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SPTBN2基因对膀胱癌5637细胞增殖、迁移和侵袭的影响

林鑫1,2,黄群2

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;
2.右江民族医学院附属医院泌尿外科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 研究非红细胞血影蛋白β2(spectrinbeta,non-erythrocytic2,SPTBN2)对膀胱癌5637细胞增殖、迁移和

侵袭能力的影响。方法 通过体外实验研究SPTBN2对膀胱癌5637细胞生物学行为的影响。实验组(siRNA#1组、

siRNA#2组)转染靶向SPTBN2siRNA,阴性对照组转染用阴性siRNA,空白对照组中加入等量转染试剂。实时荧光

定量PCR检测细胞中SPTBN2基因的表达水平,WesternBlot检测细胞内SPTBN2蛋白的表达量。CCK-8法检测细胞

增殖情况。划痕实验、Transwell侵袭实验检测细胞迁移、侵袭能力。结果 转染SPTBN2siRNA后,实验组的SPTBN2
转录水平和蛋白表达量均低于阴性对照组和空白对照组。实验组的增殖、迁移和侵袭能力较阴性对照组降低,差异具有

统计学意义(P<0.05)。结论 利用靶向SPTBN2siRNA成功构建低表达SPTBN2的5637细胞株,下调SPTBN2的

表达可抑制膀胱癌5637细胞增殖、迁移和侵袭。
关键词:膀胱肿瘤;非红细胞血影蛋白β2;细胞增殖;迁移;侵袭

中图分类号:R737.14   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2023)02-0281-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2023.02.020

EffectofSPTBN2geneontheproliferation,migration,andinvasionofbladdercancercell5637

LinXin1,2,HuangQun2

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,
Guangxi,China;2.DepartmentofUrology,TheAffiliatedHospitalofYoujiang

MedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofspectrinbetanon-erythrocytic2(SPTBN2)onthepro-
liferation,migrationandinvasionofbladdercarcinomacells5637. Methods TheeffectsofSPTBN2onthe
biologicalbehaviorofbladdercancercells5637werestudiedinvitroexperiment.Theexperimentalgroup(siR-
NA#1groupandsiRNA#2group)weretransfectedwithtargetedSPTBN2siRNA,whilethenegativecontrol
groupwastransfectedwithnegativesiRNA,andtheblankcontrolgroupwasaddedwiththesameamountof
transfectionreagents.Real-timequantitativePCRwasemployedtodetecttheexpressionofSPTBN2genein
cells,andWesternBlotwasemployedtodetecttheexpressionofSPTBN2proteinincells.Cellproliferation
wasdetectedbyCCK-8assay.CellmigrationandinvasionabilityweredetectedbywoundhealingassayandTr-
answellassay. Results AftertransfectionofSPTBN2siRNA,thetranscriptionlevelandproteinexpression
ofSPTBN2inexperimentalgroupwerelowerthanthoseinthenegativecontrolgroupandtheblankcontrol
group.Theproliferation,migrationandinvasionabilitiesofcellsintheexperimentalgroupdecreasedcompared
withthenegativecontrolgroup,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(P<0.05). Conclusion 
Cellline5637withlowexpressionofSPTBN2issuccessfullyconstructedbytargetedSPTBN2siRNA,andthe
proliferation,migrationandinvasionofbladdercancercellline5637canbeinhibitedbydown-regulatingSPT-
BN2expression.
  Keywords: bladdertumor;non-erythrocyticspectrinbeta2;cellproliferation;migration;invasion
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  膀胱癌(bladdercancer)是泌尿系统常见的恶性

肿瘤,约75%的初诊患者为非肌层浸润性膀胱癌[1]。
其中约50%的非肌层浸润性膀胱癌患者在接受经尿

道膀胱肿瘤切除术后2年出现复发,40%的病例在5
年后进展为肌层浸润性膀胱癌[2],而进展为浸润性膀

胱癌后的5年生存率约为57%[3]。肌层浸润性膀胱

癌的标准治疗为根治性膀胱切除同时行盆腔淋巴结清

扫术,但50%的膀胱癌病例最终出现转移,且不同分

子亚型的膀胱癌对各类治疗手段的敏感性也存在很大

差异[4]。PD-1/PD-L1抑制剂是近年来膀胱癌免疫治

疗的一次重大突破,显示出较好的效果及良好的安全

性,虽然可以通过PD-1表达量、膀胱癌分型等预测免

疫治疗效果,但仍有部分病人对PD-1/PD-L1抑制剂

无反应[5]。针对晚期膀胱癌患者的治疗,仍需找到有

效的治疗靶点,指导治疗方案的分子标志物。

Spectrin蛋白是细胞膜骨架的重要组成部分,由
两个α亚基和两个β亚基形成丝状四聚体结构,在维

持胞膜完整性、介导细胞黏附及迁移等方面发挥重要

作用[6]。非红细胞血影蛋白β2(spectrinbeta,non-
erythrocytic2,SPTBN2)是Spectrin蛋白β-Ⅲ亚基的

编码基因,定位于染色体11q13[7]。既往研究发现,

SPTBN2在肺腺癌、子宫内膜癌等肿瘤中出现不同程

度的差异性表达[8-9]。有研究认为SPTBN2蛋白免疫

组化结果可以作为一种潜在的诊断恶性周围神经鞘瘤

的高敏感性指标[10]。在结直肠癌中,SPTBN2出现高

表达,与淋巴转移、远处转移密切相关[11]。SPTBN2
已被证明在多种肿瘤细胞中出现差异性表达且影响预

后,但其在膀胱癌中的作用机制尚不明确,在膀胱癌细

胞中的生物学作用目前国内外少有报道。本研究旨在

探讨SPTBN2基因对膀胱癌5637细胞增殖、迁移和

侵袭的作用,为研究膀胱癌发生发展和转移机制提供

实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料 人类膀胱癌细胞5637(武汉普诺塞

生命科技有限公司);RPIM-1640培养基、胎牛血清、
青霉素-链霉素(美国gibco公司);siRNA、引物合成

(苏州吉玛生物科技有限公司);Lipofectamine2000、

TRIzol试剂、逆转录试剂盒(美国ThermoFisherSci-
entific公司);Matrigel基质胶、Transwell小室(美国

Coring公司);SYBRGreenPCRMasterMix(上海翊

圣生物科技有限公司);CCK-8试剂盒(上海同仁生物

科技有限公司);SDS-PAGE蛋白上样缓冲液、7.5%
PAGE凝胶快速制备盒、RIPA强效裂解液、ECL化学

发光试剂盒(上海雅酶生 物 医 药 科 技 有 限 公 司);

PVDF膜(美国 Millipore公司);SPTBN2多克隆抗

体、GAPDH多克隆抗体、HRP标记羊抗兔二抗(武汉

三鹰生物技术有限公司)。

1.2 主要设备与仪器 生物安全柜、CO2 恒温培养

箱、离 心 机(美 国 ThermoFisherScientific公 司);

LightCycle96荧光定量PCR仪(瑞士Roche公司);
多功能酶标仪(美国PerkinElmer公司);电泳转移槽

(美国BIO-RAD公司);AI600化学发光成像仪(美国

GE公司);倒置光学显微镜(德国Laica公司);超微量

紫外分光光度计(北京天根生化科技有限公司)。

1.3 细胞培养与转染 将人类膀胱癌5637细胞培养

于含10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素的RPMI1640
培养基中,在37℃、5% CO2 条件下培养,胰蛋白酶

常规消化细胞以传代,选择对数生长期细胞进行下一

步实验。实验分为空白对照组(blankcontrolgroup,

Blank组)、阴性对照组(negativecontrol,NC组)、siR-
NA实验组(siRNA#1组、siRNA#2组)。转染前24
h,常规消化细胞,用完全培养基重悬细胞后进行细胞

计数,于6孔板中每孔接种3×105 个细胞,待细胞密

度至50%~70%时进行转染。250μL基础培养基分

别稀释5μLLipofectamine2000转染试剂与5μL
siRNA,混合孵育20min后加入至6孔板中,转染体

系总计为2mL,阴性对照组转染通用阴性序列siR-
NA,空白对照组中加入等量转染试剂,转染6h后更

换新鲜培养基。

1.4 实时荧光定量聚合酶链式反应(quantitativere-
al-timePCR,qPCR) 转染24h后,用TRIzol法提取

细胞总RNA,超微量紫外分光光度计测量总RNA浓

度,取1μg总 RNA 进行逆转录合成cDNA,配制

SYBRGreenPCRMasterMix体系进行实时荧光定

量PCR,反应条件为:95℃5min,95℃10s,62℃60
s,共计40个循环。以 GAPDH 为内参,采用2-△△Ct

法处理数据,对相对表达量进行分析,进行3次以上重

复实验。SPTBN2上游引物:GCCCGCAACCTGCAT
ACTAA,下游引物:AGCTCTCGCCCTTCCTTGTC,

GAPDH 上 游 引 物:ACAACTTTGGTATCGTG-
GAAGG,下游引物:GCCATCACGCCACAGTTTC。

1.5 蛋白免疫印迹 (WesternBlot) 转染48h后用

RIPA强效裂解液提取细胞总蛋白,BCA法进行蛋白

定量,加入足量SDS-PAGE蛋白上样缓冲液后煮沸

10min。每 孔 蛋 白 上 样 量 为 30μg。7.5% SDS-
PAGE胶电泳分离蛋白,SPTBN2蛋白转膜条件为恒

流300mA转膜4h,将蛋白转移至PVDF膜上。5%
脱脂牛奶封闭2h,用 TBST清洗3次,每次5min。
各个条带分别加入SPTBN2一抗(1∶3000)和GAP-
DH一抗(1∶5000),4℃摇床孵育过夜,用TBST清

洗后加入二抗(1∶10000)孵育1h,使用ECL试剂显

影,以GAPDH为内参使用ImageJ软件对结果进行
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分析。

1.6 CCK-8增殖实验 转染后以胰蛋白酶常规消化

细胞,用完全培养基重悬细胞,将细胞接种于96孔板

中,细胞接种密度为2000个/孔,每组设5个复孔,分
别于细胞贴壁后0h、24h、48h、72h加入CCK-8试

剂,37℃孵育2h后使用酶标仪测量450nm波长吸

光度(OD值)。

1.7 划痕实验 6孔板底部做3条平行横线,以每孔

4×105 个细胞的密度接种于6孔板中,转染后常规培

养48h至细胞铺满,用200μL枪头垂直于孔板表面

画下划痕,吸出培养基后以PBS缓冲液清洗两遍,加
入含2%胎牛血清的培养基,取5个视野于倒置显微

镜下拍照,并于24h后再次拍照记录,使用ImageJ软

件分析,计算划痕愈合率,划痕愈合率=(初始划痕宽

度值-对应时间点划痕宽度值)/初始划痕宽度值。

1.8 Transwell侵袭实验 Matrigel基质胶中加入新

鲜培养基稀释至500mg/mL,每个Transwell小室中

分别加入100μL基质胶,置于37℃培养箱中3h,细
胞转染后常规消化,使用无血清培养基重悬细胞调整

细胞浓度至5×105/mL,每个小室上层加入100μL
细胞悬液,在下室内加入500μL含10%胎牛血清的

培养基,继续培养48h后用4%多聚甲醛固定15
min,用棉签轻轻拭去上室中的基质胶,结晶紫染色15
min后,用PBS清洗两遍,于倒置显微镜下拍照,使用

ImageJ软件计算透过滤膜的细胞数。

1.9 统计学方法 采用SPSS26.0进行统计学分析,
用Graphpadprism9.0做图,计量资料采用(췍x±s)表
示,两组间比较采用t检验。多组间均数比较采用

ANOVA方法,Dunnetts’T3法和 Kruskal-Wallis检

验,P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 构建SPTBN2低表达细胞株 实时荧光定量

PCR结果显示,转染SPTBN2siRNA的5637膀胱癌

细胞中SPTBN2mRNA表达水平较空白对照组和阴

性对照组降低(见图1),差异具有统计学意义(P <
0.001)。空白对照组和阴性对照组间无统计学差异

(P >0.05)。WesternBlot结 果 显 示,实 验 组 的

SPTBN2蛋白表达量明显低于对照组(见图2),差异

具有统计学意义(P<0.01),空白对照组和阴性对照

组间无统计学差异(P>0.05)。

2.2 敲低SPTBN2抑制膀胱癌5637细胞的增殖 
CCK-8实验结果显示,48h起,实验组的 OD值低于

阴性对照组(P<0.001),72h各组细胞的 OD值低

于阴性对照组(见图3),差异具有统计学意义(P <
0.05)。

注:与Blank组相比,***P<0.001。

图1 各组SPTBN2mRNA相对表达量

注:与Blank组相比,**P<0.01。

图2 各组SPTBN2蛋白表达量

图3 CCK-8法检测细胞增殖的结果
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表1 CCK-8法检测细胞增殖的结果

组别 n
OD值(450nm)

1d 2d 3d 4d

NC组 5 0.179(0.172~0.180) 0.338±0.035 0.592±0.012 0.898±0.083
siRNA#1组 5 0.180(0.175~0.187) 0.302±0.021 0.510±0.026a 0.672±0.051a

siRNA#2组 5 0.182(0.179~0.185) 0.290±0.028 0.492±0.020a 0.726±0.081b

H/F 3.262 3.882 35.502 13.139
P 0.196 0.050 <0.001 0.001

 注:①表内正态分布计量资料数据以(췍x±s)表示,非正态分布计量资料数据以 M(P25~P75)表示;②与 NC组相比,a:P <
0.001,b:P<0.01。

2.3 SPTBN2对膀胱癌迁移、侵袭能力的影响 经过

siRNA处理的两组细胞,24h的迁移率低于阴性对照

组(见图4),差异具有统计学意义(P <0.001)。Tr-
answell侵袭实验显示,实验组细胞穿透至下室的数量

较阴性对照组明显减少(见图5),差异具有统计学意

义(P<0.001)。

图4 划痕实验结果(×40)

表2 划痕实验愈合百分比

组别 n 愈合百分比/%

NC组 3 32.69±2.74
siRNA#1组 3 23.52±3.59a

siRNA#2组 3 26.17±4.26a

F 26.005
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与 NC组相比,a:

P<0.001。

图5 Transwell侵袭实验结果(×100)

3 讨论

膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤,患者的不良

预后与肿瘤侵袭深度、淋巴结转移、远处转移和化疗耐

药相关,因此,有必要了解膀胱癌发展的分子机制和寻

表3 Transwell实验侵袭细胞数

组别 n 侵袭细胞数/个

NC组 3 559(352~694)
siRNA#1组 3 197(114~378)a

siRNA#2组 3 230(195~380)a

H 15.838
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示;②与 NC组

相比,a:P<0.001。

找有效的肿瘤标志物,以开发新的治疗靶点[12]。肿瘤

组织中SPTBN2高表达提示预后不良,这在肺腺癌、
子宫内膜癌等多种癌症中均有报道。本研究发现,在
人类膀胱癌5637细胞中沉默SPTBN2的表达能抑制

肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭,提示SPTBN2对膀胱

癌的发展具有重要作用。
SPTBN2是Spectrin蛋白β-Ⅲ亚基的编码基因,

定位于染色体11q13,SPTBN2参与维持细胞正常形

态和功能,同时还是细胞高尔基体膜的主要组成部

分[7]。SALCEDO-SICILIAL等[13]研究发现,SPT-
BN2在维持高尔基体膜结构完整性和调控蛋白分泌中

发挥重要作用,SPTBN2编码的蛋白主要富集于高尔

基体的远端膜囊,维持高尔基体结构完整性和分泌活

性,完全去除SPTBN2可导致高尔基体裂解。此外,
SPTBN2还参与细胞信号通路的传导,SPTBN2可通

过稳定细胞膜表面兴奋性氨基酸转运体4(excitatory
aminoacidtransporter4,EAAT4)以调控谷氨酸信号

通路[14]。在小鼠模型中,SPTBN2缺失能引起浦肯野

细胞中钠离子电流减少及谷氨酸信号通路发生改

变[15]。针对SPTBN2与疾病的研究主要集中在神经

退行性疾病如脊髓小脑性共济失调、认知障碍等方

面[16]。SPTBN2 蛋 白 可 与 肌 动 蛋 白 丝 结 合,形 成

SPTBN2收缩蛋白-肌动蛋白骨架,SPTBN2基因突

变促使SPTBN2蛋白与肌动蛋白丝亲和力增加而导

致5型脊髓小脑性共济失调[17]。近年来的研究发现,
在肺腺癌中,SPTBN2表达量与肺癌患者预后显著相

关,SPTBN2可促进肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭[8]。
在结直肠癌中,SPTBN2可通过m6A修饰促进翻译从
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而促使肿瘤恶性转化[11]。甲状腺癌细胞敲低SPT-
BN2后,甲状腺癌细胞株的增殖、迁移能力和细胞周期

G1/S期转化被抑制,凋亡细胞比例增加,同时细胞周

期抑制蛋白P21,cleaved-caspase-8、cleaved-caspase-3、
Bax等凋亡相关蛋白表达增加,说明SPTBN2在甲状

腺癌细胞中可能参与细胞周期转换,抑制肿瘤细胞凋

亡[18]。在子宫内膜癌中,SPTBN2是 miR-424-5p的

下游靶基因,SPTBN2可以与Claudin-4(CLDN4)相互

作用,通过PI3K/AKT通路促进子宫内膜癌转移[9]。
以上研究表明,SPTBN2参与多方面生物学过程,在多

种肿瘤发生发展中发挥重要作用,具有较高研究价值。
膀胱癌早期临床症状不明显,导致部分患者首诊

时肿瘤可能已发展至中晚期,且易复发的特点要求患

者需要长期、规范的检查,这也增加了患者的治疗成本

和心理负担。膀胱癌的生物学性质复杂,目前对其发

病机制、进展过程仍未完全了解。因此,对膀胱癌发

生、转移机制的研究,为寻找新的肿瘤标志物和预后评

估具有重要意义。前期生物信息学研究结果表明

SPTBN2显著影响膀胱癌患者预后,可能与膀胱癌的

发展相关[19],但SPTBN2在膀胱癌细胞中的相关作用

尚未被深入研究。为进一步探讨SPTBN2在膀胱癌

细胞中的作用,验证SPTBN2对膀胱癌细胞的影响,
本研究设计了两条靶向SPTBN2siRNA 序列,通过

RNA干扰技术构建SPTBN2低表达细胞株,qPCR和

WesternBlot结果显示,两条siRNA序列具有较好的

干扰效率。CCK-8增殖实验结果表明,两组经过转染

靶向SPTBN2siRNA的细胞,48h和72h的增殖速

率均低于阴性对照组,SPTBN2siRNA实验组的增殖

活性受到抑制;划痕实验和Transwell实验显示,下调

SPTBN2表达后,膀胱癌5637细胞的迁移和侵袭能力

较对照组 弱。实 验 发 现 减 少 膀 胱 癌5637细 胞 中

SPTBN2的表达量能抑制肿瘤增殖、迁移和侵袭,提示

SPTBN2在膀胱癌发展中发挥促进作用,本研究的结

果与既往研究结果相一致[19]。
近年来,膀胱癌手术技术的改进以及新型治疗方

案的应用,改善了部分患者的预后情况,但膀胱癌具有

高度异质性,对各种治疗手段的敏感性存在很大差异,
总体上膀胱癌患者的长期生存率仍变化不大[20]。针

对膀胱癌的部分靶向药物显示出较好的治疗效果和应

用前景[21]。但仍有部分患者不能从治疗中获益,现有

的靶向药物在临床应用中仍具有局限性。如何减少肿

瘤复发和进展仍然是膀胱癌治疗中有待突破的难点。
SPTBN2分布于多种细胞,在膀胱癌、甲状腺癌、结直

肠癌等肿瘤发展过程中发挥促进作用,高表达SPT-
BN2提示肿瘤患者的预后较差,SPTBN2的靶向药物

研究可能成为未来膀胱癌治疗药物研发的方向。本研

究验证了两条靶向SPTBN2siRNA的有效性,实验结

果显示,SPTBN2是促进膀胱癌肿瘤细胞增殖和侵袭

的因子,降低SPTBN2的表达能有效抑制膀胱癌5637
细胞的恶性生物学行为。因此SPTBN2可能是肿瘤

治疗的潜在靶点,针对SPTBN2的进一步研究,对指

导膀胱癌患者的临床治疗,研究新的治疗靶点具有重

要意义。
本研究观察到SPTBN2的表达与膀胱癌5637细

胞的增殖、迁移和侵袭能力相关,但作用机制尚不清

楚,下调SPTBN2是否影响细胞内增殖与侵袭有关蛋

白的表达以及细胞DNA复制活性能否受到抑制,有
待进一步研究。

综上所述,研究发现降低SPTBN2在膀胱癌5637
细胞中的表达能抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移和侵袭。
这提示SPTBN2在膀胱癌诊断和治疗中具有重要意

义,值得深入研究。
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BBN-100dB组中同样观察到此类变化,提示GAP-43
作为参与听觉中枢重建的重要因子,一旦重建完成,
GAP-43表达逐渐减少。由此推测,当噪声影响后,听
皮层内神经元受损,使GAP-43受到刺激大量表达,从
而使受损神经元发生轴突再生及突触大量生长,最终

导致听皮层内神经元产生新的连接和突触效率的变

化,促进耳鸣的病理生理过程。
综上所述,100dBSPL噪声作为诱导因素可有效、

快捷构建稳定的耳鸣动物模型,为耳鸣发病机制等研

究贡献良好的模型基础。GAP-43与听皮层的突触可

塑性高度相关,在噪声干预两组中GAP-43表达升高,
与小鼠出现耳鸣行为一致,这说明听觉中枢重塑化改

变可能参与耳鸣的发生发展,为进一步探索药物阻断、
保护新靶点奠定基础。
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