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【摘 要】目的：构建 survivin特异性短发夹RNA(shRNA)的表达载体，并以其修饰人膀胱移行细胞癌细胞株T24，评价其在体 

内的抑制肿瘤生长增殖的作用。探讨其在膀胱移行细胞癌(TccB)1、24细胞中的作用。方法：设计 、合成 survivin特异性的短链寡 

核苷酸 ，克隆到 PlrZu6+1质粒载体中，构建 su n，ivin特异 shRNA表达载体，转染 T24细胞；通过 PTZu6+1质粒载体介导 ，成功 

建立了表达 su vin的膀胱移行细胞癌细胞株 1124／survivin—siRNA，拟在体内研究 survivin—siRNA对膀胱移行细胞癌生长 、增 

殖的影响。建立裸鼠皮下种植瘤模型，观察肿瘤形成时间和观察肿瘤形成时间，以及计算抑瘤率；HE染色行组织学检查；sABc 

法测定 survivin，评估 survivin在 P1zu6+1介导的 survivin—siRNA治疗膀胱移行细胞癌后的表达。结果：未转染组 、空载体组共 

发生肌肉侵润6例，可见肌纤维的溶解、断裂等；皮下注射含 survivin—siRNA的转染组细胞所形成的种植瘤的时间显著地延长， 

与其它两组 比较有显著性差异(P<0．叭)；含 survivin—siRNA的转染组所形成的种植性膀胱癌的体积明显受到抑制 ，与未转染 

组 、空载体组有明显差异 ( 0．01)；survivin—siRNA转染组 的抑瘤率为 68．93％，与未转染组 、空载体组相 比较有显著差异； 

survivin—siRNA转染组 sunrivin的阳性表达率降低。结论：应用 r7u6+1质粒载体构建 su“ivin的 shRNA表达载体，成功建立了 

表达 survivin的膀胱移行细胞癌细胞株 T24／survivin—siRNA，有效抑制了 survivin蛋白的表达，在体内实验中表明可以抑制T24 

细胞移植瘤的生长，诱导 T24细胞的坏死、凋亡。 
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【Abstmct】 O 坑口e： To c0nstmct the plasmid containing sh0rt hairpin RNA(shRNA) 0f survivin and modify human bladder 

tmnsitional cel1 carcinoma(BTCC)T24 ceⅡline wjfh it t0 evaluate its inhihition 0n tumor gmwtl1 and pf(】li rati0n and further discuss its 

hlnctions in T24 cel1s． le 0d ：Sun ivin speci c oligonucleotides were designed and synthesized． IIhese 0lig0nucleotides wer℃annealed 

【0 fnnl1 double strand DNA flra 11ent and this ffagment was inserted into plasimid PTZU6+1 to generate the plasimid pshRNA—sun vin2． 

I’hen T24 cel1s were inoculated into出e right—back legs 0f BALB／c nude mice to estab1ish b1adder cancer mode1．Thmugh plasimid 

ZU6+1， I'24／survivin—siRNA expressing suⅣivin was success lly constmcted to study the e cts 0f survivin—siRNA on BTCC gmw}h 

and p r(】lifemti0n．Micmsc0pe was used t0 0bserve the morphological changes．Hist0l0 cal examination was under HE staining．Survivin was 

detected by SABC to evaluate the expI ssi0n 0f sun ivin after the treatment of surviVin—siRNA thr0ugh PTZU6+1．兄8s”Z ：The expI℃ssion 

ofsurvivin in trans cted T24 cells in viv0 was markedly depressed as compared with contml gmups(P<0．01)．In vivo，pshRNA—survivin2 

could inhibit the gr0wth 0f BALB／c xenograff tumor and the inhihit0ry mte of tumor was 68．93％．L0cal necmses were observed by HE 

staining and distinct morphol0gy changes 0f ceU were 0bserved by electmn mic rI)sc0pe．( cZ s D竹：The results sh0wed that the 

c0nstⅢcted pshRNA—sufvivin2 can successhJlly be tmns cted int0 BTCC cells T24 and can eff ctively inhihit the expression of sunrivin， 

and the experiment in vivo showed it can inhibit the gmwth of T24 xenogmft tum0r and induce the necmsis and ap0ptosis of T24 cells． 
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手术切除是膀胱移行细胞癌最为有效的治疗 

手段，然而肿瘤切除后，残余肿瘤的复发率仍较高， 

严重影响生存率。膀胱移行细胞癌复发率高的确切 
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原因目前尚无定论。近年的研究表明，sunrivin作为 

抗肿瘤基因治疗的靶点备受人们关注。在以前实验 

中，我们已经对 survivin与Bca的生长抑制的关系进 

行了分析 ，明确了 su nrivin与 Bca细胞的增殖是有关 

联的。此前也通过质粒载体介导，成功建立了表达 

survivin的膀 胱 移行 细 胞癌 细 胞 株 T24／survivin～ 

siRNA，同时证实了质粒载体能够长期、稳定表达针 

对靶基因su nrivin的siRNA，因此，本部分实验拟在 

体内研究 suI弋，ivin—siRNA对膀胱移行细胞癌生长、 

增殖的影响，期望能够为 suⅣivin—siRNA应用于临 

床治疗膀胱移行细胞癌提供实验依据。 

基于上述思路，本部分研究构建重组的survivin— 

siRNA载体，并以其修饰人膀胱移行细胞癌细胞株T24， 

评价其在体内的抑制肿瘤生长增殖的作用。 

1 材料和方法 

1．1 细胞培养 

膀胱移行细胞癌细胞株 T24常规培养于含 10％的新生 

牛血清的RPMI1640培养液中，培养条件为 37 ，c0 饱和度 

为 5％，定期观察细胞生长情况，每 2～3 d用 0．25％的胰酶消 

化，进行传代培养。 

1．2 survivin siRNA 

有效序列的选择及真核表达载体的构建。含有人全长 

survivin的 pTzu6+1／su r、『ivin质粒(即 pshRNA—Sufvivin2)由 

重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室黄 

爱龙教授惠赠。根据shRNA设计原则和survivin编码序列，设 

计 19～2l nt的DNA片段，中间为4或 8个与目的基因无同源 

性的插入序列( I1’cG或 _rrAGTAcT或 GAGTAcTG)，并利用 

BLAsT进行查询 ，确定其为特异性序列。实验中设计合成 3 

对 su vin编码序列的反向重复序列，本实验采用 survivin一2 

siRNA(编码基因 191～211)，5’一TCGAGCTGAGAACGAGCCA 

GACTTG ITrAGTACTCAAGTCTGGCTCGTTCTCAG T_rITr一3’ 

(正 义链)，5’一CTAGAAAAACTGAGAACGAGCCGAC ITrGGTAC 

TAAcAAGTcT℃Gc rcGTTcTcAGc一3’(反义链)，合成的DNA 

两端设计有 I或 6。I酶切位点，便于与 pTzu+1载体 

连接 。 

1_3 DshRNA—su nTivin2表达质粒的构建及鉴定 

用 DNA纯化试 剂盒纯化形成双链的 DNA片段 ，在 

T4DNA连接酶作用下，与限制酶 s I和 6n I酶切的转录 

载体 prrZu6+1连接，4℃连接过夜，获得所设计的重组质粒。 

取7 l转化大肠肝菌JM109，Amp抗性筛选，筛选克隆提取 

质粒 DNA，用s I、Ec0 I和 日 ndⅢ分别酶切阳性克隆， 

并用相同的酶酶切载体 pTZu6+1作为对照，1％琼脂糖凝胶 

电泳鉴定。进一步测序鉴定，阳性重组质粒命名为pshRNA— 

survivin2。 

1．4 克隆细胞抗性筛选 

转染前 l d，将对数生长期细胞(0．5～2．0)×10 个 ／ml接 

种于6孔板，每孔 2 ml。细胞长至80％ 一90％融合度时进行 

转染。细胞转染时，实验分 rI’24／pTzu6+1组(无血清培养基 + 

转染试剂 +1、24，pTZu6+1)、T24／survivin—siRNA组(无血清培 

养基 +转染试剂 +T24 urvivin—siRNA)3组。每孔质粒量为 

4．0 g。分别用 250 1无血清 RPMI1640培养液稀释后，室 

温静置 5 min3株膀胱移行细胞癌细胞对潮霉素(G418)最高 

耐受浓度均为 400 ml，48 h后用含 c418(400 m1) 

RPMI164O培养液筛选。2～3 d更换 1次培养液 ，10 d左右 

G418浓度减为2o0 咖 1继续筛选细胞，倒置荧光显微镜下 

观察细胞形态正常，即可获取稳定表达的阳性克隆转染细胞。 

1．5实验动物和细胞株 

健康纯种sPF级BALB／c 2周龄雌l生裸鼠 l5只，体重(15 

±2)g，购自上海斯莱克实验动物有限公司。在重庆医科大学 

动物实验中心饲养；膀胱移行细胞癌细胞株T24由重庆医科 

大学超声研究所赠送 ；含 survivin—siRNA、空载体的各细胞株 

已经成功建立。 

1．6 主要试剂 

兔抗人 survivin蛋白多克隆抗体 (武汉博士德生物工程 

有限公司)；二抗为 sA1022山羊小鼠 IgG免疫组化试剂盒 

(武汉博士德生物工程有限公司)；AR1022 DAB显色试剂盒 

(武汉博士德生物工程有限公司)。 

1．7 裸鼠皮下种植瘤模型的建立 

取对数期生长膀胱移行细胞癌细胞株(包括T24／survivin 

— siRNA、1124，p．rZu6+l、T24)，实验前 1d换液，当天用 0．25％ 

胰酶消化，培养液吹打将细胞制备成细胞悬液 ，850 r／min室 

温下离心 10 min，弃上清，PBs重悬细胞，调整细胞数 6×10 个 

／ml；实验分为含su“ivin—siRNA组(5只)、空载体组(5只)、未 

转染组(5只)3组；4周龄雌性 BALB／c裸鼠共 15只，消毒皮 

肤，无菌操作。肿瘤细胞液摇匀后，每只裸鼠皮下接种细胞数 

为 5×10 个 ／ml的O．2 ml细胞悬液。恒温、通风、无菌条件下 

饲养。隔日测量肿瘤大小，计算肿瘤体积 =L×s ×0．5(L：肿 

瘤长径；s：肿瘤短径)；种植瘤浸蜡、包埋、修块、切片(5 m)， 

HE染色光镜检查；SABC法测定 survivin。 

1．8 数据分析 

应用sPSSlno统计学软件，采用均数之间方差分析，P<0．0l 

认为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 survivin—siRNA对裸鼠种植性膀胱癌形成时间 

的影响 

表 1表明：皮下注射含 su n，ivin—siRNA的转染组 

细胞所形成的种植瘤的时间显著地延长，与其它两 
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表 l 不 同 处 理 因 素 对 种 植 瘤 形 成 时 间 的影 响

处 理 因 素 种 植瘤形成 时 间 ( d )

未 转染组

空 载体组

s u r v i v i n — s i R N A 组

1 2 -4 ± 0 ． 5 5

1 2 ． 8 ± 0 ． 8 4

1 7 ． 0 ± 1 ． 3 0
’

’

P < O． O l ， 与 空 载 体 组 和 末 转 染 组 比较

组 比 较 有 显 著 性 差 异 (P < 0 ． 0 1 ) 。

2 ． 2 s u r v i v i n
-

s i R N A 对 裸 鼠 种 植 性 膀 胱 癌 形 成 体 积

的 影 响

表 2 表 明 ：在 形 成 种 植 瘤 的 第 1 4 d 后 ， 含 s u r v i

v i n
—

s i R N A 的 转 染 组 所 形 成 的 种 植 性 膀 胱 癌 的 体 积

明 显 受 到 抑 制 ， 与 未 转 染 组 、 空 载 体 组 有 明 显 差 异

( P < 0 ． 0 1 ) 。

表 2 不 同 处 理 因 素对 种 植 瘤 形 成 体 积 的影 响 ( -n m
3 )

．P <0 ． 0 l ， 与空 载体组 和 未 转染组 比较

表 3 不 同处 理 因 素 对 种 植 性 膀 胱 癌 的抑 瘤 率

．P <0 ． 0 l ， 与 空 载 体 组 和 未 转 染 组 比 较

2 -3 s u r v i v i n - s i R N A 能 够抑 制 裸 鼠 种 植 性 膀 胱 癌 的

生 长 、 侵 袭

2 ． 3 ． 1 s u r v i v i n
—

s i R N A 能 够 抑 制 种 植 性 膀 胱 癌 的 生

长 、 侵 袭 s u r v i v i n — s i R N A 的 转 染 组 所 种 植 性 瘤 的 体

积 较 小 ， 多 呈 圆 形 、 单 个 ， 周 围 无 转 移 结 节 ， 活 动 性

较 大 。 而 未 转 染 组 、 空 载 体 组 形 成 的 种 植 性 瘤 的 体

积 较 大 ， 周 围 多 有 转 移 性 卫 星 结 节 ， 较 固 定 ， 未 转 染

组 、 空 载 体 组 发 生 肌 肉侵 润 分 别 有 2 例 、 4 例 。

2 ． 3 ． 2 不 同 处 理 因 素 对 种 植 性 膀 胱 癌 的 抑 瘤 率

差 异 有 统 计 学 意 义 表 3 结 果 表 明 s u r v i v i n — s i R N A

转 染 组 的 抑 瘤 率 为 6 8 ． 9 3 ％ ， 与 未 转 染 组 、 空 载 体 组

相 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 。 ( 注 ：未 转 染 组 、 空 载 体

组 共 发 生 肌 肉侵 润 7 例 ， 手 术 摘 取 种 植 瘤 时 切 除 了

少 量 肌 肉 ， 因 而 切 除 肿 瘤 的 实 际 重 量 轻 微 增 加 ， 最

终 可 能 导 致 抑 瘤 率 的增 高 。 )

2 ． 4 免 疫 组 织 化 学 染 色

s u r v i v i n 在 s u r v i v i n
—

s i R N A 转 染 组 的 阳 性 表 达

图 1 S u r v i v i n 表 达 阳 性 ( S A B C x 4 0 0 )

图 2 S u r v i v i n 表 达 阴 性 ( S A B C x 4 0 0 )

图 3 T 2 4 细 胞 ( H E x 2 0 0 )

图 4 肌 肉侵 润 ( H E x l 0 0 )

率 降 低 。 s u r v i v i n 表 达 阳 性 主 要 表 现 为 胞 浆／核 呈 棕

黄 色 染 色 ( 图 1 所 示 ) 。 s u r v i v i n — s i R N A 转 染 组 s u r v i

v i n 的 阳 性 表 达 率 降低 ( 图 2 ) 。

2 ． 5 组 织 学检 查

H E 染 色 膀 胱 癌 的 细 胞 特 征 包 括 高 有 丝 分 裂

相 、 高 核 质 比 和 多 型 核 ， 这 与 T 2 4 细 胞 一 致 ( 图 3 ) 。

未 转 染 组 、 空 载 体 组 共 发 生 肌 肉 侵 润 6 例 ， 可 见 肌

纤 维 的 溶 解 、 断 裂 等 ( 图 4 ) 。

3 讨 论

存 活 素 ( s u r v i v i n ) 是 1 9 9 7 年 发 现 的 1 种 细 胞 凋

亡 抑 制 因 111
， 是 凋 亡 抑 制 蛋 白 (I n h i b i t o r o f a p o p t o s i s

?
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protein，IAP)家族中的 1个特殊新成员，基因位于17 

q25，长约 15 kb，由 3个 内含子和 4个外显子组成 ， 

相对分子质量为 l6 5o0，由 l42个氨基酸残基构成， 

存在变异体，具有特殊的结构和组织分布及明显的 

抗凋亡作用 ，是迄今发现的最强的凋亡抑制因子。因 

此 ，自从 survivin被发现以来 ，一直是肿瘤研究工作 

者研究的热点问题。survivin主要分布于胚胎组织及 

肿瘤。在成人，除胸腺、子宫内膜组织、睾丸里有微量 

表达外，大多数肿瘤组织中surVivin表达水平异常升 

高。Tamm等 研究结果显示 surVivin可作用于凋亡 

通路下游的 Caspase一3和 Caspase一7，并抑制两者的 

酶原转变为有活性的 Caspase一3和 Caspase一7。Shin 

等嘲也进一步研究证实 surVivin是 Caspase一3和 Cas— 

pase一7的生物抑制剂。 

Ii等 提出 survivin蛋白、7微管蛋白和 P21蛋 

白结合成复合物．共同定位于中心粒。P2l蛋白被结 

合在中心粒上，细胞周期的负向调节减弱，细胞进 

行分裂的速度加快。细胞凋亡与细胞周期在共同的 

调控分子 survivin蛋白的调节下相互紧密地配合， 

适应细胞不同生存状态的需要。当细胞需要快速增 

殖时，生长因子大量分泌 ，激活 survivin蛋白的表达 ， 

survivin蛋白与 Caspase一3相互作用，使细胞凋亡受 

阻；并与 p21结合使 p21聚集在中心粒上，使细胞 

周期缩短。当细胞不需要快速增殖时 ，Caspase一3重 

新出现在凋亡途径 ，凋亡将不受抑制 ；p21再次阻挡 

细胞周期，细胞周期将发生停滞。Swana等同报道，膀 

胱癌的survivin阳性表达率为 77．8％(28／36)，在高 

分化中其表达高于低分化，Ⅲ期 6例均为阳性，Ⅱ期 

l0例中有 9例阳性 ，而 I期 20例中 l3例阳性。Smith 

等 在 46例新生或复发时膀胱癌患者尿 中全部检 

测出了survivin，而在 32／35例经过治疗的膀胱癌并 

经膀胱镜检查无复发的患者尿中无 survivin；正常人 

或前列腺癌 、肾癌 、阴道癌 、子宫颈癌无 1例表达 ， 

而 30例非肿瘤性泌尿系统疾病患者尿液中仅有 3 

例表达。而 Gazzaniga等_7J发现浅层膀胱癌阳性表达 

率为 30％(9／30)。 

本研究的结果显示 survivin主要表达在裸 鼠移 

植瘤细胞胞浆中，这与 zheng等 人的研究结果相 

一 致。pshRNA—Survivin2处理后 surVivin阳性表达 

率明显降低(P<0．05)。提示 pshRNA—su nrivin2能够 

抑制移植瘤 细胞 中 survivin的高表 达 。pshRNA— 

survivin2通过抑制 survivin基因的表达，使其丧失 

对凋亡的抑制 ，增加肿瘤的自发性凋亡 ，并使细胞 

周期的负向调节增强，细胞分裂得到抑制。 

本实验通过建立膀胱癌 T24细胞株裸鼠移植 

瘤模型，观察pshRNA—survivin2的抑瘤作用。发现 

实验组能够明显抑制移植瘤细胞的生长，与体外实 

验的结果相一致。我们采用表达 sur、，ivin的膀胱移 

行细胞癌细胞株 (T24／survivin—siRNA)建立移植瘤 

模型的方式 ，从第 14 d开始 ，处理组裸 鼠移植瘤的 

体积开始明显小于对照组裸鼠移植瘤体积，实验组 

抑瘤率为68．93％．与对照组比较其差异具有显著性 

(P<0．05)。本实验提示表达 survivin的膀胱移行细 

胞癌细胞株 (T24／survivin—siRNA)能够在较短的时 

间内出现抑瘤效果。 

光镜下可见实验组和对照组移植瘤细胞形状 

不规则。核大，深染，核异形性明显 ，可见病理性核 

分裂象。各组均有瘤组织坏死，但实验组坏死区更 

为广泛 ，坏死面积较对照组显著增大。未转染组 、空 

载体组共发生肌肉侵润 6例，可见肌纤维的溶解、断 

裂等 
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