
膀胱尿路上皮癌（膀胱癌）是最常见的泌尿系统恶

性肿瘤。但是，根治性全膀胱切除术后2年内仍约有

50%的患者会发生膀胱癌复发、转移，并最终死于肿

瘤［1］。膀胱癌术后容易复发、转移的原因可能是膀胱癌

的“肿瘤干细胞”（CSCs）没有被清除或消灭。CSCs具

有自我更新和分化成不同肿瘤细胞的能力，具有无

限增殖潜能且能在动物体内形成肿瘤的能力，并在

启动肿瘤形成和生长，维持肿瘤的恶性增殖、侵袭、

转移、复发和耐药等方面中起着决定性的作用［2-3］。因为

膀胱癌干细胞是膀胱癌出现转移、复发和耐药的重

要原因，如何消灭膀胱癌干细胞就成为目前研究的热

点。目前对肿瘤干细胞起源及其分子机制尚不清楚，还

不能针对其特殊靶位或信号通路进行针对性治疗。因

此，寻找膀胱癌干细胞潜在的治疗靶点显得尤为重要。

近年来，相对和绝对定量的等量异位标签

（iTRAQ）多重标记-串联质谱技术发展迅速。在前期研

究成功分离筛选出MB49膀胱癌干细胞［4-7］后，本研究运

用 iTRAQ 技术发现S100A4蛋白为MB49膀胱癌细胞

与 MB49 膀胱癌干细胞表达差异的蛋白质，并且对

S100A4蛋白进行验证。S100A4在多种肿瘤组织中高
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摘要：目的 应用siRNA技术沉默S100A4基因表达对膀胱癌干细胞增殖及成瘤能力的影响。方法 筛选鉴定出MB49膀胱癌干

细胞后，应用核素标记相对和绝对定量（iTRAQ）技术，发现MB49膀胱癌细胞与膀胱癌干细胞表达差异的蛋白质S100A4蛋

白。设计并合成S100A4基因特异性的siRNA序列，转染膀胱癌干细胞，应用 Western blot和qPCR检测在siRNA对 S100A4的

影响，体内、外实验观察siRNA抑制S100A4后对膀胱癌干细胞增殖及成瘤能力的影响。结果 通过 iTRAQ核素标记结合液相

色谱和串联质谱分析，共鉴定出差异蛋白共65个，S100A4在基因表达水平差异最显著（差异为5.70，P<0.05）。与空白对照组、

阴性对照组相比，S100A4 siRNA转染组的S100A4基因和蛋白表达降低（P<0.05）。CCK8实验和裸鼠成瘤实验发现，与空白对

照组与阴性对照组相比较，siRNA干扰S100A4表达后，膀胱癌干细胞生长明显受到抑制，成瘤能力受到抑制（P<0.05）。结论

膀胱癌干细胞中S100A4表达与膀胱癌的复发、转移有关，S100A4蛋白可能成为消灭膀胱癌干细胞，治疗膀胱癌的分子靶标。
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Abstract: Objective To observe the effect of S100A4 gene silencing mediated by small interfering RNA (siRNA) on the
proliferation of bladder cancer stem cells (CSCs) and their capacity of xenograft tumor formation. Methods MB49 bladder
cancer stem cells (MCSCs) were isolated and identified. The differentially expressed protein S100A4 was identified in MCSCs
using isobaric tags for relative and absolute quantitation technology (iTRAQ). A siRNA targeting S100A4 was constructed and
transfected into MCSCs, and its inhibitory effects on S100A4 expression in MCSCs were assessed with Western blotting and
qPCR. The effects of siRNA-mediated S100A4 silencing on the proliferation and xenograft tumor formation ability of MCSCs
were observed. Results Among the 65 differentially expressed proteins identified by iTRAQ combined with LC/MS/MS,
S100A4 protein showed the most distinct differential expression in MCSCs. Transfection of MCSCs with S100A siRNA
significantly inhibited the expressions of S100A4 at both mRNA and protein levels, caused obvious suppression of the cell
proliferation, and attenuated the xenograft tumor formation ability of the cells in nude mice. Conclusion S100A4 in MCSCs is
associated with the recurrence and metastasis of bladder cancer. S100A4 may serve as a potential therapeutic target for
eliminating bladder CSCs.
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表达提示其可能参与了肿瘤的发生、发展以及浸润

转移［8-9］。据我们所知，目前尚未有膀胱癌干细胞进行

相关研究报道，现报道如下。

1 材料和方法

1.1 膀胱癌干细胞培养

MB49小鼠膀胱癌细胞株由本实验室提供，来源于

通过致癌物诱发C57BL/6雄性小鼠的膀胱移行细胞

癌。细胞培养基为 1640溶液内加 10%的胎牛血清，

37 ℃、5% CO2及饱和湿度培养箱内进行培养。配制最

佳无血清培养基即 RPMI 1640 + EGF（20 ng/mL）+

bFGF（20 ng/mL）+LIF（20 ng/mL）+B27（20 µl/mL）+

BSA（4 µg/mL）；用有限稀释法从MB49细胞中获得

MB49膀胱癌干细胞（MCSCs）。

1.2 鉴定MCSCs的肿瘤干细胞特性

根据前期研究方案［4-7］，采用CCK8方法和软琼脂克

隆形成实验方法鉴定比较MCSCs的无限增殖特性，

Transwell方法鉴定比较MCSCs的迁移和侵袭能力，

CCK8方法鉴定比较MCSCs的抗化疗药物特性，裸鼠

成瘤鉴定比较MCSCs的高致瘤特性。

1.3 iTRAQ技术筛选差异蛋白

1.3.1 蛋白提取、定量 收集膀胱癌干细胞和膀胱癌

肿瘤细胞，加入Disolution buffer，吸取裂解液，1×106细

胞加入 100 μL 蛋白抽提液的比例，根据 M-PER®

Mammalian蛋白抽提试剂说明书抽提细胞总蛋白，采

用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。

1.3.2 iTRAQ 标记及检测 按照 iTRAQ试剂盒说明书

方法，取细胞蛋白各100 μg，加入变性试剂1 μL和还

原试剂 2 μL，60 ℃反应 1 h；再加入半胱氨酸封闭试

剂1 μL室温封闭10 min，之后按样品：蛋白酶质量比

5∶1比例加入蛋白酶，37 ℃恒温摇匀过夜。iTRAQ试剂

中加入乙醇70 μL，样品分别加入对应的核素标签114

和115，膀胱癌干细胞标记114，膀胱癌肿瘤细胞标记

115，混匀后室温反应1 h；每管加入超纯水10 μL，室温

反应10 min，终止反应。将2个样品合并，用脱盐柱对

样品进行脱盐处理，真空浓缩仪浓缩，置于-20 ℃冰箱

中保存备用。

1.3.3 LC/MS/MS分析 （1）强阳离子交换：Buffer A液

含10 mmol/L KH2PO4和25%ACN，pH3.0；Buffer B液

含10 mmol/L KH2PO4、350 mmol/L KCl和25% ACN，

pH3.0。将冻干样品溶解于80 μL Buffer A液并全部上

样，紫外检测波长为214 nm/280 nm，流速为200 μL/min，

进行线性梯度洗脱。根据峰形和时间共收取20个梯

度，真空离心浓缩后，每馏分用50 μL反相液相色谱的A

相溶解，进样量20 μL；（2）反相液相色谱分离：Solvent A

液为0.1% TFA和25% ACN，Solvent B液为0.1% TFA

和95% ACN。RPLC柱线性梯度洗脱；（3）质谱鉴定：采

用美国 Applied Biosystems 公司生产的 4800 Plus

MALDI TOF/TOF 蛋白质分析仪进行多肽的串联质谱

鉴定和相对定量分析。MS扫描范围400~1800 m/z，一

个谱图选择4个最强的母离子进行串级扫描，MS/MS

扫描范围100~2000 m/z。检测模式为正离子模式，离

子喷雾电压保持在2.0 kV，信息为基础的获取模式下得

到iTRAQ标记样品的质谱。

1.3.4 生物信息学分析 通过ProteinPilot3.0软件检索

SwissProt数据库，种属选择为Rat，根据软件对鉴定到

的蛋白质打分，软件依据同位素报告基团的相对含量进

行蛋白质定量，选择差异显著（P≤0.05）的结果报告。使

用Cluster3.0软件进行分层聚类分析蛋白的表达模式。

所 得 串 级 质 谱 数 据 通 过 DAVID Bioinformatics

Resources 6.7对上调和下调的蛋白进行生物信息学分

析，分别从生物学进程、细胞成分和分子功能三个方面

进行基因显著性分析。

1.4 MCSCs内S1000A4的含量

1.4.1 Western blot 膀胱癌干细胞和膀胱癌肿瘤细胞

蛋白分别上样，20 μg/孔，进行配胶8% SDS-PAGE，将

电泳分离后的蛋白电转移至硝酸纤维素膜上。以5%脱

脂牛奶室温封闭 2 h，加入 1∶200 稀释的鼠抗人

S1000A4单克隆抗体，于4 ℃反应过夜。PBST洗膜3

次，加入1∶4000稀释的羊抗兔IgG二抗，置于摇床室温

反应 2 h，PBST 洗膜 3 次；采用 Super Signal Western

Blotting Kit化学发光底物发光，胶片曝光、显影和定

影。应用Quantity one软件，以目的蛋白条带的灰度值

与内参照蛋白条带的灰度值的比值表示目的蛋白的相

对表达水平。

1.4.2 实 时 定 量 基 因 扩 增 荧 光 检 测 系 统（qPCR）

TRIzol 试剂提取细胞总 RNA，根据 Prime Script RT

Reagent Kit 和 SYBR Premix ExTaqTM Ⅱ试剂盒说明

书，反转录成 cDNA，并以此 cDNA 为模板在 7500

Real-Time PCR仪进行PCR扩增，以GAPDH作为内参

照，S1000A4的引物序列

F：5-TGGCTCCTCGGCTTTGACAGAGT-3

R：5-TGGGTGCCCCAGCTTCACAGA-3。反应条

件：95 ℃ 10 s，95 ℃变性5 s，60 ℃退火31 s，共40个循环。

1.5 S100A4 siRNA的合成及转染

根据S100A4 基因字GenBank中的序列设计相对

应的2对siRNA，同时合成阴性对照siRNA。干扰片段

1：5-TGTAACGAATTCTTTGAAG-3

干扰片段2：5- ACGAATTCTTTGAAGGCTT-3

阴性对照：5-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3

转染操作按 LipofectamineTM 2000 试剂说明书进

行，分为空白对照组、阴性对照组及siRNA转染组。
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3组S1000A4的蛋白及mRNA表达量比较分别采

用Westernblot和qPCR实验方法。

1.6 S100A4 siRNA的体内外功能比较

1.6.1 体外细胞增殖能力（CCK8实验） 收集3组细胞

分别消化，计数，使其数目为5×103/mL。取200 mL加入

96孔板内，培养基用最佳无血清培养基，培养箱培养。培

养后第1，2，3，4，5，6，7天固定时间，加入10 µL CCK-8

试剂，然后继续培养培养4 h。最后上机检测吸光度值。

1.6.2 体内细胞成瘤实验 收集3组细胞消化，吹匀，计

数。裸鼠麻醉后，在左腹股沟部位，注射剂量为0.1 mL，

细胞为1×104。定期观察裸鼠成瘤情况，记录瘤体大小

变化。瘤体大小计算公式为：0.5×长度×宽度2。

1.7 统计学方法

应用SPSS13.0进行数据处理，各组数据以均数±

标准差表示，两组间比较采用单因素方差分析，检验水

准为α=0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MCSCs培养与鉴定

通过联合运用最佳无血清培养基与有限稀释法，获

得MCSCs。体外细胞增殖能力（CCK8实验）结果显示，

在培养的第4，5，6天，MCSCs增殖曲线要高于MB49

cells，二者之间具有统计学意义（P<0.05），表现出更强

的增殖能力（图 1A）。软琼脂克隆实验结果显示，

MCSCs形成的克隆球数目为89.67±1.52，多于MB49

cells所形成的克隆球32.33±2.52，表现出更强的增殖能

力（P<0.05）。体外细胞侵袭性能力（Transwell小室实

验）结果显示，MCSCs穿过小室的细胞数目为76.40±

4.39，多于MB49 cells穿过小室的细胞数45.00±4.12，

表现出更强的侵袭能力（P<0.05）。体外细胞对化疗药物

紫杉醇的耐受能力结果显示，纵向比较，随着药物浓度

的增加趋势相同；横向比较，当浓度为0.1，1，10 μmol/L

时，MCSCs细胞存活率高于MB49 cells，二者之间具有

统计学意义，表现出更强的抵抗能力（图1B）。体内细

胞成瘤实验结果显示，在第4，6，8周时，MCSCs瘤体曲

线要显著大于MB49 cells，二者之间具有统计学意义，

表现出更强的致瘤能力（图1C）。
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图1 MB49膀胱癌干细胞的鉴定
Fig.1 Characteristics of MB49 bladder cancer stem cells (MCSCs) and MB49 cells. A: Comparison of the proliferative abilities. The cell
proliferation growth curve using CCK-8 shows that MCSCs had a higher absorbance value on days 4, 5, and 6; B: Comparison of
resistance to chemotherapy using CCK-8 assay. Compared to MB49 cells, MCSCs showed a higher cell viability after treatment with
different concentrations of paclitaxel; C: Comparison of tumorigenic abilities in vivo. MCSCs resulted in obviously greater tumor
volumes in nude mice than MB49 cells.
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2.2 差异蛋白质谱鉴定及表达差异分析

通过 iTRAQ核素标记结合LC/MS/MS分析，共鉴

定出差异蛋白共65个，共有29种蛋白质在膀胱癌干细

胞组中出现显著的表达上调（上调≥2.0见表1），主要参

与代谢进程、基因表达、细胞骨架蛋白、同源蛋白和酶相

结合等生物过程为主，36种出现显著下调（下调≤0.4见

表1），以代谢进程、生长发育和细胞定位相关蛋白为

主。利用PANTHER软件将这些蛋白分类，分类结果见

图2A。其中，S100A4在基因表达水平差异最显著，它

在细胞鉴定的相对和标准化的质谱图见图2B。

2.3 S100A4在MCSCs中的表达

采用Western blot、qPCR分别对MCSCs和MB49

cells进行S100A4含量鉴定。Western blot结果显示，

S100A4蛋白的相对表达水平在MCSCs要显著高于

MB49 cells（图3A）。qPCR结果显示：S100A4的mRNA

表达量在MCSCs显高于MB49 cells（P<0.05）。

2.4 转染后MCSCs中S100A4的表达

Western blot结果显示，siRNA转染组S100A4蛋白

的相对表达水平明显低于空白对照组和阴性对照组（图

3B）。qPCR结果显示：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<0.05）。

2.5 转染后膀胱癌干细胞的体外细胞增殖能力

CCK8实验结果显示，在相同的初始条件下，各组

细胞增殖速度相近，但24 h后 siRNA转染组细胞增殖
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速度减慢，空白对照组与阴性对照组细胞增殖速度相

近。结果表明，siRNA干扰S100A4表达后，膀胱癌干细

胞生长明显受到抑制（图4A，P<0.05）。

2.6 转染后膀胱癌干细胞的体内细胞成瘤实验

采用裸鼠实验分别对转染组、空白组、对照组在体

内条件下，比较三者的体内细胞成瘤能力。结果瘤体曲

线显示，siRNA转染组要小于空白组、对照组。结果表

明，siRNA干扰S100A4表达后，膀胱癌干细胞体内成瘤

能力受到抑制（图4B，P<0.05）。

3 讨论

膀胱癌是泌尿系统威胁人类健康最常见的恶性肿

瘤之一［10］，发率高、预后差［1］。有关膀胱癌发生机制的研

究报道较多，如微小RNA-34a通过靶向CD44调节膀胱

癌细胞周期［11］，SCF/c-Kit信号促进膀胱癌细胞侵袭［12］，

稳定低表达DNA甲基转移酶3b基因抑制膀胱癌细胞

表1 膀胱癌干细胞和膀胱癌肿瘤细胞差异蛋白的iTRAQ分析
Tab.1 iTRAQ analysis of differentially expressed proteins between bladder cancer stem cells and bladder cancer cells

Accession

IPI:IPI00027462.1

IPI:IPI00183695.9

IPI:IPI00418471.6

IPI:IPI00828117.1

IPI:IPI00169383.3

IPI:IPI00853547.1

IPI:IPI00794659.1

IPI:IPI00419585.9

IPI:IPI00003362.2

Gene sym

S100A4

S100A10

VIM

CD44

PGK1

G6PD

RPS20

PPIA

HSPA5

Protein

Protein S100A4

Protein S100A10

Vimnetin

Isoform 5 of CD44 antigen

Poglycerate kinase 1

Isoform 3 of Glucose-6-phosphate
1-dehydrogenase

Ribosomal protein S20 isoform 1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

HSPA5 Protein

MCSCs: MB49 cells

5.70

3.38

2.41

2.02

0.33

0.35

0.38

0.39

0.40

Subcellular location

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoskeleton

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Ribosome

Cytoplasm

Endoplasmic reticulum

Calciumion binding
Chaperone
Cytoskeletal protein
DNA binding
Hydrolase
Isomerase
Kinase
Lyase
Oxidoreductase
Peptidase activity
Protein binding
Receptor
Ribosome protein
RNA splicing factor
Transferase
Translation factor
Transporter
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图2 差异蛋白分析及S100A4质谱鉴定
Fig.2 Analysis of differentially expressed proteins. A: Pie chart showing the various
functional categories as a percentage of the 65 differentially expressed proteins; B: A
representative spectrum showing the peptides from S100A4.
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的生长，诱导凋亡［13］，等等。膀胱癌治疗后容易复发的

原因可能是膀胱癌的“肿瘤干细胞”没有被清除。只有

彻底杀灭或清除肿瘤干细胞才有可能治愈肿瘤［14］。目

前已经在多种肿瘤中成功分离并鉴定出了肿瘤干细

胞［3］，我们运用有限稀释法联合无血清培养法，成功从

小鼠MB49膀胱癌细胞株中分离筛选出MB49膀胱癌

干细胞。这些细胞也具有无限增殖、不同分化、高致瘤

性及强耐药性等肿瘤干细胞特性［4］。

尽管如此，目前对肿瘤干细胞起源及其分子机制尚

不清楚，研究尚处在起始阶段，还不能针对其特殊靶位

或信号通路进行针对性治疗。从蛋白质组水平研究膀

胱癌是目前研究的重要趋势［15］，蛋白质组学技术可以发

现疾病特异性的靶点和标记物，可以提供广泛的诊断及

预后信息。运用 iTRAQ 技术［16-17］发现S100A4蛋白为

MB49膀胱癌细胞与MB49膀胱癌干细胞表达差异的

蛋白质。

S100A4 蛋白，是钙离子结合蛋白家族成员之一，

是由101个氨基酸组成的多肽，相对分子质量大小约为

11.5000。近年研究表明，该蛋白与细胞分化以及肿瘤

的发生、转移、耐药密切相关，其表达水平也与多种恶性

肿瘤的预后密切相关，可以作为恶性肿瘤判断预后的指

标［18-20］。本研究通过 iTRAQ核素标记结合LC/MS/MS

分析总共鉴定出65个差异蛋白，其中S100A4在基因表

达水平差异最显著，提示S100A4蛋白可能是针对性治

疗膀胱癌干细胞的目标蛋白。

随后，我们通过转染S100A4检验其对膀胱癌干细

胞的影响。本实验设计合成2对针对S100A4基因不同

位点的 siRNA序列，脂质体介导转染入膀胱癌干细胞

中，PCR和Westernblot检测结果显示，2对siRNA在膀

图3 S100A4在转染前后MCSCs中的表达
Fig.3 Expression of S100A4 in MCSCs and
MCSCs transfected with shRNA expressing
vector. A: Western blot analysis showing low
S100A4 expression in MB49 cells but high
expression in MCSCs; B: Western blot analysis
showing S100A4 knock down in S100A4 siRNA
group. *P<0.05.
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图4 转染后MCSCs体内、外功能实验
Fig.4 Changes of biological behaviors of MCSCs
transfected with the shRNA- expressing vector. A:
CCK-8 assay showing lowered proliferative ability of
the cells transfected with S100A4 siRNA vs S100A4
siRNA (P<0.05); B: Transfection with S100A4 siRNA
reduced the tumor volume formed by MCSCs
compared with those in blank control group and
negative control group (P<0.05).
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胱癌干细胞对S100A4 mRNA和蛋白的表达均有不同

程度的抑制作用。CCK8实验结果显示，转染siRNA组

的增殖能力明显下降，说明在膀胱癌干细胞中抑制

S100A4基因的表达可有效抑制细胞的增殖能力。裸鼠

体内成瘤结果显示，转染siRNA组的成瘤能力下降，说

明在膀胱癌干细胞中抑制S100A4基因的表达可有效

抑制细胞的成瘤能力。同时，其它研究发现抑制

S100A4能够使Hep-2喉癌细胞生长速度减慢，促进其

凋亡［21］。S100A4蛋白水平的高低与膀胱癌的临床分级

及预后也相关，认为可能在病理生理信号通路中起着重

要作用［22-24］。由此我们推测S100A4可能在膀胱癌的复

发、转移过程中起到关键作用，S100A4可能成为消灭膀

胱癌干细胞，治疗膀胱癌的分子靶标。

综上所述，膀胱癌干细胞中S100A4表达与膀胱癌

的复发、转移有关，S100A4蛋白可能成为消灭膀胱癌干

细胞，治疗膀胱癌的分子靶标。
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