
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Mar. 2018, Vol. 25, No. 3

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2018.03.004

四环素调控 livin RNA干扰系统对肺癌移植瘤生长的影响
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[摘 要] 目的：探讨四环素调控（Tet-on）livin RNA干扰系统对肺癌移植瘤生长的影响，以期寻找更优的肺癌干预调控系统。

方法: 构建Tet-on livin shRNA慢病毒载体，在裸鼠右上肢背部皮下注射肺腺癌A549株细胞建立肺癌裸鼠皮下移植瘤模型，以

Tet-on livin shRNA慢病毒载体注射瘤体干预 livin表达，并以四环素腹腔注射诱导处理，了解Tet-on调控 livin RNA干扰效果并观

察其抑制肺癌细胞增殖情况。结果: 经四环素诱导，Tet-on livin RNA组移植瘤组织中 livin蛋白表达明显低于CTL组及Tet-on-

NC组，且Tet-on-livin RNA组瘤体质量明显低于CTL组及Tet-on-NC组[（5.31±0.86）vs（8.22±0.63）、（7.17±0.54）g，P<0.05]；提示

该调控系统可显著下调 livin的表达，并抑制肺癌皮下移植瘤的生长，且该调控系统毒副作用小，未发现裸鼠死亡。结论: Tet-on

livin RNA干扰系统在四环素诱导下可抑制肺癌生长，具有靶向性、可调控的特点，为以 livin蛋白为靶点的肺癌靶向治疗研究提

供重要的研究工具。
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Suppressive effect of Tet-on mediated livin RNA interference on growth of lung
carcinoma xenegraft in a rat model
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[Abstract] Objective: To investigate he effect of tetracycline- (Tet-on) mediated livin RNA interference on growth of lung carcinoma

xenegrafts, and find a better regulatory way to interfere the development on lung cancer. Methods: livin shRNA lentiviral vectors were

constructed; and the lung cancer A549 cells were subcutaneously injected into right upper back of nude mice to establish xenegraft mod-

el. The livin shRNA lentiviral vectors were injected into xenografts to interfere the expression of livin, then tetracycline was injected in-

traperitoneally for the induction. The suppressive effect of Tet-on mediated livin RNA interference efficiency was investigated and lung

cancer xenograft development was observed. Results: After the induction with Tet-on, livin gene expression was significantly inhibited

by livin shRNA compared with the control group and Tet-on-NC group; the xenograft volume in Tet-on- livin shRNA group was signifi-

cantly smaller than that in control group and Tet-on-NC group ([5.31±0.86]g vs [8.22±0.63]g and [7.17±0.54] g, P<0.05). Moreover, lit-

tle body toxicity was observed and no nude mice died in this study. Conclusion: The Tet-on mediated livin shRNA could suppress the

growth of lung cancer development with good targeting and controllable characteristics, which might provide a potent tool for treating

lung cancer with livin protein as target.
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肺癌发病率及病死率均位居各种恶性肿瘤之

首[1]，晚期肺癌治疗的疗效不理想，目前靶向治疗发

展迅速，越来越多的靶点被发现并深入研究。研

究[2-4]已证实凋亡抑制蛋白 livin在多种肿瘤（包括肺

癌）中表达，并可能促进肿瘤发生、发展，有望成为肺

癌治疗的新靶点。本课题组前期研究[5-7]表明，干扰

livin mRNA表达的肺腺癌SPC-A1细胞凋亡增多、肺

癌移植瘤减少，局部注射 livin shRNA慢病毒可在局
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部抑制肺癌生长。但既往采用的慢病毒载体缺乏可

控性、靶向性，且全身副作用较大，四环素(tetracy-

cline, Tet)调控慢病毒载体可通过外源四环素给予的

方法来人为调控目的基因表达的元件，可更加严密、

安全、高效能抑制肺癌生长，并具有副作用小的优

点，故本课题拟在前期研究[5]基础上，利用四环素调

控(Tet-on) livin RNA干扰系统，探讨其抑制肺癌生长

的效果。

1 材料与方法

1.1 动物与细胞

BALB/c SCID裸鼠购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司，共60只，体质量( 14±2) g /只，4~ 6周龄，

均为雌性。以数字随机表法将裸鼠随机分为3组：实

验组（Tet-on-KD组）、阴性载体对照组（Tet-on-NC组）

和空白对照组（CTL组），饲养于福建医科大学动物

实验中心 SPF级动物室[SYXK（闽）2012-0001]。所

用的饲料、水、垫料都经过严格灭菌处理，并按动物

实验的 3R原则给予人道的关怀。人肺腺癌A549株

细胞购自中科院细胞库。

1.2 主要试剂与设备

Tet-on 慢病毒载体、EGFP、脂质体转染试剂 Li-

pofectamin-2000TM和 293T细胞均由上海吉凯基因公

司提供，四环素衍生物多西环素（doxycycline, DOX）

购自美国 Sigma 公司，RPMI1640 培养基购自美国

HyClone 公司，胎牛血清（FBS）购自杭州四季青公

司，0.25% 胰酶细胞消化液（Trypsin-EDTA）和青霉

素-链霉素双抗（Pen-strep）购自美国Gibco公司。倒

置显微镜为日本奥林巴斯公司产品、生物安全柜和

CO2培养箱为日本三洋公司产品。

1.3 细胞培养

A549细胞用含 10% FBS、1% Pen-Strep和 1%葡

萄糖（Glu）的RPMI 1640培养基在 37 ℃、5% CO2的

培养箱中培养。镜下观察细胞生长良好时，取对数

生长期的细胞，经 0.25%胰酶消化，以无血清培养基

制备单细胞悬液，调整细胞密度至5×107/0.1 ml，用于

建立裸鼠皮下移植瘤动物模型。

1.4 构建Tet-on慢病毒载体

根据EcoR I、Hind Ⅲ双酶切位点将 livin shRNA

和增强绿色荧光蛋白（enhanced green fluorescent

protein，EGFP）加入质粒载体，并经 Amp 抗性培

养基挑选单菌落。用脂质体转染试剂 Lipofecta-

minTM 2000 将含目的基因的重组质粒与包装质

粒共转染 293T 细胞。收集细胞培养液上清液

于-80 ℃中保存备用。最终得到含目的基因 liv-

in shRNA和阴性对照 shRNA的2种重组慢病毒质粒

（图 1）pLV-tet-on-U6-livin- shRNA-CMV-EGFP（Tet-

on-livin-shRNA）和 pLV-tet-on-U6-NC-shRNA-CMV-

EGFP（Tet-on- NC-shRNA）。

图1 pLV-Tet-on-U6-shRNA-EGFP载体图谱

Fig. 1 Vector atlas of pLV-Tet-on-U6-shRNA-EGFP

1.5 建立人肺腺癌裸鼠皮下移植瘤模型及分组实验

BALB/c裸鼠经麻醉固定后，在其左上肢上方背

部皮下注射接种人肺腺癌A549细胞悬液 0.1 ml，待

移植瘤长至1 000 mm3左右时，对瘤体按下列实验分

组进行干预处理：①Tet-on-KD组：瘤体内注射Tet-

on-livinshRNA慢病毒载体质粒；②Tet-on-NC组：瘤

体内注射 Tet-on-NC-shRNA 慢病毒载体质粒；③

CTL 组：瘤内注射 0.9% NS。注射方式为瘤体 4

周+中央 5 点注射，注射总量为 0.1 ml，瘤体内注

射慢病毒载体质粒 5×109 TU。注射后 3 d开始进行

Tet诱导，腹腔注射Tet（1 mg/kg），每周 2次。注射后

2 d开始记录裸鼠一般情况、瘤体大小、瘤体质量等

数据。

1.6 观察裸鼠状态及移植瘤大小与标本留取

裸鼠皮下移植瘤建模后每周称重纪录裸鼠质

量，观察裸鼠的活动状态和一般情况；慢病毒载体质

粒注射后第6周处死裸鼠并留取皮下瘤结，称瘤体质

量，同时取肺、肝、脑及肾等组织，肉眼观察成瘤情况

（部分用于蛋白检测，方法见下文），同时切片H-E染

色病理检查。

1.7 Western blotting法检测移植瘤组织中 livin蛋白

的表达

常规方法提取总蛋白；用BCA蛋白法测定各样

品浓度，使各孔蛋白上样量一致；12% SDS-PAGE

2 h，电泳完毕后经湿转法将蛋白转移到 PVDF膜，

5%伊利脱脂奶粉室温封闭2 h，加入兔抗鼠一抗（liv-

in 1∶100，GAPDH 1∶4 000）4 ℃冰箱孵育过夜，加山

羊抗兔二抗（1∶2 000）室温孵育1 h，加入ECL A、B液

后在Bio-Rad凝胶成像系统曝光、图像分析。
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1.8 统计学处理

采用SPSS 22.0软件进行统计学分析，计量数据

x̄± s 表示，各组间均数比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）及 t检验。以P<0.05或P<0.01表

示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建裸鼠皮下移植瘤模型

裸鼠在接种A549细胞1周后背部出现瘤结。各

组裸鼠处死时一般情况良好，未见恶病质征象。所

有裸鼠均在皮下成瘤，动态检测3组裸鼠质量无显著

差异，在观察及干预期间无裸鼠死亡。CTL组、Tet-

on -NC 组和 Tet -on -KD 组瘤体质量分别为（8.22±

0.63）、（7.17±0.54）和（5.31±0.86）g；Tet-on-KD组瘤体

质量明显低于CTL组及Tet-on-NC组（均P<0.05，图

2、3）。各组裸鼠肺、脑、肾等器官肉眼均未见转移

灶，病理H-E染色也证实无转移灶形成。

*P>0.05 vs Tet-on-NC or CTL group

图2 荷瘤裸鼠质量（第1~6周）

Fig.2 Body mass of the nude mice with xenograft

(at 1st -6th week)

*P<0.05 vs Tet-on-NC or CTL group

图3 三组皮下移植瘤体质量比较

Fig. 3 Comparison of tumor mass among the three groups

2.2 移植瘤组织中 livin蛋白低表达

Western blotting 检测结果（图 4）显示，四环素诱

导后，Tet-on-KD组移植瘤组织中 livin蛋白表达明显

低于CTL组及Tet-on-NC组（均P<0.05）。

*P<0.05 vs Tet-on-NC or CTL group

A: Immunoblotting image; B: Comparison of livin protein

expression in the various groups

图4 各组四环素诱导后移植瘤组织中 livin蛋白表达比较

Fig. 4 Comparison of livin protein expressions in the various

groups after induction with tetracycline

3 讨 论

肺癌是目前发病率和病死率最高的恶性肿瘤之

一，尽管近年来晚期肺癌在多学科综合治疗的情况

下生存率有所提高，但总体预后仍不理想[8]。凋亡抑

制蛋白 livin参与细胞凋亡的调控，在多种肿瘤发生

发展中起重要作用。本课题组前期研究[5]表明，干预

livin表达可使肺癌细胞凋亡增多，增殖减少，可有效

抑制肺癌裸鼠移植瘤生长，提示 livin可能成为肺癌

治疗的靶点。但前期实验采用的慢病毒载体存在风

险，难以调控，且达不到目标控制肿瘤，可引起全身

副作用,故使用何种方法干预 livin表达才更有效，既

达到靶向抑制肺癌生长，且减少对全身副作用等值

得深入探讨。

近年来Tet载体系统的出现，为解决上述问题提

供新的方法。Tet载体系统，是一种通过外源Tet诱导

人为调控目的基因表达元件实现的，该系统四环素

诱导的RNA载体系统具备较好的调控性能，可较高

水平诱导目的基因 shRNA表达得到高效率的敲减，

经诱导后最高诱导倍数可达 1×104倍[9]。另外，诱导

剂Tet为常见的抗生素，毒性低，能准确、特异、高效

调控目的基因表达，可根据需要进行且不受宿主基

因影响，故更准确、更接近生理条件[10]。目前的诱导
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剂有Tet 及其衍生物 DOX，DOX 较 Tet 而言，完全

激活或抑制目的基因表达所需要的量更少(0.01~

1 mg/L DOX相当于 1~2 mg/L Tet)；并且半衰期更长

(DOX 24 h vs Tet 12 h)[11]。Tet载体系统主要包括两

部分：Tet反应元件，即细菌四环素操纵子(Tet opera-

tor，TetO)；融合的转录活化因子，该转录活化因子能

被Tet及其衍生物诱导并激活，主要由细菌的Tet阻

遏物(Tet resistance operon，TetR)和人类单纯疱疹病

毒的VP16转录激活蛋白融合而成。根据其作用不

同分为 tTA 和 rtTA (reverse Tet - controlled transcrip-

tional activator), tTA为Tet-off系统成分，即经诱导终

止目的基因转录；rtTA为Tet-on系统成分，即经诱导

可启动目的基因转录[12-14]。

本实验成功构建了Tet-on livin shRNA慢病毒载

体，该载体调控性好、背景低，且安全性好。本实验

共有60只裸鼠，实验过程中未见裸鼠非正常死亡，也

未发现裸鼠存在食欲减退等异常反应。本实验则在

此基础上研究该系统对在体水平 livin表达及抗肺癌

增殖的作用，采用既往腹腔注射Tet方法进行诱导，

该法的特点为操作方便，剂量较为准确，吸收快，但

具体剂量需要摸索。本研究腹腔内注射 1 mg/kg，每

周 2 次，结果表明 Tet 可在体内诱导 livin shRNA 表

达，进而抑制 livin表达，从而起到抗肺癌增殖作用。

以往有学者利用Tet腹腔注射作为诱导起效后改为

饮水喂食（2 mg/ml Dox+5% sucrose）使 Tet 持续得

到诱导表达，发现停用 Tet 1 周后相关表达即丧

失 [15]，故该系统可有效地按人为目的进行调控目

的基因的表达，但最佳的用药方式及剂量尚待进一

步深入探讨。

综上所述，本课题组成功利用 Tet-on livin shR-

NA慢病毒载体显著降低肺腺癌皮下移植瘤裸鼠模

型凋亡抑制蛋白 livin的表达，抑制肺腺癌移植瘤生

长，该系统的建立为今后以 livin蛋白为靶点的肺癌

靶向治疗研究提供重要的研究工具。
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