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摘  要 

Nur77 隶属于类固醇/甲状腺/视黄酸核受体超家族，在细胞增殖、凋亡过程

以及肠癌、黑色素瘤的发生发展中发挥着重要的作用。但是，有关 Nur77 与肝癌

的研究却比较少。基于 Oncomine 数据库信息，本文研究发现，在临床组织样品

中，癌旁组织中 Nur77 的表达远远高于对应肝癌组织中的表达。我们从基因修饰

入手，通过甲基化抑制剂 ADC 梯度给药实验最终将目标指向 DNA 甲基化。通

过序列比对我们发现，Nur77 启动子上含有转录抑制因子 Snail 特异性结合的

E-box 结构（CAGGTG）。通过构建稳转过表达或者敲低 Snail 的肝癌细胞，Nur77

在 mRNA 水平、蛋白水平及其启动子活性都与 Snail 呈现一种负相关变化。通过

一系列的 ChIP 实验结果，我们证明了在肝癌细胞中，Nur77 启动子与染色质重

构因子 HDAC1、HDAC2 和 DNA 甲基转移酶相结合，使得 Nur77 启动子发生

H3K9 去乙酰化和甲基化，由此降低了 Nur77 转录活性，导致 Nur77 在肝癌组织

中低表达。 

综上所述，本文研究阐明并完善了转录抑制因子 Snail 对 Nur77 启动子的调

控，进而影响 Nur77 基因的表达。由于 Snail 能够结合到 Nur77 启动子上的 E-box

结构，招募染色质重构因子和甲基转移酶，使 Nur77 启动子发生 H3K9 去乙酰化

和甲基化，降低 Nur77 基因表达。因此，Nur77 可成为一个早期检测乃至治疗肝

癌的新型靶点，为肝癌的检测和治疗提供新思路。 

关键词：Nur77；Snail；DNA 甲基化；肝癌；启动子 
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Abstract 

Nur77 is a member of the steroid/thyoid/retinoid nuclear receptor superfamily. 

Although it plays an important role in cell proliferation, apoptosis, development of 

colon cancer and melanoma, there is less study focused on Nur77 and 

hepatocarcinoma. Based on the Oncomine Database information, we found that the 

expression of Nur77 in para-carcinoma is higher than that in paired carcinoma in 

clinical samples. Using ADC, the inhibitor of DNA methyltransferase, to treat liver 

cancer cells, we found a DNA methylation occurred in the Nur77 promoter. By means 

of sequence alignment, there are five E-boxes (CAGGTG) in the Nur77 promoter, 

which is responsible for the transcriptional repressor Snail specific binding to Nur77 

promoter. Upon overexpression or knockdown of Snail in lever cancer cells, Nur77 

was negatively regulated by Snail in mRNA level, protein level and its promoter 

activity. With a series of ChIP assays, we proved that the Nur77 promoter is combined 

with chromosome remodelers HDAC1, HDAC2 and DNA methyltransferase, which 

results in Nur77 promoter acetylation and DNA methylation, thereby decreasing the 

transcription activity of Nur77, finally inhibiting expression of Nur77 in liver cancer. 

In summary, our study clarifies that the transcription repressior Snail can affect 

Nur77 expression by regulating Nur77 promoter. Snail binds to Nur77 promoter 

E-box, then recruits chromosome remodelers and DNA methyltransferase to the 

Nur77 promoter, thereby leading to Nur77 promoter deacetylation in H3K9 and DNA 

methylation, finally repressing the expression of Nur77. Therefore, Nur77 may be a 

novel target for liver cancer detection and treatment in clinical, and our study further 

provides a new strategy to detection and treatment of HCC. 

Key Words：Nur77; Snail; DNA methylation; Liver cancer; Promoter  
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前 言 

1 孤儿受体 Nur77 

Nur77，也称为 TR3、NGFI-B
[1]、TIS1

[2]和 N10
[3]，由立早基因 NR4A1 编码，

属于类固醇/甲状腺/视黄酸核受体超家族的一员[4]。因其具备核受体特殊的结构

特征，并且目前还没有找到特异性的体内配体，所以被称为孤儿核受体（orphan 

nuclear receptor）。 

1.1 Nur77 的发现 

1985 年，为了研究基因在控制细胞生长中所发挥的作用，Lester F.Lau 在

BALB/c 3T3 细胞中，用过量血清或生长因子进行刺激，对特定时期基因的表达

情况做了一系列实验。他发现，在过量血清刺激下，一些基因在几分钟之内便开

始表达，然后又迅速下降。纯化的生长因子和肿瘤促进剂也可以刺激这些基因的

表达。由于这些基因在受到外界一定刺激后能迅速地被短暂激活，并且不需要其

他新蛋白的合成，所以被称为立早基因（immediate-early gene）
[5]
。1988 年，他

们对所有立早基因的 cDNA 文库进行研究，分离得到 Nur77。1989 年，Watson

等人在大鼠 PC12 细胞中通过神经生长因子（NGF）的刺激，提取得到了 Nur77

同源物 NGFI-B 的 cDNA，其编码的蛋白有 61 KD 
[6]
。1989 年，Chang 通过类固

醇受体超家族 DNA 结合结构域的同源探针在人前列腺 cDNA 文库中提取出到了

Nur77（他称之为 TR3，testicular receptor 3）。TR3 编码的蛋白有 64 KD，其与小

鼠的 Nur77 具有高度同源性
[7]
。 

1.2 Nur77 的结构 

作为类固醇/甲状腺/视黄酸核受体超家族的一员，Nur77 在结构上可以划分

为五个区：A/B、C、D、E 和 F 区，从功能上可以划分为 N 端的转录激活区（TAD），

中部的 DNA 结合区（DBD），以及 C 端的配体结合区（LBD）
[8]
。 
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图 1  Nur77 结构示意图
[8]

 

Fig.1 Schematic structure of Nur77 

1.2.1 TAD 

Nur77 的N端是其转录激活结构域（amino-terminal transaction domain，TAD）,

包括 A/B 区，其中 AF-1（activation function-1）结构域不仅能够通过一些转录辅

激活因子的招募来提高转录激活能力
[9]
，而且因其含有很多磷酸化位点，所以可

以被磷酸化来影响转录激活能力
[10]

。 

1.2.2 DBD 

Nur77 的中部是 DNA 结合结构域（DNA binding domain，DBD），包括 C 区，

其氨基酸序列保守性最强。该区含有两个锌指结构域和两个核定位序列，前者控

制 Nur77 与 DNA 的结合，后者控制 Nur77 的定位
[11]

。 

1.2.3 LBD 

Nur77 的 C 端是配体结合结构域（ligand binding domain，LBD），E 区的一

部分，是 Nur77 与配体直接结合的部位，但至今其特异性配体还没有找到。E/F

区还包含一个 AF-2 结构域以及三个核输出信号序列
[12]

。 

1.3 Nur77 的表达与分布 

作为一种立早基因，Nur77 可以被血清、表皮生长因子
[13]

等刺激诱导并迅

速地短暂高表达
[14]

。此外，诸如一些凋亡因子
[15]

、成纤维细胞生长因子
[16]

以及

血小板表皮生长因子
[17]

也可以发挥类似的作用。 
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Nur77 在很多组织器官中都有表达，例如：肾上腺、肝脏、肌肉、脂肪
[18]

，

并且发挥着很大的调控作用。另外，Nur77 在癌/癌旁组织中的表达存在一定的差

异。例如，在胰腺癌中，Nur77 的表达为癌组织高于癌旁组织
[19]

；而在肝癌中，

则是癌旁高于癌组织 
[20]

。 

1.4 Nur77 与蛋白的相互作用 

研究表明，Nur77 可以通过与很多酶、底物蛋白质发生结合，引起 Nur77

或者底物蛋白生物活性的改变，从而调控它们的生理活性。例如，当 Nur77 与甲

基化酶 PRMT1 的催化活性结构域结合时，就会使其甲基化活性被抑制
[21]

。而当

糖皮质激素受体（glucocorticoid receptor，GR）与 Nur77 的 DBD 结合时，Nur77

的转录活性就会被抑制。当 GR 的第 461 位赖氨酸（Lys）突变为精氨酸（Arg）

时，在不激活 AP-1 和 NF-κB 的情况下，仍然可以抑制 Nur77 的转录活性，进一

步证明 GR 不是通过调控 Nur77 上游基因来影响 Nur77，而是通过直接与 Nur77

相互结合来抑制其转录激活活性的
[22]

。当乙酰化酶 p300 与 Nur77 相互结合时，

p300 的乙酰基转移酶的活性就会被抑制，其下游蛋白如 ER、AR、GR 等转录因

子的乙酰化受到抑制，进一步抑制了它们的转录激活活性
[23]

。 

1.5 Nur77 的磷酸化 

磷酸化修饰是 Nur77 一种重要的翻译后修饰，共 598 个氨基酸残基的

Nur77，包含 69 个丝氨酸残基（Ser）、29 个苏氨酸残基（Thr）以及 15 个酪氨酸

残基（Tyr），如此高的比例为其发生磷酸化修饰提供了可能
[24]

。研究表明，PKA

使得 Nur77 第 327、340、350 位丝氨酸发生磷酸化，其中，第 327 和 350 位丝氨

酸的磷酸化会导致 Nur77 结合 DNA 的活性下降，进而影响其转录活性
[25]

。磷酸

化修饰对 Nur77 亚细胞定位也有一定的影响。NGF 刺激 PC12 细胞时，MAPK

会磷酸化 Nur77 第 105 位丝氨酸，暴露出其 DND 区域的核输出信号，导致 Nur77

转运到细胞浆
[26]

。 
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1.6 Nur77 的生物学功能 

1.6.1 Nur77 与增殖 

作为一种受到生长因子刺激的立早基因，Nur77 在细胞增殖过程中发挥着

既可以促进增殖又可以抑制增殖的双向作用。一方面，由于 Nur77 蛋白水平会在

生长因子和有丝分裂原刺激下提高，Nur77 一般被认为是促进增殖的。例如，在

肺癌细胞系中，Nur77 在血清的刺激下，可以促进增殖
[27]

。在前成脂肪细胞中，

Nur77 调控 Cyclin D 和 Cyclin E，促进细胞的增殖
[28]

。我们实验室发现，蛋白异

构酶 Pin1 可以使 Nur77 异构化，募集 p300 进而使 Cyclin D2 表达提高，促进了

细胞的增殖。另一方面，Nur77 在一些情况下也会抑制细胞的增殖。在研究血管

平滑肌细胞增殖的实验中，对小鼠进行颈动脉结扎，发现过表达 Nur77 的转基因

小鼠血管平滑肌细胞增殖速度比野生型小鼠慢；而低表达 Nur77 的转基因小鼠则

表现出血管平滑肌细胞比野生型小鼠增殖快的现象
[29]

。我们实验室在肝癌的研

究中发现，无论是细胞、小鼠还是临床组织中，Nur77 都会抑制增殖。 

1.6.2 Nur77 与凋亡 

1994 年，通过比较负显性突变体 DN-Nur77 小鼠和表达 Nur77 小鼠提取的

胸腺细胞的凋亡率，发现后者的凋亡率高于前者，Woronicz 首次证实了 Nur77

促进细胞凋亡这一现象
[30]

。 

关于 Nur77 调控凋亡的机制，至今存在两种观点。一种观点认为 Nur77 可

以启动与凋亡相关的基因表达，进而来诱导凋亡的发生。作为一种转录因子
[31]

，

在 TPA 诱导 LNCaP 细胞凋亡的过程中，Nur77 表达提高，启动了凋亡相关基因

E2F1 的表达，进而实现了凋亡的发生
[32]

。另外一种观点则认为，Nur77 是通过

靶向线粒体进而触发细胞凋亡的发生。当 Nur77 靶向定位到线粒体膜时，线粒体

膜通透性增强，会释放诸如 caspases 酶前体、细胞色素 C 等凋亡前体分子，同

时，一种激活核酸酶的凋亡诱导因子的释放也会增强，最终启动了凋亡生理现象

[33]
。 
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2 DNA 甲基化修饰 

所谓 DNA 甲基化（DNA methylation）是指通过 DNA 甲基转移酶的作用，

基因组 CpG 岛内二核苷酸的胞嘧啶第 5 位碳原子共价结合一个甲基基团。作为

一种基因修饰，DNA 甲基化很早便为人所知，并且是一种稳定的、可遗传的修

饰。很多高等生物细胞中，在 DNA 合成之后，胞嘧啶会发生甲基化修饰
[34]

。很

多研究结果表明，DNA 甲基化会导致染色体结构、DNA 与蛋白质相互作用方式、

DNA 构象和 DNA 稳定性等的改变，进一步调控基因的转录表达。DNA 甲基化

修饰在表观遗传学和表观基因组学研究中占有重要地位。 

2.1 DNA 甲基化的发现 

1961 年，Josse
[35]

和 Swartz
[36]

在研究 DNA 序列时发现，很多动物的 DNA

序列中，CpG 序列的含量总是低于理论计算得到的含量。例如，在人的 DNA 中，

当鸟嘌呤（G）和胞嘧啶（C）的总含量占 DNA 脱氧核糖核苷酸含量的比例为

0.4 时，按照数学概率计算得到 CpG 的比例应当是 0.2*0.2=0.04。然而，实际上

CpG 出现的概率为 0.008，即远远低于理论值。基于这种情况，1977 年，Salser

等提出，CpG 含量的降低是由于 DNA 发生了甲基化修饰，因为在动物中，CpG

是主要的甲基化序列。近年来，新的科研进展也再次证明这一观点
[37]

。 

随着对基因组甲基化研究的深入，科学家发现，无论是原核生物还是真核

生物，基因组都存在甲基化修饰。在原核生物中，DNA 甲基化在胞嘧啶和腺嘌

呤脱氧核糖核苷酸残基上，并且会发生在一些持家系统中
[38]

。然而，在多细胞

真核生物中，甲基化几乎限定在胞嘧啶脱氧核糖核苷酸残基上，并且与限制染色

体状态和抑制基因表达相关
[39]

。科学家还发现，在小鼠中，甲基化对于生长发

育至关重要，因为当靶向敲除 DNA 甲基转移酶时会导致小鼠致死
[40]

。 

在机体处于正常状态时，人类基因组中的垃圾序列含有数量比较少 CpG 二

核苷酸序列，而且常常是甲基化状态。在人类基因组中，大小介于 100-1000 bp

并且含有数量较多 CpG 二核苷酸序列的 CpG 岛往往是非甲基化状态，负责一半

以上基因组的编码。在结构基因中，CpG 含量比较高，约 60%～90%的 CpG 结

构会发生甲基化，当 CpG 没有被甲基化，会以成簇的形式组成 CpG 岛。结构基
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