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核受体NR4A1基因表达特征泛癌分析
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摘 要:目的 核受体亚家族4A组成员1(NR4A1;又称Nur77/TR3/NGFIB)是核受体超家族成员,表达为调节多个靶

基因表达的早期反应基因。它影响着肿瘤的发生和患者生存,但尚不清楚 NR4A1在不同癌症类型中的表达水平、预后

结果、免疫浸润关联等。方法 使用TCGA和GEO数据库对NR4A1进行泛癌分析,从基因表达、生存状态、基因改变、
蛋白磷酸化、免疫浸润以及相关的细胞途径等方面探讨 NR4A1在不同肿瘤发生和临床预后中的潜在分子机制。结果

 NR4A1在大多数肿瘤中低表达,并且与癌症患者的预后有一定的相关性。在肺腺癌中 NR4A1S218磷酸化水平较

低,NR4A1在多数癌症中的表达与肿瘤相关成纤维细胞浸润有关。此外,结合蛋白和 RNA 代谢相关功能参与到

NR4A1的作用机制中。结论 NR4A1的表达与临床预后、蛋白磷酸化、免疫细胞浸润、肿瘤突变负荷之间存在统计相

关性,这有助于从临床肿瘤样本的角度来理解NR4A1在肿瘤发生中的作用。
关键词:NR4A1;肿瘤;磷酸化;预后;免疫浸润
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Pan-canceranalysisofthegeneexpressioncharacteristicsofnuclearreceptorNR4A1

TianZhe1,2,CenLilan1,JiangYujie2,LiaoPinhu3
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  Abstract: Objective Member1ofnuclearreceptorsubfamily4A(NR4A1orNur77/TR3/NGFIB)isa
memberofthenuclearreceptorsuperfamilyandisexpressedasanearlyresponsegenethatregulatestheex-
pressionofmultipletargetgenes.Itaffectstumorgenesisandpatientsurvival,butthecorrelationbetween
NR4A1expressionsandtheprognosisandimmuneinfiltrationindifferentcancertypesisstillunclear. Meth-
ods Apan-canceranalysisofNR4A1wasperformedbyTCGAandGEOdatabasestoexplorethepotential
molecularmechanismsofNR4A1inthegenesisandclinicalprognosisofdifferenttumors.Itwasanalyzedin
termsofgeneexpression,survivalstatus,genechanges,proteinphosphorylation,immuneinfiltration,andre-
latedcellularpathways. Results NR4A1waslowexpressedinmosttumorsandwasassociatedwithprogno-
sisincancerpatients.ThephosphorylationlevelofNR4A1S218waslowinlungadenocarcinoma.Theexpres-
sionofNR4A1inmostcancerswasassociatedwithtumor-associatedfibroblastinfiltration.Furthermore,bind-
ingproteinandRNAmetabolism-relatedfunctionswereinvolvedinthemechanismofNR4A1. Conclusion 
NR4A1expressionisstatisticallycorrelatedwithclinicalprognosis,proteinphosphorylation,immunecellinfil-
tration,andtumormutationload,whichhelpstounderstandtheroleofNR4A1intumorgenesisfromtheper-
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spectiveofclinicaltumorsamples.
  Keywords: NR4A1;cancer;phosphorylation;prognosis;immuneinfiltration

  核受体亚家族4A组成员1(NR4A1)定位于人12
号染色体,是立刻早期反应基因之一[1]。接受信号刺

激后NR4A1分子构象发生变化,通过对靶基因调控

区的识别和结合发挥转录调控作用,广泛参与细胞分

化和增殖、肿瘤发生和凋亡、代谢控制、血管重塑等环

节[2-5]。泛癌分析是将多组学进行整合分析,检查不同

癌症类型中发现的基因组和表达变化之间的相似与差

异[6]。尽管基于细胞或动物的新证据支持NR4A1与

癌症之间的联系,但目前鲜少有关于 NR4A1泛癌分

析可用。本研究通过癌症基因组图谱(thecancerge-
nomeatlas,TCGA)和基因表达综合数据库(geneex-
pressionomnibus,GEO),探索NR4A1在大多数肿瘤

中的 表 达 情 况,并 与 其 预 后 做 相 关 性 分 析。分 析

NR4A1在癌症中的表达与肿瘤微环境中的肿瘤相关

成纤维细胞(cancer-associatedfibroblasts,CAFs)的
关系。通过泛癌分析提供一个对NR4A1在不同肿瘤

中致癌作用的相对全面的理解。
1 方法

1.1 基因表达情况 通过TIMER2(tumorimmune
estimationresource,version2)工具挖掘TCGA数据

库中NR4A1在不同癌症(或特定癌症亚型)和正常组

织中的表达差异。使用 GEPIA2工具(geneexpres-
sionprofilinginteractiveanalysis,version2)来获得癌

症组织与GTEx数据库中相应正常组织之间表达差

异的箱线图(boxplot)。参数设置:Log2FCcutoff=1,
P-valuecutoff=0.01。此外,还通过 GEPIA2明确

NR4A1在所有 TCGA癌症不同病理分期的表达水

平,计算每百万转录本(transcriptpermillion,TPM)
值,用Log2(TPM+1)量表显示 NR4A1的表达水平

并绘制成小提琴图(violinplot)。明确基因表达水平

后,利用Ualcan挖掘TCGA数据库中NR4A1的蛋白

表达水平。本次研究选取子宫内膜癌(uterinecorpus
endometrialcarcinoma,UCEC)、肺腺癌(lungadeno-
carcinoma,LUAD)的有效数据集。
1.2 生存预后分析 通过GEPIA2获取所有TCGA
癌症类型中 NR4A1对总生存期(overallsurvival,
OS)和无病生存期(disease-freesurvival,DFS)的生存

贡献。选择合适的表达阈值以区分高表达人群和低表

达人群(Cutoff-High=50%;Cutoff-Low=50%)。假

设检验采用Mentel-Cox检验,绘制单基因生存分析图

(Kaplan-Meier曲线)。
1.3 NR4A1基因变异情况 在超过28种疾病谱,总
计10967个样本数中,利用 TCGA 泛 癌 图 谱 研 究

(TCGApancanceratlasstudies)查询NR4A1的基因

改变特征,观察所有TCGA肿瘤中NR4A1的突变频

率(alterationfrequency)、突变类型(mutationtype)以

及拷贝数变化(copynumberalteration)结果。比较

TCGA癌 症 病 例 中 有 无 NR4A1基 因 改 变 对 OS、
DFS、无进展生存期(progression-freesurvival,PFS)
和疾病特异生存率(disease-specificsurvival,DSS)影
响差异数据,生成具有对数秩 P 值的 Kaplan-Meier
图。
1.4 NR4A1蛋白磷酸化情况 通过uniprot软件

(https://www.uniprot.org/)找到NR4A1蛋白对应

的ID,然后输入到SMART工具找到蛋白结构域。利

用Ualcan明确各种癌症中的磷酸化位点及表达水平,
并将提示的磷酸化位点组合到蛋白结构域上。
1.5 免疫浸润分析 在TIMER2网络服务器中探索

所有TCGA肿瘤中NR4A1表达与免疫浸润的关联。
着重介绍 NR4A1与CAFs浸润的相关性,应用EP-
IC、MCPCOUNTER、XCLL、TIDE算法进行免疫浸

润评估。肿瘤纯度是本分析中主要的混杂因素[7],根
据纯度调整后的Spearman’s等级相关检验得到P 值

和偏相关系数(partialcorrelation,COR)值。数据以

热图和散点图的形式可视化。
1.6 NR4A1相关基因富集分析 使用STRING查

询蛋白名称及物种(NR4A1;homosapiens),随后设置

以下参数:最低关系分数(minimumrequiredinterac-
tionscore)设置为低可信度0.150;线条颜色表示交互

证据的类型;显示的交互对象的最大数量:不超过50
个;交互来源:实验。最后,筛选出50个有实验验证的

与NR4A1结合的蛋白。利用GEPIA2进行相关性分

析,基于TCGA和GTEx数据集,选取与 NR4A1相

关性前100的基因,并从中选取相关基因与 NR4A1
进行成 对 基 因 的 Pearson相 关 分 析。散 点 图 采 用

log2TPM,给出P 值和相关系数R 。根据上一步选择

的相关性基因,制作所选基因与 NR4A1的相关性热

图。为了进一步筛选基因,使用交互式韦恩图(Venn
diagram)查看器Jvenn将相关性的100个基因与蛋白

互作的50个基因进行交集分析。此外,把两组数据合

并进行 KEGG(kyotoencyclopediaofgenesandge-
nomes)通路分析。通过将基因列表上传至 DAVID
(databaseforannotation,visualization,andintegrated
discovery),并选择“OFFICIAL_GENE_SYMBOL”和
“homosapiens”分别作为基因标识符和物种,获得了

功能注释图的数据。最后用一种用于数据分析和可视

化的在线平台(http://www.bioinformatics.com.cn)
绘制气泡图显示富集的通路。此外,还应用该平台进

行了 GO(geneontoligy)富集分析。对生物学过程

(biologicalprocess,BP)、细胞成分(cellularcompo-
nent,CC)和分子功能(molecularfunction,MF)的数

据可视化。
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2 结果

2.1 基因表达数据分析 首先分析 NR4A1在不同

细胞和非肿瘤组织中的表达模式,如图1所示。根据

人类蛋白图谱(humanproteinatlas,HPA)、GTEx和

哺乳动物基因组功能注释5(functionannotationof
themammaliangenome5,FANTOM5)数据集的组

合,发现NR4A1在肾上腺、支气管、睾丸中蛋白表达

最高,其次是大脑皮层和海马区(见图1a)。然而,
NR4A1在所有检测到的组织中都有表达,显示出较低

的组织特异性。当分析 HPA/Monaco/Schmiedel数

据集中不同血细胞中的NR4A1mRNA表达时,出现

血细胞类型特异性富集组:非经典单核细胞(non-clas-
sicalmonocyte)、中间单核细胞(intermediatemono-
cyte)(见图1b)。另外,分析单细胞类型中 NR4A1
mRNA表达水平时发现2型肺泡上皮细胞、平滑肌细

胞、粒细胞中NR4A1mRNA水平增强(见图1c)。利

用肽图谱(peptideatlas)中基于质谱的血浆蛋白质组

学进行量化,未检测到血浆中NR4A1的蛋白浓度,预
计细胞内NR4A1蛋白未主动分泌到血液中。

注:a:组织中NR4A1蛋白表达数据集;b:血液细胞中NR4A1mRNA表达数据集;c:单细胞

中NR4A1mRNA表达数据集。数据来自 HPA、GTEx、FANTOM5转录组学数据集合。
图1 有关NR4A1在正常组织/细胞/血液中的数据集合

  TIMER2工具挖掘TCGA数据库中NR4A1基因

在各种癌症中表达状况(见图2a)。NR4A1在膀胱尿

路上皮癌(bladderurothelialcarcinoma,BLCA)、乳腺

浸润癌(breastinvasivecarcinoma,BRCA)、头颈鳞状

细胞 癌 (headandnecksquamouscellcarcinoma,
HNSC)、肾透明细胞癌(kidneyrenalclearcellcarci-
noma,KIRC)、肾乳头状细胞癌(kidneyrenalpapillary
cellcarcinoma,KIRP)、肝细胞肝癌(liverhepatocellu-
larcarcinoma,LIHC)、肺腺癌(lungadenocarcinoma,

LUAD)、肺 鳞 癌 (lungsquamouscellcarcinoma,
LUSC)、甲状腺癌(thyroidcarcinoma,THCA)、子宫

内 膜 癌 (uterine corpus endometrialcarcinoma,
UCEC)组织中的表达水平显著低于正常对照组(P<
0.001)。

后续将TCGA与GTEx数据库联合进行分析,补
充GTEx数据集的正常组织作为对照,进一步评估

NR4A1在急性髓细胞样白血病(acutemyeloidleuke-
mia,LAML)、卵巢浆液性囊腺癌(ovarianserouscys-
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tadenocarcinoma,OV)、睾丸癌(testiculargermcell
tumors,TGCT)、胸腺癌(thymoma,THYM)的正常组

织和癌症组织中的表达差异(P<0.01),见图2b。对

于肾上腺皮质癌(adrenocorticalcarcinoma,ACC)、弥
漫性 大 B 细 胞 淋 巴 瘤(lymphoidneoplasm diffuse
largeB-celllymphoma,DLBC)、脑 低 级 别 胶 质 瘤

(brainlowergradeglioma,LGG)、肉 瘤 (sarcoma,
SARC)没有得到显著性差异。

NR4A1总蛋白在LUAD、UCEC组织中的表达均

低于正常组织(P <0.001),见图2c。我们还观察到

NR4A1与BLCA、宫颈鳞癌和腺癌(cervicalsquamous
cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma,
CESC)、肾嫌色细胞癌(kidneychromophobe,KICH)、
TGCT、UCEC病理分期有关(P 均<0.05),见图2d,
其他癌症与之无关。

注:a:分析NR4A1在不同肿瘤或特定肿瘤亚型中的表达情况,*P<0.05;**P<0.01;***P<0.001;
b:TCGA中ACC、DLBC、LAML、LGG、OV、SARC、TGCT、THYM,以GTEx中相应正常组织为对照所

*P<0.001;c:LUAD、UCEC正常组织与原发癌症组织中NR4A1总蛋白表达水平,作箱线图,
***P<0.001;d:分析BLCA、CESC、KICH、KIRC、TGCT、UCEC主要病理分期的表达水平,

采用Log2(TPM+1)为对数标尺。
图2 NR4A1基因在不同肿瘤和病理分期中的表达水平
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2.2 生存数据分析 根据 NR4A1表达水平将肿瘤

划分为高表达组和低表达组。如图3a所示,高表达的

NR4A1与KICH(P=0.027)、KIRC(P=0.009)总
体预后不良有关。NR4A1基因低表达与STAD不良

OS有关(P=0.011)。DFS分析数据显示(见图3b),

KICH 与 DFS无明确相关(P =0.085),KIRC的

NR4A1高表达与DFS预后不良存在相关性。有趣的

是,高表达的NR4A1与THCA总体OS预后差有关,
但却表现出与短期DFS预后良好的相关性。

注:对TCGA中不同肿瘤的总生存期(a)和无病生存期(b)进行NR4A1基因表达分析,得出Kaplan-Meier曲线。

图3 TCGA中NR4A1表达与肿瘤生存预后的关系

2.3 基因变异分析 以 NR4A1扩增为主要变异类

型的 ACC癌症患者 NR4A1基因改变频率最高(>
5%)。UCEC以 NR4A1突 变 为 主,其 改 变 频 率>
3%。值得注意的是,基因改变大约1%的LGG绝大

多数都是NR4A1拷贝数缺失(见图4a)。进一步显示

NR4A1遗传变异的类型和位点(见图4b),我们发现

NR4A1错义突变是主要的遗传变异类型。在1例

UCEC、1例COAD、1例LUAD病例中检测出C4型

锌指结构域中 X292_splice能够使 NR4A1基因292
号位点发生拼接突变。之后,还探讨了 NR4A1基因

改变与不同类型癌症患者临床预后之间的潜在联系。
与无NR4A1基因改变的病例相比,NR4A1改变后与

LUAD患者的 OS(P =0.174)、PFS(P =0.846)、

DFS(P=0.304)、DSS(P=0.431)无显著相关(见图

4c)。

2.4 蛋白磷酸化分析 图5a描绘的是NR4A1蛋白

结构域的示意图。通过CPTAC数据集,比较正常组

织与原发肿瘤组织中 NR4A1磷酸化水平的变化,总
结出NR4A1磷酸化水平发生显著性差异的肿瘤类

型:LUAD。LUAD组织中S218位点上磷酸化水平低

于正常组织(P<0.001),见图5b。这一观察结果值

得进一步的分子检测,以进一步探讨 NR4A1磷酸化

在肿瘤发生中的潜在作用。

2.5 免疫浸润分析 观察到BLCA、BRCA、HNSC
(包括HNSC+HPV-)、KIRP、LUSC、MESO、STAD、

UCS各种癌症中NR4A1的表达与肿瘤相关成纤维细

胞的浸润成正相关,而在 TGCT 呈现负相关(见图

6a)。在此,仅将上述肿瘤其中一种算法产生的相关性

散点图作为代表展现(见图6b)。

2.6 NR4A1相关基因的富集分析 首先筛选出

NR4A1靶向结合蛋白以及与NR4A1表达相关基因,
然后再进行一系列通路富集分析。基于STRING,共
筛选出50个有实验验证的与 NR4A1结合蛋白。图

7a显示了这些蛋白的相互作用网络。利用 GEPIA2
结 合 TCGA 数 据 库 进 行 相 关 性 分 析,并 选 取 与

NR4A1相关性前100的基因。NR4A1的表达水平与

CSRNP1(R=0.72)、ATF3(R=0.7)、NR4A3(R=
0.67)、ZFP36(R=0.66)、CYR61(R=0.64)的表达

水平呈正相关(见图7b)。热图显示(见图7c),在绝大

多数的癌症类型中,NR4A1与上述基因成正相关。进

一步筛选基因,将相关性Top100基因与蛋白互作的

50个基因取交集并筛选出2个共同成员(SMAD7、

MIDN)(见图7d)。
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注:显示了变异类型(a)和突变位点(b)的改变频率。展示出NR4A1改变频率最高的突变位点

(X292_spilice)。该突变位点与LUAD的OS、PFS、DFS、DSS之间的潜在相关性。

图4 TCGA中不同肿瘤NR4A1变异类型

注:NR4A1磷酸化蛋白(S218位点)在正常组织和癌症原发灶中的表达水平。蛋白

结构域示意图(a)显示磷酸化位点位置。LUAD在S218磷酸化表达情况(b)。

图5 NR4A1蛋白磷酸化分析

注:采用不同的算法探讨TCGA各类型癌症中NR4A1基因的表达水平与癌症相关

成纤维细胞浸润水平之间的潜在相关性。用热图(a)和相关性散点图(b)表示。

图6 NR4A1表达与肿瘤相关成纤维细胞免疫浸润之间的相关性分析
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注:利用STRING工具获得了现有实验确定的NR4A1结合蛋白(a)。TCGA项目中排名前100
位的SND1相关基因(b),并分析了NR4A1与所选靶向基因的表达相关性,绘制

相应的热图(c)。对SND1结合基因和相关基因进行了交叉分析(d)。

图7 NR4A1相关基因筛选

  把上述两组数据合并进行 KEGG和GO富集分

析。KEGG数据表明,NR4A1在癌症发病机制中的作

用可能与甲状腺激素信号传导途径(thyroidhormone
signalingpathway)、人类嗜T淋巴细胞病毒1型感染

(HTLV-1infection)、MAPK 信 号 通 路 有 关(见 图

8a)。GO富集分析进一步表明,这些基因大多数与

RNA聚合酶Ⅱ启动子转录调控有关,并且大多数基因

编码产物定位在细胞核上,发挥着结合蛋白质的分子

功能(见图8b)。

注:根据NR4A1结合和相互作用的基因,进行了KEGG通路分析(a)和GO分析(b)。

图8 NR4A1KEGG富集分析和GO分析

3 讨论

通过检索文献,我们没有检索到任何从整体角度

对NR4A1进行泛癌分析的文献。因此,有机会基于

TCGA、CPTAC和 GEO数据库的数据,通过基因表

达、基因改变、蛋白磷酸化等分子特征对不同肿瘤中的

NR4A1基因进行较为全面的检测分析。我们想表示

出NR4A1在癌症组织和正常组织的表达高低,但是

TCGA数据库中某些癌症缺少相邻正常对照或癌旁组
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织高度受限。例如 ACC、DLBC等,所以将TCGA与

GTEx(genotype-tissueexpression)数据库联合进行分

析。Ualcan作为一个全面的、交互式网络资源[8],我
们通 过 门 户 网 站(http://ualcan.path.uab.edu/in-
dex.html)分析癌症 Omics数据,使本次研究能够对

临床蛋白质组肿瘤分析联盟(clinicalproteomictumor
analysisconsortium,CPTAC)确认/发现的数据集进

行蛋白质表达分析。
我们观察到NR4A1在大多数肿瘤中低表达。在

TCGA 数 据 库 中 BLCA、BRCA、HNSC、LUAD、

LUSC、LIHC、THCA、UCEC癌组织中 NR4A1基因

表达低于正常组织。通过以往文献已知,NR4A1过表

达抑制子宫内膜样癌细胞增殖、侵袭和迁移,促进细胞

凋亡[9]。WuHM 等[10]研究三阴乳腺癌(triple-nega-
tivebreastcancer,TNBC)时发现TNBC中NR4A1表

达降低,NR4A1过表达抑制 TNBC生长和侵袭性。
也有报道称NR4A1是急性髓系白血病(acutemyeloid
leukemia,AML)有效抑癌因子,在人AML中被沉默,
而基因的缺失导致AML在小鼠出生后快速发展[11]。
然而,现已报道的文献中,有关NR4A1在癌症中的作

用是矛盾的。miR-506通过减少 NR4A1表达抑制结

直肠癌细胞的增殖、迁移[12]。NR4A1在乳腺癌患者

中的过度表达是降低生存率和增加转移的预后因

素[13]。这些争议的结果强调了NR4A1在不同癌症类

型或者亚型发挥特定作用的可能性。从CPTAC数据

库中得到 NR4A1总蛋白和磷酸化蛋白数据结果表

明,LUAD原发肿瘤组织中S218位点总蛋白和磷酸

化蛋白水平相比正常对照较低。提示NR4A1蛋白磷

酸化水平下调是促进LUAD发生的原因。需要进一

步的实验评估NR4A1S218位点磷酸化在癌症发生中

的作用。
在HedrickE等[13]的研究中发现NR4A1在乳腺

癌患者中的过度表达是降低生存率的预后因素,与

NR4A1依赖性调节转化生长因子β(TGF-β)信号有

关。NR4A1高 表 达 的 NSCLC 患 者 OS和 PFS较

短[14]。我们在对NR4A1这个基因预后情况展开了解

的过程中发现,NR4A1低表达时KICH、KIRC总体预

后不良,而在STAD中 NR4A1高表达会导致生存期

下降。可能因为 OS、DFS终点结局以及观察时间存

在差异,导致NR4A1低表达在THCA预后分析中出

现相反结果。目前尚需要更多高质量临床试验,为探

寻NR4A1与 THCA 预后关系提供更有利的证据。

Kaplan-Meier分析发现,不管 NR4A1基因改变与否

并不存在生存差异。以C4型锌指结构上位点 X292
为例,发生拼接突变后 LUAD 患者 OS、PFS、DFS、

DSS无统计学意义。究其原因,可能因为 NR4A1基

因改变 病 例 数 过 少,需 要 更 大 的 病 例 数,以 确 定

NR4A1基因改变是否增加预后风险。
成纤维细胞是肿瘤微环境中一类主要的非造血基

质细胞类型[15],与浸润性免疫细胞在肿瘤生长、进展

和耐药性中起着重要作用[16]。肿瘤转移涉及肿瘤细

胞与宿主细胞之间的复杂相互作用[17],而 活 化 的

CAFs数量的增加与患者的淋巴结转移和肿瘤分化不

良密切相关[18]。NR4A1在绝大多数肿瘤中的表达水

平与CAFs浸润呈显著正相关,仅在TGCT中NR4A1
表达与 CAFs浸润呈现负相关。这表明 NR4A1与

CAFs浸润之间的相关性是癌症依赖性的,肿瘤转移

发生在晚期癌症阶段,CAFs介导的浸润加深,肿瘤细

胞可能会“劫持”NR4A1用来保护肿瘤细胞。

NR4A1基因参与 MAPK信号通路[19]。课题组

前期通过细胞和动物实验两方面论证NR4A1通过抑

制NF-κB和p38MAPK信号通路在LPS诱导ARDS
中下调 ET-1表达[20]。KEGG、GO分析显示NR4A1
及相关基因在胞核内外都有表达,与 NR4A1蛋白出

核在细胞质中行使生物学功能相一致。当NR4A1转

运至线粒体内,与Bcl-2形成促凋亡复合物对诱导细胞

凋亡的刺激做出响应[2]。与甲状腺激素信号传导途径

富集程度显示出 NR4A1可能调节代谢相关基因,介
导促甲状腺素释放激素诱导的促甲状腺素β基因转

录[21]。
综上 所 述,通 过 对 NR4A1 的 泛 癌 分 析 表 明,

NR4A1在癌症中广泛低表达,与蛋白磷酸化、CAFs
浸润之间存在统计相关性,这有助于从临床肿瘤样本

的角度来理解NR4A1在肿瘤发生中的作用。但与临

床预后、基因改变有待进一步论证。
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