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  摘 要:目的 探讨生存素(Survivin)对小细胞肺癌细胞恶性生物学行为的影响。方法 将NCI-H82细

胞分为Vector组、Survivin组,NCI-H209细胞分为si-NC组、si-Survivin组,采用CCK-8和流式细胞术检测细

胞增殖和凋亡情况,实时荧光定量PCR及蛋白质印迹法检测程序性死亡受体配体1(PD-L1)表达。CD8+T细

胞与各组NCI-H82和NCI-H209细胞共孵育后,酶联免疫吸附试验检测上清液中干扰素γ(IFN-γ)、白细胞介

素-2(IL-2)水平,细胞毒性试验检测肿瘤细胞裂解率。结果 与Vector组比较,Survivin组NCI-H82细胞PD-
L1表达和细胞增殖能力均升高(P<0.05),细胞凋亡率降低(P<0.001)。与si-NC组比较,si-Survivin组

NCI-H209细胞PD-L1表达和细胞增殖能力均降低(P<0.001),细胞凋亡率升高(P<0.001)。与Vector+
CD8+T组比较,Survivin+CD8+T组细胞上清液中IFN-γ、IL-2水平及细胞裂解率均降低(P<0.001)。与si-
NC+CD8+T组比较,si-Survivin+CD8+T组细胞上清液中IFN-γ、IL-2水平及细胞裂解率均升高(P<
0.001)。结论 Survivin调控小细胞肺癌的增殖、凋亡,并且上调PD-L1表达抑制CD8+T细胞杀伤功能。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Survivin
 

on
 

the
 

malignant
 

biological
 

behavior
 

of
 

small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

cells.Methods NCI-H82
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

Vector
 

group
 

and
 

Survivin
 

group,and
 

NCI-
H209

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

si-NC
 

group
 

and
 

si-Survivin
 

group.Cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

were
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

and
 

flow
 

cytometry.Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

programmed
 

death
 

ligand
 

1
 

(PD-L1).After
 

co-incubation
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

with
 

NCI-H82
 

and
 

NCI-H209
 

cells,the
 

levels
 

of
 

interferon-γ
 

(IFN-γ)
 

and
 

interleukin-2
 

(IL-2)
 

in
 

the
 

supernatant
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,and
 

the
 

lysis
 

rate
 

of
 

tumor
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

cytotoxicity
 

assay.
Results Compared

 

with
 

the
 

Vector
 

group,the
 

expression
 

of
 

PD-L1
 

and
 

the
 

proliferation
 

of
 

NCI-H82
 

cells
 

in
 

the
 

Survivin
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

decreased
 

(P<0.001).
Compared

 

with
 

the
 

si-NC
 

group,the
 

expression
 

of
 

PD-L1
 

and
 

the
 

proliferation
 

of
 

NCI-H209
 

cells
 

in
 

the
 

si-
Survivin

 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.001),and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

NCI-H209
 

cells
 

was
 

in-
creased

 

(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

Vector+CD8+T
 

group,the
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-2
 

in
 

the
 

superna-
tant

 

of
 

Survivin+CD8+T
 

cells
 

and
 

the
 

cell
 

lysis
 

rate
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

si-NC+CD8+T
 

group,the
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-2
 

in
 

the
 

supernatant
 

and
 

the
 

lysis
 

rate
 

of
 

si-Survivin+
CD8+T

 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.001).Conclusion Survivin
 

can
 

regulate
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

small
 

cell
 

lung
 

cancer,and
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

PD-L1
 

to
 

inhibit
 

the
 

killing
 

function
 

of
 

CD8+T
 

cells.
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  肺癌是常见的呼吸系统恶性肿瘤,可分为非小细

胞肺癌和小细胞肺癌,据统计,2022年全球新增217万

例肺癌病例,其中小细胞肺癌25万例,占肺癌的

15%[1-2]。虽占比小,但小细胞肺癌是恶性程度极高

的神经内分泌肿瘤,患者5年生存率低于7%[3],且治

疗后肿瘤易复发,严重影响患者的治疗效果,因此需

探究更多调控小细胞肺癌发生发展的机制[4-5]。生存

素(Survivin)是凋亡抑制蛋白家族成员之一,具有肿

瘤特异性,在多种肿瘤中高表达,SUN等[6]发现,Sur-
vivin与小细胞肺癌的不良预后密切相关。LUO等[7]

研究发现,抑制Survivin可影响非小细胞肺癌的发生

发展。LIU等[8]发现,Survivin可影响程序性死亡受

体1(PD-1)疫苗的抗肿瘤活性,但是Survivin是否与

小细胞肺癌细胞恶性生物学行为及PD-1/程序性死

亡受体配体1(PD-L1)相关的报道较少,本文即探究

了Survivin
 

对小细胞肺癌细胞增殖及凋亡的影响,以
及Survivin对CD8+T细胞杀伤小细胞肺癌功能的影

响,旨在为小细胞肺癌的研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料 人正常肺上皮细胞BEAS-2B,人小细胞

肺癌细胞株 NCI-H82、NCI-H446、NCI-H2228、NCI-
H209及 CCK-8试剂盒、细胞凋亡试剂盒、TransS-
cript􀆿

 

Reverse
 

Transcriptase、TransStart􀆿
 

Green
 

实

时荧光定量PCR(qPCR)
 

SuperMix购自北京全式金

生物技术股份有限公司,Survivin、PD-L1、GAPDH抗

体和山羊抗兔IgG购自美国Cell
 

Signaling
 

Technolo-
gy公司,干扰素γ(IFN-γ)、白细胞介素-2(IL-2)

 

酶联

免疫吸附试验(ELISA)检测试剂盒和人外周血单个

核细胞(PBMC)分离试剂盒购自北京索莱宝生物科技

有限公司,细胞毒性试剂盒购自上海碧云天生物科技

有限公司,CD8+T细胞分选试剂盒购自美国Bioleg-
end公司,Survivin、PD-L1、B细胞淋巴瘤因子-2(Bcl-
2)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(Caspase)3、Caspase9
和山羊抗兔IgG均购自武汉三鹰生物技术有限公司,

15
 

mL人外周血取自本院的体检健康者并获得知情

同意。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 BEAS-2B、NCI-H82、NCI-H446、

NCI-H2228、NCI-H209细胞均培养于含10%的胎牛

血清中,细胞生长至汇合度达80%时,进行细胞传代。

1.2.2 CD8+T细胞提取 取15
 

mL人外周血于抗

凝管中,根据人PBMC分离试剂盒,分离PBMC。根

据CD8+T细胞分选试剂盒,于PBMC中加入CD8+T

细胞磁珠孵育30
 

min,并置于磁力架上,室温静置10
 

min,弃上清液,用含10%胎牛血清和100
 

U/mL
 

IL-2
的RPMI-1640培养基重悬,接种至CD3和CD28抗

体包被的6孔板中,激活并扩增CD8+T细胞。

1.2.3 细胞分组与转染 NCI-H82细胞转染Sur-
vivin过表达质粒及对照质粒,记为 Survivin组和

Vector组,NCI-H209细胞转染Survivin
 

siRNA 和

Survivin
 

siRNA阴性对照,记为si-Survivin组和si-
NC组。将激活的CD8+T细胞以5∶1的比例分别与

Vector组、Survivin组、si-NC组和si-Survivin组肿瘤

细 胞 共 孵 育 24
 

h,记 为 Vector+CD8+ T 组、

Survivin+CD8+T组、si-NC+CD8+T组和si-Sur-
vivin+CD8+T组。

1.2.4 qPCR检测Survivin和PD-L1
 

mRNA表达 
Trizol提 取 BEAS-2B、NCI-H82、NCI-H446、NCI-
H2228、NCI-H209细胞及 Vector组、Survivin组、si-
NC组和si-Survivin组肿瘤细胞,使用 TransScript􀆿

 

Reverse
 

Transcriptase试剂盒进行逆转录反应,获得

cDNA。使用TransStart􀆿
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix试

剂盒进行qPCR反应,GAPDH为内参,使用2-ΔΔCt计

算并比较各组细胞Survivin和PD-L1
 

mRNA相对表

达 水 平。Survivin 上 游 引 物 5'-ATGGATCTTG-
CAAGT-3,Survivin 下 游 引 物 5'-TGGGAGAG-
GAATGA-3';PD-L1上游引物5'-CTGGACCTGCT-
TGCGTTAGTGG-3',PD-L1下 游 引 物5'-CCCCT-
GAAGTTGCTGTGCTGAG-3';GAPDH 上 游 引 物

5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3',GAPDH 下

游引物5'-CAAAGTTGTCATGGATGHACC-3'。

1.2.5 细胞增殖试验 Vector组、Survivin组、si-NC
组和si-Survivin组肿瘤细胞接种至96孔板,每孔3

 

000
个细胞,细胞在培养箱中培养0、24、48、72

 

h后,取出对

应的96孔板,每孔加10
  

μL
 

CCK-8溶液,孵育1
 

h后,
酶标仪检测450

 

nm波长下的吸光度值(A值)。

1.2.6 细胞凋亡试验 取转染后的Vector组、Sur-
vivin组、si-NC组和si-Survivin组肿瘤细胞1×105

个于流式管中,每管分别加入5
  

μL
 

PI和5
  

μL
 

An-
nexin

 

V-FITC,避光孵育15
 

min后,清洗1次,用500
  

μL
 

磷酸盐缓冲液重悬后,于流式细胞仪上检测细胞

凋亡情况。

1.2.7 细胞毒性试验 将Vector+CD8+T组、Sur-
vivin+CD8+T组、si-NC+CD8+T组和si-Survivin+
CD8+T组CD8+T细胞和肿瘤细胞接种至96孔板中

进行共培养24
 

h,按照细胞毒性试剂盒检测各孔 A
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值,肿瘤细胞裂解率=(AE+T-AE-AT)/(AEmax-
AE)×100%。AEmax 为 NCI-H82和 NCI-H209全部

裂解时的 A值,AE 和 AT 为 NCI-H82和 NCI-H209
及T细胞单独培养孔的A值,AE+T 为各共培养孔的

A值。

1.2.8 ELISA 检测细胞因子水平 将 Vector+
CD8+T组、Survivin+CD8+T组、si-NC+CD8+T组

和si-Survivin+CD8+T组CD8+T细胞和肿瘤细胞

接种至96孔板中进行共培养24
 

h,收集96孔板中的

细胞上清液,采用IFN-γ和IL-2
 

ELISA试剂盒检测

细胞上清液中IFN-γ和IL-2水平。

1.2.9 蛋白质印迹法(Western
 

blot) RIPA蛋白裂

解 液 提 取 BEAS-2B、NCI-H82、NCI-H446、NCI-
H2228、NCI-H209细胞及 Vector组、Survivin组、si-
NC组和si-Survivin组肿瘤细胞总蛋白,每组取10

 

μg
总蛋白进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳,电泳后将蛋

白转移至PVDF膜上,然后将PVDF膜与Survivin
(1∶1

 

000稀释)、PD-L1(1∶1
 

000稀释)、Bcl-2(2∶
1

 

000稀 释)、Caspase3(1∶1
 

000稀 释)、Caspase9

(2∶1
 

000稀释)和GAPDH(1∶5
 

000稀释)抗体孵

育过夜,然后与山羊抗兔IgG(1∶5
 

000稀释)室温孵

育1
 

h,洗膜后,曝光并拍照。

1.3 统计学处理 使用GraphPad
 

Prism7.0软件绘

制图形及数据处理,所有数据以x±s表示,两组比较

采用t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 Survivin在小细胞肺癌细胞中高表达 qPCR
和 Western

 

blot检测结果显示,与BEAS-2B细胞比

较,NCI-H82、NCI-H446、NCI-H2228、NCI-H209细

胞中Survivin
 

mRNA和蛋白表达均明显上调(P<
0.001),见图1。

2.2 Survivin促进小细胞肺癌细增殖 细胞增殖试

验结果显示,与Vector组比较,Survivin组NCI-H82
细胞在24、48、72

 

h的A值均升高(P<0.05);与si-
NC组比较,si-Survivin组 NCI-H209细胞在24、48、

72
 

h的A值均降低(P<0.05),结果提示Survivin可

调控小细胞肺癌细胞的增殖能力。见图2。

  注:A、B分别为 BEAS-2B、NCI-H82、NCI-H446、NCI-H2228、NCI-H209细胞中Survivin
 

mRNA、蛋白表达情况;与 BEAS-2B细胞比较,
***P<0.001。

图1  Survivin在小细胞肺癌细胞中高表达

  注:A、B分别为Vector组与Survivin组,si-NC组与si-Survivin组A值比较;与0
 

h比较,*P<0.05;与0
 

h比较,***P<0.001。

图2  Survivin促进小细胞肺癌细增殖

2.3 Survivin抑制小细胞肺癌细胞的凋亡 细胞凋

亡试验结果显示,与Vector组比较,Survivin组NCI-
H82细胞凋亡率降低(P<0.001),Bcl-2蛋白表达升

高(P<0.001),Caspase3、Caspase9蛋白表达降低

·776·国际检验医学杂志2025年3月第46卷第6期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,March
 

2025,Vol.46,No.6



(P<0.001);与si-NC组比较,si-Survivin组 NCI-
H209细胞凋亡率升高(P<0.001),Bcl-2蛋白表达降

低(P<0.001),Caspase3、Caspase9蛋白表达升高

(P<0.001)。结果提示Survivin调控小细胞肺癌细

胞的凋亡及凋亡相关蛋白表达。见图3。

2.4 Survivin 抑 制 CD8+ T 细 胞 分 泌 IFN-γ、

IL-2 ELISA检测结果显示,与 Vector+CD8+T组

比较,Survivin+CD8+T组细胞上清液中IFN-γ、IL-2

水平降低(P<0.001);与si-NC+CD8+T组比较,si-
Survivin+CD8+T组细胞上清液中IFN-γ、IL-2水平

升高(P<0.001)。见图4。

2.5 Survivin抑制CD8+T细胞抗肿瘤活性 细胞

毒性试验结果显示,与Vector+CD8+T组比较,Sur-
vivin+CD8+T组 NCI-H82细 胞 裂 解 率 降 低(P<
0.001);与si-NC+CD8+T组比较,si-Survivin+CD8+T
组NCI-H209细胞裂解率升高(P<0.001)。见图5。

  注:A、B分别为Vector组与Survivin组,si-NC组与si-Survivin组细胞凋亡率比较;C、D分别为Vector组与Survivin组,si-NC组与si-Survivin

组凋亡相关蛋白表达比较;与Vector组比较,***P<0.001;与si-NC组比较,***P<0.001。

图3  Survivin抑制小细胞肺癌细胞的凋亡

  注:A、B分别为 Vector+CD8+T组与Survivin+CD8+T组、si-

NC+CD8+T组与si-Survivin+CD8+T组细胞上清液中IL-2、INF-γ
水平比较;与 Vector+CD8+T 组比较,***P<0.001;与si-NC+

CD8+T组比较,***P<0.001。

图4  Survivin抑制CD8+T细胞分泌IFN-γ、IL-2

2.6 Survivin上 调 小 细 胞 肺 癌 细 胞 PD-L1的 表

达 qPCR结果显示,与 BEAS-2B细胞比较,NCI-
H82、NCI-H446、NCI-H2228、NCI-H209细胞中PD-
L1

 

mRNA表达均升高(P<0.001);相关性分析结果

显 示,NCI-H82、NCI-H446、NCI-H2228、NCI-H209
细胞中Survivin

 

mRNA表达与PD-L1
 

mRNA呈正

相关(R2=0.97,P=0.001
 

8);qPCR和 Western
 

blot

结果显示,与Vector组比较,Survivin组NCI-H82细

胞中Survivin、PD-L1
 

mRNA和蛋白表达升高(P<
0.001);与si-NC组比较,si-Survivin组NCI-H209细

胞Survivin、PD-L1
 

mRNA和蛋白表达降低(P<0.
001)。结果提示 Survivin可调控小细胞肺癌细胞

PD-L1的表达。见图6。

  注:A、B分别为Vector+CD8+T组与Survivin+CD8+T组、si-NC+

CD8+T与si-Survivin+CD8+T细胞裂解率比较;***P<0.001。

图5  Survivin抑制CD8+T细胞抗肿瘤活性
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  注:A为qPCR检测PD-L1
 

mRNA表达,与BEAS-2B细胞比较,***P<0.001;B为Survivin和PD-L1
 

mRNA表达相关性分析结果;C、D分

别为Vector组、Survivin组NCI-H82细胞中Survivin、PD-L1
 

mRNA和蛋白表达比较,与Vector组比较,***P<0.001;E、
 

F分别为si-NC组、si-

Survivin组NCI-H209细胞中Survivin、PD-L1
 

mRNA和蛋白表达比较,与si-NC组比较,***P<0.001。

图6  各组细胞中Survivin对小细胞肺癌细胞PD-L1的影响

3 讨  论

  Survivin是由Birc5基因编码的蛋白质,表达于

细胞质和细胞核。研究表明,Survivin是一类抑凋亡

蛋白,其主要功能为抑制Caspase3和Caspase9,进而

阻断细胞凋亡,亦有研究表明Survivin可调控细胞周

期[9-11]。近年来,有研究发现,Survivin可在肿瘤细胞

中特异性表达[11]。MAHMOUDIAN-SANI
 

等[12]研

究表明,Survivin可作为甲状腺癌诊断和治疗的关键

蛋白,但Survivin对小细胞肺癌的影响尚不清楚。本

研究结果发现,与人正常肺上皮细胞BEAS-2B比较,
小细胞肺癌细胞 NCI-H82、NCI-H446、NCI-H2228、

NCI-H209中 Survivin
 

mRNA 和 蛋 白 表 达 均 升 高

(P<0.001),提示Survivin可能对小细胞肺癌的发生

发展有重要影响,所以本文在 NCI-H82细胞中转染

Survivin过表达质粒,并且抑制 NCI-H209细胞中

Survivin表达,构建差异表达Survivin的小细胞肺癌

细胞株,结果发现上调Survivin后,NCI-H82细胞增

殖能力升高,细胞凋亡率降低;若抑制Survivin表达,

NCI-H209细胞增殖能力降低,细胞凋亡率升高,说明

Survivin可调控小细胞肺癌细胞的增殖与凋亡。与本

研究结果类似,LI等[13]发现抑制口腔鳞状细胞癌中

Survivin表达可促进肿瘤细胞的凋亡。GARLAPA-
TI等[14]研究表明,Survivin的磷酸化可促进三阴性

乳腺癌细胞的增殖。提示Survivin可对小细胞肺癌

增殖和凋亡等恶性生物学行为具有重要调控功能。
肿瘤免疫治疗为小细胞肺癌的治疗带来了巨大

的突破,GUEGUEN等[15]研究发现,CD8+T细胞的

浸润与肺癌患者的预后密切相关。本研究将差异表

达Survivin的NCI-H82和NCI-H209细胞与激活的

CD8+T细胞共孵育,发现过表达Survivin的 NCI-
H82可抑制CD8+T细胞分泌IL-2和INF-γ的能力,
抑制 NCI-H209 细 胞 Survivin 后,共 孵 育 体 系 中

CD8+T细胞分泌IL-2和INF-γ的能力增加。研究

表明,激活的CD8+T细胞可通过分泌IL-2、INF-γ、
穿孔素和脱颗粒酶等因子而杀伤肿瘤细胞[16]。本研

究通过细胞毒性试验发现,CD8+T细胞杀伤过表达

Survivin的NCI-H82细胞能力降低,CD8+T细胞杀

伤低表达Survivin的 NCI-H82细胞能力增加,说明

Survivin可抑制CD8+T细胞对小细胞肺癌细胞的杀

伤功能。
肿瘤细胞表面PD-L1等免疫检查点的异常表达,

促进了肿瘤细胞的免疫逃逸[17-18]。小细胞肺癌细胞

PD-L1的高表达影响肿瘤治疗效果,ROPER
 

等[19]研

究指出,PD-L1在小细胞肺癌组织中高表达,并且抑

制PD-1/PD-L1信号通路,从而抑制小细胞肺癌的发

展。CARVAJAL-HAUSDORF等[20]通过临床研究

发现,PD-L1的异常高表达与患者免疫治疗效果差密

切相关,并且可抑制肿瘤组织浸润的淋巴细胞功能。
但是PD-L1的表达是否受Survivin调控尚不明确,本
研究发现,PD-L1在小细胞肺癌细胞 NCI-H82、NCI-
H446、NCI-H2228、NCI-H209中表达均上调,并且通

过相关性分析发现,上述小细胞肺癌细胞株中PD-L1
 

mRNA表达与Survivin呈正相关,即Survivin高表

达的细胞株中PD-L1亦高表达,提示小细胞肺癌细胞
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中PD-L1的表达可能被Survivin调控。进一步研究

发现,NCI-H82细胞中转染Survivin过表达质粒后,
细胞中 PD-L1

 

mRNA 和蛋白表达均升高,若抑制

NCI-H209细胞中Survivin表达,细胞中PD-L1
 

mR-
NA和蛋白表达均降低,说明Survivin或可影响PD-
L1的表达。FARHOOD等[21]研究发现,肿瘤细胞

PD-L1的高表达可抑制细胞毒性CD8+T细胞的抗肿

瘤活性。所以本研究推测,Survivin可通过诱导PD-
L1的表达而抑制CD8+T细胞的杀伤功能。

综上所述,Survivin调控小细胞肺癌细胞的增殖

和凋亡,并且可通过上调小细胞肺癌细胞表面PD-L1
的表达而抑制CD8+T细胞杀伤功能,本研究的创新

点为发现Survivin对小细胞肺癌增殖和凋亡的调控

作用,并且可影响CD8+T细胞介导的肿瘤免疫,但是

本研究仅局限于细胞水平,在后续的研究中本团队会

在小鼠体内验证Survivin的功能。
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