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circZFAND6 调控三阴型乳腺癌 TAMs 向 M2 型极化的机制
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摘要 目的 探讨 circZFAND6 调控三阴型乳腺癌( TNBC) 肿瘤相关巨噬细胞( TAMs) 向 M2 型极化

的调控机制。方法 构建用 Luciferase 重组病毒感染和标记细胞系; 用 CＲISPＲ /Cas9 自带 EGFP 系

统靶向敲低 circZFAND6 的表达; 细胞生物学功能实验等检测 circZFAND6 对 TNBC 细胞增殖、克隆

形成及侵袭能力的影响。qＲT-PCＲ、免疫组化、Western blot 检测肿瘤组织或细胞中免疫相关基因和

蛋白的表达情况。结果 circZFAND6 在 TNBC 肿瘤组织中表达上调，可促进乳腺癌细胞增殖、侵袭

等恶性转化。而 circZFAND6 高表达的肿瘤组织中 CD3+ T 细胞、CD8+ T 细胞浸润明显减少，而

CD163 标记的 M2 型 TAMs 明显增多。过表达 circZFAND6 可上调 c-MYC 和 CD47 蛋白水平，从而促

进免疫 T 细胞的耗竭，并推动 TAMs 向 M2 型极化。结论 在 TNBC 中，过表达 circZFAND6 可促进肿

瘤免疫微环境中 TAMs 向 M2 型极化以及 T 细胞的耗竭。
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Mechanism of circZFAND6 in regulating the polarization of
TAMs to M2 type in triple negative breast cancer

LIU Ｒuihan1，2，YE Xigang2，WANG Shouliang1，2，ZHANG Mengli1，2，MAO Siyi1，2，YU Jianwu1，2，

LI Shun1，2，TAN Weige1，2

( 1． Department of Breast Surgery，the First Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University，

Guangzhou 510080，China; 2． Guangzhou Medical University，Guangzhou 510080，China)

Abstract Objective To explore the mechanism of circZFAND6 in regulating the polarization of tumor-

associated macrophages ( TAMs) to M2 type in triple-negative breast cancer ( TNBC) ． Methods Luciferase

recombinant virus was used to infect and label cell lines． circZFAND6 expressed was knocked out using

CＲISPＲ /Cas9 self-contained EGFP system． The effects of circZFAND6 on the proliferation，clonogenesis

and invasion of TNBC cells were determined by cell counting，clonogenesis and Transwell invasion assay．

The expression of immune-related genes and proteins in tumor tissues or cells were detected by qＲT-PCＲ，

immunohistochemistry and Western blot． Ｒesults circZFAND6 is up-regulated in TNBC tumor tissues，

which can promote malignant transformation such as proliferation and invasion of breast cancer cells． In

addition，the expression of circZFAND6 increased in immunotherapy-resistant TNBC tumor tissues，while

the infiltration of CD3+ T cells and CD8+ T cells in tumor tissues of patients with high expression of

circZFAND6 decreased significantly，while the number of CD163-labeled M2 TAMs increased significantly．

At the same time，overexpression of circZFAND6 may up-regulate c-MYC and CD47 protein levels in

breast cancer cells，thus promoting the depletion of immune T cells and promoting the polarization of TAMs

to M2 type． Conclusion In TNBC，circZFAND6 is closely related to the immunotherapy and immune

microenvironment of TNBC． The high expression of circZFAND6 can promote the polarization of TAMs to

M2 type and the depletion of T cells in the tumor immune microenvironment．

Keywords: triple-negative breast cancer; tumor-associated macrophages; circZFAND6; M2 polarization;

tumor immune microenvironment．

三 阴 型 乳 腺 癌 ( triple-negative breast cancer，

TNBC) 恶性程度高，预后差，且缺乏明确的治疗靶

点，是乳腺癌治疗领域的难题。近年来，以程序性死

亡受体 1( programmed cell death protein 1，PD-1) /程

序性死亡配体 1( programmed death ligand 1，PD-L1)

单抗为代表的免疫治疗进展迅速，给 TNBC 的治疗

带来了新的方案。然而，在 TNBC 中，PD-1 /PD-L1

单抗治疗的有效率仅为 20%～40%，限制了其临床应

用。因此，如何提高 TNBC 免疫治疗的效果已成为

临床 工 作 者 和 研 究 者 们 广 泛 关 注 的 热 点 问 题。

TNBC 免疫治疗失败的主要原因在于肿瘤的免疫逃

逸，而肿瘤免疫微环境中 M2 型肿瘤相关巨噬细胞

( tumor-associated macrophages，TAMs) 是促进免疫逃

逸的关键细胞。研究肿瘤微环境中 TAMs 向 M2 型

极化的调控机制，发现并确定 TAMs 的特异性靶点，

重塑免疫抑制微环境，有望提高 TNBC 的免疫治疗

效果。

本研究以 circZFAND6( 环状 ＲNA hsa_circＲNA_

0000643) 作为切入点，探讨 circZFAND6 调控 TNBC

免疫微环境中 TAMs 向 M2 型极化的作用及可能的

分子机制，为临床免疫治疗 TNBC 提供新思路和新

靶点。
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1 材料和方法

1．1 材料与试剂

人乳腺癌细胞系 MD-MBA-231 和 MCF-7 细胞，

人单核细胞白血病细胞系 THP-1 细胞( 中国科学院上

海生命科学院生化细胞所)。胎牛血清，细胞培养基

DMEM，ＲNA 提取试剂 TＲIzol，转染试剂 Lipofectamine

3000，抗生素，circZFAND6 模拟物及对照物，引物、内

参 U6 序列及其对照无关序列 ( Invitrogen，美国) ;

ＲNA 抽提试剂盒( Applied Biosystems，美国) ; 双荧光

素酶活性检测试剂盒，qSYBＲ-Green-containing PCＲ

试剂 盒，TaqMan 反 转 录 试 剂 盒 ( Qiagen，美 国) ;

Transwell 小室，基 质 胶 和 细 胞 计 数 板 ( 25 × 16 格)

( BD，美国) ; 紫外可见分光光度计( Thermo，Nanodrop

2000，美国) ; 奥林巴斯正置显微镜 OLYMPUS BX51

( Olympus 公司，UIS2 光学成像系统，日本) 。

1．2 细胞培养

人乳腺癌 MD-MBA-231 和 MCF-7 细胞培养于

含 0． 1 g /L 链霉素、10% FBS、100 U /mL 青霉 素 和

90% DMEM 培养基中，置于 5% CO2、37 ℃的细胞培

养箱中进行培养。

1．3 细胞转染和基因敲低

使用 0．25%胰蛋白酶消化对数生长期的乳腺癌

细胞，制成单个细胞悬液，然后接种 6 孔板，每孔

2 mL细胞培养液( 8×103 个细胞) ，然后置于细胞培

养箱中。用 Luciferase 重组病毒感染已经建立的稳

定细 胞 系，建 立 Luciferase 标 记 的 细 胞 系; 采 用

CＲISPＲ /Cas9 自带 EGFP 系统靶向敲低 MD-MBA-

231 和 MCF-7 细胞 circZFAND6; 处理细胞 8 h 后，更

换成常规使用的细胞培养基，48 h 后，收集这些细胞

进行后续实验。

1．4 ＲNA 提取及 qＲT-PCＲ 实验

在 6 孔板的每个孔加入 100 μL TＲIzol 裂解液，然

后在室温静置 5 min。接着，加入 140 mL 氯仿并震荡

20 s 后，再在室温放置 8 min。4 ℃ 15 000 r /min 离心

20 min，然后将上层液体转移至另一个干净的 EP 管

中。按照 1 体积的异丙醇和 2 体积的 TＲIzol 的比

例，加入上层液体中，混匀后在室温静置 18 min。随

后，离心并移除上面液体。加入 500 μL 75%乙醇来冲

洗离心管底部的沉淀物，然后，4 ℃ 12 000 r /min离心

15 min。接着，移除上面液体，并将底部沉淀物溶解于

30 μL 无酶水。最后，使用紫外可见分光光度计检测

A260 /A280 比值。合格后，将样品保存在－80 ℃冰箱

中备用。

qＲT-PCＲ 实 验，将 提 取 的 ＲNA 进 行 反 转 录。

circZFAND6 的 引 物 序 列 为 F: 5'-ATGGCTTCAAGT

AATCCAGGA-3'; Ｒ: 5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'; 内

参 U6 的引物序列为 F: 5'-CTCGCTTCGGCAGCA CA-

3'; Ｒ: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。mＲNA 的

相对表达量采用公式 2－ΔΔCT 计算。

1．5 细胞增殖曲线分析细胞增殖能力

乳腺癌细胞经 0．25%胰酶消化后，细胞的浓度

调至 5×103 个 /mL。然后将细胞接种到 24 孔板中，

每个孔 500 μL。使用细胞计数板( 25×16 格) 计细胞

数量，每 24 h 进行 1 次细胞计数，连续 4 d，然后绘制

细胞增殖曲线图。

1．6 克隆形成实验

制备对数生长期乳腺癌单个细胞悬液，梯度倍数

稀释，每组设置 3 个平行样。每组细胞以 100 个 /孔接

种于 6 孔板中，轻晃细胞使其分散均匀。置于 5%

CO2、37 ℃细胞培养箱中培养 7 d。结晶紫染色，显

微镜下进行细胞克隆计数。

1．7 细胞侵袭实验

基质胶铺于 Transwell 小室内，静置 6 h 后待其

成膜。往小室上腔层内接种制备好的细胞稀释液

150 μL，取完全培养基 350 μL 置于下腔层内，在培养

箱内孵育 36 h 后，结晶紫染色。用棉签除去上室中

内侧细胞，用 PBS 缓冲液进行 3 次清洗，倒置小室并

晾干，然后，置显微镜下观察、计数。

1．8 组织 circZFAND6 及相关基因的表达检测

采集 28 对 TNBC 癌组织及其癌旁组织标本( 来

源于广 州 医 科 大 学 附 属 第 一 医 院 病 理 科) ，采 用

qＲT-PCＲ 及免疫组化检测 TNBC 患者癌组织及其癌

旁组织的 circZFAND6 及相关基因的表达。

1．9 统计学方法

采用 SPSS 23．0 统计软件分析数据，计量资料采

用( �x±s) 表示。P＜0．05 表示差异有统计学意义。
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2 结果

2．1 circZFAND6 在 TNBC 癌组织中表达

circZFAND6 在 TNBC 癌组织中的表达高于癌旁

组织，差异有统计学意义( P ＜ 0．05) ，结果如图 1 所

示。

图 1 circZFAND6 在癌组织中的表达分析

2．2 circZFAND6 促进肿瘤细胞增殖

敲低 MD-MBA-231 和 MCF-7 细胞的 circZFAND6

表达能够抑制乳腺癌细胞增殖，差异有统计学意义

( P＜0．01) ，结果如图 2 所示。

注: A．细胞增殖能力分析; B．细胞集落形成能力检测; C．细

胞集落的相对数量分析。与 sh-NC 组比较，＊＊P＜0．01。

图 2 敲低 circZFAND6 可抑制乳腺癌细胞增殖

2．3 circZFAND6 促进肿瘤细胞侵袭

敲低 MD-MBA-231 和 MCF-7 细胞 circZFAND6，

乳腺癌细胞的侵袭能力降低，差异有统计学意义

( P＜0．01) ，结果如图 3 所示。

注: A． Transwell 试验评估细胞迁移能力; B． Image J

量化分析侵袭细胞数量。与 sh-NC 组比较，＊＊P＜

0．01。

图 3 敲低 circZFAND6 可抑制乳腺癌细胞侵袭

2．4 circZFAND6 促进免疫 T 细胞耗竭，驱动 TAMs

向 M2 型极化

为了进一步验证 circZFAND6 与免疫抑制以及

免疫治疗的相关性，根据 28 例患者 circZFAND6 表

达量的 中 位 数 将 患 者 分 为 circZFAND6 高 表 达 组

( n= 14) 和低表达组( n = 14) 。通过免疫组化检测

28 例患者原发肿瘤组织石蜡切片中 CD3( CD3+T 细

胞标记物) 、CD8 ( CD8+ T 细胞标记物) 以及 CD163

( M2 型 TAMs 标 记 物 ) 的 表 达，结 果 发 现，

circZFAND6 高表达患者的 CD3+T 细胞、CD8+T 细胞

浸 润 明 显 减 少，而 M2 型 TAMs 增 多，提 示

circZFAND6 高表达促进了免疫 T 细胞的耗竭，并驱

动 TAMs 向 M2 型极化，结果如图 4 所示。
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注: 高表达与低表达比较，＊＊P＜0．01。

图 4 circZFAND6 表达与免疫 T 细胞的耗竭

及 TAMs 向 M2 型极化分析

2．5 敲 低 circZFAND6 的 乳 腺 癌 细 胞 c-MYC 和

CD47 蛋白表达下调

敲低 MD-MBA-231 中 circZFAND6 的表达，乳腺

癌细胞中 c-MYC 和 CD47 蛋白的表达水平降低，结

果如图 5 所示。

图 5 免疫印迹检测乳腺癌细胞中 c-MYC 和 CD47 蛋白表达

3 讨论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，随着发病率

的不断上升，乳腺癌已成为我国女性最常见的肿瘤

死亡原因之一［4］。其中，TNBC 是一 种 EＲ、PＲ 和

HEＲ-2 表达均呈阴性的乳腺癌，发病率占全部乳腺

癌的 15% ～ 20%，多见于年轻女性［5］。与其他亚型

的乳腺癌相比，TNBC 恶性程度高，侵袭性强，易发生

转移，预后较其他类型乳腺癌差。TNBC 对内分泌治

疗和阻断 HEＲ2 的靶向治疗效果均不佳，化疗为其

主要治疗手段，然而 TNBC 化疗后极易耐药，严重影

响患者预后。因此，TNBC 一直是乳腺癌领域的治疗

难题［6］。

近年来，以 PD-1 /PD-L1 单抗为代表的免疫检查

点疗法为 TNBC 提供了新的治疗方案［7－8］。研究［9］

显示，相较于传统的乳腺癌治疗方法，PD-1 /PD-L1

抑制剂联合化疗能够有效提高 TNBC 患者的整体疗

效及生存率。然而，PD-1 /PD-L1 抑制剂单独用药治

疗 TNBC 的有效率仅为 20% ～ 40%，限制其临床应

用［10］。因此，如何提高 TNBC 免疫治疗的效果已成

为临床工作者和研究者广泛关注的问题。

TNBC 免疫治疗失败的主要原因是肿瘤免疫逃

逸。研究［11］显示，TAMs 介导了肿瘤免疫逃逸，但具

体作用机制有待进一步探索。肿瘤微环境 ( tumor

microenvironment，TME) 中的免疫细胞与肿瘤免疫治

疗的效果密切相关，而其中最主要的免疫细胞 TAMs

对调 节 肿 瘤 免 疫 和 炎 症 反 应 有 重 要 作 用［12］。研

究［13－14］证实，TAMs 具有高度可塑性，可在不同的微

环境中表现出明显功能差异的两种极化状态，分别

是促炎抑生长的 M1 表型和抗炎促修复的 M2 表型。

M1 型 TAMs 为经典活化的巨噬细胞，抗原递呈功能

强，促进抗肿瘤免疫反应，抑制肿瘤的发生发展; M2

型 TAMs 为替代性活化的巨噬细胞，抗原递呈能力

低，抑 制 CD8+ T 细 胞 激 活，促 进 调 节 性 T 细 胞

( Tregs) 的募集和肿瘤的免疫逃逸，从而促进肿瘤生

长。M2 型 TAMs 不仅缺乏吞噬肿瘤细胞的功能，而

且还在肿瘤的免疫逃避过程中起重要作用，它是

TME 免疫抑制的核心，也是预后不良的标志物［15］。

研究［16－17］表明，M2 型 TAMs 对免疫治疗有抵抗作

用。在免疫检查点抑制剂疗法中，如 PD-1 /PD-L1 抑

制剂治疗，M2 型 TAMs 可以通过上调免疫检查点分

子 PD-1 /PD-L1 和免疫抑制细胞因子，直接抑制 T 细

胞并通过与 Tregs 的串扰形成正反馈循环来增强

TAMs 的免疫抑制特性和捕获抗 PD-1 抗体来间接抑

制 T 细胞［18］，从而促进肿瘤细胞的免疫逃逸。因

此，研究肿瘤免疫微环境中 TAMs 向 M2 型极化的调
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节机制，发现更多的肿瘤免疫逃逸信号并确定 TAMs

的特异性靶点，重塑免疫抑制微环境，是提高当前免

疫治疗效果的重要策略。在 TME 中，circＲNAs 在调

节肿瘤进展和免疫逃逸中起着重要作用［19－20］。下调

或沉默 circDENND4C 可通过增加 mir-200b /c 的表

达抑 制 乳 腺 癌 细 胞 的 糖 酵 解、迁 移 和 侵 袭［21］。

circＲNAs 在 PD-1 /PD-L1 信号通路上发挥着重要的

调控作用，在肿瘤免疫微环境以及免疫治疗中有不

可替代的作用。然而，目前，circＲNAs 参 与 PD-1 /

PD-L1 通路以及肿瘤免疫微环境调控的分子机制在

多种类型的肿瘤中尚未完全阐明。

为了进一步探讨 circZFAND6 与免疫抑制以及

免疫治疗的相关性，本研究通过免疫组化检测患者

原发肿瘤组织石蜡切片中 CD3 ( CD3+ T 细胞标记

物) 、CD8( CD8+ T 细胞标记物) 以及 CD163 ( M2 型

TAMs 标记物) 的表达。本研究发现，circZFAND6 高

表达的患者肿瘤组织中 CD3+ T 细胞、CD8+ T 细胞浸

润明显减少，而 CD163 标记的 M2 型 TAMs 明显增

多，提示 circZFAND6 高表达可能促进肿瘤免疫微环

境中免疫 T 细胞的耗竭，并驱动 TAMs 向 M2 型极

化，是肿瘤免疫逃逸的参与者之一。circZFAND6 的

敲低能下调乳腺癌细胞中 c-MYC 和 CD47 蛋白的表

达水平。原癌基因 c-MYC 属 MYC 酪氨酸激酶家族

( c-MYC family kinases，SFKs) ，是被鉴别出来的第一

个可诱导细胞转化的基因［22－23］。c-MYC 路径被活

化，可促进多种肿瘤细胞的增殖与侵袭，c-MYC 蛋白

激酶水平以及活性的变化与肿瘤的恶性程度以及预

后相关联，且 c-MYC 的激活可促进 CD47 表达上调，

从而促进肿瘤转移 进 展［24－25］。CD47 位 于 细 胞 表

面，是一种跨膜糖蛋白分子，可与多种蛋白质结合，

包括整合素、血小板反应蛋白-1 和信号调节蛋白

α［26］。过表达 circZFAND6 能够上调乳腺癌细胞中

CD47 蛋白水平。肿瘤细胞表面高表达的 CD47 结合

巨噬细胞表面的调节蛋白 α 后，释放“别吃我”信

号，导致巨噬细胞介导的吞噬作用被抑制，从而阻止

肿 瘤 细 胞 被 巨 噬 细 胞 吞 噬，造 成 免 疫 耐 受［2－3］。

circZFAND6 参与肿瘤免疫逃逸的机制如图 6 所示。

图 6 circZFAND6 调控三阴型乳腺癌 TAMs 向 M2 型极化的机制

4 结论
基于以上的研究结果，在 TNBC 中，促癌基因

circZFAND6 与 TNBC 免疫治疗以及免疫微环境密切

相关，可上调 CD47 的表达，circZFAND6 高表达可促

进肿瘤免疫微环境中 TAMs 向 M2 型极化以及 T 细

胞的耗竭，是肿瘤免疫逃逸的参与者之一。
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