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Abstract
AIM: To construct the eukaryotic expression 
plasmids of short hairpin RNA (shRNA) specific 
to human cyclooxygenase-2 (COX-2) gene 
and observe their inhibitory effects on COX-2 
expression in human hepatocellular carcinoma 
cells.

METHODS: Plasmids named WBH1 and WBH2, 
containing the different sequences of human 
COX-2 mRNA coding region, were constructed. 
The expression of COX-2 was assayed by re-
verse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively, 24, 48, 
72 and 96 h after HepG2 and Bel7402 cells were 
transfected with liposomes.

RESULTS: The transfection rates in HepG2 
and Bel7402 cells were about 60% and 54% re-
spectively. RT-PCR showed that the inhibition 
efficiencies of the plasmid WBH1 were 18.5%, 

88.6%, 52.8%, 42.4% in HepG2 cells and 9%, 
45.1%, 70.1%, 56.3% in Bel7402 cells, respective-
ly, 24, 48, 72 and 96 h after transfection (P < 0.01). 
Western blot demonstrated that the inhibition 
efficiencies of the plasmid WBH1 were 10.3%, 
80.5%, 45.3%, 39.0% in HepG2 cells and 8.3%, 
40.2%, 66.4%, 35.6% in Bel7402 cells, respectively 
(P < 0.01). The plasmid WBH2 had no significant 
inhibitory effect on COX-2 expression (P > 0.05).

CONCLUSION: COX-2 expression in human 
hepatocellular carcinoma cells can be inhib-
ited significantly by construction of eukaryotic 
expression vector expressing the shRNA. The 
maximal inhibition occurs at the 48th and 72th h 
after transfection, respectively.
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摘要
目的: 构建针对人环氧合酶-2(COX-2)基因编
码区的短发夹状RNA(shRNA)真核表达载体
质粒, 观察其在不同时间点对人不同肝癌细胞
株COX-2表达的影响. 

方法: 以人COX-2 mRNA编码区作为RNA干
扰靶点, 构建shRNA真核表达载体质粒WBH1
和WBH2, 应用阳离子脂质体分别转染人肝癌
细胞株HepG2和Bel7402, 利用逆转录聚合酶
链反应和Western blot法分别观察两株细胞转
染后24, 48, 72,和96 h COX-2 mRNA和蛋白的
表达变化, 检测抑制效果. 

结果: 质粒在HepG2细胞和Bel7402细胞中的
转染率分别约为60%和54%. WBH1导入细胞
24, 48, 72和96 h后, 逆转录聚合酶链反应检
测COX-2 mRNA表达抑制率, HepG2细胞分
别为18.5%, 88.6%, 52.8%和42.4%(P <0.01). 
B e l7402细胞分别为9%, 45.1%, 70.1%和

®

■背景资料
环氧合酶 -2在多
种肿瘤的发生、

发展和转移中起
重要作用. RNA干
扰是近年来出现
的一种基因沉默
技术, 能快速、高
效的阻滞肿瘤细
胞或组织中异常
或突变蛋白的表
达.
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56.3%(P <0.01). Western blot法检测蛋白表
达抑制率, HepG2细胞分别为10.3%, 80.5%, 
45.3%和39.0%(P <0.01); Bel7402细胞分别为
8.3%, 40.2%, 66.4%和35.6%(P <0.01). 质粒
WBH2对COX-2的表达无影响(P >0.05).

结论: 针对人COX-2的shRNA能高效特异的
抑制不同肝癌细胞株的COX-2表达. HepG2细
胞和Bel7402细胞分别以48 h和72 h抑制效果
最明显.
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0  引言

肝癌的发生和发展是多因素、多步骤的过程. 
环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)作为前

列腺素生物合成过程中的一个重要限速酶, 在
多种肿瘤的发生、发展和转移中起重要作用[1]. 
研究表明COX-2在肝癌组织中呈高表达, 应用

COX-2抑制剂能抑制肿瘤细胞生长并诱导其凋

亡[2]. 作为特异性阻断基因表达的新方法, RNA
干扰(RNA interference, RNAi)是近年来出现的

一种基因沉默技术, 能快速、高效的阻滞肿瘤

细胞或组织中异常或突变蛋白的表达, 目前已

应用于基因功能、肿瘤及病毒性疾病等的研

究[3-5]. 我们利用RNA干扰技术, 设计构建编码

人COX-2 mRNA的短发夹状双链RNA(small 
hairpin RNA, shRNA)的质粒载体, 并转染人不

同肝癌细胞株, 观察其对COX-2表达的影响, 同
时探讨利用RNA干扰技术作为肿瘤基因治疗的

一种方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 pGenesil-1质粒、感受态大肠杆菌DH-
5α购自武汉晶赛生物工程技术公司, 限制性核

酸内切酶Bam HⅠ, Hin d Ⅲ, SalⅠ, PstⅠ, T4多聚

核苷酸激酶和Taq酶购自大连宝生物工程有限

公司, T4 DNA连接酶购自New England Biolabs, 
凝胶回收试剂盒和小量质粒提取试剂盒购自宁

波中鼎公司, 寡核苷酸DNA单链由上海博亚生

物技术有限公司合成. 阳离子脂质体jetPEITM购

自Biontex公司, COX-2, actin羊抗人多克隆一

抗和辣根酶标记兔抗山羊IgG购自Santa Cruz公

司. 人肝癌细胞株HepG2, Bel7402由消化内科实

验室提供, 细胞用含100 mL/L胎牛血清(FCS)的
RPMI 1640液, 置于37℃, 50 mL/L CO2孵育箱中

培养, 定期观察细胞生长情况, 每2-3 d消化传代

培养.
1.2 方法 根据shRNA设计原则构建质粒[6]. 从
人C O X-2 m R N A编码区的起始密码(A U G)
下游寻找两条以“A A”二联序列开始 ,  设
计长度为21 nts的序列, 分别为5'-AAGTGCG
ATTGTACCCGGACA-3', 5'-AAGAACGTT
CGACTGAACTGT-3', 同时设计一条非特异

性序列: 5'-GACTTCATAAGGCGCATGC-3'
作为阴性对照 ,  并利用B L A S T查询排除与

其他人源基因的同源性 .  按下列结构设计并

合成编码s h R N A序列的D N A单链: B a m HⅠ

+Sense+Loop+Antisense+终止信号+SalⅠ+ Hin d
Ⅲ, 黑色背景为Loop环和终止信号, 两端框中

为限制性核酸内切酶Bam HⅠ和Hin dⅢ部分酶

切残基. 设计的编码两条靶序列如下. 序列1: 
5'-GATCCGTGCGATTGTACCCGGACATTCA
AGACGTGTCCGGGTACAATCGCACTTTTTT 
GAATTCA-3'; 3'-GCACGCTAACATGGGCC
TGTAAGTTCTGCACAGGCCCATGTTAG
CGTGAAAAAACTTAAGTTCGA-5'. 序列2: 
5'-GATCCGAACGTTCGACTGAACTGTTTCA
AGACGACAGTTCAGTCGAACGTTCTTTTTT
GAGCTCA-3'; 3'-GCTTGCAAGCTGACTTGAC
AAAGTTCTGCTGTCAAGTCAGCTTGCAAG
AAAAAACTCGAGTTCGA-5'. 阴性对照序列: 
5'-GATCCGACTTCATAAGGCGCATGCTTCA
AGACGGCATGCGCCTTATGAAGTCTTTTTT 
GTCGACA-3'; 3'-GCTGAAGTATTCCGCGTAC
GAAGTTCTGCCGTACGCGGAATACTTCAGA
AAAAACAGCTGTTCGA-5'. 合成上述设计的

双链DNA, 退火连接. 与Bam HⅠ和Hin d Ⅲ酶切

的质粒pGenesil-1连接, 转化感受态细胞. 挑选

克隆扩增, 质粒提取, 限制性核酸内切酶SalⅠ和

PstⅠ做酶切鉴定, 对重组质粒测序(上海博亚), 
验证序列的准确性. 序列1, 2分别将重组质粒命

名为WBH1和WBH2, 阴性对照质粒命名为HK. 
1.2.1 细胞转染 将HepG2细胞和Bel7402细胞在

含有100 mL/L FCS的RPMI 1640培养液中连续

培养. 转染前1 d将两株细胞分别接种于6孔培

养板, 每孔2×105个细胞, 过夜培养后将构建的

WBH1, WBH2和HK 3种质粒分别转染细胞, 操
作按脂质体jetPEITM转染手册进行. 取一试管加

■研发前沿
目前研究较多的
COX-2抑制剂并
非真正意义的特
异性抑制, 其使用
安全性也有待进
一步的临床验证. 
RNA干扰作为特
异性阻断基因表
达的新方法, 目前
已应用于基因功
能、肿瘤及病毒
性疾病等的研究.
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入质粒3 μg, 用100 μL 150 mmol/L NaCl混合稀

释, 另一试管加入脂质体jetPEITM 6 μL, 用100 μL 
150 mmol/L NaCl混合稀释. 室温无菌条件下放

置5 min, 两试管液体混合后放置25 min, 在6孔
板中每孔加入量为200 μL混合液后培养4 h, 更
换培养液继续培养. 实验以未转染细胞为空白

对照组, 细胞分4组: 空白对照组、WBH1转染

组、WBH2转染组、HK转染组. 每组设3复孔, 
每个实验均重复3次. 转染后48 h, 荧光显微镜下

观察10个200倍视野下发绿色荧光的细胞占全

部细胞的百分比例即为细胞转染率.
1.2.2 COX-2 mRNA表达的测定 转染后24, 48, 
72和96 h, 用TRIzol法分别提取各组细胞中总

RNA, RT-PCR法分别扩增COX-2 mRNA, COX-2
上游引物5'-TCAAGTCCCTGAGCATCTAC-3', 
下游引物5'-CATTCCTACCACCAGCAACC-3'. 
PCR法反应条件为94℃ 5 min, 94℃ 30 s, 55℃ 
30 s, 72℃ 45 s, 共35个循环, 循环结束后72℃ 
6 min延伸, 扩增片段长度为488 bp. β-actin为内

参照, β-actin上游引物为5'-GAAACTACCTTC
AACTCCATC-3', 下游引物为5'-CGAGGCCAG
GATGGAGCCGCC-3', PCR法反应条件为94℃ 
5 min, 94℃ 30 s, 48℃ 30 s, 72℃ 45 s, 共35个循

环, 循环结束后72℃ 6 min延伸, 扩增片段长度

为219 bp. 扩增产物用15 g/L琼脂糖凝胶电泳检

测结果, 在凝胶成像系统中测出各条带面积灰

度值, 以各组COX-2与自身β-actin灰度值的比作

为各组细胞中COX-2 mRNA的相对含量.
1.2.3 Western blot法对COX-2蛋白表达测定 转
染后24, 48, 72和96 h, 收集上述各组细胞, 消化

后加入预冷的细胞裂解液, 置冰上30 min, 4℃, 
12 000 g离心, 取上清液进行蛋白定量, 每组取

50 mg蛋白加热变性后, 100 g/L SDS-PAGE电泳

分离, 转移至PVDF膜上, 含50 g/L脱脂奶粉的

Tris盐溶液封闭2 h, 加入COX-2羊抗人多克隆一

抗(1∶200), 4℃孵育过夜. 用含吐温-20的Tris盐
溶液洗膜3次, 加入辣根过氧化物酶标记的兔抗

羊二抗(1∶2000), 室温下孵育1 h. 化学发光法

(ECL法)检测条带. actin作为内参. 计算机扫描图

像, 测出各条带面积灰度值, 以各组COX-2与自

身actin灰度值的比作为各组细胞中COX-2蛋白

的相对含量.
统计学处理 PCR法及Western blot法所得相

应的条带, 采用美国Biorad公司Quantity One 4.0
图像分析软件进行扫描分析, 采用SPSS 10.0统
计软件包进行单因素方差分析.

2  结果

我们共得到3个重组质粒, 编码两条靶序列的重

组质粒WBH1, WBH2及阴性对照质粒HK. 质粒

pGenesil-1能够被PstⅠ所酶切, 而插入目的基因

片段之后, PstⅠ酶切位点被取代, 不能被PstⅠ所

酶切. pGenesil-1序列中无SalⅠ的酶切位点, 在
插入的目的基因片段里, 我们设计了一个SalⅠ
的酶切位点, 如若插入正确, 就能被SalⅠ酶切

出一条约410 bp的条带, 重组shRNA表达质粒

WBH1, WBH2和HK均能被SalⅠ酶切, 而不能

为PstⅠ酶切, 即为插入正确的质粒(图1). 质粒

中含有编码绿色荧光蛋白的基因, 转染后48 h荧
光显微镜下以10个200倍视野下有绿色荧光的

细胞占全部细胞的百分比计算转染率. HepG2
细胞WBH1转染组、WBH2转染组和HK转染组

转染率分别为60.20%±1.95%, 60.30%±1.00%, 
60.84%±0.05%(图2A-B). Bel7402细胞WBH1转
染组、WBH2转染组和HK转染组转染率分别

为54.19%±1.09%, 54.10%±0.83%, 54.21%±

0.78%(图2C-D). 两株细胞3组间转染率均无统计

学差异(P >0.05). 
2.1 shRNA对COX-2 mRNA表达的影响 如表

1所示, HepG2细胞WBH2转染组与HK转染组

COX-2相对表达量分别为0.607±0.054, 0.610
±0.041, 与空白对照组(0.614±0.048)比较无显

著差异(P >0.05, 图3A). 转染后24, 48, 72, 96 h, 
WBH1转染组COX-2相对表达量分别为0.500
±0.012, 0.070±0.023, 0.290±0.010, 0.354±
0.018, 与空白对照组比较有显著差异(P <0.01, 图
3A). 24, 48, 72, 96 h抑制率分别为18.5%, 88.6%, 
52.8%, 42.4%. 质粒WBH1对HepG2细胞COX-2 
mRNA的表达以48 h时间点的抑制率最高, 以后

逐渐下降. Bel7402细胞WBH2转染组与HK转染

图  1  重组质粒的酶切鉴定. 1: HK SalⅠ; 2: HK Pst Ⅰ; 3: 

HK; 4: WBH2 SalⅠ; 5: WBH2 PstⅠ; 6: WBH2; 7: WBH1 SalⅠ; 

8: WBH1 PstⅠ; 9: WBH1; M: DL2000 Marker.

1 2  3 4  5  6  7 8  9 M

410 bp

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

■相关报道
COX-2在肝癌组
织 中 呈 高 表 达 , 
应用COX-2抑制
剂能抑制肿瘤细
胞 生 长 并 诱 导
其 凋 亡 .  已 有 报
道利用腺病毒介
导的COX-2反义
RNA技术在抑制
COX-2表达的同
时, 可抑制人肝癌
细胞株的生长. 与
反义寡核苷酸基
因治疗手段相比, 
RNA干扰技术对
其基因抑制作用
更 强 ,  特 异 性 更
高.
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组COX-2相对表达量分别为0.720±0.018, 0.723
±0.020, 与空白对照组(0.726±0.024)比较无显

著差异(P >0.05, 图3B). WBH1转染组COX-2相对

表达量分别为0.660±0.020, 0.398±0.014, 0.217
±0.031, 0.354±0.038, 与空白对照组比较有显

著差异(P <0.01, 图3B). 24, 48, 72, 96 h抑制率分

别为9.0%, 45.1%, 70.1%, 56.3%. 质粒WBH1对
Bel7402细胞COX-2 mRNA的表达以72 h时间点

的抑制率最高, 以后逐渐下降.  
2.2 shRNA对COX-2蛋白表达的影响 COX-2在
SDS-PAGE凝胶电泳中表现为72 kDa和74 kDa两
条条带. 如表1所示, HepG2细胞WBH2转染组与

HK转染组COX-2蛋白相对表达量分别为0.397
±0.011, 0.403±0.017, 与空白对照组(0.415±
0.023)相比无显著差异(P >0.05, 图4A). 转染后

24, 48, 72, 96 h, WBH1转染组COX-2蛋白相对

表达量分别为0.372±0.007, 0.081±0.015, 0.227
±0.017, 0.253±0.008, 与空白对照组比较有显

著差异(P <0.01, 图4A). 24, 48, 72, 96 h抑制率分

别为10.3%, 80.5%, 45.3%, 39.0%. Bel7402细胞 
WBH2转染组与HK转染组COX-2蛋白相对表达

量分别为0.520±0.011, 0.523±0.006, 与空白对

照组(0.526±0.007)相比无显著差异(P >0.05, 图
4B). 转染后24, 48, 72, 96 h, WBH1转染组COX-2
蛋白相对表达量分别为0.482±0.014, 0.316±

■应用要点
本 文 设 计 构 建
编 码 人 C O X - 2 
mRNA的短发夹
状双链RNA的质
粒载体, 并转染人
不同肝癌细胞株, 
观察其对COX-2
表达的影响, 为进
一步研究COX-2
与肝癌的生物学
特性及肿瘤的基
因治疗提供了实
验依据.

图  2  人肝癌细胞的转染效率(×200). A: HepG2细胞转染后48 h, 荧光显微镜; B: HepG2细胞相同视野, 普通光线; C: 

Bel7402细胞转染后48 h, 荧光显微镜; D: Bel7402细胞相同视野, 普通光线.
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图  3  人肝癌细胞COX-2 mRNA的表达. A: HepG2; B: 

Bel7402; 1: 24 h WBH1转染组; 2: 48 h WBH1转染组; 3: 

72  h WBH1转染组; 4: 96 h WBH1转染组; 5: 48 h空白对照

组; 6: 48 h WBH2转染组; 7: 48 h HK转染组; M: marker.
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0.014, 0.176±0.014, 0.340±0.007, 与空白对照

组比较有显著差异(P <0.01, 图4B). 24, 48, 72, 
96 h抑制率分别为8.3%, 40.2%, 66.4%, 35.6%.

3  讨论

环氧合酶是催化花生四烯酸形成前列腺素的关

键酶, 其包括COX-1和COX-2两种亚型. COX-2
是一种可诱导型酶, 不仅能启动炎症反应, 而且

通过调节细胞增殖、抑制凋亡、促进新生血管

形成等机制参与肿瘤的发生和发展过程[7-8]. 研
究显示, COX-2的表达水平在高分化肝癌组织

中明显高于中、低分化肝癌组织, 与肿瘤的分

化有关. 这种在高分化的肝癌组织中呈高表达

而在进展期中低分化肝癌组织中呈低表达, 提
示COX-2发挥作用是在肝癌发生的早期阶段而

不是进展期[9-10]. 国外研究还发现, 将COX-2基因

质粒转染肝癌细胞株能明显促进肝癌细胞的增

殖, 且发现COX-2的过度表达可诱导Akt磷酸化, 
且磷酸化位点在Thr308, 推测COX-2可能通过

Akt/PI3K信号通路起作用[11]. Cheng et al [12]在对

HBV相关的肝癌研究发现, COX-2的表达与血

管内皮生长因子(VEGF)的表达及肿瘤微血管密

度(MVD)相关, 在使用COX-2抑制剂NS-398后
PGE2及VEGF表达下调, 加入前列腺素PGE2和
PGI2可增加VEGF的表达, 推测COX-2可能通过

产生前列腺素促进VEGF表达, 刺激新生血管形

成, 参与肿瘤的产生与发展. 
RNA干扰是近年来发现的一种新技术, 其

原理是利用双链R N A特异性介导其互补同源

mRNA序列的降解, 阻断体内特定基因的表达. 
由于RNA干扰具有高度的序列专一性, 目前已

作为一种简单有效的代替基因敲除工具. 肿瘤

的形成是一个多因素和多步骤参与的过程, 肿
瘤相关基因的异常表达及部分关键酶的过量表

达与细胞癌变关系密切. 已有报道利用腺病毒

介导的COX-2反义RNA技术在抑制COX-2表

达的同时, 可抑制人肝癌细胞株的生长[13]. 与反

义寡核苷酸基因治疗手段相比, RNA干扰技术

对其基因抑制作用更强, 特异性更高[14]. 目前为

止, 尚未见到有关应用RNAi技术抑制肝癌细胞

COX-2表达的报道, 因此, 本研究选用RNA干扰

技术构建针对COX-2基因的shRNA真核表达载

体WBH1和WBH2[15], 转染不同分化程度的人肝

癌细胞株: 高分化程度的HepG2细胞和中分化程

度的Bel7402细胞, 分别在不同时间点从mRNA
和蛋白质水平观察COX-2的抑制情况. 实验表

明, 肝癌细胞株HepG2及Bel7402均有COX-2表
达. WBH1质粒对HepG2细胞COX-2 mRNA和蛋

白表达的抑制率分别可达88.6%和80.5%, 抑制

效率均在48 h最高. 而对于Bel7402细胞, WBH1
质粒对COX-2 mRNA和蛋白表达的抑制率分别

可达70.1%和66.5%, 抑制效率在72 h最高. 两株

细胞的有效抑制时间均可维持在48-96 h. 这种

不同细胞株间抑制效率的不同, 考虑为不同细

胞株中U6启动子转录后RNA受到抑制和干扰

的效果存在较大差异, 因此对肿瘤细胞的抑制

■名词解释
RNA干扰(RNAi): 
是利用双链RNA
特异性介导其互
补同源mRNA序
列的降解的基因
沉默技术.
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图  4  人肝癌细胞COX-2蛋白的表达. A: HepG2;  B: 

Bel7402; 1: 24 h WBH1转染组; 2: 48 h WBH1转染组; 3: 

72  h WBH1转染组; 4: 96 h WBH1转染组; 5: 48 h空白对照

组; 6: 48 h WBH2转染组; 7: 48 h HK转染组.

表  1  shRNA对HepG2和Bel7402细胞COX-2相对表达量的影响

      	                                                                                                                                                WBH1  

                                                                                                                         24 h                     48 h                   72 h                    96 h

mRNA    HepG2     0.614±0.048  0.610±0.041  0.607±0.054  0.500±0.012b  0.070±0.023b  0.290±0.010b  0.354±0.018b

               Bel7402   0.726±0.024  0.723±0.020  0.720±0.018  0.660±0.020b  0.398±0.014b  0.217±0.031b  0.354±0.038b

蛋白        HepG2     0.415±0.023  0.403±0.017  0.397±0.011  0.372±0.007b  0.081±0.015b   0.227±0.017b  0.253±0.008b

               Bel7402   0.526±0.007  0.523±0.006  0.520±0.011  0.482±0.014b  0.316±0.014b  0.176±0.014b   0.340±0.007b

bP<0.01 vs  空白对照组.

指标          细胞	  空白对照	             HK 	                 WBH2
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效果也不同. 两株细胞的脂质体转染率分别为

60%, 54%, 而COX-2抑制率可达上述水平, 说
明抑制作用可以在细胞间传递[16]. 此外, 对中分

化的肝癌细胞株抑制高峰时间较高分化的肝癌

细胞株出现晚, 推测shRNA真核表达载体在不

同分化的肝癌细胞内转录过程存在差异而导致

最佳干扰效果时间的不同. 而同为编码COX-2 
shRNA的质粒WBH2对两株细胞均无干扰效应, 
说明干扰效应与干扰靶点的选择高度相关. 

总之 ,  我们所构建的针对C O X-2基因的

shRNA真核表达载体WBH1对两种不同分化程

度的肝癌细胞株均有明显抑制作用, 为进一步

研究COX-2与肝癌的生物学特性及肿瘤的基因

治疗提供了实验依据. 
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当 ,  讨 论 具 体 客
观, 是一篇较好的
论著.


