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Abstract
AIM: To explore the effects of siRNA-mediated 
downregulation of COX-2 gene expression on 
the proliferation of hepatocellular carcinoma 
HepG2 cells.

METHODS: HepG2 cells were divided into four 
groups: COX-2 siRNA intervention group, con-
trol siRNA intervention group, empty liposome 
group and blank control group. COX-2 siRNA 
was transfected into HepG2 cells by lipofection. 
Cell proliferation inhibition was measured at 24, 
48 and 72 h after transfection by MTT (thiazolyl 
blue) assay. The changes in cell cycle distribu-
tion were detected at 24 h after transfection by 
flow cytometry. The expression levels of COX-2 
and ERK1/2 mRNAs and proteins were detected 

at 24 h after transfection by semiquantitative RT-
PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: The proliferation inhibition rate 
achieved in the COX-2 siRNA intervention 
group was higher than those in the control 
siRNA intervention group and empty liposome 
group (67.08% vs 2.45% and 1.56%, both P < 0.01). 
The percentage of HepG2 cells arrested at G1 
phase (DNA presynthetic phase) was increased 
in the COX-2 siRNA intervention group as com-
pared to the control siRNA intervention group, 
empty liposome group and blank control group 
(72.80% vs 50.27%, 50.97% and 53.13%, all P < 
0.05). Semiquantitative RT-PCR analysis showed 
that the expression levels of COX-2, ERK1 and 
ERK2 mRNAs in the COX-2 siRNA intervention 
group were significantly decreased as compared 
to the control siRNA intervention group, empty 
liposome group and blank control group (0.58 vs 
0.83, 0.89 and 0.93; 0.32 vs 0.71, 0.64 and 0.76; 0.48 
vs 0.65, 0.67 and 0.72; all P < 0.05). Similar results 
were obtained for protein expression as revealed 
by Western blot analysis.

CONCLUSION: siRNA can downregulate the 
expression of COX-2 gene in hepatocellular 
carcinoma HepG2 cells and inhibit their prolif-
eration. COX-2 promotes the development of 
primary hepatic carcinoma perhaps through 
regulation of ERK1/2 pathway.
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摘要
目 的 :  探 讨 小 干 扰 R N A 降 低 环 氧 化 酶
-2(cyclooxygenase-2, COX-2)基因对肝癌细
胞H e p G2增殖与细胞外信号调节蛋白激酶
(ERK)表达的影响. 

®

■背景资料
基因治疗是目前
的研究热点, 既可
以为应用研究, 也
被用于探讨肿瘤
发 生 机 制 .  通 过
RNAi技术, 研究
者可以降低靶蛋
白的表达, 进而研
究相关上下游蛋
白的变化, 可以通
过这种模式探讨
靶蛋白在细胞内
的动态功能.

■同行评议者
魏经国, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学唐都
医院放射科
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方法: 将人肝癌细胞株HepG2细胞分为4组: 
COX-2 siRNA干预组、阴性对照siRNA组、

空脂质体组、空白对照组. 脂质体转染法将
COX-2 siRNA转染入HepG2细胞; MTT法测定
转染后24, 48, 72 h的增殖抑制率; 流式细胞仪
测定转染后24 h的细胞周期分布; 半定量RT-
PCR与Western blot检测转染后24 h肝癌细胞
COX-2和ERK1/2的表达.

结果: COX-2 siRNA干预组的增殖抑制率明
显高于阴性对照组和空脂质体转染组(67.08% 
vs  2.45%, 1.56%, 均P <0.01); COX-2 siRNA
干预组G 1期细胞明显增多 ,  与空白组、空
脂质体组及阴性对照组相比, 均具有显著差
异(72.80% vs  50.27%, 50.97%, 53.13%, 均
P <0.05); RT-PCR显示: COX-2 siRNA干预组
COX-2, ERK1, ERK2 mRNA表达(0.58, 0.32, 
0.48)明显降低, 与空白组(0.93, 0.76, 0.72)、
空脂质体组(0.89, 0.64, 0.67)及阴性对照组
(0.83, 0.71, 0.65)比较, 差异具有统计学意义
(均P <0.05), Western blot显示以上各项指标表
达趋势与RT-PCR相同.

结论: 小干扰R N A可降低肝癌细胞H e p G2
的C O X-2基因表达, 抑制肝癌细胞的生长. 
COX-2促进肝癌生长可能与ERK1/2通路调控
有关.

关键词: 环氧化酶-2; 细胞外信号调节蛋白激酶; 

小干扰RNA; HepG2细胞
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0  引言

肝癌的病因和发病机制复杂, 可能与乙型肝炎

病毒[1]、丙型肝炎病毒[2]、黄曲霉毒素[3]、饮用

水污染[4]、遗传因素[5]等多种因素的综合作用有

关. 近年来, 从基因水平来研究原发性肝癌的致

病因素也成为学者们的一个热点课题. 
环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)是

前列腺素(prostaglandin, PG)合成的限速酶. 已
证实COX-2在多种癌前病变及恶性肿瘤中表达

增高[6-18], 参与恶性肿瘤的演进. 近年来一些研 
究[19-21]发现COX-2在原发性肝癌(primary hepatic 
carcinoma, PHC)表达增高, 推测其可能参与了

PHC的发生及进展. 另有研究提示COX-2可经

其催化产物PG刺激ERK1/2表达及活化, 促进胰

腺癌细胞的增殖[22]. 我们推测在肝癌细胞中, 过
度表达的COX-2也可经其催化产物刺激ERK1/2
表达及活化, 进而促进肝癌细胞的增殖. 因此, 
本课题通过小干扰RNA(small interfering RNA, 
siRNA)降低COX-2基因表达, 观察其对肝癌细

胞HepG2增殖的影响, 并探讨其可能的作用机

制, 旨在为治疗肝癌的新手段提供实验依据.

1  材料和方法

1 . 1  材 料  人肝癌细胞株H e p G 2细胞购自

上海科学院细胞中心 .  s i R N A及转染试剂

Lipofectamine2000购自广州市锐博生物科技有

限公司. COX-2siRNA序列如下: 靶序列: 5'-GCT 
GGG AAG CCT TCT CTA A-3'; 正义链: 5'-GCU 
GGG AAG CCU UCU CUA AdT dT-3'; 反义链: 
3'-dTd TCG ACC CUU CGG AAG AGA UU-5'. 
RPMI 1640培养基、胎牛血清购自美国Gibco公
司. PCR引物、2×Taq PCR Master Mix购自上

海鼎安生物科技有限公司. COX-2、ERK1/2抗
体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG购

自Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和s iRNA转染: 人肝癌细胞株

HepG2细胞在含100 mL/L胎牛血清RPMI 1640
培养液中培养, 2.5 g/L胰蛋白酶消化. 1×107/L
细胞接种于细胞培养板(MTT使用96孔板, 余实

验用6孔板). 根据说明书建议, 将siRNA浓度稀

释为50 nmol/L, 用脂质体转染法转染siRNA. 实
验分为4组, COX-2 siRNA干预组、阴性对照

siRNA组、空脂质体组、空白对照组.  
1.2.2 MTT法测定细胞增殖抑制率: 转染后分别

培养24、48、72 h. MTT法测定细胞增殖抑制

率, 运用酶联免疫检测仪测定490 nm处的吸光

度(A值), 按照公式计算细胞增殖抑制率(cel ls 
inhibitor, CI)/% = 1-(处理组平均A值/空白组平

均A值)×100%. 
1.2.3 流式细胞仪测定细胞周期分布: 转染后培

养24 h, 收集细胞. 750 mL/L乙醇固定30 min, 碘
化丙啶(PI)染色, 避光, 室温作用30 min, 过滤, 调
整细胞浓度为1×106/L单细胞悬液, 于流式细胞

仪上检测, 用Coulter分析系统对检测结果进行

分析. 
1.2.4 半定量RT-P C R检测C O X-2、E R K1/2 
mRNA的表达: 收集转染后培养24 h的各组细

胞, 提取细胞总RNA并逆转录成cDNA. PCR引
物序列如下: COX-2(373 bp)上游引物: 5'-CCT 

■研发前沿
尽管已知COX-2
在多种肿瘤生长
过程中扮演重要
角 色 ,  但 其 下 游
的工作机制尚不
明晰.
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ACT GGA AGC CAA GCA CTT T-3'; 下游引

物: 5'-TAT GAC TCC TTT CTC CGC AAC A-3'; 
ERK1(332 bp)上游引物: 5'-TAC ACG CAG TTG 
CAG TAC ATC G-3'; 下游引物: 5'-CGC AGG 
ATC TGG TAG AGG AAG T-3'; ERK2(499 bp)
上游引物: 5'-GGA GCT TGT GGA AAT ACC 
TTG G-3'; 下游引物: 5'-GAC GCA GTG TTC 
CTC TCT GCT A-3'; β-Actin(556 bp)上游引物: 
5'-AAA GAC CTG TAC GCC AAC ACA G-3'; 下
游引物: 5'-TTT TAG GAT GGC AAG GGA CTT 
C-3'. COX-2、ERK1/2、β-actin的反应参数均

为: 94℃ 5 min(预变性), 94℃ 30 s(变性), 58℃ 
30 s(退火), 72℃ 30 s(延伸)30个循环, 最终延伸

72℃ 7 min. 取PCR产物5 μL加入1.5%琼脂糖凝

胶, 在110 mV电压条件下进行电泳40 min, 自动

凝胶成像分析仪下进行灰度扫描并观察拍照, 
并用Quantity One软件进行灰度值的比较. 以
β-actin作为内对照, 计算记录COX-2、ERK1/2
的相对含量, 结果以COX-2、ERK1/2条带密度

占β-actin条带密度的百分率表示. 
1.2.5 Western blot测定COX-2、ERK1/2蛋白的

表达: 收集各组细胞, 提取总蛋白, 将样品加于

100 g/L不连续SDS聚丙烯酰胺凝胶加样孔中, 起
初电压为80 V, 当溴酚蓝前沿进入分离胶后, 把
电压提高到120 V, 继续电泳直至分离胶底部. 
电转移至硝酸纤维素膜, 封闭, 与COX-2抗体 
(1∶100)、E R K1抗体(1∶100)、E R K2抗体 
(1∶100)4℃孵育过夜, 辣根过氧化物酶标记的山

羊抗小鼠IgG(1∶4000)室温摇晃1 h, 显色, 暗室曝

光, 洗片. 显影信号的强弱用密度分析值反映.
统计学处理  测定值以m e a n±S D. 采用

SPSS11.0统计软件包分析. 组间比较采用多样本

均数的One-way ANOVA检验. 两组均数比较采

用t检验. P <0.05表示差异有统计学意义, P <0.01
表示有显著性差异.

2  结果

2.1 HepG2细胞增殖抑制率 COX-2siRNA转染对

HepG2细胞增殖有明显抑制作用. 增殖抑制率明

显高于阴性对照组、空脂质体组(P <0.01). 同时,  
阴性对照组与空脂质体组之间的差异无显著性

(P >0.05). COX-2 siRNA组24 h增殖抑制率高于

48及72 h(P <0.05, 表1, 图1).
2.2 细胞周期 s iRNA组细胞G1期(DNA合成前

期)细胞明显增多, S期(DNA合成期)细胞明显减

少, 与空白组、空脂质体组及阴性对照组相比, 
均具有明显差异(表2, 图2). 提示COX-2 siRNA
对HepG2细胞的细胞周期具有明显的G1/S阻滞

作用.
2.3 半定量PR-PCR结果显示 与空白对照组、空

脂质体组及阴性对照组比较, COX-2 siRNA组的

COX-2、ERK1/2 mRNA表达明显降低, 差异具

有统计学意义(P <0.05), 空脂质体组、阴性对照

组与空白对照组之间差异无统计学意义(P >0.05, 
表3, 图3, 图4A).
2.4 COX-2、ERK1/2蛋白的表达 COX-2 siRNA
组细胞的COX-2、ERK1/2蛋白明显低于空白对

照组、空脂质体组及阴性对照组, 差异具有显

著统计学意义(P <0.01). 空脂质体组、阴性对照

表  1  脂质体转染COX-2 siRNA后MTT检测结果 (mean±SD, n  = 12)

     
分组

			        24 h			               48 h			      72 h

		         A 值                  抑制率(%)	               A 值                  抑制率(%)	        A 值               抑制率(%)

空白对照组	 2.16±0.149             -	        2.64±0.083             -		  1.91±0.061             -

空脂质体组	 2.13±0.114             1.56	        2.36±0.094             1.36		  1.87±0.072             2.09   

阴性对照组	 2.11±0.134             2.45	        2.56±0.062             3.03		  1.90±0.092             0.85  

COX-2 siRNA组	 0.71±0.013           67.08b	        1.39±0.070           47.42b		 1.06±0.040           44.40b

bP<0.01 vs  空白对照组.
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图  1  转染24、48、72 h后测定HepG2细胞的抑制率.

■相关报道
C h e n g  e t  a l 将
C O X - 2 抑 制 剂
N S - 3 9 8 作 用 于
肝 癌 细 胞 ,  发 现
COX-2表达降低
后, 肝癌细胞增殖
明 显 受 抑 制 ,  研
究结果与本文可
相互验证;  Wang  
et  al 在喉癌细胞
中实验结果与本
文类似. 这些研究
均提示COX-2可
能在癌症细胞的
有丝分裂中扮演
重要角色, 进一步
的应用基础研究
将为药物研发提
供新的治疗靶点. 
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组与空白对照组之间差异无统计学意义(P >0.05, 
表3, 图4B, 图5). 提示COX-2 siRNA可有效降低

COX-2表达, 同时ERK1/2可能因缺少COX-2刺
激, 表达亦明显减少.

3  讨论

RNA干扰技术(RNA interference, RNAi)是指由

短双链RNA诱导的同源mRNA的降解过程, 可
使基因的表达受到抑制 .  外源性或内源性双

RNA(double-stranded RNA, dsRNA)导入细胞

后, 激活细胞内的一种被称作D ice r的酶复合

物, 该酶复合物由核酸内切酶和解旋酶等组成. 
他能识别异常双链RNA, 并将其切割成短双链

RNA(21-23 bp), 即siRNA. siRNA对目标RNA的

干涉包括: siRNA转染和目标RNA含量或蛋白质

表达水平的分析. 
本实验利用阳离子脂质体将COX-2 siRNA

转染入肝癌细胞, MTT法观察HepG2细胞系增殖

特性的变化. 结果显示: COX-2 siRNA转染入肝

癌细胞24、48、72 h后, 肝癌细胞增殖均被明显

抑制, 尤其以转染后24 h最为显著, 我们认为其

原因可能为: 脂质体转染是一种即时转染方法, 
起效快、耗时较短, 转染后24 h抑制效率最高; 

表  2  siRNA转染24 h后HepG2细胞周期分析结果 (n  = 6, 
%, mean±SD)

     
分组		  G1	          S	            G2/M

空白对照组     50.27±2.62    43.97±5.89    5.76±3.44

空脂质体组     50.97±1.31    42.60±3.12    6.43±1.96

阴性对照组     53.13±1.87    39.77±2.49    7.10±0.96    

COX-2	        72.80±2.07    22.57±0.85a   4.63±1.23

siRNA组

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  2  HepG2细胞流式细胞仪
分析结果. A: 空白对照组; B: 空

脂质体组; C: 阴性对照组; D: 

COX-2 siRNA组.
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图  3  各组细胞在培养24 h后COX-2、ERK1/2 mRNA表达的
电泳图. 1: COX-2 siRNA组; 2: 阴性对照组; 3: 空脂质体组; 

4: 空白对照组.

图  4  各组细胞在培养24 h后COX-2、ERK1/2蛋白及mRNA
灰度分析比较. A: mRNA; B: 蛋白; 1: COX-2siRNA组; 2: 

阴性对照组; 3: 空脂质体组; 4: 空白对照组.
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■创新盘点
本文创新之处是
对于COX-2可能
干预的下游基因
进行了探讨, 自靶
基因功能降低的
角 度 ,  探 讨 了 对
ERK的影响. 虽然
具体细节尚待进
一步研究, 但是初
步表明COX-2可
能具有调节ERK
的作用.
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随着细胞的增殖, 48、72 h后转染细胞逐渐被

未转染细胞稀释, 导致抑制率逐渐下降. Cheng  
et al [23]采用选择性COX-2抑制剂NS-398作用于

肝癌细胞, RT-PCR及Western blot检测COX-2表
达降低后, 肝癌细胞增殖明显受抑制. 同我们的

实验结果类似, 证实了COX-2对肝癌细胞增殖的

促进作用. 
流式细胞仪检测转染后24 h细胞周期结果

显示: 转染COX-2 siRNA的肝癌细胞72.80%被

阻滞于G0/G1期, 无法进入S、G2及M期, 有丝分

裂停止, COX-2 siRNA降低COX-2基因表达, 可
有效阻断肝癌细胞的有丝分裂. Wang et al [24]在

喉癌细胞中做了类似实验, 他们用RNA干扰技

术沉默COX-2基因表达, 使得喉癌细胞阻滞与

G0/G1期, 抑制喉癌细胞有丝分裂进程. 进一步证

实了COX-2对癌细胞有丝分裂的促进作用. 
虽已证实C O X - 2在肝癌进程中有重要

作用 ,  参与了多个环节 ,  但其确切机制尚不

清楚. 细胞外信号调节蛋白激酶(extracellular 
signal regulated protein kinase, ERK)包括ERK1
和E R K2. 在肿瘤细胞中 ,  各种因素 [25-26]激活

ERK1/2后, 活化的ERK1/2激酶移位到细胞核, 
调控信号转导途径的关键效应分子(如NF-κB、
AP-1、c-Myc等)的表达, 在肿瘤细胞的增殖中

起重要作用[27]. Yu et al [28]在食管鳞状上皮细胞

癌研究中证实: ERK1/2受到COX-2催化生成的

产物前列腺E2(prostaglandin E2, PGE2)刺激后

被激活, 活化的ERKl/2将信号从细胞表面受体

转导至胞核, 最终促进食管鳞癌细胞增殖. 因
此, 我们有理由相信, 在肝癌细胞中, 过量表达

的C O X-2同样可以通过其催化产物P G, 刺激

ERKl/2表达及活化, 通过ERK1/2信号传导通路

促进肝癌细胞的增殖, 而COX-2作为ERKl/2活
化的促进因素被降低表达后, ERKl/2表达将有

可能减少. 
为了证明这一观点, 我们将COX-2 siRNA转

染入肝癌细胞, 24 h后RT-PCR及Western blot检
测COX-2、ERKl/2的表达, 结果显示: COX-2、
ERKl/2较对照组显著减少, 而3个对照组间比较

无明显差别. 说明RNAi技术可有效降低COX-2
基因表达, 且随着COX-2表达减少, ERKl/2缺少

刺激信号, 表达和活化减少, 从而抑制了肝癌的

增殖, 提示COX-2促进肝癌生长可能与ERK1/2
通路调控有关. 有学者在其他肿瘤上的研究亦

得出类似结论, 如Chan et al [29]在胃癌细胞上的研

究发现, COX-2 siRNA可沉默胃癌细胞COX-2表
达, 并认为RNAi技术有望成为特异性的COX-2抑
制剂, 应用于胃癌的预防和治疗. 由此, 我们推测

COX-2可通过MAPK/ERK1/2通路促进肝癌生长. 
然而, COX-2促进肿瘤的演进机制复杂, 有学者提

出COX-2可能通过参与肿瘤血管的生成[26-28]、参

与肿瘤细胞的增殖和抑制凋亡[29-30]、参与免疫

抑制[31]等诸多因素促进肿瘤细胞增殖, 具体机制

未阐明[32-35]. 本文证实ERK1/2信号传导通路仅

仅是其促肿瘤生长的诸多因素之一, 在环氧化

酶-2与肝癌关系上, 目前仍然有许多方面需要进

一步探索. 
本实验采用脂质体转染的方法相对简单、

耗时短, 随着细胞的增殖, 转染细胞很快被未转

4           3           2           1
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74 kDa

ERK1/2
42/44 kDa

b-actin
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图  5  各组细胞在培养24 h后COX-2、ERK1/2蛋白表达比
较. 1: COX-2 siRNA组; 2: 阴性对照组; 3: 空脂质体组; 4: 

空白对照组.

表  3  各组细胞在培养24 h后COX-2、ERK1/2蛋白及mRNA的表达 (灰度值, mean±SD)

     
分组

	          		              mRNA				                    蛋白

	                  COX-2	              ERK1	      ERK2		       COX-2	                ERK1                        ERK2

空白对照组         0.93±0.029       0.76±0.104       0.72±0.052	 0.94±0.024       1.02±0.080       0.83±0.150

空脂质体组         0.89±0.049       0.64±0.037       0.67±0.029	 0.92±0.090       0.93±0.116       0.82±0.212

阴性对照组         0.83±0.049       0.71±0.048       0.65±0.035	 0.93±0.045       0.87±0.104       0.73±0.105

COX-2	            0.58±0.122a      0.32±0.071a      0.48±0.013a	 0.46±0.029b      0.34±0.029b      0.21±0.068b

siRNA组

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.

■应用要点
小 干 扰 R N A 可
降 低 肝 癌 细 胞
HepG2的COX-2
基因表达, 抑制肝
癌细胞的生长.
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染细胞稀释. 若能构建带筛选标记的siRNA表达

质粒, 进行稳定转染, 以获得较长时间的基因沉

默效应, 则可能收获更为理想的干扰效果. 此外, 
若能采用实时荧光定量PCR, 检测结果则特异性

更强、更精确. 
总之, 本研究证实COX-2可能通过MAPK/

ERK1/2途径参与肝癌演进. COX-2 siRNA能够

沉默COX-2的表达, 对肝癌细胞具有生长抑制和

细胞周期阻滞的作用. RNAi技术将有可能成为

治疗肝癌的新的手段. 但是许多问题还有待解

决, COX-2促进肝癌细胞增殖的机制仍未完全阐

明, 深入研究COX-2与肝癌的关系不仅可以进一

步揭示肝癌发生的分子机制, 更可为肝癌的综

合治疗探索一条新的途径.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (常务副总编辑: 张海宁 2009-08-08)


