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Survivin及其异变体、P53和 MDM2在柔红霉素
诱导Jurkat细胞凋亡中的变化

侯燕1△ 　胡群2　熊昊3　刘坚1

　　[摘要]　目的:探讨Survivin及其异变体(Survivin-2B和Survivin-△Ex3)、P53和 MDM2在柔红霉素(DNR)
诱导白血病Jurkat细胞凋亡中的变化。方法:DNR 设0.1mg/L、1mg/L、10mg/L3个浓度,作用Jurkat细

胞12h、24h后,用 RT-PCR方法检测Survivin、Survivin-2B、Survivin-△Ex3、P53及 MDM2基因的 mRNA 表达

变化,用 Western-blot方法检测同样条件下 Survivin、P53及 MDM2蛋白表达的变化。结果:在 mRNA 水平,

DNR抑制Survivin、Survivin-△Ex3表达,促进Survivin-2B、P53表达,具有时间与浓度依赖性(P<0.05);DNR
抑制 MDM2表达表现出时间依赖性和不完全浓度依赖性(P<0.05)。在蛋白水平,DNR以时间和浓度依赖方

式抑制Survivin、MDM2表达,促进P53表达(P<0.05)。结论:DNR通过下调Survivin、Survivin-△Ex3、MDM2
表达,上调Survivin-2B、P53表达,从而诱导Jurkat细胞凋亡,且呈时间和浓度依赖性。通过干扰Survivin、Sur-
vivin-△Ex3及 MDM2的表达,有望提高白血病细胞对 DNR的敏感性,从而提高临床缓解率及预后。

[关键词]　Survivin及其异变体;MDM2;P53;Jurkat细胞;柔红霉素

　　[中图分类号]　R733.7　　[文献标志码]　A　　[文章编号]　1004-2806(2013)07-0482-04

ChangeofSurvivinanditssplicevariants,P53,MDM2inthe
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　　Abstract　Objective:ToinvestigatethechangeofSurvivinanditssplicevariants(Survivin-2BandSurvivin-
△Ex3),P53,MDM2intheapoptosisofJurkatcellinducedbyDaunorubicin(DNR).Method:Jurkatcellwastrea-
tedbyDNRwithdifferentconcentrations(0.1mg/L,1mg/L,10mg/L)for12hand24h.Survivin,Survivin-2B,

Survivin-△Ex3,P53andMDM2mRNAweremeasuredbyRT-PCR.TheexpressionofSurvivin,P53,MDM2pro-
teinsweredetectedbyWestern-blot.Result:ThemRNAexpressionsofSurvivinandSurvivin-△Ex3wereinhibited
byDNRintime-anddose-dependentmanners,butthemRNAexpressionsofSurvivin-2BandP53wereimproved
(P<0.05).ThemRNAexpressionofMDM2wasinhibitedbyDNRintime-dependentmannerandnotalldose-
dependentmanner(P<0.05).SurvivinandMDM2proteinsdecreasedbyDNRintime-anddose-dependentman-
ners,butP53proteinincreased(P<0.05).Conclusion:DNRinducestheapoptosisofJurkatcellnotonlythrough
inhibitingtheexpressionsofSurvivin,Survivin-△Ex3andMDM2butalsoimprovingtheexpressionsofSurvivin-
2BandP53intime-anddose-dependentmanners.LeukemiacellsmaybecomesusceptivetoDNRviadisturbing
theexpressionsofSurvivin,Survivin-△Ex3andMDM2,therebyimprovingclinicalremissionrateandprognosis.
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　　Survivin 是 1997 年 发 现 的 凋 亡 抑 制 蛋 白

(IAP)家族中的一个特殊成员,具有调控细胞增殖

和抑制细胞凋亡的双重生物学效应。它广泛表达

于胚胎组织及大部分的人类肿瘤细胞,而不表达于

正常已分化的组织。柔红霉素(DNR)是儿童急性

淋巴细胞白血病主要化疗药物之一,对其不敏感提
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示缓解率低及预后差。Survivin有3个异变体,
Survivin-2B、Survivin-3B 和 Survivin-△Ex3,它们

经常与Survivin同时表达于肿瘤细胞,提示这些异

变体可能参与了Survivin功能的调节,但其作用不

尽相同。对于Survivin及其异变体在儿童白血病

方面 的 报 道 较 少,且 Survivin 及 其 异 变 体 与

MDM2、P53之间的相互作用尚不清楚。本文通过

检测Survivin、Survivin-2B、Survivin-△Ex3、P53及

MDM2在DNR诱导白血病细胞凋亡中表达的变

化来阐明其相互关系,为进一步探讨 DNR耐药机

制及临床治疗和判断预后提供指导。
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1　材料与方法

1.1　主要试剂

DNR购于美国法玛西亚普强公司,引物扩增

由上海Invitrogen公司合成,RNA 提取试剂盒为

天根公司产品,M-MLV 逆转录试剂盒及 RT-PCR
试剂盒均为Invitrogen公司产品,BCA试剂盒为北

京碧云天公司产品,Survivin抗体购于美国 Milli-
pore公司,P53、MDM2抗体购于美国SantaCruz
Biotechnology公司。
1.2　细胞培养及实验分组

Jurkat细胞由武汉同济医院儿科血液实验室

提供,使 用 10%FBS RPMI1640 培 养 液,置 于

37℃、5%CO2 培养箱中培养。DNR经无菌0.9%
氯化钠稀释,设0.1mg/L、1mg/L、10mg/L3个

浓度,作用于Jurkat细胞12h、24h后行相关实

验。
1.3　RT-PCR 检 测 Survivin、Survivin-2B、Sur-
vivin-△Ex3、P53及 MDM2基因的表达

①总RNA制备:按天根公司提供的试剂盒上

建议的步骤操作,Unico-UV-2000型分光光度计测

定 RNA的浓度和纯度,同时进行甲醛变性琼脂糖

凝胶电泳确定RNA的完整性。②逆转录反应体系

及条件:20μl逆转录体系含有 RNA模板10μl,随
机引 物 (100 μmol/L)1 μl,dNTP(10 mmol/
L)1μl,5×RTBuffer4μl,0.1mol/LDTT2μl,
RNAsin(40U/μl)1μl,M-MLVRTase(200U/μl)
1μl。反应条件如下:25℃ 10min;37℃ 50min;
72℃15min,待反应完毕于-20℃保存备用。③
RT-PCR反应体系及条件:25μl的PCR反应体系

含有上下游引物(10μmol/L)各 1μl,cDNA 模

板2μl,2×RTSYBRGreenSuperMix12.5μl,反
应在 MXP3000实时定量 PCR扩增仪上进行。反

应条件如下:95℃,3min退火;95℃ 30s,62℃ 40
s,40个循环,4℃保存。各目的基因引物序列如下:
Survivin(206bp)的 上 游 为 5'-GCCTGGCAGC-
CCTTTCTC-3',下 游 为 5'-ATGTTCCTCTAT-
GGGGTCGTCA-3';Survivin-2B(108bp)的上游为

5'-GCCCAGTGTTTCTTCTGCTTC-3',下游为5'-
GCCTCCCAAAGTGCTGGTATT-3';Survivin-
△Ex3(206 bp)的 上 游 为 5'-GCCTGGCAGC-
CCTTTCTC-3',下 游 为 5'-TTCCTTTGCAT-
GGGGTCGT-3';P53(286bp)的上游为 5'-GCT-
GCTCAGATAGCGATGGTC-3',下游为5'-GCA-
CAAACACGCACCTCAAA-3';MDM2(296bp)的
上 游 为 5 '-ATTGGTTGGATCAGGAT-
TCAGTT-3',下 游 为 5'-TTCAGGAAGCCAAT-
TCTCACG-3';GAPDH(113bp)的上游为5'-CAT-
GAGAAGTATGACAACAGCCT-3',下 游 为 5'-
AGTCCTTCCACGATACCAAAGT-3'。④反应结

束计算机显示出样本的扩增曲线和 GAPDH 内参

的标准曲线,在扩增效率一致的情况下,根据标本

与内参的Ct值之差△Ct计算出扩增产物的相对量

2-△Ct。 △Ct = (Ct目的基因 - Ct内参基因 )实验组 -
(Ct目的基因 -Ct内参基因 )对照组 ,对照组均为0h未加药

组。⑤琼脂糖凝胶电泳:取 PCR 产物15μl加入

2%琼脂糖凝胶加样孔中,恒压110V,电泳40min
左右后,用 GDS-8000凝胶成像系统对扩增产物条

带进行扫描观察并数字化储存。
1.4　Western-blot检测蛋白表达

①细胞总蛋白样品制备,使用BCA试剂盒测定

各样品蛋白浓度,-20℃保存备用。②99℃煮沸5
min使蛋白变性,配制12%分离胶及5%积层胶,每
孔上样40μg进行垂直电泳约3h。以电压30V,4
C过夜转膜(约15h)。③进行一抗、二抗孵育,ECL
化学发光法经曝光、显影、定影后,显示蛋白条带。
经GDS-8000型凝胶成像系统灰度扫描,以目的条带

与β-actin条带灰度比值为目的条带的相对含量。
1.5　统计学处理

采用SPSS17.0统计软件进行数据处理。实验

数据以■x±s表示,两组间比较采用t检验;多组间比

较采用方差分析,方差齐时用F 检验,方差不齐时则

用秩和检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　DNR作用于Jurkat细胞后Survivin、Survivin-
2B、Survivin-△Ex3、P53及 MDM2基因 mRNA表达

的变化

DNR作用于Jurkat细胞12h、24h后,Survivin、
Survivin-2B、Survivin-△Ex3、P53 及 MDM2 基 因

mRNA表达的变化,见表1。
2.2　Western-blot检测Survivin、P53及 MDM2蛋白

表达

DNR作用于Jurkat细胞后,Survivin蛋白表达

呈现出明显的浓度与时间依赖性下调;而P53蛋白

表达呈现出明显的浓度与时间依赖性上调;MDM2
蛋白表达呈现出明显的时间依赖性,但作用12h无

浓度依赖性,作用24h呈现出浓度依赖性下调(图
1)。
3　讨论

Survivin是近年来发现的IAP家族新成员,1997
年由 Aatien等应用效应细胞蛋白酶受体1(EPR1)
cDNA在人类基因组库的杂交筛选中首先分离出来。
在恶性肿瘤患者,Survivin过度表达常伴随病情恶

化、耐药、疾病复发和存活率低,抑制Survivin表达可

以降低肿瘤生长潜能,并使肿瘤细胞对化疗药物敏

感性增加。随着对Survivin研究的深入,其异变体逐

渐被发现,现已发现有3个异变体,Survivin-2B、Sur-
vivin-3B和Survivin-△Ex3。Survivin-2B缺少N端

·384·



临床血液学杂志 第26卷

　　表1　DNR作用于Jurkat细胞12h、24h后,Survivin、Survivin-2B、Survivin-△Ex3、P53及 MDM2基因 mRNA表达

■x±s

组别　　　
12h

Survivin Survivin-2B Survivin-△Ex3 P53 MDM2
对照组 1.92±0.16 0.19±0.05 1.37±0.12 0.41±0.03 0.88±0.10
DNR组

　0.1mg/L 1.68±0.27 0.31±0.08 1.18±0.08 0.63±0.04 0.84±0.03
　1mg/L 1.10±0.24 1.61±0.34 1.02±0.13 1.18±0.08 0.70±0.07
　10mg/L 1.09±0.101) 5.29±0.941) 0.89±0.101) 1.59±0.071) 0.65±0.07

组别　　　
24h

Survivin Survivin-2B Survivin-△Ex3 P53 MDM2
对照组 1.92±0.16 0.19±0.05 1.37±0.12 0.41±0.03 0.88±0.10
DNR组

　0.1mg/L 0.67±0.063) 5.44±1.113) 0.48±0.083) 2.22±0.223) 0.79±0.09
　1mg/L 0.58±0.102)3) 6.05±1.042)3) 0.45±0.053) 5.46±1.312)3) 0.40±0.062)3)

　10mg/L 0.38±0.031)3) 7.82±1.372) 0.51±0.022)3) 5.97±0.191)3) 0.23±0.021)3)

　　与本组内1mg/L比较,1)P<0.05;与本组内0.1mg/L比较,2)P<0.05;与本组内12h比较,3)P<0.05。

图1　Western-blot检测Survivin、P53及 MDM2蛋白表达

杆状病毒IAP重复序列(BIR)结构,使其在抗凋亡

中的作用明显下降,有可能是Survivin的天然拮抗

因子。Survivin-3B仅含有一段单一的BIR,但它没

有羧基末端螺旋结构,因此不具有Survivin的 G2/
M 期特异性表达的特点,其确切功能目前尚不清

楚。Survivin-△Ex3缺乏外显子3,发生移码突变,
产生一个 BH2区域,并使其具有一个独特的特

点———产生线粒体定位信号,线粒体定位信号和

BH2区域的产生可能与Bcl-2有关,保护细胞免受

凋亡,与 Survivin功能相似。这些异变体经常与

Survivin同时表达于肿瘤细胞,提示这些异变体可

能参与了 Survivin功能的调节。目前发现,Sur-
vivin及其异变体在乳腺癌、肾癌、肝癌、胃癌、软组

织肉瘤、脑肿瘤和白血病中均有表达,且均以Sur-
vivin为主。P53是与肿瘤发生发展密切相关的凋

亡相关基因,主要促进细胞凋亡和 DNA 修复而产

生抑制细胞分化和增殖的作用。P53 基因诱导

MDM2表达,而 MDM2通过介导P53降解和抑制

其转录水平而抑制其活性,从而使二者间形成负反

馈调节。P53和 Survivin在功能上也存在类似于

MDM2的联系,P53可以结合到Survivin启动子上

抑制其表达〔1〕。我们曾报道Survivin异变体在白

血病患儿中的表达及其与化疗缓解率的关系,并在

细胞水平探讨Survivin在DNR诱导白血病细胞中

的作用〔2-3〕,但其异变体与 P53及 MDM2的作用

尚不清楚,本文对此做深入探讨。
我们检测到 DNR 作用于Jurkat细胞后,在

mRNA 水 平,抗 凋 亡 基 因 Survivin、Survivin-
△Ex3、MDM2表达下调,促凋亡基因Survivin-2B、
P53表达上调,说明Jurkat细胞发生凋亡改变。我

们既 往 观 察 到 DNR 通 过 下 调 Survivin,诱 导

Caspase-9,3表达诱导白血病细胞凋亡,此次研究

从Survivin及其异变体方面再次证实DNR诱导白

血病细胞凋亡是通过Survivin发挥作用,Survivin-
△Ex3抗凋亡,Survivin-2B促凋亡。在乳腺癌细胞

中通过Survivin及其异变体的反义核苷酸抑制其

功能,观察到阻断Survivin及Survivin-△Ex3能抑

制乳腺癌细胞生长,阻断Survivin-2B促进细胞生

长〔4〕,从反面说明了Survivin、Survivin-△Ex3抗凋

亡作用,Survivin-2B促凋亡作用。甲状腺乳突状癌

中Survivin及Survivin-△Ex3高表达可作为肿瘤

生物学标志〔5〕,说明其在促进肿瘤发生中发挥重要

作用,从侧面说明了其抗凋亡作用。结肠直肠癌中

Survivin-2B低表达与肿瘤进展有关,P53高表达伴

随着Survivin低表达,与Survivin-2B表达一致,说
明Survivin-2B具有抑制Survivin功能〔6〕。Mario-
ni等〔7〕观察到在喉癌中Survivin的高表达与高复

发、无瘤生存期短有关,与我们在白血病患儿中观

察到的Survivin的不同定位与对化疗敏感性、预后

均有关一致。在蛋白水平Survivin、MDM2表达下

调,P53表达上调,与mRNA水平一致,说明Sur-
(下转第487页)
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患者的预后存在相关性,并可以根据免疫表型情况

进行预后判断并指导治疗。多数文献报道 CD34
为 AML患者预后不良的因素之一〔5-6〕,但也有研

究认为CD34的表达与预后无关。本研究结果表

明,CD34表达与 AML 患者的 CR 率无明显相关

(P=0.709)。造成研究结果不一致的原因可能是

单一抗原表达情况尚不能得到可靠一致的预后意

义,抗原结合或建立预后评分系统或许更能准确的

对 AL进行预后判断。目前已有关于这方面的文

献报 道,有 研 究 认 为 CD34/CD11b、CD34/HLA-
DR共表达的AML患者与难治性AML相关,预后

较非共表达组差〔7〕。
综上,CD117和 CD34检测对于 AML的诊断

及鉴别诊断有重要意义。有关CD34抗原对 AML
患者预后的影响,由于本组患者例数较少,尚需更

大样本观察才能有更准确的结果。
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vivin、MDM2发挥抗凋亡作用,P53发挥促凋亡作

用。
综上所述,Survivin不同异变体的具体生物作

用和调控凋亡机制不同,其与P53、MDM2的相互

作用亦不同,通过反义核苷酸可阻断其相应功能。
通过研究Survivin不同异变体相应的临床抑制药

物,将为白血病治疗提供一个新的途径。
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