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Abstract
AIM: To explore the effects of l iposomes 
Survivin antisense oligonucleotides (ASODN) 
on the growth of human hepatic carcinoma 
transplanted subcutaneously in nude mice.

METHODS: Human hepatic carcinoma trans-
planted subcutaneously was established in nude 
mice. Then the animals were randomly divided 
into 6 groups: control group (A), liposome 
group (B), sense oligonucleotide (SODN) group 
(C), 200 (D), 400 (E) and 600 µg/L (F) ASODN 
group. After treatment with the corresponding 
methods for 2, 4, 8, 12, 16, 20 d, the expression of 
Survivin mRNA and protein detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction and 

Western blot, respectively�.

RESULTS: The growth of the tumors was sig-
nificantly inhibited in all ASODN groups as 
compared with that in the control, liposome and 
SODN group after treatment for 20 d. The num-
ber of apoptotic cells in ASODN group increased 
and Survivin expression became weakened. The 
expression of Survivin was significantly lower in 
group E and F than those in group A, B, C, and 
D (mRNA: 0.33 ± 0.04, 0.28 ± 0.03 vs 0.82 ± 0.02, 
0.78 ± 0.05, 0.72 ± 0.04, 0.57 ± 0.03, P < 0.05; pro-
tein: 34.9 ± 3.89, 21.2 ± 3.65 vs 72.14 ± 6.53, 69.31 
± 5.34, 68.29 ± 4.98, 53.8 ± 5.23, P < 0.05).

CONCLUSION: Survivin ASODN can inhibit 
the growth of human hepatic carcinoma in nude 
mice by inducing cell apoptosis and decreasing 
Survivin expression.

Key Words: Antisense olignucleotides; Hepatic car-
cinoma; Survivin; Disease models; Nude mice
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摘要
目的: 检测Survivin反义寡核苷酸(ASODN)在
人肝癌耐药细胞株裸鼠皮下移植瘤中的表达
情况. 

方法:  将30只裸鼠建立人肝癌耐药细胞系
SMMC-7721/ADM皮下移植瘤模型, 随机分
成6组: 空白对照组(A)、脂质体转染对照组
(B)、正义链对照组(C)、200(D)、400(E)和
600 µg/L(F)反义链组(ASODN组), 用不同的转
染液注射后2, 4, 8, 12, 16, 20 d, 用逆转录聚合
酶链反应技术(RT-PCR)和Western blot蛋白免
疫印迹法检测治疗后各组肿瘤组织中Survivin 
mRNA和蛋白表达的变化. 

结果: 注射后20 d, ASODN组肿瘤细胞生长明
显抑制, 空白对照组、脂质体转染对照组和正
义链对照组裸鼠的mRNA和蛋白表达无明显
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■背景资料
手术切除是肝癌
治 疗 的 首 选 方
法 ,  而 化 疗 仍 为
其 主 要 方 法 .  对
化疗药物产生耐
药性是肝癌治疗
的 一 大 难 题 ,  也
是综合治疗效果
欠佳的重要原因. 
Survivin是近年发
现的一种抑制细
胞凋亡分子家族
成员, 仅特异性地
表达于肿瘤组织, 
Surv iv in基因治
疗具有良好的靶
向性、特异性及
安全性. Survivin
反义寡核苷酸具
有抑制癌基因表
达异常或诱导肿
瘤细胞凋亡的作
用, 可以促进肿瘤
细胞凋亡并抑制
其增殖, 而对正常
组织几乎没有不
良影响; Survivin
还可以通过直接
抑制凋亡信号转
导 过 程 中 最 下
游 的 效 应 分 子
Caspase-3的活性
而阻断凋亡的发
生过程, 并降低肿
瘤细胞对许多化
疗药物的敏感性. 



差异, 而ASODN组mRNA和蛋白表达随着时
间和浓度的增加, Survivin表达减弱, E, F组与
其余个组(A, B, C, D)相比有显著差异(mRNA: 
0.33±0.04, 0.28±0.03 vs  0.82±0.02, 0.78±
0.05, 0.72±0.04, 0.57±0.03, P <0.05; 蛋白: 
34.9±3.89, 21.2±3.65 vs  72.14±6.53, 69.31
±5.34, 68.29±4.98, 53.8±5.23, P <0.05).

结 论 :  S u r v i v i n 反 义 寡 核 苷 酸 能 够 下 调
Survivin mRNA和蛋白的表达, 抑制裸鼠皮下
移植瘤的生长.

关键词: 反义寡核苷酸; 肝癌; Survivin; 疾病模型; 
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0  引言

Survivin是近年来发现的凋亡抑制蛋白(inhibitor 
of apoptosis proteins, IAP)家族的一个新成员, 他
可以通过有丝分裂促进细胞增殖、抑制细胞凋

亡. 研究表明, Survivin在肝癌等肿瘤细胞中表达

较高, 应用Survivin反义寡核苷酸在体外可明显

抑制肝癌细胞的生长. 已有研究表明肝癌细胞

的耐药性与Survivin基因的抗凋亡作用密切相

关[1-2]. 我们通过应用Survivin反义寡核苷酸作用

人肝癌耐药细胞裸鼠移植瘤, 观察治疗后各组

肿瘤组织中Survivin mRNA和蛋白表达的变化

及其对移植瘤生长的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌耐药细胞株SMMC-7721/ADM
由南方医科大学药理教研室饶进军教授提

供; 阳离子脂质体(LipofectamineTM 2000)购自

Invitrogen公司; 羊抗人Survivin多克隆抗体为

SantaCruz(美国)公司产品; 辣根过氧化物酶标

记的兔抗羊I g G购自北京中山生物工程公司; 
ECL显色试剂盒购自武汉亚法生物工程公司; 
Trizol购于Gibco公司; RT-PCR一步法试剂盒为

TaKaRa公司产品; Western blot试剂盒购于博士

德公司. 4-6周龄BALB/C裸小鼠, 体质量19.2±
1.3 g, 由南方医科大学实验动物中心提供, 饲
养于SPF级无菌饲养室, 用高压灭菌的饮用水

和饲料定期喂养. Survivin正、反义寡核苷酸的

设计、合成: 根据Survivin的基因序列(GenBank 
Accession Number U75285), 应用Primer5.0软
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件设计互补于Survivin mRNA的232-251序列

的20个碱基组成的ASODN链: 5'-CCCAGCC
TTCCAGCTCCTTG-3', 同时合成正义链: 5'- 
CGCAGTAGCTGCGCTGATTG-3', 两条序列每

端5个磷酸基采用硫代修饰. 在GenBank中证实

反义寡核苷酸(ASODN)及正义寡核苷酸(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, 由上海生工公司合成.
1.2 方法 水浴复苏人肝癌耐药细胞株SMMC- 
7721/A D M后接种于30 m L培养瓶 ,  在37℃ , 
50 mL/L CO2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

胞并计数, 制成3.5×108/L的细胞悬液备用. 将
对数生长期的人肝癌细胞SMMC-7721/ADM制

成单细胞悬液, 浓度调整为3.5×108/L, 分别取

0.2 mL接种于每只裸鼠背部靠左后肢处, 建立

裸小鼠人肝癌模型. 接种后每天观察注射点有

无破溃红肿, 以皮下结节直径超过0.5 cm为成

瘤标准. 将30只成瘤后的裸小鼠随机分成6组: A
组: 空白对照组; B组: 脂质体转染对照组; C组: 
脂质体SODN对照组; D组: 200 µg/L ASODN; E
组: 400 µg/L ASODN; F组: 600 µg/L ASODN. 
各组均于成瘤后2 d向瘤体内直接注射相应的

脂质体、脂质体与正义寡核苷酸、不同浓度的

反义寡核苷酸制成的转染复合物0.2 mL, 观察

裸小鼠皮下移植瘤生长情况及裸小鼠体质量变

化. 注射前室温下先将脂质体溶于转染液中静

置45 min, 然后与相应的寡核苷酸混合包裹静

置15 min. 第20天将裸小鼠处死, 将处死后的裸

小鼠部分肿瘤组织用40 g/L多聚甲醛固定, 标本

经石蜡包埋后连续4 µm切片, HE染色, 光镜下

观察人肝癌移植瘤细胞形态变化. 免疫组织化

学检查方法检测Survivin的表达: 一抗为羊抗人

Survivin多克隆抗体, 工作浓度1∶1000; 二抗为

辣根过氧化物酶标记兔抗羊IgG, 工作浓度1∶
4000, 按试剂盒说明进行操作. 
1.2.1 Western blot检测移植瘤细胞Survivin蛋

白表达  第20天将裸小鼠处死后 ,  取50 m g肿
瘤组织匀浆后离心, 取上清液移植瘤细胞1×
106个. 加入预冷至4℃的50 µL裂解缓冲液. 用
40 µg/孔上样, 120 g/L十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺(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(1∶1000羊抗人生存素抗

体)4℃孵育过夜, TTBS漂洗后(10 min×3次), 加

www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究通过动物
模型, 对survivin
反 义 寡 核 苷 酸
(ASODN)作用耐
药肝癌细胞, 及对
耐药肝癌细胞化
疗的影响方面进
行探讨, 为提高肝
癌的治疗效果及
化疗药物的敏感
性寻找新的靶点
及思路.
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入二抗(辣根过氧化物酶标记的1∶4000兔抗羊

IgG), 37℃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. 
X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

度值表示生存素蛋白表达的相对强度. 
1.2.2 RT-PCR法检测移植瘤细胞生存素mRNA表

达 裸鼠处死后, 取50 mg肿瘤组织, 匀浆离心后

取移植瘤细胞1×106个. 提取总RNA, 紫外分光

光度计检验纯度并定量. 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. 设计Survivin上游

引物序列为5'CACCGCATCTCTACATTCAA3', 
下游引物序列为5'CACTTTCTTCGCAGTTT
CCT3', 扩增片段长度为191 bp; 内对照基因

GADPH, 上游引物序列为5'CTCAGACACCAT
GGGGAAGGTGA3', 下游引物序列为5'ATGAC
TTGAGGCTGTTGTCATA3', 扩增片段长度为

372 bp. 采用一步法RT-PCR检测Survivin mRNA
的表达, 50℃ 30 min完成反转录, 94℃预变性

2 min后进入PCR循环, 94℃变性30 s, 60℃复

性30 s, 72℃延伸1.5 min, 共30个循环. PCR产
物8 µL在琼脂糖凝胶上电泳, 经凝胶图像分析

仪分析结果, 以Survivin和GAPDH的比值作为

Survivin mRNA的相对含量.
统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 采用SPSS 10.0统计软件进行分析, 多个样本

间比较行单因素方差分析.

2  结果

各组裸小鼠接种人肝癌耐药细胞系S M M C- 
7721/ADM单细胞悬液后均存活并有肿瘤形成, 
接种点无红肿破溃表现, 成瘤时间为13.5±2.1 d, 
移植瘤体积为72.5±6.7 mm3. 移植瘤HE染色后, 
光镜下见各对照组人肝癌移植瘤细胞密集成群, 
细胞多为多边形, 核大深染. 而各ASODN实验组

可见肿瘤细胞较少, 分布稀疏, 有变性的液化坏

死灶, 癌细胞皱缩变圆, 胞核固缩, 核深染. 免疫

组化染色后见对照组Survivin蛋白主要位于肝癌

细胞质, 表达较强, 呈棕黄色颗粒, 癌周组织无质, 表达较强, 呈棕黄色颗粒, 癌周组织无, 表达较强, 呈棕黄色颗粒, 癌周组织无

表达. 而ASODN实验组则明显可见Survivin蛋白

表达降低, 数量减少, 颜色变淡. 
2.1 对人肝癌裸小鼠皮下移植瘤Survivin蛋白表

达的影响 Western blot显示Survivin蛋白在移植

瘤细胞中有高度表达(图1A). A, B, C和D组之间

Survivin蛋白表达无明显差异(P >0.05). E和F组

蛋白表达较A, B, C和D组显著降低(P <0.05, 表1). 
2.2 对人肝癌裸小鼠移植瘤Survivin mRNA表达

的作用 用图像分析仪对RT-PCR扩增产物进行

图像分析, 结果显示对照组和Survivin ASODN
处理组在191 bp处均出现特异性的Survivin条带

(图1B). A, B, C和D组之间Survivin mRNA无明

显差异(P >0.05). E和F组蛋白表达较A, B, C和D
组显著降低(P <0.05, 表1).

3  讨论

Survivin基因由Ambrosini et al [3]于1995年发现并

克隆, 定位于人染色体17q25, 其编码含142个氨

基酸、相对分子质量为16.5 kDa的蛋白质. 他
表达于细胞周期的G2/M期, 作用于细胞有丝分

裂的纺锤体, 是细胞内凋亡抑制蛋白家族的一

个新成员. 已经证明, 绝大多数的恶性肿瘤都高

表达Survivin, 而在正常分化成熟的组织中几乎

不表达. Survivin基因在多数肿瘤组织中呈高表

达, 且与组织分化平衡有关, 即具有肿瘤选择性

■应用要点
通过动物实验验
证Survivin反义寡
核苷酸可有效的
抑制人耐药肝癌
细胞SMMC-7721/
ADM裸鼠皮下肿
瘤的生长, 促进诱
导肿瘤细胞的凋
亡, 而对正常细胞
无明显影响, 具有
良好的靶向性、

特异性及安全性. 
可以成为抗肿瘤
治疗的新的靶点.

表  1  Survivin mRNA和蛋白表达 (mean±SD)

     
分组	               Survivin mRNA	      Survivin蛋白

A 	               0.82±0.02	                    72.14±6.53

B 	               0.78±0.05	                    69.31±5.34

C	               0.72±0.04	                    68.29±4.98

D 	               0.57±0.03	                      53.8±5.23

E 	               0.33±0.04	                      34.9±3.89

F 	               0.28±0.03	                      21.2±3.65

图  1  移植瘤Survivin的表达. A: Survivin蛋白; B: Survivin 

mRNA; M: 100 bp DNA Marker; 1: 空白对照组; 2: 脂质体转

染对照组; 3: 脂质体SODN对照组; 4: 200 mg/mL ASODN组; 

5: 400 mg/mL ASODN组; 6: 600 mg/mL ASODN组.

16.5 kDa

1          2           3          4        5         6

A

B

bp
900

800
700
600
500
400
300
200
100

bp
372
191

M    1    2     3     4     5     6

■名词解释
反 义 技 术 ( a n t i -
sense technology): 
是根据碱基互补
原 理 ,  用 人 工 合
成或生物合成的
特定的互补DNA
或 R N A 片 段 及
其化学修饰产物
结合目的基因或
mRNA上特定的
序列(靶核酸), 阻
断从基因到蛋白
的信息流, 以达到
阻断或抑制基因
的转录或翻译的
技术.
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的特点[4-6]. Ikeguchi et al [7]对Survivin在肝癌中

的表达及相关性进行了分析, 发现Survivin基因

与肝癌的形成和发展有着较大关系, 他在正常

肝组织基本不表达, 而在肝癌中却表达较高, 他
不但是早期发现肝癌的一个较好的标志物, 也
是判断预后的较佳指标. 因此Survivin可能是一

个理想的肝癌基因治疗靶点. 应用反义核酸技

术治疗肿瘤是根据碱基互补机制, 用人工合成

的特定DNA或RNA片段ASODN分子与进入细

胞质的mRNA上的特定位点相结合, 形成DNA-
RNA复合物, 抑制mRNA与核糖体结合, 同时

激活RNA降解酶H, 降解mRNA, 从而抑制或封

闭基因的表达, 干扰致病蛋白质的产生[8]. 采用

Survivin ASODN进行抗癌治疗具有广谱性和

副作用小的特点[9-11]. 我们采用反义技术, 针对

Survivin基因合成一段长20个碱基的ASODN, 采
用硫代磷酸修饰、脂质体包裹来增强其稳定性

和抗酶解能力. 将其直接注射于人肝癌耐药细

胞裸鼠皮下移植瘤内, 发现对照组裸鼠皮下移

植瘤无明显抑制, 肿瘤呈持续性增长; 而脂质体

ASODN则能明显地抑制移植瘤的生长, 肿瘤呈

进行性缩小, 提示Survivin ASODN在体内实验

中可以有效的抑制移植瘤的生长, 并且具有明

显的时效性和剂量依赖性. 而HE染色及免疫组

化结果则显示, ASODN组液化坏死灶增多, 凋
亡细胞增加, Survivin表达减少、减弱. 这提示

Survivin ASODN对肝癌移植瘤的生长抑制作用

可能是通过解除Survivin对癌细胞的凋亡抑制作

用, 使增殖细胞减少, 坏死细胞增多, 移植瘤体

积缩小所致. 研究中发现, Survivin ASODN确实

能够有效地封闭移植瘤Survivin基因的表达, 而
SODN、脂质体组均对Survivin表达无影响. 这
说明三种浓度的ASODN可以通过降低Survivin
蛋白及mRNA的表达, 诱导细胞凋亡来阻止肝癌

细胞的生长. 
总之, Survivin反义寡核苷酸能够通过诱导

人肝癌裸鼠皮下移植瘤细胞凋亡, 下调Survivin 

mRNA和蛋白的表达, 抑制裸鼠皮下移植瘤的生

长. 以Survivin为靶基因, 利用反义技术治疗肿瘤

可望成为一种有效的基因治疗方法. 
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■同行评�价
已 有 研 究 显 示
Survivin基因在肝
癌中高表达, 可能
是早期诊断与预
后判断的指标之
一. 本文为体外实
验研究, 利用反义
技术, 观察了对人
肝癌耐药细胞裸
鼠皮下移植瘤的
抑制作用、机制
为诱导癌细胞凋
亡, 下调Survivin 
mRNA和蛋白的
表达, 为基因靶向
治疗提供了实验
依据, 是有一定意
义.


