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Abstract
AIM: To inves t iga te the e f fec t s o f RNA 
interference-induced gene silence of proteins in 
regenerating liver cell-3 (PRL-3) on the invasion 
of human colon cancer cells.

METHODS: Colon cancer cell line HCT116 was 
transfected by PRL-3 small interfering RNA 
(siRNA), and the mRNA of PRL-3 was deter-
mined by fluorescence quantitative real-time 
polymerase chain reation (FRQ-PCR) assay. The 
anchorage-independent growth was examined 
using colony formation in soft agar, and inva-
sion ability was evaluated by Boyden chamber 
model.

RESULTS: Compared with that in control 

groups, the level mRNA of PRL-3 in cancer cells 
transfected with PRL-3 siRNA was inhibited in 
a concentration- and time-dependent manner 
(P < 0.05). In vitro experiment showed that tran-
fection of colon cancer cells with PRL-3 siRNA 
resulted in a significant reduction of both colony 
formation and cell invasion in a concentration- 
and time-dependent manner, respectively (P < 
0.05, P < 0.05). In vivo experiment showed that 
there were lots of cancer cells invading blood 
vessel and striped muscle around carcinoma 
tissue in two control groups, but such phenom-
enon did not occur in siRNA-transfected groups.

CONCLUSION: PRL-3 may play an important 
role in the invasion of human colon cancer cells, 
and RNAi-induced PRL-3 down-regulation can 
inhibit cell invasion ability.

Key Words: Colon carcinoma; Proteins in regener-
ating liver cell-3; Invasion; RNA interference; Small 
interfering RNA; Fluorescence quantitative real-
time polymerase chain reaction
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摘要
目的: 探讨R N A干扰(R N A i n t e r f e r e n c e, 
RNAi)沉默促肝细胞再生磷酸酶3(proteins in 
regenerating liver cell-3, PRL-3)基因对大肠癌
细胞侵袭的影响. 

方法:  应用P R L-3基因小干扰R N A(s m a l l 
interfering RNA, siRNA)转染处理大肠癌细胞
系HCT116后, 采用荧光实时定量PCR方法检
测PRL-3基因mRNA水平, 分别采用软琼脂集
落培养实验和Boyden小室模型实验检测癌细
胞的锚着不依赖性增殖和侵袭能力. 其次将转
染48 h的细胞接种裸鼠, 观察对癌细胞体内侵
袭的影响. 

结果: 与两对照组比较 ,  s i R N A组P R L-3 
mRNA水平明显降低, 且呈浓度和时间依赖
性(P <0.05). 体外实验发现: 与对照组比较, 
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■背景资料
促肝细胞再生磷
酸酶(PRLs)是新
发 现 的 一 种 蛋
白 酪 氨 酸 磷 酸
酶(PTP), 可通过
酪氨酸的去磷酸
化和磷酸化调节
细 胞 的 生 长 、
分 化 、 细 胞 周
期、细胞间信息
传 递 和 其 他 活 
动. P R L s基因家
族 主 要 有 3 个 成
员, PRL-1, PRL-2
和PRL-3, 彼此之
间的同源性高达
76%-85%.

■同行评议者
曹志成, 院士, 香
港伊利沙伯医院
临床肿瘤部, 肿瘤
科研部



PRL-3 siRNA转染组软琼脂集落形成数和穿
过滤膜的癌细胞均呈剂量依赖性减少(P <0.05, 
P <0.05). 体内实验发现: 空白对照组和空载
对照组有较多癌细胞侵袭癌肿组织周围的横纹
肌, 并侵犯血管, 而siRNA转染组未见这些现象.

结论: PRL-3在大肠癌细胞侵袭中起着重要的
作用, 采用PRL-3 siRNA转染可抑制大肠癌细
胞侵袭.

关键词: 大肠肿瘤; 促肝细胞再生磷酸酶3; 侵袭; 

RNA干扰; 小干扰RNA; 荧光实时定量聚合酶链式
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0  引言

促肝细胞再生磷酸酶(proteins in regenerating 
liver cell, PRLs)是新发现的一种蛋白酪氨酸磷

酸酶(protein tyrosine phosphatase, PTP), 可通过

酪氨酸的去磷酸化和磷酸化调节细胞的生长、

分化、细胞周期、细胞间信息传递和其他活 
动 [1]. PRLs基因家族主要有3个成员, PRL-1, 
P R L - 2和P R L - 3 ,  彼此之间的同源性高达

76%-85%[2]. 许多实验研究发现, PRLs分子具有

细胞转化的功能, 能导致细胞的恶性转化并且

增强肿瘤细胞的增殖、移动、浸润和转移[3-6]. 
尤其是PRL-3基因表达在转移性结直肠癌组织

中显示出高度的特异性[7-8], 但目前对该基因在

大肠癌细胞侵袭中的研究很少. 本研究借助于

RNA干扰(RNA interference, RNAi)技术, 以合成

的PRL-3基因小干扰RNA(small interfering RNA, 
siRNA)转染处理大肠癌细胞HCT116, 从体内外

观察其对癌细胞侵袭的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀Balb/c裸鼠15只, 4周龄, 体质量约

14-18 g, 购自中国科学院上海生物化学研究所, 
于无特殊病原体条件(SPF)下饲养. 人大肠癌细

胞HCT116本科实验室冻存, PRL-3 siRNA序列 
(5'-GUGACCUAUGACAAAACGCTT-3'和5'-GC
GUUUUGUCAUAGGUCACTT-3')由Dharmacon
公司合成, P R L-3抗体购自S a n t a C r u z公司, 
TRIzol, RNase inhibitor, 逆转录酶SSRTⅡ, Taq酶
和转染试剂Oligofectamine购自Invitrogen公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及转染处理: 大肠癌HCT116细
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胞在含100 mL/L胎牛血清的RBMI 1640培养液, 
37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度环境的条件下

连续培养. 转染前1 d, 将1.0×105对数期生长的

细胞接种于24孔培养板, 1 mL/well, 培养过夜. 
次日进行转染. 基本操作说明书进行. 细胞分为

(1)空白对照组(Con-A): 未经任何处理的大肠癌

细胞, (2)空载对照组(Con-B): 即脂质体对照组, 
(3)siRNA组: 100 mL/L胎牛血清的RBMI 1640中
含不同浓度(3.125、6.25、12.5 nmol/L)的已用

脂质体包埋的siRNA. 转染后于不同时间采用胰

酶消化收取细胞, 进行以下实验. 
1.2.2 大肠癌细胞PRL-3基因mRNA水平检测: 
采用荧光实时定量PCR检测. 应用TRIzol抽提

细胞总RNA, 取总RNA 1 μg, 以Oligo dT为引

物逆转录合成cDNA第一链, 以此cDNA链2 μL
为模板进行PCR扩增, 荧光实时定量PCR检测

步骤参照文献[9]进行. PRL-3引物序列为: 上
游: 5'-GGGACTTCTCAGGTCGTGTC-3'; 下游: 
5'- AGCCCCGTACTTCTTCAGGT-3'. FAM探

针: 5'-CCGCTTCTCGTCGATGTAGGTCACG-
3'-TAMRA. 以GAPDH为内参. PCR反应条件为: 
95℃, 预变性3 min, 95℃ 30 s; 52℃ 45 s; 72℃ 45 
s; 35个循环后72℃再延伸7 min. 
1.2.3 软琼脂集落形成: 参照文献方法[10], 进行

软琼脂集落培养实验, 观测PRL-3 siRNA对大肠

癌细胞锚着不依赖性增殖的影响. 
1.2.4 体外侵袭: 收集转染48 h的细胞, 采用

B o y d e n小室模型 [ 11 ]检测癌细胞侵袭情况 . 
Boyden小室上室细胞穿过膜上matrigel到膜的下

室面, 其数量反映了细胞侵袭能力的大小. 400
倍光镜下计数穿过聚碳酸酯膜的细胞数, 以侵

袭细胞的相对数目表示肿瘤细胞侵袭能力. 随
机计数5个视野内的细胞数, 取平均值进行统计

处理, 每组计数3份样本. 
1.2.5 大肠癌细胞裸鼠体内侵袭: 收集各组细胞, 
无血清的DMEM洗涤2次后, 准确计数并调整细

胞浓度为3×109/L, 将各组细胞接种到裸鼠的皮

下, 0.2 mL/只. 28 d后, 断颈处死裸鼠, 解剖裸鼠, 
用40 g/L甲醛固定收集的组织, 制片, HE染色, 观
察肿瘤细胞在体内有无转移和局部浸润的情况. 

统计学处理 数据资料以mean±SD表示. 以
SPSS10.0统计学软件进行处理. 以P <0.05为有统

计学意义, 以P <0.01为差异性显著.

2  结果

2.1 siRNA转染对大肠癌细胞PRL-3基因的影响 
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■研发前沿
恶性肿瘤的综合
治疗十分重要. 在
大肠癌的综合治
疗中, 基因治疗引
起 了 重 视 ,  但 以
PRL-3基因为靶
点 ,  以RNAi技术
为工具, 诊疗大肠
癌的研究甚少.

■相关报道
文献报道, PRL-3
基因与结直肠癌
转移性组织呈高
表达, 提示与大肠
癌转移有关, 不过
该基因在大肠癌
细胞体外研究资
料很少. 
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与对照组细胞比较, siRNA组PRL-3 mRNA水平

明显降低, 且呈浓度和时间依赖性(P <0.05, 图1). 
2.2 软琼脂集落形成实验 大肠癌HCT116细胞在

体外半固体培养体系中可以自发地形成集落. 
而经PRL-3 siRNA转染的细胞集落生长呈剂量

依赖性减少(P <0.05, 图2). 
2.3 PRL-3 siRNA对肠癌细胞侵袭的影响 本研究

采用Boyden小室模型方法采用PRL-3 siRNA转

染对大肠癌细胞侵袭能力的影响, 结果发现: 与
对照组比较, siRNA组穿过滤膜的癌细胞数明显

下降, 且与浓度相关(P <0.05, 图3). 
2.4 裸鼠病理组织学 Con-A组和Con-B组癌细胞

有较多部位侵犯癌组织周围的横纹肌, 并存在

癌细胞侵入血管的现象, 而siRNA转染组未见这

些现象. 说明转染组癌细胞体内侵袭能力明显

受到抑制. 

3  讨论

PRL-3是一种具有促进细胞生长、浸润和迁移

的PTP酶. 有报道证实PRL-3在肝癌[11]、卵巢

癌[12]、肠癌[13-14]和胃癌[15]中高表达, 且转染了

PRL-3基因的细胞运动、侵袭和转移能力明显

增强. 最近有学者[7]采用SAGE技术分析正常结

直肠黏膜上皮、良性肿瘤、原发性和转移性结

直肠癌组织间的基因表达差异, 发现只有PRL-3
基因的表达具有特异性: 在18例转移灶中出现

高表达, 在非转移性原发灶和正常黏膜上皮中

呈低表达. Bardelli et al [8]在研究中发现了PRL-3
基因表达的转移特异性和组织来源特异性: 在
正常黏膜无高表达(0/8), 在转移性结直肠癌中高

表达(27/29, 93.1%), 在非结直肠癌转移病灶中

无高表达(0/10). 由此提示, PRL-3基因可能是反

映大肠癌侵袭转移的重要标志之一. 但既往研

究多在大肠癌病理组织学方面, 对该基因在细

胞水平方面研究得较少. 为此, 本研究采用了先

进的RNAi技术沉默该基因在大肠癌细胞中表达

水平, 探讨其在大肠癌细胞侵袭中的可能作用. 
在基因研究领域中, RNAi和siRNA已引起

了广泛的注意. RNAi是近年来发现的一种调节

mRNA的生物学现象, 能够使基因的mRNA被相

应的双链RNA分子敲除, 其效果要远强于正义

和反义RNA[16]. RNAi最主要的功能在于可以调

节和关闭基因的表达, 进而调控细胞的各种高

级生命活动. 而siRNA是指RNAi过程中在细胞

内产生的长约21-25核苷酸(nt)的小双链RNA分

子, 是RNAi作用机制的重要中间效应分子. 而且

已有人工合成的siRNA, 具有明显的敲除相应基

因mRNA的效果[17]. 由于siRNA具有高效敲除基

因表达的工具, 已被广大科学工作者用来研究

基因功能和基因治疗的工具. 
本研究根据PRL-3基因mRNA特点, 设计

s iRNA序列, 并用化学方法合成, 转染大肠癌

HCT116细胞, 然后采用荧光实时定量PCR方法

检测PRL-3 mRNA水平. 结果发现, 转染组细胞

mRNA水平明显下降, 提示PRL-3转染成功. 说明

该siRNA可作为研究PRL-3基因功能的有力工具. 
我们从体内外观察了PRL-3 siRNA转染对大肠

癌细胞体内外侵袭的影响. 
正常真核细胞, 除成熟血细胞外, 大多须黏

附于特定的细胞外基质上才能抑制凋亡而存活, 
称为锚着依赖性(anchorage dependence). 肿瘤
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■创新盘点
本研究以PRL-3
基 因 为 靶 点 ,  以
RNAi技术为工具, 
探讨对大肠癌细
胞体外侵袭的影
响.

■应用要点
PRL-3在大肠癌
细胞中高表达, 以
该基因为靶点, 可
针对PRL-3高表
达相应肿瘤进行
基因治疗.
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细胞可以锚着不依赖性生长. 肿瘤细胞在软琼

脂形成集落的多少与恶性程度呈正相关. 癌细

胞侵袭能力强, 则在软琼脂上形成的集落数目

多. 软琼脂集落培养实验和Boyden小室模型实

验发现, 经PRL-3 siRNA转染处理的结肠癌细胞

软琼脂集落数和穿膜细胞数明显减少, 且呈浓

度依赖性. 裸鼠模型实验发现, 对照组癌细胞有

多处侵犯肿瘤周围组织, 并存在癌细胞侵入血

管的现象, 而PRL-3转染组未出现这些现象. 提示

PRL-3下调可抑制大肠癌细胞的体内外侵袭能力. 
本研究提示, PRL-3基因在大肠癌细胞侵袭

中起着重要的作用, 以siRNA转染下调可明显抑

制大肠癌细胞的体内外侵袭能力, 其内在机制

尚需要进一步深入研究.
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■同行评价
本文就RNAi沉默
PRL-3基因抑制
大肠癌细胞侵袭
进 行 研 究 ,  推 测
PRL-3在大肠癌
细胞侵袭中起着
重 要 的 作 用 ,  对
PRL-3基因及大
肠癌细胞侵袭机
制有一定的了解
意义, 但讨论不够
深入, 参考文献略
嫌不足.


