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Survivin对辐射损伤的影响及与 caspase-9 6 、3的关系
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　　提　要:目的　观察 survivin 对辐射损伤的影响及与 caspase-9 6 、3的关系。方法　①将 IEC-6细胞放置于 2%O2 环境

中低氧 8 h 后 ,复氧 24 、48 h , 采用Western-blot检测胞内 survivin;②给予不同实验组 IEC-6 细胞 35 Gy 60Co辐射照射 , 采用细

胞流式 PI法检测细胞凋亡率 ,并使用荧光免疫检测试剂盒检测各组 caspase-9 6、3 活性。 结果　低氧预处理方法可诱导

IEC-6 细胞表达 survivin , Survivin 可明显降低辐射诱导的细胞凋亡率(P <0.01), 其对 caspase-9 6 活性无明显影响(P >

0.05), 可使 caspase-3 活性有明显下降(P<0.01)。结论　低氧预处理方法诱导的抗凋亡蛋白 survivin是通过抑制 caspase-3

的活性 ,达到抑制辐射诱导的细胞凋亡的目的。
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　　Abstract:Objective　To explore the effects of survivin on radiation injury and its relation to caspase-9 6 ,3 ac-

tivity.Methods　① IEC-6 cells were treated under hypoxic environment for 8 h and followed by reoxygenation for

24 and 48 h , and then the expression of survivin was identified by Western-blotting.②After treatment with 35 Gy
60
Co , the apoptosis rate in different groups was detected with FACS and the caspase-9 6 , 3 activity was tested using

the caspase-9 6 , 3 assay kit.Results　Hypoxic preconditioning could induce the expression of survivin in IEC-6

cells and survivin could decrease the caspase-3 activity , resulting in reduced apoptosis rate induced by radiation.

Conclusion　Survivin induced by hypoxic preconditioning can inhibit the apoptosis induced by radiation by reducing

the caspase-3 activity.

　　Key words:surivivin;radiation;apoptosis;caspase;antiapoptosis protein

　　广谱抗凋亡蛋白存活素(survivin)是一种新近发现

的16.5×10
3
细胞内蛋白 ,属于抗细胞凋亡蛋白家族。

作为抗凋亡能力最强的抗凋亡蛋白 ,对辐射诱导的细

胞凋亡表现出很强的抑制作用 。探索简便易行的诱导

内源性 survivin的方法 ,及深入研究 survivin抑制辐射

诱导的细胞凋亡作用机制 ,可为放射病的防护提供新

的方法和实验依据 ,为寻找特异性强 、毒性低 、符合机体

内在生理机制 ,并可通过生物工程大量获取的辐射防护

剂开辟新的途径。本研究拟采用低氧预处理方法 ,以达

到诱导 IEC-6细胞表达符合生理特征的抗凋亡蛋白的

目的 ,观察 survivin 对辐射诱导的细胞凋亡的抑制凋
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亡作用 ,并探索 caspase-9 6 、3的改变与其的关系。

1　材料与方法

1.1　细胞培养
　　IEC-6 正常肠上皮细胞株由第三军医大学全军复合伤研究

所提供 ,用 10%小牛血清的 DMEM(H)(购于 Gibco公司)培养 ,

每 2天半量换液 , 稳定传代后用于本实验。

1.2　实验分组
　　分为 4组:①空白组:为不接受任何处理的 IEC-6 细胞;②

低氧+放射组:为低氧预处理 , 并接受 35 Gy 60Co照射的 IEC-6

细胞;③单纯放射组:为单纯 35 Gy 60Co 照射的 IEC-6 细胞;④

拮抗组:为事先给予 survivin 拮抗剂(SURV11A), 并接受同低氧

+放射组相同处理的 IEC-6细胞。

1.3　Western-blot检测 survivin表达

　　将 IEC-6细胞置于 2%O2 8 h , 分别于复氧 24、48 h后收集 1
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×106 细胞 ,重悬于细胞裂解液中 , 形成单细胞悬液 ,冰浴 ,离心

取上清。将上述样品与等体积的上样缓冲液混合上样于 13%

的分离胶。电泳后取下凝胶 ,与 PVDF 膜重叠于转移膜板中 , 转

印。取下 PVDF膜 , 1%脱脂奶粉封闭 , 4 ℃过夜;1∶500 一抗 , 4

℃过夜后 PBS 溶液洗膜;1∶1 000 二抗 , 37 ℃, 1 h 后 PBS 溶液洗

膜;使用化学发光法试剂盒检测结果。

1.4　细胞凋亡率的检测
　　35 Gy 60Co照射各实验组后 ,收集 1×106 细胞样品 , 1 100 r 

min离心 8 min , 弃上清;用 PBS 洗涤次后;重悬于 PBS 中 , 形成

单细胞悬液;边振荡边加入冰无水乙醇 ,后冰浴 , 制成单细胞悬

液 ,浓度调整为 1×105 ml。加 RNA酶 37 ℃反应 30 min , 冰浴终

止反应 ,碘化丙啶 4 ℃闭光染色 30 min , 在 300 目尼龙网过滤后

用流式细胞仪以 480 nmol L的红光荧光测定凋亡细胞的数量。

1.5　Caspase-9 6 、3活性荧光检测
　　用分光法测定 caspase-9 6、3 活性 , 具体操作步骤按 Sigma-

Aldrich公司 caspase-9 6、3 Assay Kit中的操作说明书进行。

1.6　统计学处理
　　结果用 x±s表示 , 采用医学统计软件 SPSS11.0 进行多因

素方差分析。

2　结果

2.1　Western-blot检测 survivin表达

　　IEC-6 细胞经 2% O2 低氧 8 h , 复氧 24、48 h。可见 , 复氧

24 、48 h 后均表达 survivin蛋白 , 且 48 h 组蛋白表达最强(图 1)。

M:Marker;1:Normal IEC-6 cells;2:After hypoxia for 8 h and reoxyger-

ation for 24 h;3:After hypoxia for 8 h and reoxygenation for 24 h

图 1　Western blotting检测 survivin表达

Fig 1　Detection of survivin expression by Western blotting

2.2　辐射所致不同组细胞形态学改变
　　以照射后 6 h 为观察时相点 ,倒置显微镜下观察 , 正常培养

的 IEC-6 细胞可见形态较规则 , 呈鹅卵状 , 细胞边缘无突起 , 细

胞与细胞间呈现融合状态 , 偶可见正处分裂期的双核细胞 , 整

个视野清晰 ,细胞表面以及细胞间均未见有颗粒状物质(图 2);

可见单纯放射组 、拮抗组细胞胞体变圆 , 细胞胞浆中出现细颗

粒状物质 , 部分细胞胞体变小呈现明显收缩状态 , 可见部分细

胞死亡 ,出现细胞碎片(图 3、4);而低氧+放射组细胞形态学改

变明显比上述两组轻(图 5)。

图 2　正常培养的肠上皮细胞 IEC-6　(倒置显微镜×200)

Fig 2　Morphology of normal IEC-6 cell s　(Inverted microscope ×200)

图 3　单纯放射组辐射后 6 h肠上皮细胞 IEC-6形态学变化　(倒

置显微镜×200)

Fig 3　Morphology of IEC-6 cel ls in radiation group 6 h after radi-

ation　(Inverted microscope ×200)

图 4　拮抗组辐射后 6 h肠上皮细胞 IEC-6形态学变化　(倒置显

微镜×200)

Fig 4　Morphology of IEC-6 cells in survivin (-) group 6 h after

treatment　(Inverted microscope ×200)
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图 5　低氧+放射组辐射后 6 h 肠上皮细胞 IEC-6形态学变化　

(倒置显微镜×200)

Fig 5　Morphology of IEC-6 cells in hypoxia+radiation group at 6 h

after treatment　(Inverted microscope×200)

2.3　35 Gy
60
Co 照射诱发不同组细胞凋亡率变化

　　单纯放射组细胞凋亡率在 3 h 开始明显升高;6 h 达到凋亡

高峰;12、24 h凋亡率有所下降。低氧+放射组凋亡率在 3 h 开

始显示下降;6 、12 、24 h 凋亡率明显低于单纯放射组(P <

0.01)。加入 survivin 拮抗剂(Anti-survivin 1)后 , 拮抗组凋亡率明

显高于低氧+放射组(P<0.01),但低于单纯放射组(P<0.01)

(表 1)。

2.4　Caspase-9 6活性荧光检测
　　单纯放射组细胞 3 h caspase-9 6 活性开始升高 , 6 h 达到高

峰 ,12、24 h 活性有所下降。低氧+放射组活性变化明显低于

单纯放射组(P <0.05)。 加入 survivin 拮抗剂(Anti-survivin 1)

后 , caspase-9 6 的活性变化与低氧+放射组基本相同(P>0.05)

(表 2)。

2.5　Caspase-3活性荧光检测
　　单纯放射组 caspase-3 活性在 3 h 开始升高 , 6 h 达到高峰 ,

12 、24 h 活性显示有所下降。低氧+放射组 caspase-3 活性明显

低于单纯放射组(P <0.01)。加入 survivin拮抗剂(Anti-survivin

1)后 , caspase-3活性与低氧+放射组对比增高(P <0.05),但明

显低于单纯放射组(P<0.01)(表 3)。

表 1　细胞凋亡率分析

Tab 1　Analysis of cel l apoptosis(n=3 ,  x±s , %)

Time after radiation(h)
Group

0 3 6 12 24

Hypoxia Radiation 2.21±0.049 6.33±0.190＊ 10.87±0.677＊＊ 12.88±0.072＊＊ 5.44±0.289＊＊

Inhibition 2.02±0.550 7.14±0.265 15.20±0.259## 18.28±0.199## 10.26±0.576##

Radiation 1.44±0.075 8.57±0.273#＊ 24.44±0.317##＊＊ 23.79±0.075##＊＊ 17.21±0.217##＊＊

#:P<0.05 , ##:P<0.01 , vs hypoxia radiation group;＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs inhibition group

表 2　Caspase-9 6活性分析

Tab 2　Analysis of Caspase-9 6 activity(n=3 ,  x±s , pmol·μg-1·min-1)

Time after radiation(h)
Group

0 3 6 12 24

Hypoxia Radiation 59.98±2.90 131.93±4.18 165.01±3.31 120.06±1.87 108.71±2.09

Inhibition 60.24±1.94 136.14±2.56 167.90±3.10 125.96±4.19 111.97±4.07

Radiation 60.15±0.58 167.07±1.36#＊ 219.38±2.12##＊ 173.86±1.95##＊＊ 148.16±1.61#＊

#:P<0.05 , ##:P<0.01 , vs hypoxia radiation group;＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs inhibition group

表 3　Caspase-3 活性分析

Tab 3　Analysis of Caspase-3 activity(n=3 ,  x±s , pmol·μg-1·min-1)

Time after radiation(h)
Group

0 3 6 12 24

Hypoxia Radiation 11.66±0.84 77.79±3.61＊＊ 93.40±1.05＊ 77.23±1.13＊ 58.43±5.64＊＊

Inhibition 10.00±0.35 102.49±2.80## 119.72±2.18# 101.71±1.87# 83.89±4.05##

Radiation 10.17±0.21 114.80±0.68##＊ 145.57±1.25##＊ 133.89±4.09##＊ 100.54±3.00##＊

#:P<0.05 , ##:P<0.01 , vs hypoxia radiation group;＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs inhibition group

3　讨论

3.1　低氧预处理诱导 IEC-6细胞表达抗凋亡蛋白 sur-

vivin的表达

　　Survivin 属于抗细胞凋亡蛋白(inhibitor of apopto-

sis , IAPs)家族。其在抑制细胞凋亡和促进细胞增生

都起着重要的作用
[ 1]
。本研究结果显示 ,采用 2%O 2

8 h处理方法 ,复氧 24 、48 h可有效的诱导正常细胞表

达内源性保护蛋白 survivin ,且 48 h组蛋白表达效果最

好。这与国外关于人冠状动脉内皮细胞在低氧预处理
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条件下细胞的存活等方面的研究结果相符
[ 2]
。说明对

正常组织细胞进行低氧预处理 ,可诱发机体抗凋亡蛋

白 survivin的表达 。

3.2　Survivin对辐射诱导的 IEC-6细胞凋亡抑制作用

　　作为迄今发现最强的凋亡抑制因子 , survivin能够

抑制由各种凋亡诱导因子诱导的细胞凋亡
[ 3]
。本研究

结果显示 ,以照射后 6 h 为观察时相点 ,光镜下观察 ,

正常培养的 IEC-6细胞可见形态较规则 ,呈鹅卵状 ,细

胞边缘无突起 ,细胞与细胞间呈现融合状态 ,偶可见正

处分裂期的双核细胞 ,整个视野清晰 ,细胞表面以及细

胞间均未见有颗粒状物质;但可见单纯放射组 、拮抗组

细胞胞体变圆 ,细胞胞浆中出现细颗粒状物质 ,部分细

胞胞体变小呈现明显收缩状态 ,可见部分细胞死亡 ,出

现细胞碎片;而低氧+放射组细胞形态学改变明显比

上述两组轻。同时 ,细胞凋亡率检测显示 ,单纯放射组

凋亡率在 3 h开始明显升高 ,6 h达到凋亡高峰 ,12 、24

h凋亡率有所下降 ,这是由于细胞在接受大剂量的辐

射后大量裂解 ,造成细胞凋亡的相对下降 。低氧+放

射组表现出相同的变化规律 ,且凋亡率明显低于单纯

放射组(P<0.01)。说明 ,低氧预处理启动了 IEC-6细

胞内源性保护机制 ,使其产生了对辐射损伤的抗性。

在事先给予 survivin拮抗剂的实验研究中显示 ,拮抗组

的凋亡率在各时相点均低于单纯放射组(P <0.01),

但明显高于低氧+放射组(P <0.01),证明低氧诱导

的 survivin对辐射诱导的细胞凋亡具有抑制作用 ,可使

组织细胞获得对辐射损伤的抗性。这与国外在关于人

多形性胶质母细胞瘤(GBM)射线损伤的研究
[ 4]
结果是

相符的 。同时 ,提示低氧预处理对机体的保护作用不

仅有氧效应作用 ,也存在 survivin抑制有害的细胞凋亡

的作用。

3.3　Survivin对辐射诱导的 IEC-6细胞内 caspase-9 6 、3

的影响

　　IAPs是通过直接抑制 caspase-3 ,7和干扰 caspase-9

的活化 、阻断细胞色素C(cyt c)的释放 ,达到抑制细胞

凋亡的目的。Survivin对 caspase 的抑制可能存在不同

于其他 IAPs 的作用机制
[ 5 ,6]
。本研究结果显示 ,辐射

诱导的细胞凋亡过程中 , caspase-9 6 、3活性表现出其

活性在 3 h开始明显升高 ,6 h达到高峰 ,12 、24 h活性

显示有所下降 ,这可能是由于细胞在接受大剂量的辐

射后大量裂解死亡 ,造成其活性的相对下降 ,这与 So-

engas等
[ 7]
研究的辐射诱导细胞凋亡通路的实验结果

是相一致的。在低氧预处理诱导 survivin表达后 ,发现

caspase-9 6 活性与单纯放射组对比下降明显(P <

0.05)。但在加入 survivin拮抗剂后 ,其活性与低氧+

放射组对比无显著性差异(P >0.05),表明 caspase-9 6

活性不受 survivin的影响 ,而 caspase-9 6活性的相对降

低很可能是由于低氧预处理保护作用中其他机制所造

成的。但低氧+放射组 caspase-3活性明显低于拮抗

组 、单纯放射组(P <0.01),说明 , survivin是通过抑制

caspase-3活性 ,达到抑制辐射诱导的细胞凋亡 ,减轻辐

射对正常组织细胞损伤的目的 。这与 Brown等
[ 8]
在有

关抑制肿瘤细胞生长的因素等方面的研究 ,以及 Tanaka

等
[ 9]
在乳腺癌 survivin蛋白转基因的研究结果相符的。

　　目前 ,有关诱发 survivin在正常组织细胞中的内源

性表达 ,以抗辐射诱导的凋亡和促细胞在辐射损伤时

的存活方面的研究 ,国内外文献报道很少 。本研究在

此方面进行初步的尝试 ,证实诱发 survivin蛋白在正常

组织细胞中表达 ,可有效的阻断辐射诱导的细胞凋亡

中的 caspase通路 ,抑制凋亡和促进细胞存活。但 sur-

vivin蛋白是采用何种方式抑制 caspase-3 , 7 和干扰

caspase-9的活化过程 ,最终达到抑制细胞凋亡的目的

的 ,有待进一步研究证实 。
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