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【摘要】目的 探讨富含亮氨酸重复序列免疫球蛋白样蛋白3（LRIG3）基因过表达对人神经母细胞瘤细胞系SK-N-MC细胞

生物学行为的影响。方法 体外培养人神经母细胞瘤细胞系SK-N-MC细胞，分成空白对照组（A组，不转染任何载体或质粒）、载

体组（B组，转染载体）和LRIG3过表达组（C组，转染含LRIG3基因过表达质粒）。 荧光定量PCR和免疫印迹法检测LRIG3、Cas⁃
pase-3和Caspase-9的mRNA和蛋白表达水平。Transwell试剂盒检测细胞侵袭能力，AV-PI试剂盒检测细胞凋亡水平，CCK-8
试剂盒检测细胞增殖能力。结果 C组Caspase-3和Caspase-9的mRNA和蛋白表达水平以及细胞凋亡率明显高于A组和B组

（P<0.05），细胞增殖率和细胞侵袭能力明显低于A组和 B组（P<0.05），而A组和 B组之间均无统计学差异（P>0.05）。结论

LRIG3过表达可以抑制人神经母细胞瘤细胞系 SK-N-MC细胞增殖和侵袭，促进其凋亡，其机制可能与促进Caspase-3和Cas⁃
pase-9表达有关。
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Overexpression of LRIG3 on cell biological behaviors of human neuroblastoma cell line SK-N-MC
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【Abstract】 Objective To explore the effect of overexpression of LRIG3 on the cell biological behaviors of human neuroblastoma
cell line SK-N-MC. Methods Human neuroblastoma cell line SK-N-MC was cultured in vitro and then were randomly divided into
three groups, i.e., control group (group A, did not transfect any vector virus), blank vector group (group B, transfected with blank vector
virus) and LRIG3 overexpression group (group C, transfected with LRIG3 overexpression vector lentivirus). The expression levels of
LRIG3, Caspase-3 and Caspase-9 were detected by RT-PCR and Western blot. Transwell kit was used to detect cell invasiveness, AV-
PI kit was used to detect cell apoptosis and CCK-8 kit was used to detect cell proliferation. Results The expression levels of Caspase-3
and Caspase-9 in group C was significantly higher than those in groups A and B (P<0.05). The cell proliferation rate of group C was
significantly lower than those of groups A and group B (P<0.05), and the cell invasion ability of group C was significantly lower than
those of groups A and group B (P<0.05). The apoptotic rate in group C was significantly higher than those in groups A and B (P<0.05).
Conclusion LRIG3 overexpression can inhibit the proliferation and invasion of human neuroblastoma cell line SK-N-MC, and promote
the apoptosis of human neuroblastoma cell line SK-N-MC.
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LRIG3基因过表达对人神经母细胞瘤细胞系
SK-N-MC细胞生物学行为的影响

彭 琨 周崇高 夏仁鹏 赵 凡 马体栋 李碧香

● 实验研究实验研究 ●

小儿神经母细胞瘤是常见的外周神经系统恶性

肿瘤，具有危害大、预后差的特点[1，2]。据流行病学统

计，小儿神经母细胞瘤居儿童恶性肿瘤的第4位，每

年全球新发病例在45万人左右，其中81%的病人出

现在发展中国家[3]。目前，小儿神经母细胞瘤的治疗

主要采用放疗和化疗，包括超大剂量环磷酰胺、顺铂

等药物治疗[4，5]，但是效果不佳，预后较差。富含亮氨

酸重复序列免疫球蛋白样蛋白 3（leucine rich
repeats and immunoglobulin like domains protein 3，
LRIG3）基因是一种与恶性肿瘤细胞增殖、侵袭和凋

亡密切相关基因 [6，7]。本文探讨 LRIG3 过表达对人

神经母细胞瘤细胞系SK-N-MC细胞增殖、侵袭和凋

亡的作用。

1 材料与方法

1.1 SK-N-MC细胞培养 SK-N-MC细胞（中科院上

海细胞研究院）用15%胎牛血清（以色列BI公司）的

DMEM培养基（美国 Invitrogen公司）培养，待细胞融

合率达80%以上时进行细胞传代。
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1.2 SK-N-MC细胞分组及干预 利用 Pubmed基因

库筛选 LRIG3基因序列，根据Cas-9基因编辑基因

原则[8]，编码LRIG3过表达序列，将环状RNA当做载

体，慢病毒构建LRIG3 过表达载体的转染质粒，转染

SK-N-MC细胞，转染滴度为 5×108 TU/ml，激光共聚

焦显微镜观察转染效率，本文慢病毒转染率为 90%
以上。将第 5代 SK-N-MC细胞分为空白对照组（A
组）、载体组（B组）和 LRIG3过表达组（C组）。A组

细胞未做任何处理，B组细胞转染载体，C组细胞转

染LRIG3过表达质粒。

1.3 实时荧光定量 PCR 检测 LRIG3、Caspase-3 和

Caspase-9 mRNA表达水平 转染 72 h后，加入 2 ml
胰酶（2.5 g/L）消化收集细胞，加入 1 ml Trizol 试剂

（日本 TAKARA 公司）充分混合后，提取细胞总

RNA，室温条件下根据逆转录试剂盒说明书逆转录

为cDNA，根据荧光定量PCR试剂盒说明书操作。利

用 2-△△CT方法计算目的基因的相对表达量。引物序

列见表1。
1.4 免疫印迹法检测LRIG3、Caspase-3和Caspase-9
蛋白表达水平 转染72 h后，收集细胞，弃掉培养基，

PBS清洗，加入 2 ml RIPA细胞裂解液收集总蛋白。

按照说明书，配置 10%分离胶和 4%浓缩胶，加入 50
μg蛋白量，40 V电泳 2 h后转染到硝酸纤维素膜，

TBST洗膜后，加入LRIG3、Caspase-3和Caspase-9蛋
白一抗4 ℃孵育过夜，TBST液洗膜，加入鼠抗山羊辣

根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 30 min，DAB显

影，Image J软件分析蛋白条带。

1.5 细胞增殖能力的检测 转染 72 h后细胞经胰蛋

白酶消化后，接种于 96孔板中，每孔加入细胞数为

4×105个/孔。按照CCK-8试剂盒说明书要求操作，

450 nm波长酶标仪测定吸光度值。

1.6 细胞侵袭能力的检测 转染 72 h后，收集细胞，

接种于96孔板。采用Transwell 6孔板试剂盒检测细

胞迁移能力，按照试剂盒说明书要求，首先配置基质

胶，与预冷的DMEM培养基混合，均匀铺在Transwell
侵袭上室，37 ℃条件下孵育 2 h；然后Transwell上室

每孔加入 200 μl不含血清的DMEM培养液。Tran⁃
swell 下室加入混有 20%胎牛血清的 DMEM，每孔

500 μl。37 ℃孵育24 h，加入结晶紫染色试剂，孵育

15 min，后用倒置光学显微镜观察并拍照。

1.7 细胞凋亡水平的检测 转染72 h后，加入胰蛋白

酶消化、提取细胞。按照Annexin-V/PI试剂盒说明

书操作，流式细胞仪分析细胞凋亡率。

1.8 统计学方法 采用 SPSS 2.0软件进行分析；计量

资料用 x±s表示，采用单因素方差分析和 q检验；P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LRIG3 过表达对 SK-N-MC 细胞 Caspase-3 和

Caspase-9的 mRNA和蛋白表达水平的影响 C 组

LRIG3、Caspase-3和Caspase-9的mRNA和蛋白表达

水平均明显高于A组和B组（P<0.05），而A组合B组

之间均无统计学差异（P>0.05）。见图1、2。

基因

LRIG3

Caspase-3

Caspase-9
内参

GAPDH

引物序列

正义链 5'- GGGACUAGACCAUAAUCCATA-3'
反义链 5'- CCTGGCUGACUUGAAUAUGTT-3'
正义链 5'-TTGCTAGGTCCTGTCTTCAGATGA-3'
反义链 5'-CCGATAAGCTCCGTTTCCTGGTTC-3'
正义链 5'-GTCGTATGCAGGTTTCGGTTGCTG-3'
反义链 5'-TGTAAGCCGTGGCTCAATCCTCTC-3'
正义链 5'-GCCTCTCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'
反义链 5'-AAGCTGCTGGTGAAGAGCCAGTGGA-3'

长度

44 bp

32 bp

45 bp

37 bp

表1 目的基因的引物序列

图1 LRIG3过表达质粒对人神经母细胞瘤细胞系SK-
N-MC 细胞 LRIG3、Caspase-3 和 Caspase-9 的 mRNA
表达的影响

* P<0.05；# P>0.05
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2.2 LRIG3过表达对 SK-N-MC细胞增殖的影响 转

染后6、12、24、48 h，C组细胞增殖率明显低于A组和

B组（P<0.05），而A组和B组之间无统计学差异（P>
0.05）。见图3。
2.3 LRIG3过表达对 SK-N-MC细胞侵袭能力的影

响 C组透过小室细胞数量明显低于A组和B组（P<
0.05），A组和B组之间无统计学差异（P>0.05）。见

图4。
2.4 LRIG3过表达对 SK-N-MC细胞凋亡的影响 C

组细胞凋亡率明显高于B组和A组（P<0.05），而A组

和B组之间无统计学差异（P>0.05）。见图5。
3 讨 论

小儿神经母细胞瘤是婴幼儿最常见的恶性肿瘤

之一，具有危害大、预后差的特点。因此，寻求神经

母细胞瘤的治疗靶点具有十分重要的研究意义[8，9]。

LRIG3基因是一种与恶性肿瘤的增殖、侵袭和凋亡

图 2 LRIG3过表达质粒对人神经母细胞瘤细胞系 SK-
N-MC细胞LRIG3、Caspase-3和Caspase-9的蛋白表达

的影响

* P<0.05；# P>0.05

图 3 LRIG3过表达质粒对人神经母细胞瘤细胞系 SK-
N-MC细胞增殖的影响

与A组和B组相应值比，* P<0.05

图 4 LRIG3过表达质粒对人神经母细胞瘤细胞系 SK-N-
MC细胞侵袭的影响

* P<0.05；# P>0.05

图5 LRIG3过表达质粒对人神经母细胞瘤细胞系SK-N-
MC细胞凋亡的影响

* P<0.05；# P>0.05
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密切相关基因[10，11]。本研究构建LRIG3过表达质粒

的慢病毒干扰载体，探讨LRIG3过表达对神经母细

胞瘤增殖、侵袭和凋亡的作用机制，为临床上人神经

母细胞瘤的治疗提供新的治疗靶点。

肿瘤的发生大多涉及细胞的增殖和凋亡。本研

究结果表明，LRIG3过表达可以促进人神经母细胞

瘤细胞系 SK-N-MC细胞的凋亡。Caspases是一组

存在于胞质溶胶中的结构上相关的半胱氨酸蛋白

酶，活性位点都含有半胱氨酸，并特异地断开天冬氨

酸残基后的肽键 [12]。Caspase-3是一种与细胞凋亡

密切相关的蛋白酶，也被称作“死亡蛋白”，既往研究

均将Caspase-3与细胞凋亡相联系，作为细胞凋亡的

指示分子[13，14]。Caspase-9是与线粒体途径相关的激

活因子，是Caspase途径的上游级联反应启动因子，

可以启动细胞的凋亡通路，促进细胞的凋亡[15，16]。本

研究结果表明LRIG3过表达促进人神经母细胞瘤细

胞系 SK-N-MC细胞 Caspase-3和 Caspase-9表达。

由此可见，LRIG3 过表达通过促进 Caspase- 3 和

Caspase-9表达，从而促进人神经母细胞瘤细胞系

SK-N-MC细胞凋亡的作用。

侵袭性和转移性是恶性肿瘤的特性，探讨一种

治疗手段对于肿瘤的侵袭是否有影响是十分必要

的。本研究结果显示LRIG3过表达对人神经母细胞

瘤细胞系SK-N-MC细胞的侵袭具有明显抑制作用。

总之，LRIG3过表达明显促进人神经母细胞瘤

细胞系SK-N-MC细胞的凋亡，而抑制其增殖、侵袭。
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