 E-cadherin 的表达水平明显增加（P<0.01），而

间充质细胞标志物 N-cadherin 和 Vinentin 的表达

水平明显降低（P<0.05或P<0.01）。上述结果表明，

敲降 circ_0023642能够抑制MGC-803细胞增殖和转

移,并影响EMT相关蛋白的表达。
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2.3 miR-508-3p靶向结合 circ_0023642和ERBB4的

3'-UTR

生物信息学网站 circular RNA interactome 和

Starbase 预测发现 miR-508-3p 与 circ_0023642 和

ERBB4 存在连续的结合位点（图 3A）。双荧光素

酶报告基因检测结果 (图 3B)显示，共转 miR-508-

3p mimics+circ_0023642-WT 或 miR-508-3p mimics+

ERBB4-WT 时荧光素酶活性明显低于对照组（P<

0.05）；但 共 转 miR-508-3p mimics + circ_0023642 -

MUT 或 miR-508-3p+ERBB4-MUT 时荧光素酶活

性与对照组无明显差异（P>0.05）。敲降 circ_

0023642 后，qPCR 实验检测结果显示，miR-508-3p

的表达水平显著高于对照组（P<0.05，图 3C）；

WB 实验检测结果显示，ERBB4 的表达水平明显

低于对照组（P<0.05，图 3D）；此外，WB 实验检测

过表达 miR-508-3p 后 ERBB4 的表达情况，结果显

示，过表达 miR-508-3p 显著降低 ERBB4 的表达水

平（P<0.05，图 3E）。上述结果表明，circ_0023642

和 ERBB4 均与 miR-508-3p 具有直接靶向关系，

circ_0023642 可能通过 miR-508-3p 调控 ERBB4 的

表达。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A: The expression level of circ_0023642 in MGC-803 cells was analyzed by qPCR; B: CCK-8 assay was used to detect cell

proliferation viability of MGC-803 cells; C and D: The migration and invasion of MGC-803 cells was evaluated by

Transwell assay (×100); E: WB was used to measure the expression of EMT related proteins

图2 敲降circ_0023642抑制MGC-803细胞增殖和转移并影响EMT相关蛋白的表达

Fig. 2 Down-regulation of circ_0023642 inhibited the proliferation and metastasis of MGC-803 cells

and affected the expression of EMT-related proteins

2.4 circ_0023642与ERBB4竞争性结合miR-508-3p

促进MGC-803细胞增殖和转移

qPCR 检测结果显示 ,与对照组相比，过表达

miR-508-3p 显著上调 MGC-803 细胞中 miR-508-3p

的表达水平（P<0.01，图 4A），而同时过表达 miR-

508-3p+circ_0023642、miR-508-3p+ERBB4 或转染

pcDNA3.1 - circ_0023642 + si-ERBB4 时 , miR-508-3p

的 表 达 水 平 与 对 照 组 无 明 显 差 异（P<0.05）。

CCK-8 实验检测结果显示，转染 miR-508-3p mim-

ics 后 MGC-803 细胞增殖活力明显低于对照组

（P<0.01，图 4B）。Transwell 实验检测结果显示，

相较于对照组 ，过表达 miR - 508 - 3p 显著抑制

MGC-803 细胞迁移和侵袭能力（P<0.05，图 4C、

D）。同时，WB 实验检测结果显示，转染 miR-

508-3p mimics 后，E-cadherin 的表达水平显著上

调，且 N-cadherin 和 Vimentin 的表达水平显著下

调（均 P<0.01，图 4E）。此外，回复实验证实，同

时过表达 miR-508-3p+circ_0023642、miR-508-3p+

ERBB4或转染pcDNA3.1-circ_0023642+si-ERBB4能

够逆转仅过表达miR-508-3p对MGC-803细胞增殖

和转移的抑制作用。以上结果表明，circ_0023642与

ERBB4竞争性结合miR-508-3p的作用位点，进而促

·· 979



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(9)

进MGC-803细胞增殖和转移。

3 讨 论

circRNA是一种特殊的非编码RNA分子，具有

封闭的环状结构。越来越多的研究证实，circRNAs

作为重要的调节因子在包括胃癌在内的多种肿瘤发

生和发展中扮演重要角色。例如，circ_102958作为

胃癌诊断的分子标志物在胃癌组织中高表达，且

circ_102958水平与胃癌 TNM分期呈正相关[8]；circ_

0074362在胃癌组织中的表达水平显著低于癌旁组

织，可作为胃癌临床诊断的潜在分子靶标[9]。ZHOU

等[4]研究发现，circ_0023642在胃癌组织和细胞系中

高表达，沉默 circ_0023642能够抑制胃癌细胞增殖、

迁移和侵袭，且促进凋亡。同时本研究也发现，circ_

0023642 在胃癌组织和细胞系中高表达，敲降 circ_

0023642显著抑制MGC-803细胞增殖和转移，与以前

的研究[5]结果一致。

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group; ∆∆P<0.01 vs NC group

A: Circ RNA interactome and starbase database were used to predict the relationship among miR-508-3p, circ_0023642 and ERBB4;

B: Dual-luciferase reporter gene was applied to measure the luciferase activity of MGC-803 cells; C: The expression level of miR-508-

3p in MGC-803 cells was analyzed by qPCR; D and E：WB was used to determine the expression of ERBB4 in MGC-803 cells

图3 miR-508-3p靶向结合circ_0023642和ERBB4的3'-UTR

Fig. 3 miR-508-3p could targetedly bind 3'-UTR of circ_0023642 and ERBB4

miR-508-3p作为抑癌基因在肿瘤中扮演重要角

色,例如，miR-508-3p在三阴性乳腺癌组织和细胞中

低表达，过表达miR-508-3p可抑制三阴性乳腺癌细

胞EMT过程[10]；miR-508-3p通过沉默NFKB1和RE-

LA抑制NF-κB信号通路在胃癌中的致癌作用[6]。同

时文献[11]报道，circRNAs基因序列中含有miRNAs的

结合位点，这使得 circRNAs 可以通过与miRNAs 相

互作用调控肿瘤的发生和发展。例如，circ_SFMBT2

海绵吸附 miR-182-5p 促进胃癌细胞增殖[12]；circP-

DSS1通过靶向下调miR-186-5p促进胃癌的发展进

程[13]。本研究发现，circ_0023642 可通过靶向下调

miR-508-3p 促进 MGC-803 细胞增殖、迁移、侵袭和

EMT。

ERBB4是表皮生长因子受体（EGFR）家族成员

之一，是一种大穿膜糖蛋白，具有酪氨酸激酶活性[7]。

ERBB4一旦与表皮生长因子（EGF）结合，可激活细

胞核内相关基因，促进细胞分裂和增殖[14-15]。研

究[16-17]证实，ERBB4在胃癌和乳腺癌等多种肿瘤中高

表达，且在肿瘤细胞存活、增殖和转移等生物过程中

发挥重要作用。且研究[18-20]证实，miRNAs可通过调

控ERBB4影响肿瘤的发展，如miR-193a-3p作为抑癌

基因靶向下调ERBB4的表达水平，抑制肺癌的发展。

本研究发现，miR-508-3p可通过靶向下调ERBB4抑

制 MGC-803 细胞增殖和转移。进一步实验证实，

circ_0023642可通过与ERBB4竞争性结合miR-508-

3p的作用位点，下调miR-508-3p对ERBB4的抑制作

用，进而促进 MGC - 803 细胞增殖、迁移、侵袭和

EMT。

综上所述，circ_0023642可作为胃癌诊断的分子

靶标，其作用机制为circ_0023642通过海绵吸附miR-
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508-3p，下调miR-508-3p对ERBB4的抑制作用，进而 促进胃癌细胞增殖和转移。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group; ∆P<0.05，∆∆P<0.01 vs miR-508-3p mimics group

A：The expression level of miR-508-3p in MGC-803 cells was analyzed by qPCR; B: The proliferation of MGC-803 cells

was detected by CCK-8 assay; C and D: The migration and invasion of MGC-803 cells was detected by Transwell assay (×100);

E: The expression of EMT related proteins was measured by WB

图4 circ_0023642与ERBB4竞争性结合miR-508-3p促进MGC-803细胞的增殖和转移

Fig.4 circ_0023642 promoted the proliferation and metastasis of MGC-803 cells by competing ERBB4 to bind with miR-508-3p
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