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KDR 启动子驱动的 CD/TK 双自杀基因联合 survivin 基因

干扰抑制肝癌细胞生长的体内研究

杨六成，吴凯，黄宗海，徐帅，王健俊，赵海军

（南方医科大学珠江医院 普通外科，广东 广州 510282）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目 的： 探 讨 腺 病 毒 介 导 的 KDR 启 动 子 驱 动 的 CD/TK 双 自 杀 基 因 系 统（Ad-KDRP-CD/TK） 联 合

survivin 基因干扰对肝癌细胞在裸鼠体内生长的抑制作用。

方法：将 20 只裸鼠随机分均为模型组（皮下植入 BEL-7402 肝癌细胞成瘤，不加任何处理）、双自杀

基因转染组（皮下植入转染 Ad-KDRP-CD/TK 的 BEL-7402 细胞，成瘤后瘤内注射前药更昔洛韦与 5- 氟

胞嘧啶）、survivin siRNA 转染组（皮下注射 BEL-7402 肝癌细胞，成瘤后瘤内注射 survivin siRNA/Lip-

DMEM 转染混合物）、联合转染组（双自杀基因转染 +survivin siRNA 转染处理）。治疗 2 周后处死各组

小鼠，称取肿瘤质量，计算肿瘤抑制率，检测瘤组织微血管密度（MVD）及 survivin mRNA 与蛋白表达。

结果：各治疗组的肿瘤质量明显小于模型组（均 P<0.05），且联合转染组的抑瘤率最大（均 P<0.05）；

肿 瘤 组 织 MVD、survivin mRNA 与 蛋 白 水 平 均 明 显 降 低， 且 联 合 转 染 组 的 降 低 程 度 最 为 明 显（ 均

P<0.05）。

结论：双自杀基因联合 survivin 干扰是抑制鼠肝癌细胞在体内生长的有效途径。
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with survivin gene interference on inhibiting the growth of 
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Abstract Objective: The investigate the inhibitory effect of the adenovirus-mediated CD/TK double suicide gene system 

driven by KDR promoter (Ad-KDRP-CD/TK) combined with survivin gene interference on the growth of 

hepatocellular carcinoma (HCC) cells in nude mice.

Methods: Twenty nude mice were equally randomized into model group (subcutaneous implantation of HCC 

BEL-7402 cells to establish xenograft tumor without other additional treatment), double suicide gene transfection 

group (subcutaneous implantation of BEL-7402 cells transfected with Ad-KDRP-CD/TK, followed by intratumor 

injection with the prodrug gancilovir and 5-fluorocytosine after tumor formation), survivin siRNA transfection 

·基础研究·

                                                                                                     

收稿日期：2014-11-03； 修订日期：2014-12-20。

作者简介：杨六成，南方医科大学珠江医院主任医师，主要从事消化道肿瘤基础与临床方面的研究。

通信作者：吴凯， Email: aibeike@126.com

doi:10.3978/j.issn.1005-6947.2015.01.011

http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.1005-6947.2015.01.011

Chinese Journal of General Surgery, 2015, 24(1):57–62.



中国普通外科杂志 第 24 卷58

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

肝 癌 是 我 国 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 尽 管

近 年 来 疗 效 有 所 提 高 ， 但 总 体 预 后 欠 佳 。 基 因

治 疗 带 来 了 新 的 曙 光 [ 1 ]。 联 合 使 用 多 种 基 因 治 疗

较 单 一 基 因 治 疗 可 起 到 更 好 的 疗 效 。 血 管 内 皮

细 胞 生 长 因 子 受 体 又 称 激 酶 功 能 区 受 体 （ k i n a s e 

domain  inser t  conta in ing  receptor，KDR）高表

达 于 肿 瘤 血 管 内 皮 细 胞 及 多 数 肿 瘤 细 胞 内 而 在 正

常 细 胞 中 不 表 达 。 双 自 杀 基 因 通 过 将 毒 性 较 低 的

前 药 在 体 内 转 化 为 化 疗 药 可 以 最 大 限 度 降 低 药

物 的 毒 副 作 用 ， 目 前 以 大 肠 杆 菌 胞 嘧 啶 脱 氨 酶

基 因 （ c y t o s i n e  d e a m i n a s e 。 C D ） / 5 - 氟 胞 嘧 啶

（ 5 - f l u o r o c y t o s i n e ， 5 - F C ） 和 I 型 单 纯 疱 疹 病 毒

胸苷激酶（type I herpes simplex virus thymidine 

k i n a s e ， H S V - T K ） / 更 昔 洛 韦 （ g a n c i l o v i r ，

GCV）治疗系统最为常用。以KDR启动子驱动双

自杀基因，可使自杀基因在肿瘤血管内皮细胞及肿

瘤细胞中特异性表达，起到靶向杀伤肿瘤细胞的作

用，体外实验证实其可以明显的抑制肝癌细胞的生

长[2-3]。survivin基因在肝癌中明显高表达[4]，而抗

survivin是一种有效的抑制肿瘤的策略[5-6]。本研究

联合应用双自杀基因腺病毒联合RNA干扰技术，

观察其对肝癌裸鼠肿瘤生长及血管形成的影响。

1　材料与方法

1.1  材料

重 组 腺 病 毒 质 粒 A d - K D R P - C D / T K 为 珠 江 医

院 普 外 科 构 建 ， s u r v i v i n  s i R N A 由 广 州 锐 博 生 物

技术有限公司合成（正义链为5' -CAA AGG AAA 

CCA ACA AUA AdTdT-3'；反义链为3'-dTdT GUU 

UCC UUU GGU UGU UAU U-5'），BEL-7402肝

癌 细 胞 株 及 B A L B / C - n u 裸 鼠 （ 4 ~ 6 周 龄 ， 体 质 量

14~18 g）购自中山大学动物实验中心。TRIzol及

LipolifectmainTM2000为美国Invitrogen公司产品，

SP免疫组化超敏试剂盒购自迈新生物技术公司，

D A B 显 色 试 剂 盒 为 北 京 中 杉 金 桥 公 司 产 品 ， R T -
PCR试剂盒为美国Fermentas公司产品，PCR引物

由 深 圳 华 大 基 因 有 限 公 司 合 成 ， B C A 蛋 白 浓 度 测

定 试 剂 盒 购 自 江 苏 碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所 ， 兔 抗

survivin一抗购自武汉博士德生物工程有限公司，

羊抗兔IgG/HRP二抗购自北京中杉金桥公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养　将 BEL-7402 细胞培养于含 10%

胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 液 中， 于 37 ℃、5%CO2

培 养 箱 中 培 养， 每 2~3 天 传 代 1 次， 实 验 取 对 数

生长期细胞。

1.2.2  重组腺病毒的包装、扩增与纯化、滴度测

定 及 鉴 定　 重 组 腺 病 毒 质 粒 Ad-KDRP-CDglyTK

在 293 细胞中包装成病毒，并在 293 细胞内扩增，

当 293 细胞 70%~90% 融合时，加入病毒，当细胞

90% 以 上 形 成 细 胞 病 变 效 应 时 收 集 细 胞， 应 用 氯

化铯梯度离心法纯化病毒。通过荧光显微镜下 293

细胞中绿色荧光蛋白（GFP）的表达观察重组病毒

的包装与复制，并以 PCR 方法鉴定重组腺病毒，

详见参考文献 [7]。

1.2.3  裸鼠移植瘤模型的建立与治疗　选择 20 只

BALB/C-nu 裸鼠，随机均分为 4 组：⑴ 模型组，注

射 BEL-7402 细胞，不施加任何其他处理；⑵ 双自

group (subcutaneous implantation of BEL-7402 cells, followed by intratumor injection with survivin siRNA/Lip-

DMEM transfection complex after tumor formation), and combination transfection group (double suicide gene 

transfection plus survivin siRNA transfection). Two weeks after transfection treatment, mice in each group were 

sacrificed, tumor weight and tumor inhibition rate were measured, the microvessel density (MVD), and survivin 

mRNA and protein expressions in the tumor tissues were determined.

Results:  In each treatment group compared with model group, the tumor weight was significantly reduced, with 

the maximum tumor inhibition in combination transfection group (all P<0.05); the MVD, and the expression 

levels of survivin mRNA and protein were significantly decreased, with the maximum decreasing amplitude in 

combination transfection group (all P<0.05).

Conclusion: Double suicide gene combined with survivin gene interference is an effective method to inhibit the 

growth of HCC cells in vivo.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Genes, Transgenic, Suicide; RNA Interference; Mice, Nude

CLC number: R735.7
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杀 基 因 转 染 组， 注 射 Ad-KDRP-CD/TK 转 染 后 BEL-
7402 细胞，成瘤后给予前药 5-FC 500 mg/（kg·d）、 

GCV 50 mg/（kg·d） 作 用 2 周， 每 周 2 次；

⑶ survivin siRNA 转 染 组， 注 射 未 经 病 毒 转 染

的 BEL-7402 细 胞， 成 瘤 后 给 予 50 nM survivin 

siRNA/Lip-DMEM 转染混合物 600 µL，每周 2 次，

共 2 周；⑷ 联合转染组，双自杀基因转染，同时

给 予 survivin siRNA 转 染。 成 瘤 及 给 药 方 法： 取

1.0×107 个 /mL 的 对 数 生 长 期 的 BEL-7402 细 胞

悬液 0.5 mL，注射于裸鼠背部，第 3 天复种 1 次。

肿瘤直径达到 0.5 cm 定为成瘤标准。药物采用瘤

体内多点注射。

1.2.4  肿瘤生长情况观察　自瘤体内注射之日起，

每 3 天以游标卡尺测量各组瘤体大小，按公式计算

瘤体体积：瘤体体积 V（mm3）=π×a×b2/6（a：

长径，b：短径）。注射结束后 5 d 处死裸鼠，再

次测量各组瘤体大小并计算瘤体体积。剥离瘤体测

瘤重，计算肿瘤生长抑制率：肿瘤生长抑制率 =（1-

处理组瘤重 / 空白模型组瘤重）×100%。

1.2.5  微血管密度的免疫组化检测　肿瘤标本常

规 4% 多聚甲醛固定，石蜡包埋后切片，免疫组化

染色检测 CD34 的表达，观察计数肿瘤组织微血管

密 度（microvessel density，MVD）， 用 已 知 阳 性

切片作阳性对照，PBS 代替一抗作阴性对照。采用

Weidner[8] 报 道 的 方 法 进 行 MVD 计 数，40 倍 显 微

镜下选择微血管最密集的 5 个区域，200 倍镜下计

数血管数，取平均值。

1.2.6  RT-PCR 法 检 测 各 组 瘤 细 胞 survivin 

mRNA 表 达　TRIzol Reagent 试 剂 盒 提 取 肿 瘤

组 织 中 总 RNA， 按 逆 转 录 试 剂 盒 说 明 合 成 逆 转

录 cDNA， 应 用 survivin 基 因 的 上 下 游 引 物 进 行

PCR。 扩 增 条 件 为 94 ℃ 5 min, 1 个 循 环；94 ℃ 

40 s，57 ℃ 1 min；72 ℃ 1.5 min，30 个 循 环 后

72 ℃ 10 min。PCR 产物在 1.5% 琼脂糖凝胶电泳 , 

紫外灯下摄影、拍照。

1.2.7  Western blot 法检测瘤细胞 survivin 蛋白表

达　取 4 组肿瘤组织 100 mg，剪成碎块，加入细胞

裂解液 500 µL 在冰浴中匀浆多次，4 ℃离心 25 min

后 取 上 清 与 电 泳 上 样 缓 冲 液 按 1:1 的 比 例 混 合 在

EP 管中。BCA 试剂盒计算蛋白浓度，取 40 µg 蛋

白 经 12%SDS 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳， 常 规 湿 法 转

膜后，封闭液封闭过夜，1:400 兔抗人 survivin 抗

体摇床孵育过夜，1:2 500 羊抗兔 IgG/HRP 二抗室

温孵育 1.5 h，加入 ECL 工作液，常规显影和定影，

凝胶成像系统对蛋白条带进行处理。

1.3  统计学处理

数 据 采 用 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ， 应 用

SPSS 13.0统计软件进行处理，采用单因素方差分

析（组间多重比较应用LSD法）。P<0.05为差异具

有统计学意义。

2　结　果

2.1  荷瘤鼠肿瘤生长情况

在 治 疗 过 程 中 ， 各 组 裸 鼠 食 欲 、 精 神 状 态 及

皮 肤 色 泽 均 无 改 变 。 治 疗 开 始 前 ， 4 组 间 初 始 瘤

体积差异无统计学意义（F=0.257，P=0.855）；

治 疗 结 束 后 ， 各 治 疗 组 肿 瘤 质 量 明 显 小 于 模 型 组

（均P<0 .05）；其中联合转染组的抑瘤率明显大

于 双 自 杀 基 因 转 染 组 与 s u r v i v i n g  s i R N A 转 染 组

（ 均 P < 0 . 0 5 ） ； 但 后 两 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）（表1）。

表 1　肿瘤质量和抑瘤率比较
Table 1　Comparison of the tumor weight and tumor inhibition 

rate
　　组别 肿瘤重量（mg） 抑瘤率（%）
模型组 749.56±60.18 —
双自杀基因转染组 262.27±32.511) 65.95±5.67
surviving siRNA 转染组 246.61±30.661) 68.23±6.82
联合转染组 90.92±25.281),2),3) 88.09±1.342),3)

F 260.542 27.648
P 0.000 0.000

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）双自杀基因转染组比较，
P<0.05；3）与 survivin siRNA 转染组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. double suicide 
gene transfection group; 3) P<0.05 vs. surviving siRNA transfection 
group

2.2  MVD 检测

抗 C D 3 4 抗 体 免 疫 组 化 染 色 显 示 ， 各 组 肿 瘤

组 织 内 均 可 见 到 血 管 内 皮 细 胞 内 的 胞 浆 呈 棕 黄 色

或 黄 色 的 阳 性 表 达 （ 图 1 ） 。 模 型 组 、 双 自 杀 基

因转染组、surviv ing  s iRNA转染组、联合转染组

的MVD值分别为：26.19±3.55、12.94±2.62、

10.62±2.55、7.12±1.91，经单因素方差分析，

各 组 间 M V D 表 达 存 在 统 计 学 差 异 （F= 4 6 . 9 2 8 ，

P=0.000）；联合转染组MVD最小，与双自杀基因

转染组、surviv ing  s iRNA转染组比较，差异均有

统计学意义（均P<0 .05）；但后两组间差异无统
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计学意义（P>0.05）。

2.3  移植瘤组织survivin mRNA的表达

RT -PCR检测结果显示，survivin  mRNA在模

型组移植瘤中高度表达（65.18±5.19），各处理

组的survivin mRNA的表达量较模型组明显减少，

差异具有统计学意义（F=121.825，P=0.000）；

联合转染组表达量最低（21.07±3.58），与双自

杀基因转染组（57.24±4.90）及surv iv in  s iRNA

转染组（25.13±3.75）比较，差异有统计学意义

（均P<0.05）（图2）。

1 2 3 4 M A B C D

GAPDH
450 bp

survivin
345 bp

图 2　植瘤组织 survivin mRNA 的表达　　1-4：GAPDH； 
M：分子量标记；A：模型组；B：双自杀基因转染组；
C：survivin siRNA 转染组；D：联合转染组

Figure 2　Survivin mRNA expression in tumor tissues　　1−4: 
GAPDH; M: Marker; A: Model group; B: Double suicide 
gene transfection group; C: Survivin siRNA transfection 
group；D: Combination transfection group

图 1　免疫组化检测 CD34 表达（×200）　　A：模型组；B：双自杀基因转染组；C：survivin siRNA 转染组；D 联合转染组
Figure 1　Immunohistochamical staining for CD34 expression (×200)　　A: Model group; B: Double suicide gene transfection group;  

C: Survivin siRNA transfection group; D: Combination transfection group

A B

C D
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2.4  移植瘤组织 survivin 蛋白表达

Western  b lo t结果显示，surviv in蛋白在模型

组移植瘤中高度表达（77.60±8.69），各处理组

的survivin蛋白的表达量较模型组明显减少，差异

具有统计学意义（F=80.964，P=0.000）；联合转

染组表达量最低（23.24±4.60），与双自杀基因

转染组（67.05±7.57）及surv iv in  s iRNA转染组

（29.41±5.13））比较，差异有统计学意义（均

P<0.05）。

图 3　植瘤组织 survivin 蛋白的表达　　A：模型组；B：双
自杀基因转染组；C：survivin siRNA 转染组；D：联
合转染组

Figure 3　Survivin protein expression o in tumor tissues　　A: Model 
group; B: Double suicide gene transfection group; C: Survivin 
siRNA transfection group; D: Combination transfection 
group

A B C D

16.5 kD

43 kD

survivin

β-actin

3　讨　论

肝 癌 是 一 种 高 度 恶 性 肿 瘤 ， 基 因 治 疗 是 一 种

有效的肿瘤治疗方式[9-10]。尽管单一治疗可以取得

一 定 的 疗 效 ， 联 合 基 因 治 疗 可 以 取 得 更 好 的 治 疗

效果，常见的有：⑴ 同类基因联合应用：如双自

杀 基 因 联 合 应 用 ， 其 中 最 为 常 用 的 是 C D / 5 - F C 和

TK/GCV两个自杀基因体系[11]，由于TK局部杀伤作

用强，而CD旁观者效应好，两者联合应用能优势

互 补 ， 提 高 疗 效 ， 在 对 乳 腺 癌 、 胃 癌 、 肝 癌 等 治

疗中取得了显著的疗效[12-13]。笔者过往的研究[14]亦

证 明 两 者 联 合 可 抑 制 体 外 肝 癌 细 胞 及 血 管 内 皮 细

胞 的 生 长 ， 本 研 究 进 一 步 验 证 了 联 合 治 疗 对 肝 癌

动物模型的作用。⑵ 不同类型的基因联合应用：

如Kim等[15]联合应用自杀基因CD/5-FC和免疫基因

IL -18在肝肿瘤取得了良好治疗效果。而采用单核

细胞趋化蛋白1与HSV -TK系统相结合可提高对荷

肝癌小鼠治疗的免疫杀伤作用[16]。

自 杀 基 因 可 直 接 或 通 过 旁 观 效 应 发 挥 杀 伤 肿

瘤的作用，是肿 瘤治疗的一种重要策略 [ 17]。然而

其 存 在 转 导 效 率 低 等 缺 点 ， 寻 找 靶 点 以 提 高 转 染

效 率 显 得 尤 为 重 要 。 血 管 内 皮 生 长 因 子 在 肿 瘤 细

胞 及 血 管 内 皮 细 胞 的 增 殖 过 程 中 起 着 重 要 作 用 ，

而其必须与KDR结合方能发挥作用，KDR高表达

于 肿 瘤 血 管 内 皮 细 胞 及 多 数 肿 瘤 细 胞 而 在 正 常 细

胞中不表达 [18]。以KDR启动子驱动双自杀基因，

可使自杀基因具有更好的靶向性[2]。

survivin基因是最小的凋亡抑制蛋白和最强的

凋 亡 抑 制 因 子 ， 其 表 达 于 大 多 数 的 肿 瘤 组 织 中 ，

而在正常的组织并不表达 [ 19]。肝癌细胞及血 管内

皮细胞中survivin基因亦呈高表达状态，并且与肝

癌转移和预后有密切关系[20]。而抑制survivin基因

的表达能够促进肿瘤细胞凋亡 [21]。笔者 [22]在前期

体外研究中发现针对surv iv in  s iRNA对肝癌BEL -

7 4 0 2 细 胞 具 有 明 显 抑 制 作 用 。 本 实 验 联 合 应 用

survivin siRNA及双自杀基因两种治疗方式观察其

对 裸 鼠 肝 癌 模 型 的 作 用 。 结 果 表 明 各 组 荷 瘤 裸 鼠

接 受 治 疗 后 ， 均 能 耐 受 药 物 ， 而 两 种 治 疗 方 式 均

明 显 抑 制 肿 瘤 的 生 长 ， 联 合 用 药 发 挥 了 更 强 的 治

疗效果。

抗 血 管 生 成 被 认 为 是 一 种 重 要 的 肿 瘤 治 疗 措

施 。 而 K D R 及 s u r v i v i n 基 因 均 在 肿 瘤 血 管 内 皮 细

胞 中 明 显 高 表 达 ， 理 论 上 降 低 两 种 基 因 表 达 可 以

抑制肿瘤新生血管的形成。本实验证实了survivin 

siRNA及双自杀基因可抑制肿瘤血管生成，两者联

合作用效果更明显。

双 自 杀 基 因 可 以 通 过 多 个 途 径 发 挥 抑 瘤 作

用，本实验主要探讨了两种治疗对survivin基因表

达 及 蛋 白 的 影 响 。 结 果 表 明 s u r v i v i n  s i R N A 可 以

明显的降低survivin基因表达及蛋白含量。而双自

杀基因作用后survivin基因表达及蛋白含量亦有下

降，其可能与p53积聚及调节免疫机制、细胞信号

传导、Bcl -2以及其它基因等有关 [23-24]，但其抑制

的具体机制仍有待进一步实验证实。

综 上 所 示 ， 本 实 验 研 究 结 果 表 明 双 自 杀 基 因

及survivin siRNA均可明显的抑制裸鼠肝癌细胞生

长 ， 而 联 合 用 药 发 挥 着 更 强 的 抑 瘤 作 用 。 本 实 验

从 体 内 实 验 进 一 步 验 证 了 肝 癌 联 合 基 因 治 疗 的 可

行 性 ， 为 联 合 基 因 治 疗 进 一 步 应 用 于 临 床 提 供 了

良好的实验基础。
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