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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of survivin antisense
oligonucleotide (ASODN) on the expression of survivin gene
and proliferation of human hepatocellular carcinoma cell
line SMMC-7721.

METHODS: The 20mer  antisense oligonucleotide (ASODN)
targeted to the promotor region of survivin mRNA was
designed and synthesized. The expression of survivin gene
in hepatocellular carcinoma cell line SMMC-7721 was
blocked by means of ASODN transfection mediated by
DOTAP liposomal reagent. The changes of survivin protein
and mRNA expression after transfection were assessd by
Western blot and in situ hybridization, respectively. The
apoptotic rate was detected by flow cytometer. The
changes of cell adherent rate, cell growth activity, and the
inhibitory rate of cell growth were also studied.

RESULTS: The expression of survivin protein and mRNA
was decreased markedly after survivin ASODN transfec-
tion (69.59 vs 10.71, and 75.61 vs 22.94, P <0.01).
Meanwhile, the cell adherent rate also decreased markedly
(90.68% vs 33.16%, P <0.01) while the apoptotic rate
increased markedly (0.7% vs 31.35%, P <0.01). The inhibitory
effect on the cell growth could maintain about a week after
transfection, and the highest inhibitory rate could be 71.8%
three days after transfection.

CONCLUSION: Transfection of ASODN targeted to the pro-
motor region of survivin mRNA by DOTAP liposomal
transfection reagent can down-regulate the expression of
survivin protein and mRNA significantly in 7721 cell line and

inhibit the proliferation of cancer cells. survivin may be an
important target in the therapy of hepatocellular carcinoma.
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摘要
目的: 采用反义寡核苷酸封闭肝癌细胞中survivin基因的表

达，研究其对肝癌细胞生长的抑制作用.

方法: 针对survivin mRNA翻译起始位点设计并合成反义寡

核苷酸(antisense oligonucleotide，ASODN); 采用脂质体

介导survivin ASODN转染人肝癌细胞株SMMC-7721细

胞，western-blot 及原位杂交方法检测 survivin 蛋白及

mRNA表达，流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化，检测

转染前后细胞贴壁率及细胞生长抑制率变化，绘制细胞生

长曲线.

结果: 脂质体介导survivin 反义寡核苷酸转染肝癌细胞后

survivin蛋白及 mRNA表达分别从69.59及 75.61降低至

10.71 及 22.94，细胞贴壁率从90.68% 降低至33.16%，

细胞凋亡率从0.7%增加至31.35%，均有显著差异.  转染

后对细胞生长的抑制作用可以维持大约1 wk，在转染后第

3 d抑制率最高可达71.8％.

结论: 脂质体介导转染survivin反义寡核苷酸可以有效降低

细胞内survivin 基因的表达，诱导细胞发生凋亡，抑制

肝癌细胞生长.
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0   引言

目前肝癌的治疗方法主要集中在抑制肝癌细胞增生和
促进肝癌细胞凋亡两个方面[1-14]，由于抑制细胞增生
的方法对正常肝组织也可能造成较大损伤，因此诱导
肝癌细胞凋亡的方法可能更为合理. survivin是新近发现
的一种抑制细胞凋亡蛋白(inhibitor of apoptosis proteins，
IAP)家族成员，仅特异性地表达于肿瘤组织，在正常
成人组织几乎不表达，通过阻断细胞凋亡的发生过程，
在促进肿瘤的发生发展过程中发挥重要的作用[15-25]. 本研
究采用针对survivin mRNA设计的ASODN，通过脂质
体介导转染人肝癌细胞SMMC-7721抑制其 survivin的



表达，并对其对SMMC-7721 细胞的生长抑制作用进
行了初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株SMMC-7721 为本中心自存，
水浴复苏后调节至1×106/L，接种于30 mL培养瓶及
铺有无菌盖玻片的6孔培养板，以含100 mL/L小牛血
清的RPMI1640 培养液，置于37 ℃，50 mL/L CO2培
养箱中培养，隔日换液，常规培养至80%汇片后进行
转染. 硫代磷酸型寡核苷酸由上海生工生物工程公司合
成，序列如下: 反义寡核苷酸(antisense oligonucleotide，
ASODN)序列 5’GGGGCACCCATGCCGCCGCC3’; 正
义寡核苷酸(sense oligonucleotide，SODN) 序列:  5’
GGCGGCGGCATGGGTGCCCC3’. 两条序列均采用硫代
磷酸型，即在合成时用巯基取代寡核苷酸片段磷上的
羟基. 按照DOTAP脂质体转染试剂盒(Roche，USA)说
明进行转染.
1.2 方法  根据转染复合物浓度分为6组，Ⅰ组: 以无
血清RPMI1640 培养液代替转染复合物作为空白对照
组; Ⅱ组: 1 000 µg/L SODN转染照; Ⅲ，Ⅳ，Ⅴ，Ⅵ
组: 400，600，800，1 000 µg/L ASODN转染组; 每
组设 5 组平行分组，转染进行 24  h 后结束转染用
Western-blot 检测 survivin蛋白的表达. 收集5×106个
细胞，含 1 mmoL/L PMSF(Merk，USA)的细胞裂解液
裂解细胞，提取总蛋白质，紫外分光光度法蛋白定量.
40 µg 蛋白进行120 g/L十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺
(SDS-PAGE)凝胶电泳(Bio-Rad，USA)，以蛋白电泳
转引仪(Bio-Rad，USA)将产物转至PVDF膜; 将膜4 ℃
封闭过夜，TBST 洗膜，加入1: 1000 羊抗人 survivin
(Santa-Cruz，USA)，4 ℃摇床孵育过夜，TBST洗膜，
加入1∶4 000 兔抗羊 IgG/HRP(Santa-Cruz，USA) 室
温孵育90 min，TBST洗膜，Lumiglo 化学发光试剂反
应1 min，X片暗室曝光，常规显影定影. 图像以Bio-
Rad 图像分析系统分析，以相应蛋白条带的平均光强
度值表示p38MAPK表达的相对强度.
1.2.1 原位杂交检测survivin mRNA的表达  survivin cDNA
载体质粒为pcDNA3.1(Invitrogen，USA)，按照质粒抽
提纯化试剂盒(上海华舜，中国)说明书将质粒转化、
扩增、抽提、纯化，以内切酶EcoRI(Gibcol，USA)
将质粒线性化，按Dig-RNA Labeling Kit (Boehring
Mannheim，German)说明以地高辛标记探针; 细胞铺片
转染结束后，以地高辛标记探针进行杂交，NBT-BCIP

显色液40 µL显色，镜下观察，适时终止显色.随机选
择5个200倍视野，计数细胞总数及染色阳性细胞数，

计算杂交阳性率=(杂交阳性细胞数/总细胞数)×100%.

杂交前用RNase 100 mg/L，37 ℃ 1 h预处理细胞片作

阴性对照. 用不含survivin反义cRNA探针的杂交缓冲液

检测作空白对照.

1.2.2 细胞增生活性测定  在6孔培养板内进行转染，

转染结束后换新鲜培养液继续培养24 h 后终止培养，
倒置显微镜下观察细胞生长情况，每孔分别随机计数5
个 20× 10 倍视野下贴壁细胞数及全部细胞数，根据
公式计算细胞贴壁率(%)=(贴壁细胞数 /全部细胞数)×
100%. 收集ASODN转染后的各组细胞，调整至1.5×
107/L，接种于 96 孔板，每孔 200 µL，每组细胞接
种5复孔，共接种 7板，继续常规培养. 每日取出一
板，弃去培养液，生理盐水漂洗两遍，5 g/L 结晶紫
溶液染色，PBS 冲洗，50 ℃烘干，加入 10 g/L SDS
溶液振荡溶解，酶联免疫仪于540 nm读取A值. 以 A
值为纵坐标，以时间(d)为横坐标绘制生长曲线. 计算
细胞生长抑制率(%)=［1-(试验组A值 /空白对照组A
值）］×100%. 收集2×106个细胞，预冷的700 mL/L
乙醇 4 ℃固定24 h，PBS洗涤 3次，细胞重悬于PBS
0.4 mL中，加入5 g/L的RNase A 10 µL 37 ℃孵育1 h，
1 g/L PI 4 ℃染色过夜，流式细胞仪检测凋亡细胞的比
率. Multicycle软件进行数据处理.
         统计学处理  结果以均数±标准差(mean±SD)表示，
采用SPSS10.0软件进行χ2检验、方差分析和q检验分析.

2   结果

2.1 survivin 蛋白和 survivin mRNA的表达  survivin 蛋
白在人肝癌细胞SMMC-7721中高度表达，western blot
检测表明，SODN 转染组较正常对照组无明显变化;
600，800及1 000 µg/LASODN组转染后survivin蛋白表达
较正常对照及SODN转染组显著降低，其中1 000 µg/L
组转染结束后survivin蛋白表达仅为空白对照组的15.4%
(图 1，表 1). survivin mRNA原位杂交产物呈蓝紫色，

图1  SMMC-7721人肝癌细胞株survivin 蛋白的表达Western-blot
1: 空白对照组; 2: 正义对照组; 3: 400 µg/L ASODN组; 4: 600 µg/L
ASODN组; 5: 800 µg/L ASODN组; 6: 1 000 µg/L ASODN组.

表1  survivin ASODN转染后细胞内survivin蛋白及mRNA表达的变

化(mean±SD )

分组           蛋白表达           mRNA表达(%)

空白对照 69.59 75.61±4.05

SODN 70.81 75.46±4.48

400 µg/LASODN转染 52.72 61.83±3.26

600 µg/LASODN转染 43.13 53.99±2.82

800 µg/LASODN转染 25.82 28.21±3.11b

1 000 µg/LASODN转染 10.71 22.94±2.46b

bP <0.01 vs control.
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在转染后3 d细胞生长抑制率最高，其中1 000 µg/L组
在转染结束后第3 d对肝癌生长抑制率最高可达71.8%，
其后逐渐缓慢下降，至7 d 仍可保持一定的生长抑制
作用(图3). 流式细胞仪定量检测凋亡细胞，可见转染后
2倍体峰(G1期细胞)减少，G1峰左侧出现明显的凋亡
峰(亚二倍体峰). 各组细胞凋亡分别为 0.7%，0.8%，
2.4%，7.8%，23.1% 及 31.4%，实验组细胞凋亡均
较对照组有显著增加.

3   讨论

研究发现ASODN可以在转录水平和翻译水平调节相关
基因的表达[26]. 随着DNA自动化合成技术的发展，采用
反义技术抑制和封闭特定基因的表达，已经成为研究基
因功能的重要方法以及基因治疗的重要组成部分.我们
设计了一种针对survivin mRNA翻译起始位点的ASODN，
采用脂质体介导转染肝癌细胞SMMC-7721，以封闭
survivin基因的表达，并研究了其对肝癌细胞的生长抑
制效应. 由实验结果可见，我们针对 survivin mRNA翻
译起始位点设计的ASODN能够确实有效地封闭体外培
养的肝癌SMMC-7721细胞 survivin 基因的表达，并对
抑制其生长活性具有明显的效果，在转染后3 d 抑制
活性最高，其后逐渐缓慢下降，至转染后7 d 仍能保
持一定的抑制活性，表明其药物作用效果具有一定的
可持续性. ASODN通过多种机制产生生物活性，主要与
RNaseH介导的靶mRNA水解，以及由于mRNA-DNA异
源双核酸分子所产生的空间位阻导致翻译停止有关[27].
我们发现，经过survivin ASODN转染后，细胞内survivin
蛋白和mRNA的表达都降低，但较小剂量(600 µg/L)的
ASODN即可引起 survivin蛋白表达的显著降低，而同
样剂量的ASODN还不足以引起survivin mRNA表达的显
著变化，当采用较大剂量(800 µg/L以上)的ASODN时才
会引起survivin mRNA表达的显著降低，说明survivin
ASODN至少在蛋白翻译及mRNA转录两个水平发挥了
作用，其作用的差异可能与ASODN的设计有关. 本实
验结果表明，针对 survivin mRNA翻译起始位点设计
的ASODN，能够确实有效地封闭survivin的表达，在
1 000 µg/L 组，可将 survivin 蛋白的表达下调84.6%，
将其mRNA的表达下调69.7%，可用于特异性地阻断
survivin表达以研究其功能并进行反义治疗.

         ASODN是目前最有可能应用于临床的基因疗法[28].

由于 survivin 仅特异性地表达于肿瘤组织，在正常成

人组织几乎不表达，使得应用survivin特异性抗体免疫

治疗以及反义survivin基因治疗具有良好的靶向性、特

异性及安全性，这是其特有的优点[29-30]. 我们在前期研

究中发现，survivin在人肝癌组织中的表达与肝癌细胞

的增生凋亡比及分化程度有关，并可作为预后不良的

重要指标[31]. 因此我们进一步研究了封闭survivin的表达

对肝癌细胞的生长抑制作用，结果发现，采用针对

survivin mRNA翻译起始位点设计的20聚ASODN，在
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主要分布于细胞质内. 经survivin ASODN作用后survivin
mRNA表达呈逐渐降低的趋势. 统计分析表明，800及
1 000 µg/L ASODN组survivin mRNA杂交阳性率分别为
28.2± 3.1%和 22.9± 2.5%，较正常对照及SODN转
染组显著降低(图 2AB，表 1).

图2  SMMC-7721人肝癌细胞株 原位杂交×400. A: survivin mRNA
强阳性. B:转染survivin ASODN后survivin mRNA明显减弱.

图 3  细胞生长抑制率变化.

2.2 SMMC-7721细胞的增生活性  倒置显微镜下观察，
空白对照以及正义对照组细胞生长良好，接种4 h后大
多数细胞已贴壁生长，形状舒展. survivin ASODN转染后
的细胞贴壁较晚，随时间推移，贴壁细胞减少，24 h
后多数细胞呈悬浮状态. 经survivin ASODN作用后细胞
贴壁率呈逐渐降低的趋势，正义对照组及400 µg/L组
细胞贴壁率较空白对照组差异无显著性，但600，800
及1 000 µg/L组细胞贴壁率分别为74.9±2.1%、51.5±
1.5%及33.2±2.0%，较正常对照(90.7±1.9%)及SODN
转染组(90.0 ± 1.2%)显著降低(P <0.05，0.01 和 0.01).
细胞增生活性空白对照以及正义对照组较高，survivin
ASODN处理后各组细胞增生活性均有不同程度降低，
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其有效地下调survivin mRNA及蛋白的表达的同时细胞
增生活性受到了明显的抑制，经survivin ASODN作用后
细胞贴壁率呈逐渐降低的趋势，600、800及 1 000 µg/
L ASODN组细胞贴壁率较正常对照及SODN转染组显著
降低. 此外，反义药物作用的持续性对于评价药物作
用，特别是对于给药方案具有重要的参考价值. 实验结
果表明survivin ASODN转染后的作用具有一定的持续
性，转染结束后各组细胞增生活性均有不同程度降
低，说明采用ASODN封闭 survivin的表达能够确实地
抑制肝癌细胞的增生活性.
        在调控凋亡的基因中，survivin的抑凋亡作用在肿
瘤发生发展中的作用是十分重要的.我们观察到survivin
ASODN转染能够抑制肝癌细胞的生长，由于 survivin
主要作为抑凋亡基因在细胞中发挥作用，因此我们进
一步研究了survivin ASODN转染对肝癌细胞的生长抑制
效应是否与诱导细胞凋亡有关.采用流式细胞仪检测凋
亡细胞比率，结果发现随着survivin ASODN剂量的增
加，转染后凋亡细胞的比率逐渐增加，较对照组有显著
差异，这也为survivin基因在肝癌细胞中发挥抑凋亡作
用提供了新的证据.
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