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　　［摘要］　目的　检测富含脯氨酸蛋白１１（ｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ１１，ＰＲＲ１１）在结直肠癌中的表达，探
讨其对结直肠癌侵袭和转移的影响。方法　应用免疫组织化学检测２０１５年１月至２０１８年３月重庆市
江津区中心医院１３６例结直肠癌组织与６８例癌旁组织中 ＰＲＲ１１的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ及免疫
荧光检测ＰＲＲ１１及ＥＭＴ相关信号分子在结直肠癌细胞中的表达；细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测
细胞的迁移、侵袭能力。结果　结直肠癌组织中ＰＲＲ１１阳性表达率高于癌旁组织（６０．２９％ｖｓ１．４７％，
Ｐ＜０．０１），且与结直肠癌的远处转移、瘤体大小、ＴＮＭ分期有关（Ｐ＜０．０５）；相比于正常结直肠上皮细胞，
ＰＲＲ１１在结直肠癌细胞中高表达（Ｐ＜０．０５）；过表达 ＰＲＲ１１后，癌细胞 ＨＴ２９的迁移和侵袭能力增强，
同时伴随明显的 βｃａｔｅｎｉｎ核转位，且显著增强 βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达，抑制 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达
（Ｐ＜０．０５）；相反，沉默ＰＲＲ１１后，ＨＴ２９的迁移和侵袭能力减弱，且显著抑制 βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表
达，增强 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＲＲ１１在结直肠癌中高表达，且可能通过激活 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，促进βｃａｔｅｎｉｎ核转位，从而促进结直肠癌的侵袭和转移。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３４１；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３５．３５ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市卫生和计划生育委员会科研项目（２０１２１１０６）

［通信作者］　孙贵银，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｒｉｓｅｏｋ＠１２６．ｃｏｍ

Ｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ１１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｏｐｒｏｍｏｔｅｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ＴＡＮＧＹａｏ１，ＸＩＡＮＧＤｅｂｉｎｇ２，ＷＡＮＧＪｉｅ２，ＳＵＮＧｕｉｙｉｎ１，２　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌｕｚｈｏｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６０６０００；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＪｉａｎｇｊｉｎＤｉｓｔｒｉｃｔＣｅｎｔｒａｌ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０２２６０，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ１１（ＰＲＲ１１）ｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｒｏｌｅｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＲ１１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌＳＰｍｅｔｈｏｄｉｎ１３６ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ６８ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＪｉａｎｇｊｉｎＤｉｓｔｒｉｃｔＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｂｅｔｗｅｅｎＪａｎｕａｒｙ，２０１５
ａｎｄＭａｒｃｈ，２０１８．ＷｅａｌｓｏｅｘａｍｉｎｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＲ１１ａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）
ｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎ３ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ＳＷ４８０，ＨＴ２９ａｎｄＨＣＴ１１６）ａｎｄｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎ
ｒｅｃｔａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＣｏＥｐｉＣ）ｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＲＴＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ；ｃｅｌｌ
ｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＰＲＲ１１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｔｈａｎｉｎｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（６０．２９％ ｖｓ１．４７％，Ｐ＜０．０１）．ＰＲＲ１１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ｔｕｍｏｒｓｉｚｅａｎｄｔｕｍｏｒｓｔａｇｉｎｇ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ

１８１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２２）



ｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｈｉｇｈｌｅｖｅｌｓｏｆＰＲＲ１１．
ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＲ１１ｉｎＨＴ２９ｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ，ｃａｕｓｅｄ
ｏｂｖｉｏｕｓβｃａｔｅｎｉｎｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎ，
ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｐ＜０．０５）．ＳｉｌｅｎｃｉｎｇＰＲＲ１１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＴ２９ｃｅｌｌｓ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＲＲ１１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｏ
ｐｒｏｍｏｔｅｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｐｏｓｓｉｂｌｙｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎｖｉａ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ１１；ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ；ｎｅｏｐｌａｓｍ ｉｎｖａｓｉｏｎ；

ｎｅｏｐｌａｓｍｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＨｅａｌｔｈａｎｄＦａｍｉｌｙＰｌａｎｎｉｎｇＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（２０１２１１０６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＵＮＧｕｉｙｉｎ，

Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｒｉｓｅｏｋ＠１２６．ｃｏｍ

　　结肠直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是常见的恶
性肿瘤之一，其发病率和死亡率逐年上升，也是癌症相

关死亡的第３大原因。虽然在治疗 ＣＲＣ方面取得了
巨大的成就，但是由于其转移的频繁，ＣＲＣ的预后仍
然很差［１－２］。新型肿瘤相关基因富含脯氨酸蛋白 １１
（ｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ１１，ＰＲＲ１１）位于染色体１７ｑ２２上，
编码３６０个氨基酸的蛋白质。生物信息学分析显示
ＰＲＲ１１含有２个富含脯氨酸区域和１个锌指结构域，
其中锌指结构域可以结合双链ＤＮＡ并调节基因转录。
研究发现ＰＲＲ１１在结直肠癌组织中高表达，且与结直
肠癌的发生、发展存在明显的相关性［３－４］。一项新的

研究还表明：ＰＲＲ１１在细胞周期进程中受到严格调
控，并在人肺癌来源的Ｈ１２９９细胞中诱导过早的染色
质浓缩。ＰＲＲ１１是细胞周期依赖性的，与各种肿瘤的
发生、发展密切相关，并且在肺癌、肝门胆管癌和胃癌

等细胞中高表达，敲除ＰＲＲ１１可导致细胞周期停滞和
细胞增殖、迁移和侵袭的抑制［５－９］。本研究分析

ＰＲＲ１１在结直肠癌中的表达和临床意义，以及 ＲＮＡ
干扰和过表达对结直肠癌细胞侵袭和迁移的影响，探

讨ＰＲＲ１１对结直肠癌的作用，为探究其分子机制打下
基础。

１　材料与方法

１．１　组织及细胞来源
　　选取２０１５年１月至２０１８年３月在重庆市江津区
中心医院病理科经甲醛固定和石蜡包埋的结直肠癌组

织切片１３６例和对应癌旁组织６８例，患者术前均未接
受过任何抗肿瘤治疗。１株人正常结直肠上皮细胞
ＨＣｏＥｐｉＣ和３株人结直肠癌细胞ＳＷ４８０、ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６

购于中国科学院上海细胞库。

１．２　试剂
　　主要试剂：ＰＲＲ１１鼠抗人单克隆抗体（ＴＡ８００４５７）、
山羊抗鼠ＩｇＧ、山羊抗兔 ＩｇＧ、ＤＡＢ显色试剂盒购于美
国ＯｒｉＧｅｎｅ公司；ＰＲＲ１１鼠抗人单克隆抗体（ＯＴＬ１Ｃ１）
购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ鼠抗人单克隆抗
体（ａｂ１４１６）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ兔抗人单克隆抗体（ａｂ９２５４７）、
βｃａｔｅｎｉｎ兔抗人单克隆抗体 （ａｂ３２５７２）购于美国
Ａｂｃａｍ公司；总ＲＮＡ提取试剂盒 ＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ、反转
录试剂盒ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍＫｉｔ和
荧光定量ＰＣＲ试剂盒ＧｏＴａｑｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘＫｉｔ购
于美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购于上海玉博生
物科技有限公司；ＢＤＭａｔｒｉｇｅｌ基质胶购于美国Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司；ＰＲＲ１１ｓｈＲＮＡ和 ｓｉＲＮＡ慢病毒由上海吉凯基
因化学技术有限公司设计合成。

１．３　方法
１．３．１　免疫组织化学检测　　将选取的蜡块进行
３μｍ连续切片，严格按照 ＳＰ试剂盒说明书操作，一
抗ＰＲＲ１１（１∶５０）在４℃中孵育过夜，二抗孵育后ＤＡＢ
染色，苏木精复染，最后封片。以 ＰＢＳ代替一抗作为
阴性对照。染色结果判定：以胞浆和胞核出现棕黄色

或棕褐色颗粒为阳性。染色强度评分：无染色为０分；
弱阳性染色为１分；适度颗粒状染色为２分；强烈弥散
和均匀的阳性染色为３分。阳性细胞百分率计分：无
阳性细胞为 ０分；＜１０％为 １分；１０％～５０％为 ２分；
＞５０％～７５％为３分；＞７５％为 ４分。以阳性细胞百分
率与染色强度乘积判断：０～３分为阴性，＞３分为阳性。
同一切片由２位经验丰富的病理科医师独立确定。
１．３．２　细胞培养　　采用 ＲＰＭＩ１６４０培养基（１０％胎
牛血清），培养于细胞培养箱（５％ＣＯ２、３７℃）中。
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１．３．３　总蛋白提取和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　采用
ＲＩＰＡ裂解缓冲液从培养的细胞（ＨＣｏＥｐｉＣ、ＳＷ４８０、
ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６）中提取蛋白质，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，
１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶电泳分离蛋白质裂解物，用湿
转方法将蛋白转至ＰＶＤＦ膜，５％ＢＳＡ溶液封闭２ｈ后，
将ＰＶＤＦ膜置于 ＰＲＲ１１单克隆抗体稀释液（１∶１０００）
中，４℃下孵育过夜，ＴＢＳＴ脱洗３次、５ｍｉｎ／次，然后与
辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗在室温下孵育１ｈ，
ＴＢＳＴ脱洗，最后采用ＳｕｐｅｒＳｉｎｇａｌＷｅｓｔＤｕｒａ发光试剂
盒检测蛋白信号，Ｘ胶片曝光。以 βａｃｔｉｎ作为内参蛋
白，所用稀释比例为１∶５０００。同样方法检测ＰＲＲ１１过
表达和沉默后ＰＲＲ１１和ＥＭＴ相关信号分子蛋白水平
的变化，所用一抗稀释比例 βｃａｔｅｎｉｎ（１∶５０００）、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶５０）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶２０００），山羊抗鼠 ＩｇＧ、
山羊抗兔ＩｇＧ均为（１∶５０００）。
１．３．４　总 ＲＮＡ提取和 ＲＴＰＣＲ检测　　ＰＲＲ１１、
ＧＡＰＤＨ引物购于生工生物工程（上海）股份有限公
司，内参 ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴ
ＣＡＧＣＡ３′，下游引物：５′ＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡ
３′，产物长度为１０６ｂｐ；ＰＲＲ１１上游引物：５′ＧＡＡＧＣＴ
ＧＧＣＴＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＴＧ３′，下游引物：５′ＣＴＣＴＧＧＧＴＴ
ＡＴＧＣＡＧＴＴＣＴＧＧ３′，产物长度为 １１８ｂｐ。采用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂从培养的细胞中提取总 ＲＮＡ并测定其浓度和
Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值，使用反转录试剂盒 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍＫｉｔ将总 ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ，最后使用荧光定量ＰＣＲ试剂盒ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘＫｉｔ进行定量ＰＣＲ检测。反应体系为２０μＬ，
反应程序为：９５℃预变性 １０ｍｉｎ，９５℃变性 １５ｓ，
６０℃退火１０ｓ，９５℃延伸１５ｓ，共计４０个循环。采用
２－ΔΔＣｔ法计算相对基因表达。
１．３．５　慢病毒转染　　ＬＶＰＲＲ１１和 ＬＶＰＲＲ１１
ＲＮＡｉ慢病毒转染：选取对数生长期、状态好的结直肠
癌细胞 ＨＴ２９做慢病毒转染，以 ４×１０５个细胞铺于
６孔板，设置 ＬＶＰＲＲ１１、ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ、ＬＶＰＲＲ１１
ＮＣ和ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组，根据转染说明书，在感
染时加入感染增强液 ＨｉＴｒａｎｓＧＰ８μｇ／ｍＬ。转染后
７２ｈ，用荧光显微镜观察转染效率，嘌呤霉素用于筛选
稳定的细胞系。

１．３．６　细胞划痕修复实验　　取转染后稳定表达的各
组细胞以１×１０６／孔的密度接种于６孔板，并在培养箱中
培养过夜。每孔用２００μＬ无菌枪头在正中及两侧划
３条平行的直线，ＰＢＳ洗３次，用无血清培养基进行饥饿
培养，沿划痕在０～７２ｈ观察并记录细胞迁移情况。

１．３．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　　测定 ＨＴ２９细胞的迁移和
侵袭能力。将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于２４孔板中，先用 ＢＤ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶 ６０μＬ包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，再将重悬
于无血清培养基中的转染后ＨＴ２９细胞以１×１０５／孔接
种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，并将 ６００μＬＲＰＭＩ１６４０（含
１０％ＦＢＳ）加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下层。在细胞培养箱
（５％ＣＯ２、３７℃）中培养２４ｈ后，用湿棉签擦拭残留于
上层的细胞和基质胶，甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗小室２次，
再用０．５％结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，固定后用
倒置显微镜成像观察，随机选择５个区域（１００×）计数
侵入的细胞数量。根据相同的方法，在没有基质胶的

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中研究细胞迁移能力。
１．３．８　免疫荧光观察　　取转染后的各组细胞在
６孔板中进行细胞爬片，将已爬好细胞的玻片用 ＰＢＳ
浸洗３次后，用４％多聚甲醛固定爬片１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
３次，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次
后用山羊血清封闭 ３０ｍｉｎ，再加入 βｃａｔｅｎｉｎ（１∶２５０）
一抗，４℃孵育过夜，用ＴＢＳＴ洗涤爬片３次，并在室温
下与荧光染料偶联的二抗（１∶５００）孵育 １ｈ后，滴加
ＤＡＰＩ进行核复染，最后用含荧光淬灭剂的封片液
封片。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间
差异采用独立样本 ｔ检验，ＰＲＲ１１的表达与临床病理
参数之间的关系采用χ２检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＰＲＲ１１在结直肠癌组织中的表达及其与结直肠
癌患者临床特征的关系

　　ＰＲＲ１１的表达定位于细胞质／细胞膜内，结直肠
癌组织中的阳性表达率显著高于癌旁组织（Ｐ＜
０．０１，表１、图１）。ＰＲＲ１１的表达与临床因素包括远
处转移、肿瘤大小和肿瘤分期有关（Ｐ＜０．０５），而与
年龄、性别、分化程度、肿瘤浸润深度和淋巴结转移

无关（表２）。

表１　ＰＲＲ１１在结直肠癌组织中的表达

组织 ｎ ＰＲＲ１１阳性表达［例（％）］

癌组织 １３６ ８２（６０．２９）

癌旁组织 ６８ １（１．４７）

χ２值 ６５．０００

Ｐ值 ＜０．０１
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图１　ＰＲＲ１１在结直肠癌组织及癌旁组织中的表达　（ＳＰ）

表２　ＰＲＲ１１与结直肠癌患者临床特征之间的关系

ＰＲＲ１１表达
临床特征 ｎ χ２值 Ｐ值

高表达 低表达

年龄／岁
　≥６０ ７９ ５２ ２７ ２．４０７ ０．１２１
　＜６０ ５７ ３０ ２７
性别

　男 ７６ ４８ ２８ ０．５９０ ０．４４２
　女 ６０ ３４ ２６
肿瘤分化程度

　低分化 ４８ ３０ １８ ０．１５１ ０．６９８
　中、高分化 ８８ ５２ ３６
肿瘤浸润深度

　肌层以内 ２３ ９ １４ ３．２７０ ０．０７１
　肌层以外 １１３ ７３ ４０
淋巴结转移

　阳性 ７２ ４８ ２４ ２．５９５ ０．１０７
　阴性 ６４ ３４ ３０
远处转移

　阳性 ２３ １９ ４ ５．７５８ ０．０１６
　阴性 １１３ ６３ ５０
肿瘤长径／ｍｍ
　≥５０ ８６ ５８ ２８ ４．９９２ ０．０２５
　＜５０ ５０ ２４ ２６
肿瘤分期

　Ⅰ／Ⅱ ６４ ３１ ３３ ７．０９９ ０．００８
　Ⅲ／Ⅳ ７２ ５１ ２１

２．２　ＰＲＲ１１在结直肠癌细胞中的表达
　　在 ＨＣｏＥｐｉＣ、ＳＷ４８０、ＨＴ２９和 ＨＣＴ１１６细胞中，
ＲＴＰＣＲ检测结果显示，３种癌细胞（ＳＷ４８０、ＨＴ２９和
ＨＣＴ１１６）中ＰＲＲ１１ｍＲＮＡ的表达显著高于正常结直
肠上皮细胞ＨＣｏＥｐｉＣ（Ｐ＜０．０５），且ＰＲＲ１１在ＨＴ２９细
胞中表达最高（图 ２Ａ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明：
３种癌细胞中 ＰＲＲ１１蛋白的表达显著高于正常结直
肠上皮细胞（Ｐ＜０．０５），且在ＳＷ４８０和ＨＴ２９细胞中表
达量相对较高（图２Ｂ、Ｃ）。
２．３　过表达ＰＲＲ１１促进ＨＴ２９细胞的迁移和侵袭
　　ＬＶＰＲＲ１１慢病毒瞬时转染ＨＴ２９细胞，筛选稳定
的细胞系后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＬＶＰＲＲ１１组
蛋白表达明显高于 ＬＶＰＲＲ１１ＮＣ组（０．７５±０．１４ｖｓ
０．４３±０．１１，Ｐ＜０．０５，图３Ａ），表明靶向 ＰＲＲ１１的 ＬＶ
ＰＲＲ１１能在蛋白水平有效过表达 ＰＲＲ１１；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实
验结果显示：ＬＶＰＲＲ１１组的细胞较 ＬＶＰＲＲ１１ＮＣ组
有更强的迁移和侵袭能力（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ、Ｃ）；划痕试
验结果显示：ＬＶＰＲＲ１１组的细胞迁移能力较 ＬＶ
ＰＲＲ１１ＮＣ组强（图３Ｄ）。表明ＰＲＲ１１在结直肠癌细胞
ＨＴ２９中过表达可能对促进其迁移和侵袭能力有着重要
作用。
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２．４　沉默ＰＲＲ１１抑制ＨＴ２９细胞的迁移和侵袭
　　ＬＶＰＲＲ１１慢病毒瞬时转染ＨＴ２９细胞，筛选稳定
的细胞系后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＬＶＰＲＲ１１
ＲＮＡｉ组蛋白表达明显低于 ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组，
表明靶向ＰＲＲ１１的ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ能在蛋白水平有
效沉默ＰＲＲ１１（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验结果

显示：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ组的细胞较 ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ
ＮＣ组有更弱的迁移和侵袭能力（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ）；划
痕试验结果显示：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ组的细胞迁移能力
较 ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组弱（图 ４Ｃ）。结果表明：
ＰＲＲ１１可能在结直肠癌细胞ＨＴ２９迁移和侵袭过程中
起重要作用。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＲＲ１１在蛋白水平有效沉默　１：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组；２：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶＰＲＲ１１
ＲＮＡｉＮＣ组比较；Ｂ：ＰＲＲ１１沉默后对ＨＴ２９细胞迁移和侵袭的影响　 ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组比较；Ｃ：ＰＲＲ１１沉
默后细胞划痕实验（×５０）

图４　ＰＲＲ１１沉默抑制ＨＴ２９细胞的迁移和侵袭
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Ａ：过表达ＰＲＲ１１后 ＨＴ２９细胞 ＥＭＴ相关信号分子的表达　１：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组；２：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与
ＬＶＰＲＲ１１ＮＣ组比较；Ｂ：沉默ＰＲＲ１１后ＨＴ２９细胞ＥＭＴ相关信号分子的表达　１：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组；２：ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达和沉默ＰＲＲ１１后ＨＴ２９细胞ＥＭＴ相关信号分子的表达

２．５　过表达和沉默ＰＲＲ１１后ＨＴ２９细胞ＥＭＴ相关信
号分子的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＰＲＲ１１过表达后，与
ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组比较，ＬＶＰＲＲ１１组的 ＥＭＴ相
关转录因子 βｃａｔｅｎｉｎ明显上调，上皮细胞标志分子
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ下调，间质细胞标志分子 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ较 ＬＶ
ＰＲＲ１１ＮＣ组上调（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ）；反之，ＰＲＲ１１沉
默后，与ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ组比较，ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ
组βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ明显下调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ明显上
调（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。
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图６　ＲＴＰＣＲ检测 ＨＴ２９细胞中过表达和沉默 ＰＲＲ１１
后βｃａｔｅｎｉｎ的表达

　　在ＲＮＡ水平上，ＰＲＲ１１过表达后，βｃａｔｅｎｉｎ明显
表达上调；ＰＲＲ１１沉默后，βｃａｔｅｎｉｎ明显表达下调（Ｐ＜
０．０５，图 ６）。免疫荧光结果显示，ＰＲＲ１１过表达后，
ＬＶＰＲＲ１１组的结直肠癌细胞中βｃａｔｅｎｉｎ具有明显的
核转位现象，其荧光强度明显强于 ＬＶＰＲＲ１１ＮＣ组；
ＰＲＲ１１沉默后，ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉ组的 βｃａｔｅｎｉｎ无明
显核转位现象，其荧光强度弱于 ＬＶＰＲＲ１１ＲＮＡｉＮＣ
组（图７）。

３　讨论

　　ＣＲＣ的发病率和死亡率虽然在世界范围内有显
著不同，但根据世界卫生组织 ＧＬＯＢＯＣＡＮ数据，在全
球范围内，ＣＲＣ仍然是男性第 ３大常见的恶性肿瘤，
女性中的第２位癌症［１０］。ＣＲＣ的发病机制复杂，多数
学者认为ＣＲＣ是由于遗传异常积累的结果，癌症防御
机制的失活和致癌途径的激活是导致肿瘤的重要原

因，而肿瘤的复发和转移往往是导致ＣＲＣ治疗失败和
患者死亡的主要原因。既往研究已发现了几种基因是

ＣＲＣ转移的调节因子，如 ＱＩ等［１１］研究发现 ＢＯＰ１、
ＣＫＳ２和ＮＦＩＬ３作为Ｗｎｔ信号通路的新靶点影响小鼠
ＣＲＣ的转移；ｍｉＲ２２４被证明可以通过抑制 ＣＲＣ中的
ＳＭＡＤ４来充当转移的启动子［１２］。然而，ＣＲＣ转移的
具体机制仍有待进一步探索。

　　新型基因ＰＲＲ１１在癌症的发生、发展中起着重要
的作用。然而，ＰＲＲ１１在癌症中的分子机制尚不清楚。
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图７　免疫荧光检测过表达和沉默ＰＲＲ１１后βｃａｔｅｎｉｎ在ＨＴ２９细胞中的表达

研究证明：Ｗｎｔ蛋白能与膜受体卷曲蛋白 Ｆｚ和辅助受
体低密度脂蛋白 ＬＲＰ５／６受体家族结合，来启动 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ通路。在食管癌中，ＰＲＲ１１高表达组显示出
比低表达组更低的５年无病生存率，且ＰＲＲ１１可能通
过破坏 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径的负调节来激活 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，他们推测ＰＲＲ１１可能与破坏性复合
物（ＡＰＣ，ＧＳＫ３β和 ＡＸＩＮ２）相互作用激活 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ途径［１３］。在卵巢癌细胞中，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路有助于 ＰＲＲ１１介导其增殖、迁移和侵
袭［１４］。在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中，敲除 ＤＬＸ６ＡＳ１
和ＰＲＲ１１显著抑制 ＮＳＣＬＣ细胞增殖、迁移和侵袭以

及诱导细胞凋亡，ＰＲＲ１１过表达逆转了这种作用［１５］。

有研究发现：ＰＲＲ１１在肝癌细胞系中的沉默可以显著
降低βｃａｔｅｎｉｎ的表达，且明显抑制肝癌细胞增殖、集
落形成以及细胞的迁移和侵袭，表明ＰＲＲ１１可能通过
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在肝癌的进展中起着致癌作
用［１６］。然而，ＰＲＲ１１在 ＣＲＣ中的表达及其与侵袭和
转移之间的关系仍需探明。

　　本研究采用慢病毒转染的方法，过表达和沉默
ＰＲＲ１１后监测细胞侵袭和转移能力的变化。结果显
示：ＰＲＲ１１在结直肠癌组织和细胞中的表达较癌旁组
织和正常结直肠上皮细胞高，且过表达 ＰＲＲ１１后，结
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直肠癌细胞ＨＴ２９的侵袭和迁移能力增强；相反，沉默
ＰＲＲ１１后，ＨＴ２９的侵袭和迁移能力减弱。ＥＭＴ相关
信号分子表达情况结果显示：ＰＲＲ１１过表达随着 ＥＭＴ
相关转录因子 βｃａｔｅｎｉｎ和间质细胞标志分子 Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ的表达上调，上皮细胞标志分子 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达
下调，伴随βｃａｔｅｎｉｎ明显的核转位；ＰＲＲ１１沉默促进
ＥＭＴ相关转录因子 βｃａｔｅｎｉｎ和间质细胞标志分子
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达下调，上皮细胞标志分子 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达上调，且 βｃａｔｅｎｉｎ核转位不明显。我们推测：
ＰＲＲ１１在结直肠癌中可能通过调节 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信
号通路来调控肿瘤的侵袭和转移能力，靶向 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路可以为癌症患者的治疗提供一个新
的临床治疗方法。

　　综上所述，ＰＲＲ１１在结直肠癌中的高表达，且在
肿瘤的侵袭和迁移中有着重要作用，ＰＲＲ１１通过调节
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，促进βｃａｔｅｎｉｎ核转位来促进
结直肠癌转移。然而，ＰＲＲ１１启动 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途
径是通过与破坏性复合物结合还是作用于 Ｗｎｔ蛋白
与受体的结合过程等具体分子机制，仍需要后续相关

实验进一步探索。
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