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Abstract
AIM: To research inhibitory effects of small 
interfering RNA (siRNA) on the expression of 
somatostatin gene.

METHODS: According to the gene sequence of 
somatostatin in GenBank, we designed the siR-
NA-targeted templates and synthesized siRNA 
using T7 RiboMAX Express RNAi System in 
vitro. The obtained siRNA was then transfected 
into gastric cancer cell line SGC-7901. Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) and immunohistochemical techniques 
were used to detect the expression of somatosta-
tin at both mRNA and protein levels.

RESULTS: The target siRNA with a length of 21 
bp was successfully synthesized. Before transfec-
tion, somatostatin was strongly and positively 
expressed in gastric cancer cell line SGC-7901, 
locating at the cytoplasm. Forty-eight hours after 
transfection , somatostatin expression was mark-

edly inhibited and the inhibitory rate in siRNA-
transfected cells was significantly higher than 
that in the cells transfected with empty vector 
and non-transfected cells (49.71% ± 0.056% vs 
10.49% ± 0.021%, 0%, both P < 0.01).  

CONCLUSION: siRNA can inhibit the expres-
sion of somatostatin specifically.
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摘要
目的: 研究siRNA对生长抑素(SOM)基因表达
的抑制作用. 

方法:  根据生长抑素基因序列设计和合成
RNA干扰的靶序列, 应用RiboMAXT7体外
转录试剂盒合成s i R N A并转染胃癌细胞系
SGC-7901, 经RT-PCR, 免疫组化法检测生长
抑素在mRNA和蛋白质水平的抑制效应. 

结果: 成功合成了siRNA(21 bp). 胃癌细胞系
SGC-7901中SOM基因的表达呈强阳性, 分布
在胞质中, siRNA作用48 h后SOM基因的表达
明显抑制, 与空转染和空白对照组相比有显著
性差异(49.71%±0.056% vs  10.49%±0.021%, 
0%, P <0.01).

结论: s iRNA可特异性抑制生长抑素基因的
表达.
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0  引言

RNA干扰(RNA inter ference, RNAi)是双链

RNA(dsRNA)介导的序列特异性转录后同源

■背景资料
胃癌的发病机制
十 分 复 杂 ,  其 病
因目前尚未阐明,
胃肠激素在胃癌
发生、发展的过
程中所起的作用
正日益受到关注. 
在哺乳动物细胞
中可以诱导RNAi 
效 应 ,  他 已 经 成
为基因功能研究
的重要工具. 本研
究设计并体外合
成了siRNA, 通过
转染胃癌细胞系
SGC-7901, 研究
其干扰生长抑素
基因表达的效应.
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靶基因沉默效应 [1].  由于小干扰R N A(s m a l l 
interfering RNA, siRNA)在哺乳动物细胞中可

以诱导RNAi效应, 他已经成为基因功能研究的

重要工具[2]. 胃癌的发病机制十分复杂, 其病因

目前尚未阐明, 胃肠激素在胃癌发生、发展的

过程中所起的作用正日益受到关注[3-4]. 我们设

计并体外合成了siRNA, 通过转染胃癌细胞系

SGC-7901, 研究其干扰生长抑素(somatostatin, 
SOM)基因表达的效应, 为筛选抑制SOM基因表

达的有效序列, 进一步研究其功能奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞系S G C-7901,  由本教研

室保存 ;  胎牛血清和胰蛋白酶购自Ta K a R a; 
T7RiboMAX TM Express RNAi System购自

Promega公司; CodeBreakerTM siRNA Transfection 
Reagent购自Promega公司; Trizol Reagent RNA
提取试剂盒购自Invitrogen; RT-PCR两步法试剂

盒购自上海生物工程公司; PUC19DNA Marker
购自上海生物工程公司.
1.2 方法 在GenBank中取得SOM基因全长cDNA
序列, 用Sira mode of Sfdd软件(http://sfdd.ward 
worch.org/sirna.pl)进行siRNA的设计及RNA二

级结构的预测. SOM基因全长cDNA共633个
碱基, 根据分析结果选择162-180 bp为靶序列, 
gcaggaactggccaagtac. 依据所设计的靶向siRNA
序列, 根据试剂盒的要求设计siRNA模板寡核苷

酸, 由上海生物工程公司合成, 序列为: Primer1: 
5'-ggatcctaatacgactcactatagcaggaactggccaagtac-3'; 
Primer2: 5'-aagtacttggccagttcctgctatagtgagtcgtat
taggatcc-3'; Primer3: 5'-ggatcctaatacgactcactata 
gtacttggccagttcctgc-3'; Primer4: 5'-aagcaggaactgg
ccaagtactatagtgagtcgtattaggatcc-3'. 根据GenBank
上发表的看家基因β-actin的序列, 利用Primer 
premier5.0软件设计了β-act in的序列, 上游引

物: 5'-ttctgacccatgcccaccat-3'(sense); 下游引物: 
5'-atggatgatgatatcgccgcgctc-3'(antisense), 扩增

长度为198 bp. 根据GenBank上发表的SOM基

因的序列(accession No. BC032625)利用Primer 
premier5.0软件设计了RT-PCR的序列, 上游引

物: 5'-gatgctgtcctgccgcctccag-3'(sense); 下游引

物: 5'-acaggatgtgaaagtcttcca-3'(antisense), 356 bp. 
用T7RiboMAXTM Express RNAi System试剂, 按
照试剂盒说明书以合成的寡核苷酸为模板, 体
外合成siRNA. 37℃, 50 mL/L CO2, 100 mL/L
胎牛血清常规培养胃癌细胞系S G C - 7 9 0 1 , 

CodeBreakerTM siRNA Transfection Reagent转染

SGC-7901. 转染前6孔板接种3孔, 24孔板接种3
孔, 分别设空白细胞对照组, 空转染试剂对照组

和转染实验组, 待细胞长到50%-70%, 进行转染. 
24孔板转染时, 准备2个500 mL离心管, 每管加

入2 mL转染试剂与125 mL无血清培养基充分

涡旋混合, 室温孵育20 min, 空转染对照组不加

siRNA, 实验组加入双链siRNA 0.1 mL到稀释的

转染试剂, 使siRNA转染浓度达到10 nmol/L, 轻
轻用手指弹匀, 室温孵育20 min, 分别加入6孔
板中的两个孔中, 加100 mL/L胎牛血清培养基

2.5 mL, 37℃, 50 mL/L CO2, 培养48 h后收集细

胞. 6孔板转染时, 准备两个1.5 mL离心管, 每管

加入10 mL转染试剂与625 mL无血清培养基充

分涡旋混合, 室温孵育20 min, 空转染对照组不

加siRNA, 实验组加入双链siRNA 0.5 mL到稀释

的转染试剂, 使siRNA转染浓度达到10 nmol/L, 
轻轻用手指弹匀, 室温孵育20 m i n, 加入6孔
板中的2个孔中, 加100 mL/L胎牛血清培养基

2.5 mL, 37℃, 50 mL/L CO2, 培养48 h后收集细胞. 
1.2.1 免疫组化检测抑制效应 转染后48 h, 收集

24孔板培养的三组细胞, 做细胞涂片, 40 g/L多
聚甲醛固定, 按照试剂盒要求做免疫组化. 
1.2.2 RT-PCR检测抑制效应 转染后48 h, 收集6
孔板培养的三组细胞, 每孔加1 mL Trizol试剂, 
按试剂盒操作说明, 分别提取总RNA, 电泳鉴定, 
按照RT-PCR试剂盒两步法说明书操作, 分别用

SOM基因和β-actin基因引物, 进行RT-PCR.
统计学处理  应用SPSS 10.0统计软件对数

据进行统计学处理, 对计数资料采用c2检验, 对
计量资料, 统计学数据用均数±标准差(mean±
SD)表示. 以α = 0.05为检验水准.

2  结果

根据设计的s iRNA模板寡核苷酸, 成功合成了

siRNA(图1).
2.1 免疫组化结果 胃癌细胞系SGC-7901中SOM

■研发前沿
目前应用RNA干
扰技术来研究基
因的功能成为该
领域的热点. 生长
抑素通过与受体
结合, 启动生物反
应, 但其具体的信
号传导途径不详, 
故成为研究的重
点.

siRNA 21 bp 模板DNA 43 bp 

图  1   合成

的siRNA. 
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基因的表达呈强阳性, 分布在胞质中(图2A) . 
siRNA作用胃癌细胞系48 h后SOM基因的表达

明显被抑制(图2B). 镜下观察标本, 并同时做半

定量计数分析. 每个标本随机观测十个视野(40
×10), 记录强阳性(细胞内含大量粗大棕黄色颗

粒, 计3分), 阳性(细胞内有较多的棕黄色着色颗

粒, 计2分)及弱阳性(细胞内可见散在的棕黄色

颗粒, 计1分)细胞平均积分值. 抑制率(mean±
SD)% = (1-实验组阳性细胞平均积分值/对照组

阳性细胞平均积分值)×100%(表1). 
2.2 siRNA对SOM基因的抑制作用 取RT-PCR产
物5 mL, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 结果(图3)可以

看出两组样品在198 bp处均可见到b-actin, 转染

组在356 bp处条带较弱, 说明SOM基因表达受

到抑制, 而正常对照组在356 bp处条带较亮, 说
明扩增出了靶基因.

3  讨论

肿瘤是多基因、多因素疾病, 是多个基因相互

作用的基因网络调控的结果, 胃肠激素在胃癌

发生、发展的过程中起着重要作用[5-6]. 生长抑

素(somatostatin, SOM)是1973年Brazeau et al [7]

从羊下丘脑中分离并提纯的, 此后的研究证实

生长抑素不仅存在于下丘脑, 而且广泛分布于

脑、胰、肠道神经细胞, 对机体几乎所有的生

理性内分泌反应均起抑制作用[8-9]. 大部分研究

表明, SOM对正常细胞和肿瘤的生长增殖具有

抑制作用[10-13], 但Koper et al [14]发现, SOM或其激

动剂对体外培养的人脑膜瘤细胞没有抑制作用, 
反而具有刺激作用. Savage et al [15]和Tatsuta 
et al [16]对SOM和SOM的类似物SMS201-995在肿

瘤发生中的作用进行研究发现, SOM对十二指

肠肿瘤和胃癌非但没有抑制作用, 反而促进其

肿瘤发生. 生长抑素通过与膜上生长抑素受体

(SSTR)结合起作用[17]. SSTR是一种膜蛋白受体, 
属G蛋白偶联受体家族, 共有5个亚型, 即SSTR1-
SSTR5, SSTR各亚型由于序列的不同而导致与

配体结合的亲和力不同[18]. SSTR分布广泛, 包括

内分泌细胞与淋巴细胞在内的许多正常细胞及

肿瘤细胞等都能表达SSTR. SSTR具有识别不同

化学信使的能力, 并能通过一些直接或间接的

偶联系统启动生物反应, 但具体的信号传导途

径不详[19]. 尽管大量文献报道SOM抗肿瘤作用

机制, 但看法不尽一致. Lahlou et al [20]认为通过

Ras-, Rap1-, 和 B-Raf-ERK2激活有丝分裂原激

活的蛋白激酶(MAPK)抑制细胞的增殖. Liang 
et al [21], Charland et al [22]报道SOM可以抑制肿瘤

细胞Akt磷酸化和细胞周期启动. Hu et al [10]研究

发现SOM类似物可诱导瘤细胞凋亡, 同时伴随

着肿瘤内增高的去磷酸化状态, SOM类似物已

应用于神经内分泌肿瘤的治疗 [23].  M e n t l e i n 
et al [24]在神经胶质瘤细胞中发现SOM通过抑制

图  2  siRNA作用前后胃癌细胞系SOM基因表达. A: 作用前, 强阳性, 分布在细胞质中; B: 作用后48 h, SOM表达明显被抑制.

    

表  1  siRNA对SGC-7901细胞SOM表达的抑制率 (%)

组别                                                             抑制率

实验组                                              49.71±0.056b

空转染对照组                                   10.49±0.021

空白对照组                                         0

实验组, P<0.01 vs  对照组.

A B

501 bp 

331 bp 

110 bp 

1     2    3     4

SOM 基因 

   b-actin 

图  3  RT-PCR产物

电泳图. 1: 转染组; 2, 

3: 对照组; 4: Marker 

(501 bp-110 bp).

■创新盘点
以往利用反义核
酸技术特异性抑
制该基因的表达, 
从而研究该基因
的功能, 存在特异
性不强、效率不
高等缺点, 本实验
采用RNAi技术特
异性抑制生长抑
素基因的表达, 为
进一步研究生长
抑素基因在胃癌
发生、发展中的
作用奠定了基础.
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血管内皮生长因子抑制肿瘤生长. 对该基因进

行功能研究是了解肿瘤发生、发展过程的重要

策略, 不仅可以探究造成基因表型差异的遗传

原因或外界原因, 而且对肿瘤的诊断和治疗具

有重要的意义. 
一般认为, 目前对基因功能的研究最有效

的方法有两种: 一是观察该基因突变的表型改

变, 这类改变可通过同源重组的方式直接诱导

产生, 也可经研究某随机突变生物体中该基因

损害而得到认识 ;  另一种是利用反义核酸技

术特异性抑制该基因的表达, 从而研究该基因

的功能, 但反义技术存在特异性不强、效率不

高等缺点[25-26], 自1998年以来, RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术已成功应用于线虫、果

蝇、斑马鱼、真菌、植物以及哺乳动物等生物

的基因功能研究, 并且应用范围不断拓宽, 他的

出现为基因功能研究提供了一种新的具有高

效性和高度特异性的功能基因组研究策略[27-28]. 
siRNA作用靶序列的选择是RNA干扰的关键, 选
择靶序列应遵循下列原则[29-31]: (1)选择GC含量

在35%-50%之间的mRNA区域; (2)避免选择启

动子起始部位下游50-100 nt内的区域或终止子

上游50-100 nt内的区域; (3)避免超过3个G或3
个C重叠. 多聚G或多聚C序列能产生堆积, 形成

类聚物而干扰siRNA沉默机制; (4)选择以2个AA
开始的序列, 这将使合成siRNA更加容易、更加

经济和创建一个对核酸酶更有抵抗力的siRNA; 
(5)保证靶序列与其他基因没有同源性 .  通过

BLAST查询是否具有同源性, 以避免产生同一

序列的基因干扰. 本实验设计并合成的siRNA能

有效抑制SOM基因的表达, 为进一步研究SOM
基因在胃癌发生、发展中的作用机制奠定了

基础. 
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