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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of 
survivin antisense oligonucleotide (ASODN) on 
nude mice bearing human pancreatic carcinoma 
xenograft.

METHODS: The nude mouse model of pancre-
atic cancer was established using human pancre-
atic cancer cell line BxPC-3. The mice bearing tu-
mor were intratumorally injected with survivin 
ASODN (40 g/200 L per mouse). The tumor size 
and volume were measured before and after 
injection. The pathological changes of tumor 

tissues were observed. The expression level 
of survivin mRNA was measured by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT- 
PCR), and the activity of caspase-3 was evalu-
ated using a caspase-3 assay kit. The expression 
of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and 
microvessel density (MVD) were detected by 
immunohistochemistry.

RESULTS: Twenty days after injection, the 
tumor volume and weight were significantly 
decreased in survivin ASODN group as com-
pared with those in the control and SODN 
group (427.34 ± 12.44 mm3 vs 703.56 ± 12.51, 
687.59 ± 12.44 mm3, P < 0.01; 0.57 ± 0.06 g vs 1.16 
± 0.12, 1.07 ± 0.10 g, P < 0.01), and the tumor 
inhibition rate was 50.86%. The expression of 
survivin mRNA was decreased by 50%, while 
the caspase-3 activity was significantly higher in 
survivin ASODN group than that in the control 
and SODN group (0.040 ± 0.018 vs 0.006 ± 0.001, 
0.007 ± 0.002, P < 0.01). The expression of PCNA 
and MVD were significantly lower in survivin 
ASODN group than those in the control and 
SODN group (28.33 ± 2.16 vs 35.17 ± 3.71, 34.33 
± 3.27, P < 0.01; 15.50 ± 3.08 vs 21.33 ± 2.94, 20.67 
± 2.16, P < 0.01). However, both expression of 
PCNA and MVD had no significant difference 
between the control and SODN group (P > 0.05).

CONCLUSION: Survivin ASODN can inhibit 
the growth of human pancreatic carcinoma xe-
nograft in nude mouse through activating cas-
pase-3 to induce apoptosis, and suppressing the 
proliferation of pancreatic cancer cells as well as 
the angiogenesis of carcinoma.
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摘要
目的: 探讨survivin反义寡核苷酸对胰腺癌荷

®

■背景资料
胰腺癌因恶性程
度高, 手术切除率
低, 同时存在对放
疗和化疗的不敏
感 性 ,  在 临 床 上
对胰腺癌的治疗
面临着巨大的挑
战, 近年来, 以某
些肿瘤基因作为
靶点的基因治疗
可能为胰腺癌的
治疗提供新的有
效方法. survivin
是近年发现的一
种 凋 亡 抑 制 基
因, 属于凋亡抑制
蛋白(inhibitor of 
apoptosis protein, 
IAP)家族的新成
员, 是目前发现的
最强的凋亡抑制
因子, 因其在肿瘤
组织表达的特异
性而成为研究的
热点.
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 瘤裸鼠的治疗作用. 

方法: 构建胰腺癌荷瘤裸鼠模型, 采用瘤内
注射方式, 每只注射surv iv in反义寡核苷酸
(ASODN) 40 g/200 L, 对裸鼠进行干预治疗. 
观测裸鼠肿瘤生长情况及瘤体质量、病理形
态; 应用RT-PCR检测肿瘤的survivin mRNA变
化; 应用caspase-3试剂盒检测caspase-3活性;  
免疫组织化学法检测肿瘤增殖指数(PI)和微
血管密度(MVD). 

结果: 治疗20 d后, survivin ASODN治疗组的
平均体积(427.34±12.44 mm3)明显小于对
照组(703.56±12.51 mm3)和正义组(687.59
±12.44 mm3)(P <0.01); 治疗组瘤重(0.57±
0.06 g)也显著低于对照组(1.16±0.12 g)和正
义组(1.07±0.10 g)(P <0.01), 抑瘤率为50.86%. 
survivin ASODN治疗组survivin mRNA与对
照组和正义组相比降低了约50%; su rv iv in 
ASODN治疗组肿瘤的caspase-3相对活性明显
高于对照组和正义组(0.040±0.018 vs  0.006±
0.001, 0.007±0.002, P <0.01); survivin ASODN
治疗组的P I(28.33±2.16)明显低于对照组
(35.17±3.71)和正义组(34.33±3.27)(P <0.01); 
survivin ASODN组MVD(15.50±3.08)明显
低于对照组(21.33±2.94)和正义组(20.67±
2.16)(P <0.01); 而对照组和正义组PI和MVD均
无显著性差异(P <0.05).

结论: survivin ASODN可显著抑制荷胰腺癌
裸鼠的肿瘤生长, 其作用机制可能是通过提高
caspase-3活性来诱导细胞凋亡, 通过抑制肿瘤
细胞的增殖和新生血管的形成来发挥抗肿瘤
效应.

关键词: 胰腺癌; survivin; 反义寡核苷酸; 裸鼠
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0  引言

在中国, 胰腺癌在肿瘤引起的死亡中占第6位, 
胰腺癌的5 a生存率不到4%, 而且, 近年来胰腺癌

的发病率在中国呈上升趋势[1-2]. 因胰腺癌起病

隐匿, 发展迅猛, 缺乏有效的早期诊断工具, 在
胰腺确诊时大部分患者已经出现转移, 只有20%
的患者有手术切除的机会, 但术后预后较差, 另
一方面胰腺癌对放疗和化疗存在着不敏感性 ,  
因此 ,  对胰腺癌的治疗面临着巨大的挑战[3]. 

近年来随着对肿瘤分子学机制研究的不断深

入, 以某些肿瘤基因作为靶点的基因治疗可能

为胰腺癌的治疗提供新的有效方法[4-5]. survivin
是近年发现的一种凋亡抑制基因, 属于凋亡抑

制蛋白(inhibitor of apoptosis protein, IAP)家族

的新成员, survivin选择性的表达于胚胎发育组

织和大多数肿瘤组织, 其表达与肿瘤患者的病

程恶性进展、预后差、肿瘤的复发和耐药性密

切相关[6-12]. 我们先前的研究表明, survivin在胰

腺癌组织中高表达, 而在正常组织中不表达, 其
表达与胰腺癌的细胞增殖、凋亡和血管生成

密切相关, 并且survivin反义寡核苷酸(antisense 
oligonucleotides)可诱导胰腺癌BxPC-3细胞增

殖、诱导细胞凋亡并增加BxPC-3细胞对吉西他

滨化疗敏感性[13-16]. 本研究进一步探讨survivin 
ASODN对胰腺癌荷瘤裸鼠的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺癌BxPC-3细胞系购自第四军医

大学口腔生物细胞培养库. ASODN序列 [16-17]

为5'-CCCAGCCTTCCAGCTCCTTG-3', 正义

寡核苷酸(SODN)序列为: 5'-CAAGGAGCTG
GAAGGCTGGG-3', 二者均经硫代磷酸化修

饰, 以及survivin和内参β-act in引物均由上海

生工生物工程公司合成. 阳离子脂质转染剂转

染(LipofectAMINETM2000)系Gibco公司产品;  
RNA提取液(TRIzol)购自Life Technologies公司; 
RT-PCR购自TaKaRa公司; 鼠抗人PCNA mAb为
北京中山公司产品; 兔抗人FⅧ-RAg多克隆抗体

和Envision二步法免疫组化试剂盒系DAKO公司

产品; caspase-3比色检测试剂盒系Calbiochem公

司产品. 所用BALB/C nu/nu遗传背景的裸鼠购

于第四军医大学动物中心, 选用4-6周龄、体质

量18-22 g的♀裸鼠21只, 在兰州军区乌鲁木齐

总医院动物中心SPF级条件下饲养.
1.2 方法 

1.2.1 细胞培养及裸鼠荷瘤模型的建立 胰腺癌

BxPC-3以含100 mL/L的新生小牛血清(56℃, 
灭活30 min)、100 kU/L青霉素、100 mg/L链
霉素的RPMI 1640培养基(Gibco公司), 在37℃, 
50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养, 每2-3 d换液

传代, 取对数期生长的细胞实验. 至对数生长期

的细胞用2.5 g/L胰酶消化后, 收集制成1011个/L
的细胞悬液备用. 将胰腺癌BxPC-3细胞107混以

0.1 mL PBS皮下注射于裸鼠背部, 建立肿瘤模

型. 每只裸鼠取1个注射点, 接种后每天观察有

■应用要点
本研究在先前研
究的基础上, 建立
胰腺癌裸鼠模型, 
应用survivin反义
寡核苷酸, 从荷胰
腺癌裸鼠模型的
体内实验进一步
证明靶向survivin
的基因治疗可抑
制肿瘤细胞的增
殖 、 抑 制 血 管
生 成 ,  通 过 提 高
caspase-3的活性
来诱导细胞凋亡, 
在临床上有广阔
的应用前景.
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 无肿瘤形成及注射点有无破溃红肿, 按规定时

间测量肿瘤体积, 经过3-7 d潜伏期, 可见接种部

位皮下出现灰白色结节, 并逐渐长大, 呈圆形或

椭圆形, 突出于体表, 以肿瘤直径0.5 cm为成瘤. 
1.2.2 实验分组及处理 皮下接种15 d后, 有19
只裸鼠成瘤, 将其中18只裸鼠随机分为3组, 每
组6只. 正常对照组: 注射lipofectin 10 μg+转染

液(无血清无抗生素培养液), 总量200 μL; 正义

治疗组: 注射survivin SODN 40 μg+lipofectin 
10 μg+转染液总量200 μL; 反义治疗组: survivin 
ASODN 40 μg+lipofectin 10 μg+转染液总量

200 μL. 各组均同时于第15, 20, 25, 30天瘤内多

点注射试剂200 μL, 注射前脂质体先于室温下溶

于转染液中45 min, 再与寡核苷酸包裹并室温下

静置15 min.
1.2.3 检测指标和检测方法 每次在转染开始前

用游标卡尺测量肿瘤大小1次, 每5 d 1次, 连续

观测20 d, 期间未出现裸鼠死亡, 于第35天拉

颈处死裸鼠, 剥离皮下肿瘤, 测量肿瘤长、短

径, 称瘤质量m . 肿瘤体积按公式V  = 3.14/6×a
×b 2计算, 其中a为肿瘤的长径, b为短径, 单位

为毫米(mm). 抑瘤率 = (对照组m -实验组m /对
照组m )×100%, 肿瘤标本部分快速投入液氮

罐中, -80℃保存, 部分组织用40 g/L中性甲醛

固定, 石蜡包埋, 连续切片, 厚度4 µm, 以备免

疫组化染色和HE染色用. 取肿瘤组织50 mg, 用
RNA提取液TRIzol提取总RNA. 用RT-PCR试剂

盒方法, 取1 µg总RNA用于逆转录合成cDNA, 
10 µL cDNA用于PCR反应, 加入survivin的引物

序列为: 5'-GTGAATTTTTGAAACTGGACAG-
3'(F)和5'-CCTTTCCTAAGACATTGCTAAG-
3 ' ( R ) ,  2 4 3  b p ;  内参b - a c t i n引物序列为 : 
5'-CTTCTACAATGAGCTGCGTG-3'(F)和
5'-TCATGAGGTAGTCAGTCAGG-3'(R), 309 bp;  
经过变性后进入循环. PCR产物5 µL在20 g/L琼
脂糖上电泳(含0.5 mg/L溴化乙锭), 经凝胶图像

分析仪分析结果, 将survivin和b-actin的比值做

为survivin表达的参数, 对survivin的PCR产物进

行相对定量. 实验取未处理的B x P C-3细胞做

对照.
1.2.4 caspase-3活性测定 取肿瘤组织20 mg, 将组

织团块加入1 mL冰裂解液(50 mmol/L HEPES, 
1 mmol/L DTT, 0.1 mmol/L EDTA, 10 g/L 
CHAPS, pH 7.4)中10 min, 4℃; 13 000 g离心

10 min, 取上清液; 用Coomassie Reagent(Pierce)
进行蛋白定量;  100 µ g蛋白用裂解液稀释到

40 µL; 加入40 µL反应缓冲液(100 mmol/L NaCl, 
50 mmol/L HEPES, 10 mmol/L DTT, 1 mmol/L 
EDTA, 10 g/L CHAPS, 100 mL/L丙三醇, pH 7.4) 
和20 µL比色标记的caspase-3底物(Ac-DEVD-
pNA), 使终浓度为200 µmol/L, 放入50 mL/L CO2

孵箱, 37℃, 4 h; 用酶标免疫测定仪测定波长

405 nm下的吸光度值来反映caspase-3相对活性

的吸光度. 实验重复两次, caspase-3相对活性用

mean±SD表示.
1.2.5 增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)的检测 采用免疫组化SP法染色. 
鼠抗人PCNA mAb工作浓度1∶50. PCNA蛋白

表达以细胞核出现棕黄色颗粒为阳性细胞, 每
例切片计数至少10个400倍视野, 以平均每1000
个细胞中所含阳性细胞的个数作为增殖指数

(proliferating index, PI).
1.2.6 肿瘤微血管密度(microvessel density, MVD) 
采用免疫组化SP法染色, 兔抗人FⅧ-RAg多克隆

抗体工作浓度1∶100. 光镜下进行微血管计数

并取其均值, 方法如下: 每张切片先在低倍镜下

(100倍)全面观察, 确定5个血管密度最高热点, 
再在高倍镜下(<200倍)进行微血管计数. 记录5
个热点视野的微血管数, 取其均值作为该标本

的MVD.
统计学处理 采用SPSS 10.0, 进行作图和统

计分析, 均数比较用t检验.

2  结果

2.1 survivin ASODN对胰腺癌荷瘤裸鼠的肿瘤

生长抑制作用 应用经典的胰腺癌皮下移植瘤

方法建立胰腺癌裸鼠模型, 1 wk后可见裸鼠胰

腺癌移植瘤成功率90.47%, 种植肿瘤15 d开始

进行治疗(图1), 在接种肿瘤的第25天(即治疗开

图  1  三组裸鼠的肿瘤生长曲线. 
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■同行评价
本文内容丰富, 实
验设计合理, 数据
处理准确, 结论较
为明确, 是一篇较
好的实验研究文
稿.
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始的第10天), survivin ASODN治疗组的肿瘤的

体积明显小于对照组和正义组, 到第35天, 对照

组、正义组和survivin ASODN组肿瘤的平均体

积分别为703.56±12.51, 687.59±12.44, 427.34
±12.44 mm3, survivin ASODN治疗组的平均体

积明显小于对照组和正义组(P <0.01), 而对照

组、正义组之间差异无显著性(P >0.05)(图1), 3
组的平均瘤质量分别为1.16±0.12, 1.07±0.10, 
0.57±0.06 g, survivin ASODN治疗组的平均瘤

重明显小于对照组和正义组(P <0.01), 而对照

组、正义组之间差异无显著性(P >0.05). survivin 
ASODN组的平均抑瘤率为50.86%. 在饲养期间

未发现裸鼠死亡及出现其他躯体的毒性反应.  
2.2 组织学观察 对照组组织切片HE染色可见, 
肿瘤细胞为导管上皮细胞, 肿瘤细胞在部分区

域呈实性巢状排列, 许多瘤细胞排列松散, 亦偶

可见呈游离状态的瘤细胞, 间有小腺腔样结构, 
肿瘤细胞异型性明显, 瘤巨细胞及多核瘤细胞

可见. 治疗组组织切片发现, 肿瘤细胞出现坏死

区, 可见淋巴浸润细胞(图2).
2.3 肿瘤组织survivin mRNA的表达 RT-PCR产物

电泳显示对照组和处理组在243 bp处均出现特

异性的survivin条带, ASODN组survivin mRNA
的表达明显低于对照组, 经凝胶图像分析仪分

析结果显示, 对照组、正义组和survivin反义寡

核苷酸组的平均survivin/b-actin mRNA分别为

0.87±0.05, 0.84±0.04和0.44±0.06, survivin 
ASODN组与对照组和正义组之间均具有显著性

差异(P <0.01). survivin ASODN组survivin与对照

组相比下降了约50%.
2.4 survivin ASODN对肿瘤组织caspase-3活性的

影响 对照组、正义组和survivin ASODN组肿瘤

的caspase-3相对活性分别为0.006±0.001, 0.007
±0.002和0.040±0.018, survivin ASODN组与对

照组和正义组之间均具有显著性差异(P <0.01).

2.5 survivin ASODN对肿瘤的细胞增生和血管

生成的影响 surviving ASODN组肿瘤的PCNA 
PI(28.33±2.16)明显低于对照组(35.17±3.71)和
正义组(34.33±3.27), 差异具有显著性(P <0.01). 
对照组、正义组和survivin ASODN组肿瘤的

MVD分别为21.33±2.94, 20.67±2.16, 15.50±
3.08, survivin ASODN组的MVD明显低于对照组

和正义组, 均具有显著性差异(P <0.01), 而对照

组和正义组PI和MVD均无显著性差异(表1). 

3  讨论

survivin是IAP家族的新成员, 是目前发现的最

强的凋亡抑制因子, survivin的组织分布特征具

有明显的选择性, 其表达于胚胎和发育的胎儿

组织, 但不见于终末分化的成人组织(胸腺、生

殖腺除外), 而表达于大多数的肿瘤组织中[18-19]. 
survivin具有抑制凋亡和调节细胞分裂的双重

功能, 他参与细胞增生、分裂、细胞周期及细

胞凋亡的调控, 与肿瘤的发生密切相关, 研究

表明, survivin能够通过杆状病毒IAP重复序列

(BIR)作用于caspase-3, caspase-7来抑制细胞凋

亡[20-21], survivin的高表达可以使肿瘤细胞免受

各种凋亡信号的刺激而帮助细胞存活[22-23]. 一
些研究表明, surv iv in的高表达与肿瘤的预后

差和耐药性有关[24-26]. survivin的过表达与胰腺

癌的发生、发展密切相关[27]. 本研究结果显示, 
survivin ASODN作用于荷瘤裸鼠瘤体20 d后, 

表  1  三组肿瘤的增殖指数、微血管密度和瘤质量

     
分组	                 PI	     MVD	        瘤质量(g)

对照组          35.17±3.71     21.33±2.94     1.16±0.12

SODN组       34.33±3.27     20.67±2.16     1.07±0.10

ASODN组     28.33±2.16b   15.50±3.08b    0.57±0.06b

bP<0.01 vs  对照组.

图  2  对照组和反义治疗组肿瘤的组织学形态(HE×200). A: 对照组; B: 反义治疗组.

BA
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 survivin ASODN治疗组的平均体积明显小于对

照组和正义组, 而对照组、正义组之间差异无

显著性. survivin ASODN治疗组的平均瘤重明

显小于对照组和正义组, 而对照组、正义组之

间差异无显著性. survivin ASODN组的平均抑

瘤率为50.86%. 在饲养期间未发现裸鼠死亡及

出现其他躯体的毒性反应. survivin ASODN组

survivin mRNA与对照组相比下降了约50%. 这
充分表明, survivin ASODN对荷瘤裸鼠体内靶基

因表达和肿瘤生长确有一定抑制作用. 同时发

现, survivin ASODN治疗组肿瘤的caspase-3相对

活性明显高于对照组和正义组. caspase是细胞

凋亡的核心机制, survivin直接作用于caspase, 主
要抑制caspase-3和caspase-7的活性, 阻断细胞

凋亡过程[21]. caspase-3主要通过以下途径促进凋

亡: 裂解DNA修复相关分子; 裂解凋亡抑制蛋白

等; 裂解细胞外基质蛋白及骨架蛋白; 裂解其他

相关分子[28]. caspase-3对底物的切割不仅特异, 
而且高效. 在凋亡发生的过程中, caspase-3既可

作为凋亡的启动者, 也可作为凋亡的效应物, 从
而形成瀑布式连锁反应, 促使凋亡得以完成[29]. 
研究证明, 利用反义核酸技术干扰survivin的表

达或抑制其功能的发挥可抑制有丝分裂并促进

自发的细胞凋亡[30]. 使肿瘤生长速度延缓, 瘤重

量减轻. 我们的实验数据显示, survivin ASODN
组肿瘤的PCNA PI明显低于对照组和正义组, 具
有显著性差异. survivin ASODN组的MVD明显

低于对照组和正义组, 均具有显著性差异, 表明

survivin ASODN对肿瘤的抑制作用是通过抑制

细胞增殖和血管生成来实现. survivin在肿瘤血

管新生调节中是至关重要的, 正常血管内皮细

胞不表达survivin, 而体内外研究证明, 肿瘤血

管内皮细胞过度表达survivin, 使得肿瘤血管内

皮细胞凋亡减少, 有利于肿瘤生长. 因此, 反义

survivin能够拮抗肿瘤血管内皮因子的保护作

用, 从而抑制肿瘤血管的新生, 促进肿瘤内皮细

胞凋亡, 最后导致肿瘤生长受到抑制, 达到治疗

肿瘤的目的[31].
肿瘤的基因治疗在实验室阶段取得了瞩目

的进步, 肿瘤的反义基因治疗是应用反义核酸

在转录和翻译水平阻断某些异常基因的表达, 
以阻断瘤细胞内的异常信号传导, 使瘤细胞进

入正常分化轨道或引起细胞凋亡的一种治疗手

段, 由于survivin基因表达的特异性, 可能成为基

因治疗的有效靶点, 在临床上具有广阔的应用

前景. 
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• 消息 •

2006中国结直肠肛门外科学术会议通知

本刊讯 为了加强与世界同行的交流与接轨, 将我国直肠肛门外科的专利化发展到一个新的台阶, 由“中华医

学会外科学分会结直肠肛门外科学组”、“中国抗癌协会大肠癌专业委员会”、“中国中医药学会肛肠分

会”和“中国中西医结合学会大肠肛门病专业委员会”共同主办的“2006中国结直肠肛门外科学术会议”将

于2006-11-09/12在珠海国际会议中心大酒店举行. 届时结直肠肛门外科的专家、同行将共聚一堂, 规划我国结

直肠肛门外科协作研究、共同发展的前景. 大会将邀请国际最著名的美国、欧洲、新加坡、日本、香港及台

湾的专家和我国外科界、中医界、肿瘤界以及相关领域的专家就本专业进展作专题报告. 大会同时还采用手

术录像、提问、讨论、争鸣、答疑、展板等多种方式进行研究交流. 这将是我国结直肠肛门外科学界的一次

盛会. 诚邀普通外科、结直肠肛门外科的专家、同行参会, 参会者可获得中华医学会Ⅰ类继续教育学分. 联系

电话: 020-87331428, 87332200-86698 


