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ＲＮＡｉ基因沉默对消化系统肿瘤化疗敏感性的影响

邵　军，余文静，肖　斌，曾凡才△

（泸州医学院生物化学教研室，四川泸州６４６０００）

　　摘　要：目的　探讨ＲＮＡｉ基因沉默对消化系统肿瘤化疗敏感性的影响。方法　选取胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株和食管癌ＥＣ１０９

细胞株，常规分为转染组和阴性对照组培养，转染组两株细胞株转染ｓｉＲＮＡ沉默Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，并给予顺铂药物５ｍｇ／Ｌ共培

养７２ｈ。空白对照组则给予常规培养，并给予转染组同剂量的顺铂共培养７２ｈ。ＭＴＴ法检测两组细胞株体外增殖速度并比较其

对化疗药物顺铂的敏感性。结果　ｓｉＲＮＡ沉默ＳＧＣ７９０１和ＥＣ１０９细胞株内Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达后，细胞对顺铂药物的敏感性提高，

ＭＴＴ结果提示细胞的增殖活性明显低于未沉默组细胞株，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　采用ＲＮＡｉ基因沉默技术可以

干扰Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达，抑制肿瘤细胞的增殖，同时显著提高肿瘤对化疗的敏感性。
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　　消化系统肿瘤是人类常见的恶性肿瘤之一，由于其症状不

明显，大部分患者有明显的临床症状时肿瘤已处于末期并发生

转移，常规治疗手段疗效不佳［１］。近年来，随着科学技术的发

展，基因治疗是治疗肿瘤的一个值得探索的新型方法［２］。选择

理想的靶点是基因治疗重要的第一步［３］。本研究采用 ＲＮＡｉ

的方法，抑制人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株和食管癌ＥＣ１０９细胞株

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，从细胞学水平分析Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因对化疗药物

顺铂敏感性的影响，以探讨消化系统肿瘤的基因治疗。

１　资料与方法

１．１　材料　食管癌ＥＣ１０９细胞株和胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株均

由清华大学生命科学研究院提供。顺铂（ＤＤＰ）、ＭＴＴ购自

Ｓｉｇｍａ公司；１０％优级新生牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＤＭＥＭ 培

养基购自 ＧＩＢＣＯ公司，ＤＭＳＯ购自 Ａｍｅｒｓｃｏ公司；倒置显微

镜购自奥林帕斯公司，全自动酶标检测仪（ＤｙｎａｔｅｃｈＭＲ５０００

型）购自美国Ｄｙｎａｔｅｃｈ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞的培养、转染以及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的检测　（１）细胞

培养：将ＳＧＣ７９０１和ＥＣ１０９细胞株分别培养于含１０％新生

小牛血清、５ｍｇ／ＬＤＤＰ药物的培养基中，随后放置于３７℃、

５％ＣＯ２ 孵箱中，在饱和湿度下培养，隔日换液。（２）细胞转染

ｓｉＲＮＡ：选取４８７５０５靶位点，根据靶位点设计寡核苷酸序列。

序列中间设为茎环形，序列两端设为ｓｉＲＮＡ的正、反序列，同

时采用６个Ｔ为ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅢ转录终止子。载体ｐＢＡｓｉ

ｈＵ６经双酶切后与寡核苷酸相连接。等到ＳｕｒｖｉｖｉｎｓｈＲＮＡ的

表达载体。（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞株的Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白

表达。

１．２．２　绘制４个细胞株的生长曲线图　９６孔板，细胞５×１０３

个／孔，每组８个复孔，每孔２００μＬ。接种后１２～７２ｈ，每隔１２

小时添加５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液，每孔２０μＬ。置于３７℃、５％

ＣＯ２ 孵育４ｈ，去除上清液后加二甲亚砜（ＤＭＳＯ），每孔１５０

μＬ，震荡２０ｍｉｎ，待结晶充分溶解后，使用酶联仪测量每孔在

４９０ｎｍ波长的吸光值（犃），以犃４９０为纵轴，时间（ｈ）为横轴，绘

制细胞株的生长曲线。

１．２．３　细胞对ＤＤＰ的敏感性分析　取生长期的细胞株，置于

９６孔板中，每孔容纳５×１０３ 个细胞。培养１２ｈ后，加０．５

ｍｇ／ＬＤＤＰ溶液２００μＬ。ＤＭＳＯ终浓度为０．５％，ＤＤＰ终浓度

分别为１００、５０、１０、０．４、０．０８和０．０１６μｇ／ｍＬ。同时设阴性对

照组（无ＤＤＰ）。继续培养２４ｈ后阴性对照组的细胞密度接近
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９５％时，加入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ溶液，调节温度至３７℃

并放置４ｈ，去除上清液后加 ＤＭＳＯ，每孔１５０μＬ，震荡２０

ｍｉｎ，待结晶充分溶解后，使用酶联仪测量每孔在４９０ｎｍ波长

的犃值。细胞生长抑制率＝［阴性对照组犃４９０－转染组犃４９０

（或空白对照组犃４９０）］／阴性对照组Ａ４９０。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，计数资料以率表示，

组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　荧光显微镜下观察转染效率　转染组 ＳＧＣ７９０１和

ＥＣ１０９细胞株转染ｓｉＲＮＡ后在荧光倒置显微镜下可以观察

到绿色荧光，其感染效率为绿色荧光细胞数占总细胞数的比

例，根据荧光显微镜显示２４ｈ后转染组的感染效率已达到

９０％以上。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后各株细胞株的Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的

表达　转染组的ＳＧＣ７９０１和ＥＣ１０９细胞株Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表

达明显低于阴性对照组，见图１、２。

　　１：转染组；２：阴性对照组。

图１　　两组ＳＧＣ７９０１细胞的Ｓｕｒｖｉｖｉｎｅ蛋白表达

２．３　两组细胞的生长情况　转染组的感染慢病毒ＳＧＣ７９０１

和ＥＣ１０９细胞株生长速度明显低于阴性对照组。两组细胞生

长曲线，见图３。

２．４　转染后两组细胞株对ＤＤＰ敏感性　经 ＭＴＴ检验后显

示，转染组ＳＧＣ７９０１、Ｅ１０９细胞株ＩＣ５０在２４、４８、７２ｈ也明显

低于阴性对照组，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。在

０．５ｍｇ／ＬＤＤＰ作用下细胞株的抑制率方面，转染组ＳＧＣ

７９０１细胞株、ＥＣ１０９细胞株的２４、４８、７２ｈ的抑制率明显高于

阴性对照组，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

　　１：空白对照组；２：转染组。

图２　　两组ＥＣ１０９细胞的Ｓｕｒｖｉｖｉｎｅ蛋白表达

图３　　各细胞株的成长曲线

表１　　ＤＤＰ作用下两组细胞株的ＩＣ５０比较（ｍｇ／Ｌ）

组别
２４ｈ

ＳＧＣ７９０１ ＥＣ１０９

４８ｈ

ＳＧＣ７９０１ ＥＣ１０９

７２ｈ

ＳＧＣ７９０１ ＥＣ１０９

转染组 ０．９５ａ １．０２ａ １．２５ａ １．１３ａ １．４１ａ １．４２ａ

阴性对照组 ３．７７ ３．２８ ３．４５ ３．４９ ４．２１ ３．２６

　　ａ：犘＜０．０５；与阴性对照组比较。

表２　　０．５ｍｇ／ＬＤＤＰ作用下两组细胞株的抑制率比较（狓±狊，％）

组别
２４ｈ

ＳＧＣ７９０１ ＥＣ１０９

４８ｈ

ＳＧＣ７９０１ ＥＣ１０９

７２ｈ

ＳＧＣ７９０１ ＥＣ１０９

转染组 ３５．８８±０．７５ａ ２８．４９±０．７３ａ ３２．０９±０．８８ａ ２５．４８±０．９２ａ ３５．１０±０．９８ａ ２６．１２±０．８４ａ

阴性对照组 １９．３１±０．９１ １５．７４±０．６７ １５．７８±０．８４ １３．３６±０．７４ １０．２６±０．６５ １０．１２±０．５５

　　ａ：犘＜０．０５；与阴性对照组比较。

３　讨　　论

ＲＮＡｉ是一种从基因角度治疗疾病的新技术，ＲＮＡ中少

量的ｓｉＲＮＡ分子就能抑制其相应的基因表达
［４］。当 ｍＲＮＡ

中某段序列同源的ｄｓＲＮＡ分子与ｓｉＲＮＡ分子导入肿瘤细胞

时，ｄｓＲＮＡ可使目的基因产生特异性的降解，从而导致目的基

因表达的沉默。ＲＮＡｉ技术具有高效和高特异性等优势
［５６］。
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Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是一种凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＩＡＰ），Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因是由国外学者 Ａｍｂｒｏｓｉｎｉ等
［７］在１９９７年

的效应细胞蛋白酶受体１ｃＤＮＡ实验中从人类基因中筛选分

离出来的。有研究表明，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在正常细胞中并不表达，而

在肿瘤患者的肿瘤细胞内却呈现高表达［８］。此外，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ还

与肿瘤治疗后的复发和转移有关［９］。因此，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ作为癌细

胞特异性表达的一种凋亡抑制蛋白，其基因极有可能是肿瘤基

因治疗中的一个最为理想的靶点。

本研究选取人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株和食管癌ＥＣ１０９细

胞株，采用ＲＮＡｉ技术，将ｓｉＲＮＡ分子导入肿瘤细胞中，构建

ｓｉＲＮＡＳｕｒｖｉｖｉｎ表达载体，通过转染、筛选和鉴定得到稳定的

细胞克隆体。同时采用 ＭＴＴ法进行细胞生长特性的检测，发

现了ｓｉＲＮＡＳｕｒｖｉｖｉｎ转染的胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株和食管癌

ＥＣ１０９细胞株体外培养增殖细胞数量明显下降，同时发现细胞

株对化疗药物ＤＤＰ的敏感度明显升高。其原因可能与Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ对细胞的凋亡和分裂具有双重的调控作用有关
［１０］。Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ在正常情况下只在细胞周期Ｇ２Ｍ期表达
［１１］。在有丝分

裂过程中，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与纺锤体的微管蛋白进行特异性的结合，

维持有丝分裂的正常运作［１２］。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在细胞周期 Ｇ２Ｍ 期

可对抗异常因素引起的细胞凋亡，而在肿瘤细胞中，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

的高表达则可使细胞克服这个凋亡调控点而完成异常的有丝

分裂［１３］。干扰Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与纺锤体的微管蛋白特异性结合后可

使其抗凋亡的功能丧失，同时增加半胱氨酸蛋白酶的活性，从

而导致细胞的Ｇ２Ｍ期凋亡，细胞分裂异常同时伴有多倍体细

胞形成［１４１５］。因此，诱导细胞凋亡是ＲＮＡｉ消化系统肿瘤细胞

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因后抑制肿瘤细胞生长的重要机制。

综上所述，采用ＲＮＡｉ基因沉默技术可以干扰Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基

因表达，抑制肿瘤细胞的增殖，同时显著提高肿瘤对化疗的敏

感性。
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