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siRNA抑制 S100A4表达对卵巢癌细胞 CP70生物学特性的影响 *
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摘要 目的：探讨人卵巢癌顺铂耐药细胞株 CP70沉默 S100A4基因后，CP70细胞对顺铂敏感性、凋亡及细胞迁移的影响。方法：设

计并合成 S100A4基因特异性的 siRNA并转染入卵巢癌细胞 CP70，48 h后应用 RT-PCR和 Western Blot检测在 mRNA和蛋白

水平 siRNA对 S100A4的影响，MTT法检测转染 siRNA后卵巢癌细胞 CP70对顺铂敏感性的变化。用流式细胞术检测顺铂（40

滋M）对转染 S100A4 siRNA后对卵巢癌细胞 CP70凋亡的影响，Transwell法观察 siRNA抑制 S100A4后对卵巢癌 CP70迁移能

力的影响。结果：与空白对照组、阴性对照组相比，S100A4 siRNA转染组 CP70细胞的 S100A4基因和蛋白表达降低(P<0.01)。MTT

法检测顺铂敏感性发现 S100A4 siRNA转染组 CP70细胞顺铂敏感性增强。在顺铂刺激下，siRNA转染组细胞凋亡率高于其他各

组，差异具有统计学意义（P<0.05）。Transwell发现 CP70细胞迁移能力明显下降（P<0.05）。结论：S100A4 siRNA能够明显抑制
CP70细胞 S100A4的表达，从而增强细胞对顺铂的敏感性，促进细胞凋亡,减弱细胞的迁移能力。S100A4有望成为逆转卵巢癌铂

类耐药的治疗靶点。
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Effects of S100A4 Gene Silienced by S100A4 SiRNA on Cisplatin
Sensitivity, Apoptosis and Migration of Ovarian Cancer Cell Line CP70*

To observe the effect of silencing the expression of S100A4 on the cisplatin sensitivity, apoptosis and

migration in cisplatin resistance cell line CP70. The S100A4 siRNA was constructed and then transfected into CP70. After 48

h, RT-PCR and Western blot were used to detect the inhibition effect of S100A4. MTT assay was performed to evaluate the effect of

S100A4 gene silence on cisplatin sensitivity of CP70. The apoptosis rates were detected by using flow cytometry. Compared

with blank control group and negative control group,the expressions of S100A4 mRNA and protein were inhibited significantly in CP70
cells (P<0.01) after transfecting with S100A siRNA for 48 h.MTT assay found that down-regulation of S100A4 enhanced cisplatin

sensitivity in CP70. The apoptosis rate of siRNA transfection group induced by cisplatin was higher than other groups, respectively(P<0.

05). Cell migration ability was reduced in siRNA transfection group(P<0.01). S100A4 siRNA can significantly enhanced the

cisplatin sensitivity and inhibited migration ability of CP70.S100A4 can be the target of reversing the resistance to chemotherapy in

ovarian cancer.
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前言

卵巢癌死亡率居女性生殖器恶性肿瘤第 1位[1]，由于早期

缺乏特异性症状，大约 70%的患者初次就诊时发现盆腔转移或

远处转移，已为中晚期[2]。顺铂是被广泛应用的一线化疗药物，

具有明显地抗肿瘤作用[3]。顺铂作为卵巢癌化疗的“骨架药物”，

多数患者化疗后可以达到临床完全缓解，但 70%以上患者会出

现化疗耐药而导致肿瘤转移复发，5年生存率为 30%左右[4]。近

年来，钙结合蛋白 S100A4作为 S100家族中的一个重要成员，

探讨其与肿瘤生物学行为相关性的研究越来越多[5]。Emberley

等研究发现 S100A4 可通过钙离子信号转导通路参与调控细

胞增殖分化、细胞运动及细胞凋亡 [6]。大量临床研究发现

S100A4在乳腺癌、直结肠癌、肺癌、胃癌等多种恶性肿瘤中呈

高表达，可能与肿瘤的发生发展、侵袭转移、预后相关[7,8]。前期
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工作中发现 S100A4在卵巢癌顺铂耐药细胞 CP70中高表达，

推测 S100A4可能与卵巢癌细胞顺铂耐药有密切关系[9]。因此

本研究以卵巢癌细胞 CP70 为研究对象，观察 siRNA 沉默

S100A4 的表达对卵巢癌顺铂耐药细胞 CP70 顺铂敏感性、凋

亡和迁移的影响，进一步探讨 S100A4在卵巢铂类耐药中的作

用机制，为逆转卵巢癌化疗耐药提供新的策略。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人卵巢癌顺铂耐药细胞株 CP70，由西京医院妇

产科实验室提供。

1.1.2 主要试剂 DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血清（浙江四

季青公司）、DDP：（齐鲁制药有限公司）、兔抗人 茁-actin单克隆

抗体和兔抗人 S100A4 单克隆抗体（美国 Epitomics 公司）、

LipoffectamineTM2000(Invitrogen 公司)、小干扰 RNA(上海吉

玛制药技术有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染 将卵巢癌细胞 CP70 置于 37℃，饱

和湿度，含 5 % CO2的孵箱中常规培养，培养液为 15 %胎牛血

清、100 U/ml青霉素和 100 U/ml链霉素的 DMEM培养液。细

胞转染前，将细胞接种于孔板或培养瓶中，细胞融合率达 80 %

-95 %时开始转染。操作按 Lipo 2000试剂说明书进行，分为空

白对照组，阴性对照组，siRNA转染组。

1.2.2 RT-PCR检测基因表达 转染 48小时后，分别收集各

实验组细胞后提取细胞总 RNA，反转录反应后，进行实时荧光

定量 PCR，茁-actin为内参。

阴性对照的序列：

Sense:5'-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3'

Anti-sense:5'-AUG UGA CAC GUU CGG AGA ATT-3'

S100A4 siRNA 的 序 列 :Sense:5'-GCAUCGCCAUGAU-

GUGUAATT-3'

Anti-sense:5'-UUACACAUCAUGCCGAUGCTT-3'

GAPDH 的序列 : Sen se：5'-TCCCTCAAGATTGTCAGC-

AA-3'

Anti-sense:5'-AGATCCACAAACGGATACATT-3'

PCR 扩增的条件为：94℃ 30 s变性，60℃ 30 s 退火，72℃

45 s延伸，共 35个循环，最后 72℃ 延伸 5 min。

1.2.3 Western blot检测蛋白表达 细胞转染 48小时后，去除

旧的培养液，用预冷的 PBS洗涤 2次，加入裂解液，冰上放置

30分钟后收集细胞，离心后取上清液，测蛋白浓度，与 2× 上样

缓冲液 1:1 混合，煮沸 5 min。取蛋白 30 滋g 上样，进行

SDS-PAGE 凝胶电泳 16 %分离胶和 4%浓缩胶，并转印到

PVDF膜上，用含 5 %脱脂奶粉的封闭液,室温封闭 2 h。TPBS

洗涤后加入一抗缓冲液（S100A4抗体 1:2500；茁-actin抗体 1:

3000），4℃孵育过夜，二抗封闭（HRP 标记羊抗兔 IgG，1:

3000），室温封闭 1 h。化学发光后显影。

1.2.4 MTT 将生长到对数期的细胞用 0.25 %的胰酶消化

后制备成单细胞悬液，进行细胞计数，调整细胞浓度至 1× 104

个 /ml。取 96孔板，每空吸取细胞悬液 100 滋L，在 37℃、饱和湿

度、5 % CO2的孵箱培养中使细胞贴壁。依次加入 100 滋L终浓

度为 0、2.5、5、10、40、80、160 滋M的顺铂，以只加培养液为调零

孔，以不加顺铂为阴性对照孔，每组设 3个复孔,继续培养 48h。

终止培养前 4 h，每孔加 MTT20 滋L（5mg/ml），弃去上清液,每

孔加入二甲基亚砜（DMSO）150 滋L，震荡 10 min。用酶标仪测

定每孔的 490 nm波长的 OD值。

1.2.5 流式细胞术检测细胞凋亡 将细胞转染后的细胞，6 h

后按实验设计给予顺铂进行刺激，继续培养至 24 h后，分别收

集细胞，用 PBS 洗涤 2 次，离心管，去上清 ，加入 500 滋L 的

Binding Buffer悬浮细胞后，在加入 5 滋L Annexin V-FITC 混

匀，室温下避光反应 5-15 min，上机前 5 min中加入 5 滋L PI，避

光混匀。以上实验重复 3次。

1.2.6 Transwell 检测细胞的迁移能力 将细胞培养试剂和

Tanswell plate放在 37℃温育；取出转染 48小时后的细胞，用

PBS洗涤细胞两次，0.25%胰酶消化，制备单细胞悬液（1×

105/ml），在下室（即 24孔板底部）加入 600 滋L～ 800 滋L含 10%

血清的完全培养基，上室加入 200 滋L细胞悬液，5 % CO2继续

培养 24 h；取出 Tanswell小室，弃去孔中培养液，用 PBS 洗 2

遍，甲醇固定 30min；弃甲醇，将小室适当风干，PBS 洗 2 遍，

0.1%结晶紫染色 20 min，用湿棉签轻轻擦掉上层未迁移细胞。

显微镜下取随机取 3个视野计数，取平均数。

1.2.7 统计学处理 采用 spss18.5统计软件分析数据，实验数

据均以（x± s）表示，组间比较采用方差分析，两两比较采用 t检

验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 转染 S100A4 siRNA 后卵巢癌顺铂耐药细胞 CP70 中

S100A4的表达差异

实时荧光定量 PCR 显示，siRNA 转染组 S100A4 的 mRNA

表达量明显低于空白对照组和阴性对照组（P<0.01，图 1）。

Western blot结果显示，siRNA转染组 S100A4的表达水平明显

下调，差异具有统计学意义（P<0.05，图 2）。

2.2 S100A4 siRNA对 CP70顺铂敏感性的影响

转染 48 h后，MTT结果显示，空白对照组、阴性对照组、转

染组 IC50 值分别为 74.36 滋M、61.76 滋M、40.12 滋M，即

S100A4表达下调后，CP70细胞对顺铂的敏感性提高了约 1.85

倍，见图 3。

2.3 S100A4 siRNA对卵巢癌细胞 CP70的促凋亡作用

40 滋M的顺铂刺激 CP70细胞 24 h，空白对照组（1.8±

0.3）%，空白对照 +DDP(6.2± 0.8)%，阴性对照 +DDP(7.1±

0.6)%，siRNA组 +DDP(18.6± 4.5)%。沉默 S100A4后，并用顺

铂刺激 24 h后，siRNA转染组细胞的凋亡率升高，明显高于单

用顺铂组，差异具有统计学意义（P<0.01）。

2.4 S100A4 siRNA对卵巢癌耐药细胞 CP70迁移能力的影响

S100A4 siRNA转染 CP70细胞后，与空白对照组、阴对对

照组相比，转染组细胞迁移数目减少，差异具有统计学意义

（P<0.05，图 5）。
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图 5 Transwell法检测细胞迁移能力 *P＜0.05转染组 vs空白对照组

Fig. 5 Transwell analysis migration of cells*P＜0.05 transfection group vs blank control

3 讨论

卵巢癌铂类耐药是造成卵巢癌死亡率高的主要原因之一，

而造成卵巢癌耐药的机制十分复杂，其主要机制有肿瘤的血流

量减少，细胞内药物摄入减少而外流增加，DNA损伤修复能力
增强，凋亡通路受阻及耐药相关分子等[10]。目前，寻找有效的铂

类耐药相关的分子靶点是研究的热点。迄今为止，已发现的

S100家族 25个成员中包括 16个 S100A 蛋（S100A1-16）和其

他一些蛋白（例如 S100B、S100G、S100P、S100Z）[11]。在结构上

它们具有同源性，即 EF双螺旋手型结构。S100蛋白在氨基端
和羧基端分别由 14 和 12个氨基酸组成，当与 Ca2+结合后，

S100蛋白构象发生变化，使相应的靶蛋白与暴露的位点结合，

从而发挥生物学效应[12]。S100A4通常以非共价键结合的二聚

体分子形式与钙依赖的靶蛋白相互作用，从而发挥生学功能[13]。

S100A4 已被证实可以作为预测肿瘤患者预后的重要指标,辅

助肿瘤患者化疗 [14]。我们的前期研究证明在卵巢癌细胞中

S100A4表达亦有明显差异，在卵巢癌顺铂耐药细胞株 CP70

中的表达明显高于卵巢癌顺铂敏感细胞株，因此，推测 S100A4

与卵巢癌顺铂耐药有相关性。尽管，S100A4在卵巢癌耐药中发
挥的功能还不清楚，但是了解 S100A4在肿瘤发生发展及癌症

演进过程中发挥的功能和分子机制，能够为我们早期诊断卵巢

癌和逆转卵巢癌耐药带来新的机会。

为了进一步了解 S100A4与卵巢癌铂类耐药的相关性，选

择高表达 S100A4的卵巢癌耐药细胞株 CP70，利用 siRNA沉
默 CP70中 S100A4的表达。为了验证 siRNA是否靶向作用于
S100A4基因，我们分别在 mRNA和蛋白水平进行验证，结果

表明转染 S100A4 siRNA后细胞 CP70中 S100A4在 mRNA和

蛋白水平中的表达明显下调。MTT结果提示通过沉默 S100A4

基因的表达使 CP70细胞对顺铂敏感性增加，推测 S100A4可
能参与卵巢癌顺铂耐药的过程。与文献报道中的相似，Kim等

图 2 Western blot检测转染后 S100A4的表达变化

Fig. 2 Western blot analysis the expression of S100A4 after transfection
图 1 RT-PCR检测转染后 S100A4的表达水平 **P＜0.01转染组

vs空白对照组

Fig. 1 RT-PCR analysis S100A4 expression after transfection**P＜

0.01 transfecton grope vs blank control

图 3 MTT检测 CP70对顺铂敏感性

Fig. 3 MTT analysis the sensitivity to cisplatin of CP70

图 4 流式细胞术检测细胞凋亡率 **P＜0.01转染 +DDP组 VSDDP组

Fig. 4 Flow cytometry showing the effect of apoptosis **P＜0.01

transfection group+DDP VS DDP group

空白对照

blank control

阴性对照

negative control
转染 S100A4siRNA

S100A4siRNA
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利用免疫组化法检测 109例术后采用顺铂和 5-FU化疗的患者

的胃癌组织,发现 S100A4的过表达与肿瘤复发密切相关，可作

为胃癌化疗的辅助指标 [15]。在转染 S100A4 siRNA 后，通过
PI/Annexin V 双染流式检测细胞凋亡，通过顺铂诱导发现
S100A4 siRNA转染组中卵巢癌 CP70的凋亡率明显增加，提

示通过沉默 S100A4 的表达能够促进卵巢癌细胞的凋亡。在
Grigorian等的研究结果相同，他们发现沉默 S100A4可促进细

胞的凋亡，并发现其可与调控凋亡的其他蛋白协同作用，例如

p53及调控 p53转录的基因（如 MDM2、Bax、p21等）[16]。除了体

外实验，EL Naaman C等利用 S100A4基因敲出小鼠发现其可

存活并且表型正常，但是大约 10 %的小鼠在 10至 14个月发

生肿瘤，推测可能是由于 S100A4基因的沉默使 p53的抑癌作

用缺失，从而促进肿瘤细胞的增长[17]。

迁移能力是肿瘤细胞离开原发灶和进入循环播散的先决

条件[18]。大多卵巢癌患者对顺铂耐药后，引起复发转移，直接影

响患者预后。我们又通过 Transwell证明与阴性对照组和空白

对照组相比，S100A4 siRNA 转染组中卵巢癌 CP70 细胞迁移

能力显著下降，表明 S100A4的表达水平可影响肿瘤细胞迁移

及侵袭能力。但在本文中我们未探讨 S100A4影响细胞迁移的
机制。但已有许多研究表明 MMPs（金属基质蛋白酶）与

S100A4在肿瘤细胞的迁移过程中相互作用。Bj覬rnland K等发

现骨肉瘤细胞中下调 S100A4 的表达导致 MMP-2 和
MT1-MMP表达下调，继而根据 Transwell实验发现 MMP-2下

调的细胞迁移能力显著减弱[19]。在前列腺癌细胞中亦发现细胞

的迁移与 S100A4和 MMP-9的调控相关[20]。在结直肠癌细胞

中，沉默 S100A4 后与转移相关的四种基因 MMP9，MMP10，
CDH11表达下调，TIMP4表达上调[21]。我们推测 S100A4在肿

瘤的生长和转移中是通过一系列基因发挥其功能.

综上所述，我们目前的研究表明，siRNA沉默 S100A4的

表达能够增强卵巢耐药细胞株 CP70 对顺铂的敏感性，促进
CP70细胞凋亡，减弱 CP70细胞的迁移能力。S100A4参与肿瘤

的发生发展，促进肿瘤细胞的迁移，并且与肿瘤耐药具有相关

性。本研究提示 S100A4有望成为潜在的靶点参与卵巢癌的治

疗逆转卵巢癌耐药，提高卵巢癌患者的 5年生存率。
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