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靶向COX一2基因的RNA干扰治疗裸鼠胃癌的实验研究 

谯 敏 ，向廷秀 ，赵 蕾 ，王丕龙 

(1．重庆医科大学附属第一医院消化内科；2．重庆医科大学附属第二医院肝胆外科，重庆 400016) 

【摘 要 】目的：利用RNA干扰技术在裸鼠体内抑制COX一2基因表达，探讨RNA干扰对胃癌治疗的特异性和相关机制。方法： 

设计靶向COX一2基因的 siRNA，构建重组表达质粒 pTZU6+1一siRNA—COX一2并导入裸鼠皮下移植瘤 ，在体外诱导 RNA干扰。 

采用 RT—PCR法 、免疫组化法同时检测处理组和对照组 COX一2基因表达，Western blotting检测了与细胞增殖相关信号分子 

p53、PCNA及 Ki67蛋白表达。结果：pTZU6+1一siRNA—COX一2导入裸鼠皮下移植瘤后 14天，肿瘤体积明显变小。COX一2的 

mRNA表达由98．36％下调到 43．44％，COX一2蛋白表达由 86．24％下调至 47．59％。PCNA及 Ki67蛋白表达均明显下调。对照组 

各指标均无明显变化。结论：siRNA明显抑制了COX一2表达，并抑制肿瘤生长，这可能与上调 p53蛋白和下调 PCNA及 Ki67蛋 

白表达有关。 
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Experimental research on RNA interference targeting COX-2 in treatment of 

gastric carcinoma of nude mice 

Oiao Min．et ． 

(Department ofDigestive Diseases，the First Affiliated Hospital,Chongqing Medico]University) 

【Abstract】Objective：To investigate the specificity and inhibitory mechanism of RNA interference technology for gastric carcinoma gene 

therapy by inhibiting COX-2 in nude mice．Methods：Small interference RNAs targeting COX-2 gene were designed、 pTZU6+1-siR— 

NA—COX一2 vector w&s constructed and transfected into hypodermical gastric tumor in nude mice to induce RNAi．The changes of COX-2 

gene expression were detected with RT-PCR and immunoehemistry． an d the expression of PCNA and Ki67 were tested by Western blot． 

Res'u／ts： The expression of COX-2 was remarkably inhibited by RNAi in vivo． Tumor size decreased significantly after pTZU6+1一siR— 

NA-COX一2 vector was injected to tumor；the mRNA level of COX-2 decreased from 98．36％to 43．44％．and its protein expression also 

red uced from 86．24％ to 47．59％． PCNA and Ki67 proteins were down—regulated． In contrast。 there were almost no changes in control 

group． Conclusion： RNAi inhibits the COX一2 gene expression and tumor growth with good specificity， which may be the result of 

up—regulating of p53 protein and down-regulating PCNA and Ki67 proteins． 

【Key words】RNA interference；Gastric；Carcinoma；COX一2；PCNA；Ki67 

环氧化酶 (cyclooxygenase，COX)有两种同工 

酶，COX一1和COX一2。COX一1是一种在正常组织中 

持续表达的结构酶 ，是正常细胞 的组成蛋 白。 

COX一2是一种诱导型酶，静息状态下不表达，在正 

常组织中水平很低，难以检测到。当细胞接受到相 

应 的刺激后才开始迅速合成 ，表达水平升高 。 

COX一2基因可被多种刺激因素上调，这些因素存在 

于细胞内外，包括各种生长因子和细胞因子 、内毒 

素、致癌剂和癌基因产物等。近年来研究表明， 

作者介绍：谯 0~(1977一 )，女，住院医师，博士， 

主要研 究方向：胃癌的防治。 

COX一2在胃癌组织中呈高表达状态，与胃癌的发 

生、发展和转移都密切相关 】。本研究依据 RNA干 

扰 (RNA interference，RNAi)原理，使用以质粒为载 

体，哺乳动物体内转录合成 siRNA的技术【4．51，设计 、 

构建，并筛选靶向 COX一2基因的小干扰 RNA(small 

interfering RNA，siRNA)，导入裸鼠皮下移植瘤，研究 

siRNA特异诱导 COX一2基因转录后沉默，其对肿瘤 

生长的影响以及相关信号分子 PCNA和 Ki67的改 

变。 

1 材料与方法 
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1．1 材料 

质粒 pTZU6+1由重庆医科大学感染性疾病分子生物学 

重点实验室黄爱龙教授惠赠。限制性 内切酶 Xbal，Sail， 

HindIII和 EcoRl购自TakaRa公司，质粒提取试剂盒、胶回收 

试剂盒、DNA连接试剂盒 、总 RNA提取试剂 、RT—PCR试剂 

盒 、转 染 试剂 lipofectamine 2000等分 别 购 自 TakaR~、 

Promega、Omiga和 Invitrogen公司等。COX一2，p53，PCNA和 

Ki67单克隆抗体 ，购自Santa Cruz公司。COX一2引物和内 

参 GAPDH引物以及 siRNA转录模板由北京三博远志生物 

工程技术有限服务公司和大连宝生物公司合成。 

1．2 细胞培养 

胃癌细胞株 BGC一823由重庆医科大学病理生理教研 

室提供。在含 10％／1~牛血清的 RPMI一1640培养液中 ，37℃ 

5％CO 培养箱中培养。 

1．3 siRNA结构 的设计和合成 

根据 siRNA设计原则{ 和 COX一2编码序列，设计 19个 

碱基的 DNA片段 (AY462100 nucleotides 157—175)，中间为 

4个与目的基因无同源性的插入序列0"rCG)，末端终止子为 

，并利用 BLAST进行查询，确定其为干扰 COX一2基因 

的特异性序列。设计合成一对 COX一2编码序列的反向重复 

序列及其对应的点突变的反向重复序列。合成的DNA两端 

设计有 Xhol或 Xbal酶切位点，便于与 pTZU6+1载体连接。 

siRNA的转录模板序列如下：正义：5，_AACTGCTCAACACCG— 

GAAT一3／，反 义 ：5／一ATTC CGGTG'Iq'GAGCAGTT一3，：正 义 ： 

5／-AACTGCTCTACACCGGAAT一3／，反 义 ：5，_ATTCCGGTGTA 

GAGCAG1Tr一3／。 

1．4 重组载体 siRNA的构建 

内切酶 Sal I和 Xba I酶切转录载体 pTZU6+I，凝胶电 

泳检查证实载体酶切完全。将其与纯化的双链 DNA片段在 

T4DNA连接酶作用下，4℃连接过夜，转化大肠肝菌 JM109， 

Amp抗性筛选，平板培养。阳性克隆提取 DNA，用 sal I、EcoR 

I和 Hind Il1分别酶切，并用相同的酶酶切载体 pTZU6+1作 

为对照，琼脂糖凝胶电泳鉴定。将筛选的阳性重组质粒经测 

序确定，以证实 目的目的 DNA片段已插入 pTZU6+1载体， 

构建的重组质粒命名为 pTZU6+1一siRNA—COX一2，对应 目的 

片段及相 应的点 突变序列构建 的重组质粒分别简称 为 

pC—siRNA和 pC 一SiRNA质粒。 

1．5 裸鼠皮下移植瘤模型 

将正常培养的 BGC一823细胞用胰酶消化 、离心 、去上 

清，沉淀用 RPMI一1640培养液重悬 ，调整浓度为 1×10 个 

／ml，分别取 0．5ml BGC一823细胞接种于 BALB／c裸鼠腹股沟 

皮下。按公式 V=l／2 aXh fV代表瘤体积，a为长径，h为短 

径)，待瘤体积生长到 50—70 mm 时将裸鼠随机分成 3组，每 

组 4只。按 Invitrogen公司的 Lipofectamine 2000转染试剂说 

明书操作 ，分组转 染 pC—siRNA、pC 一SiRNA和空载 体 

pTZU6+1于瘤体，50 g／(次／只 )，隔天 1次，共 7次。14天 

后断颈处死裸鼠，分离出瘤组织= 

1．6 RT—PCR检测 COX一2 mRNA水平表达的变化 

Trizol试剂提取提取肿瘤组织总 RNA，然后按 Qiagen公 

司的 RT—PCR一步法试剂盒使用说明书操作。反应条件为 

50℃ 30min．94℃ 5min，94℃ 55s．54℃ 55s，72℃ 55s，35 cycles。 

以 GAPDH作为内参。COX一2引物序列为，正义：5 一GT— 

CAAAACCGAGGT GTATGT一3 。反 义 ：5 一AAG'Iq'GGTG— 

GACTGTCAATC一3 ；扩增产物长度为 270bp。GAPDH引物 

序列为，正义：5 一GGAAGGTGAAGGTCGGAGT一3 ，反义：5 

一 GACCACCTGGTGCTCAGTGT一3 ：扩增产物长度为 450bp。 

扩增 产物进行 1％琼 脂糖凝胶 电泳 30 min，EB染色 ，用 

BIO—RAD图象分析仪上观察并扫描制片，记录结果。 

1，7 免疫组织化学检测 COX一2蛋白的表达变化 

分离得到的肿瘤组织包埋，固定，石蜡切片，脱蜡，然后按 

照 COX一2抗体说明书 (SABC法 )进行操作。DAB显色，二 

甲苯透明，封片并照相。采用软件 Image Proc Plus3．0 OPP3．0) 

进行分析。 

1．8 Western blot检测p53、PCNA和 Ki67蛋白的表达变化 

将肿瘤组织碾磨 、超声破碎 、蛋白上样缓冲液处理 、煮 

沸、混匀、一20％保存备用。配制 IO％SDS—PAGE分离胶和5％ 

SDS—PAGE浓缩胶。取保存的样品 ，上样 10 l，90V恒压电 

泳约 60min，120V恒压电泳约 2h。电泳完毕后取 出凝胶 ， 

4℃、25V恒压电转过夜。次晨取出NC膜，加 1：500稀释的 

p53，PCNA和 Ki67一抗溶液，4℃过夜。次日PBS洗 3次后加 

1：1000稀释的辣根过氧化物酶标记的相应的二抗溶液 ． 

37℃，轻轻振荡 2h后弃反应液 PBS洗 3次。用 DAB染色试 

剂盒染色，数码相机照相。 

1．9 统计学处理 

实验结果采用 SAS8．0统计进行统计学分析。 

2 结 果 
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1：pTZU6+I；2：pC—siRNA；3：pC 一siRNA；4： DNA／EcoT14 Marker； 

5：DL2000 Marker；6：pTZU6+1／HindIII+EcoR I； 

7：pC—siRNA／HindIII+EcoR I；8：pC 一siRNA／HindIII+EcoR I。 

图 1 重组质粒 pTZU6+1一siRNA—COX一2的酶切鉴定 
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2 I 重 组质粒裁 体的构 建与塾定 

pC— RNA 和 llc’ lR、A质 粘 经 lllndfII手lJ 

Ec--R1议陆Ⅵ．同时做 l ZU6+l卒载体坝随切x,l 

州 琼脂糖电林 ．I， 1『6+I空载经双酶切后旱两条 

带．分别为2 8kI的裁伴片段和3501 p定 的4、片 

段；而重组I 牲终蚁衅J：JJ 州为2 8kI·的载体』}段 

和4(~3bp左右的祭带 景H的条带(罔 洲序结果 

【】fJ c】 

㈨ 0 

75() 

1̈I) 

() 

也征明蕈皇儿质粒的恂建成]-Jj．捕人DNA序列均n 

确 

2 2 J{T-P(：R检∞l COX 2n n[iNA表达 

、#定量 R r—PCR扮删结果 琼脂精电泳条带 

的亮度来判断(f)x一2的n-RNA表达岛低 衷验结 

粜( 2)显示 ．15月性组和经 突变 I，( 一siRNA质 

札处理绑 COX 2mRNA表达咒Ⅲ．显变化；『 f’叫lR— 

I：DI2fl(1O Mark ．： 3 4 ：～C HN̂ 处碰组 ： 

“7 8 『一 ~ilIN̂ 处埋 l0 l】I 2I 3：pT'ZII6+I处删组  

国2 裸鼠皮下移植瘤中 (：(，x 2的 mRNA水平 

NA J 吨处 组 (：OX一2的 mllNA表达明显 下渊 

2．3 免疫组 织化学检测 COX一2蛋 白表达 

在『， I J6+I pC 一sirNA处理 ．肿瘤细胞 

胞浆染成姑尚色，复染后细胞恢染成 色，说叫肿瘤 

细胞叶1 COX 2蚩I勺表达强阳性 而pC— iIINA处坪 

灿 的肿蛔 细胞他 浆 着色很 浅 ．细胞艟 复染 成 止色 

说 明 RNA十 扰显 抑制 jjll_墒 细胞 中 COX一2表 

(1习3) 

2．4 Wes nur̈J1l⋯检测p53 I f：NA f『I Ki67蛋白的表 

达 

B一 lin蛋白特异压啦的亮度带作为标准， 

【 r以发现．转染 pc—sirNA质粒后的胃癌维织中． 

PCNA和 Ki67匣膻条带明显减弱．即这两种蛋白 l 

被抑制 在阴性组和pC 一siRNA转 后的胃痈 

2 

I 16+I处理 组 ．2： siHNA处 理组 ．3：pC~IRNA处 组 

围3 免疫组织化学检利裸鼠皮下移植瘤中 【Ix一2蛋白的表选 

r ～ ： 
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组织 {I_这两利 蛋 表达均无明显变化(同4 

】 t、hA 

Ki 67 

1：一Zli6+1处删 组：2，5： _̈、A处理纽 

3 4：l，(： 1{、A处川 妾H 

图 4 ⋯I1 1)IlIlli．g检测 胃癌组织中 

p53 n．、̂ 和 Ki67蛋 白的表达 

3 讨 论 

在我罔．博癌是一 }；发病牢高，恶性程度高．预 

后 良的恶性肿瘢 长期以来．临床手术切除投辅 

助性放疗 化疗技术的应用并没有带来满意的生停 

率 { ()x一2属羼导型陋．在正常组织及~1tI!抱rI_ 基本 

无表达，当~l{f J也受到备种刺澈因素作用时，COX一! 

表达迅速 I‘凋 近年求n0研究发现．(1̈x一2不仅是 

启动炎症反歧的关键鹬 ．还可以通过捉进肿瘤细胞 

增殖．抑制捌【==．性逊肿蜥新生血管形成等．从 参 

与肿瘤的发， 发腱 尺量研究表叫 在胃癌的发生 

发展过中，f (jx一2呈商表达状态，与肿瘤的发生、发 

展及预后密 切丰『_；l兑Ini 

l{1x,Ai是 An cIrew和(：nfig等 侄 l998年研究 

(：a n rJ1． lifts·· 1 摹出纽汁划I卜J，发则并命名的 

新技术 m hi r等㈧在《自然》上发表史章证实在 

哺乳动物 『_地I1 i r以应用 tlNAi技术．揭j r r RNAi 

应 f哺乳圳胞研究的新篇章 r]前．研究背已经利 

H{1tNAi对外螈I；FP 内源lamina／(- ·{k一2和dn— 

n }_1基 等进f r了干预 ．成功地下凋了丰R关 

困的表达 乖谍露是通过哺乳动物细胞内构建重绀 

质粒，将 R A导八胃癌 B( (：一823细胞裸鼠皮下移 

植{留内，进而观察COX一!表达变化及相应的信号分 

子政变 ． 

在靶基罔 ( nx一2的 iRNA转录模板选择 设 

汁时．根{l=I sirNA的没仆原9l0i51．选择了COX一2·、1) 

A序列中的 1个区域，熳计并台成 】个不同的 

R、A片段，K度勾 Il1同时 根据文献i 设计了 

刮刘这个 -R A片段r 某一碱基的点突变宁列．并 

与其相 应的未突变 R A片段同时进行实验 

R A 有高度的特异性 ，siRNA转录模板中碱基 

发 I：改变时 其诱导的R、Ai蝰奉无教 来处理组和 

经单 ·碱摹突变的 f，( ～SiRNA质粒处理 H中 

c0X一2基因表达几尤堂化“，t： 一Si【{ A质粒处理 

组中胃癌细胞增殖受抑．COX一2的 mH、A和蛋白 

表达下凋．结果说明 ·ItNA诱导『西】榨mR、A降解的 

作用是特异的”。 

P(： AI--I是 一种 现在增殖状态细胞十爱内的酸 

性蛋白质，在细胞 期不同阶段的表达有所不同 

在C0期的极早期不表达，在 I 1蝴表达开始逐渐增 

加，S期达高峰，在 r 2期和 M期表达明显陂少 因 

此．PCNA表达阳性说明该细胞处 ：增垃旺盛状态 

Ki671” 0核抗原是细胞增俎相芙棱蛋F1．]￡衷达水 

平日 反映肿蝤细胞增殖活性 野生型 p531 I是R fii_『 

发现的‘刮-{|瘤关系最密 的 ·种抑癌蘧出 率研究 

发现，耙向COX2基凼的特异性 一，RNA能够显著抑 

制胃癌细胞中COX2蛋l 表达 种件用可能与其 

下稠Ⅳ：NA千I1 Ki67蛋白，而上硐p53登门的表达 

密切相关 

综上所述，本研究用 pTZU6+1质粒为载体，成 

功构建 r重组表达质粒 pTZU6+】一s_f{ A 1x一2， 

并导人胃癌细胞株 (：一823锞鼠皮下移侑瘤．发 

现能明显抑制COX一2表达．并抑制肿瘤细胞生长． 

间时探讨 r相关信 号转导分于的 变化。研究 r 

COX一2的可能作用机理．为肿瘤的肇田沉默治疗提 

供r新的思路 
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Bcl—XL属抗凋亡基因，该基因激活、蛋白表达可抑 

制细胞凋亡，延长细胞生存。Redaelli等 [91利用 

Western Blot评价热休克诱导 HO一1和 CoPP处理的 

肝脏组织中的抗凋亡蛋白 Bcl—XL，结果发现 CoPP 

处理组的 Bcl—XL与空白对照组无差异，热休克组 

Bcl—XL表达明显增高，而 HO一1的阻止剂 SnPP能 

降低这种增高。Brouad等认为 HO一1影响抗凋亡蛋 

白产生的机制可能通过 HO一1的代谢产物 CO或 

p38丝裂原活化蛋白激酶 fMAPK)信号传导途径。 

Liao等【-01报道用激活 STAT一3的 CT-1处理在体外 

培养的细胞可提高 I／R损伤后细胞的存活率并减少 

凋亡发生率。Ikezoe等⋯1发现用 HIV一1蛋白酶抑制 

剂可通过降低 STAT一3细胞外信号调节激酶 112的 

活性来抑制人骨髓瘤细胞的生长并诱导凋亡的发生。 

Nagel—Wolfrum等I1啁 一段特殊的短肽链与 STAT-3 

二聚区结合以阻止 DNA的连接活性并抑制 STA一3 

在肿瘤细胞中的作用，结果发现肿瘤细胞生长受抑 

制，Bcl—XL表达降低，并诱导了凋亡的发生。 

总之，本实验结果为通过抑制或降低 HO一1在 

乳腺肿瘤中的表达及活性以治疗乳腺癌提供了一 

个新的思路。 
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