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Survivin 基因在胚胎性横纹肌肉瘤RD细胞中的作用
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(深圳市儿童医院 1. 病理科；2. 血液肿瘤科，广东 深圳 518038)

[摘　要]	 目的：探讨sur vivin基因在儿童胚胎性横纹肌肉瘤(embryonal rhabdomyosarcoma，ERMS)中的生物

学作用。方法：采用sur viv in免疫组织化学检测ERMS肿瘤组织和正常骨骼肌组织的表达情况，小

干扰RNA(siRNA)介导的sur vivin抑制对ERMS RD细胞凋亡的影响，原位末端标记法(TUNEL)检测

RD细胞凋亡率，Western印迹法检测RD细胞caspase-3和caspase-9蛋白表达水平。结果：Sur vivin在

ERMS中高表达而在正常骨骼肌组织中不表达，特异性siRNA干扰sur vivin表达导致RD细胞凋亡显

著增加，sur v iv in表达的下调导致更高的凋亡率，sur v iv in表达的下调增加了caspase-3的活性，对

caspase-9的活性无影响。结论：Survivin过表达可能通过抑制细胞凋亡而与ERMS发病机制有关。
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Role of survivin gene in RD cells of embryonic 
rhabdomyosarcoma
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Abstract Objective: To investigate the biological roles of survivin in pediatric embryonal rhabdomyosarcoma (ERMS). 

Methods: Immunohistochemical stain with survivin-specific antibody were performed on primary ERMS 

tumor tissue and on normal skeletal muscle tissue. Subsequently, we explored the effect of small interfering RNA 

(siRNA)-mediated inhibition of survivin on the apoptosis potential in representative RD cell line. TUNEL 

method was used to detect the apoptosis of RD cell. The expression levels of caspase-3 and caspase-9 protein were 

measured by Western blot. Results: Survivin was highly expressed in ERMS primary tumor but not in normal 

skeletal muscle tissue. Disruption of survivin expression by survivin-specific siRNA resulted in a significant 

increase of apoptosis in human RD cell. Higher apoptotic rate was caused by the down-regulation of survivin 

expression. In addition, knockdown of survivin expression promoted the activation of caspase-3 but not caspase-9. 
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横纹肌肉瘤(r hab d o myo sarco ma，R M S)是儿

童最常见的软组织肉瘤，占所有儿童恶性肿瘤的

4%~8%，约占所有软组织肉瘤的一半[1]。形态学上

儿童RMS发生主要为胚胎性横纹肌肉瘤(embryonal 
rhabdomyosarcoma，ER MS)和腺泡状横纹肌肉瘤

(alveolar rhabdomyosarcoma，ARMS)两种组织学类

型 [2]。ERMS是RMS最常见的亚型，主要累及儿童

的头颈部和泌尿生殖系统区域，通常预后较好；

ARMS最常见于青少年和年轻人的四肢和躯干，通

常预后更差，这些独特的病理形态和临床特征被

认为是不同的遗传学改变所致。

约7 0 %的A R M S肿瘤具有 t ( 2 ; 1 3 ) (q 3 5 ; q 1 4 )或

t(1;13)(p36;q14)的相互易位，导致由PAX3或PAX7
的DNA结合域与FOXO1转录域融合的嵌合转录因

子表达 [ 3 - 4 ]，产生的融合蛋白将激活 PA X 3 / PA X 7
靶基因的转录，从而导致癌症发展 [5-7]。不同的是

ER MS11p15位点常表现出杂合性缺失(LOH) [8]，

其他如DICER1突变 [9]、miR-1和miR-133a水平的

降低 [10]和N-ras和K-ras癌基因的点突变也被发现与

ERMS肿瘤发生有关 [11-12]。尽管大量的遗传学改变

已经被研究证实，但ERMS与其他重要细胞事件例

如程序性细胞死亡的关系仍不明确，需要进一步

研究。

1  对象与方法

1.1  对象

收集2010年1月至2018年6月深圳市儿童医院

1 3 例 E R M S 患儿肿瘤组织，手术治疗前未进行放

疗或者化疗，采集前均通过深圳市儿童医院医学

伦理委员会批准及患儿家长知情同意，标本均经

过2名病理副主任医师确诊为ER MS，正常骨骼肌

标本来源于儿童先天性肌性斜颈的瘤旁骨骼肌。其

中男7例，女6例，年龄3个月~5岁(2岁±4个月)，均

定期随访。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

用 含 1 0 % 胎 牛 血 清 ( 美 国 I n v i t r o g e n 公 司 ) 和 
100 U/mL青霉素+100 μg/mL链霉素的McCoy5A培

养基(美国Sigma公司)在37 ℃，5%CO2条件下培养

人ERMS RD细胞(美国ATCC细胞库)。

1.2.2  Survivin 干扰序列的设计

Su r v i v i n基因 I D和m R N A全长序列号从N CB I
获取(NM_001168.1)，利用W hitehouse软件进行

预 测 分 析 由 2 1 个 核 苷 酸 组 成 的 干 扰 序 列 ， 并 利

用Sidirect在线设计软件，将mR NA序列全长输入

待 预 测 序 列 框 ， 选 择 设 计 方 针 为 雷 诺 方 程 ， G C
含量控制在30%~50%，获得预测结果，最后利用

Rational SiRNA Design软件验证设计的序列。Blast
对各个预测的核苷酸序列进行比对，设计得到3条

21个核苷酸的sur v iv in的干扰序列。同时合成一条

与人类基因无同源性的阴性对照序列(neg)。3条干

扰survivin的siRNA序列分别是siRNA1(1 281~1 301)： 
5 ′ - A A A G C C AT TCTA A GTC AT TG G - 3 ′ ； s i R N A 2 
(164~184)：5′-AAGGACCACCGCATCTCTACA-3′；siRNA3 
(305~325)：5′-AAGCATTCGTCCGGTTGCGCT-3′。
1.2.3  RD 细胞瞬时转染

采用L ipofectamineTM 2000脂质体法将s iR NA
转染到R D细胞中，转染前将R D细胞接种于2 4孔

板中，生长至40%~50%的密度，用无血清的opti-
M E M ( 美国 Inv i t r o g e n 公司 ) 替换培养基。在室温

下将200 μL opti-MEM稀释的siRNA与200 μL opti-
MEM稀释的1 μL 2000 TM脂质体混合20 min，然后

将合成的混合物加入到24孔板中，在37 ℃培养4 h
后加入FBS培养基，将细胞培养24~48 h以作进一

步的分析。阴性对照组转染无关序列neg，实验组

分别转染设计的siRNA1，siRNA2，siRNA3，每组

设3个复孔。

1.2.4  Western 印迹法

总 蛋 白 含 量 用 B C A 蛋 白 测 定 试 剂 盒 定 量 ，

提取s i R N A转染的R D细胞蛋白，用含有SDS的1 ×

样品缓冲液变性，在1 5 %  S D S聚丙烯酰胺凝胶上

分 离 总 细 胞 裂 解 物 并 转 移 至 硝 酸 纤 维 膜 上 。 在

室温下用5%脱脂牛奶封闭1 h后，加入sur v iv in，
α - t u b u b l i n，c a s pa s e - 3和c a s pa s e - 9一抗(美国Ce l l 
Signaling Technolog y公司)，4 ℃膜上孵育过夜，

用TBST充分洗涤后，在室温下用辣根过氧化物酶

连接的二抗在膜上孵育45 min。采用增强化学发光

Western印迹检测试剂盒(瑞典Amersham生物科技

公司)检测化学发光，使用Image Quant TL软件通

过灰度分析法对结果进行定量。

Conclusion: Over-expression of survivin might be relevant to ERMS pathogenesis through inhibiting cell 

apoptosis in a caspase-dependent manner. 
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1.2.5  TUNEL 试验

在 2 4 孔 板 中 将 两 份 R D 细 胞 接 种 在 无 菌 、 酸

处理的1 2  m m盖玻片上，R D 细胞用 s u r v i v i n特异

性 s i R N A转染，转染3 6  h后用P B S 冲洗R D细胞，

然后室温下用新制备的4 %多聚甲醛在P B S中固定

3 0  m i n 。 洗 涤 后 用 0 . 3 % H 2 O 2在 甲 醇 中 处 理 盖 玻

片上的细胞3 0  m i n，用0 . 1 % Tr i t o n  X- 1 0 0 在 0 . 1 %
柠 檬 酸 钠 溶 液 中 渗 透 2  m i n ， 然 后 将 这 些 细 胞 与

含 末 端 脱 氧 核 苷 酸 转 移 酶 ( Td T ) 和 荧 光 素 偶 联

dU T P的5 0  μ L  T U N E L反应混合物在3 7  ℃下孵育

6 0  m i n。用A x i o v i s i o n  3 . 0软件在A x i o v e r t  2 0 0倒

置显微镜(德国卡尔蔡司公司)观察荧光。

1.2.6  免疫组织化学方法

脱蜡样品用3%H 2O 2在甲醇中处理10 min以阻

断内源过氧化氢酶活性，然后用兔抗人sur v iv in多

克 隆 抗 体 ( 福 州 迈 新 生 物 科 技 公 司 ) 在 4 ℃ 孵 育 过

夜。用 P B S 漂洗 3 次后，在室温下按 M a xVi s i o nT M 
2 / H R P检测试剂盒(福州迈新生物科技公司)二抗

孵育1 5  m i n，孵育后用新鲜制备的DA B溶液处理

样品，最后用苏木精染色、透明、密封，对标本

进行光学显微镜观察。

1.3  统计学处理

利用SPSS 20.0软件进行数据分析，以均数±标

准差(x±s)表示实验数据，用t检验比较survivin在肿

瘤组和对照组织中的表达水平，P<0.05为差异有统

计学意义。

2  结果

2.1  HE 形态观察及 FISH 检测

E R M S 主要由原始小圆形细胞和不同分化的

横纹肌母细胞以不同比例组成，瘤细胞分布疏密

不均，富于细胞密集区与瘤细胞稀少疏松的黏液

样区相交替存在。依不同分化的横纹肌母细胞的

比例及成熟程度分为 3 个级别 ( 图 1 ) ：低分化 ( I I I
级 ) 瘤 细 胞 圆 形 、 卵 圆 形 及 短 梭 形 ， 胞 质 少 ， 缺

乏肌源性特征；中分化 ( I I 级 ) 瘤细胞大圆形及梭

形，胞质嗜酸，少见带状细胞和球拍细胞，偶见

横 纹 和 瘤 巨 细 胞 ； 高 分 化 ( I 级 ) 瘤 细 胞 分 化 较 成

熟，瘤细胞长梭形及带状，胞质丰富嗜酸，可显

横纹。

2.2  Survivin 蛋白在 ERMS 肿瘤中的表达

Sur v iv in在组织胚胎发育过程中表达，但在大

多数终末分化的成熟组织中缺乏表达。用兔抗人

survivin多克隆抗体对ERMS组织进行了免疫组织化

学染色，结果显示：survivin蛋白在ERMS肿瘤组织

细胞核和细胞质显著染色(图2A，2B)，在正常骨

骼肌细胞未见survivin染色(图2C，2D)。

图1 ERMS HE染色及ARMS FISH检测

Figure 1 HE staining of embryonal rhabdomyosarcoma and FISH detection of alveolar rhabdomyosarcoma

(A)高分化胚胎性横纹肌肉瘤(×200)；(B)低分化胚胎性横纹肌肉瘤(×200)；(C)ARMS FKHR基因FISH检测存在异常扩

增及分离。

(A) High differentiation of embryonic rhabdomyosarcoma (×200); (B) Poor differentiation of embryonic rhabdomyosarcoma (×200); 

(C) Abnormal amplification and isolation of FKHR gene in alveolar rhabdomyosarcoma detected by FISH.

A CB
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2.3  Survivin特异性 siRNA对RD细胞 survivin蛋白 
表达的影响

为抑制sur v iv in蛋白的表达，本研究合成了靶

向人sur vivin mRNA外显子1区的21聚体siRNA，并

转染到E R M S细胞系R D细胞中。同时用人m R N A
无明显同源性的干扰siRNA控制RNA干扰反应的特

异性。试验结果表明：用100 nm siRNA处理RD细

胞产生了sur v iv in蛋白的最佳抑制效果。Sur v iv in 
s i R N A 的 处 理 呈 s u r v i v i n 积 累 的 时 间 依 赖 性 抑 制 
(图3A)。24 h后超过一半的sur v iv in蛋白被抑制，

给药48 h后只有(22±4)%被保留(图3B)；值得注意

的是这种抑制是特异性的，因为RNA干扰(RNAi)
寡 核 苷 酸 不 改 变 其 他 蛋 白 如 微 管 蛋 白 的 表 达 水

平，因此本研究选择48 h作为siRNA给药时间。

2.4  TUNEL 试验检测 RD 细胞凋亡率

采用TUNEL试验分析surviving-siRNA转染细胞

和阴性对照组细胞中的凋亡指数，结果显示：与阴

性对照组相比，sur v iv in表达的下调导致更高的凋

亡率(图4A)。转染survivin siRNA的细胞组凋亡率为

(48±8)%，转染阴性序列siRNA的细胞组凋亡率为

(1.6±0.2)%(P<0.01，图3B)，观察结果与survivin作

为抗凋亡蛋白相一致。

图2 Survivin在ERMS肿瘤和非癌性骨骼肌组织中的免疫组织化学染色

Figure 2 Immunohistochemical staining of survivin in ERMS tumor and non-cancerous skeletal muscle tissue 

Survivin在ERMS组织中高表达，在正常骨骼肌组织中缺乏表达。(A，B)ERMS肿瘤IHC染色(A：×200，B：×400)；(C，

D)正常骨骼肌组织IHC染色(C：×200，D：×400)。

Survivin was expressed at high levels in ERMS tissue but lacks expression in normal skeletal muscle tissue. (A, B) IHC of ERMS tumor (A: 

×200，B: ×400); (C, D) IHC of normal skeletal muscle (A: ×200，B: ×400).

图3 siRNA抑制survivin蛋白的表达

Figure 3 Sur v iv in siR N A suppressed sur v iv in protein 
accumulation
(A)用survivin特异性siRNA及阴性对照序列分别转染RD细
胞。蛋白质印迹分析验证survivin蛋白的抑制作用，微管蛋
白作为内对照)；(B)siRNA处理后survivin蛋白水平的定量，
数据代表三个独立的试验。*P<0.05，**P<0.01。
(A) Aliquots of RD cells were transfected with survivin-specific 
siRNA and scramble control. The suppression of survivin protein was 
analysed by Western blotting, and tubulin was used as loading controls. 
(B) Quantitation of the survivin protein level after siRNA treatment. 
Data were representative of three independent experiments. *P<0.05, 
**P<0.01.
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图4 RD细胞中survivin表达的抑制增加细胞凋亡

Figure 4 Suppression of survivin expression increased cell apoptosis in RD cell

(A)用survivin siRNA和对照组寡核苷酸转染RD细胞48 h，然后进行TUNEL试验和荧光素成像分析(×100)。数据代表3个独

立的试验。(B)分别检测阴性对照siRNA和survivin-siRNA处理RD细胞的凋亡率。**P<0.01。

(A) RD cell were transfected with survivin siRNA and control oligonucleotide for 48 h by TUNEL assay and the fluorescein imaging (×100). 

Data were representative of three independent experiments; (B) quantification of apoptotic cells in RD cells with scramble siRNA and 

survivin-specific siRNA treatment. **P<0.01.
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2.5  Western 印 迹 法 检 测 RD 细 胞 caspase-3 和

caspase-9 蛋白的表达

We s te r n印迹结果显示：抑制 s u r v i v i n表达减

少了非活性c a s pa se - 3前体的数量，相应地增加活

性caspase-3的p17片段的数量，表明天然酶原转化

为活性状态(图5A)；相反，sur v iv in的断裂对全长

pro-caspase-9和caspase-9裂解片段的蛋白水平没有

影响(图5B)。
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图5 Western印迹检测survivin抑制后裂解产物

Figure 5 Cleavage products by following survivin suppression was detected by Western blot

(A)Procaspase-3/procaspase-3的裂解产物；(B)procaspase-9/procaspase-9的裂解产物。

(A) Procaspase-3/procaspase-3 cleavage product; (B) procaspase-9/procaspase-9 cleavage product.
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3  讨论

R M S是儿童最常见的恶性软组织肉瘤之一，

具有多种组织学亚型并与临床治疗和预后相关，

多 个 染 色 体 畸 变 和 遗 传 变 异 已 被 证 实 与 R M S 的

发展和进展有关 [ 1 3 - 1 4 ]。本研究证实了抗凋亡蛋白

survivin在原发性ERMS组织中的异常表达，并提示

sur v iv in过度表达引起的细胞凋亡失调可能与RMS
发生发展相关。

Survivin是凋亡抑制蛋白(IAP)家族一种保守的

成员，具有单个杆状病毒I A P重复(BI R)结构域和

延伸的羧基端α -螺旋，但无环指序列 [ 1 5 ]，定位于

多个亚细胞器并以细胞周期依赖的方式调节。有

丝分裂过程中sur vivin与Aurora-B激酶[16]、Borealin
蛋白和内着丝粒蛋白INCENP形成复合物进行细胞

分裂，参与从染色体微管相互作用到姐妹染色单

体内聚再到胞质分裂整个过程 [17-18]。Sur v iv in能拮

抗外源性和内源性的凋亡途径启动细胞凋亡 [19]，

在大多数肿瘤和转化细胞系中显著表达，但在分

化的成熟组织中很少表达 [ 2 0 - 2 1 ]。研究 [ 2 2 - 2 3 ]表明：

sur v iv in表达增加是癌症进展或预后不良的危险因

素。目前sur v iv in被认为是一种很有前途的生物标

志物，也是癌症治疗的一个有吸引力的目标[24-25]。

Sur v iv in参与许多细胞功能，包括细胞分裂、

凋 亡 、 细 胞 应 激 反 应 和 基 因 组 完 整 性 检 查 [ 2 6 ]。

Survivin在胚胎发育和人类肿瘤(如肺癌、结肠癌、

胰腺癌、乳腺癌和高级别非霍奇金淋巴瘤等)中均

有显著表达 [27]；在一些正常的成熟组织中也表达

和调节，如原始造血细胞、T淋巴细胞、多形核中

性粒细胞和血管内皮细胞，但成熟组织中的表达

水平显著低于转化细胞 [28]。本研究证明了sur v iv in
在ERMS组织中表达，而未在正常骨骼肌组织中表

达，研究 [29-30]表明sur v iv in在许多儿童肿瘤如神经

母细胞瘤、Wilms肿瘤和一些儿童中枢神经系统恶

性肿瘤过表达，本研究结果支持上述结论。

程序性细胞死亡由半胱氨酸蛋白酶(caspase)的

执行，凋亡刺激一系列前半胱氨酸蛋白酶被依次

激活，而激活的半胱氨酸蛋白酶会切割许多下游

底物，最终导致凋亡细胞死亡 [31]。在哺乳动物细

胞中，凋亡信号通路受Bcl-2家族和I APs蛋白家族

的调控 [ 3 2 - 3 3 ]。本研究采用免疫组织化学染色法观

察sur v iv in在儿童ER MS肿瘤组织中的异常表达，

探讨sur vivin在ERMS RD细胞中的生物学作用，结

果显示：sur vivin特异性siRNA对RD细胞sur vivin蛋

白在48 h达到最佳抑制效果；TUNEL分析survivin-
siRNA转染细胞导致更高的凋亡率(P<0.05)，说明

s u r v i v i n在E R M S  R D细胞中具有抗凋亡作用，并

提示ER MS肿瘤的发生与sur v iv in的过表达及其抑

制细胞凋亡有关；Western印迹法分析caspase-3和

caspase-9的裂解模式，sur v iv in可直接抑制凋亡终

末效应酶caspase-3的活性来阻断各种刺激诱导的细

胞凋亡过程，或者与周期蛋白激酶CDK4，CDK2
相互作用阻断凋亡信号转导通路。本研究结果基

本证实 s u r v i v i n 基因的凋亡途径， c a s p a s e - 9 活化

的微小差异可能归因于不同的R MS细胞系进行研

究，以上结果均证明sur v iv in过度表达引起的细胞

凋亡失调可能是导致ERMS发病的主要原因。

综 上 所 述 ， s u r v i v i n 在 原 发 性 E R M S 肿 瘤 中

过度表达，敲除人R D细胞中s u r v i v i n的表达增加

caspase-3依赖性细胞凋亡。因此，sur v iv in靶向治

疗有望成为ERMS干预的有效策略。
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