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RNA干扰抑制裸鼠皮下移植瘤中Livin基因表达的实验研究 
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【摘 要】目的：利用 RNA干扰(RNA interference，RNAi)技术在裸鼠皮下移植瘤中抑制 Livin基因表达，探讨RNA干扰用于胃 

癌治疗的可行性。方法：SGC一7901细胞注射入裸鼠皮下，建立裸鼠皮下移植瘤的模型，设计靶向 Livin基因的小干扰 RNA 

(SmallinterferenceRNA，siRNA)，构建重组表达质粒pTZU6+I—siRNA—Livin，并导人裸鼠皮下移植瘤中，在体内诱导RNAi，采用 

RT—PCR和免疫化学检测 Livin基因表达，Western blot检测 Bax和 Bcl一2改变。结果：重组质粒 pTZU6+1一siRNA—Livin导人裸鼠 

皮下移植瘤后 14 d瘤体体积明显减小，Livin的mRNA和蛋白表达均明显下调。结论：RNA干扰明显抑制了靶基因 Livin的表达 

及肿瘤细胞生长，可能与上调 Bax的表达、下调 Bcl一2，从而诱导肿瘤细胞凋亡有关。 
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【Abstract]Objective：To investigate the feasibility of gastric carcinoma gene therapy by utilizing RNA interference(RNAi)to inhibit the 

expression of Livin in vivo．Methods：SGC一7901was injected into nude mice to form hypodermical gastric carcinoma．Small interference 

RNA(siRNA)homologousto Livin genewere designed，pTzU6+1一siRNA—Livin vectorwas constructed andinjectedintotumortoinduce 

RNAi．The changes of Livin gene expression were detected with RT—PCR and immunochemistry，the expression of Bax and Bcl-2 were 

detected by western blot．Results：14 days after transfected with pTZU6+I-siRNA—Livin，both the mRNA and tfle protein of Livin 

decreased obviously．The level of Bax was up-regulated and the level of Bcl-2 was decreased．Conclusion：RNA interference targeting 

Livin inhibits Livin expression and tumor growth，which may be related to up-regulation of Bax and down—regulation of Bcl一2． 
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Livin是凋亡抑制蛋白(Inhibitor of apoptosis protein，IAP) 

家族的新成员，位于染色体 20q13，转录时可产生 2种 mRNA 

亚型，分别为 1351和 1257碱基_1l。有研究发现 ，Livin在正常 

成人的大多数组织中均不表达 ，表皮、淋巴、脾脏和黑色素细 

胞中表达量很低，而特异性地表达于大多数人类实体瘤细 

胞 3]。由于其在实体瘤中的特异性分布，可能成为实体瘤诊 

断和治疗的重要新靶点。RNA干扰是指双链 RNA引发细胞 

浆内同源mRNA降解的转录后基因沉默现象，具有特异、高 

效、可传递等优点，已被广泛应用于基因功能、遗传规律、生 

长发育、信号转导、抗肿瘤和抗病毒等多领域的研究中 】。本 

实验首先构建 胃癌细胞株 SGC一7901的裸鼠皮下移植瘤，然 

后 利用转 录载体 pTZU6+I构建 Livin的短发夹 状 RNA 

(Small hairpin RNA，siRNA)[61，将其导人裸鼠皮下移植瘤中， 
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研究其对 Livin基因的抑制作用及相关分子机制，以期为胃 

癌的基因治疗提供实验基础。 

1 材料与方法 

1，1 材料 

1．1．1 细胞株 胃癌 SGC一7901细胞株由重庆医科大学病 

理教研室提供。在含 10％／b牛血清的 RPMI1640培养液。 

37℃，5％CO2孵箱中培养。 

1．1．2 质粒 pTZU6+I质粒由重庆医科大学感染性疾病分 

子生物学重点实验室黄爱龙教授惠赠。 

1．1．3 试剂 限制性内切酶Xba I、Sal I、Hind111和 EcoR 

I购 自TakaRa公司，质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、连接 

试剂盒、总 RNA提取试剂和 RT—PCR试剂盒等分别购 自 

TakaRa、Promega和Invitrogen公司等。Livin单克隆抗体购自 

R&D公司。Livin引物和内参 GAPDH引物以及 siRNA转录 

模板由北京三博远志生物工程技术有限服务公司和大连宝 
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生物公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 siRNA结构的设计和合成 根据 siRNA设计原则 和 

Livin编码序列，设计 19个碱基的 DNA片段，中间为 8个与 

目的基 因无同源性的插入序列 (TrAGTACT)，末端终止子 

，并利用 BLAST进行查询 ，确定其为特异性序列。共设 

计合成两对 Livin编码序列的反向重复序列。合成的DNA两 

端设计有 I或 6o I酶切位点 ，便于与 pTZU6-4-1载体 

连接。构建的重组质粒命名为 pTZU6+I—siRNA—Livin，对应 

不同的目的片段构建 的重组质粒分别简称为 pL1一siRNA、 

pL2一siRNA。合成的两对 siRNA序列为分别为：正义链 ：5’ 
一 TCGAGGCCTFCTCTAACCTCTCCrI AGTACTAGGACAGG 

TYAGAGAAGGCrrITIT一3’，反 义链 ：5’一CTAGAAAAAGCCT 

TCTCTAACCTCTCCTAGTACTAAAGGAGAGGTrAGAGAAG 

GCC一3’；正义链 ：5’一TCGAGGGTGAGGTGCTrCTrCTGCI3" 

AGTACTGCAGAAGAAGCACCTCA CC，rITrr一3’，反义链 ：5’ 

一 CTAGAAAAAGGTGAGeTCCTTCTTCTGCAGTACTAAGC A— 

GAAGAAGCACCTCACCC一3’。 

1．2．2 重组载体 siRNA的构建 内切酶 So／I和Xbn I酶切 

转录载体 pTZU6+1，凝胶电泳检查证实载体酶切完全。将其 

与纯化的双链 DNA片段在 T4DNA连接酶作用下 ，4℃连接 

过夜，转化大肠杆菌 JM109，Amp抗性筛选 。筛选克隆提取 

DNA，用 EcoR I和日 ndⅢ分别酶切，并用相同的酶酶切载体 

pTZU6+1作为对照，琼脂糖凝胶 电泳鉴定。将筛选的重组质 

粒测序确定 ，以证实目的 DNA片段克隆入 pTZU6+1载体。 

1．2．3 裸鼠皮下移植瘤模 型 取细胞 数为 5 X 10 个的 

SGC一7901细胞接种于 BALB／c裸鼠腹股沟皮下。继续喂养 4 

周后将裸鼠随机分成两组，每组 5只。1组注射 pL1一siRNA、 

另 1组注射空载体 pTZU6+I于瘤体，每组每次均注射 50 g， 

隔天 1次，共 7次 ，断颈处死裸 鼠，分离出瘤组织。按公式 

v=1，2 a×bz(V代表瘤体积，a为长径，b为短径)计算肿瘤体 

积 ，采用 RT—PCR检测 Livin基因的mRNA变化。 

1．2．4 RT—PCR检测 Livin mRNA水平的改变 Trizol试剂 

提取肿瘤组织的总 RNA，采用 Qiagen公司的 RT—PCR一步 

法试剂盒。反应条件为 5O℃3O min，94℃10 min，94℃ 1 min， 

55℃ 1 min，72℃ 1 min，35 cycles。以GAPDH作为内参，并设 

相应的阴性对照 。合成 的 GAPDH引物为 ：正义 ：5’一CC 

ATGGAGAAGGCTGGGG一3’，反 义 ：5’一CAAAGTFGTCATGG 

ATGACC一3’，产物长度 821 bp；Livin引物序列为：正义：5’一T 

CTGAGGAGTrGCGTCTGGC一3’，反 义 ：3’一TrCTYGGCCTrC 

TGCGTCGG一5’，产物长度为 306 bp。扩增产物 1％琼脂糖凝 

胶电泳 30 min，EB染色，BIO—RAD图像分析仪上观察并扫描 

制片，记录结果，软件 Image Proc Plus3．0(IPP3．0)进行分析。 

1．2．5 免疫组织化学检测 Livin蛋白表达的变化 分离得到 

的肿瘤组织包埋、固定，石蜡切片，脱腊 ，然后按照 Livin抗体 

说明书(SABC法 )进行操作 。DAB显色 ，二甲苯透明，封片； 

照相。采用软件 Image Proc Plus3．0(IPP3．0)进行分析。 

1．2．6 Westem blot检测 Bax和 Bcl一2的表达变化 将肿瘤 

组织研磨 、超声破碎、蛋白上样缓冲液处理，煮沸、混匀，一20℃ 

保存备用。配制 10％SDS—PAGE分离胶和5％SDS—PAGE浓 

缩胶。取保存的样品，上样 10 Ixl，90V恒压电泳约 60 min， 

120 V恒压电泳约 2 h。电泳完毕后取出凝胶，4℃、25 v恒压 

电转过夜。次晨取出 NC膜，加 1／500稀释的 Bax和 Bcl一2一 

抗溶液，4~C过夜，加 1／1 000的辣根过氧化物酶标记稀释二 

抗溶液，37℃、轻轻振荡 2 h后弃反应液，用 DAB染色试剂盒 

染色，BIO—RAD图像分析仪上观察并扫描制片，记录结果。 

采用软件 Image Proc Plus3．0(IPP3．0)进行分析。 

1_3 统计学处理 

实验数据以 ±S表示，采用 检验和 检验进行统计学 

分析。 

2 结 果 

2．1 质 粒鉴 定 

pL1一siRNA和 pL2一siRNA质粒经 Hind m和 0 I双 

酶切，同时做 pTZU6+I空载体双酶切对照。1％琼脂糖电泳 ， 

pTZU6+I空载经双酶切后呈两条带，分别为 2．8 kb的载体片 

段和352 bp的小片段；而构建质粒则为2．8 kb的载体片段 

和 408 bp的目的片段(图 1)。测序结果均正确。 

2．2 裸 鼠皮 下移植瘤体积 

pL1一siRNA质粒处理组裸鼠皮下移植瘤明显小于转染 

pTZU6+I组( P<0．05)(表 1)。 

2．3 半 定量 RT-PCR检测 Livin mRNA水平的 变化 

以琼脂糖电泳条带的亮度来判断Livin mRNA水平高 

低。实验结果(图 2)显示 ，pL1一siRNA质粒处理组裸鼠皮下 

移植瘤中 Livin的mRNA水平较对照组明显下调。 

2．4 免疫组织化学法检测细胞 Livin蛋 白表达变化 

对照组的裸鼠皮下移植瘤组织中可见细胞浆黄染，内有 

较多棕黄色颗粒，为阳性。而 pL1一siRNA质粒处理组裸鼠皮 

下移植瘤中，细胞浆的黄色明显减弱、变浅 ，说明 Livin蛋白 

表达低于对照组(图3)。 

2．5 Western blot检测 Bax和 Bcl一2蛋白表达 

以 B—aetin蛋白特异反应条带的亮度作为标准 ，与对照 

组相比，转染 pL1一siRNA质粒的肿瘤组织中 Bax蛋白表达上 

调 ，而 Bcl一2蛋白表达下调(图 4)。 

3 讨 论 

胃癌是一种高发病率、高恶性度、预后不良的恶性肿瘤， 

临床手术切除后常需进行辅助性放疗，化疗，其 目的在于抑制 

肿瘤细胞生长 ，诱导肿瘤细胞凋亡。Livin是近年发现的人类 

IAP基因家族的成员之一，生理状态下其在除胎盘外的大多数 

终末分化组织中低表达或不表达。研究表明，Livin在胃癌等多 

数肿瘤中高表达，提示 Livin在恶性肿瘤的发生和发展过程中 

可能起着重要作用 。RNAi是 1998年发现的一种新技术。 

Elbashir等171证实在哺乳动物细胞中可以应用 RNAi技术 ，揭 

开了RNAi应用于哺乳细胞研究的新篇章。目前，研究者已经 

利用 RNAi对多种内、外源性基因的表达进行了抑制 。 

在本实验中，我们建立了胃癌细胞株 SGC一7901的裸鼠 




