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  摘 要:目的 探究宫颈癌细胞环状RNA核受体相互作用蛋白1(circNRIP1)表达对CD8+T细胞的耗竭

的影响及机制。方法 采用实时定量PCR检测circNRIP1在宫颈上皮细胞 HCerEpic和宫颈癌细胞C-33
 

A、

Hela、SiHa、CS121中的表达水平,将C-33
 

A细胞分为Vector组、circNRIP1组和circNRIP1+miR-138-5p组,

CS121细胞分为sh-NC组、sh-circNRIP1组和sh-circNRIP1+miR-138-5p
 

inhibitor。提取人外周血CD8+T细

胞,Vector组和circNRIP1组C-33
 

A细胞与CD8+T细胞共孵育24
 

h(CD8+T/Vector组和CD8+T/circ-
NRIP1组),sh-NC组和sh-circNRIP1组CS121细胞与CD8+T细胞共孵育24

 

h(CD8+T/sh-NC组和CD8+

T/sh-circNRIP1组)。采用细胞毒性实验检测CD8+T细胞的杀伤能力,酶联免疫吸附试验(ELISA)检测细胞

上清白细胞介素(IL)-2、γ干扰素(IFN-γ)和肿瘤坏死因子(TNF)-α水平,流式细胞术检测CD8+T细胞程序性

死亡受体1(PD1)、T细胞免疫球蛋白及黏蛋白分子-3(TIM3)、淋巴细胞活化因子3(LAG3)表达水平。利用双

荧光素酶报告基因实验验证circNRIP1和 miR-138-5p的靶向关系,以及 miR-138-5p和PD-L1的靶向关系。
结果 C-33

 

A、Hela、SiHa、CS121细胞中circNRIP1表达水平显著高于 HCerEpic细胞(P<0.05)。CD8+T
细胞对circNRIP1组C-33

 

A细胞杀伤能力低于其对Vector组细胞的杀伤。CD8+T/circNRIP1组CD8+T细

胞分泌IL-2、IFN-γ和TNF-α水平显著低于CD8+T/Vector组CD8+T细胞(P<0.05),CD8+T/circNRIP1
组CD8+T细胞PD-1、LAG-3、TIM-3显著高于CD8+T/Vector组CD8+T细胞(P<0.05)。CD8+T细胞对

sh-circNRIP1组CS121细胞杀伤能力高于其对sh-NC组细胞的杀伤(P<0.05)。CD8+T/sh-circNRIP1组

CD8+T细胞分泌IL-2、IFN-γ和TNF-α水平显著高于CD8+T/sh-NC组(P<0.05),CD8+T/sh-circNRIP1组

CD8+T细胞PD-1、LAG-3、TIM-3显著低于CD8+T/sh-NC组(P<0.05)。双荧光素酶报告基因实验结果显

示,miR-138-5p为circNRIP1的靶基因,PD-L1为miR-138-5p的靶基因。结论 circNRIP1可通过上调PD-L1
的表达而诱导CD8+T细胞的耗竭。
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by
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in
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

circular
 

RNA
 

nuclear
 

receptor
 

interacting
 

protein
 

1
 

(circNRIP1)
 

expression
 

on
 

exhaustion
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

cervical
 

cancer
 

cells.Methods Real-time
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

circNRIP1
 

in
 

cervical
 

epithelial
 

cells
 

HCerEpic
 

and
 

cer-
vical

 

cancer
 

cells
 

C-33A,Hela,SiHa,and
 

CS121.C-33A
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

Vector
 

group,circNRIP1
 

group,and
 

circNRIP1+miR-138-5p
 

group,while
 

CS121
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

sh-NC
 

group,sh-circNRIP1
 

group,and
 

sh-circNRIP1+miR-138-5p
 

inhibitor.Human
 

peripheral
 

blood
 

CD8+T
 

cells
 

were
 

extracted,and
 

C-
33A

 

cells
 

in
 

Vector
 

group
 

and
 

circNRIP1
 

group
 

were
 

co-incubated
 

with
 

CD8+T
 

cells
 

for
 

24
 

hours
 

(CD8+T/

Vector
 

group
 

and
 

CD8+T/Vector
 

group).CS121
 

cells
 

in
 

sh-NC
 

group
 

and
 

sh-circNRIP1
 

group
 

were
 

co-incu-
bated

 

with
 

CD8+T
 

cells
 

for
 

24
 

hours
 

(CD8+T/sh
 

NC
 

group
 

and
 

CD8+T/sh-circNRIP1
 

group).Cytotoxicity
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experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

detect
 

the
 

killing
 

ability
 

of
 

CD8+T
 

cells,ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)-2,interferon
 

(IFN)-γ,and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant.Flow
 

cy-
tometry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

programmed
 

death
 

receptor-1
 

(PD-1),T
 

cell
 

Immunoglobulin
 

domain
 

and
 

Mucin
 

domain
 

protein-3
 

(TIM3),and
 

lymphocyte
 

activation
 

gene
 

3
 

(LAG3)
 

in
 

CD8+T
 

cells.Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

verify
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

circNRIP1
 

and
 

miR-138-5p,as
 

well
 

as
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-138-5p
 

and
 

PD-L1.Results The
 

expres-
sions

 

of
 

circNRIP1
 

in
 

C-33A,Hela,SiHa,and
 

CS121
 

cells
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

HCerEpic
 

(P<0.05).The
 

killing
 

ability
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

against
 

C-33A
 

cells
 

in
 

the
 

circNRIP1
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

their
 

killing
 

ability
 

against
 

Vector
 

group
 

cells.The
 

levels
 

of
 

IL-2,IFN-γ,and
 

TNF-α
 

secreted
 

by
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

the
 

CD8+T/circNRIP1
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

CD8+T/Vector
 

group
 

(P<0.05),

and
 

the
 

levels
 

of
 

PD-1,LAG-3,and
 

TIM-3
 

expressed
 

by
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

the
 

CD8+T/circNRIP1
 

group
 

were
 

al-
so

 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

CD8+T/Vector
 

group
 

(P<0.05).The
 

killing
 

ability
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

against
 

sh-circNRIP1
 

group
 

CS121
 

cells
 

was
 

higher
 

than
 

their
 

killing
 

ability
 

against
 

sh-NC
 

group
 

cells
 

(P<
0.05).The

 

levels
 

of
 

IL-2,IFN-γ,and
 

TNF-α
 

secreted
 

by
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

the
 

CD8+T/sh-circNRIP1
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

CD8+T/sh-NC
 

group
 

(P<0.05).The
 

PD-1,LAG-3,and
 

TIM-3
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

the
 

CD8+T/sh-circNRIP1
 

group
 

were
 

also
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

CD8+T/sh-NC
 

group
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

the
 

dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

experiment
 

showed
 

that
 

miR-138-5p
 

was
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

circNRIP1,and
 

PD-L1
 

was
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-138-5p.Conclusion circNRIP1
 

can
 

in-
duce

  

the
 

exhaustion
  

of
 

CD8+T
 

cells
 

by
 

upregulating
 

the
 

expression
 

of
 

PD-L1.
Key

 

words:cervical
 

cancer; circNRIP1; CD8+T
 

cells; exhaustion

  宫颈癌是临床上常见的女性生殖系统恶性肿瘤,
在女性恶性肿瘤中其发病率仅次于乳腺癌,位居第

二,恶性程度和病死率高[1-2]。虽然宫颈癌疫苗和宫

颈癌筛查技术已取得突破性发展,提高其预防和诊断

效果,但是宫颈癌患者仍存在较高的病死率和转移

率[3-4]。有研究指出,影响宫颈癌治疗和预后的重要

因素为肿瘤的免疫逃逸,宫颈癌等肿瘤可通过高表达

程序性死亡受体配体1(PD-L1)等免疫检查点相关分

子而 抑 制 细 胞 毒 性 CD8+T 细 胞 的 功 能,并 诱 导

CD8+T细胞的耗竭,引起肿瘤免疫逃逸[5-6]。因此,
发现更多诱导免疫逃逸的分子,对于宫颈癌的免疫治

疗至关重要。环状RNA(circRNA)是一类特殊的内

源性非编码RNA,多种circRNA被发现具有调控宫

颈癌生长、转移、免疫逃逸和放化疗抗性,具有成为肿

瘤诊断和治疗新靶点的潜力[7-8]。LI等[9]研究发现,
环状RNA核受体相互作用蛋白1(circNRIP1)在宫

颈癌中呈显著高表达,并且可促进宫颈癌的迁移和侵

袭。但是其对宫颈癌的免疫逃逸及免疫治疗的影响

尚不清楚,本文即探究了circNRIP1在宫颈癌中的异

常表达对CD8+T的功能及耗竭的影响,旨在为宫颈

癌的免疫治疗研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料来源 宫颈上皮细胞 HCerEpic和宫颈癌

细胞C-33
 

A、Hela、SiHa、CS121购自美国典型培养

物保藏中心(ATCC)。

1.2 试剂与仪器 小鼠CD8+T细胞磁珠法分选试

剂盒(阴选法)购自苏州海狸生物医学工程有限公司,

TransScript􀆿
 

Green
 

One-Step
 

RT-qPCR
 

SuperMix
试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司,CD8-
BV510抗体、

 

程序性死亡受体1(PD-1)-PE抗体、

LAG3-FITC抗体和 TIM3-APC抗体购自美国Bio-
legend公 司,LipofectamineTM

 

3000 试 剂 购 自 美 国

ThermoFisher
 

Scientific公司,PD-L1和 GAPDH 抗

体购自美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司,双荧光

素酶报告基因检测试剂盒购自上海碧云天生物技术

有限公司,肿瘤坏死因子α(TNF-α)、白细胞介素

(IL)-2和γ干扰素(IFN-γ)检测试剂盒及细胞毒性试

剂盒购自杭州联科生物技术股份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养与分组 HCerEpic、C-33
 

A、Hela、

SiHa、CS1213细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM
高糖培养基中,取对数生长期的C-33

 

A细胞,根据

LipofectamineTM3000试 剂 盒,分 别 转 染 空 白 质 粒

(Vector组)、转染circNRIP1过表达质粒(circNRIP1
组)、共转染circNRIP1过 表 达 质 粒 和 miR-138-5p

 

mimic(circNRIP1+miR-138-5p组)。取对数生长期

的CS121细胞分别转染circNRIP1
 

shRNA(sh-circ-
NRIP1组)、转染circNRIP1

 

shRNA
 

Negative
 

Con-
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trol(sh-NC组)、共转染circNRIP1
 

shRNA 和 miR-
138-5p

 

inhibitor组(sh-circNRIP1+miR-138-5p
 

in-
hibitor组)。

1.3.2 CD8+T细胞提取与培养 分离外周血单个

核细胞,并调整细胞密度为1×108 个/毫升,将100
 

μL
 

细胞悬液加入无菌流式管底部,再加入
 

2
 

μL
 

Bio-
tin-Antibody

 

Mix,混匀后4
 

℃孵育
 

10
 

min。孵育完

成后,在 流 式 管 中 加 入
 

20
 

μL
 

清 洗 过 的
 

Beaver-
Beads􀆿

 

Streptavidin,混匀后
 

4
 

℃
 

孵育
 

10
 

min,磁力

架分选5
 

min,收集上清中的细胞,将其接种至CD3
和CD28抗体包被的24孔板。

1.3.3 实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)检测circ-
NRIP1和miR-138-5p表达 Trizol试剂提取细胞总

RNA,根据 TransScript􀆿
  

Green
 

One-Step
 

RT-qPCR
 

SuperMix试剂盒进行操作。引物序列见表1。反应

程序为95
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

10
 

s,95
 

℃
 

30
 

s,共40个循

环,仪器默认熔解曲线程序。使用2-ΔΔCt 法计算基因

相对表达水平。
表1  引物序列

基因 引物序列

circNRIP1 F:5'-TCCGGATGACATCAGAGCTAC-3'

R:5'-TCAAGTGTGCATCTTCTGGCT-3'

β-actin F:5'-TTGTTACAGGAAGTCCCTTGCC-3'

R:5'-ATGCTATCACCTCCCCTGTGTG-3'

miR-138-5p F:5'-CCAGCGTGAGCTGGTGTTGTGAATC-3'

R:5'-AGCAGGGTCCGAGGTATTC-3'

U6 F:5'-CGCTTCGGCAGCACATATACTA-3'

R:5'-GGAACGCTTCACGAATTTGC-3'

1.3.4 细胞毒性实验检测 CD8+T细胞的杀伤功

能 将 Vector组 和circNRIP1组 C-33
 

A 细 胞 与

CD8+T细胞以1∶5的比例(CD8+T/Vector组和

CD8+T/circNRIP1组)共孵育24
 

h,将sh-NC组和

sh-circNRIP1组CS1213细胞与CD8+T细胞以1∶5
的比例(CD8+T/sh-NC组和 CD8+T/sh-circNRIP1
组)共孵育24

 

h,酶标仪检测490
 

nm处各孔的吸光度

(A)值,裂解率=(AE+T-AE-AT)/(AEmax-AE)×
100%。其中,AE+T 为共孵育孔的A值,AE 为肿瘤细

胞孔的A值,AT 为CD8+T细胞孔的A值,AEmax 为

肿瘤细胞全部裂解的A值。

1.3.5 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测细胞上清

IL-2、IFN-γ和TNF-α水平 取CD8+T/Vector组和

CD8+T/circNRIP1组共孵育体系以及 CD8+T/sh-
NC组和CD8+T/sh-circNRIP1组共孵育体系的上清

液,根据ELISA检测试剂盒说明,每孔加入20
 

μL上

清液和10
 

μL生物素标记抗体,并加入100
 

μL辣根

过氧化物酶标记抗体,37
 

℃孵育30
 

min,加10
 

μL显

色剂显色,酶标仪检测各孔
 

450
 

nm处A值。

1.3.6 流式细胞术检测CD8+T细胞PD-1、LAG3
和TIM3表达 取CD8+T/Vector组和CD8+T/cir-
cNRIP1组及CD8+T/sh-NC组和CD8+T/

 

sh-circ-
NRIP1组共孵育体系的细胞,重悬于100

 

μL
 

磷酸盐

缓冲液(PBS)溶液中,每孔分别加入1
 

μL
 

CD8-BV510
抗体、1

 

μL
 

PD-1-PE抗体、1
 

μL
 

LAG3-FITC抗体和

1
 

μL
 

TIM3-APC抗体4
 

℃孵育30
 

min,清洗后,重悬

于500
 

μL
 

PBS中,流式细胞仪检测CD8+T细胞PD-
1、LAG3和 TIM3表达水平,计算 PD-1、LAG3和

TIM3表达的平均荧光强度(MFI)。

1.3.7 双荧光素酶报告基因实验 根据文献[10]

circNRIP1与 miR-138-5p具有靶向关系,使用 Tar-
getscan

 

数据库预测circNRIP1与miR-138-5p结合位

点,根据文献[11]miR-138-5p与PD-L1具有靶向关

系,使用miRDB数据库预测miR-138-5p与PD-L1结

合位点。根据LipofectamineTM3000试剂盒,将circ-
NRIP1质粒(circNRIP1

 

WT)、circNRIP1突变质粒

(circNRIP1
 

MUT)、PD-L1质粒(PD-L1
 

WT)和PD-
L1突变质粒(PD-L1

 

MUT)转染至293T细胞,然后

转染miR-138-5p
 

mimic及阴性对照(miR-NC),转染

48
 

h后,将细胞接种至96孔板,双荧光素酶基因检测

试剂盒检测各孔荧光强度。

1.3.8 蛋白质印迹(Western
 

blot)检测PD-L1蛋白

表达 RIPA蛋白裂解液提取 Vector组、circNRIP1
组和circNRIP1+miR-138-5p组 C-33

 

A 细胞总蛋

白,以及sh-NC组、sh-circNRIP1组和sh-circNRIP1+
miR-138-5p

 

inhibitor组CS1213细胞总蛋白,取10
 

μg
蛋白进 行 十 二 烷 基 硫 酸 钠-聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

(SDS-PAGE),300
 

mA恒流转移至聚偏二氟乙烯膜

(PVDF)膜,封闭后,PVDF膜与PD-L1和 GAPDH
孵育过夜,洗膜后,与二抗室温孵育1

 

h,洗膜后,根据

ECL试剂盒显影并曝光。

1.4 统计学处理 用Graphpad
 

Prism
 

8.0
 

软件进行

统计分析,计量资料用x±s表示,两组比较采用t检

验,多组比较采用单因素方差分析。P<0.05表示差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 宫颈上皮细胞和宫颈癌细胞circNRIP1表达水

平比较 RT-qPCR结果显示,宫颈癌细胞C-33
 

A、

Hela、SiHa、CS1213中circNRIP1的表达水平显著高

于其 在 宫 颈 上 皮 细 胞 HCerEpic中 的 表 达 (P <
0.05),circNRIP1 在 C-33

 

A 中 表 达 水 平 最 低,
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CS1213中表达水平最高,所以选择C-33
 

A细胞构建

circNRIP1过表达细胞,选择CS1213细胞构建circ-
NRIP1敲低细胞。circNRIP1组C-33

 

A细胞中circ-
NRIP1表达水平显著高于 Vector组(P<0.05),sh-
circNRIP1组CS1213细胞中circNRIP1表达水平显

著低于sh-NC组(P<0.05)。结果说明circNRIP1
差异表达细胞株构建成功,可用于后续研究。见图1。

2.2 宫颈癌细胞的circNRIP1表达对CD8+T细胞

杀伤能力的影响 为探究宫颈癌细胞的circNRIP1
表达是否可影响CD8+T细胞的杀伤能力,将CD8+T
细胞与各组 C-33

 

A 和 CS1213细 胞 共 孵 育,检 测

CD8+T细胞的细胞毒性及细胞因子的分泌。细胞毒

性实验结果显示,
 

CD8+T细胞对circNRIP1组C-33
 

A细胞杀伤能力显著低于其对 Vector组C-33
 

A细

胞杀伤能力(P<0.001);CD8+T 细胞对sh-circ-
NRIP1组CS1213细胞杀伤能力显著高于其对sh-NC
组CS1213细 胞 杀 伤 能 力(P<0.001)。见 表 2。

CD8+T/circNRIP1组细胞上清中IL-2、INF-γ、TNF-
α水平低于CD8+T/Vector组(P<0.01)。CD8+T/

sh-circNRIP1组细胞上清中IL-2、INF-γ、TNF-α水

平高于CD8+T/sh-NC组(P<0.001)。见表3、4。
上述结果说明宫颈癌细胞高表达circNRIP1可抑制

CD8+T细胞对其杀伤能力。

  注:A为 HCerEpic、C-33
 

A、Hela、SiHa和CS1213细胞circNRIP1相对表达水平比较(与 HCerEpic细胞比较,aP<0.05);B为 Vector组和

circNRIP1组C-33
 

A细胞circNRIP1相对表达水平比较(与Vector组C-33
 

A细胞比较,bP<0.05);C为sh-NC组和sh-circNRIP1组CS1213细

胞circNRIP1相对表达水平比较(与sh-NC组CS1213细胞比较,cP<0.05)。

图1  各组宫颈癌细胞circNRIP1相对表达水平比较

表2  CD8+T细胞对各组C-33
 

A和CS1213细胞杀伤能力比较(x±s,%)

组别 细胞裂解率 组别 细胞裂解率

CD8+T/Vector组 65.57±6.02 CD8+T/sh-NC组 40.00±5.00

CD8+T/circNRIP1组 32.33±7.50a CD8+T/sh-circNRIP1组 51.00±4.58b

  注:与CD8+T/Vector组比较,aP<0.05;与CD8+T/sh-NC组比较,bP<0.05。

表3  CD8+T/Vector组和CD8+T/circNRIP1组上清IL-2、INF-γ、TNF-α水平比较(x±s,pg/mL)

组别 IL-2 INF-γ TNF-α

CD8+T/Vector组 143.30±11.50 123.00±7.94 153.00±10.82

CD8+T/circNRIP1组 96.33±7.09a 89.02±11.26a 105.70±8.62a

  注:与CD8+T/Vector组比较,aP<0.05。

表4  CD8+T/Vector组和CD8+T/circNRIP1组上清IL-2、INF-γ、TNF-α水平比较(x±s,pg/mL)

组别 IL-2 INF-γ TNF-α

CD8+T/sh-NC组 116.70±7.10 109.30±10.50 132.00±3.00

CD8+T/sh-circNRIP1组 170.00±5.00a 137.00±5.29a 154.30±6.65a

  注:与CD8+T/sh-NC组比较,aP<0.05。
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2.3 宫颈癌细胞的circNRIP1表达对CD8+T细胞

耗竭的影响 为探究宫颈癌细胞的circNRIP1表达

对CD8+T细胞耗竭的影响,流式细胞术检测各组

CD8+T细胞耗竭标志PD-1、LAG-3和 TIM-3的表

达,结果显示:CD8+T/circNRIP1组 CD8+T 细 胞

PD-1、LAG-3和TIM-3
 

MFI显著高于CD8+T/Vec-
tor组(P<0.01)。CD8+T/sh-circNRIP1组CD8+T
细胞PD-1、LAG-3和TIM-3

 

MFI显著低于CD8+T/

Vector组(P<0.001),说明高表达circNRIP1的宫

颈癌细胞可诱导CD8+T细胞耗竭。见表5、6。

表5  CD8+T/Vector组和CD8+T/circNRIP1组CD8+T
 

细胞PD-1、LAG-3和TIM-3的 MFI比较(x±s)

组别 PD-1 LAG-3 TIM-3

CD8+T/Vector组 976.70±87.37 1
 

285.00±30.41 702.70±67.09

CD8+T/circNRIP1组 2
 

724.00±622.40a 1
 

645.00±278.20a 1
 

238.00±80.11a

  注:与CD8+T/Vector组比较,aP<0.05。

表6  CD8+T/Vector组和CD8+T/circNRIP1组CD8+T细胞PD-1、LAG-3和TIM-3的 MFI比较(x±s)

组别 PD-1 LAG-3 TIM-3

CD8+T/sh-NC组 1
 

123.00±92.92 1
 

573.00±91.19 1
 

041.00±61.71

CD8+T/sh-circNRIP1组 865.00±56.70a 990.00±115.30a 477.30±63.22a

  注:与CD8+T/sh-NC组比较,aP<0.05。

2.4 circNRIP1与miR-138-5p靶向关系验证结果 
数据库预测及双荧光素酶报告基因实验验证circ-
NRIP1与miR-138-5p靶向关系,结果显示circNRIP1
与miR-138-5p结合位点见图2,共转染 miR-138-5p

 

mimic和circNRIP1
 

WT组细胞的荧光素酶活性低于

共转染miR-NC和circNRIP1
 

WT组(P<0.05),而
共转染 miR-138-5p

 

mimic和circNRIP1
 

MUT后细

胞的荧光素酶活性与共转染 miR-NC和circNRIP1
 

MUT后的荧光素酶活性变化差异无统计学意义

(P>0.05),说明 miR-138-5p为circNRIP1的靶基

因。见图3。

图2  Targetscan数据库预测circNRIP1与 miR-138-5p
结合位点

  注:与miR-NC比较,aP<0.05。

图3  各组细胞相对荧光素酶活性比较

2.5 miR-138-5p与 PD-L1靶向关系验证结果 
miR-138-5p与PD-L1结合位点见图4,共转染 miR-

138-5p
 

mimic和PD-L1
 

WT组细胞荧光素酶活性低

于共转染 miR-NC和PD-L1
 

WT组(P<0.05)。而

共转染miR-138-5p
 

mimic和PD-L1
 

MUT后细胞的

荧光素酶活性与共转染 miR-NC和PD-L1
 

MUT后

的荧光素酶活性变化差异无统计学意义(P>0.05),
说明PD-L1为miR-138-5p的靶基因。见图5。

图4  miRDB数据库预测 miR-138-5p与PD-L1结合位点

  注:与miR-NC比较,aP<0.05。

图5  各组细胞相对荧光素酶活性比较

2.6 circNRIP1靶向调控 miR-138-5p/PD-L1信号

轴验证结果 与Vector组比较,circNRIP1组C-33
 

A
细 胞 PD-L1 表 达 显 著 上 调 (P <0.001),而

circNRIP1+miR-138-5p组C-33
 

A细胞PD-L
 

1表达

显著低于circNRIP1组(P<0.001)。相比于sh-NC
组,sh-circNRIP1组CS1213细胞PD-L1表达显著下

调(P<0.001),sh-circNRIP1+miR-138-5p
 

inhibitor
组CS1213细胞PD-L1表达显著高于sh-circNRIP1
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组(P<0.001),提示circNRIP1靶向调控 miR-138- 5p/PD-L1信号轴。见图6。

  注:A、B分别为各组C-33
 

A细胞PD-L1表达水平及统计分析结果(与Vector组比较,aP<0.05;与circNRIP1组比较,bP<0.05);C、D分别

为各组CS1213细胞PD-L1表达水平比较(与sh-NC组比较,cP<0.05;与sh-circNRIP1组比较,dP<0.05)。

图6  Western
 

blot检测C-33
 

A细胞和CS1213细胞PD-L1表达

3 讨  论

  随着宫颈癌疫苗的推广,宫颈癌的发病率已得到

控制,但宫颈癌患者接受手术治疗及放化疗后仍然表

现出较低的存活率,宫颈癌晚期患者的5年生存率仅

约为15%,且伴有宫颈癌的复发和转移[12-13]。有研究

指出,代谢紊乱、氧化应激以及免疫逃逸等因素均是

造成宫颈癌复发和转移的重要原因[14]。免疫检查点

的异常表达可诱导多种免疫细胞的功能障碍,进而诱

导肿瘤的免疫逃逸[15],因此,发现更多对肿瘤免疫逃

逸或免疫检查点表达具有调控作用的分子对于宫颈

癌的免疫治疗具有重要意义。
circRNA是一类环状非编码RNA,与线性RNA

不同,circRNA没有5'端帽子和3'端的多聚腺苷酸尾

巴,具有封闭的环状结构,不易被核酸外切酶,表达稳

定,并且具有广泛的调控功能[16-18]。在宫颈癌中多种

circRNA被发现具有调控肿瘤免疫逃逸的功能,例
如,ZHANG等[19]研究指出,circPRDM4的表达上调

可诱导化疗耐药的宫颈癌免疫逃逸;ZHANG等[20]研

究发现circ_0000276可调控宫颈癌细胞的免疫浸

润[20]。YAN等[21]指出,circRNA可作为调控宫颈癌

组织免疫细胞功能,尤其是调控CD8+T细胞功能的

关键分子。circNRIP1是一类在宫颈癌中异常表达的

circRNA,可调控宫颈癌的生长和转移[9]。本研究亦

发现circNRIP1在宫颈癌细胞C-33
 

A、Hela、SiHa、
CS1213中circNRIP1表达显著高于其在宫颈上皮细

胞HCerEpic中的表达,但其对CD8+T细胞等免疫

细胞的肿瘤浸润的影响尚不清楚。

CD8+T细胞是机体主要的细胞毒性 T淋巴细

胞,对肿瘤细胞等抗原物质具有杀伤作用,与自然杀

伤细胞构成机体抗病毒、抗肿瘤免疫的重要防线。
CD8+T细胞的浸润及活性对于肿瘤免疫治疗至关重

要[22]。本研究发现,宫颈癌细胞C-33
 

A过表达circ-
NRIP1后,CD8+T细胞对C-33

 

A细胞杀伤能力显著

降低,细胞分泌杀伤因子IL-2、INF-γ、TNF-α水平亦

明显降低,并且与过表达circNRIP1的C-33
 

A细胞

孵育后,CD8+T 细胞耗竭标志物 PD-1、LAG-3和

TIM-3表达显著上调。而抑制CS1213中circNRIP1
表达后,CD8+T细胞对C-33

 

A细胞杀伤能力显著增

加,细胞分泌杀伤因子IL-2、INF-γ、TNF-α的水平亦

显著上升,并且与低表达circNRIP1的CS1213细胞

孵育后,CD8+T耗竭标志物PD-1、LAG-3和TIM-3
表达显著下调。这说明circNRIP1的异常表达可影

响CD8+T细胞对宫颈癌细胞的杀伤功能。
为探究circNRIP1的调控机制,本研究数据库预

测及双荧光素酶报告基因实验发现circNRIP1可靶

向调控 miR-138-5p/PD-L1信号轴,即circNRIP1的

高表达可上调宫颈癌细胞PD-L1的表达。PD-1/PD-
L1

 

通路是使肿瘤细胞发生免疫逃逸的免疫抑制通

路,在免疫调节和免疫耐受中均起关键作用,PD-1/
PD-L1信号通路的激活可诱导CD8+T细胞等免疫细

胞的耗竭[23]。BUDIMIR等[24]亦指出,PD-1/PD-L1
 

通路抑制剂可逆转CD8+T细胞的耗竭,抑制肿瘤免

疫逃逸。而本研究结果证明了circNRIP1可激活宫

颈癌 细 胞 中 miR-138-5p/PD-L1 信 号 轴 进 而 影 响
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CD8+T细胞的抗肿瘤活性。
综上所述,本研究表明circNRIP1可在宫颈癌细

胞中显著高表达,并且CD8+T对高表达circNRIP1
的宫颈癌细胞杀伤能力减弱,高表达circNRIP1的宫

颈癌细胞可诱导 CD8+T耗竭,其机制可能为circ-
NRIP1调控 miR-138-5p/PD-L1信号轴,诱导宫颈癌

细胞PD-L1高表达。本研究的创新点在于发现circ-
NRIP1可通过调控PD-L1的表达而影响肿瘤免疫,
提示circNRIP1或可作为调控宫颈癌肿瘤免疫的新

靶点。但是本研究的局限性在于仅在细胞水平验证,
缺少动物体内实验验证,在后续的研究中本团队会在

动物体内和临床水平进一步探究circNRIP1的功能

及临床应用潜力。
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