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沉默ＮＥＵＲＯＧ３基因表达增强胃癌细胞恶性表型的实验研究
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　　［摘要］　目的　检测神经元素３（ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３，ＮＥＵＲＯＧ３）在胃癌临床标本和细胞系中的表达，探
讨其对胃癌细胞恶性表型的影响。方法　采用免疫组织化学染色（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检测
ＮＥＵＲＯＧ３在肠化生胃黏膜和胃癌组织中的表达。利用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＥＵＲＯＧ３
在不同分化程度胃癌细胞系和人胃黏膜上皮细胞系 ＧＥＳ１中的表达。使用慢病毒转染沉默 ＮＥＵＲＯＧ３
基因表达，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测胃癌细胞分化抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，Ｉｄ１）的
表达，利用ＥｄＵ细胞增殖实验和细胞克隆形成实验检测胃癌细胞的增殖，划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检
测胃癌细胞迁移和侵袭。结果　ＮＥＵＲＯＧ３在低分化胃癌组织中表达较低，而在癌旁组织、肠化生胃黏
膜组织和中高分化胃癌组织中表达评分较高，评分差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。ＮＥＵＲＯＧ３的表达
差异与患者性别、年龄和肿瘤大小无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而与肿瘤分化程度（Ｐ＜０．００１，ｒ＝０．４１２）呈
正相关，与淋巴结转移（Ｐ＜０．０５，ｒ＝－０．１８０）和ＴＮＭ分期呈负相关（Ｐ＜０．００１，ｒ＝－０．４３１）。ＧＥＳ１和高
分化胃癌细胞系 ＭＫＮ２８中的 ＮＥＵＲＯＧ３表达明显高于中低分化胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ４５和
ＢＧＣ８２３（Ｐ＜０．００１）。ＭＫＮ２８细胞沉默ＮＥＵＲＯＧ３表达后，细胞分化程度降低，Ｉｄ１表达明显增高（Ｐ＜
０．００１），细胞增殖、迁移和侵袭能力（Ｐ＜０．０１）明显增强。结论　沉默ＮＥＵＲＯＧ３基因表达，可抑制胃癌
细胞的分化，促进胃癌细胞增殖、迁移和侵袭。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３５．２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市卫生计生委２０１７年医学科研计划项目（２０１７ＭＳＸＭ０３３）；重庆市基础科学与前沿技术研究项目 （ｃｓｔｃ２０１７ｊｃｙｊＡＸ０２２４）
［通信作者］　张剑波，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｊｉａｎｂｏ＠ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ＪＩＡＮＧＤａｎｄａｎ１，ＣＨＥＮＸｉ２，ＺＨＡＯＨａｉｌｉｎ１，ＧＵＨａｉｔａｏ１，ＺＨＡＮＧＪｉａｎｂｏ１　　 １ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
Ｓｕｒｇｅｒｙ，　２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０００１０，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎｅｉｔｓｒｏｌｅｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３ｉｎｔｉｓｓｕｅ
ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓｉａｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａａｎｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３ｉｎｈｕｍａｎ
ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＧＥＳ１）ａｎｄｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＩｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＭＫＮ２８ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ（Ｉｄ１）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇＥｄＵｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓａｙａｎｄｃｅｌｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ａｎｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｗｉｔｈａｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ
３ｗａｓｌｏｗｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｂｕｔｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ，
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓｉａｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｍｏｄｅｒａｔｅｌｙｔｏｗｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜
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－０．４３１）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３ｉｎｗｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＭＫＮ２８ａｎｄｇａｓｔｒｉｃＧＥＳ１ｃｅｌｌ
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　　胃癌在亚洲国家发病率相对较高，而我国的早期
胃癌诊断率远远低于日韩两国，大多数为进展期胃

癌［１］，导致了胃癌发病率及死亡率已经成为我国仅次

于肺癌的第二大癌症［２］。因此，进一步认识胃癌的发

病机制，早期诊断，寻找更加有效的胃癌治疗方法，仍

是目前亟待解决的问题。

　　胃癌是来源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤，胃上皮细
胞的异常分化是促进胃癌发生发展的重要机制［３］。

胃上皮细胞的正常分化过程被干扰后，可表现为异常

的肠化生，随着细胞的持续性增殖，逐渐出现恶性表

型［４－５］。早期胃癌主要由胃型细胞组成，而在胃癌进

展中，胃型细胞则向肠型细胞转化［６］。神经元素 ３
（ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３，ＮＥＵＲＯＧ３）基因最早于１９９６年发现［７］，

主要作用为调控神经元的分化。后来逐渐发现

ＮＥＵＲＯＧ３可影响胰腺内分泌细胞的分化。而最近
在转基因小鼠中的研究显示，ＮＥＵＲＯＧ３的表达对于
维持正常胃黏膜上皮细胞分化必不可少，敲除

ＮＥＵＲＯＧ３基因后，小鼠胃黏膜上皮出现了肠化生［８］。

　　以上研究提示，ＮＥＵＲＯＧ３可能参与了人胃上皮
细胞的分化，影响胃癌的发生与进展。本实验将检测

不同分化程度的胃癌组织和细胞系中 ＮＥＵＲＯＧ３的表
达，并探讨其对胃癌细胞恶性表型的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　共３０２个胃癌及胃黏膜组织来自重庆医科大学第
二附属医院。人胃癌细胞系 ＭＫＮ２８，ＳＧＣ７９０１，
ＭＫＮ４５，ＢＧＣ８２３和人胃黏膜上皮细胞系ＧＥＳ１来自
于重庆医科大学附属第一医院分子肿瘤学和表观遗传

学实验室，ＨＥＫ２９３细胞来源于南开大学医学国际协
同创新中心实验室。免疫组化Ｅｎｖｉｓｉｏｎ试剂盒购自北
京 ＺＳＧＢＢＩＯ公司；小鼠抗 ＮＥＵＲＯＧ３单克隆抗体

（ＴＡ５０００９０）和小鼠 βａｃｔｉｎ单克隆抗体（ＴＡ８１１０００）
均购自北京 ＯｒｉＧｅｎｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；ＲＰＭＩ１６４０培
养基、胎牛血清、青／链霉素均购于美国 ＢＩ公司；非必
需氨基酸、谷氨酰胺、丙酮酸钠和 ＤＭＥＭ培养基均购
自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；嘌呤霉素购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ｐＬＶＨ１ＥＦ１αｐｕｒｏ载体单寡核苷酸基因沉默ＲＮＡｉ试
剂盒购自美国 Ｂｉｏｓｅｔｔｉａ公司；ＴＲＩｚｏｌ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＥＣＬ化学发光 ｋｉｔ、ＢＣＡ
试剂盒均购自美国 ＥＭＤＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ｃＤＮＡ反转录
和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒购自北京 ＴｒａｎｓＧｅｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司；ＥｄＵＡｐｏｌｌｏ４８８细胞增殖试剂盒购自
广州ＲｉｂｏＢｉｏ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国ＢＤ公司。
１．２　ＨＥ染色及ＩＨＣ分析
　　ＨＥ染色：将石蜡包埋切片经脱蜡、ＨＥ染色后，脱
水、封片。ＩＨＣ按 Ｅｎｖｉｓｉｏｎ试剂盒说明书进行。切片
脱蜡后在抗原修复液中煮沸以暴露抗原，小鼠抗

ＮＥＵＲＯＧ３单克隆抗体（稀释为１∶１５０）孵育一抗，接着
孵育生物素标记的二抗，ＨＲＰ生物素偶联的三抗孵育
后，ＤＡＢ显色、苏木精复染、脱水、封片。免疫组化分
析由２名病理科医生独立评估。评分按染色强度及范
围分为４等，无：０分，弱：１分，中：２分，强：３分。２～３
分判断为阳性，０～１分判断为阴性。
１．３　细胞培养
　　胃癌细胞和 ＧＥＳ１细胞用含 １０％胎牛血清和青
链霉素双抗的ＲＰＭＩ１６４０培养基，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞用含
１０％胎牛血清和非必需氨基酸、谷氨酰胺和丙酮酸钠
的ＤＭＥＭ培养基，于 ３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱中培
养，２～３ｄ换液１次。待细胞生长至对数生长期时进
行收集处理。

１．４　质粒构建与慢病毒转染
　　首先在 Ｂｉｏｓｅｔｔｉａ网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｓｅｔｔｉａ．ｃｏｍ／ｓｕｐ
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ｐｏｒｔ／ｓｈｒｎａｄｅｓｉｇｎｅｒ）上设计合成三个 ｓｈＲＮＡＮＥＵ
ＲＯＧ３序列［９］：ｓｈＲＮＡ１：５′ＡＧＣＧＣＡＡＴＣＧＡＡＴＧＣＡ
ＣＡＡＣＣ３′，ｓｈＲＮＡ２：５′ＧＣＡＡＴＣＧＡＡＴＧＣＡＣＡＡＣＣ３′，
ｓｈＲＮＡ３：５′ＧＣＧＣＡＡＴＣＧＡＡＴＧＣＡＣＡＡＣＣ３′。按 ＲＮＡｉ
试剂盒说明书克隆到ｐＬＶＨ１ＥＦ１αｐｕｒｏ载体上，生成
ｐＬＶｓｈＲＮＡ载体。按说明书使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染慢病毒载体至ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，通过磷酸钙转染包
装质粒而产生慢病毒并收集。胃癌细胞密度达到

２０％～３０％时，用慢病毒感染细胞。嘌呤霉素筛选稳定
转染细胞ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８和Ｃｔｒｌ／ＭＫＮ２８。
１．５　ＲＮＡ提取和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验
　　采用ＴＲＩｚｏｌ法提取样本总ＲＮＡ（１．０μｇ），按试剂
盒说明书合成 ｃＤＮＡ，采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法对基因
的表达水平进行验证。ＧＡＰＤＨ作为内参，靶基因的相
对表达量采用２－ΔΔＣｔ比较法计算［１０］。ＧＡＰＤＨ上游引
物：５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３′，下游引物：５′
ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３′；ＮＥＵＲＯＧ３上游引
物：５′ＣＴＡＡＧＡＧＣＧＡＧＴＴＧＧＣＡＣＴＧＡ３′，下游引物 ５′
ＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＡＴＴＣＧＡＴＴＧＣＧ３′。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收集对数生长期的胃癌细胞和 ＧＥＳ１细胞，加入
细胞裂解液，冰上裂解 ３０ｍｉｎ；４℃，１２０００ｒｐｍ×
１５ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白样品浓度；取４０μｇ
蛋白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，电转至ＰＶＤＦ膜上，
５％胎牛血清ＴＢＳＴ液室温封闭１ｈ；加入小鼠抗ＮＥＵ
ＲＯＧ３单克隆抗体（１∶１０００），４℃孵育过夜，辣根过氧
化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗
（１∶５０００）室温孵育１ｈ，ＥＣＬ曝光显影，实验重复３次。
１．７　克隆形成实验
　　将ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８和Ｃｔｒｌ／ＭＫＮ２８细胞（６×
１０２细胞／孔）接种于６孔板中，培养７ｄ。细胞用２０％
甲醇固定，０．５％结晶紫染色，光学显微镜下拍照计数。
１．８　ＥｄＵ细胞增殖实验
　　将培养在 ２４孔板中的 ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８和
Ｃｔｒｌ／ＭＫＮ２８细胞培养 ４８ｈ，设 ３个复孔。然后使用
ＥｄＵ试剂盒按说明书操作进行检测。荧光显微镜下拍
照计数，每个视野至少２００个细胞。ＥｄＵ阳性细胞计
数为（ＥｄＵ染色细胞／Ｈｏｅｃｈｓｔ染色细胞）×１００％。
１．９　细胞划痕实验
　　ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８和 Ｃｔｒｌ／ＭＫＮ２８细胞在 ６
孔板中生长至９０％融合，然后用移液管尖划痕，设３个
复孔。在光学显微镜下分别记录２４ｈ和４８ｈ后细胞

迁移距离，计算迁移距离百分比。

１．１０　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ２４孔小室底部铺５０μＬｍａｔｒｉｇｅｌ基质
胶，３７℃固定 １ｈ后，将 ４．０×１０４个 ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／
ＭＫＮ２８和Ｃｔｒｌ／ＭＫＮ２８细胞分别加入小室，设３个复
孔。常规培养 ４８ｈ，用棉签刮去未迁移的细胞，用
２０％甲醇固定细胞，０．５％结晶紫染色。光学显微镜下
拍照计数。

１．１１　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析，ＩｍａｇｅＪ软
件进行图像分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ
检验，比较多组间差异采用单因素方差 ＡＮＯＶＡ分析，
采用Ｓｐｅａｒｍａｎ’ｓ秩相关检验分析相关性。

２　结果

２．１　ＮＥＵＲＯＧ３在胃组织中的表达与其分化程度呈
正相关，和胃癌临床分期呈负相关

　　根据ＨＥ染色分组和ＩＨＣ染色结果（图１Ａ）表明，
在低分化的胃癌中，ＮＥＵＲＯＧ３表达评分较低，而在分
化程度较高的胃癌组织、癌旁组织和肠化生胃黏膜中

表达评分相对较高（Ｐ＜０．００１，表 １）。中高分化腺癌
患者（高分化腺癌标本数较少，仅３例，故与中分化腺
癌一同分组分析），ＮＥＵＲＯＧ３的表达阳性数明显高于
低分化腺癌患者（Ｐ＜０．００１，表 １）。相关性分析提示
ＮＥＵＲＯＧ３的表达强度与细胞分化程度呈正相关（ｒ＝
０．４１２，表 ２）。胃癌临床病理特点的关系分析显示，
ＮＥＵＲＯＧ３的表达差异与患者性别、年龄和肿瘤大小
无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表２），而与是否存在淋巴结
转移（Ｐ＜０．０５，ｒ＝－０．１８０，表 ２）和 ＴＮＭ分期（Ｐ＜
０．００１，ｒ＝－０．４３１，表２）呈明显负相关。
２．２　沉默ＮＥＵＲＯＧ３基因表达导致胃癌细胞去分化
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的检测结果提示，
在ｍＲＮＡ和蛋白水平上，高分化胃癌细胞系 ＭＫＮ２８
和胃黏膜上皮细胞系 ＧＥＳ１中，ＮＥＵＲＯＧ３的基因转
录水平明显高于中低分化胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１、
ＭＫＮ４５和ＢＧＣ８２３，并且蛋白表达呈强阳性（图２Ａ、
Ｂ）。这与临床标本的检测结果是一致的。慢病毒转
染沉默ＮＥＵＲＯＧ３基因表达后（Ｐ＜０．０１，图２Ｃ、Ｄ），与
Ｃｔｒｌ／ＭＫＮ２８细胞相比，ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８细胞变
小，核质比增大（图 ２Ｅ）。此外，细胞分化抑制因子
Ｉｄ１的表达也明显增加（Ｐ＜０．００１，图２Ｆ）。
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图１　观察ＮＥＵＲＯＧ３在胃组织中的表达

表１　ＮＥＵＲＯＧ３在不同胃组织中的表达评分 ［例（％）］

阴性 阳性
胃组织分类 ｎ

０分 １分 ２分 ３分

癌旁组织ａ １２１ １１（９．１） １３（１０．７） ４３（３５．５） ５４（４４．６）

肠化生ｂ ６０ １０（１６．７） ５（８．３） ２０（３３．３） ２５（４１．６）

中高分化腺癌ｃ ４９ １１（２２．４） ８（１６．３） ２２（４４．９） ８（１６．３）
低分化腺癌 ７２ ４１（５６．９） １６（２２．２） １０（１３．９） ５（６．９）

ａ：χ２＝２６．４２７，Ｐ＝０．０００；ｂ：χ２＝２２．５４６，Ｐ＝０．０００；ｃ：χ２＝２０．３６２，Ｐ＝０．０００，与低分化腺癌组ＮＥＵＲＯＧ３表达阳性率比较

表２　ＮＥＵＲＯＧ３的表达与患者临床特点的关系

ＮＥＵＲＯＧ３（例）
患者临床特点 合计 Ｐ χ２ ｒ

阴性 阳性

年龄（岁）

　＜６０ ２７ １７ ４４
　≥６０ ４９ ２８ ７７

０．８０３ ０．０６２ －０．０２３

性别

　男 ４２ ２５ ６７
　女 ３４ ２０ ５４

０．９７５ ０．００１ －０．００３

肿瘤大小

　＜５ｃｍ ５９ ３８ ９７
　≥５ｃｍ １７ ７ ２４

０．３６４ ０．８２５ －０．０８３

淋巴结转移

　阴性 ２５ ２３ ４８
　阳性 ５１ ２２ ７３

０．０４８ ３．９１９ －０．１８０

肿瘤细胞分化程度

　中高分化 １９ ３０ ４９
　低分化 ５７ １５ ７２

０．０００ ２０．３６２ ０．４１２

肿瘤ＴＮＭ分期
　Ⅰ ８ ２３ ３１
　Ⅱ ３０ １３ ４３

０．０００ ２６．３８０ －０．４３１
　Ⅲ ３３ ９ ４２
　Ⅳ ４ １ ５
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２．３　沉默 ＮＥＵＲＯＧ３基因表达可促进 ＭＫＮ２８细胞
的增殖和迁移

　　克隆形成实验和 ＥｄＵ细胞增殖实验提示，沉默
ＮＥＵＲＯＧ３基因表达，ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８细胞克隆
形成明显增多，细胞增殖率显著增加（Ｐ＜０．０５，图３Ａ～
Ｄ）。划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验表明，ｓｈＮＥＵ
ＲＯＧ３／ＭＫＮ２８细胞的迁移侵袭能力较对照组细胞提
高了约１．５倍（Ｐ＜０．０５，图３Ｅ～Ｈ）。

３　讨论

　　ＮＥＵＲＯＧ３是与褪黑激素相关的 ｂＨＬＨ转录因子
的成员，也被称为 Ｍａｔｈ４Ｂ、Ａｔｏｈ５、ＮＧＮ３、ｂＨＬＨａ７等。
其基因位于１０ｑ２２．１，包含 ０．６ｋｂ的编码基因［１０－１１］。

目前，大多数的研究均围绕 ＮＥＵＲＯＧ３在调节胰腺内
分泌细胞分化方面的作用进行［１１－１２］。而由于陆续在

胰腺癌［１３］和乳腺癌［９］组织中发现其低表达，并且在转

基因小鼠［８］中的研究发现ＮＥＵＲＯＧ３可调节胃黏膜细
胞分化。以上发现均提示ＮＥＵＲＯＧ３可能与肿瘤的发
生发展相关。而 ＮＥＵＲＯＧ３与胃癌的关系，目前并无
相关报道，我们的研究首次揭示了其在胃癌发生发展

过程中的作用，为胃癌的早期诊断和治疗提供了新的

靶点。

　　胃黏膜上皮的异常分化可表现为异常的肠化生，
随着细胞的持续性增殖和异常分化加重，逐渐癌变，而

随着胃癌的进展，胃型细胞向肠型细胞转化加重，分化

程度降低［４－６］。本研究中，ＮＥＵＲＯＧ３在胃癌组织、癌
旁组织和肠化生胃黏膜组织中的表达是随着细胞分化

程度的升高而增高的。并且，低分化程度的胃癌组织

ＮＥＵＲＯＧ３表达阳性率明显低于中高分化胃癌组织。
进一步的分析表明，ＮＥＵＲＯＧ３的表达与胃癌的淋巴
结转移和肿瘤分期呈负相关。以上结果提示 ＮＥＵ
ＲＯＧ３可能参与了胃癌细胞分化。而我们需要在胃癌
细胞系中进一步验证。在不同分化程度的胃细胞系

中，我们检测了ＮＥＵＲＯＧ３的表达。结果提示，高分化
的胃上皮细胞系和高分化胃癌细胞系中，ＮＥＵＲＯＧ３
的表达明显高于中低分化胃癌细胞系。同样提示其表

达程度与胃癌细胞分化程度密切相关，这与临床组织

样本的检测结果是一致的。大量研究显示，细胞异常

分化和持续增殖是恶性肿瘤发生发展的早期事件，分

化程度高的肿瘤侵袭性弱，预后好，而细胞分化程度低

或无分化的肿瘤总体生存率明显降低［１４－１５］。以上结果

提示ＮＥＵＲＯＧ３的表达高低与胃癌的预后密切相关。
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Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测胃癌细胞中ＮＥＵＲＯＧ３ｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＧＥＳ１组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胃癌
细胞中ＮＥＵＲＯＧ３蛋白的表达；Ｃ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测胃癌细胞ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８中 ＮＥＵＲＯＧ３ｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．０１，
与对照组比较；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胃癌细胞ｓｈＮＥＵＲＯＧ３／ＭＫＮ２８中 ＮＥＵＲＯＧ３蛋白的表达；Ｅ：ＭＫＮ２８细胞ＮＥＵＲＯＧ３敲低
后细胞形态学变化；Ｆ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＭＫＮ２８细胞ＮＥＵＲＯＧ３敲低后Ｉｄ１ｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．００１，与对照组比较

图２　沉默ＮＥＵＲＯＧ３基因表达导致胃癌细胞去分化

２１０１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!

对照组
"#$%&'()* +,-

+,.

/,0

1

克
隆
形
成
相
对
比
值

"2$%&'(3*

组别

4

5

+,0

+,.

1,-

1,0

1

细
胞
增
殖
相
对
比
值

"2$%&'(3*

组别

4

6

789:2"; %<= >?@A9

对
照
组

"
2
B
C
=
D
E
)
*

1 2 .F 2

对
照
组

"
2
B
C
=
D
E
)
*

F- 2

G

%

+,.

+,1

1,-

1,0

1,F

1,.

1

细
胞
划
痕
距
离
相
对
值

对照组
"2B%=DEH*

组别

4

I

4

1 2 .F 2 F- 2

H

+,-

1,.

1,0

1

细
胞
侵
袭
数
相
对
比
值

"2B%&DEH*

组别 J

4

对照组
"2BC&DEH*

对照组 对照组

对照组

Ａ：克隆形成实验检测胃癌细胞增殖情况；Ｂ：胃癌细胞克隆数相对比值统计　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；Ｃ：胃癌细胞增殖相对
比值统计　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；Ｄ：ＥｄＵ细胞增殖实验检测胃癌细胞增殖情况；Ｅ：划痕实验检测胃癌细胞迁移情况；Ｆ：胃
癌细胞迁移距离相对比值统计　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；Ｇ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测胃癌细胞侵袭情况；Ｈ：胃癌细胞侵袭数相对
比值统计　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图３　沉默ＮＥＵＲＯＧ３基因表达促进胃癌细胞增殖和迁移

３１０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）



　　那么干扰ＮＥＵＲＯＧ３的表达是否影响胃癌细胞的
分化呢？既往的转基因小鼠中研究显示，敲除 ＮＥＵ
ＲＯＧ３基因后，其胃腺上皮层内分泌细胞明显减少甚
至缺失，并且胃黏膜上皮出现了异常分化及明显的肠

化生［８］。在我们的细胞实验中，将强阳性表达 ＮＥＵ
ＲＯＧ３的高分化胃癌细胞 ＭＫＮ２８沉默 ＮＥＵＲＯＧ３表
达后，胃癌细胞出现形态明显缩小，核质比增大的去分

化改变，并且代表细胞分化抑制的因子 Ｉｄ１的表达也
明显升高。这些结果均提示，抑制 ＮＥＵＲＯＧ３表达，可
促进胃癌细胞的去分化。

　　既往报道，肿瘤细胞的增殖和转移与细胞分化程
度同样密切相关，分化程度低的癌细胞，往往增殖和迁

移侵袭能力较强［１５］。因此，我们需要抑制胃癌细胞

ＮＥＵＲＯＧ３的表达，促进胃癌细胞去分化，探讨其对胃
癌细胞增殖和迁移侵袭能力的影响。通过 ＮＥＵＲＯＧ３
特异性ｓｈＲＮＡ抑制胃癌ＭＫＮ２８细胞中ＮＥＵＲＯＧ３的
表达后，我们利用细胞增殖和迁移侵袭实验进行了验

证。结果表明，ＮＥＵＲＯＧ３的下调可不同程度的促进
胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭。

　　综上所述，本研究证实了 ＮＥＵＲＯＧ３在胃癌中低
表达，在影响胃癌细胞分化和恶性表型中发挥重要作

用。下一步我们将研究ＮＥＵＲＯＧ３基因在胃癌中表达
降低的机制，在体内实验中进一步探讨其在胃癌发生

发展中的作用，使其有望成为胃癌早期诊断、判断预后

和治疗靶点的新标志物。
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［１３］ＮＡＧＡＲＡＪＡＰ，ＰＡＲＡＳＨＩＶＡＭＵＲＴＨＹ Ｋ，ＳＩＤＮＡＬＮ，
ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｎｇｎ３ｇｅｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｉｎｅｎｄｏｃｒｉｎｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
２０１３，９（１４）：７３９－７４７．ＤＯＩ：１０．６０２６／９７３２０６３０００９７３９．

［１４］ＨＡＮＡＨＡＮＤ，ＷＥＩＮＢＥＲＧＲＡ．Ｈａｌｌｍａｒｋｓｏｆｃａｎｃｅｒ：ｔｈｅ
ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１１，１４４（５）：６４６－６７４．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１１．０２．０１３．

［１５］ＳＵＳＳ，ＨＯＮＧＦ，ＬＩＡＮＧＹＬ，ｅｔａｌ．Ｌｇｒ５ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎ
ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１５，１０（１１）：
ｅ０１４３５１３．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０１４３５１３．

（收稿：２０１９１１２８；修回：２０２００２１０）

（编辑　黄　超）
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