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PTPN9的表达下调通过抑制 STAT3活化促进结直肠癌细胞凋亡 *
朱兴业 赵 明△ 汪大伟 屈春雷 王 伟

（哈尔滨医科大学附属第一医院肛肠外科 黑龙江哈尔滨 150001）

摘要 目的：探讨 PTPN9对结直肠癌细胞生长和存活的影响及其机制。方法：建立稳定 PTPN9高表达的细胞系，使用 Real-time

PCR检测其内源性变达，使用细胞集落实验及 Caspase-3、Caspase-9，检测其细胞活力及凋亡情况。同时我们抑制了细胞中 PTPN9

的表达，使用实时 PCR来验证敲低效率，应用 100 滋M H2O2诱导凋亡模型,利用 CCK-8测定来确定细胞活力，Caspase-9和 Cas-

pase-3测定检测其凋亡情况。最后我们应用Western blot技术，检测 PTPN9抑制 STAT3通路,来调控细胞凋亡。结果：PTPN9的表

达在结直肠癌组织中下调。PTPN9的高表达减慢细胞生长和集落的形成，从而诱导结直肠癌细胞凋亡。相反，PTPN9低表达促进

细胞生长和存活。此外，PTPN9负责调控 STAT3的活化，并在结直肠癌中抑制核易位，并且通过抑制 STAT3通路，来抑制 PTPN9

低表达对细胞凋亡的影响。结论：PTPN9在结直肠癌组织中通过抑制 STAT3的活化而抑制细胞生长和存活。
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PTPN9 induces Apoptosis of Colorectal cancer Cell via Mitigating the
Activation of STAT3*

To investigate the effect of Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 9 (PTPN9) on the growth and

survival of colorectal cancer cells and its mechanism. A stable cell line with high expression of PTPN9 was established, the en-
dogenous expression of PTPN9 was detected by Real-time PCR. Cell colony assay, Caspase-3 and Caspase-9 activity were used to detect

cell viability and apoptosis. At the same time, we inhibited the expression of PTPN9 in the cells. Real-time PCR was used to verify

knockdown efficiency. 100 滋M H2O2-induced apoptosis model, CCK-8 assay was used to determine cell viability, Caspase-9 and Cas-
pase-3 assay to detect the apoptosis. Finally, we applied Western blot technology to detect PTPN9 inhibition of STAT3 pathway to regu-

late apoptosis. The expression of PTPN9 was frequently down-regulated in the tissues of colorectal cancer as compared with

their adjacent normal tissues. Overexpression of PTPN9 mitigated cell growth and colony formation and induced cell apoptosis in col-

orectal cancer. Conversely, PTPN9 knockdown promoted cell growth and survival. Moreover, PTPN9 negatively regulated the activation

of STAT3 and depressed its nuclear translocation in colorectal cancer. And the effects of PTPN9 knockdown on cell apoptosis were at-

tenuated by inhibition of the STAT3 pathway. PTPN9 inhibited the growth and survival of colorectal cancer cells via re-
pressing the activation of STAT3.
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前言

结肠直肠癌的发病率随着年龄的增长而增加，是消化系统

最常见的恶性肿瘤之一[1]。手术切除联合化疗为主的综合治疗

是结直肠癌的主要和标准疗法。然而，结直肠癌患者的 5年生

存率仍然很低，不到 30％ [2]。迄今为止，结直肠癌的发病机制并

未完全明确，目前还没有有效的治疗靶点。癌症的发展很大程

度上取决于癌细胞的生长，凋亡是细胞生长的负调节因子。据

报道，癌症组织中细胞凋亡被抑制，导致癌细胞过度生长[3]。诱

导癌细胞凋亡被认为是缓解癌症进展的重要策略。

蛋白酪氨酸磷酸酶(PTPs)是一类通过磷酸化酪氨酸残基催

化蛋白去磷酸化的酶类[4]。以前的研究表明 PTPs参与调节信号
通路的转导，介导一些细胞过程(包括细胞凋亡和增殖)，在癌症

进展中的作用已被广泛研究[5,6]。如 PTPN1B的抑制阻止 ErbB2

诱导的乳腺肿瘤发生和肺转移，并且 PTPN12在三重阴性乳腺

癌中阻止细胞生长和转化[7,8]。PTPN11的高表达促进了肝细胞
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癌的生长和转移[9]。蛋白酪氨酸磷酸酶非受体 9型(PTPN9)是细

胞质蛋白酪氨酸磷酸酶，据报道在某些类型的人类癌症如乳腺

癌和肝细胞癌中失调[10,11]。然而，PTPN9在结直肠癌中的作用和

相应的分子机制尚不清楚，需要进一步阐明。为了探讨 PTPN9

对结直肠癌细胞生长和存活的影响，我们进行了这项研究，结

果报道如下。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

所有细胞系均购自美国典型培养物保藏中心(美国型培养

菌种集，罗克维尔市，马里兰，美国)。细胞在 37℃下，在含有
95％空气和 5％CO2的培养箱中，在补充有 10％胎牛血清，青

霉素(100 U/mL)和链霉素(100 滋g/mL)的细胞培养基中常规培

养。研究中使用的肿瘤标本是从哈尔滨医科大学第一附属医院

接受治愈性切除的患者获得的。哈尔滨医科大学道德委员会获

得并批准了道德批准，并从每名患者获得了书面知情同意书。

1.2 检测细胞活力

利用 CCK-8 测定来确定细胞活力。将细胞分成 96孔板
(每孔约 8× 103个细胞)持续 24-72小时。然后，在每个孔中加

入 10 滋L CCK-8 试剂(CCK-8，Dojindo，Japan)，然后将细胞在
37 ℃培养 2 小时。最后，根据制造商的说明使用酶标仪
(BIO-TEK，USA)在 450 nm处读取吸光度。
1.3 细胞集落形成测定

使用平板集落形成实验来检测细胞生长。将细胞以 1× 103

个细胞 /孔接种在 6孔板中。约 15天后，用 PBS洗涤细胞两

次，然后用结晶紫溶液(0.5％结晶紫，20％甲醇)染色 10分钟。

除去结晶紫溶液后，将板用 PBS洗涤三次。然后直接观察菌

落，并用相机拍照。

1.4 Real-time PCR
使用 TRIzol试剂(Invitrogen，CA)分离总 RNA，并根据制

造商的方案悬浮于 20 滋L不含 RNase的水中。随后我们通过分

光光度计 NanoDrop1000(Thermo，Wilmington，DE)测定 RNA

浓度。使用 SYBR Premix Ex Taq试剂盒(TaKaRa，Dalian，Chi-

na)通过 Real-time PCR 系统(7900 HT，ABI，Foster，CA)进行扩
增。通用的 2步 RT-PCR循环条件：95 ℃ 30秒，接着 95 ℃ 5秒
40个循环和 60℃ 30秒。将 mRNAs一式三份归一化至内源对

照 茁-肌动蛋白表达，并通过 2-△△Ct方法计算。

1.5 Western blot
将含有蛋白质(40 滋g)的 RIPA缓冲液中的细胞溶解物加

载到 12％或 15％的凝胶上进行电泳。将蛋白质转印到硝酸纤

维素膜 (Whatman Inc.，Florham Park，NJ)上，然后将膜与一抗
(STAT3，Cell Signaling Technology，目录号 9139，1：500；Phos-

pho-STAT3 (Tyr705)，Cell Signaling Technology， 目 录 号
9145，1:500；Bcl-xL，Cell Signaling Technology，目录号 2764，1:

500；细胞色素 C，Cell Signaling Technology，目录号 4280，1：
200)存放一晚。随后，将印迹与 HRP二抗(Santa Cruz Biotech-
nology Inc.，CA，USA) 培养，然后与增强的化学发光底物
(Pierce，Rockford，IL)反应。用成像系统(Bio-Rad，Hercules，CA)

记录化学发光的结果。

1.6 Caspase-3活性测定

使用发光底物 Z-DEVD-氨基荧光素 (Caspase-Glo 3/7 测

定; Promega) 测量 Caspase-3活性。将细胞在试剂盒中提供的
Caspase-glo试剂中裂解，使用 Victor2光度计(PerkinElmer)在 0

和 1小时时分别测定三份样品的发光度(PerkinElmer)。蛋白定
量使用 Bradford的方法测定。以每 滋g蛋白质的△发光单位计
算 Caspase活性。
1.7 Caspase-9活性测定

使用发光底物 Z-LEHD-氨基荧光素 (Caspase-Glo 9测定;
Promega)测量 Caspase-9活性。然后，根据制造商的说明进行实
验。蛋白定量也由 Bradford 的方法确定。以每 滋g 蛋白质的
△发光单位计算 Caspase活性。
1.8 统计学分析

数据用平均值± SEM 表示。对 Windows 的 GraphPad
Prism版本 5.0(GraphPad Software Inc.，San Diego，CA，USA)进
行统计分析。使用单因素方差分析(ANOVA)，然后使用 Tukey

多重比较检验或不成对的 Student t检验来评估统计学显着性。
以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

为了确定 PTPN9是否参与调节结直肠癌的进展，使用公
共数据集(GSE44861)来验证结直肠癌中的 PTPN9表达。如图
1A和 1B所示，PTPN9在癌组织中的表达显着下调(n=47)。此
外，我们还检测了 33例大肠癌组织及其配对的相邻正常组织
中 PTPN9的表达。获得了类似的结果，结直肠癌组织 PTPN9

表达比其相邻的正常组织明显降低(比图 1C和 1D)。此外，我

们还检测了 77例结直肠癌组织中 PTPN9的临床意义。如图
1E所示，PTPN9低表达患者的总生存率明显低于 PTPN9高表
达患者。这些结果提示 PTPN9可能作为肿瘤抑制因子参与调
控结直肠癌的发展。

2.2 PTPN9高表达可抑制结肠直肠癌细胞的生长并促进其凋亡
为了验证 PTPN9在结直肠癌细胞存活的确切作用，我们

建立了 PTPN9稳定高表达的细胞。通过实时 PCR检测 5种结
肠直肠癌细胞系 PTPN9 的内源性表达 (图 2A)。结果显示
HCT116 细胞中 PTPN9 的表达量相对较低，SW480 细胞内源
性表达量较高。通过实时 PCR检测 HCT-116细胞中高表达效
率(图 2B)。如图 2C所示，细胞生长被 PTPN9高表达显著降低，
且 PTPN9的高表达减轻了癌细胞的集落形成 (图 2D)，导致
Caspase-9的活性增加，并促进 Caspase-3 的活化，加速细胞色
素 c释放到细胞质中(图 2E-2G)。这些结果提示 PTPN9的高表
达可以减慢大肠癌细胞的生长，并诱导细胞凋亡。

2.3 PTPN9低表达抑制结肠直肠癌细胞凋亡并促进结肠直肠
癌细胞存活

我们也抑制了 SW480细胞中 PTPN9的表达，使用实时
PCR来验证敲低效率(图 3A)。应用 100 滋M H2O2诱导凋亡模

型 [12]，CCK-8的结果显示 H2O2引起的细胞凋亡和抑制集落形

成被 PTPN9低表达所抑制(图 3B和 3C)。此外，由过氧化氢引
起的 Caspase-9和 Caspase-3的活性增加被 PTPN9的敲低所逆
转(图 3D和 3E)。并且在过氧化氢处理的条件下，PTPN9的低
表达减慢细胞色素 C释放到细胞质中 (图 3F)。这些结果提示
PTPN9的低表达在结肠直肠癌中有助于SW480细胞生长并抑

制其凋亡。
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图 1 PTPN9的表达在结直肠癌组织中下调

Fig.1 Expression of PTPN9 is down-regulated in the tissues of colorectal cancer.

Note: A and B: Expression of PTPN9 was down-regulated in 47 cases of colorectal cancer tissues compared to their paired adjacent normal tissues. C and

D: Expression of PTPN9 in the tissues of colorectal cancer was significantly down-regulated as compared with their paired adjacent normal tissues (n=33).

E: The overall survival rate of patients with low expression of PTPN9 was significantly lower than that of patients with high expression of PTPN9 in 77

cases of colorectal cancer tissues.

图 2 PTPN9的过表达抑制结肠直肠癌细胞的细胞生长并诱导细胞凋亡

Fig.2 Overexpression of PTPN9 inhibited cell growth and induced cell apoptosis of colorectal cancer cells

Note: A: Endogenous expression of PTPN9 was examined in five colorectal cancer cell lines. B: Real-time PCR was utilized to validate the overexpression

efficiency in HCT116. C: Cell viability was repressed by overexpression of PTPN9. D: Overexpression of PTPN9 mitigated the colony formation of

colorectal cancer cells. E and F: Activities of caspase-9 and caspase-3 were increased by PTPN9 overexpression. G: Release of cytochrome C into

cytoplasm was enhanced by PTPN9 overexpression.
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图 3 PTPN9敲低抑制 SW480细胞凋亡并促进其存活

Fig.3 PTPN9 knockdown represses SW480 cell apoptosis and promotes the cell survival

Note: A: Expression of PTPN9 was significantly depressed by PTPN9 shRNA in SW480 cells. B: The decreased cell viability induced by H2O2 treatment

was reversed by PTPN9 shRNA. C: H2O2-caused inhibition of colony formation was attenuated by PTPN9 knockdown. D and E: Treatment with H2O2 led

to the activation of caspase-9 and caspase-3, which was repressed by knockdown of PTPN9. F: PTPN9 knockdown protected against the release of

cytochrome C into the cytoplasm.

2.4由 PTPN9负调节结直肠癌细胞中 STAT3的激活
前期研究表明 STAT3在调节细胞存活和参与介导结直肠

癌发展中起重要作用[13]。PTPN9通过靶向 STAT3调控斑马鱼
的红细胞发育[14]。因此，我们测定 PTPN9在结直肠癌细胞凋亡
中的调控作用是否由 STAT3介导。我们的结果显示 PTPN9高
表达抑制 STAT3的磷酸化，但对总 STAT3的表达没有明显影
响(图 4A)。相反，抑制 PTPN9表达反而增加 STAT3的磷酸化
通(图 4B)。此外，PTPN9高表达抑制 STAT3易位到细胞核，而
PTPN9低表达却有相反的作用(图 4C和 4D)。
另外，STAT3的一个熟悉的转录靶点 Bcl-xL在调节线粒

体外膜通道开放和细胞凋亡中起着重要的作用。为了证明

PTPN9通过影响 STAT3的转录激活促进细胞凋亡，我们随后

检测了 Bcl-xL的表达。我们的结果显示 PTPN9减轻了 Bcl-xL

的蛋白质水平，并且 PTPN9低表达增强了 Bcl-xL的表达 (图
4E和 4F)。结果提示 PTPN9负向调控结直肠癌 STAT3的核易

位和活化。

3 讨论

尽管目前手术和内科治疗已经有了很大的改善，但结直肠

癌患者的 5年生存率仍然较差[1,2]。总体死亡率基本保持不变的

一个重要原因是大肠癌缺乏有效的治疗靶点。因此，探索调控

结直肠癌进展的关键因素，阐明其调控机制，对缓解本病的发

展，提高成活率具有重要意义。
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越来越多的证据表明蛋白质酪氨酸磷酸酶以催化磷酸酪

氨酰残基上蛋白质的去磷酸化为特征，直接影响信号转导通路

的调控，并在调节某些癌症发展中发挥重要作用[15,16]。以前的研

究表明 ErbB2 诱导的乳腺肿瘤发生和肺转移是通过抑制
PTPN1B来预防的，PTPN12通过与三重阴性乳腺癌中的多种

致癌酪氨酸激酶相互作用来防止细胞生长和转化[7,8]。肝细胞癌

中 PTPN11表达上调，其高表达可预测肝细胞癌患者预后不

良，PTPN11高表达可促进肝癌细胞的生长和转移[9]。此外，据

报道，在人类某些癌症细胞的细胞质中 PTPN9在某些中失调，
PTPN9 通过抑制 ErbB2 和 EGFR 的磷酸化抑制乳腺癌的发

展，并且乳腺癌患者中 PTPN9的低表达与癌细胞的转移增加

有关[10,11]。在肝细胞癌中，PTPN9的下调促进细胞生长和肿瘤发

展[17]。然而，PTPN9在结直肠癌中的作用仍然不确定。在我们的

研究中，我们发现 PTPN9 在结直肠癌患者中的表达下调，
PTPN9的高表达导致结直肠癌生长抑制，细胞色素 C向细胞

质的释放增加和 caspase-cascade激活，而 PTPN9低表达则具

有相反的作用。这些结果表明 PTPN9抑制结直肠癌中的细胞

存活和肿瘤进展。

细胞凋亡是细胞生长的重要负调节因子。STAT3作为一
种重要且众所周知的转录因子调节细胞的各种生理过程，如细

胞增殖、凋亡和分化[18,19]。STAT3的致癌作用已经在包括结直肠
癌在内的各种癌症中得到证实。细胞质中的 STAT3被磷酸化，

然后转位进入细胞核以激活包括 Bcl-xL，cyclin D1 和 c-Myc

在内的一些基因的转录[20]。在这项研究中，我们发现 PTPN9的

高表达抑制了 STAT3的磷酸化，并抑制了它的核易位。相反，
STAT3的磷酸化通过抑制 PTPN9而显着增强，这伴随着细胞

核中 STAT3的积累增加。此外，STAT3的转录靶点 Bcl-xL在

调控线粒体功能和凋亡中发挥重要作用。抑制 Bcl-xL的表达

可导致线粒体膜电位降低，线粒体外膜通道开放。然后细胞色

素 C被释放到细胞质中并导致 caspase-9和 caspase-3的激活。

我们的研究结果显示 PTPN9高表达抑制 Bcl-xL的表达，并且
PTPN9的低表达促进了 Bcl-xL的表达，表明 PTPN9诱导细胞
凋亡并抑制细胞存活通过调节 STAT3的激活。

总之，我们的研究结果表明，PTPN9在结肠直肠癌组织中

的表达下调，可抑制结肠直肠癌细胞的生长并诱导细胞凋亡，

这可能与其抑制 STAT3的活化有关。这一结果为抑制结肠直

肠癌提供了新的潜在治疗靶点。
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图 4 STAT3在结直肠癌中的激活被 PTPN9负调控

Fig.4 PTPN9 negatively regulated the activation of STAT3 in colorectal cancer

Note: A and B: Overexpression of PTPN9 significantly inhibited the phosphorylation of STAT3 (A), while the phosphorylation of STAT3 was increased

by knockdown of PTPN9 (B). C: PTPN9 overexpression depressed nuclear translocation of STAT3. D: Expression of STAT3 in cellular nucleus was

significantly enhanced by knockdown of PTPN9. E: PTPN9 mitigated the protein level of Bcl-xL. F: Knockdown of PTPN9 facilitated Bcl-xL expression.
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