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Abstract
AIM: To investigate whether the APC/β-catenin/
TCF signaling pathway is involved in the regula-
tory effects of octreotide (OCT) on SW480 colon 
cancer cells.

METHODS: (1) mRNA testing: SW480 cells were 
cultured in vitro and divided into control group 

and OCT group (treated with 10-10 mol/L OCT). 
Total RNA was prepared from the two groups 
of cells and used to detect the mRNA expression 
of APC2, AXIN, CK1α, cyclin D1 and FZD7 by 
RT-PCR. (2) Protein testing: SW480 cells were 
cultured in vitro and divided into control group 
and OCT group (treated with /L OCT at a con-
centration of 10-14, 10-12 or 10-10 mol/L). Total 
protein was prepared from the two groups of 
cells and used to detect the protein expression of 
APC2, CK1α and CyclinD1 by Western blot.

RESULTS: (1) mRNA testing: Treatment with OCT 
increased the mRNA levels of APC2 and CK1α (both 
P < 0.05), decreased that of cyclin D1 (P < 0.05), but 
had no significant impact on those of FZD7 and 
axin (both P > 0.05) in SW480 cells; (2) Protein test-
ing: Treatment with different concentrations of OCT 
increased the protein levels of APC2 and CK1α and 
decreased that of cyclin D1 in SW480 cells in a dose-
dependent manner (all P < 0.05).

CONCLUSION: OCT can negatively regulate 
APC/β-catenin/TCF signaling by up-regulating 
APC2 and CK1α expression and down-regulat-
ing cyclin D1 expression.
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摘要
目的: 研究奥曲肽(Octrotide, OCT)对结肠癌
SW480细胞中APC/β-catenin/TCF通路各热点
分子在mRNA水平和蛋白水平表达量的影响, 
初步探讨OCT调控SW480细胞APC/β-catenin/
TCF通路的分子靶点.

方法:  (1)m R N A检测 :  体外培养人结肠癌
SW480细胞, 分为对照组和OCT组(10-10 mol/L), 
分别提取两组细胞的总RNA, 以RT-PCR法检
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■背景资料
APC/β -catenin/
TCF通路异常是
结肠癌发生的重
要早期事件, 以其
关键成分为靶标
的药物将成为防
治结肠癌的重要
手 段 .  目 前 已 有
NASID、选择性
COX-2抑制剂通
过抑制该通路治
疗结肠癌的临床
干预试验, 但缺少
奥曲肽抑制APC/
β-catenin/TCF通
路治疗结肠癌的
相关研究. 

■同行评议者
李 永 翔 ,  主 任 医
师, 安徽医科大学
第一附属医院普
外科



测APC2、AXIN、CK1α、Cyclin D1、FZD7的
mRNA, 筛选出两组细胞5个基因mRNA的表达
差异; (2)蛋白检测: 体外培养人结肠癌SW480
细胞, 分为对照组和OCT 1、2、3组(10-14、

10-12、10-10 mol/L), 分别提取4组细胞的总蛋白, 
以Western blot法检测APC2、CK1α、Cyclin D1
的蛋白质, 鉴定4组细胞中3个基因在蛋白水平
的表达差异.

结果: (1)mRNA检测: OCT组(10-10 mol/L)中
APC2、CK1α的mRNA表达上调(均P <0.05), 
Cyclin D1的mRNA表达下调(P <0.05), AXIN
和FZD7的mRNA改变无统计学意义(P >0.05); 
(2)蛋白检测: OCT 1、2、3组中APC2、CK1α
蛋白表达上调(P <0.05), Cyclin D1蛋白表达下
调(P <0.05), 且呈浓度依赖性.

结论: OCT通过强化APC2、CK1α“负反馈”

调节作用, 下调靶基因Cyclin D1, 负性调控结
肠癌SW480中APC/β-catenin/TCF通路.

关键词: 奥曲肽; SW480细胞; APC/β-catenin/TCF

信号通路; APC2; CK1α; Cyclin D1
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0  引言

结肠癌的发病率为恶性肿瘤的第4位, 而且近

年来有逐渐增加的趋势. 结肠癌发生、发展机

制较为复杂, 目前的分子模型提示其多阶段的

发展过程中, 涉及到许多癌基因、抑癌基因和

信号通路的改变. 其中约80%-90%的结肠癌中

存在APC突变, 而非APC突变结肠癌中50%为

β-catenin突变, 两者均为APC/β-catenin/TCF通路

关键分子, 因此APC/β-catenin/TCF通路是控制

结肠癌发生、发展的主要通路, 亦是结肠癌治

疗的主要靶点之一. 近年来, 大量的研究发现奥

曲肽对多种实体肿瘤的生长具有良好的抑制作

用, 而其不良反应小, 患者耐受性好, 具有广阔的

应用前景. 我们的前期工作也已证实奥曲肽可抑

制结肠癌SW480增殖, 下调β-catenin蛋白[1], 并通

过基因芯片初步了解到奥曲肽使结肠癌SW480
细胞APC/β-catenin/TCF通路30个基因发生差

异性改变, 其中13个基因显著上调, 主要涉及

APC2、AXIN家族、CK1家族, 17个基因显著下

调[2], 但是奥曲肽调控APC/β-catenin/TCF通路的

机制尚未阐明. 因此本文参考基因芯片结果对
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热点基因进行研究, 以期证实奥曲肽调控结肠

癌SW480中APC/β-catenin/TCF通路的分子机制, 
为奥曲肽治疗结肠癌提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠腺癌细胞株SW480, 系人结肠

低分化黏液腺癌, 购于中南大学湘雅医学院. 醋
酸奥曲肽注射液(批号: S0065, 北京诺华制药有

限公司); RPMI 1640培养基(美国Gibco公司); 
新生牛血清(杭州四季青公司); 胰蛋白酶(美国

Amresco公司); DAB显色试剂为福州迈新公司; 
RT-PCR试剂盒、溴化乙锭(EB)、Taq酶等(美国

Promega公司); 1, 4二硫苏糖醇、逆转录试剂盒

(美国Amersham Biosciences公司); Tripure RNA 
提取试剂盒、甲叉丙烯酰胺(美国Roche公司); 
APC2、AXIN、CK1α、FZD7和Cyclin D1引物

由上海生工生物技术公司合成. CK1α(F158)兔
抗人多克隆抗体、APC2(N32)兔抗人多克隆抗

体和Cyclin D1(L283)兔抗人多克隆抗体(美国

Abzoom公司); β-actin单克隆抗体、辣根酶标记

羊抗兔IgG、辣根酶标记羊抗兔IgG(北京中杉金

桥公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SW480细胞培养于含10%小牛

血清, 1×105 U/L青霉素及1×105 U/L链霉素

RPMI 1640完全培养基中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2

及饱和湿度条件下培养, 细胞呈单层生长, 铺满

培养瓶约2-3 d传代1次. 取对数生长期细胞用于

实验. 
1.2.2 RT-PCR法检测基因mRNA表达: 依照前期

实验结果[1,2], 取奥曲肽抑制SW480最佳抑制浓

度为实验组, 即OCT组(10-10 mol/L); 对照组为

SW480加入培养基、生理盐水. 以上均培养24 h. 
分别提取2组细胞的总RNA, 逆转录合成cDNA, 
PCR扩增APC2、CSNK1A1L、Cycl in D1、
AXIN、FZD7(表1), RT-PCR产物鉴定及半定量

分析, 最后凝胶图像分析APC2、CSNK1A1L、
Cyclin D1、AXIN、FZD7表达强度. 
1.2.3 Western blot法检测基因蛋白表达: 取奥曲

肽1、2、3组(10-14、10-12、10-10 mol/L)为实验

组; 对照组为SW480加入培养基、生理盐水. 以
上均培养24 h. 分别提取4组细胞的总蛋白, 制
备SDS-PAGE凝胶, 将蛋白质样品上样至SDS-
PAGE凝胶加样孔内, 每条泳道上样40 μg进行

SDS-PAGE凝胶电泳, 转移至PVDF膜上, 5%脱

脂奶粉封闭室温下2 h. 4 ℃孵育一抗(1∶200 
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■相关报道
本课题组的前期
工作提示奥曲肽
可 以 通 过 调 控
APC/β -ca tenin/
TCF通路中30个
基因抑制结肠癌
S W 4 8 0 细 胞 增
殖, 其中APC2、
CK1α和AXIN显
著上调, 而Cyclin 
D 1、F Z D 7显著
下调. 
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β-actin, 1∶500 APC2, 1∶500 CK1α, 1∶500 Cy-
clin D1)过夜, TBST洗膜后孵育二抗(1∶4 000)
孵育1 h, TBST再次洗膜, 发光剂显色, X片曝

光、显影、定影、水洗, 进行图像分析.
统计学处理 各组实验数据均用mean±SD表

示, 采用SPSS13.0统计分析软件包处理. 实验结果

采用One-way ANOVA方式行方差分析, 两两比较

采用Student' t检验, 进行统计学分析, P<0.05认为

差别有显著性意义. 实验重复3遍以上.

2  结果

2.1 RT-PCR检测奥曲肽对结肠癌SW480细胞

APC2、CK1α、Cycl in D1、AXIN和FZD7 
mRNA表达的影响 经电泳后RNA中28S、18S和
5S 3条带清晰可见(图1), 说明细胞总RNA提取的

质量可靠, 可以用于RT-PCR实验. RT-PCR法检

测奥曲肽组(10-10 mol/L)和对照组细胞中APC2、
CK1α、Cyclin D1、AXIN和FZD7各mRNA的表

达(图2). 结果显示: 与对照组相比较, OCT组中

SW480细胞APC2、CK1α mRNA表达增加, 且
Cyclin D1 mRNA表达减少(P <0.05, 图3); 但是

AXIN和FZD7 mRNA改变无统计学意义(P>0.05). 
2.2 Western blot检测奥曲肽对结肠癌SW480细

胞APC2、CK1α、Cyclin D1蛋白表达的影响   
2.2.1 奥曲肽对SW480细胞中APC2蛋白表达的影

响: 不同浓度OCT(0、10-14、10-12、10-10 mol/L)孵
育SW480细胞24 h后, 提取总细胞蛋白, 用Western 
blot法检测各组细胞APC2蛋白(图4). 结果显示: 
随着奥曲肽浓度的增大, 细胞中APC2蛋白逐渐

增加, 呈剂量依赖性, 差异有统计学意义(P<0.05). 
2.2.2 奥曲肽对SW480细胞中CK1α蛋白表达

的影响: 不同浓度奥曲肽(0、10-14、10-12、10-10 

mol/L组)孵育SW480细胞24 h后, 提取总细胞蛋

白, 用Western blot法检测各组细胞CK1α蛋白(图
5). 结果显示: 随着奥曲肽浓度的增大, 细胞中

CK1α蛋白逐渐增加, 呈剂量依赖性, 差异有统

计学意义(P <0.05). 
2.2.3 奥曲肽对SW480细胞中Cyclin D1蛋白表

达的影响: 不同浓度奥曲肽(0、10-14、10-12、

10-10 mol/L)孵育SW480细胞24 h后, 提取总细胞

蛋白, 用Western blot法检测各组细胞Cyclin D1
蛋白(图6). 结果显示: 随着奥曲肽浓度的增大, 
细胞中Cyclin D1蛋白逐渐下降, 呈剂量依赖性, 
差异有统计学意义(P <0.05). 

3  讨论

奥曲肽(SMS 201-995, Octreotide)是一种人工合

表  1  5个热点基因及β-actin内参引物序列

     
热点基因                            序列(5'-3') 扩增片段长度(bp)

APC2 A: GGA TGG AGA AGG CGA AAG TGA G           352

S: TTG CCA AAG GGT AGG GAA ATG

AXIN1 A: CAG TCA AAC TCG TCG CTC AC           444

S: CTC CCA CCT CTT CAT CCA A

Cyclin D1 A: CCT CCC ACG AAA CGC TAC T           404

S: CGA TGC CAA CCT CCT CAA

CK1α A: TCC TCC ACT ACC TCC ACC           255

S: AGG CTA CAC CTT TGA CTA TGC

FZD7 A: CCT TTA GCG AAG TCA GAA CCT           363

S: GCC AAG GAG ACG TGG AGT A

β-actin A: GTGGG GCGCC CCAGG CACCA           505

S: CTTCC TTAAT GTCAC GCACG ATTTC

28S
18S

5S

图  1  SW480细胞总RNA电泳检测结果.

505 bp

P   N   P  N   P   N   P   N  P   N   P   N  M
内参    FZD7   CK1a Cyclin D1 AXIN   APC2

1 500
1 000

900
800
700
600
500
400
300
200
100

bp

图  2  奥曲肽作用前后SW480细胞中各个基因mRNA的表达
差异. P: 奥曲肽组; N: 对照组; M: DNA Marker.

■创新盘点
化合物拮抗结肠
癌 机 制 研 究 大
多 集 中 在 A P C /
β-catenin/TCF通
路的β-catenin分
子 上 ,  而 本 课 题
以前期基因芯片
热点基因的改变
为 研 究 对 象 ,  对
APC/β -ca tenin/
TCF通路多个分
子进行联合研究, 
有利于充分阐明
奥曲肽抑制结肠
癌细胞增殖的关
键机制. 
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成的八肽生长抑素类似物, 与天然生长抑素比

较, 其具有半衰期长(约90 min)、生物活性强、

体内代谢稳定、受体选择性较强及分子小易吸

收等特点, 已广泛应用于消化系疾病和多种内

分泌肿瘤的临床治疗. 近期基础研究显示奥曲

肽能有效控制消化系肿瘤, 如奥曲肽可以通过

上调Fas/FasL表达而抑制肝癌细胞增殖[3], 通过

上调Fas/FasL表达且下调突变型p53表达诱导

SGC-7901胃癌细胞凋亡[4]. 同时, 我们的前期工

作亦提示奥曲肽可以通过调控APC/β-catenin/
T C F通路中30个基因抑制结肠癌S W480细胞

增殖 ,  其中A P C2、C K1α和A X I N显著上调

(10-10 mol/L奥曲肽组/对照组>2倍), 他们主要参

与“β-Catenin破坏复合体”的形成; 而Cyclin 
D1、FZD7显著下调(10-10 mol/L奥曲肽组/对照

组<0.5), 其中Cyclin D1为下游靶基因[2]. 但是上

述调控机制尚不清楚, 为此本课题就基因芯片

中的热点基因进行了研究. 
APC/β-catenin/TCF通路在结肠癌中控制着

细胞的命运, 是结肠癌发生的重要早期事件, 控
制着结肠癌细胞的增殖、侵袭和转移, 并起到

癌细胞微环境调节器的作用[5]. 该通路多个组成

成员APC、β-catenin、c-Myc、Cyclin D1等的突

变, 在结肠癌的发生发展过程中起着决定性的

作用[6]. 
APC突变为80%-90%的结肠癌的主要诱癌

因素(如本实验对象SW480). APC突变聚集区

(mutation cluster region, MCR)正好为β-catenin
的结合区域, 导致细胞质内β-c a t e n i n异常积

聚, β-catenin转导入细胞核内与TCF/LEF蛋白

结合形成三聚体, 竞争性抑制TCF/LEF与APC/
β-catenin/TCF通路下游靶基因结合, 开启靶基因

的异常高表达而至癌. 
APC2又称为APCL, 为APC的同源物, 位于

染色体19p13.3, 由2 303个氨基酸组成. APC2缺

图  3  奥曲肽作用后SW480细胞CK1α, Cyclin D1及APC2 
mRNA的表达变化. A: CK1α mRNA; B: Cyclin D1 mRNA; C: 

APC2 mRNA.
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图  4  不同浓度奥曲肽作用后SW480细胞中APC2蛋白的表
达差异. 1: 对照组; 2: 奥曲肽10-14 mol/L组; 3: 奥曲肽10-12 

mol/L组; 4: 奥曲肽10-10 mol/L组.

图  5  不同浓度奥曲肽作用后SW480细胞中CK1α蛋白的表
达差异. 1: 对照组; 2: 奥曲肽10-14 mol/L组; 3: 奥曲肽10-12 

mol/L组; 4: 奥曲肽10-10 mol/L组.
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图  6  不同浓度奥曲肽作用后SW480细胞中Cyclin D1蛋白的
表达差异. 1: 对照组; 2: 奥曲肽10-14 mol/L组; 3: 奥曲肽10-12 

mol/L组; 4: 奥曲肽10-10 mol/L组.
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■应用要点
奥曲肽具有半衰
期长、生物活性
强、体内代谢稳
定、受体选择性
较强及分子小易
吸 收 等 优 势 , 已
广泛应用于消化
系疾病和多种内
分泌肿瘤的临床
治 疗 ,  对 其 抑 制
结肠癌细胞APC/
β-catenin/TCF通
路的机制研究, 将
为奥曲肽治疗结
肠癌的策略提供
理论依据. 
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失了保守的羧基端、缺乏3个15-aa重复基序、

5个20-aa重复基序和两个SAMP重复基序, 但
是仍与APC有76%的同源性, 基本保持了APC
的主要功能:  (1)Yang等[7]研究显示, 磷酸化位

点同时包括了Ser-45位点(CK1作用)和Ser-33/
Ser-37/Thr-41位点(GSK3-β作用), 而C-端截短

APC蛋白并未影响GSK3-β和CK1对β-catenin
的磷酸化功能; 研究还显示, SAMP重复基序与

磷酸化β-catenin的降解有关, 与全长APC比较, 
APC2中的SAMP重复基序的减少使得β-catenin
磷酸化降解下降, phosph-β-catenin增加; (2)Fag-
m a n等 [8]研究认为C-端截短A P C蛋白除包含

了未被截去NES1APC 63-83及NES2APC的

外, 其犰狳类结构区域可能还含有一个NLSX
功能区, 他独立于N L S1A P C及N L S2A P C以

外; (3)N e u f e l d等 [9]和Henderson等[10]亦认为

APC2和APC一样, 均具有细胞核穿梭功能, 调控

β-catenin由细胞核转移至细胞质内. 以上研究表

明APC2具有APC相似的功能, 可抑制APC突变

激活的异常APC/β-catenin/TCF通路. 
本实验采用RT-PCR和Western blot均证实了

奥曲肽可以上调APC2 mRNA和蛋白, 并且呈浓

度依赖性. 奥曲肽通过上调SW480细胞中APC2, 
使得APC2与β-catenin、Axin等相结合, 重装

“破坏复合体”, 有利于GSK-3β、CK1α磷酸化

β-catenin; 促进β-catenin从细胞核内向细胞质、

细胞膜转位. 以上提示奥曲肽上调的APC2弥补

了SW480细胞中突变APC的功能缺失, 从而抑制

异常激活的APC/β-catenin/TCF通路. 
CK1也是APC/β-catenin/TCF通路的重要组

成部分, 他是一组广泛分布于各类真核生物的

蛋白激酶超家族. 该家族中包括了“负性调控

子”CK1α以及“正性调控子”CK1γ、CK1ε等. 
CK1α下降和CK1γ、CK1ε上升, 两种调控子的

比例失调可抑制“破坏复合体”的形成, 异常

激活APC/β-catenin/TCF通路. 
CK1α与β-catenin、APC、Axin、GSK-3β

共同形成破坏复合体, 该复合体中的CK1α可

使β-catenin的丝氨酸(Ser)45残基磷酸化, 后者

有助于GSK-3β对β-catenin的Ser33/37、苏氨酸

(Thr)41残基磷酸化, 磷酸化后的β-catenin被泛素

蛋白酶体泛素化和降解, 从而下调异常的APC/
β-catenin/TCF通路[11]. 此外, 有研究认为CK1α可

以通过TCF家族之一NF-AT4蛋白, 掩盖其NLS区
域, 减少其转移至细胞核内, 减少基因的异常表

达, 从而下调异常的APC/β-catenin/TCF通路[12].

CK1γ、CK1ε作用正好相反. (1)数项研究

表明CK1ε通过磷酸化散乱蛋白干扰GSK-3β与

AXIN结合, 增强TCF3与β-catenin的亲和力, 及
减少异源三聚体参与了“破坏复合体”的形成, 
解离“破坏复合体”, 从而上调APC/β-catenin/
TCF通路[13-15]; (2) CK1γ通过磷酸化促转录受体

LRP5/6, 使得AXIN结合不稳定, 从而上调APC/
β-catenin/TCF通路[16]; (3)CK1γ、ε通过磷酸化

E-cadherin, 使E-cadherin丧失定位于细胞间稳

定细胞黏附的作用, 且磷酸化后的E-cadherin与
β-catenin作用减弱, 从而上调APC/β-catenin/TCF
通路[17]. 

我们的前期工作显示, CK1家族中CK1α(10-10 
m o l/L奥曲肽组 /对照组  = 6.41)的上调大于

CK1γ(10-10 mol/L奥曲肽组/对照组 = 5)及CK1ε(10-10 
mol/L奥曲肽组/对照组 = 0)[2]. 本实验RT-PCR和
Western blot均证实, 奥曲肽可以上调CK1α的

mRNA和蛋白, 呈浓度依赖性. 以上均提示奥曲

肽可以选择性增加此“负性调控子” CK1α, 
平衡两种调控子的比例, 重装“破坏复合体”, 
促进β-catenin的磷酸化, 从而抑制异常激活的

APC/β-catenin/TCF通路. 
Cyclin D1基因是一种细胞周期调控因子, 

在结肠癌组织中通常是过表达, 而该基因直接

发生突变的情况很少, 但他可被异常的A P C/
β-catenin/TCF信号通路直接激活. 我们的实验

结果显示, 奥曲肽不但可上调APC2、CK1α的

mRNA和蛋白, 还可以下调Cyclin D1的mRNA和

蛋白, 且呈浓度依赖性. 
目前, 研究显示多种化合物抗结肠癌的作用

与APC/β-catenin/TCF通路有关, 如非甾体类抗炎

药物可促进β-catenin蛋白的降解和核转出, 如阿

司匹林[18]、舒林酸[19]; 酪氨酸激酶抑制剂可调控

β-catenin的酪氨酸残基磷酸化, 促使β-catenin与
E-cadherin结合增加, 如格列卫[20]、绿茶酚[21]等; 
姜黄素[22]、槲皮素[23]等天然化合成分可减少细

胞核内的β-catenin和TCF-4蛋白及其相互结合等. 
本研究认为奥曲肽调控结肠癌S W480中

APC/β-catenin/TCF通路的分子机制为: 奥曲肽通

过上调APC2、CK1α, 重装“破坏复合体”, 利
于β-catenin蛋白分解, 减少β-catenin与TCF/LEF
蛋白的结合, 从而抑制下游靶基因Cyclin D1, 强
化“负反馈机制”, 最终抑制APC/β-catenin/TCF
通路. 这可能是奥曲肽抑制结肠癌细胞增殖的关

键机制, 将为奥曲肽治疗结肠癌的策略提供理论

依据.

■同行评价
本文可读性较好, 
具有一定的科学
性和创新性.
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