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Abstract
AIM: To evaluate whether small hairpin RNA 
(shRNA)-mediated knockdown of the Smad4 
gene influences resistance of colon cancer cells 
to doxorubicin in vitro.

METHODS: An Smad4 shRNA was stably trans-
fected into human colon cancer HCT116 cells 
to silence the Smad4 gene. Cells were basically 
divided into three groups: shRNA-negative 
control cells (RNAi-NC), shRNA-Smad4 cells 
(RNAi-Smad4) and HCT116 cells untreated 
by doxorubicin (CONTROL). Doxorubicin (50 
nmoL/L) was applied to treat cells for 7 d. The 
expression of Smad4 was examined by Western 
blot and RT-PCR to test shRNA transfection ef-
ficiency. Cell viability was determined by MTT 
assay, the concentration of transforming growth 
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Smad4基因敲低对结肠癌阿霉素化疗敏感性的影响

李金鹏, 刘 昊, 于皆平, 于红刚

®

■背景资料
本课题组的前期
研 究 显 示 ,  低 剂
量阿霉素长时间
作用于人结肠癌
HCT116细胞能诱
导对阿霉素的作
用不敏感现象, 并
上调了上皮细胞
间质细胞样转化
相关的标志物和
转录因子的表达,
我们推测阿霉素
可能诱导了结肠
癌细胞发生了间
质细胞样转化. 很
多研究表明转化
生长因子β参与了
多种癌细胞的上
皮细胞间质细胞
样转化过程. 

factor beta 1 (TGF-β1) was measured by ELISA, 
and expression of multidrug resistance gene 
plasma membrane glycoprotein (MDR P-gp), 
epithelial mesenchymal transition (EMT) related 
markers E-cadherin and vimentin, related tran-
scription factors Snail and Slug, Smad2/3 and 
phosphorylation of Smad2/3 expression were 
detected by Western blot.

RESULTS: The protein and mRNA levels of 
Smad4 were significantly reduced after Smad4 
shRNA transfection. After doxorubicin (50 
nmoL/L) administration for 7 d, MTT assay 
showed that cell viability ratio in the RNAi-
Smad4 group was lower than that in the RNAi-
NC group, and declined in a time dependent 
manner. ELISA assay revealed that TGF-β1 
concentration in the RNAi-Smad4 and RNAi-
NC groups were significantly augmented by 
doxorubicin (P < 0.05). Western blot results 
indicated that protein expression of MDRP-gp, 
vimentin, Snail and Slug in the RNAi-NC group 
was higher than that in the CONTROL group, 
but RNAi-Smad4 inhibited such increases. In 
contrast, expression of E-cadherin in the RNAi-
NC group was lower than that in the CONTROL 
group, but RNAi-Smad4 enhanced its expres-
sion. Doxorubicin administration did not change 
the expression of Smad2/3 but enhanced phos-
phorylation of Smad2/3 expression in the RNAi-
Smad4 and RNAi-NC groups.

CONCLUSION: Smad4 gene knockdown to 
block the TGF-β/Smad4 signal pathway in-
creases chemosensitivity of colon cancer cells to 
doxorubicin.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
RNA干扰[RNAi
或RNA沉默(RNA 
s i l enc ing) ]是指
采用一段特异性
的 非 编 码 R N A
序列结合靶基因
的 m R N A ,  形 成
细胞核内复合物
以阻止目的基因
表达的一项分子
生 物 学 技 术 .  有
研究报道癌细胞
获得耐药性与细
胞分化过程中的
表观遗传学改变
有 关 ,  上 皮 细 胞
间质细胞样转化
过程 ( e p i t h e l i a l 
to mesenchymal 
transitions, EMT)
可能参与了这一
过程 .  EMT过程
在近年来很多研
究中发现其参与
了癌细胞的侵袭,
转移和耐药性的
产生.

摘要
目的: 探讨应用小发卡RNA(small hairpin RNA, 
shRNA)干扰技术敲低Smad4基因对结肠癌细
胞阿霉素(doxorubicin)化疗敏感性的影响.

方法:  应用s h R N A干扰技术敲低人结肠癌
HCT116细胞Smad4 基因, 分空白细胞对照
Control组, shRNA阴性对照RNAi-NC组和
shRNA干扰RNAi-Smad4组, 采用终浓度为
50 nmoL/L doxorubicin用7 d, 蛋白免疫印迹
和逆转录聚合酶链反应鉴定Smad4 敲低效果. 
MTT检测细胞存活率. 酶联免疫吸附测定检
测转化生长因子β(transforming growth factor 
beta 1, TGF-β1)的表达水平. 蛋白免疫印迹检
测多药耐药基因糖蛋白(multi drugs resistance 
gene plasma membrane glycoprotein, MDR 
P-g p), 上皮细胞间质细胞样转化相关的标
志物E-cadherin. Vimentin和相关的转录因子
Snail、Slug、Smad2/3和磷酸化Smad2/3的蛋
白表达.

结果: Smad4 shRNA能够显著敲低Smad4基因
的表达. MTT结果显RNAi-Smad4组较RNAi-
NC组的细胞存活率降低, 且呈时间依赖性. 
50 nmoL/L阿霉素作用于癌细胞7 d后, ELISA
结果提示阿霉素能显著提高RNAi-Smad4组
和RNAi-NC组的TGF-β1的表达(P <0.05). 蛋
白免疫印迹提示MDR p-gp、Vimentin、Snail
和Slug的表达RNAi-NC组较对照组升高而
RNAi-Smad4能抑制这种高表达, E-cadherin蛋
白RNAi-NC组较对照组减低而RNAi-Smad组
则能升高该蛋白的表达; 阿霉素处理后不影
响Smad2/3的表达, 但提高了RNAi-Smad4组
和RNAi-NC组的磷酸化Smad2/3的表达.

结论: 敲低Smad4基因以阻断TGF-β/Smad4信
号通路可提高结肠癌的阿霉素化疗敏感性. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 低剂量的阿霉素长时间处理人结肠癌

HCT116细胞株, 可诱导其产生阿霉素化疗耐药

性, 其大体机制可能与阿霉素诱导了转化生长因

子β(transforming growth factor beta 1)/Smad4信号

通路的激活, 进一步导致癌细胞发生上皮细胞间

质细胞样转化, 联合应用Smad4 基因沉默载体可

提高阿霉素的作用敏感性.
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0  引言

本课题组的前期研究显示, 低剂量阿霉素(doxo-
rubicin)长时间作用于人结肠癌HCT116细胞能

诱导对阿霉素的作用不敏感现象, 并上调了上

皮细胞间质细胞样转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)相关的标志物和转录因子的表

达, 我们推测阿霉素可能诱导了结肠癌细胞发

生了间质细胞样转化. 很多研究表明转化生长

因子β(transforming growth factor beta, TGF-β)参
与了多种癌细胞的上皮细胞间质细胞样转化过

程[1,2]. 本研究拟应用RNA干扰技术敲低结肠癌

HCT116细胞Smad4基因以阻断TGF-β/Smad4信
号通路, 加以低剂量阿霉素长时间作用, 观察细

胞存活率、耐药蛋白和EMT相关蛋白的表达情

况, 拟探讨TGF-β/Smad4信号通路是否在结肠癌

的阿霉素化疗不敏感中起调节作用.

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌HCT116细胞购自中科院上海细

胞库, 并由湖北省消化系疾病重点实验室传代

保存. RPMI 1640培养基来源于美国Gibco公司; 
多药耐药基因糖蛋白(multi drugs resistance gene 
plasma membrane glycoprotein, MDR P-gp)抗体, 
E-cadherin、vimentin抗体和Snail、Slug抗体钩

自Santa Cruz公司; 四甲基偶氮唑盐MTT[3-(4,5-
二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐], 二甲基

亚砜购自美国Sigma公司; doxorubicin购自美国

Alex公司; 逆转录试剂盒购自加拿大Fermentas
公司; PCR试剂盒和TGF-β1 ELISA试剂盒购自

上海美轩生物科技有限公司; TRIzol购自美国In-
vitrogen公司; 提取总蛋白试剂盒及Western blot
所需其他试剂购自上海碧云天生物技术研究所.
1.2 方法

1.2.1 细胞转染: 由季国忠教授团队课题组前期

构建[3]并赠予的Smad4 RNA干扰(RNA interfer-
ence, RNAi)慢病毒载体, 经包装、浓缩及检测

病毒滴度后人结肠癌HCT116细胞, 筛选出一组

Smad4干扰效率高的细胞, 即RNAi-Smad4组, 对
照组为HCT116细胞Control组和感染慢病毒空

载体的HCT116细胞RNAi-NC组.
1.2.2 细胞培养: 传代培养Control组, RNAi-NC组
和RNAi-Smad4组的结肠癌HCT116细胞于含100 

hellen
高亮
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■相关报道
Melissa等报到指
出, 上皮细胞被vi-
mentin或vimentin 
cDNA作用后能够
迅速地获得间质
细胞样特性. Snail
和Slug等EMT相
关的转录因子在
广泛的环境下参
与 了 E M T 的 调
控和进程. Vuori-
luoto等研究发现
vimentin还可通过
Slug 基因调控乳
腺癌细胞的EMT
过程, 可见EMT的
标志物和相关转
录因子能够发生
相互作用, 共同调
控EMT发生发展.

mL/L小牛血清的RPMI 1640培养液中, 50 mL/L 
CO2浓度, 37 ℃培养环境下培养. 经胰酶消化, 传
代, 取对数生长期细胞进行下列实验.
1.2.3 Smad4基因敲低的鉴定: 分别应用Western 
blot和逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测Smad4
基因敲低后Smad4蛋白和mRNA的表达. 蛋白

部分: 提取稳定转染后的细胞总蛋白, BCA法测

定各组蛋白浓度, 根据浓度上样行电泳后转膜

至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉的TBST封闭1 h, 加
一抗(1∶500)4 ℃杂交过夜, TBST漂洗, 加二抗

(1∶1000)室温孵育2 h, TBST漂洗, 化学发光试

剂检测蛋白条带. mRNA部分: 提取稳定转染后

的细胞总mRNA, 用PBS洗涤各组细胞3次, 每孔

中加入1 mL TRIzol RNA提取液, 按说明书步骤

提取总RNA, 紫外分光光度仪测A 260/280比值, 重
复3次, 计算RNA浓度. 将RNA逆转录为cDNA
后进行循环扩增. PCR引物由美国Invitrogen公
司上海分公司合成, 引物序列: Smad4上游引

物5'-GGGCTGGAACTGTATCTG-3'和下游引

物5'-CATCATGGTATCCCGATT-3'. β-actin上
游引物5'-ATCGTGCGTGACATTAAGGAGA-
AG-3'和下游引物5'-AGGAAGGAAGGCTG-
GAAGAGTG-3'. 反应条件为: 95 ℃, 3 min预变

性; 94 ℃ 30 s; 48 ℃ 30 s; 72 ℃ 1 min, 35个循环, 
72 ℃终末延伸5 min. PCR产物经15 g/L琼脂糖

凝胶电泳, 凝胶图像扫描系统成像并进行灰度

扫描.
1.2.4 MTT检测细胞增殖: 用含100 mL/L胎牛血

清的培养液将贴壁细胞配成单个细胞悬液,浓度

为10000-20000/mL, 每孔体积200 μL细胞接种到

96孔板. 细胞贴壁后即加药. 三组均设5个孔. 采
用50 nmoL/L的阿霉素终浓度作用各组细胞7 d, 

隔天更换培养液, 并再次加入等量的阿霉素继

续处理, 检测每天癌细胞的存活率. 阿霉素均混

匀于无血清培养基后再加入到相应孔中. 作用

既定的时间后, 每孔加MTT溶液(5 g/L用PBS配
制, pH 7.4)10 μL继续孵育4 h后终止培养, 小心

吸弃孔内培养上清液, 每孔加100 μL DMSO, 置
摇床上低速振荡10 min, 使结晶物充分融解. 然
后选择490 nm波长在酶联免疫监测仪上测定各

孔吸光度值, 记录结果并计算细胞存活率. 细胞

存活率 = (各浓度组吸光度值均值/空白组吸光

度值均值)×100%, 并绘制直方图. 
1.2.5 孔板加药处理: 将传代培养的细胞重悬后

种植于6孔板, Control组设2个孔(不加任何药

物), 处理组RNAi-NC组和RNAi-Smad4组(均使

阿霉素终浓度为50 nmoL/L)各2个孔, 以细胞长

至80%-90%孔域并处于对数生长期开始加药, 
作用7 d后提取各组总蛋白(期间于隔天更换培

养液, 并再次加入相同用量的阿霉素继续培养). 
行Western blot检测各组目的蛋白(以β-actin为内 
对照).
1.2.6 酶联免疫吸附测定: 加药方式同上述“孔

板加药处理”, 然后按照TGF-β1 ELISA试剂盒

提供的方法逐步操作, 分别检测3组TGF-β1的 
浓度.

统计学处理 实验均重复3次, 用SPSS17.0软
件进行统计分析, 定量结果采用mean±SD表示, 
多组均数间比较采用单因素方差分析, 两两组

间比较采用组间q检验, 以P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 Smad4 基因敲除的鉴定 将稳定转染后的细

胞分别提取总蛋白和总mRNA进行Western blot
和RT-PCR检测Smad蛋白和mRNA水平的表达. 
结果发现应用特异性设计的Smad4 shRNA转染

进入HCT116细胞后能够显著地降低Smad4蛋白

(图1A)和mRNA(图1B)的表达, 说明转染成功.
2.2 细胞存活率的变化 终浓度50 nmoL/L的阿霉

素作用于RNAi-NC组和RNAi-Smad4组细胞7 d, 
检测每天癌细胞的存活率. 从折线图(图2)中可

以发现, RNAi-NC组第1天到第3天细胞存活率

逐渐下降, 而从第4天开始到第7天细胞存活率

呈缓慢上升趋势. RNAi-Smad4组每天的细胞存

活率均较RNAi-NC组降低, 且呈时间依赖性下

降. 说明敲低Smad4联合应用阿霉素能够有效地

抑制癌细胞的生长. 

Smad4

β-actin

A

B
Smad4

β-actin

C                     N                   S

图 1 Smad4 基因敲低后Smad蛋白和mRNA的表达. A: 

Smad4蛋白; B: Smad4 mRNA. C: Control组; N: RNAi-NC

组; S: RNAi-Smad4组.
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■创新盘点
敲低Smad4基因以
阻断TGF-β/Smad4
信号通路可提高
结肠癌的阿霉素
化疗敏感性.

2.3 耐药蛋白的表达 阿霉素处理细胞7 d后检测

各组多药耐药基因糖蛋白MDR p-gp的表达, 从
Western blot结果(图3)可以看到, RNAi-NC组
MDRp-gp表达量较对照组明显增加, 而RNAi-
Smad4组则能抑制这种高表达, 说明敲低Smad4
基因有利于减低阿霉素的用药抵抗.
2.4 EMT标志物的表达 阿霉素处理细胞7 d后检

测各组EMT相关标志物E-cadherin、vimentin和
EMT相关转录因子Snail, Slug的表达. 从Western 
blot结果(图4)可以看到vimentin、Snail和Slug的
表达RNAi-NC组较对照组升高而RNAi-Smad4
能抑制这种高表达, E-cadherin蛋白RNAi-NC组
较对照组减低而RNAi-Smad组则能升高该蛋白

的表达.

2.5 阿霉素对TGF-β/Smad信号通路的影响 阿
霉素处理后分别检测TGF-β1的含量和Smad2/3
蛋白及磷酸化Smad2/3(p-Smad2/3)的表达水

平. ELISA结果(图5A)显示RNAi-NC组和RNAi-
Smad4组的TGF-β1浓度均明显高于Control组
(P <0.05). 免疫印迹结果(图5B和C)显示阿霉

素长时间作用并没有改变S m a d2/3的蛋白水

平, 但提高了RNAi-NC组和RNAi-Smad4组的

p-Smad2/3水平. 本组结果表明, 长时间低剂量的

阿霉素作用于HCT116细胞通过提高TGF-β1和
p-Smad2/3的水平来调节TGF-β/Smad信号通路. 
正像预期的那样, 敲低Smad4基因没有显著影响

Smad2/3和p-Smad2/3水平. 

3  讨论

我们的前期研究发现长时间低剂量的阿霉素(50 
nmoL/L)作用于人结肠癌HCT116细胞后, 阿霉

素对细胞的杀伤效力逐渐减弱, 且诱导了多药

耐药基因糖蛋白MDR p-gp的表达上调. 还发现

这一过程可能与EMT过程有关, 因为阿霉素同

时上调了EMT相关的标志物vimentin及转录因

0       1      2       3      4       5      6      7       8
t /d

细
胞

存
活

率
(%

)

60

50

40

30

20

10

  0

图 2 各组阿霉素处理后的细胞存活率. 
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图 3 各组阿霉素处理后的细胞MDR p-gp的表达. A: West-

ern blot; B: 相对表达量. C: Control组; N: RNAi-NC组; S: 

RNAi-Smad4组. MDR p-gp: 药耐药基因糖蛋白.

E-cadherin

Vimentin

Snail 

Slug

β-actin

C                    N                   S

E-cadherin Vimentin      Snail        Slug

120

100

  80

  60

  40

  20

    0

C
N
S

相
对

表
达

量
(/
β-

ac
tin

)(
%

)

图 4 各组阿霉素处理后的细胞EMT相关标志物和转录因
子的表达. A: Western blot; B: 相对表达量. C: Control组; N: 

RNAi-NC组; S: RNAi-Smad4组.
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子Snail和Slug的表达. 许多研究表明TGF-β参与

了癌细胞的EMT过程, 并起调节作用[4,5].
RNAi或RNA沉默(RNA silencing)是指采用

一段特异性的非编码R N A序列结合靶基因的

mRNA, 形成细胞核内复合物以阻止目的基因

表达的一项分子生物学技术[6]. 本次实验我们

采用了慢病毒载体基因沉默的方法转染特异的

shRNA来敲低TGF-β/Smad信号通路中的Smad4
基因(RNAi-Smad4组)以阻断该通路, 并以空慢

病毒载体作为转染对照(RNAi-NC组), 不加阿霉

素作用的空细胞作为内对照(Control组). 应用低

剂量的阿霉素(50 nmoL/L)长时间地(7 d)作用于

上述3组人结肠癌HCT116细胞, RNAi-NC组连

同阿霉素作用后癌细胞的存活率起初下降, 随
着作用时间的延长, 存活率呈缓慢上升的趋势. 
MDR p-gp蛋白和EMT相关的标志和转录因子

vimentin、Snail、Slug在RNAi-NC组较Control
组升高, 这提示随着作用时间的延长, 阿霉素处

理的细胞发生了某种改变. 阿霉素连同RNAi-
Smad4组作用, 细胞存活率呈时间依赖性下降, 
且都较RNAi-NC组降低, vimentin、Snail、Slug
在RNAi-Smad4组较RNAi-NC升高, 这提示阿霉

素长时间作用于HCT116细胞, 诱导了细胞的耐

药, 并可能发生上皮细胞间质细胞样转化过程. 
TGF-β是一种广泛存在的多效性的生长因

子, 调节细胞增殖、分化和凋亡等多种细胞内

过程[7]. TGF-β有TGF-β1、TGF-β2和TGF-β3三
个亚型, 通过结合细胞表面的受体发挥生物学

效应. 细胞表面有3种受体T G F-β受体即受体

Ⅰ、受体Ⅱ和受体Ⅲ. 受体Ⅱ是一类持续活性

的丝氨酸/苏氨酸激酶, 与配体结合磷酸化受体

Ⅱ使其发挥效应, 继而磷酸化Smad2/Smad3, 随
后与Smad4结合形成复合物,进入细胞核以细胞

特异性的方式启动TGF-β靶基因的转录[8]. 有研

究显示信号通路TGF-β/Smad4在阿霉素的耐药

方面发挥着调节作用, TGF-β可诱导EMT过程, 
增强癌细胞的运动和侵袭能力, 使细胞间的连

接丧失, 失去极性和细胞骨架重塑, 导致化疗药

物对癌细胞的不敏感[9]. Vimentin在胚胎发生和

肿瘤转移中被广泛用作于EMT的标志物, 有研

究人员Melissa[10]报到指出, 上皮细胞被vimentin
或vimentin cDNA作用后能够迅速地获得间质细

胞样特性, Snail和Slug等EMT相关的转录因子

在广泛的环境下参与了EMT的调控和进程[11,12], 
Vuoriluoto等[13]、Chaw等[14]和Argast等[15]研究发

现vimentin还可通过Slug基因调控乳腺癌细胞的

EMT过程, 可见EMT的标志物和相关转录因子

能够发生相互作用, 共同调控EMT的发生发展.
在上述实验发现的基础上我们应用TGF-β1 

ELISA试剂盒检测了阿霉素处理后TGF-β1的含

量变化, 发现RNAi-NC组和RNAi-Smad4组的

TGF-β1都较Control组增高(P <0.05).我们还发

现阿霉素还上调了RNAi-NC组和RNAi-Smad4
组的磷酸化Smad2/3的表达, 但并没有显著改

变S m a d2/3的表达 .  据此我们推测人结肠癌

HCT116细胞对阿霉素的不敏感可能与癌细胞

■应用要点
敲低Smad4 基因
用 于 基 因 治 疗 , 
以 阻 断 T G F - β /
Smad4信号通路, 
可能提高结肠癌
的阿霉素化疗敏
感性, 增强阿霉素
的用量, 较少毒性
作用和提高杀伤
肿瘤细胞的效果. 
本研究成果将为
设计新的肿瘤化
疗方案或开发新
型抗肿瘤药物提
供新的思路.
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图 5 阿霉素对TGF-β/Smad信号通路的影响. A: TGF-β1

的含量. aP<0.05 vs  RNAi-NC组; cP<0.05 vs  RNAi-Smad4组; 

Western blot; B: 相对表达量; C: Control组; N: RNAi-NC组; S: 

RNAi-Smad4组. TGF-β1: 转化生长因子-β1.



李金鹏, 等. Smad4基因敲低对结肠癌阿霉素化疗敏感性的影响                2751

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

发生了上皮细胞间质细胞样转化过程有关, 可
能是由于阿霉素上时间的应用诱导了TGF-β1
含量的升高, 并上调了Smad2/3的磷酸化水平, 
进而诱导了EMT过程. 而应用基因沉默技术干

扰Smad4基因的表达来阻断TGF-β/Smad4信号

通路, 进而逆转了E M T过程,增加了阿霉素对

HCT116细胞的敏感性. 
总之, 我们推测, 低剂量的阿霉素长时间处

理人结肠癌HCT116细胞株, 可诱导其产生阿霉

素化疗耐药性, 其大体机制可能与阿霉素诱导

了TGF-β/Smad4信号通路的激活, 进一步导致癌

细胞发生上皮细胞间质细胞样转化, 联合应用

Smad4基因沉默载体可提高阿霉素的作用敏感

性, 这为明确阿霉素的化疗耐药的具体机制提

出了一条新的思路. 但其中的确切分子生物化

学机制, 尤其是启动子水平的研究尚待进一步

探索和发现. 
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■同行评价
本研究通过体外
实 验 发 现 敲 低
Smad4 基因以阻
断TGF-β/Smad4
信号通路可提高
结肠癌的阿霉素
化疗敏感性, 具有
一定的创新性, 实
验设计科学合理, 
为设计新的肿瘤
治疗方法的或开
发新型抗肿瘤药
物提供新的思路.


