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shRNA干扰BAMBI基因对人结肠癌SW480细胞恶性生物学行为的影响
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[摘 要] 目的: 探讨 shRNA干扰骨形成蛋白和激活素的穿膜抑制剂(bone morphogenetic protein and activin membrane bound

inhibitor, BAMBI)基因对人结肠癌SW480细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移的影响及其作用机制。方法: 转染SW480细胞 sh-BAMBI

成功后，实时定量 PCR（qRT-PCR)和Western blotting 检测BAMBI mRNA和蛋白表达水平，MTT法检测 SW480细胞增殖能力，

Hoechst33258染色检测细胞凋亡情况，Transwell实验检测细胞侵袭能力，划痕实验检测SW480细胞迁移能力，Western blotting

检测TGF-β/Smad2通路相关蛋白的表达水平。结果: 转染成功后 sh-BAMBI组中BAMBI的mRNA和蛋白水平均低于对照组(P<

0.05)；与对照组相比，sh-BAMBI组细胞增殖率明显降低(P<0.05)、细胞凋亡率显著升高(P<0.01)，同时其侵袭和迁移能力明显减

弱(均P<0.05)。sh-BAMBI组TGF-β蛋白水平和p-Smad2/Smad2比值明显高于对照组(P<0.05)。结论: shRNA干扰BAMBI可诱

导人结肠癌SW480细胞凋亡并抑制细胞增殖、侵袭和迁移，其机制可能与激活TGFβ/Smad2通路有关。
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[Abstract] Objective: To explore the effect of shRNA interfering BAMBI (bone morphogenetic protein and activin membrane bound

inhibitor) on the proliferation, apoptosis, invasion and migration of human colon cancer SW480 cells and the possible mechanisms.

Methods: After successful transfection with sh-BAMBI in SW480 cells, the mRNA and protein epxressions of BAMBI were detected

by qRT-PCR and Western blotting, respectively. Cell proliferation was measured by MTT; apoptosis was tested by Hoechst33258 stain-

ing; cell invasion was detected by transwell assay; and cell migration was measured by wound healing assay. The expressions of TGF-β/

Smad/2 signaling pathway related proteins were detected by Western blotting. Results: The mRNA and protein levels of BAMBI in sh-

BAMBI group were lower than those of control group (P<0.05). Compared with control group, cell proliferation in sh-BAMBI group

was obviously decreased (P<0.05), while apoptosis was obviously increased (P<0.01); in the meanwhile, cell invasion and migration in

sh-BAMBI group were significantly reduced (P<0.05). In addition, the protein level of TGF-β and the ratio of p-Smad/2/ Smad/2 in sh-

BAMBI group were significantly higher than those in control group (P<0.05). Conclusion: Interference of BAMBI by shRNA inhibits

proliferation, invasion and migration but induces apoptosis of human colon cancer SW480 cells and activates TGF-β/Smad/2 pathway.

[Key words] colon cancer; bone morphogenetic protein and activin membrane bound inhibitor(BAMBI); SW480 cell; malignant bio-

logical behavior
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2012年全球结肠直肠癌新增病例136.1万，占总

癌症新增病例的9.7%，排在胃癌和乳腺癌之后，居第

3位；其死亡病例69.4万，占总癌症死亡病例的8.5%，

居第 4位[1-2]。2012年中国结肠直肠癌新增病例 33.1

万，死亡病例 15.9万，居癌症新增病例的第 4位和死

亡病例的第5位[3]。骨形成蛋白和激活素的穿膜抑制

剂 (bone morphogenetic protein and activin membrane

bound inhibitor , BAMBI)基因编码的是一种与TGF-β

通路Ⅰ型受体相关的穿膜糖蛋白[4]。有研究[5-7]显示，
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BAMBI在肝纤维化、糖尿病性肾功能障碍、脂肪生成

等发面具有重要作用。另外，BAMBI还可调节骨肉

瘤细胞增殖、侵袭及迁移，并通过TGFβ信号通路影

响胃癌细胞活力，但BAMBI在结肠癌中的功能有待

进一步研究[8-9]。本研究主要目的是通过 shRNA干扰

BAMBI 的表达进一步探讨 BAMBI 对人结肠癌

SW480细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移的影响及其调控

机制，有助于发现结肠癌的新靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

癌细胞系SW480购自于美国ATCC公司。培养

基DMEM、胎牛血清及转染试剂TurboFect Transfec-

tion Regent购自赛默飞世尔科技公司，sh-BAMBI重

组载体(sc-62576-SH)购自圣克鲁斯生物技术公司，

RNA 提取试剂盒 RNAiso Plus Reagent 购 自 大 连

TaKaRa 公司，MTT 购自上海生工公司，细胞凋亡-

Hoechst33258染色试剂盒购自碧云天公司，Transwell

小室及人工基底膜购自美国BD公司，抗BAMBI抗

体、抗TGF-β抗体、抗Smad2抗体和抗 p-Smad2抗体

来源于Abcam公司。

1.2 细胞培养与转染

将 SW480细胞置于添加了 10%胎牛血清和 1%

青-链霉素的DMEM培养基中，37 ℃ 5% CO2的恒温

培养箱中培养，当细胞汇合至80%时传代继续培养。

SW480细胞分为 3组：阴性细胞组，空白对照组和实

验组。Scramble shRNA为 sh-BAMBI的阴性细胞组，

空白对照为未转染的细胞。按照转染试剂TurboFect

Transfection Regent说明书向实验组和阴性细胞组细

胞分别转染 sh-BAMBI重组载体和Scramble shRNA

重组载体，培养24 h后进行后续实验。

1.3 实时定量 PCR（qRT-PCR)和Western blotting 检

测BAMBI mRNA和蛋白表达水平

RNA提取试剂盒提取总RNA后反转成 cDNA，

BAMBI 上游引物：CTAGAGAAGCAGGCGCTGAG，

BAMBI 下游引物：ATCGCCACTCCAGCTACATC。

β-actin为内参，根据SYBR Premix Ex TaqTM说明书进

行 qRT-PCR检测，用公式 2-ΔΔCt计算相对表达量。实

验重复3次。

1.4 MTT法检测SW480细胞增殖能力

先将待测细胞接种于96孔板中，培养48~72 h后

向孔板中加入MTT溶液孵育4 h。然后移去上清，加

入DMSO震荡10 min溶解结晶物。最后570 nm处检

测光密度（D）值。实验重复3次。

1.5 Hoechst33258染色检测SW480细胞细胞凋亡情况

各组细胞接种于铺有细胞扒片的 6 孔板中，

37 ℃ 5% CO2的恒温培养汇合度为 50%~80%时，除

去培养液，按照Hoechst33258染色试剂盒说明书进

行固定、染色、封片。荧光显微镜下激发波长 350

nm，发射波长 460 nm观察SW480细胞，并统计凋亡

细胞数目。实验重复3次。

1.6 Transwell检测SW480细胞侵袭能力

用含 1%胎牛血清的培养基将各组待测细胞制

成细胞密度为 1×106 个/ml的悬液，然后将细胞悬液

加入铺有人工基底膜的Transwell的上室中，在下室

中加入含 20% 胎牛血清的培养基。37 ℃培养 24 h

后，用吉姆萨染液对上室底部细胞进行染色，并用棉

签将上室内侧的细胞除去。显微镜下观察细胞形态

并统计细胞数量。实验重复3次。

1.7 划痕实验检测SW480细胞迁移能力

先将细胞密度为1×106个/ml的细胞培养悬液加

入到6孔板中，过夜培养至形成单层细胞。在单层细

胞上用10 μl的枪头划横线，PBS洗涤3次后显微镜下

观察拍照。培养24 h后显微镜下再次观察拍照。实

验重复3次。

1.8 Western blotting 检测TGF-β/Smad2通路相关蛋

白的表达

待测细胞经PBS清洗3次后加入含蛋白酶抑制剂

的细胞裂解液进行总蛋白提取，100 ℃变性5 min。然

后等量蛋白进行SDS-PAGE分离并转至PVDF膜，5%

的BSA封闭1 h，加入相应的一抗并4 ℃过夜孵育。第

2天加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育1.5 h。

最后加入发光液后于凝胶成像仪进行曝光拍照并统计

灰度值，计算相对表达量。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件，数据以 x̄±s表示，组

间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 shRNA干扰SW480细胞BAMBI的表达

用 shRNA 沉默人结肠癌 SW480 细胞 BAMBI，

qRT-PCR检测结果（图 1A）显示，sh-BAMBI组BAM-

BI的mRNA水平显著低于对照组(0.25±0.03 vs 0.98±

0.04, P<0.01)。Western blotting 检测结果（图 1B）显

示，sh-BAMBI组BAMBI的蛋白水平也明显低于对

照组(P<0.01)。表明 sh-BAMBI已成功干扰人结肠癌

SW480细胞BAMBI表达。

2.2 干扰BAMBI可减弱SW480细胞的增殖能力

sh-BAMBI转染SW480细胞后，MTT法检测细胞

增殖倍数，结果（图2）显示，转染4 d后sh-BAMBI组细

胞增殖倍数明显低于对照组(P<0.05)。表明ShRNA干
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扰BAMBI可减弱人结肠癌SW480细胞增殖能力。

2.3 干扰BAMBI诱导SW480细胞凋亡

Hoechst33258染色结果（图3A）显示，sh-Ctrl组和

SW480空白组的大部分细胞细胞核较完整，形态较规

则，成椭圆形，为正常细胞。sh-BAMBI组中大部分细

胞细胞核呈致密浓染，细胞核呈波纹状或呈折缝样，颜

色稍发白，为凋亡细胞。sh-BAMBI组凋亡细胞数目显

著多于sh-Ctrl组(P<0.01,图3B)，表明shRNA干扰BAMBI

可诱导人结肠癌SW480细胞凋亡明显增加。

**P < 0.01 vs sh-Ctrl group

A: q-RT-PCR detection result;

B: Western blotting detection result

图1 shRNA干扰后SW480细胞BAMBI mRNA和

蛋白的表达水平

Fig. 1 mRNA and protein expressions of BAMBI in SW480

cells after shRNA interference

2.4 干扰BAMBI降低SW480细胞的侵袭能力

Transwell 检测细胞侵袭结果（图 4）显示，sh-

BAMBI组每个视野下的平均侵袭细胞数目明显少于

对照组(P<0.01)，表明 shRNA 干扰 BAMBI 可降低人

结肠癌SW480细胞的侵袭能力。

2.5 干扰BAMBI抑制SW480细胞的迁移

划痕实验检测结肠癌 SW480细胞迁移结果（图

5）显示，sh-BAMBI 组划痕愈合率明显低于对照组

（P<0.01)。表明 shRNA干扰BAMBI会抑制人结肠癌

SW480细胞迁移。

*P<0.05 vs sh-Ctrl group

图2 shRNA干扰BAMBI对SW480细胞增殖能力的影响

Fig. 2 Effect of shRNA interfering BAMBI on

proliferation of SW480 cells

**P < 0.01 vs sh-Ctrl group

图3 shRNA干扰BAMBI对SW480细胞凋亡的影响 (Hoechst33258染色, ×200））

Fig. 3 Effect of shRNA interfering BAMBI on SW480 cell apoptosis (Hoechst33258 staining, ×200））

**P < 0.01 vs sh-Ctrl group

图4 shRNA干扰BAMBI对SW480细胞侵袭能力的影响(吉姆萨染色,×200））

Fig. 4 Effect of shRNA interfering BAMBI on invasion ability of SW480 cells (Giemsa staining,×200））
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**P<0.01 vs sh-Ctrl group

图5 shRNA干扰BAMBI对SW480细胞迁移的影响(×40)

Fig. 5 Effect of shRNA interfering BAMBI on migration of SW480 cells(×40)

2.6 干扰BAMBI可激活TGF-β/Smad2信号通路

为了进一步探索 shRNA 干扰 BAMBI 影响人结

肠癌 SW480 细胞的分子机制，Western blotting 检测

结果（图 6）显示，sh-BAMBI组SW480细胞中TGF-β

的表达水平明显高于 sh-Ctrl组(P<0.05)，且 sh-BAM-

BI组中p-Smad2/ Smad2比值也明显高于 sh-Ctrl组(P

< 0.01)。由此可见，shRNA干扰BAMBI可增强TGF-

β表达，进而提高Smad2磷酸化水平，从而激活TGF-

β/Smad2通路。

*P<0.05，**P<0.01 vs sh-Ctrl group

图6 shRNA干扰BAMBI对SW480细胞TGF-β/Smad2通路相关蛋白表达的影响

Fig.6 Effect of shRNA interfering BAMBI on the expression of TGF-β/Smad2 pathway related proteins in SW480 cells

3 讨 论

近年来，结肠癌的化疗取得了很大的发展，氟吡

咪嗪与草酸铂联合治疗已成为结肠癌患者常用治疗

手段，但治疗效果仍不够理想。随着分子生物学的

发展，靶向治疗受到了越来越多的关注。研究[10]表

明，各种癌症中存在许多可以调控癌症增殖、凋亡、

侵袭和迁移的基因，深入研究这些基因有助于对肿

瘤治疗中新靶点的发现和利用。

细胞增殖和凋亡的不受控制是癌症的主要特征

之一。有研究[11]显示，许多基因在癌细胞增和殖凋亡

反面发挥着重要作用，如抑制结肠癌 RKO 细胞中

TRAF6 表达会导致细胞增殖下降。ZHANG 等[12]发

现，干扰结肠癌RKO细胞中CNDP2表达可抑制细胞

增殖。沉默结肠癌SW480细胞中的Derlin-1会降低

细胞增殖、提高细胞凋亡[13]。有研究[14-15]发现，抑制结

肠癌RKO和HCT116细胞中GRP137表达后，细胞增

殖能力明显减弱；干扰结肠癌 SW620细胞中 Txl-2b

表达可降低细胞增殖、诱导细胞凋亡。ZHU等[16]发

现，沉默BAMBI会减低胃癌细胞增殖、侵袭和迁移。

本研究结果显示，在人结肠癌SW480细胞中 shRNA

干扰BAMBI会减弱细胞增殖、诱导细胞凋亡。

细胞的侵袭和迁移能力在癌症发展进程中十分

重要，有研究[17-18]发现，许多基因都具有调控癌细胞

侵袭和迁移的功能，如在结肠癌 HT29 细胞中沉默

TRAF4可减弱细胞侵袭能力，抑制结肠癌 SW620细
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胞中CXCL13表达会抑制细胞侵袭和迁移。也有研

究[19]显示，干扰结肠癌SW480细胞中OCT4B1表达可

降低细胞侵袭和迁移能力。JIANG等[20]发现，抑制结

肠癌HCT119细胞中二聚糖biglycan表达可减弱细胞

侵袭和迁移，表明在结肠癌 SW480 细胞中干扰

LIN28B表达可降低细胞迁移能力。有研究[21-22]显示，

沉默结肠癌LoVo细胞的ARMc8后会导致细胞迁移

和侵袭能力下降。本研究结果表明，在人结肠癌

SW480细胞中 shRNA干扰 BAMBI可降低细胞侵袭

和迁移能力。

TGF-β/Smad信号通路在包括肿瘤在内多种疾病

中发挥着重要作用，如膀胱癌、非小细胞肺癌、肾脏

疾病及臀肌挛缩等[23-26]。有研究[27-28]表明，ShcA可通

过 TGF-β/Smad信号通路影响上皮间质转化，EZH2

可通过TGF-β/Smad信号通路调控小细胞肺癌发展

进程。有研究[29]显示，沉默乳腺癌细胞的RAB1B表

达后可激活TGF-β/Smad信号通路进而调节癌症进

程。也有研究[30]表明，BAMBI可通过TGF-β/Smad信

号通路调节人骨髓间充质干细胞向癌相关的成纤维

细胞的分化。TGF-β/Smad信号通路在BAMBI调节

非小细胞肺癌 A549 细胞生存力方面起着重要作

用[9]。本研究结果显示，在人结肠癌 SW480 细胞中

shRNA干扰BAMBI会上调TGF-β表达，提高 Smad2

磷酸化水平，从而激活TGF-β/Smad2通路。本研究

表明，在人结肠癌SW480细胞中 shRNA干扰BAMBI

会减弱结肠癌细胞增殖、诱导细胞凋亡、降低细胞的

侵袭和迁移能力；同时会上调 TGF -β表达、提高

Smad2磷酸化水平。

综上所述，shRNA干扰BAMBI可通过激活TGF-

β/Smad2通路诱导人结肠癌SW480细胞凋亡，同时抑

制细胞增殖、侵袭和迁移，为进一步在动物模型上研

究BAMBI在结肠癌发生发展过程中的作用和机制奠

定了良好基础。
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