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摘要　 目的 　 研究神经营养蛋白受体相互作用的同源物

（ＮＲＡＧＥ） 对结直肠癌（ＣＲＣ）细胞增殖和侵袭能力的作用

机制。 方法　 选取 ８４ 例 ＣＲＣ 患者的临床病理材料，应用荧

光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）及免疫印迹实验检测 ＣＲＣ 组织及癌旁

正常组织中 ＮＲＡＧＥ 的表达，分析癌组织中 ＮＲＡＧＥ 的表达

与临床病理特征的关系。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 及免疫印迹实验检测

ＣＲＣ 肿瘤细胞系 ＨＴ２９、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬＯＶＯ 及结直肠正常

细胞系 ＦＨＣ 中 ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 ＭＴＴ 实验、Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验观察 ＮＣ 组、过表达 ＮＲＡＧＥ 组及 ＮＲＡＧＥ
敲低组肿瘤细胞增殖及迁移能力。 ｑＰＣＲ 及免疫印迹实验检

测各组 ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达差异。 结果 　 与癌旁组织相比，ＣＲＣ
癌组织中 ＮＲＡＧＥ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达明显升高。 癌组织

中 ＮＲＡＧＥ 的表达与肿瘤分期、远处转移及淋巴结转移有关

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＦＨＣ 细胞相比，ＣＲＣ 肿瘤细胞系 ＨＴ２９、
ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬＯＶＯ 细胞中 ＮＲＡＧＥ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达

较高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＮＣ 相比，过表达 ＮＲＡＧＥ 组的 ＣＲＣ 肿

瘤细胞增殖及迁移能力明显增强，而敲低组增殖及迁移能力

明显减弱。 与 ＮＣ 组相比，过表达 ＮＲＡＧＥ 组 ＳＷ４８０ 细胞 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达较高，而 ＥＲＫ１ ／ ２、ＡＫＴ 及 ｐ⁃ＡＫＴ 表达无明

显差异。 予过表达 ＮＲＡＧＥ 组 ＳＷ４８０ 细胞应用 ＥＲＫ 抑制剂

Ｕ０１２６ 后，ＳＷ４８０ 细胞的增殖及迁移能力明显降低。 结论　
ＮＲＡＧＥ 可通过激活 ＥＲＫ 信号通路，促进 ＣＲＣ 细胞上皮间

质转化，增强 ＣＲＣ 肿瘤细胞的增殖及迁移能力。
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　 　 全世界每年结直肠癌（ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）
发病例数达 １１０ 万，死亡患者例数达 ８８ 万［１］。 近年

来我国 ＣＲＣ 的发病率亦有逐渐升高的趋势，每年新

发病例数约 ３８ 万，死亡例数约 ２０ 万［２］。 ＣＲＣ 早期

表现不明显，发现时多为中晚期，寻找新的 ＣＲＣ 肿

瘤标志物有较大的临床意义。 神经生长因子受体介

导的黑色素瘤抗原编码基因同源蛋白（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ＭＡＧＥ ｈｏｍｏｌｏｇ，ＮＲＡＧＥ）编码基

因位于 １６ｑ２３． １，属于黑色素瘤抗原基因家族成员，
参与 ｐ７５ 神经营养蛋白受体介导神经细胞的程序性

细胞死亡［３］。 ＮＲＡＧＥ 在口腔鳞癌［４］、肝癌［５］ 等多

种类型的恶性肿瘤中均存在异常表达，并通过促进

肿瘤细胞的增殖及转移，促进肿瘤的恶性进展，有望

成为新的肿瘤诊断治疗的分子标志物。 而目前

ＣＲＣ 中 ＮＲＡＧＥ 的表达及作用机制报道较少。 该研

究探讨 ＮＲＡＧＥ 对 ＣＲＣ 细胞增殖和侵袭能力的作用

机制，为临床诊治提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 选取 ２０１８ 年 ７ 月—２０１９ 年 １２ 月

青海省人民医院诊治的 ８４ 例 ＣＲＣ 患者的临床病理

材料。 纳入标准：① ＣＲＣ 的诊断经病理学检查明

确；② 首次诊治；③ 患者及家属知情同意。 排除标

准：① 合并炎症性肠病等胃肠道疾病；② 合并其他

恶性肿瘤；③ 无放化疗等肿瘤治疗史。 男 ５０ 例，女
３４ 例；年龄 ２９ ～ ７９（５３. １ ± ７. ３）岁；直肠癌 ３０ 例，结
肠癌 ５４ 例；合并淋巴结转移者 １９ 例，未合并淋巴结

转移者 ６５ 例；合并远处转移 ９ 例，未合并远处转移

７５ 例；肿瘤直径：≤３ ｃｍ ５９ 例， ＞ ３ ｃｍ ２５ 例；肿瘤

分期：Ⅰ⁃Ⅱ期 ５５ 例，Ⅲ⁃Ⅳ期 ２９ 例；肿瘤分化程度：
高中分化 ５３ 例，低分化 ３１ 例。
１． ２　 主要实验材料　 ＮＲＡＧＥ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 单克隆抗体（ａｂ１０４６２７、ａｂ１３４１７５、ａｂ１８２０３， 美

国 Ａｂｃａｍ 公司）；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 单克隆抗体

（ｓｃ⁃６２６０、ｓｃ⁃８４２６，美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）。 慢病毒

过表达（ｐＣＤＨ⁃ＧＦＰ⁃ＮＡＲＧＥ）及敲除 ＮＡＲＧＥ 基因的

ＳＷ４８０ 细胞 （ Ｐｌｋｏ． １⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｈＮＡＲＧＥ） 及对照空载

ＳＷ４８０ 细胞（上海吉凯生物科技公司）；ＭＴＴ 细胞增

殖检测试剂盒（货号：ＴＢ１１２， 美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞培养板（货号：３８２２，美国康宁公司）；
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶（货号：３５６２３４，美国 ＢＤ 公司）；２９３Ｔ
细胞、正常 ＣＲＣ 细胞系 ＦＨＣ 及肿瘤细胞系 ＨＴ２９、
ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬＯＶＯ（美国 ＡＴＣＣ 公司，细胞培养
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条件：１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，３７ ℃、５％
ＣＯ２ 细胞培养箱）；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍｉｘ（４３１２７０４，
美国 ＡＢＩ 公司）。
１． ３　 病毒包装及 ＳＷ４８０ 细胞感染　 将 ２９３Ｔ 细胞

接种于 １０ ｃｍ 细胞培养皿，利用增强型磷酸钙转染

试剂盒（ＭａｘｉＣａｐ， 北京迈晨科技公司）进行病毒包

装。 体系：目的质粒 ６ μｇ，ＶＳＶＧ １. ５ μｇ，ＰＡＸ ２４. ５
μｇ，ＨＢＳ １ ｍｌ，配好体系后， 加入 ＣａＣｌ２ ６７ μｌ 充分混

匀，静置 １５ ｍｉｎ 后加入到培养皿中。 ６ ｈ 后换液。
４８ ｈ 后收集病毒上清液。 ４ ℃、１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ，上清液用 ０. ４５ μｍ 滤器过滤。 按照病毒液 ∶ 浓
缩液 ＝ ４ ∶ １ 的比例加入病毒浓缩液，４ ℃过夜，取出

离心管，４ ℃、７ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，加
ＰＢＳ 重悬后分装， － ８０ ℃保存。 ＳＷ４８０ 细胞接种于

６ 孔板，加 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（１ ∶ １ ０００）和对应的病毒上清

液，培养基 ２ ｍｌ，２４ ｈ 后换液，加嘌呤霉素筛选

ＳＷ４８０ 细胞（１ ∶ ２ ０００）３ ｄ，用于下一步实验。
１． ４ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞中总

ＲＮＡ，以总 ＲＮＡ 为模板，逆转录合成 ｃＤＮＡ。 以 ｃＤ⁃
ＮＡ 为模板进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 引物序列见表 １。
反应体系 ２０ μｌ，包括 ＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘ １０ μｌ、上游引物

１ μｌ、下游引物 １ μｌ、ｃＤＮＡ 模板 ２ μｌ、无核糖核酸酶

水 ６ μｌ。 反应条件：９５ ℃ １０ ｓ，９５ ℃ ４０ ｓ，６５ ℃ ６０
ｓ，７０ ℃ １０ ｓ，共 ４０ 个循环。 目的基因的相对表达

水平采用 ２ － ΔΔＣｔ法表示。

表 １　 引物序列

引物名称 序列（５′⁃３′）
ＮＲＡＧＥ Ｆ：ＡＧＴＣＣＡＣＴＧＡＧＴＡＣＣＧＧＡＧＡＣ

Ｒ：ＣＡＴＴＴＣＡＣＧＣＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＣ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｆ：ＣＡＡＴＧＡＣＣＣＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ

Ｒ：ＣＡＴＧＧＡＧＧＧＣＧＧＡＴＴＧＧＡＡ
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＣＡＡＣＧＧＡＡＴＣＣＣＡＡＡＡＧＣＡＧＣＴＧ

Ｒ：ＴＡＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＴＣＴ
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＴＧＣＧＧＴＡＣＡＧＴＧＴＡＡＣＴＧＧＧ

Ｒ：ＧＡＡＡＣＣＧＧＧＣＴＡＴＣＴＧＣＴＣＧ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｆ：ＧＡＣＧＣＣＡＴＣＡＡＣＡＣＣＧＡＧＴＴ

Ｒ：ＣＴＴＴＧＴＣＧＴＴＧＧＴＴＡＧＣＴＧＧＴ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ

Ｒ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

１． ５ 　 ＭＴＴ 增殖实验 　 将 ＮＣ 组、ＮＲＡＧＥ 过表达

组、ＮＲＡＧＥ 敲低组细胞以每孔 １ × １０４ 个细胞的量

接种至 ９６ 孔板，每孔补培养基 ２００ μｌ，每组 ３ 个复

孔。 待细胞贴壁后，培养 ０、２４、４８、７２ ｈ 换液，加入

２０ μｌ ＭＴＴ 试剂，３ ｈ 后弃上清液，加入 ２００ μｌ 的

ＤＭＳＯ 溶解紫色的结晶物，然后酶标仪上 ４５０ ｎｍ 波

长处检测各孔的吸光度值，结果取各浓度复孔的平

均值。
１． ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶与培养基

以 １ ∶ ８ 的比例稀释制备工作浓度的基质胶，将工作

浓度的基质胶包被 ２４ 孔板的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室

面于 ３７ ℃ 静置 ３０ ｍｉｎ，基底膜用无血清培养基水

化 ３０ ｍｉｎ。 调整 ＮＣ 组、ＮＲＡＧＥ 过表达组、ＮＲＡＧＥ
敲低组细胞密度至 ５０ × １０４ ／ ｍｌ。 取 ２００ μｌ 加入上

室，下室加入 ５００ μｌ 含 ２０％胎牛血清的培养基。 ２４
ｈ 后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，用 ＰＢＳ 洗 ２ 次，１０％多聚甲

醛固定 ４０ ｍｉｎ，０. ５％结晶紫染色 １５ ｍｉｎ，棉签轻轻

擦掉膜上层的细胞，ＰＢＳ 洗 ２ 次。 镜下（ × ４００）随机

选取 ５ 个视野，数下室侧贴壁细胞数目，结果取平均

值。
１． ７　 免疫印迹实验　 将 ＮＣ 组、ＮＲＡＧＥ 过表达组、
ＮＲＡＧＥ 敲低组细胞以每孔 ３ × １０５ 个接种至 ６ 孔

板，待细胞贴壁长满后，弃培养基，冷 ＰＢＳ 洗 ２ 次，
加 ＲＩＰＡ 细胞裂解液 ３００ μｌ，冰上裂解 １０ ｍｉｎ，将细

胞刮下提取细胞蛋白。 ＢＣＡ 法蛋白定量后，加 ５ ×
ＳＤＳ⁃上样缓冲液，９９ ℃ 金属浴 １５ ｍｉｎ。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
胶电泳：浓缩胶恒压 ８０ Ｖ，分离胶恒压 １２０ Ｖ，湿转

法转膜 ９０ ｍｉｎ 恒流 ３００ ｍＡ。 将 ＰＶＤＦ 膜放入 ５％
脱脂奶粉中封闭 ２ ｈ；ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，一
抗 ４ ℃ 孵育过夜，二抗室温 １ ｈ。 电化学发光法

（ＥＣＬ）暗室显影照相。
１． ８　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 软件进行数据

分析，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ８. ０ 软件绘图。 计量资料以 �ｘ
± ｓ 表示，采用 ｔ 检验进行比较。 计数资料以 �ｘ ± ｓ
率表示，使用 χ２ 检验进行比较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＮＲＡＧＥ 在 ＣＲＣ 癌组织中的表达　 与癌旁组

织相比，癌组织中 ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 的相对表达量为

（２. ６３１ ± ０. ３０３ ）、 （ １. ０５４ ± ０. ２１２ ）。 癌组织中

ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 相对表达量明显高于癌旁组织（ ｔ ＝
４０. ４７５，Ｐ ＜ ０. ００１）；与癌旁组织相比，癌组织中

ＮＲＡＧＥ 蛋白表达明显较高，见图 １。

图 １　 免疫印迹检测癌组织与癌旁组织中 ＮＲＡＧＥ 的蛋白表达

Ｔ：癌组织；Ｎ：相应的癌旁组织；１ ～ ４：４ 组癌与癌旁组织
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２． ２　 ＣＲＣ 癌组织中 ＮＲＡＧＥ 的表达与临床病理参

数的关系　 ＣＲＣ 癌组织中 ＮＲＡＧＥ 的表达与肿瘤分

期、远处转移及淋巴结转移有关（Ｐ ＜ ０. ０５），而与性

别、年龄、肿瘤大小、肿瘤位置、肿瘤分化程度无关。
见表 ２。

表 ２　 癌组织中 ＮＲＡＧＥ 表达与临床病理特征关系（�ｘ ± ｓ）

参数 ｎ ＮＲＡＧＥ ｔ 值 Ｐ 值

年龄（岁） ０． ８１６ ０． ４１７
　 ≤６０ ３８ ２． ６０２ ± ０． ３１２
　 ＞ ６０ ４６ ２． ６５５ ± ０． ２８３
性别 １． ８８８ ０． ０６３
　 男 ５０ ２． ５８１ ± ０． ２６８
　 女 ３４ ２． ７０５ ± ０． ３３２
肿瘤大小（ｃｍ） １． ２１３ ０． ２２９
　 ≤３ ５９ ２． ６０５ ± ０． ２６２
　 ＞ ３ ２５ ２． ６９２ ± ０． ３７８
肿瘤位置 １． ６５８ ０． １０１
　 结肠 ５４ ２． ５９１ ± ０． ２５３
　 直肠 ３０ ２． ７０３ ± ０． ３６３
肿瘤分化 ０． ２２６ ０． ６２２
　 高中分化 ５３ ２． ６２５ ± ０． ２８２
　 低分化 ３１ ２． ６４１ ± ０． ３６０
临床分期 ４． ３６３ ＜ ０． ００１
　 Ⅰ － Ⅱ期 ５５ ２． ５３１ ± ０． ２６３
　 Ⅲ － Ⅳ期 ２９ ２． ８２１ ± ０． ３３５
淋巴结转移 ５． １１５ ＜ ０． ００１
　 阳性 １９ ２． ９３５ ± ０． ３９６
　 阴性 ６５ ２． ５４２ ± ０． ２５９
远处转移 ６． ２６５ ＜ ０． ００１
　 有 ９ ３． ２４８ ± ０． ４０５
　 无 ７５ ２． ５５７ ± ０． ３０１

２． ３　 ＣＲＣ 肿瘤细胞系及正常细胞系中 ＮＲＡＧＥ 的

表达　 ＣＲＣ 肿瘤细胞系 ＨＴ２９、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬＯ⁃
ＶＯ ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 及蛋白明显高于正常细胞系

ＦＨＣ（ ｔ ＝ ７. ３２５、９. １２４、１８. ６４４、１９. ０１２，Ｐ ＜ ０. ００１），
高转移性细胞系 ＳＷ６２０、ＬＯＶＯ ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 及蛋

白的表达明显高于低转移性 ＣＲＣ 肿瘤细胞系

ＨＴ２９、ＳＷ４８０ （ ｔ ＝ ５. ３７８、５. １０５、７. ７０９、７. ９１３，Ｐ ＜
０. ００１）。 见图 ２。
２． ４　 过表达或敲低 ＮＲＡＧＥ 对 ＳＷ４８０ 细胞增殖及

迁移能力的影响　 免疫印迹实验验证 ＮＲＡＧＥ 的过

表达或敲低的效率良好，见图 ３Ａ。 与 ＮＣ 组相比，
ＮＲＡＧＥ 过表达组细胞活力较高 （ ｔ ＝ ９. ５２４，Ｐ ＜
０. ００１）、侵袭细胞数增多（ ｔ ＝ ６. ３２４，Ｐ ＜ ０. ００１），而
ＮＲＡＧＥ 敲低组细胞活力较低 （ ｔ ＝ １１. １３２， Ｐ ＜
０. ００１）、侵袭细胞数减少（ ｔ ＝ ８. ７４８，Ｐ ＜ ０. ００１），见

图 ３Ｂ、Ｃ。

图 ２　 ＣＲＣ 肿瘤细胞系及正常细胞系中 ＮＲＡＧＥ 的表达

　 　 Ａ：各细胞系 ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：各细胞系 ＮＲＡＧＥ 蛋白表

达；与 ＦＨＣ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；

２． ５　 过表达或敲低 ＮＲＡＧＥ 对 ＳＷ４８０ 细胞增殖及

上皮间质转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）相关指标的影响 　 与 ＮＣ 组相比，过表达

ＮＲＡＧＥ 组 ＳＷ４８０ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲ⁃
ＮＡ 及蛋白表达降低，ＮＲＡＧＥ 敲低组 ＳＷ４８０ 细胞

ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表

达降低，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高（Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ４Ａ、Ｂ。
２． ６　 ＮＲＡＧＥ 通过 ＥＲＫ 信号通路调节 ＳＷ４８０ 细

胞增殖及迁移能力　 与 ＮＣ 组相比，过表达 ＮＲＡＧＥ
组 ＳＷ４８０ 细 胞 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋 白 表 达 较 高， 而

ＥＲＫ１ ／ ２、ＡＫＴ 及 ｐ⁃ＡＫＴ 表达无明显差异，见图 ５Ａ。
予过表达 ＮＲＡＧＥ 组 ＳＷ４８０ 细胞应用 ＥＲＫ 抑制剂

Ｕ０１２６（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）２４ ｈ 后，ＮＲＡＧＥ 组 ＋ Ｕ０１２６ 组

细胞的增殖及迁移能力明显降低。 见图 ５Ｂ、Ｃ。

３　 讨论

　 　 ＣＲＣ 的病因包括遗传因素、饮食及慢性炎症刺

激等，多种因素共同作用导致基因或染色质结构的

不稳定，引起多种癌基因的过度激活或（和）抑癌基

因的失活，表现为无限增殖、凋亡抑制、免疫抑制、代
谢改变及获得浸润转移等恶性生物学潜能。深入
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图 ３　 ＮＲＡＧＥ 对 ＳＷ４８０ 细胞增殖及迁移能力的影响

　 　 Ａ：ＳＷ４８０ 细胞 ＮＲＡＧＥ 蛋白过表达及敲低效果验证；Ｂ：各组细胞增殖能力比较；Ｃ：各组细胞侵袭能力比较　 × ２０；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜
０. ０５

图 ４　 过表达或敲低 ＮＲＡＧＥ 对 ＳＷ４８０ 细胞增殖及 ＥＭＴ 相关指标的影响

Ａ：各组增殖及 ＥＭＴ 相关指标 ｍＲＮＡ 表达比较；Ｂ：各组增殖及 ＥＭＴ 相关指标蛋白表达比较；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

研究 ＣＲＣ 的病因及发病机制，寻找新的 ＣＲＣ 肿瘤

标志物对于临床上 ＣＲＣ 的早期诊断、治疗药物的研

发及治疗效果评估具有重要临床价值。
　 　 黑色素瘤相关抗原（ＭＡＧＥ）基因家族成员包括

Ⅰ型和Ⅱ型［６］。 具有高度保守特征的Ⅱ型 ＭＡＧＥ
基因在人类、小鼠和斑马鱼中广泛表达，在生命个体

的分化发育中起着至关重要的作用。 ＮＲＡＧＥ 基因

属于Ⅱ型 ＭＡＧＥ 亚家族，具有多种功能，包括调节

细胞凋亡、细胞分化、生物钟、情绪调节等［７］。 研
究［８ － ９］表明，ＮＲＡＧＥ 在肝癌、乳腺癌等肿瘤中表达

下调，而在食管癌、胃癌等消化道肿瘤中表达上调，
参与影响恶性肿瘤的进展、转移和侵袭等生物学行

为。 该研究显示，ＣＲＣ 癌组织中 ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 及

蛋白表达明显上调，并与正常结直肠黏膜 ＦＨＣ 细胞

相比，ＣＲＣ 肿瘤细胞中 ＮＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 及蛋白表达

均较高，目前 ＣＲＣ 中 ＮＲＡＧＥ 表达上调的机制尚不

清楚，可能与 ＥＲＫ 信号通路的过度激活有关。 Ｊｉａｎｇ
ｅｔ ａｌ［１０］在胃癌的研究中发现，ＥＲＫ 及 ＺＯ⁃１ 的磷酸

化水平升高能促进 ＮＲＡＧＥ 的表达，进而促进胃癌

肿瘤细胞的浸润及转移。 该研究结果显示，ＮＲＡＧＥ
的表达与肿瘤分期、淋巴结转移及远处转移有关，表
明 ＮＲＡＧＥ 的高表达参与促进 ＣＲＣ 的肿瘤进展及转

移。 Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ［１１］ 研究报道，肿瘤中 ＮＲＡＧＥ 的高表

达能够通过抑制细胞周期抑制因子 Ｐ２７ 的表达，促
进肿瘤细胞 Ｇ１ ／ Ｓ 周期的转换，促进肿瘤细胞的增

殖，导致肿瘤分期升高。 本研究显示，在 ＳＷ４８０ 细

胞中过表达 ＮＲＡＧＥ 后，ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达上调，因而

ＮＲＡＧＥ可能通过促进ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，促进细胞
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图 ５　 ＮＲＡＧＥ 通过 ＥＲＫ 信号通路调节 ＳＷ４８０ 细胞增殖及迁移能力

　 　 Ａ：各组 ＥＲＫ 信号通路蛋白表达；Ｂ：各组细胞增殖能力比较；Ｃ：各组细胞侵袭能力比较　 结晶紫染色 × ２０；与 ＮＲＡＧＥ 过表达组比较：∗Ｐ
＜ ０. ０５

周期的进行，导致肿瘤分期增高。 为进一步研究

ＮＲＡＧＥ 对 ＣＲＣ 肿瘤细胞生物学行为的影响，通过

ＭＴＴ 增殖实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验对过表达或敲

除 ＮＲＡＧＥ 的 ＳＷ４８０ 细胞进行功能验证， 结果

ＮＲＡＧＥ 过表达的 ＳＷ４８０ 细胞增殖及迁移能力较

ＮＣ 组明显增强，而敲除 ＮＲＡＧＥ 的 ＳＷ４８０ 细胞增殖

及迁移能力减弱。 表明 ＣＲＣ 中 ＮＲＡＧＥ 的表达增加

促进肿瘤细胞增殖及迁移。 以往亦有研究［１２］ 证实，
ＮＲＡＧＥ 的表达水平升高能够激活下游癌基因如

Ｒｏｒ２、Ｓｒｃ 等的表达，进而促进基质金属蛋白酶

（ＭＭＰ）１、ＭＭＰ９ 的表达，导致细胞之间黏附能力减

弱，促进肿瘤细胞的局部浸润和转移。 ＥＭＴ 可促进

肿瘤细胞的浸润转移能力，而 ＥＭＴ 的调控是一个复

杂的网络，涉及 ＴＧＦβ 家族，Ｗｎｔｓ、Ｎｏｔｃｈ 和 ＨＩＦ 等多

个信号通路的异常改变，表现为细胞上皮 － 基底极

性的丧失，上皮性标志 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的下调及间

质性标志 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的上调［１３］。 因此，可假设

ＮＲＡＧＥ 可能通过促进 ＣＲＣ 细胞发生 ＥＭＴ，获得局

部浸润及远处转移的能力。 为验证该假设，本实验

检测过表达或敲低 ＮＲＡＧＥ 后，ＳＷ４８０ 细胞中 ＥＭＴ
相关指标如 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表

达，结果显示，与 ＮＣ 组相比，过表达 ＮＲＡＧＥ 组的细

胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达较高，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ

表达较低，表明 ＮＲＡＧＥ 的表达能够促进 ＣＲＣ 细胞

发生 ＥＭＴ，增强肿瘤细胞的浸润及迁移能力。 冯振

华［１４］的研究提示，ＮＲＡＧＥ 的表达受到 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ
和 ＡＫＴ ／ ＰＫＢ 通路的表达调控，干扰 ＮＲＡＧＥ 基因的

表达可以抑制 ＡＫＴ 激酶及 ＥＲＫ 活性，也降低 ＡＫＴ
及 ＥＲＫ 的磷酸化水平，诱导肿瘤细胞的分化［１５］。
为分析 ＳＷ４８０ 细胞中 ＮＲＡＧＥ 促进肿瘤细胞的增殖

及迁移的机制，该研究初步探索过表达 ＮＲＡＧＥ 后

ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、ＡＫＴ 及 ｐ⁃ＡＫＴ 的表达情况，显
示过表达 ＮＡＲＧＥ 后 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表达显著上调，并且

加入 ＥＲＫ１ ／ ２ 抑制剂 Ｕ０１２６ 后，ＮＲＡＧＥ 促进 ＳＷ４８０
细胞增殖及迁移的能力受到显著抑制，提示 ＮＲＡＧＥ
可能通过促进 ＥＲＫ１ ／ ２ 的磷酸化，促进肿瘤细胞的

增殖和迁移。
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