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  [摘要] 目的 探讨 G蛋白偶联受体C家族5A(Gprotein-coupledreceptorfamilyC,member5,groupA,

GPRC5A)在喉癌组织中的表达特征,分析其在喉癌发展进程中的作用及机制。方法 选取河北医科大学第二医院

收治的32例经病理检查确定为喉鳞状细胞癌患者的喉癌组织及癌旁组织,采用免疫组织化学方法检测GPRC5A
在喉癌组织及癌旁组织中的表达,并分析其表达特征与患者临床资料的相关性。采用定量聚合酶链式反应

(quantitativepolymerasechainreaction,qPCR)方法对GPRC5A在喉癌组织与癌旁组织的表达进行组织水平的验

证,在人支气管上皮细胞系BEAS-2B、喉癌细胞系 TU686及下咽癌细胞系Fadu中进行细胞水平的验证。构建

GPRC5A过表达质粒p-GPRC5A,转染至喉癌TU686细胞中采用cellcountingkit8、Transwell方法检测GPRC5A
基因过表达对喉癌TU686细胞增殖、侵袭及迁移的影响。Westernblot检测GPRC5A基因过表达对细胞凋亡相

关蛋白表达的影响。Westernblot验 证 GPRC5A 基 因 过 表 达 对 表 皮 生 长 因 子 受 体(epidermalgrowthfactor
receptor,EGFR)/STAT3(epidermalgrowthfactorreceptor/signaltransducerandactivatoroftranscription3)通路

的影响。结果 免疫组织化学结果表明,GPRC5A在喉癌组织中的阳性表达率显著低于癌旁组织(χ2=14.190,P<
0.001)。GPRC5A在不同肿瘤分期、淋巴结转移、分化程度喉癌组织中表达差异无统计学意义(P>0.05)。

GPRC5A在喉癌组中的表达显著低于癌旁组(t=3.175,P=0.003)。GPRC5A在喉癌TU686和Fadu细胞中表达

为BEAS-2B的(0.73±0.08)和(0.78±0.04)倍,差异有统计学意义(F=9.060,P=0.015);CCK8结果表明,48h
后p-GPRC5A组的OD值为0.76±0.03,显著低于NC组1.20±0.01和对照组1.30±0.08(F=69.970,P<0.001);

Transwell实验表明,p-GPRC5A组细胞迁移的细胞数为138.70±10.97,显著低于对照组251.3±16.9和 NC组

247.7±17.5(F=5731.100,P<0.001)。p-GPRC5A组细胞侵袭的细胞数为113.00±10.21,显著低于对照组

193.3±010.02和NC组190.00±7.90(F=8894.100,P<0.001)。Westernblot结果表明,与对照组相比,Caspase3
蛋白在p-GPRC5A组表达显著升高(F=78.880,P<0.001),Bcl-2蛋白在p-GPRC5A组的表达显著降低(F=
125.820,P<0.001)。EGFR和p-STAT3蛋白在p-GPRC5A 组的表达显著降低(F=27.573,P=0.001;F=
60.614,P<0.001)。结论 GPRC5A在喉癌组织及细胞系中低表达。GPRC5A基因过表达可抑制喉癌细胞增殖,

迁移和侵袭,促进细胞凋亡发生,并抑制EGFR/STAT3通路的激活。
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[Abstract] Objective ToinvestigatetheexpressioncharacteristicsofGprotein-coupled
receptorfamilyC,member5,groupA(GPRC5A)inlaryngealcarcinomatissues,andtoexplore
itsroleandmechanisminthedevelopmentoflaryngealcarcinoma.Methods Theexpressionof
GPRC5Ainlaryngealcarcinomaandpara-carcinomatissuesof32patients withlaryngeal
squamouscellcarcinomaconfirmedintheSecond HospitalofHebeiMedicalUniversityby
pathologicalexaminationwasdetectedbyimmunohistochemistry,andthecorrelationbetweenits
expressioncharacteristicsandclinicaldatawasanalyzed.Quantitativepolymerasechainreaction
(qPCR)wasusedtodetecttheexpressionoflaryngealcarcinomatissuesandpara-carcinoma
tissuesforvalidationatthetissuelevel,andtodetecthumanbronchialepithelialcellBEAS-2B,

laryngealcarcinomacelllineTU686andhypopharyngealcancercellFaduforvalidationatthe
cellularlevel.GPRC5Aoverexpressionplasmidp-GPRC5Awasconstructedandtransfectedinto
TU686cells.TheeffectsofGPRC5Aoverexpressionontheproliferation,invasionandmigration
ofTU686cellsweredetectedbyCellcountingkit8(CCK8)andTranswellmethods.Westernblot
wasappliedtodetecttheeffectofGPRC5Ageneoverexpressionontheexpressionofapoptosis-
relatedproteinsincells,andvalidatetheeffectofGPRC5Ageneoverexpressiononepidermal
growthfactorreceptor/signaltransducerandactivatoroftranscription3 (EGFR/STAT3)

pathway.Results Immunohistochemicalresultsshowedthatthepositiveexpressionrateof
GPRC5Ainlaryngealcarcinomatissueswassignificantlylowerthanthatinpara-carcinoma
tissues(χ2=14.190,P<0.001).ThedifferencesintheexpressionofGPRC5Ainlaryngeal
carcinomawasnotsignificantwithrespecttodifferenttumorstage,lymphnodemetastasisand
differentiationdegree(P>0.05).TheexpressionofGPRC5A mRNAinlaryngealcarcinoma
groupwassignificantlylowerthanthatinpara-carcinomagroup(t=3.175,P=0.003).The
expressionofGPRC5AinTU686cellsandFaducellswas(0.73±0.08)and(0.78±0.04)times
thatofBEAS-2Brespectively,withasignificantdifference(F=9.060,P=0.015).TheCCK8
resultsindicatedthatafter48h,theODofthep-GPRC5Agroupwas(0.76±0.03),whichwas
significantlylowerthanthatoftheNCgroup(1.20±0.01)andthecontrolgroup(1.30±0.08)
(F=69.970,P<0.001).Transwellexperimentshowedthatthenumberofcellsmigratedin
p-GPRC5Agroupwas(138.70±10.97),whichwassignificantlylowerthanthatincontrolgroup
(251.3±16.9)andNCgroup(247.7±17.5)(F=5731.100,P<0.001).Thenumberofcells
invadedinp-GPRC5Agroupwas(113.00±10.21),whichwassignificantlylowerthanthatin
controlgroup(193.30±10.02)andNCgroup(190.00±7.90)(F=8894.100,P<0.001).
WesternblotresultsshowedthattheproteinexpressionofCaspase3inp-GPRC5Agroupwas
significantlyhigherthanthatincontrolgroup(F=78.880,P<0.001),andtheexpressionof
Bcl-2proteininp-GPRC5Agroupwassignificantlydecreased(F=125.820,P<0.001).The
expressionofEGFRandp-STAT3inp-GPRC5Agroupwassignificantlylower(F=25.573,P=
0.001;F=60.614,P<0.001).Conclusion GPRC5Ahasalowexpressionlevelinlaryngeal
carcinomatissuesandcelllines.OverexpressionofGPRC5A caninhibittheproliferation,

migrationandinvasionoflaryngealcarcinomacells,promotecellapoptosis,andinhibitthe
activationofEGFR/STAT3pathway.

[Keywords] laryngealneoplasms;Gprotein-coupledreceptorfamilyC,member5,group
A;tumorprogression

  喉癌是一种常见的头颈部恶性肿瘤,以鳞状细

胞癌多见。根据GLOBOCAN的最新报道,2020年

全球范围内估计有184615例喉癌新患者,大约有

99840例喉癌死亡患者[1]。虽然化疗、放疗和手术

治疗的方法已经取得了重大进展,但由于其潜在的

易转移和复发率,喉癌患者5年生存率仍然低于
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50%。因此,阐明喉癌的发生发展机制对于探讨喉

癌新的治疗方法有重要意义。G蛋白偶联受体C
家族 第 5 组 成 员 A(G-protein-couplereceptor,

familyC,group5memberA,GPRC5A)是一种全

反式 维 甲 酸 诱 导 蛋 白,首 次 报 道 是 在 口 腔 鳞 癌

UMSCC-22B细胞系中作为全转维甲酸-(ATRA-)
应答基因[2]。研究发现,GPRC5A基因位于染色体

12p13-p12.3,可编码40000的蛋白[3]。GPRC5A
在肿瘤发生、发展过程中扮演重要角色,可参与肿瘤

发生,细胞凋亡,免疫及炎症反应等过程。由于肿瘤

的异质性,GPRC5A在不同类型肿瘤中的表达特征

也存在差异。信号转导和转录激活因子3(signal
transducer and activator of transcription 3,

STAT3)在头颈部鳞状细胞癌中被过度激活,且与

不良预后密切相关[4]。STAT3信号可以驱动促进

细胞增殖和存活的基因以及编码促进免疫抑制的生

长因子和细胞因子的基因的表达[5]。表皮生长因子

受体(epidermalgrowthfactorreceptor,EGFR)属
于酪氨酸激酶受体ERBB家族。EGFR信号级联

是细胞增殖、分化、分裂、生存和癌症发展的关键调

控因子[6]。本研究旨在阐明GPRC5A在喉癌组织

中的 表 达 特 征,并 从 细 胞 水 平 进 行 验 证,探 究

GPRC5A通过EGFR/GPRC5A在喉癌发生及细胞

凋亡过程的作用及机制。报告如下。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 免疫组织化学实验所用的喉癌组

织与癌旁组织均选取于2018年1月—2021年6月

在河北医科大学第二医院耳鼻喉一科经外科手术切

除的32例病理检查确诊为喉鳞状细胞癌的患者,均
为男性,年龄62~78岁,平均(65.38±2.47)岁。根

据国际抗癌协会分期标准,Ⅰ期14例,Ⅱ期10例,

Ⅲ、Ⅳ期8例;高分化20例,中分化7例,低分化5
例。无淋巴结转移患者24例,淋巴结转移者8例。
以32例喉鳞状细胞癌的癌旁组织(距喉癌肿瘤边

缘>0.5cm处)为对照组。qPCR实验使用的喉癌

组织来源于2022年9月—2023年12月进行手术

治疗的喉癌患者,样本保存于-80℃冰箱中。
本研究经河北医科大学第二医院医学伦理道德

委员会批准执行。

1.2 方法

1.2.1 实 验 试 剂 与 细 胞 MEM 细 胞 培 养 基、

RPM1640培养基及DMEM 培养基均购自 Gibco;
双抗、蛋白裂解液RIPA和BCA蛋白浓度测定试剂

盒、Trizol、胰蛋白酶购自北京索莱宝科技有限公

司,胎牛血清购买于依科赛生物科技公司,Hieff
qPCRSYBRGreenMasterMix(NoRox)试剂盒、

HifairⅡ1stStrandcDNASythesisSuperMixfor
qPCR试剂盒购买于翌圣生物科技(上海)股份有限

公司,一抗 GPRC5A,EGFR,p-STAT3(Ser727),

Bcl-2,Caspase3购自 Affinity公司,一抗 GAPDH
购自Proteintech,二抗 Dylight800购自 Abbkine。

AnnexinV-FITC/PI双染细胞凋亡试剂盒购自江

苏凯基生物。Matrigel基质胶购自美国BD。cell
countingkit8(CCK8)检测试剂盒购自李记生物科

技有限公司。Lipofectamine3000购自Thermo。人

喉癌细胞TU686细胞购自赛百慷生物技术股份有

限公司。人支气管上皮细胞BEAS-2B购自海星生

物。Fadu细胞系为我科室液氮中保存的下咽癌

细胞。

1.2.2 免疫组织化学 32例喉癌组织及相应的癌

旁组织使用4%多聚甲醛室温固定过夜,经石蜡包

埋后,制成蜡块。石蜡切片,切片脱蜡及水合,抗原

修复,去除内源性过氧化物酶,血清封闭后,加一抗

GPRC5A(1∶50)置于湿盒内,4℃静置过夜,PBS
洗涤3遍后滴加二抗,室温孵育1h,苏木精复染,用

1%盐酸酒精分化,脱水透明,中性树胶封片,镜检。
阳性评判标准为:细胞质染色呈黄色或棕褐色颗粒

状。(0)表示无着色或者阳性着色细胞小于10%;
(+)表示有10%轻微阳性着色的细胞,(++)表示

阳性着色细胞大于10%,(+++)表示有超过10%
的细胞为强阳性着色。其中,(0)和(+)均表示低表

达,(++)和(+++)均表示高表达。

1.2.3 细胞培养与转染 TU686细胞培养于含有

10%胎牛血清,1%双抗的 RPM1640细胞培养基

中。Fadu细胞培养于含有10%胎牛血清,1%双抗

的 MEM细胞培养基中。BEAS-2B细胞培养于含

有15%胎牛血清,1%双抗的 DMEM 细胞培养基

中。培养条件均为37℃,CO2 含量为5%,湿度

95%。待细胞生长至80%~90%,传代至6孔板,
细胞浓度为2.0×105 个/mL。p-GPRC5过表达质

粒购自重庆优宝生物技术股份有限公司。采用

Lipofectamine3000转染试剂进行质粒转染,转染

过程参照说明书。转染48h后收取细胞,进行后续

实验。

1.2.4 qPCR RNA提取采用Trizol法提取。各

组转染的细胞后用PBS洗涤2次,每孔加入1mL
TRizol用 于 RNA 提 取。采 用 NanoDrop2000/

2000c进行RNA浓度测定。喉癌组织与癌旁组织

取绿豆粒大小组织块用 DEPC水冲洗,然后加入
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1mLTRizol匀浆处理30s,提取方法与细胞提取

方法一致。cDNA第一条链的合成参照 HifairⅡ
1stStrandcDNA合成试剂盒说明书进行cDNA合

成。采用HieffqPCRSYBRGreenMasterMix试

剂盒进行qPCR实验。反应体系见说明书。反应程

序为:95℃,5min;95℃,10s;60℃,20s;72℃,

20s,40个循环;溶解曲线为RocheLightCycler480
系统默认程序。GAPDH 为内参基因。引物序列

为:GPRC5A-F:5'-GCTGCTCACAAAGCAACG-
AA-3';GPR5A-R:5'-ATAGAGCGTGTCCCCTG-
TCT-3';GAPDH-F:5'-AGGGCTGCTTTTAACT-
CTGGT-3';GAPDH-R:5'-CCCCACTTGATTTT-
GGAGGGA-3'。目的基因的相对表达量根据内参

基因 GAPDH 的 mRNA 表 达 量 和 2-△△Ct方 法

计算。

1.2.5 CCK8 TU686细胞分为未转染组(对照组,

Control),转染p-GPRC5A和pcDNA3.1(作为阴性

对照组,简称NC组)。转染48h后,使用胰蛋白酶

消化细胞,计数制成细胞悬液,接种至96孔板中,每
孔100μL,接种密度为1000个细胞/每孔。分别在

接种后12h、24h、48h加入100μL含10%CCK-8
的 MEM培养基,以换液的形式加入CCK8试剂,

4h后用酶标仪测定450nm 处的吸光度(optical
density,OD)值。

1.2.6 Transwell 用4℃预冷的无血清培养基

RPM1640稀释冰上过夜融化的 matrigel至终浓度

为1g/L。在chamber小室上室垂直加入100μL
稀释后的 matrigel,37℃孵育4h使其干成胶状。
转染48h后的各组细胞经胰蛋白酶消化后,PBS洗

涤2次,用无血清RPM1640悬浮细胞,调整细胞浓

度为2×105 个/mL,在下室加入700μL含20%
FBS的RPM1640培养基,上室加入200μLTU686
细胞悬液,继续培养48h。取出chamber小室,4%
多聚 甲 醛 室 温 固 定 30 min,PBS 清 洗 后,加 入

800μL1%结晶紫染液中室温染色20min,清水洗

涤chamber小室数次,吸干上室液体,用棉签小心

擦去上室膜上表面的细胞,正置于载玻片上显微镜

下进行拍照,计数。细胞迁移实验不使用 matrigel
基质胶,其他步骤同侵袭实验。

1.2.7 Westernblot 收集各组处理细胞经PBS洗

涤2次,加入适量高效 RIPA蛋白裂解液裂解,经

BCA蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度,加入适量

5蛋白上样缓冲液,99℃金属浴10min,样本蛋白

经10%SDS-PAGE分离,120V转至PVDF膜上,

5%BSA封闭液于室温封闭1h后,TBST洗涤2
次,每次10min,用 TBST稀释的一抗(1∶1000)

4℃孵育过夜。PVDF膜经TBST洗涤2次后,采
用Dylight800二抗室温避光孵育1h,TBST洗涤2
次,每次10min,使用 Odyssy进行PVDF膜扫描。

ImageJ软件进行灰度值分析,以目的蛋白灰度值

与内参GAPDH 灰度值的比值表示蛋白的相对表

达量。

1.3 统计学方法 应用SPSS24.0统计软件分析

数 据。所 有 数 据 在 分 析 前 采 用 Kolmogorov-
Smirnov检验和Bartlett检验来确定其正态性和同

质性。计数资料比较采用χ2 检验。计量资料比较

采用t检验、单因素方差分析和SNK-q 检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 GPRC5A在喉癌中的表达特征及临床参数分

析 GPRC5A在癌旁组织的细胞膜和细胞核中均

有表达,见图1。GPRC5A在喉癌组织中的高表达

率低于癌旁组织,差异有统计学意义(χ2=14.190,

P<0.001),见表1。GPRC5A在不同临床分期、分
化程度及有无淋巴结转移喉癌组织中的表达差异无

统计学意义(P>0.05),见表2。

图1 GPRC5A在喉鳞状细胞癌

组织及癌旁组织中的表达(免疫

组织化学×100)

A.喉癌组织;B.癌旁组织

Figure 1  The expression of
GPRC5A in laryngealsquamous
cellcarcinomatissue and para-
carcinoma tissues
(Immunohistochemistry×100)

  qPCR 验 证 结 果 显 示,与 癌 旁 组 织 相 比,

GPRC5A在喉癌组织中整体呈现低表达(t=3.175,
P=0.003),见表3。GPRC5A在喉癌TU686细胞

中的表达为BEAS-2B的(0.73±0.08)倍,在Fadu
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细胞中 的 表 达 为 BEAS-2B 的(0.78±0.04)倍,

GPRC5A在3种细胞系中表达差异有统计学意义

(F=9.060,P=0.015),见表4。
表1 GPRC5A在喉鳞状细胞癌组织中的表达情况

Table1 ExpressionofGPRC5Ainlaryngealsquamouscell
carcinoma

(n=32,例数,%)

组别
GPRC5A

高表达 低表达

喉癌组织 7(21.87) 25(78.13)
癌旁组织 22(68.75) 10(31.25)
χ2 值 14.190
P 值 <0.001

表2 GPRC5A表达在不同临床参数组间的比较

Table2 ComparisonofGPRC5Aexpressionamong
differentclinicalparametergroups

(n=32,例数,%)

临床病理参数 例数 高表达 低表达 χ2值 P 值

临床分期

 Ⅰ~Ⅱ期

 Ⅲ~Ⅳ期

24

8

5(20.8)

2(25.0)
19(79.2)

6(75.0)
0.063 0.805

分化程度

 高分化 20 6(30.0) 14(70.0)

 中分化 7 3(42.9) 4(57.1) 1.690 0.439
 低分化 5 3(60.0) 2(40.0)
淋巴结转移

 有

 无

8

24

3(37.5)

11(45.8)
5(72.2)

13(54.2)
0.204 0.681

2.2 GPRC5A对喉癌细胞增殖、迁移及侵袭能力的

影响 CCK8实验结果表明,与对照组相比,48h后

p-GPRC5A组的 OD值显著低于对照组和 NC组

(F=69.970,P<0.001),说明p-GPRC5A过表达

可显著抑制 TU686细胞增殖,见表5。Transwell
实验结果表明(图2),p-GPRC5A组细胞迁移的细

胞数显著低于对照组和NC组(F=5731.100,P<
0.001)。p-GPRC5A组细胞侵袭的细胞数显著低

于对照组和 NC组(F=8894.100,P<0.001),见
表5。由此可知,GPRC5A过表达可抑制喉癌细胞

生长,具有抑制肿瘤发展的作用。
表3 GPRC5A在喉癌组织与癌旁组织中相对表达量

Table3 TherelativeexpressionofGPRC5Ainlaryngeal
squamouscellcarcinomatissuesandpara-carcinomatissues

(n=21,x-±s)

组别 GPRC5A

癌旁组织 0.79±0.26
喉癌组织 0.57±0.16
t值 3.175
P 值 0.003

表4 GPRC5A在不同细胞系中相对表达量

Table4 TherelativeexpressionofGPRC5A
indifferenttypesofcelllines

(n=3,x-±s)

组别 GPRC5A

BEAS-2B 1.01±0.13 

TU686 0.73±0.08*

Fadu  0.78±0.04*

F 值 9.060
P 值 0.015

*P 值<0.05与BEAS-2B比较(SNK-q检验)

图2 GPRC5A过表达抑制TU686细胞迁移和侵袭能力(结晶紫染色×100)

Figure2 OverexpressionofGPRC5AinhibitingthemigrationandinvasionofTU686cells(crystalvioletstaining×100)
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表5 GPRC5A过表达抑制TU686细胞增殖、

迁移和侵袭能力

Table5 OverexpressionofGPRC5Ainhibitingthe

proliferation,migrationandinvasionofTU686cells
(n=3,x-±s)

组别 48hOD值 迁移数 侵袭数

对照组 1.30±0.08 251.30±16.90 193.30±10.02
NC组 1.20±0.02 247.70±17.50 190.00±7.90
p-GPRC5A组 0.82±0.03*# 138.70±10.97*#113.00±10.21*#

F 值 69.970 5731.100 8894.100
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与 NC组比较(SNK-q
检验)

2.3 GPRC5A对喉癌细胞凋亡的影响 Western
blot检测细胞凋亡相关因子Caspase3、Bcl-2在不同

分组中的表达,见图3,表6。结果发现,Caspase3
在p-GPRC5A组的喉癌细胞中的表达高于对照组

和 NC 组 (F=78.880,P<0.001)。Bcl-2 在

p-GPRC5A组的喉癌细胞中的表达低于对照组和

NC组(F=125.820,P<0.001)。

图3 Westernblot检测凋亡相关蛋白的表达

Figure3 Westernblotanalysisofapoptosis-relatedproteins
表6 Caspase3和Bcl-2蛋白的相对表达量

Table6 TherelativeexpressionofCaspase3

andBcl-2protein
(n=3,x-±s)

组别
相对蛋白表达量

Caspase3 Bcl-2
对照组 1.00±0.02 1.04±0.04
NC组 1.06±0.07 1.05±0.07
p-GPRC5A组 2.59±0.30*# 0.32±0.08*#

F 值 78.880 125.820
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与 NC组比较(SNK-q
检验)

2.4 GPRC5A对EGFR/STAT3信号通路的影响

 EGFR蛋白在p-GPRC5A组的喉癌细胞中的表

达低于对照组和 NC组(F=24.573,P<0.001)。

p-STAT3蛋白在p-GPRC5A组的喉癌细胞中表达

水平低于对照组和NC组(F=60.614,P<0.001),
见图4,表7。

图4 Westernblot检测EGFR及p-STAT3蛋白表达

Figure4 WesternblotfordetectionofexpressionofEGFR
andp-STAT3

表7 EGFR/p-STAT3蛋白的相对表达量

Table7 TherelativeexpressionofEGFR/p-STAT3protein
(n=3,x-±s)

组别
相对蛋白表达量

EGFR p-STAT3
对照组 1.07±0.20 1.08±0.09
NC组 1.02±0.08 1.01±0.04
p-GPRC5A组 0.42±0.03*# 0.60±0.02*#

F 值 27.573 60.614
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与 NC组比较(SNK-q
检验)

3 讨  论

GPRC5A,也被称为维甲酸诱导蛋白3或视黄

酸诱导基因1[7],属于G蛋白偶联受体家族,主要由

7个跨膜糖蛋白、胞外区、胞内区构成。因其作用配

体尚不明确,又被称为孤儿受体[8]。GPRC5A可参

与多种细胞事件,如细胞骨架重组、细胞增殖、细胞

周期调节、迁移和存活。它在不同的病理过程中起

着核心作用,包括肿瘤发生、炎症、免疫反应和组织

损伤[9]。

GPRC5A的表达异常与肿瘤发生密切相关。
在不同部位的肿瘤中,GPRC5A 的表达具有异质

性。GPRC5A在很多肿瘤中作为致癌基因被关注。
研究发现,在胰腺癌中 GPRC5A 表达上调,并且

GPRC5A基 因 沉 默 可 抑 制 细 胞 增 殖 与 迁 移[10]。

GPRC5A在肝细胞癌组织及细胞系中表达下调,且

GPRC5A过表达可抑制细胞增殖,阻止肝细胞癌细

胞系上皮间充质转化的发生,并可促进细胞凋亡和

氧化 应 激,进 而 发 挥 GPRC5A 的 抗 肿 瘤 特 性,

GPRC5A的低表达与肿瘤大小及肝癌是否转移有

关[11]。同时有研究表明GPRC5A通过向溶酶体募
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集mTORC1激活 mTORC1/p70s6k信号通路,从
而促进多西他赛耐药和三阴性乳腺癌肝转移[12]。
有学者发现,GPRC5A在口腔鳞癌及部分头颈部鳞

状细 胞 癌 中 表 达 下 调,GPRC5A 过 表 达 可 抑 制

STAT3的激活,进而抑制癌细胞生长。口腔鳞癌分

化程度越低,GPRC5A表达越低[13]。谭元元等[14]

发 现,在 喉 癌 中,GPRC5A 通 过 调 节 STAT3/

SOCS3/C-MYC信号通路,抑制喉癌细胞的增殖和

EMT,诱导细胞氧化应激和凋亡。但对于GPRC5A
表达对EGFR/STAT3信号通路的影响目前还没有

相关研究。本研究结果显示,GPRC5A在喉癌患者

的喉癌组织中低表达,在正常癌旁组织中高表达,但

GPRC5A的低表达与喉癌分化程度和淋巴结转移

无差异。Iglesias等[9]研究发现,在头颈部鳞状细胞

癌 (head and neck squamous cellcarcinoma,

HNSCC)中GPRC5A的低表达特征与肿瘤分期与

分级、淋巴结转移等均无差异,但与肿瘤分化程度差

异显著。导致这一结果出现的原因一可能是免疫组

织化学过程结果的假阴性/阳性导致数据偏差,二在

本研究中收集的临床样本数量较少,在统计分析中

可能会造成一定的误差。后续可扩大样本量,进行

进一步验证。在正常细胞中GPRC5A呈现高表达,
在喉 癌 TU686 细 胞 及 下 咽 癌 Fadu 细 胞 中,

GPRC5A表达下降。这一结果与组织水平的验证

结果基本一致。

GPRC5A在肿瘤发生进程中的作用存在差异。

GPRC5A过表达可显著抑制喉癌TU686细胞的增

殖,迁移及侵袭能力,说明GPRC5A在喉癌中是一

种抑癌基因,参与喉癌的生物发生过程。在胰腺癌

中,GPRC5A的上调破坏 Hippo通路,通过cAMP-
CREB轴促进胰腺癌细胞的增殖和迁移[15]。在肝

癌中,GPRC5A过表达通过STAT3/Socs3/c-MYC
通 路 抑 制 细 胞 增 殖[16]。然 而 在 结 直 肠 癌 中,

GPRC5A过表达则会刺激癌细胞氧化应激,进而促

进肿瘤的发生[17]。因此GPRC5A在肿瘤发生过程

中扮演多重角色,调控肿瘤进展。
由于细胞凋亡是一个不可逆的过程,因此细胞

凋亡的发生受到高度调控。GPRC5A在细胞凋亡

中角色取决于其与肿瘤发生的关系。本研究探究了

GPRC5A过表达对细胞凋亡相关因子Caspase3和

Bcl-2的影响,结果发现 GPRC5A 过表达可促进

Caspase3蛋白表达,并抑制Bcl-2蛋白表达。在乳

腺癌中,有研究发现GPRC5A过表达可促进细胞凋

亡,上 调 Caspase3 和 Caspase9 的 表 达,然 而

GPRC5A基因沉默则会抑制细胞凋亡的发生[18]。

在肝细胞癌中,GPRC5A基因过表达会抑制细胞增

殖和EMT发生,促进氧化应激和细胞凋亡的发

生[19]。然而,在胃癌中,GPRC5A在胃癌组织中表

达上调,GPRC5A的上游调控因子 miR-195被抑制

后,GPRC5A的表达也会下调,进而降低Bcl-2表

达,促进细胞凋亡的发生[20]。在结直肠癌中,高

GPRC5A与缺氧基因特征和不良临床结果相关,

GPRC5A通过激活Hippo通路效应物YAP及其抗

凋亡靶基因BCL2L1来促进缺氧细胞存活[21]。

EGFR是一种细胞表面受体,属于酪氨酸激酶

ErbB家族的成员,在细胞增殖、存活和分化的调控

中起着至关重要的作用。信号转导子和转录激活子

家 族 (signal transducer and activator
oftranscription,STATfamily)在细胞信息传递过

程中扮演“邮递员”的角色,可将胞外各类因子等的

信号传递到细胞核,进而调节细胞的生理和病理活

动。EGF与EGFR结合触发该受体与其他ERBB
成员的同二聚化或异二聚化,导致受体磷酸化和下

游效应物如ERK、PI3K-AKT和STAT3的激活。
同时EGFR会通过多种信号通路控制各种发育过

程,包 括 PI3K/Akt、Ras/Raf/MEK/ERK 和

STAT3通路[22]。目前有很 多 文 献 报 道,EGFR/

STAT3可调控肿瘤进展。但在喉癌中目前还没有

相关报道。有报道称在肝细胞癌中,HCC细胞通过

激活EGFR和刺激EGFR-stat3-abcb1轴对乐伐替

尼产生耐药性[23]。Yue等[24]发现2'-羟黄酮具有抗

肿瘤作用,通过抑制STAT3使人胰腺癌细胞对

EGFR抑制剂敏感。Li等[25]报道抑制 DYRK1A
通过抑制STAT3/EGFR/Met信号通路使EGFR
野生型NSCLC细胞对AZD9291致敏。在肺癌中,

Zhong等[26]研究发现,在Gprc5a(-/-)小鼠肺小

细支气管和终末细支气管的正常上皮以及肿瘤中发

现EGFR和STAT3异常,GPRC5A 抑制 EGFR/

STAT3信 号 通 路 的 激 活。在 三 阴 性 乳 腺 癌 中,

EGFR单体可能在缺乏跨膜蛋白TMEM25的情况

下激活信号传感器转录激活STAT3。而TMEM25
在人类TNBC中经常表达降低,缺乏TMEM25使

EGFR单体能够独立于配体结合磷酸化STAT3,从
而增强STAT3的基础激活[27]。本研究结果发现,

GPRC5A在 喉 癌 细 胞 中 过 表 达,可 抑 制 EGFR/

STAT3信号通路的激活,推断 EGFR/STAT3在

GPRC5A 介导的喉癌发生发展过程中扮演重要

角色。
综上所述,GPRC5A 在喉癌组织及喉癌细胞

TU686和下咽癌细胞Fadu中均为低表达,在正常
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癌旁组织和支气管上皮细胞中高表达。GPRC5A
可促进TU686细胞增殖,迁移及侵袭,并抑制细胞

凋亡的发生,其机制可能与EGFR/STAT3途径的

激活有关。
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