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奥曲肽抑制转化生长因子 α诱导肝癌细胞增殖
的实验研究
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　　摘要：目的　探讨奥曲肽对转化生长因子 α（ＴＧＦα）诱导肝癌细胞增殖的抑制作用及其机制。
方法　用免疫组化法观察奥曲肽对 ＴＧＦα诱导肝癌细胞增殖的影响，用逆转录 －聚合酶链反应
（ＲＴＰＣＲ）检测奥曲肽对肝癌细胞 ＴＧＦα分泌和表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）表达的影响，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法、免疫组化法检测奥曲肽对细胞外信号调节蛋白激酶 （ＥＲＫ）的影响。结果　奥曲肽明显抑制细胞
核内 ＴＧＦα诱导的增殖细胞核抗原 （ＰＣＮＡ）表达，使肝癌细胞 ＴＧＦαｍＲＮＡ指数较对照组降低
（Ｐ＜０．０５），对 ＴＧＦα诱导的 ＥＧＦＲｍＲＮＡ指数的增加具有明显抑制作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，奥曲肽明显
抑制 ＴＧＦα诱导的 ＥＲＫ蛋白表达；免疫组化显示，ＴＧＦα作用后，胞核染色明显加深，奥曲肽与 ＴＧＦα
同时作用后胞核染色明显减弱。结论　奥曲肽可能通过抑制肝癌细胞分泌 ＴＧＦα，抑制 ＥＧＦＲ表达和
阻断 ＥＧＦＲ信号传导，从而抑制 ＴＧＦα诱导的肝癌细胞增殖。
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　　生长抑素抗肿瘤作用的研究一直受到重视，

但其确切机制至今仍未完全明了。转化生长因子

α（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＧＦα）主要由

肿瘤组织或细胞产生，与肿瘤的发生、进展和转移

有密切关系。外源性 ＴＧＦα能明显诱导人肝癌

细胞株 ＳＭＭＣ７７２１的增殖［１］。本实验以体外培

养的 ＳＭＭＣ７７２１为对象，研究生长抑素类似物奥

曲肽对 ＴＧＦα诱导的 ＳＭＭＣ７７２１增殖的抑制作

用，并从 ＴＧＦα分泌、ＴＧＦα受体表达和 ＴＧＦα

受体后信号传导通路等方面探讨奥曲肽发挥抗肿

瘤作用的可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料

ＳＭＭＣ７７２１购于中国科学院细胞库；奥曲肽

购自瑞士诺华公司；ＴＧＦα购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；

鼠抗人细胞增殖核抗原（ＰＣＮＡ）单克隆抗体购自

Ｄａｋｏ公 司；兔 抗 人 细 胞 外 信 号 调 节 蛋 白 激 酶

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）

１多克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＳＰ染色试剂

盒购自北京中山生物技术公司；ＴＧＦα，表皮生长

因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）及

βａｃｔｉｎ引物由上海生物工程公司合成；逆转录试

剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（免疫印

迹）检测试剂盒为 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司产品。

１．２　 细胞培养

ＳＭＭＣ７７２１培养于 ＲＰＭＩ１６４０培养液，内含

１５％新生牛血清、青霉素（１００Ｕ／ｍＬ）和链霉素

（１００μｇ／ｍＬ），于 ３７℃，５％ＣＯ２及饱和湿度条件

下常规培养。取对数生长期细胞用于实验。

１．３　ＰＣＮＡ免疫组织化学 （免疫组化）检测

将细胞传代于 ２４孔板内的盖玻片上。将细

胞分为 ３组，２４ｈ后分别加入无血清培养液 （对

照组）、含 ５μｇ／ＬＴＧＦα的无血清培养液 （Ｔ组）

和含 ５μｇ／ＬＴＧＦα加 １μｇ／ｍＬ奥曲肽的无血清

培养液 （Ｔ＋Ｏ组）。４８ｈ后取出玻片，磷酸盐缓

冲液 （ＰＢＳ）简单冲洗，纯丙酮固定 １０ｍｉｎ。参考

ＳＰ试剂盒说明染色。由全自动图像分析仪检测

阳性细胞的平均吸光度，作为 ＰＣＮＡ的相对含量。

１．４　逆转录 －聚合酶链反应 （ＲＴＰＣＲ）检测

ＴＧＦαｍＲＮＡ的表达

收集细胞，加入 ＴＲＩｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，利用 ＡＭＶ

逆转录系统合成 ｃＤＮＡ。ＴＧＦα上游引物序列为

５′ＡＴＧＧＴＣＣＣＣＴＣＧＧＣＴＧＧＡＣＡ３′（３５－５４），下游

引 物 序 列 为 ５′ＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＣＡＴＧＧＡＡＧＣＡ３′

（１９７－２１６），扩增碱基片段为 １８２ｂｐ。βａｃｔｉｎ上

游引物序列为 ５′ＴＣＧＡＣＡＡＣＧＧＣＴＣＣＧＧＣＡ３′（７０

－８７），下游引物序列为 ５′ＣＧＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴ

ＧＴ３′（４２４－４４１），扩 增 碱 基 片 段 为 ３７２ｂｐ。

５０μＬ的 ＰＣＲ反应体系中加入：ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

１μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，１０×缓冲液 ５μＬ，

ｃＤＮＡ２μＬ，ＴＧＦα引物各 ０．５μＬ，βａｃｔｉｎ引物各

０．５μＬ，ＤＥＰＣ水 ３６．８μＬ，ＴａｑＤＮＡ酶 ０．２μＬ。ＰＣＲ

反应条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ４０ｓ，５８℃

退火 ６０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ；３５个循环后 ７２℃延伸

１０ｍｉｎ。取 ＰＣＲ产物电泳并拍照。紫外数字成像

系统对阳性条带进行密度扫描，计算 ＴＧＦαｍＲＮＡ

指数 （ＲＩ）。ＲＩ＝ＴＧＦαｍＲＮＡＲＴＰＣＲ产物扫描

值／βａｃｔｉｎｍＲＮＡＲＴＰＣＲ产物扫描值。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测 ＥＧＦＲｍＲＮＡ的表达

分组同 ＰＣＮＡ免疫组化检测。细胞收集、ＲＮＡ

提取及合成 ｃＤＮＡ均同前 ＰＣＲ检测。ＥＧＦＲ上游

引物序列为 ５′ＣＧＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＣＧＣＴＣＴＧ３′（２２４

－２４２）；下游引物序列为 ５′ＡＧＣＣＡＣＣＴＣＣＴＧＧＡＴ

ＧＧＴＣ３′（４２６－４４４），扩增碱基片段为 ２２１ｂｐ。

采用前 ＰＣＲ检测同一内参照。ＰＣＲ反应体系除

ｄＮＴＰ０．５μＬ，ＤＥＰＣ水 ３７．２μＬ，ＴａｑＤＮＡ酶 ０．３μＬ

外，余 同 前 ＰＣＲ。ＰＣＲ反 应 条 件：９４℃ 预 变 性

５ｍｉｎ，９４℃ 变 性 ３０ｓ，５６℃ 退 火 ３０ｓ，７２℃ 延 伸

３０ｓ；３０个循环后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。电泳、拍照、

计算等同前 ＰＣＲ。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＲＫ的表达

实验分组同 ＰＣＮＡ免疫组化检测。配制 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ系统溶液、分离胶和浓缩胶并灌胶。吸取细

胞悬液 和 等 量 ２×上 样缓冲 液在 沸水中加 热

５ｍｉｎ，使蛋白变性；向加样槽中加入 １５μＬ样品蛋

白或预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ进行电泳。安装转移装

置，３５０ｍＡ４℃半干式电转移 １ｈ；将硝酸纤维素膜

９１２
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用丽春红染液染色 １０ｍｉｎ左右，蛋白条带出现后

用去离子水漂洗，５％封闭液 ４℃过夜，ＰＢＳＴ洗

涤；１∶１００的 ＥＲＫ１孵育 １ｈ，ＰＢＳＴ洗涤；加二抗工

作液孵育 １ｈ，再以 ＰＢＳＴ洗涤；加入 ＤＡＢ显色，拍

照并进行计算机图像分析。

１．７　免疫组化检测 ＥＲＫ的表达

实验分组及方法同 ＰＣＮＡ免疫组化检测，一抗

使用的是 １∶１００的 ＥＲＫ１。

１．８　统计学处理

结果以均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示。应用

ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行 ｔ检验及方差分析。

２　结　果

２．１　ＰＣＮＡ免疫组化检测

ＰＣＮＡ定位于细胞核，阳性染色呈棕黄色。对

照组，Ｔ组，Ｔ＋Ｏ组的吸光度分别为０．５６４±０．０８２，

０．６０２±０．０５０和 ０．５５８±０．０９３。Ｔ组细胞的胞

核被染成深棕黄色，较对照组明显加深；所测吸光

度较对照组明显增高（Ｐ＜０．０５）。而 Ｔ＋Ｏ组细

胞的胞核染色明显减弱，所测吸光度较 Ｔ组明显

减低 （Ｐ＜０．０１）（图 １）。

!

!

!

图１　免疫组化检测ＰＣＮＡ的表达 （ＳＰ×２００）　Ａ：对照组 Ｂ：Ｔ组 Ｃ：Ｔ＋Ｏ组

２．２　奥曲肽对ＴＧＦα表达的影响
ＰＣＲ实验至少重复 ３次，所取数据为重复

３次结果的平均值。结果显示，对照组和奥曲肽

组的 ＴＧＦαｍＲＮＡ指数分别为 ０．４５２±０．０１２和

０．３６８±０．０４３；两组有显著性差异 （Ｐ＜０．０５）

（图 ２）。

２．３　奥曲肽对 ＥＧＦＲ表达的影响

ＰＣＲ结果显示，对照组、Ｔ组和 Ｔ＋Ｏ组的

ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ 指 数 分 别 为 ０．４９８ ±０．０３１，

０．５９９±０．１２４和 ０．５０５±０．０８７；Ｔ组与对照组及

Ｔ＋Ｏ组相比，有显著性差异 （Ｐ＜０．０５）；而对照

组与Ｔ＋Ｏ组比较，差异无显著性 （Ｐ＞０．０５）（图３）。

２．４　ＥＲＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

各组细胞均出现两条条带。位于上面的条带

为 ＥＲＫ２，分子质量 ４２ｋＤ；下面的条带为 ＥＲＫ１，

分子质量４４ｋＤ。ＴＧＦα作用于肝癌细胞 ４８ｈ后，

ＥＲＫ表达明显增加；图像分析系统显示较对照组

增加 １．３倍。奥曲肽与 ＴＧＦα同时作用于细胞

时（Ｔ＋Ｏ组），ＥＲＫ表达较 ＴＧＦα单独作用时明

显减 少；图 像 分 析 显 示 较 Ｔ组 减 少 了 ３８％

（图４）。
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图２　奥曲肽对 ＴＧＦαｍＲＮＡ表达的影
响　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２：
奥曲肽组
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图３　奥曲肽与 ＴＧＦα对ＥＧＦＲｍＲＮＡ
表达的影响　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；
１：对照组；２：Ｔ组；３：Ｔ＋Ｏ组
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测奥曲肽与ＴＧＦα
对ＥＲＫ蛋白表达的影响 １：对照
组；２：Ｔ组；３：Ｔ＋Ｏ组；４：蛋白质
ｍａｒｋｅｒ

０２２
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２．５　ＥＲＫ免疫组化检测
ＥＲＫ在胞质和胞核内均呈棕黄色染色。Ｔ组

胞 核 染 色 明 显 加 深，细 胞 染 色 以 胞 核 为 主；

Ｔ＋Ｏ组的胞核染色明显减弱，胞质染色相对于胞

核减弱不明显 （图 ５）。

!

!

!

图５　免疫组化检测奥曲肽与ＴＧＦα对 ＥＲＫ蛋白表达的影响 （ＳＰ法×２００）　Ａ：对照组；Ｂ：Ｔ组；Ｃ：Ｔ＋Ｏ组

３　讨　论

目前的研究表明，生长抑素可通过以下作用

抑制肿瘤：（１）直接作用，即生长抑素与肿瘤细

胞上生长抑素受体结合，通过生长阻滞、诱导凋

亡或抗迁移与侵袭等而发挥直接抗肿瘤作用［２］。

（２）间接作用，包括抑制肿瘤血管生成并减少其

血供，抑制多种促肿瘤生长的细胞因子、生长因

子或激素，如胰岛素样生长因子Ⅰ、胃泌素、血管

内皮生长因子、表皮生长因子（ＥＧＦ）等的分泌，

也可拮抗 ＥＧＦ、血小板源性生长因子、胰岛素等

的促肿瘤生长作用［３－５］。但对于生长抑素抑制细

胞外因子或激素诱导癌细胞增殖的作用也有不

同的报道。Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ等［６］研究表明，生长抑素类

似物 ＲＣ１６０能抑制人胰腺癌细胞系 ＭｉａＰａＣａ２的

生长，却不能抑制 ＥＧＦ刺激的 ＭｉａＰａＣａ２生长。

ＴＧＦα属于表皮生长因子家族，与 ＥＧＦ在结

构上有 ４０％的同源性。现已证实，头颈、乳腺、肝

胆、胃肠等处癌症都与 ＴＧＦα的不正常表达有

关［７］。国外文献综述提及生长抑素类似物可抑制

ＴＧＦα诱导的某些肿瘤细胞增殖［８］。奥曲肽对

ＴＧＦα诱导肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１增殖是否具

有抑制作用，是否能通过 ＴＧＦα而发挥间接抗肿

瘤作用，目前尚不清楚。

ＰＣＮＡ是 ＤＮＡ合成所必需的蛋白，ＤＮＡ合成

又是细胞增殖的必要条件。因此 ＰＣＮＡ被视为能

较可靠地反映细胞群体增殖活性的客观指标［９］。

本研究结果显示，ＴＧＦα作用下的肝癌细胞，其

核内 ＰＣＮＡ表达明显增强；而奥曲肽与 ＴＧＦα同

时作用于细胞后，其核内 ＰＣＮＡ表达明显减弱。

表明奥曲肽能抑制 ＴＧＦα诱导的肝癌细胞增殖。

本研究的 ＲＴＰＣＲ结果显示，奥曲肽使肝癌

细胞 ＴＧＦαｍＲＮＡ指数明显降低，表明奥曲肽能

抑制肝癌细胞 ＴＧＦα分泌。ＥＧＦＲ是介导 ＴＧＦα

发挥生物学功能的膜受体，其与 ＴＧＦα结合后，

通过一系列级联反应将信息传到细胞核内。本

实验显示，ＴＧＦα作用于肝癌细胞 ４８ｈ后，ＥＧＦＲ

ｍＲＮＡ指数增高，而奥曲肽可明显抑制其增高。

说明奥曲肽能显著抑制 ＥＧＦＲ的表达。

ＥＧＦＲ激活后可激活众多的下游信号传导通

路，其中丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）传导途径倍受关注。ＥＲＫ通

路是目前研究得最多，也是最重要的一条 ＭＡＰＫ

通路。ＥＲＫ通常位于胞浆和胞核，一旦被激活便

迅速移位到胞核。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＴＧＦα作用

后 ＥＲＫ表达明显增加。进一步的免疫组化证实，

ＴＧＦα作用后，胞核染色明显加深，细胞染色以

胞核为主。奥曲肽与 ＴＧＦα同时作用于细胞后，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＥＲＫ表达明显减少，免疫组化显

示胞核染色明显减弱，胞质相对于胞核减弱不明

显。这表明奥曲肽能抑制肝癌细胞中 ＥＲＫ表达，

并阻止 ＥＲＫ由胞质进入胞核。

因此，笔者认为奥曲肽可能通过抑制人肝癌

细胞株 ＳＭＭＣ７７２１分泌 ＴＧＦα，抑制 ＥＧＦＲ表达

和阻断 ＥＧＦＲ信号传导，从而抑制 ＴＧＦα诱导的

肝癌细胞增殖。这将为临床应用奥曲肽治疗恶

性肿瘤提供理论依据。
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Ｐｏｌａｎｄ综合征合并乳癌１例
蒋会勇，张雪峰，宗修锟

（沈阳军区总医院 普通外科，辽宁 沈阳 １１００１５）

关键词：　 Ｐｏｌａｎｄ综合征；乳腺肿瘤；病例报告

中图分类号：Ｒ７３７．９　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　女，５０岁。１个月前无
意中发现左乳有一肿物，约花生米大

小，自觉局部有时轻度刺痛，疼痛无

规律及周期性，可自行好转，无乳头

溢液，当时未在意，未予诊治。１个
月来肿物有所增大入院，体查：双乳

对称，乳头无畸形，皮肤色泽正常。

左 乳 腺 外 下 象 限 可 扪 及 一

１．５ｃｍ×１．０ｃｍ肿物，质韧，边界不清，
移动度良好，无明显触痛，腋窝未触

及肿大的淋巴结。诊断：左乳肿物。

行手术治疗，术中冷冻切片报告：乳

腺浸润性导管癌，行乳癌根治手术，

术中游离乳腺时见腺体下方为肋骨
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及肋间肌，未见胸大、小肌，锁骨下及

腋静脉浅面直接被皮肤及皮下脂肪

覆盖。切除全部左侧乳腺和锁骨下

及腋窝内的淋巴结及脂肪组织后结

束手术。术后病理结果：左乳腺浸润

性导管癌，未见淋巴结转移（０／１６）。

术后患者恢复平稳，定期行 ＣＭＦ方案

化疗。

讨论　Ｐｏｌａｎｄ综合征是一种胸
廓的先天性解剖学异常，发生率为

１∶２５０００，７５％发生在右侧，男女比例

是 ３∶１。１８４１年由当时医学生 Ａｌｆｒｅｄ

Ｐｏｌａｎｄ首先报道，Ｐｏｌａｎｄ描述的病例

为胸大、小肌的缺如伴并指。１９６２年

Ｃｌａｒｋｓｏｎ命名此种畸形为Ｐｏｌａｎｄ综合

征。本病的发生机制尚不明确，可能

与胎儿局部暂时缺氧或胚胎早期锁

骨下动脉供血不足，并造成对应器官

发育缺如或形成不全。可伴有：同侧

手、上臂、前臂发育不良，指骨短缩、

并指畸形；乳房、乳头发育不良或缺

失；胸廓畸形，同侧肋骨、肋软骨、锁

骨畸形或部分缺损。

Ｐｏｌａｎｄ综合征胸壁畸形多不影响

患侧胸、肩和上肢的运动，追问病史

该患者除平时左上肢力量较右侧稍

弱外，无其它异常表现。本例术前未

能确诊，术中发现胸肌缺如后才得以

确诊，其原因与该病临床罕见，多数

临床医生对此缺乏认识，且患者自幼

体型较肥胖，胸部畸形不明显，以及查

体不细致有关。因腋静脉前无胸大、

小肌，术中易致损伤，如术前发现胸廓

畸形并术中加以注意可以避免损伤。

有研究表明 Ｐｏｌａｎｄ综合征患者合并白

血病行放射治疗有一定风险，因此对

于乳癌患者的治疗也应先用手术及化

疗的方法，尽量避免放射治疗。
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