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摘要
Survivin(生存素)作为IAP家族成员之一, 被认
为是迄今为止发现的最强的凋亡抑制因子.  
以siRNA干扰Survivin的表达靶向观察其对大
肠癌细胞基因的表达及对肿瘤细胞增殖和凋
亡的影响及其可能的作用机制.
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0  引言

小干扰RNA片段(small interfering RNA, siRNA)
对目的基因Survivin的干扰是否对相应的基因和

蛋白质的表达产生影响, 从而干扰细胞的增殖

和凋亡. 

1  RNA干扰及其作用机制

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是指由小

片段的双链R N A分子介导的生物细胞内同

源基因的特异性转录后基因静默现象(p o s t-
transcriptional gene silencing). 最早报道见于

1990年, 但直至1998年, Fire et al [1]首次将正义

链和反义链的RNA混合物-双链RNA(doub le 
stranded RNA, dsRNA)注入线虫, 结果诱发出

比单独注射正/反义链强10倍以上的基因静默

现象, 而且在其后代亦可产生同样应答[2], 自此

激励许多实验室从事大规模的基因组筛选研究

以阐明基因功能. 其作用机制分为如下二个阶

段: (1)长链的双链RNA进入细胞; 在细胞胞质

内的核酸酶-Dicer的作用下, dsDNA被切割成

21-23 bp的siRNA; 后者(包括外源性合成的和内

源性表达的s iRNA)均可与一些功能蛋白结合, 

形成RNA介导的基因沉默复合物(RNA-induced 
silencing complexes, RISC); (2)RISC中螺旋酶解

开双链siRNA, 后者通过解开的反义链与siRNA 
具有高度互补序列的靶信使RNA(messenger 
RNA)结合, RISC切割降解与siRNA序列互补的

mRNA, 从而引起特定基因的沉默. 其主要特点

包括: (1)高特异性: siRNA只能特异性的降解同

源性mRNA, 对siRNA其他种类基因的表达不

受影响. Wohlbold et al [3]证明用siRNA能有效沉

默异常BCR-ABL融合基因表达, 而不影响正常

c-BCR和c-ABL的转录; (2)高效性: 少量dsRNA
可促进大量同源mRNA的降解, 与寡脱氧核苷

酸(oligodeoxyribonucleic acids, ODNs)比较其最

大抑制浓度(IC50)低100-1000倍[4-5], 并且作用时

间延长[6], 同时有研究证明通过电穿空、局部

注射或静脉注射[7]的方法已经成功将化学合成

的siRNA、表达siRNA的质粒以及病毒等导入

哺乳动物, 并不引起全身非特异性反应用[4,8-9].  
2004年美国FDA已经批准将经过修饰的siRNA
进行临床新药实验, 用于治疗与年龄相关的黄

斑退行性改变的患者[8]. 总之, RNAi作为研究基

因功能的一种重要和常用的技术, 已经广泛用

于基因组的研究和临床疾病包括病毒感染、显

性遗传疾病, 尤其是肿瘤的治疗研究, 有着广阔

的前景和应用潜力.

2  Wnt信号传导通路的作用机制

目前在我国, 大肠癌作为一种常见的恶性肿瘤, 
其发病率呈现出逐年增加的趋势, 但是由于其

治疗效果不尽如人意, 使人们对其病因、发病

机制的研究兴趣日益增加. 而防治肿瘤的关键

在于诱导肿瘤细胞的凋亡和抑制其无限增殖.  
目前认为在结肠癌变发生、发展的多个环节中, 
Wnt信号传导通路发挥着决定性的作用. 其通路

中的多个成员如APC, b-catenin, cyclinD, c-myc, 
Survivin, PTEN等在结肠癌变的过程中均出现异

常改变. APC(adenomatous polyposis coli)属于抑

癌基因的一种. 生理环境中的APC基因既可以自

身聚合(即同源寡聚体化), 也可与b-catenin等蛋
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白结合, 从而参与调节细胞的黏附、细胞周期

进程和细胞的凋亡等过程.  病理条件下, 发生突

变的APC基因一方面可以干扰细胞与细胞间以

及细胞与间质组织间的相互作用, 从而导致细

胞的异常增生; 另一方面可导致APC与b-catenin
复合物的解体, 游离的b-catenin可以结合于转录

因子TCF/LEF-1, 引起靶基因c-myc的激活, 使细

胞无序分裂而不死亡, 从而造成细胞的无序增

生, 最终导致肿瘤的形成[10-11], 这也提示APC基
因的失活是大肠肿瘤发生、发展过程中的一个

关键的分子[12]. 此外, 研究证实在腺瘤向腺癌进

展的各个阶段, APC基因的失活率相似, 均大于

80%, 这说明APC基因失活发生在癌变的初始阶

段[13]. 进一步的研究发现一些独立的修饰基因

(指能够修饰一个突变基因的表现形式, 而对正

常状态无明显影响的一些基因位点)能够在很大

程度上影响APC基因的突变后果, 而COX-2正是

作为APC的一个修饰基因位点对后者的表达发

挥着重要的作用. 而Kim et al [14]证实Survivin是
APC/TCF-4/b-catenin的下一个靶点, 由于TCF-4
的结合位点是在Surv iv in转录增强子区域中, 
TCF-4/b-catenin信号通路的激活会导致Survivin
的表达显著上升. 与Survivin相反, 作为抑癌基因

的PTEN与Survivin均参与细胞周期的调控和细

胞凋亡的发生, 作用环节一致, 而生物学效应相

反, 在肿瘤中的表达常常减少或缺失[15]. 总而言

之, Wnt信号传导通路在大肠癌变的过程中可能

发挥着决定性的作用.

3  Survivin的作用机制

Survivin是近来发现的凋亡抑制蛋白(inhibitor 
of apoptosis protein, IAP)家族成员之一, 被认

为是迄今为止发现的最强的凋亡抑制因子. 于
1997年由Ambrosini et al经效应细胞蛋白酶受

体-1(effector cell protease receptor-1, EPR-1) 
cDNA在人类基因组库的杂交筛首先分离出来. 
Survivin位于染色体17q25的同一基因族, 长度

范围在75-130 kb, 包括4个外显子和3个内含子

mRNA编码的一个由142个氨基酸组成的相对

分子质量约17 kDa的胞质蛋白. 目前发现3个剪

切体: Survivin-△Ex3, Survivin-2B, Survivin-3B.  
不同于其他IAP家族成员主要分布于正常终未

分化组织中, 由Survivin基因编码产生的蛋白可

以在胚胎发育过程中和绝大多数肿瘤组织中表

达, 在正常组织中则不表达. 研究发现, Survivin
在结肠癌组织及癌旁的正常组织中表达阳性率
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分别为63.05%和29.1%, 有着显著差异. 同时发

现在Dukes分期Ⅱ期的患者中, Survivin阳性的

患者5 a存活期为44.8%, 而阴性者则为94.4%, 提
示其阳性表达对疾病的预后有着重要影响[16]. 同
样在其他肿瘤如宫颈癌[17]和乳腺癌[18]中的高阳

性率的表达也认为与肿瘤细胞的低分化呈正

相关, 而与预后呈负相关. 其主要作用机制可

能与以下几点相关: (1)凋亡途径的上游启动酶

有内源性caspase-9和外源性caspase-8, 下游的

执行酶有caspase-3和caspase-7等. Survivin可直

接与激活的caspase-3和caspase-7结合而抑制其

活性, 阻止由caspase激活剂或凋亡诱导剂诱导

的细胞DEVD-cleaving自杀酶的累积, 从而起

到抑制细胞凋亡的作用[19-20]; (2)也有研究认为, 
Survivin通过与线粒体释放的凋亡前蛋白, 天冬

氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶二级活化物(second 
mitochondria-derived activator of  caspase, 
SMAC)结合, 间接抑制caspase-9依赖的细胞凋

亡信号传导或通过Survivin的Thr34磷酸化后直

接与caspase-9结合抑制其活性, 阻断caspase-9依
赖的细胞凋亡信号传导[21-22]; (3)通过竞争性与

CDK4/P21结合, 激活cdk2/cyclin E, 介导pkb磷
酸化, 促进S期进程, 同时从CDK中释放出P21, 
与procaspase-3形成复合物, 抑制caspase-3的
活性[23]; (4)通过其细胞周期调节作用, 使肿瘤

细胞逃避细胞周期G2/M期检测点的监测, 抵抗

因DNA损伤或突变自身诱导的细胞凋亡, 从而

导致肿瘤细胞异常分裂增殖[24]. 另外, Survivin
的表达受到信号通路的调控: (1)Survivin作为

APC/TCF-4 /b-catenin下游的一个靶点受到Wnt
通路的调控; (2)磷酸酰肌醇-3激酶(PI3K)/AKT
通路中, PI3K是T淋巴细胞内重要的信号转导

分子, 通过催化底物磷酸酰肌醇发生磷酸化而

将活化信号传入细胞内, 进而激活PKB等信号

参与细胞活化和细胞毒效应. 而PKB/AKT的
主要作用是作为PI3K的下游底物. PI3K磷酸化

后, 可导致Survivin的上升[25], 相反PI3K途径受

抑制会导致其表达式的下调[26]. Fornaro et al [27]

认为, 抑制AKT的表达可以阻断整联蛋白所介

导的Survivin的表达; (3)有研究认为, 存在JAKs-
STAT3-Survivin信号传导通路. 活化的STATs将
直接导致Survivin的表达上调[20]. 正是由于其所

具有的在肿瘤组织中高选择性的表达和独特

的抗凋亡的作用机制, Survivin作为一种新的凋

亡抑制因子, 因而有可能作为肿瘤治疗的一个

特异的攻击靶点, 从而为肿瘤治疗提供新的思
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路. 因此, 越来越受到国内外学者们的广泛关注. 
与Survivin相反, 作为抑癌基因的PTEN定位于

10q23, 与Survivin均参与细胞周期的调控和细

胞凋亡的发生, 作用环节一致, 而生物学效应相

反. PTEN作为目前发现的唯一具有双特异性磷

酸酶活性的抑癌基因在维持正常细胞的稳定性

中发挥重要作用[28]. 此外因其具有对PI3K-PKB/
AKT信号传导通路的负调控作用而备受关注, 
甚至有学者称为其为PTEN-PI3K-PKB/AKT通
路. 其主要机制为: PTEN蛋白可依赖其脂质磷酸

酶活性, 使磷脂酰肌醇PIP3的D3位去磷化, 使焦

点黏附蛋白(focal adhesion kinase, FAK)和AKT
的磷酸化受抑, 导致PI3K/AKt信号转导途径受

阻, 从而抑制Survivin的表达, 启动细胞周期、促

进细胞分裂. 当组织恶变时, PTEN基因常发生突

变, 其表达出现下调或缺失, 对PI3K/AKT通路的

抑制作用减弱, 则抑制肿瘤细胞增殖分化能力

减弱, 而Survivin的表达上调, 一方面启动细胞周

期, 促进分裂; 另一方面进入细胞核与CDK4结
合, 抑制凋亡, 促使肿瘤细胞的恶性增殖能力增

强[29]. 而应用PTEN基因转染神经胶质瘤和卵巢

癌可使肿瘤细胞周期阻滞, 诱导细胞凋亡[30-32]. 
可能存在通路APC(COX-2)/TCF-4/b-catenin/
Survivin(PTEN). 有实验认为, 在结肠隐窝轴系

统中, 由基底部至隐窝顶部APC的表达由弱至

强. 而Survivn则相反, 在底部表达阳性, 中部以

上则缺失. 由此提示, APC可能起着调节Survivin
表达的作用[33]. 而在一项肺癌研究中认为APC的
修饰基因COX-2与Survivin的表达呈协同上升趋

势[34]. 另有研究报道, 通过转染外源性b-catenin
和TCF-4可使Survivin上升[35], 而用Survivin反义

寡核苷酸[36]及非甾体抗炎药(NSAIDs试剂)则均

可诱导肿瘤细胞Survivin的表达下调, 并且诱导

细胞的凋亡[37-38].
总之, 进一步了解APC(COX-2), Survivin及

PTEN之间表达的相关性, 以及用NSAIDs制剂及

特异性RNAi干扰Survivin的表达, 了解其可能对

大肠癌细胞增殖和凋亡的影响, 以期为进一步

阐明其作用机制和为防治大肠癌提供理想的方

法和途径, 有着十分重要的理论和实践意义.
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