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小鼠富亮氨酸重复结构蛋白 Lrig2 基因、蛋白结构及组织定位分析 *
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摘要 目的：分析小鼠富亮氨酸重复结构蛋白家族成员 Lrig2 的基因与蛋白的结构，明确其组织分布和定位，并对其功能进行初步

预测。方法：利用生物信息学分析技术对小鼠 Lrig2 基因的染色体定位、蛋白结构进行分析预测；通过 RT-PCR、mRNA 原位杂交

技术检测 Lrig2 基因在小鼠不同组织中的表达定位；通过系统进化树分析 Lrig2 与其他 Lrrs 蛋白家族成员的同源性。结果：生物信

息学分析显示，Lrig2 是一种跨膜蛋白受体，是 Lrrs 蛋白超家族成员之一，胞外区含有 15 个 Lrr 模序、3 个免疫球蛋白样结构域，

存在单一的跨膜结构域；Lrig2 在小鼠的多个组织中表达，其中在胸腺、脾脏等组织中表达较强；系统树分析显示，Lrigs 蛋白是

sLrPs 超家族成员，是一种跨膜蛋白受体。结论：Lrig2 在免疫组织中表达较强，推测其可能在肿瘤免疫应答进程中发挥重要的效

能。
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前言

富亮氨酸重复结构（Leucine-rich repeats，Lrrs）是介导蛋白

与蛋白之间相互作用的高度保守的氨基酸序列，通常由 20-29
个氨基酸残基组成，其中 11 个氨基酸高度保守。蛋白晶体结构

分析显示，Lrr 由一个 b 片层和一个 a 螺旋通过 loop 环连接形

成一个非球形的马蹄形分子结构域。基于 Lrr 的特殊结构，是

Lrr 蛋白容易与较小的球形蛋白结合，介导蛋白与蛋白之间的

相互作用。LRR- 免疫球蛋白样结构域蛋白（Lrr-immunoglobu-
lin-like domains，Lrigs）是最近发现的一种生长因子信号负向调

节因子，研究发现，LRIG 是一种跨膜蛋白受体，其膜内蛋白结

构可以通过自身的生物学机制，调节多种酪氨酸激酶受体的功

能，包括表皮生长因子受体 （epidermal growth factor receptor，
EGFR）[1]。我们通过生物信息学技术，对小鼠 Lrig 蛋白家族的

重要成员 Lrig2 的基因及蛋白结构进行了深入的分析，利用

RT-PCR、mRNA 原位杂交技术，明确 Lrig2 在小鼠不同组织中

的定位和分布。

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析
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通过 HMMpfam（version2.3.2）、SMART（release 25 Nov.
2004）和 Pfam（version 19.0）预测未知功能的蛋白结构[2]；Lrrs 经

LRRscan-out. Html 分析获得[4]；蛋白跨膜结构域利用 TMHMM
（version2.0）、HMMTOP（version2.1）和 TMPred 软件进行分析[5-6]；

信号肽分子序列通过 Signal P（version 3.0）进行预测[7]；进化树

分析通过 Clustal W 和 Clustal X 进行。
1.2 实验动物及取材

6-8 周的 C57BL/6 小鼠购自中国军事医学科学院实验动

物中心，在无病原微生物的环境中饲养，饲养过程中小鼠可以

自由饮水和进食。动物饲养一周后，麻醉固定，快速分离并取出

所需组织，心脏、肺、胸腺、脾、肾、肝、小肠和骨骼肌。组织取出

后立即放入焦炭酸二乙脂（DEPC）处理过的 4%多聚甲醛固定

液的标本瓶中，4℃固定 12h 以上，以备脱水石蜡包埋。另取

100mg 组织研磨后加入 1ml RNA 提取液 Trizol（Invtrogen），以

备提取总 RNA。
1.3 RNA 提取和逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）

Trizol 一步法提取组织的总 RNA，经反转录成 cDNA, 设

计 PCR 反应特异性引物：Lrig2 （NCBI Reference Sequence:
NM_001025067.1） forward primer, 5'- CCAGCTGGAGTG-
GTATTGGT -3'，reverse primer, 5'- CTTCACACCCAACAA-
CATGC -3'，扩增片段长度 845bp；glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) 作为内对照，GAPDH（NCBI Reference
Sequence: NM_008084.2）forward primer，5'-GTGGCAAAGTG-
GAGATTGTTG-3'，reverse primer, 5'-CAGTCTTCTGGGTG-
GCAGTGAT-3'，扩增片段长度 485bp。PCR 反应过程：95℃预

变 性 5 min；95℃变 性 30 sec，57℃退 火 30 sec，72℃延 伸 30
sec，共 35 个循环；72℃后延伸 5 min。PCR 产物通过 1.2%

（wt/vol）琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果。.
1.4 mRNA 组织原位杂交

以 Lrig2 的 mRNA 序列（Gene bank：NM_001025067.1）为

模板，化学合成小鼠 Lrig2 基因的寡核苷酸探针，探针序列：探

针 1，5'-CCACAAAGGCAGATTCATCAAGGCGGGT-3'，探针

2，5'-GGAAAGAAACCTAAATACACCATCAGCTA-3'， 探 针

3，5'-CAGACCACAACAATGATGACAATGCCAAC-3'。所有探

针均进行地高辛 （DIG） 标记。short-sequence nucleotide-nu-
cleotide Blast 检测探针的特异性。探针的反义序列作为阴性对

照。经过固定后的组织根据标准程序进行脱水和石蜡包埋，切

取 5 m 的组织石蜡切片。组织切片去石蜡化，梯度酒精复水后，

严格按 mRNA 原位杂交试剂盒（天津灏洋）说明操作。光学显

微镜下观察至细胞内胞浆阳性颜色与细胞外背景颜色对比度

反差明显时蒸馏水冲洗终止反应；细胞浆显棕黄色颗粒为阳性

反应，苏木素复染，胞核为蓝色；组织切片脱水透化后，中心树

胶封片保存。荧光倒置显微镜下成像，观察实验结果。

2 结果

2.1 小鼠 Lrig2 基因与蛋白结构分析

生物信息学分析显示，小鼠 Lrig2 cDNA 含有 3165 个碱基

组成，3165 个碱基组成开放阅读框，编码 1054 个氨基酸残基。
如 图 1A 所 示 ， 小 鼠 Lrig2 基 因 位 于 3 号 染 色 体

（104257906-104315779 bp）区域。如图 1B 所示，Lrig2 蛋白的胞

外区含有 15 个连续排列的 Lrr 结构域，3 个免疫球蛋白 I 结合

模序；N- 末端 40 个氨基酸残基组成信号肽分子，单一的跨膜

结构域位于 I807-I827。在 Lrig2 蛋白的胞外区有 12 个糖基化

位点，胞内区含有 1 个糖基化位点，2 个酪氨酸磷酸化位点。成

熟的 Lrig2 蛋白由 1054 个氨基酸残基组成，预测分子量为

117.88kDa。
2.2 表达序列标签（express sequence tags，EST）RT-PCR 分析

本研究通过 EST 数据对小鼠 Lrig2 mRNA 在小鼠各组织

中的分步进行了初步分析，结果显示（表 1）：Lrig2 在小肠、肾、
肺、脾和胸腺中都有表达，其中在脾、胸腺和小肠中表达量较

高。通过 RT-PCR 技术对 EST 分析结果进行验证，实验结果显

示（图 2），Lrig2 基因在在肺、肾、脾、心、肝、胸腺、骨骼肌中均有

表达，以胸腺的表达量为最高，其次分别为心、肾、肺和脾，在小

肠组织中未发现 Lrig2 mRNA 存在。实际试验结果与 EST 分析

结果存在差异。

图 1 小鼠 Lrig2 基因定位和蛋白结构分析：A Lrig2 基因的染色体定位；B Lrig2 蛋白序列及结构分析。★糖基化位点，☆酪氨酸磷酸化位点

Fig.1 The gene location and protein structure of mouse Lrig2. A, the ideogram of mouse chromosome 3, with mouse Lrig2 gene F2.2 position indicated by

rectangle. B, the amino acids sequence and the schematic diagram of mouse Lrig2 protein.★ Glycosylation site,☆ Phosphotyrosine site
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2.3 mRNA 组织原位杂交技术检测 Lrig2 mRNA 在小鼠不同组

织中的分布

为进一步验证 RT-PCR 实验结果，本研究设计了地高辛标

记的 Lrig2 mRNA 特异性探针，通过 mRNA 组织原位杂交技术

确定 Lrig2 在小鼠不同组织中的表达定位。如图 3 所示，在小鼠

胸腺、脾、心、肺和肾脏组织中，均检测到 Lrig2 mRNA 阳性表

达。在肺、胸腺和脾脏组织中出现大量的散在阳性表达细胞，在

脾脏中的阳性表达集中在脾索部位，在肾小球部位表达呈现强

阳性。在小肠组织中未发现阳性细胞。原位杂交结果与

RT-PCR 结果吻合。

表 1 EST 数据、RT-PCR 分析 Lrig2 在小鼠不同组织中的分布

Table 1 Lrig2 tissue distribution based an EST data base sequences

Tissue Name Transcripts per milllion Gene EST/Total EST

Intestine（小肠） 23 2/84236

Kidney（肾） 8 1/122453

Liver（肝） 0 0/108957

Lung（肺） 10 1/96442

Muscle（骨骼肌） 0 0/27256

Spleen（脾） 169 16/94430

Thymus（胸腺） 60 7/116168

Heart（心） 0 0/52131

图 2 RT-PCR 检测 Lrig2 mRNA 在小鼠不同组织中的表达

Fig.2 Tissue distribution of Lrig2 by EST and RT-PCR. A, B, RT-PCR

analysis fordetermineexpressionpatternofLrig2mRNAinorgansofmouse

图 3 mRNA 原位杂交技术分析 Lrig2 的组织定位。A 胸腺，B 脾，C 心，D 肺，E 肾，F 小肠，×400 倍，标尺为 100 nm

Fig.3 Localization of Lrig2 mRNA in tissues of mouse by in situ hybridization. The spacimens were observed and photographed under a light microscope

at magnification of×400. One bar represents 100 nm

2.4 小鼠 Lrig2 蛋白与 sLrPs 家族成员的同源性分析

本研究通过 ClustalW 和 ClustalX 软件分析小鼠 Lrig2 与

其他 sLrPs 蛋白家族成员的同源性，研究中所用的所有蛋白序

列均来自 NCBI reference sequences 公共数据库。根据表型群分

析，sLrPs 蛋白 Class-I、II、III、IV、V 分别属于不同的系统树进化

分支。Lrig 蛋白不属于上述五种类别，是 sLrPs 蛋白超家族成

员，属于一种跨膜蛋白受体。

3 讨论

Lrig 蛋白是最近发现的一组 Lrr 蛋白家族的成员，目前已
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经确定了 3 种 Lrig 蛋白，Lrig1、Lrig2 和 Lrig3。研究发现，Lrig1
是生长因子信号的负性调节蛋白，Lrig2、Lrig3 的功能尚不清

楚[8-9]。本研究通过生物信息学、RT-PCR 和 mRNA 原位杂交技

术对小鼠 Lrig2 基因和蛋白的结构，以及其在小鼠不同组织的

分布和定位发现，Lrig2 基因序列位于小鼠 3 号染色体 F2.2 区

域，预测其为一种跨膜蛋白受体。其胞外区含有 15 个 Lrr 模序

和 3 个免疫球蛋白结合结构域，是一种单一跨膜蛋白。在 Lrig2
蛋白的胞外区有 12 个糖基化位点，胞内区含有 1 个糖基化位

点，2 个酪氨酸磷酸化位点。EST 数据分析显示，Lrig2 在小肠、
肾、肺、脾和胸腺中都有表达。但我们通过 RT-PCR 和 mRNA
原位杂交技术研究发现，Lrig2 在胸腺呈强表达，在小肠中未发

现有 Lrig2 mRNA 存在。其在胸腺、心脏和肺脏中的表达呈散

在性，而在脾脏中主要集中在脾索区，在肾脏的肾小球部位表

达较多。

富亮氨酸蛋白聚糖 / 蛋白质 （Small leucine-like proteogly-
cans/proteins, sLrPs）是一类在进化过程中保守的分泌性蛋白家

族，包含一个由 6-20 个 Lrr 模序组成的核心蛋白序列，后翻译

修饰的氨基葡聚糖序列、N- 糖基化位点和酪氨酸硫酸化作用

位点。sLrP 家族成员在胶原纤维化形成、细胞增生和分化、在不

同组织中迁移等方面发挥重要的生物学效能。根据外显子数

量、N- 末端半胱氨酸相间的氨基酸残基和 Lrr 模序，可以把

sLrP 蛋 白 家 族 分 为 不 同 的 亚 型。通 过 共 有 序 列 T 型

（zzxxaxxxxFxxaxxLxLxxNxL） 和 S 型（xxaPzxLPxxLxxLx-
axxxxFxxaxxLxxLxLxx NxL） 可以对 Lrr 模序进行鉴定，"z" 为

间断性的间隙，"x" 表示为可变的氨基酸残基，"a" 是缬氨酸、亮
氨酸或异亮氨酸，"L" 是异亮氨酸或亮氨酸。ClassI、II sLrPs 由

12 个 Lrr 模序组成的 4 个串联的 STT 模序，ClassIII sLrPs 含有

7 个（ST）T（ST）2Lrr 模序，II 型胶原和软骨粘附素（Chondroad-
herin）是 Class IV sLrPs，含有 10 个 T 型 Lrrs[10]。Lrig2 蛋白含有

12 个 T 型 Lrr 模序和 3 个 S 型 Lrr 模序，与其他 sLrPs 亚型存

在较大差异。系统树分析显示，Lrig 蛋白属于 sLrPs 超家族成员

之一，是一种跨膜蛋白受体。Lrig2 组织分布和定位显示，其在

胸腺、脾脏等免疫器官中呈现强表达。
Lrig1 的功能已经比较明确，其对生长因子信号起负性调

节作用并参与表皮干细胞的激活[11-12]。Lrig1 基因缺失的小鼠可

以导致牛皮癣状表皮超常增生[13]。Lrig2 的功能尚不清楚，通过

上述实验结果我们认为其功能可能与 Lrig1 相关。Lrig2 在免疫

器官中高表达，预示其可能在肿瘤的发生和发展过程中发挥重

要的生理效应，对其功能进行深入的研究具有较高的研究价

值。
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