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　　[摘要]　目的:探究circularCUX1(circCUX1)对肝癌细胞免疫逃逸的作用及其相关机制。方法:收集45例

肝癌切除肿瘤组织,qRT-PCR检测肿瘤组织程序性死亡因子1配体(PD-L1)的表达水平,circRNA-seq分析 PD-
L1高表达和低表达肿瘤组织中circRNA的差异表达,并比较circCUX1与PD-L1表达的相关性。在细胞实验中

采用qRT-PCR和 Westernblot检测 HCCLM3、HepG2、SMMC-7721细胞circCUX1和PD-L1的表达水平,通过

NK细胞毒性实验检测对 NK细胞的敏感性。将 HCCLM3细胞分为si-NC组(转染si-NC)和si-circCUX1组(转
染si-circCUX1),检测两组细胞circCUX1和PD-L1的表达水平以及对 NK细胞的敏感性。结果:在肝癌患者肿

瘤组织中,与PD-L1低表达肿瘤组织比较,PD-L1高表达肿瘤组织有282个circRNA 表达上调,307个circRNA
表达下调,其中circCUX1与PD-L1的表达水平呈正相关(R=0.6289,P<0.05)。与 HepG2细胞和 SMMC-
7721细胞比较,HCCLM3细胞中circCUX1的表达水平升高(P<0.05),PD-L1mRNA 和蛋白的表达水平升高

(P<0.05),其对 NK细胞的敏感性降低(P<0.05)。与si-NC组比较,circCUX1组circCUX1的表达水平降低

(P<0.05),PD-L1mRNA和蛋白的表达水平降低(P<0.05),其对 NK细胞的敏感性增加(P<0.05)。结论:在
肝癌组织中circCUX1与PD-L1的表达呈正相关,circCUX1通过影响PD-L1表达介导肝癌细胞的免疫逃逸。
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Abstract　Objective:ToexploretheeffectofcircularCUX1(circCUX1)ontheimmuneescapeofhepatocellu-
larcarcinomacellsanditsrelated mechanism.Methods:Forty-fivecasesofhepatocellularcarcinomaresected
tumortissueswerecollected,andtheexpressionlevelofprogrammeddeathfactor1ligand(PD-L1)intumortis-
sueswasdetectedbyqRT-PCR.circRNA-seqwasusedtoanalyzethecircRNAexpressiondifferencebetweenthe
highandlowexpressionofPD-L1,andthecorrelationbetweencircCUX1andPD-L1expressionwascompared.In
cellexperiments,theexpressionlevelsofcircCUX1andPD-L1inHCCLM3,HepG2andSMMC-7721cellswere
detectedbyqRT-PCRandWesternblot,andthesensitivitytoNKcellswasdetectedbyNKcelltoxicityassay.
HCCLM3cellsweredividedintosi-NCgroup(transfectedwithsi-NC)andsi-circCUX1group(transfectedwithsi-
circCUX1),andtheexpressionlevelsofcircCUX1andPD-L1andtheirsensitivitytoNKcellsweredetected.Re-
sults:Intumortissuesofhepatocellularcarcinomapatients,comparedwithtumortissueswithlowPD-L1expres-
sion,282circRNAwithhighPD-L1expressionwereup-regulatedand307circRNAweredown-regulated,among
whichcircCUX1waspositivelycorrelatedwithPD-L1expressionlevel(R=0.6289,P<0.05).Comparedwith
HepG2cellsandSMMC-7721cells,theexpressionlevelofcircCUX1andthemRNAandproteinexpressionof
PD-L1inHCCLM3cellsincreased(P<0.05),thesensitivityofHCCLM3cellstoNKcellsdecreased(P<0.05).

·136·



Comparedwithsi-NCgroup,circCUX1grouphadlowercircCUX1expression(P<0.05),lowerPD-L1mRNA
andproteinexpression(P<0.05),andhighersensitivitytoNKcells(P<0.05).Conclusion:circCUX1isposi-
tivelycorrelatedwiththeexpressionofPD-L1inhepatocellularcarcinomacells,andcircCUX1mediatestheim-
muneescapeofHCCcellsbyaffectingtheexpressionofPD-L1.

Keywords　hepatocellularcarcinoma;circularRNA;programmeddeathfactor1ligand;immuneescape;

drugresistance

　　据近期世界卫生组织数据显示,肝癌是全球第

四大癌症死亡原因[1-3]。多数癌症患者在确诊时已

处于中晚期,从而错过了最佳的治疗时机[4]。此

外,肝癌细胞的耐药性是制约药物疗效的一大难

点[5],因此探索新的治疗靶点对于肝癌的治疗至关

重要。
环状RNA(circularRNA,circRNA)是一种特

殊的RNA分子,由多个外显子反向剪接形成的没

有5'和3'末端的非编码RNA,在真核细胞中含量丰

富[6-7]。越来越多的证据证实,circRNA 在多种人

类疾病,尤其是在癌症的发生和发展过程中发挥着

重要作用[8]。有研究表明,在甲状腺癌中发现circ-
ITCH、circRAPGEF5、circ_0025033、circZFR 和

circRNA_102171的表达上调,暗示这些circRNA
参与了甲状腺癌的进程[9]。Sun等[10]的研究证明

circ-SFMBT2在恶性增殖的胃癌组织中表达升高。

Han等[11]的研究揭示抑制肝癌circ-MTO1表达可

以 缓 解 肝 癌 细 胞 的 恶 性 进 展。circCUX1 作

为circRNA的一种,在对放疗有抵抗力的下咽鳞

状细胞癌患者中表达上调,且与患者的不良预后相

关[12]。circCUX1 通 过 调 节 microRNA-338-3p/

PHF20信号轴和糖酵解途径促进神经母细胞瘤的

发展[13]。程序性死亡因子1(programmeddeath
factor1,PD-1)/程 序 性 死 亡 因 子 1 配 体 (pro-
grammeddeathfactor1ligand,PD-L1)信号通路

可抑制 T 细胞的增殖与活化,是目前肿瘤免疫治

疗的研究热点,一些 microRNA可以通过干扰免疫

攻击相关分子的表达来影响癌症的免疫监视和免

疫逃逸[14]。而circRNA 在肝细胞癌(hepatocellu-
larcarcinoma,HCC)发病机制中的分子机制尚未

完全阐明。本研究旨在探索不同PD-L1表达水平

下肝癌组织中的差异circRNA,并寻找与 PD-L1
最相关的circRNA,研究其是否通过调节 PD-L1
的表达参与免疫逃逸,为研究肝癌的免疫疗法提供

参考资料。

1　资料与方法

1.1　临床资料

选取2018年6月—2021年3月于我院接受手

术切除的肝癌肿瘤组织45例。术中取材后的标本

立即置于液氮冷冻,随后于-80℃冰箱保存备检。
所有 患 者 术 前 未 接 受 放 化 疗,且 均 签 署 知 情

同意书。

1.2　细胞和主要试剂

HCCLM3、HepG2、SMMC-7721肝癌细胞系

购自中科院上海细胞库;RPMI1640培养液和FBS
购 自 Giboco 公 司;si-NC、si-circCUX1、Lipo-
fectamineTM2000转染试剂盒购自Invitrogen公

司,Trizol、逆转录试剂盒和SYBRGreen试剂购自

上海翌圣公司,Percoll分离液和基质胶购自美国

Sigma公司,NK细胞杀伤活性检测试剂购自Pro-
mega公司;PD-L1抗体、GAPDH 抗体购自英国

abcam 公司,PD-L1、circCUX1、GAPDH 的qPCR
引物由上海生工生物工程有限公司合成。

1.3　实验方法

1.3.1　 细 胞 培 养 　 HCCLM3、HepG2、SMMC-
7721肝癌细胞均使用含10%胎牛血清RPMI1640
培养液培养,NK-92细胞培养于含20%胎牛血清

及1%青链霉素混合液的 L500培养液中,均置于

37℃、5%CO2 的恒温细胞培养箱中培养,根据细胞

生长 密 度 更 换 新 鲜 的 培 养 液,待 细 胞 生 长

到80%~90%时进行消化传代,取对数生长期的

细胞进行实验。

1.3.2　细胞转染　将以3.5×106 个对数生长期

的 HCCLM3细胞接种于6孔板中,待细胞生长密

度至65%~75%时,按照 LipofectamineTM2000转

染试剂盒说明书分别转染si-NC、si-circCUX1,设
为si-NC组(转染si-NC)和si-circCUX1组(转染

si-circCUX1)。

1.3.3　NK细胞毒性实验　以培养24h后的NK-
92细胞为效应细胞,以不同方式处理的肿瘤细胞

为靶细胞,600r/min离心,PBS洗涤2次,分别按

2∶1、5∶1、10∶1效靶比加入96孔板,每组设3个

复孔。37℃、5%CO2 培 养 箱 中 培 养 3h。分 别

加10μL裂解液培养1h。加反应底物室温避光放

置30min,加反应终止液终止反应,酶标仪测吸收

度A450nm 值。计算 NK细胞的杀伤活性,实验重复

3次,取平均值。NK-92细胞杀伤率(%)=(实验

组A平均值 -靶细胞自然释放组A平均值 -效应细胞

自然释放组A平均值 )/(靶细胞最大释放组A平均值 -
靶细胞自然释放组A平均值 )×100%
1.3.4　qRT-PCR 法检测肿瘤组织或细胞中 PD-
L1、circCUX1的表达　Trizol试剂提取肝癌组织
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样本、肝癌细胞株 HCCLM3、HepG2、SMMC-7721
中的总RNA。按照qRT-PCR试剂盒实验说明,依
次进行逆转录和qRT-PCR实验。qRT-PCR反应

体系 组 成 为:cDNA 模 板 2 ng,上 下 游 引 物

各0.4μL,SYBRPrimixExTaqTM5μL,双蒸水

补充至10μL。qRT-PCR反应条件:95℃(30s)预
变性 后,变 性 95℃ (5s),退 火 55℃ (30s),

72℃(15s),40个循环周期。扩增结果根据2-△△Ct

法计算 mRNA 的相对表达量。qRT-PCR 引物序

列:GAPDH-F,5-AAT GGG CAG CCG TTA
GGA AA-3,GAPDH-R,5-GCG CCC AAT ACG
ACC AAA TC-3;PD-L1-F,5-TTG CTG AAC
GCC CCA TAC AA-3,PD-L1-R,5-TGT CCC
GTTCCA ACACTG AG-3;circCUX1-F,5-CCA
AGAGGGAGCTCCAAGTG-3,circCUX1-R,5-
CTGTTCTGTGGTGTCTCGCT-3。

1.3.5　Westernblot法检测肿瘤组织或细胞中

PD-L1的表达　收集各组细胞,使用 RIPA裂解提

取总蛋白,通过 BCA 方法进行蛋白定量。样品变

性后通过SDS-PAGE凝胶电泳分离等量蛋白转至

PVDF膜。5%脱脂牛奶4℃封闭1h,TBST洗膜

5min,3次,加入PD-L1抗体(1∶1000),4℃摇床

孵育过夜。TBST 洗膜5min,3次,加入 HRP标

记的羊抗兔的二抗(1∶1000)37℃孵育1h,TBST
洗膜5min,5次。显影曝光,利用Image-ProPlus
图像分析系统对蛋白条带的灰度值进行分析。实

验重复3次,取平均值。

1.3.6　circRNA-seq分析　使用 Trizol法提取患

者肿瘤组织的总 RNA,75%乙醇清洗 RNA沉淀2
次,晾干后溶于 RNase/DNase-freewater并使用

酶标仪检测 RNA 的浓度和纯度。使用 RNaseR
去除线性 RNA,对circRNA 进行扩增并片段化。
使用 NEBNext® UltraTM DirectionalRNALibrary
PrepKit构 建 RNAseq 文 库,Illumina HiSeqTM

3000进行测序。HTSeq用于circRNA 的基因计

数。RPM(readsPerMillionmappedreads)计算

circRNA 的表达量。DEGseq计算circRNA 的差

异表达,筛选标准是q<0.05,foldchange>2.0
或<0.5。所有 RNA-seq分析均在 NovelBioLtd
(中国上海)进行。

1.4　统计学方法

采用SPSS19.0和 GraphPadPrism8.0软件

进行数据统计分析。符合正态分布的数据以 ■X±
S 表示,组间两两比较采用 LSD-t检验,多组间比

较采用单因素方差分析。以P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　PD-L1高表达和低表达肝癌组织中circRNA
的表达比较

采用qRT-PCR法检测45例肝癌患者肿瘤组

织中PD-L1的表达水平,见图1a。根据PD-L1的

表达差异,从表达水平前1/3和后1/3中各随机挑

选3例进行circRNA-seq分析。结果显示,与PD-
L1低表达肿瘤组织比较,PD-L1高表达肿瘤组织

中282个circRNA 表达水平显著升高,307个cir-
cRNA表达水平显著降低,见图1b和1c。

1a:肝癌组织中PD-L1的相对表达水平;1b:高表达PD-L1肿瘤组织与低表达PD-L1肿瘤组织中差异circRNA火山图;

1c:10个显著上调和下调的差异circRNA热图。
图1　PD-L1高表达和低表达肝癌组织中circRNA的表达比较
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2.2　肝癌组织中circCUX1和PD-L1表达水平的

相关性

在PD-L1高表达肿瘤组织上调circRNA 中,
选择显著上调前3的circRNA 进行验证。采用

qRT-PCR 法 检 测 circ0081606、circ0132813 和

circ0085533的表达水平,并与 PD-L1的表达水平

进行相关性分析。结果显示,肝癌组织中 PD-L1
与circ0081606(circCUX1)的表达呈显著正相关

(R=0.6289,P<0.05),见图2。

图2　肝癌组织中PD-L1和circ0081606、circ0132813、circ0085533表达水平的相关性分析

2.3　肝癌细胞系中circCUX1和PD-L1表达水平

的相关性

采 用 qRT-PCR 检 测 HCCLM3、HepG2 和

SMMC-7721细胞中circCUX1的表达水平,结果

显示,与 HepG2 细胞和 SMMC-7721 细胞比较,

HCCLM3细胞中circCUX1的表达水平升高(P<
0.05)。采用qRT-PCR和 Westernblot检测 HC-
CLM3、HepG2和SMMC-7721细胞中PD-L1mR-
NA和蛋白的表达水平,结果显示,与 HepG2细胞

和SMMC-7721细胞比较,HCCLM3细胞中 PD-
L1的表达水平升高(P<0.05)。见图3。

3a:qRT-PCR 检 测 circCUX1 和 PD-L1 的 表 达;3b:

Westernblot检测PD-L1蛋白的表达。
图3　3种肝癌细胞系中circCUX1和PD-L1表达水平

的比较

2.4　不同肝癌细胞系对 NK细胞的敏感性比较

采用 NK 细 胞 毒 性 实 验 检 测 HCCLM3、

HepG2和SMMC-7721细胞对NK细胞的敏感性。
结果显示,与 HepG2细胞和 SMMC-7721细胞比

较,HCCLM3细胞在 NK∶肿瘤细胞为2∶1、5∶1
和10∶1时,对 NK 细胞的敏感性均降低(P<
0.05)。见图4。

图4　3种肝癌细胞系对NK细胞的敏感性比较

2.5　沉默circCUX1对PD-L1mRNA和蛋白表达

水平的影响

根据 HCCLM3、HepG2和 SMMC-7721细胞

中circCUX1的表达水平,选择表达较高的 HC-
CLM3细胞进行后续的circRNA干扰实验。将si-
NC和si-circCUX1分别转染至 HCCLM3细胞中,
采用qRT-PCR和 Westernblot检测circCUX1和
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PD-L1的表达水平。结果显示,与si-NC组比较,

si-circCUX1 组 circCUX1 的 表 达 水 平 降 低,

PD-L1mRNA 和 蛋 白 的 表 达 水 平 降 低 (P <
0.05)。见图5。

5a:qRT-PCR 检 测 circCUX1 和 PD-L1 的 表 达;5b:

Westernblot检测PD-L1蛋白的表达。
图5　沉默circCUX1对肝癌细胞PD-L1表达水平的

影响

2.6　沉默circCUX1对 NK细胞敏感性的影响

采用NK细胞毒性实验检测沉默circCUX1对

NK细胞敏感性的影响。结果显示,与si-NC组比

较,在 NK∶HCCLM3为2∶1、5∶1和10∶1时,

si-circCUX1组对 NK 细胞的敏感性均升高(P<
0.05)。见图6。

图6　沉默circCUX1对NK细胞敏感性的影响

3　讨论

肝癌是世界范围内最常见和最致命的癌症之

一。近年来,肝癌的发病率呈现出逐年递增的趋

势,成为一种高病死率的恶性肿瘤[15-16]。肝癌患者

目前主 要 的 有 效 治 疗 方 式 是 手 术 切 除 和 肝 移

植[17-18]。随着医学技术的发展,肝癌患者的生存质

量日益提高,但术后肿瘤复发和耐药仍然严重影响

患者的预后。
随着高通量测序技术的发展,越来越多的非编

码RNA被发现,且在肿瘤调控中发挥着重要作

用,具有极大的研究价值[19]。相比于 mRNA、mi-
croRNA和长链非编码 RNA,circRNA 在外泌体、
血浆和尿液中具有较高的稳定性,通过参与基因表

达调控以发挥不同的功能[20-21]。近期研究表明,

circRNA参与癌症的发生、发展,例如在结直肠癌

中,circPTK2可与波形蛋白结合并相互作用,促进

结直肠癌细胞的上皮间充质转化[22];在胃癌中,

circRNA_100876通过促进胃癌细胞增殖、侵袭和

迁移促进肿瘤的发展[23];Huang等[24]研究发现

hsa_circRNA_104348可直接靶向 microRNA-187-
3p,调控肝癌细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡,沉默

该circRNA能抑制肿瘤细胞的肺转移。以上研究

说明circRNA可通过不同的分子作用模式参与肿

瘤进展,circRNA有望成为肿瘤发生的生物标志物

和治疗的潜在靶点。circCUX1作为circRNA的一

种,在多种癌症中表达上调。在对放疗效果不佳的

下咽鳞状细胞癌患者体内检测到circCUX1的表达

升高,且与患者的不良预后相关[12]。circCUX1通

过靶向 microRNA-16-5p/DMRT2信号通路,在神

经母细胞瘤中发挥致癌作用[25]。此外,circCUX1
与EWSRNA结合蛋白1结合,促进其与锌指蛋白

的相互作用,导致神经母细胞瘤加剧[26]。
肿瘤免疫逃逸是指肿瘤细胞通过各种机制躲

避免疫系统的识别和攻击,从而使肿瘤得以发展和

转移[27-28]。当PD-1与其配体PD-L1结合后,可激

活细胞内信号通路,抑制免疫细胞的激活,从而减

少免疫细胞分泌抗体和细胞因子,甚至耗尽免疫细

胞,最终帮助肿瘤实现免疫逃逸[29]。Wang等[30]

的研究发现circRNA-002178可以通过海绵化癌细

胞中的 microRNA-34诱导 T细胞耗竭来增强PD-
L1的表达。本研究通过circRNA-seq分析,发现

与PD-L1低表达肿瘤组织比较,高表达PD-L1的

肿瘤组织中circCUX1的表达显著上调,表明circ-
CUX1可能参与了 PD-L1介导的肝癌的发生、发
展和免疫逃逸。进一步在细胞实验中进行了验证,
结果证明circCUX1与 PD-L1在不同肝癌细胞系

中的表达呈正相关,当沉默 circCUX1 后 PD-L1
mRNA和蛋白的表达水平均降低。

NK细胞在对癌症的免疫反应中起关键作用,
然而肿瘤细胞可以利用肿瘤微环境中多种因素逃

逸 NK 细胞的免疫监视。在本实验中,circCUX1

·536·程世亮,等.circularCUX1在肝癌细胞程序性死亡因子1配体耐药机制中的作用研究第9期 　



表达较高的 HCCLM3肝癌细胞系对NK细胞的杀

伤性明显降低,沉默circCUX1的表达会提高肝癌

细胞对 NK 细胞的杀伤敏感性,说明circCUX1可

能通过促进PD-L1的表达帮助肿瘤细胞实现免疫

逃逸。另外,本实验也有不足之处,circCUX1具体

如何调控PD-L1的表达尚未阐述清晰,需要后续

进一步探索。
综上所述,本研究发现不同 PD-L1表达水平

的肝癌组织存在大量差异表达的circRNA,其中

circCUX1和 PD-L1的表达水平在肝癌组织和肝

癌细胞系中呈正相关,circCUX1可能通过 PD-L1
依赖的免疫逃逸机制促进肿瘤发展。以上结果表

明,circCUX1可能作为新的肝癌治疗靶点,可为进

一步探讨肝癌的免疫疗法提供新的思路,这种疗法

尚需要在动物模型中验证,以期在肝癌治疗中得到

进一步的开发与应用。
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