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摘要：目的  筛选有效抑制环氧合酶-2(COX-2)表达的小干扰 RNA(siRNA)序列，并观察其对细胞中 COX-2 表达的抑制作

用。方法  设计针对 COX-2 的 3 对(siRNA24，siRNA954，siRNA1553)及一条 FAM 荧光标记的阴性对照 siRNA(称为 HK)。

在 Lipofectamine2000 介导下转染人胃癌细胞系 SGC-7901。同时采用 RT-PCR 法和 Western blot 方法检测细胞中 COX-2

含量，以 β-actin 蛋白做内参照。结果  当 Lipofectamine2000 浓度在 50 μmol·L1 时能实现最大转染效果。与其他各组相

比，转染了 siRNA954 的人胃癌细胞中，编码 COX-2 mRNA 的含量明显减少(P<0.01)。结论  成功设计了针对 COX-2 的

siRNA，并从中筛选出 siRNA954，能够有效抑制人胃癌细胞 COX-2 表达，为肿瘤治疗及其临床应用奠定了基础。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To select the siRNA which could most effectively inhibit the expression of COX-2, and to 
observe the change of COX-2 expression in cells. METHODS  Three siRNAs were designed(siRNA24, siRNA954, siRNA1553) 
and one FAM fluorescence-labeled siRNA was used as a negative control(HK). Detect the effect of inhibition by RT-PCR and 

Western blot after transfecting human gastric cancer cell line SGC-7901. RESULTS  The 50 μmol·L1 Lipofectamine2000 had 
highest transfection effiency. The expression of human COX-2 gene was suppressed specific and effectively by siRNA954, 
compared with other groups(P<0.01). CONCLUSION  siRNA954 can inhibit COX-2 expression effectively. It plays an 
important role in the treatment of tumor. 
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肿瘤发病率及死亡率在我国均很高，就诊时

大多已为晚期，且目前临床治疗肿瘤的常规方法

主要是手术切除，同时结合化疗及生物治疗的手

段，这些治疗方法虽然在一定程度上有一定的疗

效，但是总体收效甚微。随着人们对肿瘤发生、

发展以及发病机制的不断研究和认识，越来越多

的研究表明，肿瘤发生、发展与癌基因激活、抑

癌基因失活以及由此引起细胞内多种酶的过度表

达密切相关。因此，寻找有效的基因治疗已日益

成为抗肿瘤研究的热点和方向。  

环氧合酶(COX)是花生四烯酸合成前列腺素

(PG)的关键限速酶，COX 有两种异构体，即结构

型 COX-1 和诱生型 COX-2。COX-1 在组织细胞中

表达，催化生理性前列腺素合成而参与机体生理

功能的调节，COX-2 在大多数组织中表达较低或

者难以检测，但是较容易在激素、炎性细胞因子、

生长因子和肿瘤启动子下引起细胞激活后诱导产

生。大量研究表明 COX-2 在多种肿瘤如胃癌、肝

癌、肺癌、乳腺癌、胆囊癌、直结肠腺癌、食管腺

癌、宫颈癌、脑星形细胞瘤等中呈高表达状态[1-2]，

这种高表达状态开始于肿瘤形成的早期阶段，且

COX-2 通过促血管生成、加速肿瘤细胞增殖、抑

制细胞凋亡等在肿瘤的发生发展过程中起到了关

键的作用。 

近年来，RNA 干扰(RNA interference，RNAi)

成为基因治疗的重要技术。siRNA 是两端各有两个

碱基的21个碱基对的双链RNA[3-4]。siRNA是RNAi

的 主要作用因子，在植物、无脊椎动物个体及小
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鼠早期胚胎中能引发特异性目的基因封闭 [5]。

siRNA 能作用于哺乳动物的主要机制是因为蛋白

激酶(PKR)的激活是长度依赖性的， 大激活需

80 bp，而 siRNAs 小于 30 bp，不能激活 PKR，从

而保持了细胞的活性，因此它的应用得到越来越

广泛的关注[6-7]。 

本实验通过构建干扰 COX-2 表达的 siRNA 来

抑制编码 COX-2 的 mRNA 表达，进而抑制 COX-2

蛋白的表达，促使肿瘤细胞的凋亡，为后续实验

奠定基础。 

1  材料 

人胃腺癌细胞系 SGC7901(南通百奥生物技术

公司惠赠)；三条 siRNA(序号为 24，954，1553)(南

通百奥生物技术公司设计并合成)；胎牛血清(北京

中山生物技术有限公司)；琼脂糖(Amresco 公司)；

羊抗人多克隆一抗、兔抗羊二抗(Santa Cruz 公司)；

吐温-20、十二烷基磺酸钠(SDS)、PVDF 膜(Sigma 

公司)；Lipofectamine 2000 脂质体转染试剂(南通

百奥生物技术公司)；T-PER 动物组织总蛋白抽提

试剂(南通百奥生物技术公司)；其他试剂均为市售

分析纯。 

2  方法 

2.1  siRNA 设计[2] 

从人 COX-2 mRNA(基因序列号 NM-000963)

编码区的起始密码(AUG)开始寻找 3 条以“AA”

二连序列开始，长度为 21 个核苷，GC 含量在

45%~55%左右的碱基序列作为潜在的干扰靶点。

序列为 5′-AAGAACGTTCGACTGAACTGT-3′，

5′-AAGTGCGATTGTACCCGGACA-3′和 5′-AAGT 

TGTACGACGACACTGTA-3′。分别记为 siRNA24，

siRNA954，siRNA1553。同时设计一条经 BLAST 与

现有基因文库中所有人源基因均无同源性的非特

异性序列 5′-GACTTCATAAGGCGCATGC-3′，构

建非特异性对照 siRNA，称为 HK。参考 siRNA

修饰方法，其中 3′末端的 dUdU 用 dTdT 替代。为

方便荧光显微观察，5′末端用荧光素 FAM 标记。 

2.2  细胞培养及传代 

胃腺癌细胞系 SGC-7901，以含 10%胎牛血清

的 RPMI 1640 培养基，在 37 ℃、体积分数为

5%CO2、相对湿度为 90%的培养箱中培养。待细

胞汇片基本铺满瓶底时传代。 

2.3  细胞转染考察  

将 FAM 标记的 siRNA 和 Lipofectamine2000

阳离子脂质体按照每 1 μg FAM-siRNA 加入 5 μL

脂质体的比例混合于无血清 RPMI1640 培养基中，

室温静置 15 min，然后均匀滴入 6 孔板中，每孔

200 μL。3 h 后更换为含血清培养基。2 h 后在荧光

显微镜下观察转染情况。并改变加入转染试剂的

量，选择合适的转染试剂加入比例以保证实现

Lipofectamine2000 大效率转染。 

2.4  COX-2 mRNA 的测定 

用常规 RT-PCR 法扩增各组细胞中的 COX-2 

mRNA，β-actin 作为内参照。COX-2 上游引物为

5′-TCAAGTCCCTGAGCATCTAC-3′，下游引物为

5′-CATTCCTACCACCAGCAACC-3′，产物为 488 

bp。β-actin 上游引物为 5′-GAAACTACCTTCA 

ACTCCATC-3′；下游引物为 5′-CGAGGCCAGGAT 

GGAGCCGCC-3′，产物 219 bp。 

2.4.1  细胞总 RNA 的提取  用 TRIzol 试剂裂解

细胞并提取细胞总 RNA(按 TRIzol 说明书操作)。 

2.4.2  RT-PCR 反应  取总 RNA l μg，置于 50 μL

反应体系。反应程序如下： 50  30℃  min→94  ℃

2 min(RTase 失活)→94  45℃  s，55  45℃  s，72  ℃

1 min，35 个循环→72  10℃  min。 

2.4.3  琼脂糖凝胶电泳分析  取 5 μL PCR 产物，

进行 2.0%琼脂糖凝胶电泳检测。以 β-actin 蛋白做

内参。计算机扫描电泳图像，测出各条带的灰度

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。比较各组

间的差别。以未转染细胞中 COX-2 的 mRNA 水平

作为参照计算抑制率。 

2.5  细胞中 COX-2 含量的检测 

2.5.1  肿瘤细胞系总蛋白抽提  将 60 mm 培养皿

中的细胞用冰冷的 PBS 洗涤两次，然后加入

200 μL T-PER 蛋白抽提液抽提细胞蛋白质，置冰

上 30 min，10 000 r·min-1 4 ℃离心 10 min，弃细胞

碎片沉淀，收集蛋白上清。 

2.5.2  细胞胞浆蛋白的裂解  用 PBS 洗 2 次，将

细胞刮下，收集于适当体积于离心管。4 ℃离心

5 min，使细胞沉淀。弃上清，将沉淀的细胞用 PBS

悬起再离心，重复 2 次。加入 100 μL(1×107 个细

胞·mL1)去污裂解缓冲液，用吸管反复吹打使细胞

彻底分开。冰上孵育 10~30 min，超声破碎细胞，

10 000~12 000 r·min1 4 ℃离心 10~20 min。测蛋白

浓度，每 20 μg 上清分装于 0.5 mL 离心管，然后

深低温80 ℃保存。 
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2.5.3  Western blot 分析  用细胞裂解液提取到以

上各组细胞的总蛋白，加热变性后 10% SDS-PAGE

电泳分离，电转移至 PVDF 膜上，用含 5%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，每次 10 min)后加入辣根

过氧化物酶标记的兔抗羊二抗(1 2 000)∶ ，室温下

孵育 1 h。化学发光法(ECL)检测条带。β-actin 作

为内参照。采用 SPSS 11.0 统计软件，运用 One 

way-ANOVA 方法进行单因素各组间的显著性检

验，P<0.05 为有显著性差异。 

3  结果 

3.1  不同浓度的 siRNA 对细胞转染的影响 

考察 Lipofectamine2000 与不同浓度的 siRNA

形成复合物的转染效果，荧光显微镜观察结果见

图 1。当 Lipofectamine2000 浓度在 50 μmol·L1 时

能实现 大转染效果，浓度过低可能会有部分游

离的 siRNA 未与 Lipofectamine2000 完全结合，而

Lipofectamine2000 浓度过高可能会对细胞毒性过

大从而导致转染效率下降。 

 
图 1  转染 2 h 后 siRNA 在 SGC-7901 细胞的摄取情况 
siRNA 与 Lipofectamine 2000 质量体积比：A1∶2；B1∶5；C1∶10；

Bar=100 μm；a白光下的细胞形态图；b经 DAPI 核染后的荧光图；

cFAM-siRNA 摄取荧光图 

Fig 1  The fluorescence images of FAM-siRNA in SGC-7901 
taken 2 h post-transfection the Lipofectamine2000 
The different ratio of siRNA/lipo2000: A1 2∶ ; B1 5; C∶ 1 10; ∶

Bar=100 μm; aimages of SGC-7901 cell with bars of 100 μm; 

bfluoscent images of the nuclei which are stained with DAPI (blue); 

cfluoscent images of the internalized FAM-siRNA (green)  

3.2  编码 COX-2 的 mRNA 的检测 

PCR 产物经 2%的琼脂糖电泳检测后的结果

见图 2。与其他各组相比，转染了 siRNA954 的人

胃癌细胞中，编码 COX-2 mRNA 的含量明显减少

(P<0.01)，使用 ISIS 图象分析系统计算条带亮度

计算出抑制率为 55.84%。转染了 siRNA24 的人胃

癌细胞中，编码 COX-2 的 mRNA 的含量也减少，

抑制率为 37.85%(P<0.05)。未转染 siRNA 的胃癌

细胞(control)，转染了 HK 和 siRNA1553 胃癌细胞 3

组间，编码 COX-2 的 mRNA 的含量没有统计学差

别(P>0.05)，见图 3。而在这几种 siRNA 的作用下，

内参 β-actin mRNA 的表达未受影响，因此选择抑

制效果较好特异性强的 siRNA954 作为目的基因。 

 
图 2  RT-PCR 法检测 siRNA 干扰 COX-2 表达的凝胶电泳图 
ACOX-2；Bβ-actin；M1 kb plus 标准参照物；1对照组；2非特

异组；3siRNA24；4siRNA954；5siRNA1553 

Fig 2  Agarose gel electrophoresis of the efficiency of 
siRNA interfering in the expression of COX-2 and β-actin by 
RT-PCR method 
ACOX-2; Bβ-actin; Lane M1 kb plus marker; Lane 1Control; Lane 

2HK group; Lane 3siRNA24; Lane 4siRNA954; Lane 5siRNA1553 

 
图 3  不同 siRNA 作用后编码 COX-2 表达的 mRNA 含量

图(n=5， sx  ) 
1)P<0.05, 2)P<0.01 

Fig 3  Plots of the COX-2 mRNA content with different 
siRNAs(n=5, sx  ) 
1)P<0.05, 2)P<0.01 
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3.3  细胞中 COX-2 蛋白质含量 

转染了 siRNA954的人胃癌细胞中 COX-2 蛋白

的表达明显受到抑制，而内参 β-actin 蛋白的表达

未受影响，见图 4。不同 siRNA 作用后细胞中

β-actin 和 COX-2 蛋白的含量见图 5，该结果与

RT-PCR 结果一致。 

 
图 4  Western blot 法检测不同 siRNA 作用后 COX-2 蛋白

的表达 
1对照组；2非特异组；3siRNA24；4siRNA954；5siRNA1553 

Fig 4  Efficiency of siRNA interfering in the expression of 
COX-2 and β-actin by Western blot method 
Lane 1Control; Lane 2HK group; Lane 3siRNA24; Lane 4siRNA954; 

Lane 5siRNA1553 

 
图 5  不同 siRNA 作用后 β-actin 和 COX-2 蛋白的含量图

(n=5， sx  ) 

Fig 5  Plots of the different siRNA interfering in the 
expression of COX-2 and β-actin COX-2 content(n=5, 

sx  ) 

4  讨论 

与传统的基因抑制工具相比，siRNA 具有更

强大、更持久的抑制基因表达的能力，如其效能

是反义寡核苷酸的 100~10 000 倍[8]；具有高度的

序列特异性，若与目的 mRNA 的序列不完全匹配，

将会大大削弱 siRNA 基因沉默的效应，从而大大

提高了其作用的安全性；无免疫原性，因而不会

引起机体的免疫反应；不易被核糖核酸酶(RNase)

降解，因此具有更强的稳定性；由于其无需同基

因组整合发挥作用，因而无需进入细胞核内，也

就不需要复杂的转移系统；另外，由于其体积小，

可以使用一个转移系统同时转移多个 siRNA 分子

靶向于不同 mRNA，这就为治疗诸如癌症这类由

于多基因表达失调导致的疾病提供了可能[9]。与传

统的小分子药物相比，首先 siRNA 易于设计合成，

研发周期短。其次 siRNA 的作用具有高度特异性，

这就减少了毒副作用发生的可能性。再者 siRNA

可以成为对抗耐药性的更加有效的方法。 

本实验筛选出具有特异性沉默 COX-2 表达的

siRNA954，抑制效果检测结果表明所构建的 siRNA

能使编码 COX-2 的 mRNA 表达明显降低，抑制率

为 55.84%，存在显著性差异。而内参 β-actin mRNA

的表达未受影响。Western blot 方法检测到细胞中

COX-2 蛋白含量也明显降低，而内参 β-actin 蛋白

的表达未受影响。为进一步肿瘤治疗的研究奠定

了基础。 
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