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腺病毒介导的 BIRC5一shRNA增强索拉非尼 

诱导肝癌细胞凋亡的研究 
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【摘 要】 目的 研究 BIRC5靶向基因治疗联合索拉非尼分子靶向治疗肝癌的协同效应以及对肝癌细胞凋亡的诱导 

作用。方法 构建 BIRC5特异性小发卡 RNA的腺病毒AdEGFP—shBIRC5，用免疫细胞化学染色法检测其对 BIRC5的沉默作 

用。建立肝癌移植瘤模型验证 AdEGFP—shBIRC5联合索拉非尼治疗的疗效，采用免疫组化染色法鉴定 AdEGFP—shBIRC5对癌 

细胞 BIRC5基因表达的抑制作用；TUNEL法标记 AdEGFP—shBIRC5联合索拉非尼诱导肝癌细胞凋亡。结果 腺病毒介导的 

BIRC5一shRNA表达能有效沉默肝癌细胞 BIRC5表达 ，AdEGFP—shCtrl对照组的 BIRC5阳性表达率为(78．8±12．6)％，AdEG— 

FP—shBIRC5实验组为(20．6-4-8．2)％，两组差异有统计学意义(P<0．叭 )。Hep3B裸鼠移植瘤治疗后 5周，与空 白对照组相 

比，AdEGFP—shBIRC5联合索拉非尼组、单用 AdEGFP—shBIRC5组、单用索拉非尼组的抑瘤率分别为 61．78％(P=0．0032)、 

42．36％(P=0．0059)和 29．20％(P：0．0169)；与此对应，AdEGFP—shBIRC5联合索拉非尼组与单用索拉非尼组相 比，肝癌细 

胞BIRC5表达被抑制(P=0．0364)，细胞凋亡比例明显升高(P=0．0296)。结论 针对BIRC5的基因治疗能提高肝癌细胞对 

索拉非尼的敏感性 ，显著诱导癌细胞凋亡。 
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【Abstract】 Objective To investigate the synergistic effect of BIRC5 gene therapy combined with sorafenib and the enhanced 

efficacy of sorafenib—induced cell apoptosis of hepatocellular carcinoma(HCC)．Methods Adenovirus expressing BIRC5 small hairpin 

RNA (AdEGFP—shBIRC5)was constructed and used to infect HCC cell line He-p3B．The expression of BIRC5 was determined by immu— 

nocvtochemistry in AdEGFP—shBIRC5 infected cells．The effect of AdEGFP—shBIRC5 combined with sorafenib on cell apoptosis and tumor 

gr0wth was observed in Hep3B xenografts in nude mice．TUNEL assay was used to label cancer cell apoptosis．Results The adenovirus— 

mediated exDression of BIRC5一shRNA could obviously silence BIRC5 expression．BIRC5 expression rate was(78．8±12．6)％ in AdEG— 

FP—shCtrl group and(20．6±8．2)％ in AdEGFP—shBIRC5 group(P<0．01)．Five weeks after treatment of Hep3B xenografts in nude 

mice．the inhibitory rates of tumor growth were 61．78％ (P=0．0032)，42．36％ (P=0．0059)and 29．20％ (P=0．0169)in groups of 

AdEGFP—shBIRC5 combined with sorafenib，AdEGFP—shBIRC5 and sorafenib respectively．Accordingly，compared with sorafenib group， 

the expression of BIRC5 was inhibited(P=0．0364)，and the cell apoptosis was increased(P=0．0296)．Conclusion Gene therapy 

targeting BIRC5 can enhance the sensitivity of HCC cells to sorafenib and induce more cancer cell apoptosis． 
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分子靶向药物的问世，为治疗肝癌提供了新的 

选择。索拉非尼(BAY4329006，Sorafenib)为首个获 

准上市的治疗肝癌的靶向治疗药物，是一种新型信 

号转导抑制剂，通过抑制 Raf／MEK／ERK信号转导 

通路中Raf激酶的活化，阻断癌细胞增殖，诱导癌细 

胞凋亡⋯。但是，肝癌的发生发展是一个多基因、 

多阶段的发展过程，涉及一系列分子事件，如信号转 

导异常、生长因子受体失调、血管生长因子分泌异 

常、原癌基因激活以及抑癌基因失活等，导致细胞无 

限生长并产生恶性表型 J。单一治疗显然是不够 

的，需要寻找新的有效治疗靶点，实现多分子、多通 

路联合治疗才能更有效地提高治疗效果。肝癌细胞 

高表达生存素(BIRC5，又称 Survivin)，是另一个潜 

在的治疗靶点 J。为深入探讨靶向 BIRC5基因治 

疗与索拉非尼分子靶向治疗的协同机制，本研究以 

裸鼠Hep3B肝癌移植瘤为研究对象，探讨 BIRC5基 

因治疗与索拉非尼诱导肝癌细胞凋亡之间的关系。 

1 材料与方法 

1．1 试剂与细胞系 鼠抗人 BIRC5单克隆抗体、 

超敏 SP试剂盒、TUNEL试剂盒均购 自福州迈新生 

物技术公司；人肝癌细胞株 Hep3B购 自中国科学院 

上海细胞所。 

1．2 腺病毒载体构建及转染 根据 BIRC5基因序 

列设计 l9 bp正义序列 shRNA(BIRC5一shRNA：5’一 

GAAAGTGCGCCGTGCCATC-3’)，同时设计阴性对 

照序列小发卡 RNA(Ctr1．shRNA：5’．GACTTCATA． 

AGGCGCATGC．3’)。将此 DNA结构序列克隆入腺 

病毒载体 pDC315EGFP，转染 HEK293细胞并重组 

腺病毒 AdEGFP—shBIRC5和对照病毒 AdEGFP．shC． 
trl[ __ 

细胞实验设实验病毒 AdEGFP．shBIRC5组、对 

照病毒 AdEGFP．shCtrl组和亲本细胞阴性组。培养 

Hep3B细胞 ，5×10 个细胞铺 96孔板，24h后按病 

毒感染强度 (MOI)=20 pfu／细胞，感染实验病毒 

AdEGFP—shBIRC5和对照病毒 AdEGFP．shCtrl。继续 

培养 48h后，荧光显微镜下观察病毒携带的绿色荧 

光蛋白(EGFP)报告基因的表达。收集细胞，涂片 

做免疫细胞化学染色，计数 BIRC5的表达。 

1．3 裸鼠移植瘤实验 BALB／C裸鼠由中国科学 

院上海实验动物中心提供，共 25只，雄性，4周龄。 

每只裸鼠右侧皮下注射肝癌细胞 Hep3B悬液(10。 

个细胞／100~1)。接种后5周出现移植瘤，随机分为 

5组：AdEGFP—shBIRC5联合索拉非尼组、单用 AdE— 

GFP—shBIRC5组、单用索拉非尼组、AdEGFP—shCtrl 

组和空白对照组，每组 5只。给药组在移植瘤内直 

接多点注射相应重组病毒，每只 2×10 pfu／1O0~1， 

隔日1次，共 5次。索拉非尼的终浓度为 61xmol／L。 

空白对照组用同体积生理盐水注射。定期测量瘤体 

大小，以“最大径 ×最小径 ×0．5”公式计算瘤体 

体积。 

1．4 免疫组化检测 自首次治疗开始，观察 35天 

后麻醉处死小鼠，取瘤体标本，以 10％中性缓冲福 

尔马林固定，石蜡包埋切片。采用免疫组化 sP法检 

测肿瘤组织 BIRC5的表达。石蜡切片常规脱蜡至 

水，按 sP试剂盒说明进行免疫组化标记，BIRC5抗 

体工作浓度1：200，DAB显色。结果判定：取5个高 

倍视野下计数每张切片中阳性细胞所占比例，阳性 

细胞百分比大于 10％计为阳性。 

1．5 TUNEL法标记细胞凋亡 采用 TUNEL法染 

色定位切片中的细胞凋亡。取小鼠瘤体标本，石蜡 

包埋切片，常规脱蜡至水，按 TUNEL试剂盒说明进 

行染色标记，DAB显色。结果判定：取 5个高倍视 

野下计数每张切片中阳性细胞所占比例，阳性细胞 

百分比大于 10％计为阳性。 

1．6 统计学分析 采用 SPSS 13．0软件进行处理。 

观察数据以 4-S表示，两组比较采用配对资料 t检 

验，多组之间比较用方差分析。以P<0．05为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 腺病毒感染效率及基因表达的鉴定 以 MOI 

= 20 pfu／~lB胞的强度感染重组腺病毒，荧光显微镜 

下观察显示 Hep3B细胞 EGFP的表达效率 >50％， 

未感染病毒的亲本细胞无荧光表现。细胞涂片行免 

疫细胞化学染 色显 示，AdEGFP—shCtrl对 照组 的 

BIRC5阳性表达率为(78．8±12．6)％，AdEGFP—sh 

BIRC5实验组为(20．6 4-8．2)％，差异有统计学意 

义(P<0．01)。见图 1、图2。 

2．2 对裸鼠移植瘤的抑制作用 治疗 5周后，与空 

白对照组相比，除AdEGFP．shCtrl组无效外，其余各 

组均取得一定疗效。AdEGFP—shBIRC5联合索拉非 
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尼组、单用 AdEGFP．shBIRC5组、单用索拉非尼组的 

抑瘤率分别为61．78％(P=0．0032)、42．36％(P= 

0．0059)和29．20％(P=0．0169)。见图3、图4。 

2．3 基因表达与细胞凋亡 裸鼠移植瘤标本免疫 

组化检测 BIRC5表达，采用 TUNEL染色定位细胞 

凋亡。AdEGFP—shBIRC5联 合 索拉 非 尼 组、单 用 

AdEGFP—shBIRC5组、单 用 索 拉 非 尼 组 癌 细 胞 

BIRC5阳性 表达 率 分 别 为 (18．61-4-3．42)％、 

(36．43±12．81)％和 (22．68-4-11．44)％ ，而 AdEG— 

FP-shCtrl组、空白对照组分别为(47．35 4-21．72)％ 

和(42．88 4-16．54)％。与此对应，AdEGFP—shBIRC5 

联合索拉非尼组、单用 AdEGFP．shBIRC5组、单用索 

拉非 尼 组 癌 细 胞 凋 亡 比 例 分 别 为 (38．94-4- 

6．20)％ 、(26．69 4-1．86)％ 和 (32．44±10．63)％ ， 

而 AdEGFP—shCtrl组、空白对照组癌细胞凋亡比例 

分别为(9．83±3．75)％和(12．22±3．84)％。AdE— 

GFP．shBIRC5联合索拉非尼组与单用索拉非尼组相 

比，肝癌细胞 BIRC5表达被抑制(P=0．0364)，细胞 

凋亡比例明显升高(P=0．0296)；AdEGFP—shBIRC5 

联合索拉非尼组与单用 AdEGFP．shBIRC5组相比， 

癌细胞 BIRC5表达和细胞凋亡比例均无差异，但两 

组 BIRC5表达均被抑制且细胞凋亡率均显著高于 

对照组(P分别为 0．0016和0．0028)。见图5。 

3 讨 论 

原发性肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，对化疗 

药物敏感性差，病程发展迅速，患者预后不良。索拉 

非尼作为第 1个在肝癌治疗中获得生存优势的分子 

靶向药物，为肝癌治疗提供了新的思路。索拉非尼 

是一种多激酶抑制剂，不但能够抑制多种受体酪氨 

酸激酶活性，包括血管内皮生长因子受体 2(VEG． 

FR一2)、血小板衍生生长因子受体(PDGFR)等，还能 

够抑制 RAS／RAF／MEK／ERK信号通路中受体丝氨 

酸和苏氨酸激酶的活性 。已有研究发现，索拉 

非尼能有效抑制小鼠肝癌切除术后肿瘤的原位复发 

和腹腔转移，并显著延长小鼠的生存时间。相比原 

发肿瘤，索拉非尼能更加有效地抑制复发肿瘤的生 

长。肝癌术后生长因子表达上调导致 ERK活性增 

加，进而提高了肝癌细胞对索拉非尼的敏感性。这 
一 研究结果为索拉非尼应用于早期肝癌的治疗 (尤 

其是早期肝癌术后治疗)提供了有力的实验依 

据 。索拉非尼单药在肝癌治疗 中的疗效 已不容 

置疑，但临床上依然需要将索拉非尼与不同治疗策 

略联合，探讨不同联合方案对肝癌的疗效，为肝癌的 

综合治疗提供扎实的理论依据，而现代肿瘤生物治 

疗模式是肿瘤全新的综合治疗不可缺少的一部分， 

有必要进行深入的探讨和研究。 

研究报道，BIRC5通过与 Caspase-9结合抑制细 

胞凋亡 。 。BIRC5在各种人体肿瘤组织中呈较高 

频率的表达，并且与肿瘤细胞的高增殖活性、高转移 

能力、对化疗的抵抗等特性密切相关 j，因而使 

其成为肿瘤治疗的良好靶点。采用 BIRC5的反义 

寡核苷酸或者BIRC5抑制剂导人癌细胞，可降低细 

胞 BIRC5的表达水平，抑制细胞增殖，诱导细胞凋 

亡_l 。有较多研究采用 BIRC5基因特异性小干扰 

RNA(siRNA)技术，干扰 目的基因的表达，抑制肿 

瘤细胞生长  ̈。 。RNA干扰技术主要利用双链 

RNA在细胞内经 Dicer酶的识别、结合、酶切，产生 

长度为2l～23 nt、具有活性的siRNA，这种 siRNA能 

够与目的基因mRNA特异性结合并使 mRNA降解， 

从而抑制目的基因的表达_】 。因此，BIRC5是理想 

的肿瘤生物治疗的靶点。 

为深入探讨 BIRC5基因靶向治疗与肝癌分子 

靶向药物协同作用的分子机制，本研究以 BIRC5基 

因shRNA联合索拉非尼，分析特异性沉默 BIRC5表 

达对索拉非尼诱导的细胞凋亡的促进作用，探索分 

子靶向治疗与基因治疗相结合的肿瘤治疗新模式。 

结果显示，表达 BIRC5．shRNA和 EGFP腺病毒感染 

的 Hep3B肝癌细胞在 MOI=20 pfu／细胞的感染强 

度时，感染效率可达50％以上。无论在体外细胞学 

实验，还是在体内裸鼠移植瘤实验中，本研究均发现 

BIRC5一shRNA能有效沉默癌细胞 BIRC5表达，并诱 

导癌细胞凋亡，从而抑制肿瘤细胞的生长。研究证 

实，BIRC5一shRNA联合索拉非尼治疗，可进一步提 

高肝癌细胞的凋亡比例，增强肿瘤治疗的效果，达到 

协同作用的目的。因此，针对 BIRC5的基 因治疗， 

安全可靠，且特异性强，能有效抑制BIRC5的表达， 

可以提高肿瘤细胞对分子靶向药物的敏感性，强化 

治疗效果 ，最大限度地发挥基因治疗和分子靶向治 

疗的双重优势。 
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