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【摘要】  目的　探究小干扰RNA（siRNA）沉默X连锁凋亡抑制蛋白（XIAP）基因表达对人耐紫杉醇卵巢癌细胞耐药

性的逆转。方法　36只BALB/C-nu雌性裸鼠皮下接种人耐紫杉醇卵巢癌细胞株A2780/T，建立耐紫杉醇卵巢癌裸鼠移植

瘤模型，再随机分为6组(每组6只)，A组：生理盐水组；B组：紫杉醇组；C组：siRNA-阴性对照（siRNA-NC）+生理盐水组；

D组：siRNA-NC+紫杉醇组；E组：siRNA-XIAP+生理盐水组；F组：siRNA-XIAP+紫杉醇组。待接种处形成粟粒大小的移植

瘤时，C～F组于瘤体处注射 siRNA-XIAP或siRNA-NC，注射剂量为每次每只裸鼠10 μg，每3 d注射1次，共注射9次。在D、

F组第1次siRNA干扰后开始按裸鼠体质量给予2 mg/kg紫杉醇（C、E组注射生理盐水），每周1次，0.2 mL/次，腹腔内注射，共

注射4次。A、B组不给予siRNA干扰，只进行紫杉醇或者生理盐水腹腔注射。siRNA处理27 d后处死裸鼠，取出瘤体测质

量，计算抑瘤率；采用实时荧光定量PCR和Western blot分别检测各组移植瘤细胞中XIAP的基因和蛋白表达水平；

TUNEL法检测各组移植瘤细胞的凋亡情况。结果　转染阴性对照序列的生理盐水治疗（C组）抑瘤率最低、肿瘤质量最

高、治疗效果最差，仅使用紫杉醇治疗（B组）、仅转染阴性对照序列的紫杉醇治疗组（D组）、仅沉默XIAP而不使用紫杉醇

治疗（E组）三者效果相当，沉默XIAP且使用紫杉醇治疗组（F组）抑瘤率最高，治疗效果最好（P<0.05）。沉默XIAP后，F组与

E组XIAP的基因和蛋白表达低于A～D组（P<0.05）。细胞凋亡指数：F组最高，A组及C组最低（P<0.05）。结论　XIAP的沉

默可逆转人耐紫杉醇卵巢癌细胞的耐药，增强紫杉醇的治疗效果。
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【Abstract】   Objective　To  study  the  relationship  between  down-regulated  expression  of  X  linked  inhibitor  of
apoptosis  protein (XIAP) gene and the reversal  effect  of  taxol-resistance by using siRNA interference technology in the
taxol-resistant ovarian cancer. Methods　Randomly assigned the nude mice into six groups (6 in each group) . Group A:
normal  saline;  Group  B:  taxol;  Group  C:  siRNA-NC+normal  saline;  Group  D:  siRNA-NC+taxol;  Group  E:  siRNA
XIAP+normal saline;  Group F:  siRNA XIAP+taxol.  Each group was dealt  with the corresponding processing depending
on the  agreed protocol  and the  transplanted  tumors  had a  multi-point  injection with  reagents  related  siRNA,  one  time
every 3 days, 9 times (27 d) in total. Taxol (2 mg/kg) was used in the intraperitoneal injection, 0.2 mL every time, once a
week, for four weeks. After 27 d of siRNA treatment, xenograft volumes and qualities were measured and the inhibitory
rate  was  calculated;  RNA  expression  levels  and  protein  levels  of XIAP gene  in  xenografts were  detected  respectively  by
real-time  fluorescent  quantitative  PCR  and  Western  blot.  Apoptosis  of  the  transplanted  tumor  cells  was  examined by
TUNEL method. Results　Among the six groups, the proliferation of transplanted tumor in Group F was the slowest, and
the tumor inhibition rate was the highest compared with control Group A, followed by Group E, and the tumor inhibition
rate was the lowest in Group C.  Group F and E expressed the lowest XIAP  mRNA and protein expressions (P<0.05, vs.
the  other  4  groups) .The  apoptosis  rate  was  highest  in  Group  F,  followed  by  Group  E,  and  lowest  in  Group  A  and
C (P<0.05). Conclusion　XIAP siRNA has synergy with taxol in taxol-resistant ovarian cancer cells.
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X连锁凋亡抑制蛋白（X linked inhibitor of apoptosis

protein，XIAP）目前被一致认为是凋亡抑制蛋白家族中抗

凋亡能力最强的内源性凋亡抑制因子，在人类卵巢
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癌[1-4]、骨肉瘤[5-6]、肝癌[7-8]、胰腺癌[9]、肺癌[10]、乳腺癌[11]、

结肠癌 [ 1 2 - 1 3 ]、白血病 [ 1 4 - 1 5 ]等多种肿瘤中都有高表达。

XIAP的高表达可能是肿瘤发生、化学耐药[16]、放疗[17]和

细胞调控失衡[18]的关键，其N端的杆状病毒重复序列区和

C端的E3泛素连接酶活性均是其发挥抗凋亡作用必不可

少的结构[19-20]。XIAP可直接作用于执行凋亡的半胱天冬

蛋白酶（caspase），分别从初始相和执行相抑制其活性，进

而实现抗细胞凋亡的作用，引发肿瘤对化疗药物的耐药，

故XIAP的高表达可能是卵巢癌耐药的直接原因[21]。目

前，国内外对XIAP在铂类耐药卵巢癌方面的研究较

多[4, 16]，而在紫杉醇耐药性卵巢癌方面的研究甚少，我们

前期研究[12]在细胞水平上证实了卵巢癌对紫杉醇耐药与

XIAP的高表达有关，特异性的siRNA可通过降低XIAP的

表达，促进细胞凋亡，增加耐药癌细胞对紫杉醇的敏感

性。本研究拟在前期研究结果的基础上进行动物体内实

验，观察XIAP在体内对卵巢癌的紫杉醇耐药的逆转，旨

在为紫杉醇耐药性卵巢癌的基因治疗提供实验依据。

1     材料和方法

1.1    主要试剂、细胞和实验动物

紫杉醇由四川大学华西第二医院惠赠，siRNA-阴性

对照序列（NC）、siRNA-XIAP由上海吉玛制药技术有限

公司合成，EntransterTM-in vivo购于北京英格恩生物科技

有限公司；XIAP一抗（兔抗人XIAP抗体、鼠抗人β-actin抗体）

购自Abcam；TUNEL试剂盒购自Promega公司。人耐紫杉

醇卵巢癌细胞株（A2780/T）引种于上海美轩生物科技有

限公司，BALB/C-nu雌性裸小鼠40只，4～6周龄，体质量

16～20 g，购于成都达硕实验动物有限公司，动物质量合

格证号：SCXK（川）2013-24。动物实验过程严格按照《实

验动物福利伦理审查指南（GB/T 35892 2018）》要求执行。

1.2    裸鼠皮下接种人耐紫杉醇卵巢癌细胞

取裸鼠40只，接种前测体质量，在超净工作台内收集

对数生长期A 2 7 8 0 / T细胞，用含E D T A (质量分数为

0.01%)的胰酶消化后悬浮于无血清培养基中，调整细胞

密度为2.5×107 mL－1。于裸鼠左上肢背部皮肤接种，每只

皮下注入0.2 mL A2780/T细胞培养悬液（约含5×106个细

胞）。每3 d测裸鼠的质量和皮下移植瘤的最长径（a，mm）

和最短径（b，mm）进行体积(V，mm3)估算，V=1/2（a×b2），

用于评估造模是否成功。

1.3    实验分组及干预

待接种处形成粟粒大小（直径0.3～0.5 cm）的皮下移

植瘤时，取其中瘤体大小相近的36只裸鼠随机分成6组，

每组6只，A组：生理盐水组；B组：紫杉醇组；C组：siRNA-NC+

生理盐水组；D组：siRNA-NC+紫杉醇组；E组：siRNA-XIAP+

生理盐水组；F组：siRNA-XIAP+紫杉醇组；由同一实验员

按照各组不同方案局部瘤体多点注射，C～F组每次每只

瘤体内注射剂量为10 μg siRNA（C、D组注射siRNA-NC，

E、F组注射siRNA- XIAP）+10 μL DEPC水+5 μL转染试剂，

每3 d注射1次，共注射9次（27 d）。紫杉醇（20 mg/kg）溶于

生理盐水中，在D、F组第1次给予siRNA干扰后开始给药

（C、E组注射生理盐水），每周1次，0.2 mL/次，腹腔内注

射，共注射4次（第1 天，第8 天，第15 天，第23天）。A、B组

不给予siRNA干扰，只进行紫杉醇或者生理盐水腹腔注

射。siRNA干预27 d后处死裸鼠，取出瘤体，测各组移植

瘤质量、体积（V），以此次体积测量值计算各组相对于对

照组（A组）的抑瘤率（%）=〔（V对照组–V实验组）/V对照组〕×

100%。比较各组的移植瘤质量和抑瘤率。每个组中有

6个样本，6个样本混合后每组分别取等质量的瘤体用于

检测。检测前将瘤体组织置于−70 ℃冰箱备用。

1.4    实时荧光定量PCR（RT-qPCR）法检测各组裸鼠移

植瘤中XIAP mRNA表达水平

将各组移植瘤瘤体剪碎消化后用有机溶剂抽提各组

中XIAP的RNA，依次进行cDNA的制备、PCR扩增，

XIAP基因DNA序列查询于NCBI人类基因组数据库，引物

由上海吉玛制药技术有限公司设计，由Invitrogen公司合

成。引物序列，XIAP，F:  5 ′-CGAGCTGGGTTTCTT

TATACCG-3′；R: 5′-GCAATTTGGGGATATTCTCCTGT-

3′，扩增产物长度292 bp；β-actin，F：5′-CGTGACATTA

AGGAGAAGCTG-3′，R：5′-CTAGAAGCATTTGCGG

TGGAC-3′，扩增产物长度188 bp；扩增反应条件：94 ℃ 4 min,

94 ℃ 30 s、56 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s 40个循环，72 ℃继续延伸

7 min，4 ℃维持至结束。以 2－ΔΔCt法计算基因的相对表达

量。然后以A组基因的表达量为1，计算各组移植瘤组织

中XIAP的mRNA相对A组的表达量。

1.5    Western blot检测各组裸鼠移植瘤XIAP蛋白的表达

取各组瘤体组织（均100 mg）充分剪碎, 每组6个样本

混合后裂解提取蛋白质，将蛋白样品与5×上样缓冲液(含

β-巯基乙醇)混合后，煮沸变性、冰浴，进行SDS变性

10%聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)。分离后电转至硝

酸纤维素膜上（100 mA，90 min），封闭；一抗（兔抗人

XIAP抗体、鼠抗人β-tublin抗体）稀释至1∶1 000，TBST

洗涤，二抗孵育 (稀释至1∶3 000)，TBST洗涤后曝光，采

用自动电泳凝胶定量图像分析系统分析结果判定，以相

应条带与内参条带积分光密度（IOD）值的比值为目的蛋

白的相对表达量。以A组蛋白的表达量为标准值1，计算

其它组XIAP条带亮度的相对值。
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1.6    TUNEL法检测各组裸鼠移植瘤的细胞凋亡情况

取各组瘤块组织，多聚甲醛固定，石蜡包埋切片，每

组选择两个样切片，按TUNEL试剂盒说明书操作。光学

显微镜下进行结果观察。结果判定：每张切片在400倍镜

下读取分析，以凋亡细胞数占细胞总数的百分比为凋亡

指数（AI）。

1.7    统计学方法

x̄± s所有数据均用 表示。多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用LSD法，P<0.05为差异有统计

学意义。

2     结果

2.1    裸鼠及移植瘤生长情况

2.1.1    成瘤及裸鼠一般情况　接种后1周左右，裸鼠接种

部位长出直径约0.3～0.5 cm的结节并逐渐长大，周围有

新生血管形成，表明造模成功。40只成瘤38只，成瘤率

95.0%。成瘤后各组裸鼠及离体移植瘤见图1。接种前后

裸鼠精神、活动、饮食、排便及对外界刺激的反应等无明

显变化，随瘤体增大，裸鼠精神、饮食及对外界反应均降低。

2.1.2    不同治疗方案对移植瘤生长的影响　见表1。移

植瘤质量比较：A组和C组移植瘤质量最高，使用紫杉醇

治疗（B组和D组）或者仅沉默XIAP（E组）移植瘤质量相

当，沉默XIAP且使用紫杉醇治疗（F组）可使移植瘤质量

降到最低。抑瘤率比较：C组抑瘤率最低、治疗效果最

差，仅使用紫杉醇治疗（B组）、转染阴性对照序列的紫杉

醇治疗（D组）、仅沉默XIAP而不使用紫杉醇治疗（E组）三

者抑瘤率相当，沉默XIAP且使用紫杉醇治疗（F组）抑瘤率

最高，治疗效果最好。抑瘤率比较：C组抑瘤率最低、治

疗效果最差，仅使用紫杉醇治疗（B组）、转染阴性对照序

列的紫杉醇治疗（D组）、仅沉默XIAP而不使用紫杉醇治

疗（E组）三者抑瘤率相当，沉默XIAP且使用紫杉醇治疗

（F组）抑瘤率最高，治疗效果最好。

2.2    各组移植瘤XIAP的mRNA表达情况

见图2。经过siRNA-XIAP处理的E组和F组，XIAP

mRNA表达降低，E组和F组差异无统计学意义。未沉默

XIAP的A～D组XIAP mRNA表达差异均无统计学意义，

这4组与E、F组差异有统计学意义（P<0.05），证明XIAP正

确沉默。

2.3    各组移植瘤中XIAP的蛋白表达情况

如图3、图4。Western blot 结果显示：与mRNA结果

一致，沉默XIAP后，E组和F组XIAP蛋白最低，低于A～

D组（P<0.05）；E组和F组XIAP蛋白差异无统计学意义，A～

D组XIAP蛋白差异无统计学意义。

2.4    各组移植瘤的细胞凋亡情况

见表2。F组AI最高，E组次之，高于B组与D组，而A组

与C组AI最低（P<0.05）。B组与D组差异无统计学意义，

表 1    各组小鼠中移植瘤质量和抑瘤率

Table 1    Tumor mass and inhibitory rate in each group

Group n Tumor mass/g Inhibitory rate/%

A 6 0.50±0.06 −

B 6 0.28±0.01 57.269

C 6 0.42±0.13# 25.717#

D 6 0.26±0.07* 66.792*

E 6 0.25±0.06* 72.782*

F 6 0.17±0.03*, # 84.574*, #

　*P<0.05, vs. Group A; #P<0.05, vs. Group B . A-F denote the same as
fig 1
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图 1  各组成瘤裸鼠及离体移植瘤

Fig 1  Nude mice and xenograft in each group

A: Normal saline；B: Taxol；C: siRNA-NC+normal saline；D: siRNA-

NC+taxol；E: siRNA XIAP+normal saline；F: siRNA XIAP+taxol
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图 2  各组裸鼠移植瘤中XIAP基因的mRNA表达水平（n=6）

Fig 2  The mRNA expression of XIAP  in different groups (n=6)

* P<0.05, vs. Group A-D. A-F denote the same as fig 1
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A组与C组差异无统计学意义。沉默XIAP对AI的影响大

于紫杉醇治疗。

3     讨论

国内外许多研究证实XIAP的高表达与多种肿瘤的

耐药性相关，下调其表达可促进肿瘤细胞的凋亡，增强癌

细胞对化疗药物的敏感性，这亦被我们之前的研究证实[22]。

但是国内外有关XIAP与耐紫杉醇的卵巢癌的研究甚少，

本研究建立裸鼠移植瘤模型，模拟人体内环境，采用siRNA

干扰技术下调XIAP基因的表达，明确XIAP在卵巢癌紫杉

醇耐药发生及对逆转紫杉醇耐药的作用，结果提示siRNA-

XIAP可抑制癌细胞的增殖，促进癌细胞的凋亡，其效果可

能与紫杉醇相当，两者共同作用可明显抑制耐紫杉醇卵

巢癌细胞的增殖，明显促进癌细胞的凋亡，证实了抑制

XIAP的高表达可增强卵巢癌细胞对紫杉醇的敏感性这一

推论。另外，ZHANG等 [16 ]在研究耐顺铂卵巢癌细胞系

A2780/DDP的研究中同样发现耐药性卵巢癌细胞中存在

XIAP的过表达，下调XIAP基因的表达可增强卵巢癌细胞

对化疗药物顺铂的敏感性，促进癌细胞的凋亡，XIAP基因

的过表达与卵巢癌细胞的耐药性密切相关。本研究结果

显示：经siRNA-XIAP处理的两组，XIAP的表达量均较其

他组降低，表明利用针对XIAP的特异siRNA干扰技术，成

功实现了裸鼠耐紫杉醇卵巢癌移植瘤细胞中XIAP基因表

达的下调。

另外，耐紫杉醇卵巢癌移植瘤细胞的凋亡结果显示：

siRNA-XIAP联合紫杉醇的凋亡率最高，其次为单用siRNA-

XIAP和紫杉醇组，结合各组移植瘤细胞中的XIAP在mRNA

及蛋白水平的表达结果，可知XIAP基因的高表达很可能

为卵巢癌对紫杉醇耐药的关键发生机制之一，通过特异

性的siRNA干扰技术有可能逆转这一化疗耐药性。另外，

GE等[23]在XIAP与上皮性卵巢癌的研究中同样发现下调

XIAP基因的表达可抑制肿瘤细胞的增生，促进肿瘤细胞

的凋亡，增强耐药性卵巢癌细胞对化疗药物的敏感性，这

与我们的结果相一致。

综上，本研究认为：XIAP的高表达与卵巢癌细胞对

紫杉醇的耐药性相关，利用特异性的siRNA下调耐紫杉醇

卵巢癌细胞的XIAP的表达，可抑制癌细胞的生长，促进

癌细胞的凋亡，增强耐药性卵巢癌细胞对紫杉醇的敏感

性，siRNA-XIAP与紫杉醇联合应用可显著增强紫杉醇对

耐药性卵巢癌细胞的杀伤作用，该研究有望为耐药性卵

巢癌的靶向治疗的临床应用及卵巢癌诊疗方案的完善提

供理论与实验依据。

本实验课题为随机对照动物实验，模拟了耐药性卵

巢癌在人体内发生发展的内环境，但存在一些局限：实验

中每组动物数量还不成规模，仍需要更大规模的实验研

究进行证实；本实验直接采用化学合成的siRNA-XIAP对

耐药性卵巢癌移植瘤进行瘤内多点注射进行干扰，在处

理过程中有可能存在siRNA在瘤体内干扰效果分布不均

或干扰效率的不稳定，对最终凋亡率可能存在一定的影

响，结果可能不十分稳定。另外，卵巢癌耐药的发生是一

个内、外环境相互作用的复杂过程，多种基因如细胞凋亡

基因、癌基因、抑癌基因等参与耐药性卵巢癌的发生发

展，siRNA-XIAP与紫杉醇联合应用可显著增强紫杉醇对

耐药性卵巢癌细胞的杀伤作用，具体发生机制尚待我们

进一步研究证实，目前研究尚不能排除siRNA-XIAP与紫

表 2    各组移植瘤的细胞凋亡指数的比较

Table 2    Apoptosis index (AI) of each group

Group n AI

A 6 12.70%±0.87%△

B 6 26.70%±0.58%

C 6 15.30%±2.84%#

D 6 29.20%±5.24%

E 6 32.80%±2.31%#

F 6 45.90%±7.03%△

△ P <0.05 , vs. other groups; #P<0.05, vs. Group B. A-F denote the same
as fig 1
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图 3  Western blot检测各组裸鼠移植瘤细胞中XIAP的蛋白表达情况

Fig 3  The XIAP protein expression in different groups

A-F denote the same as fig 1
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图 4  各组移植瘤细胞中XIAP的蛋白相对表达情况（n=6）

Fig 4  The relative expression of XIAP protein in different groups
detected by Western blot (n=6)

A-F denote the same as fig 1. * P<0.05, vs.  Group A-D
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杉醇在抗肿瘤方面具有协同作用，这亦是我们下一步的

工作重心与目标。
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