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Abstract
AIM: To investigate the effects and mecha-
nisms of survivin-s iRNA inteference on 
adenocarcinoma cells SW620.  

METHODS: SW620 cells were transfected with 
survivin-siRNA using Lipofectamine 2000. The 
mRNA expression levels of survivin and PTEN 
were detected by RT-PCR and protein expres-
sion levels were detected by Western blotting. 
MTT and flow cytometry were used to analyze 
proliferation and apoptosis. 

RESULTS: Compared with control cells, the 
mRNA and protein levels of survivin were re-
duced in siRNA-transfected cells, while PTEN 
was increased. At 12, 24, 48 hours, the expres-
sion of survivin mRNA was downregulated 

75%, 93.75% and 97.8%, respectivly, compared 
with that in the controls, and the expression 
of PTEN mRNA was upregulated 41%, 100%, 
128%. The growth of transfected cells was inhib-
ited, while apopotosis was increased.

CONCLUSION: Survivin-siRNA has preferential 
effects on adenocarcinoma cells.

Key Words: survivin; PTEN; RNA interference; Ap-
optosis; Flow cytometry 
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摘要
目的: 通过RNA干扰观察其对suivivin及PTEN
在大肠腺癌中表达的差异及对大肠腺癌细胞
增殖和凋亡的影响.  

方法: 将survivin siRNA用脂质体2000转染
SW620细胞, 以荧光定量PCR仪检测survivin
和PTEN mRNA的变化, Western蛋白印迹法半
定量检测两者的蛋白变化, 同时用MTT法检
测细胞增殖, 流式细胞仪检测细胞的凋亡和细
胞周期分布的变化. 

结果: 结肠腺癌SW620中免疫组化染色显示
survivin呈阳性表达. siRNA作用于SW620细
胞, survivin mRNA及蛋白的表达随着作用时
间的延长而下调, PTEN mRNA及蛋白的表
达随着作用时间的延长而呈现递增趋势, 在
12 h, 24 h, 48 h, survivin mRNA分别下调为对
照组的75%, 93.75%, 97.8%, PTEN mRNA较对
照组上调41%, 100%, 128%, 均与对照组有显
著性差异. MTT法检测siRNA干扰对细胞增殖
的影响呈现出时间依赖性, 与对照组相比有显
著性差异(P <0.05), 且作用各时间点之间比较
亦有显著性差异(P <0.05). 流式细胞仪检测细
胞的凋亡率随时间的延长而增加. 

结论: survivin siRNA作用于结肠腺癌SW620
可使survivin mRNA和蛋白的表达下调, 同时使
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■背景资料
诱导肿瘤细胞的
凋亡是成功治疗
肿瘤的基础和关
键. survivin作为
凋亡抑制因子, 与
抑癌基因PTEN作
用环节一致 ,  而
生物学效应相反. 
当组织恶变时 , 
P T E N基因的表
达出现下调或缺
失, 而survivin则
上调. siRNA静默
survivin的同时发
现PTEN的表达增
加及大肠腺癌细
胞增殖和凋亡均
受影响, 以期探讨
大肠癌防治的新
途径.



PTEN的表达上调, 两者呈负相关, 同时抑制细
胞的增殖及促进细胞发生凋亡.

关键词: 生存素; PTEN; RNA干扰; 凋亡; 流式细胞仪
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0  引言

目前普遍认为诱导肿瘤细胞的凋亡是成功治疗

肿瘤的基础和关键. 在众多调控细胞凋亡的基

因中, survivin是迄今为止发现的最强的凋亡抑

制因子, 具有在肿瘤组织中表达的高选择性和

独特的抗凋亡作用机制, 作为肿瘤治疗的一个

特异攻击靶点日益瞩目. 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, 在维

持正常细胞的稳定性中发挥重要作用. 当组织

恶变时, PTEN基因常发生突变, 其表达出现下

调或缺失, 抑制肿瘤细胞增殖分化能力减弱, 而
survivin的表达则上调, 促进细胞的增殖和分裂. 
本文通过探讨以survivin为靶向, 通过RNA干扰

(RNA interference, RNAi)观察其对survivin及
PTEN在大肠腺癌中表达的差异及对大肠腺癌

细胞增殖和凋亡两者的影响, 进一步探讨大肠

癌防治的新途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 S W620细胞株购于四川大学华西

医院移植免疫实验室 .  蛋白电泳仪(B i o-R a d
公司),  E C L半干电转系统(A m e r s h a m公司 , 
T E70), 荧光定量P C R仪(上海枫岭生物技术

F T C-2000), 流式细胞仪(美国C o u l t e r公司 , 
E L I T E E S P型) ,  酶联免疫检测仪(美国E L-
321e型), lipofectamine2000, PCR试剂盒, 兔抗

survivin, PTEN(cell signaling, CST Co.), HRP标
记的GAPDH survivin的siRNA双链体(Shanghai 
GenePharma Co.): Sense 5'-GGA CCA CCG 
CAU CUC UAC AdTdT-3'; Antisense 5'-UGU 
AGA GAU GCG GUG GUC CdTdT-3'; PCR
反应引物: SURF1: 5'-gagcggatggccgaggct -3', 
SURR1: 5'-tgttcctctatggggtcgtca-3'(124 bp); 
PTENF: 5'-GATTCGACTTAGACTTGACCT-3', 
PTENR: 5'-TTTGGCGGTGTCATAATGTCT-3'(
182 bp).
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1.2 方法 
1.2.1 细胞复苏及传代: SW620细胞株用1640培
养基加胎牛血清, 37℃ CO2孵箱培养.
1.2.2 免疫组化: 将2%明胶预处理过的无菌盖片

放入6孔板内, 将细胞接种生长. 40 g/L多聚甲

醛固定30 min. 0.1% Triton-X100 5 min打孔. 30 
mL/L H2O2室温避光10 min. 羊血清封闭切片, 
37℃约20 min. 一抗(1∶100), 37℃孵育1 h, 4℃
过夜. 二抗羊抗鼠抗体(1∶200), 37℃ 40 min. 加
过氧化物酶标记的链酶卵白素抗体(1∶200), 
37℃孵育30 min. DAB显色, 苏木素复染, 脱水透

明, 封片. 
1.2.3 siRNA双链体转染: siRNA转染前1 d, 将细

胞以每孔2×105的密度接种于6孔板中, 用不含

抗生素的1640培养基培养. 转染当天用无血清

培养基稀释siRNA双链体, 以4 μL100 pmol/孔的

siRNA双链体和8 μL/孔lipofectamine2000按1∶2
体积轻混, 于室温孵育20 min以形成脂质体复合

物, 每孔600 μL加入6孔板中. 通过轻轻敲击培养

板30 s以使之混匀, 将细胞培养板于37℃ 50 mL/
L的CO2培养箱中孵育4-6 h后更换培养液. 观察

不同时间点的作用.
1.2.4 Western印迹检测蛋白质: 用含抑制剂的蛋

白抽提剂(1×106个细胞加入0.1 mL)抽提蛋白, 
收集上清液. 蛋白定量为1.5 μg/μL. 10% SDS-
聚丙烯酰胺电泳分离蛋白. 半干电转法将凝胶

上蛋白转移到PVDF膜60 min. 封闭液中孵育1 
h. 加入1∶1000稀释的一抗4℃过夜. TBST洗膜

5 min, 共3次. 加入1∶5000 HRP标记的二抗及

GAPDH, 37℃孵育2 h. 进行ECL检测.
1.2.5 RT-PCR: TRIzol reagent提取细胞总RNA, 
参照说明书逆转录后PCR扩增, 参照GenBank序
列设计引物. PCR反应条件: 94℃ 2 min 1个循环, 
后94℃ 20 s, 54℃ 20 s, 70℃ 30 s, 80℃ 20 s, 共
40个循环. 增益率为1.5. PCR产物用琼脂糖凝胶

电泳鉴定. 
1.2.6 噻唑蓝(MTT)比色试验: 以2×103个细胞/孔
的浓度接种细胞于96孔板, 每孔100 μL. 置37℃
的CO2孵箱中培养1 d. 转染后继续分别培养24、
48、72 h. 实验终止前4 h加MTT 20 μL/孔, 继续

37℃孵育, 最后弃上清, 加入DMSO 150 μL/孔, 振
荡10 min. 选择570 nm波长, 测定各孔光吸收值. 

抑制率 = (1-试验组光吸收值/对照组光吸

收值)×100%.
1.2.7 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡的影响: 
细胞的接种与收集: 将细胞消化计数2×108 /L, 
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■研发前沿
本 文 旨 在 通 过
用 s i R N A干扰
survivin的表达 , 
观察其对大肠癌
细胞 s u r v i v i n及 
P T E N表达的影
响, 同时观察其对
大肠癌细胞增殖
和凋亡的作用, 借
以探讨大肠癌防
治的新途径.
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接种于6孔板内, 培养24 h后进行转染. 将待收集

细胞悬于4℃预冷的PBS中, 缓缓倒入-20℃预冷

乙醇, 4℃过夜. 离心后将与PI染液混合, 4℃放置

20-30 min. 过滤检测.
统计学处理 所有统计均采用SPSS10.0软件

包进行分析. 细胞增殖抑制结果采用方差分析(F
检验), 各组间两两比较用LSD分析. 药物对细胞

凋亡的作用采用χ2检验.

2  结果

2.1 免疫组化检测细胞中survivin的表达 结肠腺

癌SW620中免疫组化染色显示survivin呈阳性表

达, 弥漫性分布于胞质中呈棕色颗粒样, 胞核呈

蓝色复染状(图1). 
2.2 siRNA干扰对survivin及PTEN mRNA表达
的影响 用s iRNA干扰分别作用于SW620细胞

24 h, 48 h, 72 h后, survivin mRNA的表达下调

为对照组的75%, 93.75%, 97.8%, 具有显著性

差异(P <0.01)(图2). 而PTEN mRNA的表达则较

对照组上调为41%, 100%, 128%, 且差异显著

(P <0.01), 且两者呈现出负相关(P <0.01). 
2.3 siRNA干扰对survivin蛋白表达的影响 用 
s iRNA干扰作用于SW620细胞24-72 h后, sur-
vivin蛋白的表达随着作用时间的延长而下调, 
与对照组间的差异显著(P <0.01), 且48 h和72 h
与24 h相比较亦有显著差异, 但前两者之间则似

乎无明显差异(图3A). PTEN的表达则随时间延

长而呈现出递增趋势. 虽然干扰后PTEN的表达

较对照仍然升高(P <0.05), 但程度较survivin蛋白

表达下降(图3B). 
2.4 s iRNA干扰对SW620细胞增殖的影响 用
MTT法检测发现siRNA干扰对细胞增殖的影响

呈现出时间依赖性. 干扰组对细胞增殖的抑制

率与对照组相比有显著差异(P <0.05). 且各时间

点之间比较亦有显著性差异(P <0.05, 表1). 
2.5 s iRNA干扰对SW620细胞凋亡的影响 正
常生长的细胞表现为不规则的多角形 ,  融合

成集落生长 .  经s i R N A干扰后 ,  细胞体积变

大 ,  似乎胞质中颗粒增多 ,  以后部分细胞从

培养瓶壁上脱落下来. 随时间增加, 以上改变

明显(图4). 与阴性对照组相比, s iRNA干扰作

用于细胞48 h后的凋亡率显著增加(图5). 同
时用s i R N A干扰作用于S W620细胞24-72 h, 
细胞的凋亡率随着时间的延长而增加 ,  72 h
达到高峰 (表1) .  阴性组细胞周期S期43.3%
±32%, G 1期48%±2.1%, 而干扰组细胞周

期S期缩短 ,  而G1期延长 ,  也在72 h达到高峰 
(表1).

3  讨论

由小片段的双链RNA分子介导RNA干扰可导

致生物细胞内同源基因的特异性静默, 具有高

特异性[1]及高效性. 有研究将其与寡脱氧核苷

酸(oligodeoxyribonucleic acids, ODNs)比较, 发
现前者最大抑制浓度(IC50)较后者低100-1000 
倍[2-3], 并且作用时间延长[4], 同时通过电穿空, 局
部注射或静脉注射[5]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[2,6-7]. 
2004年美国FDA已经批准将经过修饰的siRNA
进行临床新药试验, 用于治疗与年龄相关的黄

斑退行性改变的患者[6]. 目前认为RNA干扰作为

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[8]的治疗研究, 
有广阔的前景和应用潜力. 

生存素(survivin)是凋亡抑制蛋白(inhibitor 

■创新盘点
目前尚无研究直
接以s iRNA干扰
survivin后, 同时
观察survivin对相
关抑癌基因PTEN
表达的影响, 及其
对细胞增殖和凋
亡的影响. 

表  1  MTT法检测siRNA干扰SW620细胞在不同时间点的
抑制率, 细胞凋亡率和细胞周期比例(%)

     
分组	                      24 h	           48 h             72 h

抑制率  

    空白组	                5.3±0.8	      7.6±1.2       9.3±0.9

    阴性对照组	 8.6±1.2	    11.2±2.1     13.5±0.7

    siRNA干扰组      14.3±1.5	    36.2±3.3     40.6±3.6

凋亡率    

    空白组	                 12±2.1	    15.6±1.6     25.3±3.1

    阴性对照组         15.2±1.3	       16±1.5        28±2.4

    siRNA干扰组      25.5±1.9	    48.9±4.0        67±3.7

细胞周期比例	      

    G1期                   52.9±1.8      65.1±4.1     70.2±1.9

    S期                     38.4±2.7     26.4±2.9     18.3±3.1

图  1  survivin蛋白免疫组化(LsAB染色×100).
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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. 不同

于其他IAP家族成员主要分布于正常终末分化

组织中, survivin在胚胎发育过程中和绝大多数

肿瘤组织中表达. 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分别为

63.5%和29.1%, 有显著差异, 同时发现其阳性表

达对疾病的预后有重要影响[9-11]. 本实验通过免

疫组化及Western蛋白印迹检测发现结肠腺癌

细胞株SW620中survivin的表达呈强阳性. 采用

针对survivin设计的siRNA干扰结肠腺癌SW620
细胞, 则survivin mRNA及蛋白的表达分别下调

75%-97.8%和46%-80%. 与报道用针对survivin 
dsRNA构建的腺病毒转染人软组织肉瘤, 发现

其mRNA表达下降了73%-88%, 蛋白表达减少

了52%-81%的结果相接近[12]. 并且有研究报道, 
siRNA干扰表达于转染后12 h, 高峰出现于36-48 
h, 至96 h失效[13]. 本实验结果与其相似, 高峰出

现于48 h左右, 作用至72 h mRNA及蛋白的表达

较前者无明显增加. 
作为抑癌基因的PTEN在维持正常细胞的

稳定性中发挥重要的作用[14], 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[15-16]. 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. 当组织

恶变时, PTEN基因常发生突变, 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, 启动细胞周期, 促进分裂, 使肿瘤细胞的

恶性增殖能力增强[17]. 有研究应用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[18-19]. 本文通过以survivin为靶向

的siRNA干扰可以使PTEN mRNA及蛋白分别上

调41%-128%及30%-50%, 与survivin的表达呈反
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图  2  两条线交点为survivin mRNA表达的起跳点. A: 对照组起跳点为20; B: siRNA干扰48 h后起跳点为24. 两者差值2⊿⊿CT = 

1/32提示干扰后survivin的表达下降为前者的1/32倍.

GAPDH

survivin

PTEN

GAPDH

1       2        3      4       5

1          2        3        4        5

图  3  内参GAPDH与目的蛋白的表达. 1-5: 空白, 阴性对
照, 作用24 h, 48 h, 72 h. A: siRNA干扰后在内参GAPDH表
达稳定的同时, survivin的表达随着作用时间的延长而明显

减少; B: 提示干扰后, PTEN的表达增加与suvivin的表达相

反.
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■应用要点
本文为防治大肠
癌提供了理想的
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方向变化, 两者呈负相关. 其上调的幅度的差异

认为可能与不同蛋白所具有的代谢半衰期不同

有关. 
siRNA干扰还可以对细胞的增殖及凋亡发

挥影响作用[20]. 本文发现siRNA干扰可使SW620
细胞的增殖明显受抑(14.3%-40.6%), 而对照组

为(5.3%-9.3%). 同时促进肿瘤细胞的凋亡, 其
凋亡率为25.5%-67%, 并使细胞周期停滞于G1

期, 而S期所占比例则明显减少. 该结果与以前

报道认为在细胞中survivin的表达增加可以使

细胞从G1期进入S期, 启动细胞周期[21], 相反下

调survivin的表达可使细胞受阻于G1期的结论

相一致[22]. 其主要作用机制可能与以下几点相

关: (1)survivin可直接与凋亡路径的下游执行

酶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[23-24]; (2)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, 阻断caspase-9依赖的细胞

凋亡信号传导[25-26]; (3)通过竞争性与CDK4/P21
结合, 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[27]. (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, 从而抵抗

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[28]. 
总之, 由于survivin在肿瘤组织中所具有的

高选择性的表达和独特的抗凋亡的作用机制, 
使其作为肿瘤治疗的一个特异的攻击靶点成为

可能[29]. 同时PTEN作为与survivin同一路径的相

反的靶点, 保持其自身的稳定性及抑制其发生

突变也需要进一步的研究明确. 与反义寡核苷

酸相比, RNAi的应用不仅效率远高于前者, 而且

持续时间延长. 同时有实验证实, 在小鼠体内反

义核酸不发挥作用, 而RNAi的活性却很高, 推测

反义核酸可能被体内的核酸降解系统破坏[4]. 这
一实验结果鼓舞了越来越多的学者们对RNAi的
进行更深入的研究. 当然, RNAi真正被用于临

床仍然还有许多问题亟待解决: 如何保证RNAi
的稳态, 选择合适的无毒载体, 最大限度的延长

RNAi的效果等, 但无疑RNAi的应用也为肿瘤治

疗提供了新的思路和手段.
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