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干扰COX-2基因表达对人肺腺癌A2细胞
体外恶性增殖的影响
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【摘要】 背景与目的  COX-2在多种肿瘤组织中高表达，参与了肿瘤的发生发展，RNA干扰（RNAi）技术是

一种经济、快捷、高效的抑制特异基因表达的技术手段。本研究应用RNAi技术研究干扰COX-2基因表达的抑制效果

及抑制COX-2基因表达对A2细胞体外恶性增殖的影响。方法  以COX-2为靶点，构建3个带有人U6启动子的COX-2小

干扰RNA（short interfering RNA，siRNA）表达载体。用脂质体lipofectamine介导，分别将3个siRNA表达载体及空载

体转染到COX-2表达阳性的A2细胞，建立转染细胞株。采用反转录聚合酶链反应（RT-PCR）和Western blot方法检

测COX-2表达水平的变化。通过细胞生长曲线、集落形成试验研究干扰COX-2基因表达对A2细胞体外增殖的影响。

结果  经过PCR扩增、内切酶鉴定、DNA测序和BLAST比对证实3个siRNA和U6启动子序列正确并准确克隆到pEGFP载

体。转染细胞株分别命名为A2-3、A2-7、A2-10和A2-p。转染后24 h、48 h、72 h，A2-p细胞均有绿色荧光表达，而

A2-3、A2-7、A2-10细胞均未观察到绿色荧光。RT-PCR和Western blot结果显示，3个siRNA表达载体均发挥作用，

COX-2表达受到抑制，与A2细胞比较，A2-3、A2-7、A2-10细胞的COX-2 mRNA表达量分别降低15.6%、20.4%和

64.2%，COX-2蛋白表达量分别降低23.7%、36.7%和60.2%。细胞生长曲线、集落形成试验的结果显示，A2-10细胞

生长减慢，集落形成率减少，而A2-3和A2-7细胞生长没有明显的改变。结论  应用RNAi技术熄灭COX-2基因表达对

A2细胞的体外恶性增殖有明显的抑制作用。
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        【Abstract】 Background and objective  COX-2 was highly expressed in many tumor tissues and was involved 

in the initiation and development of tumors. The RNAi technique is a method to inhibit gene expression economically, 

quickly, efficiently and specifically. This study used RNAi technique to explore the interfering effect of COX-2 gene 

expression and the influence on the malignant proliferation of A2 cells after quenching COX-2 in vitro . Methods  Three 

COX-2 siRNA expression vectors with human U6 promoter were constructed. The COX-2 siRNA vectors and the vacant 

vector (pEGFP) were transfected into A2 cells with lipofectamine respectively. The cell strains transfected were selected. 

The change of COX-2 expression levels was examined by Western blot and RT-PCR. The effects on the proliferation 

of A2 cells after silencing COX-2 were detected by cell growth curve and clonogenic assay in vitro . Results  The three 

siRNA and U6 promoter cloned into pEGFP plasmid were validated by PCR, restriction endonucleases identification, 

DNA sequencing and BLAST alignment. The cell strains transfected were coded as A2-3, A2-7, A2-10 and A2-p 

respectively. Green fluorescence was seen in A2-p cells and not in A2-3, A2-7 and A2-10 cells in 24 h, 48 h and 72 h 

after transfected. The results of RT-PCR and Western blot showed the three siRNA expression vectors acted effectively 

and the expression of COX-2 was inhibited in different extent. In contrast to A2 cells, COX-2 mRNA levels of A2-3, 

A2-7 and A2-10 cells were reduced 15.6%, 20.4% and 64.2% respectively, and COX-2 protein expressions of them were 

reduced 23.7%, 36.7% and 60.2% respectively. The results of cell growth curve and clonogenic assay showed the growth of 

A2-10 cell slowed and the clonal formation rate was reduced. However the growth of A2-3 and A2-7 cells had no obvious 

changes vs  controls (A2 and A2-p). Conclusion  Silencing COX-2 gene in vitro  by RNAi technique can significantly 

inhibit the malignant proliferation of A2 cells.
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环氧化酶（cyclooxygenase，COX）是生成前列腺素的

限速酶，在花生四烯酸的代谢起始步骤中起着关键作用。

COX-2是COX同功酶之一，是一种早期应激基因，正常机体

的大部分组织和器官内几乎不表达，但在细胞因子、生长因

子、肿瘤促进剂及癌基因等刺激下表达明显增加。近年来的

研究表明，COX-2在肿瘤的发生发展中起着重要作用，成为

肿瘤研究中的热点。RNA干扰（RNAi）技术是一种经济、快

捷、高效的抑制特异基因表达的技术手段，是研究基因功

能的重要工具。本研究采用RNAi技术，研究干扰COX-2 基

因表达效果以及对人肺腺癌细胞A2体外恶性增殖的影响，

为今后进行基因功能和治疗手段的研究奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂  PCR产物纯化试剂盒及工具酶购自Promega

公司；细胞培养、转染试剂lipofectamine购自Invitrogen公

司；细胞蛋白提取试剂盒购自Pierce公司；鼠抗人COX-2单

抗、生物素标记的羊抗鼠1gG、HRP-链霉卵白素、HRP-羊

抗兔IgG等购自北京中杉生物科技有限公司；HRP-GAPDH

内参购自上海康成公司。

1.1.2 引物及COX-2特异性靶点的设计与合成  人U6启动子

引物序列上游引物：5′-CGGAATTCAAGGTCGGGCAGGA

AGAGGGCCTA-3′，下游引物：5′-GGGGTACCTAGTATA

TGTGCTGCCGAAGCGAGCAC-3′。依据siRNA设计原则，

从COX-2 mRNA中选择3段19个碱基的特异性序列，设计

带有靶序列的引物（P3、P4、P5），每条引物带有Kpn1酶切

位点、转录终止信号（5个T）和两个反向互补排列的19 nt 

COX-2特异性序列，由一个9 nt的间区隔开，用于形成茎环

结构，引物由上海生工合成。

1.2 方法

1.2.1 质粒的构建  以人外周血白细胞DNA为模板，用P1、

P2行聚合酶链反应（PCR），扩增人U6启动子，与pEGFP质

粒连接转化E.coli JM109，挑取菌落提取质粒，经PCR、酶

切、测序鉴定插入片段序列，重组的载体命名为pU6。以上

述质粒为模板，P1分别与P3、P4、P5组成一对引物行PCR，

得到带有人U6启动子和靶序列的扩增产物，分别克隆并提

取质粒，经PCR、酶切、测序、比对鉴定插入片段序列，重

组的载体命名为psi-3、psi-7、psi-10。

1.2.2 细胞培养、转染及转染细胞株的建立 人肺腺癌细

胞系A2细胞由本室建立，所用培养基为含10%胎牛血清

的RPMI-1640培养基。取对数生长期的细胞接种于35 mm

培养皿，置于37 ℃、5%CO2暖箱中孵育24 h，细胞达到

70%-80%汇合时分别转染pEGFP、psi-3、psi-7和psi-10载

体，每个培养皿分别加入4 μg质粒+5 μL lipofectamine，

转染所用培养基不含胎牛血清及双抗，转染6 h，加20%血

清培养基（不含抗菌素），置于37 ℃、5%CO2暖箱中孵育

24 h，换用10%胎牛血清的RPMI-1640培养基培养48 h，

再换用含有G418培养基（G418终浓度为800 μg/mL）继续

培养，直至抗性克隆出现，转染细胞株分别命名为A2-p、

A2-3、A2-7和A2-10。

1.2.3 绿色荧光蛋白的表达  转染的同时在荧光显微镜下

观察A2细胞在分别转染pEGFP、psi-3、psi-7、psi-10质粒

24 h、48 h和72 h后绿色荧光蛋白的表达情况。

1.2.4 反转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测  分别提取

A2、A2-p、A2-3、A2-7、A2-10细胞总RNA，测定RNA浓

度和纯度。采用一步法行RT-PCR，反应条件为：50 ℃、

30 min，95 ℃、15 min，94 ℃、30 s，60 ℃、1 min，72 ℃、1 

min，35个循环，72 ℃、10 min。COX-2上游引物：5′-AGTA

CCGCAAACGCTTTATGC-3′下游引物：5′-AACTTGCAT

TGATGGTGACT-3′，扩增产物389 bp。β-actin上游引物：

5′-TGAGCGCGGCTACAGCTT-3′下游引物：5′-TCCTTA

ATGTCACGCACGATTT-3′，扩增产物621 bp。PCR产物在

1.5%琼脂糖凝胶中电泳，于凝胶成像分析系统中分析，取

COX-2/β-action比值作为mRNA的相对表达量。

1.2.5 Western blot蛋白印迹检测  分别提取A2、A2-p、

A2-3、A2-7和A2-10细胞蛋白，进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳，每孔上样50 μg，后经转印仪转膜，以鼠抗COX-2单抗

4 ℃过夜反应，HRP-羊抗鼠1gG室温反应2 h，ECL显色，

暗室曝光显影，蛋白的相对表达量取COX-2/GAPDH的灰

度比。

1.2.6 细胞生长曲线的绘制  分别以5×104/瓶接种A2、

A2-p、A2-3、A2-7和A2-10细胞于培养瓶中，每瓶加入4.5 

mL培养基。每种细胞每天取3瓶记数取平均值，记录7天，

绘制生长曲线。

1.2.7 细胞集落形成实验  分别接种300个A2、A2-p、

A2-3、A2-7和A2-10细胞于35 mL培养皿中，每种细胞做

3个培养皿，置于37 ℃、5%CO2暖箱中培养2周，Giemsa染

色后记数集落（每个集落至少50个细胞），计算集落形成

率和抑制率。集落形成率（%）＝平均集落/接种细胞数×

100%；集落形成抑制率（%）＝（对照组集落形成率-试验

组集落形成率）/对照组集落形成率×100%。

1.2.8 流式细胞仪分析A2和A2-10细胞周期和细胞凋亡情

况  从细胞生长曲线和集落形成实验结果分析，A2和A2-p 

两组对照细胞生长速度没有明显差异，A2-3和A2-7细胞
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与对照比较细胞生长没有明显地减慢，A2-10细胞与2个对

照和A2-3和A2-7细胞比较均显示出细胞生长明显地减慢，

因此，在流式细胞仪分析细胞周期是否出现阻滞和是否出

现凋亡细胞的实验中，我们只对A2（作为对照）和A2-10细

胞进行研究，2种细胞分别培养24 h、48 h和72 h，经流式

细胞仪分析它们细胞周期和凋亡情况。

1.3 统计学处理  用SPSS 10.0软件进行方差分析和多元回

归分析，COX-2蛋白表达的水平用凝胶成像系统进行分析。

2  结果

2.1 pU6、psi-3、psi-7和psi-10表达载体的鉴定  pU6、

psi-3、psi-7和psi-10质粒分别经PCR、酶切、测序以及在

NCBI数据库中进行BLAST比对，显示了插入的目的片段正

确，未发生碱基突变、缺失、移位（图1），图1只列出pU6质

粒的鉴定结果，因psi-3、psi-7和psi-10质粒的鉴定结果与

pU6质粒相似，为避免重复未列出。

2.2 绿色荧光蛋白的表达  A2细胞在转染空载体pEGFP

后24 h，每个视野中可见到12-15个细胞有绿色荧光蛋白

表达，转染率为10%；转染后48 h，绿色荧光蛋白表达量

较24 h增多，转染率为30%；转染后72 h，绿色荧光蛋白表

达量与48 h比较，末见明显增多（图2）。G418筛选后建立

的转染细胞系A2-p可以看到满视野的绿色荧光（图3）；

而A2-3、A2-7和A2-10在转染24 h、48 h、72 h及G418筛选

后，均未有绿色荧光蛋白表达。

2.3 A2细胞COX-2 mRNA表达的变化  A2、A2-p、A2-3、

A2-7和A2-10细胞β-actin表达相当，A2和A2-p两组对照

中COX-2 mRNA表达相当（所以下面定量分析中选择其中

之一的A2为对照进行比较）；与对照（A2和A2-p）比较，

A2-3、A2-7和A2-10细胞的COX-2 mRNA表达量均有下

降，其中以A2-10最为明显，A2-7和A2-3次之（图4）。进一

步对细胞的COX-2 mRNA表达进行定量分析，以A2细胞的

COX-2/β-actin mRNA相对表达量为1，A2-3细胞的COX-2/

β-actin mRNA比值为0.844，表达量降低15.6%；A2-7细胞

的COX-2/β-actin mRNA比值为0.796，表达量降低20.4%；

A2-10细胞的COX-2/β-actin mRNA比值为0.358，表达量

降低64.2%。

2.4 A2细胞COX-2蛋白表达的变化  A2、A2-p、A2-3、

A2-7和A2-10细胞GADPH蛋白表达相当，A2和A2-p两组

对照中COX-2蛋白表达相当（所以下面定量分析中选择其

中之一A2为对照进行比较）；与对照（A2和A2-p）比较，

A2-3、A2-7和A2-10细胞的COX-2蛋白表达量均有下降，

其中以A2-10最为明显，A2-7和A2-3次之（图5）。进一步

对细胞COX-2蛋白表达进行定量分析，以A2细胞的COX-2/

GADPH蛋白相对表达量为1，A2-3细胞的COX-2/GADPH

蛋白比值为0.763，表达量降低23.7%；A2-7细胞的COX-2/

GADPH蛋白比值为0.633，表达量降低36.7%；A2-10细胞

的COX-2/GADPH蛋白比值为0.398，表达量降低60.2%。

2.5 细胞生长曲线的绘制  A2和A2-p细胞生长速度相当；

A2-3和A2-7细胞前5天生长与对照（A2和A2-p）比较没有

统计学差异，从第6天开始生长速度慢于对照；A2-10细胞

从第1天到第7天生长速度均很慢，呈平缓上升的趋势（图

6）。统计学分析显示，A2、A2-p、A2-3和A2-7细胞间差异

无统计学意义，A2-10与A2、A2-p、A2-3和A2-7细胞差异

有统计学意义（P＜0.05)。

2.6 细胞集落形成实验  集落形成实验结果见表1和图7。

从图7我们能直观看到A2和A2-p集落数相当；A2-3和

A2-7集落数相当，比A2和A2-p减少；A2-10集落数比对照

（A2和A2-p）和A2-3和A2-7明显减少，而且集落大小也明

显小得多，A2-3和A2-7与对照（A2和A2-p）差异无统计学

意义（P >0.05），A2-10与A2、A2-p、A2-3和A2-7细胞差

异均有统计学意义（P＜0.05）。鉴于A2和A2-p无统计学差

异，取其平均值作为对照组集落形成率38.0%，A2-10集落

形成抑制率为73.7%，A2-7集落形成抑制率为26.3%，A2-3

集落形成抑制率为29.7%。

2.7 流式细胞仪分析A2和A2-10细胞周期和细胞凋亡情况  

A2-10细胞在24 h、48 h和72 h均没有出现细胞周期阻滞和

凋亡细胞（图8）。

图 1  KpnⅠ、EcoRⅠ双酶切筛选质粒电泳结果

Fig 1  The plasmids screened by KpnⅠ and EcoRⅠ restriction  

           endonucleases

1: U6 promoter amplified by PCR; 2, 3: plasmids identificated by PCR; 4:

plasmid identificated by KpnⅠ and EcoRⅠ restriction endonucleases 
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图 2  A2细胞转染空载体pEGFP 24 h（A）、48 h（B）绿色荧光蛋白（GFP）表达

Fig 2  The GFP expression of A2 cells after transfected pEGFP 24 h (A) and 48 h (B) 

GFP: green fluorescent protein

AAAAAAAAAA BBBBBBBBB

图 4  RT-PCR检测COX-2 mRNA的表达情况

Fig 4  The mRNA expression of COX-2 examined by RT-PCR

  A2       A2-p    A2-7     A2-3     A2-10

β-actin

COX-2

图 3  G418筛选建立的转染细胞株A2-p细胞绿色荧光蛋白表达

Fig 3  The GFP expression of A2-p cells screened by G418

GAPDH

COX-2

  A2       A2-p      A2-7     A2-3    A2-10

图 5  Western blot检测转染细胞COX-2蛋白的表达

Fig 5  The expression of COX-2 protein examined by Western blot

图 6  五种细胞生长情况

Fig 6  The growth condition of five kinds cells
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图 7  五种细胞集落形成情况

Fig 7  The colony formation of five kinds of cells

图 8  A2和A2-10细胞周期和细胞凋亡情况

Fig 8  The cell cycles and cell apoptosis of A2 and A2-10 cells

Above three figures were A2 cells cultured 24 h, 48 h and 72 h respectively; 

Bellow three figures were A2-10 cells cultured 24 h, 48 h and 72 h respectively.

表 1 A2及转染细胞集落形成实验

Tab 1  The colony formation experiment of A2 and cells transfected

Groups  Colony numbers  Colony formation rates(%)  Colony inhibited rates (%)

A2                108±17                     36.0

A2-p            120±20                    40.0

A2-3              80±16                     26.7                                      29.7

A2-7              84±20                     28.0                                     26.3

A2-10       30±13*                    10.0*                                73.7*

*P<0.05，there was significant difference among A2-10, A2, A2-p, A2-3 and A2-7.
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3  讨论

近年来的研究表明，COX-2除参与炎症外，还参与了

肿瘤的发生、发展，COX-2在多种肿瘤组织中高表达，不仅

在原发病灶尤其在肿瘤转移灶组织中，COX-2表达尤为显

著，COX-2的激活可能是肿瘤发生的一个早期事件[1-3]。在

人肺非典型腺样增生和原位癌中，COX-2表达上调；在浸

润性肺腺癌中，COX-2表达为70%-90%，与原发性肿瘤比

较，腺癌细胞发生淋巴结转移时，COX-2表达增加的比例

会更大，提示了COX-2可以提高肿瘤组织向局部浸润和远

处转移的能力。在体内外实验中，COX-2抑制剂可以减少

肿瘤细胞移动、细胞粘附和肿瘤侵袭[4,5]，并且使用特异性

和非特异性COX-2抑制剂预防结肠癌产生了很好的结果，

因此COX-2成为肿瘤研究的一个热点。

本研究以COX-2为靶点，依据siRNA设计原则，从

COX-2 cDNA序列中选取了3个序列作为干扰靶点，它们均

位于起始密码子下游100个碱基后，远离5′或3′UTR靠

近启动密码子的部分，3个靶序列中G+C含量分别为35%、

48%和48%，序列中不存在连续4个以上的G或C。经BLAST

同源序列比对，这3个序列具有很好的特异性。本研究选

用的人U6启动子，不含内调控序列，故其内源基因均可被

外源序列取代，因此，由U6启动子表达的外源反义RNA

几乎不含其他序列，并能在靶细胞内高表达。有研究利用

CMV启动子的促进子序列，正向或反向置于U6启动子上

游或DNA倒转重复序列的下游，可以促进U6启动子的转录

活性[6]，因此本研究选用pEGFP质粒为骨架，将U6启动子

插入多克隆位点中，使得CMV启动子正向位于U6启动子上

游，从而提高U6启动子的转录水平。在U6启动子后面连接

了以COX-2的3个靶点设计的一段“正义-发夹-反义-转录

终止信号（sense-loop-antisense-transcriptional）”序列，该

序列在U6启动子的作用下，转录生成自身配对的3′端有2

个U突出的、茎部环为9 bp的短发夹环，这种茎环结构在

Dicer酶作用下形成小干扰RNA（siRNA），进而触发RNA干

扰（RNAi）。

将构建的3个siRNA表达载体、空载体pEGFP分别转

染A2细胞，于转染后24 h、48 h、72 h观察各组细胞绿荧

光蛋白的表达情况。结果显示，仅有A2-p细胞可观察到

绿色荧光，而A2-3、A2-7和A2-10细胞均未有绿色荧光。

产生该现象的原因是转空载体的细胞株A2-p中有绿荧光

蛋白的表达，自然就能观察到绿荧光；而在3个siRNA表

达载体中插入的外源序列末端有U6启动子转录终止信号

（TTTTT），该终止信号位于GFP的上游，因此在3个siRNA

表达载体中转录产物停止在第2个U，不能够继续转录下游

的GFP序列，没有绿荧光蛋白的表达，因此，在A2-3、A2-7

和A2-10细胞中均未观察到绿色荧光。

实验采用Western blot和RT-PCR检测COX-2的3个靶

点对COX-2 基因的干扰效果。结果显示，构建的3个siRNA

表达载体均是成功的，3个siRNA均发挥作用，但对COX-2

基因表现出不同程度的抑制。与A2、A2-p对照比较，

A2-3、A2-7和A2-10细胞COX-2 mRNA和蛋白的表达量均

减少，其中A2-10细胞COX-2 mRNA和蛋白表达抑制效果

最为明显，不同靶点对COX-2 基因表达抑制效果不同可能

与mRNA的二级结构有关[7-10]。

研究显示COX-2参与肿瘤的发生、发展，在多种肿瘤

组织中高表达。本次实验研究采用RNAi技术干扰COX-2

基因表达是否对A2细胞恶性表型产生影响，细胞生长曲

线和集落形成实验分别反映细胞群体和个体的生长状况，

研究显示干扰COX-2的3个靶点对A2细胞的恶性增殖具有

不同的影响。对照（A2、A2-p）和干扰组（A2-3、A2-7和

A2-10）前3天细胞生长速度相当；第4天开始，5组细胞的

生长趋势表现出明显差异，A2-10明显慢于两个对照和其

它两个干扰组，提示以COX-2前两个靶点进行干扰，对A2

细胞的恶性增殖无明显影响（P＞0.05）；而以10为靶点干

扰，A2细胞的生长减慢、集落形成减少而且集落的大小比

对照明显减小，提示了10为靶点干扰COX-2 基因表达A2细

胞无论是细胞群体生长还是细胞的个体生长速度均明显

减慢（P＜0.05)。此外，通过流式细胞仪分析A2-10细胞，未

发现细胞周期发生阻滞，也无凋亡细胞的出现。Charames

等[11]通过对HT-29结肠癌细胞研究发现，使用RNAi技术

熄灭COX-2 基因表达后，COX-2蛋白的表达水平比干扰前

降低57%，但在敲除COX-2 基因表达的细胞中，并没有观

察到bcl-2表达和caspase-3活性的改变，与本研究结果一

致。关于熄灭COX-2 基因表达对肿瘤细胞恶性表型影响

的研究结果存在不一致，这种不一致可能与研究对象（肿

瘤细胞类型）的不同有关；也可能与选择的RNAi靶点不同

相关，RNAi对靶基因的干扰达不到完全熄灭，不同靶点

对COX-2的干扰效果不同，残留表达的COX-2就会继续发

挥作用。采用RNAi技术干扰COX-2 基因表达后人肺腺癌

细胞A2的恶性增殖减慢，恶性表性降低但细胞周期没有

出现阻滞也没有凋亡细胞的出现，所以熄灭COX-2表达对

肿瘤生长抑制的机制仍需要进一步去研究。在这里值得

注意的是，COX-2的3和7这两个干扰靶点对COX-2 基因表

达的抑制以及对细胞生长的抑制表现出不平行（即分别

以COX-2第3和7外显子为干扰靶点，COX-2蛋白表达减少
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以A2-7细胞显著，但在细胞生长曲线和集落形成实验中，

A2-7细胞的生长与A2-3细胞相当），可能提示3和7靶点对

应序列在肿瘤的恶性增殖中具有不同的作用。
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