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生长抑素类似物通过细胞生长抑制和细胞溶解途径以

SSTR2依赖的方式抑制癌细胞增殖

邹 奕， 肖小平， 李月琴， 张 欣， 周天鸿
(暨南大学生物工程学系，广东广州510632)

[摘要】通过在两个具有不同内源性生长抑素受体(SSTR)表达谱的癌细胞系capan-2和A549中过表达

SSTR2，用生长抑素类似物(SSA)奥曲肽或者伐普肽(RC一160)处理实验组的癌细胞，对过表达SSTR2和生长抑素

类似物的抗肿瘤增殖效果通过细胞增殖实验进行了研究，而且进一步通过免疫印记的方法研究了SSA／SSTR2涉及

的信号通路．结果表明，过表达SSTR2明显抑制了内源性SSTR2表达阳性和阴性癌细胞增殖，而单独使用奥曲肽

或者伐普肽对癌细胞增殖影响甚微．然而，在过表达SSTR2的癌细胞中奥曲肽或者伐普肽则可明显抑制癌细胞的

增殖，而且具有剂量依赖性．深入研究发现SSA／SSTI也是通过细胞周期阻滞和促凋亡来抑制细胞增殖．结果提示

SSTR2可作为候选基因用于本身SSTR2表达阳性或阴性肿瘤的基因治疗，细胞内SSTR2的水平可能是影响肿瘤进

程和SSA治疗效果的一个关键因素．
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Somatostatin analogs inhibited cancer cell proliferation in a SSTR2-dependent

manner via both cytostatic and cytotoxic pathways

ZOU Yi，XIAO Xiao—ping，LI Yue-qin，ZHANG Xin， ZHOU Tian·hong

(Department of Biotechnolgy，Jinan University，G啪gzllou 510632，China)

[Abstract] Exogenous human sS’IR2 was overexpressed in two cancer cell lines。eapan-2 cells and

A549 eeHs．which have different expression profiles of endogenous SSTRs．The experimental c锄cer cells

were treated with octreotide or RC．160 at different concentrations．The anti．tumor effects of s5肫over-
expression and t}Ie treatment of oetreotide／RC．160 were studied by cell proliferation assessment．The po-

tential pathways involved in SST／SSTR2 signaling were investigated using immunoassays．7rhe results

presented in this study showed that overexpression of SSTR2 dramatically inhibited the proliferation of

both SSTR2．positive and SSTR2．negative c帆cer cells．Application of octreotide／RC．160 alone resulted

in minimal impact on cancer cell proliferation．However．Octreotide／RC．160 significandy inhibited the

proliferation of cancer cells overexpressing SSTR2 in a dose·dependent fashion．Further investigations

demonstrated that SSA／SSTR2 inhibited proliferation via botIl cell cycle arresting and promoting apopto-

sis．It suggested that S酆旺也could be a promising candidate for gene therapy for both SsTR2·positive and

SSTR2．negative tumors．The cellular level of鼷灌R2 might be a critical factor that affects both tumor pro-

gression and the outcomes of somatostatin anMogue treatment．
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生长抑素受体(∞matos纽tin receptor，SSTR)是

细胞膜的一种糖蛋白，含有7个仪跨膜螺旋域，属

于G蛋白偶联型受体．其天然配体SST主要以14

肽(SSTl4)和28肽(SST28)两种形式存在⋯．SST

通过5个不同亚型的受体(SSTRl-5)充当神经递质

或者对自分泌起调节作用，编码这5个受体亚型的

基因分别定位于染色体14、16、17、20、22[¨．

SSTRs的表达不仅具有时间和组织特异性，而且具

有种间差异和亚型选择性．SSTRs在人体很多组织

中表达，如脑，肠，脑下垂体，胰腺，肾上腺，甲状腺，

免疫细胞旧qJ，其中，SSTR2表达最丰富．有报道认

为在大多数肿瘤(如胰腺癌)中SSTR2的表达缺失

与肿瘤转移进程相关，因此，SSTR2转基因治疗则成

为了潜在的治疗SSTR2表达阴性癌症的手段[4。5】．

在表达SSTR的肿瘤细胞中活化SSTRs一般会导致

明显抑制肿瘤细胞增殖，这可能是通过间接活化抑

制生长激素分泌活性直接激活SSTR信号途径[6】．

因此，SST被用于某些临床癌症的治疗并且提高了

生存质量和存活率．由于天然SST半衰期短，开发

了一些具有代谢稳定性和亚型选择性的SST类似

物，已经广泛用于SSTR表达阳性肿瘤的治疗07。81．

然而，SSTRs抑制增殖的机制仍然不是很清楚，而且

其涉及的信号途径也具有受体亚型和细胞型选择

性．研究表明SSTR介导的抗增殖效应涉及细胞生

长抑制和细胞溶解(凋亡)两个反应．例如，5个

SSTRs都能调节IyI'P(protein哆rosine phosphatase)活

性，从而下调Ras-MAPK表达，诱导细胞周期进程阻

滞一1．而有些效应则具有相对受体亚型选择性，例

如，细胞凋亡被认为是通过SSTK3激发的。然而细

胞周期阻滞被认为是由SSTRl，2、4和5调节

MAPK通路所致¨引．然而，由于多种不同亚型的

SSTR常常在细胞中重叠表达，提示各种亚型的

SSTR可能协同作用．有实验数据显示，不同亚型受

体可形成异二聚体调节下游信号通路强度．例如，

促效剂诱导SSTRl／SSTR5形成异二聚体增强了他

们抑制腺苷酸环化酶的能力¨¨．

奥曲肽和伐普肽是SST·14的两个类似物，都和

SSTR2和SSTR5有高亲和力H引．这两种SSA在一

些f|缶床应用中治疗效果不佳，被认为和这些病人肿

瘤组织中内源性SSTR2的表达缺失有关．本课题组

研究了奥曲肽和伐普肽分别在两种不同癌细胞系

capan-2和．4549中的抗增殖效应．这两种细胞具有

不用的内源性SSTR表达，capan-2细胞表达SSTRl，

2、3、5而A549细胞表达SSTRl，4【l引．另外，为了研

究SSA诱导的细胞抑制和细胞溶解反应，我们进一

步研究了用SSA处理后细胞内周期素依赖性蛋白

激酶抑制因子P16，caspase和Ras—ERK2(胞外调节

激酶)信号分子的表达水平，揭示了SSTR抑制癌

细胞增殖的可能机制，并为将来临床应用SSA治疗

肿瘤提供参考．

1材料与方法

1．1材料

capan-2(人胰腺癌细胞株)由中山大学馈赠．

A549(人肺癌细胞株)由广州生物医药基地馈赠．

HEK-293T细胞购自Microbix公司．表达hSSTR2

and LacZ重组病毒由本实验室保存．RPMll640、

MEM、胎牛血清(FCS)购自Invitrogen．DAB(3，3·

diaminobenzidine tetrachloride)、DTr(1，4一dithiothrei-

too、MTr(3一[4，5-dimehyl-2-thiazolyl]-2，5-diphen—

yl-2H-tetrazolium bromide)、Dimethyl Sulfoxide DMSO

(Dimcthyl Sulfoxide)、青霉素、链霉素、x—gal(5-Bro—

mo-4一chloro-3·indoxyl—beta-D—galactopyranoside)、苏

木精、福尔马林及戊二醛购自Sigma．预览蛋白

Marker(Blue RangeTM Prestained protein Molecular

Marker)购自Pierce．羊抗hSSTR2多克隆抗体、鼠

抗p16单克隆抗体、鼠抗p2l单克隆抗体、鼠抗

caspase-3单克隆抗体、兔抗ERK-2多克隆抗体及羊

抗B-actin多克隆抗体购自Santa Cruz．鼠抗ras单

克隆抗体购自abcam．HRP交联的羊抗兔IgG，兔

抗羊IgG及羊抗鼠IgG were购自QED Bioscience．

1．2方法

(1)腺病毒载体的扩增携带有人SSTR2或者

大肠杆菌口一半乳糖苷酶的重组腺病毒载体(Adv-

SSTR2)或(Adv-LacZ)在293T细胞中增殖，使用

Adeno．x1M Virus Purification Kit(Clontech)病毒纯化

试剂盒纯化病毒，保存在一70℃冰箱．病毒滴度

[PFU]的判定采用改良的标准噬菌斑测定方法计算

出病毒滴度分别为6．3×109／mL和3．2×109pfu／

mL，两种重组腺病毒各获得3 mL纯化病毒液．

(2)细胞培养以及确定转导效率为了确定腺

病毒的转染效率，细胞数3×104／mL按1．0 mL／孔

接种于24孔培养板，于含体积分数10％新生牛血

清，100 U／mL青霉素和100彬mL链霉素的MEM
完全培养基中，37℃、体积分数5％CO：饱和湿度

培养箱培养．24 h后，细胞生长汇合率约为80％一

90％，此时进行感染．我们在本实验中使用MOI为

loo(multiplicity of infection)的重组腺病毒感染培养

细胞，我们此前的研究已证实在此感染复数下，可达

到近100％的感染率．
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(3)细胞增殖检测lVlVI"法测定细胞抑制率．

收集对数生长期capan-2细胞和A549细胞，调整为

5×103／mL，接种于96孑L培养板内，每孔100 p,L，用

MEM完全培养基在37℃、体积分数5％C02饱和

湿度条件下过夜培养．Ad—LaeZ对照组和Ad．SSTR2

实验组分别加入l灿的重组腺病毒，使MOI值
100，阴性对照孔加入l止PBS，每组设3个平行
孔，置培养板于孵箱中24 h，然后加入不同质量浓度

的奥曲肽或伐普肽H“圩】，置培养板于孵箱中作用

4 h．每孔加入lo p,L wrr(5 mg／mL用PBS)，继续

培养4 h．加入100灿DMSO(Sigma)溶解，用微量
振荡器摇振15 min，于酶标仪(Bio—RAD 550)上以

测定波长为490 nnl，参考波长为450 nnl，测定其吸

光度．绘制细胞生长曲线，据下面的公式计算出抑

制率．细胞生长增殖抑制率(％)=(1一病毒感染

组细胞A值／对照组细胞A值)×100％．

(4)Western印迹分析 收集细胞，加入裂解

buffer(50 mmol／L Tris-HCI(pH 7．4)，100 mmol／L

KCI，体积分数lO％glycerol，l mmol／L EDTA，体

积分数1％TritonX．100 and 1 mmol／L DTr proteasc

inhibitors(Roche))．肿瘤组织剪碎后用PBS清洗，

加入裂解buffer(50 mmol／L Tris．HCL(pH 8．5)，

150 mmol／L NaCI，0．2 g／L NaN3，0．1 g／L SDS，100

ttg／mL PMSF，1彬mL aprotinin和lO g／L NP-40，
和5 g／L sodium deoxyeholate)，l mI／100 mg，用匀浆

器加速裂解．细胞或肿瘤组织裂解液冰上孵育20

min．然后12 000 g离心，4℃15 min．BCA法测定

蛋白浓度．按每个泳道孔加入70灿g蛋白混合样品

进行聚丙稀酰胺凝胶电泳(质量分数12％)，转移到

PVDF膜(Whatman)．先后加入一抗和二抗进行杂

交反应．用ECL kit(amersham pharmaeia)进行显色

反应．结果用alpha part II Ease(alpha innotech)软

件分析．

(5)统计分析用SPSS 12．0软件包对所得结

果进行单因素方差分析，P<0．05为差异有统计学

意义．

2 结果

2．1 腺病毒载体介导的外源性SSTR2的表达

我们使用针对SSTR2的特异单克隆抗体，免疫

印迹结果显示，eapan-2细胞和3．549细胞未能检测

到内源性SSTR2表达与Adv．LacZ转染的对照相比，

转染了Adv-SSTR2的capan-2和A549细胞均成功

表达了外源性SSTR2(图1)．结果表明我们所构建

的重组腺病毒成功感染体外培养的细胞并表达外源

性SSTR2．

1：感染Adv-工4cZ的capan-2细胞；2：感染Adv-／a．c．,Z的A54．9

细胞；3：感染Adv-ssTR2的∞p矗rI．2细胞；4：感染Adv-XSTR2的

A549细胞；Actin作为内源性对照

图I Western blot分析Ad-SSTR2在capan-2和

A549细胞中的表达

2．2奥曲肽抑制癌细胞生长依赖SSTl匕

培养的eapan-2和A549细胞用不同质量浓度

的奥曲肽处理．当单独使用奥曲肽处理时，没有观

察到明显对细胞增殖的影响(P>0．05)．当奥曲肽

质量浓度为O．8阻g／mL时，仅观察到生长程度微弱

降低(图2A)．与转染了Adv-LacZ的对照组相比，

过表达SSTR2之后明显抑制了转染了Adv—SSTR2

的eapan-2和A549细胞，抑制率分别达到42％和

40％(P<0．05)(图2A和2B)．转染了Adv-SSTR2

的eapan-2和A549细胞用O．8 p,g／mL奥曲肽处理

后，增殖程度进一步降低，抑制率分别达到79％和

77％(P<0．05)．另外，转染Adv—SSTR2的癌细胞

用奥曲肽处理，其抗增值效应呈现剂量依赖性(图

2C)．

2．3伐普肽抑制癌细胞生长效果和奥曲肽相似

培养的eapan-2和A549细胞用不同质量浓度

的伐普肽处理．当单独使用伐普肽处理时，在最大

质量浓度(8 mr／mL)没有观察到明显对细胞增殖的

抑制(P>0．05)(图3A和3B)．然而，capan-2和

A549细胞过表达SSTR2后，明显提高了伐普肽的

抗增殖效应．与未转染Adv-SS7R2的对照组相比，

用8 mg／mL伐普肽处理，转染了Adv-SSTR2的ca-

pan-2和A549细胞的生长抑制率分别达80％和

75％(P<0．05)．与用奥曲肽处理的结果类似，伐

普肽的抑增增殖效应也呈现剂量依赖性(图3C)．

但是，在eapan-2或A549细胞，并没有观察到使用

两种SST类似物处理有区别．

2．4 SSA通过细胞生长抑制和细胞溶解途径抑制

细胞增殖

SSTR介导的细胞生长抑制涉及细胞溶解途径，

而其余4个受体介导的细胞生长抑制涉及细胞生长

抑制途径(图4)．SSA／SSTR对细胞周期和凋亡途径
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信号分子的调节，同时通过免疫印迹的方法进一步

研究了Ras—ERK2信号(图4A)．在capan-2细胞，

通过转染Adv-SSTR2过表达SSTR2，用奥曲彬伐普
肽处理后，细胞周期依赖激酶抑制因子和凋亡途径

的caspase-3表达上调(图4B)．意味着活化SSTR2

抑制细胞增殖是通过细胞周期阻滞和促凋亡来实现

的．相反，与对照转染Adv-LacZ相比，用奥曲Ⅳ
RCl60处理Adv-SSTR2转染后的capan-2细胞，发

现原癌基因Ras和ERK2表达下降，这与细胞增殖

实验数据一致，单独使用奥曲肽／伐普肽处理不能明

显改变这些基因的表达．在A549细胞中也观察到

类似的结果(数据未显示)．

3讨论

SSTRs在胚胎和成年组织中以受体亚型选择性

的方式广泛表达．在正常大脑，胰腺，胸腺，精母细

胞以及大多数人肿瘤包括垂体瘤，胰岛素瘤，乳腺

癌，胰腺癌均有高表达．在这些组织中，SSTR2表达

量通常相对较低【6】．鉴于SSTR的抗肿瘤效应，

SST／SSA在临床上已经广泛应用于术后癌症治疗．

与人们期望相反的是，很多病人对SST及其类似物

治疗不敏感，其治疗效果不佳被认为是由于内源性

SSTR2表达缺失所致¨6。．在本研究中，我们使用了

具有不同内源性SSTR表达谱的细胞系(有内源性

SSTR2表达的capan-2细胞和SSTR2表达阴性的

A549细胞)．我们观察到尽管有内源性SSTR2表

达，但是仅用SSA处理对capan-2癌细胞的增殖影

响相当有限．这和一些病人单独使用SSA治疗效果

不佳的报道一致．但在capan-2细胞和A549细胞中

过表达SSTR2则明显抑制了细胞增殖并且提高了

对SSA的敏感性．此实验结果提示通过转移SSTR

基因，特别是SSTR2基因，可能能作为治疗SSTR2

表达阳性和阴性肿瘤的一种有效手段．

我们进一步探索了SSA／SSTR2抗肿瘤的可能

机制．有报道表明SSTR2通过MAPK依赖的方式上

调细胞周期依赖蛋白激酶抑制因子的表达通过细胞

抑制的方式抑制细胞增殖L17 J．免疫印记结果表明

过表达SSTR2导致细胞周期蛋白激酶(CDK2，

CDK4和CDK6)抑制因子p21和p16表达上调，因

此，停止G1／S相转变，阻止细胞周期进程．同时，我

们认为SSTR2介导的抑制细胞增殖的凋亡途径可

能起了一个中枢的作用．caspase-3表达量明显增

加，但是其下游靶蛋白PAfuP(poly ADP-ribose poly—

mera$e)表达明显下调．在其他不同细胞系也得到

相类似的结果．意味着SSTR2能够通过抑制细胞生

长和促进细胞溶解两方面来抑制细胞增殖．此前有

研究猜测细胞生长抑制和细胞溶解可能是通过

SSTR亚型之间形成异源二聚体直接引发的效应，如

SSTR2／SSTR5[181．但是，鉴于在本实验中在capan-2

细胞(表达SSTRl，SSTR2，SSTIL3，SSTR5)和

A549(表达SSTRl和SSTR4)细胞中过表达SSTR2

之后的细胞增殖抑制程度相似，我们推测在SSTR2

介导的抗增殖作用中SSTR2／SSTR5异源二聚体的

形成可能不是必须的，因为A549细胞没有内源性

SSTR5表达．

Ras是被发现经常在人肿瘤细胞中过表达的一

个信号分子．激活的Ras能够活化Raf，激活MEK

最终促进肿瘤细胞的生长．ERK则通过增强RAS-

MEK途径和加速B一连环蛋白在Wnt通路富集来

促进细胞增长．细胞质的B一连环蛋白重新定位到细

胞核作为一个辅助因子和T细胞因子、淋巴因子增

强因子调节靶基因表达．在我们的实验中，过表达

SSTR2下调了细胞中RAS和ERK的表达，提示

SSTR2可能通过干扰了RAS-ERK信号通路来抑制

致癌信号的级联放大抑制细胞增殖．

本研究发现SSTR2可能是一个非常有希望的

治疗癌症的候选基因，可能可以广泛用于表达不同

内源性SSTR的癌症的治疗．SSTR2基因转移可以

用于治疗SSTR2表达阳性癌症，同时，那些使用SSA

治疗效果不佳的癌症通过外源表达SSTR2可以明

显提高治疗效果．SSA／SSTR2抗肿瘤效应涉及多个

信号通路，包括细胞生长抑制和细胞溶解反应．进

一步用亚型特异性SST类似物结合内源性的SSTR

做进一步的研究可能可以更好阐明SSTRs的抗肿

瘤机制．
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