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摘暋要:先前的研究表明,肿瘤细胞中survivin的高表达与细胞对高传能线密度(LET)射线的辐射

抗性相关。研究了survivin表达在高LET射线诱导的细胞凋亡中的作用,发现抑制survivin表达

对高LETC离子辐射诱导的Bcl灢2和Bax表达没有明显的影响。在高 LET射线辐照中,survivin
可能通过抑制caspase灢3和灢9活性的途径,抑制了细胞凋亡。
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1暋引言

Survivin是1997年发现的凋亡抑制蛋白家族

(IAPs)的成员[1],其主要生理功能为促进细胞增

殖,抑制细胞凋亡[2]。Survivin基因几乎在所有的

人类肿瘤细胞中表达,但在正常的末端分化组织中

却很少能检测到[3—5]。因此作为一个肿瘤特异性标

记物,其研究逐渐成为肿瘤治疗相关领域的热点。
目前研究发现survivin的高表达与肿瘤细胞对低传

能线密度(LET)射线(如 X射线)的辐射抗性密切

相关[6—8]。
高LET重离子束在肿瘤放射治疗方面存在着

倒转的深度剂量分布,较高的相 对 生 物 学 效 应

(RBE)、较低的氧增比(OER)等物理学和生物学特

性上的优势[9,10],因此被誉为是面向21世纪最理

想的放疗用射线[11]。在先前的研究中,我们发现

survivin的表达也是肿瘤细胞产生对高 LET 射线

辐射抗性的原因之一[12—14],但是具体的分子机理

目前还不清楚。本文从细胞凋亡角度出发,研究了

抑制人肝癌 HepG2 细胞 survivin 表达后,在高

LETC离子辐照下细胞中凋亡相关蛋白的表达差

异,从而初步探讨了高 LET 射线辐照下survivin
抑制细胞凋亡的分子机理。

2暋材料与方法

2.1暋细胞培养及转染

实验所用的人肝癌 HepG2细胞株保存于中国

科学院重离子束辐射生物医学重点实验室,培养基

为含 10% 胎 牛 血 清 (兰 州 民 海 公 司)的 DMEM
(美国 GIBCO)培养液,置于37曟,5%CO2培养箱

中培养。
用RNA干扰方法抑制 HepG2细胞中survivin

的表达。根据人类survivinmRNA 序列(GenBank
AccessionNo.NM灢001168)第1172—1189位设计

并合成siRNA 寡核苷酸和错配序列(赛百盛,北

京)。序列如下:5暞灢TGTGCTATTCTGTGAATT灢
3,错配序列(MS)为5暞灢TAAGCTGTTCTATGT灢
GTT灢3暞。合成序列均为硫代磷酸化修饰。将细胞

分为未转染、错配组和siRNA组进行处理,细胞转

染过程和抑制survivin表达检测结果见文献[12]。
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2.2暋细胞辐照

辐照前36h,将细胞接种于毤35的培养皿中,
辐照前12h,对siRNA组和错配组细胞进行转染。
辐照采用由兰州重离子研究装置浅层肿瘤治疗终端

引出的C离子,能量为80.55MeV/u。C离子经真

空隔离镍窗、电离室、空气隙后抵达细胞样品时能

量为68MeV/u(LET值为35keV/毺m)。辐照在室

温下进行,吸收剂量率约为4Gy/min,照射剂量分

别为0,2和5Gy。

2.3暋Westernblotting检测

辐照后24h,细胞用预冷的PBS洗两遍,加入

RIPA裂解液(碧云天生物有限公司)冰上裂解30
min,12000g离心15min,上清为总蛋白。Brad灢
ford试剂盒(碧云天生物有限公司)检测蛋白浓度。
每泳道30毺g蛋白进行SDS灢PAGE,将蛋白质电转

到PVDF膜上(密理博公司),5%脱脂奶粉37曘C
封闭1h,加入一抗(1暶400,V/V,Bcl灢2和Bax中

杉金桥公司,caspase灢9博士德公司),4曘C杂交过

夜,洗 膜,转 入 偶 联 辣 根 过 氧 化 物 酶 的 二 抗 中

(1暶3000,V/V,cellsignal公司),室温杂交1h,
洗膜后用ECL试剂盒(碧云天生物有限公司)检测。

2.4暋Caspase灢3活性分析

采用碧云天生物有限公司caspase灢3活性检测

试剂盒进行检测。方法简述如下:首先测定pNA
曲线。辐照后24h细胞消化裂解,测定蛋白浓度。
反应体系为待测样品 10毺l,缓冲液 80毺l,Ac灢
DEVD灢pNA(2mM)10毺l,总体积100毺l,37曘C孵

育过夜。用酶标仪在405nm 处测定其吸光值,代

入标准曲线可计算出pNA含量,再除以蛋白浓度,
可得出样品单位重量蛋白中所含caspase灢3的酶活

力单位。

3暋实验结果

3.1暋Survivin表达抑制后 Westernblotting检测凋

亡相关蛋白的结果

图1显示了survivin表达抑制之后,凋亡相关

蛋白的表达情况。在本实验中,5GyC离子辐照

后,凋亡抑制蛋白 Bcl灢2表达明显减少,而凋亡促

进蛋白Bax明显增加,Bax/Bcl灢2比值增加,说明C
离子照射后细胞凋亡能力增加,这与先前实验中细

胞凋亡的结果相一致[12]。但在未转染、错配和siR灢
NA处理的三组细胞中,Bcl灢2和 Bax基本变化相

同,说明survivin抑制后对于间接调节凋亡的Bcl灢2
家族没有影响。

图1 细胞内凋亡相关蛋白的表达

1为未转染组,2为错配组,3为siRNA干扰组。

本实验中,经5GyC离子照射后,未转染组和错配

组细胞中的caspase灢9表达有所提高,但是siRNA
组与这两组相比细胞中caspase灢9表达提高更明显,
说明抑制细胞中survivin表达后,提高了caspase灢9
的表达,促进了细胞凋亡。

3.2暋抑制survivin表达后细胞内caspase灢3活性的

变化

Caspase灢3处于凋亡调节的下游,是caspases
家族中的执行分子,当信号传递到它时,它将执行

细胞的凋亡程序。图2显示了经0,2和5GyC离

子辐照后,细胞内caspase灢3的活化情况。可以看

出,随照射剂量增加,未处理组、错配组和siRNA

图2 照射后24h,Survivin表达抑制后细胞内每微克蛋白

中caspase灢3的活化情况

组细胞中的caspase灢3活性都逐渐提高,细胞凋亡

能力也在提高。而siRNA 组在2和5Gy照射时,
caspase灢3活性的提高幅度明显比其余两组大,说明
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survivin 抑 制 后,caspases 家 族 中 的 执 行 分 子

caspase灢3活性也有提高。

4暋讨论

细胞凋亡是一个非常复杂的细胞内信号传导的

过程,受多种因素精确地调控。肿瘤细胞中往往细

胞凋亡信号通路调控异常,这是肿瘤细胞对各种治

疗手段诱导的凋亡产生耐受性的原因之一[15]。在细

胞内部凋亡过程中,对于凋亡通路起主要调节作用

的是三类蛋白:(1)Bcl灢2蛋白家族,主要调节细胞

线粒体膜的通透性,从而决定细胞色素c的释放,
本研究所涉及的Bcl灢2蛋白主要是通过保持线粒体

膜的完整性,从而抑制细胞色素c的释放,而 Bax
蛋白其作用是扩张线粒体外膜的通透性,使凋亡相

关蛋白如细胞色素c可以进入细胞质,Bax/Bcl灢2
比值可以代表细胞凋亡能力[16,17];(2)caspases蛋

白,是细胞凋亡的启动和执行者,我们所研究的

caspase灢9是启动分子,主要参与的生理过程是:凋

亡小体中的 Apaf灢1通过其CARD区相互作用招募

前caspase灢9。Caspase灢9 随 之 发 生 自 身 催 化,将

caspase灢3招募到凋亡小体中,启动caspases的级联

反应[18];(3)IAP蛋白,主要作用为调节caspases
活性。在凋亡信号刺激下,这三类蛋白相互作用,
决定细胞是否进入凋亡程序[19]。

本实验研究主要集中在高 LET 射线辐照下,

IAP家族中survivin抑制对凋亡通路中caspases和

Bcl灢2家族蛋白的影响,进而是如何促进细胞凋亡

的机理方面。首先,从图1和图2可以看出,高

LET 射 线 辐 照 后,对 Bcl灢2,Bax,caspase灢9 和

caspase灢3的表达都有影响,Bcl灢2的表达降低,下

调了细胞凋亡的阈值。Bax表达提高,打开了线粒

体外 膜 上 的 孔 道,促 进 了 细 胞 色 素 c 的 释 放。

Caspase灢9表达的提高,利于与凋亡小体形成复合

物,促进caspase灢3的招募。前面这些蛋白表达的变

化,造成的结果是caspase灢3活性的提高,细胞进入

凋亡程序。这是由本实验结果勾勒出的一个高LET
射线辐照后,细胞凋亡分子机理的一个简图。

那么survivin在这一过程中所起到的作用是什

么? 由图1和图2的实验结果可以看出,不管是否

转染siRNA,即是否抑制了细胞中survivin的表

达,三组细胞中 Bcl灢2和 Bax表达相同,只受到 C
离子辐照的影响。而caspase灢9的表达与上述两种

蛋白有所不同,同样在C离子辐照后,三组细胞中

的caspase灢9表达都增强,而且明显可以看到siR灢
NA组细胞中caspase灢9的增强要比其余两组明显

(图1)。说明抑制survivin表达后,促进了细胞中

caspase灢9的 表 达,从 而 促 进 了 细 胞 的 凋 亡。在

caspase灢3活性检测中也存在相类似的实验结果。一

方面,对 于 三 组 细 胞 来 说 C 离 子 辐 照 促 进 了

caspase灢3的活化;另一方面,siRNA组活化程度明

显比其余两组高,从而使得siRNA 处理的细胞凋

亡明显加强。
由以上的实验结果,在高 LET 射线诱导细胞

凋亡过程的分子机理研究上,可以得到以下两点结

论:(1)survivin表达与Bcl灢2蛋白家族无关,Bcl灢2
家族蛋白只受C离子辐照的影响,是一个间接调节

细胞凋亡的蛋白家族;(2)survivin表达有可能会通

过抑制caspase灢3和灢9活性的途径,从而抑制了细

胞凋亡,如果抑制survivin的表达,提高caspases
级联反应的强度,有可能会促进细胞凋亡。这可能

是survivin表达抑制高 LET射线诱导的细胞凋亡

的途径之一。Survivin表达在高 LET 射线诱导的

细胞凋亡中有可能是caspase灢3和灢9的一个内源性

抑制物。当然更精确的分子机理还需要进一步深入

研究,例如转染survivin真核表达载体进一步验证

caspase灢3和灢9的活性后才能得出。
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Abstract:Ithasbeenproventhatover灢expressionofsurvivinincancerouscelllinesisrelatedtothera灢
dioresistanceofcellstohigh灢LETradiationinpreviouswork.Inthisstudy,actionmechanismsofsurvivin
geneinapoptosisinducedbyhigh灢LETradiationwereinvestigated.Wefoundthatinhibitingsurvivinby
siRNAhadnonotableinfluenceonBcl灢2andBaxexpressionsinducedbycarbonions.Survivindepressed
cellapoptosisthroughtheinhibitionoftheactivitiesofcaspase灢3and灢9possiblyincellapoptosisinduced
byhigh灢LETradiation.
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