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Survivin反义寡核苷酸联合 TCS诱导食管癌细胞 Eca一109 

凋亡的研究 

陈王龙 ，邓华瑜 

(重庆医科大学基础医学院病理生理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 survivin反义寡核苷酸(Antisense 0ligode0xynuc1eotide，ASODN)联合 TCS诱导细胞凋亡的作用及其分子 

机制。方法：以食管癌细胞 Eca一109为实验对象，将实验分 6组：未处理组、脂质体组、survivin正义寡核苷酸组 Sense oligodeoxyn 

ucleotide，SODN)、survivin反义寡核苷酸组(Antisense oligode0xynucle0tide，ASODN)、天花粉蛋白组(Trichosan thein，TCS)、survivin 

反义寡核苷酸联合天花粉蛋白组。各处理因素作用食管癌细胞 Eca一109 48 h，RT—PCR检测 Eca一109细胞 survivin mRNA表达 

变化；Westem bl0t检测 Survivin、Bcl一2、Bax、Caspase一3蛋白表达变化；AnnexinV—FITC／PI双染法检测 Eca一109细胞早期凋亡率。 

结果：ASODN组 、TCS组和联合组的 survivin mRNA和 Smwivin蛋白表达水平明显降低 ，联合组较单独药物组(ASODN组、TCS 

组)降低 ，而以上 3组的早期凋亡率和 Caspase一3蛋白表达水平明显升高 ，联合组较单独药物组增高(P<0．05)；TCS组和联合组 

细胞的 Bcl一2蛋白的表达水平明显降低 ，Bax蛋白的表达增加。结论：TCS联合 survivin的ASODN在诱导 Eca一109细胞的凋亡 

方面，能够发挥协同作用；TCS和 survivin的 ASODN共同抑制 survivin基因表达 ，TCS下调 Bcl一2蛋白表达和上调 Bax蛋白表 

达 ，分别激活 caspase级联反应上游、下游途径 ，是两药发挥协同作用的分子基础。 
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Apoptosis of Eca-1 09 cells treated with antisense OligOdeOxynucleOtide 

targeting survivin and trichosanthin 

CHEN Yu-long，et all 

(Department ofPathophysiology，College ofBacial Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effects of antisense oligodeoxynucleotide targeting survivin and trichosanthin on the apoptosis of 

human esophageal carcinoma Eca-109 cells and its molecular mechanisms．Methods：The experimental Eca一109 cells were divided into 

six groups：untreated group，lipofectamine group，sense olig0deoxynucleotide targeting survivin group (SODN)，antisense oligodeoxy 

nucleotide targeting survivin group(ASODN)，trichosanthin group，and antisense oligodeoxynucleotide targeting survivin and trichosanthin 

group．Expression of survivin mRNA was detected by RT-PCR．Expressions of Survivin，Bel-2，Bax，and Caspase-3 proteins were 

detected by Western blot．The rate of early apoptosis was detected by AnnexinV—FITC／PI double stain．Results：Expressions of survivin 

mRNA and protein of the ASODN group，the TCS group，and the combination group were significantly decreased．The combined group 
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group and the combination group were significantly increased，with significantly higher results in the combination group than in the single 

group．Expression of bcl-2 protein of the TCS group and the combination group decreased．However，expression of the bax protein was 

increased．Conclusion：Survivin antisense olig0deoxynucle0tide targeting survivin and trichosanthin can collaboratively induce apoptosis 

of the Eca一109 ceils．The molecular mechanism may be that two drugs can activate casp&se cascade channels due to collaborative 

suppressing the expression of survivin gene by two drugs and down—regulating the expression of bcl-2 protein and up-regu lating the 

expression of bax protein by TCS． 

【Key words】Esophageal carcinoma；Antisense oligodeoxynucleotide；Apoptosis 

反义寡核苷酸技术(Antisenseo1ig0deoxynUCleotide，ASODN) 

是肿瘤基因治疗策略之一。它是根据碱基互补原则 ，用人工 

合成或生物表达的特定互补的 DNA或 RNA片段抑制或封 

闭专一靶基因表达的技术[1】。在抗肿瘤中的应用较重要的一 

点是选择一个合适的靶基因，最理想的靶点是具有肿瘤表达 

特异性的成分。针对 survivin基因的反义技术研究较多，并已 

应用于食管癌的体外研究 。目前该技术倾向于与多种药物 

联合应用于肿瘤的治疗，达到高效低毒目的。 

天花粉蛋白(Trichosanthin，TCS)是我国最早提纯、分离 

并鉴定其分子结构的中药成分之一 。它是一种碱性蛋白，属 

于 I型核糖体失活蛋白(I ribosome—inactivating protein，RIP)。 

研究显示，TCS具有多种药理特性，如诱导中期流产、抗 HIV 

感染和抗肿瘤等[41。本研究前期工作表明，TCS能够明显抑制 

食管癌细胞的增殖 。 

本部分实验采用 SurvivinASODN联合 TCS作用食管癌 

细胞 Eca一109细胞，研究两药的协同诱导 Eca一109细胞凋亡 

作用及其分子机制，为食管癌的基因治疗应用提供依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞 Eca一109细胞为重庆医科大学病生实验室保 

存。 

1．1．2 主要试剂 针对 survivin mRNA232—251序列的 20个 

碱基设计 ASODN链，并同时设计出SODN链。ASODN序列 

为 5’一CCCAGCCTFCCAGCTCCTFG一3’，SODN序 列 为 5’ 

一 CAAGGAGCTGGAAGGCTGGG一3’，均全程硫代修饰 ，送上 

海生工生物工程技术服务有限公司合成；天花粉蛋白注射液 

规格 ：1．2 mg／ml，购于上海金山制药有限公司。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养 将人食管癌 Eca～109细胞置于含 10％胎 

牛血清，100 U／ml青霉素，100 mg／L链霉素的 RPMI1640培养 

液中，于 37℃、5％CO 培养箱中常规培养，待其贴壁生长融 

合至 60％左右时，用 0．1％的胰酶消化传代培养。 

1．2．2 实验分组 本次实验分为 6组：其中对照组分为未处 

理组、脂质体组和 SODN组；实验组为 ASODN组 、TSC组及 

ASODN和TSC联合作用组。TCS组及联合组的TCS终浓度 

为 33 g／mltsl，SODN组、ASODN组和联合组按脂质体与寡核 

苷酸 l：1的比例转染，作用 48 h后，分别检测各项指标。 

1．23 细胞转染 选择生长良好的 Eca一109细胞，以4 X 105 

个，孑L接种 6孑L细胞培养板，待细胞生长到 95％左右时，利用 

LipofecatmineTM2000将寡核苷酸片段转染细胞。 

1．2．4 流式细胞仪检测早期凋亡率 细胞经药物处理后 ，胰 

酶消化及低速离心后吸去 PBS，最后用 250 trl结合缓冲液重 

悬细胞，调节细胞浓度为 1 X 106个／ml，取上述细胞悬液 100 

l于 5 ml流式管中，加入 5 l Annexin V—FITC和 1O l 20 

g／ml的 PI溶液 ，混匀后 ，室温避光孵育 15min，在流式管中 

加人 400 V1 PBS，上流式细胞仪进行分析，最后打印结果。 

1．2．5 RT—PCR检测 Survivin mRNA表达 按 Trizol试剂盒 

说明～步法提取总 RNA，进行琼脂糖电泳及利用紫外分光光 

度仪测定 RNA纯度和浓度。逆转录反应合成第一链 cDNA， 

进行 PCR反应。 

Survivin引物：上游引物 ，5’一CTCAAGGACCACCGCAT 

CTC一3’； 

下游引物，5’一GAAAG CGCAA CCGGA CGAAT_3’； 

GAPDH引物序列：上游引物 ，5’一GGCAAATYCCATGGC 

ACCGTC一3’： 

下游引物，5’一CATAcTCAGCGCCAGCATCGC一3’。 

反应条件为：94℃预变性 2 min后，94％变性 30 s，55℃ 

退火 30 S，72℃延伸 30 S，共 29个循环。最后 72℃延伸 10 

min。取 5 Ixl PCR产物在 1．5％琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙锭 

显色 ，用 自动凝胶成像分析系统中Quantity one软件分析各 

扩增条带产物的含量，用 Survivin与 GAPDH光密度的比值 

表示 Survivin mRNA的相对含量。 

1．2．6 Western blot检测 Survivin、Caspase一3、Bcl一2和 Bax蛋 

白表达 细胞经 PBS清洗后，加入细胞裂解液 ，利用 BCA定 

量试剂盒进行蛋白定量 ，上样量为 60 g，常规电泳、转印和 

ECL显色。其中 Survivin兔抗人多克隆抗体、Caspase一3、Bax 

及 B～actin的鼠抗人单克隆抗体稀释比例为 1：300，Bcl一2 

鼠抗人单克隆抗体稀释比例为 1：250，辣根过氧化物酶标记 

的山羊抗兔和山羊抗 鼠 IgG稀释 比例都为 1：3 500。用 

Quantity one分析软件测定条带的灰度值，利用 Survivin、Cas— 

pase一3、Bcl一2和 Bax蛋白与内参 B—actin蛋 白灰度值的比 

值作为细胞间蛋白表达量的比较。 

1-3 统计学方法 

实验数据用 ±S表示，用SPSS 13．0forwindows统计软 
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件处理数据 ，采用多样本均数比较的方差分析、多重 比较的 

q检验对数据进行分析。 

2 结 果 

2．1 Annexin V—FlTC／PI检测食管癌细胞 Eca-109早期凋亡率 

未处理组 、脂质体组 、SODN组 、ASODN组 、TCS组和 

联合组的早期凋亡率(％)分别为 0．90±0．05、1．05±0．14、 

0．86±0．03、3．69±0．15、3．52±0．42和 5．11 4-0．33，其中ASODN 

组 、TCS组和联合组的早期凋亡率明显高于未处理组 ，差别 

具有显著性( 0．05)，脂质体组 、SODN组和未处理组两两比 

较 ，差别均无显著性(P>0．05)，联合组早期凋亡率高于 A一 
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SODN组 和 TCS组 ，差别有显著性(P<0．05)，ASODN组和 

TCS组差别无显著性(P>0．05)(见图 1)。 

2．2 不同处理组食管癌细胞 Eca-109的 su nrivin mRNA表 

达水平 

未处理组、脂质体组 、SODN组、ASODN组、TCS组和联 

合组 survivin mRNA的表达水平分别为 0．242 l±0．006 2、 

0．2429±0．0020、0．2470±0．001 8、0．1l0 7±0．0069、0．1l3 4± 

0．003 3和 0．043 9 4-0．003 5。其中 ASODN组、TCS组和联合 

组明显低于未处理组 ，差别具有显著性(尸<0．05)，脂质体组 、 

SODN组和未处理组两两比较 ，差别均无显著性(P>0．05)，联 

合组 survivin mRNA表达水平明显低于 ASODN组 和 TCS 

组 ，差别有显著性(P<0．05)，ASODN组和 TCS组差别无显著 

性(尸>0．05)(见图 2)。 
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图 1 Annexin V—FITC／PI检测 Eca一1 09细胞早期凋亡率的流式分析图 
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2．3 不同处理组食管癌细胞 Eca一109 Survivin、Caspase-3、 

Bcl一2、Bax的蛋 白表达 水平 

ASODN组 、TCS组和联合组细胞的Survivin蛋白表达明 

显低于未处理组，Caspase一3蛋白表达明显高于未处理组，差 

别有显著性(P<0．05)；脂质体组、SODN组和未处理组两两比 

较，Survivin、Caspase一3蛋白差别均无显著性(P>0．05)。TCS 

组和联合组细胞的 Bcl一2蛋白的表达 ，较未处理组明显降 

低，差别有显著性(P<O．05)，Bax蛋白的表达则升高，差别具 

有显著性(尸<0．05 J。对于 Bcl一2、Bax蛋白的表达，TCS组和联 

合组差别并无显著性(P>O．05)，脂质体组、SODN组 、ASODN 

组与未处理组两两比较 ，差别均无显著性(P>O．05)(见表 l 

和图 3)。 

survivin(219 bp) 

GAPDH(124 bp) 

F E D C B A 

A．联合纲；B．TCS组；c．ASODN组；D．SODN组；E．脂质体组；F．未处理组 

图 2 survivin mRNA水平的RT-PCR分析 

表 1 Eca-109细胞各实验组的Survivin、Caspase一3、Bcl一2、Bax蛋白表达 ±Sln=3) 

疗差分析，P<0．05；‘P<O．05 vs未处理组， P<O．05 vs ASODN组 and TCS组 

Survivin(16．5 kD 

Bcl一2(26 kD 

Bax(21 kD 

Caspase-3(32 kD 

F E D C B A 

A．未处理组；B．脂质体组；C．SODN组；D．ASODN组；E．TCS组；F．联合组 

图3 survivin、casepase-3、bcl一2、bax蛋白水平的Western blot分析 
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3 讨 论 

细胞凋亡(Apotosis)是南一系列基因控制的 自主性有序 

死亡，它是胚胎发育和成人组织器官中细胞清除的正常途 

径。肿瘤是细胞增生和凋亡平衡失调的结果 ，凋亡受阻存肿 

瘤的发生发展过程中起着极其重要的作用。目前已知的凋亡 

调节基 因主要有 bcl一2基因家族和凋亡抑制蛋白家族(In— 

hibitor ofapoptosis protein，IAPs)等。细胞凋亡通过 Caspase蛋 

白的程序性激活实现，无论是从上游激活还是从下游激活， 

Caspase一3被认为是凋亡系统的终末环节[61。 

Sm'vivin是 lAP家族中最小的 1个新成员。该蛋白可以 

与 Caspase一3、Caspase一7结合直接抑制它们的生成和活化 ， 

从 Caspase途径的下游抑制细胞凋亡 。bcl一2是 bcl一2基因 

家族中备受关注的原癌基因，其主要作用是抑制细胞凋亡， 

不刺激细胞增殖 ，在肿瘤形成过程中起辅助作用 ，通过与某 

些癌基因产生协同作用方式实现。该蛋白主要通过抑制线粒 

体途径抑制细胞凋亡，直接或间接抑制线粒体细胞色素 c的 

释放，从而阻止细胞色素 c对 Caspase一9激活，从 Caspase的 

上游抑制细胞凋亡。bax是 bcl一2的同源基因，当 Bax在细胞 

内过表达时能形成同源二聚体，而拈抗 Bcl一2的抑制效应使 

细胞趋于凋亡，对死亡信号的反应增强。Bcl一2与 Bax的比值 

是决定细胞接受致病信号刺激后成活与否的关键因素 ，肿瘤 

时两者比值增高，导致上游抑制Caspase途径，从而抑制肿瘤 

细胞凋亡[81。 

本研究采用反义寡核苷酸技术特异性抑制 survivin基闲 

表达，联合 TCS作用于食管癌细胞 Eca一109。实验结果显示： 

TCS和 survivin的 ASODN联合应用较其分别单独应用时，能 

够使 survivin mRNA和蛋白表达水平显著降低 、Caspase一3蛋 

白表达水平显著增加 ；早期凋亡率检测结果可见 ，应用 TCS 

或 smM,cin的 ASODN作用细胞 48 h后 ，细胞凋亡率较未处 

理组、脂质体组 、SODN组增加 ，有统计学差异 ，即两种药物 

都可以诱 导细胞凋亡 ，但凋亡率不高；联合 TCS和 suiwlvin 

的 ASODN共同作用细胞后，与 TCS组、ASODN组相比较，细 

胞早期凋亡率明显提高 ，具有统计学差异。实验结果表明， 

TCS和 survivin的 ASODN联合应用能够共同抑制 survivin 

基因的转录翻译水平、上调 Caspase一3蛋白，从 Caspase级联 

反应下游诱导细胞凋亡。另外 。Bcl和 Bax蛋白检测结果表 

明，TCS独立具有下调 Bcl一2蛋白、上调 Bax蛋白表达作用， 

使 Bcl一2与 Bax比值下降，进而可导致细胞色素 C从线粒体 

内释放 ，激活 Caspase一9乃至 Caspase一3，产生从 Caspase级 

联反应的上游诱导细胞凋亡的效应。 

本研究认为 ，联合应用 survivin的 ASODN与 TCS具有 

协同效应 ，可以对食管癌细胞 Eta一109取得更加有效的诱导 

凋亡 、抑制增殖作用 ，此为探寻肿瘤防治高效低毒手段提供 

了有价值的实验依据。 
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