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S100A4真核表达载体构建及对鼻咽癌细胞
侵袭转移的影响鄢
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（南华大学附属第一医院 耳鼻喉科，湖南 衡阳 421001）

摘要：目的 构建 S100A4稳定高表达的鼻咽癌细胞株，研究 S100A4与鼻咽癌侵袭转移关系。方法 PCR

方法扩增 S100A4片段，将产物插入 pCMV载体，将重组质粒及其空白质粒分别转染到鼻咽癌细胞 CNE2；

MTT法绘制细胞生长曲线，Western blot检测 S100A4、E-cadherin、Fibronectin、基质金属蛋白酶 2（MMP2）、基

质金属蛋白酶 9（MMP9）的表达；Transwell实验检测细胞侵袭转移能力变化。结果 成功构建了 S100A4稳定

高表达的重组细胞株；细胞生长曲线表明 S100A4稳定高表达的重组细胞株生长较快；S100A4稳定高表达的重

组细胞株中 E-cadherin、Fibronectin低表达而MMP2、MMP9高表达；Transwell实验发现 S100A4稳定高表达的

重组细胞株的侵袭细胞计数明显高于空白载体转染组和未转染组（ >0.01）。结论 S100A4能调控鼻咽癌上皮

-间质转化（EMT）过程，并上调MMP2、MMP9表达而促进鼻咽癌细胞侵袭和转移。
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Establishment of S100A4 eukaryotic expression vector and the
effects to metastasis and invasion of NPC鄢

Qing-shan Jiang, Yu-jia Tan, Shan Deng
(Department of ENT, Clinical Research Institute, the First A ffiliated Hospital,

University of South China, Hengyang, Hunan 421001, China)

Abstract: Objective To build a stable cell line with S100A4 high expression and study the relationship between
S100A4 and metastasis and invasion of nasopharyngeal carcinoma (NPC). Methods To amplify the fragment of
S100A4 by PCR method, and PCR products were inserted into pCMV vector. The reconstructed pCMV-S100A4 vec原
tor and empty vector were transferred into CNE2 cell line. Then the growth curve were drown by MTT method. The
expression of S100A4, E-cadherin, Fibronectin, MMP2 (matrix metallopeptidase 2) and MMP9 (matrix metallopepti原
dase 9) were detected by Western blot. And the changes of ability of metastasis and invasion were examined by
Transwell. Results Succeed to build a stable cell line with S100A4 high expression; The grow curves showed that the
growth speed were more quickly in pCMV-S100A4-CNE2 than in pCMV-empty-CNE2 and CNE2. Western blot re原
sults showed that there were low expression of E -cadherin、Fibronectin and high expression of MMP2, MMP9 in
pCMV-S100A4-CNE2 than in pCMV-empty-CNE2 and CNE2. Transwell results showed that there were more in原
vaded cells in pCMV-S100A4-CNE2 than in pCMV-empty-CNE2 and CNE2 ( < 0.01). Conclusions S100A4 can
regulate the process of EMT in NPC and upregulate the expression of MMP2 and MMP9 to promote the metastasis
and invasion of NPC cells.
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鼻咽癌（nasophargngenl carcinoma，NPC）发病具

有地域特点，我国南方地区是鼻咽癌的高发区域，其

发病部位比较隐蔽，容易早期发生淋巴转移。临床上

鼻咽癌患者化疗和放疗治疗效果均不理想，其 5年

生存率约 50%[1]。鼻咽癌的侵袭和转移是一个多步

骤的复杂过程，其分子机制包括肿瘤细胞接触性抑

制的丧失、运动性的增加和细胞外基质的降解等[2]。

S100A4 是一种低分子质量的钙结合调节蛋白，

S100A4参与细胞增殖、分化、信号传导、细胞黏附、

胞外基质重建及细胞运动等多种生命活动。其与恶

性肿瘤的发生、侵袭、转移及预后差密切相关[3-4]。近

年来研究发现，S100A4与肿瘤生物学行为的关系密

切，但作用机制尚未完全阐明。本研究拟对 S100A4

在鼻咽癌中的作用进行探讨，现报道如下：

1 材料与方法

1.1 材料

人鼻咽癌 CNE2 细胞株购自中南大学细胞中

心。改良型 1640 培养基购自 Hyclone 公司，胎牛

血清购自杭州四季青公司，DMSO购自德国Applichem

公司，胰酶、G418及 GIMSA染液购自 Solarbio公司，

pCMV载体购自上海碧云天有限公司，E-cadherin、

Fibronectin、基质金属蛋白酶 2（Matrix metallopeptidase

2，MMP2）、基质金属蛋白酶 9（Matrix metallopeptidase

9，MMP9）单克隆抗体购自美国 Sant Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 pCMV-S100A4真核表达载体的构建 ①细

胞总 RNA 的提取：当细胞生长至 80%～90%汇合

时，收集细胞加 Trizol冰上裂解。②逆转录反应：反

应体系为 10μl：5×Primer Script Buffer 2μl；

Primer Script RT Enzyme Mix 0.5μl；Random 6 mers

0.5μl；Oligo dT Primer 0.5μl；Total RNA 1μl；dH2O

5.5μl；反应条件为：37℃ 30 min，85℃ 5 min。③

PCR反应：S100A4正向引物：5'-CGGCTCGAGGAGA

AGGCCCTGGATGTGATG-3'；反向引物：5'-CGGGAT

CCACCTCGTTGTCCCTGTTGCTG-3'。PCR反应体系

为 25μl：Taq Master Mix 12.5μl；PCR 正向引物

1.0μl；PCR 反向引物 1.0μl；cDNA 2.0μl；dH2O

8.5μl；反应条件如下：95℃ 3 min，95℃ 30 s，60℃

30 s，35个循环，72℃ 45 s，72℃ 5 min。④重组 DNA

的构建：将目的 DNA片段采用双酶切法插入，PCR

扩增，回收 PCR产物，转染感受态 JM109菌，扩增后

挑取阳性克隆送往上海生物工程技术服务有限公司

测序。

1.2.2 重组细胞系的建立 1×103个 /ml对数生长

期细胞接种于 24 孔板，50μl 培养基中加入质粒

DNA 1.5μg，柔和混匀，再将稀释好的质粒 DNA和

Lipofectamine TM 2000轻柔混匀，室温放置 20 min。常

规培养 4~6 h 后转染，72 h 后改用 G418 持续筛选

14 d，挑出阳性单克隆扩大培养。获得 2个重组细胞

系：pCMV （+）-S100A4-CNE2 细胞和 pCMV（-）

-empty-CNE2，以未转染组（Control）为空白对照组。

1.2.3 Western blot检测 Western blot收集不同细

胞，加入含 PMSF的 RIPA裂解液（1 ml裂解液加入

100 mmol/L PMSF 10μl），BCA法测定蛋白浓度。加

入上样缓冲液，制备好的样品置于 -20℃冰箱保存；

用枪在加样孔中加入蛋白样品及蛋白 Marker进行

电泳；将蛋白转膜至 PVDF膜，恒压 87 V转膜 1.5

h；丽春红染色 2 min；含有 5%脱脂奶粉的封闭液，

室温封闭 1 h；TBST洗涤，加入一抗缓冲液（S100A4

抗体，1∶3 000；β-actin 抗体，1∶3 000），4℃孵育

过夜；TBST洗涤，加入二抗缓冲液（1∶3 000），室温

封闭 1 h；TBST洗涤，10 min×3次，ECL化学发光法

显影，使用 Alpha Innotech系统进行扫描及分析。

1.2.4 细胞生长曲线绘制 分别收集处于对数生长

期的鼻咽癌细胞，制成单细胞悬液。常规接种培养

于 24孔板中，每孔中加入 1 ml含 10%小牛血清的培

养基，最后调整细胞密度为 104个 /ml。每 24 h用胰

酶消化后收集其中 3孔的细胞，进行细胞计数。MTT

法连续 7 d对活细胞进行计数。以日期作为 X轴，细

胞计数作为 Y轴，绘出鼻咽癌细胞株的生长曲线。

1.2.5 Transwell 侵袭实验 用 RPMI 1640 无血清

培养基 1∶100稀释人工基底膜（Matrigel），浸泡上室

约 5 min，加入 100μl稀释的 Matrigel；在侵袭小室腔

的上下室分别加入 200μl、600μl RPMI 1640无血

清培养基；调整细胞数为 12.5×104/ml，下室中加入

600μl含10% FBS的 RPMI 1640培养基，上室中加

入 200μl细胞悬液，孵育 40 h；结晶紫染色，自来水

漂洗；用棉签轻轻擦拭掉聚碳酯膜上表面的细胞，

显微镜下计数穿过聚碳酯膜的细胞，观察 8个高倍

视野（×200），实验重复 3次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计学软件进行数据分析，两两

比较用 检验， <0.05为差异有统计学意义。
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1：pCMV（+）-S100A4-CNE2；2：pCMV（-）-S100A4-CNE2；3：CNE2

图 2 S100A4蛋白在重组细胞系中表达情况
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图 3 S100A4蛋白表达对 CNE2细胞生长的影响
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（-）-S100A4-CNE2；3：CNE2；A：Western blot图；B：相对灰度值

图 4 重组细胞系中 E-cadherin和 Fibronectin表达变化
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A：PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳；B：双酶切鉴定结果
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2 结果

2.1 PCR结果

采用 PCR扩增得到 S100A4的 DNA片段，琼脂

糖凝胶电泳结果显示产物大小约 200 bp，与

基因片段 194 bp基本一致（见图 1A）。酶切鉴定：重

组质粒 pCMV-S100A4双酶切结果大小约 4 300 bp

和 317 bp的两个片段，分别代表线性化 pCMV质粒

和插入的 S100A4目的片段（见图 1B）。经上述 PCR

和酶切鉴定正确的阳性克隆菌液送上海生物技术有

限公司进一步测序鉴定，测序结果证实成功构建重

组质粒 pCMV-S100A4。

2.2 重组细胞系的建立

将重组质粒 pCMV-S100A4转染到鼻咽癌 CNE2

细胞，G418筛选，建立 pCMV（+）-S100A4-CNE2 细

胞和 pCMV（-）-empty-CNE2细胞系，Western blot

检测 S100A4 蛋白在重组细胞系中的表达，发现

S100A4蛋白在 pCMV（+）-S100A4-CNE2 中高表达

（见图 2）。

2.3 生长曲线变化

观察 S100A4 蛋白表达对 CNE2 细胞生长、增

殖的影响，发现 pCMV（+）-S100A4-CNE2中高表达

S100A4能促进肿瘤细胞生长（见图 3）。

2.4 EMT转移相关蛋白检测

通过 Western blot检测上皮标志物 E-钙黏蛋

白（E-cadherin），间质标志物纤黏蛋白（Fibronectin）

改变，发现 pCMV（+）-S100A4-CNE2 中 E-cadherin

和 Fibronectin表达下调（见图 4， <0.01）。说明 S100A4

高表达能抑制 E-cadherin 和 Fibronectin 的表达而

影响肿瘤细胞的 EMT过程。
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覮与其他两组比较， <0.01；1：pCMV（+）-S100A4-CNE2；2：pCMV（-）-S100A4-CNE2；3：CNE2；A：Western blot图；B：相对灰度值
图 5 重组细胞系中 MMP2、MMP9表达变化
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附表 Traswell侵袭细胞计数

组别 细胞计数

pCMV(+)-S100A4-CNE2 186±25

pCMV(-)-S100A4-CNE2 96±12

CNE2 90±11

A：pCMV（+）-S100A4-CNE2；B：pCMV（-）-S100A4-CNE2；C：CNE2

图 6 Transwell侵袭细胞计数

A B C

转移相关蛋白 MMP2、MMP9 检测结果发现：

pCMV（+）-S100A4-CNE2 中 MMP2、MMP9 表达增

高（见图 5， <0.01），说明 S100A4能通过提高 MMP

2、MMP9表达促进鼻咽癌细胞转移。

2.5 Transwell侵袭细胞计数

观察肿瘤细胞侵袭能力的改变：pCMV（+）-S100A4-

CNE2 侵袭细胞计数明显高于 pCMV（-）empty-CNE2

细胞和 CNE2细胞（见图 6和附表， <0.01）。

3 讨论

S100A4蛋白 S-100蛋白家族的成员之一，是一

种钙结合蛋白，其氨基酸序列具有 EF双螺旋结构，

可与钙离子高亲和性结合。当该 EF结构域与钙离

子结合后，S100A4蛋白的三维分子构象发生改变，

暴露出其结合位点，可与反向靶蛋白进行结合，在细

胞的运动、侵袭、转移以及凋亡等生物学过程中具有

重要作用[5]。已有不少研究证实，S100A4在多种恶性

肿瘤组织，如结肠癌、胰腺癌、黑色素瘤、非小细胞肺

癌、肝癌等肿瘤中高表达 [6-10]，其高表达与恶性肿瘤

的发生发展以及预后有关。

有研究发现，S100A4在正常结肠黏膜上皮中无

或弱表达，在结肠癌组织中呈阳性表达，且 S100A4

的表达与肿瘤分期及淋巴结转移密切相关[6]；有人通

过 RT-PCR技术检测胰腺癌中 S100A4 mRNA表达

情况，结果发现，胰腺癌细胞中 S100A4 mRNA呈过

表达；而免疫组织化学结果显示 93%的有侵袭行为

的胰腺癌表达 S100A4，正常组织及慢性胰腺炎组织

均不表达 S100A4，胰腺癌中 S100A4蛋白的表达与

肿瘤不良分化显著相关[7]；有研究发现，高转移能力

的黑色素瘤细胞株中，S100A4表达明显高于低转移
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能力的细胞株，S100A4 高表达是导致黑色素瘤细

胞高转移能力的重要原因之一[8]；S100A4蛋白在鼻

咽癌中表达升高，与淋巴结 N分期和临床分期密切

相关，有望成为判断鼻咽癌恶性生物学行为的有效

指标[11]。

近年来，为进一步研究 基因在肿瘤中的

作用，有人通过将 基因转染小鼠 B16细胞

系和 MCF-7细胞系后发现，转染后的两种肿瘤细胞

发生肺转移的概率明显增加 [12]；有学者用 S100A4

siRNA 转染骨肉瘤细胞株后，发现肿瘤细胞中

S100A4表达明显减少，并且下调 CD44和 MMP2，可

能是通过影响细胞基质黏附能力下降来影响肿瘤

细胞的侵袭转移[13]。以上研究表明，S100A4高表达

能促进肿瘤的发生、发展，可能是一种肿瘤转移促进

基因，抑制其表达可能是一种有效的分子靶向治疗

策略。

为进一步研究 S100A4在鼻咽癌中的作用，本

研究成功构建 S100A4高表达重组质粒，将重组质

粒转染进鼻咽癌细胞株后，发现，重组细胞株中

S100A4蛋白高表达，生长曲线检测高表达 S100A4

能促进肿瘤细胞生长。研究结果表明，S100A4高表

达能促进鼻咽癌增殖。与上述研究结果一致。

上皮 - 间质转化（epithelial-mesenchymal tran-

sition，EMT）是指上皮细胞通过特定程序转化为具有

间质表型细胞的生物学过程。在胚胎发育、慢性炎

症、组织重建、肿瘤转移和多种纤维化疾病中发挥重

要作用，其主要的特征有细胞黏附分子 E-cadherin

和间质标志物 Fibronectin表达的减少[14]。研究发现，

肝细胞癌中，S100A4高表达和 E-cadherin低表达与

肝细胞癌的侵袭有关，E-cadherin 是肝癌的预后因

子[15]。乳腺癌中 S100A4和 MMP13表达具有相关性，

过表达 S100A4 能引起 MMP13 表达增加，而干扰

S100A4表达后，MMP13表达下调且肿瘤细胞侵袭

转移能力下降[16]。本研究发现，S100A4转染鼻咽癌

细胞株后获得的重组细胞系中，S100A4表达增高，

而 E-cadherin和 Fibronectin表达下调，说明高表达

S100A4 可能通过抑制 E-cadherin 和 Fibronectin 的

表达来影响鼻咽癌的 EMT过程，增强肿瘤细胞的迁

移和运动能力，从而进一步影响鼻咽癌细胞的侵袭

和转移能力。

肿瘤细胞发生转移除了首先发生 EMT获得细

胞活动能力增强外，还必须排除细胞外基质的阻碍，

而基质金属蛋白酶则是降解细胞外基质的主要水解

酶类[17]。本研究发现，S100A4高表达的重组细胞系

中 MMP2、MMP9表达增高；同时，Transwell实验表

明，pCMV（+）-S100A4-CNE2中侵袭细胞计数高于

空白载体对照组和未转染组，说明 S100A4能通过提

高 MMP2、MMP9 表达，降解细胞外基质，从而促进

鼻咽癌细胞的侵袭和转移。

总之，本研究成功构建 S100A4高表达的重组质

粒，并转染进鼻咽癌细胞株，构建 S100A4稳定高表

达的重组细胞系，研究还发现，S100A4高表达能促

进鼻咽癌细胞增殖；下调 E-cadherin 和 Fibronectin

的表达，降解细胞外基质，影响鼻咽癌的 EMT过程，

增强鼻咽癌细胞的侵袭和转移能力。S100A4在鼻咽

癌细胞侵袭和转移过程中具有重要作用。
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