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RNAi沉默EGFR基因在卵巢癌裸鼠移植瘤的成瘤抑制作用 

林远洪 ，吴永忠 1,2，黄 

(1．重庆医科大学附属第一医院肿瘤科，重庆 

环 I，郭启帅 1，罗 茜- 

400016；2．重庆市肿瘤研究所，重庆 400030) 

【摘 要】目的：探讨应用RNA干扰技术沉默EGFR基因对卵巢癌 SKOV3细胞成瘤力的抑制作用。方法：构建针对 EGFR序列 

特异性 dsRNA的表达载体，用脂质体转染 SKOV3细胞及 G4 1 8筛选阳性克隆。建立裸鼠移植瘤模型 ，分为阳性干扰组、阴性对 

照组、空白对照组。监测瘤体积 ，测量瘤质量，采用 RT—PCR、WesternBlot、免疫组化检测移植瘤 EGFR基因的表达。结果：阳性干 

扰组成瘤力明显降低，EGFR mRNA和蛋白的抑制率分别为 78．8％ 和 76．4％。结论：动物实验证实 RNAi沉默 EGFR基因可明 

显抑制卵巢癌的成瘤力。 
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Inhibition effect of silencing EGFR gene by RNAi On tumorigenesis of xenograft 

tUmOr Ot OVa än CanCer 

LIN Yu0 一hong，et al 

(Department ofTumor，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the inhibition effect of silencing EGFR gene by RNAi on tumorigenesis of ovarian cancer SKOV3 

cells．Methods：The EGFR gene sequence-specific dsRNA expression vector was constructed，lipofectamine transfer SKOV3 cells and 

G418 were used for the selection ofpositive clones．Xenografi tumor models were established．The model mice were divided into positive in— 

terferenee group，negative control group，blank control group．The tumor volume was monitored；the tumor quality was measured；the ex— 

pression of EGFR gene in the xenograft tumor was detected by RT-PCR，Western Blot and immunohistochemica1．Results：The tumorige— 

nesis of the positive interference group decreased significantly．EGFR mRNA and protein inhibition rates were 78．8％ and 76．4％ ．respec— 

tively．Conclusion：The animal experiment was confirmed that Silencing of EGFR gene by RNAi can obviously inhibit the tumorigenesis 

of ovarian cancer． 

【Key words】EGFR gene；RNA interference；Ovarian cancer 

表皮生长 因子受体 (Epidermal growth factor re． 

ceptor．EGFR)是相对分子量为 170 kD的跨膜糖蛋 

白，具有酪氨酸激酶活性，在包括卵巢癌在内的多 

种上皮源性肿瘤中呈高表达，研究表明 EGFR的高 

表达与肿瘤恶性程度 、转移、放化疗敏感度下降密 

切相关，许多阻滞和下调 EGFR的方法被用来抑制 

肿瘤增殖以改善预后，因此 EGFR目前成为公认的 

肿瘤基因治疗的重要靶点。RNAi技术是近年发展 

起来的沉默基因的新技术，通过 dsRNA特异性地降 

解具有同源序列的 mRNA，阻断相应基因的表达， 
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从而抑制蛋白表达。RNA干扰技术能特异、高效、快 

速地抑制靶基因的表达，已广泛应用于基因治疗的 

研究 。本研究根据 EGFR基因在卵巢癌高表达，利 

用 RNAi技术 ，观察其对卵巢癌 SKOV3细胞在裸 鼠 

体内的成瘤力的影响，探讨其生物学特性的改变，为 

卵巢癌基因治疗提供一定的动物实验依据。 

1 材料与方法 

1 1 i要衲聃 

卵巢癌 SKOV3细胞株购 自中科 院上海细胞生物研究 

所 。BALB／C雌性裸 鼠购 自北京维通利华公司。脂 质体 

lipo tamine2O00购自Invitrogene公司；去内毒素质粒提取试 

剂购 自OMEGA公司；鼠抗 EGFR单克隆抗体购自 Santa Cruz 
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公 司 ；蛋 白提 取 试 剂 盒 购 白赛 百 盛 公 司 ；免 疫 组 化 试 剂 盒 及

S D S — P A G E 凝 胶 、 预 染 蛋 白 M a k e r 购 自博 士 德 公 司 ；总 R N A

提取 试 剂 购 自华舜 公 司 ；R T — P c R 试 剂盒 购 白宝 生 公 司 。

1 ．2 方 法

1 ． 2 ． 1 靶 向 E G F R 基 因 d s R N A 表达 载 体 的构 建 根 据 s i R —

N A 的设 计 原 则 及 质 粒 载 体 p G e n e s i l 的 多 克 隆 位 点 特 点 ， 选

择 E G F R 家族 同源性 基 因 片段 ( T G G G G T C G T C A A A G A C G l Tr )

为模 板 ， 设 计靶 向 E G F R 基 因 序 列 特 异 性 d s R N A 的质 粒 载体

( p G e n e s i l — E ) ：正 义 链 ：5
’

一 u G G G G u C G u C A A A G A c G u u 一 3
’

；

反 义 链 ：5
’

一 A C C C C A G C A G u u u c u G c A A 一 3
’

；以 此 序 列 为 基

础 ， 中间加 入 C u A u G C A C A 茎 环 序 列将 其分 隔 为反 向重 复序

列 ， 两 端 加 上 B ㈣ 日 I 和 日 i n d Ⅲ 酶 切 位 点 ， 此 外 ， 与 E G F R 基

因序列 无 关 的非 特 异 性 d s R N A 的质粒 载体 ( p c e n e s i l 一 N ) ， 正

义链序列 ：5
’

一 G c A G G u G c G G A A u A u c u G u 一 3
’

， 反 义链 序列 ：

5
’

一 c G u c c A c c c c u u A u A G A c A 一 3
’

， 送 武汉 晶 赛生 物 工 程 公

司合成 。

1 ． 2 -2 细胞 培养及 转 染 、 筛选 卵巢 癌 S K O V 3 细 胞 株 采用 含

1 0 ％ 胎 牛 血 清 的 R P M I l 6 4 0 培 养 基 ， 置 3 7 ℃ ， 5 ％ c 0 ： 细 胞 培

养 箱 常 规 培 养 ， 细 胞 长 满 时 ， 以 0 ． 2 5 ％ 胰 酶 消 化 传 代 。 按

L i p o 拈c t a m i n e 2 0 0 0 说 明 书进 行 转 染 。 实 验 分 为 3 组 ： 阳 性 干

扰 组 ：转 染 特 异 性 质 粒 p G e n e s i l — E ， 阴 性 对 照 组 ：转 染 非 特 异

性 质 粒 p G e n e s i I — N ， 空 白对 照 组 ：未 转 染 质 粒 p G e n e s i l 。 转 染

后 的细 胞 加 入 1 0 0 m g／m l G 4 1 8 筛 选 出 阳性 克 隆 ， 细 胞 分 别命

名 为 ：p G e n e s i l 一 E ／S K O V 3 、 p G e n e s i l — N ／S K O V 3 ， 再 进 行 扩 增 培

养 。

1 ． 2 _3 建立 卵巢 癌 移 植瘤 模 型 采 用 常 规 培 养 细 胞 种植 法 ，

取 对 数 生 长 期 的 p G ㈨ e s i l — E ／s K O V 3 、 p G e n e s i l 一 N ，s K O V 3 、

s K 0 v 3 细 胞 ， 分 别 制 成 2 × 10
， 个 ／m l 的 细 胞 悬 液 ， 取 0 -3 m l

接 种 于 每 只 B A L B ／c 裸 鼠 右 肩 胛 皮 下 ， 每 组 5 只 ， 观 察 肿 瘤

生 长 情 况 ， 测 量 肿 瘤 体 积 ， 肿 瘤 近 似 体 积 ( V )= 兀 ／6 ( a h c ) ， 单

位 m m
’

， a 、 h 、 c 分别 为肿 瘤 结 节 的长 度 、 宽 度 和 高度 。 两 个 月

后 处 死 小 鼠 ， 取 出瘤 块 ， 称 其 质 量 ， 计 算 抑 瘤 率 ， 抑 瘤 率 ％ =

( 空 白对 照组 瘤质 量 一 实验 组 瘤 质 量 )／空 白对 照 组 瘤 质量 ×

1 0 0 ％ 。

1 ． 2 ． 4 R T — P c R 检 测 E G F R m R N A 的表 达 分别取 3 组 瘤组

织 各 4 0 m g ， 提 取 总 R N A ， 取 定 量 好 的 R N A 5 斗 l ， 合成 c D N A ，

再 通 过 P C R 扩 增 ， E G F R 引 物 序 列 ：P l ( 上 游 )5
’

一 A G G A G T —

G C G T C C A G C A A T 一 3
’

、 P 2 ( 下 游 ) 5
’

一 C T G C C G T C G C
‘

I Tr G A T —

G A G 一 3
’

， 扩增 产 物 为 4 2 5 h p ， 同时选 取 G A P D H 作 为 内参 照 ，

G A D P H 弓I物 序 歹0 ：P l ( 上 游 ) 5
’

一 A G G T C c A c c A c T G A C A C C

T T 一 3
’

、 P 2 ( 下 游 )5
’

一 c c c T c A A G A T c A T c A G c A A T 一 3
’

扩增 产

物 大 小 约 3 10 h p 。 ( P c R 反 应 参 数 ：9 4 ℃ 3 0 s e c ， 6 0 ℃ 3 0 s e c ，

7 2 ℃ l m i n ， 3 0 个 循环 ， 1 ． 5 ％ T A E 琼脂 糖凝 胶 电泳 检测 ) 。 目

的条带采用凝胶 成像分 析 系统 分析 ， 测 定各 条带 的灰度 值 ， 以

E G F R 与 G A P D H 条 带 灰 度 值 的 比值作 为 E G F R m R N A 的 相

对 表达 水平 。 E G F R m R N A 表达 抑 制率％ = ( 1 一 实验组 E G F R

m R N A 相 对 表 达 水平 ／空 白对 照 组 E G F R m R N A 相 对 表 达 水

平 ) × 1 0 0 ％ 。

1 ． 2 ． 5 w e s t e m B 10 t 检 测 E G F R 蛋 白的 表 达 分 别 取 3 组 瘤

组 织 各 2 0 m g ， 提取 蛋 白 ；取 经 处 理 的蛋 白样 品各 1 5 斗 l 进 行

电 泳 ；电 转 至 P v D F 膜 ；取 下 P v D F 膜 进 行 杂 交 ， 以 B —

a c t i n

作 为 内参 照 ；化 学 发 光 试 剂 检 测 ：放 射 自显 影 。 检 测 用 L a h —

w o r k s
” 扫描 分 析 软件 系 统 检测 出 E G F R 和 B — a c t i n 的 积 分

光 密度值 ， 以 E G F R 与 B —

a c t i n 光 密 度值 的 比值作 为 E G F R

蛋 白的相 对 表 达 水 平 。 E G F R 蛋 白表 达 的抑制 率％ = ( 1 一 实验

组 E C F R 蛋 白相 对 表 达 水 平 ／空 白对 照 组 E G F R 蛋 白相 对 表

达 水 平 ) × 1 0 0 ％ 。

1 ． 2 ． 6 免疫 组 化 检 测 E G F R 蛋 白的 表 达 标 本 用 1 0 ％ 甲醛

固 定 ， 常 规 石 蜡 包 埋 ， 切 片 ， 步骤 按 试 剂 盒 说 明进 行 ， D A B 染

色 剂 显 色 ， 阳性 产 物 为 棕 黄 色 或 棕褐 色 ， 背 景 为蓝 色 。 采 用

0 l y m p u s 公 司 图像 采集 系统及 北 航 医 学 图像分 析管理 系统进

行 半定 量 析 ， E c F R 蛋 白表 达 的抑 制 率％ = ( 1 一 实验 组 平 均 光

密 度 值 ／空 白对 照 组 平 均 光 密度 值 ) × 10 0 ％ 。

1 _3 统 计 学分 析

采 用 s P s s l l ． O 统 计 分 析 软 件 处 理 ， 数 据 结 果 以 互± s 表

示 ， 计 量 资料用 方 差 分 析 。

2 结 果

2 ． 1 细 胞 转 染 与 筛选

瞬 时 转 染 成 功 的 S K O V 3 细 胞 ， 2 4 h 后 开 始 在

倒 置 荧 光 显 微 镜 下 观 察 、 摄 像 ( 图 1 ) ， 分 别 经 G 4 1 8

2 0 0 ¨g／m l 、 4 0 0 ¨g／m l 浓 度 的 培 养 液 递 增 筛 选 ，
1 0 d

后 未 转 染 细 胞 全 部 死 亡 ， 维 持 筛 选 3 周 后 形 成 阳 性

克 隆 ， 扩 增 培 养 备用 ，最终筛选维持浓度 3 0 0 斗 跏 11。

逢兰二羔 ：釜兰亟釜 J
A ． 质 粒 p G e n s i l — E ( × 1 0 0 )

[．主萎鎏 习
B ． 质粒 p G e n s i l — N ( × 1 0 0 )

图 1 卵巢癌 S K O V 3 细 胞 转染质粒 p G e n s i l 2 4 h 后所 见
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2 ． 2 肿 瘤 生 长 情 况

3 组 细胞接种后 1 周左 右成瘤 ， 分 别于 2 0 d 、 3 0 d 、4 0 d 、 5 0 d 、

6 0 d 测 量 瘤 体 积 ( 表 1 ) ， 统 计 软 件 分 析 结 果 ： 阳 性 干 扰 组 与

阴性 对 照 组 、 空 白对 照 组 差 异 有 统 计 学 意 义 (只 ：O ． 0 1 ) ， 阴 性

对 照组 与空 白对 照 组 差 异 无 统 计 学 意 义 ( ．P > 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 3 抑 瘤 率

接种 6 0 d 后 处 死 裸 鼠 ， 3 组 在 裸 鼠体 内 的瘤 质 量 及 抑 瘤

率 ( 表 2 ) ， 统计 软 件 分 析 结 果 ：阳性 干 扰组 与阴性对照组 、空 白

对照 组差 异有绱 _}学 意义(k 0 0 1 ) ， 阴 性 对 照 组 与 空 白对 照 组

差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 4 R T — P C R 检 i贝1 结 果

E G F R m R N A 的表 达 结 果 ( 图 2 ) 。 阳 性 干 扰 组 中 E G F R

m R N A 条带 ( 4 2 5 h p ) 的亮 度 明 显 低 于 阴性 对 照 组 及 空 白对 照

组 ， 而 3 组 中 G A D P H m R N A 条带 ( 3 1 0 })p ) 的亮 度 相 似 ；统 计

软 件 分 析 结 果 ( 表 3 ) ：阳 性 干 扰 组 与 阴 性 对 照 组 、 空 白对 照

组 差 异 有统 计学 意义 ( P < 0 ． ⋯ ) ， 阴性 对 照 组 与 空 白对 照 组 差

异 无 统计 学 意 义 ( P > O． 0 5 ) 。

2 ． 5 W e s t e r n B l o t 检 测 结 果

E G F R 的蛋 白表 达 结 果 ( 图 3 ) 。 阳性 干 扰 组 中 E C F R 蛋

白( 1 7 0 K D )表达 的强 度 明显 弱 于 阴性 对 照 组 及 空 白对 照 组 ，

而 内参 B —

a c t i n ( 4 2 k D )在 3 组 中 的强 度 相 似 ， 统 计软件分 析

结 果 ( 表 4 ) ：阳性 干 扰 组 与 阴性 对 照 组 、 空 白对 照 组 差 异 有

统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 阴性 对 照 组 与空 白对 照 组 差 异 无 统 计

学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 6 免 疫 组 化 检 测 结 果

免 疫 组 化 结 果 ( 图 4 ) 。 阴 性 对 照 组 与 空 白对 照

组 中 胞 膜 及 胞 浆 内见 大 量 棕 黄 色 颗 粒 ， 阳 性 干 扰 组

中胞 膜 及 胞 浆 内见 少 量 棕 黄 色 颗 粒 ， 统 计 软 件 分 析

结 果 ( 表 5 ) ： 阳 性 干 扰 组 与 阴 性 对 照 组 、 空 白对 照 组

差 异 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 1 ) ， 阴 性 对 照 组 与 空 白对

照 组 差 异 无 统 计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) 。

表 l 3 组 瘤 细 胞 不 同 生 长 时 间 的瘤 体 积 ( m m
， )

表 2 荷 瘤 6 0 d 后 3 组 瘤 组 织 的瘤 重 ( g )

2 0 0 0 h D

I 0 0 0 b p

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

l 【)(】b p

1 、 4 ． 阳性 干 扰组 ； 2 、 5 ． 空 白对 照 组 ；3 、 6 ． 阴性 对 照 组

1 、 2 、 3 ． 检 i贝0 E G F R m R N A 表达 ；4 、 5 、 6 ． 检 坝0 G A P D H m R N A 表 达

图 2 E G F R m R N A 的 R T — P C R 琼 脂 糖 凝 胶 电泳

表 4 3 组 瘤 组 织 E G F R 的蛋 白表 达 结 果

表 3 3 组 瘤 组 织 E G F R m R N A 的表 达 结 果

1 2 3 4 5 6

1 、 4 ． 阳性 干 扰 组 ； 2 、 5 ． 阴性 对 照 组 ； 3 、 6 ． 空 白对 照 组

图 3 E G F R 蛋 白 的 w e s t e m B l o t 示 意 图

表 5 3 组 瘤 组 织 的 免疫 组 化 的检测 结 果
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3 讨 论

A ． 阳性 干扰组 B ． 阴性 对 照 组 c ． 空 白对 照组

图 4 免 疫 组 化 示 意 图 ( ×4 0 0 )

R N A 干 扰 是 近 年 发 展 起 来 的 沉 默 基 因 的 新 技

术 ． 也 成 为 分 子 生 物 学 研 究 中最 为 活 跃 的 热 点 之 一

。

R N A 的 相 关 研 究 被 美 国 《科 学 》杂 志 评 为 2 0 0 2 年 的

十 大 科 技 之 首 l ”

。 R N A 干 扰 ( R N A i n t e r f e r e n c e ， R N A i )

是 一 些 具 有 序 列 特 异 性 的 小 分 子 干 扰 R N A ( S m a l l

i n t e r f e r i n g R N A
，

s i R N A ) 以 高 效 特 异 地 阻 断 体 内 特

定 基 因 表 达 ， 促 使 m R N A 降解 ， 诱 使 细 胞 表 现 出 特

定 基 因 缺 失 的 表 型 ， 称 为 R N A 干 扰 ㈦
。 与 传 统 的 基

因 治 疗 方 式 相 比 ， R N A i 具 有 高 稳 定 性 ， 高 效 性 ， 高 特

异 性 ， 可 遗 传 性 ， 可 扩 散 性 等 特 点 ， 目 前 R N A 干 扰

在 功 能 基 因 组 学 、 肿 瘤 基 因 治 疗 、 抑 制 病 毒 复 制 、 药

物 靶 筛 选 和 细 胞 信 号 传 导 通 路 分 析 等 方 面 显 示 出

广 泛 的 应 用 前 景 。

表 皮 生 长 因 子 受 体 是 原 癌 基 因 C —

e r b B 一 1 的 表

达 产 物 ， 是 一 种 跨 膜 糖 蛋 白 ， 分 子 量 为 1 7 0 k D ， 具 有

酪 氨 酸 激 酶 活 性 ， 能 被 生 长 因 子 或 转 化 生 长 因 子 激

活 ， 并 通 过 R a s ／M A P K 、
P 13 K ／A K T 等 通 路 将 信 号 从 细

胞 外 传 递 到 细 胞 内 ， 调 节 细 胞 的 生 长 分 化 ． 调 控 细

胞 周 期 ， 促 进 损 伤修 复 。 近 年 来 随 着 分 子 生 物 学 的

发 展 ， 有 学 者 研 究 表 明 ， 表 皮 生 长 因 子 受 体 存 在 于

所 有 正 常 上 皮 和 部 分 间 叶 来 源 的 细 胞 ， 在 7 0 ％ 以 上

的 卵 巢 癌 组 织 中有 E G F R 高 水 平 表 达 [3 14 】
， 与 肿 瘤 增

生 、 转 移 、 放 化 疗 敏 感 性 下 降 关 系 密 切 ， 是 极 具 发 展

的 前 途 的 治 疗 靶 位 _5 J
。

本 实 验 采 用 基 因 功 能 研 究 中最 直 接 ， 最 有 效 的

R N A 干 扰 技 术 。 选 择 表 皮 生 长 因 子 受 体 为 研 究 对 象 ，

探 索 其 对 卵 巢 癌 S K O V 3 细 胞 成 瘤 力 的 抑 制 作 用 。

本 实 验 构 建 了 针 对 E G F R 序 列 特 异 性 d s R N A 的 表

达 载 体 ， 将 质 粒 载 体 转 染 入 卵 巢 癌 S K O V 3 细 胞 并 筛

选 出 阳 性 克 隆 ， 获 得 了 稳 定 转 染 的 细 胞 株 ， 通 过 建

立 卵巢 癌 移植 瘤模 型 ， 观 察 到 序 列 特 异 性 的 d s R N A —

E G F R 能 明 显 抑 制 卵 巢 癌 S K O V 3 细 胞 成 瘤 能 力 ；通

过 R T — P C R
、

W e s t e r n B l o t 、 免 疫 组 化 检 测 到 E G F R

基 因 的 m R N A 和 蛋 白 的 表 达 明 显 抑 制 ， 证 实 序 列 特

异 性 的 d s R N A — E G F R 能 显 著 抑 制 E G F R 基 因 的 表

达 ， 从 而 抑 制 E G F R 蛋 白 合 成 ， 使 E G F R 介 导 的 细

胞 信号 转 导 通 路 被 阻 断 ， 影 响 了 卵 巢癌 S K O V 3 细 胞

的 生 长 ， 从 而 进 一 步 证 实 了 卵 巢 癌 S K O V 3 细 胞 生 长

缓 慢 与 E G F R 基 因 沉 默 相 关 。

本 研 究 发 现 应 用 R N A i 技 术 可 明 显 下 调 E C F R

基 因 的 表 达 ， 抑 制 了 肿 瘤 生 长 ， 初 步 显 示 了 R N A i 技

术 在 卵 巢 癌 基 因 治 疗 中 的 潜 在 作 用 ， 为 以 E G F R 为

靶 点 的 卵 巢 癌 治 疗 提 供 了 实 验 依 据 。 目前 ， 肿 瘤 治

疗 提 倡 综 合 治 疗 ， 临 床 上 如 采 取 联 合 化 放 疗 ， 可 能

会 进 一 步 提 高 疗 效 。
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