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【摘要】目的 探讨上调 LRIG1表达对胶质瘤U251细胞侵袭及迁移的影响。方法 体外培养U251细胞，应用 Lipofectami⁃
neTM 2000试剂盒将质粒pLRIG1-GFP（pLRIG1-GFP组）及其空载pEGFP-N1质粒（pEGFP-N1组）转染U251细胞，G418挑选具

有抗性的细胞并扩增，以供进一步实验。另选择不转染任何质粒U251细胞作为空白对照组。qRT-PCR、免疫印迹法检测

LRIG1及细胞上皮-间充质转化（EMT）标志蛋白SNAI2、E-cadherin、N-cadherin和 vimentin的mRNA和蛋白表达；应用Transwell
小室实验检测U251细胞侵袭和迁移能力。结果 成功构建高表达LRIG1的胶质瘤U251细胞，荧光显微镜下可见细胞散发绿色

荧光。pLRIG1-GFP组LRIG1 mRNA及蛋白表达水平明显高于pEGFP-N1组和空白对照组（P<0.05），而后两组之间均无统计学

差异（P>0.05）。pLRIG1-GFP组侵袭和迁移细胞数明显低于pEGFP-N1组和空白对照组（P<0.05），而后两组之间均无统计学差

异（P>0.05）。pLRIG1-GFP组 SNAI2、N-cadherin、vimentin mRNA及蛋白表达水平明显低于 pEGFP-N1组和空白对照组（P<
0.05），而E-cadherin mRNA和蛋白表达水平明显高于 pEGFP-N1组和空白对照组（P<0.05）；后两组之间均无统计学差异（P>
0.05）。结论 上调LRIG1，抑制U251细胞侵袭和迁移，其机制可能与调控细胞EMT过程有关。
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Effect of up-regulation of LRIG1 on invasion and migration of glioma U251 cells
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【Abstract】Objective To explore the effect of up-regulation of leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1 (LRIG1)
on the invasion and migration of gliona U251 cells. Methods The U251 cells were cultured in vitro and than transfected with plasmids
pLRIG1-GFP (pLRIG1-GFP group) and pEGFP-N1 (pEGFP-N1 group). The U251 cells which were risitant to G418 were used for
further experiments. Those cells without transfection of pLRIG1-GFP or pEGFP-N1 were used as blank control group. The mRNA and
protein expressions of LRIG1, and biomarkers of epithelial- to- mesenchymal transition (EMT) including SNAI2, E- cadherin, N-
cadherin and vimentin were detected using qRT-PCR and western blot, respectively. The invasion and migration abilities of U251 cells
were detected by Transwell experiments. Results The glioma U251 cells with high expression of LRIG1 were successfully constructed.
The expression levels of LRIG1 mRNA and protein in the pLRIG1-GFP group were significantly higher than those in the pEGFP-N1
group and the blank control group (P<0.05), but there was no statistical difference between groups pEGFP-N1 and blank control (P>
0.05). The number of invasion and migration cells in the pLRIG1-GFP group was significantly lower than that in the pEGFP-N1 group
and the blank control group (P<0.05), but there was no statistical difference between groups pEGFP-N1 and blank control (P>0.05). The
mRNA and protein expression levels of SNAI2, N-cadherin and vimentin in the pLRIG1-GFP group were significantly lower than those
in the pEGFP-N1 group and the blank control group (P<0.05), the mRNA and protein expression levels of E-cadherin were significantly
higher than those in the pEGFP-N1 group and blank control group (P<0.05); there was no statistical difference between groups pEGFP-
N1 and blank control (P>0.05). Conclusion Up-regulation of LRIG1 can inhibit the invasion and migration of U251 cells, which may be
related to the regulation of cell EMT process.
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● 实验研究实验研究 ●

胶质瘤是最常见的原发性脑肿瘤，具有侵袭性

强、复发率高、预后差的特点[1~3]。胶质瘤细胞侵袭是

一个复杂的过程，上皮-间充质转化（epithelial-to-
mesenchymal transition，EMT）在这一过程中起关键

作用，而 Snail homolog 2（SNAI2）和 E-cadherin 是

EMT的关键分子[4]。研究表明多亮氨酸重复区免疫

球 蛋 白 样 蛋 白 1（leucine- rich repeats and
immunoglobulin-like domains 1，LRIG1）抑制胶质瘤

细胞侵袭 [5]，但具体机制尚不清楚。还有研究表明
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LTIG1抑制EMT，从而抑制乳腺癌细胞侵袭[6]。本研

究探讨过表达LRIG1对胶质瘤U251细胞侵袭、迁移

的影响及EMT在其中的作用。

1 材料和方法

1.1 细胞培养及质粒转染 U251细胞[中国科学院

（上海）细胞库]用含10%胎牛血清（杭州四季青生物

材料研究所）的DMEM培养基（美国Gibco公司）培

养。应用 LipofectamineTM 2000（美国 Invitrogen 公

司）试剂盒将质粒pLRIG1-GFP（pLRIG1-GFP组）及

其空载 pEGFP-N1质粒（pEGFP-N1组；武汉大学人

民医院神经外科廖建明博士馈赠）转染U251细胞，

G418挑选具有抗性的细胞并扩增，以供进一步实

验。另选择不转染任何质粒U251细胞作为空白对

照组。

1.2 qRT-PCR检测mRNA表达 使用 Trizol试剂（美

国 Invitrogen公司）提取总RNA，并合成cDNA（42 ℃、

60 min，70 ℃、5 min）。PCR扩增：预变性 95 ℃持续

1 min；循环 35次 95 ℃，15 s→58 ℃，20 s→72 ℃，20
s；末段延伸72 ℃持续5 min；溶解曲线72 ℃→95 ℃，

每20 s升温1 ℃；依据ΔΔCT法处理结果。PCR引物

（美国 Invitrogen公司）：LRIG1正义链 5'-CCGGGT⁃

GATACAACCTTGCT-3'，反义链 5'-ACACCGAAGT⁃
GGACTGTTACTCC- 3'；SNAI2 正 义 链 5'- CCCAG⁃
GCTCACATATTCCTTGT- 3'，反 义 链 5'- ACACC⁃
GAAGTGGACTGTTA CTCC- 3'；E- cadherin 正义链

5'-ATAGTTCGAGGTTCTGGTATGGG-3'，反义链 5'-
ACTGGTGCCATTTCCACTCG-3'；GAPDH正义链 5'-
GTCCACCGCAAATGCTTCTA-3'，反义链 5'-TGCT⁃
GTCACCTTCACCGTTC-3'。
1.3 免疫印迹法检测蛋白表达 以RIPA裂解液提取

总蛋白，标准曲线法测定蛋白含量，常规SDS-PAGE
电泳与转膜。一抗处理 4 ℃孵育过夜；二抗处理室

温孵育 1 h；然后ECL发光与显影。所用抗体：兔抗

人LRIG1多克隆抗体（美国Abcam公司），兔抗人E-
cadherin、SNAI2、N-cadheirn和Vimentin多克隆抗体

（美国 Santa Cruz公司），鼠抗人LRIG1、SNAI2、GAP⁃
DH、E-cadherin、N-cadherin和Vimentin单克隆抗体

（美国Abcam公司）。

1.4 细胞侵袭、迁移实验 迁移实验：无血清DMEM
培养基培养12 h后，1×105细胞加入800 μl无血清培

养基于Transwell小室（美国Corning公司）上层，下室

添加含10%胎牛血清的培养基1 ml，培养24 h后，取

出小室；用下室培养基充分淋洗下室的底面，无菌棉

图1 pLRIG1-GFP质粒转染U251细胞效果

A. 转染后 24 h荧光显微镜（488 nm）下可见细胞散发绿色荧光（× 100）；B. qRT-PCR显示LRIG1 mRNA表达上调；C.
免疫印迹法结果显示LRIG1蛋白表达上调；NS. P>0.05
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签擦去薄膜上上层的细胞；结晶紫染色后，光学显微

镜下观察，100倍下计数 10个视野并取平均值。侵

袭实验：50 mg/L的Matrigel基质胶（美国 R&D Sys⁃
tems公司）4 ℃融化后，无血清培养基 1:8稀释；200
μl包被小室半透膜上室面，4 ℃风干备用；其余操作

步骤同转移实验。

1.5 统计学分析 使用GraphPad Prism 6.0软件分析；

计量资料以 x±s表示，采用方差分析；用Kaplan-Mei⁃
er法制作生存曲线；以P<0.05表示差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 质粒转染效果 成功构建高表达 LRIG1的胶质

瘤细胞 pLRIG1-GFP-U251及其对照组 pEGFP-N1-
U251，荧光显微镜下可见细胞散发绿色荧光，空白

对照组未见荧光（图 1A）。pLRIG1-GFP 组 LRIG1
mRNA及蛋白表达水平明显高于 pEGFP-N1组和空

白对照组（P<0.05；图1B、1C），而后两组之间均无统

计学差异（P>0.05；图1B、1C）。
2.2 上调 LRIG1 对 U251 细胞侵袭及迁移的影响

pLRIG1-GFP组侵袭和迁移细胞数明显低于 pEG⁃
FP-N1组和空白对照组（P<0.05；图 2），而后两组之

间均无统计学差异（P>0.05；图2）。
2.3 上调 LRIG1对U251细胞EMT标记蛋白表达的

影响 pLRIG1-GFP 组 SNAI2、N-cadherin、vimentin
mRNA及蛋白表达水平明显低于 pEGFP-N1组和空

白对照组（P<0.05；图 3），而 E-cadherin mRNA和蛋

白表达水平明显高于 pEGFP-N1组和空白对照组

（P<0.05；图 3）；后两组之间均无统计学差异（P>
0.05；图3）。
3 讨 论

LRIG1是表皮生长因子受体（epidermal growth

图2 上调LRIG1对U251细胞侵袭及迁移的影响

** P<0.001；NS. P>0.05

图3 上调LRIG1对U251细胞EMT标记mRNA表达的影响

EMT. 上皮-间质细胞转化；** P<0.001；NS. P>0.05

图4 上调LRIG1对U251细胞EMT标记蛋白表达的影响

EMT. 上皮-间质细胞转化；** P<0.001；NS. P>0.05
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factor receptor，EGFR）下游基因的表达产物，主要参

与形成EGFR负反馈调节环路 [7]，负反馈抑制EGFR
通路[8]。LRIG1可抑制胶质瘤细胞增殖[9]，增加胶质

瘤细胞放疗及化疗敏感性 [10，11]。有研究报道，下调

LRIG1可激活 EGFR/AKT/c-Myc信号通路，促进胶

质瘤细胞侵袭[11]。本研究将 pLRIG1-GFP质粒转染

到U251细胞中，结果显示U251细胞 LRIG1表达水

平明显提高，而胶质瘤细胞侵袭和迁移能力明显下

降，EMT标志蛋白表达水平明显下调。这提示过表

达LRIG1，可能通过抑制EMT过程，进而抑制胶质瘤

U251细胞侵袭和迁移。

E-cadherin是跨膜糖蛋白，参与上皮细胞间的

相互连接，其功能丧失通常与各种肿瘤的不良预后

和生存期缩短有关[12]。E-cadherin在肿瘤细胞表面

的丢失与多种肿瘤细胞的侵袭与转移有关，不同机

制导致的胶质瘤细胞侵袭或迁移能力增强均伴有不

同程度的 E- cadherin 表达下调。肿瘤细胞 E-
cadherin表达下调，伴有N-cadherin及 vimentin上调

是肿瘤细胞EMT的重要标志。细胞内E-cadherin向
N-cadherin的转换，导致肿瘤细胞侵袭或迁移，从而

产生对治疗的抗性。

与LRIG1具有相似结构域的另一种富含亮氨酸

重复序列的跨膜蛋白G蛋白偶联受体5，可通过激活

Wnt /β-catenin信号促进EMT，并与胶质瘤的不良预

后相关[13]。LRIG1通过下调EGFR/PI3K/AKT信号通

路及 EMT相关蛋白 E-cadherin和 vimentin活性，抑

制低氧环境诱导的胶质瘤血管发生能力 [14]，而后者

与恶性肿瘤的生长、侵袭与迁移相关。我们的研究

发现，LRIG1可下调下游SNAI2信号通路蛋白表达，

下调E-cadherin表达，上调N-cadherin及 vimentin表
达。因此，我们猜测，上调LRIG1表达，抑制U251细
胞侵袭及迁移，其机制可能与调控细胞EMT的进程

有关。但是，我们的实验未进行细胞形态学研究，也

未能在多种胶质瘤细胞系及动物模型中验证，因此

上述机制仍有待进一步研究。
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