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CXCR4一siRNA重组腺病毒载体沉默人卵巢癌细胞株 

CXCR4基因表达的研究 

刘 瑜，袁 瑞 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究 CXCR4一siRNA重组腺病毒载体对人卵巢癌细胞株SKOV3的CXCR4基因表达的影响。方法：Pac I酶切 

CXCR4一siRNA重组腺病毒载体使其线性化，应用HEK293细胞大量包装扩增病毒，收集病毒液，转染人卵巢癌细胞株SKOV3。 

细胞分为3组：siRNA组，转染空病毒载体的阴性对照组，细胞不做任何处理的空白对照组。通过 PCR、Western blot、免疫组化 

检测 CXCR4基因沉默效果。结果：包装扩增后病毒滴度为 6 X 10s PFU／ml，荧光显微镜下可观察到 SKOV3细胞中绿色荧光蛋 

白的大量表达．重组腺病毒能够有效抑制SKOV3细胞中CXCR4的表达。结论：CXCR4一siRNA重组腺病毒载体可高效转染靶 

细胞和沉默CXCR4基因的表达，为RNA干扰技术应用于卵巢癌的临床基因治疗奠定基础。 
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Study on the expression of CXCR4 gene silenced by CXCR4-si RNA 

recombinant adenoviral vector in human ovarian cancer cells 

LIU Yu．YUAN Rui 

(Department of Obstetrics and Gynecology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the effect of the CXCR4一siRNA recombinant adenoviral vector on the expression of CXCR4 gone in 

SKOV3 cells．Methods：Recombinant adenoviral vector was linearized with Pac I．Then it was repeatedly packaged and amplified in 

HEK293 ceHs and transfected into SKOV3 cells．The SKOV3 cells were divided into three groups：siRNA group with adenovirus car- 

rying RNA interference，negative group with vacant adenovirus vector，and control group without any infection．Th e expression level of 

CXCR4 gone in SKOV3 ceils was measured by RT-PCR，Western blot and immunocytochemistry analysis．Results：The viral titers were 

6 X 10 PFU／m1．Th e green fluorescent protein expressed highly in SKOV3 cells under fluorescent microscope．Th e CXCR4 gone was 

greatly inhibited after infection with CXCR4一siRNA recombinant adenoviral vector．Conclusion：The CXCR4-siRNA recombinant 

adenoviral vector can efficiently transfect targeted cells and silence the expression of CXCR4 gene，which would lay a~undation for 

the further study on clinical gone therapy of RNAi technology in ovarian cancer． 
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卵巢癌是严重威胁妇女生命的肿瘤。死亡率居妇科恶性 

肿瘤之首。在卵巢癌的治疗中，肿瘤的浸润、转移、复发是患 

者5年生存率难以提高的重要原因之一。研究表明趋化因子 

受体 CXCR4在卵巢癌【lJ、前列腺癌翻、甲状腺癌[31、乳腺癌[41等 

多种恶性肿瘤组织中均有高度表达 ，其与 CXC类趋化因子 

CXCL12，即基质细胞衍生因子(Stromal cell—derived factor 1， 

SDF一1)构成的生物学轴与肿瘤的播散和器官的特异性转移 
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密切相关。因而干扰癌细胞中趋化因子受体 CXCR4的表达。 

有助于防治肿瘤的侵袭转移。RNA干扰(RNA interference， 

RNAi)是一门新兴的基因阻断技术，由双链 RNA(dsRNA)引 

发的特异性降解相应序列mRNA，导致靶基因的沉默。属于 

转录后水平的基因沉默机制[51。本研究应用 RNA干扰技术， 

以腺病毒为工具制备的CXCR4-siRNA重组腺病毒载体转染 

人卵巢癌细胞株SKOV3．观察其对人卵巢癌细胞内源性 CX 

CR4基因的干扰效应 ，以期为 RNA干扰基因治疗的临床应 

用奠定基础。 
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在卵巢癌的小鼠模型中．分别用无沉默作用的siRNA和靶向 

癌蛋白EphA2的脂质体 DOPC包裹的siRNA处理小鼠3 

周。发现用靶向 EphA2的siRNA—DOPC处理过的小鼠，比用 

无沉默作用的siRNA处理的小鼠肿瘤生长缓慢。研究结果显 

示RNA干扰技术为卵巢癌的临床治疗带来新的希望。介导 

基因转移的载体可分为非病毒载体和病毒载体两大类。非病 

毒性载体包括酵母人工染色体、阳离子脂质体包裹 DNA、质 

粒DNA等方法，研究表明在应用质粒 siRNA载体抑制目的 

基因表达的实验中，质粒siRNA的转染效率不稳定，转染细 

胞种类有限，应用于动物体内实验时不易作用于靶细胞等， 

因此限制了质粒siRNA载体的应用【l1]'脂质体、磷酸钙、电转 

移等非病毒载体方法转染外源基因效率都很低(1％)⋯ 。总 

之．它们染效率低且基因表达时间短，尤其在动物体内实验 

时干扰效应不理想㈣。目前腺病毒载体是最有应用前景的病 

毒载体之一，具有以下优点：宿主范围广，可感染分裂细胞与 

非分裂细胞，能容纳较大的外源基因，不整合到宿主细胞基 

因组中，有较好的安全性和低的致病性，容易包装扩增高滴 

度的病毒颗粒，比质粒介导的RNA干扰有更高的转染率。 

在前期实验中我们已经筛选出有效的干扰序列 ，将该 

干扰序列构建于腺病毒载体 ，制备 CXCR4一siRNA重组腺病 

毒载体。本研究中将制备的重组腺病毒载体转染HEK293细 

胞进行包装扩增，获得较高滴度的病毒颗粒，使 RNAi的制 

备成本明显降低，然后再将其转染人卵巢癌细胞株SKOV3， 

检测到绿色荧光蛋白的高表达提示重组腺病毒的高效转染， 

克服了以质粒作为siRNA载体转染效率低、表达时间短的 

缺点，应用RT—PCR、Western blot、免疫组化检测人卵巢癌细 

胞株 SKOV3中CXCR4表达，结果显示 CXCR4一siRNA重组 

腺病毒使 CXCR4的表达明显降低，对靶基因沉默的高效性 

证实重组腺病毒载体的成功构建，为进一步观察其在体内复 

杂环境中对卵巢癌的影响打下坚实基础，为研究 CXCR4在 

卵巢癌中的生物学行为提供新的手段和肿瘤临床基因治疗 

提供新的途径，也为RNA干扰药物在肿瘤、基因疾病等的研 

发奠定基础。 
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