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· 实 验 研 究 · 

视网膜母细胞瘤细胞株 SO—RB50中生存素的表达 

聂 莉 李永平 张 波 张卉颖 张文忻 

Expression of survivin in SO-RB50 ceils 

Nie Li，Li Yongping，Zhang Bo，Zhang Huiying，Zhang Wenxin．State Key Laboratory of Ophthalmology， 

Zhongshan Ophthalmic Center，Sun Yat—sen University，Guangzhou 510060，China 

Abstract Objective Survivin is thought to be the most powerful apoptosis inhibiting factor，which could suppress 

apoptosis and promote proliferation of cells．Study has proved that the overexpression of survivin might lead to neoplasm．Present 

study was to investigate the expression of survivin in human retinoblastoma cell line，SO—RB50． M ethods Human 

retinoblastoma cell line，SO-RB50 was cultured in RPMI-1640 medium containing 10％ fetal bovine serum．The expression of 

survivin mRNA in SO-RBj0was detected by RT—PCR，and expression of survivin protein in SO—RB5owasdetectedby W estern blot 

and immunohistoehemistry． The retina of eyeball from donor was prepared for the detect of survivin protein by 

immunohistochemistry as contro1． Results Three bands at 5 s，1 8 S and 28 S were clearly showed by agarose gel eleetrophoresis 

after extract of total RNA．and the band with 260 bp was verified to be an amplified product of survivin mRNA．Western blot 

revealed a expression of survivin protein in SO—RB5o cell with the relative molecular weight 16 500．Immun0hist0chemistry 

determined that the survivin protein distributed in both nucleolus and cytoplasm of SO—RB50．However，no survivin protein was 

detected in normal retina of donor． Conclusion Survivin plays a role in the pathogenesis of retinoblastoma． 

Key words retinoblastoma；apoptosis； survivin 

摘要 目的 研究凋亡抑制因子生存素 (survivin)在视 网膜母 细胞瘤细胞 株 SO．RB 中的表达 。 方法 收集培养 

的 SO-RB5。细胞 ，通过 RT—PCR、Western blot和免疫组织 化学法 检测 SO-RB 。细胞 中 survivin mRNA和蛋 白的表达情 况。 

免疫组织化学法检测 survivin在正常视网膜组织 中的表达。 结果 SO．RB 细胞 中可检测到 survivin mRNA和蛋 白的表 

达 ，免疫组织化学检测显示 survivin在 SO-RB 。细胞核和细胞 浆中均有表达。正常视 网膜组织 中未见 survivin表达。 结 

论 Survivin参与 了视网膜母细胞瘤 的发病。 
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生存素或存活素(survivin)，是迄今为止发现的最 

强的凋亡蛋白抑制剂家族成员 ，在胚胎发育过程 中出 

现，终末分化成熟的组织中几乎不表达。在很多肿瘤 ， 

如神 经 母 细 胞 瘤、胃癌 、膀 胱 癌 等 中均 能 检 测 到 

survivin的表达，被认为是肿瘤的通用抗原 。为了研 

究 survivin在视网膜母细胞瘤 SO—RB 细胞系 中的表 

达 ，本研究采用 RT—PCR、Western blot和免疫组织化学 

等方法检测 SO—RB 细胞中 survivin基 因和蛋 白的表 

达 ，进一步揭示 凋亡蛋 白抑制 因子survivin在视 网膜 
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母细胞瘤发病机制中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 视网膜母细胞瘤细胞系 人视网膜母细胞瘤 

细胞系SO—RB 。由本室建系，培养于含 10％胎牛血清 

的 RPMI一1640培养液 ，置37 oC，5％CO：培养箱中培养。 

1．1．2 主要试剂 RPMI一1640培养基(美国 Gibco公 

司)；Goldview(北京赛百盛生物技术有限公司)；兔抗 

人 survivin多克 隆抗体 (美 国 Santa Cruz公 司)； 

Western blot化学发光底物试剂盒 、辣根过氧化物酶标 

记的羊抗兔二抗(美国 Cell Signal公 司)；细胞裂解液 

(美国 Pierce公 司 )；Trizol试 剂 (美 国 Invitrogen公 
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司 ) ；D E P C ( 美 国 S i g m a 公 司 ) ；R T - P C R 逆 转 录 试 剂 盒

( 美 国 F e r m e n t a s 公 司 ) ；T a q 酶 和 d N T P ( 上 海 生 工 公

司 ) ；D L 2 0 0 0 ( 大 连 T a k a l a 公 司 ) ；D A B 显 色 试 剂 盒 ( 武

汉 博 士 德 公 司 ) ；即 用 型 免 疫 组 织 化 学 试 剂 盒 ( 福 州 迈

新 生 物 公 司 ) 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 R T — P C R 法 检 测 s u r v i v i n m R N A 的 表 达 收 集

培 养 的 S O — R B
，。 细 胞 ，

P B S 清 洗 3 遍 ， 总 R N A 的 提 取 按

T r i z o l 操 作 说 明 书 进 行 ， 紫 外 分 光 光 度 计 检 测 R N A 的

吸 光 度 值 ， 各 组 R N A 的 A 2 6 0 ／A 2 8 0 均 为 1 ． 8 ～ 2 ． 0 。

确 定 R N A 浓 度 后 取 1 斗g 总 R N A 进 行 逆 转 录 合 成 互 补

c D N A 。 S u r v i v i n 产 物 长 度 为 2 0 6 b p ， 引 物 序 列 为 5
’

．

C A G A T T T G A A T C G C G G G A C C C 一 3
’

， 引 物 由 北 京 赛 百 胜

生 物 技 术 有 限 公 司 合 成 。 P C R 反 应 体 系 ：1 0 × 缓 冲 液

3 ¨L
、

M g C l
2

1 ． 8 斗L
、

d N T P 0 ． 6 肚L
、 弓l 物 0 ． 7 5 斗L

、
e D N A

4 斗L 、 T a q 聚 合 酶 0 ． 4 i L L
， 三 蒸 水 补 足 3 0 斗L 。 扩 增 条

件 为 ：9 4 ℃ 3 m i n
，

9 4 ℃ 3 0 S
，

5 7 ℃ 3 0 S
，

7 2 ℃ 3 0 S
， 共

3 0 个 循 环 ， 最 后 7 2 cc 延 伸 5 m i n 。 P C R 产 物 经 1 ． 2 ％ 琼

脂 糖 凝 胶 电 泳 后 ，
G o l d v i e w 染 色 ， 紫 外 灯 下 观 察 ， 计 算

机 凝 胶 成 像 系 统 照 相 。

1 ． 2 ． 2 W e s t e r n b l o t 检 测 s u r v i v i n 蛋 白 的 表 达 收 集

培 养 的 S O — R B
，。 细 胞 ，

P B S 洗 3 遍 ， 细 胞 裂 解 液 裂 解 细

胞 后 ，
1 2 0 0 0 r ／m i n 离 心 取 上 清 ，

1 2 0 V 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶

电 泳 1 h
， 恒 压 1 0 0 V 1 h 电 转 移 蛋 白 至 硝 酸 纤 维 素 膜

上 ，
5 ％ 的 脱 脂 奶 粉 封 闭 1 h

， 兔 抗 人 s u r v i v i n 多 克 隆 抗

体 一 抗 ( 1 ： 5 0 0 ) 4 ℃ 孵 育 过 夜 ， 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记

的 羊 抗 兔 二 抗 ( 1 ： 2 0 0 0 ) 室 温 孵 育 l h
， 在 暗 室 内 浸 泡

化 学 发 光 显 色 底 物 1 m i n
， 曝 光 2 ～ 1 0 m i n

， 底 片 依 次 放

人 显 影 液 、 定 影 液 ， 图 像 分 析 系 统 分 析 。

1 ． 2 ． 3 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 s u r v i v i n 蛋 白 的 表 达

正 常 情 况 下 ，
S O — R B

，。 细 胞 呈 悬 浮 生 长 ， 经 过 D - 赖 氨 酸

溶 液 处 理 后 可 促 进 细 胞 贴 壁 生 长 。 将 盖 玻 片 高 压 消 毒

后 烤 干 ， 用 前 滴 加 5 ¨ L D ． 赖 氨 酸 涂 匀 后 放 在 培 养 皿

中 。 加 入 含 S O ． R B
，。 细 胞 悬 液 的 培 养 液 ， 置 3 7 ℃

，
5 ％

C O ， 培 养 箱 中 培 养 2 4 h 后 细 胞 贴 壁 生 长 ，
P B S 冲 洗 后

4
o

C 冷 丙 酮 固 定 1 5 m i n
，

P B S 冲 洗 ，
H

，
O

： 阻 断 内 源 性 过

氧 化 物 酶 的 活 性 ， 血 清 封 闭 未 结 合 的 抗 原 后 滴 加 兔 抗

人 s u r v i v i n 多 克 隆 抗 体 一 抗 ( 1 ： 2 0 0 ) ， 阴 性 对 照 滴 加

P B S 代 替 一 抗 ， 室 温 下 孵 育 6 0 m i n
，

P B S 冲 洗 ， 常 规 滴

加 羊 抗 兔 二 抗 后 D A B 显 色 ， 显 微 镜 下 观 察 。 角 膜 移 植

取 材 后 供 体 眼 球 5 例 作 为 正 常 对 照 ， 常 规 1 0 ％ 甲 醛 固

定 2 4 h 后 ， 乙 醇 脱 水 ， 石 蜡 切 片 后 脱 蜡 ， 枸 缘 酸 钠 修 复

抗 原 后 同 上 法 行 免 疫 组 织 化 学 染 色 观 察 。

2 结 果

2 ． 1 S u r v i v i n m R N A 和 蛋 白 的 表 达

总 R N A 提 取 后 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 显 示 出 3 条 清 晰

的 条 带 ， 分 别 为 5 S 、
1 8 S 、 2 8 S

， 表 明 提 取 的 总 R N A 无 降

解 。 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 结 果 显 示 2 0 6 b p 的 条 带 为 靶 基 因

s u r v i v i n m R N A 的 扩 增 产 物 条 带 ( 图 1 ) 。 W e s t e r n b l o t

结 果 显 示 ，
S O — R B

，。 细 胞 表 达 相 对 分 子 质 量 为 1 6 5 0 0 的

s u r v i v i n 蛋 白 ( 图 2 ) 。

2 ． 2 免 疫 组 织 化 学 检 测 s u r v i v i n 蛋 白 的 表 达

正 常 培 养 状 态 下 的 S O — R B
，。 细 胞 呈 悬 浮 团 状 生

长 ，
D 一 赖 氨 酸 处 理 后 的 玻 片 上 可 见 培 养 的 S O — R B

，。 细

胞 大 部 分 呈 贴 壁 生 长 ， 细 胞 核 浆 比 例 大 ， 免 疫 组 织 化 学

显 示 培 养 的 人 视 网 膜 母 细 胞 瘤 S O — R B
，。 均 能 表 达

s u r v i v i n 蛋 白 ， 但 不 同 S O — R B
，。 细 胞 表 达 强 度 之 间 有 差

别 ， 细 胞 核 和 细 胞 浆 内 均 有 棕 黄 色 阳 性 颗 粒 分 布 ( 图

3 ) ， 个 别 处 于 有 丝 分 裂 阶 段 的 细 胞 浆 和 细 胞 核 均 能 强

表 达 s u r v i v i n ( 图 4 ) 。 阴 性 对 照 片 细 胞 内 无 阳 性 表 达

( 图 5 ) 。 眼 球 免 疫 组 织 化 学 结 果 显 示 正 常 成 人 视 网 膜

组 织 中均 未 见 s u r v i v i n 蛋 白表 达 ( 图 6 ) 。

3 讨 论

S u r v i v i n 基 因 是 1 9 9 7 年 A m b r o s i n i 由 效 应 蛋 白 酶

受 体 ( e f f e c t o r c e l l p r o t e a s e r e c e p t o r 一 1
，

E P R — 1 ) e D N A 在

人 类 基 因 库 杂 交 筛 选 分 离 出 来 的 ， 定 位 于 人 类 染 色 体

1 7 q 2 5
， 由 3 个 内 含 子 和 4 个 外 显 子 组 成 ， 编 码 1 4 2 个

氨 基 酸 ， 相 对 分 子 质 量 为 1 6 5 0 0
旧 。

。 在 人 类 大 部 分 肿

瘤 中均 能 检 测 到 s u r v i v i n 的 表 达 ， 被 认 为 是 肿 瘤 的 通

用 抗 原
E3 3

。 S u r v i v i n 主 要 作 用 是 抑 制 细 胞 凋 亡 ， 促 进

细 胞 增 生 ， 其 过 度 表 达 会 使 细 胞 失 去 正 常 增 生 周 期 中

凋 亡
“

开 关
”

的 限 制 ， 造 成 细 胞 不 断 增 生 ， 凋 亡 减 少 ， 最

终 导 致 肿 瘤 的 发 生 。 目前 的 研 究 认 为 s u r v i v i n 与 肿 瘤

的 发 生 、 发 展 、 分 期 、 组 织 分 化 程 度 、 预 后 和 化 疗 耐 药 等
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8 S w a n a H S ， G r o s s m a n D
， A n t h o n y J N

，
e t a 1． T u m o r c o n t e n t o f t h e

a n t i a p o p t o s i s m o l e c u l e s u r v i v i n a n d r e c u r r e n c e o f b l a d d e r c a n c e r 『J ] ． N

E n g l J M e d ． 1 9 9 9 ． 3 4 1 ：4 5 2 — 4 5 3

9 T a m m I
，

W a n g Y
，

S a u s v i l l e E
，

e t a 1 ． 1A P — f a m i l y p r o t e i n s m w i v i n i n h i b i t s

c a s p a s e a c t i v i t y a n d a p o p t o s i s i n d u c e d b y F a s ( C D 9 5 ) ，
b a x

，
c a s p a s e s

，

a n d a n t i c a n c e r d r u g s [ J ] ． C a n c e r R e s
，

19 9 8
，

5 8 ：5 3 1 5 — 5 3 2 0

1 0 S u z u k i A
，

I t o T
，

K a w a n o H
，

e t a 1 ． S u r v i v i n i n i t i a t e s p r o c a 。p a s e 3 ／p 2 1

c o m p l e x f o r m a t i o n a s a r e s u l t o f i n t e r a c t i o n w i t h C D K 4 t o r e s i s t F a s —

m e d i a t e d c e l l d e a t h [ J ] ． O n c o g e n e
，

2 0 0 0
，

1 9 ： 1 3 4 6 — 1 3 5 3

1 1 C h e n g S Q ， W a n g w L
，

Y a n W
，

e t a l K n o c k d o w n o f s u r v i v i n g e n e

e x p r e s s i o n b y R N A i i n d u c e s a p o p t o s i s i n h u m a n h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a

c e l l l i n e S M M C - 7 7 2 1 [ J ] ． W o r l d J G a s t r o e n t e r o l
，

2 0 0 5
，

1 1 ：7 5 6 — 7 5 9

1 2 N i g a m N
，

P r a s a d S
，

G e o r g e J ，
e t a 1 ． L u p e o I i n d u c e s p 5 3 a n d c y c l i n — B —

m e d i a t e d G 2 ／M a r r e s t a n d t a r g e t s a p o p t o s i s t h r o u g h a c t i v a t i o n o f e a s p a s e

i n m o u s e s k i n [ J ] ． B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n
，

2 0 0 9
，

3 8 1 ： 2 5 3 — 2 5 8

5 5 7

1 3 S u z u k i A
，

H a y a s h i d a M
，

I t o T
，

e t a 1 ． S u r v i v i n i n i t i a t e s c e l l c y c l e e n t r y b y

t h e c o m p e t i t i v e i n t e r a c t i o n w i t h C d k 4 ／p l 6 ( I N K 4 a ) a n d C d k 2 ／c y c l i n E

c o m p l e x a c t i v a t i o n [ J ] ． O n c o g e n e
，

2 0 0 0
，

1 9 ：3 2 2 5 — 3 2 3 4

1 4 W a n g w L ， M e H e n r y P
， J e f f r e y R

，
e t a 1． E f f e c t s o f I e j i n m l i d e B

，
a m a r i n e

m a c r o l i d e
，

o n g r o w t h a n d a p o p t o s i s i n p r o s t a t e c a n c e r c e l l l i n e s [ J ] ． J C e l l

B i o c h e m
，

2 0 0 8
，

1 0 5 ： 9 9 8 — 1 0 0 7

1 5 L i u W S
，

Y a h H J ， Qi n R Y
，

e t a 1 ． s i R N A d i r e c t e d a g a i n s t s u r v i v i n e n h a n c e s

p a n c r e a t i c c a n c e r c e l l g e m c i t a b i n e c h e m o s e n s i t i v i ‘y [ J ] ． D i g D i s S c i
，

2 0 0 9 ． 5 4 ： 8 9 — 9 6

( 收 稿 ：2 0 0 8 — 1 2 — 2 8 修 回 ：2 0 0 9 — 0 5 — 2 3 )

视 网膜 中央 动 脉 阻 塞 治 疗 后 视 力 提 高 一 例

刘 李 平 罗 英 宋 徽

患 者 ， 女 ，
4 5 岁 。 2 0 0 8 年 2 月 9 日 因 右 眼 突 然 视 物 不 见 半

月 余 至 我 院 就 诊 。 患 者 全 身 一 般 情 况 良 好 ， 否 认 心 血 管 系 统 疾

病 ， 父 亲 有 高 血 压 病 史 。 眼 科 检 查 ： 视 力 右 眼 光 感 ， 左 眼 1 ． 0 。

双 眼 眼 前 节 正 常 ， 玻 璃 体 轻 度 混 浊 。 有 眼 视 盘 边 界 清 ， 颚 侧 视

网 膜 可 见 灰 白 色 水 肿 ， 盘 斑 束 区 可 见
“

舌 状
”

正 常 视 网 膜 区 域 ，

动 脉 陡 变 细 ( 图 1 ) 。 左 眼 眼 底 视 盘 边 界 清 ， 视 网 膜 平 覆 。 眼 压

右 眼 1 6 ． 5 m m H g ， 左 眼 1 4 ． 2 m m H g ( 1 m m H g
= 0 ． 1 3 3 k P a ) 。 荧 光

素 眼 底 血 管 造 影 ( F F A ) 检 查 ： 右 眼 动 脉 期 颞 侧 黄 斑 支 荧 光 充

盈 ， 视 盘 边 界 欠 清 ；静 脉 期 颞 上 分 支 静 脉 未 见 充 盈 ， 黄 斑 周 围 毛

细 血 管 扩 张 ；后 期 视 盘 荧 光 渗 漏 ， 黄 斑 部 可 见 多 个 针 尖 样 强 荧

光 ， 颞 上 周 边 仍 见 未 充 盈 的 小 动 静 脉 。 诊 断 ：右 眼 视 网 膜 中 央

动 脉 阻 塞 。 给 予 贝 特 舒 滴 眼 液 右 眼 点 眼 ，
口 服 维 生 素 B 1 、 肠 溶

阿 司 匹 林 、 益 脉 康 、 卵 磷 脂 络 合 碘 及 醋 酸 泼 尼 松 ， 右 眼 颞 侧 皮 下

注 射 复 方 樟 柳 碱 注 射 液 ， 血 管 扩 张 药 物 静 脉 滴 注 等 治 疗 ， 门 诊

随 访 。

2 0 0 8 年 3 月 1 1 日 患 者 来 我 院 复 诊 ， 视 力 右 眼 0 ． 8
， 左 眼

1． 0 。 眼 底 检 查 右 眼 视 盘 色 淡 、 边 界 清 ， 视 网 膜 呈
“

晚 霞
”

状 ( 图
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2 ) 。 其 余 体 征 同 治 疗 前 。 F F A ：右 眼 动 脉 期 视 网 膜 动 脉 完 全 充

盈 ；静 脉 期 视 网 膜 静 脉 充 盈 ， 黄 斑 周 围 毛 细 血 管 扩 张 ；后 期 视 盘

荧 光 渗 漏 ， 黄 斑 部 仍 有 多 个 针 尖 样 荧 光 点 。 视 野 检 查 ：右 眼 中

心
“

视 岛
”

及 颞 侧
“

新 月 形
”

视 岛 ( 图 3 ) 。

讨 论 ：睫 状 视 网 膜 动 脉 来 源 于 睫 状 后 短 动 脉 ， 可 走 行 于 黄

斑 区 上 方 或 下 方 ， 提 供 黄 斑 区 及 其 附 近 视 网 膜 内 层 小 部 分 区 域

的 血 液 供 应 。 解 剖 学 上 它 不 属 于 终 末 动 脉 ， 彼 此 间 有 吻 合
⋯

。

由 于 该 动 脉 对 供 应 黄 斑 区 范 围 的 血 流 有 重 要 的 临 床 意 义 ， 即 使

发 生 视 网 膜 中 央 动 脉 阻 塞 ， 患 者 中 心 视 力 仍 可 较 好 地 恢 复 。 绝

大 多 数 ( 9 0 ％ ) 的 视 网 膜 中 央 动 脉 阻 塞 患 者 视 力 预 后 差 ， 视 力 >

0 ． 2 者 仅 为 1 2 ． 9 ％ ～ 2 7 ％ 。 而 有 睫 状 视 网 膜 动 脉 者 ， 根 据 其 供

应 黄 斑 区 的 范 围 ， 中 心 视 力 可 有 不 同 程 度 的 提 高 。 睫 状 视 网 膜

动 脉 供 应 到 黄 斑 拱 环 者 ， 预 后 较 好 ；但 发 病 时 视 力 差 ， 治 疗 后

8 0 ％ 以 上 的 患 眼 中 心 视 力 > 0 ． 4
， 受 害 区 有 相 应 的 视 野 缺 损 ， 甚

至 只 有 管 状 视 野
” 0

。 该 患 者 出 现 症 状 后 半 个 月 就 诊 ， 因 视 网 膜

黄 斑 区 有 睫 状 视 网 膜 血 管 供 血 ， 故 中 心 视 力 损 害 较 小 。 因 此 I临

床 上 不 能 仅 凭 视 网 膜 中 央 动 脉 阻 塞 的 诊 断 或 病 程 较 长 而 放 弃

一 薰缀 霉
图 1 C R A O 治 疗 前 眼 底 像 图 2 C R A O 治 疗 后 眼 底 像 图 3 C R A O 治 疗 后 视 野 表 现
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