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·基础研究·

ＳｕｒｖｉｖｉｎｓｈＲＮＡ表达质粒的构建及其抑制
ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的初步研究
沈汉斌，郑启昌，王国斌，陈道达，卢小明

（华中科技大学同济医学院附属协和医院 腹腔镜中心，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　 探讨 ｓｕｒｖｉｖｉｎ短发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）的表达质粒对胆囊癌细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ及蛋白表

达的抑制作用。方法　构建 ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ重组质粒，在脂质体的介导下转染胆囊癌细胞株 ＧＢＣ

ＳＤ。ＲＴＰＣＲ分析 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达。结果　ＰＣＲ和 ＤＮＡ测序证

实表达质粒构建成功，并能明显地抑制 ＧＢＣＳＤ／ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达。结论　构建的 ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ

表达质粒能有效地抑制转染细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达，从而为肿瘤的生物学治疗提供新的方法和材

料。
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　　细胞凋亡障碍与肿瘤发生、发展密切相关。抑
制抗凋亡基因的过表达不仅可诱导肿瘤细胞凋亡

而且还可选择性地增加肿瘤细胞对以凋亡为机制

的治疗方法的敏感性，从而提高肿瘤患者的总体生

　　收稿日期：２００５－０６－２８；　修订日期：２００６－０６－０６。

　　作者简介：沈汉斌，男，湖北随州人，华中科技大学同济医学院附属

协和医院（现在解放军第四七七医院）主治医师，主要从事肝胆及微创方

面的研究。

　　通讯作者：沈汉斌　Ｅｍａｉｌ：ｓｈｂｑｊ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

存率。ｓｕｒｖｉｖｉｎ作为 ＩＡＰ家族成员之一，主要通过

ｃａｓｐａｓｅ依赖和 ｃａｓｐａｓｅ非依赖 ２条途径来发挥抗凋

亡作用［１］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是新

发现的一种关闭特定基因表达的技术，它通过将双

链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）导入细胞后，

在 Ｄｉｃｅｒ酶 的 作 用 下 产 生 有 活 性 的 短 干 扰 ＲＮＡ

（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ），与该段 ＲＮＡ同源的

ｍＲＮＡ产生特异性降解，从而导致特异基因的转录

后基因沉默现象［２］。它具有高效性、高特异性、快
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速性等特点［３］，在后基因组时代的基因功能研究、

抗病毒、抗肿瘤等方面具有广阔的应用前景。本研

究采取基因沉默策略，利用 ｐｓｉＲＮＡｈＨ１ｎｅｏ载体，以

ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ为靶序列，构建在细胞内产生短发夹

状 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）的重组质粒，并

初步观察其对胆囊癌细胞株 ＧＢＣＳＤｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的

抑制作用。

１　材料与方法

１．１　菌株与质粒

表达质粒 ｐｓｉＲＮＡｈＨ１ｎｅｏ购自 ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司。

人胆囊癌 ＧＢＣＳＤ细胞株购自上海生化细胞所国家

细胞库。感受态菌种 ＤＨ５α引自卫生部武汉生物

制品研究所。

１．２　主要试剂及工具酶

ＲＰＭＩ１６４０培养基，新生牛血清，Ｇ４１８和 Ｔｒｉｚｏｌ

试剂购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＭＭＬＶ逆转录酶，限制性内切

酶 ＢｂｓＩ和 ＸｂａＩ，ＲＮＡ抑制物为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；

ＤＮＡ聚合酶购自日本 ＴａＫａＲａ公司；兔抗人 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

多克隆抗体为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ购自北京中山生物工程公司；

ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和 ＯｐｔｉＭＥＭ无血清培养基购自美

国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＭＴＴ（四甲基氮唑蓝）美国 Ｓｉｇｍａ

公司产品，用 ０．０１ｍｍｏｌ／ｌＰＢＳ稀释成 ５ｍｇ／ｍＬ；ＤＭ

ＳＯ（二甲亚砜）的自北京化工厂。ＤＮＡ片段，βａｃ

ｔｉｎ和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的引物由上海生工生物工程有限公司

合成。

１．３　细胞培养

ＧＢＣＳＤ细胞用含 １５％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０

培养液在 ３７Ｃ，５％ＣＯ２培养箱内培养。当细胞长

满瓶底 ８０％并贴壁后，用 ０．２５％胰酶消化，倒置显

微镜下见细胞间隙增大、胞质回缩时终止消化；然

后分瓶再培养，待进入对数生长期（细胞贴壁、胞浆

延展）约为传代后 ２４ｈ时，弃去原培养液，用磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ）冲洗后用于实验。

１．４　质粒的构建

１．４．１　含 ｓｕｒｖｉｖｉｎ靶序列的短 ｄｓＤＮＡ分子的获得

　 根据 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ选择目标序列，按照 ｓｈＲＮＡ的

设计原则［４］，设计合成含 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ２条反向重复多

聚核苷酸序列。计算目的序列中嘌呤和嘧啶的含

量百分比（Ｇ／Ｃ）。Ｇ／Ｃ值接近 ５０％较为理想，但

必须大于 ３０％小于 ７０％。目标序列为人 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

ｍＲＮＡ翻译起始位点下游 ＋３７４～ ＋３９２ｎｔ（Ｇｅｎｅ

Ｂａｎｋｎｍ．ＮＭ００１１６８）位 置 的 序 列 为 基 础 （ＡＧ

ＧＡＡＡＣＴＧＣＧＡＡＧＡＡＡＧＴ），设计合成含 ＢｂｓＩ和 ＸｂａＩ

酶切位点的寡核苷酸，正义、反义序列分别为 ５′

ＴＣＣＣＡＧＧＡＡＡＣＴＧＣＧＡＡＧＡＡＡＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＴＣＴＴＣＧ

ＣＡＧＴＴＴＣＣＴＴＴ ３′和 ５′ＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＡＡＣＴＧＣＧＡＡ

ＧＡＡＡＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＴＣＧＣＡＧＴＴＴＣＣＴ ３′，正 义、

反义链之间被回折序列分开，在之后由 ５个“Ｔ”构

成，另外列的两端保留内切酶 ＢｂｓＩ或 ＸｂａＩ的酶切

位点。阴性对照双链寡核苷酸转录产物所形成的作

用 序 列 为：Ｏｌｉｇｏ １ ５′ＴＣＣＣＡＴＡＧＧＧＡＡＣＡＧＧＡＴＡ

ＣＡＧＡＴＣＡＡＧＡＧＴＣＴＧＴＡＴＣＣＴＧＴＴＣＣＣＴＡＴＴＴ３′，Ｏｌｉｇｏ２

５′ＣＡＡＡＡＡＡＴＡＧＧＧＡＡＣＡＧＧＡＴＡＣＡＧＡＣＴＣＴＴＧＡＴＣＴＧ

ＴＡＴＣＣＴＧＴＴＣＣＣＴＡＴ３′。此序列不与任何人类基因

序列同源。应用 Ｂｌａｓｔ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

Ｂｌａｓｔ）在 ＥＳＴ数据库查询上述序列，证实在人类细

胞基因组除 ｓｕｒｖｉｖｉｎ外，未发现与另外任何基因同

源。多聚核苷酸序列在退火缓冲液中 ９３℃热冲击

３ｍｉｎ，然后在至少 ３０ｍｉｎ时间自然冷却至 ３７℃，便

获得退火双链 ＤＮＡ分子。

１．４．２　ｐｓｉＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ载体的构建　 用限制性内

切酶 ＢｂｓＩ和 ＸｂａＩ将 带 Ｈ１启 动 子 的 ｐｓｉＲＮＡ

ｈＨ１ｎｅｏ质粒进行消化。低熔点琼脂糖凝胶电泳法

分离纯化酶切片段，然后与双链 ＤＮＡ分子连接。连

接条 件 为 ｐｓｉＲＮＡｈＨ１ｎｅｏ载 体 １μＬ，ｄｓＤＮＡ１μＬ，

ｒＡＴＰ３μＬ，１０×ｌｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ２μＬ，Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ１μＬ，

ｄｄＨ２１２μＬ。１６℃ 过 夜，即 得 重 组 载 体，命 名 为

ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ。

１．４．３　重组质粒的获得　制备 ＤＨ５α大肠杆菌感

受态细胞，冻存于 －７０℃备用。分别扩增和纯化质

粒。根据以上序列分别合成双链 ＤＮＡ，退火连接，

转化大肠杆菌，挑选克隆扩增，质粒提取，获重组质

粒 ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ。

１．５　鉴定

取重组质粒菌株做多聚酶链反应（ＰＣＲ）（以阳

性质粒菌株作对照）。反应体系：４．０μＬ１０×缓冲

液，０．４μＬｄＮＴＰ（２５μｍｏｌ／Ｌ），上、下游引物各取０．８

μＬ（上游 ５′ＡＧＡＧＧＣＴＡＴＴＣＴＧＣＴＡＴＧＡＣ３′，下游 ５′

ＧＣＴＴＣＡＧＴＧＡＣＡＡＣＧＴＣＧＡＧ ３′），０．４μＬ １０％ 的

Ｔｗｅｅｎ２０，２．８μＬＤＭＳＯ，２．０ＵＴａｑＤＮＡ酶，总体积

４０μＬ。挑取菌株加入 ＰＣＲ反应管中。扩增条件：

９４℃预变性 ３ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，５５℃ 退火 ３０ｓ，

８２９
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７２℃延伸 １ｍｉｎ。３０个循环后，７２℃延伸 ５ｍｉｎ。取

ＰＣＲ产物和 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ经 ２％琼脂糖凝胶电泳（０．５

μｇ／ｍＬ溴化乙锭），凝胶成像系统拍照鉴定。另外

取 ＰＣＲ产物进行序列测定，以证实 ＤＮＡ片段已克隆

入载体中。

１．６　用脂质体转染细胞

ＧＢＣＳＤ细胞在 ３７℃，５％ＣＯ２孵化箱孵化，用

ＤＭＥＭ培养基，补充 １０％小牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉

素及 １００μｇ／ｍＬ链霉素。保持细胞指数生长，待细

胞贴壁 ８０％汇片后，用 １∶５新鲜不含抗生素的

ＤＭＥＭ培养液稀释细胞上清，在 ２４孔板上每孔置

５００μＬ细胞培养液。用 ＯｐｔｉＭＥＭ稀释 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００，加到质粒中形成混合物。每孔加 １μＬｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和 １μｇ相应质粒，轻柔混匀。在室温

下孵育 ２０ｍｉｎ，形成 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００质粒复合物。

将复合物加入细胞中，轻柔摇匀。３７℃，５％ＣＯ２孵

育箱中孵育 １２ｈ。按 １∶１０稀释传代并换用选择培

养基（６００μｇ／ｍＬ，Ｇ４１８）继续培养 １４ｄ，然后将出

现的细胞克隆在培养瓶中扩增培养并传代建系，分

别命名为 ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）和 ＧＢＣＳＤ／

ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（－）细胞。

１．７　逆转录（ＲＴ）ＰＣＲ检测ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ基因表达

以 ＲＴＰＣＲ法检测在 ｓｈＲＮＡ干预下 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因

ｍＲＮＡ的表达。实验分 ３组：ＧＢＣＳＤ细胞组、ＧＢＣ

ＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（－）细胞组和 ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡ

ｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）细胞组，每组细胞均设 ３个复瓶。分别

于转染后 ２４，４８，７２ｈ收集细胞，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取

细胞总 ＲＮＡ，紫外分光光度计检测其浓度［计算浓

度公式：样品的 Ａ２６０值 ×４０×稀释倍数（μｇ／ｍＬ）］

和纯度（样品的 Ａ２６０／Ａ２８０值），ＲＴ－ＰＣＲ二步法进

行合成。ＰＣＲ的总反应体系为 ５０μＬ，其中包括 ｃＤ

ＮＡ３μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＭｇＣｌ２１０μＬ，ｄＮＴＰ１．５μＬ，

Ｔａｑ酶 ０．５μＬ，ｓｕｒｖｉｖｉｎ引物各 ２μＬ，βａｃｔｉｎ各 １μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ２４μＬ。反应条件为 ９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ，然后

９４℃３０ｓ，５８℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０ｓ；循环 ３２次，最后

７２℃延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经 １．５％琼脂糖凝胶电

泳分析，紫外灯下观察、摄相。试验重复 ３次。ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ的 ＰＣＲ引物为 ５＇ＣＴＣＡＡＧＧＡＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣＴＣ３＇

和 ５＇ＣＣＴＣＡＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＧＣＣＡＧ３＇，合 成 产 物 为

３９２ｂｐ；βａｃｔｉｎ作为内参照，引物为 ５＇ＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣ

ＴＡＴＣＣＡＧＧＣＴ３＇和 ５＇ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡ３＇，

合成产物为 ２４７ｂｐ。

１．８　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白

表达

检测在 ｓｈＲＮＡ干预下 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因蛋白的表达

改变。上述 ３组细胞经胰酶消化后，用预冷至 ４℃

的裂解缓冲液加入到经 ＰＢＳ漂洗第 ３天收集的培

养细胞中，冰上作用 ２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｍｉｎ

后，上清液保存于 －２０℃。采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋

白质浓度，以 ５０μｇ／孔上样，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电

泳分离，通过电转移法将蛋白质从 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶

转移至硝酸纤维素膜。后者在含 ５％脱脂奶粉的

ＴＴＢＳ中 ３７℃封闭 ９０ｍｉｎ，加入一抗（兔抗人 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

多克隆抗体，稀释度为 １∶１０００）４℃孵育过夜，ＴＴ

ＢＳ充分漂洗（１０ｍｉｎ×３次），加入二抗（辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ，稀释度为 １∶１０００）３７℃

作用 ４０ｍｉｎ，ＴＴＢＳ充分漂洗（１０ｍｉｎ×３次）；化学荧

光法（ＥＣＬ）显色，观察结果。

１．９　统计学处理

数据用 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件对

数据进行方差分析。

２　结　果

２．１　ｓｈＲＮＡ表达质粒的构建

ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ重组表达质粒的构建过程及体

内从 ＤＮＡ模板产生 ｓｈＲＮＡ的策略见图 １。

２．２　ＰＣＲ产物电泳鉴定

结果显示，在 ３２５ｂｐ和 ３８１ｂｐ处分别有 １条明

亮的带，与预计的相符（图 ２）。

２．３　ＲＴＰＣＲ分析

瞬时转染前和转染后收集 ２４，４８ｈ和 ７２ｈ细胞

提取总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ半定量检测细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ

的表达，以 βａｃｔｉｎ作为内参照。转染 ｐｓｈＲＮＡｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ后的 ＧＢＣＳＤ细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达不同程度

地受到抑制，其水平显著下调。转染后 ７２ｈＧＢＣ

ＳＤ细胞组、ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（－）细胞组和

ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）细胞组的吸光光度值

分别为 １．３２４±０．００９，１．３１８±０．０１２和 ０．３７５±

０．０１１（图 ３）。经方差分析，ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ（＋）细 胞 组 与 ＧＢＣＳＤ细 胞 组 及 ＧＢＣＳＤ／

ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（－）细胞组 ｍＲＮＡ表达量之间存在

统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

９２９
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图 １　质粒构建图

　 　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１： ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ扩 增 产 物；２： ｐｓｉＲＮＡ

ｈＨ１ｎｅｏ扩增产物

图 ２　ＰＣＲ扩增产物琼脂糖电泳图

２．４　ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白水平变化

应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检 测 前 ３ｄＧＢＣＳＤ细 胞 及

ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（－）细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表

达，与对照相比较均无显著变化；ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡ

ｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达随时间递增而降

低，第 １天，第 ２天，第 ３天分别降低了 １２％，２５％

和 ８０％（图 ４）。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１－３：ＧＢＣＳＤ细胞组 ；４－６：转染 ＧＢＣＳＤ／
ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（－）细胞后 ２４，４８，７２ｈ的 ＲＴＰＣＲ；７－９：
转染 ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）细胞后 ２４，４８，７２ｈ

图 ３　转染后 ＲＴＰＣＲ

　　１：ＧＢＣＳＤ细胞；２：ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（－）细胞；
３：ＧＢＣＳＤ／ｐｓｈＲＮＡｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）细胞

图 ４　转染后蛋白水平变化

３　讨　论

目前在哺乳动物细胞中用作抑制基因的主要

办法是使用单链的反义寡核苷酸。但由于存在多

种不利因素，其使用受到了很大的限制。自 １９９８

年 Ｆｉｒｅ等［５］首次提出 ＲＮＡ干扰以来，很快便成为生
命科学领域的研究重点之一。ＲＮＡｉ具有抑制作用

强、稳定性高、细胞摄取相对容易等优点，正逐渐取

代反义核酸，成为新的研究热点［６］。

ＲＮＡｉ是一种全新的基因治疗手段，在哺乳动物

细胞中诱导 ＲＮＡｉ的关键在于如何有效地合成 ｓｉＲ
ＮＡ。合成方法主要有化学合成、体外转录和构建带

启动子（主要为 Ｈ１多聚酶Ⅲ和 Ｕ６启动子）和相应
发夹结构基因的载体，导入细胞后转录出 ｓｈＲＮＡ诱

导 ＲＮＡｉ。３种方法均有成功的报道［７］。但由于化

学合成和体外转录转染有效率低、抑制作用短暂等

缺点，因此限制了其应用和推广。本实验构建质粒

产生 ｓｈＲＮＡ的方法所产生的 ｓｈＲＮＡ体内抑制目的

基因的效果与合成 ｓｉＲＮＡ者相似，但花费小、成本

低，可在细胞内稳定产生 ｓｈＲＮＡ，在转染时还可克

服合成 ｓｉＲＮＡ可能造成的 ＲＮａｓｅ污染［８］。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ在多种肿瘤表达的普遍性，使应用靶向

ｓｕｒｖｉｖｉｎ的阻断性免疫治疗或基因治疗促进肿瘤细

胞凋亡的抗肿瘤疗法成为可能。目前多采用反义

寡核苷酸、反义 ＲＮＡ以及核酶技术进行抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

表达的研究［９］。ＲＮＡｉ技术运用过程中的关键是目

的基因靶序列的选择。本研究通过构建靶向 ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎｓｉＲＮＡ真核表达载体，经稳定转染肿瘤细胞并

进行细胞效应的研究发现，其在 ｍＲＮＡ及蛋白质水

平对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的抑制率达 ８０％而不影响 βａｃｔｉｎ的表

达，对照组 ｓｉＲＮＡ对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达无明显影响。这

说明笔者构建的 ｓｉＲＮＡ不仅作用强大而且具有特异

性。

０３９
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胆囊癌早期症状不明显，诊断时多数已属晚期，

往往失去手术时机。胆囊癌并非很少见，患病率占

消化道肿瘤的第 ６位［１０］。患者预后非常差。据报

道，５年 生 存 率 ＡＪＣＣ（ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｉｎｔＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎ

Ｃａｎｃｅｒ）Ⅰ期为 ６０％，ＩＩ期和Ⅲ期分别只有 ５％和

１％［１１］。胆囊癌不易被早期发现，治疗过程中易对

化疗药物产生耐受，是其治愈率低的主要原因。本

文以人胆囊癌 ＧＢＣＳＤ细胞为主要对象，研究胆囊

癌 ＧＢＣＳＤ细胞在 ｓｈＲＮＡ干预下 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ及蛋

白的表达被显著抑制，为进一步诱导胆囊癌细胞对

化疗的敏感性提供了实验材料和理论支持。
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