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shRNA靶向干扰COX-2稳定细胞系的建立及鉴定
汪先桃  董晋豫  郭变琴  马婷婷  熊海玉  涂植光*

(重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      脂质体法将COX-2-shRNA载体转染肝癌细胞株SMMC-7721, G418筛选获得稳定细

胞系COX-2-shRNA-SMMC-7721, 通过RT-PCR和Western blot分别检测细胞系中COX-2基因mRNA
转录水平和蛋白质表达水平, 通过MTT、流式细胞术和Transwell等观察细胞恶性生物学行为的改

变。建立COX-2-shRNA-SMMC-7721(干扰组)、HK-SMMC-7721(阴性对照组)细胞株。干扰组的

COX-2基因mRNA的转录水平、蛋白表达水平和细胞增殖能力较阴性对照组和SMMC-7721(空白

组)明显下降(P<0.05), 而阴性对照组与空白组间无明显差异(P>0.05); 干扰组、阴性对照组和空白

组处于G0/G1期的细胞分别为(68.85±0.27)%、(53.05±0.35)%和(53.54±0.33)%; 细胞凋亡率分别为

(9.60±0.20)%、(1.79±0.23)%和(1.75±0.20)%; 穿膜细胞数分别为(117.60±5.30)、(338.40±11.50)和
(347.40±12.80)个。干扰组与阴性对照组和空白组有显著差异(P<0.05), 而阴性对照组与空白组间

无明显差异(P>0.05)。利用RNA干扰技术成功构建了靶向干扰COX-2的稳定肝癌细胞系COX-2-
shRNA-SMMC-7721, 为COX-2分子的作用机制研究提供了细胞模型。
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Construction and Identification of Cell Lines of COX-2 Inhibited by shRNA

Wang Xiantao, Dong Jinyu, Guo Bianqin, Ma Tingting, Xiong Haiyu, Tu Zhiguang*
(College of Laboratory Medicine, Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics of Education Ministry, 

Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        The constructed recombinant interference plasmid pshRNA-COX-2 was transfected into SMMC-
7721 cells by lipofectamine mediation, then monoclonal cell line was selected by G418 pressure. The expressions of 
COX-2 mRNA and protein were measured by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western 
blot respectively, and the changes of cell proliferation and apoptosis were assessed by MTT assay and flow cytom-
etry, respectively. The Transwell test was used to detect the invasion ability of cell lines. COX-2-shRNA-SMMC-
7721 (interference group), HK-SMMC-7721 group (negative control group) cell lines were established. The levels of 
interference group’s COX-2 mRNA transcription, COX-2 protein expression and cell proliferation significantly de-
creased. There were significant differences compared with those of the control group and SMMC-7721 (blank group) 
(P<0.05), while those of control group and blank control group were not significantly different (P>0.05). Interference 
group, control group and blank group of cells in G0/G1 phase were (68.85±0.27)%, (53.05±0.35)% and (53.54±0.33)%, 
respectively; the percentage of apoptotic cells were (9.60±0.20)%, (1.79±0.23)% and (1.75±0.20)% separately; trans-
membrane cell number were (117.60±5.30), (338.40±11.50) and (347.40±12.80) cells, respectively. There were sig-
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nificant differences comparing interference group with control group and blank group (P<0.05), while the control 
group and blank control group were not significantly different (P>0.05). The cell line COX-2-shRNA-SMMC-7721, 
in which COX-2 expression was inhibited using RNA interference technology, was successfully established, which 
could provide the cell model for further study of COX-2 gene function. 

Key  words        COX-2(cyclooxygenase-2); shRNA; stable cell lines; liver cancer

环氧化酶(cyclooxygenase, COX)又名前列腺

素内过氧化物合成酶, 是催化花生四烯酸生成前列

腺素类物质过程中的重要限速酶, 主要有COX-1和
COX-2两种同工异构酶, 二者虽结构相似, 但因其生

物学特异性上的差异, 在正常和病理组织中发挥着

不同的作用。其中, COX-1被认为是“看家基因”, 在
大多数正常细胞中都呈稳定的表达, 维持正常的生

理功能, 如调节肾血流量、维持血小板生理功能、

保护胃黏膜等; 而COX-2被认为是“快速反应基因”, 
静息时并不表达, 仅在细胞受到刺激时迅速合成, 参
与多种病理生理过程, 包括炎症及肿瘤的发生、发

展过程。近年来, 科研人员对COX-2功能做了大量

研究, 特别是COX-2与肿瘤的关系。研究表明, 多种

肿瘤中COX-2呈高表达状态, 在肿瘤的发生、发展

过程中起到了重要的作用[1-3]。

RNA干扰技术可特异性阻断靶基因表达, 其日

益成为基因组功能研究和抗病毒的有力手段, 同时也

为肿瘤的基因治疗提供了新的策略和途径[4-5]。本研

究拟采用课题组已构建的靶向COX-2重组干扰质粒

pshRNA-COX-2, 建立SMMC-7721肝癌细胞稳定细胞

系, 为下一步研究COX-2蛋白的功能提供细胞模型。

1   材料与方法
1.1   质粒、菌株及细胞株

重组干扰质粒pshRNA-COX-2和阴性对照质粒 
pshRNA-HK由本课题组构建保存, 菌株DH5α和人

肝癌细胞株SMMC-7721由重庆医科大学临床检验

诊断学教育部重点实验室保存。

1.2   主要试剂

Taq酶、T4 DNA连接酶、DNA marker DL2000、
逆转录试剂盒均购自日本TaKaRa公司; 质粒小抽试

剂盒及去内毒素质粒抽提试剂盒购自Omega公司; 
1640培养基购自美国HyClone公司; 胰酶、G418及
胎牛血清购自美国GIBCO公司; 真核细胞转染试剂

LipofectamineTM 2000购自美国Invitrogen公司; Tri-
zol和RT-PCR试剂盒购自大连宝生物工程有限公

司; 细胞总蛋白提取试剂购自北京博迈德科技发展

有限公司; 小鼠抗β-actin单克隆抗体辣根过氧化物

酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的羊抗鼠IgG、

HRP标记的羊抗兔IgG及Western blot化学发光试剂

购自碧云天生物技术研究所; 兔抗人COX-2单克隆

抗体购自英国 Abcam公司; 磷酸盐缓冲液(PBS)为
本室自配。

1.3   shRNA靶向干扰COX-2细胞单克隆的筛选

每2 cm2细胞培养皿铺5×105细胞, 24 h后加入G418, 
并设置相应的抗生素浓度梯度(100~1 200 μg/mL)。
每隔48 h更换一次新鲜培养基, 同时维持G418的浓度, 
每天观察细胞的存活状况, 在加药12 d后确定G418的
最佳筛选浓度。重组干扰质粒pshRNA-COX-2和阴

性对照质粒pshRNA-HK均用无内毒素大提试剂盒纯

化。细胞转染采用LipofectamineTM 2000转染试剂, 每
10 cm2细胞培养皿转染4 μg质粒。转染过程中采用

无血清和抗生素的DMEM培养基, 转染6 h后换成含

10%血清和抗生素的完全培养基。48 h后将转染后的

所有细胞铺在55 cm2的细胞平皿中, 24 h后细胞融合

度达到10%即可, 然后加入G418进行筛选。持续培养

至14 d左右形成细胞克隆。在荧光显微镜下观看, 对
有荧光的细胞克隆进行标记, 在生物安全柜中显微镜

下, 用枪头挑出标记克隆转移至 24孔板中培养, 然后

扩大培养, 留待鉴定。将鉴定阳性的细胞克隆扩大培

养, 分别命名为COX-2-shRNA-SMMC-7721稳定细胞

系和HK-SMMC-7721稳定细胞系。

1.4   RT-PCR和Western blot检测单克隆细胞株中

COX-2 mRNA和蛋白表达变化

收集COX-2-shRNA-SMMC-7721和HK-SMMC-
7721稳定细胞, 以RNAiso plus法提取细胞总RNA, 
然后进行RT-PCR。COX-2上游引物为: 5′-AGT CCC 
TGA GCA TCT ACG GTT TG-3′,下游引物为: 5′-CCT 
ATC AGT ATT AGC CTG CTT GTC T-3′; 内参β-actin上
游引物为: 5′-CCT TCT ACA ATG AGC TGC GT-3′, 下
游引物为: 5′-CCT GGA TAG CAA CGT ACA TG-3′; 引
物均由Invitrogen公司合成, 进行RT-PCR。反应条件为: 
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94 °C 5 min; 94 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s, 共30个循

环; 72 °C再延伸 5 min。PCR产物经1%的琼脂糖凝胶

电泳, 凝胶成像仪下观察成像, 用软件Quantity One对
电泳区带进行扫描, 计算COX-2-shRNA-SMMC-7721
和HK-SMMC-7721稳定细胞中COX-2与内参β-actin的
灰度比值, 再进一步统计分析。

蛋白裂解液法(含苯甲基磺酰氟蛋白酶抑制剂)
提取克隆细胞株总蛋白, 二辛可酸法测定蛋白浓度, 
加热变性后每孔上样50 μg, 经聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离后, 电转到聚偏二氟乙烯膜上, 用5%的脱脂

奶粉4 °C封闭过夜, 孵兔抗人COX-2单克隆抗体(1:
1 000稀释)或者鼠抗人β-actin单克隆抗体(1:1 000稀
释), 4 °C孵育12 h后用TBST洗膜3次, 每次10 min, 然
后用TBST洗膜10 min, 加入HRP标记羊抗兔IgG(1:
1 000稀释)或者HRP标记的羊抗鼠IgG(1:1 000稀释), 
室温孵育2 h后同上洗膜, ECL化学发光系统观察目

的蛋白条带。用软件Quantity One分析目的条带的

灰度值, 再进一步统计分析。

1.5   COX-2-shRNA-SMMC-7721稳定细胞系增殖

情况的检测

按3 000/孔的密度将细胞接种于96孔板, 实验分

3组: COX-2-shRNA-SMMC-7721稳定细胞系组(干扰

组)、HK-SMMC-7721稳定细胞系组(阴性对照组)、
SMMC-7721细胞组(空白组), 另外设计只加培养基

的空白孔(未接种细胞), 每组设3个复孔。分别在培

养1, 2, 3, 4, 5, 6 d后, 弃旧培养液, 加入1%胎牛血清

的1640培养基, 再加入MTT溶液20 μL/孔, 孵育1 h后, 
酶标仪上测定590 nm波长处每孔吸光度值, 以吸光

度值为纵坐标, 时间为横坐标绘制细胞增殖曲线。

1.6   流式细胞术检测COX-2-shRNA-SMMC-7721
稳定细胞系周期的分布和细胞凋亡

分别培养COX-2-shRNA-SMMC-7721组、HK-
SMMC-7721组和SMMC-7721组细胞48 h, 然后进

行检测。用PBS洗涤3次, 重悬制成单细胞悬液, 调
整细胞密度为2×106/mL, 然后快速加入到4 °C预冷

的95%乙醇中固定(乙醇终浓度为70%) 24 h, 即用流

式细胞术(flow cytometry, FCM)进行细胞周期检测。

以Annexin V-PE/7-AAD流式双染法检测细胞凋亡。

实验均重复3次。

1.7   体外侵袭实验(Transwell小室法) 
培养COX-2-shRNA-SMMC-7721组、HK-SMMC-

7721组和SMMC-7721组细胞, 当其融合至80%时, 用

PBS洗涤细胞, 随后加入无血清的1640培养液并继

续培养24 h(每100 mL培养瓶中加入6 mL无血清的

1640培养液), 收集上清备用。在Transwell小室滤膜

上平铺基质胶(Matrige1) 40 μL并置于24孔板中, 紫
外线下消毒过夜, 用约10 μL 1640培养液(不含血清)
湿润上室。 随后在上室中接种400 μL的各组细胞

悬液(含2×105细胞), 下室中加600 μL 1640培养液(含
10% FBS)。每种细胞设2个复孔。培养36 h后, 取出

小室并用棉签小心擦除上层Matrigel与未穿膜的细

胞, 用0.1%结晶紫染色。置于200×的光学显微镜下

观察并计数滤膜下表面的细胞数, 每组随机计数5个
视野, 计算平均穿膜细胞数/视野。  
1.8   统计学分析 

实验数据以 x
_
±S.D.表示, 采用 SSPS 17.0软件进

行t检验和卡方检验分析。以P<0.05为差异有统计

学意义。 

2   结果
2.1   荧光显微镜观察单克隆细胞株的荧光表达情况

每天观察在相应的抗生素浓度下细胞培养皿细

胞的存活状况, 在加药12 d后确定G418的最佳筛选

浓度为800 μg/mL。将重组干扰质粒pshRNA-COX-2
和阴性对照质粒pshRNA-HK分别转染SMMC-7721
细胞后, 通过G418筛选, 14 d后形成单克隆细胞株, 其
荧光图见图1A和1B。再分别将鉴定阳性的两种单克

(A)    pshRNA-COX-2

(C)    pshRNA-COX-2

(B)       pshRNA-HK

(D)       pshRNA-HK

图1  两种单克隆细胞株荧光显微镜观察(A、B, 200×)和两种

单克隆细胞株扩大培养后的荧光显微镜观察(C、D, 100×)
Fig.1  Fluorescent microscope of two monoclonal cell 

lines(A,B, 200×) and fluorescent microscope of stable cell 
lines after culture expansion(C,D, 100×)
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隆细胞株扩大培养, 其荧光图见图1C和1D。

2.2   COX-2-shRNA-SMMC-7721单克隆细胞株中 
COX-2基因mRNA的转录水平

PCR扩增产物经过1%的琼脂糖凝胶电泳, 可见

180 bp的COX-2特异性条带(图2), 图中147 bp的条

带为内参β-actin。筛选出的COX-2-shRNA-SMMC-
7721细胞克隆株中COX-2基因mRNA的转录水平明

显下降, 筛选出的COX-2-shRNA-SMMC-7721细胞

克隆株(COX-2/β-actin, 0.31)与HK-SMMC-7721细胞

克隆株(COX-2/β-actin, 0.89)及SMMC-7721细胞株

(COX-2/β-actin, 0.86)比较, COX-2表达差异有统计学

意义(P<0.05), HK-SMMC-7721细胞克隆株与 SM-
MC-7721细胞株比较, 差异无统计学意义(P>0.05)。

2.3   COX-2-shRNA-SMMC-7721单克隆细胞株中

COX-2蛋白的表达

Western blot分析显示, 筛选出的COX-2-shRNA-
SMMC-7721单克隆细胞株(COX-2/β-actin, 0.19)中
的COX-2蛋白表达与HK-SMMC-7721细胞克隆株

(COX-2/β-actin, 0.98)及SMMC-7721细胞株(COX-2/
β-actin, 0.90)比较, COX-2表达差异有统计学意义

(P<0.05), HK-SMMC-7721细 胞 克 隆 株 与SMMC-
7721细胞株比较, 差异无统计学意义(P>0.05, 图3)。

2.4   MTT法检测细胞的增殖情况

MTT结果如图4所示, COX-2-shRNA-SMMC-7721
组与HK-SMMC-7721组和SMMC-7721组相比, COX-2-
shRNA-SMMC-7721稳定细胞系组(干扰组)细胞增

殖能力明显减弱(P<0.05), 而HK-SMMC-7721稳定

细胞系(阴性对照组)和SMMC-7721细胞(空白组)相
比, 差异则无统计学意义(P>0.05)。

2.5   细胞周期和细胞凋亡变化  
FCM法检测结果提示, COX-2-shRNA-SMMC-

7721组处于G0/G1期的细胞为(68.85±0.27)%, 凋亡率

为(9.60±0.20)%。HK-SMMC-7721组处于G0/G1期的

细胞为(53.05±0.35)%, 凋亡率为(1.79±0.23)%, SMMC-
7721组细胞处于G0/G1期的细胞为(53.54±0.33)%, 凋
亡率为(1.75±0.20)%, 差异有显著的统计学意义

(P<0.05), 提示COX-2-shRNA-SMMC-7721稳定细胞

系从G1期进入S期的细胞数减少, 并且凋亡率增加

(图5和图6)。

2.6   Transwell 法检测细胞的侵袭力  
侵袭实验结果表明, COX-2-shRNA-SMMC-7721

M: DL2000 marker; 1: COX-2-shRNA-SMMC-7721; 2: HK-SMMC-
7721; 3: SMMC-7721。左: COX-2; 右: β-actin。
M: DL2000 marker; 1: COX-2-shRNA-SMMC-7721; 2: HK-SMMC-
7721; 3: SMMC-7721. Left: COX-2; Right: β-actin.

图2  单克隆细胞株PCR鉴定COX-2的表达

Fig.2  Indentification of the expression of COX-2 of 
monoclonal cell line by PCR

M         1         2         3        M        1         2        3
bp

2 000
1 000

750
500
250
100

180
147

bp

1: COX-2-shRNA-SMMC-7721; 2: HK-SMMC-7721; 3: SMMC-7721.
图3  单克隆细胞株Western blot鉴定COX-2的表达

Fig.3  Indentification of the expression of COX-2 protein in 
monoclonal cell line by Western blot

COX-2

β-actin

72 kDa

43 kDa

1              2             3

图4  稳定细胞系的增殖情况

Fig.4  The changes of the proliferation of stable cell lines

A
bs
or
ba
nc
e

3

2.5

2

1.5

1

0.5

0

Time(d)
1 2 3 4 5 6

COX-2-shRNA-
SMMC-7721

HK-SMMC-7721

SMMC-7721

组、HK-SMMC-7721组和SMMC-7721组穿膜细胞数

分别为(117.60±5.25)、(338.40±11.50)和(347.40±12.80)
个。COX-2-shRNA-SMMC-7721组细胞侵袭基质胶

的能力较HK-SMMC-7721组和SMMC-7721细胞组

显著明显下降(P<0.05), 而HK-SMMC-7721稳定细

胞系组和SMMC-7721细胞组间无明显差异(P>0.05, 
图7)。



778 · 研究论文 ·

3   讨论
肝癌在我国发病率高但预后很差。因其易早期

转移, 难以手术根除, 而化疗的疗效有限且毒副作用

明显, 生存期却无明显延长[6-7]。深入探讨肝癌发病

的分子机制从而寻求新的治疗方法是提高肝癌疗效

的关键。近年研究表明, 肝细胞癌的发生、发展和

侵袭转移与COX-2的异常表达密切相关, COX-2在肝

癌中的表达增强对肝癌细胞的增殖、调亡、转移以

及复发都有重要的生物学作用[8-9]。

COX-2在肝癌发生、发展和侵袭转移中的作

用为肝细胞癌的防治提供了重要的基因靶点, 应用

COX-2抑制剂预防和治疗肿瘤已显示出良好的临床

价值。现有的研究所应用的COX-2选择性抑制剂尚

存在特异性和抑制效率等方面的不足, 且存在副作

用。选择性COX-2抑制剂效率低, 呈剂量依赖性, 高
浓度时可诱导肿瘤细胞调亡和细胞周期阻滞蛋白表

达, 抑制肿瘤细胞生长和转移。但是, 其特异性不强, 
长期使用选择性COX-2抑制剂容易引起高血压、肾

A: COX-2-shRNA-SMMC-7721; B: HK-SMMC-7721; C: SMMC-7721.
图5  稳定细胞系周期的变化

Fig.5  The changes of the cell cycle of stable cell lines
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A: COX-2-shRNA-SMMC-7721; B: HK-SMMC-7721; C: SMMC-7721.
图6  稳定细胞系凋亡的变化

Fig.6  The change of the apoptosis of stable cell lines
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图7  稳定细胞系侵袭力的变化(200×)

Fig.7  The invasive ability changes of stable cell lines(200×)
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脏损害等副作用[10-11]。RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是基因转录后的一种抑制方式, 当细胞中导

入与内源性mRNA编码区同源的双链小干扰RNA
时, 可与靶基因mRNA结合并降解之, 实现靶基因转

录后表达沉默(gene silencing)[12]。通过RNAi技术可

抑制肿瘤相关基因的表达, 为相关基因功能研究及

肿瘤基因治疗开辟了新途径。

本研究利用已构建的靶向COX-2重组干扰质

粒pshRNA-COX-2, 以脂质体法将该重组干扰质粒

转染肝癌细胞株SMMC-7721, 通过G418筛选获得

COX-2-shRNA-SMMC-7721单克隆细胞株。对该细

胞系中COX-2基因mRNA转录水平和蛋白质表达水

平的检测, 表明COX-2基因被显著抑制。通过MTT、
流式细胞术、Transwell实验等观察该细胞系恶性生

物学行为的改变, 发现此稳定细胞系的增殖能力下

降、凋亡率增加, 并且侵袭能力显著下降。以上结

果分别从基因表达和肿瘤细胞生物学功能方面表

明, 成功建立了靶向干扰COX-2的稳定肝癌细胞系

COX-2-shRNA-SMMC-7721, 从而为进一步深入研

究COX-2作为肝癌基因治疗作用的靶点以及其作用

机制奠定了基础。
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