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$又称
T

!D

'

"主要
调控应激和免疫反应%在皮肤组织中$

NG̀ c@H

信号通路是维护角质形成细胞稳定状态的关键因素$因此需进
一步探索

NG̀ c@H

在皮肤组织中的表达状况%"方法#采用互补脱氧核糖核酸末端快速扩增技术和实时荧光定
量逆转录聚合酶链式反应技术对该基因的表达进行深度分析%"结果#在来源于婴儿包皮的角质形成细胞中发
现了
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个
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新型剪接体$即
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M0*W+*U

注册登记号为
fN#"%"#B

"和
NG̀ c@HC5#W
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M0*W+*U

注册登记号为
fN#"%"#D

"%实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应技术的分析结果表明$除皮肤组织外这
#

个新
型剪接体还在其他组织器官中广泛存在$如肾脏*子宫*唾液腺和正常黏膜等%在生长分化期中$发现

NG̀ c@HC5#+

的表达量逐天显著提高$而
NG̀ c@HC5#W

的表达则相对稳定'同时还发现$

NG̀ c@HC5#+

在基底细胞癌患者的病
变组织中表达量显著提高%"结论#本研究发现了
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种
NG̀ c@H

新型剪接体$它们是
NG̀ c@H

在皮肤组织中的
表达形式$其中

NG̀ c@HC5#+

与角质细胞增殖分化呈正相关$并有潜力作为基底细胞癌诊断的分子标记%
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丝裂原激活蛋白激酶!
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"是一组进化保守的丝氨酸苏氨酸
激酶$参与调控细胞刺激过程$包括增殖*分化*应激反应和免疫反应(
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NG̀ c

有
!

个家族&

T

!D

丝裂
原激活蛋白激酶!

T

!D NG̀ c

"*细胞外信号调节激酶!

Î c

"及
:C

1
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末端激酶或应激激活蛋白激酶
!

&?c

"
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%作为研究较为广泛的信号通路$

T

!DNG̀ c

通过
NG̀ c

激酶
!

和
NG̀ c

激酶
%

双重磷酸化
激活而发生构象变化(

H

)

$改变了激酶结构域!

?C

末端*

SC

末端"排列$从而增强酶活性(

"

)

$它有
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"和
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"

H

种异构体(

!

$
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)

$这些异构体通过环中
<Mb

基序中的苏氨酸和酪氨酸残基的磷酸化激活活性(

B

)

$从而调控应激和免疫反应%

H

种异构体中
T

!D

'

的表达最多$对刺激反应最灵敏(

D

)

%

在哺乳动物细胞中$

NG̀ c@H

不仅可以被白细胞介素
@

!

aEC@

"*细菌脂多糖!

È 9

"和肿瘤坏死因子
!

<?OC

'

"

(

D

)等细胞外因子激活$也可以被渗透压*内毒素*一些生长因子和共刺激分子激活(

AC@$

)

%

NG̀ c@H

受刺激会改变
aEC@W

*

aEC%

*

aEC@$

和
<?OC

'

等重要炎症介质的浓度(

@@C@H

)

$在皮肤炎症反应中发
挥重要作用(

@"

)

%

NG̀ c@H

被激活时通过丝氨酸*苏氨酸或酪氨酸残基的羟基基团的磷酸化来改变底物
的功能(

@%

)

$影响细胞增殖*分化和凋亡等过程(

@BC@D

)

%

NG̀ c@H

位于
%

号染色体上(

@A

)

%迄今为止$已发现
H

种转录剪接体&

NG̀ c@HC5@

*

NG̀ c@HC5#

*

NG̀ c@HC5!

和
NG̀ c@HC5H

%目前研究发现
NG̀ c@HC5#

有
!

个选择性剪接形式&

NG̀ c@HC5#

*

NY2#

和
IY2

T

%与主要表达形式
NG̀ c@HC5#

亚型相比$

NY2#

和
IY2

T

与原始剪接体
NG̀ c@HC5#

的差异在于
S

末端的变异&

NY2#

缺少整个
S

端(

#$

)

$

IY2

T

跳跃了
@$

号外显子(

#@

)

%

NY2#

免疫沉淀物携带的激酶活性
可以被表皮生长因子持续激活(
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)

%

IY2

T

结合
<',,

相互作用蛋白!

<',,2

T

"$参与
aEC@

信号通路(

#!

)

$作为
受体近端复合体的组成部分$激活核因子
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"的活性(
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)

%这些结果表明
NG̀ c@H

分子机制的复杂性$需进一步研究%

在上述研究的基础上$本研究着重探索
NG̀ c

在皮肤中的表达形式$发现了
NG̀ c@HC5#

的
#

个新
型剪接体$

NG̀ c@HC5#+

和
NG̀ c@HC5#W

$并就此进行深入的表达分析%
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"抽提试剂盒!

<̂ aK',

<N

"购自上海生工生物技术有限公司'脱氧
核糖核酸酶

,

!

]?+60

,

"及核糖核酸酶
R

!

?̂+60R

"均购自瑞士罗氏公司'互补脱氧核糖核酸!
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T

,0C

J0*7+)
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]?G

$

:]?G

"扩增试剂盒!

9NĜ <0)
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ĜSI:]?GGJ

T

,2-2:+72'*c27

"和染料法实时荧光定
量试剂盒!

9bd̂ )̀0J2YIY<+

X

<N
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"均购自宝日医生物技术有限公司'细胞培养基购自德国西格玛公
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司'青霉素及链霉素均购自美国生命技术公司%
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!

方
!

法
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生物信息学分析
NG̀ c@H

基因不同剪接体的检索采用美国国家生物技术信息中心!
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3
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1"$序列分析通过局部序列排比检索基本工具
!

W+62:,':+,+,2

3

*J0*760+):/7'',

$

dEG9<

"$蛋白编码分析采用开放阅读框查找器!

'

T

0*)0+;2*
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-)+J0

-2*;0)

$

f̂ OO2*;0)

"$蛋白功能单元分析采用蛋白结构域的数据库!
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9NĜ <

!

62J

T

,0J';(,+)+):/270:7()0)060+):/7'',

$简单模块构架搜索工具"%
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细胞培养
包皮角质形成细胞按

N0

8

0)CR'--0)7

等(

#"

)提出的方法制备%表皮标本使用胰蛋白酶处理后$在
!Bo

和体积分数为
"L

的
Sf

#

条件下培养于含青霉素质量浓度为
@$

-

3

1

-

E

和链霉素质量浓度为
$>@

-

3

1

-

E

的胎牛血清体积分数为
@$L

的组织培养皿中%当细胞融合度达
B$L

"

D$L

后传代$第二次
传代后的细胞用于试验%将细胞分离到

%

孔板上$然后用摩尔浓度为
@>BJJ',

1

E

的
S+

#\刺激分化$分
别取第

@

*

#

*

H

*

%

*

D;

的细胞进行下一步试验%每个试验至少进行
#

次%

@>#>!

!

?̂G

提取
癌症病人组织标本来源于基尔大学皮肤病理中心%包皮角质形成细胞培养*收集后$使用胰蛋白酶

消化*离心$用试剂盒提取总̂
?G

%肾脏*子宫*唾液腺*皮肤*正常黏膜*胃*骨髓和脾等
#$

种组织细胞
的总̂

?G

均购自宝日医生物技术有限公司%
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!

:]?G

末端快速扩增
取
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的总̂
?G

$采用
:]?G

末端快速扩增技术!
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$

ĜSI

"$使用
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扩增试剂盒合成第一链
:]?G

的
"h

和
!h

末端%

"h

端̂
GSI

采用引物
NG̀ c@HC"hM9<@

&

"hCMSC

SGSM<GMSS<M<SG<<<SG<SG <S<MC!h

和
NG̀ c@HC"hM9<#
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端̂
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%第一轮扩增条件&
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$
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退火延伸
!J2*
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次'
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#$6

$

B$o

退火延伸
!J2*

$循环
"
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%D o

退火延伸
!J2*

$循环
#$

次'

B# o

延伸
@$J2*

%随后将第一轮扩增产物稀释
#"$

倍$作为第二轮扩增的模板进行扩增$扩增条件&
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%扩增片段经凝胶纯化后$亚克隆到
T

MINC<

载体上$进行双向全测序%

@>#>"

!

实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应
使用染料法实时荧光定量试剂盒在荧光热循环仪中进行实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应!
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"%设计*合成特
异性引物&
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$循环
H"

次'每个循环结束时$检测绿色荧光强度%为了计算相对转录扩增量$在每个
:]?G

中
加入内参基因甘油醛
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"同时进行扩
增$按说明书进行试验%

Ĵ ?G

与
MG̀ ]R

的相对值用
J0+*

!

9]

"表示$所有试验重复
!

次%使用绘图
软件

M)+

T

/̀+;

T

)26JB>$

分析制图%使用
G

检验!

97(;0*7G<067

"比较不同剪接体的表达水平%

B

!

结果与讨论
B@?

!

3$L=?F

新型剪接体的发现
dEG9<

搜索发现人体细胞中
NG̀ c@H

转录本有
%

个不同的剪接体!图
@

!

+

""%采用特异引物

@##

第
!
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!
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NG̀ c@HC"hM9<@

和
NG̀ c@HC"hM9<#

!图
@

!

W

""进行
"h

端̂
GSI

$结果如图
@

!

:

"所示%虽然
#

轮
ĜSI

都只出现一条带$但测序结果发现
#

个有差异的序列$同已知
%

种
NG̀ c@H

剪接体相比较$第
!

至第
B

外显子序列完全相同$差异点在于第
@

和第
#

外显子的选择%

为明确其他外显子的选择变化$采用正向引物
NG̀ c@HC5#Ĉ <CO

和反向引物
NG̀ c@HC5#Ĉ <Ĉ

!图
@

!

W

""进行
X

<̂C̀ Ŝ

分析%测序结果表明产物序列为单一的第
D

*第
A

*第
@$

和第
@@

外显子序列%

为进一步明确全长序列$采用第
A

和第
@$

外显子序列设计引物
NG̀ c@HC!hM9<@

和
NG̀ c@HC!hM9<#

!图
@

!

W

""进行
!h

端̂
GSI

分析$结果如图
@

!

;

"所示$测序结果表明为单一的序列$同
NG̀ c@HC5#

的
!h

端序列完全一致%

上述结果表明$包皮角质形成细胞中
NG̀ c@H

基因的表达不存在已知的
%

种剪接体形式$而为
#

种
新的转录本形式$即

NG̀ c@HC5#+

!

M0*W+*U

注册登记号为
fN#"%"#B

"和
NG̀ c@HC5#W

!

M0*W+*U

注册
登记号为

fN#"%"#D

"%二者序列同
NG̀ c@HC5#

相比较$只存在第
@

外显子的选择不同!图
@

!

+

""%

比较分析
NG̀ c@HC5#+

和
NG̀ c@HC5#W

编码的蛋白序列$如图
@

!

0

"所示$

NG̀ c@HC5#W

包含典型
的

NG̀ c@H

功能单元&丝氨酸苏氨酸激酶结构域!

9C<c:

"$而
NG̀ c@HC5#+

虽然包含活性中心
<Mb

基序和底物结合
G<̂ P

位点$但没有完整的
9

5

<c:

结构域%由此可见$在包皮细胞中可能由
NG̀ c@HC5#W

执行
NG̀ c@H

的功能%

图
?

!

NG̀ c@H

基因新型剪接体的鉴定
D#

E

@?

!

a;0*72-2:+72'*'-*'50,6

T

,2:2*

3

5+)2+*76'-7/0NG̀ c@H

3

0*0

B@B

!

3$L=?F

新型剪接体的组织表达谱
为进一步探索

NG̀ c@H

新型剪接体在其他组织和器官中的表达状况$采用特异引物
NG̀ c@HC5#+C

<̂CO

;

NG̀ c@HC5#+Ĉ <Ĉ

和
NG̀ c@HC5#WĈ <CO

;

NG̀ c@HC5#WĈ <Ĉ

!图
#

!

+

""进行了
X

<̂C̀ Ŝ

检

###
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测分析%结果显示
NG̀ c@HC5#+

和
NG̀ c@HC5#W

都在肾脏中高表达$其中前者每
@$*

3

总
Ĵ ?G

拷贝
数达

D@>B#

$后者每
@$*

3

总
Ĵ ?G

拷贝数达
@%B>BH

$在子宫和唾液腺内中度表达$在皮肤*正常黏膜*

胃*骨髓和脾中低度表达!图
#

!

W

"*!

:

""%同时$在扁桃体*舌*咽和喉部组织也检测到
NG̀ c@HC5#W

的中
度表达$但未检测到

NG̀ c@HC5#+

的表达%上述结果表明$

#

个新型剪接体的表达不仅局限于皮肤组织$

还存在其他组织和器官中%同时
NG̀ c@HC5#W

更普遍的表达$以及在肾脏中的高拷贝$可佐证
NG̀ c@HC5#W

是组织中执行
NG̀ c@H

的功能的主要表达形式%

图
B

!

NG̀ c@H

基因表达分析
D#

E

@B

!

IY

T

)0662'*+*+,

8

626'-7/0NG̀ c@H

3

0*0

B@C

!

3$L=?F

在角质形成细胞中的表达变化
为了解

NG̀ c@H

新剪接体与皮肤屏障功能的关系$采用
X

<̂C̀ Ŝ

检测来源于包皮的角质形成细
胞钙诱导过程中的生长分化情况%

NG̀ c@H

在角质形成细胞中的表达变化如图
!

所示$

NG̀ c@HC5#+

的表达在角质形成细胞受钙诱导分化后显著提高$而
NG̀ c@HC5#W

的表达则相对稳定$其中
22

表示
-

(

$>$@

$

2

表示
-

(

$>$"

%

图
C

!

NG̀ c@H

在角质形成细胞中的表达变化
D#

E

@C

!

IY

T

)0662'*:/+*

3

06'-7/0NG̀ c@H2*U0)+72*':

8

706

由于
NG̀ c

通路是调节正常角质形成细胞分化的重要因素(

#%

)

$抑制
NG̀ c

通路会降低分化相关
蛋白!细胞角蛋白

"

*细胞角蛋白
@H

"*蛋白激酶
d

和
?OC

+

d

的表达(

#B

)

$

NG̀ c@H

的缺失导致了转化生长
因子激酶

@

*

&?c

*表皮生长因子受体和
Î c

在皮肤的不同显微解剖区域的异常激活$从而导致上皮组
织表现出过度增殖*分化不足的现象(

#D

)

%因此$上述试验说明$

NG̀ c@HC5#+

在角质形成细胞增殖分化
中起重要作用%

!##

第
!
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B@F

!

3$L=?F

基因在皮肤肿瘤细胞中的表达分析
为了解

NG̀ c@H

与皮肤疾病的相关性$对皮肤肿瘤患者的组织进行
X

<̂C̀ Ŝ

分析%

NG̀ c@H

剪
接体在皮肤癌症患者中的表达情况如图

H

所示$

NG̀ c@HC5#+

在癌前病变和鳞状细胞癌患者的健康组织与
病变组织中表达没有显著性变化'在基底细胞癌患者的病变组织中表达量显著提高%

NG̀ c@HC5#W

在癌前
病变*鳞状细胞癌和基底细胞癌患者的健康组织与病变组织中表达没有显著性变化$其中

22

表示
-

(

$>$@

%

NG̀ c@H

会抑制上皮间质转化标记物表达$是皮肤癌的迁移和增殖的关键因子$

NG̀ c@H

基因表达
量变低会抑制黑色素瘤细胞的迁移和增殖(

#A

)

%由此可见$

NG̀ c@HC5#+

在正常细胞中可能不是
NG̀ c@H

功能的执行者$而是调控
NG̀ c@HC5#W

的稳定表达的因子%

NG̀ c@HC5#+

在基底细胞癌患者
病变组织中的显著性高表达$可能抑制了

NG̀ c@HC5#W

的正常表达量$从而加重基底细胞癌的病症%

图
F

!

NG̀ c@H

剪接体在皮肤癌症患者中的表达情况
D#

E

@F

!

IY

T

)0662'*'-7/0NG̀ c@H6

T

,2:2*

3

5+)2+*762*

T

+720*76V27/6U2*:+*:0)

C

!

结
!

语
本研究发现

NG̀ c@H

在人角质细胞中表达为
#

个新型的剪接体
NG̀ c@HC5#+

和
NG̀ c@HC5#W

$这
#

个新型的剪接体也存在于其他组织中%

NG̀ c@HC5#W

具备完整的
9

5

<c:

结构域作为
NG̀ c@H

的功
能执行者$而

NG̀ c@HC5#+

与角质形成细胞的生长分化和基底细胞癌密切相关%因此对
NG̀ c@H#

个
新型剪接体的研究有助于进一步了解

NG̀ c@H

信号通路在皮肤稳态中的作用%
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