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脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药 circRNA-miRNA-mRNA调控
网络的构建
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摘要： 目的 筛选脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药细胞株U87/TR与亲本细胞株U87的环状RNA（circRNA）差异表达谱以及构

建关键环状RNA（circRNA）-微小RNA（miRNA）- 信使RNA（mRNA）调控网络。方法 2020年 1—6月，应用 circRNAs芯片检

测神经胶质瘤替莫唑胺耐药细胞 circRNAs差异表达谱，并进行RT-PCR验证。用miRanda数据库预测 circRNA-miRNA靶向结

合关系，通过miRanda v5、TargetScan、miBase数据库预测靶基因，Cytoscape软件构建 circRNA-miRNA-mRNA调控网络。结果

circRNA芯片结果显示，与U87细胞比较，U87/TR细胞有 313个差异有统计学意义表达的 circRNAs（P<0.05），其中 145个显著

上调，168个明显下调；RT-qPCR验证结果与芯片结果相符。miRNA靶位点预测结果显示，关键上调人环状RNAhsa_circRNA_
009054，hsa_circRNA_104338（n=3，t=12.09、9.52，P=0.007、0.011）以及下调 hsa_ circRNA_016459，hsa_circRNA_101975（n=3，
t=13.86、7.75，P=0.005、0.016）可与 hsa-miR-33a-5p，hsa-miR-15b-3p以及 hsa-miR-193b-5p，hsa-miR-23a-5p等多个miRNAs靶向

结合，关键 circRNA-miRNA-mRNA调控网络包括 4个关键 circRNAs，20个关键miRNAs，以及 278个关键mRNAs。结论 cir‑
cRNA在脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药细胞中异常表达，hsa_circRNA_009054，hsa_circRNA_104338以及 hsa_ circRNA_016459，
hsa_circRNA_101975等关键 circRNA可能通过 circRNA-miRNA-mRNA调控网络参与脑神经胶质瘤替莫唑胺的耐药过程。
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Abstract： Objective To screen the differential expression profile of Circular RNA (circRNA) in brain glioma temozolomide-resis‑
tant cell line U87/TR and parental cell line U87, and to construct a key Circular RNA (circRNA) - microRNA (miRNA) - messenger
RNA(mRNA) regulatory network.Methods From January to June 2020, circRNAs chip was used to detect the differential expression
profile of circRNAs in glioma-resistant temozolomide cells and verified by RT-PCR. miRanda database was used to predict the cir‑
cRNA-miRNA target binding relationship. miRanda v5, TargetScan, and miBase databases were used to predict the target genes. Cyto‑
scape software was used to construct the circRNA-miRNA-mRNA regulatory network.Results The results of circRNA microarray
showed that U87/TR cells had 313 significantly differentially expressed circRNAs compared with U87 cells (P<0.05), of which 145
were significantly up-regulated and 168 were significantly down-regulated, RT-PCR verification results were consistent with the results
of the chip. The prediction results of miRNA target sites showed that the key up-regulation of hsa_circRNA_009054, hsa_circRNA_
104338 (n=3, t=12.09, 9.52, P=0.007, 0.011) and down-regulation of hsa_circRNA_016459, hsa_circRNA_101975 (n=3, t=13.86,
7.75, P=0.005, 0.016) can target multiple miRNAs such as hsa-miR-33a-5p, hsa-miR-15b-3phsa-miR-193b-5p and hsa-miR-23a-5p,
the key circRNA-miRNA-mRNA regulatory network included 4 key circRNAs, 20 key miRNAs, and 278 key mRNAs.Conclusion
circRNA is abnormally expressed in temozolomide-resistant cells of cerebral glioma. Key circRNAs such as hsa_circRNA_009054,
hsa_circRNA_104338 and hsa_circRNA_016459, hsa_circRNA_101975 and other key circRNAs may participate in the drug resis‑
tance process of temozolomide in brain glioma through the circRNA-miRNA-mRNA regulatory network.
Key words： Glioma; Temozolomide; Drug resistance, neoplasm; circRNA differential expression profile; circRNA-miRNA-

mRNA regulatory network

脑神经胶质瘤是中枢神经系统最常见的原发 性恶性肿瘤［1］。目前，最大限度的手术切除，术后辅
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以放化疗是神经胶质瘤治疗的主要方法［2-4］。其中

替莫唑胺（Temozolomide，TMZ）在脑胶质瘤，尤其是

神经胶质母细胞瘤（WHO Ⅳ）治疗上取得了成功，

其明显降低了术后复发率，大大提高了脑胶质瘤的

生存率［5］。目前替莫唑胺是临床治疗脑神经胶质瘤

的一线化疗药物。但随着用药周期的延长，几乎所

有初始治疗有效的病人都会出现病情进展，产生替

莫唑胺耐药（Temozolomide Resistance，TR）［6］。其耐

药机制尚未完全明确。

环状RNA（Circular RNA，circRNA）是一类新型

的内源性非编码RNA（noncoding RNA，ncRNA），其

特征是 3'和 5'端以闭环结构共价连接，因此 cir‑
cRNA不易受核酸内切酶的影响，在体内表达稳定，

是目前较为理想的疾病诊断生物标志物，以及分子

生物治疗靶点［7-8］。circRNA可通过多种途径发挥肿

瘤调控作用，但目前研究较为清楚的是其微小RNA
（microRNA，miRNA）海绵作用，circRNA通过miR‑
NA海绵竞争性的与靶miRNA结合，使miRNA降解

或者失去调控功能，进而调控miRNA下游靶基因的

表达水平［9-10］。目前研究表明［11-12］，circRNA在非小

细胞肺癌、结直肠癌、乳腺癌、肝癌、胃癌等多种肿

瘤中异常表达，而且环状RNA（circRNA）-微小RNA
（miRNA）- 信使RNA（mRNA）调控网络也参与了多

种肿瘤的发生、发展、放疗抵抗，以及化疗耐药等过

程。但目前 circRNA以及 circRNA-miRNA-mRNA调

控网络在脑神经胶质瘤替莫唑胺中研究较少。

因此，本研究以人脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药

细胞株U87/TR以及其亲本细胞株U87为细胞模型，

通过高通量 circRNA芯片比较其 circRNAs表达谱差

异，并初步筛选关键 circRNAs，并预测 circRNA-

miRNA-mRNA调控网络，为进一步深入研究 cir‑
cRNA在脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药中的作用及其

分子机制提供依据。本研究符合《世界医学协会赫

尔辛基宣言》相关要求。

1 材料与方法

1.1 主要材料试剂 人脑神经胶质瘤替莫唑胺耐

药U87/TR细胞株以及其亲本U87细胞株购买于上

海弘顺生物科技有限公司（规格 BW124577）。RP‑
MI-1640培养液、胎牛血清、胰蛋白酶购自美国GIB‑
CO公司。RNeasy Mini Kit 购自德国 Qiagen公司，

RT-PCR试剂盒等购自美国 Sigma公司。circRNA芯

片的制备与杂交由上海吉凯生物科技公司完成。

1.2 方法

1.2.1 circRNA芯片检测及数据分析 用 RNeasy
Mini Kit（Qiagen，Hilden，德国）提取人脑神经胶质瘤

替莫唑胺耐药U87/TR细胞株以及其亲本U87细胞

株总RNA（n=3）。使用NanoDrop ND-1000量化每个

样品的总RNA。样品制备和微阵列杂交是根据美

国 Arraystar公司的标准方案进行的。总 RNA用

Rnase R消化以除去线性RNA并富集环状RNA。然

后，将富集的环状 RNA扩增并转录为荧光 cRNA
（Arraystar超级 RNA标记试剂盒；Arraystar）。标记

的 cDNA（complementary DNA）探针与美国Arraystar
人源性环形 RNA芯片 2.0版 Arraystar Human cir‑
cRNA Array V2（8x15K，Arraystar）杂交。使用安捷

伦功能提取软件（版本 11.0.1.1）来分析获取的阵列

图像。使用R软件Limma软件包执行分位数归一化

和后续数据处理。通过火山图（Volcano Plot）过滤

鉴定了两组之间表达 circRNA差异有统计学意义。

通过倍数变化过滤鉴定了两个样品之间差异表达

的 circRNA。进行了层次聚类，以显示样品之间可

区别的 circRNA表达模式。

1.2.2 RT-PCR芯片结果验证 将 circRNA芯片分

析结果中差异表达倍数及信号值较高的 4个 cir‑
cRNAs行RT-PCR分析，分布为上调的 circRNAs：人
环 状 RNAhsa_circRNA_009054， hsa_circRNA_
104338；和下调的 circRNAs：hsa_circRNA_016459，
hsa_circRNA_101975，进一步验证芯片检测结果的

可靠性。利用软件 Primer Premier 5.0设计引物（表

1）。以U87和U87/TR细胞总RNA 2 µg为模板，进

行逆转录，以 GAPDH作为内参照。按照试剂盒操

作进行PCR反应，条件为：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃
31 s，扩增 40个循环。以 2-ΔΔCt表示 circRNA的表达

水平，实验重复3次。

1.2.3 生物信息学分析 运用Miranda v5 数据库

（http：//www.ebi.ac.uk/enright-srv/ microcosiTi/htdocs/
targets/v5）预测 circRNA-miRNA结合关系以及结合

位点。miRNA靶基因预测软件：miRanda v5（http：//
www. ebi. ac. uk/enright-srv/microcosiTi/htdo/targets/
v5），TargetScan（http：//www. targetscan. org）和 mi‑

表1 引物设计

引物

hsa_circRNA_
009054

hsa_circRNA_
016459

hsa_circRNA_
104338

hsa_circRNA_
101975

GAPDH

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

序列（5'-3'）
5'-GGGAGAGCCTTTCCTCCAACA-3'
5'-CAGGTCAGAGAGCTTCAAACTCG-3'
5'-CACTCAGGCACCTTCCACCAACC-3'
5'-GGATTTATGAGGAATCCAAGATGA-3'
5'-GATTTGGGAAGTTCCTTCTTCTTT-3'
5'-ACTGTTATTACAACCATAGTGGCG-3'
5'-CATTCTTTCCAGCCCCTGGAG-3'
5'-CCTCACTTCATCCACAGGCTCCTC-3'
5'-ATCTTGGCATCGGAAATGGAACCA-3'
5'-TTGATGAACTAGGTGGACTTCT-3'
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Base（http：//pictar.bio.nyu.edu）。circRNA- miRNA-

mRNA调控网络通过 Cytoscape软件进行可视化

（Version 3.6.1：http：//cytoscape.org/）。

1.3 统计学方法 应用 SPSS 18.0进行统计学分

析，两组细胞间各 circRNAs水平差异分析采用配对

样本 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 circRNA差异表达谱 circRNA芯片数据经过

标准化处理和统计学分析，结果显示，与亲本U87细
胞株相比，在U87/TR细胞株中，共鉴定出 313个差

异有统计学意义表达的 circRNAs，其中包括 145个
明显上调的 circRNA和 168个明显下调的 circRNA，
成功建立神经胶质瘤替莫唑胺耐药相关 circRNA差

异表达谱。层次聚类分析筛选显示了显著上调的

下调的前 10位 circRNAs。表 2，3列出了显著上调

和下调的前10位 circRNAs详细信息。

2.2 RT-PCR验证芯片结果 为了进一步证实 cir‑
cRNA芯片的准确性，我们将 circRNA芯片分析结果

中差异表达倍数及信号值较高的 4个关键 circRNAs
行RT-PCR分析验证（上下调 circRNAs各 2个），RT-

PCR结果显示，相比较于 U87细胞，hsa_circRNA_
009054和 hsa_circRNA_104338在U87/TR细胞中显

著高表达（n=3，t=12.09、9.52，P=0.007、0.011），hsa_

circRNA_016459和 hsa_circRNA_ 101975在U87/TR
细胞中明显低表达（n=3，t=13.86、7.75，P=0.005、
0.016），而且 RT-qPCR结果与 circRNA芯片结果相

符（表 4），证实了 circRNA芯片的准确性。从而鉴定

了 hsa_circRNA_009054，hsa_circRNA_104338（上

调 ）以 及 hsa_ circRNA_016459，hsa_circRNA_
101975（下调）4个神经胶质瘤替莫唑胺耐药相关的

关键 circRNAs。
2.3 circRNA-miRNA调控网络的构建 同时，我

们通过miRanda v5数据库对鉴定的关键 circRNAs
进行miRNA靶位点预测。miRNA靶位点预测结果

显示，hsa_circRNA_009054，hsa_circRNA_104338以
及 hsa_circRNA_016459，hsa_circRNA_101975均可

与多个miRNAs靶向结合，hsa_circRNA_009054排
名前五位的 miRNA分别为：hsa-miR-33a-5p，hsa-
miR- 4685-5p，hsa-miR-6855-5p，hsa-miR-2467-5p，
hsa-miR- 4446-3p；hsa_circRNA_ 009054排名前五

位的miRNA分别为：hsa-miR-15b-3p，hsa-miR-550a-
5p， hsa-miR-509-5p，hsa-miR- 1224-3p，hsa-miR-

758-5p；hsa_circRNA_ 009054排名前五位的miRNA
分 别 为 ：hsa-miR- 193b-5p，hsa- miR-134-5p，hsa-
miR-4439，hsa- miR-6820-5p，hsa-miR-5190；hsa_cir‑
cRNA_ 009054排名前五位的 miRNA分别为：hsa-

表2 在U87/TR细胞株中鉴定出较亲本U87细胞株上调的前10位 circRNAs
探针

ASCRP3009681
ASCRP3003995
ASCRP3003768
ASCRP3009130
ASCRP3008463
ASCRP3007323
ASCRP3013550
ASCRP3000538
ASCRP3012888
ASCRP3007037

环状RNA名称

hsa_circRNA_009054
hsa_circRNA_104338
hsa_circRNA_102591
hsa_circRNA_100623
hsa_circRNA_014754
hsa_circRNA_406087
hsa_circRNA_086684
hsa_circRNA_030431
hsa_circRNA_405653
hsa_circRNA_043598

P-值
0.039487895
0.041765932
0.029692166
0.040588555
0.001357811
0.048353647
0.022030608
0.0231521
0.041688897
0.005301978

调节倍数

5.1966654
4.8959357
4.751842
4.6514512
4.2492768
4.0480231
3.8465087
3.746358
3.543198
3.2279019

调节

up
up
up
up
up
up
up
up
up
up

来源

circBase
circBase
circBase
circBase
circBase
25070500
circBase
circBase
25070500
circBase

染色体

chr5
chr7
chr19
chr10
chr1
chr20
chr9
chr13
chr18
chr17

类型

exonic
exonic
exonic
exonic
exonic
exonic
exonic
exonic
exonic
exonic

基因命名

MCC
CREB5
CPT1C
USP54
IQGAP3
DZANK1
UBAP2
TBC1D4
TWSG1
KRT19

表3 在U87/TR细胞株中鉴定出较亲本U87细胞株下调的前10位 circRNAs
探针

ASCRP3008818
ASCRP3004852
ASCRP3009247
ASCRP3004034
ASCRP3010063
ASCRP3012326
ASCRP3002582
ASCRP3012948
ASCRP3008663
ASCRP3010734

环状RNA名称

hsa_circRNA_016459
hsa_circRNA_101975
hsa_circRNA_104878
hsa_circRNA_006920
hsa_circRNA_016519
hsa_circRNA_072303
hsa_circRNA_020959
hsa_circRNA_102233
hsa_circRNA_014239
hsa_circRNA_103480

P-值
0.03868517
0.04720491
0.042063512
0.049990105
0.009744714
0.046095048
0.009435365
0.042738184
0.005541416
0.042003583

调节倍数

6.0878824
5.3786841
5.0305424
4.8249757
4.7227411
4.5209778
4.3207788
4.0205147
3.9173733
3.7089403

调节

down
down
down
down
down
down
down
down
down
down

来源

circBase
circBase
circBase
circBase
circBase
circBase
circBase
circBase
circBase
circBase

染色体

chr1
chr17
chr9
chr5
chr1
chr5
chr11
chr17
chr1
chr3

类型

exonic
exonic
exonic
antisense
exonic
exonic
exonic
exonic
exonic
exonic

基因命名

KCNK2
CNTROB
PTBP3
BC028670
MARK1
LIFR
HBG1
ASPSCR1
S100A16
ARMC8
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miR-23a-5p，hsa-miR-423-5p，hsa-miR-875-3p，hsa-
miR-877-3p，hsa-miR- 30b-3p。通过生物信息学分

析 ，我 们 进 一 步 预 测 了 hsa_circRNA_ 009054，
hsa_circRNA_104338 以 及 hsa_circRNA_016459，
hsa_circRNA_101975与其排名第一位的靶向 miR‑
NA的具体结合位点（分别为：hsa-miR-33a-5p，hsa-
miR-15b-3p 以 及 hsa-miR- 193b-5p，hsa-miR-23a-
5p），见图 1。从而鉴定了 hsa-miR-33a-5p，hsa-miR-

15b-3p以及 hsa-miR-193b-5p，hsa-miR-23a-5p 4个神

经胶质瘤替莫唑胺耐药相关的关键miRNAs，构建

了神经胶质瘤替莫唑胺耐药相关的 circRNA-miR‑
NA调控网络。

2.4 circRNA-miRNA-mRNAs 调控网络的构建

进一步我们通过miRanda v5、TargetScan、miBase数
据库对关键miRNAs.进行靶基因预测，并通过Cyto‑
scape软件对 circRNA-miRNA-mRNA调控网络进行

可视化分析。从而构建了神经胶质瘤替莫唑胺耐

药相关的 circRNA-miRNA-mRNAs调控网络，我们

预测的 circRNA-miRNA-mRNAs调控网络，包括 4个
关键 circRNAs，20个关键miRNAs，以及 278个关键

mRNAs。这些关键 circRNAs，miRNAs，以及mRNAs
通过网络互相作用，影响神经胶质瘤替莫唑胺耐药

过程。

3 讨论

脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药仍是临床亟待解

决的关键问题［3］。目前研究认为，DNA损伤修复机

制，如 O6-甲基鸟嘌呤-DNA-甲基转移酶（MGMT），

DNA错配修复（mismatch repair，MMR），碱基切除修

复（base excision repair，BER）；肿瘤微环境；肿瘤细

胞自噬；p53、EGFR、PI3K/AKT、JAK2/STAT3等信号

通路等异常激活与失活、非编码RNA调控均可能与

脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药相关，但其具体机制尚

未完全阐述［5-6］。其中非编码RNA调控与脑神经胶

质瘤替莫唑胺耐药的相关性越来越受到重视。

circRNAs表达较线性RNA稳定，而且在体内的

表达量是线性 RNA的 10倍以上［13-14］。研究表明，

circRNA的异常表达与调控作用与肿瘤的发生发展

密切相关，而 circRNA-miRNA-mRNA调控网络成为

肿瘤研究的重要方向［15］。在非小细胞肺癌中，有研

究 表 明［16-17］，hsa_circ_0087862 可 通 过 靶 向 miR-

1253/ RAB3D轴在非小细胞肺癌中发挥癌基因作

用，circ_FGFR1可通过miR-381-3p促进在非小细胞

肺癌细胞的进展以及PD-1耐药。在乳腺癌中，有研

究 发 现［18-19］ ，Hsa_circ_0091074 可 通 过 microR‑
NA‑1297促进三阴性乳腺癌细胞的进展，circ-AB‑
CB10可通过 Let-7a-5p/DUSP7轴促进乳腺癌的紫杉

图1 关键 circRNAs与关键miRNAs靶向结合位点的详细注释图

表4 RT-PCR验证结果与 circRNA芯片检测结果对比

环状RNA名称

hsa_circRNA_009054
hsa_circRNA_104338
hsa_circRNA_016459
hsa_circRNA_101975

circRNA芯片结果

5.1966654
4.884856
-6.0878824
-5.378684

RT-qPCR结果

12.75±2.11
10.5±3.02

-15.45±2.08
-16.8±1.21
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醇耐药。在胃癌中，有报道称［20-21］，circRNA_100876
可通过抑制miR-136上调MIEN1的表达增强胃癌的

增殖和转移能力，circ_CCDC66 可通过 miR-618/
BCL2轴促进胃癌的顺铂耐药。这些研究表明 cir‑
cRNA以及 circRNA-miRNA-mRNA调控网络参与了

多种肿瘤的发生发展，以及耐药等演进过程。但目

前 circRNA以及 circRNA-miRNA-mRNA调控网络在

脑神经胶质瘤替莫唑胺中未见相关研究。

在我们研究中，我们选取了人脑神经胶质瘤替

莫唑胺耐药U87/TR细胞株以及其亲本U87细胞株

为细胞模型，通过高通量 circRNA芯片筛选其 cir‑
cRNAs表达谱，结果发现俩细胞株之间存在 313个
差异有统计学意义表达的 circRNAs，其中包括 145
个明显上调的 circRNA和 168个明显下调的 cir‑
cRNA，说明脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药伴随着 cir‑
cRNA的改变，为筛选关键 circRNAs，我们选取上下

调差异倍数最高的两个 circRNA进行PR-PCR验证，

其结果与芯片相符，我们通过miRNA预测，以及靶

基因预测，构建了 circRNA-miRNA-mRNA调控网

络，这个包括 hsa_circRNA_009054，hsa_circRNA_
104338 和 hsa_circRNA_016459， hsa_circRNA_
101975 4 个 关 键 circRNAs，hsa-miR-33a-5p，hsa-
miR-15b-3p以及 hsa-miR-193b-5p，hsa-miR- 23a-5p
等 20个关键miRNAs，以及 THOC2，TP53，STAT5B，
RORC 等与肿瘤发生发展密切相关 278个关键

mRNAs。这些关键 circRNAs，miRNAs，以及mRNAs
可能通过网络互相作用，影响神经胶质瘤替莫唑胺

耐药过程。但目前的研究仍无法直接证明 cir‑
cRNAs对脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药的调控作用，

接下来，我们课题组将向 U87/TR细胞株转染关键

circRNA过表达和干扰质粒，建立过表达或干扰 cir‑
cRNA细胞模型，鉴定 circRNA对U87/TR细胞株生

物学行为的影响，明确 circRNA下游的具体的miR‑
NA-mRNA调控网络及其机制。

综上所述，我们的研究构建了替莫唑胺耐药相

关的关键 circRNA-miRNA-mRNA调控网络，为深入

研究 circRNA在脑神经胶质瘤替莫唑胺耐药中的作

用及其分子机制提供了实验依据和前期基础。
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