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Abstract
AIM: To investigate RegⅣ expression level in 
human gastric cancer cell lines and the effect of 

RNA interfering of RegⅣ on proliferation and 
apoptosis of gastric cancer cells.

METHODS: The expression levels of RegⅣ in 
nine gastric cancer cell lines were examined by 
real time PCR, and 3 small interfering RNA (siR-
NA1, siRNA2, siRNA3) targeting RegⅣ were 
designed and transfected into gastric cancer cell 
lines. The changes of RegⅣ mRNA expression 
level after siRNA interfering were detected by 
real time PCR. The proliferation was assayed by 
CCK-8 method. Flow cytometry was used to de-
tect apoptosis of gastric cancer cells.

RESULTS: Compared with gastric mucosa cell 
line GES-1, the expression level of RegⅣ in 
gastric cancer cells was 5-fold or higher except 
MKN-45 and SNU-1. The expression level of 
RegⅣ in SNU-16 was the highest and was sev-
eral thousand-fold higher than that in GES-1. 
SNU-16 was used for siRNA experiment. Three 
siRNAs showed notably down-regulated expres-
sion of RegⅣ mRNA levels with inhibitory rate 
of 79.3%, 77.4% and 60.4%, respectively in com-
parison with that in control group. So siRNA1 
was used to do cell proliferation assay. After 96 
hours’ and 120 hours’ transfection of siRNA1, 
the proliferation of SNU-16 cell significantly de-
creased compared with the control group (P = 
0.0057, 0.0173, respectively). The results of flow 
cytometry revealed that 72 h after transfection 
with siRNA1, the apoptosis rate of SNU-16 sig-
nificantly increased.

CONCLUSION: Interfering and down-regulat-
ing RegⅣ gene can inhibit proliferation and pro-
mote apoptosis of gastric cancer cells, indicating 
that RegⅣ gene is probably a target for gastric 
cancer gene therapy.
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■背景资料
RegⅣ基因是2001
年在人类的炎症
性肠病基因文库
中筛选得到的, 他
是Reg家族最新成
员 .  正常情况下 , 
RegⅣ主要在近端
消化系有微弱的
表达. 近年来有研
究 发 现 R e g Ⅳ 基
因与胃癌的关系
密切, 血中RegⅣ
蛋白的水平可以
作为胃癌患者对
5-FU化疗敏感性
的指标, 而且有实
验发现大约有一
半的胃癌中RegⅣ
高表达.

■同行评议者
熊斌, 教授, 武汉
大学中南医院肿
瘤科



apoptosis of gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(6): 549-553

摘要
目的: 拟探讨RegⅣ基因在胃癌细胞中的表达
及干扰该基因对胃癌细胞增殖和凋亡的影响. 

方法: 应用实时定量PCR方法检测九株胃癌
细胞株中RegⅣ基因的mRNA表达. 针对Reg
Ⅳ基因设计三条小干扰RNA片段(siRNA1、
siRNA2、siRNA3), 瞬时转染高表达胃癌细胞
株, 实时定量PCR方法检测转染后RegⅣ基因
的mRNA的表达水平, CCK-8法检测细胞增殖
能力, 流式细胞仪检测细胞凋亡. 

结果: 以永生化正常胃黏膜细胞株GES-1作为
参照, 除MKN-45和SNU-1胃癌细胞株外, 其
余胃癌细胞株中RegⅣ表达水平均升高5倍以
上, 尤以SNU-16细胞株明显, 其RegⅣ的表达
水平高出GES-1细胞数千倍, 遂选用SNU-16
细胞进行RNA干扰. 合成的三对siRNA对Reg
Ⅳ基因表达均有明显抑制作用, 抑制率分别
为79.3%、77.4%和60.4%. 选用siRNA1干扰
SNU-16细胞株后96 h和120 h, 其细胞增殖
率受到明显抑制(P  = 0.0057, 0.0173). 流式细
胞仪检测显示72 h细胞凋亡率明显增加(P  = 
0.0231).

结论: 干扰RegⅣ基因具有抑制胃癌细胞增殖, 
促进凋亡的作用, RegⅣ基因可能成为胃癌基
因靶向治疗的分子靶点.

关键词: 胃癌; RegⅣ; RNA干扰; 生长抑制; 凋亡
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 在我国的发病

率与死亡率多年居高不下, 其总体平均5年生存

率仍未超过40%. 为寻找与胃癌治疗相关靶基

因, 众多研究者进行了一系列探索, 筛选出若干

候选基因, 其中RegⅣ(regenerating islet-derived 
family, member 4)便是在胃癌研究领域受到关

注的靶基因之一[1]. RegⅣ基因是2001年在人类

的一个炎症性肠病基因文库中筛选获得[2], 他是

Reg家族的最新成员. 有实验通过SAGE(serial 
analysis of gene expression)技术发现RegⅣ在胃

癌表达明显上调[3]. 有关其在胃癌发生发展中的
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详细作用机制目前尚不清楚. 本实验通过RNA
干扰技术体外下调胃癌细胞株中RegⅣ的表达, 
并检测干扰前后胃癌细胞的增殖能力以及凋亡

的变化, 探讨RegⅣ基因对胃癌细胞增殖和凋亡

的影响, 为寻找胃癌基因靶向治疗新靶点提供

实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系(SGC-7901、AGS、
MKN-45、MKN-28、BGC-823、NCI-N87、
KATOⅢ、SNU-16、SNU-1)及永生化胃黏膜上

皮细胞株GES-1由上海消化外科研究所传代保

存. TRIzol试剂(Invitrogen, 美国)、分光光度计

(Beckman, 美国)、逆转录试剂盒(Promega, 美
国)、Lipofectamine2000TM(Invitrogen, 美国). 新
生牛血清的RPMI 1640由杭州吉诺生物有限公

司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 用含100 mL/L新生牛血清的

RPMI 1640进行常规培养, 待细胞融合度达80%,  
消化收集细胞.
1.2.2 细胞总RNA抽提及RegⅣ mRNA检测: 使
用TRIzol试剂抽提细胞总RNA. RNA经电泳鉴

定完整性, 分光光度计测定RNA浓度. 使用逆

转录试剂盒以1 μg总RNA逆转成cDNA. 引物

序列: RegⅣ: 上游引物5'-AACAAGCACTGTG
CTGAGATGAG-3', 下游引物5'-TGTTGGCGC
TTGTTGCAT-3'; GAPDH内参引物: 上游引物

5'-GGACCTGACCTGCCGTCTAG-3', 下游引物

5'-GTAGCCCAGGATGCCCTTGA-3'. 使用试剂

盒miScript SYBR Green PCR Kit(Qiagen, 美国)
以1 μL cDNA在Opticon MonitorTM system荧光定

量PCR仪中进行反应. 反应条件如下: 95℃预变

性15 min, 94℃ 15 s, 55℃ 30 s, 70℃ 30 s, 40个循

环. 计算检测结果: 实时定量PCR结果以Ct值表

示, ΔCt为同一样本中内参与目的基因Ct之差, 某
一样本中RegⅣ的表达水平用2ΔCt来表示. 若胃

癌细胞中RegⅣ的表达水平是GES-1的1.5倍或

以上则认为RegⅣ的表达升高.
1.2.3 小干扰RNA(siRNA)筛选: 委托上海吉马

制药技术有限公司设计并合成3对针对RegⅣ基

因的小干扰RNA(表1). 转染前1 d将SNU-16细
胞以4×105/孔接种于6孔培养板, 细胞丰度达到

80%左右时用Lipofectamine2000TM将siRNA转

染入细胞. siRNA的终浓度为100 nmol/L, 参照

Lipofectamine2000TM说明书进行转染操作. 在转

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前关于RegⅣ生
理病理方面的功
能研究很少, 其在
胃癌中的具体作
用尚不清楚, 其可
能是胃癌的一个
新的治疗靶点, 所
以RegⅣ的功能研
究是非常有意义
的.
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染后24 h提取细胞总RNA, 用实时定量PCR(real 
time PCR)筛选一对最为有效的siRNA.
1.2.4 CCK-8(cell counting kit-8)检测细胞增殖: 
取状态良好的SNU-16细胞铺于96孔板, 接种

密度为3000个/孔, 实验设3组: 干扰组、阴性对

照组、正常对照组, 每组4复孔. 作用24、48、
72、96、120 h后于实验各孔分别加CCK-8试剂

(Dojindo, Japan)10 μL, 37℃继续孵育3 h, 酶联

免疫检测仪测定各孔的吸光度值(测定波长450 
nm, 参比波长650 nm). 以时间为横坐标, 细胞A
值为纵坐标绘制细胞生长曲线.
1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡: 取状态良好的

SNU-16细胞铺于6孔板, 接种密度为4×105个

/孔. 实验设3组: 干扰组、阴性对照组、正常对

照组, 每组2复孔. 72 h后应用Annexin V凋亡检

测试剂盒(ADL, 美国)在流式细胞仪上检测细胞

凋亡, 参照Annexin V凋亡检测试剂盒说明书进

行操作.
统计学处理 采用SAS 6.0软件包, 各组间均

数比较采用方差分析, 以P <0.05作为差异有显著

意义.

2  结果

2.1 RegⅣ在不同胃癌细胞株中的表达 用实时

定量P C R方法检测目的基因的m R N A表达水

平. 经与永生化胃黏膜细胞株GES-1比较发现, 
除了MKN-45和SNU-1以外, 其余胃癌细胞株

中RegⅣ的表达水平均升高5倍左右或以上, 其
中SNU-16细胞的RegⅣ表达水平比GES-1升高

7120.333倍, 遂选用SNU-16细胞株做RNA干扰

以及体外增殖及凋亡实验(图1).
2.2 s i R N A的筛选  通过实时定量P C R发现 , 

SNU-16细胞转染24 h后, 三对siRNA对RegⅣ基

因的表达均有明显的抑制作用(图2). siRNA1、
siRNA2、siRNA3三对小干扰RNA对RegⅣ的抑

制效率分别为79.3%、77.4%和60.4%(图3). 因此

选用siRNA1做后续的功能实验.
2.3 C C K-8法检测s i R N A干扰R e gⅣ基因对

SNU-16细胞增殖能力的影响 连续5 d测定siR-
NA转染组、阴性对照组、空白对照组细胞吸光

度值, 绘制细胞生长曲线, 并对数值进行统计学

分析. 在siRNA转染96 h和120 h后, siRNA干扰

组较阴性对照组以及空白对照组相比, 细胞增

殖明显受到抑制(P  = 0.0057, 0.0173, 图4).
2.4 Annexin V法检测siRNA干扰RegⅣ基因对

SNU-16细胞凋亡的影响 胃癌细胞转染siRNA 
72 h后, 应用流式细胞仪检测siRNA转染组、阴

性对照组、空白对照组细胞的凋亡水平发现, 
siRNA干扰组较阴性对照组以及空白对照组的

■相关报道
Mitani et al的研究
发现RegⅣ蛋白可
以作为胃癌的一
种血清学标志物
并且有助于预测
5-FU化疗的敏感
性. RegⅣ蛋白的
检测有助于胃癌
化疗药物的选择, 
对提高胃癌患者
的生存期有重要
意义.

表 1 针对RegⅣ基因设计的三对siRNA序列

     
siRNA编号               碱基序列

siRNA1 

    正义          5'-GAGUGUCAGUCUUACGGAATT-3'

    反义          5'-UUCCGUAAGACUGACACUCGA-3'

siRNA2

    正义          5'-GCACCAUAGCAGAGUACAUTT-3'

    反义          5'-AUGUACUCUGCUAUGGUGCTG-3'

siRNA3

    正义          5'-AGAUGAGCUCCAAUAACAATT-3'

    反义          5'-UUGUUAUUGGAGCUCAUCUCA-3'

阴性对照 

    正义          5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'

    反义          5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'
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图 1 不同胃癌细胞株中RegⅣ的表达水平.
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细胞凋亡明显增加(P  = 0.0231, 图5).

3  讨论

RegⅣ基因是2001年在人类的一个炎症性肠病

基因文库中筛选得到的Reg家族最新成员. 该基

因是位于1号染色体的单拷贝基因, 全长17 557 
bp, 由6个外显子、5个内含子组成. RegⅣ cDNA
由1518 bp组成, 其中编码区474 bp, 编码158个氨

基酸, 分子质量18.229 kDa, 是Reg家族最小的成

员[2-4]. 正常情况下RegⅣ主要在胃肠道表达, 如
胃、小肠、结肠、胰腺等, 当组织损伤时其表

达显著升高. Crohn's病以及溃疡性结肠炎所致

的黏膜损伤时, RegⅣ的表达上调[2]. Oue et al [5]

研究显示, 大约一半的胃癌组织过表达RegⅣ基

因. 此外, Violette et al通过原位杂交等方法在结

直肠癌和腺瘤中也发现RegⅣ过表达[6-8]. 本实

验通过定量PCR检测9株胃癌细胞株中的RegⅣ
的表达水平, 结果显示: 与永生化胃黏膜来源细

胞株GES-1相比, 除MKN-45, SNU-1外, 其余7株
胃癌细胞株中RegⅣ的表达均升高5倍以上, 提
示RegⅣ基因在大多数胃癌细胞中高表达, 结果

与Oue et al [5]的临床研究结果一致. 其中SNU-16
细胞株中RegⅣ的表达异常高, 较GES-1升高了

7120.333倍. SNU-16细胞株是来源于胃癌腹膜

转移的细胞株, 本研究结果提示, RegⅣ基因过

度表达可能参与胃癌的侵袭性生长和腹膜转移

等生物学行为, 这与Miyagawa et al [9]报道的胃癌

恶性腹水癌细胞中RegⅣ表达上调的结果一致. 
目前对R e gⅣ的病理生理功能研究甚少 . 

Sentani et al [10]发现RegⅣ的免疫组化染色有助于

胃肠印戒细胞癌的诊断. Oue et al [11]报道称Reg
Ⅳ的过表达与结直肠癌肝转移有关. 另外RegⅣ
的表达可能与胃癌的小肠分化以及神经内分泌

分化有关[12]. RNA干扰是近年来发展起来的一

项用于基因功能、调控机制研究的新技术, 他
通过合成的siRNA特异性的抑制某靶基因, 研究

下调目的基因对细胞生物学行为的影响[13]. 本
研究选用RegⅣ异常高表达SNU-16胃癌细胞株, 
运用特异性siRNA进行干扰后通过细胞增殖实

验发现, 转染siRNA 96 h和120 h后, RegⅣ干扰

组较阴性对照组以及空白组相比, 细胞增殖活

性明显受到抑制. 应用流式细胞仪检测siRNA干

扰对凋亡的影响发现, 干扰RegⅣ基因72 h后, 干
扰组较无关序列对照组以及空白组细胞凋亡率

明显增加. 以上结果提示RegⅣ基因具有促进胃

癌细胞增殖与抑制胃癌细胞凋亡的作用, 该发

现与Mitani et al [14]研究结果类似, 他们的研究还

发现, RegⅣ蛋白可以作为胃癌的一种血清学标

志物并且有助于预测5-FU化疗的敏感性. 此外, 
Bishnupuri et al [15]在肠癌细胞株的研究中亦发现

同样现象, 他们将重组人RegⅣ(rhR4)蛋白加入

肠癌细胞株培养基中, 发现癌细胞增殖明显且

与加入的重组人RegⅣ(rhR4)蛋白呈剂量依赖型

增长. 另外有研究发现RegⅣ在溃疡性结肠炎的

病理生理中起了促增殖和抗凋亡的作用[16]. 
总之, RegⅣ基因具有促胃癌细胞生长, 抑

制胃癌细胞凋亡的作用, 并可能参与胃癌细胞

的腹膜转移, 干扰RegⅣ基因表达具有抑制胃癌

细胞增殖, 促进胃癌细胞凋亡作用, 这为RegⅣ
基因成为胃癌靶向治疗新靶点提供了实验依据. 
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