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Abstract
AIM:To transfect antisense vector of human COX-2 gene
into COX-2 highly expressing cholangiocarcinoma cell line
QBC939 and to explore its biological activities and role in
carcinogenesis.

METHODS:QBC939 cells were transfected with antisense
vector of human COX-2 gene using LipoVecTM transfecting
technique. Transfected cells were selected with G418; COX-2
mRNA was examined by using reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) and COX-2 protein expression was
detected by immunocytochemistry using isozyme selective
antibodies. The proliferative status of transfected cells was
measured by using methabenzthiazuron (MTT) assay; Cell cycle
and apoptosis was analyzed by using flow cytometry (FCM).

RESULTS:RT-PCR showed a lower COX-2 mRNA level in
transfected cells and immunocytochemistry showed weaker
COX-2 protein expression in transfected cells. The proliferative
index of the transfected cells decreased significantly (P <0.01),
the percentage of S phase decreased remarkably in trans-
fected cells (9.27±1.91 %) compared with that in QBC939
cells without transfection (16.35±2.87 %) (P <0.05), and the
percentage of G0/G1 phase increased remarkably in trans-
fected cells (75.16±4.13 %) compared with that in QBC939
cells without transfection (57.31±10.16 %) (P <0.05). Trans-
fection with antisense vector of human COX-2 gene had
no significant influence on the apoptosis in QBC939 cells
(P >0.05).

CONCLUSION:Transfection with antisense vector of human

COX-2 gene is able to inhibit the proliferation of human
cholangiocarcinoma QBC939 cells.
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摘要

目的:用反义环氧合酶-2(COX-2)重组载体转染COX-2高

表达人胆管癌细胞QBC939 观察其对QBC939细胞的生

长抑制作用 并探讨其作用机制.

方法:通过脂质体介导将 COX- 2 反义核酸质粒转入

QBC939 细胞 经G418 筛选获得稳定表达COX-2反义

核酸的胆管癌转染细胞模型.采用逆转录聚合酶链式反应

(RT-PCR)技术检测转染前后QBC939细胞COX-2 mRNA

表达的变化 应用免疫细胞化学链霉亲合素-生物素复合

物(SABC)技术检测转染前后QBC939细胞COX-2蛋白表

达水平的变化 应用四唑氮蓝(MTT)比色法检测COX-2反

义核酸对QBC939细胞增生的影响 应用流式细胞仪测定

细胞周期和细胞凋亡.

结果:反义COX-2基因转染后胆管癌细胞中COX-2 mRNA

表达水平明显下调 COX-2 蛋白表达减弱. 转染反义

COX-2重组载体的QBC939细胞生长速率明显下降(P <0.01)

细胞周期分析转染后细胞比转染前细胞增生指数显著下降

(P <0.01) S 期细胞比例为 9.27 1.91 % 比转染前

(16.35 2.87 %)明显降低(P <0.05) G0/G1期细胞比例

为75.16 4.13 % 比转染前(57.31 10.16 %) 明显上

升(P <0.05) 细胞被抑制在G0/G1期;COX-2反义核酸转

染对QBC939细胞凋亡率无明显影响(P  >0.05).

结论:COX-2反义核酸导入可抑制QBC939细胞增生.
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0   引言

COX-2除了在炎症反应中起作用外 还与癌症的发生

有关[1-3]. COX-2表达上调与胆管癌的形成关系密切[4]. 我

们通过脂质体介导将反义COX-2重组载体转染COX-2

高表达人胆管癌细胞QBC939 观察COX-2反义核酸对

QBC939细胞的生长抑制作用 并探讨其作用机制 为

COX-2反义核酸用于胆管癌的治疗提供实验依据.
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1   材料和方法

1.1材料  人胆管癌细胞系QBC939由第三军医大学西南

医院王曙光教授[5]建系并惠赠 我室保存; RPMI1640

培养基及胎牛血清购自Gibco公司; 胆管癌QBC939细胞

在含10 mL/L胎牛血清的培养基中置于37 50 mL/L

CO 2孵育箱常规培养;人 COX-2 反义重组质粒载体

pcDNA3.1/hCOX2(-)由第四军医大学西京医院吴开春教

授[6]构建并惠赠; 空载体pcDNA3.1由我室保存. LipoVecTM

脂质体购自美国InvivoGen公司; RNA提取试剂盒RNA-

SOLV为Omega公司产品; PBR322 marker 购自晶美公司;

引物由上海生工公司合成; 兔抗人COX-2多克隆抗体购

自北京中山生物技术有限公司(Santa Cruz 公司产品);

SABC试剂盒和DAB显色剂购自武汉博士德公司.

1.2方法  取pcDNA3.1/hCOX2(-)质粒或pcDNA3.1质粒

3 µg加入(或不加任何质粒作空白对照)LipoVecTM脂质体
100 µL中混匀 室温下作用30 min配置脂质体与质粒
复合物. 以每孔5 105个细胞接种在6孔板中 贴壁

后用20倍体积含血清培养基稀释的上述复合物常规培

养3 d. 将各组细胞倍比稀释(1 10 1 50 1 250)

至 24孔板 换用含G418(300 mg/L)的筛选液继续培养

2 wk后 随机挑选转染组细胞克隆及对照组克隆 扩

大培养 分别命名为QBC-AS和 QBC-P. 采用RT-PCR

方法检测转染细胞COX-2 mRNA表达水平的变化.COX-2

上游引物: 5 -ACAATGCTGACTATGGCTAC -3 下游

引物: 5 -AACTGATGCGTGAAGTGCTG-3 扩增产物

238 bp;内参照 β-actin 上游引物:5 -CATCACCATTGG
CAATGAGCG-3 下游引物:5 -CTAGAAGCATTT

GCGGTCGGAC- 3  扩增产物348 bp. 对数生长期细胞

传代培养3 d后收集细胞.细胞总RNA的提取按一步法

RNA提取试剂RNA-SOLV说明书进行.取1/10样品测定

RNA浓度及纯度后用于RT-PCR扩增. cDNA的合成: 冰

上混合RNA样品2 µL及随机六聚体引物1.25  µL 70 
5 min 后 加入逆转录酶缓冲液4 µL  RNAsin 0.5 µL
及10 mmol/L dNTP 1.25 µL  25  5 min 37  60 min
70 加热10 min终止反应. PCR反应体系: cDNA 10 µL
10 Taq 酶缓冲液 2 µL 10 mmol/L dNTP 0.4 µL
25 mmol/L MgCl2 0.8 µL 上下游引物各1 µL及Taq酶
1 µL 补水至50 µL. PCR反应条件: 94  45 s 58  30 s
72  60 s 共30次循环. 最后 72  3 min. 取扩增产物

10 µL 在 15 g/L 琼脂糖凝胶上进行电泳分离 紫外
光照下以计算机图像分析系统成像和定量分析 以

COX-2/β-actin蛋白的吸光度比值表示COX-2 mRNA表
达水平. 用 2.5 g/L胰蛋白酶消化对数生长期肿瘤细胞

制成单细胞悬液 接种在盖玻片上 置孵育箱中培养

待细胞贴壁后取出 用PBS清洗2次 4 冷丙酮固定

10 min 后取出自然干燥 -20 冰箱保存 进行免疫

细胞化学SABC染色. 具体方法参见文献[4].每次实验均

设阴性和阳性对照. 用 PBS 代替一抗作阴性对照 用

已知阳性白片人结肠癌作阳性对照. MTT比色试验: 用

2.5 g/L胰蛋白酶消化对数生长期肿瘤细胞 制成单细

胞悬液. 以每孔1.0 104个细胞接种于96孔培养板. 置

于 37  50 mL/L CO2 孵育箱中分别培养1 2 3 或

4 d后每孔加入MTT(5 g/L)20 µL 孵育4 h 弃上清
加入150 µL DMSO 振荡 5 min 使结晶物充分溶解
在酶联免疫检测分析仪上测定A490 nm 值. 以只加培养

液不加细胞的阴性对照孔调零 每种样品设3个复孔

实验重复3次. 收集培养2 d的QBC-AS和QBC-P肿瘤细

胞 胰酶充分消化 800 r/m 离心5 min -20 预冷的

80 %乙醇固定. 在流式细胞仪上作细胞周期和凋亡分

析 实验重复 3 次.

         统计学处理  计量数据以 sx ± 表示. 采用SPSS统
计软件包的 t检验 P <0.05 被认为有显著性意义.

2   结果

2.1 胆管癌细胞COX-2蛋白表达及mRNA表达水平

QBC-AS细胞COX-2 mRNA表达水平与QBC-P细胞及

QBC939 细胞相比明显下调 QBC-P细胞和QBC939

细胞中COX-2 mRNA表达水平无明显变化(图1). COX-2

阳性表达表现为胞质或胞核出现棕黄色颗粒. QBC939

细胞表达呈强阳性 胞质与胞核均有表达 COX-2反

义基因转染后的QBC-AS细胞表达呈弱阳性 主要为

胞质着色(图2 3).

2.2 基因转染对胆管癌细胞增生周期和凋亡的影响  分别

在培养1 2 3 4和5 d测细胞密度 绘制生长曲线(图4).

QBC-AS细胞生长速率明显低于对照组QBC-P细胞和

QBC939细胞 而QBC-P细胞和QBC939细胞生长速率

无明显变化. QBC-AS组S 期细胞为0.09 0.02 比对照

QBC939组(0.16 0.03)明显降低(P <0.05) QBC-AS组G0/

G1期细胞为0.75 0.04 比QBC939组(0.57 0.10) 显著

增高(P <0.01) 增生指数明显降低(P <0.01) 增生指

数(PI)用(S+G2/M)% 100表示 QBC-AS组和QBC939

组细胞增生指数分别为22.6 9.0和41.8 10.1;细胞凋亡

分析显示COX-2反义基因转染不影响细胞凋亡(P>0.05)

QBC-AS组和QBC939组细胞凋亡率分别为4.0 0.9和

2.8 0.2.QBC-P组与QBC939组细胞周期和细胞凋亡

无明显差异(P >0.05).

图1  COX-2 RT-PCR 电泳图,β-actin为内参照. 1 2泳道: QBC939细
胞; 3泳道:QBC-P细胞;4泳道:QBC-AS细胞;M泳道:PBR322分子量标准.

1               2              3                4               M

β-actin 348 bp
COX-2   238 bp
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图2  QBC939细胞COX-2表达呈强阳性,胞质与胞核均有表达. 免疫
组织化学SABC法 200.

图 3  COX-2反义基因转染后的QBC-AS细胞表达呈弱阳性,主要为
胞质着色. 免疫组织化学SABC法 200.

图 4  转染前后肿瘤细胞生长曲线. QBC-AS与QBC939和QBC-P细胞
比较,第2天增生速度就开始下降,第3 天后增生速度下降就比较明显.

3   讨论

近年研究表明 COX-2 不仅是炎症反应的中心环节

而且在很多肿瘤组织中表达上调 与肿瘤的发生与发

展关系密切[7-22]. COX-2基因表达的蛋白被认为是一种

原癌蛋白(prooncogenic protein)[23]. Uefuji et al [24]用RT-PCR

方法检测了37例胃腺癌的COX-2 mRNA水平 他们

的研究结果表明mRNA水平与肿瘤大小有关 pT2-pT4

期胃癌COX-2 mRNA水平明显高于pT1期胃癌 提示

COX-2可能促进胃腺癌的进展. COX-1则普遍被认为与

肿瘤的发生与发展无关 只有极少数报道提示COX-1

有与COX-2类似的作用. Narko et al [25]报道通过上调

COX-1表达水平可使在体外培养的永生内皮细胞ECV

向肿瘤细胞转化; Marks et al [26]在小鼠皮肤鳞状细胞癌

模型的研究中发现COX-1表达缺陷鼠的致瘤率和形成

肿瘤的体积比野生型小鼠明显降低. COX-2促进肿瘤的

发生 发展的作用机制包括:提高促进肿瘤血管生长的

因子VEGF的表达水平; 通过催化花生四烯酸代谢的产物

血栓素A2 PGE2和PGI2直接刺激诱导肿瘤血管形成;通

过激活Bcl-2 或Akt 而阻止内皮细胞的凋亡[27] ; Tsujii et al [28]

报道 结构性COX-2的表达能导致结直肠癌细胞表型

的变化 从而引起结直肠癌细胞转移潜能的改变. 流行

病学研究表明 长期服用阿司匹林或其他非甾体类抗

炎药的人群结肠癌 直肠癌 胃肠癌及肺癌的发生率较

低[29-31].

        胆管癌被称为21世纪癌王 目前还没有有效的治

疗方法. 胆管癌发病的高危因素有: 胆管结石; 原发性硬

化性胆管炎; 先天性胆管扩张症 特别是行囊肿肠管吻

合术后以及中华支睾吸虫感染 慢性炎性肠病等 这些

因素中有一个共同的环节:慢性损伤和炎症. COX-2是炎

症反应的中心环节 因此我们提出一个假说: 胆管癌的

发生可能通过COX-2途径. 我们以前的实验表明COX-2

在胆管癌组织中为诱导性表达 其表达上调与胆管癌

的形成关系密切[4]. 本实验通过脂质体介导将反义COX-2

重组载体转染COX-2高表达人胆管癌细胞QBC939

观察COX-2反义核酸对QBC939细胞的生长抑制作用.

我们的实验表明 反义COX-2基因转染后胆管癌细胞

中COX-2 mRNA表达水平明显下调 COX-2 蛋白表达

减弱.转染反义COX-2重组载体的QBC939细胞生长速

率明显下降.细胞周期分析表明 反义基因转染后胆管

癌细胞被抑制在G0/G1期 G0/G1期细胞比例比转染前

明显上升;反义基因转染后比转染前增生指数显著下降

S 期细胞比例比转染前明显降低 但COX-2反义核酸

转染对QBC939细胞凋亡率无明显影响.提示COX-2反

义基因转染能改变QBC939细胞的增生状态 其抑制胆

管癌细胞增生作用是通过改变细胞周期而不是通过影

响细胞凋亡机制实现的.
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