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凋亡抑制因子 survivin基因的克隆及在真核细胞中的表达 
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(1．重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010； 

2．Molecular Oncology Laboratory，The University of Chicago Medical Center．Chicago．IL 60637，L ) 

【摘 要】目的：克隆Survivin编码序列并在真核细胞中表达。方法：RT—PCR扩增 Survivin编码序列，建立与绿色荧光蛋白 

(GFP)共表达的融合重组质粒，转染哺乳动物细胞，利用GFP绿色荧光和WesternBlot检测 Survivin蛋白的表达：结果：RT— 

PCR扩增出42lbp的Survivin编码序列，构建融合重组质粒 pEGFP—C1一Survivin，利用 GFP荧光和 Westem Blot证实 Sur— 

vivin蛋白的表达。结论：成功克隆 Survivin基因并在真核细胞中表达。 
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【Abstract】Objective：To done and express survivin gene in mammalian cells．Methods：Coding sequence of sum-ix in gene was ampli— 

fled from Hep％ cell mI~NA by RT—PCR and then cloned into eukaryotic vector pEGFP—C1．The vector with survivin gene w&s 

transfected into Hep％ and SMMC一7721．The expression of survivin WaS detected by GFP and Western blot，Results：The recombi— 

nant plasmid pEGFP—C1一survivin was successfully corkstructed and expressed in HepO2 and SMMC一772 1．Omclusion：The result 

shows expression of the an ti—apoptosis gene survivin in mammalian cells． 
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Survivin是近年来发现的新 的抗凋亡 因子，它 

是凋亡抑制蛋 白(inhibitor of apoptosis proteins，I— 

APs)家族成员之一。由于 Survivin仅在肿瘤细胞和 

转化细胞中表达，而在正常成人细胞中不表达 ，因此 

受到广泛关注⋯1。Survivin基因的特点使人们意识 

到可通过抑制抗凋亡因子而特异性的诱导肿瘤细胞 

的凋亡，而不影响正常细胞【2l。本研究利用 RT— 

PCR技术克隆了 HepG2中的 Survivin编码序列 ，与 

绿色荧光蛋 白(GFP)构建重组载体 ，并在真核细胞 

中进行融合表达。 

1 材料和方法 

1．1 试剂和材料 

作者介绍：闫 歌(1965 )，男，副研究员， 

主要研究方向：肿瘤的基因治疗。 

基金项 目：国家 自然基金资助(30371599)， 

国家杰出青年基金(B类)资助(30228026)。 

pEGFP—C1由美国芝加哥大学医学中心何通川博士惠 

赠，哺乳动物细胞选用了肝癌细胞株 Hep(~、SMMC 7721， 

由本研究所保存。Total RNA Kits、OneStep VT PCR Kit试 

剂盒均购 自QIAGEN公司，限制性 内切酶购 自TaKaRa、 

Promega公司。 

1．2 细胞培养 

He 常规培养于含 10％的小牛血清，100tJml青霉 

素，lOOt*／ml的链霉素的 RPMI 1640培养液中，培养条件 

为37"C，co2浓度为 5％，根据细胞生长情况，每 2～3天用 

0．25％的胰酶消化，进行传代培养。 

1．3 总 RNA的提取 

细胞常规培养，待细胞铺满培养瓶后，用 0．25％的胰酶 

消化 HepG2细胞，800rpm／min离心，收集 细胞，提 取总 

RNA，操作按 QIAGEN公司 Total RNA Kits说明书，提取的 

总 RNA用 DEPC处理的水洗脱。 

1．4 转录 PCR扩增 目的基 因 

根据 Gent~ k中Survivin编码序列，设计合成 Survivin 

基因的扩增引物，其中包括上游 Sal I，下游 BamHI酶切位 

点(下划线标示)。 

PrimerForward： 
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5’一ATA ! ATGGGTGcCCCGAcGTTG 3’； 

Primer Reverse： 

5’一 r(= AATcAT0 气GCCA( 一3’ 

热循环条件为：反转录：50℃30min HotStarTaq酶激活： 

95℃ 15min，然后 PCR循环 ：94℃变性 45s，60℃ 45s．72℃ 

1min。计 30个循环；72~C延伸 10min。PCR结束后，进行 

1％琼脂糖电泳检查。 

1．5 建立survivin的真核表达载体 

将RT—PCR产物用 Sal I和 BamH I双酶切，再用 

DNA纯化试剂盒纯化，与 Sal I和 BamH I双酶切的 

pEGFP—C1载体，在 T4连接酶的作用下连接，转化大肠杆 

菌DH5a，Kan抗性筛选，琼脂糖电泳酶切鉴定，并进行序列 

分析。重组质粒命名为 pEGFP C1一Survivin。 

1 6 肿瘤细胞转染 

利用 invitrogen转染试剂盒，首先将肝癌细胞株 HepG2 

和SMMC一7721接种到 24孔板上，用常规培养方法培养， 

待细胞生长到占培养瓶底约 70％～80％，培养液换为无双 

抗含血清的RPMI一1640培养液中培养过夜。次 日按说明 

书要求加入 pEGFP—C1一Survivin质粒，对照加入等量的 

pEGFP—C1。24h、48h观察 GFP的表达情况。 

1．7 Survivin基 因表达及检测 

1．7．1 GFP表达的检测 

由于 Survivin克隆到 pEGFP C1上，它与 GFP表达为 

融合蛋白，因此，可应用免疫荧光检测 GFP的表达而间接判 

定 Survivin基因的表达。 

1．7．2 Western blot检测 Survivin蛋白的表达 

分别收集 5×10。转染 pEGFP—C1、pEGFP C1 sur— 

vivin 48h的 HepG2和SMMC一7721细胞，用 12％十二烷基 

磺酸钠一聚丙烯酰胺(SIXS---PAGE)凝聚电泳，然后转 NC 

膜，室温封闭 1h，加入一抗 1：3000兔抗人 GFP，4C结合过 

夜，洗膜4次，加入 1：10000二抗羊抗兔 i03Amp室温 1h， 

洗膜4次，用化学发光试剂反应5rain，X片暗室曝光，常规显 

影定影。 

2 结 果 

2．1 RT—PCR扩增 Survivin编码基因 

RT—PCR后 1％脂糖电泳结果显示，在 421bp 

左右有一条明显的 DNA带，与 Survivin的编码基因 

大小一致 ，无非特异性电泳带。 

2．2 重组质粒 pEGFP—C1一Survivin的构建及序 

列分析 

图 2显示 Survivin基因克隆到 pEGFP C1后 ， 

用 Hind 11I和 Xho I酶切出 500bp左右的 DNA片 

段 ，与设计的 DNA大小吻合 ；其序列测定结果表明 

克隆的 Survivin基因与 GenBank中 Survivin基因的 

序列完全一致。证明 Survivin基 因已成 功克隆入 

pEGFP—C1载体 ，重组质粒命名为 pEGFP C1一 

Survivin。 l 2 

图 l RT—PCR扩增 survivin编码基因电泳图 

1．扩增产物；2．MARKER 

图 2 pEGFP—C1一survivin质粒的筛选 

1．pEGFP—C1质粒 Hind Ill和 Xho I双酶切 ；2．MARKER； 

3．MARKER；4．pEGFP—C1 survivin质粒 Hind III和 Xho 

I双酶切 

2．3 检测哺乳动物细胞 中GFP荧光的表达 

转染 pEGFP—C1和 pEGFP—C1 Survivin质 

粒 24h、48h(见图 3，仅列出 48h结果图)，在荧光显 

微镜下观察肿瘤细胞 HepG2和 SMMC一7721均有 

绿色荧光蛋白的表达。镜下观察两种转染细胞呈现 

绿色荧光的细胞数相比无明显变化 ，而转染 pEGFP 

— C1 Survivin细胞的绿色荧光强度略低于转染 

pEGFP—C1的细胞 ，可能是 Survivin蛋白的表达对 
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