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circRHOT1靶向 miR‑493‑5p调控结肠癌
SW620细胞增殖及凋亡的机制
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摘要  目的：探讨 circRHOT1 以及 miR⁃493⁃5p 对结肠癌细胞生存的影响及它们之间的关系。方法：本次实验

涉及结肠癌细胞 SW620 以及 43 对结肠癌组织及癌旁组织。 SW620 经转染分为 si⁃NC 组、si⁃circRHOT1 组、

miR⁃NC 组、miR⁃493⁃5p 组、si⁃circRHOT1+anti⁃miR⁃NC 组及 si⁃circRHOT1+anti⁃miR⁃493⁃5p 组。采用 qRT⁃PCR
法检测 circRHOT1 及 miR⁃493⁃5p RNA 含量。Western Blot 法检测细胞增殖及凋亡相关蛋白表达。CCK⁃8 以及流

式细胞术分别检测 SW620 细胞增殖及凋亡，双萤光素酶报告实验验证 circRHOT1 和 miR⁃493⁃5p 靶向关系。结果：

结肠癌组织中高表达 circRHOT1（P<0. 05），低表达 miR⁃493⁃5p（P<0. 05）；敲低 SW620 细胞中 circRHOT1 的含

量可以降低细胞增殖，促进细胞凋亡（P<0. 05）；进一步机制分析证实 miR⁃493⁃5p 是 circRHOT1 的功能靶标；

miR⁃493⁃5p 过表达抑制细胞增殖，加速细胞凋亡（P<0. 05）。miR⁃493⁃5p 敲低可以逆转 circRHOT1 下调诱导的抗

增殖以及促凋亡作用（P<0. 05）。结论：敲低 circRHOT1 表达导致 miR⁃493⁃5p 高表达，从而抑制结肠癌细胞增殖

及诱导细胞凋亡。
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Abstract

Objective:: To investigate the effects of circRHOT1 and miR⁃493⁃5p on the survival of colon can⁃
cer cells and the relationship between them.  Methods:: In this experiment, we utilized the colon cancer 
cell line SW620 and 43 pairs of colon cancer tissues and adjacent non⁃cancerous tissues.  The SW620 
cells were transfected and divided into the following groups: si⁃NC group, si⁃circRHOT1 group, 
miR⁃NC group, miR⁃493⁃5p group, si⁃circRHOT1+anti⁃miR⁃NC group, and si⁃circRHOT1+
anti⁃miR⁃493⁃5p group.  qRT⁃PCR was used to measure the circRHOT1 and miR⁃493⁃5p expression 
levels.  Western Blot was used to detect the expression of proteins related to cell proliferation and 
apoptosis.  The proliferation and apoptosis of SW620 cells were assessed using the CCK⁃8 assay and 
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flow cytometry, respectively.  The targeting relationship between circRHOT1 and miR⁃493⁃5p was 
validated through a dual⁃luciferase reporter assay.  Results:: circRHOT1 was elevated and miR⁃493⁃5p 
was reduced in colon cancer tissues (P<0. 05).  Knocking down of circRHOT1 in SW620 cells could 
reduce cell proliferation and promote cell apoptosis (P<0. 05).  Further mechanism analysis confirmed 
that miR⁃493⁃5p was the functional target of circRHOT1.  Overexpression of miR⁃493⁃5p inhibited 
cell proliferation and promoted cell apoptosis (P<0. 05).  miR⁃493⁃5p deletion reversed the 
anti⁃proliferation and pro⁃apoptotic effects induced by circRHOT1 downregulation in SW620 cells (P
<0. 05).  Conclusion:: Silencing circRHOT1 expression increased the miR⁃493⁃5p expression level in 
SW620 cells, thereby inhibiting proliferation and inducing apoptosis.

Key Words circRHOT1； miR⁃493⁃5p； Colon Cancer； Proliferation； Apoptosis

结肠癌是世界上发病率和死亡率最高的癌症

之一。目前，针对晚期结肠癌患者主要通过放化疗

治疗，然而，对处于晚期的结肠癌患者预后仍然很

差。因此，进一步揭示结肠癌的致癌机制对发现新

的更有效的治疗药物非常重要。环状 RNA（circu⁃
lar RNA，circRNA）是 5'端与 3'端以共价键结合形成

的一类非编码 RNA，其结构稳定且具有组织特异

性，circRNA 在结肠癌中表达异常并可充当微小

RNA（miRNA）的海绵分子而参与结肠癌的发生及

发展过程［1⁃4］。circRHOT1 在肝癌组织中表达上调，

可促进肝癌细胞的增殖和转移［5］。然而结肠癌中

circRHOT1 的表达以及作用尚未见发表。StarBase
预测显示 circRHOT1 与 miR⁃493⁃5p 存在结合位点。

miR⁃493⁃5p 被发现在结直肠癌中低表达，研究［6］表

明 miR⁃493⁃5p 在 结 直 肠 癌 中 表 达 下 调 ，过 表 达

miR⁃493⁃5p 可以阻碍癌细胞的移动性和活性。但

miR⁃493⁃5p 是否通过靶向关系介导 circRHOT1 在

结肠癌中的调节作用尚未见研究。因此，本研究主

要 探 讨 结 肠 癌 SW620 细 胞 中 circRHOT1 和

miR⁃493⁃5p 的作用以及它们之间是否存在靶向

关系。

1 材料与方法

1. 1　材料与试剂   本次实验共纳入 43 例在宁夏回

族自治区人民医院经病理诊断为结肠癌的患者

（2018 年 10 月—2020 年 1 月），男 23 例，女 20 例，平

均年龄（58. 61±5. 23）岁。术中收集患者癌组织及

癌旁组织，-80 ℃保存。所有患者均获得书面知情

同意，且本次实验经医院伦理委员会批准进行。

结肠癌细胞 SW620 购自上海富衡生物科技有

限公司；DMEM 培养基，Lipofectamine2000、RNA 提

取试剂、逆转录试剂与荧光定量 PCR 试剂购自美国

Thermo Fisher 公 司 ；pcDNA、pcDNA⁃circRHOT1
有 上 海 吉 玛 合 成 提 供 ；si⁃NC、si⁃circRHOT1、
miR⁃NC、 miR⁃493⁃5p mimics、 anti⁃miR⁃NC、

anti⁃miR⁃493⁃5p 由广州锐博合成；CCK⁃8 试剂由上

海吉满生物科技有限公司提供；Annexin Ⅴ⁃FITC/
PI凋亡试剂盒购自美国 Sigma；兔抗人 Ki⁃67、Bcl⁃2、
Bax抗体，以及辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗

兔二抗购自美国 CST 公司。

1. 2　方法   
1. 2. 1　 实 验 分 组　 应用 Lipofectamine2000，按照

试剂说明书，参照实验分组，在 SW620 细胞中进行

转染，分别记为 si⁃NC 组、si⁃circRHOT1 组、miR⁃NC
组、miR⁃493⁃5p 组、si⁃circRHOT1+anti⁃miR⁃NC 组、

si⁃circRHOT1+anti⁃miR⁃493⁃5p 组。

1. 2. 2　qRT⁃PCR　应该 RNA 提取试剂盒提取总

RNA，随后反转录合成 cDNA，最后进行 qRT⁃PCR
扩 增 。 采 用 2-ΔΔCt 法 定 量 分 析 circRHOT1 和

miR⁃493⁃5p RNA 水平。

1. 2. 3　 CCK⁃8 实验　将各组 SW620 细胞以每孔

1 000 个细胞密度加入 96 孔板过夜，随后与 10 μL 
CCK⁃8 试剂孵育 2 h 后。最后检测 450 nm 处光密度

（OD）值。

1. 2. 4　流式细胞术　用 100 μL 结合缓冲液消化重

悬各组 SW620 细胞，调整细胞密度为 0. 5×106/100 
μL。取 100 μL 细胞悬浮液，分别加入 5 μL Annexin 
Ⅴ⁃FITC 与 5 μL PI，室温暗染色 10 min，最后流式

细胞仪分析 1 h 内的细胞凋亡率。

1. 2. 5　双萤光素酶报告实验　StarBase 预测显示

miR⁃493⁃5p 现在 circRHOT1 序列上存在互补序列，

将预测位点序列扩增并克隆至萤光素酶载体构建

野生型 WT⁃circRHOT1 载体。随后将序列突变构

建突变型 MUT⁃circRHOT1 载体。将构建的载体

连 同 miR⁃NC、miR⁃493⁃5p mimics 分 别 转 染 至
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SW620 细胞。24 h 后，应用酶标仪检测萤火虫与海

肾荧光值，以海肾荧光值为内参。

1. 2. 6　Western Blot　RIPA 缓冲液裂解各组细胞，

离心后检测细胞样品蛋白浓度。SDS⁃PAGE 电泳分

离蛋白，将分离的蛋白凝胶转移至 PVDF 膜。4 ℃条

件下与一抗稀释液孵育过夜，随后与二抗稀释液室

温条件下孵育 1 h。ECL显影后分析蛋白条带。

1. 3　统计学处理   计量资料以x-±s 表示，采用独

立样本 t 检验（两组间）和单因素方差分析（多组间）

进行统计分析，以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　 结 肠 癌 组 织 、癌 旁 组 织 中 circRHOT1 和

miR‑493‑5p 的表达   结肠癌组织相较于癌旁组织

高表达 circRHOT1（P<0. 05），低表达 miR⁃493⁃5p
（P<0. 05），见表 1。

2. 2　 circRHOT1 敲 低 抑 制 SW620 细 胞 增 殖   
si⁃circRHOT1 组相较于 si⁃NC 组，细胞活力降低（P

<0. 05），Ki⁃67 蛋白表达降低（P<0. 05），见图 1、
表 2。
2. 3　 circRHOT1 敲 低 促 进 SW620 细 胞 凋 亡   

si⁃circRHOT1 组相较于 si⁃NC 组，细胞凋亡率升高

（P<0. 05），抗凋亡蛋白 Bcl⁃2 下调（P<0. 05），促凋

亡蛋白 Bax 上调（P<0. 05），见图 2、表 3。
2. 4　 circRHOT1 靶 向 调 控 miR‑493‑5p 的 表 达   
StarBase 预测 miR⁃493⁃5p 在 circRHOT1 上存在互

补 序 列 ，见 图 3。 miR⁃493⁃5p 过 表 达 抑 制

WT⁃circRHOT1 萤光素酶活性（P<0. 05），但不影

响 MUT⁃circRHOT1 萤光素酶活性，见表 4。 cir⁃
cRHOT1 过 表 达 抑 制 miR⁃493⁃5p 的 表 达（P
<0. 05），其 敲 低 促 进 miR⁃493⁃5p 的 表 达（P
<0. 05），见表 5。
2. 5　miR‑493‑5p 过表达抑制 SW620 细胞增殖、促

进细胞凋亡   miR⁃493⁃5p 组相较于 miR⁃NC 组，细

胞活力降低（P<0. 05），凋亡率升高（P<0. 05），

Ki⁃67、Bcl⁃2 蛋白水平降低（P<0. 05），Bax 蛋白水

平升高（P<0. 05），见图 4、表 6。

2. 6　干扰 miR‑493‑5p 表达逆转 circRHOT1 敲低

对 SW620 细 胞 的 作 用   si⁃circRHOT1+
anti⁃miR⁃493⁃5p 组 相 较 于 si⁃circRHOT1+

anti⁃miR⁃NC 组细胞活力升高（P<0. 05），凋亡率降

低（P<0. 05），Ki⁃67、Bcl⁃2 蛋 白 水 平 升 高（P<
0. 05），Bax 蛋白水平降低（P<0. 05），见图 5、表 7。

表 1　结肠癌组织、癌旁组织中 circRHOT1 和 miR‑493‑5p
的表达（x-±s，n=43）

组别

癌旁组织

结肠癌组织

t

P

circRHOT1
1.00±0.06
3.17±0.18*

74.997
<0.001

miR⁃493⁃5p
1.00±0.06
0.45±0.03*

53.764
<0.001

相较于癌旁组织，*P<0.05

图 1　Ki‑67 蛋白表达

表 2　circRHOT1 敲低抑制 SW620 细胞增殖（x-±s，n=9）

组别

si⁃NC
si⁃circRHOT1

t

P

circRHOT1
1.00±0.07
0.33±0.03*

26.393
<0.001

OD 值（450 nm）

0.93±0.06
0.43±0.03*

22.361
<0.001

Ki⁃67 蛋白

0.67±0.04
0.25±0.02*

28.174
<0.001

相较于 si⁃NC 组，*P<0.05

图 2　circRHOT1 敲低促进 SW620 细胞凋亡

A. 凋亡相关蛋白表达；B、C. 细胞凋亡流式图
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3 讨论

circRNA 在结肠癌中表达异常，并可调控结肠

癌细胞增殖、凋亡等生物学过程，circRHOT1 通过

抑 制 miR⁃1273a 而 促 进 结 肠 癌 的 发 展［7］。 circF⁃
NDC3B 可通过调节 Snail 而抑制结肠癌进展［8］。

circRNA_000166 通过调节 miR⁃330⁃5p/ELK1 促进

结肠癌细胞增殖、迁移和侵袭［9］。circ_0007843 充当

mIR⁃518c⁃5p 的海绵分子而调节结肠癌 SW480 细胞

的迁移和侵袭［10］。然而结肠癌中 circRHOT1 作为

尚未见报道。

circRHOT1 在胰腺癌中表达上调，并可促进胰

腺癌细胞增殖和侵袭［11］。 circRHOT1 通过充当

miR⁃125a⁃3p 的海绵分子而促进胰腺癌细胞生长和

侵袭［12］。在本次实验中，我们发现结肠癌组织高表

达 circRHOT1，为进一步研究其在结肠癌癌症发生

中的作用，我们采用功能丧失实验，结果表明敲低

circRHOT1 可以抑制肠癌细胞活性。细胞增殖相

关蛋白 Ki⁃67 在结肠癌中表达水平升高，是重要的

癌症细胞增殖标志物［13］。Bcl⁃2/Bax 比值升高可抑

制细胞凋亡［14］。本次实验结果发现 circRHOT1 敲

低可以导致结肠癌细胞低表达 Ki⁃67 和 Bcl⁃2 蛋白，

而高表达 Bax 蛋白，进一步提示敲除 circRHOT1 可

以抑制癌细胞生长。但 circRHOT1 调控结肠癌细

胞增殖及凋亡的分子机制尚未可知。

随后我们进行机制研究，证实 miR⁃493⁃5p 是

circRHOT1 的功能靶标，并受其负调控。研究［15］表

明 miR⁃493⁃5p 通过靶向 MAP3K2 抑制胃癌细胞增

殖和迁移。miR⁃493⁃5p 通过靶向 VAMP2 促进肝癌

细胞凋亡并抑制细胞增殖和侵袭［16］。miR⁃493⁃5p
通过靶向 Kruppel 样因子 5 抑制骨肉瘤细胞的增殖

和转移［17］。miR⁃493⁃5p 通过靶向 E2F3 抑制食管癌

细胞的增殖［18］。在本次实验中，我们发现结肠癌组

织低表达 miR⁃493⁃5p。上调癌细胞中 miR⁃493⁃5p
含量可以抑制细胞生长，促进细胞凋亡。同时我们

进行了回复实验，结果表明抑制 miR⁃493⁃5p 可以部

分逆转 circRHOT1 敲低介导的抗增殖以及促凋亡

作用。

综上所述，我们首次发现结肠癌组织高表达

circRHOT1，低表达 miR⁃493⁃5p，敲低结肠癌细胞

表 3　circRHOT1 敲低促进 SW620 细胞凋亡（x-±s，n=9）

组别

si⁃NC
si⁃circRHOT1

t

P

凋亡率/%
6.84±0.58

25.16±2.24*

23.752
<0.001

Bcl⁃2 蛋白

0.51±0.04
0.18±0.02*

22.137
<0.001

Bax 蛋白

0.31±0.03
0.76±0.04*

27.000
<0.001

相较于 si⁃NC 组，*P<0.05

图 3　circRHOT1 与 miR‑493‑5p 的互补序列

表 4　双萤光素酶报告实验（x-±s，n=9）

组别

miR⁃NC
miR⁃493⁃5p

t

P

WT⁃circRHOT1
0.99±0.07
0.53±0.04*

17.117
<0.001

MUT⁃circRHOT1
1.01±0.08
0.98±0.06

0.900
0.381

相较于 miR⁃NC 组，*P<0.05

表 5　circRHOT1 调控 miR‑493‑5p 的表达（x-±s，n=9）

组别

pcDNA
pcDNA⁃circRHOT1

si⁃NC
si⁃circRHOT1

F

P

miR⁃493⁃5p
1.00±0.04
0.32±0.03*

0.98±0.06
3.08±0.30#

538.576
<0.001

相较于 pcDNA 组，*P<0.05；相较于 si⁃NC 组，#P<0.05

图 4　miR‑493‑5p 过表达抑制 SW620 细胞增殖、促进细胞凋亡

A. 增殖和凋亡相关蛋白表达；B、C. 细胞凋亡流式图
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中 circRHOT1 表达可以同靶向促进 miR⁃493⁃5p 的

表达进而抑制癌细胞的增殖，促进细胞凋亡。 cir⁃
cRHOT1/miR⁃493⁃5p 分子轴可参与结肠癌癌症发

生。我们的结果为结肠癌的发病机制提供了新见

解，并对开发有效的治疗方法、改善结直肠癌患者

的预后具有重要意义。
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