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磷脂酸磷酸酶２域１Ａ在不同结直肠癌细胞中的表达
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摘要：　目的　探讨磷脂酸磷酸酶２域１Ａ（ＰＰＡＰＤＣ１Ａ）在人结直肠癌细胞中的表达及意义。方法　取结直肠癌
细胞系高转移潜能细胞ＬＯＶＯ、ＳＷ６２０和低转移潜能细胞ＳＷ４８０、ＲＫＯ、ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１进行常规培养，待细胞生长至
对数生长期时，采用实时荧光定量聚合酶链反应检测不同结直肠癌细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
不同结直肠癌细胞中ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达。结果　６种人结直肠癌细胞中ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ和蛋白表达比较差异均
有统计学意义（Ｆ＝４１．２１３、３４４１１６，Ｐ＜０．０５）。高转移潜能细胞ＬＯＶＯ、ＳＷ６２０中ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ和蛋白表达显著
高于ＤＬＤ１、ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、ＳＷ４８０细胞（Ｐ＜００５）；高转移潜能细胞 ＬＯＶＯ中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于 ＳＷ６２０
细胞（Ｐ＜０．０５）；ＤＬＤ１细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于 ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、ＳＷ４８０细胞（Ｐ＜０．０５）；低转移潜能细
胞ＨＣＴ１１６中ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于ＲＫＯ、ＳＷ４８０细胞（Ｐ＜０．０５）；ＲＫＯ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高
于ＳＷ４８０细胞（Ｐ＜０．０５）。高转移潜能细胞ＬＯＶＯ与ＳＷ６２０细胞中ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；ＳＷ４８０、ＲＫＯ、ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达两两比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
结论　ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在结直肠癌细胞系中存在差异性表达，其可能与结直肠癌的侵袭和转移有关。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是世界上最常
见的恶性肿瘤之一［１］，随着饮食结构的改变以及环

境、遗传等因素的影响，结直肠癌的发病率呈逐年上

升趋势［２４］。全球肿瘤流行病学统计数据显示，ＣＲＣ
发病率居全球恶性肿瘤的第３位［５］。转移是导致

ＣＲＣ患者死亡的主要原因，约２５％的患者在初次诊
断时已发生远处转移［６７］。磷脂酸磷酸酶 ２域 １Ａ
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｔｙｐｅ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇ１Ａ，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ）是磷脂酸磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ
ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＡＰ）家族成员之一，可以催化多种
磷酸酯的去磷酸化，从而调控细胞的分化、运动和增

殖等重要过程［８］，其与细胞信号传导有密切关系。研

究发现，ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ在脑、肾和睾丸等组织中
表达，并在内皮细胞中优先表达［９］。也有研究发现，

ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ在人乳腺癌组织中表达上调［１０］，

同时在高转移乳腺癌细胞中高表达［１１］。然而，ＰＰＡＰ
ＤＣ１Ａ在ＣＲＣ中的作用机制尚不清楚。本研究采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌ
ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）
检测ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在人ＣＲＣ细胞系中的表达，为深入
研究ＰＰＡＰＤＣ１Ａ与ＣＲＣ发生、发展的关系提供数据
支持。

１　材料与方法

１．１　细胞来源　人 ＣＲＣ高转移潜能细胞系 ＬＯ
ＶＯ、ＳＷ６２０和低转移潜能细胞系 ＳＷ４８０、ＲＫＯ、
ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１均购自美国 ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅ
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ公司。
１．２　主要试剂及仪器　高糖达尔伯克改良伊格尔
培养 基 （Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自德国 ＳｅｒａＰｒｏ公司，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ多
克隆抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，Ｔｕｂｕｌｉｎ单克隆抗
体、辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄｅ，ＨＲＰ）标
记的山羊抗兔二抗均购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，聚
偏（二）氟乙烯膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ一抗稀释液、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ一抗和二抗去除液、聚
丙烯酰胺凝胶电泳试剂盒、放射免疫沉淀（ｒａｄｉｏｉｍ
ｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）蛋白提取裂解液、苯
甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）、
焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）、二辛可
宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂

盒、超敏增强化学发光（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ
ｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒均购自上海碧云天生物技术研
究所，总ＲＮＡ提取试剂盒ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＲＮＡ反转录
试剂盒、ｑＲＴＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ、
ＲｏｘＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ）购自大连 ＴａＫａＲａ公司，ｑＲＴ
ＰＣＲ实验所需引物由英潍捷基（上海）贸易有限公
司合成。细胞超净台、Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００超微量核酸蛋
白测定仪购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，ｑＲＴＰＣＲ仪购自美
国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。
１．３　细胞培养　６种人ＣＲＣ细胞株ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、
ＲＫＯ、ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１、ＬＯＶＯ均用含体积分数 １０％
ＦＢＳ、１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青霉素和１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素
的高糖ＤＭＥＭ于３７℃含体积分数５％ＣＯ２的恒温
箱中培养。

１．４　总ＲＮＡ提取和核酸定量检测　按照 ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡ，步骤如下：收
集适量对数生长期细胞并用预冷的磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清洗细胞 ３次，用
１ｍＬＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ裂解细胞后加入２００μＬ氯仿，振
荡混匀，室温静置 ２ｍｉｎ。１２０００×ｇ４℃离心
１５ｍｉｎ，取上清液移至新的１．５ｍＬ离心管中。加入
５００μＬ异丙醇沉淀 ＲＮＡ，室温静置 ２０ｍｉｎ，
１２０００×ｇ，４℃ 离心 １５ｍｉｎ。用 １ｍＬ体积分数
７５％乙醇清洗沉淀，１２０００×ｇ４℃离心５ｍｉｎ，弃上
清液。空气干燥 ＲＮＡ，并将其溶解于适量的 ＤＥＰＣ
水中，用核酸蛋白测定仪检测 ＲＮＡ浓度。总 ＲＮＡ
于－８０℃冰箱保存备用。
１．５　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ
ｍＲＮＡ表达　使用反转录试剂盒合成单链 ｃＤＮＡ，
根据 ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书，使用 ２０μＬ反应体
系：灭菌水 ６μＬ，上游引物 ０．８μＬ，下游引物
０．８μＬ，２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ１０μＬ，ＲｏｘＲｅｆ
ｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，将其置入荧光定量
ＰＣＲ仪中进行 ｑＲＴＰＣＲ。ＰＰＡＰＤＣ１Ａ上游引物序
列为 ５′ＴＡＡＴＡＧＴＧＧＧＡＡＧＡＣＣＴＣＧＣ３′，下游引物
序列为 ５′ＧＧＴＣＡＣＣＴＧＴＧＣＡＡＴＧＣＡＴＴ３′；内参甘
油醛３磷酸脱氢酶上游引物序列为５′ＡＧＡＡＧＧＣＴ
ＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，下游引物序列为５′ＡＧＧＧＧＣ
ＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′，采用 ２－△△Ｃｔ方法计算目的
基因在不同细胞内的相对表达量，实验重复３次。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ
蛋白表达　取对数生长期细胞，胰蛋白酶消化后收
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集细胞沉淀，ＰＢＳ清洗沉淀３次，加入 ＲＩＰＡ裂解液
及适量ＰＭＳＦ，按照试剂盒说明书提取细胞总蛋白。
ＢＣＡ法检测蛋白浓度：根据标准品和样品数量，按
试剂Ａ试剂 Ｂ（体积比）为５０１配制适量 ＢＣＡ
工作液，充分混匀。将蛋白标准品按０、１、２、４、６、８、
１０μＬ加到９６孔板的蛋白标准品孔中，加 ＰＢＳ至
１０μＬ；取１０μＬ待测样品加入９６孔板，每个样品设
２个复孔。３７℃温浴３０ｍｉｎ，冷却至室温，５６２ｎｍ
波长下测定吸光度值，通过标准曲线计算样品的浓

度。蛋白变性后进行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳和转膜，脱脂牛奶室温封闭 １．５ｈ，一抗
４℃ 摇床孵育过夜，二抗室温孵育２ｈ。按照 ＥＣＬ
试剂盒操作步骤进行自显影。以兔抗人单克隆抗体

Ｔｕｂｕｌｉｎ为内参照，Ｔｕｂｕｌｉｎ、兔抗人 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ多克
隆抗体和ＨＲＰ标记的山羊抗兔二抗的稀释倍数分
别为１１０００、１５００和１５０００。使用 ＩｍａｇｅＪ
１．４９软件分析Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ内参照条带与目的条带
的灰度比值。

１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多样
本均数比较采用单因素方差分析，两两比较采用最

小显著性差异法检验，检验水准α＝００５。

２　结果

２．１　６种人ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达
比较　人 ＣＲＣ细胞系 ＳＷ４８０、ＲＫＯ、ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ
１、ＬＯＶＯ、ＳＷ６２０中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ相对表达量
分别为 ０．２７５±０．０８５、０．１７０±００１８、０．５２７±
０１１９、０．３８０±０．２１９、１．１７２±０１１７、１．０５８±
０４５１，６种人 ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达
比较差异有统计学意义（Ｆ＝４１２１３，Ｐ＜０．０５）。高
转移潜能细胞 ＬＯＶＯ、ＳＷ６２０中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ
表达显著高于 ＤＬＤ１、ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、ＳＷ４８０细胞，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高转移潜能细胞
ＬＯＶＯ与 ＳＷ６２０中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＤＬＤ１细胞与
ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０、ＲＫＯ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表
达比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；低转移潜能
细胞系 ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０、ＲＫＯ中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ
表达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２．２　６株人 ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达比
较　结果见图 １。人 ＣＲＣ细胞系 ＳＷ４８０、ＲＫＯ、
ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１、ＬＯＶＯ、ＳＷ６２０中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白
表达量分别为 ０．３７９±０．０４０、０．５１２±０００５、
０６０８±０．０２７、０．６８２±０．０３４、１．３１５±０．０４６、
１．００５±０．０２３，６种人ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白
表达比较差异有统计学意义（Ｆ＝３４４．１１６，Ｐ＜

００５）。高转移潜能细胞ＬＯＶＯ中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白
的表达显著高于 ＳＷ６２０、ＤＬＤ１、ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、
ＳＷ４８０细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高转移
潜能细胞ＳＷ６２０中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于
ＤＬＤ１、ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、ＳＷ４８０细胞，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；ＤＬＤ１细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表
达显著高于 ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、ＳＷ４８０细胞，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；低转移潜能细胞系 ＨＣＴ１１６
中ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于 ＲＫＯ、ＳＷ４８０细
胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＲＫＯ细胞中
ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于 ＳＷ４８０细胞，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

１：ＲＫＯ细胞；２：ＳＷ４８０细胞；３：ＨＣＴ１１６细胞；４：ＳＷ６２０细胞；５：ＬＯ
ＶＯ细胞；６：ＤＬＤ１细胞。

图１　６种人 ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白的表达（Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＰＤＣ１ＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｉｘＣＲＣ
ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｏｆｈｕｍａｎ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

３　讨论

ＣＲＣ是我国高发恶性肿瘤，近年来ＣＲＣ发病率
逐渐升高［１２］，尽管医疗水平不断提高，但 ＣＲＣ患者
的病死率并未显著下降［１３］。ＣＲＣ的治疗以手术为
主，辅以放射治疗和化学治疗，但疗效欠佳，且中晚

期ＣＲＣ治疗效果更差。转移是引起 ＣＲＣ患者复发
和死亡的主要原因，其中主要的转移部位为肝、肺、

腹膜、脑、骨等［１］。因此，探索 ＣＲＣ发生、发展机制
对提高ＣＲＣ患者的治疗效果有重要意义。

ＰＡＰ可以催化磷酸酯的去磷酸化，产生二酰基
甘油（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＤＡＧ）和无机磷酸盐，ＤＡＧ可以
通过激活酪氨酸蛋白激酶及蛋白激酶 Ｃ等途径参
与细胞信号传导［１４］。ＰＰＡＰＤＣ１Ａ是 ＰＡＰ家族的重
要成员之一，属 ＰＡＰ２亚型［１５］，其主要生物学功能

是催化多种生物活性脂质介质的去磷酸化，如溶血

磷脂酸、１磷酸鞘氨醇和磷脂酸等，从而参与调控细
胞的增殖、分化、运动等过程［１６］。研究发现，ＰＰＡＰ
ＤＣ１ＡｍＲＮＡ在人脑、肾和睾丸组织中高表达，在骨
髓、胸腺、前列腺、肝和子宫组织中低表达，ＰＰＡＰ
ＤＣ１ＡｍＲＮＡ在人类血管内皮细胞中优先表达，如
人脐静脉内皮细胞、皮肤微血管内皮细胞、肺微血管

内皮细胞、主动脉内皮细胞、肺动脉内皮细胞等［１５］。

ＤＡＨＬ等［１０］通过基因表达谱芯片技术发现，ＰＰＡＰ
ＤＣ１Ａ是正常乳腺组织和乳腺癌组织间的一个差异
表达基因。ＭＡＮＺＡＮＯ等［１７］研究发现，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ
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仅在乳腺癌雌激素受体阴性亚型中表达上调，而在

其他亚型中不表达。研究发现，ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ
在子宫颈癌细胞［１８］和肝癌细胞［８］中存在差异性表

达，在肺癌组织中高表达，并可以促进肺癌细胞的增

殖及肿瘤的发生［１９］。而对于ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在ＣＲＣ发
生、发展中的作用及机制尚未见报道。

ＣＲＣ的发生是一个多步骤、多基因参与的过
程，ＣＲＣ的转移也涉及多方面的相互作用。鉴于
此，本研究以 ６种人 ＣＲＣ细胞系 ＳＷ４８０、ＲＫＯ、
ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１、ＬＯＶＯ、ＳＷ６２０为研究对象，分别从
ｍＲＮＡ和蛋白水平检测 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ的表达情况。
结果显示，６系人ＣＲＣ细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表
达及ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达比较差异均有统计学意
义，其中高转移潜能细胞 ＬＯＶＯ、ＳＷ６２０中 ＰＰＡＰ
ＤＣ１ＡｍＲＮＡ及 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达均显著高于
ＳＷ４８０、ＲＫＯ、ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１细胞；高转移潜能细
胞ＬＯＶＯ中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于 ＳＷ６２０
细胞；ＤＬＤ１细胞中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于
ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、ＳＷ４８０细胞；低转移潜能细胞系
ＨＣＴ１１６中 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著高于 ＲＫＯ、
ＳＷ４８０细胞；ＲＫＯ细胞中ＰＰＡＰＤＣ１Ａ蛋白表达显著
高于 ＳＷ４８０细胞；而高转移潜能细胞 ＬＯＶＯ与
ＳＷ６２０中 ＰＰＡＰＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达比较差异无统计
学意义，ＳＷ４８０、ＲＫＯ、ＨＣＴ１１６、ＤＬＤ１细胞中ＰＰＡＰ
ＤＣ１ＡｍＲＮＡ表达两两比较差异均无统计学意义。
以上研究结果提示，ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在人ＣＲＣ细胞系中
存在差异性表达，其可能与 ＣＲＣ的侵袭和转移有
关，为进一步研究 ＰＰＡＰＤＣ１Ａ在 ＣＲＣ细胞侵袭、转
移中的作用及相关机制提供了基础。
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