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鼻咽癌细胞外泌体circSLAIN1通过连接黏附分子A促进
肿瘤相关巨噬细胞 M2型极化*
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(广州医科大学附属肿瘤医院放疗科,广州
 

510095)

  [摘要] 目的 探讨环状RNA(circ)SLAIN1在鼻咽癌肿瘤相关巨噬细胞(TAMs)M2型极化中的作用及

其分子机制。方法 采用qRT-PCR检测鼻咽癌细胞株(HONE1、HNE1等)及121例鼻咽癌患者临床组织标

本中circSLAIN1表达水平;通过荧光原位杂交(FISH)明确其亚细胞定位;利用Kaplan-Meier生存曲线评估

circSLAIN1表达与预后的关系。构建circSLAIN1过表达和敲低的稳定鼻咽癌细胞株,通过超速离心法提取

外泌体,并经 Western
 

blot(CD63、TSG101)和透射电镜鉴定。将分离的外泌体与巨噬细胞株THP-1源性的

M0、M1或 M2型巨噬细胞共培养,采用qRT-PCR检测 M1型[CD86、NOS2、肿瘤坏死因子(TNF)-α]和 M2型

(CD163、ARG-1、IL-10)标志物变化。通过RNA下拉实验联合质谱分析筛选circSLAIN1的互作蛋白,并经

Western
 

blot验证。最后,利用连接黏附分子A(JAMA)-shRNA干扰技术进行功能回复实验,验证JAMA在

circSLAIN1调控巨噬细胞极化中的必要性。结果 与鼻咽上皮细胞株NP69及炎症组织相比,circSLAIN1在

鼻咽癌细胞和组织中高表达(P<0.05),主要定位于细胞质,且高表达患者总生存(OS)时间和无疾病进展生存

(PFS)时间更短(P<0.05)。成功构建circSLAIN1过表达和敲低的鼻咽癌细胞模型,并证实外泌体中circS-
LAIN1水平随之相应变化。功能实验显示,过表达circSLAIN1的鼻咽癌细胞来源外泌体可上调 M1型巨噬细

胞中 M2型标志物ARG-1、IL-10的表达(P<0.05);反之,敲低circSLAIN1的外泌体则可上调 M2型巨噬细

胞中 M1型标志物 NOS2、TNF-α的表达(P<0.05)。此外,RNA下拉联合质谱及 Western
 

blot证实circS-
LAIN1可直接与JAMA蛋白结合,并正调控其表达。功能回复实验表明,敲低JAMA表达可抵消circSLAIN1
过表达所诱导的 M2极化效应(ARG-1表达下降,P<0.05)。结论 circSLAIN1在鼻咽癌中高表达,并通过外

泌体递送至巨噬细胞,通过调控JAMA表达促进TAMs向 M2型极化,从而可能参与鼻咽癌的进展。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

role
 

and
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

circular
 

RNA
 

(circ)SLAIN1
 

in
 

M2
 

polarization
 

of
 

tumor-associated
 

macrophages
 

(TAMs)
 

in
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

(NPC).
Methods QRT-PCR

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

circSLAIN1
 

in
 

NPC
 

cell
 

lines
 

(HONE1,

HNE1,etc.)
 

and
 

clinical
 

tissue
 

samples
 

from
 

121
 

NPC
 

patients.Fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization
 

(FISH)
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

its
 

subcellular
 

localization.Kaplan-Meier
 

survival
 

curves
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

rela-
tionship

 

between
 

circSLAIN1
 

expression
 

and
 

prognosis.Stable
 

NPC
 

cell
 

lines
 

with
 

circSLAIN1
 

overexpression
 

and
 

knockdown
 

were
 

constructed.Exosomes
 

were
 

extracted
 

by
 

ultracentrifugation
 

and
 

identified
 

by
 

Western
 

blot
 

(CD63,TSG101)
 

and
 

transmission
 

electron
 

microscopy
 

(TEM).The
 

isolated
 

exosomes
 

were
 

co-cultured
 

with
 

M0,M1,or
 

M2
 

macrophages
 

derived
 

from
 

the
 

THP-1
 

cell
 

line.QRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

changes
 

in
 

M1
 

[CD86,NOS2,tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α]
 

and
 

M2
 

(CD163,ARG-1,IL-10)
 

markers.RNA
 

pull-down
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assay
 

combined
 

with
 

mass
 

spectrometry
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

for
 

circSLAIN1-interacting
 

proteins,which
 

were
 

verified
 

by
 

Western
 

blot.Finally,functional
 

rescue
 

experiments
 

were
 

performed
 

using
 

junctional
 

adhesion
 

mol-
ecule

 

A
 

(JAMA)-shRNA
 

interference
 

technology
 

to
 

verify
 

the
 

necessity
 

of
 

JAMA
 

in
 

circSLAIN1-mediated
 

regulation
 

of
 

macrophage
 

polarization.Results Compared
 

with
 

the
 

nasopharyngeal
 

epithelial
 

cell
 

line
 

NP69
 

and
 

inflammatory
 

tissues,circSLAIN1
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

NPC
 

cells
 

and
 

tissues
 

(P<0.05),mainly
 

local-
ized

 

in
 

the
 

cytoplasm,and
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

had
 

shorter
 

overall
 

survival
 

(OS)
 

and
 

progression-free
 

survival
 

(PFS)
 

(P<0.05).NPC
 

cell
 

models
 

with
 

circSLAIN1
 

overexpression
 

and
 

knockdown
 

were
 

success-
fully

 

constructed,and
 

circSLAIN1
 

levels
 

in
 

exosomes
 

changed
 

accordingly.Functional
 

experiments
 

showed
 

that
 

exosomes
 

derived
 

from
 

circSLAIN1-overexpressing
 

NPC
 

cells
 

upregulated
 

the
 

expression
 

of
 

M2
 

markers
 

ARG-1
 

and
 

IL-10
 

in
 

M1
 

macrophages
 

(P<0.05);
 

conversely,exosomes
 

from
 

circSLAIN1-knockdown
 

cells
 

upregulated
 

the
 

expression
 

of
 

M1
 

markers
 

NOS2
 

and
 

TNF-α
 

in
 

M2
 

macrophages
 

(P<0.05).In
 

addition,

RNA
 

pull-down
 

combined
 

with
 

mass
 

spectrometry
 

and
 

Western
 

blot
 

confirmed
 

that
 

circSLAIN1
 

could
 

directly
 

bind
 

to
 

JAMA
 

protein
 

and
 

positively
 

regulate
 

its
 

expression.Functional
 

rescue
 

experiments
 

showed
 

that
 

knockdown
 

of
 

JAMA
 

expression
 

could
 

offset
 

the
 

M2
 

polarization
 

effect
 

induced
 

by
 

circSLAIN1
 

overexpression
 

(decreased
 

ARG-1
 

expression,P<0.05).Conclusion circSLAIN1
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

nasopharyngeal
 

car-
cinoma

 

and
 

is
 

delivered
 

to
 

macrophages
 

via
 

exosomes.It
 

regulates
 

JAMA
 

expression
 

to
 

promote
 

the
 

polariza-
tion

 

of
 

TAMs
 

to
 

the
 

M2
 

type,thereby
 

possibly
 

participating
 

in
 

the
 

progression
 

of
 

nasopharyngeal
 

carcinoma.
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  鼻咽癌是发生于鼻咽黏膜的恶性肿瘤,恶性程度

高,转移能力强。据世界卫生组织估计,全球每年约

有8.6万例新发病例和5万例死亡病例,其中80%的

鼻咽癌发生于中国,尤其是广东地区[1-2]。近年来放

化疗技术的进步明显提高了早期及局部晚期鼻咽癌

的治疗效果,5年生存率达85%[3-4]。尽管放疗技术

有了较大进展,CAPTAIN-1st[5]和JUPITER-02[6]研
究结果证实了程序性死亡受体-1(programmed

 

cell
 

death-1,PD-1)抑制剂在复发/转移性鼻咽癌治疗中的

疗效。然而,约15%的患者初诊时已发生远处转移,

14%的早期及局部晚期患者在治疗后5年内出现远

处转移。这些患者预后较差,中位生存时间仅为20
个月[7-9]。因此,复发和远处转移是鼻咽癌治疗失败

的主要原因,阐明其转移机制、阻遏其侵袭和转移,是
提高患者长期生存率的必由之路。

肿瘤相关巨噬细胞(tumor-associated
 

macropha-
ges,TAMs)是浸润于肿瘤组织中的巨噬细胞,也是肿

瘤微环境中最重要的免疫细胞组分,与患者不良预后

密切相关[10-11]。TAMs可分泌免疫抑制因子或免疫

检查点分子,通过抑制免疫、影响代谢等机制促进肿

瘤生长、侵袭和转移[12]。TAMs是具有可塑性和高

度异质性的细胞群体,在不同肿瘤类型中可呈现多种

表型,且肿瘤细胞能够对其进行重编程,使其获得特

定的功能状态;而已发生 M2型极化的TAMs也可被

再次逆极化为具有抗肿瘤作用的 M1型巨噬细胞,从

而激发机体产生特异性免疫应答[13-14]。总之,TAMs
具有可塑性与异质性,能促进肿瘤进展,已成为免疫

治疗的有效靶点及研究热点。
环状RNA(circular

 

RNA,circRNA)是一类具有

闭合环状结构的单链非编码RNA分子。circRNA广

泛存在于真核细胞的细胞质或外泌体 中,不 易 受

RNA外切酶影响,表达稳定且难以降解[15-16]。cir-
cRNA在恶性肿瘤的发生、发展中发挥重要作用,并
与患者不良预后密切相关[17]。越来越多研究证实

circRNA有促进肿瘤侵袭和转移中的作用[18-19]。本

课题组既往实验发现,circSLAIN1在胶质瘤中可抑

制胶质瘤细胞的生长和转移,通过共培养发现其影响

巨噬细胞极化[20],但其在鼻咽癌中的作用尚未见报

道。因此,本研究旨在探讨circSLAIN1在鼻咽癌中

对TAMs的调控作用,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系

人永生化鼻咽上皮细胞株NP69及鼻咽癌细胞系

(HONE1、HNE1、HNE2、HK1、CNE1、CNE2、6-
10B、C666-1和5-8F)、巨噬细胞株 THP-1来自广州

医科大学附属肿瘤医院放射生物实验室。NP69细胞

株使用NP69细胞专用培养基(福建海星生物科技有

限公司),鼻 咽 癌 细 胞 株 使 用 含10%胎 牛 血 清 的

DMEM培养基(美国Gibco公司),巨噬细胞株THP-
1使用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基。所有
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细胞置于37
 

℃、5%
 

CO2 恒温培养箱中培养。

1.1.2 组织标本

选取2022年9月至2023年7月本院121例鼻咽

癌患者为研究对象,纳入标准:(1)经病理学明确诊断

为鼻咽癌;(2)初治且未接受放疗、化疗、免疫治疗等

抗肿瘤治疗。排除标准:(1)合并其他恶性肿瘤;(2)
组织标本质量不合格。采集患者鼻咽癌组织和鼻咽

炎症组织标本,检测不同组织中circSLAIN1表达情

况,并对患者生存情况进行分析。本研究已通过本院

医学伦理委员会批准(审批号:2022-SZ05),患者均知

情同意。

1.2 方法

1.2.1 巨噬细胞体外诱导实验

将2
 

mL
 

1×106/mL
 

THP-1细胞悬液接种于6
孔板,每孔加100

 

ng/mL
 

佛波酯(phorbol
 

12-myris-
tate

 

13-acetate,PMA)诱导24
 

h为M0型;M0型分别

加100
 

ng/mL脂多糖+20
 

ng/mL干扰素-γ(interfer-
on-γ,INF-γ)、20

 

ng/mL
 

IL-4+20
 

ng/mL
 

IL-13各诱

导24
 

h,获 M1、M2型;通过镜下形态观察及qRT-
PCR检测表面标志物进行验证。

1.2.2 原位杂交

使用 生 物 素 标 记 的 circSLAIN1 探 针 (美 国

Bosterbio公司)对4%多聚甲醛固定的组织进行杂交

实验。标本于40
 

℃杂交缓冲液中变性过夜,再与辣

根过氧化物酶标记链霉亲和素于37
 

℃孵育2
 

h,经辣

根过氧化物酶-DAB显色系统(北京中杉金桥生物技

术有限公司)显色和苏木素染色。梯度乙醇脱水、封
片,显微镜下观察分析。结果判断方法如下,染色强

度分数标准:无色为0分,淡黄色为1分,棕黄色为2
分,棕褐色为3分。同样物镜下计数阳性细胞数,>
0~25%为1分,>25%~50%为2分,>50%~75%
为3分,>75%为4分。两项得分相加,满3分为+,

4分为++,≥5分为+++,将≥5分定义为高表

达,<5分定义为低表达,结果判断由两名医生采用盲

法阅片的方式进行,随机计数5个视野中各细胞的染

色强度和染色范围并分别计分。

1.2.3 过表达或干扰质粒构建及稳定细胞株构建

合成circSLAIN1过表达质粒、circSLAIN1-shR-
NA及连接黏附分子A(junctional

 

adhesion
 

molecule
 

A,JAMA)-shRNA质粒(上海吉凯基因医学科技股

份有限公司),经 Lipofectamine3000(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司)转染细胞;通过circSLAIN1过

表达慢病毒载体建立稳定过表达模型,针对circS-
LAIN1环化特异性位点设计shRNA,在鼻咽癌细胞

和巨噬细胞系中特异性敲低circSLAIN1(不影响其线

性异构体SLAIN1),将最优sh序列构建至慢病毒载

体,经嘌呤霉素(美国Sigma-Aldrich公司)筛选7
 

d
获得稳定敲低细胞株;转染10

 

h换新鲜培养基培养

72
 

h,通过荧光显微镜观察感染效率,qRT-PCR和

Western
 

blot验证转染效果。

1.2.4 荧光原位杂交(fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridiza-
tion,FISH)

按照吉玛基因组织FISH试剂盒(上海吉玛制药

技术有限公司)说明书,将荧光标记的核酸探针与经

脱蜡、修复、消化等预处理的组织切片中的靶核酸变

性后特异性杂交,经高严格性洗涤去除非特异性结合

探针,DAPI染细胞核,最后在荧光显微镜观察拍照。

1.2.5 鼻咽癌细胞与巨噬细胞体外共培养

Transwell小室置于6孔板,上室培养鼻咽癌细

胞,下室接种 M1或 M2型巨噬细胞(上下比例为

1∶2),于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养;分别孵育24、

48、72
 

h后收集下室细胞用于后续分析。

1.2.6 qRT-PCR
组织及细胞RNA经TRIzol裂解提取,均纯化后

参照逆转录试剂盒说明将 RNA 逆转录,再用2×
SYBR

 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix试 剂 盒、ABI
 

7500
 

PCR仪进行qRT-PCR,经3次独立实验后对数据行

统计分析。

1.2.7 外泌体分离及验证

细胞接种于15
 

cm培养皿,密度达75%左右时,
经PBS洗涤后,用含10%无外泌体血清及双抗的完

全培养基培养2
 

d,收集培养基并于4
 

℃条件下经梯

度离心(300、2
 

000、10
 

000、100
 

000×g)提取外泌体,
最终通过 Western

 

blot及透射电镜进行外泌体验证。

1.2.8 Western
 

blot验证外泌体标记蛋白

外泌体沉淀经RIPA裂解液提取蛋白后,BCA法

测浓度,加上样缓冲液95
 

℃加热5
 

min变性;制备十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳胶,每孔上样20
 

μg蛋白,随后电泳,随后将蛋白转移至聚偏氟乙烯膜,
经1

 

h封闭后,依次加入一抗过夜、TBST二抗室温孵

育1
 

h,以ECL法(A液+B液各250
 

μL)在高灵敏度

化学发光成像系统中显影拍照。

1.2.9 circSLAIN1过 表 达 及 干 扰 鼻 咽 癌 细 胞 株

构建

合成circSLAIN1过表达慢病毒,转染鼻咽癌细胞,

qRT-PCR验证转染情况;合成sh-circSLAIN1片段,使
用试剂盒转染鼻咽癌细胞,qRT-PCR检测干扰效果。

1.2.10 RNA下拉实验

将生物素标记的circSLAIN1及其反义RNA(经
体外转录并纯化获得)作为探针,与 M1型巨噬细胞

裂解蛋白及链霉亲和素磁珠于室温共同孵育;随后使

用十二烷基硫酸钠缓冲液煮沸洗脱蛋白。所得蛋白
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进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳,银染后切

取关键条带,经胰酶消化为肽段;采用 Q
 

Exactive质

谱仪进行检测,并利用 Western
 

blot验证已知蛋白。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用t检验或单因素方差分析;Kap-
lan-Meier法绘制生存曲线,log-rank分析生存差异,
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 circSLAIN1在鼻咽癌细胞株和鼻咽癌组织中

明显上调并与不良预后相关

qRT-PCR分析结果显示,circSLAIN1在鼻咽癌

细胞株中的表达水平明显高于 NP69(P<0.05),其
在鼻咽癌组织中的表达水平高于鼻咽炎症组织(P<
0.05)。且circSLAIN1在T3~4、N2~3期组织中表

达水平明显分别高于T1~2、N0~1期(P<0.05)。

FISH分析结果显示,circSLAIN1主要表达于细胞

质,在鼻咽癌组织中的表达水平高于鼻咽炎症组织,
见图1。121例鼻咽癌患者Kaplan-Meier生存分析结

果显示,高表达circSLAIN1的鼻咽癌患者总生存(o-
verall

 

survival,OS)时间、无进展生存(progression-
free

 

survival,PFS)时间更短,见图2。

  A:qRT-PCR检测circSLAIN1在鼻咽上皮细胞株NP69和鼻咽癌细胞系中的表达(n=3),①:NP69;②:HONE1;③:HNE1;④:HNE2;⑤:

HK1;⑥:CNE1;⑦:CNE2;⑧:6-10B;⑨:C666-1;⑩:5-8F;B:circSLAIN1在不同组织中的表达水平;C:circSLAIN1在不同T分期中的表达水平;

D:circSLAIN1在不同N分期中的表达水平;E:FISH检测circSLAIN1亚细胞定位和相对表达水平;a:P<0.05,与NP69比较。

图1  circSLAIN1在鼻咽癌细胞和组织中明显上调

  A:OS率;B:PFS率。

图2  Kaplan-Meier曲线
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