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生长抑素类似物对胆管癌 SK-ChA-1细胞株及其相关基因表达的影响
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　　提　要:目的　探讨生长抑素类似物SMS201-995 抑制人胆管癌增殖时对 SK-ChA-1 细胞细胞周期及 cyclinD1 和 p16 蛋

白的影响。方法　采用血清饥饿法将 SK-ChA-1 细胞同步化 , 同步化释放后 SMS201-995处理 48 h收取不同时相细胞 ,以流

式细胞仪(flow cytometer)分析细胞周期相分布;并同时用免疫组化和原位杂交检测 cyclinD1 和 p16 基因表达水平。结果　

SMS 处理SK-ChA-1 细胞后 6、12 h 可抑制 SK-ChA-1 细胞经血刺激由 G0 G1 进入 S 期。 CyclinD1 蛋白表达在 SMS 处理 SK-

ChA-1 细胞后 6 h 明显减弱。 p16蛋白在细胞周期各时相呈稳定性低表达。SK-ChA-1细胞 cyclinD1 和 p16 mRNA 各时相表

达无明显变化。结论　SMS 诱导的 cyclinD1 蛋白量降低可能与 SMS干扰细胞G1-S期转换 , 阻遏 SK-ChA-1 细胞增殖有关。

　　关键词:生长抑素;人胆管癌 SK-ChA-1 细胞;细胞周期;基因表达

　　中图法分类号:R730.23;R735.8;R977.1　　　 文献标识码:A
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of somatostatin analogue(SMS201-995 , SMS)on the cell cycle

of human cholangiocarcinoma SK-ChA-1 cells and cell cycle-regulated gene cyclinD1 and p16.Methods　SK-ChA-

1 cells were synchronized by serum starvation.Cells at different phases were harvested at 48 h after SMS treatment of

the synchronized SK-ChA-1 cells.The distribution of cell cycles was analyzed by flow cytometry.The expression lev-

els of cyclinD1 and p16 gene were detected by SABC immunohistochemistry and in situ hybidization.Results　SMS

could significantly inhibit the poorly serum-synchronized SK-ChA-1 cells to reenter the cell cycle from G 0 G1-phase at

6 h and 12 h(P<0.05)by serum stimulation.SMS inhibited CyclinD1 protein expression significantly in the liber-

ation of synchronized SK-ChA-1 cells at 6 h , but p16 protein expression remained unchanged.No changes of Cy-

clinD1 and p16 mRNA were found at different time points.Conclusion　These findings suggest that the amounts of

G0 G1 and S-phase are dependent on the level of cyclinD1 , and the down-regulation of cyclinD1 in SK-ChA-1 cells

may be due to the anti-proliferation of SMS.

　　Key words:somatostatin;human cholangiocarcinoma;SK-ChA-1 cells;cell cycle;gene expression

　　近年来的研究使人们认识到在恶性肿瘤多阶段发

生逐渐积累突变的过程中 ,肿瘤细胞的发生和发展与

细胞周期的紊乱及调控因子的丧失有关 。研究表明生

长抑素(somatostatin , SS)对胆管肿瘤细胞的增殖有抑

制作用
[ 1]
,但其对细胞周期作用尚不清楚。本研究采

用流式细胞 、免疫组化和原位杂交等方法 ,观察生长抑

素类似物(SMS201-995)对 1 株生长抑素受体阳性
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的胆管癌细胞株(SK-ChA-1)增殖的细胞周期及 cy-

clinD1 和 p16的影响 。

1　材料与方法

1.1　实验材料及细胞培养
　　人胆管癌 SK-ChA-1 细胞株由 Knuth 教授(德国)惠赠。 SMS

由Suter教授(瑞士)惠赠。CyclinD1 和 p16 鼠抗人单抗及异硫氰

酸荧光素标记的羊抗鼠 IgG抗体(FITC-IgG), cyclinD1 和 p16 寡核

苷酸探针 、SABC 免疫组化试剂盒 、DAB 试剂盒 、BCIP NBT 试剂盒

和敏感加强型原位杂交试剂盒 ,均购自武汉博士德生物技术公

司。蛋白酶K 和 RNase A 均购自成都华美公司。细胞接种于 25
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ml培养瓶中 ,用含 10%小牛血清 DMEM F12(V∶V , 1∶1)培养基,

于37 ℃, 5% CO2 ,湿度为 95%的CO2 培养箱培养。

1.2　观测项目及方法
1.2.1　SK-ChA-1 细胞的同步化及同步化释放后 SMS 作用的流

式细胞仪(FCM)检测　　取对数生长期细胞 , 有血清培养液于

12 孔板(1×106 孔)培养 24 h 后 , 弃培养液。 分别无血清培养

和有血清培养 24 h 后做FCM检测。药物处理:细胞同步化后 ,

换有血清培养液 ,加入 SMS201-995(100 ng ml), 以 PBS 代替 SMS

作为对照组 ,继续培养 0、6、12、24 h 后 , 终止培养 , 消化收集细

胞 ,制成单细胞悬液 , 加 70%冷乙醇固定 24 h , PI 染色 , FCM 测

定细胞周期分布。

1.2.2　CyclinD1 和 p16蛋白表达的免疫组化检测　　取对数生

长期细胞 , 调整细胞浓度 2×104 ml ,接种于放有多聚赖氨酸预

处理无菌盖玻片的 24孔培养板 , 每孔 1 ml。药物处理同上 , 于

不同时相取出细胞爬片用 4%多聚甲醛固定 , -20 ℃保存 , 按

说明进行免疫组化(SABC 法)染色。每张片选 5 个视野 , 采用

重庆大学设计生产的 Tiger图像分析系统进行图像定量测定细

胞光密度值。

1.2.3　CyclinD1 和 p16mRNA 检测　　细胞处理同上。原位杂

交主要步骤:盖玻片经高温 , RNA 酶灭活和多聚赖氨酸预处理 ,

细胞爬片经 4%多聚甲醛室温固定 30 min。蛋白酶 K消化。 切

片加原位杂交液 ,湿盒中 37 ℃杂交过夜。加小鼠抗地高辛 20

～ 37 ℃30 min。滴加生物素化羊抗小鼠 IgG:20～ 37 ℃20 min。

加 BCIP NBT20 ～ 37 ℃显色 20～ 30 min。封片 , 镜检。每张片选

5 个视野 ,采用 Tiger图像分析系统分析。

1.3　统计学处理
　　计量资料以 x±s表示 , 做 t检验。

2　结果

2.1　SMS对胆管癌细胞周期动力学的影响
　　细胞周期分析表明 , SK-ChA-1 细胞经有血清培养 24 h 后细

胞周期分布为:G1 期细胞占 41%, S 期细胞占 42%, G2 M 期细

胞占17%。无血清培养 24 h 后细胞周期分布为:G0 G1 期细胞

占66%, S 期细胞占 20%, G2 M 期细胞占 14%, 提示无血清培

养24 h 后可使 66%细胞被同步化于 G0 G1 期。 SMS201-995 作

用后细胞周期变化结果见表 1。 与对照组相比 , SMS201-995 作

用 6 h及 12 h 后 , 可明显阻止G0 G1 细胞的下降 , 同时减少 S 期

细胞的增加 , 而对 G2 M 期细胞无明显影响。 SMS201-995 作用

24 h后的细胞周期分析结果与对照组间差异无显著意义。

表 1　SMS对 SK-ChA-1细胞周期分布影响( x±s)

Tab 1　Effects of SMS on the cell cycle of SK-ChA-1 cells( x±s)

SMS group Control group
Time(h)

G0 G1 S G2 M G0 G1 S G2 M

0 66.90±2.16 19.22±0.23 13.76±3.39 67.81±2.10 19.56±0.96 13.63±2.58

6 58.22±1.03＊ 26.15±1.15＊ 15.63±1.40 52.56±1.00 34.51±1.81 12.93±0.81

12 36.25±2.85＊ 45.80±0.50＊ 18.29±2.49 30.88±1.99 52.47±0.91 16.66±1.25

24 39.07±1.97 39.05±2.22 21.88±1.10 43.96±2.12 36.36±1.12 19.68±2.18

48 41.78±1.30 37.56±1.29 20.66±1.43 42.28±1.53 38.25±1.29 19.55±1.34

＊:P<0.05 , vs control

2.2　Cyclin D1和 p16在 SK-ChA-1细胞同步化释放后

的表达

　　CyclinD1 蛋白表达呈明显时相改变 , 细胞同步释放 6 h 后 ,

cyclinD1 明显增高达峰值。细胞周期分析显示此时 SK-ChA-1 细

胞处于的G1 期向 S 期转换过程中 ,而至 12 h 时 S 期细胞明显

上升 , cyclinD1 则开始下降。 p16 蛋白表达量低且在不同时相点

无明显改变。

2.3　SMS201-995作用 SK-ChA-1 细胞同步化释放后

cyclinD1 和 p16蛋白表达的变化

　　CyclinD1 阳性反应物呈棕褐色 , 主要定位于胞核;p16阳性

反应物呈棕黄色 , 主要定位于胞核 , p16 蛋白在 SK-ChA-1 细胞

呈弱表达。图像分析如表 2所示:SK-ChA-1细胞同步化释放 6h

后 ,与对照组(图 1A)比较 SMS201-995 明显抑制 cyclinD1 表达

(图 1B);而 p16蛋白表达与对照组无差异。

2.4　SMS 作用 SK-ChA-1细胞同步化释放后 cyclinD1

和 p16 mRNA表达的变化
　　CyclinD1 mRNA 和 p16 mRNA 均呈紫蓝色主要存在于细胞

浆内(图 2A、2B)。 图像分析显示:SMS 作用后 , 各时相点

cyclinD1 和 p16 mRNA反应信号与对照组无差异。

A:Normol control;B:SMS treated

图 1　免疫组化分析 SMS201-995作用 SK-ChA-1细胞 6 h CyclinD1 蛋白

表达结果　(SABC×400)

Fig 1　Immunohistochemical staining analysis of expression of CyclinD1 protein

in SK-ChA-1 cells stimulated by SMS201-995 for 6 h　(SABC×400)
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A:CyclinD1 mRNA;B:p16mRNA

图 2　CyclinD1 和 p16 mRNA在人胆管癌 SK-ChA-1细胞中的表达原位

杂交结果

Fig 2　Expressions of CyclinD1 and p16 mRNA in stiu hybridization

in human cholangiocar cinoma SK-ChA-1 cells

表 2　SMS对 SK-ChA-1细胞表达 cyclinD1 和 p16蛋白

的影响( x±s)

Tab 2　Effects of SMS on the expressions of cyclinD1 and p16 protein

in SK-ChA-1 cells( x±s)

SMS group Contro l group
Time(h)

CyclinD1 p16 CyclinD1 p16

0 0.13±0.03 0.080±0.050 0.16±0.02 0.070±0.010

6 0.36±0.03＊ 0.760±0.050 0.52±0.05 0.075±0.010

12 0.42±0.02 0.085±0.060 0.42±0.03 0.080±0.010

24 0.37±0.02 0.080±0.010 0.38±0.02 0.075±0.050

48 0.39±0.03 0.078±0.009 0.40±0.04 0.090±0.010

＊:P<0.05 , vs control

3　讨论

　　越来越多的证据表明 ,细胞分裂的精确性及定时

性是正常细胞生长和分化所必须。肿瘤的发生和发展

是由于细胞周期 start位点的失控 ,导致大量G0 期细胞

无限制通过 G1 S 和 G2 M 转换 , 导致细胞的异常增

殖
[ 2]
。实验研究证实 ,生长抑素对许多恶性肿瘤的生

长有明显的抑制作用
[ 3]
。进一步研究还表明 ,通过转

生长抑素受体基因可使肿瘤细胞生长受到生长抑素的

抑制
[ 4]
。然而 ,对生长抑素作用于肿瘤细胞增殖的细

胞周期分析的研究报道甚少 ,而 SMS 对胆管癌增殖的

细胞周期分析少见报道
[ 5]
。本研究显示 , SK-ChA-1细

胞处于血清饥饿状态 24 h 后 ,大多数细胞同步化于

G0 G1期 。在 SK-ChA-1细胞同步化释放后 6 h 和 12 h

两个时相点 ,SMS处理与对照组相比 ,可明显使细胞减

缓G0 G1 期下降 ,抑制 S期的增加 ,对G 2 M 期无明显

阻滞作用 。在其后 24 h和 48 h两个时相点 ,SMS处理

组细胞周期各时相期分布与对照组无差异 ,表明 SMS

使SK-ChA-1细胞短时阻滞于G 0 G 1期 。

　　CyclinD1 是重要的 G1 期应答基因 。 p16 与

cyclinD1 竞争结合 CDK4和 CDK6 ,抑制 CDK4和 CDK5

的活化 ,使细胞停滞于 G1 期从而阻止细胞从 G1 转化

为S期 ,抑制细胞增长而达到抗癌目的
[ 6]
。我们的研

究发现 ,无血清培养 24 h 后 ,细胞同步化于 G0 G1 期 ,

此时 cyclinD1蛋白表达明显低于对照组。同步化释放

6 h后 , cyclinD1 明显升高 ,此时处于 G1 向 S 期转化前

期 ,随着 S 期上升 ,其表达迅速下降 ,显示 cyclinD1 表

达呈周期依赖性 。而 p16表达在细胞周期各时相无明

显差别。SMS作用后 6 h cyclinD1 表达受到抑制 , 12 h

后 cyclinD1 表达才增强并与对照组无差别。这种变化

在时间上与 FCM 检测的 G0 G1 期细胞指数下降减缓

相对应 ,提示 SMS 对 cyclinD1 蛋白表达的抑制作用可

能参与 SMS 阻滞细胞由G 1 向 S期的转化。在我们的

实验中未发现SMS对p16的表达有明显作用 。原位杂

交分析提示 , SMS 作用后 SK-ChA-1 细胞 cyclinD1 和

p16mRNA表达水平在各时相点与对照组相比无明显

差异 。

　　综上所述本研究证明:SMS对 SK-ChA-1细胞同步

化释放后 G 0 G 1 期有短暂的阻滞作用。SMS 对 cy-

clinD1 蛋白表达的抑制作用 ,可能是 SMS 阻滞细胞于

G0 G1 期的原因之一 。
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