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Abstract
AIM:To construct the recombinant adenovirus encoding
human cox-2 antisense RNA, and to investigate its effect on
synthesis of DNA and proteins in esophgeal carcinoma cell
line EC9706.

METHODS:The shuttle plasmid encoding antisense cox-2
was constructed by cloning cox-2 cDNA fragment in the
reverse direction into the pHCMVSP1A. Then the plasmid
pJM17 and the shuttle plasmid were cotransferred into 293
cells with lipofectamine for homologouse recombinantion
to acquire recombinant adenovirus confirmed by PCR. The
expressions of cox-2 in esophgeal carcinoma cell line EC9706
cells were evaluated, and its effects on cell proliferation were
determined by cell growth rate, 3H-TdR and 3H-Leucine
incorporation.

RESULTS:The recombinant adenovirus encoding antisense
cox-2 fragment ad-AShcox-2 was obtained with the titer of
0.86±1012 PFU/ml. Ad-AShcox-2 can reduce the expression
of cox-2, and inhibit cell growth rate and cause cellular death.
Meanwhile, The efficiencyof 3H-TdR and 3H-Leucine incor-
poration was significant lower than that in the control group
at 48, 72, 96 hours (q48 h = 16.36 vs 16.36 , q 72 h = 39.07 vs
19.90 , q96 h= 54.80 vs 30.33;P <0.001).

CONCLUSION:Reducing the expression of cox-2 may inhibit
the proliferation of esophageal cancer cells through inhibiting

the synthesis of DNA and protein.
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摘要
目的:构建表达人cox-2反义RNA的腺病毒载体，研究其

对人食管癌细胞株DNA和蛋白质合成的影响.

方法:把人 cox-2 的 cDNA 片段反向克隆于穿梭质粒

pHCMVSP1A的CMV启动子之下，获得pAd-AShcox-2，

通过脂质体与pJM17共转染293细胞，经同源重组产生

编码cox-2反义RNA的重组腺病毒--Ad-AShcox-2. 经

PCR的方法鉴定为阳性克隆并大量扩增、纯化，转染食

管癌细胞EC9706，采用生长细胞计数，免疫细胞化学、
3H-TdR、3H-Leucine 掺入法，研究对食管癌细胞生长、

DNA及蛋白质合成的影响.

结果:成功构建并扩增、纯化得到编码cox-2反义RNA的

重组腺病毒Ad-AShcox-2，滴度达0.86×1012  PFU/ml；Ad-

AShcox-2感染肿瘤细胞后， cox-2表达水平明显降低，
3H-TdR、3H-Leucine 掺入量明显减少，与对照组在

48h、72h、96h比较有显著性差异(q48 h=16.36及 16.36 ，

q72 h= 39.07及 19.90 ， q96 h= 54.80及 30.33；P <0.001);同

时发现食管癌细胞的生长明显受抑制.

结论:表达cox-2反义RNA重组腺病毒感染人食管癌细胞

后可降低cox-2 表达水平，使DNA合成降低、蛋白质

合成减少，且抑制食管癌细胞生长、增生，提示抑制cox-

2的表达可能是治疗食管癌的一种新途经.
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0   引言$%

近年来，流行病学资料研究表明长期坚持服用非甾体
类抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory drugs，NSAID)
如阿司匹林等可使大肠癌的危险性降低40-5 0 %[1,2]，使
家族性腺瘤型息肉病(familial adenomatous polyposis， FAP)的
癌变率和死亡率降低，使息肉数量和体积减小[3]. NSAID
类药物作用的中心环节是抑制环氧化酶(cyclooxygenase，
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c o x )的活性，而 cox 是花生四烯酸转化为前列腺素
(prostaglandins，PGs)的限速酶，他有两个同工异构体[4]-
cox-1 和 cox-2，其中 cox-1 为原生型，在机体大多
数组织中都有不同水平的表达，经cox-1 途径产生的
PGs 在机体中主要起生理性保护作用，因此cox-1 又
称“管家基因”(housekeeping gene);cox-2为诱生型，在
机体大多数组织中无表达(平滑肌细胞血管内皮细胞、
炎性细胞除外)，多因各种生长因子、丝裂原、内毒
素、前致癌物等刺激后迅速产生，在许多癌组织中
高度表达，可能与癌症的发生、发展有关[5]. 本课题
利用基因重组技术构建 cox-2 的反义RNA 重组腺病
毒，转染人食管癌细胞株EC9706，研究其对食管癌
细胞生长、DNA合成的影响，进一步探讨cox-2的促
癌机制.

1   材料和方法

1.1材料  酶及主要试剂 内切酶BamHI、XbaI、T4DNA
Ligase 购自华美生物工程公司；1 640、Lipofectamine
购自GIBCO/BRL 公司，低熔点琼脂糖，X-gal 购自
Promega 公司；CsCl 购自 Sigma 公司；3H-TDR、3H-
Leucine 购自北京原子能研究所；cox-1、cox-2 抗体
购自Santa Cruz 公司，SP试剂盒购自北京中山生物公
司；cox-2cDNA及腺病毒PCR引物由赛百胜生物公司
设计、合成. 质粒和菌株 Ad-LacZ 由我分子生物学实
验室王家宁博士惠赠，cox-2质粒PCRTMⅡVector由美国
Vanderbilt University 管又飞博士惠赠，pHCMVSP1A和
pJM17由军事科学院二所吴祖泽院士惠赠. DH5α由北京医
科大学第一医院心内科彭旭博士惠赠.细胞系 293细胞
为腺病毒E1 区基因转化的人胚肾细胞系，培养条件
为10 %新生小牛血清的高糖DMEM培养液，在37 ℃、
5 % CO2孵箱中培养.食管癌细胞株EC9 706由中国医学科
学院王明荣教授惠赠，培养条件为3 % 1 640，在37 ℃、
5 % CO2孵箱中培养. 仪器高速冷冻离心机(Jouan，意大
利)，二氧化碳培养箱(sanyD，日本)，超高冷冻离心
机(Hitachi，日本)，倒置相差显微镜(Olympus IX-70，
日本)，PCR 扩增仪(美国)，液体闪烁计数仪(美国
Beckman)，紫外分光光度计(752 型，上海)，空气浴、
水浴摇床.
1.2 方法  (1)cox-2反义RNA重组腺病毒载体的构建、
鉴定、扩增、纯化、滴度测定 质粒 pCRTMIIcox-2 经
Xba I BamH I 双酶切获得COX -2 cDNA片段，反向
克隆于穿梭质粒pAdHCMV SP1A的Xba I、 BamH I两
位点上；连接产物为 pAd-AShcox-2，后者经转化大
肠杆菌DH5α进行质粒扩增，酶切鉴定为阳性质粒后进
行大量扩增、纯化.Lipofectamin 介导穿梭质粒 pAd-
AShcox-2与 pJM17 共转染293细胞，待293细胞出现
病变、脱落细胞约20 %再收集上清. 取病毒上清提取
病毒DNA，经PCR鉴定. cox-2 上游引物：5’-TTG
GCT TCA AGA CTG AGA TA-3’，下游引物： 5’-

AGC CCA AAT TAT TGG TTC；腺病毒引物上游引
物：5’-TCG TTT CTC AGC AGC TGT TG-3’，下
游引物：5’-CAT CTG AAC TCA AAG CGT GG-3’.
PCR反应体系：取病毒DNA10 µl，20 µmol/L 引物各
10 µl(腺病毒引物为5 µl)，10×PCR buffer 5 µl，MgCl2
2 µl ，2 mmol/L dNTP5 µl， Taq酶 1 µl，加水至PCR
反应终体积50 µl，用矿物油覆盖，94 ℃变性5 min，
然后94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，循环30次，
最后72 ℃延伸10 min，在1.0 %琼脂糖凝胶中进行电
泳，能同时扩增cox-2 的 cDNA片段和腺病毒片段为
阳性重组克隆，不加模板进行PCR扩增作为阴性对照.
鉴定为阳性重组腺病毒后反复转染293细胞，收集293
细胞，反复冻融碎裂 293 细胞，用CsCl 超速梯度离
心 2 次，收集病毒，经透洗袋纯化病毒，最后用有
限稀释法进行病毒滴度测定. (2)病毒感染率测定 用带有
LacZ报告基因的重组腺病毒Ad-LacZ按不同的感染倍
数(multplicity of infection，MOI)感染食管癌细胞，48 h
后固定细胞，X-gal 染色，显微镜下记数被染成蓝色
的细胞，即为LacZ基因表达的阳性细胞，确定蓝染百
分率. (3)细胞生长曲线 细胞按1×104/孔分别接种在24
孔培养板中，细胞长至 40-50 % 融合时，按一定的
MOI感染癌细胞，定期消化收集细胞，每个时间点设
三个平行组，计数取平均值及标准差，连续计数4 d.
对照组包括加病毒Ad-LacZ组和不加病毒组.(4)食管癌
细胞 cox-2 的表达的测定 分别取第 24、48、72、96
小时培养的癌细胞进行消化、收集、离心，PBS 漂
洗 1 次，吹散食管癌细胞，作细胞涂片，电吹风吹
干后，用4 ℃冷丙酮固定10 min.此后按SP免疫细胞化
学实验方法进行. (5) 3H-TdR及3H-Leucine掺入试验 按
1×104/孔分别接种在24孔培养板中，待细胞长到40-
50 %融合时，实验组和对照组3 % Fcs1 640 培养 3 h
后改为无Fcs1 640，培养 12 h，各组加入 1 µCi 3H-
TdR或3H-Leucine，分别于24 h，48 h，72 h 用 PBS
漂洗 1 次，甲醇固定 10 min，无水乙醇 10 min，最
后加0.1 M的 NaOH 200 µl，经吹打后各取200 µl 入
5 ml 闪烁液中混匀、过夜，次日测定3H 放射强度
(CPM);每组设三孔，重复三次.
       统计学处理  先 F检验，后用q检验.

2   结果

2.1表达cox-2反义RNA重组腺病毒的构建  将目的基
因cox-2 cDNA片段反向克隆到pAdHCMVSP1A上，酶
切鉴定挑选表达 cox-2 反义 RNA 的重组质粒 pAd-
AShcox-2，(见图 1)，使其和pJM17共转染 293 细胞，
经同源重组，产生编码cox-2反义RNA的复制缺陷型重
组腺病毒Ad-AShcox-2，PCR鉴定结果(见图2)， 扩增产
物为277 bp 的 cox-2 cDNA片段和860 bp的病毒基因
骨架片段；Ad-AShcox-2 经扩增、提取、纯化，经
测定Ad-AShcox-2滴度达0.86× 1012PFU/ml.
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图1  基因重组图谱.

图2 琼脂糖凝胶电泳鉴定Ad-AShcox-2的PCR扩增结果.
1:对照组; 2:pHCMVSP1A组;3:pAd-AShcox-2组；4:Ad-AShcox-2
组;5: 200 bp Ladder.

2.2 重组腺病毒的转染效率  Ad-LacZ 按MOI 为 25、
50、100、200 的强度分别感染食管癌细胞，48 h 后
进行X-gal染色，显示转染效率分别为90 %、100 %、
100 %、100 %，表明MOI >25时，90 %以上的EC9 706
细胞被Ad-LacZ感染.
2.3免疫细胞化学染色  结果显示:实验组Ad-AShcox-2
cox-2表达与对照组Ad-LacZ组和空白对照组比较明显
减少，病毒转染第3天表达水平最低(见图 3).
2.4细胞生长曲线  细胞生长曲线显示Ad-AShcox-2组
癌细胞计数随时间推移有明显降低的趋势，第96 小
时细胞计数最少；而Ad-LacZ组和空白对照组癌细胞
计数随时间的推移有明显增多的趋势(见图4).
2.5 Ad-AShcox-2对食管癌细胞3H-TdR及3H-Leucine

掺入量的影响  Ad-AShcox-2组3H-TdR及3H-Leucine
掺入量明显低于对照组(P <0.001)，并随着时间的推移
有下降的趋势，以第4 天最明显；而Ad-LacZ组和空
白对照组3H-TdR及3H-Leucine 掺入量均在增加，二
者比较无统计学差异(P  >0.05)(见表 1，表2).

A  Ad-AShcox-2组大部分EC9706细胞Cox-2表达明显减少.
B  Ad-LacZ组 EC97076细胞Cox-2高表达.
C  空白对照组 EC9706细胞Cox-2高表达.
图3  实验组Ad-AShcox-2 、对照组Ad-LacZ组和空白对照组cox-2表
达情况.

图4  Ad-AShcox-2及Ad-LacZ对食管癌细胞株EC9706生长的影响.

表1  3H-TdR掺入量( sx ±  CPM/Well)

组别 48 h      72 h      96 h

Ad-AShcox-2 2 504.67± 340.74b  2 372.22± 115.18b  279.22± 45.36b

Ad-LacZ 3 481.78± 114.57   3 656.44± 82.75   4 424.67± 82.75

Control group       3679±99.51     3 750.67±71.77  4 400.44± 381.56

三组之间的比较:F48 h=76.75,F72 h= 548.77,F96 h= 995.80 (P <0.001);反义基因
组与空白对照组间的比较:q48 h= 16.36, q72 h= 39.07,q96 h= 54.80 (bP <0.001);
LacZ基因组与空白对照组间的比较:q48 h=2.75,q72 h=2.87,q96 h= 0.32(P >0.05)
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表2  3 H-Leucine掺入量( sx ±  CPM/Well)

×é±ð                                 48 h                            72 h                            96 h

Ad-AShcox-2 546.22± 53.54b        499.22±24.76b       232.44± 67.74b

Ad-LacZ 989.33± 102.44    1 038.11± 83.07     1 024.56±90.45

空白组 959.33± 62.11    1 081.567±110.78   1 009.56± 70.37

三组之间的比较:F48 h=8.02,F72 h= 143.59,F96 h= 312.75(P <0.05);反义基因组

与空白对照组间的比较:q48 h= 16.36 , q72 h= 19.90,q96 h= 30.33  (bP <0.001);

LacZ基因组与空白对照组间的比较:q48 h=1.18, q72 h=1.61,q96 h= 0.58(P >0.05).

3   讨论

食管癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，死亡率很
高，近年来发病率呈上升趋势. 对食管癌的治疗传统方
法有手术、放疗、化疗和生物治疗[6-9]，但这些方法
对中晚期食管癌效果差、并发症多，使临床应用受限；
因此，寻求一种新的方法极为迫切. 近几十年来，大
量研究发现食管癌癌变过程是一个多因素、多阶段、多
基因变异的综合过程，尤其基因结构的改变和表达异常
是食管癌发生的分子基础.反基因技术就是针对这种机
制设计治疗癌症的一种新方法[10-16].
        我们构建表达cox-2反义RNA重腺病毒就是利用反
义核酸技术的原理，能持续表达 cox-2 的反义RNA，
封闭 cox-2 基因，使之表达减少.本研究结果显示Ad-
AShcox-2感染食管癌细胞株EC9706后，cox-2表达明
显减少，这是因为Ad-AShcox-2能抑制cox-2的转录、
翻译，与mRNA结合使mRNA稳定性降低；另外与腺
病毒的高效转导有关[17].
      大量的研究报道cox-2在胃癌、肝癌、大肠癌等[18-21]

消化道肿瘤中高度表达，而正常组织不表达或弱表
达；我们前期的研究[22]也证实 cox-2在食管癌组织中高
度表达，与淋巴转移有关；Tsujii et al [23]将cox-2基因转染
到小鼠肠上皮细胞时发现，cox-2高表达可使上皮细胞
异型性增生，出现恶性表型，使抗凋亡基因表达下调；
使用cox-2的抑制剂可对抗这种作用[24-26]，说明 cox-2
在癌症的发生、发展中可能扮演重要角色. 本研究结果
显示Ad-AScox-2转染食管癌细胞株后，细胞生长曲线呈
下降趋势，而对照组呈上升趋势，表明Ad-AScox-2能抑

制食管癌细胞的生长增生.吴汉平et al [27]也发现cox-2反

义核酸转染胃癌细胞时癌细胞生长受限，提示cox-2可能

成为癌症基因治疗的一个靶位.Ad-LacZ组与空白对照组

食管癌细胞生长曲线几乎重叠，表明腺病毒对食管癌细

胞无毒害作用.

        细胞3H-TdR掺入量的多少是细胞DNA合成快慢的标

志[28]，3H-Leucine掺入量可以反映蛋白质合成的快慢[29]，

本研究发现Ad-AShcox-2组与对照组比较，3H-TdR及
3H-Leucine 掺入量均明显减少(P <0.001)，说明Ad-

AShcox-2使 cox-2 表达降低后，可抑制肿瘤细胞DNA

和蛋白质的合成，使EC9706细胞有丝分裂所需原料合

成减少，从而发挥抑癌作用.

       另外，我们实验中还发现Ad-AShcox-2 转染癌细
胞后，有大量癌细胞脱落、坏死、呈葡萄状改变，说明
Ad-AShcox-2 对癌细胞有直接杀死作用，可能与诱导
细胞凋亡作用有关[30].
        本研究结果显示表达cox-2反义RNA重组腺病毒感
染人食管癌细胞后可降低cox-2 表达水平，使DNA和
蛋白质合成降低，且抑制食管癌细胞生长、增生，进
一步说明cox-2与食管癌的发生发展有关；抑制cox-2的
表达可能是治疗食管癌的一种新途经.
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