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Abstract
AIM: To study  the relation of mitogen-activated protein
kinase (MAPK) signal transduction and apoptosis of human
gastric carcinoma cells HS-746T induced by liposomes of
survivin antisense oligonucleotide (ASODN).

METHODS: Survivin ASODN was designed and synthesised
to transfect human gastric carcinoma cells HS-746T. The
cultured cells were divided into 6 groups: vacuity control
group, liposome and sense oligonucleotide (SODN) group,
100, 200 and 400 nmoL/L ASODN group and  P38MAPK,
extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) inhibi-
tor groups. Apoptotic index (AI) and proliferative index (PI)
were examined by flow cytometry after transfection 2, 4,
8, 12, 24 and 48 h. RT-PCR, immunocytochemical stain,
Western blot, immuno-precipitation and kinase activity
assay were used to detect protein expression and activity
of P38MAPK, ERK1/2, survivin and survivin mRNA after
transfection.

RESULTS: Expression of ERK1/2 and P38MAPK has not sig-
nificantly different among vacuity control group, liposomes
group and SODN group. The apoptotic cells increased in
anisoconcentration survivin ASODN groups and AI was
higher than that of other control group. Apoptotic cells
decreased in P38MAPK inhibitor group while increased in
ERK1/2. The protein and mRNA expression of survivin de-

creased when transfection concentration was increased.
The phosphorylated and nonphosphorylated ERK1/ 2
showed a dose-and time-dependent decrease whereas
protein level of p38MAPK remained unchanged, but activity
increased.

CONCLUSION: Survivin ASODN can induce apoptosis of
human gastric carcinoma cells in vitro though MAPK signal
transduction including activating apoptosis-related signal
P38MAPK and suppressing proliferation-related signal
ERK1/2.
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摘要

目的: 探讨分裂原激活的蛋白激酶家族(MAPK)信号转导通

路与脂质体生存素(survivin)反义寡核苷酸转染诱导人胃癌

细胞系HS-746T凋亡的关系.

方法: 设计合成survivin反义寡核苷酸(ASODN)转染胃癌

HS-746T 细胞 分空白对照组 脂质体和正义链转染

组 100 200 400 nmoL/L反义链转染组及P38MAPK

ERK1/2 抑制剂组. 用流质细胞仪检测转染后2 4 8

12 24 and 48 h各组细胞增生和凋亡指数. 逆转录聚合酶

链反应(RT-PCR) 免疫细胞化学染色法 Western blot

蛋白免疫印迹法 免疫沉淀法及激酶活性测定法检测各对

照组及ASODN组转染后survivin mRNA和P38MAPK

ERK1/2 survivin 蛋白表达和活性的变化.

结果: 不同时间空白组 脂质体和正义链转染组ERK1/2 

P38MAPK表达均无明显差异 各浓度survivin ASODN转

染组凋亡细胞增多 凋亡指数高于其他对照组. P38MAPK抑

制剂组凋亡细胞减少 ERK1/2 抑制剂组增多. Survivin

mRNA和蛋白表达随着转染浓度的增加而降低. 磷酸化和非

磷酸化细胞外信号调节激酶(extracellular signal-regulated

kinasel/2 ERKl/2)的表达随药物浓度增加而减弱. P38MAPK

的表达在各组均相同 但ASODN转染组活性增高.

结论: Survivin基因反义寡核苷酸在体外可能通过MAPK信

号转导通路激活凋亡相关的信号途径P38MAPK 阻断与

细胞增生相关的信号途径ERK1/2 来诱导胃癌细胞凋亡

抑制人胃癌细胞的增生.
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0   引言

生存素(survivin)是细胞内凋亡抑制蛋白家族(inhibitor of

apoptosis family of  protein IAPs)的一个新成员 他可

以通过有丝分裂促进细胞增生 抑制细胞凋亡. 研究表

明 应用反义策略阻断survivin表达在体外可明显抑制

胃癌细胞的生长. 分裂原激活的蛋白激酶家族(mitogen-

activated protein kinase MAPK) 通过三级酶促级联反

应激活并调节特定的基因表达 他所介导的信号转导

通路是将细胞外丝裂原信号传递给细胞核并产生反应

的重要通路 在细胞增生和凋亡的调节中起重要作用.

我们在观察了survivin反义寡核苷酸(ASODN)诱导胃癌

细胞HS-746T凋亡的基础上 进一步探讨其与MAPK

信号转导通路的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  脂质体Lipofectin购自LifeTechnologies 公司;

人胃癌细胞系HS-746T购自武汉大学培养物保存中心;

RPMI1640购自GIBCO公司; ECL显色试剂盒购自武汉

亚法生物工程公司.  抗磷酸化 ERK 1 / 2 和磷酸化

p38MAPK的抗体 抗总ERK1/2和总p38MAPK蛋白的

抗体及PD98059 SB203580购自美国Sigma公司. 根据

生存素的基因序列(Genbank Accession Number: U75285)

应用primer 5.0软件设计互补于生存素mRNA的232-251

序列的20个碱基组成的ASODN链 序列为5 -CCCAGC

CTTCCAGCTCCTTG-3 同时合成正义链 序列为

5 -CAAGGAGCTGGAAGGCTGGG-3 两序列在合

成时均用巯基取代寡核苷酸片段磷上的羟基修饰. 在

Genbank中行Blastn证实ASODN及SODN与任何已知哺

乳动物基因无匹配. ASODN 5 端以绿色荧光蛋白标

记 由上海生工生物公司合成.

1.2 方法  水浴复苏人胃癌细胞系HS-746T后接种于30 mL

培养瓶及铺有无菌盖玻片的6孔培养板上 在37 

50 mL/L CO2饱和湿度培养箱中用含100 mL/L小牛血清

的RPMI 1640培养液常规培养 胰蛋白酶消化细胞并

记数 培养至80%融合后取对数生长期细胞进行转染.

实验共分 6 组 为空白对照组 脂质体转染对照组

SODN转染对照组和100 200 400 nmoL/L三种浓度

的ASODN转染组 每组设3个复孔. 另设置6组转染时

分别加入ERK1/2和p38MAPK特异性抑制剂10 µmol/L
PD98059 SB203580 转染结束后再根据转染进行2 4

8 12 24 48 h分为6组 收集不同时间的细胞进行

检测. 采用阳离子脂质体Lipofectin 进行转染 将接种

于6孔板培养至80%汇片的HS-746T细胞去除培养基

用温热无血清的RPMI 1640漂洗细胞2次. 分别将寡核

苷酸及Lipofectin 10 mL溶于预暖的无血清RPMI 1640100

和 90 µL 室温下静置30 min 后轻柔混合二者 孵育
15 min 不加抗生素 用800 µL无血清RPMI 1640稀
释后轻铺于细胞上 在37 50 mL/L CO2培养箱内

孵育. 8 h后去除转染液 继续以含100 mL/L小牛血清

的RPMI 1640培养. 培养过程中常规用台盼蓝染色法检

测各组细胞死亡率均小于或等于5%.

1.2.1 免疫细胞化学染色  按 SP法操作 制作培养的各

组胃癌细胞爬片用冷丙酮固定 加3 mL/L甲醇于室温

封闭30 min 室温振荡3次 用含100 mL/L山羊血清

的PBS室温封闭30 min. 分别加入一抗 湿盒中4 过

夜 再加入通用型生物素化二抗37 孵育30 min 最

后加入辣根酶标记的链霉孵白素 37 孵育 30 min.

DAB显色 苏木素复染 常规脱水 透明 中性树脂

胶封片 设置PBS代替一抗作为阴性对照. 稀释度为: 抗

ERK1/2 1 200; 抗 p38 1 200; 抗 p-ERK1/2

1 100; 抗 p-p38 1 100.

1.2.2 分析细胞凋亡比率及细胞周期  收集1.0 106个

细胞 70 mL/L冷乙醇  4 固定 加 RNase A 37 孵

育 1 h 碘化丙啶(PI) 避光冰浴染色1 h. 采用Beckon/

Dickinson Facssort 型流式细胞仪 在488 nm波长处进

行检测 用multicycle软件分析凋亡指数 DNA含量及

细胞周期 细胞凋亡指数(AI)=亚二倍峰细胞数 /总细

胞数 100% 细胞增生指数(PI )= (S+G2/M) / (G0 /

G1+S+G2/M) 100%.

1.2.3 检测胃癌细胞  Survivin ERK1/2 及 P38MAPK

蛋白表达  将转染后继续培养4 12 24 h 的胃癌细

胞用PBS液漂洗3次后加入预冷至4 的50 µL裂解缓
冲液 冰上作用20 min 4 12 000 r/min 离心 20

min 上清液保存于-20 . 采用BCA法测定蛋白质浓

度 用40 µg/孔上样 120 g/L SDS PAGE凝胶电泳分离
通过电转移法将蛋白质从SDS PAGE凝胶转移至硝酸纤

维素膜后在含50 g/L脱脂奶粉的TTBS中 37 封闭90

min 加入一抗 4 孵育过夜 TTBS 漂洗后(10min

3 次) 加入二抗 7 作用 40 min TTBS 充分漂

洗(10 min 3次) 洗膜后加入增强化学发光底物ECL

试剂. 线片暗室曝光 常规显影定影. 图像以Bio Rad

图像分析系统分析 用蛋白条带的平均光强度值表示

survivin ERK1/2 及 P38MAPK 蛋白表达的相对强度.

1.2.4 检测胃癌细胞survivin mRNA表达  取转染后继

续培养24 h的 1 106个胃癌细胞用PBS液漂洗2次

以Trizol 试剂提取总RNA 用紫外分光光度计检验纯

度并定量. 在1%甲醛变性凝胶上电泳验证RNA完整性

后逆转录为 cDNA 产物进行PCR 设GAPDH 为内

参照 对样品模板用量标准化 Survivin和GAPDH分

管扩增 引物由上海生工公司合成. Survivin引物(扩增

产物727 bp)序列:上游5 -GGGACCCGTTGGCAGAG-

3 下游 5 - AAAATGAGCCCCCAAAAAAGA-3 ;

GAPDH引物(扩增产物372 bp) 序列:上游5 -CACCAT

CTTCCAGGAGCGAG-3 下游 5 -TCACGCCACA
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GTTTCCCGGA-3 .  RT-PCR条件: 50 逆转录30 min

94 变性 2 min 60 退火 1 min 72 延伸 1 min

35(survivin)或26(GAPDH)个循环  72 充分延伸10 min.

PCR扩增产物行1.5%琼脂糖凝胶上电泳 以Fluor S

多功能成像系统扫描拍照分析 用以下公式计算其相

对抑制率. 抑制率=[1-(实验样品/实验内参) /(空白对照

样品 /空白对照内参)] 100%.

1.2.5 ERK1/2 p38 MAPK活性分析  参照李田昌 et

al(基础医学与临床1996;16:78-80)的方法 将提取的各

组胃癌细胞质蛋白稀释至1.3 g/ L 分别与浓度为0.5 g/L

的抗ERK1/2 p38MAPK 抗体 4 共同孵育4 h 加

入激酶缓冲液25 µL 在 25 水浴孵育 30 min 加
入20 µmoL/L ATP 1.85 MBq  [ γ-32P]ATP启动磷酸化
反应 然后进行放射自显影 β液闪测定仪上测 cpm
值计数 测定 32P 的放射活性 以每克蛋白质 32P 的掺

入量[pkat/g]表示ERK1/2 p38MAPK活性.

         统计学处理  各组实验数据以平均值 标准差(mean±
SD)表示 采用SPSS10.0 统计软件进行分析 多个样

本间比较行单因素方差分析 组间两两比较用 q检验.

P <0.05 差异在统计学上有显著性意义.

2   结果

2.1 Survivin ASODN转染及p38MAPK ERK抑制剂

对胃癌细胞形态的影响  倒置荧光显微镜下观察各组胃

癌细胞的变化 不同浓度的ASODN转染组细胞可见清

晰的绿色荧光 空白对照组 脂质体转染对照组 SODN

转染对照组则未见到(图1). 光镜下见ASODN转染组2 h

后有部分细胞贴壁性降低 细胞变圆漂起 突起收

缩 形成凋亡小体 24 h后达到高峰 有大量坏死细

胞漂浮(图 2 A B).  加入 p38MAPK ERK 抑制剂

SB203580 PD98059 后 ERK 组坏死细胞增多 贴

壁细胞减少; 而 p38MAPK组效应则相反(图 2 C D).

图 1  ASODN转染后胃癌细胞 倒置荧光显微镜 200

2.2 免疫细胞化学检测结果  免疫组化染色后见未加抑
制剂的对照组p38MAPK ERK蛋白主要位于胃癌细胞
核周区 染色较弱 呈淡黄色颗粒. ASODN实验组中
p38MAPK与其无明显差别 而ERK蛋白则分布于胞核
及胞质内 黄染减弱(图3 A B). 加抑制剂的对照组和

实验组中 二者表达均减低.

图2  胃癌细胞系HS-746T LM 200 . A: 空白对照组正常生长; B: ASODN
转染组;  C: 转染后p38MAPK抑制剂组 D: 转染后ERK抑制剂组.

图3  胃癌细胞免疫组化 SP 200. A: 对照组p38MAPK B: ASODN
实验组ERK.
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2.3 转染 survivin ASODN对胃癌细胞凋亡和增生的影

响  用流式细胞仪定量检测发现各对照组不同时间人胃

癌细胞凋亡指数(AI)无显著性差异 不同浓度ASODN

转染组DNA直方图可见二倍体峰减少 G1峰左侧出现

明显的亚二倍体凋亡峰 转染24 h后测空白对照组 脂

质体转染组 SODN转染组 100 200 400 nmoL/L ASODN

转染组细胞凋亡率分别为0.8% 1.0% 1.3% 14.8%

19.4%及53.8%. 400 nmoL/L ASODN转染组诱导凋亡最

为明显 各ASODN转染组细胞AI明显高于各对照组

差异在统计学上有显著意义(P <0.05). 400 nmoL/L组AI

明显高于100 200 nmoL/L组 差异在统计学上也有

显著意义(P <0.05).

2.4 转染 survivin ASODN对胃癌细胞 survivin 蛋白及

mRNA表达的影响  Westernblot印迹法显示各对照组不

同时间人胃癌细胞内survivin蛋白表达无明显差异 不

同浓度ASODN转染组survivin蛋白表达均较各对照组

低. 应用计算机对条带净密度进行分析发现 ASODN

转染对survivin 蛋白的抑制作用有明显的剂量依赖性

survivin蛋白表达随着转染浓度的增加而降低 转染24 h

后400 nmoL/L转染组蛋白表达仅为空白对照组的30.5%

(图4 A). RT-PCR产物电泳结果显示出372 bp的GAPDH

DNA片段和727 bp的 survivin 基因片段 不同时间对

照组人胃癌细胞内survivin mRNA表达量差异无显著意

义. 与各对照组相比较 各浓度ASODN转染组survivin

mRNA 表达量均显著降低 而且随着ASODN 浓度增

加 Survivin mRNA表达量逐渐下降 对mRNA表达

相对抑制率逐渐升高 转染24 h后 400 nmoL/L转染组

相对抑制率可达68.3% ASODN的抑制作用具有明显

的剂量依赖性 他可有效抑制人胃癌细胞内 survivin

mRNA表达(图 4 B).

图4  转染后24 h胃癌细胞survivin蛋白及 mRNA表达. A: 1-6: 空白
对照组, 脂质体转染组, SODN转染组, 100, 200, 400 nmoL/L. ASODN
体转染组, B: 1-7: Marker, 空白对照组,脂质体转染组, SODN转染组
和100, 200, 400 nmoL/L ASODN转染组.

2.5 ERK1/2和 p38MAPK特异性抑制剂对胃癌细胞凋

亡和增生的影响  流式细胞术定量检测发现转染survivin

ASODN 24 h 后 在用p38MAPK抑制剂SB203580 组

中 空白对照组 脂质体转染组 SODN转染组 100

200 400 nmoL/L ASODN 转染组细胞凋亡率分别为

0.7% 0.9% 1.1% 11.3% 13.2%及31.5% 均比未用

抑制剂者减低. 而在用ERK1/2抑制剂PD98059组中 各

组细胞凋亡率分别为0.9% 1.2% 1.4% 17.3% 23.4%

及63.5% 均比未用抑制剂者增高. 各ASODN转染组之

间的差异在统计学上有显著意义(P<0.05).

2.6 转染 survivin ASODN 对胃癌细胞ERK1/2 及

P38MAPK活性及蛋白表达的影响  Westernblot 法检测

细胞转染后4 12 24 h的 ERK1/2及 P38MAPK活性

(磷酸化水平) 同时检测非磷酸化的 ER K 1 / 2 及

P38MAPK蛋白表达情况作为对照. 结果显示 各对照组

不同时间人胃癌细胞内磷酸化和非磷酸化的ERK1/2

P38MAPK蛋白表达无明显差异 不同浓度ASODN转

染组p-ERK1/2及ERK1/2表达均较各对照组低 且随

着时间延长和浓度增高而降低; 而 P38MAPK蛋白在不

同时间表达均相同 但p-P38MAPK较各对照组高. 应

用计算机对条带净密度进行分析发现 p-ERK1/2

ERK1/2 p-P38MAPK蛋白表达对ASODN转染浓度有

明显的剂量依赖性 转染24 h 后 400 nmoL/L 转染组

p-ERK1/2 ERK1/2 p-P38MAPK表达为空白对照组

的50.5% 45.6% 180.7%(图 5).

图5  转染 survivin ASODN后 24 h 磷酸化和非磷酸化的ERK1/2,
P38MAPK蛋白表达. 1-6: 空白对照组, 脂质体转染组, SODN转染组,
100, 200, 400 nmoL/L ASODN转染组.

图6  转染survivin ASODN后不同时间ERK1/2及 P38MAPK的活性
pkat/g.

2.7 ERK1/2及P38MAPK活性的检测  激酶活性检测结

果显示 转染survivin ASODN后P38MAPK活性随时间

延长逐渐增高 24 h后增势减缓; 而ERK1/2 活性则具
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有与P38MAPK活性变化相反的趋势. 各对照组ERK1/2

及 P38MAPK 活性变化不大 与各实验组相比较 差

异有有显著性意义(P <0.05 图 6).

3   讨论

近年研究显示 利用反义技术 抑制或封闭基因的表

达 干扰致病蛋白质的产生 对肿瘤具有良好的治疗

作用[1-4]. Survivin基因是细胞内凋亡抑制蛋白家族的一个

新成员 他与胃癌的形成和发展有着较大的关系[5-9]. 我

们以 survivin 为靶分子 利用脂质体反义寡核苷酸在

体外能够通过下调survivin mRNA和蛋白的表达 诱导

胃癌细胞凋亡 抑制人胃癌细胞的增生能力.  由于

survivin 基因表达的蛋白定位于细胞有丝分裂的纺锤

体 而分裂原激活的蛋白激酶家族(MAPK)活性的异常

又与肿瘤的发生和细胞凋亡的信号转导关系密切[10-13]

所以推测MAPK通路可能参与了反义寡核苷酸诱导胃癌

细胞凋亡的过程. 实验结果显示 在ASODN实验组中加

入p38MAPK ERK抑制剂能够影响胃癌细胞凋亡率的

改变 且磷酸化和非磷酸化的p38MAPK ERK1/2蛋白

表达及二者的活性在实验组和对照组中均有不同 这提

示了MAPK通路中的p38MAPK ERK1/2途径与survivin

ASODN诱导胃癌细胞凋亡的过程有很大关系.

         MAPK信号转导通路是介导细胞反应的重要信号系

统[14-23] MAPK的活化能将细胞生长因子等丝裂原信

号传递到细胞核内诱导大多数真核细胞增生分化. 现在

已经确定哺乳动物细胞中MAPKs 途径大致分为4种:

ERK1/2 途径 ERK5途径 JNK途径 p38 途径. 其

中 p38MAPK 通路被称为应激激活的MAPK 通路 其

被激活的磷酸化级联反应是: MLK(DLK)/TAK/ASK-

MEK3/6-p38 MAPK 主要增强细胞对应激原的抵抗力

并介导细胞凋亡的信号转导;而细胞外信号调节激酶

(ERK1/2) 为分裂原激活的MAPK通路 其级联反应是:

Raf mos/TPL-1/2-ERKl/2 主要介导细胞增生和分化

的信号转导. MAPK级联反应非常复杂 这些通路可被

不同的细胞外信号所激活 然后将特异的细胞外刺激

信号诱发的蛋白激酶酪氨酸磷酸化转变为蛋白激酶丝

氨酸 /苏氨酸磷酸化 从而使信号向下游传导. 因此他

位于许多细胞因子信号传导途径中的汇聚点. ERK1/2主

要与细胞的增生通路有关 而p38 主要在诱导细胞凋

亡的信号传导途径中起作用 两种途径可以独立或同

时被激活. 在我们的研究中发现 ASODN实验组中加

入p38MAPK抑制剂SB203580后 胃癌细胞凋亡减少;

而加入ERK抑制剂PD98059后 细胞凋亡增多 二者

呈现相反的效应. 对转染survivin ASODN后不同时间胃

癌细胞ERK1/2 及 P38MAPK 蛋白表达及活性分析显

示 不同浓度ASODN转染组p-ERK1/2 ERK1/2蛋白

表达及激酶活性均较各对照组低 且呈时间和剂量依

赖性. 而 P38MAPK的表达情况则与ERK1/2明显不同

非磷酸化的P38MAPK蛋白无论在各对照组还是ASODN

实验组 表达均差异不大 统计学上无显著性意义; 但

磷酸化的P38MAPK蛋白及激酶活性却明显增高 也呈

时间和剂量依赖性. 这些结果说明了P38MAPK蛋白在胃

癌细胞中表达较稳定 虽然survivin ASODN转染不能引

起他的变化 但他可致P38MAPK活性的增高 ERK1/

2蛋白表达及激酶活性的降低. Survivin ASODN转染诱导

胃癌细胞凋亡可能是通过促进P38MAPK 活性 抑制

ERK1/2蛋白表达及活性 产生相互协同效应来实现.

       MAPK通路的激活导致细胞增生主要是通过激活

raf1 然后依次使MEK磷酸化 激活ERK1/2 抑制

P38MAPK 诱导细胞周期素 激活细胞周期素依赖

激酶 促使 R b 蛋白磷酸化 从而导致细胞增生.

Survivin反义寡核苷酸抑制胃癌细胞的增生能力可能是

通过抑制survivin mRNA及蛋白的产生 使有丝分裂原

形成减少 从而抑制上述的过程 提高P38MAPK的活

性 导致胃癌细胞增生减少 凋亡增加. 总之 胃癌在

我国常见[24-35] 利用反义技术诱导癌细胞凋亡的信号转

导是一个复杂的过程 其确切机制还有待进一步研究.
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