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survivin反义寡核苷酸对 K562细胞增殖的抑制作用 

温贤浩，徐酉华 

(重庆医科大学附属儿童医院血液科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：采用反义寡核苷酸技术研究凋亡抑制基因survivin对白血病细胞增殖的影响。方法：1．细胞抑制率实验分5组： 

1 1 1nmo1]L反义寡核苷酸组、333nmol／L反义寡核苷酸组、555nmol／L反义寡核苷酸组、777nmol／L反义寡核苷酸组 、空白组。转染 

后 24、48、72h收集细胞进行检测：用台盼蓝染色进行活细胞计数，计算细胞抑制率。2．细胞周期及 survivin蛋白表达实验分 4 

组：555 nmo1]L寡核苷酸组、544nmol／L无义组、脂质体组 、空白组 ，转染后 24、48h流式细胞仪检测细胞周期 ；免疫组织化学方法 

检测 survivin蛋白水平。结果：不同浓度的反义寡核苷酸对 K562细胞的细胞抑制率均高于空白组(P<O．05)，并随反义寡核苷 

酸的浓度增大抑制率增加；随作用时间延长，抑制作用越明显，抑制率与浓度及时间呈正相关；555nmol／L反义寡核苷酸作用后 ， 

K562细胞被阻滞在 Go／G．期 ，细胞周期进程受到明显阻滞，而无义、脂质体 、空白组细胞周期进程无明显变化(P<O．05)；反义寡 

核苷酸作用48h后 survivin蛋白表达水平明显降低 ，与各对照组比较有显著性差异(P<O．05 o结论 ：survivin反义寡核苷酸能抑 

制 K562细胞的增殖。 
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Inhibition of antisense OIigOnucIeOtide targeting survivin 

On the proliferation of K562 cells 

WEN Xian-hao．et ol 

(Department of Hematology，￡ e Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the effect of survivin，an inhibitor of apoptosis，on the proliferation of leukemic cell by antisense 

oligonucleotide(ASON)technique．Methods：1．K562 cells were divided into 5 groups for cell inhibition rate experiment， 

11lnmo1]L ASON group，333nmol／L ASON group，555nmol／L ASON group，777nmol／L ASON group and the blank control group． 

At 24h，48h and 72h after transfection cells were collected to he stained by tapan—blue，and than the number of live cells an d 

the rate of inhibition were counted．2．K562 cells were divided into 4 groups for the cell cycle and survivin protein expression． 

555nmol／L ASON group，544nmo1]L NSON group，lipofectin group and the blank control group．At 24h，48h after tran sfection， 

the cell cycle progression WflS detected by flow cytometry，and the expression of survivin was examined by immunohistochemistry． 

Resu／ts：The rate of inhibition in ASON groups with different concentration WaS significantly higher than that of the control 

group，and the rate of inhibition WaS positively related to concentration of ASON and time of transfection．In 555nmol／L ASON 

group，the cell number in Go／G T phaSe increaSed ，and the cell cycle progression WaS inhibited significantly；while cell cycle 

progression in NSON group，lipofectin group and the control group had no significant change(P<0．05)．After transfection for 

48h． the protein level of survivin in ASON group decreaSed significantly compared to the other groups(P<0．05)． 

Conclusions：ASON targeting survivin can inhibit proliferation of K562 cells． 

【Key words】K562 cells；Antisense oligonucleotide；Cell proliferation；Survivin 

Survivin是凋亡抑制蛋白(Inhibitor of apoptosis 

protein，IAP)家族成员 ”，选择性表达于常见的恶性 

肿瘤(如乳腺癌、结直肠癌、白血病等)及胚胎组织 ， 

作者介绍：温贤浩(1974一 )，女，硕士，主治医师， 

主要研究方向：儿童白血病。 

通讯作者：徐酉华，女，教授，E—mail：xuyouhua@163．corn。 

而在正常分化成熟的组织中无表达。Moil等研究发 

现 survivin与造血细胞的分化及白血病的发生、预 

后有关[21。survivin能促进细胞增殖及转化、抑制细胞 

凋亡 。也参与白血病的耐药 】。前期研究发现 sur 

vivin反义寡核苷酸与白血病细胞 K562的分化有关[61。 

本研究以人白血病细胞株 K562为研究对象 ，利用 
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反义寡核苷酸(Antisense oligonucleuotide，ASON) 

技术研究 survivin与 K562细胞增殖的关系，进一步 

研究 survivin的功能，为 survivin基因的靶向治疗提 

供实验室依据。 

1 材料和方法 

1．1 主要 试剂 

脂质体 LipofeetamineTM购 自 invitrogen公 司；山羊抗人 

survivin多克隆抗体(se一8807)购 自Santa Cruz公 司；SABC 

试剂盒购 自武汉博士德公司；RPMI1640购自 hyc|one公司； 

ASON序列为5’一CCCAGCCr兀℃CAGCTCCr兀’G一3’，两端各 5 

个碱基硫代磷酸化修饰 ，无义寡核苷酸(Nonsense oligonu— 

c|eotide，NSON)，序列为 5’一GCCATGGCTACCTrAGCGTT一3’， 

两端各 5个碱基硫代磷酸化修饰，均由上海生工生物工程公 

司合成。 

1．2 细胞培养 

K562(购自重庆医科大学附属第二医院肝病研究所)细 

胞在含 10％胎牛血清的 RPMI1640中，于 37℃，5％CO2饱和 

湿度的培养箱中培养。 

1．3 细胞分组及转染 

1．3．1 细胞抑制率 实验分为 5组 ：l1 1nmo1]L反义寡核苷 

酸 组 (反 义组 )、333nmol／L反义 组 、555nmol／L反义 组 、 

777nmol／L反义组、空白对照组(空白组)。 

转染：取对数生长期的 K562细胞，接种于 24孔板(每孔 

细胞数为 1×l0s个)，在脂质体介导下进行寡核苷酸的转染 

(操作见试剂盒说明书)。空白组加相同量的细胞及培养液， 

未加脂质体及寡核苷酸。 

1．3．2 细胞周期及 survivin表达 实验分为 4组：555nmol／L 

反义组、544nmol／L无义寡核苷酸组(无义组 )、脂质体组 、空 

白组。 

转染 ：取对数生长期的 K562细胞 ，接种于 6孔板(每孔 

细胞数为 3×los)，在脂质体介导下进行寡核苷酸的转染(操 

作见试剂盒说明书)。脂质体组加相同量的细胞 、培养液及脂 

质体 ，未加寡核苷酸；空白组加相同量的细胞及培养液，未加 

脂质体及寡核苷酸。 

1．4 活细胞计数及 细胞抑制 率 

台盼蓝染色计数活细胞并计算细胞抑制率、绘制细胞生 

长曲线。 

细胞抑制率(％)=室鱼塑适 訾鏊痞螽 袭适塑堕塑× 
100％ 

1．5 细胞周期的检 测 

收集转染后 24、48h的 K562细胞 ，用 4℃预冷 75％乙醇 

lml重悬浮细胞 ，离心弃去酒精，加 RNA酶消化 30min后加 

染色剂(PI，Triton—x一100)，反应 30min，上流式细胞仪检测。 

1．6 survivin蛋白表达的检测 

采用链酶亲和素 一生物素 一过氧化物酶复合物(SABC) 

法进行免疫组织化学染色(具体步骤见试剂盒说明书)。PBS 

作阴性对照。 

阳性结果的判断(采用染色强度及阳性细胞数进行评 

分)171：染色强度分 4级 ：阴性(0分 )、淡黄色(1分 )、黄色(2 

分)、棕黄色(3分 )；阳性细胞数分 5级：<5％(0分 )、6％～ 

25％(1分 )、26％ ～50％(2分 )、51％～75％(3分 )、>75％(4 

分)；随机计数 5个视野，每个视野计数 200个细胞，计算阳 

性细胞率。两者的乘积作为最终的结果判断：0分(一)、1～4 

分(+)、5～8分(++)、9～12分(+++)。 

1．7 统计学处理 

采用 SPSS11．0统计软件进行单因素方差分析及秩和检 

验(KillSkal—Wallis Test)。 

2 结 果 

2．1 活细胞计数 

24h：555、777nmol／L组与空白组 比较均有显著 

性差异，P<0．05；但此 2组两两比较无显著性差异． 

P>0．05；48、72h：333、555、777nm0儿 组与空白组比 

较均有显著性差异，P<0．05；333nmol／L组与 555、 

777nmol／L组两两比较有显著性差异，P<O．05；555、 

777nmol／L组两两比较无显著性差异，P>O．05。 

2．2 细胞抑制率 

24h：333、555、777nmol／L组与空白组比较均有 

显著性差异，P<O．05；333nmol／L组与555、777nm0L门L 

表 1 不同浓度反义寡核苷酸转染后活细胞计数【×1o5) 
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反义组 

无义组 

脂质体组 

37_28±1_31I 

32．62±1I26 

16_25±1．05 44．87±1．93 45．42 4-2．14 10．88±0．93‘ 40．36±0．76 

18．92±1．49 49．02 4-2．40  34．484-1．61 18．694-0．86 50．094-1_32 

33．74 4-1．16 18．57 4-1．24 51．59±1．45 32．11 4-1I27 19-22 4-0．67 49．53 4-1．14 

空白组 31．96±1．70 20．41 4-0．97 51．01±1．79 33．364-2．31 19．424-0．95 50．164-0．87 

呈 

× 
一  

型 
要 

7 
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’

：与其它各组比较 ，P<0．05，有统计学意义 

O 24 48 72 

时问 (h) 

+ ll1noml／L 

+ 333nmo1／L 

555nmo1／L 
—  777nⅡ10l／L 

+ 空 自纽 

图 1 不同浓度反义寡核苷酸转染后细胞生长曲线 

组两两 比较有显著性差异 ，P<0．05；48、72h：111、 

333、555、777n0ml／L组与空白组比较均有显著性差 

异，P<0．05；1 1 1、333nmol／L组分别与555、777nm0l／L 

组两两比较有显著性差异 ，P<0．05；555、777nmol／L 

组两两比较无显著性差异，P>0．05。 

由此可见，不同浓度的反义寡核苷酸对 K562细 

胞的增殖都有不同程度的抑制，并随作用时间的延 

长、寡核苷酸浓度增加抑制作用越明显。 

2．3 细胞周期 

转染后 24h即可见反义组 K562细胞被阻滞于 

细胞周期的G0／G 期，G0／G 期细胞增加，与其它各 

对照组比较有显著性差异，P<0．05，而 s期及 G2，M 

期细胞减少，与其它各对照组比较有显著性差异， 

60 

45 

簪 3O 

兽 

1j 

O 

0 24 48 72 

时州 (h) 

+ 1l1Il0ml儿  

—--333nmol／I 

555nmol|1 

— 777nm0I， 1 

+ 空 rI对照 

图2 不同浓度反义寡核苷酸转染后细胞抑制率 
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a．无义组(24h)|b．无义组(48h)；c．反义组(24h)；d．反义组(48h) 阳性细胞：胞核着色(T)，胞浆着色(t) 

图3 survivin蛋白表达(SABC法。x200) 

P<O。05；转染后 48h上述变化更明显，P<0。05。无 

义组 、脂质体组 、空白对照组之间两两比较均无显 

著性差异，P>0．05。 

2。4 K562细胞 survivin蛋 白水平 

survivin表达在 K562细胞的胞浆及胞核都有表 

达；阳性细胞可见胞浆或胞核被染成棕黄色。24h反 

义组 survivin蛋白表达降低，但与其它各组 比较无 

显著性差异 ，P>O。05；48h反义组 survivin蛋 白表 

达进一步降低，与其它各组比较有显著性差异 ， 

P< 0。05 

3 讨 论 

凋亡抑制基因survivin，是 IAP家族成员ll】，定位 

于 17q25，全长 15kb，含 4个外显子和 3个内含子。 

survivin与 IAP家族的其它成员一样，也有杆状病毒 

重 复 结 构 (Baeulovirus IAP repeat，BIR)，BIR是 

survivin发挥抗凋亡作用必需的结构。Moriai等【Bl研 

究发现，在 12种造血系统恶性肿瘤细胞中均能检 

测到 survivin mRNA的表达，在正常白细胞中没有 

检测到 survivin mRNA的表达。survivin具有促进细 

胞增殖和转化，抑制细胞凋亡的作用。反义 survivin~ 

染肿瘤细胞后能抑制细胞的增殖，促进细胞凋亡[91。 

实验参照 Olie等的研究设计并合成 survivin反 

义寡核苷酸，转染人白血病细胞 K562。研究发现经 

脂质体介导转染不同浓度的 survivin反义寡核苷酸 

后 ，K562细胞的增殖会发生不同程度的抑制 ，在转 

染反义寡核苷酸后 24h，K562细胞的抑制率 (除 

1 1 1nmol／L组外)均明显高于对照组，并随转染的反 

义寡核苷酸的浓度增加细胞抑制率也增加 ；随转染 

时间延长，细胞抑制也明显，可见细胞抑制率与反 

义寡核苷酸的浓度及作用时间呈正相关。 

survivin的表达具有细胞周期的特异性itOl，其抗 

凋亡作用依赖于细胞周期的G2／M期的校正点。研 

究表明 ，pEGFP—C1一反义 survivin重组质粒转染 

MKN一45低分化胃癌细胞株后，细胞凋亡明显增加， 

GJM期细胞减少 ，同时 survivin基因在 mRNA水平 

被抑制。表明反义 survivin核酸能抑制细胞增殖，减少 

survivin基因的 mRNA表达而促进胃癌细胞凋亡⋯1。 

本实验用 555nmol／L反义 survivin寡核苷酸转染 

K562细胞后，K562细胞被阻滞在 Go／G．期，而各对照 

组细胞周期进程没有明显改变。 

白血病是造血细胞增殖失控 、分化受阻、凋亡 

受抑所致的恶性肿瘤。研究已经证实，survivin反义 

寡核苷酸能抑制 K562细胞的增殖 ，故 survivin反义 

寡核苷酸有望成为白血病基因治疗的手段之一。 

(下转第 48页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


· - - — —

48 ·--—— 重庆医科大学学报 2008年第 33卷第 1期 (Joumal of Chongqing Medical University 2OO8．Vo1．33 No．1) 

抑制活性的关系时发现：OSCs能阻滞人类白血病细 

胞于 G2，M期 ，并于此期发生凋亡。Sigounas等14]研 

究成熟大蒜提取物中的有机硫化物对红白血病细 

胞系 HEL和 OCIM一1的抗增生作用中，发现其能有 

效地抑制 HEL和 OCIM一1细胞增生，并诱导凋亡。 

Sengupta等[51研究了大蒜素能抑制鼠结肠肿瘤增生 

并诱导凋亡。Gunadharin等同发现大蒜素能诱导人前 

列腺癌 LNCaP细胞的凋亡，并且呈剂量依赖关系。 

本研究采用 TUNEL法检测膀胱癌细胞凋亡情况， 

结果发现顺铂组、不同浓度大蒜素组、顺铂 +大蒜 

素组与生理盐水组相比，凋亡细胞数均明显多于生 

理盐水组；随大蒜素浓度的增加凋亡细胞数增多 ； 

而且 ，顺铂 +大蒜素组同顺铂组 、不同浓度大蒜素 

组相比，凋亡作用更明显。 

顺铂是膀胱癌重要的化疗药物之一，目前，研究 

发现以顺铂为基础的联合新辅助化疗能够明显的延 

长膀胱癌患者的总体生存时间。但是，顺铂的毒副作 

用大大限制了它在临床上的应用。本研究观察到，大 

蒜素组、顺铂 +大蒜素组荷瘤大鼠给药后不仅能够 

明显抑制膀胱肿瘤生长，而且荷瘤大鼠表现为食欲 

良好 、活动正常、皮毛有光泽；而顺铂组虽然膀胱肿 

瘤生长也明显受到抑制，但大鼠却表现出食欲减退、 

活动迟缓、毛色晦暗，体重明显下降，与其他各组比 

较差异显著。有学者研究发现，大蒜素有对化疗药物 

的增敏作用f7】。本研究结果证实，大蒜素联合顺铂治 

(上接第44页) 
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