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摘 要 :【目的】探讨 survivin 基因表达对人肺纤维母细胞 ( human lung fibroblast, HLF)增殖、凋亡的影响。

【方法】构建 survivin 基因真核表达质粒 pcDNA3.1/SVN;利用脂质体转染法将其转入不表达 survivin mRNA的

HLF 细胞系。连续培养 10 周 , 筛选出稳定表达的阳性克隆 ( HLF/SVN)及转空质粒对照 ( HLF/K)。用 RT- PCR、

免疫组化、Western blot 检测细胞中 survivin、bcl- 2 和 caspase3 mRNA表达 ;通过观察细胞生长曲线、细胞凋亡

指数 , 探讨转染 survivin 基因对 HLF 细胞生长、凋亡的影响。【结果】转染 pcDNA3.1/SVN后 , 在 4、6、8 和 10 周

HLF/SVN细胞查见 survivin mRNA表达 ;免疫组化和 Western blot 见 HLF/SVN细胞 survivin 阳性表达 ;转染后

caspase3 mRNA受到抑制 , 表达减弱或消失。HLF/SVN细胞凋亡指数 ( 0.3%、1.0%、1.5%)皆低于 HLF( 0.9%、

4.3%、2.1%)及 HLF/K( 0.8%、1.4%、2.8%)。细胞生长曲线示 HLF/SVN细胞生长快于 HLF 和 HLF/K, 差异有统

计学意义 (Р﹤0.05)。【结论】survivin 基因能促进 HLF 细胞生长 , 可能通过抑制凋亡和促进细胞分裂而发挥作

用。
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Effect of Transfected Survivin on Amplification and Apoptosis of HLF
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Abstract: 【Objective】To study the effect of survivin expression on the amplification and apoptosis of human

lung fibroblast ( HLF) cells. 【Methods】 Eukaryotic expression plasmid pcDNA3.1/SVN was constructed and

transfected into the HLF cell line without expression of survivin mRNA by lipofection technique. After cultured 10

weeks, the positive cells (HLF/SVN) of transfected plasmid pcDNA3.1/SVN and control cells( HLF/K) of transfected

empty plasmid were selected. Expression of survivin, bcl- 2 and caspase3 mRNA in the HLF cells were detected by

RT- PCR, immunohistochemstry, and Western blot. The effects of survivin mRNA on the amplification and apoptosis

of HLF cell were monitored by the growth curve and apoptotic indexes (AI).【Results】After transfecting pcDNA3.1/

SVN, the cells of expression survivin mRNA in HLF/SVN were detected at 4 week, 6 week, 8 week, and 10 week.

Expression of survivin protein was detected by immunohistochemstry and Western blot. Expression of caspase3 was

reduced or no expression. Apoptosis index was lower in HLF cells of transfected pcDNA3.1/SVN ( 0.3% , 1.0% ,

1.5% ) than untransfection ones ( 0.9% , 4.3% , 2.1% ) or transfected empty plasmid ( 0.8% , 1.4% , 2.8% ) . The

amplification of HLF/SVN was increased than HLF and HLF/K cells by growth curve. There exist a significant

difference in HLF/SVN and HLF,HLF/K cells( P﹤0.05) .【Conclusion】 Survivin gene maybe play an important role

in amplification of HLF cells. This change might be attributed to inhibit apoptosis and increas mitosis of cells.
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Survivin 是一个新近发现的抗凋亡因子 , 是凋

亡抑制蛋白 (inhibitor apoptosis protein , IAP)家族

成员之一[1]。尽管近几年对 survivin 基因进行了较

多的研究 , 但对于 survivin 基因在细胞增殖、凋亡

过程中的影响 , 直接证据并不多。本实验构建

survivin mRNA 真核表达载体 , 将其转入不表达
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survivin mRNA 的人肺纤维母细胞 ( human lung

fibroblast, HLF) , 使其表达 survivin mRNA, 观察细

胞增殖、凋亡的影响 , 这将有助于我们进一步探讨

survivin 在肿瘤发生中的作用。

1 材料和方法

1.1 材 料

①试剂 : 质粒 pcDNA3.1 (美国 Invitrogen 公司), 脂

质体 DMRIE- C (美国 Invitrogen 公司); Trizol 试剂

(上海生工) ;转录试剂盒(立陶宛 MBI); 引物(上海

生工); Taq 酶(日本 TaKaRa 公司)。限制性内切酶

BamH1、EcoR1 (日本 TaKaRa 公司 ); T4DNAlidase

( 英 国 NEB 公 司 ) , Qiaquick gel extraction kit、

QIAquick PCR purification kit、QIAGEN plasmid

midi kit (德国 Qiagen 公司 ) , G418 sulfate (美国

Callbiochem公司) ; survivin 单克隆抗体(美国 Santa

Cruz公司)。②菌株和细胞系:大肠杆菌 JM109 、细

胞系 K562、HLF 为本教研室保存

1.2 方 法

1.2.1 RNA 提取及 PCR 扩增 培养至对数生长

期 K562 细胞系 ,离心换液 24 h 后 , 取 1×108细胞 ,

PBS 洗 2 次 , 离心沉淀。用 Trizol 试剂提取总

RNA , 紫外分光光度仪测纯度及浓度 , 取 2 μg

RNA, 进行 RNA逆转录及 cDNA 合成。PCR 扩增

survivin 1 上 游 引 物 : 5′- GTGAATTCCGTTGG

CAGAGGTGGCGGC - 3′, 下 游 引 物 : 5′-

ATGGATCCCCTGGAAGTGGTG CAGCCA- 3′, 扩增

片段为 520 bp; 内参 β- actin: 上游引物 : 5′-

CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC- 3′, 下游引

物 : 5′- AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC - 3′

( 扩增片段为 587 bp)。PCR 反应条件 : 94 ℃ 1

min, 62 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min,进行 32 个循环。20

g/L琼脂糖凝胶电泳观察结果;回收目的条带。

1.2.2 质粒构建 用 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切空

质粒及 survivin 基因凝胶回收 PCR 产物 ; 双酶切

产物用 PCR 纯化试剂盒纯化后 , 质粒与 PCR 产物

在连接酶作用下进行连接反应。转入感受态大肠

杆菌 JM109, 在含有氨卞西林的 LB琼脂平板上筛

选阳性克隆。提取重组质粒 DNA经电泳、PCR、序

列测定证实含有 survivin mRNA 真核表达质粒

pcDNA3.1/SVN构建成功。

1.2.3 质粒转染 HLF 细胞系用含有体积分数

15%胎牛血清的 RPMI1640 完全培养液于 37 ℃,

体积分数 5%CO2培养箱内培养至细胞面积密度为

30%～50%。QIAGEN plasmid midi kit 提取质粒

pcDNA3.1 和 pcDNA3.1/SVN, 分别取 2 μg 质粒

DNA 于 1 mL opti- MEMI 培养液中 , 4 μL 脂质体

DMRIE- C 于 1 mL opti- MEMI 培养液中混匀 , 将

质粒 DNA溶液与脂质体溶液混合 30 min, 形成脂

质体- DNA复合物;用不含抗生素无血清培养液洗

细胞 2 次 , 将 lipid- DNA复合物加入到培养板中 ,

温柔混匀;在 37 ℃,体积分数 5%CO2培养箱中 ,孵

育 24 h, 加入含有体积分数 15%胎牛血清培养液。

培养 48 h, 消化细胞 , 按 1∶5 的比例稀释培养 , 加

入 G418 筛选抗生素 , 培养 10～14 d 后 , 改维持量

继续培养 10 周筛选出稳定表达 survivin mRNA阳

性克隆 HLF/SVN和转染空质粒 HLF/K。

1.2.4 稳定表达 pcDNA3.1 /SVN阳性克隆的检测

采用 RT- PCR 扩增 survivin 2: 上游引物 5′-

TTCTTGGAGGGCTGCGCCT - 3′, 下 游 引 物 5′-

CCTGGTAGTGGTGCAGCCA- 3′(扩增片段为 401

bp), bcl- 2: 上游引物 5′- TGTGGCCTTCTTTGAGTT

CG - 3′, 下 游 引 物 5′- TCACTTGTGGCCCAGA

TAGG- 3′(扩增产物为 278 bp) ; caspase3: 上游引

物 : 5′- TTTGTTTGTGTGCTTCTGAGCC- 3′,上游引

物 : 5′- ATTCTGTTGCCA CCTTTCGG- 3′(扩增产物

为 400 bp) , 免疫组化、Western blot、细胞生长曲线

和流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.2.5 RT- PCR 结果判断标准 将电泳条带用全

自动图像分析系统 (德国 KONTRON IBAS 2.0)分

析 , 测出每 1 条带的面积( AREA)乘以平均光密度

(mean optical density of the object, OPTDM), 得出

结合光密度(integrated optical density of the object,

OPTDI), 根据 survivin 与 β- actin OPTDI 的比值 , 对

目的基因的表达进行半定量分析。

1.3 统计学方法

统计学分析采用 SPSS 统计软件中 χ2 检验和

重复测量方差分析 ,检验水准 ,α=0.05。

2 结 果

2.1 重组质粒 pcDNA3.1/SVN 的构建、鉴定及转

染

本实验从高表达 survivin 基因的髓性白血病

细胞系 K562, 提取 RNA, RT- PCR 扩增片断转入
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质粒 pcDNA3.1, 重组质粒 pcDNA3.1/SVN双酶切

产物电泳得到 5 kb 和 500 bp 左右 2 个片段 ;用引

物 survivin 1 进行 PCR 扩增 , 扩出 520 bp 片段(图

1) ; 重组质粒测序证实 , 插入序列与 NCBI 基因库

survivin mRNA序列的同源性为 100%, 表明重组

质粒构建成功。通过脂质体转染法将 pcDNA3.1/

SVN转染 HLF 细胞系 ,经 G418 抗性筛选 ,连续 10

周传代培养 ,获得稳定表达克隆(HLF/SVN)。

2.2 HLF 细胞转染后 survivin、bcl- 2 和 caspase3

mRNA 表达

在 G418 筛选过程中 , 转染外源基因的 HLF

细 胞 , 分 别 在 4、6、8、10 周 提 取 mRNA 检 测

survivin mRNA 的表达情况。4 次 RT- PCR 皆在

400 bp 处查见清晰的条带 , 而 HLF 和转染空质粒

者 , 未查见相应的条带。同时检测 bcl - 2 和

caspase3 mRNA, 发现 bcl- 2 mRNA 表达在 HLF/K

与 HLF/SVN无明显变化 (图像分析 bcl- 2 mRNA

OPTDI 值:转染空质粒为 0.9437,转染重组质粒 8、

10 周分别为 1.0827、0.7705);但是 caspase3 mRNA

在转染后受到明显抑制 , 表达减弱或消失(图像分

析 caspase3 mRNA OPTDI 值 : 转染空质粒为

0.9862, 转染重组质粒 8、10 周分别为 0.1625 和 0)

(图 2)。

2.3 Survivin 蛋白的检测

HLF细胞不表达 survivin, 未转染和转空质粒

者免疫组化 survivin 蛋白阴性 ( 图 3) ; 而转入

survivin mRNA 后 , 在 HLF /SVN 细 胞 核 可 见

survivin 蛋白阳性表达 (图 4) , Western blot 检测

survivin 蛋白 , 可见 16.5×103 的蛋白条带 , 而 HLF

和 HLF/K细胞未见条带(图 5)。

2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡指数

分别在 4、6、10 周 3 次收集细胞检测凋亡。结

果显示转染 pcDNA3.1/SVN后细胞凋亡率( 0.3%、.

1.0%、1.5%) 皆低于未转染细胞 ( 0.9%、4.3%、

2.1%) 及转染空质粒者 ( 0.8%、1.4%、2.8%) (图

6)。χ2检验各组间差异无统计学意义(Ρ﹥0.05)。

2.5 生长曲线

HLF 细胞转染 pcDNA3.1/SVN后 , 细胞生长

图 1 重组质粒 pcDNA3.1/SVN 酶切分析及 PCR 鉴定

Fig.1 Identification of recombinant plasmid pcDNA3.1/

SVN by restr iction analysis and PCR

Lane 1: empty plasmid pcDNA3.1 digested with EcoR1; Lane 2:

recombinant plasmid pcDNA3.1/SVN digested with EcoR1; Lane 3:

recombinant plasmid pcDNA3.1/ SVN digested with EcoR 1 and

BamH1; Lane 4: RT-PCR amplification of survivin using recombinant

plasmid pcDNA3.1/SVN as template

图 2 重组质粒 pcDNA3.1/SVN 转染 HLF 细胞 RT- PCR

扩增 survivin、bcl- 2 和 caspase3 电泳图

Fig. 2 RT - PCR amplification of survivin, bcl - 2, and

caspase3 mRNA in HLF cells transfected with pcDNA3.1/

SVN

(A) Lane 1: HLF; Lane 2: HLF/K; Lane 3: HLF/SVN ( 4

weeks) ; Lane 4: HLF/SVN( 6 weeks) . (B) Lane 1: HLF/K; Lane 2:

HLF/SVN( 8 weeks) ; Lane 3: HLF/SVN( 10 weeks)

图 3 HLF 细胞 survivin 蛋白阴性

Fig.3 Negative expression of survivin protein in HLF

cell( immunohistochemistry,×200)

图 4 HLF/SVN 细胞 survivin 蛋白阳性

Fig.4 Expression of survivin protein in HLF/SVN

( immunohistochemistry,×200)
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图 5 Western blot 检测 survivin 蛋白的表达

Fig. 5 Western blot analysis survivin protein

快于未转染者 (图 6) ;采用 SPSS统计软件中重复

测量方差分析 , HLF/SVN细胞与 HLF 及 HLF/K细

胞生长曲线之间的差异有统计学意义(Ρ﹤0.05)。

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 基因是一个结构独特的

凋亡抑制基因 [2]。作用于细胞凋亡途径的下游 , 直

接抑制效应 caspas3、7, 而发挥抗凋亡作用。

survivin 是目前发现的功能最强的凋亡抑制因子

之一。survivin 的组织分布具有明显的细胞选择

性 , 仅在胚胎及胎儿组织表达 , 而在成人分化组织

多不表达 , 但在多种肿瘤组织则表达 [1]。多方面的

研究提示 survivin 可能是一种癌基因 , 参与肿瘤的

发生、发展 [3], 而抑制 survivin 表达 , 则能抑制细胞

的增生和诱导细胞凋亡[4 ]。

质粒 pcDNA3.1 是一个能在真核细胞稳定表

达的载体。此筛选系统具有在短时间内获得稳定

表达目的基因细胞系的特性 , 一般经过 3～4 周的

筛选 ,可以获得稳定表达的克隆。HLF 细胞系不表

达 survivin 基因 [1]。HLF 细胞转染 pcDNA3.1/SVN

后 , 不同时期 ( 4、6、8、10 周 ) RT- PCR 检测均查见

survivin mRNA 条带 ; 未转染及转染空质粒对照

组 ,未见相应条带。证明 survivin mRNA成功地导

入 HLF 细胞 , 稳定地表达 survivin mRNA, 并表达

相应的蛋白质。Survivin 的功能是抗凋亡和调节细

胞有丝分裂。survivin 直接作用于凋亡途径下游

caspase- 3、7; 一方面阻断其活化 , 另一方面通

过泛素蛋白酶途径 , 促进效应 caspase 降解 , 从

而抑制细胞凋亡 [5]。本实验 HLF/SVN 细胞表达

survivin mRNA, 使 caspase3 mRNA 表达下调而

bcl- 2 与 survivin 凋亡途径不同 ; bcl- 2 干扰内源性

凋亡途径中细胞色素 C自线粒体释放 , 从而阻断

caspase 蛋白酶连锁激活反应 , 以发挥其抗凋亡作

用 , 故变化不大。流式细胞仪检测 HLF/SVN细胞

凋亡指数低于 HLF 和 HLF/K。尽管凋亡指数变化

幅度并不大 , 但是前后检测 3 次 , 转染组均稳定地

低于未转染者。因此 , 可以认为 survivin mRNA导

入 HLF 细胞后 , 表达 survivin mRNA及相应的蛋

白质 , 作用于凋亡途径中 caspases 蛋白酶 , 阻断

caspase 蛋白酶的连锁激活 , 结果抑制凋亡 [5], 使凋

亡指数下降。Survivin 另一个功能是作用于细胞周

期 G2/M期 , 调节细胞有丝分裂与纺锤体的形成 [6],

促进细胞顺利通过 G2/M期调控点。转染 survivin

mRNA后凋亡细胞相对减少 , 细胞生长曲线 HLF/

SVN快于 HLF 及 HLF/K 细胞 , 差异有统计学意

义。Song等[7]发现 Survivin 表达可以加速 T细胞克

隆的扩增。表明 survivin mRNA 表达能促进 HLF

细胞增生 , 使细胞生长加快 , 凋亡率下降。Kania

等 [8]报道 , 在胃癌癌旁组织中 survivin mRNA和蛋

白表达升高 , caspase 3 mRNA 和蛋白表达水平下

降或消失 , 认为形态学正常的组织 survivin mRNA

和蛋白表达升高 , caspase 3 mRNA 和蛋白表达水

平下降或消失 ,存在癌变的可能。Salz等[9] 在膀胱

上皮细胞转染 survivin 基因出现了同样的变化 , 认

为 survivin 基因表达水平的变化 , 出现在组织学异

常之前 , 有可能是肿瘤发生的早期标记。本实验

HLF 细胞转染 survivin mRNA 后细胞培养 10 周 ,

尽管未见细胞出现恶性转化的表型 , 但是 survivin

mRNA和蛋白表达升高 , caspase 3 表达水平降低 ,

此变化类似于癌旁组织的变化 , 是否是肿瘤发生

的早期变化 ,有待于进一步研究。

图 6 HLF 和 HLF/SVN 生长曲线

Fig. 6 Growth curves of HFL and HLF/SVN
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[1]

[2]

[3]

生长密切相关 , 是骨生成的强刺激因子 , 而

IGFBP- 3 可加强 IGF- I 的作用。芪归合剂治疗的

NS鼠和激素芪归合剂治疗的 NS 鼠的 BMD 均有

升高 , 分别与 NS鼠和激素治疗的 NS鼠相比 , 虽

未达统计学意义 , 考虑可能与治疗、观察时间短有

关。有作者提出 , 用 BMD测量的方法来确定某种

药物是否有效 , 至少要用两年的时间 , 而检测血或

尿中的一些骨生化标志 , 如果药物有效 , 在 3～6 个

月内、甚至几周内这些指标就会发生变化 [9]。本试

验用芪归合剂后血 OC、PINP 的变化比 BMD的改

变更明显 , 提示我们如果在临床上应用此合剂 , 可

通过检测这些骨生化标志而早期了解药物的疗效

并指导剂量的调整。
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