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  [摘要] 目的 观察携带人尾型同源盒转录因子 2(Cdx2)基因沉默的重组慢病毒颗粒(Cdx2-RNai-LV)
对人胃癌耐顺铂细胞 SGC-7901/DDP裸鼠皮下移植瘤中 Survivin和C-myc表达的影响O 方法 建立人胃癌耐
顺铂细胞 SGC-7901/DDP裸鼠皮下移植瘤模型 36 只裸鼠随机分成 3 组(n :12):PBS 组\LV-RNai组\Cdx2-
RNai-LV组;各组瘤体内分别注射磷酸盐缓冲液\慢病毒颗粒(0.5 X108 TU/mi)\含 Cdx2 基因重组慢病毒颗
粒(0.5 X108 TU/mi)相应药物 100 !i 1 次/3 d 共 6 次;同时所有裸鼠腹腔注射药物顺铂(25 mg/kg) 隔天 1
次 共 10 次;注射Cdx2-RNai-LV病毒颗粒第 20 天后脱颈椎法处死裸鼠 完整切取肿瘤组织 并应用 PT-PCR
和Western biot技术检测移植瘤中 Survivin 和 C-myc基因的表达O 结果 Cdx2-RNai-LV组\LV-RNai组和
PBS组的细胞均有 Survivin\C-myc的mRNa和蛋白的表达 但各组细胞对应的 Survivin\C-myc的 mRNa和蛋
白的表达水平有差别;Cdx2-RNai-LV组 Survivin\C-myc的mRNa和蛋白的表达量较 PBS 组和 LV-RNai组明
显下调(P<0.05) 而PBS组和LV-RNai组比较差异无统计学意义(P>0.05)O 结论 Cdx2 基因沉默重组
慢病毒颗粒瘤内注射下调人胃癌耐顺铂细胞裸鼠移植瘤 Survivin 和 C-myc表达 可能是 Cdx2 基因沉默逆转
肿瘤的耐药性机制之一O
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EffectsofRNai-mediatedcdx2 genesilencing ontheexpressionofsurvivinandc-mycinnudemicemodel
ofhumangastriccancer WEIW i-yuan KONGFan-biao WANGxiao-tong  tal.D partm ntofGastroint stinal
and Gland Surg ry th FirstAffiliat d HospitalofGuangxiM dicaluniu rsity Nanning 530021 China
  [abstract] Objective ToinvestigatetheeffectofCdx2 genesiiencingofrecombinantientivirusparticies
(Cdx2-RNai-LV) on expression ofSurvivin and C-mycin human gastriccancerSGC-7901/DDPresistantceiis
transpianted subcutaneousiyin nudemice.Methods Thesubcutaneoustranspiantated tumormodeisin nudemice
wereestabiished with ceiiiineSGC-7901/DDPofhuman gastriccancer.The36 ofmodeimicewererandomiydivided
into3 groups(n:12): PBS group LV-RNaigroup Cdx2-RNai-LVgroup each group oftumorswererespectiveiy
injected with phosphatebuffer theientivirusparticies(0.5 X108 TU/mi) containingCdx2 generecombinantientivi-
raiparticies(0.5 X108 TU/mi) thecorrespondingvoiumeofdrugswhich wereaiieguivaient100 !i onceevery
threedaysforsixtimes.and aiimicewereintraperitoneaiiyinjected with thedrugcispiatin (25 mg/kg) onceevery
twodaysforten times.after20 days aiimiceweresacrificed and subcutaneoustumorsweretaken out.Survivin and
C-mycmRNaand protein weredetected bysemi-guantitativereversetranscription poiymerasechain reaction (RT-
PCR)and Western biot.Results amonggroupsofCdx2-RNai-LV LV-RNaiand PBS themRNaand protein of
Survivin and C-mycwereaiiexpressed in ceiis butthecorrespondingexpression ieveisofmRNaand protein in each
group ceiiswerenotaiithesame.Compared with LV-RNaigroup and PBS group Survivin and C-mycmRNaand
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protein weredownreguiated in Cdx2-RNAi-LVgroup("<0.05).However,nosignificantdifferencewasfound be-
tween LV-RNAigroup and PBS group(">0.05).Conclusion TheCdx2 GeneSiiencingofrecombinantientivirus
particiesintratumoraiiyinjected couid significantiydownreguiatetheexpression ofSurvivin and C-mycin gastriccarci-
nomatranspianted tumorcarried bynudemice, and thedown-reguiation ofSurvivin and C-mycexpression perhapsis
oneoftheCdx2 genesiiencingreversaioftumorresistancemechanisms.
   Key words] Gastriccancer; Lentivirus; Cdx2; Survivin; C-myc

  胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤,化学药物治
疗是其主要的治疗方法之一 然而,对化疗产生耐
药是胃癌化疗失败的主要原因 近年来研究发现,
肿瘤细胞多药耐药性除与某些耐药基因密切相关

外,还与凋亡调控基因如 Survivin 和 C-myc的异常
引起药物耐受性增加有关 1,2]  Takakura等 3]研究

发现,特异性核转录因子尾型同源基因 2(Cdx2)沉
默可促进结肠癌细胞凋亡,逆转肿瘤多药耐药的耐
药性,但Cdx2 沉默在肿瘤多药耐药中的作用机制尚
不明确 因此,本实验通过RNA干扰慢病毒颗粒介
导 Cdx2 基因沉默转染人胃癌耐顺铂细胞 SGC-
7901/DDP裸鼠皮下移植瘤,观察 Cdx2 沉默后对
Survivin和C-myc基因表达的影响,探索 Cdx2 基因
沉默在胃癌多药耐药中的作用机制 
1 材料与方法
1.1 材料 含Cdx2 基因沉默的重组慢病毒颗粒由
上海Genechem公司构建 兔抗人一抗 HA抗体购
自美国 SantaCruz公司,羊抗兔二抗 IgG抗体购自
美国Pierce公司 人胃癌耐顺铂细胞株 SGC-7901/
DDP购自中国科学院细胞库(上海) Trizoi试剂由
美国Invitrogen公司提供,逆转录试剂盒购自中国上
海生工生物公司 40 只 4 ~5 周龄雌性 BALB/c裸
鼠,体重 16 ~20 g,SPF级,购自北京维通利华公司
 动物许可证编号:scxk(京)2007-0010],在广西医
科大学动物实验中心 SPF级实验室饲养 细胞培
养基RPMI1640 及胎牛血清购自美国Gibco公司 
1.2 细胞培养 人胃癌耐顺铂细胞 SGC-7901/
DDP,用含 10%(体积分数)胎牛血清培养液并在培
养液中加入终浓度为 5 !moi/L的DDP以维持细胞
的耐药性,在 37 C~5%(体积分数)的 CO2 孵箱内
培养,以 0.25%(质量分数)胰酶和 0.02%(质量分
数)的EDTA的混合液消化传代 
1.3 人胃癌耐顺铂细胞制备 SGC-7901/DDP裸
鼠皮下移植瘤模型的建立分组及体内转染体外培养

人胃癌耐顺铂细胞 SGC-7901/DDP,用无血清的培
养基制备浓度为 5 X106 个/mi的单细胞悬液;取
4 ~5周龄的裸鼠 40 只,选取所有裸鼠左前肢腋窝作

为种植部位,缓慢进针至皮下推注人胃癌耐顺铂细
胞 SGC-7901/DDP悬液 0.2 mi(1 X106 个细胞)/只,
正常喂养 40 只裸鼠中移植成瘤 36 只,待所有皮
下瘤生长至最大直径!5 mm时,随机分为 3 组:PBS
组~LV-RNAi组和Cdx2-RNAi-LV组,每组 12只,继续
饲养 待所有裸鼠皮下瘤生长至最大直径!10 mm
时,各组瘤体内分别注射磷酸盐缓冲液~病毒颗粒
(0.5 X108TU/mi)~含 Cdx2 基因病毒颗粒(0.5 X
108 TU/mi)相应药物 100 !i,1 次/3 d,共 6 次;同时
所有裸鼠腹腔注射药物顺铂(25 mg/kg),隔天 1 次,
共 10 次 注射 Cdx2-RNAi-LV病毒颗粒第 20 天后
脱颈椎法处死裸鼠,完整切取肿瘤组织 
1.4 人胃癌耐顺铂细胞 SGC-7901/DDP裸鼠皮下
移植中 Survivin 和 C-mycmRNA表达的 RT-PCR检
测 用Trizoi法提取移植瘤组织总 RNA,按逆转录
试剂盒说明逆转录获取 cDNA,PCR仪扩增 Sur-
vivin 上游引物:5'-AAATGCACTCCAGCCTCTGT-3',
下游引物:5'-TGTCGAGGAAGCTTTCAGGT-3',长度
为 311 bp;C-myc上游引物:5'-TTCTCTCCGTCCTCG-
GATTC-3',下游引物:5'-GTAGTTGTGCTGATGTGT-
GG-3',长度为 282 bp;内参 DAPDH上游引物:5'-
ACCACAGTCCATGCCATCAC-3',下游引物:5'-TCA-
CCACCCTGTTGCTGTA-3',长度为 450 bp 反应条
件:94 C预变性 4 min;30 个循环,94 C 30 s,58 C
30 s,72 C 30 s;72 C延伸 5 min 取 3 !iPCR产物
经 2%非变性琼脂糖凝胶电泳检测,凝胶成像获取
图片经@uantityOne软件分析,对 Survivin 和 C-myc
基因与其内参灰度值的比值进行半定量比较,然后
在组间相互比较 
1.5 人胃癌耐顺铂细胞的Western biot检测 SGC-
7901/DDP裸鼠皮下移植中 Survivin 和 C-myc基因
蛋白的表达取 0.1 g瘤体使用组织裂解液提取总蛋
白,用BCA法测定蛋白含量 取 100 ~125 !g蛋白
在 10% SDS-PAGE胶上电泳,后转移至聚偏二氟乙
烯膜(poiyvinyiidenefiuoride,PVDF膜),用 TBST配
制 5%脱脂奶分别加入兔抗人 Survivin~C-myc抗体,
于常温孵育 1.5 h;加入羊抗兔抗体IgG(1i12 000),
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常温孵育30 min 胶片曝光显影 以 GaPDH为内
参照 
1.6 统计学方法 应用 SPSS13.0 统计软件进行统
计学分析 计量资料以均数1标准差 "x1s 表示 两
组比较采用t检验 多组比较采用单因素方差分析 
P<0.05 为差异有统计学意义 
2 结果
2.1 Cdx2 基因沉默对裸鼠人胃癌耐顺铂细胞
SGC-7901/DDP移植瘤 Survivin 和 C-mycmRNa表
达量的影响 RT-PCR结果表明 Cdx2-RNai-LV组 
LV-RNai组和PBS组的细胞均有 Survivin 和 C-myc
mRNa的表达 但各组细胞对应的 Survivin 和C-myc
mRNa的表达水平有差别 Cdx2-RNai-LV组 Sur-
vivin mRNa的表达量明显低于 LV-RNai组及 PBS
组 P均 <0.05  C-mycmRNa的表达量低于 LV-
RNai组及PBS组 P均<0.05  PBS 组与LV-RNai
组各自的 Survivin C-mycmRNa的表达量比较 差
异无统计学意义 P均>0.05  见表 1 图 1 

表 1 三组两种基因mRNa表达量的比较!"x1s"

组 别 例数 Survivin
mRNa表达量

C-myc
mRNa表达量

PBS组 10 0.28 10.05 0.92 10.18

LV-RNai组 10 0.26 10.06# 0.98 10.21#

Cdx2-RNai-LV组 10 0.14 10.03#$ 0.21 10.12#$

F - 10.92 14.43

P - 0.000 0.000

 注 与PBS组比较 #P<0.05 #P>0.05 与 LV-RNai组比较 $P

<0.05

M 500 bp marker 1 Cdx2-RNai-LV组 2 LV-RNai组 3 PBS组

图 1 RT-PCR检测 Survivin和C-mycmRNa的表达

2.2 Cdx2 基因沉默对裸鼠人胃癌耐顺铂细胞
SGC-7901/DDP移植瘤 Survivin 和 C-myc蛋白表达
量的影响 Western bIotting检测结果显示 Cdx2-
RNai-LV组 LV-RNai组和 PBS 组的细胞均有 Sur-
vivin和C-myc蛋白的表达 但各组细胞对应的 Sur-
vivin和C-myc蛋白的表达水平有差别 Cdx2-RNai-
LV组 Survivin 蛋白表达量低于 LV-RNai组及 PBS
组 P均 <0.05  C-myc蛋白表达量低于 LV-RNai
组及PBS组 P均<0.05  PBS 组与LV-RNai组各

自的 Survivin C-myc蛋白表达比较 差异无统计学
意义 P均>0.05  见表 2 图 2 

表 2 三组两种基因蛋白表达量的比较!"x1s"

组 别 例数 Survivin
蛋白表达量

C-myc
蛋白表达量

PBS组 10 0.77 10.08 1.72 10.26

LV-RNai组 10 0.82 10.09# 1.76 10.35#

Cdx2-RNai-LV组 10 0.26 10.02#$ 1.03 10.12#$

F - 20.51 13.32

P - 0.000 0.000

 注 与PBS组比较 #P<0.05 #P>0.05 与 LV-RNai组比较 $P

<0.05

1 Cdx2-RNai-LV组 2 LV-RNai组 3 PBS组

图 2 Western bIot检测 Survivin和C-myc蛋白的表达

3 讨论
3.1 Cdx2 基因是尾型同源盒基因家族的成员之
一 研究发现Cdx2 的高表达可阻碍化疗药物甲氨碟
呤 MTX 破坏细胞 与肿瘤耐药密切相关 4  Sur-
vivin是今年发现的一种凋亡抑制蛋白家族成员 其
具有抑制细胞凋亡和促进细胞异常增殖的作用 5  
C-myc属于核蛋白类调控基因 已证明其基因产物
C-myc蛋白在许多肿瘤中存在着异常表达 6  我们
前期研究显示 Cdx2 沉默抑制 Survivin的表达 诱导
胃癌细胞的凋亡 7  近年来研究也表明 Survivin 
C-myc过表达可使肿瘤细胞能耐受抗癌药物诱导细
胞凋亡 8 9  而凋亡是多种抗癌药物发挥作用的一
个共同途径 能耐受抗癌药物诱导凋亡的细胞最终
形成了对化疗药物耐药 因此 探索Cdx2 沉默对凋
亡抑制基因 Survivin C-myc表达的影响 研究其逆
转肿瘤耐药可能的机制具有重要意义 
3.2 研究结果表明 在各组同时应用化疗药物顺铂
腹腔注射治疗 经含 RNa干扰 Cdx2 基因沉默慢病
毒颗粒对瘤体进行感染 20 天后的 Cdx2-RNai-LV
组与LV-scrRNai组和PBS组比较 肿瘤体积生长明
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显减小,肿瘤细胞凋亡明显增多,Cdx2 的蛋白表达
明显下降(另文发表>: 本研究表明,Cdx2-RNAi-LV
组 Survivin~C-myc的mRNA和蛋白的表达量显著降
低,提示Cdx2 基因沉默可使 Survivin~C-myc表达下
调,进而增加人胃癌耐顺铂细胞对顺铂药物的敏感
性: 而Cdx2 基因沉默使 Survivin~C-myc表达下调
逆转耐药的机制主要解释为:(l>Survivin 的表达水
平下降,在mRNA和蛋白水平上Caspase-3~Caspase-
9 和 Bax表达增加[l0,ll] ,从而间接解除了 Survivin
过表达对Caspase-9~Caspase-3~Bax基因表达的抑制
作用,启动了凋亡的信号通路,诱导肿瘤细胞凋亡;
(2>SPK2 癌基因是 C-myc的直接靶基因,C-myc表
达下调引起 SKP2 表达下降,从而解除了 SKP2 对
p27 的抑制[l2] ,而 p27 基因高表达通过 EGFR/
PI3K/Akt信号通路可使细胞 DNA合成受抑制,细
胞停止于G期,从而抑制细胞的分裂和增殖,最终
抑制肿瘤细胞增殖[l3] : 因此,本实验中,Cdx2 基因
沉默在体内可促进耐药细胞凋亡和抑制肿瘤的生

长,逆转胃癌耐药性,极有可能与下调 Survivin 和C-
myc的表达,并间接通过启动肿瘤多药耐药细胞凋
亡程序而发挥作用有关:
3.3 综上所述,本实验成功构建人胃癌耐顺铂细胞
SGC-790l/DDP裸鼠皮下移植瘤模型,Cdx2 基因沉
默能够有效抑制 Survivin 和 C-myc的表达,从而逆
转胃癌耐药性,很可能与通过进一步间接调节
Caspase-9~Caspase-3~Bax和 p27 凋亡信号有关,但
以上的具体机制需要进一步实验证实: 因此,我们
将会在未来的实验中,进一步探讨Cdx2 基因沉默逆
转胃癌细胞多药耐药性的可能具体作用机制:
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