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摘   要 目的：探讨 RNA 干扰诱导型一氧化氮合酶（iNOS）基因的表达对人胆管癌细胞生长的影响。

方法：针对 iNOS 设计并合成 3 种 iNOS-siRNA 序列（siRNA1、siRNA2、siRNA3）及阴性对照 siRNA

序列后，分别转染人胆管癌细胞 QBC939 细胞，用荧光显微镜下观察转染效率，通过 iNOS mRNA 与蛋

白的变化分析干扰效果，选择干扰效果最为明显的 iNOS-siRNA 序列，观察其干扰后 QBC939 细胞增殖、

细胞周期及细胞凋亡的变化。实验以无处理的 QBC939 细胞为空白对照。

结 果： 合 成 的 3 种 iNOS-siRNA 序 列 均 可 有 效 转 染 人 胆 管 癌 QBC939 细 胞， 且 转 染 后 均 能 明 显 降 低

QBC939 细胞中 iNOS mRNA 与蛋白的表达（均 P<0.05），其中 siRNA2 对 iNOS 的抑制作用最为明显，

阴 性 对 照 siRNA 序 列 对 QBC939 细 胞 中 iNOS mRNA 与 蛋 白 的 表 达 无 明 显 影 响（ 均 P>0.05）。 转 染

siRNA2 后，QBC939 细胞增值明显降低、出现明显的 G0/G1 期阻滞、凋亡率明显增加（均 P<0.05）；

转染阴性对照 siRNA 序列的 QBC939 细胞无上述改变（均 P>0.05）。

结论：RNA 干扰能有效降低 iNOS 基因在胆管癌细胞中的表达，从而抑制胆管癌细胞的增殖，并促进

其凋亡。
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Abstract Objective: To investigate the eff ect of RNA-mediated interference of inducible nitric oxide synthase (iNOS) gene 

expression on growth of human cholangiocarcinoma cells.

Methods: Th ree iNOS-siRNA sequences targeting iNOS gene (siRNA1, siRNA2 and siRNA3) and a negative 

control siRNA sequence were designed and synthesized, and were respectively transfected into human 

cholangiocarcinoma QBC939 cells, and then, the transfection efficiencies were determined by fluorescence 
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胆 管 癌 是 最 常 见 的 胆 道 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 约 占

人类消化道恶性肿瘤总病例的3% [1]。中国胆管癌

患 者 人 数 众 多 ， 在 全 世 界 胆 管 癌 患 者 总 数 中 所 占

比 例 约 为 5 5 % [ 2 ]， 因 此 在 我 国 研 究 胆 管 癌 具 有 特

殊 的 条 件 和 意 义 。 近 年 来 ， 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶

（inducible nitric oxide synthase，iNOS）被报道

在多种肿瘤组织中存在高表达[3-5]。iNOS的上调表

达与肿瘤的恶性程度相关，并可预测不良预后[6]。

笔者[7]前期研究发现iNOS在胆管癌细胞中存在高表

达 ， 且 与 胆 管 癌 的 发 展 呈 正 相 关 ， 但 其 在 胆 管 癌

中 的 生 物 学 作 用 及 机 制 尚 不 明 确 。 本 研 究 通 过 化

学合成iNOS-siRNA沉默iNOS基因，检测胆管癌细

胞增殖能力以及凋亡情况的变化，从而探讨iNOS

在 胆 管 癌 发 生 发 展 中 的 作 用 机 制 ， 为 胆 管 癌 的 基

因治疗提供实验基础和理论依据。

1　材料与方法

1.1  主要材料

人胆管癌细胞株QBC939  由湖南省人民医院

临 床 医 学 研 究 所 保 存 。 β - a c t i n 一 抗 、 羊 抗 兔 二

抗 、 R I P A 蛋 白 裂 解 液 及 S D S - P A G E 蛋 白 上 样 缓

冲 液 购 自 上 海 碧 云 天 公 司 。 i N O S 抗 体 购 自 美 国

abcam公司。MTT、DMSO及Lipofec tamine  2000

购自Invitrogen公司。1640培养基、胎牛血清、胰

酶 购 自 美 国 H y c l o n e 公 司 。 免 疫 组 化 试 剂 盒 购 自

博士德公司。RNA提取试剂盒购自美国Om e g a 公

司。PrimeScr ip t ®RT reagent  Ki t逆转录试剂盒、

PrimeScript®RT reagent Kit逆转录试剂盒购自大连

宝生物公司。Annexin V Apoptosis Detection Kit 

APC流式凋亡试剂盒购自eBioscience公司。

1.2  实验方法

1.2.1  针对 iNOS 设计合成特异性 siRNA 序列　

设 计 合 成 的 序 列 分 别 为 siRNA1：CCA TCC GCT 

CCA CAC TAA A；siRNA2：CAG TGG AAT GAG 

TCC TTT A；siRNA3：AGA CGT CTT TGG AAT 

CCA A； 阴 性 siRNA：GCT GGT TAT TGC TAA 

CAT A。

1.2.2  细 胞 培 养 与 转 染　 实 验 分 空 白 对 照 组、

阴 性 对 照 组、iNOS-siRNA 转 染 组（siRNA1、

siRNA2、siRNA3）。 空 白 对 照 组： 正 常 培 养 的

QBC939 细 胞。 阴 性 对 照 组： 转 染 阴 性 siRNA 的

QBC939 细 胞。iNOS-siRNA 转 染 组： 转 染 iNOS-

siRNA 的 QBC939 细 胞。 用 1640 培 养 基 +10%

胎 牛 血 清 +1% 青 链 霉 素 溶 液 培 养，5%CO2， 

37 ℃恒温培养 QBC39 细胞，将处于对数生长期的

QBC939 细胞在六孔板中培养。转染在六孔板中进

行，细胞铺满 70%~90%，转染前 4 h 换新培养基。

将 混 在 一 起 的 siRNA-Lipofectamine 2000 混 合 液

体均匀加入六孔板中。轻轻晃动六孔板，使其均匀

分布，然后置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养 24 h。

在 荧 光 显 微 镜 下 观 察， 转 染 效 率 最 高 时， 筛 选 并 

microscopic observation, and the interference effects were examined through changes in iNOS mRNA and 

protein expressions. The iNOS-siRNA sequence with most evident interference efficacy was selected for use to 

observe the changes in proliferation, cell cycle and apoptosis in QBC939 cells after its transfection. The untreated 

QBC939 cells served as blank control.

Results: All the three synthesized iNOS-siRNA sequences were effectively transfected into QBC939 cells, and 

iNOS mRNA and protein expression levels were all significantly reduced in QBC939 cells after their transfection 

(all P<0.05), in which, siRNA2 showed the most evident inhibitory effect on iNOS. The negative control siRNA 

sequence exerted no significant effect on iNOS mRNA and protein expressions in QBC939 cells (both P>0.05). 

In QBC939 cells after siRNA2 transfection, the proliferation was significantly decreased, with significant G0/G1 

phase arrest and increased apoptosis rate (all P<0.05), while no significant changes were noted in above indexes in 

QBC939 cells after transfection of negative control siRNA sequence (all P>0.05). 

Conclusion: RNA interference can effectively decrease iNOS gene expression in cholangiocarcinoma cells, which 

thereby inhibit the proliferation and promote apoptosis of cholangiocarcinoma cells.

Key words	 Bile Duct Neoplasms; Nitric Oxide Synthase Type II; RNA Interference; Cell Proliferation; Apoptosis
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扩大培养稳定表达细胞株。

1.2.3  RT-PCR 检测转染后各组 QBC939 细胞中

mRNA 的 表 达　iNOS 基 因 的 上 游 引 物 序 列 为 5'-

GGA GCC AGC TCT GCA TTA TC-3'，下游引物序

列为 5'-ACT CCA TGC CCA GGA AGG AAG G-3'；

内参基因 β-actin 的上游引物序列为 5'-GAG AGA 

TGA CCC AGA TCA TGT-3'，下游引物序列为 5'-

TTT TGT CTC CAA GGG ACC AG-3'。收集 iNOS-

siRNA 转染组、阴性对照组及空白对照组 QBC939

细 胞， 以 Omega RNA 提 取 试 剂 盒 提 取 各 细 胞 总

mRNA， 逆 转 录 成 cDNA， 然 后 通 过 PCR 扩 增。

PCR 反应条件为 95 ℃预变性 10 min，95 ℃变形

15 s，60 ℃ 退 火 60 s，70 ℃ 延 伸 40 s， 共 40 个

循环。取 2 µL 产物进行 1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测，

将目的基因和内参基因条带的灰度比值作为 iNOS 

mRNA 的相对表达量。

1.2.4  Western blot 检 测 转 染 后 各 组 QBC939 细

胞 中 iNOS 蛋 白 的 表 达　 收 集 iNOS-siRNA 转 染

组、 阴 性 对 照 组 及 空 白 对 照 组 QBC939 细 胞， 提

取 20 μL 细胞总蛋白，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳。

用 5% 的 BSA 封 闭 液 封 闭 1 h 后， 加 iNOS 抗 体 

（1:1 000）4 ℃过夜，二抗（羊抗兔 IgG）室温孵

育 1 h，BeyoECL Western 荧光检测试剂检测蛋白，

X 光曝光显影。根据条带灰度值计算 iNOS 蛋白的

相对表达水平。

1.2.5  MTT 检测转染后各组 QBC939 细胞的生长

　消化重悬后用培养液调整细胞浓度为 1 000/ 孔，

接 种 于 96 孔 板， 分 别 处 理 培 养 0、12、24、36、

60 h 用 于 检 测， 每 组 设 3 个 平 行 复 孔。 细 胞 贴 壁

后 开 始 实 验， 各 组 每 个 取 样 时 间 点 取 3 孔， 吸 除

培养液，加入 MTT 液 15 µL，放入培养箱中孵化。

吸除 MTT 液，加入 DMSO 150 µL 振荡 10 min 后，

在 96 孔酶标仪上读取 OD 值。

1.2.6  流式细胞术检测转染后各组 QBC939 细胞

的 周 期　 收 集 iNOS-siRNA 转 染 组、 阴 性 对 照 组

及 空 白 对 照 组 QBC939 细 胞， 以 70% 乙 醇 预 冷，

4 ℃ 过 夜 固 定，1 000 r/min 离 心 5 min 后 沉 淀 细

胞，PBS 重 悬 细 胞 后 再 次 离 心 并 沉 淀 细 胞。 加 入

碘化丙啶（PI）染色液，37 ℃避光温浴 30 min，

适当添加 1~1.5 mL 染色液重悬使细胞通过率达到

200~350 细胞 /s，流式细胞仪检测各细胞周期所占

比例。

1.2.7  流式细胞术检测转染后各组 QBC939 细胞

的凋亡　收集 iNOS-siRNA 转染组、阴性对照组及

空 白 对 照 组 QBC939 细 胞，PBS 重 悬 并 计 数， 取

5~10 万重悬的细胞，加入 195 μL Annexin V-APC

结合液重悬细胞沉淀。加入 5 μL Annexin V-APC，

混匀后 4 ℃避光孵育 15 min，再加入 5 μL PI 染色

液，混匀后 4 ℃避光孵育 5 min，随即进行流式细

胞仪检测。

1.3  统计学处理

应用SPSS 16.0统计学软件进行分析，实验得

到 的 结 果 以 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ， 用 O n e -

way ANOV法分析各组差异，若方差齐性，则采取

LSD法进行分析；方差不齐，则采取 t检验分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  转染效果鉴定

合成的siRNA经转染试剂Lipofectamin 2000导

入人胆管癌QBC939细胞，在显微镜下，转染成功

的 细 胞 可 见 有 绿 色 荧 光 表 达 ， 而 未 转 染 成 功 的 细

胞则不会见到荧光（图1）。通过计算，实验组细

胞的转染率都在70%以上，能满足后续实验要求。

图 1　各组细胞的绿色荧光表达情况（×200）
Figure 1　Green fluorescence expressions of each group of cells (×200)

未转染 siRNA1 转染 siRNA2 转染 siRNA3 转染
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2.2  iNOS 干扰效果分析

R T - P C R 检 测 结 果 显 示 ， 3 个 s i R N A 转 染 组

QBC939细胞中iNOS mRNA的相对表达量分别为

0.46±0.02、0.20±0.04、0.56±0.05；阴性对照

组和空白对照组QBC939细胞中iNOS mRNA的相

对表达量分别为1.02±0.13、1.00±0.15；转染组

QBC939细胞中iNOS mRNA的表达量明显低于阴性

对照组和空白对照组（P<0 .05），阴性对照组和

空白对照组QBC939细胞中iNOS mRNA的表达量差

异无统计学意义（P>0.05）（图2）。

Western  b lo t检测结果显示，3个siRNA转染

组 Q B C 9 3 9 细 胞 中 i N O S 蛋 白 的 相 对 表 达 量 分 别 为

0.60±0.07、0.48±0.07、1.07±0.10，阴性对照

组 和 空 白 对 照 组 Q B C 9 3 9 细 胞 中 i N O S 蛋 白 的 相 对

表 达 量 分 别 为 1 . 4 2 ± 0 . 1 1 、 1 . 4 3 ± 0 . 1 4 ； 转 染 组

QBC939细胞中iNOS蛋白的表达量明显低于阴性对

照组和空白对照组（均P<0 .05），阴性对照组和

空白对照组QBC939细胞中iNOS蛋白的表达量差异

无统计学意义（P>0.05）（图3）。

转染组中siRNA2对QBC939细胞进行转染后

iNOS基因沉默效果最佳，将选择用于后续实验。
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图 2　各组细胞 iNOS mRNA 相对表达水平
Figure 2　Relative level of iNOS mRNA expression in each group 

of cells
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图 3　各组细胞 iNOS 蛋白的表达
Figure 3　Th e iNOS protein expression in each group of cells

2.3  iNOS-siRNA 转染对 QBC939 细胞的生长的

影响

M T T 检 测 结 果 显 示 ， i N O S - s i R N A 转 染 组

QBC939细胞的生长速度明显低于阴性对照组和空

白对照组（均P<0 .05）；阴性对照组和空白对照

组比较，差异无统计学意义（P>0.05）（图4）。
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图 4　各组细胞生长情况
Figure 4　Proliferation status in each group of cells

2.4  iNOS-siRNA 转染对 QBC939 细胞细胞周期

的影响

流式细胞术检测结果显示，iNOS-siRNA转染

组 、 阴 性 对 照 组 及 空 白 对 照 组 Q B C 9 3 9 细 胞 中 ，

G 0/ G 1期 细 胞 的 比 例 分 别 为 （ 8 2 . 3 9 ± 3 . 4 3 ） % 、

（60.61±3.23）%、（59.35±3.11）%，iNOS -
s i R N A 转 染 组 Q B C 9 3 9 细 胞 中 G 0/ G 1期 细 胞 的 比 例

明显多于阴性对照组和空白对照组（P<0 .05），

阴 性 对 照 组 与 空 白 对 照 组 之 间 的 差 异 无 统 计 学 意

义（P>0.05）。iNOS-siRNA转染组QBC939细胞中

S期和G2/M期细胞的比例则明显少于阴性对照组和

空白对照组（P<0 .05），阴性对照组与空白对照

组之间的差异无统计学意义（P>0.05）（图5）。

i N O S - s i R N A 转 染 组 、 阴 性 对 照 组 及 空 白 对 照 组

Q B C 9 3 9 细 胞 的 增 值 指 数 分 别 为 1 7 . 6 1 ± 1 . 2 9 、

39.39±1.26和40.65±1.71，iNOS -s iRNA转染组

QBC939细胞的增值指数明显低于阴性对照组和空

白对照组（均P<0 .05），阴性对照组与空白对照

组之间的差异无统计学意义（P>0.05）。

2.5  iNOS-siRNA 转 染 对 QBC939 细 胞 凋 亡 的

影响

流 式 细 胞 术 检 测 结 果 显 示 ， i N O S - s i R N A

转 染 组 、 阴 性 对 照 组 及 空 白 对 照 组 Q B C 9 3 9
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细 胞 的 凋 亡 率 分 别 为 （ 3 0 . 3 9 ± 5 . 8 3 ） % 、

（ 1 2 . 5 1 ± 1 . 8 2 ） % 、 （ 6 . 2 1 ± 2 . 1 3 ） % ， i N O S -
s i R N A 转 染 组 Q B C 9 3 9 细 胞 的 凋 亡 率 明 显 高 于

阴 性 对 照 组 和 空 白 对 照 组 （ 均 P < 0 . 0 5 ） ， 阴 性

对 照 组 与 空 白 对 照 组 之 间 的 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）（图6）。

3　讨　论

近 年 来 ， 胆 管 癌 的 发 病 率 呈 逐 年 升 高 的 趋

势 ， 在 消 化 道 恶 性 肿 瘤 中 是 递 增 速 度 最 快 的 [ 8 ]。

因 其 较 为 特 殊 的 病 理 特 点 和 解 剖 特 点 ， 人 们 对 胆

管 癌 的 诊 断 和 治 疗 尚 未 取 得 突 破 性 进 展 。 手 术 治

疗 仍 然 是 当 前 的 首 选 治 疗 方 式 。 但 胆 管 癌 恶 性 程

度 高 、 预 后 极 差 ， 术 后 复 发 率 也 很 高 [ 9 ]。 研 究 者

们 开 始 不 断 探 索 新 的 有 效 的 胆 管 癌 治 疗 途 径 。 随

着 分 子 生 物 学 等 技 术 的 发 展 ， 分 子 靶 向 治 疗 已 经

成为抗肿瘤研究 的一大热点 [ 10]。目前，已有数种

胆 管 癌 靶 向 治 疗 药 物 被 批 准 用 于 临 床 试 验 ， 包 括

E G F R 抑 制 剂 （ 如 西 妥 昔 单 抗 、 埃 罗 替 尼 和 吉 非

替尼）、Raf激酶抑制剂（如索拉非尼）、HER-2

抑 制 剂 （ 如 曲 妥 珠 单 抗 、 拉 帕 替 尼 ） ， 还 有 血 管

内皮因子抑制剂 （如索拉非尼、贝伐单抗） [ 11]。

相关研究[12]显示，应用吉西他滨+奥沙利铂联合埃

罗替尼治疗胆管癌，患者拥有5.9个月的平均进展

期生存时间，而不联合埃罗替尼的患者为3个月。

当 然 ， 这 些 靶 向 药 物 的 临 床 疗 效 还 有 待 于 进 一 步

证实。综上所述，我们迫切希望利用RNA干扰技

术 寻 找 胆 管 癌 发 生 、 发 展 过 程 中 关 键 性 的 靶 向 基

因，从而为胆管癌的临床治疗开辟新的道路。

iNOS代表诱导型一氧化氮合酶，人iNOS基因

定位在17cen -q11 .2 [13 ]，基因全长37Kb，由26个

外显子组成。iNOS通常在炎症、肿瘤等病理情况

下由巨噬细胞产生，然后诱导合成大量NO [14]，后

者被很多学者认为是一类致癌分子。其一，NO可

通过介导血管内皮生长因子（VEGF）促进新生血

管生成，从而促进肿瘤的发生、发展 [ 15]；其二，

NO在DNA损伤、癌基因活化、抑制DNA修复酶活

性 、 抑 制 抑 癌 基 因 表 达 、 致 细 胞 凋 亡 以 及 促 细 胞

恶变等许多方面起着重要作用 [16-17]。iNOS与肿瘤

有 着 千 丝 万 缕 的 关 系 ， 在 许 多 肿 瘤 中 都 有 着 较 高
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图 5　各组细胞周期检测情况
Figure 5　Cell-cycle analysis of each group of cells
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图 6　各组细胞凋亡检测情况
Figure 6　Apoptosis analysis of each group of cells
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的 表 达 。 例 如 肺 癌 、 乳 腺 癌 、 卵 巢 癌 等 ， 都 有 关

于iNOS表达增高的研究[5, 18-19]。同时，有研究[20-21]

表明，iNOS在胃癌、鼻咽癌、恶性淋巴瘤以及骨

肉 瘤 等 恶 性 肿 瘤 中 发 挥 着 重 要 作 用 。 还 有 报 道 ，

在 妇 科 肿 瘤 、 鱗 状 细 胞 癌 、 肝 细 胞 癌 以 及 黑 素 瘤

等多种疾病中，肿瘤的恶性程度跟iNOS升高程度

呈正相关 [ 2 2 ]。另一方面，在结肠癌和乳腺癌的临

床前研究发现，抑制iNOS的表达能够有效预防肿

瘤进展 [23]。目前，国际上iNOS基因在胆管癌中的

研 究 报 道 并 不 多 ， 在 胆 管 癌 的 发 生 发 展 过 程 中 ，

iNOS基因是否同样发挥了重要作用，有待于我们

进行新的研究。

有 研 究 者 [ 2 4 ]设 计 并 构 建 了 靶 向 s u r v i v i n 基 因

的shRNA载体，将其转染进入神经胶质瘤U251细

胞 ， 结 果 发 现 细 胞 有 丝 分 裂 明 显 发 生 障 碍 ， 凋 亡

明 显 增 加 ， 并 且 肿 瘤 血 管 的 生 成 也 受 到 了 抑 制 。

还 有 研 究 者 [ 2 5 ]对 肺 癌 A 5 4 9 细 胞 进 行 研 究 ， 将 其

转 染 l i v i n 与 s u r v i v i n 的 s h R N A 载 体 ， 结 果 显 示 共

转 染 组 对 癌 细 胞 的 抑 生 长 和 促 凋 亡 作 用 明 显 优 于

对 照 组 和 单 转 染 组 。 本 研 究 将 化 学 合 成 的 i N O S -
s i R N A 成 功 转 染 人 胆 管 癌 Q B C 9 3 9 细 胞 ， 结 果 显

示，iNOS基因沉默能成功抑制iNOS mRNA和蛋白

的表达；iNOS -s iRNA转染组QBC939细胞被阻滞

于G0/G1期，提示沉默iNOS基因表达后，胆管癌细

胞增殖速度受到了抑制；同时，iNOS-siRNA转染

组QBC939细胞的凋亡率明显高于阴性对照组和空

白对照组，说明沉默iNOS诱导了胆管癌细胞的凋

亡 。 这 些 结 果 为 胆 管 癌 的 基 因 治 疗 提 供 了 新 的 实

验基础和理论依据。

总之，通过RNA干扰沉默iNOS基因可明显抑

制人胆管癌QBC939细胞的增殖，诱导细胞凋亡。

由此可见，iNOS基因是胆管癌发生、发展的促进

因 素 ， 它 可 能 成 为 胆 管 癌 治 疗 的 潜 在 靶 点 。 受 条

件 所 限 ， 本 研 究 仅 针 对 胆 管 癌 细 胞 中 单 独 的 基 因

iNOS进行了沉默，并处体外实验阶段。关于iNOS

基 因 对 胆 管 癌 细 胞 增 殖 、 凋 亡 等 相 关 作 用 的 具 体

分 子 机 制 ， 还 有 许 多 研 究 工 作 需 要 深 入 开 展 。 相

信 在 不 久 的 将 来 靶 向 基 因 治 疗 将 成 为 胆 管 癌 治 疗

的主攻方向，iNOS基因或将成为胆管癌基因治疗

的关键分子靶点。
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