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摘要 LRRC4是一个新发现的胶质瘤抑瘤基因，它在多种胶质瘤细胞系和胶质瘤组织表达缺失或下调，前期研究结果表明
胶质瘤细胞和组织中 LRRC4的编码区未发生突变、缺失或重排．为了获得 LRRC4作为胶质瘤抑瘤基因的进一步证据，采用
去甲基化制剂 5-Aza-CdR处理 LRRC4表达缺失的 SF126和 SF767胶质瘤细胞，MSP和 RT-PCR检测表明，LRRC4的启动子
在表达缺失的 SF126和 SF767细胞存在完全的甲基化，而 5-Aza-CdR能逆转 LRRC4启动子的甲基化状态，恢复 LRRC4的
表达．MTT法测定显示，5-Aza-CdR使 SF126和 SF767胶质瘤细胞增殖受到明显抑制，并呈时间和剂量的依赖性．同时流
式细胞仪检测显示，5-Aza-CdR使 SF126和 SF767胶质瘤细胞周期阻滞于 G0/G1期．因此，5-Aza-CdR能抑制胶质瘤细胞
SF126和 SF767增殖并干扰其细胞周期，LRRC4启动子异常甲基化是其在胶质瘤细胞中表达缺失的重要机制，5-Aza-CdR能
逆转 LRRC4基因的甲基化，恢复 LRRC4的表达，为 LRRC4作为胶质瘤去甲基化治疗的靶标提供了科学依据．
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胶质瘤是成人最常见原发性脑肿瘤，占中枢神

经系统肿瘤的 50%以上．和其他恶性肿瘤一样，
胶质瘤的发生和发展是遗传学和表观遗传学两大类

机制共同作用的、多基因参与、多阶段变异累积形

成的病理过程．在胶质瘤发生和发展过程中，抑癌

基因的失活是关键因素之一．抑癌基因功能丧失可

通过多种途径，现已证实 DNA甲基化是基因缺失
和突变之外抑癌基因失活的第三种机制，而且在某

些情况下是其失活的唯一机制[1]．

LRRC4 (leucine-rich repeat containing-4)是一个
新发现的胶质瘤抑瘤基因[2]，在多种胶质瘤细胞系

和胶质瘤组织表达缺失或下调，但我们前期研究结

果表明胶质瘤细胞和组织中 LRRC4的编码区未发
生突变、缺失或重排[3, 4]．本研究中，我们采用去

甲基化制剂 5- 氮杂 -2忆 - 脱氧胞苷 (5-aza-2忆 -
deoxycytidine， 5-Aza-CdR)处理胶质瘤细胞系
SF767和 SF126，观察了 5-Aza-CdR对胶质瘤细胞
生长的影响，并进一步探讨了胶质瘤细胞中

LRRC4失活的机制及去甲基化制剂对 LRRC4表达
的影响．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 细胞系． SF126和 SF767细胞为胶质瘤细
胞株，购自北京协和细胞生物所．SF126和 SF767
细胞培养于含 10%小牛血清的 MEM培养基(Gibco
公司)．
1援1援2 主要试剂．5-Aza-CdR 和 MTT 为 Sigma 公
司产品；总 RNA抽提试剂 TRIZOL购自 Invitrogen
公司；逆转录试剂盒购自 Promega 公司；DNA
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抽 提 试 剂 盒 购 自 TaKaRa 公 司 ； EZ DNA
Methylation-Gold Kit 购自美国 ZYMO RESEARCH
公司．

1援1援3 引物序列． LRRC4甲基化检测引物序列，
甲基化引物: 5忆 AGCGTAGTATTTAGCGAGTGC 3忆
(正向引物); 5忆 TAAACCCTAACACCGACTCG 3忆(反
向引物)．非甲基化引物：5忆 GGGAGTGTAGTAT-
TTAGTGAGTGT 3忆 (正向引物)；5忆 TAAACCCT-
AACACCAACTCACTC 3忆 ( 反向引物 )．LRRC4
RT-PCR 引物序列, 5忆 CAACTTGGCCCACAATA-
ACC 3忆(正向引物); 5忆 CATCCGACCCTCAGAAA-
TGT 3忆(反向引物). GAPDH 的 RT-PCR 引物序列:
5忆 GTCAGTGGTGGACC- TGACCT 3忆 (正向引物);
5忆 AGGGGAGATTCAGTGTGG- TG 3忆 (反向引物).
引物由上海博尚生物公司合成．

1援2 方法

1援2援1 5-Aza-CdR配制. 将 5-Aza-CdR按 10 mmol/L
浓度溶于 pH 7.4 PBS溶液后，分装成 100 滋l/管，
储存于-70℃备用．
1援2援2 MTT法测定 5-Aza-CdR对胶质瘤细胞增殖
活性的影响． 取处理前的对数生长期的 SF126和
SF767胶质瘤细胞，消化后计数，调整细胞浓度为
1伊104个 /ml，按每孔 103个细胞接种于 96孔培养
板．共接种 6块板，每组 5个孔，接种 24 h后去
上清，加入含 5-Aza-CdR的培养液，使其终浓度
分别为 0 滋mol/L、0.5 滋mol/L、2.5 滋mol/L、5.0 滋mol/L
和 10.0 滋mol/L，继续放入 37℃，5% CO2培养箱培

养，每天更换含 5-Aza-CdR的新鲜培养基．然后
在 1天，2天，3天，4天，5天和 6天各时间点分
别取一板，每孔加入MTT溶液(5 g/L) 20 滋l，继续
孵育 4 h，终止培养，弃去培养液，每孔加入
150 滋l 二甲亚砜，震荡 10 min，选择 570 nm 波
长，在酶标仪上测定各孔的吸光度值．

1援2援3 流式细胞仪检测 5-Aza-CdR对胶质瘤细胞
周期的影响．将 SF126和 SF767细胞传代 24 h后，
将 5-Aza-CdR按 0 滋mol/L、0.5 滋mol/L、2.5 滋mol/L、
5.0 滋mol/L和 10.0 滋mol/L的浓度配制的培养液分
别加入培养瓶中，每天更换含 5-Aza- CdR 的新鲜
培养基，待 72 h后分别回收细胞，以胰酶消化并
2 000 r/min离心 5 min收集细胞，PBS洗涤细胞 3
次，75%乙醇固定，用 RNaseA(终浓度为 0.1 g/L)
消化 30 min，加入 0.05 g/L碘化丙锭(PI) 250 滋l，
室温避光染色 30 min后上机检测，测定细胞周期，

每组实验重复 3次．
1援2援4 MSP方法检测胶质瘤细胞株中 LRRC4的甲
基化状态．收集经 0 滋mol/L和 5.0 滋mol/L 5-Aza-CdR
处理 72 h的 SF126和 SF767细胞，按 DNA抽提试
剂盒(TaKaRa公司)步骤抽提基因组 DNA．分别取
500 ng DNA按 EZ Methylation-Gold Kit的操作步骤
进行重亚硫酸盐处理，纯化回收 DNA用于甲基化
特异 PCR分析．甲基化特异性 PCR引物设计选择
位于 LRRC4启动子区富含 CpG位点区域．PCR反
应循环条件：95℃变性 45 s，58℃退火 90 s，72℃
延伸 60 s，共 38个循环．甲基化引物和非甲基化
引物扩增长度均为 153 bp．
1援2援5 RT-PCR分析 5-Aza-CdR处理胶质瘤细胞株
中 LRRC4的表达． 收集不同浓度 5-Aza-CdR处理
的胶质瘤细胞，TRIZOL 试剂提取各组细胞总
RNA．用 DNase (Roche 公司)消化 RNA中痕量的
DNA，再取 2 滋g 总 RNA，利用 Promega 公司的
Reverse Transcription System 将 RNA 逆转录成为
cDNA．取 2 滋l cDNA为模板进行 PCR反应，PCR
扩增条件： 94℃ 5 min， 94℃ 30 s， 54℃ 30 s，
72℃ 45 s，32个循环；72℃ 10 min．当 LRRC4基
因扩增 10个循环后加入内对照 GAPDH 的引物继
续进行 22个循环终止．同时用水作为阴性对照．
PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下凝胶
成像．

1援3 统计学处理

实验数据用 x 依 s 表示，多个样本均数比较采
用单因素方差分析，两组均数比较采用 t检验，所
有数据均由 SPSS 12.0统计软件进行处理，P < 0.05
为统计学上差异显著性．

2 结 果

2援1 5鄄Aza鄄CdR对胶质瘤细胞增殖的影响
经 0 滋mol/L、 0.5 滋mol/L、 2.5 滋mol/L、

5.0 滋mol/L和 10.0 滋mol/L 5个不同浓度 5-Aza-CdR
处理 SF126和 SF767胶质瘤细胞 1～6天后，除了
0.5 滋mol/L 5-Aza-CdR 处理 SF126 细胞 1 天和
0.5 滋mol/L、2.5 滋mol/L 5-Aza-CdR处理 SF767细
胞 1天后未见细胞生长明显抑制，其他作用浓度和
时间，随着 5-Aza-CdR浓度增加，抑制 SF126和
SF767两株细胞生长的作用明显增强，呈现明显的
时间和剂量依赖性(表 1，2及图 1，2)．
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2援2 5鄄Aza鄄CdR对胶质瘤细胞周期进程的影响
SF767和 SF126细胞经不同浓度 5-Aza-CdR处

理 3 天后，流式细胞仪分析显示，SF767 细胞在
5.0 滋mol/L和 10.0 滋mol/L 5-Aza-CdR处理后 G0/G1
期的细胞数量明显增加，S 期和 G2/M 期的细胞

数目明显下降．而 SF126 细胞在 2.5 滋mol/L
5-Aza-CdR处理浓度开始即出现 G0/G1期的细胞数
量明显增加，S期和 G2/M期的细胞数目明显下降
(图 3)．

Table 1 The effect on SF126 cell growth of different concentration 5鄄Aza鄄CdR for different time

Table 2 The effect on SF767 cell growth of different concentration 5鄄Aza鄄CdR for different time

c(5-Aza-CdR)/(滋mol·L-1)
A

1d 2d 3d 4d 5d 6d

0 0.504 依 0.073 0.902 依 0.027 1.128 依 0.019 1.456 依 0.032 1.592 依 0.056 1.656 依 0.054

0.5 0.535 依 0.033 0.759 依 0.049* 0.934 依 0.026* 1.215 依 0.062* 1.337 依 0.047* 1.231 依 0.059*

2.5 0.458 依 0.048* 0.724 依 0.046* 0.841 依 0.037* 1.062 依 0.050* 1.148 依 0.036* 1.036 依 0.019*

5.0 0.451 依 0.027* 0.701 依 0.041* 0.796 依 0.028* 0.978 依 0.017* 1.044 依 0.035* 0.965 依 0.023*

10.0 0.447 依 0.052* 0.627 依 0.036* 0.704 依 0.023* 0.857 依 0.044* 0.832 依 0.032* 0.714 依 0.039*

*P < 0.05 vs control group. (x 依 s)

c(5-Aza-CdR)/(滋mol·L-1)
A

1d 2d 3d 4d 5d 6d

0 0.358 依 0.021 0.621 依 0.035 0.815 依 0.029 1.029 依 0.015 1.107 依 0.032 1.172 依 0.034

0.5 0.345 依 0.043 0.518 依 0.019* 0.621 依 0.021* 0.776 依 0.027* 0.824 依 0.019* 0.854 依 0.029*

2.5 0.344 依 0.022 0.483 依 0.017* 0.561 依 0.015* 0.695 依 0.037* 0.732 依 0.029* 0.703 依 0.017*

5.0 0.307 依 0.021* 0.484 依 0.018* 0.523 依 0.027* 0.633 依 0.038* 0.678 依 0.023* 0.621 依 0.032*

10.0 0.312 依 0.021* 0.439 依 0.016* 0.494 依 0.027* 0.554 依 0.022* 0.578 依 0.016* 0.514 依 0.025*

*P < 0.05 vs control group. (x 依 s)

Fig. 1 The effect on SF126 cell growth curve
of 5鄄Aza鄄CdR

SF126 cells were treated by various concentration 5-Aza-CdR for 1～6

days.The proliferation of cells was detected by MTT assay on 1st day,

2nd day, 3rd day, 4th day, 5th day and 6th day. : 0 滋mol/L; :

0.5 滋mol/L; : 2.5 滋mol/L; : 5.0 滋mol/L; : 10.0 滋mol/L.
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Fig. 2 The effect on SF767 cell growth curve
of 5鄄Aza鄄CdR

SF767 cells were treated by various concentration 5-Aza-CdR for 1～6

days. The proliferation of cells was detected by MTT assay on 1st day,

2nd day, 3rd day, 4th day, 5th day and 6th day. : 0 滋mol/L; :

0.5 滋mol/L; : 2.5 滋mol/L; : 5.0 滋mol/L; : 10.0 滋mol/L.
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Fig. 5 5鄄Aza鄄CdR induced the expression of LRRC4 in glioma cell lines
Glioma cell lines SF767 and SF126 were treated with four different doses of 5-Aza-CdR (0, 2.5, 5.0 and 10.0 滋mol/L), as indicated above each lane, for
three days. Total RNA was isolated from control，and treated cells were then analyzed by RT-PCR using the LRRC4 primer set (top panel) and GAPDH
primer set (bottom panel). (a)SF126 cells were treated by different doses of 5-Aza-CdR. (b) SF767 cells were treated by different doses of 5-Aza-CdR.
(c) LRRC4 mRNA relative express level in SF126 treated by different doses of 5-Aza-CdR. (d) LRRC4 mRNA relative express level in SF767 treated by
different doses of 5-Aza-CdR. 1 : 0 滋mol/L; 2 : 2.5 滋mol/L; 3 : 5.0 滋mol/L; 4 : 10.0 滋mol/L.
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2援4 5鄄Aza鄄CdR 恢复胶质瘤细胞株中 LRRC4 的
表达

经不同浓度 5-Aza-CdR 处理 SF126 和 SF767
胶质瘤细胞 4 天后，RT-PCR 检测 LRRC4表达结
果显示，在未经 5-Aza-CdR处理的 SF126和 SF767

细胞中未检测到 LRRC4 的表达，而在经过
2.5滋mol/L、5.0滋mol/L和 10.0滋mol/L的 5-Aza-CdR
处理后则恢复了 LRRC4 基因 mRNA 的表达，且
LRRC4 mRNA的表达水平与用药剂量有一定量效
关系(图 5)．

Fig援 4 LRRC4 methylation status analysis in glioma cell lines by methylation鄄specific PCR
DNA from the indicated glioma cell lines was bisulfite-modified and analyzed for methylation of the LRRC4 promoter by methylation-specific PCR
analysis. The presence of a PCR product in lane U indicates unmethylated LRRC4. The presence of a PCR product in lane M indicates the methylated
LRRC4. (a) SF126 and SF767 cells were untreated by 5-Aza-CdR. (b) SF126 and SF767 cells were treated by 5.0 滋mol/L 5-Aza-CdR for 3 days.
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2援3 5鄄Aza鄄CdR对胶质瘤细胞中 LRRC4甲基化的
影响

LRRC4基因在 SF126和 SF767胶质瘤细胞中

为完全甲基化状态，而在经过 5.0 滋mol/L 5-Aza-
CdR 处理 3 天后，则表现为不完全甲基化状态，
即该基因甲基化得到部分逆转(图 4)．

Fig. 3 The effect on glioma cell lines cell cycle of 5鄄Aza鄄CdR
Glioma cells were exposure to 5-Aza-CdR for 3 days. Cell cycle phase distribution was analysesed by flow cytometry (FCM). (a) SF767 cell. (b) SF126

cell. *P < 0.05 vs control group. : 0 滋mol/L; : 0.5 滋mol/L; : 2.5 滋mol/L; : 5.0 滋mol/L; : 10.0 滋mol/L.
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3 讨 论

DNA甲基化是指生物体在 DNA甲基化转移酶
(DNMT)的催化下，把 S-腺苷甲硫氨酸(SAM)上的
甲基转移到 CpG二核苷酸中的胞嘧啶的第 5位碳
原子上，从而形成 5-甲基胞嘧啶(5mC)的过程[5]．

DNA甲基化不仅在基因表达调控、细胞增殖、分
化发育及基因印迹等方面起着重要作用，而且与肿

瘤的发生发展关系密切．研究发现全基因组的低甲

基化和局部 CpG岛的高甲基化并存是肿瘤细胞中
的普遍现象[6]．启动子区域 CpG岛的高甲基化是抑
瘤基因、DNA修复基因、促凋亡基因失活的主要
方式之一[7～9]．由于 DNA甲基化并不是基因序列发
生改变，而只是碱基对发生甲基化修饰，所以

DNA甲基化是可逆的，可通过应用去甲基化抑制
剂诱导因甲基化失活的基因重新表达．

5-Aza-CdR是一种 DNA甲基转移酶 1(DNMT1)
的抑制剂，它通过与 DNA甲基化甲基转移酶的共
价结合，降低 DNA甲基转移酶的活性，从而实现
去甲基化的功能，逆转 DNA的甲基化，使甲基化
沉默的基因重新表达．肿瘤抑制基因的启动子被甲

基化后功能丧失，而 5-Aza-CdR 能重新激活肿瘤
抑制基因的表达，恢复其功能．该药物目前已用于

白血病的临床治疗，并取得一定的疗效[10, 11]．本研

究证实 5-Aza-CdR 对人胶质瘤细胞系 SF126 和
SF767有显著的增殖抑制作用，并呈浓度和时间的
依赖性．同时，随着 5-Aza-CdR 浓度的增加，
G0/G1期的细胞数量明显增加，S期和 G2/M期的
细胞数目明显下降，出现 G0/G1 期阻滞．因此，
5-Aza-CdR抑制胶质瘤细胞 SF126和 SF767增殖可
能是由于甲基化沉默的基因重新表达、干扰细胞周

期所致．

LRRC4是我室采用 EST介导的定位候选克隆
策略结合 5忆 RACE 的方法，从染色体 7q31-32 克
隆的一个富含亮氨酸重复序列的超家族新成员[12]．

LRRC4不仅是脑组织特异性基因，而且是与胶质
瘤密切相关的抑瘤基因．我们的前期研究结果表

明，外源性 LRRC4 基因转染可使胶质瘤细胞系
U251生长速度减慢，生长周期阻滞在 G0/G1 期，
软琼脂集落形成率下降，裸鼠成瘤体积明显缩小和

成瘤时间明显延迟[13, 14]．LRRC4不仅在多种恶性胶
质瘤细胞系(U251、U87、SF126、SF767、BT325
和M17)中表达缺失[3]，而且在 87.5%的原发性胶质
瘤中存在显著表达下调或缺失 [15]． 为了获得

LRRC4作为胶质瘤抑瘤基因进一步的证据，我们
初步考察 LRRC4基因在胶质瘤中表达下调或缺失
的机制，发现在胶质瘤组织中 LRRC4的编码区并
未发生突变、缺失或重排[4]，在表达缺失的胶质瘤

细胞系中也未发现其编码区突变、缺失[3]．本研究

是在我们成功克隆 LRRC4启动子的基础之上，考
察了启动子甲基化对 LRRC4表达的影响．甲基化
特异性 PCR检测证实 LRRC4启动子在胶质瘤细胞
SF126 和 SF767 中存在完全甲基化，同时发现，
5-Aza-CdR能够逆转 LRRC4 基因启动子甲基化状
态，使该基因得以开放，LRRC4的 mRNA得以重
新表达，并且与药物作用浓度存在一定的相关性．

由此证明，5-Aza-CdR能够使胶质瘤细胞 SF126和
SF767中 LRRC4基因去甲基化，使基因恢复其转
录活性，从而能够发挥 LRRC4 的肿瘤抑制作用，
此外也证明了 LRRC4启动子甲基化是其在胶质瘤
细胞中表达缺失的重要机制．

总之，5-Aza-CdR 抑制胶质瘤细胞 SF126 和
SF767增殖可能与干扰细胞周期、提高 LRRC4的
表达有关．LRRC4在胶质瘤细胞中的表达缺失与
其启动子的异常甲基化修饰相关，5-Aza-CdR能逆
转 LRRC4基因的甲基化，恢复 LRRC4的表达，为
LRRC4作为胶质瘤去甲基化治疗的靶标提供了科
学依据．
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Effects of 5鄄aza鄄2忆鄄deoxycitydine on Proliferation of Glioma Cell Lines
and Abnormal Methylation of LRRC4 Gene*
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Abstract LRRC4, leucine-rich repeat C4 protein, is a new member of leucine-rich repeat (LRR) superfamily. It is
a novel tumor suppressor. LRRC4 inactivation is commonly found in glioma cell lines and primary glioma
biopsies. Previous study did not find any genetic alteration of LRRC4 in primary glioma. In order to explore an
alternative mechanism underlying inactivation of LRRC4 in glioma, glioma cell lines SF126 and SF767 were
treated by methylase inhibitor 5-Aza-2忆-deoxycytidine (5-Aza-CdR). Methylation-specific PCR was used to
examine the methylation status changes of LRRC4 promoter in SF126 and SF767 cell lines. LRRC4 mRNA
expression in SF126 and SF767 cell lines treated by 5-Aza-CdR was detected by RT-PCR. In addition, the effect
on glioma cell lines cell growth and cell cycle of 5-Aza-CdR were assayed by MTT and FCM. The results
indicated that LRRC4 promter was completely methylated in SF126 and SF767 cells. However, LRRC4 promoter
aberrant hypermethylation can be reversed and LRRC4 expression can be induced by 5-Aza-CdR. Moreover,
5-Aza-CdR displayed a growth inhitory effect on SF126 and SF767 cells in a dose- and time-dependent manner
after exposure to 5-Aza-CdR at different concentration for different time. FCM analysis showed that SF126 and
SF767 cells cell cycles were blocked at G0/G1 phase after 5-Aza-CdR treatment for three days. Taken together,
glioma cell lines SF126 and SF767 cell growth could be inhibited and cell cycles could be blocked by 5-Aza-CdR;
promoter hypermethylation is the important mechanism of LRRC4 inacctivation in glioma cell lines; methylation
can be reversed and LRRC4 expression can be induced by 5-Aza-CdR. All this suggest that LRRC4 may serve as a
demethylation therapeutic target in glioma.
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