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Abstract
AIM: To investigate the effect of sodium 
orthovanadate (SoV), an inhibitor of phosphatase 
of regeneration liver-3 (PRL-3), on the migration 
of Colo-320 colon cancer cells.

METHODS: The expression levels of PRL-3 
protein in seven colorectal cancer cell lines were 
examined by Western blot to screen the line with 
the highest expression of PRL-3 protein. The 
screened cell line was employed in subsequent 
drug intervention experiments. A scratch wound 
assay was performed to examine the effect of 
SoV (at a dose of 0.5 μmol/L) on the migration 
of Colo-320 cells. The migration distance of cells 
was determined under an inverted microscope. 

The expression of PRL-3 mRNA in cells treated 
with SoV was detected by in situ hybridization.

RESULTS: Western blot analysis indicated that 
the colon cancer cell line Colo-320 had the high-
est expression level of PRL-3. The scratch wound 
assay showed that the migration distance of 
Colo-320 cells treated with SoV for 48 hours was 
significantly lower than that of control cells. The 
migration rate of SoV-treated cells was also sig-
nificantly lower than that of control cells (2.84 ± 
6.78 μm/h vs 39.12 ± 10.11 μm/h, P < 0.00001). 
In situ hybridization analysis showed that PRL-3 
mRNA was highly expressed in control cells but 
not in SoV-treated cells.

CONCLUSION: SoV can effectively inhibit the 
migration of Colo-320 cells perhaps through 
downregulation of PRL-3 mRNA expression and 
suppression of PRL-3 catalytic activity.

Key Words: Phosphatase of regeneration liver-3; 
Colon cancer cell; Migration

Zhao GP, Zhou ZG, Zheng XL. Inhibition of phosphatase 
of regeneration liver-3 suppresses the migration of 
Colo-320 colon cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(21): 2147-2151

摘要
目的: 观察促肝再生磷酸酶-3(phosphatase of 
regeneration liver-3, PRL-3)抑制剂原钒酸钠
(sodium orthovanadate, SoV)对大肠癌细胞株
Colo-320迁移能力的影响. 

方法: 应用Western blot方法检测PRL-3在7株
大肠癌细胞中的表达, 筛选表达最强的1株做
下一步抑制实验. 选择PRL-3拮抗剂SoV, 通过
细胞划痕实验观察其在0.5 µmol/L浓度下对癌
细胞运动能力的影响, 高倍倒置显微镜下计算
细胞迁移距离. 细胞爬片原位杂交观察SoV对
PRL-3 mRNA的表达. 

结果: P R L-3表达最强的结肠癌细胞株为
Colo-320. 细胞划痕实验显示, SoV作用48 h
细胞仅迁移相当于4-7个细胞的距离, 400×
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■背景资料
促 肝 再 生 磷 酸
酶-3(PRL-3)又称
为PTP4A3, 属于
一类新型小分子
蛋白酪氨酸磷酸
酶. 其最显著的特
征是在COOH-端
有独一无二的异
戊二烯基化结构
域单元, 与细胞内
膜的蛋白定向和
蛋白间相互作用
关系密切. 最早发
现该基因与结直
肠癌肝转移有关, 
随后研究表明该
基因还在胃癌, 肺
癌, 乳腺癌, 卵巢
癌, 黑色素瘤等肿
瘤的发生、发展
及晚期转移过程
中扮演重要角色.

■同行评议者
戴冬秋, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科; 吴泰璜, 教授,
山东省立医院肝
胆外科



倍镜下精确测量20个细胞在0-48 h迁移距
离, 计算对照组细胞迁移速度为39.12±10.11 
μm/h, SoV为12.84±6.78 μm/h, 差异非常显著
(P <0.00001). SoV作用细胞48 h后原位杂交结
果未见PRL-3 mRNA阳性表达.

结论: SoV能显著抑制Colo-320细胞迁移能力, 
其机制可能与抑制PRL-3酶活性以及基因转
录有关.

关键词: 促肝再生磷酸酶-3; 大肠癌细胞; 迁移
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0  引言

细胞的生长、分化、转化等过程受酪氨酸的磷

酸化/脱磷酸化组成的信号传导网络调控[1-3]. 蛋
白酪氨酸磷酸酶(protein tyrosine phosphatases, 
PTPs)在酪氨酸的脱磷酸化过程中扮演着重要

角色. 如果这种平衡遭到破坏, 最终会引起人类

包括癌症和糖尿病在内的多种疾病[4-5]. PRL-3
作为小分子PTP, 其COOH-端有一个特殊的异

戊二烯基化结构域单元, 这种独一无二的结构

赋予细胞以特殊功能[6-7]. 虽然体内外实验已表

明PRL-3能促进细胞生长、浸润、迁移以及癌

性转移[7-13], 但以PRL-3为靶点, 采用拮抗剂抑

制其活性, 观察拮抗剂对肿瘤的生长和转移的

影响, 目前尚未见报道. SoV即原钒酸钠(sodium 
orthovanadate), 为PRL-3相对特异性抑制剂. 已
有研究显示, SoV能有效地抑制PTPs酶的活性区

域[14]. 本论文观察SoV在体外对表达PRL-3的结

肠癌细胞株Colo-320细胞迁移能力的影响, 旨在

为将来可能将SoV应用于临床提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 7株人大肠癌细胞株, 即LoVo、CaCo- 
2、SW620、Ls-174t、Colo-320、HRC-99、
HRC-101. LoVo和Ls-174t细胞株购自中国科学

院上海细胞库, CaCo-2、SW620、Colo-320为
四川大学华西医学中心保存培养, HRC-99、
HRC-101为四川大学华西医院消化外科研究室

原代培养至50代. HRC-99取自46岁女性中-低
分化直肠癌患者, Duke's C期; HRC-101取自54
岁男性中分化直肠癌患者, Duke's B期. 上述细

胞均用含10%新生牛血清、100 kU/L青霉素、
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100 µg/L链霉素和0.01 mol/L HEPES的RPMI 
1640培养基, 在37℃、饱和湿度及50 mL/L CO2

条件下传代培养.
1.2 方法 
1.2.1 Western blot法检测7株癌细胞PRL-3蛋白

表达: 将冻存的7株细胞株迅速解冻, 洗涤后离

心培养, 直至细胞呈对数生长. 分别提取总蛋白

质, 制作标准蛋白曲线, 测定蛋白浓度, 按总蛋

白量60 µg上样行SDS-PAGE电泳分析, 一抗为 
1∶1000兔抗人PRL-3(美国Zymed公司), 二抗为

1∶1000的辣根过氧化物酶连接的羊抗兔IgG, 
选β-ac t in做内对照. 用化学发光试剂盒(美国

Sigma公司)在PVDF膜上显示条带, 根据PRL-3
蛋白量/β-a c t i n蛋白量比值来比较7株癌细胞

PRL-3差异性表达.
1.2.2 细胞划痕实验(wound-healing assay)测定

细胞迁移能力: 通过上述Western blot方法筛选

出PRL-3高表达细胞株Colo-320, 胰蛋白酶消化

后配制成单细胞悬液. 取2张盖玻片清洗消毒后

放入6孔板的2个孔中, 取含1×108个/L Colo-320
细胞的完全培养基1 mL滴入这2个孔中, 并完

全浸没盖玻片, 放入CO2恒温孵箱中培养, 隔日

换培养液, 直到玻片上几乎爬满单层细胞. 用微

量吸液管头在2张玻片上表面正中各划一条直

线痕迹, 用温PBS冲洗掉脱落细胞, 倒置显微镜

下照相(Olympus公司, IX-40型). 该实验需用血

细胞计数台镜下观察和计算Colo-320细胞在药

物干预下移动距离. 同盖玻片清洗消毒方法, 准
备2块血细胞计数台, 将3张玻片小心分别放在

血细胞计数台上, 注意上表面朝上. 镜下调整

玻片位置, 使细胞划痕线与血细胞计数台中某

一刻度直线重叠, 作为药物干预前的位置标志. 
用树脂将玻片黏合在血细胞计数台上, 保证位

置不会在转运过程中移动, 然后一起放入较大

培养皿中(已消毒). 在玻片上滴加含0.5 μmol/L 
SoV(Sigma公司)完全培养液, 浸满整个玻片上

表面. 设另一张玻片为对照组, 只加完全培养基. 
放入CO2恒温孵箱中培养48 h, 期间每隔6 h观察

同一视野一次并拍照(100×、200×和400×各

1张), 每隔12 h换培养基或含药物的培养基1次. 
以上步骤重复3次. 
1.2.3 高倍倒置显微镜下计算细胞迁移距离: 细
胞孵育48 h后, 照相记录观察视野中细胞的最终

位置. 血细胞计数台中心计数线最小正方形边

距为1/4 mm, 边缘计数线最小长方形长为1/4×5 
mm. 在400×倍镜下测出20个细胞(从0-48 h间断

www.wjgnet.com

■研发前沿
结直肠癌转移是
影 响 患 者 预 后
的 最 主 要 因 素 . 
PRL-3在肝转移
灶 中 持 续 、 稳
定、高表达, 是药
物作用的理想靶
点. 围绕该靶点从
不同角度研究和
开发药物, 将会是
该领域今后发展
的方向和重点.

■相关报道
研究显示, PRL-3
的表达与多种恶
性肿瘤的淋巴管
浸润、淋巴结转
移和肿瘤分期有
关, 是预测胃癌进
展的一个新的分
子标志物, 是结直
肠癌肝转移唯一
的独立预测因素. 
Kaplan-Meier生存
曲线表明, PRL-3
表达组患者预后
要比PRL-3(-)组
好, PRL-3表达程
度与生存时间呈
负相关.
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观察相同的细胞)向划痕中心直线移动的距离, 
统计学分析对照组和实验组各20个细胞移动距

离有无差异. 
1 .2 .4  细胞爬片原位杂交观察S o V对P R L-3 
mRNA的表达影响: 普通血盖片打底及消毒后制

作对照组和实验组细胞爬片. 待细胞贴片后, 换
液加入含0.5 μmol/L SoV完全培养液, 对照组不

加药. 继续培养48 h后用含40 g/L多聚甲醛的固

定液4℃固定10 min. 杂交前按酒精梯度脱水及

脱酒精到水. 盖玻片上滴加30 g/L柠檬酸新鲜稀

释的胃蛋白酶, 37℃通透细胞片20 min, 后再用

固定液室温下固定10 min, 蒸馏水洗3次. 按每

张细胞片20 μL加预杂交液, 38℃孵育2-4 h. 在
杂交前将地高辛标记的cDNA探针(探针序列为

5'-ccacatcgccttttcctccccgacacctccgtgcacttg-3', 上海

生能博彩生物技术有限公司)在80℃短暂复性, 
然后加入杂交液20 μL, 其浓度为5 μg/L. 恒温箱

38℃-42℃杂交过夜. 杂交后在37℃下用不同浓

度的SSC洗涤, 共4次. 最后显色阶段分别滴加封

闭液, 生物素化鼠抗地高辛抗体, SABC及生物

素化过氧化物酶, 水洗后酒精脱水, 二甲苯透明, 
封片.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用t检
验方法, 用SPSS10.0统计软件分析.

2  结果

2.1 细胞株中PRL-3蛋白差异性表达 Western blot
检测结果如图1所示, PRL-3蛋白在Ls-174t、
Colo-320、SW620、HRC-99、HRC-101细胞株

中可见表达, 其中Ls-174t、Colo-320和HRC-99
表达最强, SW620和HRC-101细胞表达次之. 另
两株细胞LoVo、CaCo-2未见PRL-3蛋白表达. 
Ls-174t细胞株在培养皿中悬浮生长, 不利于观

察; HRC-99原代培养细胞还未建立稳定细胞株

系; Colo-320细胞贴壁生长, 且形态较好, 所以我

们选择其作为下一步干预实验的研究对象. 
2.2 SoV作用后细胞迁移能力的变化 48 h后, 对
照组细胞几乎铺满了划痕区域, 而SoV组细胞仅

仅迁移了相当于4-7个细胞的距离, 细胞迁移速

度远远低于对照组(图2A-D), 细胞的运动能力显

著受抑制. 在400×倍镜下精确测量20个细胞在

0 h到48 h间迁移距离, 计算对照组细胞迁移速度

为39.12±10.11 μm/h, SoV为12.84±6.78 μm/h, 
两组细胞迁移速度有非常显著差异(P <0.00001, 
图2E-F). 
2.3 细胞形态及PRL-3 mRNA的表达变化 倒置

显微镜下观察细胞形态, 对照组Colo-320细胞

接种贴壁48 h进入指数生长期后, 细胞表现为

高折光性, 呈长条梭形, 细胞相互紧密嵌合. 原
位杂交结果显示PRL-3 mRNA在胞质中强表达, 
有些细胞还可看到胞核表达; SoV处理细胞48 h
后可见明显的细胞损伤现象, 部分细胞表现为

外形皱缩、变小变圆, 折光度下降, 细胞集落小

且散在. 原位杂交结果未见PRL-3 mRNA阳性

表达(图3).

3  讨论

钒属于化学元素周期表中VB族的过渡元素, 广
泛存在于自然界中, 参与人体许多不同的生理

过程, 如细胞的生长和分化、糖类及脂类的代

谢等[15]. SoV是金属钒化合物, 最初研究发现, 
SoV作用于糖尿病模型大鼠后产生明显的胰岛

素样效应, 表现为血糖下降、糖原合成增强、

糖脂代谢趋于平衡[16-19]. 其原因可能与SoV抑制

Na+-K+-ATP酶活性有关. 目前钒盐作为降血糖

药物, 其口服制剂已完成临床Ⅰ期试验, 进入Ⅱ

期试验阶段[20-21]. 
随着研究地深入, 人们发现SoV还可以通过

改变酪氨酸磷酸酶功能区结构, 从而抑制酶的

活性. 核磁共振显示[22-23], PRL-3酶活性中心在

结合状态下是非常稳定的. 在未与底物或抑制

剂结合之前, 位于β5和α4之间的磷酸盐结合环

由于缺乏张力而不能很好地聚合, 这一区域核

磁共振检测信号就很弱或无法检测. 在加入SoV
后, 由于离子从自由状态向结合状态转换, 活性

位点环状区域检测到新的信号, 表明这些离子

状态的底物通过配体与PRL-3结合, 使后者酶活

性区域结构达到稳态. 
为了解SoV对肿瘤细胞运动能力的影响, 我

们设计了Colo-320细胞爬片划痕实验. 正如结果

所示, 48 h后对照组细胞几乎铺满了划痕区域, 
而SoV组细胞仅仅迁移了相当于4-7个细胞的距

图  1  PRL-3蛋白在结直肠癌细胞株中的差异性表达. 1: 

HRC-99; 2: HRC-101; 3: SW620; 4: CaCo-2; 5: Colo-320; 

6: LoVo; 7: Ls-174t.

PRL-3
22 kDa

β-actin
42 kDa

1       2      3       4       5      6      7

■创新盘点
本文以PRL-3为
靶 点 ,  采 用 其 相
对特异性拮抗剂
SoV抑制其活性 , 
观察其对结肠癌
细胞迁移能力的
影 响 ,  同 时 提 示
PRL-3基因转录
和酶活性受SoV
双重抑制的作用
机制, 目前尚未见
报道.
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离, 迁移速度远远低于对照组(P <0.00001). Zeng 
et al [8]观察到PRL-3主要聚集在细胞膜表面, 尤
其是细胞膜的褶边、突起以及空泡样延伸部

分, 此外还可见于胞内肌动蛋白纤维上, 而这些

结构在细胞的运动和浸润过程中起着重要的作 
用[24-27]. 由此推断, SoV通过对PRL-3酶活性抑制, 

可能是遏制结肠癌细胞Colo-320运动能力的主

要原因. 
正常培养状态下Colo-320细胞表现为高折

光性, 呈长条梭形, 细胞相互紧密嵌合细胞, ISH
结果显示, PRL-3 mRNA在胞质中呈现强表达, 
有些细胞还可看到胞核表达. SoV(0.5 µmol/L)

图  2  SoV作用细胞后运动能力变化. A: 对照组0 h(×100); B: 对照组48 h(×100); C: SoV组0 h(×100); D: SoV组48 h(×100); 

E: 0 h细胞初始位置(×200); F: SoV组48 h后细胞迁移位置(×200).

A B

C D

E F

图  3  Colo-320细胞在SoV作用后细胞形态改变及PRL-3 mRNA的表达(ISH×200). A: 对照组PRL-3 mRNA表达强烈; B: 

SoV组未见PRL-3 mRNA表达.

A B

■应用要点
本文观察到SoV
作用结肠癌细胞
后对细胞运动能
力产生强烈的抑
制效应, 结合本课
题组过去的研究
报道, 即SoV还对
大肠癌细胞的增
殖有抑制作用. 这
些研究工作为将
来可能将SoV应
用于临床提供实
验依据.
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处理细胞48 h后可见明显的细胞损伤现象, 部
分细胞表现为外形皱缩、变小变圆, 折光度下

降, 细胞集落小且散在. SoV作用细胞48 h后ISH
未见PRL-3 mRNA阳性表达, 此结果提示SoV在

转录水平抑制PRL-3 mRNA的表达. 这一发现

很有意义, 因为之前的报道均仅述及SoV在蛋白

水平抑制PRL-3酶活性. 药物影响基因表达的机

制很复杂, 如调控离子流动、与染色体结合影

响转录、调节受体传导通路等. SoV抑制PRL-3 
mRNA表达可能也是抑制Colo-320癌细胞迁移

能力的原因之一. 
总之, 针对PRL-3能促进细胞生长增殖, 提

高细胞迁移和浸润能力的特点, 我们应用PRL-3
抑制剂SoV进行干预Colo-320细胞对PRL-3的表

达, 观察到由此产生的对结肠癌细胞运动能力

强烈的抑制效应, 同时提示PRL-3基因转录和酶

活性受SoV双重抑制的作用机制. 本实验为将来

可能将SoV应用于临床提供实验依据.
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