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沉默PLD2基因对结肠癌细胞增殖和迁移能力的影响 

杜昆利 ，刘茂希 ，张寿儒t，吴星烨-，曾 丽：，傅仲学t 

(重庆医科大学附属第一医院 1．胃肠外科；2．中西医结合科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨沉默磷脂酶D2(phospholipases D2，PLD2)基因的表达对人结肠癌细胞增殖和迁移能力的影响及其潜在的 

分子机制。方法：采用载有靶向PLD2的小干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA)腺病毒转染 SW480和SW620细胞；qRT— 

PCR和Western blot法检测转染后结肠癌细胞PLD2的mRNA和蛋白质表达的变化；平板克隆形成实验和Transwell小室分别 

检测各组细胞的增殖和细胞迁移能力的变化；采用 Western blot法检测转染前后细胞中周期蛋白D1(Cyelin D1)和基质金属蛋 

白酶一2(metalloproteinase一2，MMP一2)蛋白的表达。结果：转染 PLD2 siRNA后结肠癌细胞PLD2 mRNA和蛋白的表达量明显下 

降(均P<0．01)，沉默PLD2表达后细胞的增殖和迁移能力明显受抑制，同时Cyclin DI和MMP-2蛋白的表达量也明显下调(均 

P=-0．ooo)。结论：干扰PLD2表达引起的细胞增殖和迁移能力的下降可能与Cyclin D1和MMP-2表达下调密切相关。提示PLD2 

可能成为结肠癌治疗的新靶点之一。 
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Effect of PLD2 gene silencing on proliferation and migration 

of colon cancer cells 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of silencing the PLD2(phospholipases D2)gene expression on cell proliferation and 

migration of colon cancer cell lines and to explore the underline molecular mechanisms．Methods：The small interfering RNA(siRNA) 

targeted PLD2 was tran sfected into SW480 and SW620 cells by adenovirus．Expression levels of PLD2 mRNA and protein were mea- 

sured by qRT-PCR an d Western blot．respectively．Plate clone formation assay and transwell chamber were used to detect the prolifera- 

tion and migration ability of colon cancer cells．Finally，the expressions of Cyclin D1 and metalloproteinase-2(MMP一2)protein were 

measured by Western blot in both cell lines．Results：PLD2 siRNA greatly inhibited the expression of PLD2 in colon can cer cells at 

both mRNA and protein levels(all P<O．O1)．Down-regulated the PLD2 expression significantly suppressed the proliferation and mi- 

gration ability of SW480 and SW620 cells and also inhibited the expression of Cyclin D1 and MMP-2 proteins in both cell lines(all 

P=O．ooo)．Conclusion：Down -regulated PLD2 gene expression can clearly inhibit the proliferation and migration of colon can- 

cer ceils，which may closely associate with the decreased expression of Cyclin D1 and MMP一2，indicating a way of gene therapy for 

colon cancer． 
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磷脂酶 D(phospholipases D，PLD)是体内普遍 

存在的一种酶，已确定在哺乳动物中 PLD主要有 

PLD1和PLD2两个亚型【1]。PLD可以水解磷脂酰胆 

碱生成胆碱和磷脂酸，后者作为信号转导的第二信 

使在细胞增殖中发挥着重要作用【 】。研究表明 

PLD2在多种肿瘤中高表达增高，并与肿瘤的发生 

发展密切相关I 】。随着对 PLD2的进一步研究 ， 

Kwun等[71研究发现．PLD2可以抑制 p21的表达从 

而增加周期蛋白依赖性激酶活性，后者与周期蛋白 

(Cyclin)结合，共同促进细胞周期的进展，促使肿瘤 

的发生。另有研究指出，PLD2可以正反馈调节 Wnt／ 

B—catenin信号通路而激活其下游靶基因 Cyclin 

D1，从而促进细胞增殖[81。过表达PLD2通过可以上 

调基质金属蛋白酶一2(metalloproteinase一2。MMP一2) 

的表达来促进神经胶质瘤以及淋巴瘤细胞的侵袭能 

力[9-10]。而特异性沉默 PLD2基因表达可以明显抑制 

肿瘤细胞的增殖和迁移能力l1l_1 121。那么在结肠癌中 

PLD2是否可以通过调控某些相关基因的表达来影 

响结肠癌细胞的增殖与迁移能力?目前在国内外尚 

未有明确报道。因此，本实验采用RNA干扰技术， 

特异性沉默PLD2基因表达后观察其对人结肠癌细 

胞增殖和迁移能力的影响．并检测与肿瘤增殖和迁 

移相关蛋白Cyclin D1和 MMP一2表达水平的变化． 

探讨 PLD2影响结肠癌增殖和转移潜在的分子机 

制，以期进一步探讨 PLD2在结肠癌中的生物学作 

用，为结肠癌的靶向治疗提供科学依据。 

1 材料和方法 

1．1 细胞和材料 

人结肠腺癌细胞株 SW480、SW620、HCT1 16和 HrI’29细 

胞购于中国科学院上海细胞所 ；胎牛血清及 RPMI1640培养 

液购于上海海克隆生物科技有限公司：PLD2抗体购于美国 

Abcam公司；Cyclin D1抗体购于辽宁万类生物科技公司； 

MMP一2及 B—actin抗体购于武汉三鹰生物技术有限公司； 

Trizol试剂、逆转录试剂盒、荧光定量反应试剂盒均购于大连 

TaKaRa公司：Transwell小室及PVDF膜购于购于美国Milli— 

pore公司；ECL发光液购于中国碧云天公司；人 PLD2干扰腺 

病毒载体购于上海汉恒生物科技有限公司，PLD2 siRNA干 

扰序列：5’一GATGAGATrGTGGACAGAATCCTGA一3’。 

1．2 细胞转染 

收集对数期生长的结肠癌 SW480和 SW620细胞(5× 

105个，Il11)，加入到6孔板内，培养24 h细胞贴壁后，弃去培 

养液，加入适量用培养液稀释的腺病毒(MOI=50)，细胞转染 

后4 h更换培养液．24 h用荧光显微镜观察细胞转染情况并 

进行后续相关实验的检测。 

1_3 qRT-PCR 

采用 Trizol一氯仿一异丙醇法提取细胞中的总 RNA．逆转 

录反应采用 PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser，按 

试剂盒说明进行。PLD2引物序列：上游 5’一GTGGGCGA— 

TGAGATI、G TC_GAC．3’．下游 5’—CAGGA ITGAATACTCCCCA— 

CGA一3’。B—actin引物序列：上游 5’一CCACGAAAcTAcc，I-I1一 

CAACTCC一3’．下游 5’一GTGATCTCCTCC rGATCC rGT一3’。 

qRT—PCR反应采用 SYBR~Premix Ex II，按试剂盒说明 

进行。实验重复3次。各组问表达差异通过计算 2一 表示。 

1．4 Western blot 

收集对数期生长的正常结肠癌细胞、转染空载腺病毒以 

及 PLD2腺病毒干扰组细胞．常规提取细胞的总蛋白并进行 

浓度测定。各组取蛋白50 g在 10％SDS一聚丙烯酰氨凝胶 

电泳，分离蛋白质样本和分子质量标准，将蛋白质样本电转 

至PVDF膜．5％的脱脂牛奶封闭2 h。一抗4℃孵育过夜后 

与相应的二抗反应。洗膜后加用 ECL发光液，在 Fushion成 

像系统进行显影摄片并进行表达分析。 

1．5 细胞增殖 实验 

将各组细胞分别接种于灭菌24孔板内，每孔5×10：个 

细胞，加入适量含 10％胎牛血清的 RMPI1640培养 2周后终 

止培养，弃去培养液，PBS漂洗，4％多聚甲醛固定 15 rain，结 

晶紫染色 10 rain，显微镜下计数形成的克隆，实验重复 3次。 

1．6 细胞迁移实验 

采用 Transwell小室法检测细胞的迁移能力 ，滤膜孔径为 

8 m。将各组细胞细胞分别悬浮于无血清的培养液中，浓度 

调整为 5x10s个／ml，上室加 200 1细胞悬液，下室加 500 

含血清培养液，置于细胞培养箱中培养，24 h后取出小室， 

4％多聚甲醛固定 15 min。结晶紫染色 10 min，用棉签擦去上 

室内的细胞，风干后倒置显微镜拍照计数。 

1．7 统计学方法 

应用 SPSS 16．0统计软件进行数据分析，计量资料用均 

数 ±标准差 (x± )表示。qRT-PCR、Western blot以及增殖、 

迁移实验结果组间差异采用单因素方差分析，两两比较时采 

用 LSD—t法。检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 结肠癌细胞中PLD2蛋白的表达 

选取 4株结肠癌细胞株检测 PLD2蛋白的表达情况。结 

果发现在SW480和SW620细胞中PLD2的平均表达水平高 

于 HCT116和 HT29细胞 ，见图 1。故后续选取 SW480和 

z
z
z
Ps
gi
ole
Pf
rp



z
z
z
Ps
gi
ole
Pf
rp

z
z
z
Ps
gi
ole
Pf
rp



z
z
z
Ps
gi
ole
Pf
rp

z
z
z
Ps
gi
ole
Pf
rp



重庆医科大学学报2016年第41卷第3期 《Journal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 No．3) 一 221一  

注：a，正常组织 vs．空载组；b：正常组织 VS．siRNA组；c：空载组vs．siRNA组 

SW480 

c⋯  

一  

正常组 空载组 siRNA组 正常组 空载组 siRNA组 

SW480 

正常组 

空载组 

siRNA组 

正常组 

空载组 

8iRNA组 

Cyclin D1 MMP一2 

a：P<0．01，与另外 2组相比 

图 7 沉默 PLD2基因对结肠癌细胞中Cyclin D1和 

MMP-2蛋白表达的影响 

Fig．7 Effect of PLD2 gene silencing on expression of Cyclin D1 

and MMP-2 in colon cancer cells 

3 讨 论 

肿瘤的复发与转移是导致患者死亡的主要原 

因，研究表明PLD2在一些肿瘤的发生以及转移中 

起着重要的作用。可能成为一些肿瘤治疗的潜在靶 

点【栩。本课题组前期研究【 4】发现，PLD2在结肠癌组 

织中表达明显高于相应的正常结肠组织。PLD2的 

高表达与肿瘤的大小呈正相关，并且发现PLD2可 

能参与调控缺氧条件下结肠癌细胞的增殖能力。另 

有研究发现，PLD2不仅在维持细胞膜完整性中发 

挥作用，同时也在细胞的侵袭迁移以及肿瘤的转移 

中起到重要作用旧。提示 PLD2有可能参与调解结 

肠癌的生长与转移。因此，本实验通过使用腺病毒 

干扰的方法沉默PLD2基因表达．观察抑制PLD2基 

因表达对 SW480与 SW620细胞增殖与迁移能力的 

影响。结果发现，特异性沉默 PLD2表达后，两株结 

肠癌细胞的增殖与迁移能力均明显下降，提示PLD2 

基因在 SW480和 SW620细胞中发挥着癌基因的生 

物学功能。参与调控结肠癌的生长与转移。 

PLD2蛋 白主要定位于大多数细胞 的细胞膜 

上．参与调控多种细胞生物学过程。目前虽已有研 

究表明PLD2基因在肿瘤的生长，侵袭及转移，凋亡 

等过程中发挥重要作用【垌。并已有实验证实，应用特 

异性抑制剂抑制PLD2基因表达能有效抑制肿瘤的 

生长和转移[12-1 3]。然而在国内外关于 PLD2影响结肠 

癌增殖与迁移能力的具体信号通路及上下游靶基 

因尚未见明确报道。已有研究证实PLD2可以通过 

调控 Cyclin D1和 MMP一2表达的变化来调节一些 

肿瘤细胞的增殖与迁移能力17-砌。那么PLD2是否可 

以通过对 Cyclin D1和 MMP一2的调控来调节结肠 

癌细胞的增殖与迁移能力呢?现有文献尚未有足够 

证据证实这一科学假说。因此，为了进一步明确这 

一 假说，本实验采用腺病毒干扰技术沉默PLD2基 

因表达．检测转染前后Cyclin D1以及MMP一2蛋白 

表达变化。结果发现，随着PLD2蛋白表达水平的降 

低，Cyclin D1与MMP一2蛋白水平也明显下降，提 

示 PLD2基因可能通过对 Cyclin D1与 MMP一2表 
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达的调控来调节结肠癌细胞的增殖与迁移能力。 

综上所述，本研究发现沉默PLD2基因后结肠 

癌细胞的增殖和迁移能力明显下降，并且其机制可 

能是通过下调 Cyclin D1和 MMP一2的表达来实现。 

提示 PLD2可能成为结肠癌治疗的新靶点。但 PLD2 

通过何种途径调控 Cyclin D1与 MMP一2的表达尚 

不清楚，本课题组下一步将会对其之间的信号转导 

机制进行深入探讨。 
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