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脂质体转染survivin siRNA对A549细胞增殖及凋亡的影响 

刘永全，江 涛，冯燕梅 

(重庆医科大学附属第一医院呼吸内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨脂质体转染survivin siRNA对人肺腺癌A549细胞增殖、凋亡的影响。方法：人工合成抑制survivin基因的 

siRNA片段，通过脂质体转染到A549细胞内，倒置荧光显微镜下观察细胞形态学变化；用四氮唑盐(MTr)法观察转染后 

24h，48h，72h对细胞增生的影响；流式细胞术检测各组细胞周期变化和凋亡指数；RT—PCR检测 survivin mRNA的表达。结果： 

转染 siRNA后的 A549细胞 ，细胞增殖受到显著抑制，细胞 明显出现凋亡 ，survivin基因 mRNA表达显著下降。结论 ：应用 

RNA干扰靶向抑制 survivin基因可以显著抑制 A549细胞增殖，促进细胞凋亡。survivin可能成为肺癌基因治疗的一个新靶点。 
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Effect of liposomal transfection of survivin si RNA on proliferation and 

apoptosis of A549 cell 

L，U Yong-quan．et ol 

(Department of Respiratory Diseases，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of liposomal transfection of survivin siRNA on the proliferation and apoptosis of lung 

adenocarcinoma cell lines A549．Method：Survivin siRNA was synthetized and transfected into A549 cell by liposome．Cell 

morphological change Was observed with inverted fluorescent microscope．cell proliferation Was examined by M1Tr assay at 24h 

48h and 72h after transfeetion．cell proliferation and apoptotic index detected by flow cytometry and survivin mRNA expression 

determined by RT-PCR．Resu／ts：For the A549 cell transfeeted with siRNA cell proliferation Was ihibited significantly，cell 

apoptosis appeared obvious and the expression of survivin mRNA significan tly decreased．Conclusion：Survivin siRNA is able to 

inhibit the proliferation of lung adenoearcinoma cell lines A549 and induce the cell apoptosis．Survivin might become a new 

target for lung carcinoma gene therapy． 
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Survivin是近年来发现 的凋亡抑制蛋白(In— 

hibitor of apoptosis proteins，IAP)家族新成员[11，具 

有独特结构和性质 ，在包括肺癌在内的人类大多数 

肿瘤组织中都有较高的表达，它是迄今为止发现的 

最强的凋亡抑制因子。由于其表达的特异性及对细 

胞增殖和凋亡的双重作用，目前已成为在肿瘤发病 

机制及靶向治疗研究中的热点[21。 

RNA干扰(RNA interference，RNAi)是 1998年 

Fire首先发现并命名的转录后水平的基因沉默机制 

(Posttranscriptional gene silencing，PTGS)，是近几年 
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发展起来的一项特异性抑制基因表达的新方法 ， 

siRNA(Small interfering RNA)在哺乳动物细胞上的 

RNA干扰也获得了成功。目前研究发现 siRNA是 

dsRNA发挥 RNAi作用的中心环节和效应分子。根 

据这一生理机制，依照靶基因 mRNA设计序列特异 

性 siRNA，可起到封闭特异性基因表达的作用。 

survivin在肺癌组织和细胞中有较高水平表达， 

可能是参与肺癌发生机制的重要环节。为了探讨靶 

向 sunrivin治疗在肺癌发生发展中的意义和价值及 

评价 siRNA介导的基因治疗技术，笔者设计合成了 

特异性靶向 survivin的 siRNA分子 ，并将其转染至 

sunrivin阳性表达肺癌细胞株 A549细胞，观察其对 

sunrivin表达的阻抑作用及其对肺癌细胞凋亡 、增殖 
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影 响

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 主 要 试 剂

脂 质 体 为 上海 古玛 制 药 角
‘

限 公 司 产 品 ；逆 转 录 一 聚 合 酶

链 反 心 ( R T — P C R ) 相 关 试 刹盒 蚴 自大 连 主 ，上 ，上 物 T 稗 自邛艮

公 一J

1 ． 2 细 胞 株 的 培 养

人 肺 癌 A 5 4 9 _q i l 胞 购 自 L 海 吉 玛 制 约 囱
‘

限 公 司 ， 仵 含

1 0 ％ 眙 牛 IIIL
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7~ fl
*
,j 16 4 0 中培 养 ， 温 度 为 3 7 ℃ ， C O ， 浓 度 为 5 ％ ． ．

1 ． 3 一 n i v l n s i R N A 分 子 的 设 计 与 合 成

恨 抛 针 对 ~ u l w i v i n 编码 框 采朋 牛 物信息学 没计 s i R N A 序
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纶 退 火 形 成 双 链 ( { l s R N A ) ， 即特 异 性 s i R N A 分 了 。 该序 列 经

B I ． A S T 查 询 ， 确 定 为 s u r v i v i n 特 异性 序 列 ， 排 除 与H 他 綦 因 同

源 JÜ 生x 、j
‘

照 s i R N A 序 歹l】为 ：5
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‘
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的 阴 怍． 对 照 s i R N A ：S e n s e 5
’
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I：卡戋" 酸 分 子 均 由上 海 吉玛 制 药自
‘

限 公 司 合成 、

1 ． 4 细 胞 分 组 和 转 染

取 对 数 乍 K 期 的 A 5 4 9 细胞 ， 传代接 种 于 6 孔 板 内 ， 调 整

缃 胞 浓 度 ． 使每 - I
：
L _OI胞 数 为 1 × i o s 个 ， 常 规 条 件 卜培 养 2 4 h ，

，l ：硅 做 镜 卜观 察 ， 纠 咆 融 合 达 到 约 8 0 ％ 时 J }
：

始实验 ．． 设 置 ：

1I 空 门 对 照 组 ；0 脂 质 体 组 ， 只 』J【1入 脂 质 体 ；③ 阴 性 对 照 组 ：

转 染荧 光 标 记 的 叶 肚x 、J
-

N s i R N A 序列 ； ④ s i R N A 转 染绀 ：转

染 特 芹性 s i R N A 序 列 ；⑧ 力
‘

法 ：按 上 海 古玛 制 药 技 术有 限 公

司提 供 的转 染 试 刹 手 册 操 作 。、

1 ． 5 M
’

¨ 法 捡 测 细 胞 活 性

将 对 数期 生 K 的 各组 细 胞 ， 按 l X 10
s 个 ／- f L~} YJ i]接 种

到 9 6 孔 培 养 板 rfl ， 在 培 养 2 4 、 4 8
、 7 2 h 后 l恢集 上 述 3 绀 缃 胞 ，

M
‘

T
’

r 法 ， 酉母标 仪 F 5 7 0 n m 波 长 洲 O D 值 ， 每 组 6 孑L ， 重 复 3

次 ， 计
‘

算 细 胞 增 殖 抑 制 率 ：细 胞 增 殖 抑 制 率 = ( 卒 门组 O D 值

一 处 理 组 ( ) D 值 )／牵 I
’

i 绀 O D 值 x 10 0 ％ 。

1 ． 6 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 增 殖 和 凋 亡 指 数

将 收 获 的 各 组 细 胞 制 成 单 细 胞 悬 液 ， 加 入 预 冷 的 冰 乙

8f ．

一 4
~

C 内 同定 2 4 h 后 使J 11 ；取 同定 好 的 细 胞 ， 碘 化 丙 啶 溶 液

避 比染 乜 3 ()n l i i l 后 待 用 ； 采 川 B e c k o n ／D i c k i t w l l l F m
�

S S { i r [ 型

流 式 细 胞 仪 ， 作 4 8 8 t �r n 波 长 处 进 行 愉 {{l!lJ ， 应 川 相 麻 程 序 软 件

进 行 资 料 的 处理 和 分析 ． fl tt j胞；_JJllj 广指 数 ( A I )= 业 二 俏 峰细 胞

数 ／总 细 犯 数 x 10 0 ％
。

1 ． 7 R T — P C R 术检 测 ⋯ “ i v i n m R N A 水 平

收 集培 养细 胞 ， 州整 细 胞 浓 度 为 5 x 1 0
“

～ 1 × 1 0 ’ 个孑L ， 采

用 T R z o I _ 法 提 取 总 R N A 采 用 10 “ l 反 应 体 系 ( 含 待 测

R X A 1 ¨ l ， A M V 0 ． 5 ¨ l 及 适 当浓 度 的 O l i g o d T 、 d N T P 和 氯

化 镁 )3 0 1 ：反 应 10 11 1 i I I ， 4 2 弋：反 应 4 5 m ㈦ 9 9 1 ： 反 应 5 m _Il ' 5 c【：

反 心 5 ra i n 以 合成 �
� I) N A ? P C R 反 应 采 川 4 0 ¨ I 反 应 体 系 ( 5 x

P C F{ l l l i f f o i
’ 10 斗 1 ， T a ‘t 悔 0 ． 2 5 卜L l ， rj l 物 各 0 ． 5 ¨ 1 ) ， ㈧ R 眨 心

条件 为 9 4 气：反 应 2 n l l n ， 5 5 气：反 心 4 5 s ， 7 2 气：反 f 、铲2 m _11 _ 』L经

过 3 5 个循 环 反 廊 所 得 P C R 产 物 n ! 禽 E B 的 1 ． 5 ％ 的琼 忻 糖

凝 胶 i f t 电泳 分 离 ， 仵 紫外灯 F| 分 析纳 粜 、 ( 昕 川 的 m r v i 。 _1] 的

引物 序 列 ：上 游 引物 为 5
’
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’
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为反 应 内参 ( 扩 增 片段 2 5 0 1巾 )作 为 内 参照 、 扩 增 产 物 经

岔 E B 的 1 ． 5 ％ 琼 脂 精 凝 胶 电泳 分离 ， 紫外线 F 观 察 J f： 汁箅 符

条带 的积 分 暇 )匕度 ( I A ) ， 以 S i l l v M n ’ B 一

一 t i n 的 I A 比 值 表

示 w r v i v j n m R N A 的 卡【J埘 龠 ；l{=、
、

1 ． 8 统 计 学 处 理

采 JL}j S I ' S S ⋯ () 统 汁软什 ， 对 数谢 进 行 ，愉 验

2 结 果

2 ． 1 细 胞 形 态 学观 察

荧 光倒 昔 显 微 镜 下 ， 转 染 组 和 阴性 对 照 组 ⋯ 脱

黄 绿 色 恻 ⋯透 亮 的细 胞 ， 细胞 库 片增 多 ( 虬 图 1 )
、

图 1 l ? A M 标 记 的 阴 性 对 照 。 i R N A 转 染 A 5 4 9 细 胞 8 11

2 ． 2 M
‘

丌 法 比 较 细 胞 增 殖 活 性

M
‘

盯 法 结 果 硅 爪 ， s 1 1 r v i v i r 1 s i R N A 转 染 对 A 5 4 9

细 胞增 殖 行 明 显 抑 制 作 用 ． 抑 制 率 明 彩 高 丁 阴 忡 对

照 组 、 脂 质 体 卒 转 染 纰 干̈ 卒 l
’

I 刈
‘

照 组 ( P < O ． 0 1 ) ? 同

时 ， 阴件 对 照 组 与脂 质 体 卒 转 染组 之 问 的 差 异 无 娘

著性 “哆 0 ． 0 5 ) 。 具休 见表 l 。

2 3 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 指 数

丁 转 染 4 8 h 后 收 集 细 胞 俭 测 细 胞 周 期 干̈ 凋 广 ．

结 果 娘 示 ， S i l l
�

v M n s i R N A 转 染 组 细 胞 明 娘 被 阻 滞

于 (：，／M 期 ， 凋 J
、

j 率 4 组 分 别 为 S i l l ．v i v i n s i R N A 转 染

绀 6 ． 0 8 ％ ， 空 白组 0 ． 14 ％ ， 夺 脂 质 体 组 0 ． 8 6 ％ ， 阴 性
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注：(1) 同一时间，与各对照组比较 ，P<0．05：(2) 同一组问，不同时间两两比较，P<0．05 

表 2 siRNA转染对细胞周期变化和凋亡的影响 

对照组 1．28％也明显高于其它 3组。这说明 su卜 

vivin siRNA可以抑制 survivin，诱导细胞凋亡 (表 

2)。 

2．4 survivin siRNA转染对 A549细胞 survivin mR— 

NA的影响 

通过 RT—PCR可获得 393bp(survivin)及 250bp 

(B—actin)2条带，B—actin在各组中表达相似、条带 

清晰，siRNA组 survivin mRNA表达的条带亮度低 

于其余各组(图2)，经凝胶分析系统鉴定电泳结果 

后 ，得出 survivin／B—actin吸光度比值：空白对照组 

Marker l 2 3 4 

393kb 

1．空白组；2．月旨质体组；3．阴性对照组；4．siRNA组 

图2 siRNA转染对 survJvjn mRNA表达影响 

0．886±0．002，脂质体空转染组 0．825±0．001。阴性 

对照组 0．794±0．OO4，此 3个实验组间两两比较差 

异无统计学意义(P>O．05)。siRNA转染组比值为 

0．623±0．006，与3个实验组比较均显著降低(P<0．05)。 

统计学分析显示 ：siRNA组 mRNA的表达显著低 

于空白组，余各组之间无明显差别。结果表明。 

survivin siRNA作用于 A549细胞 48h后 survivin 

mRNA表达明显下调，而脂质体空转染组 、阴性对 

照组和空白对照组 survivin mRNA水平无明显变 

化。表明 survivin siRNA可诱导 survivin mRNA特 

异性降解。 

3 讨 论 

细胞凋亡对细胞生长和肿瘤发生起着重要的 

作用，许多研究表明凋亡调节功能的异常与肿瘤的 

发生有关。其中多个癌基因、抑癌基因在细胞凋亡 

途径中起作用。survivin是最近发现的一种新的I— 

APs家族蛋白，是迄今发现的最小的 IAPs蛋白，含 

有 142个氨基酸，仅含有单一的杆状病毒 IAP重复 

序列(Baeulovirus IAP repeat，BIR)功能区，没有环 

指结构。survivin具有控制细胞凋亡和调节细胞分裂 

的功能。survivin可以通过抑制凋亡通路下游的 

Caspase一3和Caspase一7而发挥抗凋亡作用【31。此外， 

survivin还特异地在细胞周期 G2～M期高表达，通过 

与细胞有丝分裂纺缍体的微管结合，参与细胞增殖 
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的调节。survivin的组织分布特征有明显的细胞选择 

性，它表达于胚胎和发育的胎儿组织，不见于终末 

分化的正常成人组织(胸腺和生殖腺除外)，但在体 

内外的未分化组织、包括肺癌在内的人类大多数肿 

瘤组织内有 survivin的表达[41，且其表达和肿瘤的恶 

性程度、预后和复发有关。有学者t~li3t：究 survivln在 

早期 NSCLC中的表达情况 ，发现肺癌细胞中 sur 

vivin的表达明显高于非肿瘤组织，而且survivin的 

表达几乎总是存在于 NSCLC的早期阶段。这些结 

果为癌症的选择性治疗提供了一个新的途径。 

RNA干扰 ，是指将外源性或内源性双链 RNA 

(Double—stranded RNA，dsRNA)导入细胞后引起与 

该段 RNA同源的 mRNA产生特异性降解 ，其相应 

的基因受到抑制。RNAi技术有高效率、高特异性 、 

显效快、可以向子代遗传和可同时进行多基因研究 

等优点，因此自发现以来，已广泛用于基因功能，基 

因诊断与治疗的研究中。孙建国等[61利用 RNAi技术 

在肺腺癌 SPC—A1细胞株中分别建立 2种 livin异 

构体的基因沉默体系 ，发现 RNAi能高效特异阻断 

2种 livin异构体的表达 ，诱导细胞凋亡，为进一步 

探讨它们作为诱导肺癌细胞凋亡治疗分子靶点及 

提高肺癌放化疗的敏感性打下了基础。Kappler等[71 

体外合成了针对 survivin的 dsRNA，构建了腺病毒 

载体，转染人软组织肉瘤细胞株，发现 survivin mR— 

NA表达下降了 73％ ～88％，survivin蛋白表达减少 

了 52％～81％。90％的细胞阻滞在 GJM期 ，细胞凋 

亡率上升，但有关 RNAi在肺癌中的研究尚未见报 

道。 

本研究成功构建了针对 survivin的 siRNA，并 

通过脂质体转染 survivin表达阳性的 A549细胞，观 

测其对细胞 survivin表达及细胞增殖、凋亡的影响。 

MrI1’法结果显示，survivin siRNA转染对 A549细胞 

增殖有明显抑制作用，抑制率明显高于其他组；流 

式细胞术试验结果证实 survivin siRNA转染可有效 

抑制人肺腺癌 A549细胞的增殖活性，阻滞 A549细 

胞于 G2，M期，诱导细胞凋亡。RT—PCR结果显示， 

survivin siRNA转染可显著抑制 survivin mRNA的 

表达。证明针对 survivin的 siRNA转染 A549细胞 

后可以有效抑制 survivin表达，使靶细胞出现 G2，M 

期阻滞 ，造成细胞生长速度减慢，细胞凋亡增加，表 

明 survivin参与了 A549细胞周期和增殖调控 ，在 

NSCLC的发展中具有重要作用，这与国内外有关学 

者应用 survivin反义寡核苷酸技术诱导肺癌细胞凋 

亡研究结果基本一致 ，如 Olie【啤 用最佳反义寡核苷 

酸序列 4 003转染 A549肺癌细胞 24h后可使sur 

vivin mRNA水平下降 30％，细胞生长受到抑制并 

直接诱导凋亡。同时肿瘤细胞对化疗的敏感性也提 

高了 6倍 ，而不表达 survivin的正常细胞却不受影 

响。但在基因功能研究和基因治疗方面 RNA干扰 

技术比反义技术要更加优越 ，具有高稳定性、高特 

异性和高效率性。虽然本研究证实了应用 RNA干 

扰技术抑制 survivin表达的可行性，研究结果为应 

用 siRNA进行肺腺癌基因治疗的进一步研究提供 

了实验基础和方向，然而，应用脂质体瞬时转染存 

在脂质体毒性较大、转染效率低 、基因沉默效应短 

暂等不足，还需要构建带筛选标记的 siRNA表达质 

粒 ，进行稳定转染 ，以获得较长时间的基因沉默效 

应和更为理想的干扰效果。 
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