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　 　 摘　 要:　 目的　 探究与葡萄糖调节蛋白 78( GRP78)相关的非编码微小 RNA-15a-5p( miR-15a-5p)在鼻咽癌

放疗抵抗中的作用并初步探索二者之间的调控机制。 方法　 应用 shRNA 技术干扰鼻咽癌细胞 GRP78 表达,通过

miRNA 芯片筛选与 GRP78 相关 miRNA,并结合 RT-PCR 实验验证敲低后 miR-15a-5p 表达水平;在鼻咽癌细胞系中

瞬转 miR-15a-5p 相应的模拟物和抑制剂后验证 miR-15a-5p 在鼻咽癌放疗抵抗中的作用;通过生物信息学初步分

析 GRP78 调控 miR-15a-5p 的可能分子机制。 结果　 建立的鼻咽癌放射抵抗细胞系 C666-IR 对放射的抵抗性强于

母本细胞 C666-1,且 GRP78 蛋白的表达更高,分布更广;
 

C666-IR 细胞中 miR-15a-5p 的表达高于 C666-1 细胞,且
GRP78 高表达的鼻咽癌细胞经射线照射后 miR-15a-5p 仍维持较高水平,而敲低 GRP78 可以降低鼻咽癌细胞的

miR-15a-5p 水平;瞬转 miR-15a-5p 模拟物增强 C666-1 细胞的迁移能力和放射抵抗性,瞬转 miR-15a-5p 抑制剂降低

C666-IR 细胞的迁移能力和放射抵抗性;生物信息学分析预测 miR-15a-5p 基因启动子 460 位点左右区域与转录因

子结合可能性最大,且预测到 13 个可能的转录因子,其中 STAT4 和 FOXP3 可能性最大。 结论　 GRP78 介导 miR-
15a-5p 表达上调促进鼻咽癌放疗抵抗,其调控机制可能为 GRP78 通过驱动转录因子 STAT4 / FOXP3 提高 miR-15a-
5p 表达,靶向 miR-15a-5p 可能为放疗抵抗的鼻咽癌提供新的治疗策略。
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　 　 Abstract: 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

non-coding
 

microRNA-15a-5p
 

( miR-15a-5p)
 

associated
 

with
 

glucose-regulated
 

protein
 

78
 

( GRP78)
 

in
 

radioresistance
 

of
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

and
 

to
 

preliminarily
 

explore
 

the
 

regulatory
 

mechanism
 

between
 

them. Methods　 The
 

expression
 

of
 

GRP78
 

in
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

cells
 

was
 

interfered
 

by
 

shRNA
 

technology.
 

The
 

miRNA
 

related
 

to
 

GRP78
 

was
 

screened
 

by
 

miRNA
 

chip,
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-15a-
5p

 

after
 

knockdown
 

was
 

verified
 

by
 

reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction.
 

The
 

role
 

of
 

miR-15a-5p
 

in
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

radiotherapy
 

resistance
 

was
 

verified
 

by
 

transient
 

transfection
 

of
 

miR-15a-5p
 

corresponding
 

mimics
 

and
 

inhibitors
 

in
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

cell
 

lines.
 

The
 

possible
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

GRP78
 

regulating
 

miR-15a-5p
 

was
 

preliminarily
 

analyzed
 

by
 

bioinformatics. Results 　 The
 

established
 

radioresistant
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

cell
 

line
 

C666-IR
 

showed
 

stronger
 

resistance
 

to
 

radiation
 

than
 

its
 

parental
 

cell
 

C666-1,
 

and
 

had
 

higher
 

expression
 

and
 

wider
 

distribution
 

of
 

GRP78
 

protein.
 

The
 

expression
 

of
 

miR-15a-5p
 

in
 

C666-IR
 

cells
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

C666-1
 

cells.
 

After
 

irradiation,
 

the
 

level
 

of
 

miR-15a-5p
 

remained
 

high
 

in
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

cells
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

GRP78,
 

while
 

knockdown
 

of
 

GRP78
 

could
 

reduce
 

the
 

level
 

of
 

miR-15a-5p
 

in
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

cells.
 

Transient
 

transfection
 

of
 

miR-
15a-5p

 

mimics
 

enhanced
 

the
 

migration
 

ability
 

and
 

radioresistance
 

of
 

C666-1
 

cells,
 

while
 

transient
 

transfection
 

of
 

miR-15a-5p
 

inhibitors
 

reduced
 

the
 

migration
 

ability
 

and
 

radioresistance
 

of
 

C666-IR
 

cells.
 

Bioinformatics
 

analysis
 

predicted
 

that
 

the
 

region
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around
 

the
 

460
 

site
 

of
 

the
 

miR-15a-5p
 

gene
 

promoter
 

was
 

most
 

likely
 

to
 

bind
 

to
 

transcription
 

factors,
 

and
 

13
 

possible
 

transcription
 

factors
 

were
 

predicted,
 

of
 

which
 

STAT4
 

and
 

FOXP3
 

had
 

the
 

greatest
 

possibility. Conclusions　 GRP78
 

mediates
 

the
 

up-regulation
 

of
 

miR-15a-5p
 

expression
 

to
 

promote
 

radiotherapy
 

resistance
 

of
 

nasopharyngeal
 

carcinoma.
 

The
 

regulatory
 

mechanism
 

may
 

be
 

that
 

GRP78
 

increases
 

the
 

expression
 

of
 

miR-15a-5p
 

by
 

driving
 

the
 

transcription
 

factor
 

STAT4 / FOXP3.
 

Targeting
 

miR-15a-5p
 

may
 

provide
 

a
 

new
 

therapeutic
 

strategy
 

for
 

radiotherapy-resistant
 

nasopharyngeal
 

carcinoma.
　 　 Keywords:Nasopharyngeal

 

carcinoma;
 

GRP78;
 

miR-15a-5p;
 

Radiotherapy
 

resistance

　 　 鼻咽癌是头颈部常见的恶性肿瘤,其发病率和

死亡率均居头颈部恶性肿瘤之首,死亡率约为(15 ~
50) / 10 万。 鼻咽癌的发生具有特殊的地理分布,约
70%的新诊断患者集中在亚洲东南部地区[1] 。 鼻咽

癌病理类型以鳞状细胞癌多见,临床上这类鼻咽癌

对放疗中度敏感,因此放疗是鼻咽癌的首选和主要

治疗方法[2] 。 据文献报道 I ~ IVB 期的鼻咽癌患者

放疗后 5 年无病生存率为 83. 3%,其中有 20%的鼻

咽癌患者出现局部复发及远处转移[3] 。 统计结果

显示,鼻咽癌放疗抵抗患者约为 35%,表现为放疗

后病变残存及残存癌细胞重新克隆导致鼻咽癌复

发,且复发鼻咽癌对再次放疗更不敏感[4] 。 课题组

前期应用蛋白质组学等技术筛选出葡萄糖调节蛋白

78(glucose
 

regulated
 

protein
 

78,
 

GRP78)为鼻咽癌放

疗抵抗相关蛋白[5] ,后续报道进一步证实 GRP78 在

鼻咽癌放疗抵抗中发挥重要作用[6-8] 。 miRNA 作为

一种内源性非编码 RNA,通过降解其靶向的 mRNA
控制翻译过程,调控多种基因及蛋白质表达。 miRNA
也被证实与鼻咽癌的发生发展及转移密切相关。 因

此,在鼻咽癌中研究与 GRP78 相关的 miRNAs 可能对

揭示鼻咽癌放疗抵抗机制具有重要的意义,利用

shRNA 技术干扰 GRP78 表达,再经过 miRNA 芯片分

析,从差异表达倍数(FC)值≥2 的 miRNA 中筛选,获
得了可能受 GRP78 调控的 miR-15a-5p,

 

推测 GRP78
与 miR-15a-5p 的表达调控相关,而两者在鼻咽癌放

疗抵抗中的作用机制值得深入研究。
 

1　 资料与方法

1. 1　 细胞系

稳定表达 EB 病毒基因的鼻咽癌细胞株 C666-1
来自中南大学湘雅医院分子医学研究中心细胞库。
C666-1-IR 为课题组建立的放疗抵抗鼻咽癌细胞模

型。 稳定敲低 GRP78( shGRP78) 细胞系是课题组

应用 shRNA 技术干扰 C666-IR 细胞系后建立的,并
通过 Western

 

blot 实验验证。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 细胞增殖实验　 将对数生长期细胞接种到

96 孔板(1
 

000 / 孔),设置 24、48、72、96
 

h 共 4 组,每
组每种细胞设置 3 个复孔,选取 3 个不含细胞的孔

作为空白对照组。 依次在 24、48、72、96
 

h 这 4 个时

间点每孔加入 10
 

μL
 

的 CCK-8 于 37
 

℃孵育 2
 

h 后,
用酶标仪在 450

 

nm 处测定 OD 值,根据测得的 OD
值换算成细胞数目,作出细胞的增殖曲线。
1. 2. 2　 划痕实验　 将对数生长期细胞接种于 6 孔

板中,使其贴壁后细胞融合度为 80% ~ 90%,吸去培

养基,用无菌的 100
 

μL 的 tip 头靠着直尺在 6 孔板

底部平行划痕迹,划的力度适中,使宽度合适且痕迹

内无细胞残留。 用 PBS 缓冲液冲洗 2 遍后,加入不

含血清的培养基继续培养。 分别在划痕后 0、24、
48

 

h 进行拍照观察。
1. 2. 3　 瞬转实验　 处于对数生长期细胞计数后按

5×105 / 孔种到 24 孔板中;第 2 天待细胞融合度达

30% ~ 50%时,PBS 缓冲液洗涤细胞 2 次,加入无血

清培养基饥饿处理适当时间;根据种板细胞数取适

量 20
 

μM 的 miR-15a-5p 相应的模拟物与抑制剂和

阴性对照(negative
 

control,NC),加入 25
 

μL 的 Opti-
MEM 无血清培养基混匀静置 5

 

min;取适量 Invitro-
gen

 

Lipofectamine
 

2
 

000 加入 25
 

μL 的 Opti-MEM 无

血清培养基中混匀静置 5
 

min;将上述混匀的模拟物

或抑制剂与转染试剂混合,轻轻混匀后放入培养箱

中孵育 20
 

min;孵育后的混合液加入到培养板中,使
最终转染体系模拟物浓度为 50

 

μM,抑制剂浓度为

100
 

μM,空白对照组加等体积的 Opti-MEM 无血清培

养基;培养板继续放入培养箱中培养 4 ~ 6
 

h 后,用含

血清培养基替换含有复合物的培养基,再继续培养。
1. 2. 4　 细胞免疫荧光实验 　 将对数生长期细胞种

到铺有无菌盖玻片的 6 孔板中,待细胞在盖玻片上融

合度达到 95% ~100%时,从培养箱中取出,用预温的

PBS 缓冲液洗涤细胞 10
 

min×3 次;加入适量 4%多聚

甲醛室温固定细胞 20~30
 

min,PBS 缓冲液洗 10
 

min /
次,共 3 次;加入 0. 5%Triton 透化细胞 10

 

min,PBS 缓

冲液洗 10
 

min / 次,共 3 次;5%BSA 室温封闭 30
 

min,
吸水纸吸去封闭液;滴入适量用 5%BSA 稀释的一抗

后放入湿盒中 4
 

℃ 过夜;次日取出湿盒复温 30
 

min
后 PBS 缓冲液洗 10

 

min / 次,共 3 次,吸水纸吸干水
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分;滴加适量 5%BSA 稀释的二抗避光孵育 30
 

min,
PBS 缓冲液洗 10

 

min / 次,共 3 次,吸干水分;DAPI 避
光染色 5

 

min,PBS 缓冲液洗 5
 

min / 次,共 3 次;滴
3~5

 

μL 封片剂(甘油 ∶ PBS = 1 ∶1)进行封片,片子周

围用指甲油固定后,放于湿盒中 4℃避光保存。
1. 2. 5　 克隆存活实验　 取对数生长期的细胞,胰酶

消化离心后吹打成单细胞悬液;进行细胞计数,将细

胞以 1
 

000 个细胞 / 孔的密度接种于 6 孔板中,补加完

全培养基至 2
 

mL,十字形晃动使细胞分散均匀;放入

培养箱常规培养,待细胞状态稳定后根据实验计划加

入试剂处理,待细胞出现肉眼可见的克隆时终止培

养;培养结束后将培养基吸去,用 PBS 清洗 2 次,用
4%多聚甲醛固定 15

 

min,PBS 洗涤 2 次;结晶紫染色

15
 

min 后,用 PBS 清洗干净后,自然干燥;将 6 孔板置

于白色纸张上拍照,肉眼直接计数克隆数,并计算克隆

形成率,克隆形成率=(克隆数 / 接种细胞数)
 

×100%。
1. 2. 6　 Western

 

blot 实验　 当处于对数生长期的细

胞生长至 80% ~90%融合度时,用 0. 25%胰蛋白酶消

化细胞,收集到离心管中,用 PBS 洗涤 2 次,离心后加

入 RIPA 裂解液(biosharp,BL504A)提取总蛋白。 使

用 BCA 法(碧云天,P0009)测定蛋白浓度。 根据测定

的浓度加入 SDS 上样缓冲液,以确保最终蛋白浓度为

2
 

mg / mL,然后在 95℃ 下加热 10
 

min 进行变性。 使

用 SDS-PAGE 分离蛋白样品,然后转移到聚偏二氟乙

烯膜上。 用 5%脱脂奶粉封闭 1
 

h,然后在 4℃ 下孵

育过夜,用 TBST 洗涤。 将一抗用 TBST 冲洗 3 次,
每次 10

 

min,然后在 37℃ 下与二抗孵育 1
 

h。 用

TBST 冲洗 3 次,每次 10
 

min,然后使用化学发光凝

胶成像系统观察蛋白条带。 所用抗体如下:GAPDH
(全式金,HC301-01),GRP78(Proteintech,11587-1-
AP),山羊抗兔 IgG(全式金,HS101-01)。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS
 

21. 0 软件进行统计学分析,独立样

本 t 检验和配对样本 t 检验比较两组均值,随机样本

数据通过 χ2 检验比较,运用 GraphPad
 

Prism
 

6 软件

作图及分析,P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果
 

2. 1　 建立的 C666-IR 细胞生物学特性及 GRP78 表

达水平探究

实验证实 C666-IR 细胞的增殖能力、迁移能力

和放疗抵抗性均强于 C666-1 细胞 ( 图 1)。 通过

Western
 

blot 实验检测了 EB 病毒阳性的鼻咽癌细胞

C666-1 及配对放疗抵抗细胞 C666-IR 中的 GRP78
蛋白表达 ( 图 2A、 B ), 结果表明在 C666-IR 中

GRP78 的表达量高于 C666-1 细胞。 细胞免疫荧光

的结果显示,在 C666-IR 细胞中 GRP78 的表达强度

大于 C666-1 细胞,且 GRP78 的分布范围也比 C666-1
细胞更广(图 2

 

C)。

C666-IR
C666-1

0 24 48 72 96
Time（h）

C
el
ln

um
be

rs
/×
10

3

8

6

4

2
1
0

0 h

24 h

48 h

C666-IRC666-1

0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy

C
66

6-
IR

C
66

6-
1

A

B

C

图 1　 C666-IR 和 C666-1 细胞生物学特性　 A:增殖曲线;B:划痕实验;C:肉眼所见不同剂量照射之后培养 15
 

d 的克隆存活结

果　 (结晶紫染色)
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2. 2　 敲低 GRP78 表达后鼻咽癌细胞的 miR-15a-5p
水平下调

课题组在之前的研究中在 C666-1R 细胞系中

运用 shRNA 干扰 GRP78 建立了稳定低表达 GRP78
细胞系 shGRP78(简称 sh78)。 随后通过对比 sh78
细胞与对照的 NC-C666-1R(简称 NC)的 miRNA 芯

片结果(表 1),筛选出一批具有显著差异表达的

miRNAs,本研究选择了在鼻咽癌中与 GRP78 密切

相关的 miR-15a-5p 进行后续的研究。 通过 RT-PCR
进一步验证, 发现敲低 GRP78 后鼻咽癌细胞的

miR-15a-5p 表达水平下调(图 3)。
2. 3　 miR-15a-5p 在鼻咽癌细胞中表达及照射后动

态水平变化分析

RT-PCR 检测 C666-IR 细胞和 C666-1 细胞中

miR-15a-5p 表达水平提示在放疗抵抗细胞 C666-IR
中 miR-15a-5p 相对表达量更高,说明 miR-15a-5p 可

能参与调节鼻咽癌放疗抵抗性(图 4A)。 2Gy 照射

细胞后,C666-1 细胞的 miR-15a-5p 水平先下降再回

升,而在 C666-IR 细胞照射后 miR-15a-5p 的水平下

降并不明显(图 4B)。
2. 4　 miR-15a-5p 在鼻咽癌放疗抵抗中的功能研究

为了研究 miR-15a-5p 在鼻咽癌中的功能,将

miR-15a-5p
 

模拟物和抑制剂分别转染 C666-1 和

C666-IR 细胞。 结果表明 C666-1 细胞瞬转模拟物

后,细胞变得更具有侵袭性,划痕实验结果显示细胞

的迁移能力也增强,放射克隆存活实验结果证实

miR-15a-5p
 

模拟物可以增强细胞的放疗抵抗性

(图 5)。 而 C666-IR 细胞瞬转抑制剂之后,细胞的

侵略性降低,迁移能力也下降,放射克隆存活实验结

果证实 miR-15a-5p
 

抑制剂降低了细胞的放疗抵抗

性(图 6)。
2. 5　 GRP78 调控 miR-15a-5p 的分子机制

目前公认的可以直接调节 miRNA 的分子有长

链非编码 RNA 和转录因子。 转录因子是一类与基

因启动子区域结合从而调控基因表达的蛋白质分

子。GRP78是内质网中蛋白质组装和折叠的主要
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图 2　 C666-IR 和 C666-1 细胞中 GRP78 表达水平　 A:Western
 

blot 条带;B:蛋白相对表达量化分析;C:GRP78 免疫荧光染色

　 注:∗∗∗P<0. 001;标尺为 10
 

μm。
 

表 1　 sh78 与 NC
 

miR-15a-5p 的芯片结果

转录本 ID 登录号 FC 值 生物信息学 碱基序列

hsa-miR-15a-5p MIMAT0000068 -6. 10
 

chr13:50623303-50623324( -) UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG

　 　 注:sh78(shGRP78);NC(对照的 NC-C666-1R);FC(差异表达倍数)。 下同。
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图 3　 敲低 GRP78 对鼻咽癌细胞中 miR-15a-5p 表达的影响　 A、B:sh78 和 NC 细胞的 GRP78 相对表达量;C:C666-IR、sh78 和

NC 细胞中 miR-15a-5p 的相对表达量　 注:∗∗P<0. 01;∗∗∗P<0. 001;ns 表示无统计学意义。 下同。
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图 4　 miR-15a-5p 在鼻咽癌细胞中表达及照射后动态变化　 A:C666-IR 和 C666-1 细胞中 miR-15a-5p 相对表达量;B:2Gy 照射
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0 h

24 h

48 h

R
el
at
iv
e
ex

pr
es

si
on

of
m
iR
-1
5a

-5
p

C666-1-mimics

C666-1-
mimics

C666-1-
control

C666-1

C666-1-control

8

6

4

2

0

C666-1-mimics C666-1-control

10× 10×

20× 20×

C
66

6-
1-
m
im

ic
s

C
66

6 -
1-
co

nt
ro
l

2 Gy0 Gy 4 Gy 8 Gy

**

CC

图 5　 过表达 miR-15a-5p 对 C666-1 细胞生物学特征的影响

　 A:转染后 miR-15a-5p 相对表达量;B:转染后细胞的形态变

化;C:转染后划痕实验结果;D:肉眼可见转染后的放射克隆

存活实验结果　 (结晶紫染色)　 注:mimics(模拟物)。
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图 6　 抑制 miR-15a-5p 对 C666-1R 细胞学特征的影响　 A:转
染后 miR-15a-5p 相对表达量; B:转染后细胞的形态变化;
C:转染后划痕实验结果;D:肉眼可见转染后的放射克隆存活

实验结果　 (结晶紫染色)　 注:∗P<0. 05;inhibitors(抑制剂)。

分子伴侣,因此 GRP78 可能调节转录因子的合成过

程。 许多转录因子的激活与抑制受信号转导途径的

控制,而 GRP78 发挥着重要的信号转导功能。 因

此,我们推测 GRP78 的信号转导可能激活或抑制某

些转录因子的功能。
转录因子与 miRNA 基因的启动子区域结合从

而调控 miRNA 的表达已有较多文献报道,有学者发

现缺氧心肌细胞中转录因子 pSTAT3 通过与 miR-
199a-5p 的启动子区域结合从而影响 miR-199a-5p

的表达,再通过 miR-199a-5p 的靶向基因内质网应

激相关的激活转录因子 6 和 GRP78 调控缺氧心肌

细胞的自身保护机制[6] 。 为了寻找可以与 miR-
15a-5p 基因(MIMAT0000068)启动子区域结合的转

录因子,课题组首先从 NCBI
 

( http: / / www. ncbi.
nlm. nih. gov / pubmed / ) 网站上根据 miR-15a-5p 基

因的染色体定位获得了它的基因启动子序列,之后

通过 PROMO 在线程序( http: / / alggen. lsi. upc. es /
cgibin / promo_v3 / promo / promoinit. cgi? dirDB = TF_
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8. 3),预测了与该启动子区域存在结合的转录因子

及对应的结合位点,结果提示 miR-15a-5p 基因启动

子区域 460 位点附近是最有可能与转录因子有结合

的序列,且预测到的转录因子种类最多(共 13 个)。
本研究设定相异性低于 15%为筛选标准。 根据这

个标准, STAT4 和 FOXP3 是预测的最有可能与

miR-15a-5p 基因启动子区域存在结合的转录因子

(图 7、表 2)。
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图 7　 预测到的最有可能与转录因子结合的位点以及相应

的转录因子图
  

表 2　 预测到的转录因子的相异性和容错率

转录因子 启动子序列(位置) 相异性
(%)

RE
等权值

RE
查询值

STAT4 TTTTCC(452-457) 1. 47 1. 953
 

12 2. 171
 

97
FOXP3 GTTTTC(451-456) 4. 76 2. 929

 

69 3. 897
 

21
PR

 

B CTTTGTT(458-464) 11. 15 2. 197
 

27 3. 331
 

75
PR

 

A CTTTGTT(458-464) 11. 15 2. 197
 

27 3. 331
 

75
GR CCCTTTG(456-462) 11. 29 1. 464

 

84 1. 738
 

46
TCF-4E CTTTGTT(458-464) 6. 30 0. 610

 

35 0. 694
 

48
LEF-1 CTTTGTTT(458-465) 2. 00 0. 183

 

11 0. 285
 

89
SRY CTTTGTTTT(458-466) 1. 00 0. 061

 

04 0. 103
 

76
TFII-I TTTTCC(452-457) 9. 51 7. 324

 

22 5. 908
 

20
IRF-1 TTTCCCTTT(453-461) 0. 00 0. 007

 

63 0. 013
 

01
C / EBPβ TTGT(460-463) 0. 00 15. 625

 

00 18. 188
 

38

3　 讨论

GRP78 蛋白在本课题组的前期研究中已证实

与鼻咽癌的放疗抵抗相关[5,9-10] ,且可能是放疗抵抗

鼻咽癌的潜在治疗靶点[5] 。 GRP78
 

在头颈部肿瘤

转移细胞中明显增高,这些过表达 GRP78 细胞具有

自我更新、分化、放疗抗拒的肿瘤干细胞特性[9] 。
因此,研究 GRP78 在鼻咽癌中的调控网络可能对揭

示鼻咽癌放疗抵抗机制有重要意义。 同时,GRP78
作为一种重要的应激反应生存蛋白,在内质网应激

和维持细胞稳态中发挥重要作用[9] 。 它通过促进

蛋白折叠和未折叠蛋白降解以及内质网钙结合以拮

抗内质网应激诱导的细胞凋亡,促进细胞生存[10] 。
GRP78 参与内质网中蛋白质的折叠和组装,在内质

网应激中起重要作用。 在多种癌症中由于酸中毒、
葡萄糖缺乏或严重缺氧引起的内质网应激可以导致

GRP78 高表达。 也有研究显示化疗药物和放疗也

可以诱导肿瘤细胞 GRP78 表达,进而使肿瘤细胞产

生抗性[11] 。 此外,GRP78 的表达改变在恶性肿瘤的

发生发展中发挥着重要的作用。 本研究也发现

GRP78 在放疗抵抗存活的鼻咽癌亚克隆细胞中表

达显著上调。 根据生物信息学的结果,说明 miR-
15a-5p 与鼻咽癌放疗抵抗相关蛋白 GRP78 之间存

在密切联系。 通过瞬转 miR-15a-5p 的模拟物和抑

制剂,本研究对 miR-15a-5p 在鼻咽癌放疗抵抗中的

功能作了进一步的研究,miR-15a-5p 可能在鼻咽癌

的放疗抵抗中发挥重要作用。
有研究通过 siRNA 技术敲低前列腺癌和多发

性骨髓瘤中 GRP78 的表达发现,在两种肿瘤中敲低

GRP78 均导致神经黏钙素的下调。 在前列腺癌细

胞中,敲低 GRP78 显著减少上皮黏钙素表达可能与

诱导转化生长因子-β1 表达相关。 此外, 敲低

GRP78 可以引起前列腺癌细胞形态显著改变,从而

降低前列腺癌细胞粘附到相应的成骨细胞的能力,
某种程度上是由于降低了黏钙素的表达[12] 。 在中

国仓鼠卵巢细胞中,研究者应用二代测序技术鉴定

出激活转录因子 6β 是 miR-1287 的靶基因[13] 。 为

了筛选鼻咽癌中与 GRP78 相关的 miRNAs,本研究

应用 shRNA 技术干扰 GRP78 表达构建了稳定低表

达 GRP78 的细胞系, 并命名为 sh78。 之后分析

miRNA 芯片的结果时, 发现 miR-15a-5p 在敲低

GRP78 后表达显著降低,且细胞的 RT-PCR 结果与

芯片结果一致。 应用 shRNA 技术发现敲低 GRP78
可以降低 miR-15a-5p 的表达。 有研究发现 GRP58
与 STAT 家族成员在细胞质膜室中相互关联,很有

可能通过隔绝未激活和已激活的 STAT3 来调控信

号的传递[7] 。 GRP78 与转录因子 STAT4、FOXP3 之

间具体的分子途径暂无文献报道。 通过总结文献及

生物信息学分析,推测在鼻咽癌细胞中 GRP78 可能

通过激活转录因子 STAT4 或者 FOXP3 与 miR-15a-
5p 的基因启动子区域结合,从而上调 miR-15a-5p 的

基因表达。 对 miR-15a-5p 和 GRP78 之间调控分子

途径的探究,使我们进一步认识了鼻咽癌放疗抵抗

形成的机制,为 miR-15a-5p 的功能及其相关的信号

通路研究打下了基础。
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综上所述,筛选出与 GRP78 相关的 miRNA 对

揭示 GRP78 在鼻咽癌放疗抵抗中的具体分子机制

有重要意义,这个结果可能为探索逆转鼻咽癌放疗

抵抗的新靶点和新策略提供思路,也推进了 miRNA
在鼻咽癌放疗抵抗中的作用研究。 本课题组前期研

究发现 GRP78 是鼻咽癌的放射增敏的有效靶点,与
鼻咽癌自噬和放疗抵抗相关[14] 。 但本研究并未深

入验证 GRP78 调控 miR-15a-5p 的具体分子途径,
有待后续的研究进一步证实。
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