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Abstract
AIM: To investigate the expression and effect of 
Livin gene silencing by siRNA on growth and 
apoptosis in gastric cancer BGC-823 cells.

METHODS: Two siRNAs (Livin-sh-1 and Livin-
sh-2) were self-designed as expression vector 
and transfected into gastric cancer BGC-823 cells. 
After G418 positive clone selection, BGC-823 
mRNA was measured by semi-quantitative RT-
PCR, cell proliferation detected by MTT, and 
gastric cell apoptosis by flow cytometry.

RESULTS: Compared with cells without siRNA 
transfection, expression of Livin α/β mRNA 
was decreased significantly in siRNA control 
group (Livin α: 0.11 ± 0.07 vs 0.37 ± 0.10, 0.34 ± 

0.08; Livin β: 0.13 ± 0.04 vs 0.43 ± 0.09, 0.45 ± 0.11, 
all P < 0.05). Compared with empty siRNA vec-
tor group, cell growth at 24 h, 48 h, 96 h, and 1 
wk was not affected in blank control group. Cell 
growth in siRNA group was not significantly 
affected at 24 h and 48 h, but was significantly 
inhibited at 96 h and 1 wk (P < 0.01). Cell apop-
tosis was significantly higher in siRNA in trans-
fection group than in non-transfected group or 
than in empty siRNA vector transfection group 
(14.85% ± 1.35% vs 4.51% ± 0.36%, 6.13% ± 0.71%, 
both P < 0.05).

CONCLUSION: Livin gene silenced by siRNA 
induces growth suppression and apoptosis of 
gastric cancer BGC-823 cells. Livin gene stands 
a chance as a new target for gastric cancer treat-
ment.
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摘要
目的: 观察小分子干扰RNA(siRNA)沉默Livin
基因在胃癌BGC-823细胞中的表达, 并探讨
Livin基因对胃癌细胞生长、凋亡的影响. 

方法: 自行设计两条针对Livin基因的siRNA: 
Livin-sh-1和Livin-sh-2, 以此构建相应的表达
载体并分别转染至对数生长期胃癌BGC-823
细胞 ,  经G418筛选后分别采用半定量RT-
PCR检测不同siRNA实验分组细胞BGC-823 
mRNA水平变化, 四氮唑盐比色法(MTT)检测
细胞增殖、流式细胞仪检测胃癌细胞的凋亡. 

结果: siRNA对照组与空siRNA载体组Livin 
α/β mRNA表达差别无显著性; 但转染siRNA
组Livin α/β mRNA表达显著低于空白对照组
和空siRNA载体组(Livin α: 0.11±0.07 vs  0.37
±0.10, 0.34±0.08; Livin β: 0.13±0.04 vs  0.43
±0.09, 0.45±0.11, 均P <0.05). 空白对照组与

®

■背景资料
Livin是凋亡抑制
蛋白家族 ( IAPs)
中的最新成员, 于
2000年由Lin et al
从人胎胎肾cDNA
文库中发现. 到目
前为止, 人体中已
发现有8种IAPs家
族成员, 其中大部
分特异性存在于
肿瘤组织中, 少部
分存在于正常组
织中, 并能抑制多
种细胞凋亡, 在细
胞程序性死亡中
发挥重要的作用, 
因此, 诱导细胞凋
亡已成为开发新
抗癌药物的研究
热点之一.
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空siRNA载体组相比, 24、48、96 h和1 wk时
细胞生长未受影响; 而siRNA组在转染后24 h
和48 h细胞生长未受影响, 但在96 h和1 wk时
则被明显抑制(P <0.01). 转染siRNA组的细胞
的凋亡率与空白对照组和转染空siRNA载体
组相比显著增加(14.85%±1.35% vs  4.51%±

0.36%, 6.13%±0.71%, 均P <0.05).

结论: siRNA沉默Livin基因能抑制胃癌细胞的
生长, 促进胃癌细胞的凋亡, Livin基因有可能
成为胃癌治疗的新靶点.

关键词: 小分子干扰RNA; Livin基因; 胃癌
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0  引言

研究证明, 细胞凋亡过程调控异常与肿瘤发生

发展密切相关. 随着对凋亡研究不断深入, 人们

发现许多抗肿瘤药物是通过诱导细胞凋亡而发

挥作用的. 有研究表明胃癌的发生同地域、幽

门螺杆菌(H pylori )感染、N-硝基化合物和饮食

等环境因素关系密切[1]. Livin是凋亡抑制蛋白家

族(inhibitors of apoptosis proteins, IAPs)中的最

新成员, 于2000年由Lin et al从人胎胎肾cDNA
文库中发现[2]. 到目前为止, 人体中已发现有8种
IAPs家族成员, 其中大部分特异性存在于肿瘤

组织中, 少部分存在于正常组织中[3], 并能抑制

多种细胞凋亡, 在细胞程序性死亡中发挥重要

的作用, 因此, 诱导细胞凋亡已成为开发新抗癌

药物的研究热点之一. 本研究为了进一步探讨

Livin基因表达对胃癌细胞生长、凋亡的影响, 
在既往成功构建小干扰RNA(siRNA)表达载体

的基础上, 将上述表达载体转染胃癌BGC-823细
胞株, 观察了转染细胞生长速度、细胞凋亡. 

1  材料和方法

1.1 材料 人类低分化胃癌细胞株BGC-823购自

上海肯强仪器有限公司; pSliencerTM 4.1-CMV 
neo和E.col i化学感受态细胞购自百奥生物(南
通)有限公司. RNA提取试剂盒、Lipofectamine 
2000转染试剂盒、G418均购自美国Invitrogen公
司、Real-time PCR试剂盒购自上海生工.
1.2 方法 
1.2.1 引物设计与合成: 采用Oligov6.0基因分

析软件, 对人Livin基因序列(GenBank中NM- 

139317, NM-022161)进行分析后设计引物序列

如下: Livin-1: 5'-ACAAGGTGAGGTGCTTCTG
C-3'; Livin-2: 5'-AGTCTCCTGCACACTGTGGA
CAA-3'. 
1.2.2 细胞培养: 人类低分化胃癌细胞株BGC- 
823进行常规细胞培养. 
1.2.3 分组: s i R N A组分别转染p S l i e n c e r T M 
4.1-CMV neo-sh-1和pSliencerTM 4.1-CMV neo-
sh-2); siRNA对照组转染pSliencerTM 4.1-CMV 
neo-3; 空siRNA载体组转染pSliencerTM 4.1-CMV 
neo. 
1.2.4 细胞转染及RT-PCR检测转染效果: 转染前

24 h用2.5 g/L胰蛋白酶消化人低分化胃癌细胞

株BGC-823, 具体操作按Invitrogen公司转染试

剂Lipofectamin2000操作说明书进行. 
1.2.5 MTT法测定细胞生长曲线: 取对数生长的

稳定转染细胞的各组细胞, 每孔5×103接种于96
孔培养板上, 接种后0-7 d, 用MTT法分别测定个

孔吸光度值, 各组细胞均设6个复孔, 取平均值

描绘生长曲线. 
1.2.6 流式细胞仪检测细胞凋亡: 转染后的胃癌

细胞加入培养缓冲液后用流式细胞仪检测各组

细胞的凋亡率.
统计学处理 计量数据均以mean±SD表示, 

采用SPSS软件, 多组均数间的显著性检验用方

差分析, 两组均数间的比较用t检验.

2  结果

2.1 各组Livinα/β mRNA表达 转染siRNA组

Livinα/β mRNA表达量明显低于空白对照组

和空siRNA载体组(P <0.05); 后两组的Livinα/β 
mRNA表达量差别无显著性(P >0.05). 但各组中

的均显示Livinβ表达量高于Livinα(表1).
2.2 MTT法检测各组细胞生长曲线 空白对照组

与空siRNA载体组相比, 转然后24, 48, 96 h和
1 wk时细胞生长未受影响(P >0.05). s iRNA组

与空白对照组相比在转染后24 h和48 h细胞生

长未受明显影响, 而96 h和1 wk时被明显抑制

(P <0.01, 图1).
2.3 细胞凋亡检测结果 转染siRNA组的细胞的

凋亡率显著增加, 与未转组和转染空siRNA载体

组比较, 差异有显著性(14.85%±1.35% vs  4.51%
±0.36%, 6.13%±0.71%, 均P <0.05), 说明沉默

Livin的表达可增加细胞的凋亡.

3  讨论

肿瘤是一种环境因素与遗传因素相互作用所致

■研发前沿
细胞凋亡过程调
控异常与肿瘤发
生发展密切相关, 
诱导细胞凋亡已
成为开发新抗癌
药物的研究热点
之一.

■相关报道
Crnkovic-Mertens 
et  al 应用siRNA
使Livin基因沉默; 
国内Lin et al 对胃
癌中Livin表达做
了研究, 同样发现
胃癌组织中Livin
阳性表达率高于
正常和癌旁组.
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的一类疾病. 正常细胞中的癌基因和原癌基因

等的动态平衡维持着机体内细胞的适当数量和

功能, 细胞在各种致瘤因素的作用下, 基因突变

引起原癌基因功能过强, 抗癌基因功能丧失, 细
胞生长因子及其受体、细胞内的信号传导、细

胞周期调控等发生异常, 细胞正常凋亡被抑变

成不可控制的生长便可引起肿瘤. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是由双

链RNA(double stranded RNA, dsRNA)所引起的

序列特异性基因沉默, siRNA是21-23 nt小片段

双链RNA, 可以特异性和互补靶基因mRNA序

列结合, 诱导其降解, 产生强大的RNA干扰效 
应[4-5]. siRNA与靶序列之间严格的碱基配对, 具
有很强的特异性, 他可以在染色质水平、转录

水平、转录后水平和翻译水平中参与基因表

达的调节. 尽管RNAi的效果看似和靶序列与

siRNA的结合性有关, 但目前并没有可靠的方法

来预判或鉴别RNAi的理想靶序列[6]. 有报道指

出, 化学合成和载体介导的siRNA在哺乳动物细

胞, 包括恶性肿瘤细胞中都能成功的沉默特定

的基因[7]. 
Livin是新近发现的细胞凋亡抑制因子, 他

在抑制细胞凋亡上具有多重功能, Livin在正常

组织一般不表达或表达很低[8-9], 但在一些肿瘤

中却高表达, 这与他在肿瘤细胞中高表达能抑

制肿瘤细胞的凋亡有着密切关系. 其有望成为

恶性肿瘤的早期诊断及预后评估的可靠指标之

一. 对于Livin的表达与恶性肿瘤特征(如侵入行

为、减短寿命、抵制治疗、提高复发率等)的相

关性, 各家报道不完全一致[10-12], 有待进一步去

研究探索, 以期Livin成为指导临床评估的重要

指标. 抑制IAP家族成员蛋白表达, 诱导肿瘤细

胞发生凋亡, 是目前肿瘤凋亡治疗的一个较有

希望的研究方向, 可能为逆转肿瘤耐药以及作

为手术、放疗和化疗的辅助治疗手段[13], 在减少

肿瘤转移和复发的方面有重要作用. 
本研究结果显示, 转染siRNA组Livinα/β 

mRNA表达量、细胞生长曲线及细胞凋亡明显

低于空白对照组和空siRNA载体组, 与Crnkovic-

Mertens et al [14]应用siRNA使Livin基因沉默所获

得的结果有相似之处. siRNA组与空白对照组相

比在转染后24 h和48 h细胞生长未受明显影响, 
而96 h和1 wk时被明显抑制. 由此表明, Livin基
因表达在细胞增殖和凋亡调控中起重要作用. 
Liu et al [12]对40例胃癌患者利用Livin干扰技术可

明显干扰Livin基因表达, 并使胃癌细胞的凋亡

敏感性增加. 通过干预阻断凋亡抑制蛋白Livin
表达, 可以促进癌细胞的凋亡[15]. Wagener et al [16]

用RT-PCR法检测, Livin蛋白质在肾癌细胞质及

细胞核中均过度表达(P  = 0.0077). 
作为一种新的基因阻断技术, RNAi将会被

广泛用于胃癌治疗研究. 现已取得令人瞩目的

成就, 但在胃癌的许多研究方面, 如胃癌肿瘤疫

苗的研究、寻找对抗胃癌腹膜转移的途径以及

探询遗传性胃癌的基因缺陷等, RNAi技术还隐

藏着巨大的应用前景, 值得进一步研究和探索, 
涉及的相关技术问题也还有待进一步解决.
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世界华人消化杂志名词术语标准

本刊讯 本刊名词术语一律标准化, 前后统一, 如原词过长且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括号内

注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国自然科学名词审定委员会公布的《生理学名词》、《生物化学名词

与生物物理学名词》、《化学名词》、《植物学名词》、《人体解剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医

学名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为准, 国家食品药

品监督管理局批准的新药, 采用批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员会的“命名原则”, 新译名词应

附外文. 公认习用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, 

CT, MRI等. 为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在A4纸上. 中医药名词英译要遵循

以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 

阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞

逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. (常务副总编辑: 张海宁 2009-05-08)

■同行评价
本文选题新颖, 具
有一定的科学性, 
但科研设计需进
一步完善.


