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Abstract
AIM: To investigate the expression of four 
mRNA isoforms of the p53 up-regulated 
modulator of apoptosis (PUMA) gene in gastric 
cancer tissue and cell lines.

METHODS: The open reading frames of four 
mRNA isoforms of the PUMA gene were analyzed 
by bioinformatics method. The expression of these 
four mRNA isoforms in gastric cancer tissue, nor-
mal tissue and two gastric cancer cell lines were 
detected by semi-quantitative reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: PUMA-α and -β were positively ex-
pressed in normal tissue, but hardly detected in 
cancer tissue (t = 9.492 and 15.875, respectively; 

both P < 0.05). PUMA–γ and –δ were expressed 
both in cancer tissue and normal tissue, and 
their expression levels were significantly higher 
in tumor-adjacent tissue than in cancer tissue (t 
= 4.823 and 4.056, respectively; both P < 0.05). 
The expression of the four PUMA isoforms was 
detected in the two gastric cancer cell lines. The 
expression level of PUMA-β was significantly 
higher in low-differentiated BGC-823 cells than 
in moderately differentiated SGC-7901 cells (t = 
8.710, P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of PUMA isoforms 
is down-regulated in gastric cancer tissue and may 
be negatively correlated with the pathogenesis of 
gastric cancer. The expression of PUMA-β may be 
involved in gastric cancer cell differentiation.
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摘要
目的:  研 究p 5 3 正 向 细 胞 凋 亡 调 控 因 子
(PUMA)基因的四种剪接体(PUMA-α, -β, -γ及
-δ)在胃癌组织及细胞中的表达特点.

方法: 应用生物信息学分析PUMA基因四种剪
接体的结构特点; 同时利用半定量逆转录聚
合酶链反应(RT-PCR)检测胃癌组织、癌旁组
织及不同胃癌细胞系BGC-823和SGC-7901细
胞中四种剪接体的mRNA表达水平.  

结果: PUMA-α和-β在癌旁组织中表达阳性, 
但在癌组织中表达难以检测, 差异显著(t  = 
9.492, 15.875, 均P <0.05); PUMA-γ和-δ在癌
旁及癌组织中均可见表达, 且在癌旁组织中
的表达量显著高于癌组织(t  = 4.823, 4.056, 
P <0.05). PUMA-α, -γ及-δ在胃癌不同分化程
度的细胞系BGC-823(低分化)及SGC-7901(中
分化)中均有表达, 但两细胞系间无统计学差
异. 而PUMA-β在BGC-823中的表达明显高于
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■背景资料
PUMA基因是首
先在结肠癌细胞
中发现的具有强
大 的 促 凋 亡 作
用 的 B c l - 2 家 族
BH3-only亚家族
中 的 一 员 .  该 基
因转录后形成四
种不同的剪接体
(PUMA-α, -β, -γ
及-δ).目前国内外
对于PUMA基因
剪接体对胃癌的
形成作用研究相
对较少.

■同行评议者
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SGC-7901细胞(t  = 8.710, P <0.05).

结论: PUMA四种剪接体在胃癌组织中的表达
下调, 与癌的发生呈负相关; PUMA-β的表达
还可能与细胞的分化程度有关.

关键词: p53 正向细胞凋亡调控因子; 胃癌; 细胞凋

亡; 表达
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0  引言

p53正向细胞凋亡调控因子(p53  up-regu la ted 
modulator of apoptosis, PUMA)基因[1,2]是首先在

结肠癌细胞中发现的具有强大促凋亡作用的

Bcl-2家族BH3-only亚家族中的一员. 该基因具有

4个外显子(1a或1b, 2, 3, 4)和三个内含子, 转录后

形成四种不同的剪接体(PUMA-α, -β, -γ及-δ). 研
究发现PUMA-α和-β编码的蛋白中含有PUMA促

凋亡活性所必需的BH3功能结构域, 而PUMA-γ
和-δ编码的蛋白中缺乏该结构域[1-3]. PUMA的促

凋亡活性不仅取决于BH3结构域, 也取决于C末
端的线粒体定位序列[4]. PUMA各剪接体之间的

表达关系目前尚不清楚. 胃癌是一种常见的恶性

肿瘤, 据全球肿瘤发病和癌症死亡率的第2位[5]. 
在我国, 其发病率高据各类肿瘤之首. 胃癌的发

生是一个多基因多步骤渐进的过程. 胃癌细胞的

某些基因表达与细胞凋亡状况有关. 目前国内外

对于PUMA基因剪接体对胃癌的形成作用研究

相对较少. 本实验主要研究PUMA基因的四种剪

接体在胃癌组织及细胞中的表达特点, 为进一步

研究其作用机制打下实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 PUMA四种剪接体核酸序列来源于NCBI
已注册的基因序列(登录号: NM_001127240). 试
验所需要的胃癌及相对应的癌旁组织均来自于

江苏大学附属医院, 病理诊断均为腺癌. 试验样

本是在肿瘤组织脱离患者后立即取材, 置于液氮

中冷藏. 胃癌细胞系BGC-823和SGC-7901细胞由

本实验室保存. DMEM培养液为Gibco公司产品, 
小牛血清为兰州民海生物工程有限公司产品, 逆
转录试剂盒购自Fermantance公司. 
1.2 方法 
1.2.1 PUMA四种剪接体生物信息学分析: 采用
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PUMA四种剪接体进行生物信息学分析. 
1.2.2  细胞培养 :  人胃癌细胞系B G C-823及
SGC-7901细胞采用DMEM培养液(含10%的小

牛血清), 在CO2培养箱中进行常规培养, 隔天换

液, 细胞传代时用0.25%胰蛋白酶消化细胞. 
1.2.3 胃癌组织总RNA的提取: 在用液氮预冷的

研钵中加入适量的样品, 加液氮研磨, 磨成均匀

的粉末, 加入1 mL的TRIzol混匀, 转移至灭菌的

Eppendorf管中; 加入0.2 mL氯仿, 剧烈摇匀, 静
置2-3 min; 12 000 r/min, 15 min, 4 ℃离心; 吸
取上层无色水至另一Eppendorf管; 加入等量异

丙酚, 颠倒混匀, 静置10 min; 12 000 r/min, 15 
min, 4 ℃离心, 弃上清. 加入750 mL/L乙醇洗涤, 
12 000 r/min, 5 min, 4 ℃离心; 弃上清, 加入无水

乙醇, 颠倒混匀, 12 000 r/min, 5 min, 4 ℃离心; 
弃上清, 沉淀5-10 min. 加入DEPC处理水, 混匀, 
测吸光度(A )值待用. 
1.2.4 RT-PCR检测相关基因: 按照逆转录试剂盒

说明书将组织及细胞的总RNA逆转录成cDNA, 
以β-ac t in为内参照行PCR反应. PUMA基因4
种不同剪接体的引物序列见表1. 反应条件为: 
95 ℃ 5 min, 95 ℃ 40 s, 61 ℃-71 ℃ 40 s, 72 ℃ 
45 s, 40个循环, 72 ℃ 10 min. 产物于2%琼脂凝

胶电泳, 以凝胶成像系统分析结果, 计算各目

的条带与内参条带吸光度比值, 以其表示各组

mRNA含量的相对强度.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件, 采用

成组资料t检验, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 PUMA四种剪接体生物信息学 PUMA-α 
ORF(open reading frame)为582 bp, 含外显子2, 3
和4; -β的ORF为396 bp, 含外显子1, 3和4; -γ的
ORF为786 bp, 含外显子1, 2, 3和4; -δ的ORF为
306 bp, 只含有外显子1和4. 且PUMA-γ比-α的2
号外显子多15 bp; -γ, -δ含有的外显子4比-α和-β
长101 bp(图1, 2).
2.2  P U M A剪接体在胃癌及癌旁组织中的表

www.wjgnet.com

PUMA-α

PUMA-β  

PUMA-γ

PUMA-δ

582 bp

396 bp

786 bp

306 bp

274 bp 191 bp 117 bp

191 bp 117 bp

289 bp 191 bp 218 bp88 bp

88 bp

88 bp 218 bp

图  1  PUMA四种剪接体的结构.

■研发前沿
近年PUMA基因
的诱导凋亡作用
与肿瘤的相关性
研究成为热点.

■相关报道
张 克 君 等 发 现
PUMA在胰腺癌
组织中阳性率低
于正常胰腺组织.
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达 PUMA-α, -β在癌旁组织中表达阳性, 但在

胃癌组织中表达难以检测到(t  = 9.492, 15.875, 
P <0.05); -γ, -δ在癌旁及癌组织中均有表达, 并

且在癌旁组织中表达量显著高于胃癌组织(t  = 
4.823, 4.056, P <0.05, 图3, 4). 
2.3 PUMA剪接体在胃癌BGC-823和SGC-7901
细胞中的表达 PUMA四种剪接体在胃癌不同分

化程度的细胞系BGC-823和SGC-7901细胞中

均有表达, 且PUMA-β在低分化的BGC-823细胞

中表达量明显高于中分化的SGC-7901细胞(t = 
8.710, P <0.05, 图5, 6).

3  讨论

p53作为转录调控子, 在与特异的DNA序列(p53
结合位点)结合后, 促使其转录. 很多重要的与

细胞周期以及细胞凋亡相关的基因都能被p53
调控. PUMA基因作为p53下游靶基因, 是p53诱
导凋亡途径中的关键介导者. PUMA[3]上游启

图  2  PUMA四种剪接体核苷酸序列比对. 灰色阴影部分为编码BH3结构域的核酸序列, 黑色阴影部分为线粒体定位序列.

PUMA-α  ---------------------------------------------------------------------------------------           -
PUMA-β   ATGAAATTTGGCATGGGGTCTGCCCAGGCATGTCCATGCCAGGTGCCCAGGGCTGCTTCCACGACGTGGGTCCCCTGCCA          80
PUMA-γ   ATGAAATTTGGCATGGGGTCTGCCCAGGCATGTCCATGCCAGGTGCCCAGGGCTGCTTCCACGACGTGGGTCCCCTGCCA          80
PUMA-δ  ATGAAATTTGGCATGGGGTCTGCCCAGGCATGTCCATGCCAGGTGCCCAGGGCTGCTTCCACGACGTGGGTCCCCTGCCA          80

PUMA-α  GCGGAGCAGCACCTGGAGTCGCCCGTGCCCAGCGCCCCGGGGGCTCTGGCGGGCGGTCCCACCCAGGCGGCCCCGGGAGT      377
PUMA-β   GCGGAGCAGCACCTGGAGTCGCCCGTGCCCAGCGCCCCGGGGGCTCTGGCGGGCGGTCCCACCCAGGCGGCCCCGGGAGT      191
PUMA-γ    GCGGAGCAGCACCTGGAGTCGCCCGTGCCCAGCGCCCCGGGGGCTCTGGCGGGCGGTCCCACCCAGGCGGCCCCGGGAGT      480
PUMA-δ  --------------------------------------------------------------------------------        -

*            420              *           440               *           460              *           480

*           500              *           520                BH3          540              *   

PUMA-α  AGCGGCGGAGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      537
PUMA-β    AGCGGCGGAGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      351
PUMA-γ    AGCGGCGGAGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      640
PUMA-δ    --------AGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      160

*           580                                                            620              *           640

PUMA-α  CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAG-----------------------------------      582
PUMA-β    CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAG-----------------------------------      396
PUMA-γ    CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAGGTGCCTGCACCCGCCCGGTGGACGTCAGGGACTCG      720
PUMA-δ    CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAGGTGCCTGCACCCGCCCGGTGGACGTCAGGGACTCG        240

*           660               *           680              *            700              *           720

PUMA-α   ------------------------------------------------------------------       -
PUMA-β    ------------------------------------------------------------------       -
PUMA-γ    GGGGGCAGGCCCCTCCCACCTCCTGACACCCTGGCCAGCGCGGGGGACTTTCTCTGCACCATGTAG      786
PUMA-δ    GGGGGCAGGCCCCTCCCACCTCCTGACACCCTGGCCAGCGCGGGGGACTTTCTCTGCACCATGTAG      306

*           740               *           760              *            780      

PUMA-α  CCGCGGGGAGGAGGAACAGTGGGCCCGGGAGATCGGGGCCCAGCTGCGGCGGATGGCGGACGACCTCAACGCACAGTACG      457 
PUMA-β   CCGCGGGGAGGAGGAACAGTGGGCCCGGGAGATCGGGGCCCAGCTGCGGCGGATGGCGGACGACCTCAACGCACAGTACG      271 
PUMA-γ    CCGCGGGGAGGAGGAACAGTGGGCCCGGGAGATCGGGGCCCAGCTGCGGCGGATGGCGGACGACCTCAACGCACAGTACG      560 
PUMA-δ  -------------------------------------------------------------------------------         -

线粒体定位序列

*           20           *           40           *          60            *          80

PUMA-α   -------------------------ATGGCCCGCGCACGCCAGGAGGGCAGCTCCCCGGAGCCCGTAGAGGGCCTGGCCCGC          57 
PUMA-β   GATTTGTG----------------------------------------------------------------------           88
PUMA-γ   GATTTGTGGCCCCAGGGAGCGCCATGGCCCGCGCACGCCAGGAGGGCAGCTCCCCGGAGCCCGTAGAGGGCCTGGCCCGC        160
PUMA-δ  GATTTGTG----------------------------------------------------------------------          88

*           100               *           120              *            140              *           160

PUMA-α  GACGGCCCGCGCCCTTCCCGCTCGGCCGCCTGGTGCCCTCGGCAGTGTCCTGCGGCCTCTGCGAGCCCGGCCTGGCTGC      137
PUMA-β   ------------------------------------------------------------------------------         -
PUMA-γ   GACGGCCCGCGCCCTTCCCGCTCGGCCGCCTGGTGCCCTCGGCAGTGTCCTGCGGCCTCTGCGAGCCCGGCCTGGCTGC      240
PUMA-δ   ------------------------------------------------------------------------------         -

*           180               *           200              *            220              *           240

PUMA-α  CGCCCCCGCCGCCCCCACCCTGCTGCCCGCTGCCTACCTCTGCGCCCCCACCGCCCCACCCGCCGTCACCGCCGCCCTGG      217
PUMA-β   ------------------------------------------------------------------------------         -
PUMA-γ   CGCCCCCGCCGCCCCCACCCTGCTGCCCGCTGCCTACCTCTGCGCCCCCACCGCCCCACCCGCCGTCACCGCCGCCCTGG      320
PUMA-δ   ------------------------------------------------------------------------------         -

*           260               *           280              *            300              *           320

PUMA-α  GGGGTTCCCGCTGGCCTGGGGGTCCCCGCAGCCGGCCCCGAGGCCCGCGCCCGGACGGTCCTCAGCCCTCGCTCTCGCTG      297
PUMA-β   ---------------------------------------------------------GTCCTCAGCCCTCGCTCTCGCTG      111
PUMA-γ   GGGGTTCCCGCTGGCCTGGGGGTCCCCGCAGCCGGCCCCGAGGCCCGCGCCCGGACGGTCCTCAGCCCTCGCTCTCGCTG      400
PUMA-δ   --------------------------------------------------------------------------             -

*           340               *           360              *            380              *           400

表  1  PUMA基因4种剪接体的PCR引物

     
剪接体

      全长                              
引物序列

                     片段大小

	 (bp)			                      (bp)

PUMA-α   582  上游 5' cggacggtcctcagccctcgctct 3'    268

	          下游 5'aggagtcccatgatgagattgtaca 3'

PUMA-β   396  上游 5' tgccagatttgtggtcctcagccct 3'     275

	          下游 5'aggagtcccatgatgagattgtaca 3'

PUMA-γ   786  上游 5' cggacggtcctcagccctcgctct 3'      335              

	         下游 5' ccaccgggcgggtgcaggcacctaat 3'

PUMA-δ   306  上游 5' gccagatttgtgagacaagaggagc 3'  150

	         下游 5' ccaccgggcgggtgcaggcacctaat 3'

■创新盘点
本研究首次研究
了PUMA基因四
种剪接体在胃癌
组织及细胞中的
表 达 特 点 , 发 现
PUMA剪接体与
癌 的 发 生 可 能
成 负 相 关 , 同 时
PUMA-β还可能
与细胞分化程度
有关.
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动子序列中含有p53结合位点, 受到凋亡信号刺

激后, p53可以直接与其靶位点结合, 从而促进

PUMA基因的转录及其蛋白的表达. 多个试验证实

转染外源性的p53基因或由γ射线照射、DNA损伤

药物、缺氧和NO等引起内源性p53表达上调引发

的促细胞凋亡作用是通过上调PUMA介导的[2-4,6-8]. 
p53突变型和p53缺失的细胞在受到损伤后没有

发现PUMA的上调, 也不发生细胞凋亡; 而在突

变或缺失p53的细胞中转入野生型p53会恢复对

PUMA的上调作用并促进细胞凋亡[7,9]. 但PUMA
又有别于其他p53靶基因, 他也可以由非p53依
赖途径诱导细胞凋亡, 例如糖皮质激素[10], E2F1
转录因子[11], JUN氨基端激酶[12]等都可以激活

PUMA的表达. 
本研究发现P U M A四种剪接体在胃癌癌

旁组织中均有表达, 而在胃癌组织中PUMA-α, 
-β表达却难以检测到, -γ, -δ与癌旁组织相比表

达下调, 差异有统计学意义. 张克君等[13]发现

PUMA在胰腺癌组织中阳性率低于正常胰腺组

织, 我们的结论与此观点相似. 分析PUMA-α, 
-β, -γ及-δ在胃癌组织中表达下调可能是由于一

方面p53在肿瘤组织中发生了突变, 从而导致其

下游的靶基因(如PUMA)表达缺失或活性减弱; 
Tannapfel等[14]及Sud等[15]研究发现胃癌组织中

存在p53基因突变. 这也就证实了试验中发现胃

癌组织中PUMA四种剪接体表达下调, 与肿瘤的

发生呈负相关. 另一方面PUMA具有促凋亡作

用, PUMA表达高则加快细胞凋亡, 表达低则减

缓细胞凋亡[16,17]. PUMA-α, -β具有明确的促凋亡

作用, 其在胃癌组织中的表达难以检测到可能

与肿瘤的生成有一定关系. 有研究报道[1,2]-γ, -δ
编码的蛋白缺乏BH3结构域, 因此其可能不具有

强大的促凋亡作用. 但PUMA的促凋亡作用不仅

与BH3结构域有关, 还取决于C末端的线粒体定

位序列. 并且在实验中发现-γ, -δ在癌旁及癌组

织中mRNA的表达水平有统计学差异, 所以-γ, -δ
可能也具有一定的促凋亡作用, 或者-γ, -δ对-α
和-β有调节作用. 但其具体的作用机制还有待进

一步研究.
P U M A - β在胃癌不同分化程度细胞系

BGC-823(低分化)和SGC-7901(中分化)细胞中

表达存在统计学差异, 而其他剪接体在这两种

1230                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2010年4月28日      第18卷      第12期

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

相
对

表
达

量

癌旁
癌组织

1             2             3             4

图  4  PUMA四种剪接体在组织中的相对表达量. 1: PUMA-α; 

2: PUMA-β; 3: PUMA-γ; 4: PUMA-δ.
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图  6  PUMA四种剪接体在组织中的相对表达量. 1: PUMA-α; 

2: PUMA-β; 3: PUMA-γ; 4: PUMA-δ.

图  3  PUMA四种剪接体在组织中的PCR扩增. A: 内参

β-actin, a: 癌组织, b: 癌旁组织; B: PUMA四种剪接体在胃癌

组织中的表达, C: PUMA四种剪接体在胃癌癌旁组织中的表

达. 1: PUMA-α; 2: PUMA-β; 3: PUMA-γ; 4: PUMA-δ; M: 

DL-2000 Marker.
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图  5  PUMA四种剪接体在细胞中的PCR扩增. A: 内参

β-actin, 1: BGC, 2: SGC; B: PUMA-α, 1: BGC, 2: SGC; C: 

PUMA-β, 1: SGC, 2: BGC; D: PUMA-γ, -δ, 1, 3: BGC, 2, 4: 

SGC. M: DL-2000 Marker.
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■应用要点
本研究为PUMA成
为肿瘤基因治疗
打下了理论基础.
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细胞系中表达无统计学意义.王培新等[18]以p53  
cDNA为探针, 用Southern印迹法对人胃癌细胞

系BGC-823进行了检测, 发现该细胞系中p53存
在突变. 张青云等[19]发现SGC-7901细胞属于p53  
突变型. 由此可见在这两种胃癌细胞系均存在

p53突变. PUMA-α, -γ及-δ在这两种细胞系间表

达无统计学差异可能与此相关. 而-β在两种细胞

系间表达存在差异, 提示PUMA-β的表达可能与

细胞的分化程度有关, 其进一步关系还有待深

入研究.
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