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miRNA-325-3p通过下调细胞角蛋白13的表达降低鼻咽癌细胞CNE1的
放疗敏感性
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[摘 要] 目的：探究miRNA-325-3p及其靶基因细胞角蛋白13（cytokeratin 13，CK13）对鼻咽癌细胞CNE1的放疗敏感性的影

响。方法：通过miRBase、Targetscan及Microcosm三大数据库预测miRNA-325-3p的潜在靶基因，并通过双荧光素酶活性检测实

验进行验证，qPCR检测不同放射剂量下鼻咽癌细胞CNE1中miRNA-325-3p及其靶基因的表达水平变化，通过克隆形成实验观

察不同放射剂量下过表达miRNA-325-3p及敲低靶基因后CNE1细胞克隆形成率的变化，流式细胞术验证过表达miRNA-325-3p

及敲低靶基因后CNE1在不同放射剂量下凋亡水平的变化，MTT法检测miRNA-325-3p过表达和CK13敲低组鼻咽癌细胞CNE1

在不同放射剂量下的细胞存活率以验证其放疗敏感性的变化。结果：CK13确认为miRNA-325-3p的潜在靶基因，鼻咽癌细胞

CNE1经放射处理后，miRNA-325-3p的表达水平显著升高、CK13的表达水平显著降低（均P<0.05）。miRNA-325-3p表达量上调

和CK13基因沉默均显著提高CNE1细胞的存活率[miRNA上调时：（60.14±3.55）% vs（19.23±3.42）%，t=14.37、P<0.01；CK13沉默

时：（76.15±5.13）% vs（28.53±3.68）%，t=13.06、P<0.01]和克隆形成率，降低了凋亡率[miRNA上调时：（27.95±2.67）% vs（51.68±

3.47）%，t=9.39、P<0.01；CK13沉默时：（20.31±2.62）% vs（38.14±3.83）%，t=6.66、P<0.01]。结论：miRNA-325-3p能够通过下调靶

基因CK13的表达降低鼻咽癌细胞CNE1对放疗的敏感性。
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miRNA-325-3p reduces the radio-sensitivity of nasopharyngeal carcinoma CNE1
cells by down-regulating the expression of cytokeratin 13

WAN Jia, WANG Huan, WANG Jin, SHI Ming, YU Hong (Department of Otorhinolaryngology Head and Neck Surgery, the Fourth

Affiliated Hospital of Kunming Medical University, Kunming 650021, Yunnan, China)

[Abstract] Objective：：To investigate the effect of miRNA-325-3p and its target gene cytokeratin 13 (CK13) on the radio-sensitivity of

nasopharyngeal carcinoma cell line CNE1. Methods：：The potential target gene of miRNA-325-3p was predicted by three databases:

miRBase, Targetscan and microcosm, and verified by Double luciferase activity assay. QPCR was used to detect the expression levels

of miRNA-325-3p and its target gene in nasopharyngeal carcinoma cell line CNE1 under different radiation doses; To verify the chang‐

es in radio-sensitivity of nasopharyngeal carcinoma cells, colony formation assay, Flow cytometery and MTT were used to observe the

clone formation, apoptosis and cell viability of CNE1 cells after overexpression of miRNA-325-3p and knockdown of CK13 under dif‐

ferent radiation doses, respectively. Results：：CK13 was confirmed as a potential target gene of miRNA-325-3p. After radiotherapy, the

expression level of miRNA-325-3p in CNE1 cell was significantly increased, while the expression level of CK13 was decreased (all

P<0.05); up-regulation of miRNA-325-3p expression and silence of CK13 gene increased cell survival rate (upregulation of miRNA-

325-3p: [60.14±3.55]% vs [19.23±3.42]%, t=14.37, P<0.01; silence of CK13: [76.15±5.13]% vs [28.53±3.68]%, t=13.06, P<0.01)

and colony formation rate, and decreased apoptosis rate (upregulation of miRNA-325-3p: [27.95±2.67]% vs [51.68±3.47]%, t=9.39,

P<0.01; silence of CK13: [20.31±2.62]% vs [38.14±3.83]%, t=6.66, P<0.01). Conclusion：：miRNA-325-3p can reduce the sensitivity of

nasopharyngeal carcinoma cell line CNE1 to radiotherapy by down-regulating the target gene CK13.
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鼻咽癌发病率在头颈部肿瘤中居首位[1]。根据

国际癌症研究机构报告，超过 80%的鼻咽癌患者来

自亚洲，欧洲仅占约5%，男性患者多于女性[2]。目前

放射治疗是公认的鼻咽癌的有效治疗方法之一，但

在临床中放疗效果并不尽如人意，复发和转移常有

发生。目前的研究[3-4]已证实，由于部分鼻咽癌细胞

对放射线具有抵抗性，该类细胞可逃逸由放射引起

的凋亡，使得治疗效果低于预期值，因此研究鼻咽癌

细胞对放疗敏感型的机制对于临床治疗具有重大意

义。MicroRNA（miRNA）的失调已被证实与多种疾

病有关[5]。如miRNA-325-3p在非小细胞肺癌中的表

达量与正常组织相比明显增高，同时也是非小细胞

肺癌的潜在靶向位点[6]。目前已发现部分miRNA与

鼻咽癌的放射敏感性相关[7]，但其调控机制目前尚未

完全阐明。细胞角蛋白 13（cytokeratin 13，CK13）在

分化程度高的肿瘤组织中呈高表达，是鳞状上皮分

化后的标志[8-9]。因此，CK13可能具有增加放射敏感

性的作用，但是miRNA调控CK13对鼻咽癌细胞敏

感性的影响尚未有公开报道。本研究就miRNA-325-

3p调控CK13与鼻咽癌细胞CNE1的放疗敏感性变

化的相关性作初步研究，为优化鼻咽癌的治疗方案

提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系、试剂和仪器

鼻咽癌CNE1细胞系购自上海中科院细胞库，在含

10%胎小牛血清的RPMI 1640培养基中进行传代培养。

蛋白质提取试剂盒、蛋白质浓度测定试剂盒、miRNA-325-

3p和 si-CK13均购自上海Sangon公司，实时定量PCR

试剂盒和逆转录试剂盒购自南京Vazyme公司，丙烯酰

胺购自美国Sigma公司，RNA提取试剂盒购自美国普

飞公司，双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国

Promega公司，MTT购自美国 Invitrogen公司。荧光定

量PCR仪购自美国ABI公司，紫外分光光度计购自美

国Thermo Fisher公司，酶标仪购自美国Bio-Rad公司，

倒置显微镜购自日本Nikon公司。

1.2 miRNA-325-3p靶基因预测及验证

为推测miRNA-325-3p的靶基因，使用miRBase

预 测 miRNA 的 mRNA 靶 标（http://www. mirbase.

org/），并利用 Targetscan（http://www.targetscan.org/）

和 Microcosm（http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/micro‐

cosm/htdocs/targets/v5/）这两个数据库对miRNA-325-

3p的靶标进行进一步分析验证。将CK13 3'-UTR片

段与 PGL-REPORT 载体连接 ，构建 WT-CK13 及

MUT-CK13质粒，测序验证后，分别与miRNA-325-3p

及miR-control共转染CNE1细胞，48 h后进行荧光素

酶活性的测定。

1.3 qPCR检测CNE1细胞中miRNA-325-3p和CK13

基因的相对表达量

取对数生长期的CNE1细胞以 3×105/ml的密度

接种于六孔板中培养，当细胞50%汇合时，将miRNA-

325-3p及CK13质粒共转染至CNE1细胞内，培养48 h。

使用TRIzol法提取总RNA，取 2.0 μg按照逆转录试

剂盒操作说明合成cDNA，ABI 7500荧光定量PCR仪

检测内参基因和相关信号通路因子的表达量，用自

带的SDS分析软件，内参照进行归一化处理，计算目

的基因的相对表达量。

1.4 克隆形成实验检测转染miRNA-325-3p和 si-CK13

对CNE1细胞放疗敏感性的影响

将分别转染 miRNA-325-3p 和 si-CK13 的 CNE1

细胞按照1×106/孔的量铺在六孔板中，培养24 h后用

阶梯剂量（0、2、4、6、8、10 Gy）的射线进行照射。照射

结束后继续培养 12 h，用冷甲醇固定，吉姆萨染液染

色30 min。根据单击多靶模型拟合细胞存活曲线。

1.5 流式细胞术检测转染miRNA-325-3p和 si-CK13

对辐射处理后的CNE1细胞凋亡的影响

miRNA-325-3p和si-CK13组CNE1细胞用10 Gy的

辐射剂量照射处理，常规条件下培养72 h后，收集细胞，

PBS清洗2次，再加入20 μg/ml Annexin-V 10 μl（100 μl

binding buffer和FITC 标记），室温下避光30 min，再

加入 50 μg/ml PI 5 μl，避光反应 5 min后，加入 400 μl

binding buffer，上流式细胞仪检测细胞凋亡水平，同时

以不加Annexin-V-FITC及PI的一管作为阴性对照。

1.6 MTT 检测转染 miRNA-325-3p 和 si-CK13 对辐

射处理后的CNE1细胞增殖的影响

将 生 长 48 h 的 miRNA-325-3p 和 si-CK13 组

CNE1细胞用含 10%胎小牛血清的培养液配成单个

细胞悬液，以每孔1.0×103~1.0×104个细胞接种到96孔

板，每孔体积200μl，然后以10 Gy的剂量进行照射并继续

培养48 h后，加入10 μl MTT溶液（5 mg/ml，用PBS配

制，pH=7），在 37 ℃下孵育 4 h并置于酶标仪上检测

光密度（D）值。细胞存活率=实验组D值/空白对照

组D值×100%。

1.7 统计学处理

实验数据采用SPSS 22.0进行分析，正态分布的

计量数据以 x̄±s 表示；多重比较采用单因素方差分

析，事后检验为Turkey检验；两组间比较采用 t检验；

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。
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2 结 果

2.1 miRNA-325-3p靶基因的预测和鉴定

TargetScan、PicTa、The miRBase三大靶基因预测

库预测结果（图 1A）表明，CK13为miRNA-325-3p的

潜在靶基因，CK13 3'-UTR与miRNA-325-3p的种子

区存在互补序列。双荧光素酶活性检测结果（图1B）

表明，共转wt-CK13和miRNA-325-3p的细胞荧光素

酶报告基因的活性较其他组明显降低（46.78±7.02 vs

100.00±11.23；t=6.96，P<0.01）；而共转miRNA-325-3p

和mut-CK13组的荧光素酶活性与对照组无显著差

异（99.86±10.95 vs 100.00±10.89；t=0.02，P=0.99），验

证了miRNA-325-3p可直接作用于wt-CK13。

2.2 不同放疗剂量对 CNE1 细胞中 miRNA-325-3p

和CK13表达水平的影响

qPCR 检测结果（图 2）表明，CNE1 细胞中 miR‐

NA-325-3p的表达水平随放射剂量的增加而显著升

高，CK13的表达水平则随放射剂量的增加而降低。

这提示，miRNA-325-3p 和 CK13 表达水平变化与鼻

咽癌细胞对放射的敏感性存在相关性。同时，miRNA-

325-3p 可负调控 CK13 靶基因，miRNA-325-3p 表达

水平明显增加，对其靶基因CK13的抑制作用也相应

增加，使得CK13的表达水平明显下降。

**P<0.01 vs miRNA control group

A: Predicted binding site in the 3'-UTR region of CK13 with

miRNA-325-3p; B: The binding of miRNA-325-3p and CK13

was verified by Double Luciferase Report experiment

图1 miRNA-325-3p靶基因的预测和鉴定

Fig.1 Prediction and identification of miRNA-325-3p

target gene

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 radiation dose

图2 不同放射剂量对CNE1细胞中miRNA-325-3p（（A））和CK13（（B））表达水平的影响

Fig.2 Effects of different radiation doses on the expression levels of miRNA-325-3p (A) and CK13 (B) in CNE1 cells

2.3 miRNA-325-3p 过表达和 CK13 敲低可增加

CNE1细胞的克隆形成率

分别对miRNA-325-3p过表达及CK13基因敲低

的鼻咽癌细胞的克隆形成实验得出数据进行细胞存

活曲线的拟合，结果（图 3）发现，与对照组相比，

miRNA-325-3p过表达组和CK13敲低组的CNE1细

胞克隆形成率均显著高于相应的对照组（均 P<

0.01）。

2.4 miRNA-325-3p 过表达和 CK13 敲低可抑制

CNE1细胞凋亡

流式细胞仪检测结果（图 4）显示，与对照组相

比，转染miRNA-325-3p和转染 si-CK13组鼻咽癌细

胞 CNE1 凋亡率明显减少 [过表达 miRNA-325-3p：

（27.95±2.67）% vs（51.68±3.47）% ；t=9.39、P<0.01;

敲减CK13：（20.31±2.62）% vs（38.14±3.83）% ；t=6.66、

P<0.01]，说明miRNA-325-3p的过表达和CK13的敲

低均能降低CNE1细胞的凋亡水平。

2.5 miRNA-325-3p过表达和CK13敲低对CNE1细

胞增殖的影响

MTT比色法检测结果显示，与对照组相比，

miRNA-325-3p的过表达和 CK13 的敲低都能使

鼻咽癌 CNE1细胞放疗后的存活率显著增加[过

表达 miRNA：（60.14±3.55）% vs（19.23±3.42）% ；t=

14.37、P<0.01；敲低CK13：（76.15±5.13）% vs（28.53±

3.68）%；t=13.06、P<0.01]。
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*P<0.05, **P<0.01 vs Control group

A: Overexpression of miRNA-325-3p enhanced the clone formation rate of CNE1 cells under radiotherapy;

B: Knockdown of CK13 enhanced the clone formation rate of CNE1 cells under radiotherapy

图3 miRNA-325-3p过表达（A）和CK13敲低（B）对CNE1细胞辐射条件下克隆形成率的影响

Fig.3 Effects of miRNA-325-3p overexpression (A) and CK13 knockdown (B)

on the clone formation rate of CNE1 cells to radiotherapy

图4 miRNA-325-3p过表达或CK13敲低

降低CNE1细胞的凋亡水平

Fig.4 miRNA-325-3p overexpression or CK13 knockdown

reduced the apoptosis of CNE1 cells

3 讨 论

鼻咽癌是来源于鼻咽黏膜内层的上皮性肿瘤，

是我国高发恶性肿瘤之一[10-11]。近年来随着放射治

疗技术的不断改进，鼻咽癌的治疗效果有了一定的

提升[12]。但仍有部分肿瘤细胞对放射具有抵抗作用，

该类肿瘤细胞存活后可继续增殖或转移，使癌症患

者的治疗效果低于预期[13]。如何提高放射治疗有效

性成为了鼻咽癌治疗的一个关键点。miRNA-325-3p

调控了非小细胞肺癌、肝癌等肿瘤细胞的侵袭、迁

移、耐药等生物学过程[14-16]。然而，miRNA-325-3p是

否影响鼻咽癌细胞放疗敏感性目前尚未见报道。因

此，本研究探究了miRNA-325-3p在调控鼻咽癌细胞

放疗敏感性中的作用及其分子机制。

miRNA 通过与靶基因 mRNA 的 3'-UTR 碱基配

对而调控mRNA的翻译或降解，进而发挥生物学功

能[17-18]。因此，本研究首先探究了 miRNA-325-3p 的

下游靶基因。通过 miRBase、TargetScan、Microcosm

三大靶基因预测数据库分析发现，miRNA-325-3p和

CK13 mRNA 的 3'-UTR 区域存在结合位点，推测

miRNA-325-3p可能通过调控CK13表达而影响鼻咽

癌细胞放疗敏感性。随后进行双荧光素酶报告实

验验证发现，miRNA-325-3p能够和CK13 mRNA的

3'-UTR 区域结合，并抑制 CK13 表达。先前的研

究[19-20]显示miRNA-325-3p能够调控受体相互作用丝

氨酸苏氨酸激酶3（receptor interacting serine threonine

kinase 3，RIPK3）、弹性蛋白酶等蛋白表达。而本研究

进一步扩展了miRNA-325-3p的下游调控靶点。

本研究随后对miRNA-325-3p和CK13调控鼻咽

癌CNE1细胞放疗敏感性的作用进行了探究。发现

随着放射剂量的增加，CNE1 细胞中 miRNA-325-3p

的表达量上调、CK13的表达下调。而YAO等学者[6]

的研究显示，miRNA-325-3p在非小细胞肺癌中表达

下调并发挥抗肿瘤作用，推测miRNA-325-3p可能具

有组织特异性，从而展示不同的生物学功能。进一

步研究显示，随着放射剂量的增加，上调miRNA-325-

3p表达或下调CK13表达显著提高了鼻咽癌细胞克

隆数目，说明上调 miRNA-325-3p 表达或下调 CK13

表达降低了鼻咽癌细胞放疗敏感性。此外，流式细

胞术和MTT实验也进一步证实了上述结论。然而LI

等[15]发现，下调miRNA-325-3p提高了乙型肝炎病毒

阳性肝癌细胞的多柔比星耐药性，推测可能是肿瘤

细胞的化疗耐药性和放疗敏感性的分子机制不同，

且miRNA-325-3p的组织特异性使其发挥不同的生
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物学功能。因此，下调 miRNA-325-3p 或上调 CK13

将有助于提高鼻咽癌患者放疗效果、改善患者预后。

综上所述，本研究探究了miRNA-325-3p在鼻咽

癌细胞放疗敏感性中的调控作用及其分子机制，结

果显示miRNA-325-3p可通过下调CK13表达降低鼻

咽癌细胞的放疗敏感性，这为鼻咽癌的临床放射治

疗方案改进提供了实验依据。然而miRNA-325-3p是否

调控鼻咽癌细胞的其他生物学功能以及在不同放疗

敏感性鼻咽癌患者中的表达尚未被阐明，后续仍需

进一步深入研究。
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