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[ 摘要] 目的:探讨 survivin 反义寡核苷酸( antisense oligonucleotides, ASODN)诱导肺癌细胞凋亡的作用及 survivin 抗凋亡的分子

机制。方法:脂质体介导下, 分别以 100 nmol/ L、300 nmol/ L 、500 nmol/ L survivin ASODN 作用于肺癌细胞株 NCI-H446 后, 在

不同时间用流式细胞仪 ( flow cytometry, FCM ) 检测凋亡;Rh123 染色法检测细胞线粒体膜电位 ( mitochondrial potential

membrane, ■Χm)变化, EL ISA 法检测胞质细胞色素 C ( cytochrome C, Cy t C)浓度,比色法检测胞质内天冬氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶-9( cystenyl aspartate specific pro teinase-9, caspase-9)活性变化;加入 caspase-9 抑制剂 Z-LEHD-FMK 后 FCM 检测细胞

凋亡。结果:Survivin ASODN 500 nmol/ L 作用 72 h 效果最佳, 细胞凋亡指数 ( AI )达 48.35%, 增殖指数 ( PI )为 24.38%;

Survivin ASODN 导致细胞■Χm 逐渐下降, 并相继引起 Cyt C 的释放和 caspase-9 的激活。 三者变化具有时间依赖性和差异

性;Z-LEHD-FMK 显著抑制了 survivin ASODN 诱导的细胞凋亡。结论:Survivin 主要通过调控线粒体凋亡途径发挥抗肺癌细

胞凋亡作用;Survivin ASODN 能够显著诱导肺癌细胞凋亡,抑制细胞增殖 。
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Survivin antisense oligonucleotides induces apoptosis of lung cancer cells through mitochondrial-
dependent pathway
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[ Abstract] Objective:To investigate the role of survivin antisense oligonucleotides( ASODN) in inducing the apoptosis o f lung cancer

cells and its mechanism.Methods:The lung cancer cell lines NCI-H446 were transferred with 100 nmol/ L, 300 nmol/ L and 500

nmol/ L survivin ASODN.The apoptosis index ( AI ) and the proliferation index ( PI ) were measured by flow cy tome try ( FCM ).The

cells were stained with Rh123 to detect the changes in the mitochondrial membrane po tential ( ■Χm ) by FCM.While the

concentration of cy toplasmic cytochrome c ( Cyt C) w as determined by ELISA, the relative activities of caspase-9 w ere detected by

colorimetric assay.The apopto tic rates of lung cancer cells induced by survivin ASODN with o r without caspase-9 inhibitor were

measured by FCM.Results:When the NCI-H446 cells were treated with concentration of ASODN 500 nmol/ L for 72 h, the A I w as

48.35%, and the P I 24.38%.Survivin ASODN decreased ■Χm gradually, released Cy t C and activ ated caspase-9 significantly.The

changes of the above indicators had time-dependent and time diversity relationship.In the presence of caspase-9 inhibitor, the apoptotic

rates of lung cancer cells induced by survivin ASODN decreased significantly.Conclusions:Survivin inhibits apopto sis primarily via

regulation of mitochondrial-dependent pathw ay.Survivin ASODN can not only induce apoptosis but also inhibit cell proliferation.

[ Key words] lung neoplasms;survivin;antisense oligodeoxynucleotidesl;apoptosis;mitochondrial-dependent pathway

　　Survivin是近年发现的凋亡抑制蛋白( inhibitor

of apoptosis protein, IAP)基因家族中的新成员, 在

大多数肿瘤组织中高表达,但不表达于终末分化的

成人组织[ 1] 。我们既往的研究[ 2]也显示肺癌组织

survivin基因表达的阳性率达70 %, 提示 survivin
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在肺癌的发生发展中起重要作用, 但 survivin 调控

肺癌细胞凋亡的确切分子机制不明。有研究表

明[ 3] , survivin直接通过与天冬氨酸特异性半胱氨酸

蛋白酶-3 ( cysteny l aspartate specific pro teinase-3,

caspase-3)或 caspase-7形成稳定的同源二聚体发挥

抗凋亡作用 。但梅柱中
[ 4]
在实验中抑制 survivin 表

达后并未发现 caspase-3 活性变化 。上述研究多着

眼于凋亡的下游事件, 而现代研究证实线粒体才是

凋亡始动的核心
[ 5]
, 故本实验通过研究 survivin

ASODN对线粒体凋亡途径激活的影响, 深入探讨

survivin调控肺癌细胞凋亡的确切分子机制,并为肺

癌的靶向治疗提供理论依据。

1　材料与方法

1.1 　主要试剂 　Lipofectin 为 Invit rogen 公司;

caspase-9活性检测试剂盒购自 BioVision公司;细胞

色素 C 、ELISA 试剂盒为 Bender Med Sy stems公司

产品;线粒体分离试剂盒为 Active Motif公司产品;

Rhodamine123 ( Rh123) 、碘化丙锭( P I) 、Annexin-V-

FITC/PI 凋亡试剂盒均为 Sigma公司 。caspase-9抑

制剂 Z-LEHD-FMK为 R&D公司。

1.2　细胞株　肺癌细胞株 NCI-H446,购自中国科

学院上海细胞生物研究所 。

1.3　实验方法　

1.3.1　脂质体介导 survivin ASODN 转染　针对

survivin mRNA的编码子序列, 序列为 5′-CCC AGC

CTT CCA GCT CCT TG-3′(第 232 ～ 251 bp) [ 6] 。

无义寡核苷酸( NSODN)序列为 5′-GCA CCT AGT

CTC CCT CC -3′,经基因库检索,未发现同源序列 。

以上 survivin SAODN均采用逐步硫代修饰,委托上

海生工生物工程技术服务有限公司代为合成 。转染

步骤按照脂质体转染试剂盒说明书进行 。

1.3.2　FCM 检测细胞凋亡率( PI 法) 　取对数生

长期细胞计数,并调整细胞浓度为 3×105/ml, 接种

于6 孔培养板中, 24 h 后在脂质体介导下转染

survivin ASODN, 实验分空白对照组 ( cont rol ) 、加

PBS 稀释 、空脂质体组 [ Lipofectin 10 (μg/ml) ] 、

NSODN 500 nmol/L 和 survivin ASODN 100 nmol/L 、

300 nmol/L 、500 nmol/L组,分别于转染后 72 h消化

收集细胞, 常规固定, P I 染色,流式细胞仪检测细胞

凋亡 。计数 5 000个细胞, M ulticycle 软件进行数据

处理 。其中凋亡指数( AI) =亚 G1 期细胞占整个细

胞周期的百分比;增殖指数( P I) =( S 期+G2/M 期)

细胞占整个细胞周期的百分比 。

1.3.3 　流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位

( ■Χm) 　Rh123是一种能选择性为线粒体所吸收

的荧光染料, 其荧光强度反映细胞线粒体 ■Χm 。

实验分 3 组:空白对照组 、NSODN 500 nmol/ L 和

survivin ASODN 500 nmol/L(因 500 nmol/L 诱导凋

亡最显著,故取该浓度为工作浓度) 。每组设三个复

孔,分别于转染后 0 h 、3 h 、6 h 、12 h 、24 h消化收取

1×106 细胞, PBS 洗 2 次。取 1 g/L Rh123 10 ml,

用 PBS 稀释至 100 mg/L, 重悬上述细胞, 避光于

37℃孵育 45 min后进行流式细胞仪测定(激发波长

488 nmol/L;发射波长 525 nmol/L) 。计数10 000个

活细胞, 以 Rh123 为荧光指示剂检测细胞线粒体

■Χm 的改变 。

1.3.4　ELISA 法检测胞质内 Cy t C 的浓度　实验

分组同上,分别于转染后 3 h 、6 h 、12 h 、18 h 、24 h 、

36 h 、48 h 、72 h消化收取细胞 。按线粒体分离试剂

盒说明分离线粒体和胞质:收集细胞, 冰 PBS 洗,低

温离心两次;沉淀物在冰胞质缓冲液中悬浮15 min,

转至预冷的匀浆器, 用研杵研磨约 40下, 使其匀浆

化;上清液反复差速离心以除去线粒体和残余的细

胞核;Bradford法作蛋白定量。ELISA 法检测胞质

的 Cy t C浓度:先后加入生物素共轭物及链霉抗生

物素蛋白 辣根过氧化物酶,室温下孵育 1 h,分光光

度计测量 450 nmol/L 处的吸光度,并在标准曲线上

换算成浓度值。

1.3.5　比色法检测 caspase-9活性　分别于转染后

6 h 、12 h 、24 h 、36 h 、48 h 、72 h 消化收取细胞。细

胞数为 4×10
6
, 加入 50 μl冰冻细胞裂解缓冲液再

次悬浮细胞冰育 10 min, 5 000 r/min离心 1 min,上

清液转至试管里冰育, 取上清 5μl,用 Bradford 法作

蛋白定量, 提取 70 μg 蛋白到 50 μl细胞裂解缓冲

液, 再加 50 μl 2 ×反应缓冲液 (包含 10 mmol/L

DTT) 、5 μl LEHD-pNA 底物, 37℃下孵育 1 ～ 2 h,

转移至 96 孔板中, 酶标免疫测定仪测定波长 405

nm 的吸光度 ( A ) 值, 即为其 caspase-9 的相对活

性值。

1.3.6　FCM 检测细胞凋亡( annexin-V-FITC/PI双

染法 ) 　实验分 4 组:空白对照组 、NSODN 500

nmol/L 、survivin ASODN 500 nmol/ L 和 survivin

ASODN+Ac-DEVD-CHO 。后者预先用 100 μmol/

LZ-LEHD-FMK 处理, 各组均于转染 72 h 收取细

胞, FCM 检测细胞凋亡。右上象限( UR)代表晚期

凋亡,左上象限( UL)代表坏死或晚期死亡, 右下象

限( LR) 代表早期凋亡, 左下象限 ( LL)是正常活

细胞。

1.4　统计学方法　采用方差分析和 q检验。
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2　结果

2.1 　Survivin ASODN 对 NCI-H446 细胞形态 、细

胞凋亡和增殖的影响　光学显微镜下, 经 survivin

ASODN 处理后的肺癌细胞出现皱缩 、变圆 、脱落;

部分细胞体积缩小,细胞解离成彼此黏附成簇的圆

形小体 凋亡小体 (图 1A ～ 1C ) 。FCM 分析发现:

Survivin ASODN 500 nmol/L 组 NCI-H446 细胞的

AI值显著高于空白对照组( P <0.01) , PI 值显著低

于空白对照组( P <0.01) ;而空白对照组与 NSODN

组AI 值 、PI 值比较, 差异均无显著性( P >0.05)

(见表 1) 。

　表 1　不同浓度 survivin ASODN 对肺癌细胞 AI 及 PI 的

影响( %) ( n i=3;x±s)

　分组 AI PI

空白对照组 3.75±1.13　 75.54±3.43　

Lipofectin 3.41±2.42　 73.12±2.76　

NSODN 4.69±2.55　 71.76±1.68　

ASODN

　100 nmol/ L 19.85±2.09＊＊ 51.03±4.53＊＊

　300 nmol/ L 34.39±3.04＊＊ 38.94±3.67＊＊

　500 nmol/ L 48.35±2.31＊＊■■ 24.38±3.10＊＊■■

F 196.60 122.47

P <0.01 <0.01

MS组内 5.430 10.968

　　q检验:与空白对照组比较＊＊P<0.01;与 ASODN 100 、300

nmol/ L 比较■■P<0.01

2.2　 ■Χm 、胞质 Cy t C 浓度 、caspase-9活性变化

　Survivin ASODN 诱导肺癌细胞凋亡过程中,

■Χm 下降 、Cy t C 浓度和 caspase-9 活性升高具有

时间依赖性和差异性。图 2所示, 与空白对照组相

比, survivin ASODN诱导肺癌细胞凋亡的过程中,

随时间延长弱荧光部分细胞含量逐渐增高, 24 h达

到 97.06%( P<0.01) (见图 2 、表 2) ,而空白对照组

与 NSODN 组弱荧光部分细胞含量比较差异无显著

性( P >0.05) 。可见, ASODN 作用后 NCI-H446细

胞的线粒体膜电位强度受到影响而下降, 使得进入

细胞内的荧光染料减少, 检测到的荧光变弱。

Survivin ASODN作用后胞质 Cy t C 浓度的增高稍

晚于■Χm 的下降, 与空白对照组相比, ASODN 作

用 6 h开始出现 Cyt C 向胞质的释放, 24 h达高峰

( P<0.01) 。而空白对照组与 NSODN 组胞质 Cyt

C浓度比较,差异均无显著性( P >0.05) (见表 3) 。

胞质 caspase-9活性升高晚于前两者,与空白对照组

相比, ASODN作用 12 h caspase-9活性开始升高, 36

h 达高峰, 后缓慢下降, 48 h 其活性仍较高 ( P <

0.01) 。NSODN组与空白对照组 caspase-9 活性比

较,差异均无显著性( P >0.05) (见表 4) 。

2.3　Caspase-9 抑制剂阻断凋亡的效果　FCM 检

测发现 survivin ASODN 组凋亡率均显著高于空白

对照组和 NSODN 组 ( P < 0.01) 。使用 caspase-9

活性抑制剂 Z-LEHD-FMK 后, Survivin ASODN 诱

导肺癌细胞凋亡的效果被显著削弱, 抑制剂组与

survivin ASODN组凋亡率比较,差异有显著性( P<

0.01) ,但抑制剂组与空白对照组比较, 差异也有显

著性( P<0.01) (见图 1D 、图 3及表 5) 。
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表 2　不同处理组不同时间弱荧光细胞( Rh123-)率比较( %) ( n i=3;x±s)

　分组 0 h 3 h 6 h 12 h 24 h

空白对照组 1.76±0.27　 1.82±0.31　 2.05±0.34　 1.87±0.29　 1.97±0.37　

NSODN 1.78±0.24　 1.76±0.28　 1.91±0.31　 1.99±0.32　 1.84±0.35　

ASODN 1.80±0.26　 10.76±1.63＊＊ 18.33±2.84＊＊ 63.56±7.19＊＊ 95.81±10.27＊＊

F 0.02 85.25 96.89 219.63 250.20

P >0.05 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

MS 组内 0.066 0.944 2.759 17.294 35.244

　　q检验:与空白对照组比较＊＊P<0.01

表 3　不同处理组不同时间胞质内 Cyt C 浓度比较( ng/ ml) ( ni=3;x±s)

分组 3 h 6 h 12 h 18 h 24 h 36 h 48 h 72 h

空白对照组 0.079±0.002 0.082±0.003 0.083±0.002 0.081±0.004 0.085±0.010 0.084±0.006 0.083±0.006 0.076±0.009

NSODN 0.080±0.003 0.081±0.002 0.086±0.007 0.085±0.006 0.084±0.005 0.082±0.009 0.083±0.010 0.081±0.006

ASODN 0.083±0.011 0.192±0.121 0.270±0.143 1.086±0.137＊＊2.422±0.111＊＊1.031±0.101＊＊ 0.108±0.099 0.084±0.010

F 0.29 2.50 5.04 160.36 1 317.03 261.30 0.19 0.68

P >0.05 >0.05 >0.05 <0.01 <0.01 <0.01 >0.05 >0.05

MS 组内 0.000 0.005 0.007 0.006 0.004 0.003 0.003 0.000

　　q检验:与空白对照组比较＊＊P<0.01

表 4　不同处理组不同时间 caspase-9 活性比较( n i=3;x±s)

分组 6 h 12 h 24 h 36 h 48 h 72 h

空白对照组 0.024±0.014 0.023±0.009 0.027±0.012 0.028±0.013 0.027±0.012 0.024±0.007

NSODN 0.025±0.013 0.026±0.006 0.028±0.002 0.026±0.008 0.027±0.009 0.025±0.005

ASODN 0.027±0.007 0.043±0.011＊＊ 0.091±0.008＊＊ 0.340±0.010＊＊ 0.130±0.011＊＊ 0.031±0.005

F 0.05 4.40 57.07 882.63 91.99 1.30

P >0.05 >0.05 <0.01 <0.01 <0.01 >0.05

MS 组内 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

　　q检验:与空白对照组比较＊＊P<0.01

3　讨论

　　细胞凋亡是机体重要的生理过程, 起着维持内

环境稳定的关键作用, 凋亡受抑有助于细胞的恶性

转化和肿瘤的进展。因此, 研究肿瘤细胞凋亡的调

节机制对于阐明肿瘤的发生机制和探索新的肿瘤治

疗措施具有重要意义 。

Survivin 基因由于其强大的抑制凋亡, 促进增

殖作用以及在肿瘤组织内表达的特异性, 使其可能

成为靶向治疗的较好靶点[ 7] 。本实验所用反义序

列经我科以往研究证实[ 8] 能够显著下调肺癌细胞

株 survivin基因和蛋白表达 。本研究表明:Survivin

ASODN 500 nmol/L 作用72 h后 NCI-H446细胞的

AI值达 48.35%, 明显高于空白对照组 、lipofectin
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组和 NSODN 组;PI 值为24.38%, 明显低于上述各

组。而 NSODN 、lipofectin 组 AI 值和 PI 值与空白

对照组无差异 。提示该靶向序列有确切的抗肿瘤

效果 。

表 5　不同处理组对肺癌细胞凋亡的影响( %) ( n i=3;x±s)

　　分组 UR+LR F P MS组内

空白对照组 3.35±0.99　

NSODN 7.52±1.14　 478.63 <0.01 5.923

ASODN 70.27±3.63＊＊

ASODN+Z-LEHD-FMK 32.71±2.87＊＊■■

　　q检验:与空白对照组比较＊＊P<0.01;与 ASODN 组比较

■■P<0.01

　　ΔΧm 的下降被认为是细胞凋亡发生和线粒体

参与调控凋亡过程的一个重要的早期事件[ 9] 。本

研究采用一种能选择性为线粒体所吸收的荧光染料

Rh123作指示剂,检测到 survivin ASODN 作用肺癌

细胞 3 h即可引起 ΔΧm 下降,线粒体跨膜电位随着

survivin ASODN 作用时间延长而降低直至消失, 作

用 12 h ΔΧm 已大幅度降低, 24 h 基本降至最低值,

即完全去极化 。ΔΧm 变化呈现出明显的时间-效

应关系,反映出线粒体在 survivin ASODN 诱导肺癌

细胞凋亡的早期即开始快速反应,并且其调控反应

一直持续进行。这种变化会进一步引起线粒体释放

出致凋亡活性物质, Cyt C 是其中最关键的因子,

Cy t C 可与 procaspase-9 、Apaf-1 形成凋亡复合物,

进而产生有催化活性的异源四聚体 caspase-9, 后者

催化其它的效应蛋白酶, 不可逆地启动细胞凋

亡[ 5] 。本研究发现,当 survivin ASODN作用肺癌细

胞 6h 后胞质 Cy t C开始增高,证实 Cy t C 在此过程

中由线粒体膜间隙释放入细胞质中,这是线粒体发

挥促凋亡作用的重要途径 。而胞质 caspase-9 活性

在 survivin ASODN 作用 12 h 才开始升高,晚于 Cy t

C 的释放。这与 Liu等
[ 10]
的研究结果相似, 他们用

survivin突变体 T34A作用黑素瘤细胞后,发现线粒

体跨膜电位的消失 、Cy t C 的释放均早于 caspase 的

激活, 这体现了凋亡级联反应的时间连续性。我们

进一步使用 caspase-9抑制剂再检测凋亡, FCM 结

果显示:Survivin ASODN 诱导的肺癌细胞凋亡被明

显抑制,再次表明 survivin 主要通过线粒体途径调

控凋亡 。但值得注意的是, 抑制剂组凋亡率仍高于

空白对照组, 说明 Z-LEHD-FMK 不能完全抑制

survivin ASODN 诱导的细胞凋亡,而我们既往研究

已证实 survivin调控凋亡的过程并无死亡受体途径

的参与。因此, 我们推测, 依赖线粒体的非 caspase

途径可能部分参与 survivin的凋亡调控, 因为受到

凋亡信号刺激后, 线粒体膜间隙可以释放出近 200

余种凋亡相关的活性物质, 其中很多可通过非

caspase 途径调控凋亡, 如 AIF ( apoptosis inducing

factor)等[ 11] 。它们是否参与 、如何参与 survivin对

凋亡的调控,尚待进一步研究。

survivin ASODN能够显著诱导肺癌细胞凋亡,

抑制其增殖。 survivin主要通过调控线粒体途径抑

制凋亡。本研究完整揭示了 survivin ASODN 对线

粒体凋亡途径激活的影响,该结果有助于深入理解

survivin调控抗肺癌细胞凋亡的分子机制,并为肺癌

的靶向治疗提供理论依据。
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