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摘要 为探讨鼻咽癌候选抑癌基因 STGC3中层粘连蛋白 G结构域(LG domain)对 CNE2生长增殖能力的影响，应用基因定点
突变技术将该结构域缺失，亚克隆至真核表达载体上，并将野生型及突变型 STGC3稳定转染人鼻咽癌细胞系 CNE2，检测
其对 CNE2 细胞系表型的影响，包括测定稳转细胞系的生长曲线、细胞集落形成能力和细胞周期分布．研究发现，LG
domain的缺失明显降低了 STGC3的肿瘤抑制活性，使受其稳定转染的细胞系恶性度显著增强，提示该结构域在 STGC3发
挥肿瘤抑制功能中起着重要作用．
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鼻咽癌 (nasopharyngeal carcinoma，NPC)在中
国南方各省及东南亚地区发病率较高，分布具有明

显的地域性和种族性，是一个多基因影响的遗传性

肿瘤[1-3]．STGC3基因是从 NPC高频率杂合性缺失
(loss of heterozygosity， LOH)位点 3p21 区域的
ESTs着手克隆的一个鼻咽癌相关基因(GenBank登
录号为 AY078383)．前期研究结果显示，STGC3
基因有抑制 CNE2细胞增殖作用，并使其裸鼠成瘤
能力降低，因此，该基因可能为鼻咽癌候选抑瘤基

因．生物信息学分析显示，STGC3基因编码的蛋
白质 1～42位氨基酸为一个层粘连蛋白 G 结构域
(laminin G domain)[4-8]，含 G 结构域的层粘连蛋白
在调节细胞的生长增殖、黏附等方面发挥重要作

用[9]．本文研究了 STGC3 上 LG domain对其自身
抑瘤功能的影响，通过构建基因缺失突变重组体、

建立稳定转染的细胞系并检测其生长增殖情况，

探讨了该结构域对 STGC3 基因肿瘤抑制作用的
影响．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 质粒和菌株． 含 STGC3 基因编码区的

pcDNA3.1(+)-STGC3 重组质粒由南华大学肿瘤研
究所构建．pcDNA3.1(+)质粒和菌株 DH5琢为南华
大学肿瘤研究所保存．

1援1援2 细胞．人鼻咽癌细胞系 CNE2为低分化鳞状
细胞癌细胞系，由中国预防医学科学院建系，并由

南华大学肿瘤研究所培养提供．以 RPMI 1640(含
10%新生牛血清)培养基，置 37℃ 5% CO2饱和湿

度的细胞培养箱培养．

1援1援3 主要试剂. Taq DNA聚合酶、dNTP、T4DNA
连接酶、AMV逆转录试剂盒购自 Fermentas公司；
DNA Marker DL2000 为大连宝生物公司产品；胶
回收试剂盒购自上海华舜生物公司；Lipofectamine
2000脂质体、TRIzol试剂、G418、RPMI 1640均
购自 Invitrogen 公司；BamH玉内切酶、Hind芋内
切酶为 Promega公司产品．
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1援2 方法

1援2援1 重组表达质粒的构建．我们先前的研究提

示，LG domain位于 STGC3 所编码蛋白的 1～42
位氨基酸，应用 PCR定点突变方法将该结构域缺
失掉，将突变成功的 STGC3驻1～42AA亚克隆到真核表

达载体 pcDNA3.1(+)的 Hind芋/BamH玉位点之间，
构建成重组质粒 pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA. Hind芋/
BamH玉双酶切，以鉴定重组载体是否含有该目的
片段，将含有目的片段的阳性克隆质粒送上海生工

生物工程有限公司测序．

1援2援2 细 胞 转 染 、 筛 选 及 鉴 定 ． 转 染 按

lipofectamine2000 试剂说明书进行，将质粒转染
CNE2细胞，48 h之后换用含 G418(350 mg/L)的选
择性培养基筛选．经 G418 筛选培养 2～3 周后，
获得稳定转染细胞系 CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3
和 CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA．Trizol抽提细
胞总 RNA后做 RT-PCR鉴定 STGC3基因的表达.
1援2援3 细胞生长曲线. 将 CNE2、CNE2/pcDNA3.1(+)、
CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3和 CNE2/pcDNA3.1(+)-
STGC3驻1～42AA (2伊103) 4组细胞接种于 96孔板内，每
组设 6个平行孔，每隔 24 h用MTT法对细胞数进
行检测，每次重复测量 2次，取平均值代表测量
值，共检测 6天，以测量值为纵坐标，间隔时间为
横坐标绘制生长曲线．

1援2援4 细胞集落形成试验．取对数生长期的细胞，

制成单细胞悬液，按 200 个 / 孔接种于 24 孔板
中，轻轻摇晃培养板，使细胞分布均匀，常规培养

1～2周，其间不换液，待培养板中出现肉眼可见
的克隆时，吸去培养基，用 PBS洗 2次，甲醇固
定 15 min后，吉姆萨染色，室温放置 30 min，吸
去染色液，用蒸馏水洗涤，将培养皿倒置于吸水纸

上吸干水分并拍照．用肉眼直接计数克隆数，或在

显微镜下计数大于 50个细胞的克隆．
1援2援5 流式细胞术测定细胞周期分布．分别收集上

述 4组细胞，制成单细胞悬液，PBS洗 3次，70%
预冷的乙醇 4℃固定，调整细胞浓度至 1伊106个 /ml
后待用．加入 PI染液，流式细胞仪测定细胞的荧
光强度，数据经计算机软件分析，得出细胞群体在

细胞周期各个时相的分布比例．

1援2援6 统计学分析．应用 SPSS 13.0统计软件包进
行 t检验，数据以 x 依 s 表示，以 P < 0.05表示有
统计学意义．

2 结 果

2援1 重组载体双酶切鉴定及测序

重组载体构建示意图如图 1 所示，经
Hind芋/BamH玉双酶切后可得到约 321 bp的目的片
段(图 2)，测序证明序列正确．

Gene Primer sequence Product size/bp

STGC3 Sense: CGGGATCCATGGTTCTTGTTTCTTAT 460

Antisense: GCCCCAAGCTTTTAGAGTAATAAAAGATTT

茁-Actin Sense: GGACCTGACTGACTACCTC 553

Antisense: CATACTCCTGCTTGCTGAT

STGC3驻1～42AA Sense:CCCAAGCTTGCCACCATGTCTCACTCTCATTTCCAGAC 321

Antisense:CGGGATCCTTAGAGTAATAAAAGATTTCTAGAT

1援1援4 引物．所用引物序列均经 Primer 5.0 设计， 由上海生工生物工程有限公司合成(表 1)．

Table 1 Primer sequences and product size

Fig. 1 Construction of the recombinant plasmid
pcDNA3.1(+)鄄STGC3驻1～42AA

STGC3
AA 1 42 146

STGC3驻1～42AA

Recombinant
plasmid pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+)

-STGC3驻1～42AA STGC3驻1～42AA
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Fig. 5 Colony formation rates of 4 cell lines
(a) CNE2. (b) CNE2/pcDNA3.1(+). (c) CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3. (d)

CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA.

Fig. 3 STGC3 and STGC3驻1～42AA expression
detected by RT鄄PCR

M: DL2000 marker; 1: CNE2; 2: CNE2/pcDNA3.1 (+ ); 3: CNE2/

pcDNA3.1(+)-STGC3; 4: CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA.

Fig. 2 Identification of recombinant
by restrict endonucleases digestion

M: DL2000 marker; 1: pcDNA3.1 (+ )-STGC3驻1～42AA cut with Hind芋 /

BamH玉; 2: pcDNA3.1(+) cut with Hind芋/ BamH玉.

2援2 转染细胞阳性克隆的鉴定

经 G418筛选培养 2～3周后，获得稳定转染
细胞系，Trizol抽提细胞总 RNA后做 RT-PCR，扩
增条带大小与预期值相符，如图 3所示．

2援3 细胞生长曲线

将上述 4种细胞以相同的数量接种后，用MTT
法每天测量，连续检测 6天，经绘制生长曲线和统
计学分析，在细胞培养的前 2天，各组细胞的增殖
差异性并不明显，从第 3天开始转染 STGC3基因
缺失突变体的细胞 CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA

和转染野生型 STGC3基因的细胞 CNE2/pcDNA3.1(+)-
STGC3的生长速度相对 CNE2细胞和转染空载体
pcDNA3.1(+)细胞 CNE2/pcDNA3.1(+)减慢(P<0.05),
但 CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1-42AA的生长速度快

于 CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3 (P < 0.01), CNE2 细

胞以及 CNE2/pcDNA3.1(+)细胞的生长速度无明显
差异性(图 4)．

2援4 细胞集落形成试验

在相同的培养条件下，恶性细胞的集落形成能

力可体现细胞恶性度的强弱[10]．CNE2组、转空载
体组、转野生型 STGC3 基因组和转 STGC3 基
因缺失突变体组集落形成数分别为 184.0 依 7.3、
177.5 依 5.9、97.5 依 10.1、142 依 9.3．与两对照组相
比，转基因组集落生长速度慢、数目少、体积小，

克隆形成能力明显降低，转 STGC3基因缺失突变
体组与转野生型 STGC3基因组相比，其在相同时
间、相同培养条件下形成的细胞集落要大，并且数

量也更多些，说明其集落形成能力要比 CNE2/
pcDNA3.1(+)-STGC3强，差异均有显著性(P < 0.01,
图 5)．
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3 讨 论

LG domain 位于层粘连蛋白链的 C 端，由
180～200个氨基酸残基组成，通常串联排列，存
在于许多细胞外蛋白和受体蛋白中．层粘连蛋白

LG组件含有许多作用位点，层粘连蛋白通过这些
位点与其受体(如整合素、肝素等)相互作用，从而
参与细胞外基质的构建、促进细胞黏附、增殖、分

化等重要的生理过程 [11-13]．Okazaki 等用重组蛋白
和合成肽片段筛选出鼠 LG domain 的 4 个活性位
点，并发现 LG组件具有促进细胞黏附的功能[9]．

进一步的研究表明 LG组件还与肿瘤细胞的浸润转
移密切相关，如 Yokoyama等[14]在 LG4组件中发现
了一种环状肽，这种肽对肿瘤细胞具有强的黏附

性，并含有肝素结合位点．国内外关于 LG domain
对细胞生长增殖影响深入研究的报道较少．

Group G0/G1 S G2/M

CNE2 29.0依1.6 67.8依1.07 3.3依0.74

CNE2/pcDNA3.1(+) 30.7依1.5 67.2依2.1 1.7依2.1

CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3 55.3依3.4 29.8依3.4 15依6.6

CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA 41.2依2.4 44.9依1.3 12.0依3.7
1) P < 0.01, CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3 and CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA vs CNE2 and CNE2/pcDNA3.1(+). 2) P < 0.01, CNE2/pcDNA3.1

(+)-STGC3驻1～42AA vs CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3. n=4, x 依 s.

Fig. 6 Cell cycle analysis by flow cytometry
(a) CNE2. (b) CNE2/pcDNA3.1(+). (c) CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3. (d) CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA.

2援5 细胞周期分析

采用流式细胞术检测上述 4组细胞的周期分布
情况，用方差分析比较上述 4组细胞不同周期时相
的细胞百分比(图 6，表 2)．结果显示，转野生型
STGC3 基因组与转 STGC3 基因缺失突变体组
G0/G1 期的细胞比例显著高于 CNE2 组和转空载

体组(P < 0.01)，但转 STGC3 基因缺失突变体组
G0/G1期阻滞作用较转野生型 STGC3基因组下降
(P <0.01)，CNE2组和转空载体组 G0/G1期无显著
差异，说明 STGC3驻1～42AA 细胞周期阻滞能力较

STGC3降低．

Table 2 The effect of STGC3 and STGC3驻1～42AA expression on the cell cycle of CNE2 cells
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STGC3基因是本课题组克隆的一个鼻咽癌相
关抑癌基因，定位于染色体 3p21，cDNA 全长为
1 271 bp，开放阅读框为 441 bp，编码一个由 146
个氨基酸组成、分子质量为 16 ku的蛋白质[4]．我们

的前期研究结果表明，STGC3基因具有抑制鼻咽
癌细胞恶性表型的作用[6-7]．生物信息学分析显示，

STGC3基因编码的蛋白含有一个层粘连蛋白 G结
构域(laminin G domain)[4]，层粘连蛋白通过其 G结
构域(LG domain)与受体(LGR)结合经 Laminin信号
途径而发挥作用．Okazaki等首先发现和证实含 G
结构域的层粘连蛋白在调节细胞的生长增殖、黏附

等方面发挥重要作用[9]．为了全面探讨 STGC3-LG
domain可能的功能活性，本实验采用脂质体转染
的方式，将野生型和 LG domain突变型 STGC3导
入 STGC3 表达阴性的人低分化鳞状细胞癌细胞
CNE2，通过筛选获得稳定高表达后，对转染细胞
的增殖情况进行了观察，结果显示，STGC3抑制
CNE2细胞生长增殖(生长速度较慢，克隆形成能
力降低，细胞周期阻滞)的作用在前期工作的基础
上得到进一步肯定．

本试验将 STGC3基因的 LG domain缺失，观
察突变型及野生型 STGC3对细胞生长增殖的影响，
研究发现，转突变型 STGC3细胞生长速度较转野
生型明显加快，集落形成速度快，集落大，克隆形

成率增高，降低了该基因肿瘤抑制功能．细胞集落

形成是恶性肿瘤细胞的一个重要生长特性，LG
domain缺失之后减弱了 STGC3对 CNE2细胞恶性
表型逆转作用，使其在平皿中生长的能力有所增

加．流式细胞仪分析结果表明，缺失 LG domain可
以促进细胞由 G0/G1期进入 S期和 G2/M期，使
细胞周期缩短，从而减弱了 STGC3对 CNE2细胞
的周期阻滞作用．我们的研究结果说明，该结构域

是 STGC3的肿瘤抑制功能所必需的．至于 STGC3
基因的 LG domain抑制 CNE2细胞生长增殖能力的
具体机制，有待于更深入地研究．
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Effect of STGC3 Gene Deletion Mutant on The Growth of CNE2 Cells*

LI Li1), HE Xiu-Sheng1)**, LUO Qiao1), ZHANG Zhi-Wei1), YAO Xu-Jiong1), CHEN Su-Qiong1),
LI Chun-Cheng1), WANG Li-Li1), DUAN Rong1), CHEN Zhu-Chu2)**

(1) Cancer Research Institute, University of South China, Hengyang 421001,China;
2) Cancer Research Institute, Central South University , Changsha 410078, China)

Abstract To investigate the function of Laminin G domain (LG domain) of STGC3 in human nasopharyngeal
carcinoma cell line CNE2. Recombinant plasmids pcDNA3.1(+ )-STGC3 and pcDNA3.1(+ )-STGC3驻1～42AA were
respectively transfected into CNE2 cells by liposome-mediated transfection. Therefore, the CNE2/pcDNA3.1(+)-
STGC3 and CNE2/pcDNA3.1(+)-STGC3驻1～42AA cell lines of stable expression STGC3 were established. Here, it is
reported that deletion of LG domain in this STGC3 reduces the tumor suppression activity of it, as demonstrated by
drawing growth curve, experimenting plate clone formation as well as detecting cell cycle distribution. The results
showed: the ability of STGC3驻1～42AA suppressing CNE2 cell proliferation was obviously decreased to compare with
wild type STGC3 (n=4, P < 0.05). These results indicate that the LG domain is necessary for the tumor suppression
activity of the STGC3.
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