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　　【摘要】　目的　探讨“三阴”乳腺癌细胞中沉默 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因对抑癌基因 ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ７ 的影响。
方法　针对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因设计干扰片段并与真核表达载体 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＵ６／Ｎｅｏ／ＧＦＰ 进行连接，之后转染
“三阴”乳腺癌细胞ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１；通过 ＲＴ唱ＰＣＲ鉴定 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因 ｍＲＮＡ水平沉默效果；用 ＲＴ唱ＰＣＲ检测沉默
ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因对 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７表达及细胞凋亡的影响。 结果　ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因沉默可引起 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１
细胞凋亡；ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７表达升高，灰度分析结果显示差异具有统计学意义（P ＝０畅００８）。 结论　（１）
ＲＮＡｉ技术沉默 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因，达到了对其表达的抑制效果；（２）ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因沉默可上调
ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７的表达；（３）ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因沉默可引起细胞凋亡；（４）ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因可作为“三阴”乳腺癌基
因治疗的新靶点。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｏｎ ｃａｓｐａｓｅ ３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ７ ｉｎ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１．Methods　ｓｈＲＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｔｏ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒ ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒ ＴＭＵ６／Ｎｅｏ／ＧＦＰ， ａｎｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ，
ｃａｓｐａｓｅ３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ７ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ唱ＰＣＲ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Results　Ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ＭＤＡ唱ＭＢ唱
２３１ ｃｏｕｌｄ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ；ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｓｉｌｅｎｃｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ ３ ａｎｄ
ｃａｓｐａｓｅ７（P ＝０畅００８）．Conclusions　（１）Ｄｅｓｉｇｎｅｄ ＲＮＡｉ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｔ ｉｎｔｏ ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ ｃｅｌｌ， ｉｔ
ｃｏｕｌｄ ｓｉｌｅｎｃｅ ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ ｇｅｎｅ；（２）Ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ ３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ７；（３）
Ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ；（４）Ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅｅｎ ｎｅｗ
ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｉｎ ＨＲ唱ａｎｄ ＨＥＲ唱ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ．

【Key words】　Ｂｒｅａｓｔ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ；　ＲＮＡ，ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

　　乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一，其发病率逐
年上升，位居女性恶性肿瘤死因前列，自然生存期为
２６畅５ ～３９畅５ 个月［１］ 。 “三阴”乳腺癌是指雌激素受体
（ＥＲ）、孕激素受体（ ＰＲ）及人表皮生长因子受体 ２
（ＨＥＲ唱２）均阴性的乳腺癌。 本型乳腺癌预后极差，５年
生存率不到 １５％，脑转移、内脏转移率较高，迅速出现
远处转移而导致死亡。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白 ＩＡＰ（ ｉｎｈｉｂｉｔａｔｏｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏ唱
ｓｉｓ）家族的一个新成员，免疫组织化学结果显示，在绝

大数人类肿瘤组织中都有 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达增高，如肺、脑、
直肠、乳腺、前列腺以及约 ５０％高分化非霍奇金淋巴瘤
中其表达均增高［２唱３］ 。 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因具有调节细胞周期
的作用，例如，Ｌｉ 等［４］研究显示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达主要集
中在 Ｇ２／Ｍ期，这说明 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 可能参与了细胞周期的
调节。 有学者认为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 可以通过抑制线粒体依赖
凋亡途径的上游启动子 ｃａｓｐａｓｅ９，最终抑制下游的
ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ７，发挥抗凋亡作用［５］ 。 有报道 ｓｕｒ唱
ｖｉｖｉｎ在乳腺癌组织中高表达，提示其可能在乳腺癌的
发生发展中发挥作用，但有关 ｓｕｒｖｉｖｉｎ对“三阴”乳腺癌
细胞株 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 生物学行为的影响尚未见报道。
本研究利用 ＲＮＡｉ技术也可成功阻断 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表
达，从而实现细胞水平的基因敲除的目的［６唱７］ 。 有研究
显示，在动物肿瘤模型中，利用 ＲＮＡｉ 技术抑制肿瘤生
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长基因的表达可以抑制肿瘤生长［８］ 。
在本实验中，我们利用 ＲＮＡｉ 技术沉默 ＭＤＡ唱ＭＢ唱

２３１ 细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因，探讨 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 对 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１
细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７的影响及其机制。

材料与方法

一、细胞株及主要试剂
ＭＤＢ唱ＭＢ唱２３１ 细胞由中国协和医大肿瘤研究所樊

英教授赠；ＨＢＬ唱１００ 细胞由吉林大学病理生物学教育
部重点实验室全成实教授馈赠；高效感受态 ＤＨ５α细
菌细胞购自中国北京鼎国公司；ＤＭＥＭ 培养基购自美
国 ＧＩＢＣＯ公司，ＰｌｏｙＦｅｃｔ 溍转染试剂购自美国 ＱＩＡＧＥＮ
公司；质粒小提试剂盒购自 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司；ＳＤＳ、Ｔｒｉｓ
购自北京鼎国公司；ＴＵＮＥＬ凋亡原位检测 ｋｉｔ购自美国
Ｒｏｃｈｏ公司；鼠抗人 ｓｕｒｖｉｖｉｎ及β唱ａｃｔｉｎ单克隆抗体购自
美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；兔抗人 ｃａｓｐａｓｅ３ 及 ｃａｓｐａｓｅ７ 单克
隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司。
二、方法
１．细胞培养：ＭＤＢ唱ＭＢ唱２３１ 和 ＨＢＬ唱１００ 细胞均培

养于含 １０％胎牛血清的 Ｈ唱ＤＭＥＭ 培养基中，５％ ＣＯ２，
３７ ℃条件下进行培养，每隔 １ ｄ换液，取对数生长期的
细胞进行实验使用。

２．干扰片段的设计和干扰质粒的构建：ＨＭＧＡ２唱
ｓｈＲＮＡ沉默表达质粒的构建，以含有 ＧＦＰ 荧光蛋白标
志的 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒ ＴＭ Ｕ６／Ｎｅｏ／ＧＦＰ 质粒为空载体。 根据
ＧｅｎＢａｎｋ中 ＨＭＧＡ２人全长 ｃＤＮＡ 序列（ＮＭ＿００１１６８），
参考 文 献， 选 取 特 异 性 序 列 ５′唱ＧＣＡＣＣＡＣＣＧ唱
ＣＡＴＣＴＣＴＡＡＣ唱３′作为靶点，加入 ｌｏｏｐ 结构，设计为
Ｓｅｎｃｅ＋Ｌｏｏｐ ＋Ａｎｔｉｓｅｎｃｅ，其序列为：５′唱ＣＧＣＣＴＴＣＧＴＴＧ唱
ＣＡＴＴＴＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＧＣＧＣＡＡＣＣＧＧＡＣＧＡＡＴＧＣ唱
３′，由上海吉玛公司构建，同时该公司提供携带与人类
基因无同源性 ｓｈＲＮＡ质粒作为阴性对照。

３．细胞转染：按照 ＱＩＡＧＥＮ ＰｌｏｙＦｅｃｔ 溍转染试剂
说明书对培养的 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞进行转染，转染前
将对数生长期的 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞以１ ×１０５ ／ｍｌ 接种
于 ６孔板中，在含胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，５％ ＣＯ２，
３７ ℃条件下进行培养，细胞融合 ５０％以上，按照说明
书进行转染。 按转染质粒的不同，将细胞分为空白对
照组、阴性对照组、实验组。

４．观察转染效率：由于质粒可以表达带有绿色荧
光的蛋白，转入质粒的细胞在荧光显微镜下成绿色，转
染 ４８ ｈ 后根据绿色细胞所占的百分比来估计转染
效率。

５．ＲＴ唱ＰＣＲ 法检测干扰片段对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因沉默
效果：分别提取上述各组细胞总 ＲＮＡ，通过 ＲＴ唱ＰＣＲ方

法检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ｍＲＮＡ表达情况，判定沉默效果。
６．ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡：利用美国 Ｒｏｃｈｏ 公司

的 ＴＵＮＥＬ 凋亡原位检测试剂盒，按照说明书进行检
测，苏木精再复染核后酒精脱水，干燥后用中性树胶封
片，显微镜下观察，阳性表现为细胞核呈现棕色，阴性
则为蓝色的苏木精着色。

７．检测转染后 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞株中 ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ７的表达：采用 ＲＴ唱ＰＣＲ 方法检测转染 ７２ ｈ 后
ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７ 的表达。 细胞转染、ＲＴ唱ＰＣＲ 方法
均同前。
三、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行 t检验和方差分析，

以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１．转染效率的观察（倒置荧光显微镜）：转染 ４８ ｈ
后转染率约为 ７０％～８０％（图 １）。

２．沉默效果检测（ＲＴ唱ＰＣＲ法）：实验组细胞中 ｓｕｒ唱
ｖｉｖｉｎ的表达明显低于空白对照组和阴性对照组（P ＝
０畅００９，图 ２）。

３．检测细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ法）：对阴性对照组和空
白对照组的作用明显低于实验组（P ＝０畅００１，图 ３）。

４．转染后ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 中的 ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ７基
因表达的检测：与空白对照组和阴性对照组相比，实验
组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７的 ｍＲＮＡ表达水平明显
增高（P ＝０畅００８，图 ４）。

讨　　论

本研究以“三阴”乳腺癌细胞株 ＭＤＡ唱ＭＢ２３１ 为研
究对象，利用 ｓｈＲＮＡ 介导基因沉默的方法，探讨 ｓｕｒ唱
ｖｉｖｉｎ在乳腺癌发生发展中的作用及机制，为乳腺癌的
治疗提供新靶点，为新药的研发提供新思路。

“三阴”乳腺癌病理组织学分级较差，多为 ３ 级，细
胞增殖比例快，且肿瘤侵袭性强，易发生局部复发及远
处转移，“三阴”乳腺癌的预后与肿瘤大小和淋巴结状
态关系不大，复发快速，１ ～３ 年是复发高峰，５ 年内是
死亡高峰，脑转移发生率高，治疗上主要以手术、化疗
为主，临床上尚未发现其特殊的功能基因。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在正常组织与肿瘤组织中存在差异
表达，目前的研究提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达主要受多种因
子、转录水平及转录后的调节。 雌激素、胃泌素等激素
可以参与 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达的调节作用［９唱１０］ 。 Ｈａｔｔｏｒｉ 等［１１］

的研究还发现卵巢癌组织中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达受到 ＤＮＡ
甲基化水平的调节。 另外有研究显示野生型 ｐ５３ 对
ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达的调节有抑制作用［１２］ 。
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　　在本实验中 ＴＵＮＥＬ检测结果显示在 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 存在
的 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 几乎没有凋亡的发生，而沉默 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
基因后，就有凋亡的发生，而 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 表达集中在细胞
周期的 Ｇ２／Ｍ期，所以沉默 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 可以诱导 Ｇ２／Ｍ期
ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 的凋亡，所以 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是抗凋亡基因之
一，在肿瘤的永生状态中伴有重要角色，与既往 Ｌｉ
等

［１３］
报道相同，本实验沉默 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因对 ｃａｓｐａｓｅ３和

ｃａｓｐａｓｅ７表达的影响中，与空白对照组和阴性对照组相
比，实验组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ７ 的 ｍＲＮＡ 表达
水平明显增高。 ｃａｓｐａｓｅ 是目前公认的细胞凋亡核心机
制，通过其级联式激活可以导致一系列的蛋白酶的溶
解，这是细胞凋亡及其形态学变化的基础。 所以 ｓｕｒ唱
ｖｉｖｉｎ 可能直接或者间接地抑制下游 ｃａｓｐａｓｅ３ 和

ｃａｓｐａｓｅ７的表达，而实现抗凋亡的作用。
本研究我们证实了沉默 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因可以上调

ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７的表达，本校其他实验组也证实了
在 ＭＣＦ唱７细胞株（受体阳性）中也得出同样的结论，但
是这两种不同类型的乳腺癌临床转归截然不同，结合
此实验现象，考虑：（１）ｓｕｒｖｉｖｉｎ 基因可能是所有乳腺癌
发生机制上的某一控制点，或是肿瘤细胞生长过程中
多条信号转导通路中的一条或连接其他途径的关键

点，此基因可能成为乳腺癌治疗的新靶点。 （２）目前临
床检测乳腺癌细胞的受体状态，主要方法是免疫组织
化学染色，检测其蛋白的表达，但在“三阴”ＭＤＡ唱ＭＢ唱
２３１ 细胞中仍可检测出 ＥＲａ唱３６ 的表达，由此可以推断
出在乳腺癌早期可能都存在激素受体，只是不同的基
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因片段表达的时机不同而已，随着病程进展，激素受体
的表达呈阴性，肿瘤细胞显示出更高的恶性行为。 对
于“三阴”乳腺癌细胞信号转导通路中有哪些特异通路
或基因，初期携带雌激素受体片段，在信号转导通路上
何时被封闭掉，只有从分子机制明了这些问题，才能解
决“三阴”乳腺癌的治疗难、生存期短、易复发的问题，
这也是今后研究的方向与课题。
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