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Abstract
AIM: To investigate whether OCT affects the 
expression of Fas, FasL, P53, P21, P27 and c-Myc 
in SGC-7901 HGC cells.

METHODS: Expression percentage of Fas, FasL, 
P53, P21, P27, c-Myc-positive cells and G0/G1, 
S, G2/M stage were detected by using flow cy-
tometry (FCM) with or without OCT treatment. 
Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and FCM in SGC-7901 HGC cells 
were applied to evaluate the mRNA and protein 
expression levels of Fas, FasL, P53, P21, P27 and 
c-Myc in SGC-7901 HGC cells treated with and 

without OCT.

RESULTS: After treatment with 1 × 10-7 mol/L 
OCT for 6, 12, 24, 48 h, although P53 mRNA 
expression was significantly decreased, Fas and 
FasL mRNA expression were both significantly 
increased in SGC-7901 HGC cells. However, 
P21, P27 and c-Myc mRNA expression did not 
significantly change in SGC-7901 HGC cells with 
or without OCT treatment. The relative intensity 
of Fas and FasL protein expression were also en-
hanced, but the relative intensity of P53 protein 
expression was decreased in SGC-7901 HGC 
cells (5.5 ± 0.3 vs 3.2 ± 0.1, 5.1 ± 0.3 vs 4.5 ± 0.1, 3.3 
± 0.2 vs 4.9 ± 0.3, P < 0.05 or 0.01). The relative 
intensity of P21, P27 and c-myc protein expres-
sion did not change. However, G0/G1, S, G2/M 
stage did not significantly change in SGC-7901 
HGC cells with or without OCT treatment.

CONCLUSION: Our data suggest that OCT 
leading to apoptosis is associated with down-
regulation of mutant-type P53 and up-regulation 
of Fas and FasL in SGC-7901 HGC cells.

Key Words: Stomach neoplasm; Apoptosis; Oc-
treotide; Fas; FasL; P53; Reverse transcription-
polymerase chain reaction; Flow cytometry
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摘要
目的: 探讨奥曲肽(OCT)对胃癌细胞SGC-7901
中Fas, FasL, P53, P21, P27和c-Myc表达的影响. 

方法: 流式细胞术和RT-P C R法分别用于检
测经OCT(1×10-7 mol/L)处理前后胃癌细胞
SGC-7901中Fas, FasL, P53, P21, P27, c-Myc阳
性癌百分率、mRNA表达和蛋白表达及细胞
周期G0/G1、S、G2/M的变化. 

结果: 胃癌细胞SGC-7901经OCT诱导6、12、

®

■背景资料
奥曲肽 (OCT)是
近年人工合成的
一种长效八肽生
长抑素类似物, 其
分子结构为一环
形 肽 ,  具 有 活 性
的四个氨基酸排
列顺序与SS相同, 
OTC的生物学活
性明显强于SS, 且
作用时间更加持
久. 目前OTC主要
应用于消化系疾
病和多种内分泌
肿瘤的治疗. 临床
和基础大量研究
均表明, OTC不仅
能抑制多种内分
泌激素分泌, 而且
具有抑制肿瘤增
殖的功能, 他对肿
瘤细胞的抑制作
用正受到越来越
多的重视.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科; 葛海燕, 教
授, 同济大学附属
第十人民医院普
通外科
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24和48 h后, Fas和FasL mRNA表达均明显增
加, P53 mRNA表达则显著减少, 而P21, P27
和c-Myc mRNA表达均无明显变化; 胃癌细胞
SGC-7901经OCT诱导12 h后, Fas和FasL蛋白
相对表达强度也显著增加, P53蛋白相对表达
强度则明显降低(5.5±0.3 vs  3.2±0.1, 5.1±
0.3 vs  4.5±0.1, 3.3±0.2 vs  4.9±0.3, P <0.05或
0.01), 而P21, P27和c-Myc蛋白相对表达强度
均无明显改变. 细胞周期G0/G1、S、G2/M在
OCT处理前后的变化并不明显.

结论: OCT能上调SGC-7901胃癌细胞中Fas和
FasL表达, 下调突变型p53表达, 是其诱导凋亡
作用的重要机制之一.

关键词: 胃肿瘤; 凋亡; 奥曲肽; Fas; FasL; P53; 逆

转录多聚酶链反应; 流式细胞术
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0  引言

奥曲肽(octreotide, OCT)是近年人工合成的一

种长效八肽生长抑素类似物, 其分子结构为一

环形肽, 具有活性的四个氨基酸排列顺序与SS
相同, OTC的生物学活性明显强于SS, 且作用

时间更加持久. 目前OTC主要应用于消化系疾

病和多种内分泌肿瘤的治疗. 临床和基础大量

研究均表明, OTC不仅能抑制多种内分泌激素

分泌, 而且具有抑制肿瘤增殖的功能, 他对肿瘤

细胞的抑制作用正受到越来越多的重视[1-6].  我
们以前的研究发现O T C可抑制人胃癌细胞株

SGC-7901的生长并可诱导其凋亡[7], 但其抗凋亡

机制目前仍不清楚. 为此, 我们就OTC对胃癌细

胞SGC-7901中Fas, FasL, p53 , p21 , p27和c-myc
基因的调控作用进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 OTC由瑞士Sandoz药厂惠赠, 人胃癌细

胞株SGC-7901为中国人民解放军第三军医大

学西南医院全军消化内科中心冻存细胞. 37℃
水浴快速复苏后, 加入5 mL含100 mL/L小牛血

清, 100 U/mL链霉素和青霉素的RPMI 1640培
养液中, 置37℃、50 mL/L CO2的环境中培养. 
总RNA提取试剂盒(TripureTM Isolation Reagent)
为德国Boehringer Mannheim(B.M)公司产品, 
RT-PCR检测试剂盒(Access RT-PCR system, 

A1250)为美国Promega公司产品, DNA Marker
为上海华美公司产品. Fas引物序列: F: 5'-GA
CCCAGAATACCAAGTGCAGATGTA-3' R: 
5'-CTGTTTCAGGATTTAAGGTTGGAGATT-3', 
产物长度296 bp. FasL引物序列: F: 5'-CTGGG
GATGTTTCAGCTCTTC-3', R: 5'-CTTCACTC
CAGAAAGCAGGAC-3' 产物长度304 bp. p53
引物序列: F: 5'-TTGGATCCATGTTTTGCCAA
CTGGCC-3', R: 5'-TTGAATTCAGGCTCCCCT 
TTCTTGCG-3', 产物长度489 bp. p21引物序列: 
F: 5'-CTCAGAGGAGGCGCCATG-3', R: 5'-GGG 
CGGATTAGGGCTTCC-3', 产物长度517 bp. p27
引物序列: F: 5'-AGGATGTCAGCGGGAGCCG
G-3', R: 5'-CTTCTTGGGCGTCTGCTCCA-3', 产
物长度250 bp. c-myc引物序列: F: 5'-CCAGGA
CTGTATGTGGAGCG-3', R: 5'-CCTGAGGACC
AGTGGGCTGT-3', 产物长度505 bp. 看家基因

GAPDH引物序列: F: 5'-CCACCCATGGCAAAT
TCCATGGCA-3', R: 5'-TCTAGACGGCAGGTC
AGGTCCAC-3', 产物长度598 bp. 所有引物均由

上海Sangon公司合成, PAGE纯化.
1.2 方法 
1.2.1 反转录聚合酶链反应(RT-PCR): 选择对数

生长期SGC-7901细胞, 以4.5×108个/L浓度接

种于6孔培养板中, 每孔1.5 mL, 待其生长至对

数生长期, 每孔加入终浓度为1×10-7 mol/L的
OTC, 继续无血清培养6、12、24、48 h. 设未经

OTC(1×10-7 mol/L)处理的胃癌细胞为空白对

照. RNA 提取采用Tripure提取液(宝灵曼公司), 
按宝灵曼RNA提取试剂盒说明书操作. RT-PCR
采用一步一管法, 反应体系为: 总体积25 µL, 5
×Buffer 5 µL、MgSO4 1 µL、dNTP 0.5 µL、
Primer mix 1.5 µL、AMV 0.5 µL、Tf1 0.5 µL、
模板RNA 1 µL, 加灭菌水至终体积25 µL. 2400
型PCR仪(美国Perkin-Elmer公司产品)扩增反应

参数为: 首先将RNA反转录成cDNA, 于94℃变

性2 min后, 开始PCR的热循环: 94℃变性30 s, 
60℃退火40 s, 68℃延伸1 min, 共35个循环; 最后

68℃延伸7 min. 用GAPDH作为外参照物. PCR
产物在15 g/L琼脂糖凝胶上电泳. 电泳结果经

Gel Doc 100型成像仪(美国Bio-Rad公司产品)输
入电脑, 应用四星SX-100图象分析软件(上海四

星生物技术实业有限公司产品), 对条带进行吸

光度峰值下面积积分, 各个目的基因与其相应

的GAPDH积分之比, 即为该目的基因mRNA相

对水平.

■研发前沿
诱导细胞凋亡可
能是OCT杀伤肿
瘤细胞的途径之
一, 但其具体机制
尚不清楚.
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1.2.2 流式细胞术分析: 消化收集经OTC(1×
10-7 mol/L)作用12 h后的SGC-7901细胞, PBS清
洗两次, 加入1∶100稀释的一抗100 µL, 在37℃
恒温水浴中温育30 min, PBS洗2次, 然后加入 
1∶20稀释的FITC标记的二抗100 µL, 37℃水浴

30 min, PBS洗2次, 离心去上清, 除去未结合的

多余荧光抗体. 加入1.0 mL PBS, 经200目滤网过

滤, 上机检测. 测量数据及图形输入计算机, 应
用相应程序软件进行资料处理, 测定前以鸡血

红细胞标准样品调整仪器的CV值在5%以内. 设
未经OTC(1×10-7 mol/L)处理的胃癌细胞为空白

对照. 
1.2.3 流式细胞仪检测胃癌细胞凋亡: 消化收集

经OTC(1×10-7 mol/L)诱导6、12、24 h后的胃

癌细胞, 细胞用PBS清洗两次, 加入700 mL/L冷
乙醇固定24 h以上(4℃). 随后清洗细胞, 与含1 
g/L RNA酶的PBS缓冲液(pH7.4)200 µL(含4% 
Triton X-100)共同孵育(37℃)30 min. 然后用碘丙

锭(PI)400 µL作细胞DNA染色, 暗处15 min或4℃
过夜. 200目尼龙膜过滤. 应用流式细胞仪FACS 
420(美国BD公司)检测, 观察是否存在凋亡细胞

并测定其含量, 设未经OTC(1×10-7 mol/L)处理

的胃癌细胞为空白对照. 所有资料均经IysisⅡ软

件收集, 储存和分析.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 组

间比较行t检验.

2  结果

2.1 胃癌细胞中Fas, FasL, p53 , p21 , p27和c-myc 
mRNA表达水平的变化 经RT-PCR检测, 在胃癌

细胞SGC-7901中均发现有Fas, FasL, p53 , p21 ,  

p27和c-myc产物的出现. 胃癌细胞SGC-7901经
OCT诱导6、12、24和48 h后, Fas和FasL mRNA
表达均明显增加, p53  mRNA表达则显著减少, 而
p21 , p27和c-myc  mRNA表达均无明显变化(图1).
2.2 胃癌细胞中Fas, FasL, P53, P21, P27和c-Myc 
蛋白阳性细胞比例的变化 胃癌细胞SGC-7901
经OCT诱导12 h后, Fas和FasL蛋白阳性细胞比

例明显增加, P53蛋白阳性细胞比例则显著降

低, 与OCT处理前相比均有显著性差异(P <0.05, 
P <0.01, 表1), 但P21, P27和c-Myc蛋白阳性细胞

比例在OCT处理前后的变化并不明显, 未显示

显著性差异(P >0.05, 表2).
2.3 胃癌细胞中Fas, FasL, P53, P21, P27和c-Myc 
蛋白表达强度的变化  胃癌细胞S G C-7901经
OCT诱导12 h后, Fas和FasL蛋白相对表达强度

均显著增加, 而P53蛋白相对表达强度则显著减

少, 与OCT处理前相比均有显著性差异(P <0.05, 
P <0.01, 表1), 而P21, P27和c-Myc蛋白相对表达

强度在胃癌细胞SGC-7901中的改变不明显, 与
OCT处理前相比均无显著性差异(P >0.05, 表2). 
2.4 OCT对胃癌细胞SGC-7901周期分布的影响 
经流式细胞术检测, 1×10-7 mol/L的OCT作用

SGC-7901细胞12 h后, 各细胞周期G0/G1、S、
G2/M均无明显变化, 与OCT处理前相比均无显

著性差异(P >0.05, 表3).

3  讨论

诱导细胞凋亡可能是O C T杀伤肿瘤细胞的途

径之一, 但其具体机制尚不清楚. 为此, 我们就

OTC对胃癌细胞SGC-7901中凋亡及细胞周期相

关基因的调控作用进行了研究. Fas/FasL信号传

■相关报道
张 青 云  e t  a l 发
现 胃 癌 细 胞
SGC-7901第6外
显子204位密码子
由GAG-GCG, 使
编 码 的 G l u 变 成
Ala. 即SGC-7901
的第6个外显子发
生了点突变及缺
失, 因而可使其表
达的P53蛋白结构
发生变化, 野生型
P53丧失了功能.

表  1  OCT对SGC-7901细胞中Fas、FasL和P53蛋白表达的影响 (%, mean±SD)

     
OCT		  Fas 			   FasL 			   P53

(mol/L)	    阳性率	         相对强度	    阳性率	          相对强度	    阳性率	            相对强度

0	 53.4±5.2        3.2±0.1	 64.2±2.2          4.5±0.1	 60.8±5.2           4.9±0.3

1×10-7	 70.6±6.7b       5.5±0.3b	 71.8±2.9a         5.1±0.3	 48.6±4.8a          3.3±0.2b

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mol/L OCT.

表  2  OCT对SGC-7901细胞中P21、P27和c-Myc蛋白表达的影响 (%, mean±SD)

     
OCT		  P21 			   P27 			   c-Myc

(mol/L)	    阳性率	         相对强度	    阳性率	          相对强度	    阳性率	            相对强度

0 	 65.4±6.5        4.7±0.1	 60.7±2.6        5.4±0.3	 72.6±8.5           4.2±0.4

1×10-7	 68.2±5.7        5.1±0.2	 63.8±3.1        4.9±0.1	 70.1±7.4           3.8±0.2
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导途径是一个独特的凋亡途径. 目前认为FasL
是死亡因子, 而Fas抗原是他的受体, Fas与FasL
的结合抗Fas抗体交联Fas, 可诱导表达Fas的靶

细胞凋亡[8-9]. 人类某些肿瘤细胞常常异常高表

达Fas抗原, 但对于不表达或低表达Fas抗原的肿

瘤细胞也可以通过某些细胞因子[10], 诱导其表

达或增量表达. 有研究表明胃癌细胞上Fas受体

表达的量低于正常的胃组织, 胃癌细胞从基因

水平下调Fas分子的表达[11], 从而逃避机体Fas/
FasL系统的监控, 细胞凋亡受抑制, 使得胃癌细

胞不断增殖. 如果使肿瘤细胞的Fas表达上调, 
可恢复肿瘤细胞对Fas/FasL介导的凋亡的敏感

性. 本实验的结果显示OCT不仅可使SGC-7901
细胞中的Fas mRNA和蛋白表达增加, 而且还可

使FasL mRNA和蛋白表达显著增加. 结果提示

OCT可通过上调Fas和FasL基因的mRNA和蛋白

表达, 以诱导SGC-7901细胞凋亡. 
目前认为, 在诱导凋亡过程中, p53和c-myc

有协同作用[12]. 在许多肿瘤中, c-myc的高表达和

p53功能缺失同存[13]. 张青云 et al发现胃癌细胞

SGC-7901第6外显子204位密码子由GAG-GCG, 
使编码的Glu变成Ala. 即SGC-7901的第6个外显

子发生了点突变及缺失, 因而可使其表达的P53
蛋白结构发生变化, 野生型p53丧失了功能[14]. 有
研究表明突变型p53不但失去了抑癌功能, 而且还

能促进细胞异常生长, 并能阻止细胞凋亡[13,15-17]. 
我们发现胃癌细胞SGC-7901经OCT处理后, 突
变型p53表达明显减少, 而c-myc表达无明显变

化. 本实验结果提示在胃癌细胞SGC-7901中, 失
去了p53和c-myc在诱导凋亡过程中的协同作用, 

OCT可通过下调突变型p53表达, 抑制胃癌细胞

SGC-7901生长, 促进细胞凋亡. 
p53和c-myc都是半衰期很短的转录因子, 

前者对细胞周期负调控, 使细胞阻滞于G期, 而
后者则正调控, 可取消p53诱导的G1期阻滞, 从
而促进细胞进入增殖周期, 两者的作用是对立

的[18]. p27能抑制cyclinD1/CDK4功能, 从而阻滞

G1期
[15]. 含野生型p53的细胞, 在DNA受到损伤

时, 此信号传递给P53, 表现为P53蛋白的升高. 
P53蛋白启动p21的转录, 又使P21蛋白迅速升高. 
p21是细胞周期内通用性抑制物, 通过抑制CDK
的激活, 导致G1期阻滞, 使细胞赢得时间, 在进

入S期之前修复损伤的DNA[19-20]. 当p53突变时, 
其促进p21转录的功能丧失, 从而使细胞不能阻

滞于G1期以修复损伤的DNA. 有报告OCT不引

起癌细胞G1期阻滞, 与OCT不能诱导p2l、pRb、
c-myc有关[21-22]. 这与我们的研究结果—致. 

总之, OCT可通过上调Fas和FasL表达, 下
调突变型p53表达, 诱导SGC-7901细胞凋亡, 抑
制细胞生长. OCT诱导SGC-7901细胞凋亡并不

需要G1期阻滞, 这与OCT不能诱导p2l、pRb、
c-myc有关. 这可能是OCT诱导细胞凋亡和抑制

细胞生长的重要机制之一, 为OTC应用到临床

治疗胃癌提供了新的思路和实验依据. 
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