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ICG-001 在肝癌中对凋亡抑制蛋白 Survivin的影响
唐恩奇，汪丽燕，李 滨，蒋欢欢

摘要 目的 探讨 β-catenin 抑制剂 ICG-001 对 SD 大鼠肝
癌组织中凋亡抑制蛋白 Survivin 的影响。方法 予二乙基
亚硝胺喂养 SD大鼠，随后将已成瘤的大鼠分成对照组、DM-
SO组和给药组。用 ICG-001 抑制 β-catenin 的表达，Western
blot法检测 ICG-001 对大鼠肝癌组织中 Survivin 蛋白表达的
影响;实时定量 PCＲ 法检测 ICG-001 对肝癌组织中 Survivin
mＲNA的影响。结果 用 ICG-001 抑制 β-catenin的表达后，
Western blot结果显示，ICG-001 给药后 Survivin 的蛋白表达
量降低。实时定量 PCＲ 结果显示，ICG-001 给药后 Survivin
mＲNA表达量降低。结论 β-catenin 抑制剂 ICG-001 明显
抑制 Survivin的蛋白表达及 mＲNA表达。
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β-catenin 是经典 Wnt /β-catenin 信号传导通路
中的核心调控因子。在正常细胞中 Wnt 信号通路
处于无激活的状态，且 β-catenin 仅是作为一种细胞
骨架蛋白在细胞的黏附中发挥作用

［1］。但当 β-
catenin在细胞质中累积到一定浓度的时候，则会向
细胞核转移。由此激活 Wnt 信号通路，导致多种癌
症如乳腺癌、结直肠癌、膀胱癌、肝癌的发生［2 － 4］。
Survivin 是细胞凋亡抑制蛋白家族中的最小成
员
［5］，在分化成熟的正常组织中一般不表达，但是

在恶性肿瘤中呈高表达
［6］，是目前最强的细胞凋亡

抑制因子。Survivin 目前被认为在恶性肿瘤细胞凋
亡过程中起关键调控作用，从而影响恶性肿瘤的发

生发展，因此可以作为肿瘤治疗与预后的一项检测

指标。该研究通过使用 β-catenin 抑制剂 ICG-001
抑制大鼠肝癌细胞中 β-catenin 的表达，观察对 Sur-
vivin表达含量的影响，探讨抑制 β-catenin在肝癌中

的过表达对肿瘤细胞凋亡的影响作用。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 60 只雄性 SD大鼠，约 250 g，购自
桂林医学院实验动物房。将成瘤后的 SD 大鼠随机
分为对照组、DMSO组和给药组，每组 15 只。
1． 2 主要试剂和仪器 二乙基亚硝胺(美国 Sigma
公司);ICG-001(美国 Selleck 生物科技有限公司);
Survivin兔抗鼠抗体(美国 Abcam 公司);β-actin 兔
抗鼠抗体(沈阳万类生物科技有限公司);辣根酶标

记山羊抗兔 IgG(北京中杉金桥生物技术有限公
司);逆转录试剂盒、PCＲ 引物(美国 Invitrogen 公
司);总 ＲNA 提取试剂盒、PCＲ 反应试剂盒、DNA
Marker(北京天根生化科技有限公司)。仪器包括冰
冻高速离心机、超低温冰箱、电泳仪、转膜仪、PCＲ
仪等。
1． 3 方法
1． 3． 1 肝癌动物模型的构造 本课题组前期已采
用二乙基亚硝胺( diethylnitrosamine，DEN)喂养 SD
大鼠构造肝癌模型的方法构造大鼠肝癌模型

［7］。
60 只雄性 SD 大鼠(桂林医学院动物实验中心)给
予实验组含 DEN(76 μg /ml) 的饮用水自由饮用，连
续饮用 6 周后，改为自由饮水 3 周，再继续给予含
DEN(76 μg /ml) 的饮用水自由饮用至 20 周。在造
模第 18 周随机抽取 6 只大鼠，用 10%水合氯醛腹
腔注射麻醉大鼠，暴露肝脏并观察拍照。再取肝脏
标本，用 10%福尔马林固定，24 h 后常规石蜡包埋，
切片，做 HE染色，并于光学显微镜下观察。
1． 3． 2 β-catenin 抑制剂 ICG-001 干预动物肝癌模
型 实验组 60 只 SD大鼠在第 20 周存活 48 只。于
第 20 周开始，选取 15 只大鼠继续不做任何特殊处
理作为对照组;选取 15 只大鼠作为 DMSO 组，该组
大鼠给予腹腔注射 DMSO 10 mg /(kg·d)，连续注
射 10 d;选取 15 只大鼠作为给药组，该组大鼠腹腔
注射 ICG-001 10 mg /(kg·d)，连续注射 10 d。10 d
后用 10%水合氯醛腹腔注射麻醉各组大鼠，暴露肝
脏并观察拍照。剩余肝脏取肿瘤部分放入 － 80 ℃
冰箱中保存以做后续研究。
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1． 3． 3 Western blot 法检测 Survivin 蛋白表达 分
别取 3 组肝脏肿瘤组织，研磨后用 BCA法进行蛋白
定量，后进行Western blot法检测。将提取的蛋白经
SDS-PAGE(15%分离胶 + 5%浓缩胶)电泳后转移
至 PVDF 膜(0. 2 μmol /L)上，5%脱脂奶粉加 TBST
室温下封闭 2 h，Survivin一抗(1 ∶ 1 000 稀释)与 β-
actin一抗(1 ∶ 1 000 稀释)4 ℃孵育过夜，TBST 洗
涤，二抗(1 ∶ 5 000 稀释)孵育 2 h，TBST 洗涤，与免
疫印迹化学发光试剂(ECL 高灵敏)反应，采用 Im-
age J 软件检测目的蛋白 Survivin 与内参 β-actin 的
灰度值。
1． 3． 4 半定量 ＲT-PCＲ法检测 Survivin mＲNA表达
取各组肝脏肿瘤组织，进行细胞总 ＲNA提取以及

cDNA的合成。引物序列设计如下: Survivin (110
bp) F: 5'-AGAACAAAATTGCAAAGGAGACC-3'; Ｒ:
5'- AGCAAAGGCTCAGCGTAAGG-3'。β-actin (183
bp ) F: 5'-CCCTGAAGTACCCCATTGAAC; Ｒ: 5'-
TGGGTCATCTTTTCACGGTTG-3'。PCＲ 扩增条件:
95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃ 退火 30 s，
72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环后，72 ℃完整延伸 5
min。用含 2%琼脂糖凝胶对 PCＲ 扩增产物进行电
泳，并用凝胶成像分析系统拍照并计算灰度值，以

β-actin为内参，半定量计算 Survivin 的 mＲNA 表达
水平。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行分析，
计量资料以 珋x ± s 表示。组间差异性比较采用独立
样本 t检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 大鼠一般生长及成瘤结果 60 只 SD 大鼠在
第 18 周死亡 5 只，存活 55 只中随机抽取 6 只进行
肝脏解剖，显示成瘤率为 83. 3% (5 只成瘤，1 只未
成瘤)，后进行 HE 染色，病理结果证实为肝癌。见
图 1。
2． 2 分组给药结果 20 周开始给予 DMSO和 ICG-
001 处理，此时大鼠存活 48 只，分 3 组，每组 15 只。
给药 10 d 后，解剖所有大鼠。对照组大鼠死亡 3
只，未成瘤 1 只;DMSO 组大鼠死亡 2 只，未成瘤 2
只;给药组大鼠死亡 2 只，未成瘤 2 只。观察 3 组大
鼠肝脏大体标本，显示给药组肝脏肿瘤略小于其他

2 组(图 2)。
2． 3 Western blot 法检测 ICG-001 对各组大鼠肝
脏 Survivin蛋白表达的影响 研磨各组大鼠肝脏
组织并经过BCA蛋白定量后，Western blot法检测

图 1 大鼠肝脏成瘤结果
A:解剖后成瘤肝脏;B:肝癌组织 HE ×100;C:肝癌组织 HE ×400

图 2 给予 ICG-001 后各组大鼠肝脏成瘤结果
A:对照组;B:DMSO组;C:给药组
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结果显示给药组 Survivin 的表达明显低于对照组，
且差异有统计学意义( t = 8. 123，P = 0. 001)，而对照
组和 DMSO组差异无统计学意义。见图 3。

图 3 各组大鼠 Survivin蛋白的表达水平
1:对照组;2:DMSO组;3:给药组;与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 半定量 PCＲ 法检测 ICG-001 对各组大鼠肝
脏 Survivin mＲNA表达的影响 提取各组大鼠肝
脏 ＲNA，后进行逆转录、PCＲ扩增、琼脂糖凝胶电泳
后，结果显示给药组 Survivin mＲNA 表达较对照组
明显降低，且差异有统计学意义( t = 3. 105，P =
0. 036)，而对照组和 DMSO 组差异无统计学意义。
见图 4。

图 4 各组大鼠 Survivin mＲNA的表达水平
M:DNA Marker; 1:对照组;2:DMSO 组;3:给药组;与对照组比

较:* P ＜ 0. 05

3 讨论

肝癌的发生发展是一个动态的过程，涉及到至

少 3 种信号通路的变化:p53、Ｒb 和 Wnt /β-catenin
信号通路

［8］。其中，Wnt /β-catenin 信号通路与大多
数肝癌的发生均有联系

［9］。在肿瘤的发生发展过
程中，β-catenin 起到至关重要的作用，在人类多种
肿瘤的发生过程中均可显示 β-catenin 的活化作
用
［10］，肝癌就是其中一种。因此针对 β-catenin 信
号通路的抑制剂可以为抑制肝癌细胞的增殖和分化

在分子生物水平上提供有效的思路。目前已被显示
或合成的 β-catenin抑制剂有很多种，研究［11］表明，
FH535 是 Wnt /β-catenin 信号通路一种有效的抑制
剂，可以通过抑制 Survivin 和 cyclin D1 的表达从而
抑制肝癌细胞的生长。XAV939 是通过抑制 TNKS1
和 TNKS2 而选择性抑制 Wnt /β-catenin 介导的转录
过程
［12］。本研究中使用的 β-catenin 抑制剂是 ICG-

001，是一种小分子抑制剂，对不同癌组织的发生和
发展均起到重要作用。Emami et al［13］发现，ICG-
001 可以选择性诱导细胞凋亡，抑制结肠癌细胞的
生长，并且证明对小鼠和裸鼠结肠癌移植瘤模型同

样有效。Henderson et al［14］实验证明 ICG-001 能显
著抑制 β-catenin 表达，减轻 Bleomycin 诱导的小鼠
肺纤维化。β-catenin 的转录作用同时活化了诸多
下游靶基因，包括 c-myc、cyclin D1 以及 Survivin［13］。
Survivin的表达是由 CBP /catenin 介导的，并且 ICG-
001 能有效抑制 Survivin的转录和表达［15］。本研究
中对 ICG-001 的体内研究是基于肝癌动物模型之
上，得出的结论能够证明 ICG-001 对 β-catenin 高表
达的抑制作用，但是与其他信号通路之间的联系需

要进一步研究。此外，本研究中通过运用 ICG-001
达到抑制 Survivin 在肿瘤中的表达，但实验结果只
能表明 ICG-001 对 Survivin 的单向作用，关于其他
可能引起 Survivin表达量变化的因素还有待进一步
研究。同时，在后续实验中可以检测 β-catenin 下游
的其他靶基因，进一步研究 ICG-001 作为 β-catenin
抑制剂的生物学意义，希望能为肝癌的临床靶向治

疗提供新的思路。
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Effect of ICG-001 on the apoptosis inhibitor protein
Survivin in hepatocellular carcinoma

Tang Enqi，Wang Liyan，Li Bin，et al
( 1Dept of Gastroenterology，Affiliated Hospital of Guilin Medical College，Guilin 541001)

Abstract Objective To investigate the effect of β-catenin inhibitor ICG-001 on the expression of apoptosis inhib-
itor protein Survivin in liver cancer tissues of SD rats． Methods SD rats were fed with diethylnitrosamine (DEN)，
and then the rats which had tumor were divided into control group，DMSO group and administration group． ICG-
001 was used to inhibit the expression of β-catenin． Western blot was used to detect the effect of ICG-001 on the
protein expression of Survivin ． The real-time quantitative PCＲ was used to detect the effect of ICG-001 on the mＲ-
NA of Survivin． Ｒesults ICG-001 inhibited the expression of β-catenin． Western blot results showed that the pro-
tein expression of Survivin decreased after administration of ICG-001． The real-time quantitative PCＲ results
showed that the mＲNA expression of Survivin decreased after administration of ICG-001． Conclusion β-catenin
inhibitor ICG-001 significantly inhibit the protein expression and mＲNA expression of Survivin．
Key words hepatocellular carcinoma; β-catenin;ICG-001;Survivin
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