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Abstract
AIM: To investigate the expression and imprinting 
style of small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N 
(SNRPN) in hepatic cancer cell line HepG2.

METHODS: Human hepatic cancer cell line HepG2 
was cultured in vitro by routine method. The expression 
of SNRPN gene in the cells was detected by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The 
single nucleotide polymorphisms (SNP) of SNRPN at 
exon 4 nt 1654312 (numbered according to NT_026446, 
SNP rs705) was genotyped in a genomic DNA sample 
and a cDNA sample of HepG2 cell line with restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) based on RT-PCR.

RESULTS: SNRPN was stably expressed in HepG2 cells. 
The heterozygote C/T was found at exon 4 nt 1654312 
of SNRPN. In cell lines heterozygous with respect to this 
SNP, only one of the two alleles (T allele) present in the 
genomic DNA produced an mRNA transcript.

CONCLUSION: SNRPN mRNA is expressed in HepG2 
cells, and there is no loss of imprinting.

Key Words: Small nuclear ribonucleoprotein polypep-
tide N; Genomic imprinting; Restriction fragment 
length polymorphism; Heterozygote
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摘要
目的: 研究小核核糖核蛋白多肽N基因(SNRPN)在肝癌
肿瘤HepG2细胞株的表达及基因印迹状态. 

方法: 采用RT-PCR方法检测出SNRPN基因在肝癌肿瘤
HepG2细胞株中的表达状况, 对HepG2细胞株基因组
DNA和cDNA中的SNRPN基因外显子4 nt 1654312位
点用RT-PCR为基础的RFLP方法进行基因分型. 

结果: HepG2细胞稳定表达SNRPN, SNRPN外显子4 nt 
1654312(数字依据NT_026446, SNP rs705)为杂合子
(C/T); RT-PCR为基础的RFLP分析表明, SNRPN的双等
位基因中只有T等位基因产生mRNA转录本. 

结论: SNRPN基因在HepG2肝癌细胞株中有表达, 其基
因印迹状态未丢失. 

关键词: 小核核糖核蛋白多肽N; 基因印迹; 限制性片段长度

多态性; 杂合子
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0  引言

小核核糖核蛋白多肽N基因(small nuclear ribonucleo-
protein polypeptide N, SNRPN)是编码小核核糖核蛋

白多肽N的印迹基因[1], 与印迹基因IGF2一样, 他也是

仅父源等位基因表达, 其印迹状态的维持与DNA的甲

基化[2]、 染色质的紧缩[3]以及组蛋白的乙酰化[4,5]密切

相关. IGF2印迹缺失在肝癌的发生中起到重要作用[6], 
与其类似的SNRPN基因在肝癌细胞中的表达及其印

迹状态的研究还未见相关报道. 本实验的目的就是利

用逆转录PCR(RT-PCR)的方法研究出SNRPN基因在

HepG2肝癌细胞株的表达状况, 并以RT-PCR为基础的
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限制性片段长度多态性分析(restriction fragment length 
polymorphism, RFLP)的方法检测出SNRPN基因的印

迹状态, 探讨印迹基因SNRPN在肝癌细胞株中的印迹

状态是否发生改变. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌来源的传代H e p G2细胞株购自中

科院上海细胞生物学研究所, 本研究所实验室保存. 
RPMI-1640培养基干粉、优级胎牛血清(FCS)、胰蛋

白酶、HEPES购自Hycolone公司; TriPure、DEPC等购

自Roche公司; AMV逆转录酶、RNA酶抑制剂、oligo 
dT购自Promega公司; DL2000 DNA分子量标准、Taq 
DNA聚合酶、dNTP、内切酶Bst UI、Pst I购自Takara
公司; 氯仿、异丙醇、无水乙醇、Tris碱、EDTA、

青霉素、链霉素等其他试剂为国内产品, 购自北京

鼎国生物技术公司. PCR引物由北京奥科生物公司合

成, SNRPN基因鉴定正向引物S4: 5’-CTACTCTTT-
GAAGCTTCTGCC-3’; 反向引物AS4: 5’-TGAA-
GATTCGGCCATCTTGC-3’.  
1.2 方法

1.2.1 HepG2细胞培养 按常规方法传代培养. HepG2
肝癌细胞在含有100 mL/L的胎牛血清、终浓度为1×
105  U/L的青霉素和链霉素的RPMI1640培养基中37℃, 
50 mL/L CO2条件下培养数天, 每2 d换液一次, 4 d传代. 
1.2.2 核酸的提取 利用TriPure试剂提取HepG2细胞

DNA和总RNA. 用1 mL TriPure试剂收集细胞, 混匀, 
室温静置5 min, 以确保核蛋白复合体完全溶解; 添
加0.2 m L氯仿, 剧烈摇动15 s, 然后再次室温静置

15 min; 然后4℃, 12 000 g , 离心15 min, 溶液分三层. 
将无色水样上层转移到一新的离心管中, 加入0.5 mL
异丙醇, 混匀, 室温静置15 min, 然后4℃, 12 000 g , 离
心15 min, 去上清, 添加1 mL 750 mL/L酒精洗涤RNA
沉淀, 再次4℃, 12 000 g , 离心15 min, 去上清, 空气中

倒置5-10 min使酒精挥发以除去残留的氯仿, 然后用

DEPC水溶解RNA沉淀, 用10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴

定RNA提取质量. 另外向中间层和底部红色层中(要将

无色水样上层去除干净)添加纯无水乙醇0.3 mL, 混
匀, 室温静置5 min, 然后4℃, 2 000 r/min , 离心5 min, 
去上清, 添加750 mL/L酒精1.5 mL, 室温保留20 min, 
偶尔摇动, 再次4℃, 2 000 r/min, 离心5 min, 去上清后

空气中自然晾干5-10 min以去除残留的氯仿, TE溶解

DNA沉淀. 最后用核酸蛋白定量仪测定HepG2细胞总

RNA和基因组DNA含量. 
1.2.3 HepG2细胞SNRPN基因分型 采用PCR-RFLP方
法对HepG2细胞SNRPN外显子4 nt 1654312(数字依

据NT_026446, SNP rs705)位点进行基因分型. 首先利

用S4、AS4做引物, 基因组DNA为模板扩增出包含

nt 1654312位点的SNRPN基因片段, 然后利用内切酶

Bst UⅠ(酶切位点: CG↓CG)和PstⅠ(酶切位点: CTGCA
↓G)对PCR产物进行双酶切, 最后利用20 g/L琼脂糖凝

胶电泳来进行限制性片段长度多态性分析. 
1.2.4 RT-PCR及RPLP分析 参照RT-PCR试剂盒操作程

序采用二步法进行逆转录以及PCR扩增. 逆转录反应

体系和反应条件为: 总RNA模板5 μL约2 μg, oligo dT 
1 μg, 无RNA酶DEPC处理水3 μL, 混匀后在70℃变性

5 min, 冰上冷却5 min后加入5×AMV buffer 5 μL、
AMV逆转录酶3 μL、RNA酶抑制剂1.5 μL、dNTP 
2 μL, 补加无RNA酶DEPC处理水到总体系25 μL, 然
后42℃逆转录60 min, 完成后再70℃加热5 min以灭

活逆转录酶. 随后我们以逆转录的cDNA产物为模板按

照Sakatani et al [7]所述的方法利用BstU I对SNRPN的nt  
1654312位点SNP进行PCR-RFLP分型. 

2  结果

2.1 HepG2细胞培养 HepG2细胞融合单层贴壁生长, 
显微镜下观察为梭形、三角形或小圆形, 生长旺盛(图1). 
2.2 核酸的提取 采用核酸蛋白定量仪对所提取的总

RNA定量, 产量在50 μg左右(细胞数大约6×106个); 采
用10 g/L琼脂糖凝胶电泳进行总RNA质量鉴定, 显示

所提取的RNA完整性良好(图2). 
2.3 HepG2细胞SNRPN基因分型 HepG2细胞基因组

图 1 本研究中传代培养的HepG2细胞 (24 h, ×100). 

28 s

18 s
28 s

18 s

图 2 HepG2细胞提取的总RNA质量电泳鉴定. 
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表达, 其印迹状态的维持与DNA的甲基化[22-24], 染色质

的紧缩[25]以及组蛋白的乙酰化[4,5]密切相关. 鉴于IGF2
印迹缺失在肝癌的发生中起到重要作用[26-31], 与其类

似的SNRPN基因在肝癌细胞中的表达及其印迹状态

的研究也是值得我们关注的一个课题. 本实验的目的

就是利用RT-PCR的方法研究出SNRPN基因在HepG2
肝癌细胞株的表达状况, 并以RFLP分析的方法检测

SNRPN的基因印迹状态. 
SNRPN是一个印迹基因, 其两个等位基因根据

父系来源的不同有显著的不同表达水平(仅父源等位

基因表达). 为了区分不同表达量的等位基因, 我们选

择HepG2细胞SNRPN外显子4上nt 1654312(数字依据

NT_026446来确定)为杂合子C/T的SNP位点作为研究

对象, 以研究该C/T SNP(dbSNP rs705)的等位特异性表

达情况, 并以cDNA的PCR-RFLP检验双等位的差异性

表达. 实验发现, C/T杂合子HepG2细胞系中, SNRPN基

因依然维持其印迹状态, 逆转录PCR产物酶切实验证

实SNRPN等位基因仅仅只有一个等位产生mRNA的转

录, 即仅父源的T等位出现转录. 
本研究提示SNRPN基因在HepG2肝癌细胞株中

稳定表达, 其基因印迹状态未丢失, 更进一步的实验来

研究证明印迹基因SNRPN在肝癌组织以及正常人群

中的表达和基因印迹丢失情况是必要的, 相信随着对

SNRPN研究的深入, 必将为肝癌的发病机制研究提供

新的思路. 
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图 3 HepG2细胞SNRPN外显子4 nt 1654312位点基因分型. 1: SNRP 

PCR产物; 2: PCR产物BstUI和Pst I双酶切; M: DL2000分子质量标准. 

图 4 HepG2细胞SNRPN外显子4 nt 1654312位点RT-PCR及RFLP分析. 
M: DL2000分子质量标准; 1: SNRPN RT-PCR产物; 2: RT-PCR产物

BstUI限制性酶切. 
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                                                                               •消息•

第一届全国临床营养支持学术会议通知

本刊讯 经中华医学会外科学分会批准, “第十届全国临床营养支持学术会议”将于2006-05在上海召开. 本次会议由中华医学会外

科学分会营养支持学组主办、复旦大学附属中山医院承办, 主要内容为临床营养支持领域的基础和临床实践总结. 现将征文要求通

知如下:

1  征文要求

请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要邮寄到上海市医学院路136号, 上海中山医院外科吴国豪收, 邮编：200032: 同

时请用Email将论文全文及摘要发送到prowugh@yahoo.com.cn, 注明上海中山医院外科吴国豪收. 征文请自留底稿, 恕不退稿. 

2  截稿日期

征文截止日期: 2006-03-15.

本次会议举行优秀论文评奖活动, 欢迎踊跃投稿. 会议向正式代表颁布中华医学会继续教育学分.


