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Abstract
AIM: To explore the correlations between the expression of 
somatostatin (SS), gastrin (GAS) mRNA and cell apoptosis 
index (AI) and Bcl-2, Bax in large intestinal cancer.

METHODS: The expression of GAS and SS genes 
were detected in 62 colorectal cancer patients by 
nested reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR), and the apoptosis of the cells was detected 
by TUNEL method. The protein expression of Bcl-2, 
Bax, GAS, and SS were detected using immunohisto-
chemical staining (S-P method).

RESULTS: The expression of GAS and SS mRNA and 
protein were basically consistent. The AI in SS high and 
moderate expression patients with large intestinal can-
cer was remarkably higher than that in SS low expres-
sion ones (q  = 5.06, 3.95, both P  <0.01), while it was 
just opposite in GAS positive patients (q = 6.66, 6.33, 
P <0.01). The positive rates of Bax and Bcl-2 expres-
sion had significant difference between SS (or GAS) 

high, moderate and low expression patients with large 
intestinal cancer (Bax: χ2 = 9.24, 6.91, P  <0.05; Bcl-2: 
χ2 = 7.17, 13.83, P  <0.05). The positive rate of Bax ex-
pression in SS high (80%, 8/10) and moderate (76.5%, 
13/17) expression patients was notably higher than 
that in the low expression ones (40.0%, 14/35) (χ2  = 
5.24, 6.09, P  < 0.05), but the rate of Bcl-2 expression 
was just opposite (χ2 = 4.71, 4.70, P   <0.05). The posi-
tive rate of Bcl-2 expression in GAS high (90.9%,10/11) 
and moderate (86.7%,13/15) expression patients was 
markedly higher than that in the low expression ones 
(44.4%, 16/36) (χ2 = 5.60, 7.69, P  <0.05), but the posi-
tive rate of Bax expression in GAS high expression pa-
tients (27.3%, 3/8) was obviously lower than that in the 
low expression ones (69.4%, 25/36) (χ2 = 4.59, P <0.05). 
Bax expression was not significantly different between 
moderate and low GAS positive patients. The value of 
GAS/SS was positively correlated with Bcl-2 expres-
sion (r  = 0.34, P  <0.01), but negatively with the AI 
value and Bax expression (r  =  －0.546, P   <0.01; r   = 
－0.299, P  <0.05).

CONCLUSION: GAS and SS play important roles in 
the regulation and control of cell apoptosis in large in-
testinal carcinoma, and the mechanism may be related 
to the aberrant expression of Bcl-2 and Bax.
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摘要
目的: 探讨大肠癌组织中胃泌素(GAS)、生长抑素(SS) 
mRNA及蛋白的表达与大肠癌细胞凋亡指数(AI)和
Bcl-2、Bax的相关性.

方法: 采用巢式RT-PCR方法检测62例大肠癌组织中
GAS、SS的基因表达, 用TUNEL法检测细胞凋亡情况, 
大肠癌组织中GAS、SS、Bcl-2、Bax的蛋白表达采用



免疫组织化学S-P法.

结果：大肠癌组织中GAS、SS mRNA的表达与其
蛋白表达基本一致. 在大肠癌组织SS高表达组、中
表达组的AI明显高于SS低表达组(q  = 5.06, q  = 3.95, 
均P <0.01); 而在GAS各表达组中的AI变化与此相反
(q  = 6.66, q  = 6.33，均P <0.01). Bax、Bcl-2阳性表
达率在S S和G A S低表达组、中表达组、高表达组
三组间相比较存在着明显差别(χ2 = 9.24,  χ2 = 6.91; 
χ2 = 7.17, χ2 = 13.83, 均P <0.05), 其中Bax在SS高表
达组(80%, 8/10)、中表达组(76.5%, 13/17)的阳性表
达率明显高于低表达组(40.0%, 14/35)(χ2 = 5.24, χ2 = 
6.09, 均P <0.05); Bcl-2与其相反(χ2 = 4.71, χ2 = 4.70, 均
P <0.05). Bcl-2在GAS高表达组(90.9%, 10/11)、中表
达组(86.7%, 13/15)的阳性表达率明显高于低表达组
(44.4%, 16/36)(χ2  = 5.60, χ2 = 7.69, 均P <0.05); Bax
在GAS高表达组(27.3%, 3/8)的阳性表达率明显低于
低表达组(69.4%, 25/36)(χ2 = 4.59, P <0.05); 而Bax
在GAS中表达组(46.7%, 7/15)的阳性表达率低于低
表达组, 但其无明显差别. GAS/SS积分比值变化与
Bcl-2呈正相关(r  = 0.34, P <0.01), 与AI、Bax呈负相关
(r = -0.546, P <0.01; r  = -0.299,  P <0.05).

结论：G A S、S S对大肠癌细胞凋亡的调控可能与
Bcl-2、Bax的异常表达有关.
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0  引言

胃泌素(gastrin, GAS)、生长抑素(somatostatin, SS)分别

通过其受体对胃肠道黏膜起着十分重要的生理调节作

用, GAS、SS蛋白表达的异常与肿瘤发生有关, 近来研

究发现SS可抑制大肠癌细胞的增殖, 促进细胞的凋亡, 
而GAS的作用与其相反[1-5], 但其对大肠癌细胞凋亡的

调控是通过何种机制来实现仍处于探索阶段. 我们采

用巢式RT-PCR、免疫组织化学S-P法和分子生物学细

胞原位凋亡检测技术中的TUNEL法, 检测大肠癌组织

中GAS、SS、Bcl-2、Bax及细胞凋亡的表达情况, 探
讨GAS、SS与凋亡指数(apoptosis, AI)及大肠癌细胞凋

亡调控基因bcl-2、bax的相关性.进一步了解GAS、SS
是否通过对bcl-2、bax基因的影响来实现对大肠癌细

胞凋亡的调控.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003/2005大肠癌手术切除的新鲜标本62
例, 手术前均未行化疗, 其中直肠癌41例, 结肠癌21例, 
女性22例, 男性40例, 年龄28-77岁, 平均年龄50.9±7.8
岁; 大体类型为溃疡型38例, 隆起型21例, 浸润型3例; 
组织学类型: 乳头状腺癌18例, 管状腺癌24例, 黏液腺

癌7例, 印戒细胞癌7例和未分化癌6例; Dukes分期: A、

B期34例, C、D期28例.
兔抗人胃泌素、生长抑素多克隆抗体 ,  鼠抗人

Bcl-2、Bax单克隆抗体, 免疫组化试剂盒均由北京中

山生物技术有限公司提供. 细胞凋亡检测试剂盒由武

汉博士德生物工程有限公司提供. 逆转录试剂盒、

SK312 Trizol试剂、Taq DNA 聚合酶, Marker, dNTP均
由上海生工公司提供. GAS mRNA、SS mRNA 扩增引

物由上海生工公司合成(表1).
1.2 方法 
1.2.1 巢式RT-PCR方法检测GAS、SS mRNA表达 
(1)总RNA提取和cDNA合成: 取大肠癌组织标本各

100 mg, 剪刀剪碎, 移入匀浆器, 加入1 mL Trizol试剂, 
匀浆. 总RNA提取和cDNA合成具体步骤参照文献[6]
报道. (2)cDNA的PCR扩增: 第一轮PCR: 总反应体系

为25 μL, cDNA 2.5 μL, Taq DNA聚合酶1 U, 加入引

物1、引物2, 94℃初始变性5 min后, 按表1所示条件在

表 1　RT-PCR所用各引物的分子生物学特征

引物名称                                                  引物序列                                                                         PCR条件                                         产物长度

1: 5’TATGTGCTGATCTTTGCACTGGCT3’(sense: 6 307-6 330)                                                                                   

2: 5’CTCATCCTCAGCACTGCGGCGGCC3’(antisense: 6 718-6 695)                                                                                                       

                                                                                                                                                     

3: 5’GAGCTACCCTGGCTGGAGCAGCAG3’ (sense: 6 415-6 438)                                                              

2: 5’CTCATCCTCAGCACTGCGGCGGCC3’ (antisense: 6 718-6 695)                                                                                            

                                                                                                                                                      

1: 5’ATGCTGTCCTGCCGCCTCCAG3’(sense: 106-126)                                                

2: 5’ACAGGATGTGAAAGTCTTCCA3’(antisense: 1 330-1 310)                                                                                                              

                                                                                                                                         

3: 5’GCTGCTGCCGCGGGGAAGCAG3’(sense: 223-243)                   

2: 5’ACAGGATGTGAAAGTCTTCCA3’(antisense: 1 330-1 310)                                                                                  

                                                                                                                         

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

 282 bp

174 bp

348 bp

231 bp

GAS 

GAS 

SS

SS
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2  结果

2.1 大肠癌组织中GAS、SS mRNA的表达 GAS、SS 
mRNA逆转录巢式PCR扩增最终产物分别为174 bp、
231 bp. 62例大肠癌组织中GAS、SS mRNA表达阳性

率分别为54.8％(34/62)、51.6％(32/62)，与GAS、SS
的蛋白表达基本一致.
2.2 大肠癌GAS、SS各组间AI的检测 在大肠癌组织

GAS高表达组的细胞凋亡指数3.56±2.48%、GAS中
表达组的细胞凋亡指数(4.24±2.71%)明显低于低表达

组的细胞凋亡指数(8.06±2.88%), 有显著性差异(q 高与

低 = 6.66, q中与低 = 6.33, 均P<0.01); 而AI在大肠癌组织SS
不同表达强度之间的变化与其相反(q高与低 = 5.06, q中与低 = 
3.95, 均P<0.01). 结果表明, AI随着大肠癌组织SS表达

强度的增强而升高, 随着GAS表达积分的增加而降低

(表2).

Perkin-Elmer 480扩增移仪上进行30个循环扩增, 最后

延伸6 min. 以5×缓冲液2.5 μL cDNA作为空白对照, 
其它反应条件和参数不变. 第二轮PCR: 除引物更换为

引物2、引物3外, 其它反应条件和参数不变. 各基因每

轮扩增产物片段长度(表1). (3)PCR产物分析: 取6 μL 
扩增产物在50 g/L的聚丙烯酰胺凝胶电泳. 取下聚丙烯

酰胺凝胶, 100 mL/L乙醇, 50 g/L冰乙酸固定20 min.
蒸馏水冲洗, 2 g/LAgNO3染色30 min. 25 g/L碳酸钠, 
0.16 g/L甲醛溶液显色, 100 g/L冰乙酸停止显像. 观察

结果并对图像进行分析.
1.2.2 免疫组化(S-P法) 按照试剂盒要求检测62例大肠癌

组织中GAS、SS、Bcl-2、Bax的表达情况, 以正常胰腺组

织作SS阳性对照, 以正常胃窦黏膜作GAS阳性对照, 正
常扁桃体组织作Bcl-2阳性对照, 以何杰金淋巴瘤组织作

Bax阳性对照, 用0.01 mol/L PBS替代一抗作阴性对照.
1.2.3 组织细胞原位凋亡检测采用TUNEL法 具体步骤

按试剂盒说明书操作, 阴性对照标记液中无TDT, 阳性

对照反应液以1 mg/L Dnase处理10 min.
1.2.4 结果判断标准 SS、GAS主要定位于细胞质, 部
分定位于细胞膜上, 先根据切片中的细胞质染色深浅

打分: 细胞质无染色为1分, 浅黄色为2分, 棕黄色为3
分, 棕褐色为4分; 再按切片中阳性细胞数占整个肿瘤

细胞的百分数比例评分(取10个高倍视野, 每个高倍视

野计数100个肿瘤细胞中的阳性细胞数, 计算其平均

数): <5%为1分, 5-10%为2分, 11-20%为3分, >21%为4
分. GAS、SS反应半定量积分按其阳性细胞数量与染

色深浅的二项积分的乘积数来表示, 按GAS、SS的反

应强度的半定量积分的高低各分为三组: 1-3分为低表

达组, 4-8分为中表达组, 9-16分为高表达组.
Bcl-2、Bax主要定位于细胞质, 参照Fromowitz方

法对组织中棕黄色反应产物根据其染色强度, 阳性细

胞数的百分比作半定量处理. 无着色计0分, 浅黄色计1
分, 棕黄色计2分, 棕褐色计3分; 阳性细胞数占整个肿

瘤细胞的百分数比例评分(取10个高倍视野, 每个高倍

视野计数100个肿瘤细胞中的阳性细胞数, 计算其平均

数): ≤25%计1分, 26-50%计2分, 51-75%计3分, >75%
计4分. 以上两项相加，≤2分为阴性(－)，3分为阳

性(＋), 4分为中度阳性(＋＋), ≥５分为强阳性(＋＋

＋). TUNEL阳性物质定位于细胞核, 偶见散在于细胞

质. 凋亡指数为每例标本检查20个高倍视野, 计算其中

TUNEL阳性细胞与总的腺体细胞之比.
统计学处理 大肠癌组织中SS、GAS不同表达强

度之间Bcl-2、Bax的比较采用c2检验，而AI的比较采

用q检验和GAS、SS表达积分的比值变化与Bcl-2、
Bax的相关性分析采用Spearman等级相关检验. 所有的

数据均使用专业统计软件包SPSS10.0进行统计分析.

表 2　大肠癌SS、GAS不同表达强度之间AI的比较 (mean±SD)

SS和GAS表达强度            n                   AI                   F 值               P值

SS

低表达组                                       5.18 ± 3.40      

中表达组                                       7.69 ± 2.84a            7.90           <0.01

高表达组                                       9.08 ± 1.63a

GAS

低表达组                                       8.06 ± 2.88

中表达组                                       4.24 ± 2.71b           16.72         <0.01

高表达组                                       3.56 ± 2.48b

35

17

10

36

15

11

与低表达组比较, 经q检验，aP<0.01； bP<0.01.

2.3 大肠癌GAS、SS各组间Bcl-2、Bax表达的检测

Bcl-2、Bax阳性表达率在SS和GAS低表达组、中表达

组、高表达组三组间相比较存在着明显差别(c2
Bax(ss) = 

9.24, c2
Bax(GAS) = 6.91; c2

Bcl-2(ss) = 7.17, c2
Bcl-2(GAS)=13.83, 均

P<0.05), 其中Bax在SS高表达组(80%, 8/10)、中表达组

(76.5%, 13/17)的阳性表达率明显高于低表达组(40.0%, 
14/35)(c2

高与低 = 5.24, c2
中与低 = 6.09, 均P<0.05); Bcl-2与

其相反(c2
高与低 = 4.71, c2

中与低 = 4.70, 均P<0.05). Bcl-2在

表 3　大肠癌SS、GAS表达强度与Bax、Bcl-2表达率的关系

                                    	    Bcl-2		           Bax

	                               +(%)           －                +(%)              －

SS

高表达                      10          4 (40.0)a       6               8 (80.0)a             2       

中表达                      17          8 (47.1)a       9             13 (76.5)a             4       

低表达                      35        27 (77.1)        8             14 (40.0)            21 

GAS

高表达                      11        10 (90.9)b       1               3 (27.3)c             8       

中表达                      15        13 (86.7)b       2               7 (46.7)              8       

低表达                      36        16 (44.4)      20             25 (69.4)            11

与低表达组比较, aP<0.05; bP<0.05; cP<0.05.
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GAS高表达组(90.9%, 10/11)、中表达组(86.7%, 13/15)
的阳性表达率明显高于低表达组(44.4%,16/36)(c2

高与

低 = 5.60, c2
中与低 = 7.69, 均P<0.05); Bax在GAS高表达组

(27.3%, 3/8)的阳性表达率明显低于低表达组(69.4%, 
25/36)(c2 = 4.59, P <0.05); 而Bax在GAS中表达组

(46.7%, 7/15)的阳性表达率低于低表达组, 但无明显差

别(P>0.05)(表3). GAS/SS积分比值变化与Bcl-2呈正相

关(r = 0.34, P<0.01), 与AI、Bax呈负相关(r AI = -0.546, 
P<0.01; r Bax = -0.299,  P<0.05).

3  讨论

近来研究已证实许多组织生长受激素调节, 这些组织

发生肿瘤仍然受激素控制, 胃肠激素广泛存在于人体

组织中, 它的异常表达可导致组织细胞生长调节失控, 
形成肿瘤[7-14]. GAS是一种胃肠肽, 对消化道黏膜有营

养作用, 主要由消化道的G细胞分泌, GAS的异常表达

可导致胃肠道细胞的生长失控, 形成肿瘤[15-19]. 有研究

发现GAS高表达易发生大肠癌, 同时可促进大肠癌的

生长[20,21]. 干扰GAS的作用可能成为大肠癌治疗新的

靶点. 细胞凋亡是近年来肿瘤研究的热点, 它是一种凋

亡相关基因共同调控的自身程序化死亡, 它不仅能保

持机体处于稳定状态中, 而且对肿瘤的发生、发展及

治疗等都起着重要作用. bax /bcl -2基因是bcl -2家族中

一对正负调节基因, 近年来研究发现肿瘤细胞凋亡的

调控不仅与bax、bcl -2基因蛋白表达异常有关, 而且与

bax /bcl -2的半定量积分比值成负相关[22-27]. 大肠癌的

发生与多种凋亡调控基因失衡有关. 近年来研究发现

GAS、SS与大肠癌的细胞凋亡密切相关, GAS对某些

消化道上皮及其来源肿瘤细胞的凋亡可能具有抑制

作用[28,29]. Wang et al [30]研究发现, 外源性GAS可通过诱

导bcl -2基因的蛋白表达增加, 来抑制MKN45细胞的凋

亡; 但可被其受体拮抗剂丙谷胺所阻断. 董家鸿 et al [31]

研究发现, GAS能促进胆管癌细胞bcl -2基因的表达, 而
对bax基因的表达无影响, 认为胃泌素是bcl -2基因激

活与过度表达的重要因素. Hartwich et al [32]研究发现, 
GAS抑制细胞凋亡可能是通过诱导凋亡抑制基因bcl -2 
mRNA的过度表达和抑制bax基因的表达而实现的. 可
见, 目前国内外有关GAS对bax基因的影响意见仍不

一致．

而SS是由D细胞分泌的一种环状多肽类激素, 广
泛存在于人体的内分泌及外分泌系统中, 在人体内具

有广泛的生物学效应, 主要表现抑制作用, 它对人体多

种激素的分泌具有重要的调节作用. 大量研究表明SS
及其类似物不仅能抑制内分泌肿瘤的增殖, 对消化系

实体性肿瘤亦存在抑制作用, 它可通过与特异性的G
蛋白偶联型受体SSTR1-SSTR结合或通过抑制促肿瘤

生长的生长因子和激素的合成与分泌而抑制肿瘤的发

生和肿瘤细胞的增殖,促进其细胞的凋亡[33-36]. SS及其

类似物可抑制肿瘤细胞的生长在多种肿瘤组织中已得

到证实, 但其抑制肿瘤生长的具体分子机制仍不十分

清楚. Sharma et al [37]在体外用SS类似物(SSAS)奥曲肽

(octreotide)对乳腺癌CHO-K1细胞研究发现, 奥曲肽可

通过快速时间依赖性诱导Wtp53表达和bax表达增加, 
从而引起肿瘤细胞发生凋亡. 近来通过对腹膜巨噬细

胞凋亡的研究还发现, SS可通过上调不依赖于p53蓄积

的bax基因和NO来实现对凋亡的调控[38]. 这一点在急

性胰腺炎腺泡细胞凋亡的研究中得到了进一步证实[39]. 
可见SS和SSAS诱导细胞凋亡的基因调控途径可能与

凋亡细胞的种类有关. 唐卓斌 et al [40]研究发现SS类似

物奥曲肽不仅可使SGC-7901细胞中的bax  mRNA和蛋

白表达增加, 而且还可使bcl -2基因的mRNA和蛋白表

达显著减少, 认为奥曲肽有可能通过上调bax基因和下

调bcl -2基因的mRNA和蛋白表达, 诱导SCC-7901细胞凋

亡, 这可能是奥曲肽抑制胃癌生长机制之一, 我们的研究

与其一致. 这为SS类似物奥曲肽应用到临床治疗胃结肠

癌提供了新的思路和实验依据．

我们实验研究结果发现大肠癌组织中GAS、SS 
mRNA的表达与其蛋白表达基本一致. 通过对大肠癌

组织GAS、SS不同表达组中的凋亡指数以及bax、
bcl -2基因表达结果的检测还发现: 在大肠癌组织中SS
表达越强, 凋亡指数越高; bax基因的阳性表达率随着

SS积分表达的增加而升高, 而bcl -2的表达随着SS表
达的增强趋于下降. GAS表达水平愈高, AI越低, bcl -2
基因的表达越强, 而bax基因表达与此相反. 实验提示,  
SS能促进大肠癌细胞凋亡, 抑制肿瘤的生长, SS对大

肠癌细胞凋亡的调控可能是通过诱导bax基因的过度

表达和下调bcl -2基因活性而实现的; 而GAS主要促进

大肠癌细胞的增殖, 抑制细胞凋亡, 其机制可能与SS相
反. 近年来研究发现大肠癌组织GAS/SS比值的变化能

够反映大肠癌的部分生物学特性，如大肠癌的发生、

发展及其恶性表型、分化程度、临床分期以及估计

预后情况等, 其GAS/SS积分比值的升高在肿瘤发生、

发展上具有更重要的意义[1]. 本实验结果显示, 大肠癌

组织GAS、SS的表达水平与细胞凋亡及其调控基因

bax、bcl -2表达关系密切. GAS、SS的异常表达导致大

肠癌细胞凋亡调控基因蛋白的表达异常, 特别是bcl -2/
bax系统的失衡, 可能是大肠癌发生、发展的重要原因

之一.
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