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RNA干扰技术特异性抑制肾癌 survivin表达的实验研究 

徐 斌。胡 自力 

(重庆医科大学附属第二医院泌尿外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：体外转录合成survivin siRNA(Small interference RNA，siRNA)，观察其在肾癌786一O细胞株中抑制survivin的 

表达情况。方法：体外转录合成3组survivin序列特异性双链 RNA(Double—stranded RNA，dsRNA)，转染786一O细胞株中，用 

RT-PCR和Western blot检测转染后 survivin基因的mRNA和蛋白的表达，MTI"法检测细胞活性。结果：有 2组转染特异性siRNA 

的786--0细胞表达survivin mRNA及蛋白均下调，活性受到抑制，另—组效果不明显。结论：体外转录合成特异性survivin siRNA 

能有效抑制肾癌786-0细胞中survivin的表达，抑制细胞的活性，RNA干扰(RNA interfering，RNAi)技术可能为肾癌的基因治 

疗提供一种新策略。 
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【Abstract】Objective：To study the inhibition of survivin expression by small interference RNA(siRNA)synthesized in vitro in 

renal cancer cell line 786-0．Methods：Three groups of survivin siRNAs were chemically synthesized in vitro and then 

transfected into cell line 786-0．Th e expression of survivin mRNA and protein after transfection were detected by reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)and Western Blotting．The proliferation of cells W88 detected by M'IT． 

Resu／ts：Two seqllenee specific siRNAs targeting survivin down-regulated the expression of survivn mRNA and protein．Th e 

proliferation of cells W88 inh ibited after transfection．Th e third one was ineffective．Conclusion：Sequence spe cific siRNA 

targeting survivin Call efficiently inhibit the survivin expression and cell proliferation in renal cancer cell line 786一O．Th e 

SUCCessful application of RNAi targeting survivin might extend the list of available gene therapeutic modalities in renal cancer． 
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Survivin基因是近年来发现的一个细胞凋亡抑 

制蛋白(Inhibitor of apoptosis protein，IAP)家族 的 

新成员，它参与了细胞周期的调控，与肿瘤的发生、 

发展和预后密切相关，且由于其具有在正常组织中 

不表达，而在人类肿瘤中高表达的特性【1]，有望成为 

肿瘤基因治疗的选择性靶点，近年来引起学者们的 

广泛关注融31。 

RNA干扰技术是近年来发展起来的新技术，它 

主要利用双链RNA在细胞内经Dicer酶的识别、结 

合、酶切，产生有活性的长度为21～23nt小干扰RNA， 
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与目的基因mRNA结合并使之降解，从而抑制目的 

基因的表达。RNAi的发现为基因治疗学提供了更 

为有效的方法 。 

本研究通过 RNAi技术抑制已明确高表达 sur— 

vivin的人肾癌786—0细胞株的survivin表达圈，探讨 

利用体外转录 siRNA的方法能否有效介导肿瘤细 

胞出现 RNA沉默，为肾癌的基因治疗探索新策略。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1试剂 脂质体Lipofectin@Reagent，SuperScriptTMⅢ On— 

eStep RT—PCR with Platinum @Taq DNA Polymerase．Western 
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B r e e z e 抗 兔化学 发 光 试 剂盒均 购 自 I n v i t r 0 躬 n 公 司 ，

一 抗 兔抗

人 S u n ri v i n 多克 隆抗 体购 自 S a j l t a C n J z 公 司 ， n z o l 试 剂 购 自

T a K a R a 公 司 ， 去 内毒 素 质粒 抽 提 试 剂 盒 购 自 0 m e g a 公 司 。

S u r v i v i n R T — P C R 上 游 弓I 物 5
’

一 T A C A G C T T c G C T G G A A A c —

C T 一 3
’

，下游弓I物5
’

一 A c C C c c G A T G A T A C A A A C A G 一 3
’

， 由上 海

I n v i t r o g e n 公司合成 ，扩增片断预期产物 2 5 l b p c 蛋 白提取的 R I P A

裂解 液购 自碧 云 天 公 司 。

1 ． 1 ． 2 细 胞 株 人 肾癌 7 8 6 — 0 细 胞 株 由重 庆 医 科 大 学 超 声

研 究 所 提 供 。

1 ． 1 -3 s i R N A s 的 设 计 与 合 成 根 据 s u r v i v i n 基 因 在

G e n e B a J l k 中序 列设 计相 应 的 3 组 阳性 s i R N A ( s u Ⅳ i v i n l 5
’

一 C G A C C A C C G C A T C
’

r C T A C A 一 3
’

l 6 6 ：s u r v i v i n 2 5
’

一 C C A T T C

C T C C G G T T G C G C T 一 3
’

3 5 8 ：s u r v i v i n 3 5
’

一 G G C T G G C
’

I Tr C A T C

C A C T C C 一 3
’

2 4 1 )和 一 组 阴性 对 照 (5
’

一 G A C T T C A T A A G G C G —

c A T G c 一 3
’

) ， 其 转 录模 板 与 p G e n e s i l — l ( 带 G F P 基 因 及 n e o

基 因 )连接 并转化 人 大肠 杆菌 D H 5 d 菌株 的工 作 由武汉 晶赛

公 司完成 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 细 胞培 养 7 8 6 — 0 细 胞 常规 培 养 于 含 1 0 ％ 胎 牛 血 清

的 R P M I l 6 4 0 培养 液 ， 3 7 ℃ 。 5 ％ c 0 ： 孵 箱 中 。 细 胞 分组 ：A 组

转 染 s u Ⅳ i v i n l s i R N A ；B 组 转 染 s u r v i v i n 2 s i R N A ；c 组 转 染

s u r v i v i n 3 s i R N A ；D 组 转 染 阴 性 对 照 H K s i R N A ；E 组 为 正 常

肾癌细胞组 ( 不 加质 粒 只 加脂 质体 ) 。

1 ． 2 ． 2 转染 转染前 2 4 h ， 6 孑L板 接 种 细 胞 l x 10 s 个 ／孑L ， 每

孔 加 2 m l 无 双 抗 的含 1 0 ％ 血 清的 R P 加 1 6 4 0 ， 达 8 0 ％ 融 合 时

转染 ( 每组 加 质粒浓 度约 2 ． 4 斗 ∥m l ， 脂 质体浓 度 为 15 斗 l ／m 1) 。

转染步骤按 L ip 如 c t i n
⑧ R e a g e n t 说明书进行 。 我们随机选取 l 0

个 视野 ， 分 别 计 数 G F P 阳性 细 胞 和 细 胞 总 数 ， 然 后 二 者 比值

为转 染率 。

l 2 _3 M T T 法 用 9 6 孔 板培养细胞 ， 每孑L接种 细胞密度为 5 0 0

个 ／2 0 0 “ l ， 每组 平 行 3 孔 ， 并设 立 空 白对 照 。 接 种 2 4 h 后 转

染 ， 转 染 7 2 h 后 弃上 清 ， 每孔加 2 0 斗 1 新 配 制 的 5 g ／I 』M r丌 ， 孵

育 4 h ， 弃上 清 ， 加 1 5 0 “ l D MS 0 溶解 ， 混匀后 用 酶标仪 4 9 0 n m

波长测 定 。

1 ． 2 ． 4 R T — P C R 转 染 4 8 h 后按 ％ z0 1 说 明 书提 取 各 组 细 胞

总 R N A ， 用 凝胶 电泳分析 R N A 纯度并用紫外分光 光度计测量

R N A 的浓 度 。 按 s u p e r s c 却 lt Ⅲ 0 n e S t e p R T — P C R 说 明进 行

反 应 。 内参 B —

a c t i n ： 上 游 引 物 ：5
’

一 C C A A G G c c 从 c c G c —

G A G A A G A T G A C 一 3
’

， 下 游弓J物 ：5
’

一 A G G C T A C A T G C T G G T G C —

c G C C A G A c 一 3
’

。 扩增 片段 为 5 8 7 b p 。 R T — P c R 反 应 条件 ：5 0 ℃

2 0 m j n 合成 c D N A ， 9 4 ℃ 2 m i n ， 9 4 ℃ 15 s ， 5 8 ℃ 3 0 s ， 6 8 ℃ 2 0 s ． 4 0

个循环 。 电泳条带经 Qu a n t i t y 0 n e 软件处理 ， 各组 的 s t l Ⅳ i v i n 条

带 ，B — a c t i n 条 带 灰 度 值 比 值作 为其 s u n ，M n m R N A 的 相 对

表达 量 。

1 ． 2 ． 5 w e s t e m b 10 t 法 转染 7 2 h 后 ， 按 R I P A 裂 解液说 明书

提取 细胞 总 蛋 白 ， B r a 怕 rd 法 测 蛋 白浓度 。
一 抗 兔 抗 人 s u r -

v i v i n 多 克 隆 抗 体 及 内参 B — T u b u l in 抗 体 3 7 ℃ 温 育 1h ， 用

w e s t e m 试 剂盒 中鼠抗 兔二 抗 室 温孵 育 3 0 m j n ． 按 其说 明 书发

光 成像 。 条带经 Qu a n t i t y 0 n e 软件处理 ， 各组 的 s u 州 v i n 条带

，B 1 u h ul i n 条带 灰 度 值 比 值 作 为其 S u n ri v i n 蛋 白 的 相 对 表

达 量 。

1 ． 3 统 计 学处 理

统计 结果 用 s A s 统计学 软件进行分析 ， 数据两 两 比较 采

用 配 对 资料 ￡检验 ， 多组 之 间 比较用 A N O V A 进行 。

2 结 果

2 ． 1 荧光倒 置 显 微镜 观 察

转染 2 4 h 后 ， 各组 细 胞形 态 相 似 ， 荧光 显 微镜 下

A B C D 组 可 见 少 量 绿 色荧光 ， 3 0 h 时 每孔 加 入 C 4 1 8

( 氨基 糖甙类抗 生素 ， n e o 基 因产 生 G 4 1 8 抗性 ) ， 使其

浓 度为 3 5 0 斗 ∥m 1。 5 4 h ， 各组部分细胞 变圆 ， 折 光性 降

低 ， 有较多坏死 细胞 ， 尤 以 A 、 C 严 重 ( 见 图 l 、 2 ) ， 荧 光

下 A 、B 、c 、 D 组 绿色荧光较前明显 增多 。 转染率 白州 算 ，

5 个组 分别为(3 5 ． 6 0 0 O ± 0 ． 1 2 1 8 赐 ， (3 4 ．3 0 0 0 ± 0 ． 1 6 7

5 )％ ， ( 3 6 ． 8 0 0 O ± 0 ． 1 6 3 2 )％ ， ( 3 6 ． 2 0 0 O ± O． 1 4 6 8 )％ ，

0 ( 见 图 3 ， 4 ) 。 A 、 B 、 C 、 D 组 之 间转染率差 异 无 统计 学

意 义 (P > 0 ． 0 5 ) 。

图 l 转 染后 5 4 h A 组 细胞 状 态 ( ×2 0 0 )

图 2 转 染后 5 4 h D 组 细 胞 状 态 I ×2 0 0 )

重庆维普 http://www.cqvip.com
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图 3 转 染 后 5 4 h 荧 光 下 A 组 细 胞 ( ×2 0 0 )

2 0 0 0

l 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

10 0

M s 1 s 2 s 3 H K 脂质体

B —

a c t i n

S u n ，i v i n

图 5 转染后 的 R T — P c R 产 物 琼 脂 糖 凝 胶 电泳

S 1 s 2 s 3 H K 脂质体

■ _ —● ■ — —● ———p ● - ●一 B — T l l b u ti n

图 6 转 染后 S u r v i v i n 蛋 白的表达

B 组 细胞 吸 光 度 (0 ． 5 3 0 0 ± 0 ． 0 2 6 7 ) 、 D 组 (0 ． 5 3 0 0 ±

0 ． 0 3 8 8 ) 、 E 组 ( 0 ． 5 6 0 0 ± O． 0 2 l 1 ) 之 间 无 显 著 性 差

异 (P > 0 ． 0 5 ) ， A 、 c 组 与 B 、 D 、 E 组 之 间具 有 显 著 性 差

异 (P < 0 ． 0 5 ) 。

图 4 转 染 后 5 4 h 荧 光 下 D 组 细 胞 ( × 2 0 0 )
3 讨 论

2 ． 2 K
’

l l_ P C K

5 组 细 胞 总 R N A 由 1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 均 见

2 8 s 、 1 8 s 、5 s 的 3 条带 ， 未见 D N A 条带 。 紫外分光光度法

钡虬总R N A 呖2光度(A √ A ：踟 Ⅺl 黼 19 左右。R T — P c R 结果

( 见 图 5 )显 示 5 个组 5 8 7 b p 左 右 的 p — a c t i n 条带亮度

相当，2 5 1 h p 左；芒珀勺s u r v i v i n 条带A C 兰臣s u n ri v i n ／p ～ a c t i n

灰 度 值 比 值 分 别 为 0 ． 3 9 0 0 ± 0 ．1 5 9 2 及 0 ． 3 7 0 0 ±

0 ． 1 3 6 4 )明显 弱 于 B 、 D 、E 组 ( s u r v i v i n ／B — a c t i n 灰度值

比 值 分 别 为 1D 8 0 0 ± Q 14 2 6 ， l D 3 ± 0 ．0 9 6 8 及 1 ． 0 2 0

0 ± 0 ． 0 9 5 7 ) (P < 0 ． 0 1 ) ， 抑制率 为 6 3 ． 8 9 ％ ， 而 A 、 C 组 之

间 以及 B 、 D 、 E 组 之 间差异无 统计学意义 (P > O．0 5 ) 。

2 13 W e s t e m h 10 t

结 果 ( 见 图 6 )显 示 5 个 组 的 8 一 T u b u l i n 条带亮

度 相 当 ， S u n ri v i n 蛋 白条带 A 、 C 组 (S u n ri v i n ／B — T u b u

l i n 灰度值 比值 0 ．4 4 0 0 ± Q 1 5 7 9 及 0 4 8 0 0 ± Q 1 3 5 2 )

明显 小 于 B 、 D 、 E 组 ( s u I 、，i v i n ／B — T u b u l i n 灰度值 比值

1 ． 0 6 0 0 ± 0 ． 1 6 7 1 ， 1 ． 0 0 0 0 ± 0 ． 0 9 8 2 及 1 ．0 1 0 0 ±

0 ． 1 0 0 4 ) (P < 0 ． 0 1 ) ， 抑制率为 5 5 ． 4 5 ％ ， 而 A 、 c 组 之 间

以及 B 、 D 、 E 组 之 间差 异无 统计学意义 (D o ．0 5 ) 。

2 _4 细 胞 增 殖 抑 制 实验 ( M T T )

转染 7 2 h 后 ，A 组 细胞 吸光度 (0 ． 3 7 0 0 ± O．0 1 5 3 )

与 c 组 ( 0 ． 3 6 0 0 ± 0 ． 0 2 2 7 )无 显 著性 差 异 (P > 0 ． 0 5 ) ，

肾癌 是 泌 尿 系 统 常 见 的恶 性 肿 瘤 之 一

， 其 发 病

率 占全 身恶 性 肿 瘤 的 3 ％ 吲
。 约 5 0 ％ 的 患 者 首 次 就

诊 时 已 属 晚期 ， 且 绝 大多数 肾癌为先 天 多药 耐 药 ， 对

化 疗 和 放疗 不 敏感 ， 除 了早 期 肾癌应用 手 术治疗 效

果较好外 ， 大 多数 中晚期 肾癌缺 乏 特 异性疗 法 。 近 年

来 ， 对 基 因 疗 法 的 应 用 研 究 逐 渐成 为 肾癌特 别是 中

晚 期 肾癌 新 疗 法 的 研 究 热 点 ， 并 取 得 了 一 系 列 进

展 【7 -8】
。

’

R N A i 是 由 F i r e 等在 l 9 9 8 年 研 究 C a e n o r h a h d i —

t i s e l e g a n s 基 因 组 计 划 时 发 现 并 命 名 的 州
， E l h a s h i r

等 证 实 在 哺 乳 动 物 细 胞 中 也 可 以 应 用 R N A i 技

术 【l()l。与其他技 术 相 比 ， R N A i 干 扰具有转 染效率高 ，

基 因 封 闭作 用 强 等优点 。 S u n ，i v i n 是 最 近 发 现 的 一

个 在 调 控 细 胞 内平 衡 中发 挥 多效 应 功 能 的 重 要 分

子 ， 作 为 I A P 家族 成 员 之 一

， 其 主 要 通 过 c a s p a s e 依

赖 和 c a s p a s e 非依赖两 条途 径 来发挥抗 凋 亡 作用 ⋯ 1
。

s u r v i v i n 仅 在 多 种 肿 瘤 表 达 使 靶 向 阻 断 s u n ri v i n 的

免 疫 治 疗 或 基 因 治疗 促 进 肿 瘤 细 胞 凋 亡 的 抗 肿 瘤

疗 法 成 为 可 能 。

本实验 采 用 的质粒带 有 表达 G F P 的基 因 ， 目的

是在荧光 显 微镜 下 通 过 观 察 G F P 的表达 情况 ， 直接

观 察 阳性 转 染 的细胞 并 观 察转 染效 率 ， 这 是 此 载 体

重庆维普 http://www.cqvip.com
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的显著优点。而siRNAs的设计是根据 Reynolds的干 

扰 RNA设计原则 1，运用体外转录合成针对 SUF— 

vivin的 siRNA成功地抑制了人肾癌 786一O细胞株 

中的survivin基因的表达。Survivin对细胞凋亡有调 

节作用，本实验 MrITI、结果显示转染特异性 siRNA后， 

s1和s3组的吸光度明显低于其他 3组，提示阻断sur— 

vivin基因表达后抑制了细胞的增殖。运用RT—PCR检 

测转染特异性 S1、S3 siRNA 48h后即m现 survivin 

mRNA的沉默：在转染s2、非特异l生的siRNA及未转染 

的细胞中survivin mRNA仍持续表达：用 restern blot 

同样检测到了转染特异性 S1、S3 siRNA 72h后即 

}}{现Survivin蛋白的下调，与转染后 mRNA的改变 

一 致，在转染 S2、非特异性的siRNA及未转染的细 

胞中Survivin蛋白未见改变。可见，体外转录合成的siR— 

NA能有效干扰目的基因，本实验中survivin2干扰 

效果不明显，可能是由于干扰片段属内含子或编码区 

空间构象被遮盖等问题。 

本研究结果显示，体外转录合成的 siRNA可转 

染肾癌786一O细胞并抑制功能基因的表达。可见，RNAi 

的方法能成功的沉默人肾癌中的 survivin基因，这 

为今后研究 survivin在肾癌中的作用机制及其途径 

提供了良好的基础 
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性 ED发生的一个重要机制。提示：老年性糖尿病ED 

时可使用氧自由基清除剂，减轻海绵体超微结构改 

变以及改善海绵体血管内皮依赖性舒张功能达到 

近期和远期改善海绵体勃起能。 
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