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［摘要］　目的：检测胃癌中ＮＲ４Ａ２（又称Ｎｕｒｒ１）基因的表达，从ＮＲ４Ａ２调控机制出发寻找相关选择性剪接异构体，探讨其与

胃癌发生和转移的关系。方法：通过选择性剪接数据库（ＡＳＤ）预测ＮＲ４Ａ２基因可能存在的选择性剪接异构体，半定量ＰＣＲ
检测ＮＲ４Ａ２及异构体的表达，基因测序技术鉴定新的剪接异构体；实时定量ＰＣＲ检测４１例样本中 ＮＲ４Ａ２及剪接异构体的

表达水平；免疫组织化学方法检测２８例样本中ＮＲ４Ａ２蛋白表达。结果：ＮＲ４Ａ２基因在胃癌原位、癌旁、转移组织中均有表

达，确定了２种剪接异构体ＮＲ４Ａ２Ⅰ和ＮＲ４Ａ２Ⅱ。实时定量ＰＣＲ检测４１例样本中ＮＲ４Ａ２及２种异构体在癌旁组织表达

水平高于原位癌 （Ｐ＝０．０１７，Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．００４）；在肝转移灶中表达水平低于原位癌（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．０１６），差

异有统计学意义。免疫组化检测发现癌旁组织中 ＮＲ４Ａ２表达阳性率高于原位癌及转移灶，但差异无统计学意义（Ｐ＝

０．６７２）。结论：胃癌原位、癌旁和转移组织中至少存在ＮＲ４Ａ２基因的２种剪接模式；ＮＲ４Ａ２及异构体的表达变化与胃癌发生

和转移相关。
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　　胃癌是常见的恶性肿瘤之一，外科治疗是胃癌
目前的主要治疗手段，术后复发及广泛转移是胃癌

外科治疗最棘手的问题之一，早期诊断及早期手术
是降低胃癌病死率的关键［１］。研究胃癌的侵袭转



第９期．刘小康，等．ＮＲ４Ａ２基因及其选择性剪接异构体与胃癌发生及转移的关系 ·１００５　 ·

移，对于提高胃癌患者生存率至关重要。本实验室
前期应用胃癌手术标本进行了ｃＤＮＡ表达芯片分析
（ＧＥＯ：ＧＳＭ２５３４８７ｔｏＧＳＭ２５３４９８），结合生物信息
学的方法预测了 ＮＲ４Ａ２基因与胃癌转移相关［２］。

ＮＲ４Ａ２（又称Ｎｕｒｒ１）属于孤儿核受体，定位于染色
体２ｑ２２２３，以单拷贝形式存在，全长８．３ｋｂ，有８个
外显子，７个内含子［３］。人类ＮＲ４Ａ２基因结构高度
保守，通过选择性剪接进行基因表达的调控［４］。Ｉｃｈ
ｉｎｏｓｅ等［５］发现Ｎｕｒｒ１基因有２种剪接异构体：ａ型
编码产生４５５个氨基酸，作为不依赖于 Ｎｕｒｒ１配基
的转录因子；ｂ型编码产生５８０个氨基酸。国内Ｘｕ
等［６］发现外显子５产生新的剪接亚型Ｎｕｒｒ１ｃ，编码
产生５７３个氨基酸。选择性剪接是真核生物的一种
基本而又重要的调控机制，它精细协调基因的功能，
高效调节基因的定量表达以及蛋白功能的多样化。
随着ＮＲ４Ａ２的研究逐步深入，越来越多的证据表明

ＮＲ４Ａ２与肿瘤的关系密切［７］。ＮＲ４Ａ２的选择性剪
接在胃癌中的研究目前尚未见相关报道。本研究旨
在探讨ＮＲ４Ａ２及其选择性剪接异构体表达与胃癌
发生和转移的关系。

１　材料和方法

１．１　一般资料　选取第二军医大学长海医院普外一
科２００６年１２月至２００８年９月手术切除的胃癌标本

４１例，男性３１例，女性１０例，年龄４１～７６（５６．７±
１８．６）岁，所有患者术前均未行放化疗，所有样本均配
对选取原位癌、癌旁正常组织及转移灶（淋巴结转移

３３例，肝转移８例）。离体新鲜组织标本液氮冷冻后
于－８０℃冰箱保存。全组肝转移８例（１９．５％），淋巴
结转移３３例（８０．５％）。中分化腺癌１２例（２９．３％），
低分化腺癌２４例（５８．５％），黏液癌５例（１２．２％）。

１．２　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

ＲＮＡ反转录试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｐＭＤ１８Ｔ
载体（Ｄ１０１Ａ）、ｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶（Ｒ１０Ｔ１）、ＳＹＢＲ
ｐｒｅｍｉｘＴａｑ（ｐｅｒｆｅｃｔｒｅａｌｔｉｍｅ）均购自 ＴａＫａＲａ公
司，ＤＨ５α感受态细胞（ＣＢ１０１）购自北京天根生化科
技有限公司，琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒购自美国

ＡＸＹＧＥＮ公司，兔抗人ＮＲ４Ａ２多克隆抗体购自英
国Ａｂｃａｍ公司，ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂盒购自丹麦Ｄａｋｏ公
司。实验室所用引物均由上海生工生物工程服务有
限公司合成。

１．３　总ＲＮＡ提取及反转录　组织总ＲＮＡ提取按

ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书操作完成，用紫外分光光度仪

ＵＶ７５０４对所提取ＲＮＡ进行纯度鉴定和定量。取

２μｇＲＮＡ 为模板，按 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓ

ｔｅｍ说明进行反转录。

１．４　 生物信息学分析 　 采用 ＡＳＤ 数据库对

ＮＲ４Ａ２基因可能存在的选择性剪接异构体进行预

测，ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物。

１．５　ＲＴＰＣＲ及序列测定　分别以原位癌组织、癌

旁组织及转移组织的反转录产物１μｌ作为模板，１Ｕ

ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶，５μｌ１０×ＰＣＲＲｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，

２０ｐｍｏｌ引物、２５ｎｍｏｌｄＮＴＰ，总体系５０μｌ。反应

程序为９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，退火４５ｓ，

７２℃延伸６０ｓ，３０～３５个循环；最后于７２℃延伸７

ｍｉｎ。１．５％琼脂糖凝胶１２０Ｖ电泳２５ｍｉｎ。溴化乙

啶染色，ＵＶ灯下观察。ＰＣＲ产物纯化后与ｐＭＤ１８

Ｔ载体连接，转化ＤＨ５α感受态细菌，经氨苄青霉素

α筛选，挑选单个克隆并培养，取５００μｌ克隆菌液送

北京天根生化科技有限公司测序。

１．６　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　选择４１例配

对胃癌组织样本（其中８例为肝转移灶），引物序列

ＮＲ４Ａ２（Ｓ５′ＧＡＧ ＡＴＧ ＡＣＡ ＣＣＣ ＡＧＣ ＡＴＡ

ＴＣＣＡ３′，Ａ５′ＣＣＴ ＧＴＧＣＡＡ ＧＡＣＣＡＣＣＣＣ

ＡＴＴ３′，５２℃），ＮＲ４Ａ２Ⅰ（Ｓ５′ＧＴＴ ＧＧＡ ＧＧＡ

ＧＡＡ ＴＴＣ ＡＡＣ３′，Ａ５′ＣＧＡ ＴＴＡ ＧＣＡ ＴＡＣ

ＡＧＧ ＴＣＣ３′，４９℃），ＮＲ４Ａ２Ⅱ （Ｓ５′ＣＣＧ ＡＧＴ

ＴＡＣＡＧＧＣＧＴＴＴＴＣＧＡＧＧ３′，Ａ５′ＣＡＧＡＣＧ

ＣＧＧＡＧＡＡＣＴＣＣＴＡＡＧＧＡ３′，５４℃），ＧＡＰＤＨ
作为标准内参照引物。取２μｌＲＮＡ为模板，反应体

系：ＰＣＲＭＩＸ１０μｌ、水６μｌ、引物２μｌ、模板２μｌ。采

用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ○Ｒ４８０ＰＣＲ 仪进行实时荧光定量检

测，ＰＣＲ条件为９５℃３０ｓ热启动，然后９５℃３０ｓ，

５８℃退火５ｓ，７２℃延伸１０ｓ，共４０个循环，７２℃单

次检测荧光。ＰＣＲ反应完成后，进行熔解曲线分析，

缓慢升温至９５℃，温度转换率为０．１１℃／ｓ。

１．７　免疫组织化学染色　选择２８对配对样本（包

括胃癌原位组织、癌旁组织和转移灶），采用免疫组

化ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法检测ＮＲ４Ａ２蛋白表达。阳性判

断标准：细胞核内有棕黄色颗粒为阳性细胞，每高倍

镜视野阳性细胞数≥２０％为（＋），≥７５％为（）。

＋～均为阳性表达。

１．８　统计学处理　所有数据应用ＳＰＳＳ１３．０统计

软件包分析，对计量资料采用ｔ检验，计数资料采用

χ
２检验。为克服系统误差，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果以单
份标本检测值与内参的比值，经ｌｏｇ２ 转换后表示基

因的表达水平，绘制箱图显示上下调状态。Ｐ＜０．０５
认为差异具有统计学意义。
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２　结　果

２．１　ＡＳＤ分析结果及引物序列　ＡＳＤ共预测出５
种异构体（图１），ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计各个
剪接异构体的引物（表１）。

图１　ＮＲ４Ａ２及ＡＳＤ预测的５种
异构体比例图示及引物设计区域

Ｆｉｇ１　Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｃｈａｒｔｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅ（ＷＴ）ＮＲ４Ａ２ａｎｄ
ｆｉｖｅＮＲ４Ａ２ｓｐｌｉｃｉｎｇｖａｒｉａｎｔｓｄｅｄｕｃｅｄｂｙＡＳＤ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｏｎｓ；Ｉｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｎｔｒｏｎｓ

表１　引物序列和产物长度

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆＰＣＲ

２．２　ＲＴＰＣＲ结果　将组织样本按原位癌、癌旁组
织、淋巴结转移、肝脏转移配对，检测ＮＲ４Ａ２及５种
选择性剪接异构体表达，发现ＮＲ４Ａ２在原位癌、癌旁
及转移灶中均有表达（图２）。由于引物上下游结合区
域为缺失区域的两端，故ＰＣＲ扩增结果为２条条带，
即野生型与异构体，其中野生型条带为５０５ｂｐ。ＡＳＤ
预测的异构体中Ｅｘ２Ｓ／Ｅｘ２Ａ、Ｅｘ５Ｓ／Ｅｘ５Ａ有表达，扩
增的ＰＣＲ产物片段与预测基本一致。

图２　ＮＲ４Ａ２及２种异构体在胃癌中的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＲ４Ａ２ａｎｄｉｔｓｓｐｌｉｃｉｎｇｖａｒｉａｎｔｓｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＲ４Ａ２（ＷＴ）ａｎｄｓｐｌｉｃｉｎｇｖａｒｉａｎｔｓｉｎｐａｉｒｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＲ４Ａ２ａｎｄｓｐｌｉｃｉｎｇｖａｒｉａｎｔｓ

Ｅｘ２Ｓ／Ｅｘ２Ａｉｎｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｔｉｃｔｉｓｓｕｅ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＲ４Ａ２ａｎｄｓｐｌｉｃｉｎｇｖａｒｉａｎｔｓＥｘ５Ｓ／Ｅｘ５Ａｉｎｐｒｉｍａｒｙ

ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｔｉｃｔｉｓｓｕｅ（Ｃ１，Ｃ３Ｃ７：Ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｎ１Ｎ３：Ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ；Ｍ１Ｍ３：Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；

Ｌ４Ｌ７：Ｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ）

２．３　剪接异构体的序列分析　将上述剪接异构体
扩增的 ＰＣＲ 产物片段进行测序分析，结果表明

Ｅｘ２Ｓ／Ｅｘ２Ａ扩增片段序列与ＡＳＤ中提供的序列相
同，如图３中显示ＮＲ４Ａ２外显子７起始部位５４ｂｐ
左右的碱基缺失，且该异构体不能由ＤＮＡ污染产
生，将该异构体命名为 ＮＲ４Ａ２Ⅰ；Ｅｘ５Ｓ／Ｅｘ５Ａ 扩
增片段显示外显子２全部缺失，将该异构体命名为

ＮＲ４Ａ２Ⅱ。

２．４　ＮＲ４Ａ２及其异构体在配对组织中的表达　实

时定 量 ＰＣＲ 检 测 发 现 ＮＲ４Ａ２、ＮＲ４Ａ２Ⅰ 及

ＮＲ４Ａ２Ⅱ在４１例癌旁组织中表达水平高于配对原
位癌（Ｐ＝０．０１７，Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．０１）；在８例胃癌
肝转移样本中表达水平低于配对原位癌 （Ｐ＝
０．００１，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．０１６）。图４中纵轴为上调
或下调倍数的对数值，大于０表示上调，小于０表示
下调，横轴代表所验证基因。每个箱图从上到下依
次代表所测样本组变化倍数的９５％、７５％、５０％、

２５％和５％分位数，上方圆圈为异常值。
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图３　ＮＲ４Ａ２Ⅰ和ＮＲ４Ａ２Ⅱ测序结果

Ｆｉｇ３　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＲ４Ａ２ｔｙｐｅⅠａｎｄｔｙｐｅⅡ

图４　ＮＲ４Ａ２及２种异构体在原位癌（Ａ）

和肝转移灶（Ｂ）中的下调倍数

Ｆｉｇ４　ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮＲ４Ａ２ａｎｄｓｐｌｉｃｉｎｇｖａｒｉａｎｔｓｉｎ

ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒ（Ａ）ａｎｄｈｅｐａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｔｉｃｆｏｃｕｓ（Ｂ）

Ａ：ｎ＝４１，珚ｘ±ｓ；Ｂ：ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

２．５　ＮＲ４Ａ２蛋白在胃癌组织中的表达　ＮＲ４Ａ２蛋
白在不同组织中的阳性表达如图５所示。按判定标
准ＮＲ４Ａ２在２８例胃癌原位、癌旁组织、转移灶（其中

８个肝转移灶）的阳性率分别为４０％、５０％、３３％，差
异无统计学意义（χ

２＝１．５４３，Ｐ＝０．６７２）。

３　讨　论

　　侵袭和转移是恶性肿瘤的主要特征，同时也是肿
瘤治疗失败和患者死亡的主要原因。胃癌目前仍然
以手术治疗为主，但术后复发是最棘手的问题之一。
可能的原因是原位癌分泌一些抗肿瘤因子，切除原位
癌后降低这些因子的产生，转移癌容易形成［８］。研究
肿瘤早期诊断分子标志物的策略是通过基因芯片

图５　ＮＲ４Ａ２在不同组织中的表达

Ｆｉｇ５　ＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＮＲ４Ａ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＥｎＶｉｓｉｏｎ）

Ａ：Ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；Ｄ：Ｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

方法从原位癌和癌旁正常组织中筛选差异表达基

因，在肿瘤中高表达或低表达的基因及其产物就可
能是肿瘤新的标志物。同时在肿瘤转移癌中高表达
或低表达的基因在对应的原位癌中表达可呈现相似

的表达谱［９］，提示应用肿瘤转移相关基因可以作为
标志物指示肿瘤发生和转移。本实验室在２００７年
应用胃癌原发和转移灶手术标本ｃＤＮＡ表达芯片分
析（ＧＥＯ：ＧＳＭ２５３４８７ｔｏＧＳＭ２５３４９８），获得了２７２
条原位胃癌和转移胃癌之间差异表达基因，其中下
调表达１１７条，上调表达９５条。我们利用共表达基

因往往具有相类似的生物学功能；蛋白质蛋白质相
互作用（ＰＰＩ）密切者至少分享一个主要生物学功能
的原理［１０１１］，利用生物信息学方法预测出胃癌转移
相关新基因ＮＲ４Ａ２［２］。

　　ＮＲ４Ａ２（Ｎｕｒｒ１）基因是类固醇／甲状腺激素孤儿
核受体超家族成员，对中脑多巴胺能神经元的发育、
存活和成熟后的表型维持发挥重要作用［１２］。近年来
有研究发现ＮＲ４Ａ２有促进细胞增殖或促凋亡的作
用。Ｋｅ等［１３］对ＨｅＬａ细胞系的研究中发现，ＮＲ４Ａ２
基因沉默，表达下调后促进细胞凋亡，具有一定的致



·１００８　 · 第二军医大学学报　２００９年９月，第３０卷

瘤性，可以作为恶性肿瘤治疗新的靶点。同样，Ｈｏｌｌａ
等［１４］在结直肠癌研究中发现，ＮＲ４Ａ２参与ＣＯＸ２通
路起到促进肿瘤发展的作用。本研究通过对４１例配
对胃癌组织样本进行实时定量 ＰＣＲ检测发现，

ＮＲ４Ａ２基因表达下调胃癌的发生与转移相关。尽管
蛋白表达未得出确切结论，但癌旁正常组织阳性率较
高，其趋势与实时定量ＰＣＲ结果。

　　选择性剪接是真核生物的一种基本而又重要的
调控机制，现有资料表明，至少４０％的人类基因存在
选择性剪接［１５１６］。有研究显示许多情况下选择性剪
接产生的亚型，其蛋白功能会发生明显改变，甚至产
生拮抗作用，而肿瘤组织中的选择性剪接亚型的数量
显著高于正常组织［１７１９］，均提示异常的选择性剪接与
肿瘤发生相关。Ｌｕ等［２０］等报道ｃｙｃｌｉｎＤ１基因经选
择性剪接产生独特的异构体ｃｙｃｌｉｎＤ１ｂ，该异构体作
为癌基因在许多食管癌细胞系及原发食管癌中表达。

Ｌｅｅ等［２１］报道了肿瘤转移抑制基因ＫＡＩ１的一种选择
性剪接异构体，其抑制肿瘤转移的功能失活。

　　ＮＲ４Ａ２基因结构高度保守，可通过选择性剪接
进行基因表达的调控［６７］。本研究通过ＡＳＤ数据库
对ＮＲ４Ａ２进行生物信息学分析，该数据库系统地
收集了关于选择性剪接外显子、内含子方面的数据
并给予注释，许多资源是从文献中收集获得，数据经
实验室证明，具有很高的可信度。本次试验结果显
示只有Ｅｘ２Ｓ／Ｅｘ２Ａ、Ｅｘ５Ｓ／Ｅｘ５Ａ有条带扩增，片段
大小分别约为４２０ｂｐ和２７４ｂｐ，与 ＡＳＤ预测序列
一致，条带经克隆测序，与预期相符。本研究中预测
的几种异构体中仅有２种得到证实，可能是由于

ＡＳＤ收集了不同组织来源组织克隆文库的ＥＳＴ，预
测结果并非针对胃癌，当然也不排除引物设计本身
的问题。两种剪接异构体在胃癌不同组织样本中均
有表达，实时定量ＰＣＲ检测证实两种异构体表达下
调胃癌的发生与转移相关。

　　综上，本研究通过在对胃癌原位、癌旁、转移组
织中ＮＲ４Ａ２及其异构体表达水平的检测，发现其
表达水平的变化与胃癌的发生及转移密切相关，就

ＮＲ４Ａ２而言，在消化道肿瘤方面的研究处于起步阶
段，对于其功能调控而言，是否存在表观遗传学改变
或者存在某种配体调控，仍需要进一步探索。
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