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生存素（Survivin）是凋亡抑制蛋白家族成员，通

过抑制调亡，参与细胞分裂，促进新生血管形成等

途径影响肿瘤的生物学行为，是很有价值的基因治

疗靶点[1-2]。RNA干扰技术是目前最有效的转录后基

因沉默的方法之一，其本质是一种双链RNA（double
stranded RNA，dsRNA）分子在mRNA水平上关闭相

应序列基因的表达或使其沉默的过程，也就是序列

特异性的转录后基因沉默（post transcriptional gene

silencing，PTGS）[3]。小发夹结构RNA（small hairpin
RNA，shRNA）是45~502 mer的结果，通过将其转染

到细胞，shRNA在细胞内会自动被加工成为小干扰

RNA（small interfering RNA，siRNA），从而引发基

因沉默或者表达抑制[4]。本课题组[5]在前期实验中已

证实RNA干扰Survivin能有效抑制人腺样囊性癌细胞

在体外的生长。本研究通过转染靶向Survivin基因的

shRNA真核表达载体pGenesil-shRNA-Survivin到人

腺样囊性癌细胞ACC-2，获得稳定转染的人腺样囊

性癌细胞，将转染后细胞植入裸鼠皮下，观察Sur－
vivin siRNA对人腺样囊性癌体内成瘤及生长的抑制

生存素小干扰RNA对人腺样囊性癌ACC-2
细胞移植瘤体生长的抑制作用
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[摘要] 目的 观察生存素（Survivin）小干扰RNA（siRNA）在体内是否能抑制腺样囊性癌移植瘤体的生长。方法

裸鼠体内注射稳定转染靶向Survivin基因的shRNA真核表达载体pGenesil-shRNA-Survivin后的人腺样囊性癌细胞株

ACC-2，观察移植肿瘤生长情况，以空白对照组及阴性质粒对照组作为对照。处死裸鼠后测量移植瘤体积；采用

苏木精-伊红染色病理证实移植瘤后，免疫组织化学法检测移植瘤的Survivin蛋白表达情况，半定量RT-PCR检测

Survivin mRNA表达情况。结果 处死裸鼠后测量移植瘤体积表明，pGenesil-shRNA-Survivin组移植瘤体积明显减

小；其Survivin mRNA及蛋白表达明显降低（P<0.05）。结论 siRNA能在体内明显抑制腺样囊性癌Survivin的表达，

Survivin siRNA能有效抑制腺样囊性癌裸鼠体内移植瘤的生长。
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Survivin small interfering RNA suppresses the growth of adenoid cystic carcinoma cell xenografts in vivo
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University, Chongqing 400038, China）
[Abstract] Objective To study the effect of stable transfection of small hairpin RNA（shRNA） targeting Survivin
gene on the growth of adenoid cystic carcinoma（ACC） xenografts in nude mice. Methods Adenoid cystic carcinoma
cell-2 line（ACC-2） was transfected with Survivin targeting shRNA eukaryotic expression vector, and stable monoclonal
cells were selected. Transfected and nontransfected cells were respectively inoculated into subcutaneous tissue of nude
mice as experimental and controls. Survivin mRNA expression of transfected and nontransfected cells were detected by
reverse transcription -polymerse chain reaction（RT -PCR）. Survivin protein expression of tumors was investigated
by immunohistochemistry. The growth of xenograft tumors was observed by measurement of tumor volume. Results
Compared to controls, the expression of tumor volume decreased in transfected group by pGenesil-shRNA-Survivin.
The expression of Survivin mRNA and protein was obviously reduced. Conclusion Survivin siRNA markedly sup-
pressed the growth of adenoid cystic carcinoma cell xenografts in nude mice through lastingly inhibition effect on
Survivin.
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作用，探讨RNA干扰Survivin基因对涎腺腺样囊性癌

的治疗作用。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株和质粒 人腺样囊性癌细胞株ACC-2
（四川大学华西医学中心细胞生物学教研室）培养于

含有10%胎牛血清的RPMI1640培养液中（37 ℃、5%
CO2条 件 下）。采 用 成 功 构 建 的pGenesil -shRNA-
Survivin[5]稳定沉默ACC-2细胞株和非处理ACC-2细

胞及转染阴性质粒的ACC-2细胞进行对照研究。阴

性质粒（质粒的碱基构成采用的是将选中的siRNA碱

基序列打乱，并且与其没有同源性）由第三军医大

学西南医院烧伤实验室苏踊跃馈赠。
1.1.2 实验动物 免疫缺陷BALB/c雄性裸小鼠18只

（中国科学院上海实验动物中心），4～6周龄，体重

16～20 g，饲养于恒温、恒湿SPF环境，食物笼具和

饮水皆经过消毒处理。随机分为转染组、阴性质粒

对照组和空白对照组各6只。
1.1.3 主要试剂和仪器 PCR引物由上海英俊生物

技术有限公司合成；兔抗人生存素多克隆抗体购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。
1.2 方法

1.2.1 皮下成瘤实验 将对数生长期转染组和对照

组ACC-2细胞，胰酶消化，用PBS调整细胞密度为

每毫升4×107个，取0.2 mL细胞悬液接种于裸鼠右腋

下皮下，建立裸鼠皮下人腺样囊性癌移植瘤模型。
每3 d用游标卡尺测量皮下肿块大小，按照公式V=
1/2ab2计算肿瘤体积，a为肿瘤长径，b为短径。当肿

瘤体积超过2 000 mm3或破溃后处死动物，取下肿瘤

组织，病理切片苏木精-伊红染色，证实为肿瘤组

织。各组先取一部分新鲜组织标本备用，剩余组织

标本10%甲醛固定，进行下一步实验。
1.2.2 免疫组织化学法检测Survivin蛋白表达 各组

10%甲醛固定的标本，石蜡包埋，采用免疫组化SP
法，具体操作严格按照试剂盒操作说明。Survivin免

疫组化以如下方法判定结果：根据免疫组化染色深

度及阳性细胞数量分别记0～3分，其中染色深度以

多数细胞呈色反应为准。不着色为0分，浅棕黄色

为1分，棕黄色为2分，深褐色为3分。阳性细胞数

小于10%记为0分，10%~45%为1分，46%~64%为2
分，65%以上为3分。染色深度及阳性细胞数得分相

乘，0分为阴性（-），1～2分为弱阳性（+），3～4分为

阳性（++），5～6分为强阳性（+++）。
1.2.3 Survivin mRNA表达的RT-PCR检测 收集新

鲜瘤组织于研钵中，采用Trizol试剂提取各组的总

RNA， 进 行RT -PCR检 测 Survivin mRNA的 水 平。
cDNA的合成严格按Promega反转录试剂盒的说明书

进行，以GAPDH基因为内参照。PCR引物序列如

下。Survivin基因上游：5′-TCAAGGACCACCGCA-
TCTCTAC-3′，下游：5′-GCACTTTCTCCGCAGTTT-
CCTC-3′；内参照基因GDPHD上游：5′-CTGACT－
GACTACCTCATGAAGATC -3′，下游：3′-GGAAG－
GAAGGCTGGAAGAGTG-5′。PCR反应条件为94 ℃
3 min；94 ℃ 40 s，60 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30个

循环；72 ℃ 5 min延伸。取PCR产物25 μL与GAPDH
10 μL加上样缓冲液5 μL混匀后，上样于1.6%的琼

脂糖凝胶中，其中一孔加DNA Marker，80 V电压，

电泳1 h。凝胶分析系统观察拍照、分析。
1.3 统计学处理

采用SPSS 12.0统计软件进行分析，组间比较采

用t检验和方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 RNA干扰Survivin抑制皮下移植肿瘤生长

阴性质粒对照组裸鼠皮下移植肿瘤细胞后3～6 d形

成肿瘤, 在20～29 d当阴性质粒对照组肿瘤体积超过

2 000 mm3后，分批处死裸鼠。阴性质粒对照组在29 d
结束实验后，转染组继续观察2周，肿瘤体积仍难

于观测，其中4只裸鼠可触及可疑结节，最大结节

直径为5 mm（体积62.5 mm3），经病理证实了结节为

肿瘤组织。移植后20 d时阴性质粒对照组肿瘤平均

体积为（680.21±214.80）mm3，转染组肿瘤平均体积

为（10.26±6.75）mm3，2组肿瘤体积差异具有统计学

意义（P<0.05）。
2.2 各组移植瘤的Survivin蛋白表达

免疫组化结果显示，阴性质粒对照组肿瘤Sur－
vivin蛋白为阳性，而转染组为弱阳性，转染组Sur－
vivin蛋白表达明显降低（图1）。

图 1 阴性质粒对照组（左）和转染组（右）Survivin蛋白表达 SP
× 200

Fig 1 Survivin protein expression in nontransfected cells group
（left） and transfected cells group（right） SP × 200
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2.3 各组移植瘤的Survivin mRNA表达

电泳结果表明，在转染组、阴性质粒对照组和

空白对照组200 bp处可见清晰条带，转染组条带明

显减弱（图2），各组内对照GAPDH条带一致。半定

量分析结果表明转染组Survivin mRNA的表达受到了

明显抑制（表1）。

M：DM3000 Marker；1，2：转染组；3，5：阴性质粒对照组；

4，6：空白对照组

图 2 Survivin mRNA RT-PCR图

Fig 2 Survivin mRNA RT-PCR electrophoresis

3 讨论

Survivin是目前发现作用最强的凋亡抑制因子，

位于人染色体17q25上，表达于几乎所有的人类肿

瘤中，而不表达于正常终末分化的组织和细胞。由

于Survivin在肿瘤组织表达的特异性，使其已经成为

肿瘤基因治疗很有价值的靶点。
本研究结果显示靶向Survivin的RNA干扰有效的

下调ACC癌细胞Survivin mRNA表达。由于siRNA作

用瞬时, 基因沉默效应持续时间短, 短期内需要多

次给药才能达到转基因效果，构建其表达载体后可

以长时间有效的抑制基因表达对基因功能作进一步

研究[6]。通过半定量RT-PCR检测转染组ACC-2移植

瘤Survivin mRNA表达水平较未转染组ACC-2移植瘤

下调，说明pGenesil-shRNA-Survivin抑制Survivin基

因表达的有效性和持久性。
通过RNA干扰下调Survivin基因表达，将明显抑

制肿瘤细胞在体内外的增殖 [7]。本实验转染ACC-2

细胞在裸鼠体内，其形成肿瘤的能力明显减弱，阴

性质粒对照组在29 d前形成体积达2 000 mm3的肿瘤，

而转染组追加观察2周后体积仍无明显变化，维持

在仅可触及而肉眼难以观测的阶段，经病理证实有

4只裸鼠形成肿瘤，最大体积为62.5 mm3，2组之间

差异显著。肿瘤组织的免疫组化显示，阴性质粒对

照组细胞在皮下形成的肿瘤Survivin蛋白高表达，而

转染组形成的肿瘤Survivin蛋白表达显著降低，提示

转染组肿瘤生长抑制是通过下调Survivin基因实现

的；同时说明shRNA持久的下调目的基因Survivin的

表达，并封闭其功能，从而抑制了体内肿瘤生长；

下调Survivin基因表达，减弱肿瘤细胞成瘤性为细胞

凋亡增加及抑制血管形成提供了可能[8]。
本实验应用RNAi技术，针对Survivin设计的Sur－

vivin siRNA在体内成功地抑制了移植瘤ACC-2 Sur－
vivin基因以及蛋白表达的同时，使肿瘤生长减缓甚

至不能形成肿瘤，表明Survivin siRNA有明显抑制人

腺样囊性癌生长的作用。
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表 1 各组移植瘤电泳条带灰度值半定量分析

Tab 1 The semiquantitative analysis results for
gray-scale values of each band group

分组
灰度值

1 2 3 4 5 6

Survivin 374.272 367.803 473.123 485.332 470.265 486.872

GAPDH 609.951 611.419 647.629 620.387 657.877 649.954

Survivin/
0.614 0.602 0.731 0.782 0.715 0.749

GAPDH
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