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CircRNA-100395 基因通过启动子区甲基化调控 miRNA-136-
5p/Smad3 轴促进前列腺癌细胞增殖及侵袭的机制研究
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摘　要：目的　检测前列腺癌细胞中环状核糖核酸（circular RNAs, CircRNA）100395 基因启动子区甲基化状态及其表

达水平，研究 CircRNA-100395 基因去甲基化对前列腺癌细胞增殖、侵袭的影响及作用机制。方法　选择人正常前列腺

上皮细胞（RWPE）和前列腺癌细胞系（LNCap，PC3 和 DU145）进行研究。采用甲基化特异性聚合酶链式反应 (methylation 
specific polymerase chain reaction, MSP) 检测 CircRNA-100395 基因启动子区甲基化状态。采用实时荧光定量聚合酶链

反应 (qRT-PCR) 法检测上述细胞中 CircRNA-100395 mRNA 表达水平。应用去甲基药物 5- 氮杂 -2'- 脱氧胞苷（AZA）

处理 LNCap 细胞，检测 AZA 去甲基化处理前后细胞中 CircRNA-100395 表达水平。采用 CCK-8 和 Transwell 实验检测

CircRNA-100395 基因去甲基化前后 LNCap 细胞增殖和侵袭能力。构建 CircRNA-100395 野生型和突变型质粒，通过双

荧光素酶报告分析 CircRNA-10039 与 miRNA-136-5p 之间的靶向关系；利用 qRT-PCR 检测 CircRNA-10039 与 miRNA-
136-5p 表达水平，验证其调控关系。采用 Westernblot 法检测 AZA 去甲基化和 miRNA-136-5p 过表达对 Smad3，
p-Smad3 蛋白表达的影响。结果　前列腺癌细胞中 CircRNA-100395 呈高甲基化状态；LNCap，PC3 及 DU145 细胞中

CircRNA-100395 相对表达水平分别为 0.39±0.08，0.65±0.14，0.62±0.10，显著低于 RWPE（1.12±0.15）细胞中表达

水平，差异有统计学意义（F=42.076，P ＜ 0.001）。经 AZA 去甲基化处理后，LNCap 细胞中 CircRNA-100395 表达水

平为 1.02±0.17，较未处理 LNCap 细胞（0.42±0.05）明显升高，差异有统计学意义（t=5.808，P ＜ 0.01）。AZA 去

甲基化处理显著抑制了 LNCap 细胞的增殖能力（t=8.764~12.970，均 P ＜ 0.001）、迁移能力（t=6.092，P ＜ 0.01）。

miRNA-136-5 可能是 CircRNA-100395 的下游靶基因。未经 AZA 处理前 LNCap 细胞中 CircRNA-100395，miRNA-136-
5p 表达水平分别为 0.39±0.08，0.87±0.15，AZA 处理后两者表达水平分别为 1.02±0.17，0.35±0.08，差异有统计学

意义（t=5.808，5.298，均 P ＜ 0.01）。AZA 处理后 Smad3 和 p-Smad3 蛋白表达明显升高，差异有统计学意义（t=7.394，
11.889，均 P ＜ 0.01）；miRNA-136-5p 过表达抑制了 Smad3 和 p-Smad3 蛋白表达，差异有统计学意义（t=4.996，
5.422，均 P ＜ 0.01）。结论　CircRNA-100395 基因启动子区的高甲基化状态可以抑制 CircRNA-100395 在前列腺癌细

胞中的表达水平，去甲基化处理后 CircRNA-100395 表达恢复，并抑制前列腺癌细胞增殖和侵袭，其作用机制可能与

CircRNA-100395 靶向调控 miRNA-136-5p/Smad3 轴有关。
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Mechanism of CircRNA-100395 Promoter Methylation Promoting Prostate 
Cancer Cells Proliferation and Invasion by Regulating miRNA-136-5p/Smad3 Axis

ZHANG Shi-bao1, ZHU Fei-yu1, XIE Rui-yu2, SHANG Xian-ping2

(1.Department of Clinical Laboratory, Laianjianing Hospital, Anhui Chuzhou 239200, China;2.Department of Clinical 
Laboratory, Chuzhou First People’s Hospital, Anhui Chuzhou 239200, China)

Abstract: Objective　To investigate the relationship between the methylation status and expression level of CircRNA-100395 
gene promoter in prostate cancer cells, and explore the effect and mechanism of CircRNA-100395 demethylation on prostate 
cancer cell proliferation and invasion. Methods　Human normal prostate epithelial cells (RWPE) and prostate cancer cell lines 
(LNCaP, PC3 and DU145) were selected for the study. The methylation status of the promoter region of CircRNA-100395 gene 
was detected by methylation-specific polymerase chain reaction (MSP). The mRNA expression level of CircRNA-100395 was 
detected by qRT-PCR .LNCaP cells were treated with 5-Aza-2’- deoxycytidine (AZA), a demethylating drug, and the expression 
level of CircRNA-100395 in cells before and after AZA demethylation was detected. CCK-8 and Transwell experiments were 
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used to detect the proliferation and invasion of LNCaP cells before and after demethylation of CircRNA-100395 gene.The wild-
type and mutant plasmids of circRNA-100395 were constructed, the targeting relationship between CircRNA-10039 and miRNA-
136-5p was analyzed by dual-luciferase reporter, and qRT-PCR was used to further confirm the relationship between 
CircRNA-10039 and miRNA-136-5p.The effects of AZA demethylation and miRNA-136-5p overexpression on the expression of 
Smad3 and p-smad3 proteins were detected by Western blot. Results　CircRNA-100395 was hypermethylated in prostate cancer 
cells, the difference was statistically significant. The relative expression levels of CircRNA-100395 in LNCaP, PC3 and DU145 
cells were 0.39±0.08, 0.65±0.14 and 0.62±0.10, respectively, which were significantly lower than those in rwpe (1.12±0.15) 
cells，the difference was statistically significant (F=42.076，P<0.001).After AZA demethylation, the expression level of 
CircRNA-100395 in LNCaP cells was (1.02±0.17), which was significantly higher than that in untreated LNCaP cells 
(0.42±0.05), the difference was statistically significant(t=5.808, P<0.01).AZA demethylation significantly inhibited the 
proliferation (t=8.764~12.970, all P<0.001) and migration (t=6.092, P<0.01) of LNCaP cells.MiRNA-136-5 may be the 
downstream target gene of CircRNA-100395.The expression levels of CircRNA-100395 and miRNA-136-5p in LNCaP cells 
before AZA treatment were 0.39±0.08 and 0.87±0.15, respectively. After AZA treatment, the expression levels of the two were 
1.02±0.17 and 0.35±0.08, respectively, with statistical significance (t=5.808, 5.298, all P<0.01).The expression of Smad3 and 
p-smad3 protein increased significantly after aza treatment (t=7.394, 11.889, all P<0.01). The overexpression of miRNA-136-5p 
inhibited the expression of Smad3 and p-smad3 proteins, and the difference was statistically significant (t=4.996, 5.422, all 
P<0.01). Conclusion　The abnormal hypermethylation state of the promoter region of CircRNA-100395 gene could inhibit the 
expression level of CircRNA-100395 in prostate cancer cells. After demethylation, it could restore the expression of 
CircRNA-100395 and inhibit the proliferation and invasion of prostate cancer cells. The mechanism may be related to the 
targeted regulation of miRNA-136-5p/Smad3 axis by circRNA-100395.
Keywords：prostate cancer; circrna-100395; methylation status; miRNA-136-5p/Smad3; cell proliferation;cell invasion

近年，我国前列腺癌 (prostate cancer) 发病率呈

逐年上升趋势，目前已成为泌尿科最常见的恶性肿

瘤之一 [1-2]。尽管通过手术及术后辅助放化疗等使

得前列腺癌的临床治疗效果取得了较大的突破，但

大多患者术后五年生存率仍较低，总体预后较差 [3]。 
故深入研究前列腺癌发生机制，找寻新的有效的分

子标志物，对前列腺癌的临床诊治具有指导意义。

环 状 核 糖 核 酸 (circular RNAs, CircRNAs) 是 一 类

具有高癌症特异性表达的非编码 RNA，目前已成

为肿瘤研究领域的热点 [4]。CircRNA-100395 是位

于 chr1:173726114~17374498 的 一 种 CircRNA， 由

宿主基因 KLHL20 mRNA 中的四个外显子拼接而

成 [5]。既往大量研究发现，CircRNA-100395 在乳

腺癌、甲状腺乳头状癌、卵巢癌等多种肿瘤中呈低

表达，上调其表达后可以抑制肿瘤细胞的增殖、侵

袭及迁移能力，有望成为癌症的新治疗靶点 [6-8]。

但目前缺乏 CircRNA-100395 调控前列腺癌发生发

展的分子作用机制相关研究，尤其是在前列腺癌细

胞中 CircRNA-100395 基因启动子区是否呈异常甲

基化及其甲基化状态是否对前列腺癌细胞生物学行

为具有调控作用还有待深入探讨。因此，本研究旨

在探索前列腺癌细胞中 CircRNA-100395 基因启动

子区甲基化状态对自身表达水平的影响，并阐明

CircRNA-100395 基因去甲基化对前列腺癌细胞增

殖、侵袭的影响及相关分子生物学作用机制。

1　材料与方法

1.1　研究对象　从中国科学院细胞库购买 1 株人正

常前列腺上皮细胞（RWPE）和 3 株前列腺癌细胞

系（LNCap，PC3 和 DU145）作为研究对象。

1.2　仪器与试剂　胎牛血清，DMEM 培养液，胰

蛋白酶（美国 Gibico 公司）；RNA 提取盒，RNA
逆转录试剂盒（北京全式金生物技术有限公司）；

CCK-8 试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；

Smad3，p- Smad3 多 克 隆 抗 体（ 美 国 Abcam 公

司）；CO2 细胞培养箱（德国 Hera cell 150 公司）；

Transwell 小 室（ 美 国 Corning 公 司）；CircRNA-
100395-3'UTR-wt 野 生 型 和 3'UTR-MUT 突 变 型 荧

光质粒，miRNA-136-5p mimic 模拟物（广州锐博

生物科技有限公司）。

1.3　方法

1.3.1　细胞培养：RWPE，LNCap，PC3 和 DU145
细胞用含100 ml/L胎牛血清标准型培养液在37 ℃， 
标 准 CO2 孵 育 箱 中 培 养，待 细 胞 长 至 融 合 度 为

80% ～ 90% 时， 加 入 含 2.5 mg/ml 胰 酶 的 胰 蛋 白

酶溶液 1 ml 进行消化传代。CircRNA-100395-AZA
（CircRNA-100395 去甲基化，去甲基化药物 AZA
处理细胞），CircRNA-100395-NC（CircRNA-100395
去甲基化对照，不做甲基化处理），miRNA-136-
5p-mimic（miRNA-136-5p 过 表 达， 转 染 mimic 模

拟 物），miRNA-136-5p-NC（miRNA-136-5p 过 表

达对照，不做转染处理）。

1.3.2　 甲基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应（methylatioin 
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specific polymerase chain reaction, MSP) 检测 CircRNA- 
100395 基因启动子区甲基化状态：根 据 DNA 试

剂盒提取细胞系总 DNA，紫外分光光度计检测

其纯度待满足实验要求后，采用重亚硫酸盐进行

DNA 转化处理。后将转化后产物进行 PCR 扩增，

反 应 条 件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，

72℃ 30 s，40 个循环。PCR 产物经琼脂糖凝胶电

泳溴化乙锭染色后于紫外线照射下直接观察并拍

照。CircRNA-100395 基 因 甲 基 化 PCR 引 物 序 列

为 F: 5’-GGTTTTAAAAGTCGGTGTTTATTC-3’，
R: 5’-AACTACAACCACTCCGACGTA-3’， 长 度

125bp；非甲基化引物序列 F: 5’-GGGTTTTAAAAGT 
TGGTGTTTATTT-3’，R: 5’-AACAACTACAACCAC 
TCCAACATA-3’，长度 132bp。

1.3.3　PCR 检 测 CircRNA-100395 mRNA 表 达 水

平：采用 Trizol 法提取细胞总 RNA，用紫外吸光

光度计测定其纯度，根据反转录试剂盒逆转录合成

cDNA，并以此为产物进行 RT-PCR 扩增，扩增体系

为 25 µl，PCR 条件：94 ℃ 5 min；94℃ 40 s，40℃  
40 s，72℃ 1 min，循环 35 次，行荧光定量 PCR，以 
U6 为内参，采用 2-ΔΔCt 相对定量法计算目的基因相

对表达，PCR 引物序列，CircRNA-100395：F: 5’-GC 
TGTGCAGTATATCAGGACA-3’，R: 5’-CATT 
GGTCTGTGGATCATATC-3’，长度 190 bp；U6：F: 5’- 
GTCCGCGTGCTCGCTTCGGCAGC-3’，R：

5’-GTGCGTGTCGTGGAGTC-3’，长度 160bp。

1.3.4　CircRNA-100395 基因去甲基化方法：采用浓

度为 3 μmol /L 的去甲基化药物 5- 氮杂 -2’ 脱氧胞

苷（AZA）处理 LNCap 细胞 72 h，检测 AZA 处理

前后前列腺癌细胞系中CircRNA-100395表达水平。

1.3.5　CCK-8 法 检 测 LNCap 细 胞 增 殖 能 力： 将

AZA 处理后的 LNCap 细胞及对照组细胞消化后种

于 96 孔培养板中，每孔加入 100 μl 培养液，在

37℃，标准 CO2 条件下常规培养至细胞贴壁生长，

弃掉培养液，每孔加入 5 μl 的 CCK-8 溶液继续孵

育 4 h，用酶标仪在 450 nm 处测定各孔的吸光度值

（A），每组 5 个复孔，取平均值。

1.3.6　Transwell 实 验 检 测 LNCap 细 胞 侵 袭 能

力：在 Transwell 上室加入无血清培养液稀释后的

Matrigel 基质胶溶液 80 μl，室温放置 1 h 使其形成

一层基质膜，分别将 400 μl 无胎牛血清培养液重

悬的 AZA 处理的 LNCap 细胞及对照组细胞接种于

小室上层，将 Transwell 培养小室置入 24 孔培养板

中，小室的下层加入含胎牛血清的培养液 600 μl，
培养 24 h 后将小室取出，弃去培养液，将上层未侵

袭的细胞小心擦去，下层细胞用 PBS 洗涤 2 次，经

多聚甲醛固定，加入 0.02 g/ml 的结晶紫染液 0.5ml

进行染色，倒置晾干，光学显微镜下随机观察 5 个

视野 (×200) ，计数染色的细胞数，即为侵袭细胞数。

1.3.7　CircRNA-100395 靶 向 miRNA 预 测：通 过

检 索 生 物 信 息 学 数 据 库（Starbease 3.0） 预 测 与

CircRNA-100395 存在结合位点的下游靶 miRNA 基

因，探究两者的靶向结合关系。

1.3.8　荧光素酶基因报告实验：应用 Lipo3000 进

行 CircRNA-100395 野生型（WT）/ 突变型（MUT）

质粒与 miRNA-136-5p 双转染，转染 48 h 后弃去培

养液，加裂解液进行充分裂解，然后在荧光光度计

中检测荧光酶活性强弱，证实 CircRNA-100395 与

miRNA-136-5p 之间的靶向关系。

1.3.9　Western blot 检测 LNCap 细胞中 Smad3 和 p- 
Smad3 蛋白表达：收集 AZA 处理前后 LNCap 细胞

加入 RIPA 裂解液提取总蛋白，采用 BCA 试剂盒检

测蛋白浓度；取 20 mg 蛋白样品加入上样缓冲液，

沸水浴加热 10 min，冷却至室温后进行蛋白电泳，

电泳条件为：浓缩胶 80 V 恒压，分离胶 120 V，待

条带跑至距分离胶底部 3 cm 处时停止电泳，转移

到聚偏二氟乙烯膜，室温封闭 60 min，PBS 洗膜后

加入 Smad3 和 p-Smad3 一抗 4℃孵育过夜，次日加

入二抗，室温孵育 2 h，PBS 漂洗三次后即可在凝

胶成像仪观察拍照，并采用 Image-J 软件分析蛋白

相对表达。

1.4　统计学分析　采用 SPSS 20.0 软件进行实验结

果分析，所有计量数据均采用均数 ± 标准差（x±s）

表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比

较采用 one-way ANOVA 分析，组间两两比较采用

LSD-t 检验。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　前列腺癌细胞系中 CircRNA-100395 基因启动

子区甲基化状态　见图 1。MSP 实验结果显示，

CircRNA-100395 基因在 RWPE 细胞中呈非甲基化

状态，而在 LNCap，PC3 及 DU145 细胞中呈高甲

基化状态。

2.2　CircRNA-100395 在前列腺癌细胞系中表达及

AZA 去甲基化处理 LNCap 细胞后 CircRNA-100395
表达水平　RT-qPCR 结 果 表 明，CircRNA-100395
在 LNCap，PC3 及 DU145 细胞中的表达水平分别

为 0.39±0.08，0.65±0.14，0.62±0.10， 明 显 低

于 RWPE 细 胞 中 表 达 水 平（1.12±0.15）， 差 异

有统计学意义（F=42.076，P ＜ 0.001），其中以

LNCap 细胞中表达最低，故选择该细胞进行后续实

验。进一步发现经 AZA 去甲基化处理后，LNCap
细 胞 中 CircRNA-100395 表 达 水 平 为 1.02±0.17，

较未处理的 LNCap 细胞（0.42±0.05）明显升高，

差 异 有 统 计 学 意 义（t=5.808，P ＜ 0.01）， 提 示
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CircRNA-100395 在前列腺癌细胞中的表达水平可 能与基因启动子区异常甲基化有关。

注：U 为非甲基化，M 为甲基化

图 1　CircRNA-100395 在前列腺癌细胞系中甲基化状态

2.3　CircRNA-100395 基因去甲基化对 LNCap 细

胞增殖的影响　见表 1。CCK-8 法检测结果表明，

AZA 处理后 LNCap 细胞各个时间点 A 值均较处理

前明显下降，差异有统计学意义（t=8.764~12.970，

均 P ＜ 0.001），说明 CircRNA-100395 基因去甲基

化可抑制 LNCap 细胞增殖。
表 1                                            不同时间点细胞吸光度（A）值比较（x ± s）

时间（h） CircRNA-100395-NC CircRNA-100395-AZA t 值 P 值

0 0.36±0.02 0.18±0.02 11.023 ＜ 0.01

24 0.48±0.03 0.32±0.01 8.764 ＜ 0.001

48 0.77±0.02 0.50±0.03 12.970 ＜ 0.001

72 0.97±0.03 0.72±0.02 12.010 ＜ 0.001

2.4　CircRNA-100395 基因去甲基化对 LNCap 细胞

侵袭的影响　Transwell 侵袭实验表明，未经 AZA
处 理 前 LNCap 细 胞 穿 膜 数 为 95.34±11.26 个，

AZA 处理后细胞穿膜数为 48.95±6.87 个，差异有

统计学意义（t=6.092，P ＜ 0.01），说明 CircRNA-
100395 基因去甲基化可抑制 LNCap 细胞的侵袭。

2.5　CircRNA-100395 与 miRNA-136-5p 的 靶 向 调

控关系　见图 2，表 2。检索生物信息学数据库发

现，miRNA-136-5P 与 CircRNA-100395 存在结合位

点。双荧光素酶基因报告显示，miRNA-136-5P 过

表达明显降低了 CircRNA-100395 野生型质粒的荧

光素酶活性，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；而

对 CircRNA-100395 突变型质粒的荧光素酶活性无

明显影响，差异无统计学意义（P ＞ 0.05），说明

miRNA-136-5p 可以与 CircRNA-100395 相结合，其

可能为 CircRNA-100395 的下游作用靶点。

图 2　生物信息学预测 CircRNA-100395 与 
miRNA-136-5p 结合位点

表 2　　　　 miRNA-136-5p 过表达对 CircRNA-100395 野生型质粒荧光素酶活性的影响

类  别 miR-136-5P-NC miR-136-5P-mimics t 值 P 值

CircRNA-100395-WT 1.00±0.12 0.42±0.06 7.488 ＜ 0.01

CircRNA-100395-MUT 1.00±0.15 0.97±0.11 0.279 0.794

2.6　CircRNA-100395 与 miRNA-136-5p 表达关系　

qRT-PCR 检 测 发 现， 去 甲 基 化 处 理 前 LNCap 细

胞 中 CircRNA-100395 和 miRNA-136-5p 表 达 水

平 为 0.39±0.08，0.87±0.15； 经 AZA 处 理 后

CircRNA-100395 与 miRNA-136-5p 表达水平分别为

1.02±0.17，0.35±0.08，处理前后对比差异均有统

计学意义（t=5.808，5.298，均 P ＜ 0.01）。进一

步 证 实 miRNA-136-5p 与 CircRNA-100395 表 达 呈

负向调控，且与基因启动子甲基化状态有关。 
2.7　CircRNA-100395，miRNA-136-5p 对 Smad3 蛋

白表达的影响　Western blot 检测结果表明，AZA
去甲基化处理后 Smad3（1.27±0.05 vs 1.00±0.02）

和 p-Smad3（1.36±0.05 vs 1.01±0.01） 蛋 白 表 达

明显升高，差异有统计学意义（t=7.394，11.889，

均 P ＜ 0.01）； 而 miRNA-136-5p 过 表 达 抑 制

了 Smad3（0.82±0.07 vs 1.02±0.02） 和 p-Smad3
（0.66±0.11 vs 1.01±0.02）蛋白表达，差异有统

计学意义（t=4.996，5.422，均 P ＜ 0.01），提示

CircRNA-100395 与 miRNA-136-5p 均可调控前列腺

癌细胞中 Smad3 蛋白的表达。

3　讨论

前列腺癌的病因及发病机制目前还未完全阐

明，但随着分子生物学的深入研究，越来越多的

学 者 发 现， 前 列 腺 癌 的 发 生 发 展 可 能 与 多 种 基

因 的 异 常 表 达 密 切 相 关， 其 中 CicrRNA 被 认 为

是 具 有 调 控 基 因 表 达 的 内 源 性 RNA 分 子 [9-10]。

CircRNA-100395 作为一种新型的 CicrRNA，多项

研究表明其异常表达在肿瘤的恶性演变中发挥着

重要调控作用。如 CHEN 等 [11] 研究发现，肺癌组

织中 CircRNA-100395 表达降低，与肺癌 TNM 分
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期和淋巴转移呈负相关，CircRNA-100395 表达较

高的患者往往具有更好的术后无病生存时间；同

时细胞实验也证实 CircRNA-100395 过表达可显著

抑制肺癌细胞增殖，阻止细胞周期进程并减少了

体外细胞迁移和侵袭。CHENG 等 [12] 探索发现，

CircRNA-100395 过表达通过调节 miR-142-3p 信号

通路可抑制胃癌细胞的增殖、侵袭和迁移，促进细

胞凋亡，可能是胃癌的潜在治疗靶点。CHEN 等 [13] 

研 究 发 现， 肝 癌 细 胞 中 CircRNA-100395 表 达 上

调可以抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡，通过沉默

EMT 通路并降低迁移和侵袭能力。以上结果均表明，

CircRNA-100395 通过扮演抑癌基因角色参与调控

多种人类肿瘤的发生发展，可作为新的肿瘤研究重

要靶点。因此研究 CircRNA-100395 在前列腺癌细

胞中的表达状态及其对癌细胞生物学行为的影响意

义显著。

近年越来越多研究表明，CircRNA-100395 异

常表达与恶性肿瘤的发生发展关系密切，但导致其

异常表达发挥作用的原因尚不明确，部分学者认为

可能与基因表观遗传修饰有关 [14]。DNA 甲基化是

肿瘤细胞表观遗传学改变的重要形式，最常发生的

区域为启动子区域，该区域甲基化异常修饰可导致

基因转录受到抑制，引起 RNA 和蛋白表达水平下

降，且发现基因启动子区 DNA 甲基化是基因失活

的重要原因之一，也可使抑癌基因功能丧失 [15]。

张雪梅等 [16] 研究也表明，多种恶性肿瘤中均伴随

有基因启动子区处于异常高甲基化的现象，该现

象可明显抑制某些抑癌基因的转录过程，诱导基

因转录沉默，促进肿瘤的发生发展。通过 DNA 甲

基化抑制剂促使基因去甲基化，可降低基因甲基

化水平，逆转肿瘤细胞的异常甲基化，能够诱导

因甲基化引起的抑癌基因重新表达而发挥作用，

从而抑制肿瘤的生长 [17]。而本研究检测发现，前

列腺癌细胞系中 CircRNA-100395 明显低表达，其

启动子区呈高甲基化状态；经采用 AZA 去甲基化

处理后 CircRNA-100395 表达水平明显恢复，推测

CircRNA-100395 低表达应是由其基因启动子区异

常高甲基化所导致。此外还发现经 AZA 去甲基化

处理后，前列腺癌细胞的增殖和侵袭能力明显受到

抑制，这与 JEZIORSKA 等 [18] 报道的基因启动子

区发生甲基化后，mRNA 表达水平降低，恢复其表

达后则可抑制肿瘤发生增殖和迁移的结果相吻合。

为明确 CircRNA-100395 调控前列腺癌的可能

分子机制，研究通过双荧光素酶基因报告实验分

析 发 现，miRNA-136-5p 与 CircRNA-100395 存 在

结合位点，且 miRNA-136-5p 过表达能够明显降低

CircRNA-100395 野生型质粒荧光素酶活性，推测

其可能为 CircRNA-100395 的下游作用靶点。此外，

有研究发现在多种癌症发生进程中 miRNA-136 可

直接靶向作用于 Smad3 蛋白，miRNA-136/Smad3
轴被认为是癌症的潜在治疗靶向信号通路 [19-20]。为 
了更深入地阐明 CircRNA-100395 是否可通过 miRNA- 
136/Smad3 轴来调控前列腺癌的发生发展，本研究

通过 Western blot 实验验证发现，CircRNA-100395
过表达可以显著增加 p-Smad3 和 Smad3 蛋白表达，

而 miRNA-136-5p 过表达则可显著降低 p-Smad3 和

Smad3 蛋白表达，结合双荧光素酶基因报告结果推

测 CircRNA-100395 可能通过海绵吸附 miRNA-136
来调控 Smad3 的表达，进而在前列腺癌中发挥肿瘤

调控作用，这一发现为前列腺癌的临床筛查及靶向

治疗药物的开发提供理论基础。

综上所述，CircRNA-100395 基因启动子区的

异常高甲基化抑制了其在前列腺癌细胞中的表达水

平，经 AZA 去甲基化处理后 CircRNA-100395 表达

恢复，并抑制前列腺癌细胞的增殖和侵袭能力，其

可 能 与 CircRNA-100395 靶 向 调 控 miRNA-136-5p/
Smad3 轴有关。然而研究存在不足之处，本研究为

基础细胞体外实验，缺乏临床数据的验证，因此后

期还需进一步验证 CircRNA-100395 在动物模型中

的表达水平及分子机制。
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