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Abstract 
AIM: To explore the mechanisms by which sur-
vivin regulates apoptosis-related signaling in 
human cholangiocarcinoma cells. 

METHODS: SiRNA targeting the survivin gene 
and control siRNA were constructed and trans-
fected into human cholangiocarcinoma cell line 
QBC939. The knockdown of survivin expression 
in QBC939 cells was confirmed by Western blot. 
Apoptosis rate was evaluated by flow cytom-
etry. Capase-3 activity was determined using 
a commercial kit, and expression of caspase-3, 
caspase-9 and procaspase-9 in QBC939 cells was 
detected by Western blot. 

RESULTS: Transfection of siRNA targeting the 
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Survivin对人胆管癌细胞凋亡相关信号通路的作用机制

卢 昕, 肖新波

®

■背景资料
Survivin基因是新
近发现的凋亡抑
制蛋白基因家族
成员, 其通过抑制
细胞凋亡促进肿
瘤发生发展. 既往
有学者研究发现
Survivin基因在胆
管癌细胞中也呈
现高表达状态, 且
其表达状态与患
者预后相关. 但是
Survivin基因在胆
管癌发生机制中
的作用还不明确. 

survivin gene significantly inhibited survivin 
expression in QBC939 cells (P < 0.05). Inhibition 
of survivin significantly increased apoptosis rate 
(18.9% ± 2.3%, P < 0.05) and caspase-3 activity 
(0.83 ± 0.15, P < 0.01), up-regulated the expres-
sion of caspase-3 and caspase-9 (both P < 0.05), 
and down-regulated the expression of procas-
pase-9 (P < 0.05) in QBC939 cells. No significant 
differences were observed in the above param-
eters between non-transfected QBC939 cells and 
cells transfected with control siRNA (all P > 0.05). 

CONCLUSION: Survivin inhibits apoptosis of 
cholangiocarcinoma cells possibly by inhibiting 
caspase-3 and caspase-9 activities through acti-
vating procaspase-9.

Key Words: Survivin gene; Apoptosis; Cholangi-
ocarcinoma cells
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摘要
目的: 探讨Survivin基因对人胆管癌细胞凋亡
信号通路的调节机制.

方法: 构建针对Survivin基因的s iRNA和对
照s iRNA, 分别转染QBC939人胆管癌细胞, 
Western blot检测siRNA对细胞Survivin的干扰
效果. 继而分别用流式细胞仪, 激酶活性测定
和Western blot检测不同Survivin表达状态下, 
QBC939细胞的凋亡状态, caspase-3的活性和
caspase-3, caspase-9及procaspase-9凋亡信号分
子的表达.

结果: siRNA-Survivin显著抑制Survivin在
QBC939细胞的表达(P <0.05). Survivin表达
抑制后, QBC939细胞凋亡明显增加(18.9%±

2.3%, P <0.05), caspase-3活性显著升高(0.83
±0.15, P <0.01), caspase-3和caspase-9表达
明显上调(P <0.05), 而procaspase-9表达降低
(P <0.05). 未转染和转染对照siRNA的QBC939
细胞上述变化无显著性差异(P >0.05).

■同行评议者
秦 建 民 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属普陀医院
普外科
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■相关报道
有 研 究 已 发 现
Survivin基因在胆
管癌细胞中呈现
高表达状态, 且其
表达状态与患者
预后相关.

结论: Survivin基因通过促进procaspase-9的活
化以阻止caspase-3和caspase-9的激活从而抑
制胆管癌细胞的凋亡.

关键词: Survivin基因; 凋亡; 胆管癌细胞
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0  引言

胆管癌是一种对标准化治疗(包括手术疗法、化

学疗法和放射疗法)反应较差的恶性肿瘤, 其发

生发展的机制还不十分确切[1,2]. Survivin基因是

新近发现的凋亡抑制蛋白基因家族成员, 其通过

抑制细胞凋亡促进肿瘤发生发展[3]. 既往有学者

研究发现Survivin基因在胆管癌细胞中也呈现高

表达状态, 且其表达状态与患者预后相关[4]. 但是

Survivin基因在胆管癌发生机制中的作用还不明

确. 目前研究认为Survivin通过直接抑制凋亡终

末效应器caspase-3和caspase-9的活性阻断细胞凋

亡过程[5,6]. 本研究通过siRNA干扰Survivin基因

在胆管癌细胞中的表达, 拟阐明其对胆管癌细胞

凋亡的调节机制.

1  材料和方法

1.1 材料 QBC939胆管癌细胞系由西南医院王

曙光教授惠赠. Survivin, caspase-3, caspase-9
和procaspase-9兔抗人单克隆一抗均购自Santa 
Cruz Biotechnology公司(USA); β-actin兔抗人单

克隆一抗及相应辣根过氧化物酶标记二抗购自

武汉博士德公司; 蛋白裂解液和ECL发光试剂盒

购自Pierce公司; caspase-3活性测定试剂盒购自

Clontech公司(USA); Annexin V-FITC凋亡检测

试剂盒购自南京凯基生物公司; siRNA转染试剂

盒购自北京全式金生物技术公司.
1.2 方法

1.2.1 siRNA设计构建及细胞转染: Survivin基
因cDNA序列为: 5'-GGACCACCGCATCTC-
TACATTCAAGAGATGTAGAGATGCGGTG-
GTCC-3'. 其s iRNA靶序列为: 5'-AAGGAC-
CACCGCATCTCTACA-3'. 阴性对照siRNA
序列为随机序列: 5'-AAGCTTCATAAGGCG-
CATAGC-3', siRNA设计参考本课题前期研究结

论[7]. 设计的siRNA由上海吉玛制药技术有限公

司合成纯化. 接种QBC939胆管癌细胞于24孔板

内, 待生长至30%-50%融合时, siRNA转染依照

北京全式金生物技术公司siRNA转染试剂盒说

明书进行.
1.2.2 细胞凋亡检测: QBC939细胞、QBC939/
siRNA(-)细胞和QBC939/siRNA(+)细胞接种于

100 m L培养瓶中, 待细胞生长至融合度约为

80%(1×106)时, 轻微消化细胞, 并及时加入含

血清的完全培养基终止反应. 轻微吹打使细胞

脱壁, 500 r/min离心5 min收集细胞, 吸弃上清, 
用PBS洗涤细胞2次. 后续步骤按照Annexin V 
FITC凋亡检测试剂盒说明书进行操作, 用流式

细胞仪定量分析细胞凋亡水平.
1.2.3 细胞caspase-3活性测定: QBC939细胞、

QBC939/siRNA(-)细胞和QBC939/siRNA(+)细胞

接种于100 mL培养瓶中, 待细胞生长至融合度

约为80%(1×106)时, 消化收集细胞. 细胞重悬于 
50 µL预冰的细胞裂解缓冲液, 冰上孵育10 min, 
再以13 000 r/min 4 ℃离心10 min, 收集上清液置

于冰上Ep管中, 后续步骤按caspase-3活性测定试

剂盒说明书进行, 最后用酶标仪测定405 nm处底

物裂解产生的荧光强度.
1.2.4 Western blot检测: 以冰PBS分别洗QBC939
细胞、QBC939/siRNA(-)细胞和QBC939/siR-
NA(+)细胞2次, 刮取收集细胞并加入蛋白裂解

液反复抽提, 冰浴5 min后, 13 000 r/min 4 ℃离心

10 min, 收集上清. 蛋白定量后, 30 μg/孔上样, 经
10%SDS-PAGE电泳后电转移至NC膜上, 5%脱

脂奶粉封闭1 h, 分别加入1∶1 000 Survivin, cas-
pase-3, caspase-9和procaspase-9兔抗人单克隆一

抗4 ℃孵育过夜, 相应二抗室温孵育1 h后, ECL
发光显影.

统计学处理 采用 SPSS12.0软件做统计学分

析, 结果以mean±SD表示, 组间数据比较采用方

差分析. P<0.05被认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 siRNA抑制胆管癌细胞Survivin基因表达 本
研究构建的针对Survivin基因的siRNA成功转

染QBC939胆管癌细胞后, 经Western-blot证实

Survivin蛋白的相对表达量在实验组、阴性对

照组、空白对照组分别为0.225±0.028, 0.590
±0.043, 0.581±0.023. 转染siRNA-Survivin的
QBC939胆管癌细胞Survivin蛋白表达与阴性对

照组、空白对照组相比明显减少(P <0.05, 图1).
2.2 S u r v i v i n基因抑制胆管癌细胞凋亡 采用

流式细胞仪定量分析经Annexin V-FITC和PI
染色的QBC939细胞、QBC939/siRNA(-)细胞
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2.3%), 与QBC939细胞(3.4%±0.9%) 和QBC939/
silence(-)细胞(3.9%±1.0%)相比, 差异具有显著

性(P <0.01, 图2).
2.3 Survivin基因抑制细胞caspase-3活性 细胞cas-
pase-3活性测定显示QBC939和QBC939/silence(-)
细胞吸光度(A)值较低(0.39±0.11 vs  0.41±0.13), 
两者之间无显著性差异(P >0.05); 而转染siRNA-
Survivin的QBC939细胞的A值较高(0.83±0.15), 
与对照组相比有显著差异(P<0.01, 图3).
2.4 抑制Survivin基因活化细胞凋亡相关信号分

子 Western blot检测信号分子caspase-3、procas-
pase-9和caspase-9蛋白的表达显示: caspase-3、
caspase-9、procaspase-9 A值在QBC939细胞、

QBC939/siRNA(-)、QBC939/siRNA(+)分别为: 
0.201±0.014, 0.297±0.015, 0.782±0.021; 0.215
±0.013, 0.289±0.009, 0.791±0.081; 1.386±
0.112, 0.892±0.043, 0.281±0.011. QBC939/siR-
NA(+)细胞中caspase-3、caspase-9表达较对照组

明显增加(P<0.01), 而procaspase-9表达明显降低

(P<0.05, 图4).

3  讨论

肿瘤的发生是一种多因素、多阶段、长期相互

作用的过程[8,9]. 近年来, 细胞凋亡在肿瘤发展过

程中的作用引起了广泛关注[10-12]. 目前研究表明

肿瘤细胞中凋亡抑制基因的高表达能明显抑制

细胞的凋亡, 逃避机体免疫系统对肿瘤细胞的识

别和清除[13,14], 导致细胞增殖、分化、凋亡3者间

的平衡失调进而参与肿瘤的发生发展[15,16].
Survivin是1997年发现的凋亡抑制蛋白(in-

hihibitor of apoptosis protein, IAPs)家族的一个

新成员[17]. 他的主要作用是抑制肿瘤细胞凋亡, 
促进肿瘤细胞增殖[18]. 目前研究发现胆管癌中

Survivin表达明显高于正常组织, 并且参与了胆

管癌的发生发展过程[19], 然而Survivin在胆管癌
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图  3  caspase-3在各实验组活性变化直方图. bP <0.01 vs  

其他组.
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图  1  siRNA对Survivin蛋白表达的抑制. 1: QBC939细胞; 2: 

QBC939/silence(-)细胞; 3: QBC939/silence(+)细胞.

图  2  细胞凋亡率检测流式细胞. A: QBC939细胞; B: 

QBC939/silence(-)细胞; C: QBC939/silence(+)细胞.

100        101         102        103         104

104

103

102

101

100

Annexin V-FITC

PI

A

100        101         102        103         104

104

103

102

101

100

Annexin V-FITC

PI

B

100        101         102        103         104

104

103

102

101

100

Annexin V-FITC

PI

C

■创新盘点
本研究运用 s iR-
NA研究凋亡抑制
基因Survivin对胆
管癌的抑制作用
并初步探讨其机
制. 目前国内外尚
未见相关文献.

和QBC939/s iRNA(+)的凋亡水平, 结果显示: 
QBC939/silence(+)凋亡细胞明显增多(18.9%±

3.4%

3.9%

16.9%
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发生发展中的确切机制仍不明确[20].
Caspases是一个特异性的半胱氨酸蛋白酶家

族, 其活性是细胞内执行凋亡过程中最关键的环

节之一[21]. 其中caspase-3广泛分布于各种类型的

细胞中, 是多种刺激诱导的凋亡中最主要的效应

分子, 其降解凋亡底物的活性最强[22]. Caspase-3
活化后以相同方式作用于另一些成员, 从而构成

蛋白酶级联放大系统, 介导细胞核片段化, 并参

与凋亡小体的形成[23]. 因此对caspase蛋白级联反

应的抑制将导致细胞对凋亡的抵抗[24], 实际上, 
许多抗凋亡蛋白都具有抗caspases活性的作用, 
如Survivin[25]. 在本实验中我们发现, QBC939细
胞高表达Survivin, 而caspase-3的活性水平极低, 
这有利于胆管癌细胞逃避凋亡, 维持较高的增殖

活性, 促进肿瘤发生发展. 而在siRNA-Survivin转
染后, caspase-3活性水平显著升高, 这与以前的

研究发现Survivin具有抑制caspase-3活性的功能

是一致的. 这一结果说明在QBC939细胞中表达

的caspase-3主要以无活性的形式存在, 单独cas-
pase-3的表达不足以诱导凋亡, 以siRNA沉寂Sur-
vivin基因的表达可以导致caspase-3的激活, 活化

的caspase-3再发挥其介导细胞凋亡的作用. 这一

结果也提示在QBC939胆管癌细胞中caspase-3的
低活性状态是由于Survivin的表达所致, 在转染

siRNA-Survivin诱导QBC939细胞发生的凋亡过

程中, caspase-3的活化是一个关键性的步骤.
然而Survivin抑制肿瘤细胞凋亡的信号传

导通路至今仍存在争议, 有研究表明Survivin可
能是通过以下2条途径来抑制细胞凋亡[26,27]: 其
一是通过直接抑制凋亡终末效应器caspase-3和
caspase-7的活性阻断各种刺激诱导的细胞凋亡

过程[28]; 其二是Survivin与周期蛋白激酶cdk4、
p34cdc2相互作用阻断凋亡信号传导通路[29]. Sur-
vivin依赖细胞增殖信号进入核内与cdk4结合, 导
致Cdk2/CyclinE激活和Rb磷酸化以启动细胞进

入生长周期, 加快G1→S期的转换, 同时使p21从
cdk4中释放出来并易位到线粒体与procaspase-3
形成复合物, 抑制caspase-3的活性, 阻断线粒体

释放细胞色素c从而抑制细胞凋亡[30]. Wall等[31]研

究发现Survivin是周期蛋白激酶p34cdc-Cyclin B1
的有丝分裂期底物, Survivin磷酸化后与caspase-9
结合并抑制其活性, 阻断caspase-9依赖性的细胞

凋亡信号传导. 由此可见, Survivin抑制肿瘤细胞

凋亡的机制还不清楚. 本研究发现, 在QBC939细
胞中caspase-9和caspase-3的表达和活性水平均

较低, 这有利于胆管癌细胞逃逸凋亡, 维持较高

的增殖活性, 促进肿瘤的发生和发展. 而在应用

siRNA抑制Survivin表达后, 一些信号分子的表

达发生变化, 主要表现在procaspase-9表达减少, 
而caspase-9和caspase-3表达增加. 由此推测, 抑
制Survivin的表达导致procaspase-9表达减少, 而
caspase-9表达增加, 进而激活procaspase-3产生

caspase-3, 随后激活caspase级联, 导致细胞的凋

亡. 研究认为Survivin抑制肿瘤细胞凋亡的信号

传导通路之一是通过促进procaspase-9的活化而

阻止caspase-3和caspase-9的激活, 抑制肿瘤细胞

的凋亡. 
本研究初步阐明了Survivin抑制胆管癌细胞

凋亡的相关信号分子变化, 探讨了Survivin凋亡

抑制的可能作用机制, 然而本研究所涉及的信

号分子有限, Survivin抑制凋亡信号传导的下游

通路是我们下一步深入研究的重点.
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