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　　【摘要】　目的　明确 Ｇ蛋白偶联受体 ３４（Ｇ唱ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３４，ＧＰＲ３４）转录变异体在结肠正常
以及癌细胞和组织中的表达模式，探讨其在结肠癌中的潜在作用。 方法　 （１）通过检索 ＮＣＢＩ 有关 ＧＰＲ３４
的基因信息和设计特异性引物，利用 ＰＣＲ技术确定结肠中表达的 ＧＰＲ３４ 转录变异体；（２）通过染料法 Ｒｅａｌ唱
ｔｉｍｅ ＰＣＲ明确 ＧＰＲ３４各转录变异体在结肠正常和肿瘤细胞以及临床组织标本中的定量表达谱；（３）分析
ＧＰＲ３４转录变异体表达与结肠癌临床病理特征的相关性。 结果　 （１）结合 ＧＰＲ３４ 基因相关信息分析，通过
ＰＣＲ技术确定了在结肠正常细胞中仅表达序列号为 ＡＦ０３９６８６畅１ 和 ＡＫ１２２９４５畅１ 的转录变异体；（２）与正常
的结肠细胞相比，本研究所使用的所有结肠癌细胞中总的 ＧＰＲ３４转录变异体和 ＡＫ１２２９４５畅１ 均表达上调；对
３０例结肠癌临床组织标本的分析表明，结肠癌组织中 ＧＰＲ３４总的转录变异体表达上调的有 １８ 例，转录变体
ＡＫ１２２９４５畅１ 表达上调的有 １９例；（３）Ｆｉｓｈｅｒ精确检验和 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性统计分析结果显示，ＧＰＲ３４ 总转录
变异体和 ＡＫ１２２９４５畅１ 的表达上调与结肠癌的临床分期呈显著正相关性（P ＜０畅０５），而与性别、年龄、病理分
级和浸润程度无相关性（P＞０畅０５）。 此外，二者表达上调的患者虽然淋巴结转移的发生趋于增多，但是统计
学无差异（P ＞０畅０５）。 结论　 ＧＰＲ３４ 总转录变异体和 ＡＫ１２２９４５畅１ 表达上调涉及结肠癌的发生和发展，其
中后者是 ＧＰＲ３４总转录变异体表达上调的主要原因，推测其可能具有潜在的促癌作用。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ Ｇ唱ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３４ （ＧＰＲ３４）
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ．Methods　（１） Ｂｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ＧＰＲ３４ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ＮＣＢＩ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ，ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ＧＰＲ３４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｃｏｌｏｎ
ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｒ／ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ；（２） Ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｄｅｓｃｒｉｂｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ
ｏｆ ＧＰＲ３４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ；（３） Ｗｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＧＰＲ３４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ′ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ．Results　（１） ＮＣＢＩ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｕｓ ｔｈａｔ ｏｎｌｙ ｔｗｏ ＧＰＲ ３４
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ，ｗｈｉｃｈ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ ＡＦ０３９６８６畅１ ａｎｄ ＡＫ１２２９４５畅１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｌｏｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ．（２） Ｂｏｔｈ ｏｖｅｒａｌｌ ＧＰＲ３４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ａｎｄ ＡＫ１２２９４５畅１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ唱
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｐａｉｒｓ ，ａｎｄ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ，ＡＫ１２２９４５畅１ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｓ
ｍａｉｎｌｙ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｖｅｒａｌｌ ＧＰＲ ３４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ．（３） Ｂｏｔｈ ｏｖｅｒａｌｌ ＧＰＲ３４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ｖａｒｉａｎｔｓ ａｎｄ ＡＫ１２２９４５畅１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ３０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｅ （P ＜０畅０５），ｂｕｔ
ｎｏｔ ｗｉｔｈ ｓｅｘ，ａｇｅ，ｇｒａｄｅ，ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｓｔａｔｕｓ （P ＞０畅０５）．Conclusions　Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ
ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖｅｒａｌｌ ＧＰＲ３４ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ ａｎｄ ＡＫ１２２９４５畅１ ｍｉｇｈｔ ａｃｔ ａｓ ａｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｒｏ唱ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｔｏ ｉｎｖｏｌｖｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ５′ＵＴＲ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
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ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．
【Key words】　Ｃｏｌｏｎｉｃ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ；　ＧＰＲ３４ ｇｅｎｅ；　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔｓ

　　Ｇ蛋白偶联受体 ３４（Ｇ唱ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３４，
ＧＰＲ３４）属于细胞表面分子 Ｇ唱蛋白偶联受体（ＧＰＲ）的
家族，参与肿瘤细胞的异常增殖、凋亡和迁移等行为，
涉及黑色素瘤、胃黏膜下淋巴瘤等多种恶性肿瘤的发
生和发展［１唱４］ 。 ＧＰＲ３４ 基因定位于 Ｘｐ１１畅３ ～１１畅４，是
一个无内含子的单拷贝基因，存在多个转录变异体，但
大多数都可编码相同的含有 ３８１ 个氨基酸的蛋白，提
示转录水平和（或）剪切机制调控可能是影响 ＧＰＲ３４
发挥病理生理功能的重要机制

［５］ 。 可变剪切机制的异
常是包括结肠癌在内的恶性肿瘤发生和发展的重要机

制之一，了解 ｍＲＮＡ 前体（ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ ＲＮＡ，
ｐｒｅ唱ｍＲＮＡ）的可变剪切机制对于开发新的恶性肿瘤策
略至关重要［６唱７］ 。 但是，目前对于 ＧＰＲ３４转录变异体在
结肠癌的表达模式和潜在的作用尚不清楚，为此我们
设计了 ＧＰＲ３４ 转录变异体特异性的引物，利用染料法
（ＳＹＢ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ）从定性和定量两个角度分
析了这些转录变异体在结肠癌细胞和组织中的表达，
并对它们在结肠癌中的潜在作用进行了初步的探索。

材料与方法

一、实验材料
结肠正常细胞系 ＣＲＬ唱１５４１ 由美国 ＡＤＣＣ 公司提

供，结肠癌细胞系 ＨＣＴ唱１１６、 ＨＴ唱２９、 Ｌｏｖｏ、 ＬＳ１７４Ｔ、
ＳＷ４８０、ＳＷ６２０，人白血病细胞系 Ｋ唱５６２ 由协和医科大
学肿瘤医院提供。

ＤＭＥＭ高糖培养基、Ｒ×ＰＣＲ 上样 ｂｕｆｆｅｒ 购自日本
ＴａＫａＲａ公司，琼脂糖（Ａｇｒｏｓｅ）购自上海 ＢｉｏＡＳＩＡ 公司，
溴化乙啶（ＥＢ）购自德国 Ｂｏｅｈｒｉｎｇ Ｍａｎｎｈｅｉｍ 公司，ＰＣＲ
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
ＰＣＲ产物测序由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。

二、患者资料
组织标本来自北京大学人民医院结肠癌患者术

后。 在 ３０ 例结肠癌患者中男 １６ 例，女 １４ 例，年龄
３４ ～８８ 岁，平均（６４畅９ ±１３畅３）岁。 按照第七版的 ＡＪＣＣ
的 ＴＮＭ分期和临床：ＴＮＭ 分期中，Ｔ 分期：Ｔ１ 期 １ 例

（３畅３％），Ｔ２ 期 ６ 例（２０畅０％），Ｔ３ 期 ２１ 例（７０畅０％），
Ｔ４期 ２ 例（６畅７％）；Ｎ 分期：Ｎ０ 期 １５ 例（５０畅０％），Ｎ１
期 ８ 例（２６畅７％），Ｎ２ 期 ７ 例（２３畅３％）；临床分期中，Ⅰ
期 ４ 例 （１３畅３％）， Ⅱ期 ９ 例 （３０畅０％），Ⅲ期 １４ 例
（４６畅７％），ＩＶ期 ３ 例（１０％）。 病理分级（Ｇ）：高分化
腺癌 （Ｇ１） １ 例 （３畅３％），中分化腺癌 （Ｇ２）： ２０ 例
（６６畅７％），低分化腺癌（Ｇ３）９例（３０畅０％）。
三、研究方法
１．ＧＰＲ３４ 基因转录变异体相关信息筛检：登录 ｈｔ唱

ｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｅ／２８５７ 网站，利用 ＮＣ唱
ＢＩ的 Ｇｅｎｅ检索功能，分析迄今已经公布的 ＧＰＲ３４ 转
录变异体信息，排除非编码序列和人工合成的序列。

２．引物设计：采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３畅０ 软件自主设
计分别针对 ＧＰＲ３４转录变异体 ＰＣＲ检测引物（表 １）。

３．细胞培养和组织标本收集：ＣＲＬ唱１５４１ 细胞采用
ＭＥＭ完全培养液，ＨＣＴ１１６、ＬＯＶＯ、ＬＳ１７４Ｔ、ＳＷ４８０ 细
胞采用ＤＭＥＭ完全培养基，ＨＴ唱２９、Ｋ唱５６２ 细胞采用ＲＰ唱
ＭＩ唱１６４０ 完全培养基，ＳＷ６２０ 细胞采用 Ｌ１５ 完全培养
基，细胞按照常规培养方法培养在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、９０％
相对湿度的培养箱中，加 １０％ 胎牛血清，１００ Ｕ／ｍｌ青霉
素和 １００ Ｕ／ｍｌ链霉素，细胞传代采用 ０畅２５％胰蛋白酶
消化。 经知情同意，结肠癌肿瘤和配对正常组织标本
采自北京大学人民医院住院的结肠癌患者手术切除标

本，相关研究已经过北京大学人民医院伦理委员会批
准，符合医学伦理学要求。

４．Ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ 实验体系的建立：根据 ＲＮＡ 提
取试剂盒步骤提取其他肿瘤细胞系和患者组织标本的

总 ＲＮＡ，反转录获得 ｃＤＮＡ。 以此 ｃＤＮＡ为模板，用表１
所示的各对引物进行 ＰＣＲ扩增，使用β唱ａｃｔｉｎ 引物扩增
产物作为内部参照。 应用定量 ＰＣＲ 仪（ＯＰＴＩＣＯＮ２，美
国伯乐公司）进行 ＰＣＲ扩增，每个 ＰＣＲ设置 ３ 个复孔。
扩增条件为 ９４ ℃ ２ ｍｉｎ，然后在 ９４ ℃ ２０ ｓ，５９ ℃ ２０ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ，７４ ℃ １ ｓ下循环 ４０次。 ＰＣＲ产物用 １畅５％
琼脂糖凝胶电泳和测序做定性分析（实验中所用 Ｍａｒｋ唱
ｅｒ均为 １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ），定量分析采用相对定量方

表 1　ＧＰＲ３４转录变异体相关 ＰＣＲ引物
引物名称 上游引物 下游引物

Ｐ１ G５′唱ＣＴＣＣＣＡＣＡＧＡＡＴＧＣＧＣＴＴＴＡＴＡ唱３′ ５′唱ＣＡＡＣＣＡＧＴＣＣＣＡＣＧＡＴＧＡＡＡＡ唱３′
Ｐ３ G５′唱ＴＧＴＣＡＴＴＴＡＧＣＡＣＴＴＴＣＡＣＴＴＴＴＴＧＡ唱３′ ５′唱ＣＧＧＴＴＧＧＴＣＧＣＴＡＴＧＡＴＴＧＧ唱３′
Ｐ４ G５′唱ＡＡＣＧＧＴＧＡＡＡＧＧＴＴＧＣＧＡＣＴＡ唱３′ ５′唱ＣＧＧＴＴＧＧＴＣＧＣＴＡＴＧＡＴＴＧＧ唱３′
Ｐ５ G５′唱ＡＡＡＡＧＴＣＡＡＧＧＣＡＧＧＡＡＧＴＧＧＴＴ唱３′ ５′唱ＴＧＧＣＣＴＡＣＡＴＴＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＴＴＣ唱３′

β唱ａｃｔｉｎ（内参） ５′唱ＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧ唱３′ ５′唱ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴ唱３′
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法，根据 ＰＣＲ扩增曲线，得到每个样品的 Ｃｔ值，按照公
式 Y ＝２ －ΔΔＣｔ，ΔΔＣｔ ＝［待测细胞（Ｃｔ 目的－Ｃｔ 内参）］
－［对照细胞（Ｃｔ目的－Ｃｔ内参）］，计算出待测细胞相
对于对照细胞的表达模式。
四、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 统计软件，两个样本均数比较采用

t检验，组间 ＧＰＲ３４ 表达上调率的比较采用 Ｆｉｓｈｅｒ精确
概率法（双侧），相关分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 检验；检验水
准α＝０畅０５。

结　　果

一、ＮＣＢＩ基因信息数据资源检索结果
首先排除 ５ 个非蛋白编码序列 （ＡＡ１３０３９２畅１、

ＡＷ２９２３２１畅１、ＢＭ７９８９１３畅１、Ｈ０３１３６畅１ 和 Ｎ４０１７４畅１５ ）
和 ２个人工序列（ＤＱ８９３０９８畅２ 和 ＤＱ８９６３７０畅２）；然后
排除 ３个与通用蛋白大小不一致的序列（ＤＱ１０６３９９畅１、
ＤＱ１０６４００畅１ 和 ＤＱ１０６４０２畅１，蛋白大小分别是 ３４９ａａ、
３４９ａａ和 ３３５ａａ），资料来源：ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｇｅｎｅ／２８５７。 表 ２所示为 ＮＣＢＩ公布的、经过上述条
件筛选后的、本研究中需要鉴定的 １０ 种 ＧＰＲ３４ 转录变
异体，这些 ｍＲＮＡ均可能存在于结肠正常和癌细胞或
组织中。
二、正常结肠细胞和结肠癌细胞中表达的 ＧＰＲ３４

转录变异体

引物的设计结果：按照 ＮＣＢＩ公认的１＃和２＃转录变

异体序列进行引物设计，分别设计了 Ｐ１、Ｐ３ 和 Ｐ４ 三套
引物。 如表 ２所示，相对于这两个序列而言，Ｐ１ 是通用
引物，两个序列都可以扩增出 １５５ ｂｐ 的片段；而 Ｐ３ 则
只能扩增出 ２＃的 １４０ ｂｐ；Ｐ４ 既可以扩增 １＃，也可以扩
增 ２＃，但是片段大小不一致，１＃扩增片段为 １３７ ｂｐ，２＃扩

增片段为 ２１０ ｂｐ；Ｐ５ 则是 ＡＫ１２２９４５畅１ 特异性的扩增
引物，扩增片段为 ２３０ ｂｐ。

ＧＰＲ３４ 相关引物 ＰＣＲ 产物的鉴定：如图 １ 和表 ２
所示，分别是利用 ＧＰＲ３４ 特异性的 Ｐ１、Ｐ３、Ｐ４ 和 Ｐ５ 引
物对结肠和结肠癌细胞系 ｃＤＮＡ 的扩增结果。 需要注
意的是，在图 １中，Ｐ４ 引物的扩增产物是二聚体，而不
是大小为 ２１０ ｂｐ和 １３７ ｂｐ的产物。 如图 ２ 所示 Ｐ４ 引
物在人白血病细胞株 Ｋ唱５６２ 细胞中可扩增出 ２１０ ｂｐ片
段。 有关 Ｐ１、Ｐ３、Ｐ４ 和 Ｐ５ 引物 ＰＣＲ 扩增产物的测序
结果详见图 ３。
结肠和结肠癌细胞中 ＧＰＲ３４ 转录变异体的鉴定：

如表 ２ 和图 １所示，从定性的角度来看，Ｐ１引物能够从
所有细胞系都能够扩增出 １５５ ｂｐ 的片段（测序结果）；
Ｐ３引物也能够扩增出 １４０ ｂｐ的产物（测序结果），而根
据表 ２中 Ｐ３引物中的特征，提示正常结肠和结肠癌细

胞中不表达 １＃转录变异体；而 Ｐ４ 引物未扩增出特异性
的产物（Ｐ４扩增产物为 ２１０ ｂｐ的对照图参见图 ２ 中利
用 Ｋ唱５６２ 细胞检测的结果），表明 ２＃ ｍＲＮＡ 不表达；结
合表 ２ 的引物序列特征，可以推断出结肠细胞和组织
内表达的 ＧＰＲ３４ ｍＲＮＡ是剩余 ８ 种转录变异体中的 １
种或几种；而由于 Ｐ４ 未见特异性扩增产物，所以可以
排除 ５＃ ～１０＃

的 ６ 种 ＧＰＲ３４ 转录变异体的表达。 根据
以上的实验结果和数据分析可以确定在正常结肠和结

肠癌细胞中仅表达 ＡＦ０３９６８６畅１ 和 ＡＫ１２２９４５畅１ 两种转
录变异体。
如图 ４Ａ和图 ４Ｂ 所示，从定量的角度来说，Ｐ１ 引

物扩增产物代表 ＧＰＲ３４ 总转录变异体的表达量，而 Ｐ５
引物扩增产物则代表特异性 ＡＫ１２２９４５畅１ 转录变异体
的表达量。 与结肠正常细胞 ＣＲＬ唱１５４１ 相比较，在本研
究中所检测的结肠癌细胞中 ＧＰＲ３４ 总转录变异体和
ＡＫ１２２９４５畅１ 的表达量均显著上调（P均＜０畅０５），各自
的表达上调倍数分别是：ＨＣＴ唱１１６（１７畅８ ±２畅４ 和 ３６畅４ ±
９畅９）、ＨＴ唱２９（１２畅４ ±２畅７ 和 １７畅１ ±４畅２）、Ｌｏｖｏ（３畅２ ±
１畅０ 和 １４畅０ ±５畅２）、ＬＳ１７４Ｔ（４畅６ ±１畅２ 和 １９畅９ ±６畅９）、
ＳＷ４８０（３畅２ ±０畅８ 和 １４畅０ ±４畅７）和 ＳＷ６２０（９畅６ ±２畅０
和 ４１畅９ ±１２畅３），但是在各种癌细胞中存在着 ＧＰＲ３４
转录变异体种类和各自的表达程度上的差异，这种差
异表现为总的 ＧＰＲ３４ 究竟是由两种 ｍＲＮＡ 共同上调
所产生的结果，还是主要由 ＡＫ１２２９４５畅１ 表达单独上调
产生的结果，如图 ４Ｃ 所示。 Ｒｅａｌ唱ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示：
与正常的结肠细胞 ＣＲＬ唱１５４１ 相比较，其中在 ＨＣＴ唱１１６
和ＨＴ唱２９细胞中总的 ＧＰＲ３４ 转录变异体表达上调由两
种转录变异体共同上调所致，而在其他 ４ 个结肠癌细
胞中，总的 ＧＰＲ３４ 转录变异体表达量基本等于
ＡＫ１２２９４５畅１ ｍＲＮＡ的表达量。
如图 ５ 所示，在我们对 ３０ 例结肠癌组织标本的分

析中发现，ＡＫ１２２９４５畅１ 转录变异体在结肠正常和癌组
织中的表达具有多样性：（１）正常表达而癌组织不表
达；（２）正常不表达而癌组织表达；（３）正常和癌组织
均不表达；（４）正常和癌组织均表达。
对 ３０ 例结肠癌临床组织标本的分析表明，与相匹

配的正常结肠癌组织相比较，结肠癌组织中总的
ＧＰＲ３４ 转录变异体表达上调的有 １８ 例（２ ～７畅８ 倍），
表达量相同的 ６例，而表达下调的为 ６ 例；转录变异体
ＡＫ１２２９４５畅１ 表达上调的有 １９ 例（２ ～７畅９ 倍），表达无
差别的有 ４例，表达下调的 ３ 例，此外还有 ２ 例是正常
和癌组织均不表达的，２ 例是正常组织表达而癌组织中
不表达的；其中 ８ 例患者组织中总的 ＧＰＲ３４ 转录变异
体表达上调由两种转录变异体共同上调所致，而在 １０
例患者组织中，总的 ＧＰＲ３４ 转录变异体 ｍＲＮＡ表达量
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　 表 2　ＧＰＲ３４ 不同引物扩增片段大小和特异性
Ｎｏ r畅 转录变异体序列号 ｍＲＮＡ 全长（ｂｐ） Ｐ１（ｂｐ） Ｐ３（ｂｐ） Ｐ４（ｂｐ） Ｐ５（ｂｐ） 蛋白全长

１ mＮＭ＿００５３００ 北北畅３ １８６２ １５５ x－ １３７ ⅱ－ ３８１ａａ
２ mＮＭ＿００１０９７５７９ 眄眄畅１ １９３８ 梃１５５ x１４０ 崓２１０ ⅱ－ ３８１ａａ
３ mＡＦ０３９６８６ 摀摀畅１ １３７４ 梃１５５ x１４０ 崓－ － ３８１ａａ
４ mＡＫ１２２９４５ 槝槝畅１ ３２８０ 梃１５５ x１４０ 崓－ ２３０ 贩３８１ａａ
５ mＡＫ０２７７８０ 槝槝畅１ １７１８ 梃１５５ x１４０ 崓２１０ ⅱ－ ３８１ａａ
６ mＡＫ０７４６２７ 槝槝畅１ ２０６３ 梃１５５ x１４０ 崓２１０ ⅱ－ ３８１ａａ
７ mＡＫ０７５２１７ 槝槝畅１ １８４０ 梃１５５ x１４０ 崓２１０ ⅱ－ ３８１ａａ
８ mＢＣ０２０６７８ 敂敂畅１ １８４５ 梃１５５ x－ １３７ ⅱ－ ３８１ａａ
９ mＤＱ１０６３９８ 槝槝畅１ １４２１ 梃１５５ x１４０ 崓２１０ ⅱ－ ３８１ａａ
１０ 亖ＤＱ１０６４０１ 槝槝畅１ １２８０ 梃１５５ x－ １３７ ⅱ－ ３８１ａａ

表 3　ＧＰＲ３４ 总转录变异体和 ＡＫ１２２９４５畅１ 表达与结肠癌患者临床病理特征的相关性
临床特点 例数

总 ＧＰＲ３４ 憫
非上调（例） 上调（例） Ｆｉｓｈｅｒ P值 Ｓｐｅａｒｍａｎ P 值（ rｓ 值）

ＡＫ１２２９４５ XX畅１

非上调（例） 上调（例） Ｆｉｓｈｅｒ P 值 Ｓｐｅａｒｍａｎ P值（rｓ 值）

性别 ３０  １ ��畅０００ ０ 浇浇畅７７５（ －０  畅０５５） ０ 舷舷畅７０７ ０ 北北畅５２７（ －０ 铑畅１２０）

　男 １６  ６ x１０ :５ 櫃１１ [
　女 １４  ６ x８ &６ 櫃８ G
年龄 ３０  １ ��畅０００ ０ 浇浇畅８８５（ －０  畅０２７） １ 舷舷畅０００ ０ 舷舷畅８６４（０ 热畅０３３）

　 ＜６０ 岁 １３  ５ x８ &５ 櫃８ G
　≥６０ 岁 １７  ７ x１０ :６ 櫃１１ [
病理分级 ３０  ０ ��畅２４９ ０ 骀骀畅２０６（０ 哌畅２３８） ０ 舷舷畅４１９ ０ 舷舷畅２９９（０ 热畅１９６）

　１ ＋２ 级 ２１  １０ 寣１１ :９ 櫃１２ [
　３ 级 ９  ２ x７ &２ 櫃７ G
临床分期 ３０  ０ ��畅００８ ０ 骀骀畅００３（０ 哌畅５２２） ０ 舷舷畅０２３ ０ 舷舷畅０１２（０ 热畅４５１）

　１ ＋２ �１３  ９ x４ &８ 櫃５ G
　３ ＋４ �１７  ３ x１４ :３ 櫃１４ [
Ｔ分期 ３０  １ ��畅０００ ０ 骀骀畅８６６（０ 哌畅０３２） １ 舷舷畅０００ ０ 舷舷畅７１０（０ 热畅０７１）

　Ｔ１／Ｔ２ 吵７  ３ x４ &３ 櫃４ G
　Ｔ３／Ｔ４ 吵２３  ９ x１４ :８ 櫃１５ [
淋巴转移 ３０  ０ ��畅０６０ ０ 骀骀畅０２５（０ 哌畅４０８） ０ 舷舷畅１２８ ０ 舷舷畅０６１（０ 热畅３４６）

　无 １５  ９ x６ &８ 櫃７ G
　有 １５  ３ x１２ :３ 櫃１２ [

基本等于 ＡＫ１２２９４５畅１ 的表达量，见图 ６。
本研究采用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验和 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分

析的统计学方法，对 ＧＰＲ３４ 总的转录变异体以及
ＡＫ１２２９４５畅１ 的表达与 ３０ 例结肠癌临床病理特征进行
了相关性分析，结果发现（表 ３）：相对于表达非上调
（包括表达量不变、表达阴性和表达下调）而言，二者的
表达上调均与结肠癌的临床分期呈显著正相关性，其
中 Ｆｉｓｈｅｒ 检验显示 P 值分别是 ０畅００８ 和 ０畅０２３，
Ｓｐｅａｒｍａｎ检验显示 P值分别是 ０畅００３ 和 ０畅０１２，rｓ 值分

别是 ０畅５２２ 和 ０畅４５１；而与性别、年龄、病理分级和浸润
程度无相关性（P ＞０畅０５）。 此外，二者表达上调的患者
中淋巴结的转移趋于增多，但是现有资料的统计学分
析尚不足以确认：Ｆｉｓｈｅｒ检验显示 P值分别是 ０畅０６０ 和
０畅１２８；Ｓｐｅａｒｍａｎ 检验显示 P值和 rｓ 值分别是 ０畅０２５ 和
０畅４０８ 以及 ０畅０６１ 和 ０畅３４６。

讨　　论

结直肠癌在全球肿瘤发生率中居第三位，死亡率
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居第二位，尽管近年来在诊断和治疗等方面取得了一
些进展，但是结直肠癌患者还需要不断有新的治疗策
略和新的治疗靶点以提高他们的远期生存率

［８唱９］ 。 剪
切机制异常是导致肿瘤发生和发展的重要原因，明确
剪切机制、肿瘤相关基因各种转录变异体的表达模式
及其潜在作用对于探索新的恶性肿瘤治疗方案、发现
新的诊断标记物和治疗靶点具有重要的意义

［６唱７］ 。
ＧＰＲ作为一族细胞表面分子，因其在细胞信号转

导中的重要作用以及多种药物作用的靶点正在受到人

们越来越多的重视［１０唱１２］ 。 近来，作为其家族成员之一
的 ＧＰＲ３４ 在多种恶性肿瘤发生中的作用也引起了人们
的关注

［１唱３］ ，但是其在结肠癌发生和发展中的作用却不
清楚。 依据 ＮＣＢＩ 基因信息数据的检索结果，ＧＰＲ３４
ｐｒｅ唱ｍＲＮＡ经剪切可产生多个不同的转录变异体，但是
大多表达同样的含有 ３８１ 个氨基酸的蛋白质分子，这
就提示我们除了在蛋白水平分析 ＧＰＲ３４在肿瘤发生发
展中的作用之外，研究肿瘤中异常剪切机制对 ＧＰＲ３４
ｐｒｅ唱ｍＲＮＡ剪切产物的影响也是非常重要的环节。 本
研究中，我们利用自主设计的一组 ＰＣＲ引物，通过严格
的实验验证（包括测序等）和缜密的分析首次成功确定
了在结肠的正常细胞和癌细胞系中只表达 ＡＦ０３９６８６畅１
和 ＡＫ１２２９４５畅１ 这两种转录变异体，而不是 ＮＭ ＿
００５３００畅３ 和 ＮＭ＿００１０９７５７９畅１（ＮＣＢＩ首推）。 这不仅有
利于以后对 ＧＰＲ３４ 转录剪切调控机制的研究，也可以
通过分析这两个转录变异体特殊的 ５′ＵＴＲ结构，更好
地找寻靶向于 ＧＰＲ３４的分子诊断标记，利用 ＳｉＲＮＡ 和
（或） ｍｉＲＮＡ 技术可以从 ５′ＵＴＲ 的特殊区域控制

ＧＰＲ３４ 的蛋白表达，从而达到靶向 ＧＰＲ３４ 的肿瘤治疗
目的。 除此之外，我们现有的 ＧＰＲ３４ 特异性引物还能
够有效地反映结肠正常和癌细胞中两种转录变异体的

相对表达量和表达比例。 但是在组织标本的初步研究
中我们也发现了类似于 Ｓｔｅｆｆｅｎ 等［４］

遇到的问题，那就
是总的 ＧＰＲ３４ ｍＲＮＡ表达水平可能改变不大，一方面
是因为 ＧＰＲ３４两种转录变异体表达的此消彼长，另一
方面也说明了如果在大样本量的情况下使用特异性的

引物就能够有效地克服上述问题，找到 ＧＰＲ３４ 影响肿
瘤发生发展的真实机制。
我们利用结肠癌细胞系的研究发现，从 ｍＲＮＡ 水

平来讲，肿瘤细胞中 ＧＰＲ３４ 总体转录变异体表达水平
明显上调，这种表达上调一种情况下是由于 ＡＦ０３９６８６
和 ＡＫ１２２９４５畅１ 共同表达上调所引起，另一种情况则主
要表现为 ＡＫ１２２９４５畅１ 的表达上调，这就提示我们
ＡＦ０３９６８６ 和 ＡＫ１２２９４５畅１ 二者表达种类和比例的差异
可能与肿瘤发生发展有密切的关系。 基于本研究中 Ｐ１
和 Ｐ５引物的特异性（专门特异性针对所有 ＧＰＲ３４ 转
录变异体和 ＡＫ１２２９４５畅１），在后续的组织标本研究中
我们使用了这两套引物对结肠正常和癌组织中的

ＧＰＲ３４ 总转录变异体和 ＡＫ１２２９４５畅１ 的表达进行了分
析，结果与细胞系的研究有一些差异，具体表现在：本
研究中所使用的所有结肠癌细胞系中 ＧＰＲ３４ 总转录变
异体和 ＡＫ１２２９４５畅１ 表达水平均上调，但是在临床组织
标本中却只有 ６０％作用的结肠癌组织表达上调，有约
４０％的结肠癌组织标本中表达不上调，甚至下调或不
表达，这主要可能是由于肿瘤的异质性（即使是癌组织
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也可能混有正常的细胞，反之亦然）或者是其他未知原
因所致，针对这种情况，在今后的研究中可以采用激光
显微切割技术纯化肿瘤细胞和正常细胞以提高分析的

精度，克服上述问题。
本研究中我们发现无论是 ＧＰＲ３４总转录变异体还

是 ＡＫ１２２９４５畅１，都和结肠癌的临床分期相关，在淋巴
结转移中也显示出了表达上调淋巴结转移发生增多的

趋势，提示 ＧＰＲ３４转录变异体表达上调可能涉及结肠
癌的发生和发展，但是由于是小样本的分析，存在各类
临床病理特征的病例数量和（或）分布有差异的问题，
本研究中 ＧＰＲ３４ 转录变异体表达与各预后相关因素
（如浸润和分级）的相关性分析，尚需要加大样本数量。
总之，我们的研究揭示了 ＧＰＲ３４ 转录变异体在结

肠癌中表达模式，并证明了其 ｍＲＮＡ 表达水平在结肠
癌中总体升高的特征，不仅提示了其在结肠癌中潜在
的促癌作用，而且还表明了两种转录变异体 ５′ＵＴＲ 区
的潜在应用价值。 但是后续只有在利用体外和在体模
型系统地进行 ＧＰＲ３４转录变异体以及蛋白水平的深入
研究之后，才能阐明其在肿瘤发生发展中的作用及其
机制。 另外尚需要在现有的 ＰＣＲ 检测方法基础之上，
建立更加精准的、能够广泛用于各种材料研究的定量
分析检测手段。
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