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LRIG2蛋白在人催乳素腺瘤细胞中的表达研究
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摘要 目的：明确 LRIG2蛋白在人催乳素腺瘤细胞中的表达与定位。方法：采用免疫细胞化学方法检测 LRIG2蛋白在人催乳素腺
瘤原代细胞中表达情况，人胶质瘤细胞系 U87细胞设为阳性对照。结果：LRIG2蛋白在原代培养的人催乳素腺瘤细胞中高表达
(86.6± 2.15)%，与其在 U87细胞中表达率无明显统计学差异；同时免疫细胞化学结果提示 LRIG2蛋白在人催乳素腺瘤细胞中定
位于胞浆，也与其在 U87细胞中表达一致。结论：LRIG2蛋白在人催乳素腺瘤细胞中高表达，定位于胞浆，提示其可能在垂体腺瘤
发生、发展过程中发挥作用，为进一步研究垂体腺瘤发生机制奠定基础。
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Expression of LRIG2 Protein in Cultured Primary Cells of Human
Prolactin Adenomas

To detect the expression of LRIG2 protein in human prolactin adenomas. A total of 10 samples of
surgically removed from human pituitary adenomas and clinical data were collected from Depatement of Neurosurgery in Xijing
Hospital. Immunocytochemistryand immunofluorescence staining was employed to detect the expression of LRIG2 in cultured primary
prolactin adenomas. LRIG2 expresses strongly positive in U87 cells, located in cytoplasm. And LRIG2 expresses in part of
pituitary adenoma primary cells, located in cytoplasm. This has been confirmed by immunofluorescence staining. The
strong positive expression prompts that LRIG2 may play an important role in pituitary adenoma. It lays the foundation of the following
study.
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前言

垂体腺瘤是一种缓慢生长的颅内肿瘤，占颅内原发性肿瘤

的 10 %-15 % [1]。催乳素腺瘤是其中最常见的一种分泌性垂体

腺瘤，约占人垂体腺瘤的 30 % - 40 %。LRIG2基因是 Holmulnd

等 [2] 在 2004年利用 DNA探针和 RT-PCR技术从人脑 cDNA

文库中筛选出的基因，由其编码的 LRIG2蛋白是一种跨膜糖

蛋白，由胞内段、跨膜段和胞外段三个部分组成，与 LRIG1 蛋

白的氨基酸序列有 47 %的同源性。有研究表明，LRIG2蛋白在

正常人的胃、膀胱、前列腺、脑等组织内稳定表达[2]，并且在颅内

肿瘤[3-6]、消化道肿瘤[7]、生殖泌尿系统肿瘤[8,9]及多种细胞系中过

度表达，但细胞定位尚不一致。为了明确 LRIG2蛋白在人催乳
素腺瘤细胞中的表达与定位，本研究采用培养原代细胞的方

法，通过免疫细胞化学实验，脱离组织中复杂因素的干扰，以得

到明确的结果。

1 材料与方法

1.1 标本及临床资料
1.1.1 组织标本 10例人催乳素腺瘤组织均取自西京医院神

经外科 2011年 11月至 2011年 12月接受神经导航辅助下经
鼻内窥镜垂体腺瘤切除手术的患者，其中男性 4例，女性 6例，

年龄 38-62岁（平均 42.6岁），术后经病理 HE染色及免疫组织

化学染色证实为垂体腺瘤。腺瘤离体后，立即装入含 Hanks液

的无菌试管中送往实验室提取、培养原代细胞。

1.1.2 细胞标本 人胶质瘤细胞系 U87为来源于胶质母细胞
瘤（IV 级）建立的细胞系，由第四军医大学西京医院神经外科

实验室保存，用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，于 37 ℃、
5 % CO2及 100%湿度条件下培养，作为阳性对照。
1.2 试剂与主要实验步骤
1.2.1 试剂 LRIG2单克隆抗体（兔抗人）及 DAPI购自 Sigma

公司，FITC购自 Invitrogen公司，SABC试剂盒及 DAB显色试
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剂购自北京中杉金桥公司。

1.2.2 人催乳素腺瘤原代细胞培养 ① 准备工作：开始工作

前取已消毒的培养用品置于超净工作台，紫外线消毒 30 min，

刷手、75 %酒精擦拭手; ②肿瘤的机械处理：无菌条件下，手术

取下的腺瘤组织立即放入盛有 Hanks液的无菌试管中，送往实

验室。Hanks液反复冲洗 3次以去除坏死组织和血块，在解剖

镜下剔去外膜及血管，将处理过的肿瘤组织用眼科剪剪碎成 1

mm3大小；③肿瘤的消化：用吸管将处理过的肿瘤组织转入含

10 %胎牛血清的 DMEM培养基中，加入 0.25 %胰酶 1-2 mL 37

℃消化 20 min，每隔 5 min吹打分散 1 次，以利于充分消化肿
瘤，使细胞分离；④重悬细胞：待细胞分散良好后，加入 5 mL的
DMEM培养液（内含 105 U/L青霉素，0.1 g/L链霉素，2.0 g/L的
HEPES，2.2 g/L的 NaHCO3，10 %胎牛血清，以下同）终止消化
5 min，经 100钼细胞筛过滤后，300 r/min 离心 15 min，弃上清

液，加入 DMEM培养基使细胞重悬并分散；⑤细胞的培养：镜

检计数后，调整细胞密度为 1.0× 106 /ml，于 37 ℃、5 % CO2、

100 %湿度的恒温培养箱内培养，每 2 d半量换液，定时观察腺

瘤细胞的生长情况。

1.2.3 染色 人催乳素腺瘤细胞培养的第 5天爬片固定，常规

免疫细胞化学染色和荧光染色，人 U87 细胞作为阳性对照，
PBS溶液代替一抗作为阴性对照。
1.3 染色结果判读

采用免疫细胞化学染色法（S-P法）来检测 LRIG2蛋白在

原代培养的垂体腺瘤细胞和人 U87细胞系中的表达。在 40×

镜下观察，LRIG2蛋白阳性表达区域呈棕黄色，苏木素衬染的

胞核呈蓝色。采用间接免疫荧光方法来检测 LRIG2蛋白在原代

培养的垂体腺瘤细胞中的表达。在 60× 镜下观察，DAPI标记的
细胞核呈蓝色，FITC标记的 LRIG2蛋白阳性表达区域呈绿色。
1.4 统计方法

光镜下随机选取 10 个视野统计阳性细胞的百分比。对
LRIG2蛋白在原代培养人催乳素腺瘤和 U87细胞中阳性表达

率进行统计学分析，进行样本均数间 t检验，用 SPSS16.0软件

进行处理。

2 结果

2.1 原代培养人催乳素腺瘤细胞形态学观察

人垂体腺瘤细胞于培养的第 1、3、5、7、9、11 d在倒置相差

显微镜下观察并照像。培养第 1天，可见人垂体腺瘤细胞呈圆

形，折光性较强，边缘完整清楚有亮晕（见图 1A）；培养第 3天，

瘤细胞仍为圆形，在形态上几乎没有明显的改变，可见少量体

积大的细胞，散在分布（见图 1B）；培养 5d以后，细胞开始贴壁

并迁移，光镜下表现为细胞圆形或多角形有突起，整体变平（见

图 1C）。
2.2 LRIG2在人 U87细胞系及原代培养催乳素腺瘤细胞中的

表达

LRIG2蛋白在（91.5± 1.25）%人 U87细胞中强阳性表达，

定位于胞浆（见图 1D，黄色箭头所指为阳性表达区域），而阴性

对照的细胞中则未见阳性表达（见图 1E，蓝色箭头所指区域）；
LRIG2蛋白在（86.6 ± 2.15）%人原代培养的催乳素腺瘤细胞
中表达，也定位于胞浆（见图 1F，黄色箭头所指为阳性表达区

域，蓝色箭头所指为胞浆阴性）。LRIG2蛋白在这两种细胞中表
达率在统计学上无差异。免疫细胞荧光染色证实了这一点，

LRIG2 蛋白在原代培养的垂体腺瘤细胞胞浆中表达（见图
1G-I，蓝色箭头所指为 DAPI标记的细胞核，呈蓝色；黄色箭头

所指为 FITC标记的 LRIG2蛋白表达区域，呈绿色）。

3 讨论

Thompson 等[10]在 1959年首次利用人垂体腺瘤进行体外

细胞培养，至今已有 50多年的历史。由于垂体腺瘤标本一般都

较小，不易获取；且垂体腺瘤多为良性肿瘤，不易增殖，因而体

外培养垂体腺瘤细胞较为困难。垂体腺瘤标本一般通过神经外

科手术获得，且不同的手术方法对原代培养结果有不同的影

响：如常规手术易夹带有正常垂体组织；吸引法收集的腺瘤细

胞数量虽多，但瘤体组织损伤大，且易混杂大量的血细胞；钳刮

术获得的腺瘤细胞中混杂血细胞少，腺瘤细胞纯度相对较高，

但收集的腺瘤细胞数量少。本实验为减少不同术式所获得的垂

体腺瘤标本的差异，所有标本均为神经导航辅助、经鼻入路内

窥镜下切除的垂体腺瘤组织，本手术方法最大限度的获得了肿

瘤组织，较好的保护了正常垂体不受骚扰，且手术耗时短，保证

了离体后的肿瘤组织的活性。

垂体腺瘤多为良性肿瘤，细胞不易增殖，因而多为短期培

养[11]。我们前期通过多次培养发现人垂体腺瘤细胞在培养的前

2周内几乎无增殖表现。近十几年来，仅有少数研究报道体外

培养的垂体腺瘤细胞可长期传代，且多为基因修饰过的垂体腺

瘤细胞，如 Jin等用 SV40病毒转染人无功能垂体腺瘤建立的

人垂体腺瘤细胞系 HP75[12]。我们发现在人垂体腺瘤细胞培养

的第 5-10天有成纤维细胞出现，而腺瘤细胞形态则仍保持圆

形或椭圆形不变。所以本实验选择在提取原代细胞的第 5天固

定细胞，以免腺瘤细胞纯度受到影响。

既往有学者报道 LRIG2 蛋白在人垂体腺瘤组织中表达，

定位于胞核[9]，也有不同学者报道 LRIG2蛋白在多种颅内肿瘤
细胞中表达，但定位于胞浆[3-5]，LRIG2在人垂体腺瘤中定位尚

不明确，而 LRIG2蛋白是否在原代培养的人催乳素腺瘤细胞
中表达也尚未见报道。本研究发现 LRIG2蛋白在原代培养的

人催乳素腺瘤细胞中明确表达，且定位于胞浆，与阳性对照组

的人胶质母细胞瘤细胞系 U87细胞中表达及定位一致。进一

步的免疫细胞荧光研究亦发现 LRIG2蛋白在原代培养的人催

乳素腺瘤细胞中表达阳性且定位于胞浆。有研究显示，LRIG2

蛋白在肿瘤细胞中的细胞定位与肿瘤的预后相关。LRIG2蛋白

表达部位位于胞浆的少突胶质瘤患者预后较差[3]，而 LRIG2蛋
白表达于核周的 III-IV级星形细胞瘤患者则预后较好[5]。故而

研究与明确 LRIG2蛋白在人垂体腺瘤细胞定位有助于垂体腺

瘤侵袭和复发相关性的后续研究。

近年来，随着基因组学与分子生物学技术的蓬勃发展，国

内外学者对垂体腺瘤发病机制、侵袭及复发因素的持续探索，

垂体腺瘤细胞培养逐渐在其中起着重要作用。本实验从原代培

养人垂体腺瘤细胞出发，动态观察了培养细胞的生长状态，为

垂体腺瘤细胞的体外研究提供形态学基础；证实了 LRIG2蛋

白在人催乳素腺瘤细胞中定位于细胞浆，为后续实验深入研究

垂体腺瘤侵袭和复发机制奠定理论基础。
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