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ＬＲＲＣ４基因在脑胶质瘤细胞系中表达缺失
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（中南大学肿瘤研究所，长沙 ４１００７８）

［摘要］　目的：研究 ＬＲＲＣ４基因在恶性脑胶质瘤细胞系中的表达情况。方法：采用 ＲＴＰＣＲ结合

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＲＲＣ４基因在 Ｕ２５１，Ｕ８７，ＳＦ１２６，ＳＦ７６７，ＢＴ３２５及 Ｍ１７等 ６种恶性脑胶质瘤细胞系

中的表达；并应用聚合酶链反应结合 ＤＮＡ直接测序法检测 ＬＲＲＣ４基因在恶性胶质瘤细胞系中的突变情

况；进一步结合生物信息学分析研究 ＬＲＲＣ４基因在 Ｕ２５１细胞系中表达缺失的原因。结果：ＬＲＲＣ４基因

在 ６种恶性胶质瘤细胞系中均表达缺失。通过对胶质瘤细胞系基因组 ＤＮＡ中 ＬＲＲＣ４的 ＯＲＦ序列的

ＰＣＲ扩增和测序分析，发现 ＳＦ１２６，ＳＦ７６７，Ｍ１７细胞中，ＯＲＦ序列第 ２７９位氨基酸的第 ３个密码子存在

同义点突变（３／５），而 Ｕ２５１和 Ｕ８７细胞基因组 ＤＮＡ中发生了 ＬＲＲＣ４基因的缺失突变（２／５）。结论：

ＬＲＲＣ４基因在恶性胶质瘤细胞中表达缺失，染色体 ７ｑ３２ｔｅｒ的纯合性缺失是 ＬＲＲＣ４基因在 Ｕ２５１细胞

中表达缺失的原因。
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　　ＬＲＲＣ４基因是我室采用定点克隆结合 ５′
ＲＡＣＥ技术从染色体 ７ｑ３１３２区域克隆的一个新
的脑瘤抑制基因的候选者。该基因在正常脑组织

中相对特异性表达并且表达丰富。而在 ８０％的原
发性脑瘤中表达缺失或下调，尤其以恶性脑胶质

瘤（８７．５％）的缺失更为明显［１］。研究表明，一个

肿瘤候选抑瘤基因的证实至少需要两个必要的条

件，一是该基因在肿瘤细胞中的突变频率，二是

该基因在体内、外的生长抑制作用［２３］。本文利用

现有 的 脑 胶 质 瘤 细 胞 系 （Ｕ２５１，Ｕ８７，ＢＴ３２５，
ＳＦ１２６，ＳＦ７６７，Ｍ１７），通过 ＲＴＰＣＲ和 Ｎｏｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
来检测 ＬＲＲＣ４在脑胶质瘤细胞系中的表达，并检
测 ＬＲＲＣ４在这几种细胞系中的突变情况。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系　　Ｕ２５１，Ｕ８７，ＢＴ３２５，ＳＦ１２６，
ＳＦ７６７和 Ｍ１７细胞均为脑胶质瘤细胞，为本室冻
存。ＳＦ１２６，ＳＦ７６７和 Ｍ１７细胞购自北京协和细
胞生物所。Ｕ８７和 ＢＴ３２５细胞购自于美国 ＡＴＣＣ。
Ｕ２５１细胞购于上海中科院细胞研究所。ＳＦ１２６，
ＳＦ７６７细胞培养于含 １０％小牛血清的 ＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ
ＢＲＬ）中。Ｕ２５１，Ｕ８７，ＢＴ３２５和 Ｍ１７细胞培养于
含 １０％小牛血清的 ＤＭＥＭ（ＧｉｂｃｏＢＲＬ）中。
１．１．２　试剂　　ＰｙｒｏｂｅｓｔＴＭ ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自大
连 ＴａＫａＲａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，ＤＮａｓｅＩ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．１．３　引物序列　　ＬＲＲＣ４基因编码区（ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ）引 物 序 列，Ｌｅｆｔ：５′ＡＴ
ＧＡＡＧＣＴＣＴＴＧＴＧＧＣＡＧ３′ ；Ｒｉｇｈｔ：５′ＴＣＡＴＡＴＴＴ
ＧＡＧＴＴＴＣＣＴＧ３′。产物 ２ｋｂ。ＧＡＰＤＨ的 引 物 序
列，Ｌｅｆｔ：５′ＧＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴ３′；Ｒｉｇｈ：
５′ＣＣＣＣＴＣＴＴＣＡＡＧＧＧＧＴＣＴＡＣ３′。 引 物 由 大 连

ＴａＫａＲａ公司合成。
１．２　方法
１．２．１　总 ＲＮＡ的抽提　　按 ＴＲＩＺＯＬ试剂说明
提取 总 ＲＮＡ。用 ＤＮａｓｅⅠ 消 化 ＲＮＡ中 痕 量 的
ＤＮＡ，反 应 体 系 为：１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ· ＨＣｌ（ｐＨ
８．３），５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，６ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１μＬ反应体
积含 １ＵＲｎａｓｉｎ，１μｇＲＮＡ样品用 １ＵＤＮａｓｅⅠ消

化，３７℃ １ｈ。苯酚氯仿抽提，乙醇沉淀，７５％乙
醇洗涤，风干，溶于 ＤＥＰＣ处理水中。用分光光度
计测定消化后的 ＲＮＡ的浓度，电泳检测 ＲＮＡ质
量，判断是否还有 ＤＮＡ污染；同时以消化后的
ＲＮＡ为模板，用 ＧＡＰＤＨ的引物进行 ＰＣＲ扩增，如
果不能扩增出 ＧＡＰＤＨ产物，则证明 ＲＮＡ中的 ＤＮＡ
已被消化干净。

１．２．２　差异 ＲＴＰＣＲ　　ＲＴＰＣＲ：利用 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司的 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ将 ＲＮＡ逆转录
为 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系为 ２．５μＬ１０×Ｐｙｒｏｂｅｓｔ
Ｂｕｆｆｅｒ，２．０μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．５
μＬＰｒｉｍｅｒｆｏｒｗａｒｄ（１．０μｍｏｌ／Ｌ，ｆｉｎａｌｃｏｎｃ），０．５μＬ
Ｐｒｉｍｅｒｒｅｖｅｒｓｅ（１．０μｍｏｌ／Ｌ，ｆｉｎａｌｃｏｎｃ），２．０μＬ
ｃＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ，０．１２５μＬＰｙｒｏｂｅｓｔＴＭ ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（５Ｕ／μＬ），补水至 ２５μＬ。扩增条件为：９４℃，５
ｍｉｎ；９４℃，４０ｓ，６０℃，４５ｓ，７２℃ ８０ｓ，３５个循
环，７２℃ １０ｍｉｎ。当 ＬＲＲＣ４基因扩增 １０个循环
后，再加入内对照 ＧＡＰＤＨ的引物０．１ｍｍｏｌ／Ｌ继续
进行 ２５个循环终止。同时用水作为阴性对照，胎
脑 ｃＤＮＡ和 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＬＲＲＣ４质粒模板做阳
性对照。ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖胶电泳，紫外下凝
胶成像。

１．２．３　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分析　　用 ＬＲＲＣ４ＯＲＦ的引
物从胎脑 ｃＤＮＡ中扩增 ＬＲＲＣ４片段，以此目的片
段为模板，按随机引物探针标记试剂盒（ＣＬＯＮ
ＴＥＣＨ公司）说明，采用 α３２ＰｄＣＴＰ（北京亚辉公
司）１．８５×１０６ Ｂｑ标记探针，３７℃ １８ｈ。按照
《分子克隆实验指南》［４］，６８℃杂交，２ ×ＳＳＣ，
０．０５％ ＳＤＳ室温下淋洗膜２次，然后３７℃洗膜２０
ｍｉｎ，０．１ ×ＳＳＣ，０．１％ ＳＤＳ４５℃ 洗膜 １０ｍｉｎ，
－７０℃放射自显影。
１．２．４　基因组 ＤＮＡ提取及 ＬＲＲＣ４基因的扩增　
　弃去培养瓶中的培养液。用 ＰＢＳ洗 ３次，细胞
刮子刮下，１２０００ｇ离心，去上清。沉淀中加入 ２０
μＬ的 ＲＮＡ酶，然后加入 ０．５ｍＬ×ＴＥ重悬。加入
裂解 ｂｕｆｆｅｒ［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ（ｐＨ８．０），１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０），０．５％ ＳＤＳ］４．５ｍＬ后，３７℃放
置 １～４ｈ。加入蛋白酶 Ｋ２５～３６μＬ（终浓度为
１００～２００ｍｇ／ｍＬ），５０℃ 恒温水浴过夜。分装入
２ｍＬ的 Ｔｕｂｅ管中（每管 ８３０μＬ），加入等体积的
酚∶氯仿∶异丙醇（２５∶２４∶１）的混合液，温和颠倒混
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匀至乳状，１０００ｇ离心，常温放置１５ｍｉｎ。收集上
清，用等体积氯仿抽提 １次，１０００ｇ离心 １５ｍｉｎ。
收集上清，每管 ４００～５００μＬ，加入 ０．２倍体积的
乙酸钠，２倍体积的无水乙醇，旋转混匀，１０００ｇ，
４℃离心 ５～１０ｍｉｎ。７０％的乙醇洗涤 ２次，空气
干燥 ３０ｍｉｎ左右，加 １０～２０μＬ水溶解。１０００ｇ，
４℃离心 ５～１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增内对照ＧＡＰＤＨ检测
ｇＤＮＡ的质量。然后扩增 ＬＲＲＣ４基因的 ＯＲＦ，胶回
收后送 ＴａＫａＲａ公司进行测序分析。

２　结　　果
２．１　ＬＲＲＣ４基因在 ６种脑胶质瘤细胞系中表达
缺失　　图 １Ａ表明，尽管 ＰＣＲ的循环数增加到
３５个以上，从 ６种脑胶质瘤细胞系的 ｃＤＮＡ中仍
未能扩增出 ＬＲＲＣ４基因的编码区序列。而阳性对
照在 ２８个循环时即可扩增出目的片段（ＬＲＲＣ４为
２ｋｂ；ＧＡＰＤＨ做为内参：５２８ｂｐ）。看家基因 ＧＡＰＤＨ
扩增 ２５个 循环 （图 １Ｂ）。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ的 结果
（３．９ｋｂ为 ＬＲＲＣ４基因的转录本，２８Ｓ为亚甲基兰
染色的 ＲＮＡｌｏａｄｉｎｇ做为内参）与 ＲＴＰＣＲ结果一
致。该结果表明 ＬＲＲＣ４基因在恶性胶质瘤细胞系
中表达缺失。
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图１　ＬＲＲＣ４在胶质瘤细胞系中的表达分析　Ａ：ＲＴＰＣＲ分析；Ｂ：Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹分析
Ｆｉｇ．１ＬＲＲＣ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ　Ａ：ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

２．２　ＬＲＲＣ４基因在脑胶质瘤细胞系中的突变
分析　　ＬＲＲＣ４基因定位于 ７号染色体长臂，含
有 ２个外显子，其 ＯＲＦ位于第 ２个外显子内。因
此，可以从基因组 ＤＮＡ中直接扩增出 ＬＲＲＣ４基因
的 ＯＲＦ。为了分析 ＬＲＲＣ４基因在恶性胶质瘤细胞
系中的表达缺失是否由于 ＯＲＦ序列的突变所致，
本实验采用 ＰＣＲ技术，用 ＴａＫａＲａ公司的高保真
酶，以 Ｕ２５１，Ｕ８７，ＳＦ１２６，ＳＦ７６７和 Ｍ１７等脑胶质
瘤细胞系基因组 ＤＮＡ为模板，扩增 ＬＲＲＣ４基因的
ＯＲＦ，通过测序，分析 ＬＲＲＣ４基因的 ＯＲＦ在脑胶质
瘤细胞中是否存在突变。结果发现，从 ＳＦ１２６，
ＳＦ７６７，Ｍ１７细胞系的基因组中均能扩增出 ＬＲＲＣ４
基因的 ＯＲＦ，ＳＦ１２６和 Ｍ１７细胞的 ＤＮＡ含量较低
（图 ２）。测序表明，ＬＲＲＣ４基因在编码区第 ２７９位
氨基酸的第 ３个密码子存在点突变（ＬＲＲＣ４基因
的第 ９７７个碱基，Ｔ（Ａ），氨基酸序列分析为同义
突变（图 ３）。虽然将 ＰＣＲ的循环数增加至 ３５个
循环，但 Ｕ２５１和 Ｕ８７细胞的基因组 ＤＮＡ中仍未
能扩增出 ＬＲＲＣ４基因的 ＯＲＦ。该结果表明，ＬＲＲＣ４
基因在 Ｕ２５１和 Ｕ８７细胞中的表达缺失是因为

ＬＲＲＣ４基因在这两种细胞的基因组 ＤＮＡ中缺失
所致。
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图２　从胶质瘤细胞系的基因组 ＤＮＡ中直接扩增 ＬＲＲＣ４基
因的开放阅读框　ＧＡＰＤＨ做为内参，产物大小：５２８ｂｐ
［Ｍａｒｋｅｒ（Ｍ）：２ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ］

Ｆｉｇ．２ＯＲＦｏｆＬＲＲＣ４ｗａｓａｍｐｌｉｃａｔｅｄｆｒｏｍｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆｇｌｉｏ
ｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ５２８ｂｐｆｒｏｍＧＡＰＤＨ
ｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｇＤＮＡｌｅｖｅｌｓ［Ｍａｒｋｅｒ
（Ｍ）：２ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ］

２．３　７ｑ３２ｔｅｒ的纯合性缺失导致 ＬＲＲＣ４在 Ｕ２５１
细胞中的表达缺失　　由于无法从 Ｕ２５１和 Ｕ８７
细胞的基因组 ＤＮＡ中获得 ＬＲＲＣ４基因的 ＯＲＦ，而
ＬＲＲＣ４基因又是采用定点克隆的方法从 ７ｑ３１３２
区域克隆所得，因此，提示 Ｕ２５１和 Ｕ８７细胞中可
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能存在 ７ｑ３１３２的纯合性缺失。搜索 ＮＣＢＩ的
ＣａｎｃｅｒｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅＦＩＳＨ和 ＣＧＨ数据库发现，Ｕ２５１
细胞中存在 ７ｐｔｅｒ７ｐ１４和 ７ｑ３２ｑｔｅｒ的纯合性丢

失（９／１０）。这种纯合性丢失导致 ＬＲＲＣ４基因在
Ｕ２５１细胞中表达缺失。其它 ４种细胞暂时未搜
索到相关的 ＦＩＳＨ和 ＣＧＨ数据。
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图３　ＬＲＲＣ４基因的开放阅读框的测序结果　第９７７位发生了Ｔ到Ａ的突变
Ｆｉｇ．３ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬＲＲＣ４ｇｅｎｅＯＲＦｆｒｏｍｇＤＮＡｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ＳＦ１２６，ＳＦ７６７，Ｍ１７）　Ｐｏｉｎｔｍｕｔａｎｔｉｏｎｅｘｉｓｔｅｄ

ｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎ９７７（Ｔ（Ａ）ｏｆＬＲＲＣ４ｇｅｎｅ，ｗｈｉｃｈｉｓａｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ

３　讨　　论
恶性肿瘤的发生、发展涉及多种遗传学改变。

基因突变、缺失或染色体结构重排通常导致肿瘤

抑制基因功能的丧失。因此，一个候选的肿瘤抑

制基因的确定除了检测该基因在体内、外抑制肿

瘤细胞的生长作用外，还要进行细胞和分子遗传

学分析，检测该基因在肿瘤细胞中是否存在基因

突变、缺失、染色体质量排或启动子区域的高甲基

化［２，５］。候 选 抑 瘤 基 因 ＰＴＥＮ（也 叫 ＭＭＡＣ１或
ＴＥＰ１）在 １７２４％的原发性恶性胶质瘤，１４％的乳
腺癌，２５％的肾癌中发现了突变［７］，而在脑胶质瘤

来源的细胞株中发现了 ＰＴＥＮ的纯合性丢失、点突
变、移 码 突 变、缺 失 突 变，其 突 变 频 率 达 到

７８％［２］。ＬＧＩ１（ｔｈｅｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈ，ｇｌｉｏｍａｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ１
ｇｅｎｅ）是一个脑瘤候选抑瘤基因，染色体重排是它
在脑瘤中表达缺失的主要原因［５］。ＤＢＣＣＲ１（ｄｅｌｅ
ｔｅｄｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｒｅｇｉｏｎ１）是一个候
选的膀胱癌抑癌基因，５０％的膀胱癌细胞系中都
存在 ＤＢＣＣＲ１启动子区域的高甲基化，从而导致
了 ＤＢＣＣＲ１在膀胱癌中的表达缺失［６］。

我室前期采用诱导性 Ｔｅｔ调控的 ＬＲＲＣ４双稳
定表达的 Ｕ２５１细胞系检测发现，诱导后的 ＬＲＲＣ４
明显地抑制 Ｕ２５１细胞的体外增殖并延迟裸鼠皮
下移植瘤形成［７］。本研究发现 ＬＲＲＣ４在恶性脑胶
质瘤细胞系中表达缺失。６０％（３／５）的胶质瘤细
胞中（ＳＦ１２６，ＳＦ７６７及 Ｍ１７细胞）存在 ＬＲＲＣ４基
因的点突变，４０％（２／５）的胶质瘤细胞（Ｕ２５１和
Ｕ８７）中存在 ＬＲＲＣ４基因的纯合性缺失。ＬＲＲＣ４
在 Ｕ２５１细胞中的表达缺失是由于 ７ｑ３２ｔｅｒ的纯
合性缺失所致。本研究发现，ＬＲＲＣ４在 ７号染色
体上的定位精确到 ７ｑ３２末端，而不再是 ７ｑ３１３２
区域。尽管 ＳＦ１２６，ＳＦ７６７及 Ｍ１７细胞 ｇＤＮＡ中获
得的 ＬＲＲＣ４基因的 ＯＲＦ存在点突变，但此突变为
同义突变，点突变不是 ＬＲＲＣ４在这 ３种细胞中表

达缺失的原因。作者认为，启动子区域的高甲基

化或其它转录障碍可能是导致 ＬＲＲＣ４基因在这 ３
种细胞系中表达缺失的原因。
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