RNAi技术沉默Survivin基因抑制肺癌细胞株H1299增殖并诱导其凋亡
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[摘要] 目的　研究RNAi技术沉默Survivin基因对人肺癌细胞株H1299增殖和凋亡的影响。方法 将 Survivin特异性siRNA 表达载体siRNA-Sur转染H1299细胞, 利用倒置荧光显微镜和流式细胞仪检测转染效率，通过Western blot和Realtime-PCR方法检测RNAi沉默Survivin 表达的效果, MTT 法检测RNAi沉默Survivin对H1299细胞增殖的影响，采用流式细胞术分析细胞周期分布和凋亡。结果　siRNA-Sur转染H1299细胞48h后，细胞的Survivin基因表达明显减少,空白对照组Survivin mRNA的相对表达量为1.0，siRNA-空白对照组为0.98，而siRNA-Sur组为0.32(P<0.01);导致H1299细胞G2期阻滞，空白对照组为23.7% ，而siRNA-Sur组为50.1%(P<0.01);细胞抑制率和凋亡率增加, 转染48h，白对照组凋亡率为5.8%，无关对照组为6.2%，而siRNA-Sur组达50.6%(P<0.01)。 结论　RNAi沉默H1299细胞Survivin基因表达抑制细胞增殖，并诱导H1299细胞凋亡。
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Survivin Special siRNA Inhibited Proliferation and Induced apoptosis of Human lung cancer H1299 Cells 
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Abstract Objective To evaluate the effect of Survivin special siRNA on proliferation and apoptosis of human lung cancer H1299 cells. Methods The expression vector of pgsiRNA-sur was constructed and transfected into H1299 cells by Lipofectin. The protein and mRNA expression of Survivin was detected by Western blot and real time PCR.The changes of cell cycle after transfection were examined by flow cytometry and MTT assay, respectively.Results In H1299 cells, the protein and mRNA levels of Survivin were significantly decreased after transfection, and reduction of proliferation was related to an increase in the fraction of G2 phase. Conclusion The Survivin special siRNA silenced Survivin, decreased H1299 cells proliferation and induced their apoptosis.
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肺癌发生发展是个多阶段多基因参与的过程，与肿瘤细胞增殖凋亡失衡、 基因调节失控密切相关，细胞凋亡受促凋亡因子和抑凋亡因子共同调节。Survivin是凋亡抑制蛋白家族(inhibitor of apotosis protein ，IAPs) 的重要成员, 对抑制肿瘤细胞凋亡起着重要作用[1]。近年来, RNA 干扰(RNAi) 技术因其具有高度特异性、可发挥高效的转录后基因沉默效应而备受关注。本研究拟用基因重组技术构建的Survivin 特异性的小干扰RNA (siRNA)表达载体转染肺癌细胞株H1299, 研究用RNA 干扰技术下调肺癌细胞中Survivin 基因表达对细胞增殖及凋亡的影响,为肺癌的基因靶向治疗提供理论依据。
1材料和方法
1.1材料　
1.1.1 细胞和质粒  H1299细胞由本室保存；Survivin特异性干扰质粒命名为siRNA-Sur，购自晶赛公司；试验对照质粒命名为siRNA-无关对照，该序列与已知的人类mRNA无同源性[2]；各质粒均带有GFP荧光标记基因。
1.1.2 试剂  细胞培养基DMEM（Dulbecco’s Mcdified Eagle Medium）购自GIBCO公司；胎牛血清购杭州四季青生物工程材料有限公司；Lipofectamine2000和OPTI-MEM培养基均购自Invitrogen公司；四甲基偶氮唑盐(MTT)和二甲基亚砜(DMS0)购自上海华舜生物工程有限公司；Annexin-v/PI凋亡检测试剂盒购自BD公司； QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit购自Qiagen公司；羊抗人Survivin多克隆抗体购自Santa Cruz Biotechnology公司；HRP标记的兔抗羊二抗购自Amersham公司；β-actin和Survivin引物购自上海英骏生物技术有限公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养与转染  将H1299细胞置于含10 %胎牛血清的DMEM培养基、5 %CO2 浓度、37 ℃温箱中培养。转染前一天，细胞以1×105/孔接种在6孔板中，当细胞融合度达到80-90％时为细胞更换无血清OPTI-MEM培养基，将4ug质粒和10ul Lipofectamine2000混合物逐滴加到培养基中，5h后更换含血清的培养基，并于转染后48h 行RNA 干扰效应的检测。实验分组：空白对照、无关对照、siRNA-Sur。
1.2.2 荧光显微镜和流式细胞仪检测转染效率  细胞转染48h后，将培养板置于倒置荧光显微镜下观察是否有绿色荧光；收集细胞，PBS洗2次，悬浮细胞上机检测GFP基因表达情况以检测转染效率。
1.2.3 siRNA－Sur质粒干扰H1299细胞Survivin表达效果检测  将质粒转染H1299细胞后48h，分别在mRNA和蛋白水平检测干扰Survivin表达的效果。
1.2.3.1 Western-blot检测转染siRNA-Sur后H1299细胞Survivin蛋白表达  收集细胞,提取总蛋白。取100ug总蛋白加适量上样缓冲液, 100℃煮沸10min变性,配制4%积层胶和4%～12%的梯度胶,电泳60V 30min, 160V 140 min。电泳结束后, 22V 100min恒压半干转膜, 5%的脱脂奶粉封闭2h,加入羊抗人Survivin抗体(1∶100 稀释)或内参羊抗人β-actin 抗体(1∶200 稀释) , 4℃反应过夜, PBST洗膜4次,每次20min。再加入兔抗羊二抗及内参二抗(1∶1000稀释) , 37℃反应90min,洗膜同上。采用Pierce化学发光试剂盒进行显色。
1.2.3.2 Real-time PCR检测转染siRNA-Sur后H1299细胞Survivin mRNA水平  提取细胞中总RNA，逆转录出cDNA。利用设计的引物， 在转染后48h采取实时荧光定量PCR扩增Survivin基因，反应为20ul体系：模板2.0ul， 3’引物0.4ul， 5’引物0.4ul，PCR Master Mix 10ul，0.1%DEPC处理水7.2ul。反应条件如下：94℃变性2min；94℃变性5s； 55℃退火30s，48℃延伸5s，40个循环；最后，产物在48 ℃延伸5 min。扩增β-actin 基因的引物：正向引物： 5’CCTAGAAGCATTTGCGGTGG3’，反向引物： 5’GAGCTACGAGCTGCCTGACG3’；扩增Survivin cDNA引物：正向引物：5’GCCCAGTGTTTCTTCTGCTTCA3’，反向引物：5’GCACTTTCTCCGCAGTTTCCTC3’。
1.2.4用MTT比色法检测干扰Survivin后H1299细胞抑制率的变化
细胞转染干扰质粒24、48、48h后，加入MTT (5 mg/m1)20ul，继续培养4 h后在自动酶标读数仪上以570nm波长测定各孔及光密度值（OD）。根据下列公式计算对H1299细胞的抑制率：抑制率=l－实验组平均OD值/细胞对照组平均OD值。
1.2.5用流式细胞术分析细胞周期分布
于37℃、5％CO2条件下培养细胞48h，收集细胞后加入70％乙醇(4℃预冷)固定，碘化丙啶(PI)染色30 min后，用流式细胞仪作流式细胞分析，汞激发波长为488 nm，并用Modift LT 2．0软件分析细胞周期分布情况。
1.2.6  凋亡检测
    细胞转染后24、48、48h后，用PBS洗细胞两次并重悬于5ul Annexin-V-FITC和10ul PI中，避光20min后，上流式细胞仪检测。
1.3 统计学分析　采用ＳＰＳＳ19．0软件作统计处理，计量资料用x±s表示，两样本均数比较采用成组t检验；计数资料比组内变量采用配对χ２ 检验，P<0.05为差异具有统计学意义。
2结果

2.1 荧光显微镜和流式细胞仪检测转染效率
细胞转染48h后，在荧光显微镜下可见明显绿色荧光，提示质粒转染进细胞并有GFP基因表达（图1）；流式细胞术检测结果显示转染siRNA-空白对照和siRNA-Sur质粒效率高，分别为63.5％和65.4％。
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图1 细胞转染48h后，在荧光显微镜下见明显绿色荧光
2.2 转染后H1299细胞Survivin蛋白、mRNA表达情况  
细胞转染48h后溶解细胞，进行Real-time PCR和Western-blot检测。空白对照和psiRNA-空白对照组未见明显Survivin表达抑制，而siRNA-Sur组Survivin蛋白表达明显抑制(图2A)。空白对照组Survivin mRNA的相对表达量为1.0，siRNA-空白对照组为0.98，而siRNA-Sur组为0.32，与其他组比较有显著性差异，* P<0.01(图2B)。柱状图代表三次独立Real-time PCR实验的平均值+SD。[image: image2.png]-
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图2A  H1299细胞转染48h后Survivin蛋白表达水平（n=3）
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图2B H1299细胞48h后Survivin mRNA表达水平（n=3）
2.3 MTT比色法检测沉默Survivin后H1299细胞的生长抑制率提高
MTT法检测显示细胞转染siRNA-Sur后，H1299细胞生长抑制率提高，siRNA-Sur组细胞抑制率显著高于对照组(P<0.05)（表1）。柱状图可见siRNA-Sur转染细胞生长抑制率明显增加；siRNA-Sur组与各对照组相比，具有显著性差异，*P<0.01(图3)。
表1 MTT法检测细胞转染siRNA-Sur后对H1299细胞增殖的抑制率(x±s)

作用时间   空白对照组        无关对照组       siRNA-Sur组
24h     0.1681+0.00987     0.1721+0.01145       0.2123+0.01321
48h     0.1698+0.01076     0.1639+0.01308       0.6125+0.00986
72h     0.1701+0.01263     0.1711+0.01246       0.7632+0.01578
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图3 H1299细胞沉默Survivin后H1299细胞的生长抑制率
2.4  FCM分析H1299细胞转染后细胞周期变化
转染48h后收集细胞检测细胞周期和凋亡,结果显示H1299细胞明显被阻滞于G2期，百分率由空白对照组23.7% 提高到siRNA-Sur组50.1%。结果说明siRNA-Sur抑制Survivin 表达,引起H1299细胞周期阻滞（表2）。
表2细胞转染48h后细胞周期分布情况
   组别             G0/G1 [%]     S [%]       G2 [%]

空白对照组           52.1         24.2         23.7
无关对照组           50.9         23.5         25.6
psiRNA-Sur组         35.3         14.6         50.1
2.5 转染后24、48、48h后检测细胞凋亡
细胞转染后24、 48h后，用流式细胞仪检测凋亡率，转染siRNA-Sur后48h，细胞凋亡率达到50.6%，而空白对照为5.8%，无关对照为6.2%，差别有显著性意义，P<0.01。
3 讨论
Survivn基因是是细胞凋亡抑制蛋白家族(1AP)的一个新成员,人类的Survivin定位于17q25，基因全长约15 kb，由4个外显子和3个内含子组成，其基因编码产物是由142个氨基酸组成的蛋白，其分子量为16.2 kD,Survivin含有一个单一的BIR功能区，羟基端不含有环指结构，代以交织螺旋结构[3]。在恶性肿瘤如肺癌、胃癌、乳腺癌及结肠癌中Survivin基因广泛表达；而且越来越多的研究证实Survivin基因与肿瘤的早期发生、淋巴结转移及预后的关系密切[1,4,5]。目前关于Survivin基因和肺癌关系的研究已有很多,干扰survivin的表达在体内外均可抑制肺癌细胞的生长；survivin表达量可作为临床判断非小细胞肺癌复发的一个重要指标[6-7]。近年来, RNA 干扰(RNAi) 技术因其具有高度特异性、可发挥高效的转录后基因沉默效应而备受关注，Survivin特异性siRNA沉默Survivin，可能成为全面Survivin相关途径抑制物，适用于克服人类恶性肿瘤的高度异质性[8]。

本实验分别在蛋白水平和mRNA水平检测了siRNA-Survivin质粒转染肺癌细胞株H1299后沉默Survivin的效果，发现该siRNA质粒明显下调了Survivin的表达，抑制了H1299细胞增殖，导致细胞周期阻滞在G2期，并在作用48h后引起明显的细胞凋亡，扩大了细胞周期阻滞的效应。实验结果提示利用Survivin-siRNA作用于肺癌细胞，可以通过靶向沉默Survivin表达，拮抗Survivin在肿瘤细胞发生、生长中的作用，抑制肺癌细胞增殖并诱导其凋亡，这为今后研究人肺癌细胞株的化疗耐药机制提供了理论基础,同时也提示我们是否可以将Survivin作为临床治疗肺癌的分子靶点,或联合其他抗癌药物进行特异性靶向治疗,为肺癌的治疗开辟新的思路。
参考文献
[1] Mobahat M, Narendran A, Riabowol K, el a1.Survivin as a preferential target for cancer therapy. Int J Mol Sci[J]. 2014,15(2):2494-2516. 
[2] Baratchi S,anwar RK,Kanwar JR.Survivin:a target from brain cancer to neurodegenerative disease[J]. Crit Rev Biochem Mol Biol. 2010,45(6):535-54.

[3] Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W,et al. Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured mammalian cells. Nature 2001,411:494-498.
[4] Tsai HC, Huang CY, Su HL,el a1. CTGF increases drug resistance to paclitaxel by upregulating survivin expression in human osteosarcoma cells. Biochim Biophys Acta. 2014.01. doi: 10.1016. [Epub ahead of print]
[5] Demır D, Yaman B, Anacak Y,el a1. Prognostic Significance of Bcl-2, C-Myc, Survivin and Tumor Grade in Synovial Sarcoma. Turk Patoloji Derg. 2014,30(1):55-65.
[6] Li W, Chen YQ, Shen YB, el a1. HIF-1α knockdown by miRNA decreases survivin expression and inhibits A549 cell growth in vitro and in vivo. Int J Mol Med. 2013,32(2):271-80.

[7] Tang XP, Li J, Yu LC,el a1. Clinical significance of survivin and VEGF mRNA detection in the cell fraction of the peripheral blood in non-small cell lung cancer patients before and after surgery. Lung Cancer. 2013,81(2):273-9.
[8] Majumder P, Bhunia S, Bhattacharyya J,el a1. Inhibiting tumor growth by targeting liposomally encapsulated CDC20siRNA to tumor vasculature: Therapeutic RNA interference. J control Release. 2014.02,doi: 10.1016. [Epub ahead of print]




































 [作者简介] 刘霜莉（1976-），女,枝江市人民医院呼吸内科，主治医师。 


