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  [摘要] 目的 探 讨 miR-106a-5p/程 序 性 死 亡 配 体1(programmeddeath-ligand1,PD-L1)轴 对 鼻 咽 癌

(nasopharyngealcarcinoma,NPC)细胞恶性生物学行为的影响及分子机制。方法 通过实时荧光定量PCR检测

NPC细胞系 HNE1及永生化正常鼻咽上皮细胞NP69中 miR-106a-5p和PD-L1mRNA的表达水平;Westernblot
检测PD-L1蛋白表达;双荧光素酶报告 实 验 验 证 miR-106a-5p与 PD-L1之 间 的 靶 向 调 控 关 系;miR-106a-5p
mimics及inhibitor、si-PD-L1及 PD-L1转染 HNE1细胞;细胞计数试剂盒8检测细胞增殖能力;划痕实验和

Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力。结果 NPC细胞中 miR-106a-5p和PD-L1的表达水平显著高于正常鼻

咽上皮细胞(miR-106a-5p:P=0.001,PD-L1-mRNA:P=0.012,PD-L1-蛋白:P=0.008)。双荧光素酶报告实验表

明PD-L1是 miR-106a-5p的直接靶点。miR-106a-5pmimics显著上调PD-L1的 mRNA和蛋白水平(P=0.010;

P=0.037),而 miR-106a-5pinhibitor显著抑制PD-L1的表达(P<0.001)。PD-L1过表达导致 miR-106a-5p水平

显著升高(P<0.05),敲低PD-L1导致 miR-106a-5p水平显著降低(P<0.05)。过表达 miR-106a-5p或PD-L1均

可显著增强 HNE1细胞增殖、侵袭和迁移能力(均P<0.05),同时敲低PD-L1或 miR-106a-5p均可逆转这一效应

(均P<0.05)。相反,敲低 miR-106a-5p或PD-L1均显著抑制细胞增殖、侵袭和迁移能力,同时过表达PD-L1或

miR-106a-5p能够逆转该抑制作用(均P<0.05)。结论 miR-106a-5p与PD-L1间存在正反馈调控,促进NPC细胞

的增殖、迁移和侵袭。
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[Abstract] Objective ToinvestigatetheimpactofthemiR-106a-5p/programmeddeath-
ligand1(PD-L1)axisonthemalignantbiologicalbehaviorofnasopharyngealcarcinoma(NPC)

cellsanditsmolecularmechanism.Methods TheexpressionlevelsofmiR-106a-5pandPD-L1
mRNAintheNPCcelllineHNE1andimmortalizednormalnasopharyngealepithelialcellline
NP69 were measured using quantitativereal-time PCR (RT-qPCR),and PD-L1 protein
expressionwasassessedbyWesternblotting.Adual-luciferasereporterassaywasperformedto
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verifythedirectregulatoryrelationshipbetween miR-106a-5pandPD-L1.HNE1cellswere
transfectedwithmiR-106a-5pmimics,inhibitors,si-PD-L1,orPD-L1overexpressionplasmids.
CellproliferationwasevaluatedbytheCCK-8assay,whilecellmigrationandinvasionwere
assessedusingscratchassaysandTranswellassays,respectively.Results Theexpressionlevels
ofmiR-106a-5pandPD-L1weresignificantlyhigherinNPCcellsthaninnormalnasopharyngeal
epithelialcells(miR-106a-5p:P=0.001,PD-L1-mRNA:P=0.012,PD-L1-protein:P=0.008).
Thedual-luciferasereporterassayconfirmedthatPD-L1wasadirecttargetofmiR-106a-5p.miR-
106a-5psignificantlyincreasedthemRNAandproteinlevelsofPD-L1(P=0.010;P=0.037),

whereasthe miR-106a-5pinhibitor markedlysuppressed PD-L1 expression (P<0.001).
OverexpressionofPD-L1ledtoasignificantupregulationofmiR-106a-5p (P<0.05),and
knockdownofPD-L1significantlyreducedmiR-106a-5plevels(P<0.05).Overexpressionof
eithermiR-106a-5porPD-L1significantlyenhancedtheproliferation,invasionandmigrationof
HNE1cells(bothP<0.05),whileknockdownofeitherPD-L1ormiR-106a-5preversedthese
effects(bothP<0.05).Conversely,knockdownofmiR-106a-5porPD-L1significantlyinhibited
cellproliferation,invasionandmigration,andoverexpressionofeitherPD-L1ormiR-106a-5p
couldreversethisinhibition(bothP<0.05).Conclusion Thereisapositivefeedbackregulation
betweenmiR-106a-5pandPD-L1,whichpromotestheproliferation,migration,andinvasionof
NPCcells.

[Keywords] nasopharyngealcarcinoma;cellproliferation;migrationandinvasion

  鼻咽癌(nasopharyngealcarcinoma,NPC)是一

种起源于鼻咽上皮的鳞状细胞癌,是头颈部最常见

的肿瘤类型之一。由于NPC的解剖位置特殊、临床

表现不典型以及对其认识不足,大多数患者在确诊

时已处于晚期,导致预后较差[1]。因此,进一步阐明

NPC发生发展的机制,可为临床诊疗提供新思路。
程序 性 细 胞 死 亡 配 体1(programmedcelldeath
ligand1,PD-L1)是 程 序 性 细 胞 死 亡 蛋 白

(programmedcelldeath-1,PD-1)的配体,是一种由

肿瘤细胞特异性表达的重要免疫检查点分子,在多

种肿瘤中呈高表达[2]。在癌细胞中,PD-L1的高表

达可发生于基因表达调控的不同阶段,包括转录、转
录后修饰、翻译后修饰以及通过外泌体的转运[3]。
除了促进肿瘤免疫逃逸,PD-L1还可在肿瘤细胞中

激活内在信号通路,从而防止细胞凋亡,或以非免疫

依赖性途径促进肿瘤的进展[4]。尽管抗PD-1/PD-
L1抗体在黑色素瘤、非小细胞肺癌的治疗中可取得

很好的疗效,但抗PD-1/PD-L1抗体在复发或转移

NPC患者中的三个临床试验报告的客观缓解率仅

在20.5%~34.1%之间[5]。因此进一步了解PD-L1
在鼻咽癌中的作用及调控机制,可以为晚期鼻咽癌

患者提供更加个体化的治疗方案来提升疗效以及减

少治疗相关不良反应。microRNA(miRNA)是一类

在转录后水平上调控基因表达的非编码RNA,它们

通 过 与 靶 基 因 的 3'非 翻 译 区 (3'untranslated

Regions,3'UTR)互补结合,抑制 mRNA的翻译或

诱导其降解。最近的研究表明,miRNAs可以通过

直接或间接靶向PD-L1的3'UTR以及相关信号通

分子,调节PD-L1的表达[6]。但NPC中miRNA对

PD-L1的转录后调控尚未见报道。本研究旨在探

讨NPC细胞中miRNA对PD-L1表达的调控及对

NPC细胞增殖、侵袭以及转移的影响。

1 材 料 与 方 法

1.1 试剂与仪器 实验仪器:高速冷冻离心机 HC-
3018R(安徽中科中佳科学仪器有限公司),酶标仪,
紫外线分光光度计 Nanodrop2000,定性PCR仪,
实时 荧 光 定 量 PCR 仪 PIKO REAL96(美 国

ThermmoFisher公司),手掌型离心机LX-100(江
苏其林贝尔仪器制造有限公司),细胞培养箱(美国

Forma公 司),超 纯 水 机 MilliQ(美 国 Merck
Millipose公司),琼脂糖凝胶电泳仪(日本 Mupid公

司),凝胶成像分析系统ChampGel5000(北京赛智

创业科技有限公司),快速混匀器(常州市伟嘉仪器

制造有限公司),光学显微镜(日本Nikon公司),倒
置相差显微镜(日本Plympus公司)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人永生化正常鼻咽上皮细胞系

NP69购自河南北纳生物公司,人鼻咽低分化鳞状

细胞癌细胞系HNE1购自中南大学高等研究中心。
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两种细胞系分别由河南北纳生物公司和天津中科迪

生科技发展公司进行细胞遗传质量鉴定检测,均系

STR鉴定正确,由唐山市人民医院中心实验室扩增

并保存于-80℃冰箱和液氮罐,细胞培养于含有

10%FBS,1%青霉素-链霉素的 RPMI1640完全

培养基中置于37℃、5%CO2 的培养箱中常规传代

培养。

1.2.2 靶 基 因 预 测 基 于 生 物 信 息 学 数 据 库

(miRWalk、 miRDB、 TargetScan、 miRDIP、

TarBase),筛选同时在五个数据库中预测到的靶向

PD-L1 的 潜 在 miRNA:miR-377-3p、miR-4496、

miR-106a-5p、miR-93-5p。根据数据库预测的评分

等级,交叉筛选出在五个数据库中评分均较高的

miR-106a-5p作为目标miRNA。

1.2.3 实时荧光定量聚合酶链反应 提取细胞中

总RNA,逆转录为cDNA,U6及GAPDH为内参,
上机检测,采用2△△Ct计算结果。U6上游引物:

ATTGGAACGATACAGAGAAGATT,下游引物:

GGAACGCTTCACGAATTTG;GAPDH 上 游 引

物:CATGAGAAGTATGACAACAGCCT,下游引

物: AGTCCTTCCACGATACCAAAGT; miR-
106a-5p上游引物:GATGCTCAAAAAGTGCTT-
ACAGTGCA,下 游 引 物:TATGGTTGTTCTGC-
TCTCTGTCTC;PD-L1上游引物:GGCATTTGC-
TGAACGCAT,下 游 引 物:CAATTAGTGCAGC-
CAGGT。

1.2.4 细胞培养与转染 人永生化正常鼻咽上皮

细胞系NP69购自河南北纳生物公司,人鼻咽低分

化鳞状细胞癌细胞系 HNE1购自中南大学高等研

究中心。两种细胞系分别由河南北纳生物公司和天

津中科迪生科技发展公司进行细胞遗传质量鉴定检

测,均系STR鉴定正确,由唐山市人民医院中心实

验室扩增并保存于-80℃冰箱和液氮罐。NP69细

胞使用含有100mL/LFBS的 DMEM 高糖培养

基,HNE1 细 胞 使 用 含 有 100 mL/L FBS 的

RPMI1640培养基,于37℃、体积分数为5%CO,恒
温箱培养。细胞分组:①con/HNE1组:转染 miR-
106a-5p 模 拟 物 的 对 照 序 列;② miR-106a-5p
mimics/HNE1组:转 染 miR-106a-5p模 拟 物;③
miR-106a-5pmimics+PD-L1/HNE1组:共转染过

表达 PD-L1 质 粒 和 miR-106a-5p 模 拟 物;采 用

Lipofectamine2000试剂盒按照说明书进行转染,

收集各组细胞用于后续实验。

1.2.5 细胞划痕实验 将转染后的各组 HNE1细

胞转移到6孔板中培养24h,当细胞汇合度达到

70%~80%,用1mL枪头划在单层壁细胞的中间

部分。PBS洗涤3次,洗去未贴壁细胞,换入含1%
FBS培养基,0h、24h、48h镜下拍照记录。

1.2.6 Transwell迁移实验 小室下室加入含10%
胎牛血清的培养液,小室上室加入无血清培养基重

悬的细胞悬液,培养箱继续培养24h。培养完成后

甲醇 固 定 20 min,PBS 清 洗,Giemsa染 料 染 色

35min,洗涤液洗净小室。小室晾干,拍照计数。

1.2.7 双荧光素酶实验 HEK293T细胞接种到6
孔板中常规培养24h,然后将 mimicsNC、miR-
106a-5pmimics、ASO-NC和ASO-miR-106a-5p共

转染至293T细胞内。转染后等待24h,根据双荧

光素酶测定试剂盒检测荧光强度。

1.2.8 蛋白质印迹实验 将处于对数生长期的细

胞经 乙 二 胺 四 乙 酸 消 化 和 PBS清 洗 后 收 集 到

1.5mLEP管中,加入预冷的蛋白裂解液冰上裂解

15min,4℃、12000r/min离心10min,收集上清,
加入5×加样缓冲液,100℃恒温加热5min,蛋白

样品-20℃ 保存。分别用7.5%和15%SDS聚丙

烯酰胺凝胶进行电泳,将目的蛋白转移到PVDF膜

上,质量分数为5%脱脂奶粉封闭1h,洗涤后PD-
L1(1∶1000),β-actin抗体(1∶7000)一抗孵育过夜,
洗涤后二抗(1∶6000)孵育。最后,将PVDF膜置于

ECL发光液2min后,凝胶成像系统显影。采用

ImaqeJ软件进行灰度分析。

1.3 统计学方法 应用SPSS22.0统计软件进行

数据分析,采用ImageJ进行 WB条带半定量分析,
使用GraphpadPrism8软件进行绘图。计量资料

采用单因素方差分析、SNK-q 检验、重复测量的方

差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 生物信息学预测PD-L1是 miR-106a-5p的靶

基因 通过生物信息学网站(miRWalk、miRDB、

TargetScan、mirDIP、TarBase)预测靶向PD-L1的

潜在 miRNAs(图1A),TargetScan数据库也显示

miR-106a-5p的种子序列和PD-L1基因存在一个7
碱基结合位点,提示PD-L1为 miR-106a-5p的潜在

靶基因(图1B)。
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图1 miR-106a-5p与PD-L1的靶向关系

A.生物信息筛选出靶向PD-L1的 miRNAs;B.TargetScan数据库预测 miR-106a-5p与PD-L1的直接结合位点。

Figure1 TargetingrelationshipbetweenmiR-106a-5pandPD-L1

2.2 miR-106a-5p在 HNE1细胞中显著高表达 
RT-qPCR与 WB 实 验 显 示 正 常 鼻 咽 上 皮 细 胞

NP69和鼻咽癌细胞 HNE1中PD-L1和 miR-106a-
5p的 表 达 水 平 呈 高 表 达。(PD-L1 mRNA:t=
4.358,P=0.012;PD-L1:t=4.838,P=0.008;

miR-06a-5p:t=9.013,P=0.001)(图2)。

2.3 miR-106a-5p直接与PD-L1mRNA的3'UTR
区结合 为进一步验证miR-106a-5p是否直接靶向

PD-L1,构建了PD-L13'UTR野生型质粒(PD-L1-
WT),以及3'UTR突变型质粒(PD-L1-MUT),将
构建好的重组质粒分别与mimicsNC、miR-106a-5p
mimics、ASO-NC和 ASO-miR-106a-5p共转染至

293T细胞内,行双荧光素酶报告基因实验。结果表

明,miR-106a-5p能够直接与PD-L1mRNA 的3'
UTR区结合,见表1。

图2 WB检测PD-L1蛋白的表达水平

Figure2 TheexpressionlevelofPD-L1proteindetectedby
WB

表1 荧光素酶报告结果

Table1 Resultsofluciferasereport
(n=3,x-±s)

组别 荧光强度 组别 荧光强度

mimicsNC+CD274-3'UTR-WT 21.25±4.19 mimicsNC+CD274-3'UTR-mut 22.22±2.13
has-miR-106a-5pmimics+CD274-3'UTR-WT 9.49±4.23* has-miR-106a-5pmimics+CD274-3'UTR-mut 20.21±4.24
ASO-NC+CD274-3'UTR-WT 20.41±1.38 ASO-NC+CD274-3'UTR-mut 22.71±2.13
has-miR-106a-5pASO+CD274-3'UTR-WT 30.10±1.04* has-miR-106a-5pASO+CD274-3'UTR-mut 23.70±4.24

F 值 52.600 F 值 3.044
P 值 0.002 P 值 0.389

*P 值<0.05与mimicsNC+CD274-3'UTR-WT组比较(SNK-q检验)

2.4 HNE1细胞中 miR-106a-5p正向调控PD-L1
的表 达 miR-106a-5pmimics转 染 HNE1细 胞

24h 后,通 过 RT-qPCR 实 验 证 实 miR-106a-5p
mimics 有 效。miR-106a-5p mimics 组 PD-L1
mRNA和 蛋 白 水 平 均 显 著 高 于 mimicsNC 组。

RT-qPCR 实 验 证 实 miR-106a-5pinhibitor组 的

miR-106a-5pmRNA 水平显著低于inhibitorNC
组,表 明 miR-106a-5pinhibitor转 染 有 效。miR-
106a-5pinhibitor组PD-L1mRNA和蛋白水平均

明显 低 于inhibitorNC 组。以 上 结 果 表 明,在

HNE1细胞中 miR-106a-5p正向调控PD-L1的表

达。见图3。

图3 HNE1细胞中miR-106a-5p对PD-L1表达的影响

A.HNE1细胞分别转染 mimicsNC及 miR-106a-5pmimics
后,WB法检测两组细胞中PD-L1蛋白的表达量;B.HNE1
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细胞分别转染inhibitorNC及 miR-106a-5pinhibitor后,WB
法检测两组细胞中PD-L1蛋白的表达量

Figure3 ImpactofmiR-106a-5ponPD-L1expressionin
HNE1cells

2.5 PD-L1的质粒构建 为研究PD-L1表达改变

对HNE1细胞的影响,构建了PD-L1过表达质粒

pcDNA3.1(+)/PD-L1。双酶切及测序结果证实

pcDNA3.1(+)/PD-L1质粒构建成功(图4A,4B)。
分别在 HNE1细胞中转染pcDNA3.1(+)空载体

(PC 组)及 pcDNA3.1(+)/PD-L1质 粒(PD-L1
组)、si-NC(NC组)及si-PD-L1(si-PD-L1组),通过

RT-qPCR法和 WB法检测4组细胞中PD-L1的表

达。结果显示,PD-L1组中PD-L1mRNA和蛋白

相对表达量均显著高于PC组(图4C),而si-PD-L1
组的PD-L1mRNA和蛋白水平均显著低于NC组

(图4D)。以 上 结 果 表 明 PD-L1过 表 达 质 粒 及

si-PD-L1有效,可用于后续实验。

图4 HNE1细胞中PD-L1对miR-106a-5p表达的影响

A.琼脂糖凝胶电泳鉴定重组质粒;B.采用T7引物对质粒进行测序;C.RT-qPCR检测转染pcDNA3.1(+)空载体(PC组)及

pcDNA3.1(+)/PD-L1质粒后PD-L1mRNA的表达量;D.WB检测PD-L1蛋白的表达水平

Figure4 EffectofPD-L1onmiR-106a-5pexpressioninHNE1cells

2.6 HNE1细胞中PD-L1正向调控 miR-106a-5p
的表达 在HNE1细胞中分别转染PC质粒及PD-
L1质粒、si-NC及si-PD-L1,然后通过RT-qPCR实

验检测 miR-106a-5p的相对表达量。结果显示,

PD-L1组细胞中 miR-106a-5p的相对表达量高于

PC组,而si-PD-L1组细胞中 miR-106a-5p的相对

表达量低于 NC组。以上结果表明,鼻咽癌细胞

HNE1中PD-L1正向调控miR-106a-5p的表达。

2.7 miR-106a-5p/PD-L1 正 反 馈 环 正 向 调 控

HNE1细胞的增殖 分别用mimicsNC、miR-106a-
5p mimics、miR-106a-5p mimics + si-PD-L1、

inhibitorNC、miR-106a-5pinhibitor及 miR-106a-
5pinhibitor+PD-L1处理HNE1细胞后,CCK-8法

检测 细 胞 活 力。统 计 分 析 显 示:在 mimicsNC、

miR-106a-5pmimics及 miR-106a-5pmimics+si-
PD-L1处理后,组间、时点间、组间·时点间交互作

用差异均有统计学意义(P<0.05)。inhibitorNC
组、miR-106a-5p inhibitor 组 及 miR-106a-5p
inhibitor+PD-L1在组间、时点间、组间·时点间交

互作用差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。

2.8 miR-106a-5p/PD-L1 正 反 馈 环 正 向 调 控

HNE1细胞的迁移 分别用mimicsNC、miR-106a-
5p mimics 及 miR-106a-5p mimics+si-PD-L1、

inhibitorNC、miR-106a-5pinhibitor及 miR-106a-
5pinhibitor+PD-L1处理 HNE1细胞后,划痕实验

结果显示,前3组细胞在24h、48h的划痕愈合率

差异有统计学意义。miR-106a-5pmimics组细胞

的迁移能力显著高于 mimicsNC组;miR-106a-5p
mimics+si-PD-L1组细胞的迁移能力显著低于同

时期 miR-106a-5pmimics组,但显著高于同时期

mimicsNC组(图5A)。以 上 结 果 表 明,过 表 达

miR-106a-5p可以促进 HNE1细胞的迁移,但其对
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细胞迁移的促进效果可部分被PD-L1下调逆转。
后3组细胞在24h、48h的划痕愈合率差异有统计

学意义miR-106a-5pinhibitor组细胞的迁移能力显

著低于inhibitorNC组;而miR-106a-5pinhibitor+

PD-L1组细胞的迁移能力显著高于 miR-106a-5p
inhibitor组,但低于inhibitorNC组(图5B)。见

表3。

表2 各组HNE1细胞的OD值

Table2 ODvaluesofHNE1cellsineachgroup
(n=3,x-±s)

组别
OD值

24h 48h 72h
组别

OD值

24h 48h 72h
inhibitorNC 0.56±0.01 0.68±0.00 0.67±0.00 mimicsNC 0.31±0.01 0.61±0.00 0.67±0.00
miR-106a-5pinhibitor 0.31±0.01 0.41±0.01 0.48±0.01 miR-106a-5pmimics 0.52±0.00 0.98±0.01 1.13±0.00
miR-106a-5pinhibitor+PD-L1 0.49±0.00 0.54±0.01 0.60±0.00 miR-106a-5pmimics+siPD-L1 0.41±0.01 0.78±0.01 0.94±0.01

组间 F 值=890.100   P 值<0.001 组间 F 值=3039.000   P 值<0.001
时点间 F 值=722.500   P 值<0.001 时点间 F 值=10697.000  P 值<0.001
组间·时点间 F 值=39.100   P 值<0.001 组间·时点间 F 值=236.900    P 值<0.001

图5 miR-106a-5p/PD-L1正反馈环对HNE1细胞迁移的影响

A.划痕实验检测 mimicsNC、miR-106a-5pmimics及 miR-106a-5pmimics+si-PD-L1对 HNE1细胞迁移能力的影响;B.划痕

实验检测inhibitorNC、miR-106a-5pinhibitor及 miR-106a-5pinhibitor+PD-L1对 HNE1细胞迁移能力的影响

Figure5 EffectsofmiR-106a-5p/PD-L1positivefeedbacklooponmigrationabilityofHNE1cells
表3 各组细胞的划痕闭合率

Table3 Scratchclosureratesofcellsineachgroup
(n=3,x-±s)

 组别
划痕愈合率

24h 48h
 组别

划痕愈合率

24h 48h
inhibitorNC 0.24±0.01 0.34±0.01 mimicsNC 0.17±0.01 0.22±0.01
miR-106a-5pinhibitor 0.18±0.00* 0.27±0.01* miR-106a-5pmimics 0.22±0.00* 0.30±0.01*

miR-106a-5pinhibitor+PD-L1 0.14±0.01*# 0.22±0.01*# miR-106a-5pmimics+siPD-L1 0.27±0.00*# 0.37±0.01*#

 F 值 69.250 179.100  F 值 76.410 106.700
 P 值 <0.001 <0.001  P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与inhibitorNC/mimicsNC组比较 #P 值<0.05与miR-106a-5pinhibitor/miR-106a-5pmimics组比较(SNK-q检验)

2.9 miR-106a-5p/PD-L1 正 反 馈 环 正 向 调 控

HNE1细胞的侵袭 Transwell实验显示出相似结

果前三组细胞穿过基底膜(无基质胶)的细胞数有差

异,miR-106a-5pinhibitor组细胞的迁移和侵袭能

力 显 著 低 于 inhibitor NC 组,而 miR-106a-5p
inhibitor+PD-L1组细胞的迁移和侵袭能力明显高

于 miR-106a-5pinhibitor组,低 于inhibitorNC 组

(图6A)。后3组细胞穿过基底膜(无基质胶)的细

胞数差异有统计学意义。miR-106a-5pmimics组

细胞的迁移和侵袭能力显著高于 mimicsNC组;

miR-106a-5pmimics+si-PD-L1组细胞的迁移能力

显著低于同时期的 miR-106a-5pmimics组,但显著

高于mimicsNC组(图6B)。以上结果表明,过表

达miR-106a-5p可以显著促进 HNE1细胞的增殖、
迁移和侵袭,但其对增殖、迁移和侵袭的促进效果可

部分被PD-L1下调逆转。见表4。
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图6 miR-106a-5p/PD-L1正反馈环对HNE1细胞侵袭能力的影响

A.Transwell实验检测 mimicsNC、miR-106a-5pmimics及 miR-106a-5pmimics+si-PD-L1对 HNE1细胞迁移和侵袭能力的

影响;B.Transwell实验检测inhibitorNC、miR-106a-5pinhibitor及 miR-106a-5pinhibitor+PD-L1对 HNE1细胞迁移和侵袭

能力的影响

Figure6 EffectsofmiR-106a-5p/PD-L1positivefeedbacklooponinvasionabilityofHNE1cells
表4 各组细胞的迁移侵袭率

Table4 Migrationandinvasionratesofcellsineachgroup
(n=3,x-±s)

 组别 迁移细胞率 侵袭细胞率  组别 迁移细胞率 侵袭细胞率

inhibitorNC 144.67±4.92 153.00±5.72 mimicsNC 145.00±5.10 156.00±2.94
miR-106a-5pinhibitor 76.33±4.64* 62.67±5.31* miR-106a-5pmimics 302.33±10.50* 189.67±2.49*

miR-106a-5pinhibitor+PD-L1 113.67±8.73*# 83.33±1.70*# miR-106a-5pmimics+siPD-L1 198.33±7.72*# 175.33±6.60*#

 F 值 57.580 210.700  F 值 192.600 29.300
 P 值 <0.001 <0.001  P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与inhibitorNC/mimicsNC组比较 #P 值<0.05与miR-106a-5pinhibitor/miR-106a-5pmimics组比较(SNK-q检验)

3 讨  论

在本研究中,鼻咽癌细胞 HNE1中 miR-106a-
5p和 PD-L1均 呈 高 表 达。鼻 咽 癌 细 胞 中 miR-
106a-5p正向调控PD-L1的表达,而PD-L1反过来

促进miR-106a-5p的表达。此外,鼻咽癌细胞中高

表达 miR-106a-5p通过正向调控PD-L1的表达促

进鼻咽癌细胞的增殖、迁移和侵袭。
非编码RNA作为PD-L1/PD-1轴的上游调节

因子,可以通过影响其他信号传导途径(如STAT、
自噬、PI3K、Akt等)来调控鼻咽癌的进展[7-8]。本

研究重点分析了表观遗传调控因子 miRNA对PD-
L1的影响。通过筛选五个生物信息数据库,选取能

够预测靶向 PD-L1的 miRNA,并根据评分选定

miR-106a-5p作为研究目标。实验结果显示,miR-
106a-5p在鼻咽癌细胞中高表达,通过上调或下调

miR-106a-5p的水平,可以促进或抑制PD-L1的表

达,从而影响鼻咽癌细胞的增殖、迁移和侵袭。这与

Zhu等[9]的 研 究 一 致,后 者 利 用 GEO 数 据 集

(GSE70970)发现 miR-106a-5p在鼻咽癌组织和细

胞中高表达,并在临床Ⅳ期患者中显著升高,且与复

发相关,提示 miR-106a-5p可作为预测晚期或复发

鼻咽癌的生物标志物。该研究还指出,miR-106a-5p
作为促癌基因,通过靶向BTG3直接调控自噬,促

进鼻咽癌的恶性表型。这说明miR-106a-5p可能通

过不同靶基因发挥生物学功能。然而,另一项研究

显示,miR-106a-5p在鼻咽癌中具有抑癌作用。研

究表[10]明,鼻咽癌细胞中 miR-106a-5p水平降低,
通过靶向调控长链非编码RNASMAD5的表达,促
进了细胞的增殖、迁移、侵袭和上皮-间质转化过程。
这些相反的结果可能与NPC肿瘤异质性及使用的

检测方法不同有关。前者从多个维度分析 miR-
106a-5p的表达,而后者仅检测细胞中的表达水平。
此外,miRNA作为表观遗传学分子,可能受到外界

因素的影响,如培养条件、传代次数或应激,导致不

同结果。因此,miR-106a-5p在鼻咽癌中的具体作

用及机制尚需进一步研究。

PD-L1被认为是一种免疫抑制分子,通过与肿

瘤杀伤性T细胞表面的PD-1受体结合,抑制T细

胞的活性和功能,从而形成免疫抑制的肿瘤微环境,
使肿瘤细胞能够逃避免疫系统的识别和攻击,最终

促进肿瘤的进展。基于这一机制,PD-L1/PD-1免

疫检查点抑制疗法迅速成为肿瘤治疗的一个重要方

向,特别是在晚期和复发/转移性鼻咽癌的治疗中,
已成为一个活跃的研究领域[11]。目前,针对PD-
L1/PD-1通路的多种抑制剂正在局部晚期或复发/
转移性鼻咽癌患者中进行临床评估。然而,已完成

的临床试验结果显示,PD-L1/PD-1抑制剂的抗肿
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瘤反应率并不显著[12]。因此,深入研究 PD-L1/

PD-1表达调控的分子机制,对于提高PD-L1/PD-1
抑制剂在NPC免疫治疗中的疗效具有重要意义。
已有研究显示,PD-L1/PD-1轴对免疫细胞的作用

主要通过抑制PI3K/Akt信号通路,导致T细胞增

殖减少,刺激凋亡,促进T细胞耗竭;以及通过抑制

ERK信号轴,抑制T细胞的增殖和分化[13-14]。此

外,癌细胞内源性PD-L1的表达可影响多种信号通

路,这些信号通路与肿瘤的生长、存活、转移、代谢、
分化、干性以及治疗耐药性等过程密切相关[4]。研

究表明,癌细胞内源性PD-L1驱动的非免疫依赖性

机制 可促进B16黑色素瘤的转移[15]。
在本研究中,通过双荧光素酶报告基因实验,证

实miR-106a-5p可以直接结合PD-L1基因,推测其

通过与PD-L1mRNA的3'UTR结合抑制PD-L1
蛋白合成。然而,细胞实验却显示 miR-106a-5p正

向调控PD-L1的表达。分析 miR-106a-5p正向调

控PD-L1的表达的原因可能有:①miR-106a-5p可

能入核 参 与 PD-L1的 转 录 调 控。通 常 情 况 下,

miRNA通过种子区序列与靶基因 mRNA 的3'
UTR 结 合 直 接 介 导 细 胞 质 中 的 转 录 后 基 因 沉

默[16]。然而,有研究[17-18]表明,miRNA也可以通

过其他机制调控基因表达,如在核内 miRNA可以

诱导转录基因的激活或沉默。②存在竞争性内源性

RNA(ceRNA),与miRNA结合后抑制其与靶基因

mRNA结 合,从 而 上 调 靶 基 因 表 达[19]。③miR-
106a-5p可 能 通 过 其 他 信 号 通 路 上 调 PD-L1表

达[20]。此外,在多发性骨髓瘤及肺癌中,外泌体

miR-106a-5p与干扰素γ应答正相关,而干扰素γ/

JAK1/STAT1轴 可 以 诱 导 PD-L1的 表 达[21-22]。
推测在鼻咽癌中miR-106a-p也可能通过干扰素γ/

JAK1/STAT1来促进PD-L1的表达,这些机制需

要体内外实验进一步验证。虽然有研究表明一些

miRNA通过与5'UTR结合正向调控基因表达,但
我们发现miR-106a-5p与PD-L1的5'UTR没有足

够的结合位点。因此,认为在鼻咽癌细胞系 HNE1
中,miR-106a-5p对PD-L1转录的正向调控可能大

于对其转录后的抑制作用,需要在其他细胞系中进

一步验证。
此外,本研究还发现PD-L1能正向调控鼻咽癌

细胞中 miR-106a-5p的表达,miR-106a-5p与 PD-
L1间存在正反馈环路,进一步增强鼻咽癌细胞的增

殖、迁移和侵袭能力,其具体机制尚不明确。但之前

有研究表明,PD-L1除了在细胞表面发挥免疫抑制

作用,还可以通过结合内源性PD-1激活黑色素瘤

细胞及膀胱癌中的雷帕霉素复合体1(mammalian
targetofrapamycincomplex1,mTORC1)信号通

路,并促进癌细胞的增殖,发挥促癌作用[15,23-24]。
这种促进作用可能源于 mTORC1介导的细胞增

殖,也可能与上皮-间质转化的激活有关。因此,推
测NPC中PD-L1可能通过类似途径激活某些信号

通路,促进miR-106a-5p的转录,需要进一步实验验

证PD-L1的核定位及其是否与 miR-106a-5p的启

动子区结合。了解PD-L1在鼻咽癌中的作用机制

为中晚期鼻咽癌的免疫治疗提供了更多的思路。
综上所述,本研究表明,miR-106a-5p/PD-L1/

miR-106a-5p正反馈环在鼻咽癌中具有促癌作用。

miR-106a-5p抑制剂可减少PD-L1在鼻咽癌细胞中

的表达,抑制鼻咽癌的进展。这些发现为未来鼻咽

癌患者使用 miR-106a-5p和PD-L1的双靶点抑制

剂提供了潜在的治疗靶点,并为晚期和复发/转移性

患者的分子靶向治疗提供了新的思路。进一步研究

miR-106a-5p调控PD-L1及PD-L1调控 miR-106a-
5p的具体分子机制,将是下一步的研究重点。
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