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Abstract
AIM: To study the influence of siRNA targeting survivin on
the biological behavior of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: One pair of 21 bp reverse repeated motifs of
survivin target sequence with 9 spacer were synthesized
and inserted into plasmid psilencer 2.1 to generate siRNA
eukaryotic expression vector. After stable transfection into
HepG2 cells, the biological behaviors of the survivin siRNA
transfected HCC cells were observed.

RESULTS: The recombinant plasmid Psilence(+)-survivin
was successfully constructed. survivin mRNA and protein
expression inhibitory ratio reached 73% and 75%
respectively. It was demonstrated that transfected cells
with survivin siRNA were inhibited on growth and increased
on apoptosis. Subsequent study in nude mouse model
demonstrated lower succeeding rate in cells transfected
with survivin siRNA and the tumor size from 9-30 day was
0.10±0.01 cm3, 0.30±0.03 cm3, 0.39±0.11 cm3, 0.45±
0.13 cm3, 0.49±0.07 cm3, 0.58±0.01 cm3 0.60±0.10 cm3,
and 0.65±0.07 cm3 respectively. The difference was obvious
(P <0.01).

CONCLUSION: siRNA targeting survivin gene can specifi-
cally suppress survivin expression in HepG2 cells and
inhibit tumor cells growth both in vivo and in vitro. This
provides a theory basis to reverse the drug resistance in
tumor cells.
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摘要
目的: 探讨转入靶向survivin的siRNA对肝癌细胞生物学行

为的影响.

方法: 设计、合成一对survivin编码基因的反向重复序列，

中间间隔9个核苷酸序列，通过定向克隆至载体PSilencer2.1，

构建siRNA真核表达载体，经稳定转染HepG2细胞后对

转基因后肿瘤细胞的生物学行为进行观察.

结果: 测序证实siRNA真核表达载体构建成功. 通过RT-

PCR及流式细胞术检测，siRNA在mRNA及蛋白质水平

抑制survivin基因表达分别达73%和75%. 转染细胞生长

速度明显减慢，凋亡率增加15倍. 裸鼠体内成瘤率下降

75%，9-30 d 肿瘤体积分别为0.10± 0.01 cm3，0.30 ±

0.03 cm3，0.39 ± 0.11 cm3，0.45 ± 0.13 cm3，0.49 ±

0.07 cm3，0.58 ± 0.01 cm3，0.60 ± 0.10 cm3，0.65 ±

0.07 cm3，与对照组相比差异显著(P <0.01).

结论: 靶向survivin的siRNA能有效降低目的基因的表达并

能在体内体外抑制肝癌细胞株HepG2的生长. 为进一步逆

转肿瘤细胞的耐药性提供了理论指导.
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0   引言

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一. 深入了解肝癌发病的
分子机制以寻求新的治疗方法是提高肝癌整体疗效的
关键. 目前研究已表明细胞凋亡障碍是肿瘤发生、发展
过程中的重要事件[1]. 肿瘤细胞对凋亡的抵抗性是他们
在缺氧及营养缺乏等异常生长环境下得以生存的重要
原因[2]. 抑制肿瘤细胞内与凋亡抵抗相关基因的表达不
仅可诱导肿瘤细胞的凋亡而且还可选择性增加肿瘤细胞
对以凋亡为机制的治疗方法的敏感性，从而提高肿瘤病
人的总体生存率[3]. survivin基因是迄今为止克隆出的最
小凋亡抑制蛋白家族成员，可通过抑制caspase级链反
应下游的caspase3，caspase7 发挥其抗凋亡作用[4-5]. 现
在研究已证实survivin 基因参与了肝癌的发生与发展，
并且还与化疗的耐药性相关[6]. 降低survivin基因在肝癌



细胞中的表达不仅可诱导肿瘤细胞的凋亡、抑制肿瘤
细胞的生长，还可增强其对化疗的敏感性，从而提高
肝癌治疗的整体疗效. 因此将survivin 基因作为治疗肝
癌的候选靶基因在理论上是可行的.
        RNA干扰(RNA interference，RNAi)技术是近年来
发展起来的新技术，具有抑制作用强、稳定性高、细胞
摄取相对容易等优点[7-8]. 目前RNAi在基因功能、抗肿
瘤和抗病毒基因治疗等方面的研究已取得广泛应用[9-10].
在此我们利用转录载体Psilencer2.1构建靶向survivin的
siRNA真核表达载体以研究其对肝癌细胞生物学的影
响，从而为肝癌的基因治疗提供新的方法.

1   材料和方法

1.1 材料  肝癌细胞株HepG2由同济医院肝脏外科中心
朱虹博士惠赠，用含100 mL/L胎牛血清(购自Hyclone
公司)、100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素的RPMI1640
培养基，在 37 ℃，饱和湿度及 50 mL/L CO2 的细胞
培养箱内传代培养. siRNA真核表达载体的构建. 模板
DNA合成. 具有互补序列的能够编码短发卡RNA(shRNA)
的双链寡核苷酸由武汉晶赛公司合成. 此互补序列为两
条反向重复序列，中间9个插入序列分别为TTCAAGA
GA、AAGAACTCT，两端分别带有BamH I和Hind III
的酶切位点(下划线处)便于与 Psilencer2.1 载体(购自
Ambion公司)连接. 其转录产物所形成的siRNA的作用靶
点为人survivin mRNA 94-112位核苷酸(GeneBank no.
NM-001168)，此片段已利用Blast 进行查询，确定其
为特异性序列. 双链寡核苷酸序列5’ -GATCCGGACCAC
CGCATCTCTACATTCAAGAGATGTAGAGATGCGGTGGT
CCTTTTTTGGAAA-3’ ，3’ -GCCTGGTGGCGTAGAGA
TGTAAGTTCTCTACATCTCTACGCCACCAGGAAAAAA
CCTTTTCGA-5’ 阴性对照双链寡核苷酸转录产物所形
成的siRNA的作用序列为: 5’ -GCTTCATAAGGCGCAT
AGC-3’ . 此序列不与任何人类基因序列同源. siRNA真
核表达载体的构建及鉴定. 用 T4DNA 连接酶(购自
Ambion公司)将双链寡核苷酸与Psilencer2.1线性载体定
向连接后转化大肠杆菌DH5α，挑选氨苄青霉素抗性
菌落并扩增培养，然后快速小量制备质粒并行核酸测
序鉴定(由上海博亚公司完成).
1.2 方法  细胞转染及鉴定 1× 105 个HepG2细胞接种
于6孔板，其融合达90%时分别用Psilencer2.1阳性重
组子和对照重组子进行转染，具体操作按脂质体Dosper
(购自Roche公司)说明书进行. 转染 48 h后按 1∶10稀
释传代并换用选择培养基(600 mg/L，G418)继续培养
14 d，然后将出现的细胞克隆在培养瓶中扩增培养并
传代建系，分别命名为HepG2/Silence(+)和 HepG2/Si-
lence(-)细胞. 阳性细胞克隆neo基因表达的检测. 首先从
筛选得到的阳性细胞克隆中提取总RNA，利用RT-
PCR扩增HepG2/Silence(+)和HepG2/Silence(-)细胞中的
neo基因片段，以证实目的基因转染是否成功. 扩增neo

基因的引物序列为: 上游引物: 5’ -AGAGGCTATTCTGCT
ATGAC-3’ 下游引物: 5’ -GCTTCAGTGACAACGTCGAG-
3’ . 扩增片段大小为237 bp.
1.2.1 转染效应检测  (1)survivin基因 mRNA表达检测 以
RT-PCR法检测在siRNA干预下survivin基因 mRNA的
表达改变. 实验共分三组: HepG2细胞、HepG2/Silence
(-)细胞和HepG2/Silence(+)细胞，每组细胞均设三个复
瓶. 首先分别收集各组HepG2细胞1×106个，然后提取
总RNA逆转录成 cDNA，最后进行PCR反应. 引物序
列为: 上游引物: 5’ -CATGGGTGCCCCGACGTT-3’ ，下
游引物: 5’ -TCAATCCATGGCAGCCAGCT-3’ . 扩增片段
大小为430 bp. 结果以其和内参照β-actin吸光光度值的
比值来反映其相对含量. (2)survivin蛋白表达检测 以流
式细胞仪检测survivin基因蛋白的表达改变. 分别收集各
类HepG2细胞1×106 个，经多聚甲醛固定、PBS洗涤
后用0.25%Tritonx-100室温破膜，然后分别加入小鼠
抗人survivin一抗及FITC标记的羊抗小鼠IgG(购自晶
美公司). 利用流式细胞仪(BD公司)分析结果，用无标
记和阴性对照样品调节前散射和侧散射，对不同细胞
设置GATE，计算 survivin 阳性细胞百分比.
1.2.2 肿瘤细胞的生长分析  将HepG2细胞、HepG2/
Silence(-)细胞和HepG2/Silence(+)细胞分别接种于培养
瓶中，每瓶 1×104 个细胞，每种细胞接种三个复瓶，
台盼蓝染色后计数活细胞，每瓶数3次，连续测定5 d，
绘制生长曲线.
1.2.3 细胞凋亡观察  离心收集细胞于1.5 mL离心管内，
采用细胞凋亡-Hoechst染色试剂盒(购自江苏碧云天公
司)并按照说明书操作对各组细胞进行处理，荧光显微
镜下观察并拍照. 离心收集细胞于5 mL培养管内，采
用Annexin V 检测试剂盒(购自BD公司)对各组细胞进行
凋亡率的检测.
1.2.4 裸鼠异体肿瘤接种实验  收集处于对数生长期的
HepG2、HepG2/silence(-)和 HepG2/Silence(+)细胞，调
整细胞密度为4×109/L; 将裸鼠随机分为3组，每组四
只分别接种上述各种细胞株，每只裸鼠背部皮下注射
0.1 mL细胞悬液，连续观察4 wk，测量肿瘤长短径，
根据公式V=长径 ×短径2×0.52来计算肿瘤大小，绘制
肿瘤生长曲线并计算成瘤率.
         统计学处理  采用SPSS统计软件对数据进行方差分
析，t 检验，P <0.05 为具有统计学差异.

2   结果

将重组子Psilencer2.1(+)survivin 进行序列分析，测序
结果正确，表明PSilencer2.1(+)survivin 真核表达载体
构建成功.  借助阳离子脂质体转染方法，将重组体
PSilencer2.1(+)survivin和 PSilencer2.1(-)survivin分别转
染至HepG2细胞中，经G418 筛选得到阳性克隆，再
利用重组体中均含有neo标志基因这一特性，借助RT-
PCR的方法检测阳性转染细胞克隆中neo基因的表达，
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以检验基因转染是否成功. 电泳结果从两种转染细胞克
隆中扩增出的neo基因片段，在237 bp 处可见电泳条
带，其大小与预期结果一致(图1)，证实PSilencer2.1阳
性质粒和阴性对照质粒已分别成功转染至HepG2细胞
中，分别称为HepG2/Silence(+)和HepG2/Silence(-)细胞.

图1  转染细胞克隆neo基因PCR产物的琼脂糖凝胶电泳. M : DNA
marker; 1: HepG2细胞; 2: HepG2/Silence(-)细胞; 3: HepG2/Silence
(+)细胞.

2.1 survivin mRNA的表达  转染Psilencer2.1(+)survivin
后，HepG2/Silence(+)的 PCR产物电泳带较对照组明显
减弱，而不影响β-actin的表达，而转染阴性对照质粒
的HepG2细胞无明显变化(图2). 各组的吸光度A值的比
值分别为: 1.432±0.012，1.398±0.017，0.386±0.013. 经
方差分析 t 检验，HepG2/Silence(+)细胞与HepG2，
HepG2/Silence(-)细胞mRNA表达量之间存在差异性
(aP <0.05).
2.2 survivin蛋白的表达变化  流式细胞仪检测结果显示，
HepG2/Silence(+)细胞 survivin 蛋白的阳性率为24.0±
0.3%，对照组HepG2 细胞、HepG2/Silence(-)细胞
survivin 蛋白的阳性率分别为 95.4 ± 1.4%和 94.8 ±
1.8%. 经方差分析t 检验，HepG2/Silence(+)细胞survivin

蛋白的阳性率明显低于HepG2细胞和HepG2/Silence(-)
细胞(P <0.01，图 3).

图2  survivin SiRNA对mRNA表达的影响. M : DNA marker; 1: HepG2
细胞; 2: HepG2/Silence(-)细胞; 3: HepG2/Silence(+)细胞.

2.3 survivin SiRNA对HepG2细胞增生的影响  HepG2/
Silence(-)细胞的增生和HepG2 细胞相比无显著性差
异，而HepG2/Silence(+)细胞的增生从第3 d起明显受
抑制，这种抑制作用随时间延长而增加，与对照组相比
具有统计学差异(P <0.01，表 1，图 4).

图4  转染survivin siRNA的HepG2细胞生长曲线.

2.4 细胞凋亡  荧光显微镜下观察可见HepG2/Silence(+)
细胞体积大小不等，形态不一，其中可见4-5个癌细

图3  survivin siRNA对蛋白表达的影响. A: HepG2细胞; B: HepG2/silence(-)细胞; C: HepG2/silence(＋)细胞.

表1  HepG2细胞不同时间生长情况(mean±SD, × 104)

Group            0 d       1 d         2 d         3 d         4 d           5 d

HepG2 1 6.66±0.05 16.50±0.37 34.50±0.38 78.17±0.21 104.67±0.75

HepG2/silence(-) 1 6.64±0.02 16.47±0.06 31.50±0.89 75.83±1.66   98.87± 1.99

HepG2/silence(+) 1 6.61±0.03 15.50±0.10 16.53±0.59a 29.80±0.20a   39.84± 0.16a

aP <0.05, vs HepG2、HepG2/Silence(-) cells.
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胞体积缩小，染色质浓缩，边集(图 5A，箭头所示).
尚可见一癌细胞体积明显缩小，呈固缩状(典型凋亡小
体，图 5B，箭头所示). 流式细胞仪检测结果表明，
转染survivin SiRNA后，HepG2/Silence(+)细胞凋亡率
(7.28± 0.02%)明显增加，与未转染组(0.48 ± 0.01%)
和转染阴性对照组(0.73± 0.03%)相比，差异具有显著
性(P <0.01，图 6).
2.5 转染细胞体内成瘤的生长曲线  将HepG2、HepG2/
silence(-)、HepG2/silence(+)细胞接种于裸鼠背部皮下，
经过5-10 d的成瘤潜伏期后，在其接种部位形成肉眼可
见的瘤块，其成瘤率分别为 100％、100％和 25％，
HepG2/silence(+)细胞体内成瘤率降低75%，t检验显
示HepG2、HepG2/silence(-)、HepG2/silence(+)细胞成
瘤率具有极显著差异(P <0.01). 另外持续观察其肿瘤的
生长情况并绘制出各组裸小鼠肿瘤的生长曲线(图7). 结
果显示: HepG2细胞和HepG2/silence(-)细胞 两组肿瘤的
生长趋势较为一致，而HepG2/silence(+)组肿瘤的生长
明显受到抑制.

图7  转染细胞肿瘤生长曲线.

3   讨论

肿瘤的形成是由多因素造成的，其中肿瘤细胞中凋亡
抑制基因的高表达能明显抑制细胞凋亡，逃避机体免疫
系统对肿瘤细胞的识别和清除[11-12]. 另外凋亡抑制基因还
可能在肿瘤细胞产生耐药的过程中发挥重要作用[13-14].
survivin 基因具有高度保守性和抑制细胞凋亡的作用，
同时他仅在肿瘤细胞中表达的特性为肿瘤的治疗提供
了新的研究方向[15-18]. 目前研究者多采用反义技术进行
抑制survivin 基因表达的研究，但由于反义技术在抑
制目的基因表达的同时可激活干扰素反应途径而导致
非特异性基因mRNA的降解，因此其应用受到限制[19].
寻求新的基因干涉手段一直是近年来国内外研究的热
点. RNAi是由作用于同源序列mRNA的双链RNA所介

导的序列特异性、转录后基因沉默机制[20-24]. 由于执行

RNAi 的效应分子 siRNA(small interference RNA)在不影

响非特异性干扰素途径的情况下可抑制靶基因的表达，

因此RNAi技术不仅成为了除反义技术以外又一种新的

分析功能缺失表型的工具，而且将其作为基因治疗的

手段可能具有更广阔的前景[25]. 与传统的反义技术相比

较，RNA干扰的作用更为强大[26]. 我们构建了siRNA真

核表达载体，其转录产物可在体内形成由一个茎环所

分离的具有反向重复序列的发卡样RNA(shRNA)，此

shRNA随后被加工成siRNA而降解目的基因mRNA表

达. 这种方法克服了人工合成的siRNA成本高、费用大

以及在体内作用时间短的缺点[27]. 通过构建靶向survivin
siRNA真核表达载体，经稳定转染肝癌细胞并进行细胞
效应的研究发现，其在mRNA及蛋白质水平对survivin
的抑制率分别达73%和75%而不影响 β-actin的表达，

图6  细胞凋亡率检测结果.

图 5  细胞凋亡Hoechst 染色.
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而对照组siRNA对的表达无明显影响，这说明我们构
建的siRNA不仅作用强大而且具有特异性.
         肿瘤细胞的异常增生是其生物学行为的一项重要表
现. 已有研究表明survivin基因通过与cdk4的相互作用
释放野生型p21 促进肝癌细胞的增生[28-30]. 我们运用
RNAi技术抑制 survivin基因的表达后观察肝癌细胞的
生长情况时发现: 与对照组相比，HepG2/Silence(+)细
胞的增值明显受抑制，而且这种抑制作用随时间延长
而增加. 说明 survivin 基因的表达被有效抑制后可通过
诱导肿瘤细胞的凋亡而抑制肿瘤细胞的生长. 我们在运
用Hoechst核染色观察肿瘤细胞的凋亡情况时也发现经
稳定转染siRNA表达载体的肝癌细胞出现了明显的凋
亡现象. 这也从形态上证实了survivin 基因的表达抑制
可诱导肿瘤细胞凋亡的发生. 在对肝癌细胞进行凋亡率
的分析中我们发现经稳定转染siRNA表达载体的肝癌
细胞的凋亡率明显高于对照组，这进一步说明抑制
survivin基因的表达可有效诱导肝癌细胞的凋亡. 为了验
证survivin siRNA真核表达载体的体内效应，我们还观察
了survivin siRNA真核表达载体转染前后的各组细胞在裸
鼠体内成瘤率和肿瘤生长曲线的变化，发现 survivin
siRNA真核表达载体转染组肿瘤的生长明显受到抑制，
其成瘤率也明显降低，t检验显示实验组与对照组之间
差异具有极显著性. 本实验结果表明，靶向survivin的
siRNA载体不仅可以诱导肝癌细胞的凋亡，还可以抑
制肝癌细胞体内肿瘤的形成，这为RNAi技术的临床应
用提供了有力的实验依据.
        总之，我们构建的siRNA真核表达载体不仅有效
抑制了目的基因的表达，还能在体内体外通过诱导肝
癌细胞的凋亡而抑制肿瘤的生长. 这为下一步诱导其对
化疗药物的敏感性提供了实验基础及理论.
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