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Abstract
AIM: To establish human colon cancer SW480 
cell lines in which the phosphatase of regen-
erating liver-3 (PRL-3) gene is stably overex-
pressed or knocked down to study the role of 
this gene in regulating the biological behaviors 
of SW480 cells.

METHODS: The impact of PRL-3 overexpres-
sion and knockdown on cell proliferation was 
assessed by MTT assay, colony formation assay 
and flow cytometry in vitro. 

RESULTS: Knockdown of the PRL gene signifi-
cantly reduced the proliferation of SW480 cells 
when compared to control cells. In addition, 
knockdown of the PRL gene significantly im-
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PRL-3基因对结直肠癌细胞增殖能力的影响

柳玉红, 温寿青, 陈 蕾, 邱 立, 汪春福, 曹亚平, 邹桂华

®

■背景资料
PRL-3属于蛋白
质酪氨酸磷酸酶
家族成员, 与大肠
癌的肝转移关系
密切. PRL-3基因
是大肠癌转移治
疗的重要潜在靶
点, 其参与的信号
通路还不清楚.

paired the ability of SW480 cells to form colonies 
compared to control cells. 

CONCLUSION: The PRL-3 gene plays an im-
portant role in the proliferation of human colon 
cancer SW480 cells. 
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摘要
目的: 探讨PRL-3的过表达或敲低对结直肠癌
细胞增殖能力的影响.

方法: 利用MTT法、平板克隆形成实验检测
PRL-3对细胞体外增殖的影响; 应用流式细胞
术检测PRL-3对细胞周期的影响.

结果:  应用M T T法, 检测P R L-3对S W480/
EGFP、SW480-EGFP-PRL-3、SW480/EGFP/
Mock及SW480-PRL-3-KD1细胞体外增殖能
力的影响, 经析因方差分析, 4组差异具有显著
性(F  = 23.463, P  ＝ 0.000); 不同时间点对细胞
体外增殖的影响差异具有显著性(F  = 71.515, 
P  ＝ 0.000); 各组细胞与各时间组两因素交
互效应显著(F  = 2.128, P  ＝ 0.008); 除第1天
外, 其他各时间点细胞组间的细胞增殖差异
具有显著性. 经LSD法多重比较, 结果表明, 与
SW480/EGFP/Mock和SW480/EGFP细胞相比, 
SW480-EGFP-PRL-3细胞的增殖速度加快, 而
SW480-PRL-3-KD1细胞的增殖速度减慢. 平
板克隆形成实验显示SW480-EGFP-PRL-3细
胞克隆形成能力明显增强, 而SW480-PRL-3-
KD1细胞克隆形成能力显著下降, 差异具有显
著的统计学意义(F  = 44.411, P  = 0.000).

结论: PRL-3基因可促进结直肠癌细胞的增殖. 
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柳玉红, 温寿青, 陈蕾, 邱立, 汪春福, 曹亚平, 邹桂华. PRL-3基

因对结直肠癌细胞增殖能力的影响.  世界华人消化杂志  2012; 

■同行评议者
郝立强 ,  副教授 , 
上海长海医院普
外二科



柳玉红, 等. PRL-3基因对结直肠癌细胞增殖能力的影响						                  681

www.wjgnet.com

■应用要点
PRL-3基因可促
进结直肠癌细胞
的增殖, 为进一步
揭示PRL-3与结
直肠癌的关系提
供新的实验依据.
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0  引言

PRL-3(phosphatase of regenerating liver-3, PRL-3)
是现已发现与结直肠癌转移相关的少数特异性

表达分子之一[1,2], 研究发现, 将PRL-3转染到上

皮细胞, 可引起细胞形态发生改变, 且形态改变

与细胞运动能力相关[3]; 另外, PRL-3可调节肿瘤

细胞与细胞外基质的粘附[3]. Fagerli等[4]将PRL-3
特异性小干扰RNA转染到多发性骨髓瘤细胞系

INA-6中, 发现下调细胞PRL-3的表达降低了细

胞的迁移能力. 我们已经建立了PRL-3基因过表

达[5]及基因敲低[6]2种细胞模型, 利用这2种细胞

模型, 我们从正反两方面来研究PRL-3对结肠癌

细胞的增殖能力的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 胎牛血清、DMEM细胞干粉培养基购

自美国HyClone公司; MTT购自Sigma公司; Tran-
swell Chamber购自Chemicon公司.
1.2 方法

1.2.1 噻唑蓝(MTT)比色试验检测细胞增殖能力: 
以每孔1×103个细胞接种于96孔培养板中, 每孔

体积200 µL, 每组4孔, 同时设空白对照(仅加培

养液), 置CO2培养箱中孵育, 分别于1 d, 2 d, 3 d, 
4 d, 5 d, 6 d, 7 d取出, 每孔加入5 g/L的四氮唑蓝

盐(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide, MTT)20 µL, 37 ℃继续孵育4 h, 
终止培养, 小心吸弃孔内培养上清液, 加入二甲

基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)150 µL, 室温

孵育10 min, 振荡10 min, 使结晶物充分溶解, 以
空白对照孔调零, 酶标仪上490 nm测定各孔吸

光度(A )值, 以相对应A比值表示细胞增殖能力

大小. 各组取4孔平均值, 绘制增殖曲线.
1.2.2 平板克隆形成实验: 生长状态良好的培养

细胞, 用D-Hanks液洗3次, 0.25%胰酶消化, 细胞

悬液反复吹打, 使细胞充分分散, 接种100个细

胞到6孔培养板中, 每种细胞接种3孔, 十字形轻

轻晃动培养板, 使细胞分散均匀, 37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中培养2 wk. 出现肉眼可见的细胞克

隆时, 终止培养, 弃去培养液, 用PBS液洗2次, 空
气干燥; 甲醇固定15 min, 弃甲醇后空气干燥; 用
Giemsa应用液染色15 min, 流水缓慢洗去染液, 
空气干燥; 在显微镜下对形成的克隆计数(≥50
个细胞为1个克隆), 平板克隆形成率 = 形成克隆

数/接种细胞数×100%, 实验重复3次.
1.2.3 利用流式细胞术检测细胞生长周期: 生
长状态良好的培养细胞, 用D-Hanks液洗3次, 
0.25%胰酶消化, 细胞悬液离心, PBS洗3次, 用
750 mL/L乙醇固定, 标本送中山医中心实验室

检测.
统计学处理 用SPSS 13.0软件进行数据分

析, 细胞体外生长实验采用析因方差检验, 细胞

生长周期、平板克隆形成实验、细胞粘附实验

及运动小室实验采用One-Way ANOVA检验.

2  结果

2.1 PRL-3与结直肠癌细胞增殖的关系 经析因

方差分析, 4组差异具有显著性(F  = 23.463, P  ＝ 
0.000); 不同时间点对细胞体外增殖的影响差异

具有显著性(F  = 71.515, P  ＝ 0.000); 各组细胞

与各时间组两因素交互效应显著(F  = 2.128, P 
＝ 0.008); 除第1天外, 其他各时间点细胞组间

的细胞增殖差异具有显著性(表1, 图1). 经LSD
法多重比较, 结果表明, 与SW480/EGFP/Mock
和SW480/EGFP细胞相比, SW480-EGFP-PRL-3
细胞的增殖速度加快, 而SW480-PRL-3-KD1
细胞的增殖速度减慢. 平板克隆形成实验, 经
One-Way ANOVA检验, 3组差异具有显著性(F  = 
44.411, P  = 0.000); 经LSD多重比较显示SW480-
PRL-3-KD1细胞的增殖速度较其他组缓慢, 差
异有统计学意义(51.667%±3.786% vs  64.000%
±3.606%, 76.667%±2.082%, F  = 44.411, P  = 
0.000, 图2).
2.2 对细胞周期的影响 SW480/EGFP、SW480-
EGFP-PRL-3、SW480/EGFP/Mock和SW480-
PRL-3-KD1 4种细胞的S期细胞平均比例分别

为17.633%±0.351%、27.467%±0.503%、

18.600%±0.400%和14.067%±0.306%, 统计

分析结果显示4种细胞的S期差异有统计学意义

(F  = 617.59, P  = 0.000, 图3), 同时, 4种细胞的

流式分析结果中均未见到细胞凋亡峰的存在, 
表明PRL-3基因的表达变化并不导致细胞凋亡

的出现.

3  讨论

PRL-3又称为PTP4A3, 属于蛋白质酪氨酸磷酸

酶(protein tyrosine phosphatase, PTP)家族成员, 
家族中3个成员PRL-1、PRL-2及PRL-3蛋白质

分子量大约为20 kDa, 具有超过75%的同源性, 
在功能上具有相似性[7-9]. 本实验对PRL-3基因过
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■相关报道
最 新 研 究 报 道
PRL-3通过上调
MMP-7促进结肠
癌细胞侵袭与转
移.

表达与敲低的SW480细胞体外生物学特性进行

了对比实验研究, 从正反2个方面确定PRL-3对
结直肠癌细胞增殖等生物学特性的影响, 希望

能为进一步揭示PRL-3与结直肠癌的关系提供

新的实验依据, 并为探讨结直肠癌侵袭转移的

具体机制提供新的思路.
肿瘤的主要特征是细胞的无限增殖能力. 肿

瘤增殖标签(proliferation signature)概念的提出, 
最初是在分析乳腺癌基因表达谱时发现的肿瘤

组织中存在一类与肿瘤增殖率高度相关的基因

群, 将这一类基因群命名为增殖标签[10]. 虽然增

殖标签在肿瘤发病机制中的作用及增殖标签作

为肿瘤诊断和预后的标志物(biomarker)可行性

仍待进一步研究, 但肿瘤生长动力学的大量研

究已经显示, 肿瘤细胞的增殖能力和肿瘤的浸

润、转移及复发等生物学行为密切相关, 也与

患者的预后显著相关[11,12]. Rhodes等[13]利用荟萃

分析(meta-analysis)的方法对40个已公布的肿瘤

芯片表达谱数据库(包含3 700个肿瘤样本)进行

数据分析, 结果发现, 这群增殖标签基因高表达

于肿瘤组织中, 并且随着肿瘤恶性程度的增加

而表达上调. 由于增殖相关基因的鉴定简便, 展
示了广阔的临床应用前景, 如Ki-67, 核增殖抗原

(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)已经广

泛应用于肿瘤的辅助诊断中. 因此, 如果能明确

鉴定更多的肿瘤相关增殖基因, 并结合基因芯

片技术, 建立增殖标签芯片, 不仅有助于更好地

理解肿瘤发生的分子机制, 而且也可以作为临

床上肿瘤诊断及预后判断的重要工具.
在本研究中, 我们观察到PRL-3基因与结直

肠癌细胞的增殖相关. 我们以真核表达载体在

SW480细胞中稳定过表达PRL-3基因和慢病毒

干扰载体稳定沉默结直肠癌细胞株PRL-3的表

达, 通过MTT法, 我们检测了PRL-3对结直肠癌

细胞增殖的影响, 通过7 d的连续观察及比较, 我
们发现PRL-3沉默明显降低了结直肠细胞的增

殖能力. 平板克隆形成实验结果也显示PRL-3基
因敲低的细胞其生存活力显著下降. 流式细胞

表  1  SW480/EGFP、SW480-EGFP-PRL-3 、SW480/EGFP/Mock和SW480-PRL-3-KD1 cells 4组细胞体外MTT法增殖能力比较

     
SW480/EGFP cells SW480-EGFP-  

PRL-3 cells

SW480-PRL-3-    

KD1 cells

SW480/EGFP/

Mock cells

          合计     F 值   P 值

第1天    0.294±0.097 0.261±0.147   0.353±0.125   0.245±0.128   0.288±0.125   0.861 0.478

第2天    0.570±0.045 0.628±0.050 0.4853±0.061   0.417±0.238 0.5250±0.144   3.217 0.045

第3天    0.623±0.075 0.704±0.090   0.480±0.115 0.6173±0.121   0.606±0.126   4.966 0.010

第4天    0.636±0.059 0.844±0.165   0.510±0.147   0.618±0.107   0.652±0.170   7.326 0.002

第5天    0.714±0.216 0.944±0.158   0.637±0.105   0.773±.172   0.767±0.194   3.633 0.031

第6天    0.957±0.098 1.274±0.201   0.797±0.131   0.966±0.268   0.998±0.247   7.639 0.001

第7天    1.020±0.223 1.245±0.244   0.779±0.045   1.004±0.185   1.012±0.245   5.962 0.004

合计  0.6875±0.261 0.843±0.366   0.574±0.181   0.663±0.310   0.696±0.302 23.463 0.0001

F 值        19.930       28.980        13.808         13.697         71.515   2.128

P 值          0.000         0.000          0.000           0.000           0.0001   0.0082

1主效应的F统计量和P值; 2交互效应的F统计量和P值.
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图  1  胰SW480/EGFP、SW480-EGFP-PRL-3、SW480/
EGFP/Mock及SW480-PRL-3-KD1细胞的体外生长曲线.

A B C

D E F

图  2  细胞的平板克隆形成实验. A, D: SW480/EGFP; B, E: 

SW480-EGFP-PRL-3; C, F: SW480-PRL-3-KD1.
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■创新盘点
本 研 究 利 用 已
经 建 立 起 来 的
PRL-3基因过表
达及基因敲低的2
种细胞模型, 从正
反两方面来研究
PRL-3对结直肠
癌细胞增殖能力
的影响.

术检测细胞周期发现PRL-3基因沉默的细胞其S
期比例明显减少, 表明其细胞DNA合成减少. 这
些结果均说明PRL-3表达水平沉默后, 能显著性

地抑制肿瘤细胞体外生长, 这与其他小组的研

究也是一致的[14,15]. 结果表明PRL-3基因可促进

结直肠癌细胞的增殖. 
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