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　　【摘要】　目的　探讨 RNA干扰(RNAinterference, RNAi)生存素(Survivin)基因联合 X射线照射对裸鼠移植人肝
癌细胞 SMMC-7721的抑瘤效应。方法　肿瘤局部注射脂质体包裹的靶向 Survivin基因的 RNA干扰质粒后 , 接受 5

GyX射线照射 , 观察各组裸鼠治疗后不同时间肿瘤体积和平均存活时间 ,以免疫组化染色法检测肿瘤组织 Survivin、
增殖细胞核抗原(ProliferationCellNuclearAntigen, PCNA)表达和肿瘤间质微血管密度 , 以 TUNEL法检测肝癌细胞凋
亡。结果　治疗后第 3 ～ 21d, RNA干扰联合放疗组肿瘤体积明显低于对照组 、RNA干扰组和放疗组。 RNA干扰联合
放疗组裸鼠平均存活时间明显长于对照组 、RNA干扰组和放疗组。治疗结束后第 1天 , RNA干扰联合放疗组裸鼠肿
瘤增殖活性和微血管密度明显低于 RNA干扰组和放疗组 ,且凋亡细胞百分数明显升高。结论　RNA干扰 Survivin基
因联合放疗可有效地抑制裸鼠移植人肝癌细胞增殖和血管生成 , 促进细胞凋亡 , 其抑瘤效应明显优于放疗和 RNA干
扰治疗。
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Anti-tumorEffectofRNAInterferenceSilencingSurvivinGeneCombinedwithX-rayIrradiationonHumanHepatoma

XenograftinNudeMice.SUNTing, YANGWei, CAOJian-ping, etal.BrainandNerveLaboratory, theFirstAffiliated
HospitalofSoochowUniversity, Suzhou215006China.

【Abstract】　Objective　 Toinvestigatetheanti-tumoreffectofRNAinterferencesilencingSurvivingenecombined
withX-rayirradiationonhumanhepatomaxenograftinnudemice.Methods　siRNAexpressionplasmidstargetingSurvivin
genespackedbyliposomewereinjectedintohumanhepatomaxenograftwhichwereirradiatedwith5GyX-raylater.Tumor
volumesatdifferenttimepointsandmeansurvivalperiodofmicewereobserved.ExpressionlevelofSurvivin, PCNAandin-
tratumoralmicrovesseldensityweredetectedbyImmunohistochemicalstaining.Apoptoticcellsintumortissueweredetected
byTUNELmethod.Results　TumorvolumesofpGenesil-survivin+5 Gygroupweresignificantlylowerthanthoseofthe
control, pGenesil-survivinand5 Gygroups3 ～ 21daysafterthebeginningoftherapy.MeansurvivalperiodofmiceinpGen-
esil-survivin+5 Gygroupwasthelongest.ExpressionlevelofPCNAandintratumoralmicrovesseldensityinpGenesil-sur-
vivin+5 GygroupweresignificantlylowerthanthoseofpGenesil-survivingroupandradiotherapygroup1dayaftertherapy.
PercentageofapoptoticcellsintumortissueinpGenesil-survivin+5 Gygroupwassignificantlyhigherthanothergroups.
Conclusion　RNAinterferencesilencingSurvivingenecombinedwithradiotherapycouldeffectivelyinhibitcellproliferation
andtumorangiogenesis, enhanceapoptosisintumorxenograftanditsanti-tumoreffectwasmorepowerfulthanthatofradio-
therapyorRNAinterferencesilencingSurvivingene.
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　　肝细胞癌具有手术切除后复发率高 ,对化疗和放疗不敏感
等特点 , 提高其治疗效果一直是肿瘤研究的热点。 Survivin是
凋亡抑制蛋白家族中的一员 , 在转化细胞系和大多数人类肿瘤
组织中高表达 , 而在癌旁组织和成人分化组织中不表达。 Sur-
vivin能抑制细胞凋亡和调控有丝分裂 , 提高肿瘤细胞放射抗
性 [ 1] 。本研究在已成功构建靶向 Survivin基因的 RNA干扰载
体 , 并检测其联合 X射线照射对人肝癌细胞 SMMC-7721的体

外抑瘤效应的基础上 [ 2] , 进一步探讨 RNA干扰 Survivin基因联
合放射治疗对裸鼠移植人肝癌的体内抑瘤效应及机制。

基金项目:国家自然科学基金青年项目资助(30600160)
作者单位:1苏州大学附属第一医院脑神经研究室 , 江苏　苏州　

215006;2苏州大学放射医学与公共卫生学院放射生物学教
研室 ,江苏苏州　215123.

作者简介:孙婷(1979～ ),女 ,博士 ,助理研究员 , 主要从事肿瘤基因治
疗研究。

通讯作者:杨巍 , detachedy@yahoo.com.cn。

1　材料与方法
1.1　实验材料　人肝癌细胞株 SMMC-7721为本室保存 , 以
含 10%胎牛血清的 RPMI1640培养液于 37℃、 5% CO2培养箱

中常规培养;Survivin干扰载体 pGenesil-survivin由本室构建
并保存;胎牛血清 、RPMI1640培养基购自 Gibco公司;阳离子
脂质体 lipofectamine2000购自 invitrogen公司;UltraSensitiveTMS
-P(MAIXIN-Bio)免疫组化试剂盒购自福州迈新生物技术公
司;兔抗人 Survivin单克隆抗体为美国 SantaCruz公司产品;小
鼠抗人 PCNA单克隆抗体和 TUNEL细胞凋亡原位检测试剂盒
购自南京凯基生物科技发展有限公司;兔抗鼠 CD34单克隆抗
体为美国 eBioscience公司产品。
1.2　实验方法
1.2.1　荷瘤裸鼠模型的建立及分组　Balb/c裸鼠 ,雌性 , 6 ～ 8
周龄 ,健康 , 购自上海生命科学研究院实验动物中心。于每只

3　结论
使用国内生产的多层铝箔组合材料吸收体能够甄别 8.78

MeV的 α粒子 , 其能量甄别性能完全可达到美国复合材料吸
收体的甄别性能。使用国内价廉的铝薄多层组合材料吸收体
可以替代价格昂贵的专用甄别 8.78 MeV的 α粒子特制材料 ,
方便实验 , 节约经费。
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小鼠右后肢皮下接种 0.1 ml浓度为 5 ×106 /ml的 SMMC-

7721细胞悬液 ,待肿瘤生长至直径约 5 mm时 , 将动物随机分

组:①对照组(Control);② RNA干扰组(pGenesil-survivin);

③放疗组 (5 Gy);④ RNA干扰联合放疗组(pGenesil-sur-

vivin+5 Gy)。分组后第 1天和第 4天 , 对照组注射 0.1 ml

PBS, 治疗组每只裸鼠肿瘤局部注射 0.1ml质粒溶液(50 μg质

粒 +100μg阳离子脂质体), 于第 3天和第 6天肿瘤局部给予

两次 5 GyX射线照射 ,其他部位铅板屏蔽。观察各组小鼠治

疗开始后不同时间肿瘤体积和平均存活时间。

1.2.2　照射条件　德国西门子医用直线加速器 , 6 MVX射

线 , 球靶距 100 cm,剂量率 2 Gy/min。

1.2.3　肿瘤体积测定　用游标卡尺测量肿瘤最长径(L)和

垂直方向最大横径 (W), 每 3 d测量 1次 , 肿瘤体积 V=

LW2 /2。 　

1.2.4　免疫组化检测移植瘤组织 Survivin和 PCNA表达 治

疗结束后 1d杀鼠 , 取肿瘤组织 , 按常规方法制作病理切片 ,

HE染色 , 在光镜下检查肿瘤组织结构 , 利用 UltraSensi-

tiveTMS-P(MAIXIN-Bio)试剂盒按操作说明进行免疫组

化染色 , 相应一抗为 Survivin和 PCNA抗体 。每例随机观察

9个高倍视野(×400), 计数每个视野中阳性细胞百分数 。

1.2.5　移植瘤组织细胞凋亡检测　移植瘤组织依照 TUNEL

细胞凋亡原位检测试剂盒说明书标记细胞 ,每例随机观察 9个

高倍视野(×400), 计数每个视野中阳性细胞百分数。

1.2.6　移植瘤组织微血管密度检测　以 CD34单抗为一抗对

瘤组织进行免疫组化染色 , 光镜下观察肿瘤血管内皮细胞染色

情况 , 单个内皮细胞着色(棕黄)即作为一个计数单位 , 不以是

否形成血管管腔或管腔内是否有红细胞作为计数标准 ,计数每

例肿瘤组织单位视野内的平均血管数 ,即肿瘤间质微血管密度

(Intratumoralmicro-vesseldensity, IMVD)。 每例随机观察 9

个高倍视野(×400),计数每个视野内 100个细胞中的阳性细

胞数。

1.2.7　统计学分析　实验结果用 SPSS14.0统计软件进行分

析 ,采用单因素方差分析进行检验 , P<0.05表示有统计学意义。

2　结果

2.1　沉默 survivin基因联合 X射线照射对裸鼠移植人肝癌的
生长抑制效应　治疗开始后不同时间点测量各组裸鼠肿瘤体
积 , 结果见图 1, 第 3 ～ 21天 , RNA干扰联合放疗组肿瘤体积明
显低于对照组(P<0.001)、RNA干扰组(P< 0.05或 P<0.
01)和放疗组(P<0.05或 P< 0.01), 第 21天 , RNA干扰组 、
放疗组和 RNA干扰联合放疗组抑瘤率分别为 45.89%、 41.
30%和 59.26%。

图 1　治疗后不同时间各组裸鼠肿瘤体积

2.2　沉默 survivin基因联合 X射线照射对荷瘤裸鼠存活时间
的影响　观察各组动物存活情况 ,结果见表 1, RNA干扰组 、放

疗组和 RNA干扰联合放疗组裸鼠平均存活时间明显长于对照
组(P<0.001), RNA干扰联合放疗组裸鼠平均存活时间最长 ,
明显长于 RNA干扰组(P<0.001)和放疗组(P<0.001)。

表 1　各组裸鼠平均存活时间

组别 平均存活时间(d)

Control 35.0±3.35

pGenesil-survivin 45.0±5.221)

5Gy 43.33±4.861)

pGenesil-survivin+5Gy 60.50±5.361)

注:1)P<0.001与对照组比较。

2.3　治疗结束后 1天各组裸鼠肿瘤组织 Survivin的表达　以
免疫组化染色法检测各组裸鼠肿瘤组织 Survivin的表达水平 ,
胞浆和 /或胞核内含棕黄色颗粒为阳性 ,结果见图 2和表 2, 各
治疗组 Survivin表达水平明显低于对照组(P<0.05或 P<
0.01), RNA干扰联合放疗组 survivin表达水平最低 , 但与 RNA
干扰组相比无明显统计学差异。

图 2　免疫组化染色法检测裸鼠
肿瘤组织 Survivin的表达

表 2　各组裸鼠肿瘤组织 Survivin的表达
组别 Survivin阳性细胞百分数

Control 67.22±6.24

pGenesil-survivin 44.11±5.732)

5Gy 60.44±5.081)

pGenesil-survivin+5Gy 41.78±4.352)

注:1)P<0.05与对照组比较;2)P<0.01与对照组比较。

2.4　沉默 survivin基因联合 X射线照射对裸鼠移植人肝癌增
殖活性的影响　以肿瘤组织 PCNA表达水平为指标检测各组
裸鼠移植人肝癌的体内增殖活性 ,胞核染成深棕色为阳性 , 结
果见图 3和表 3, 各治疗组 PCNA表达水平明显低于对照组(P
<0.05, P<0.01或 P<0.001), RNA干扰联合放疗组 PCNA
表达水平最低。

图 3　免疫组化染色法检测裸鼠肿瘤组织 PCNA的表达

表 3　各组裸鼠肿瘤组织 PCNA的表达

组别 PCNA阳性细胞百分数

Control 35.33±4.27

pGenesil-survivin 28.67±3.02)

5Gy 30.78±4.351)

pGenesil-survivin+5Gy 23.11±2.403)

注:1)P<0.05与对照组比较;2)P<0.01与对照组比较;3)P<

0.001与对照组比较。

2.5　沉默 survivin基因联合 X射线照射对裸鼠移植人肝癌凋

亡的影响　TUNEL法检测各组裸鼠移植人肝癌细胞凋亡 , 胞
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核染成棕黄色为阳性 ,结果见图 4和表 4,各治疗组凋亡细胞百

分数明显高于对照组(P<0.001), RNA干扰联合放疗组凋亡

细胞百分数最高。

图 4　TUNEL法检测裸鼠肝癌细胞凋亡

表 4　各组裸鼠移植人肝癌细胞凋亡的变化

组别 凋亡细胞百分数

Control 3.22±1.48

pGenesil-survivin 10.67±3.01)

5Gy 8.89±2.761)

pGenesil-survivin+5Gy 17.22±3.191)

注:1)P<0.001与对照组比较。

2.6　沉默 survivin基因联合 X射线照射对荷瘤裸鼠肿瘤组织

微血管密度的影响　各组裸鼠肿瘤组织微血管密度检测结果

见图 5和表 5,各治疗组裸鼠肿瘤组织微血管密度明显低于对

照组(P<0.05, P<0.01或 P<0.01), RNA干扰联合放疗组肿

瘤组织微血管密度最低。

图 5　免疫组化染色法检测裸鼠

肿瘤组织微血管密度

表 5　各组裸鼠肿瘤组织微血管密度

组别 微血管密度(n)

Control 16.0±4.30

pGenesil-survivin 10.22±3.422)

5Gy 12.22±2.821)

pGenesil-survivin+5Gy 6.0±2.293)

注:1)P<0.05与对照组比较;2)P<0.01与对照组比较;3)P<

0.001与对照组比较。

3　讨论

RNA干扰技术是利用具有同源性的双链 RNA诱导序列特

异的目标基因转录后沉默, 抑制其蛋白表达和生物学活性, 具有

特异 、高效等特点, 在肿瘤基因治疗方面显示出巨大的潜力 [ 3] 。

Survivin是凋亡抑制蛋白家族分子量最小的成员 , 主要通

过直接抑制凋亡信号传导途径中最下游的效应分子 caspase-

3和 caspase-7的活性而发挥抑凋亡作用 , Survivin还与微管蛋

白相互作用调控细胞有丝分裂以及参与血管形成 [ 4 , 5] 。 由于

Survivin特异性表达于恶性肿瘤组织且具有强大的抑制凋亡活

性 ,已成为倍受关注的抗肿瘤治疗的靶点 [ 6] 。

本实验以脂质体包裹的 siRNA表达质粒为基因治疗载体 ,

采取瘤体内多点注射方式 ,探讨 RNA干扰 Survivin基因联合放

射治疗对裸鼠移植人肝癌的抑瘤效应及其机制。结果表明 , 从

治疗开始后第 3天起 , RNA干扰联合放疗组肿瘤体积明显低于

对照组 、RNA干扰组和放疗组 , 且 RNA干扰联合放疗组裸鼠平

均存活时间最长 , 明显长于 RNA干扰组和放疗组。治疗结束

后第 1天 , RNA干扰联合放疗组裸鼠肿瘤增殖活性和微血管密

度明显低于 RNA干扰组和放疗组 , 且凋亡细胞百分数明显升

高 ,提示靶向 Survivin基因的 RNA干扰治疗联合放疗体内抑瘤

效应明显优于单纯 RNA干扰治疗或放射治疗 , 其抑瘤效应机

制可能是协同发挥放疗和 RNA干扰治疗两者对肿瘤细胞的抗

增殖 、促凋亡和抑制血管生成作用。本研究结果提示 , 以 Sur-

vivin基因为靶点的 RNA干扰治疗联合放疗可明显提高人肝细

胞癌的治疗效果 ,该综合治疗模式值得深入研究。
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的 ,能反映该文主题概念的词或词组 ,即汉语主题词表中的上位词 、下位词 、替代词等非正式主题词和词表中找不到的自由词。
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