
三磷酸肌醇、钙离子在胃泌素促人结肠癌 SW480细胞株增殖中的作用
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　　提　要　目的: 探讨胃泌素对人结肠癌细胞株 SW 480内三磷酸肌醇 ( I P3 )、钙离子 ( Ca2+ )的影响及其在

细胞增殖中的作用 ,为结肠癌抗信息传导治疗提供实验依据。方法: ① 3 H-肌醇标记细胞进行 IP3分析。②应

用 Ca2+ 荧光指示剂 Fur a-2检测细胞内 Ca2+ 的浓度。③ M T T比色分析法检测活细胞数 (吸光度 A值 )。结果:

5肽胃泌素 ( Pentag astrin, PG )可使 SW 480细胞内 I P3、 Ca2+ 水平升高 ,同时活细胞数 A值增加 ; 5肽胃泌素

与其受体拮抗剂丙谷胺 ( Pr og lumide, P GL )合用时 ,癌细胞内 I P3、 Ca2+ 水平和活细胞数 A值均无明显变化。

结论: 提示胃泌素可能通过肌醇脂质信号传导途径促进人结肠癌细胞株 SW 480的增殖。
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　　胃泌素依赖肌醇磷脂跨膜转导其生物信号 ,肌醇

脂质信号系统在生物信号的跨膜传递方面起着重要作

用 ,并与细胞增殖及肿瘤形成密切相关
[1 ]
。关于胃泌素

促进结肠癌细胞生长的细胞内肌醇脂质信号转导机制

尚不清楚 ,本研究从细胞信号转导方面探讨胃泌素对

结肠癌细胞的促生长作用 ,为结肠癌抗信息传导治疗

提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　 5肽胃泌素 ( PG,上海丽珠生化试剂公司 ) ; [3 H]-myo-肌醇

(中国科学院上海原子能研究所 ) Fura-2 / AM ( SIG M A ) ; M T T

( FL U K A,瑞士 ) ;丙谷胺 ( PGL ,上海制药十一厂 ) ; RPM I 1640

培养基 ( G IBCO) ;液体闪烁液 (第三军医大学附属大坪医院药

剂科 );人结肠癌细胞株 SW 480(美国幻念斯隆 -凯特林癌症中

心 )。

1. 2　方法
1. 2. 1　细胞培养　　人结肠癌细胞株 SW 480培养于含 10%

小牛血清的 RPM I 1640培养液中 , 37℃、 5% CO2条件下生长 ,

细胞培养至对数生长期时接种在培养瓶中继续培养 ,于倒置显

微镜下观察 ,选择合适时相实验。

1. 2. 2　实验分组　实验分为对照组、 PG组、 P G+ P GL组。

1. 2. 3　细胞内 IP3测定　　按文献 [2] ,略加改进。在细胞悬液

( 1× 106 cell /ml)中加入 [3 H ]-肌醇 ( 5μCi /ml)箱孵育 18 h, 20

mmo l /L LiCl作用 2 h,然后加入不同处理因素作用 1 min,氯

仿 /甲醇 ( v /v , 1∶ 2)终止反应抽提肌醇磷酸。 Do w exl× 8A G型

微型阴离子交换层析柱分离 IP3 ,采用液闪计数仪测其Bq计数。

1. 2. 4　细胞内 Ca2+测定　　按文献 [ 3],略加改进。在细胞悬

液 ( 1× 106 cell /ml)中加入 5μmo l /L fura-2 /A M ,混匀。孵育 60

min, 150 g离心 5 min,弃培养液 ,平衡盐溶液重悬。置石英杯 ,

37℃测其 340 /380 nm的荧光强度值 ;加入不同处理因素后测

其荧光强度值 F,再依次加入 0. 1% T rito nX -100, 3 mmol /L

EG T A,分别测得最大荧光强度值 Fmax、最小荧光强度值 Fmin ,

依据公式计算 [ Ca2+ ]i = Kd× F- Fmin / Fmax - F ( nmol /L )× Kd

= 220 nmo l /L。

1. 2. 5　 M T T比色分析法 [4]　　测定活细胞数 ( V iable cell

count, V CC)。细胞培养第 24小时 ,吸去上清液 ,每孔加入无血

清培养液 100μl,继续培养 24 h。吸去上清液 ,每孔加入 0. 5%小

牛血清培养液 100μl。第 1孔为空白对照 ,第 2孔为细胞对照 ,分

别加入 0. 5%小牛血清培养液 100μl。第 3孔以后每孔加入不同

浓度处理因素 100μl,加样结束后 ,置 37℃、 5% CO2培养箱继续

培养 72 h,结束培养前 6 h,向各孔加入 M T T应用液 10μl, 37℃

孵育 6 h ,从每孔中吸去 100μl上清液 ,每孔加入 20% SD S 100

μl,于培养箱中过夜 ,用酶标仪测定 570 nm波长处吸光度

( A )。

1. 3　统计学处理
　　数据以 x-± s表示。以 Excel 6. 0版专用统计分析程序对各

组数据进行单因素方差分析。

2　结果

2. 1　 5肽胃泌素、丙谷胺对人结肠癌细胞株 SW480细

胞内 IP3的影响
　　当 5肽胃泌素浓度为 6. 25μg /ml时 , IP3即出现增高 ,当 5肽

胃泌素浓度为 25μg /ml时 , IP3增高明显 ,与对照组比差异非常

显著 ( P < 0. 01)。当 5肽胃泌素浓度为 50μg /m l时 , IP3不再增

高 ,见表 1。

2. 2　 5肽胃泌素、丙谷胺对人结肠癌细胞株 SW480细

胞内 [ Ca
2+ ]i的影响

　　当 5肽胃泌素浓度为 6. 25μg /ml时 ,细胞内 Ca2+浓度即出

现增高 ,当 5肽胃泌素浓度为 25μg /ml时 ,细胞内 Ca2+ 浓度增

高明显 ,与对照组比差异非常显著 ( P < 0. 01) ,当 5肽胃泌素浓

度为 50μg /ml以上时 ,细胞内 Ca2+ 浓度不再增高 ,但与对照组
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比差异仍非常显著 ( P < 0. 01) ;当 5肽胃泌素 ( 25μg /m l)与丙谷

胺 ( 32μg /ml)合用时 ,细胞内 Ca2+ 浓度为 31. 79 nmol / L,与对

照组比差异不显著 ( P> 0. 05) ,见表 1。

2. 3　 5肽胃泌素、丙谷胺对人结肠癌细胞株 SW480活

细胞数 ( A )的影响
　　当 5肽胃泌素浓度为 6. 25μg /ml时 , A值即出现增高 ,当 5

肽胃泌素浓度为 25μg /m l时 , A值增加显著 ,与对照组比差异

非常显著 ( P < 0. 01) ,当 5肽胃泌素浓度为 50μg /ml以上时 , A

值不再继续增加 ;当 5肽胃泌素 ( 25μg /ml)与丙谷胺 ( 32μg /ml)

合用时 , A值明显低于 5肽胃泌素 ( 25μg /ml)组 ( P < 0. 05) ,与

对照组比差异不显著 ( P> 0. 05) ,见表 1。

表 1　胃泌素对人结肠癌细胞株 SW480细胞内 IP3

( cpm△ /106 cells)、 [Ca2+ ]i( nmol /L)、活细胞数
( A )的影响 (x-± s )

Tab 1　 The eff ects of gastrin on IP3 ( cpm△ /106 cells) ,

[Ca2+ ]i( nmol /L) ,VCC( A ) in SW480 ( x-± s )

IP3 [Ca2+ ]i ( nmol /L) VCC( A )
Group

( n = 6) ( n = 4) ( n = 8)

Con trol 8. 83± 1. 33 26. 36± 2. 91 1. 554± 0. 009

PG+ PGL 9. 00± 1. 58 31. 79± 4. 41 1. 546± 0. 011

PG(μg /ml )

　　 6. 25 10. 17± 1. 33 30. 61± 2. 16 1. 555± 0. 005

　　 12. 5 11. 17± 0. 75** 50. 69± 2. 30** 1. 563± 0. 010

　　 25. 0 16. 17± 0. 75** 101. 44± 2. 49** 1. 580± 0. 011**

　　 50. 0 14. 17± 1. 60** 70. 63± 4. 17** 1. 579± 0. 008**

　　 100 13. 00± 2. 53** 62. 59± 2. 59** 1. 578± 0. 010**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s contr ol

△: 1 cpm= 30. 72 Bq

2. 4　胃泌素作用于人结肠癌细胞株 SW 480后 IP3 ,

[Ca
2+ ]i, V CC( A )的比较

　　随着 P G浓度的升高 , IP3、 Ca2+ 、 V CC( A )也分别升高 ,三

者在 PG浓度为 25μg /ml时均达到一个峰值。随着 P G浓度的

进一步升高 ,呈递减趋势。当 PG( 25μg /ml)与 PG L ( 32μg /ml)

合用时 , I P3、 Ca2+ 、 V CC( A )与对照组比差异均不显著 ( P >

0. 05) ,见图 1。

图 1　胃泌素作用于人结肠癌细胞株 SW480后 IP3 ,

[Ca2+ ]i,VCC( A )的比较

Fig 1　 Comparision of IP3, [Ca2+ ] i, VCC(A ) after

PG acting on SW-480

3　讨论

　目前 已公认磷脂 酰肌醇 -4, 5-二磷 酸 ( Phos-

pha tidy linosi to l-4, 5-bispho sphate, PIP2 )是生成第二

信使 IP3及 DG的直接前体。 IP3结合到内质网的专一

性受体上 ,从而打开离子通道 ,释放出 Ca
2+
进而通过

Ca
2+信号系统完成各种细胞效应。胞浆中游离 Ca

2+ 的

升高是重要的促有丝分裂信号 ,而许多肿瘤的发生、发

展与 Ca2+ 有关 ,应用 Ca2+ 拮抗剂后能够抑制肿瘤的发

生和转移 [5 ]。胃泌素是由胃幽门窦 G细胞分泌的一种

多肽类激素 ,目前已明确它对有些结肠癌细胞株也有

营养作用
[6 ]
。本实验采用 [

3
H]-my o-肌醇标记人结肠

癌细胞株 SW 480细胞悬液 ,观察不同浓度 5肽胃泌素

对癌细胞内 IP3 ( Bq /106
cells)的影响 ,同时还检测 5肽

胃泌素对癌细胞内 Ca
2+
的影响。将不同浓度 5肽胃泌

素作用于癌细胞 ,引起 IP3、 Ca
2+
浓度的变化 ,二者的改

变均与 5肽胃泌素的浓度呈一定的剂量依赖关系 ,而且

胞内 Ca
2+
浓度的升高基本上是与 IP3的升高成正相

关 ,与 Ishizuka等 [ 3]的结果一致。我们还应用了胃泌素

受体拮抗剂丙谷胺观察其对癌细胞中 IP3、 Ca2+ 浓度的

影响 ,结果 IP3、 Ca
2+
浓度的变化与对照组相比无显著

性差异 ,表明 5肽胃泌素通过受体介导途径来影响 IP3、

Ca2+浓度的变化。采用 M TT比色分析法研究了 5肽胃

泌素对人结肠癌细胞株 SW 480活细胞数的影响 ,结果

表明 5肽胃泌素能促进该细胞株的生长 ,这与 Kiss的

实验结果 [7 ]一致。而当 5肽胃泌素 ( 25μg /m l)+ 丙谷胺

( 32μg /ml )合用时 ,这种效应则受到抑制。

　　在肿瘤细胞中或者组织中肌醇磷脂代谢增强 [8 ]。

Yassin等
[9 ]报道 17肽胃泌素 ( 10 nm ol /L )可以引起鼠

结肠上皮细胞内 IP3浓度迅速而短暂的升高 , Ishizuka

等
[3 ]
研究发现 ,胃泌素促进人胃癌 AGS细胞生长是通

过胃泌素与其受体结合后使钙离子从细胞器 (内质网 )

中释放 ,引起胞浆内钙离子浓度升高而实现的。 Ishizu-

ka等 [10 ]研究又发现 ,在人结肠癌 HT-29细胞中 , 17肽

胃泌素 ( 10 nmol /L )能够引起胞内钙离子浓度升高并

与 IP3升高的幅度成正相关。由此可见 ,胃泌素对肌醇

脂质信号传递系统有明显的影响。

　　本实验发现胃泌素能够使人结肠癌细胞株

SW 480细胞内 IP3、 Ca2+ 的浓度升高 ,而且这种影响与

其促细胞增殖有关 ,应用丙谷胺后则可抑制这种效应 ,

提示胃泌素促进癌细胞增殖可能是通过受体介导的肌

醇脂质信号转导途径而实现的。因此 ,我们可以针对

IP3、 Ca
2+

,从信号通路着手 ,设计和筛选出抗信号转导

药物 ,为临床上结肠癌的抗信息传导治疗提供有益的

启迪。
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Role of inositol 1, 4, 5-trisphosphate calcium in gastrin-induced prol ifera-

tion of human colon cell line SW480
Xie Bin, He Shuang w u ( Depa r tment o f Gene ral Surg er y, Da ping Ho spital, T hir d M ilitary M edica l U niv ersity , Chongqing ,

400042)

　　 Abstract　Objective: T o inv estig ate the effects o f ga strin o n inosito l 1, 4, 5-trisphosphate ( I P3) , intr a-

cellular calcium ( Ca2+ ) in human colo n cancer cell line SW 480 and its ro le in the pr olifer atio n o f this cells line

to provide ex perimental basis for dev elo pment of a ntisig naling therapy fo r pa tients with co lo n ca ncer. Meth -

ods: 1) Lev el o f IP3 wa s analyzed by [3 H]-myo -ino sito l incor po ra tio n into ino sito l pho spho lipids in the cells.

2) L ev el of [Ca2+ ] wa s measured by fluor escence m ea sur ement w ith fura-2 / AM , a fluo rescent index o f calci-

um. 3) V iable cell co unt ( V CC) of SW 480 cells w as ca lcula ted by M T T assa y. Results: 1) Pentagast rin

( P G) promo ted the lev els of I P3 a nd [Ca2+ ] and increased V CC o f SW 480 cells. 2) Wh en prog lumide ( PG L) ,

a ga strin- recepto r a nta go nist, used in co mbina tio n with PG, no sig nificant cha ng es wer e found in the lev els

of I P3 and [Ca2+ ] a nd incr ement of V CC o f SW 480 cells. Conclusion: Ga strin might promo te the pr olifer a-

tio n o f SW 480 cells thro ug h a r ecepto r-media ted ino sito l phospholipids sig naling pathw ay.

　　 Key words　 g astrin; ino sitol 1, 4, 5-trispho sphate; ca lcium; co lo n neo plasms; cell line
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