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外泌体来源的 hsa_circ_0076987 分子在胃癌中的表达
及其对胃癌细胞生物学行为的影响
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[摘要] 　 目的: 探究 hsa_circ_0076987 在胃癌细胞和胃癌血浆外泌体中的表达情况及其对胃癌细胞生物学功能的

影响。 方法: 通过 circRNA 芯片技术,检测 6 对胃癌患者与健康体检者血浆外泌体中 circRNA 的表达情况;采用实

时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 hsa_circ_0076987 在胃癌细胞和血浆外泌体中的表达情况,并结合临床病理资料,
分析其临床相关性;采用受试者工作特征(ROC)曲线分析 hsa_circ_0076987 对胃癌的诊断价值;采用过表达质粒转

染胃癌细胞,过表达 hsa_circ_0076987;通过 CCK-8 和克隆形成实验检测胃癌细胞增殖能力变化,Transwell 迁移和

侵袭实验检测胃癌细胞迁移与侵袭能力变化。 结果: qRT-PCR 结果显示,hsa_circ_0076987 在胃癌细胞和胃癌血浆

外泌体中低表达(P 均<0. 01),且与肿瘤神经浸润相关(P<0. 05);ROC 曲线分析显示,hsa_circ_0076987 曲线下面

积(AUC)为 0. 709,灵敏度为 0. 606,特异度为 0. 697,95%CI 为 0. 585~0. 833(P<0. 05);过表达 hsa_circ_0076987 可

以抑制胃癌细胞的增殖、迁移与侵袭能力。 结论: hsa_circ_0076987 在胃癌细胞及血浆外泌体中低表达且与胃癌发

生发展有关,有望成为胃癌诊断的新型标志物与治疗靶点。
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Expression of exosome-derived hsa_circ_0076987 in gastric cancer and
its effect on the biological behavior of gastric cancer cells
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[Abstract]　 Objective: To investigate the expression of hsa_circ_0076987 in gastric cancer cells and
plasma exosomes, as well as its effects on the biological functions of gastric cancer cells. Methods: The
expression of circRNAs in plasma exosomes of six pairs of gastric cancer patients and healthy individuals
was detected by circRNA microarray technology. qRT-PCR was used to detect the expression of hsa_circ_
0076987 in gastric cancer cells and plasma exosomes, and its relationship with clinicopathological
characteristics was analyzed. The diagnostic value of hsa_circ_0076987 in gastric cancer was analyzed by
receiver operating characteristic (ROC) curve. hsa_circ_0076987 was overexpressed in gastric cancer
cells by transfection with overexpression plasmids. The changes in the cell proliferation, migration and
invasion ability of gastric cancer cells were detected by CCK-8 assay, cell clone formation assay, Transwell
migration and invasion assay, respectively. Results: The results of qRT-PCR showed that hsa _ circ _
0076987 was lowly expressed in gastric cancer cells and gastric cancer plasma exosomes (both P<0. 01)
and correlated with tumor neural infiltration (P<0. 05). The ROC curve showed that the area under the
curve (AUC) of hsa_circ_0076987 was 0. 709, the sensitivity was 0. 606, the specificity was 0. 697,



95%CI was 0. 585-0. 833 (P<0. 05). Overexpression of hsa_circ_0076987 inhibited the proliferation,
migration and invasion ability of gastric cancer cells. Conclusion: hsa_circ_0076987 is lowly expressed
in gastric cancer cells and plasma exosomes, and is associated with the development and progression of
gastric cancer. It′s expected to be a novel marker and therapeutic target for gastric cancer diagnosis.
[Key words]　 gastric cancer; exosome; hsa_circ_0076987; cell proliferation; cell migration; cell invasion

胃癌是全球常见的恶性肿瘤之一,发病率居全

球第五,死亡率居全球第四[1]。 胃癌早期发病隐

匿,患者预后差,亟需寻找新型标志物。 大量研究表

明,肿瘤来源外泌体中富含来自肿瘤细胞的蛋白质、
脂质及核酸分子,是液体活检的新型生物标志物以

及理想的靶向药物载体[2]。 环状 RNA(circRNA)是
一类具有调控功能的非编码 RNA,与线性 RNA 不

同,circRNA 具有由共价键形成的闭合环状结构,不
易受 RNA 核酸外切酶影响,表达更稳定且不易降

解[3]。 越来越多的研究表明,外泌体源 circRNA 在

非小细胞肺癌[4]、乳腺癌[5]、胃癌[6]、结直肠癌[7]、
膀胱癌[8]等多种恶性肿瘤中异常表达并且在肿瘤

的发生发展中发挥重要作用。
现有研究已证实外泌体 circRNA 参与胃癌进

展,但血浆外泌体中调控胃癌恶性表型的关键

circRNA 仍 有 待 挖 掘。 因 此, 本 研 究 旨 在 通 过

circRNA 芯片技术检测比较胃癌患者与健康体检者

血浆外泌体中差异表达的 circRNA,通过生物信息

学分析确定研究分子为 hsa_circ_0076987,检测其在

胃癌细胞及胃癌血浆外泌体中的表达情况及临床意

义,同时探究过表达 hsa_circ_0076987 对胃癌细胞增

殖、迁移和侵袭等生物学行为的影响,为胃癌无创诊

断与靶向治疗提供新型分子标志物与潜在作用靶点。

1　 材料与方法

1. 1　 标本来源与资料收集

收集 2021 年 9 月至 2022 年 5 月在江苏大学附

属人民医院确诊的胃癌患者血液样本 40 例,其中男

28 例,女 12 例;年龄 36 ~ 86 岁,<60 岁 10 例,≥60
岁 30 例;同期收集 46 例健康体检者外周血样本。
所有样本均在取血当日离心,并取上层血浆分装后

置于-80 ℃保存备用。 同时收集患者性别、年龄、肿
瘤大小、淋巴结转移、神经浸润、TNM 分期以及癌胚

抗原(CEA)等临床病理资料。 本研究经江苏大学

医学伦理委员会批准(伦理号:2020161),所有血液

样本在采集前均获得受试者知情同意。
1. 2　 细胞株与主要试剂

人胃黏膜上皮细胞 GES-1,人胃癌细胞 HGC-

27、AGS、SNU-1、MKN-45(上海酶研生物科技有限公

司);DMEM / F12 液体培养基、RPMI 1640 液体培养

基、高糖 DMEM 培养基(美仑生物科技有限公司);
胎牛血清、Trizol 试剂、qRT-PCR 逆转录与扩增试剂

盒、CCK-8 试剂(南京诺唯赞生物科技股份有限公

司);血浆外泌体提取试剂盒 ExoQuick(美国 SBI
公司);血清 /血浆 miRNA 和总 RNA 纯化试剂盒

miRNeasy Serum / Plasma Kit(德国 Qiagen 公司);所
有引物均由上海生工生物工程有限公司合成;hsa_
circ_0076987 过表达质粒由苏州吉玛基因股份有限

公司构建; JetPRIME 通用型 DNA / siRNA 转染试

剂(法国 Polyplus 公司)。
1. 3　 细胞培养

AGS 采用含 10%胎牛血清和 1%青霉素 链霉

素混合液(P +S)的 DMEM / F12 培养;SNU-1、MKN-
45 采用含 10%胎牛血清和 1% P +S 的 RPMI 1640
培养;GES-1、HGC-27 采用含 10%胎牛血清和 1%
P+S 的高糖 DMEM 培养基培养。 细胞置于 37 ℃、
5% CO2培养箱中培养,显微镜观察细胞状态,适时

更换营养液。
1. 4　 qRT-PCR 检测 hsa_circ_0076987 的表达

按照 Trizol 试剂说明书提取细胞总 RNA,用
ExoQuick 试剂盒提取血浆外泌体,并按照 miRNeasy
Serum / Plasma Kit 说明书步骤提取外泌体总 RNA。
按照逆转录试剂盒说明书将总 RNA 逆转录为

cDNA,然后以 cDNA 为模板,β-肌动蛋白为内参进行

qRT-PCR 扩增。 相关引物序列:hsa_circ_0076987 上

游引物为 5′-TTCTTGAAGTCTGGTGATGC-3′,下游引

物为 5′-GAACCAAGGCATCCAAAG-3′;β-肌动蛋白

上游引物为 5′-CACGAAACTACCTTCAACTCC-3′,下
游引物为 5′-CATACTCCTGCTTGCTGATC-3′。 反应

程序为 95 ℃预变性 5 min、95 ℃变性 30 s、52 ℃退

火 30 s,共循环 40 次。 每组样本设置 3 个复孔,采
用 2-ΔΔCt法计算 hsa_circ_0076987 的相对表达量。
1. 5　 芯片检测、信号捕获与分析

提取的血浆外泌体送至上海伯豪生物技术有限

公司进行 SBC Human ceRNA 芯片表达谱分析。 芯

片扫描得到的原始数据导入 R 软件 limma 包进行归
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一化处理,所用的算法为 Quantile,归一化信号值经

log2转换。 以表达差异倍数>2,且 P<0. 05 为待筛选

的差异表达 circRNA。
1. 6　 胃癌细胞质粒转染

在六孔板中接种细胞,细胞密度长至 60%准备

转染;准备 2 个无菌 EP 管,分别加入 2 μg 空载对照

质粒+200 μL 转染缓冲液、2 μg 过表达质粒+200 μL
转染缓冲液,涡旋轻轻混匀;每管分别加入 4 μL
JetPRIME 转染试剂,涡旋混匀 10 s 并瞬时离心,室
温下孵育 10 min;将 200 μL 转染复合物滴加到含有

血清的细胞中,轻轻摇动六孔板混匀。 根据细胞生

长状态,转染后 4 h 更换营养液,继续培养 24 ~ 48 h
后进行后续实验。 实验分组:阴性对照组(NC 组)、
hsa_circ_0076987 过表达组(circ76987-OE 组)。
1. 7　 克隆形成实验检验胃癌细胞的增殖能力

胰酶消化转染处理后的细胞并重悬计数,在
3. 5 cm 培养皿中加入 2 mL 营养液,每皿接种 1 000~
2 000 个细胞,每组设置 3 个复孔;培养 10 d 或绝大

多数单个克隆中细胞数>50 终止培养。 克隆结束

后,4%多聚甲醛固定 30 min;PBS 清洗 2 次;最后向

每皿中加入 1 mL 结晶紫染液,染色 10 ~ 20 min;清
洗后置于通风处晾干,拍照采集图像。
1. 8　 CCK-8 实验检验胃癌细胞的增殖活力

胰酶消化转染处理后的细胞并重悬计数,随后

将细胞接种于 96 孔板,每孔 1 000 个细胞,每组设

置 5 个复孔,常规培养 12 ~ 24 h。 检测时,吸弃 96
孔板中营养液,然后每孔加入 10 μL CCK-8 试剂和

90 μL 无血清营养液,于培养箱中避光孵育 2 h,酶标

仪测定 450 nm 处光密度(D)值,连续检测 4~5 d。
1. 9　 Transwell 迁移实验检验胃癌细胞的迁移能力

胰酶消化转染后的胃癌细胞,加入适量的无血

清培养液重悬细胞并计数;Transwell 板下室加入

600 μL 含胎牛血清的营养液,放入小室;每个小室

加入 5×104 个细胞,培养 20 h 后取出 Transwell 小
室,用棉签轻轻擦掉上层未迁移细胞,4%多聚甲醛

固定 30 min,结晶紫染色 15 min,PBS 洗 3 遍;室温

风干后显微镜拍照。
1. 10　 Transwell 侵袭实验检验胃癌细胞的侵袭能力

取 60 μL 稀释后的基质胶垂直加入 Transwell
小室中,使其均匀平铺在底部,置于培养箱中凝固备

用;胰酶消化转染后的胃癌细胞,每管加入适量的无

血清培养液重悬细胞并计数;Transwell 板下室加入

600 μL 含胎牛血清的营养液,放入小室;然后向每

个小室中加入 1×105个细胞,后续流程同“1. 9”。

1. 11　 统计学分析

采用 SPSS 26. 0 和 GraphPad Prism 8. 0 软件作

图,计量资料以均数±标准差(x±s)表示,两组比较

采用独立样本 t 检验;多组比较采用单因素方差分

析,进一步两两比较采用 LSD-t 检验;采用 χ2检验分

析胃癌血浆外泌体中 hsa_circ_0076987 表达与临床

病理参数间的关系;采用受试者工作特征(ROC)曲
线分析 hsa_circ_0076987 的诊断价值,P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 血浆外泌体 circRNA 芯片测序分析

经过芯片分析,去除长度超过 1 500 bp 的 circRNA,
共检测出 664 个差异表达的 circRNA 分子,其中 23
个 circRNA 分子在胃癌血浆外泌体中表达上调,641
个 circRNA 分子表达下调。 在下调分子中选取差异

较明显的 hsa_circ_0076987 作为后续研究对象。
2. 2　 hsa_circ_0076987 在胃癌细胞及胃癌血浆外泌

体中低表达

qRT-PCR 检测比较胃黏膜上皮细胞与胃癌细胞

中 hsa_circ_0076987 的表达情况,结果显示,hsa_circ_
0076987 在胃癌细胞中的表达显著低于胃黏膜上皮细

胞(P 均<0. 01),见图 1。 与健康体检者相比,hsa_
circ_0076987 在胃癌患者血浆外泌体中的表达显著

降低( t= 2. 986,P<0. 01),见图 2。 临床病理相关性

分析显示,胃癌患者血浆外泌体中 hsa_circ_0076987
的表达水平与肿瘤神经浸润相关(P<0. 05),见表 1。
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图 2　 胃癌血浆外泌体中 hsa_circ_0076987 的表达验证
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表 1　 胃癌血浆外泌体中 hsa_circ_0076987 表达与
临床病理特征的关系

病理参数 例数
hsa_circ_0076987

低表达 高表达
χ2值 P 值

性别 0. 054 0. 819
　 男 28 20 8
　 女 12 9 3
年龄 2. 048 0. 158

　 <60 岁 10 9 1
　 ≥60 岁 30 20 10
肿瘤大小 0. 234 0. 633
　 <5 cm 23 16 7

　 ≥5 cm 17 13 4
淋巴结转移 0. 457 0. 504
　 无 18 14 4
　 有 22 15 7
神经浸润 4. 353 0. 039

　 无 28 23 5
　 有 12 6 6
TNM 分期 2. 774 0. 100
　 Ⅰ~Ⅱ 23 19 4
　 Ⅲ~Ⅳ 17 10 7

2. 3　 hsa_circ_0076987 对胃癌的诊断效能分析

采用 ROC 曲线分析血浆外泌体 hsa _ circ _
0076987 对胃癌的诊断价值,结果显示,hsa _circ _
0076987 的 AUC 为 0. 709,灵敏度为 0. 606,特异度

为 0. 697,95%CI 为 0. 585 ~ 0. 833(P<0. 05);CEA
是一种临床常用肿瘤诊断标志物, 其 AUC 为

0. 725,灵敏度为 0. 879,特异度为 0. 606,95%CI 为

0. 600~0. 851(P<0. 05);将二者进行联合诊断时,
其 AUC 可以达到 0. 812,灵敏度为 0. 576,特异度为

0. 909,95%CI 为 0. 709~0. 915(P<0. 01)。 见图 3。

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

▢
᩼

Ꮣ

��➦ᐯᏓ

㖁व䃷᫚

࣯㔰㏬

CEA
hsa_circ_0076987

图 3　 胃癌血浆外泌体 hsa_circ_0076987与 CEA的 ROC曲线

2. 4　 hsa_circ_0076987 过表达转染效率鉴定

分别在 AGS 与 SNU-1 细胞中转染 hsa _ circ _

0076987 过表达质粒,采用 qRT-PCR 验证转染效

率:与 NC 组比较,circ76987-OE 组 hsa_circ_0076987
表达量显著升高(AGS:t= 22. 100,SNU-1:t = 17. 170,
P 均<0. 01)。 见图 4。
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图 4　 hsa_circ_0076987 过表达效率验证

2. 5　 过表达 hsa_circ_0076987 抑制胃癌细胞增殖

克隆形成实验结果显示,过表达 hsa _ circ _
0076987 后,胃癌细胞克隆形成数较 NC 组显著减

少(AGS:t= 13. 780,SNU-1:t = 10. 510,P 均<0. 01);
CCK-8 实验结果显示,与 NC 组相比,circ76987-OE
组胃癌细胞增殖活力受到明显抑制(P 均<0. 01)。
见图 5。
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图 5　 过表达 hsa_circ_0076987 对胃癌细胞
增殖能力及增殖活力的影响

2. 6　 过表达 hsa_circ_0076987 抑制胃癌细胞迁移

能力

Transwell 迁移实验结果显示,circ76987-OE 组

通过小室的胃癌细胞数显著低于 NC 组(AGS: t =
9. 510,SNU-1:t= 4. 969,P 均<0. 01)。 见图 6。
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图 6　 过表达 hsa_circ_0076987 对胃癌细胞迁移能力的影响

2. 7　 过表达 hsa_circ_0076987 抑制胃癌细胞侵袭

能力

Transwell 侵袭实验结果显示,与 NC 组相比,
circ76987-OE 组通过基质胶的胃癌细胞数明显减

少(AGS:t = 6. 634,SNU-1:t = 16. 390,P 均<0. 01)。
见图 7。
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图 7　 过表达 hsa_circ_0076987 对胃癌细胞侵袭能力的影响

3　 讨论

我国胃癌发病率高,5 年总体生存率在 40%左

右,具有早诊率低、肿瘤负荷大、异质性强和远期预

后差等特点[9]。 既往研究发现 circRNA 在胃癌中差

异性表达,有望成为胃癌诊断的新型分子标志

物[10]。 Sang 等[11]证实 circRELL1 在胃癌患者血浆

外泌体中表达下调,并且较低的外泌体 circRELL1
表达水平与较差的肿瘤分级、肿瘤分期、临床分级和

淋巴浸润相关。 另据报道,hsa_circ_000200 在胃癌

患者血清和血清外泌体中高表达且与肿瘤远端转移

相关,血清外泌体中的 AUC 为 0. 709[12]。
本研究通过 circRNA 芯片技术发现了一个在胃

癌血浆外泌体中低表达分子 hsa_circ_0076987,qRT-
PCR 验证其在胃癌血浆外泌体中的表达低于健康

体检者且与胃癌患者的肿瘤神经浸润相关,AUC 为

0. 709,灵敏度为 0. 606,特异度为 0. 697,95%CI 为

0. 585~ 0. 833,为胃癌的早期辅助诊断提供了实验

依据。

现有基础研究证实,外泌体 circRNA 可调控胃

癌增殖、 转移、 耐 药 及 肿 瘤 微 环 境[13-15]。 Wang
等[16]研究发现,胃癌细胞外泌体来源 circSTRBP 表

达升高,沉默 circSTRBP 可抑制胃癌细胞增殖、迁移

与侵袭。 本研究构建 hsa_circ_0076987 过表达胃癌

细胞模型,开展系列体外功能实验,结果显示上调

hsa_circ_0076987 表达可显著抑制胃癌细胞增殖、迁
移和侵袭,提示其在胃癌中发挥抑癌作用,为胃癌靶

向干预提供新靶点。
本研究仅完成 hsa_circ_0076987 的表达验证、

临床相关性及体外细胞功能表型探索,其调控胃癌

进展的下游分子通路、体内动物实验验证有待后续

开展。 综上,hsa_circ_0076987 在胃癌血浆外泌体中

表达显著下调,体外过表达可抑制胃癌细胞增殖、迁
移与侵袭,具备成为胃癌无创诊断标志物及潜在治

疗靶点的价值。
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