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摘   要	 目的：探讨奥曲肽诱导人结肠癌细胞凋亡与细胞周期的影响及机制。

方法：奥曲肽、GSK-3β 抑制剂 LiCl 单独或联合作用于人结肠癌 SW480 细胞后，用流式细胞术检测

SW480 细胞的凋亡与细胞周期，以及用 DNA 凝胶电泳实验进一步验证细胞凋亡；Western blot 检测

SW480 细胞中 GSK-3β、p-GSK3-β（Tyr216）及 p-GSK-3β（Ser9）蛋白表达。

结果：与未处理的空白对照组 SW480 比较，奥曲肽处理 SW480 细胞后，细胞凋亡率与 G0/G1 细胞明显

升高，凝胶电泳出现典型的“梯形”DNA 条带，总 GSK-3β 蛋白与 p-GSK3β（Tyr216）表达明显上调，

而 p-GSK3β（Ser9）蛋白表达明显下降（均 P<0.05）；LiCl 单独作用对 SW480 细胞的凋亡与细胞周

期无明显影响（均 P>0.05），但与奥曲肽联合作用能明显削弱奥曲肽对 SW480 的促凋亡与细胞周期阻

滞作用（均 P<0.05）。

结论：奥曲肽能有效诱导 SW480 细胞凋亡与细胞周期阻滞，该作用可能与其上调 GSK-3β 蛋白的表达，

并调节 GSK-3β 蛋白的磷酸化水平有关。	
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Abstract	 Objective: To investigate the influence of octreotide on apoptosis and cell cycle in human colon cancer cells and 

the mechanism.

Methods: Human colon cancer SW480 cells were exposed to octreotide or GSK-3β inhibitor LiCl alone or in 

combination; the apoptosis and cell cycle in SW480 were analyzed by flow cytometry, and the apoptosis was also 

verified by DNA agarose gel electrophoresis. In addition, the expressions of GSK-3β, p-GSK3β (Tyr216) and 

p-GSK3β (Ser9) in SW480 cells were determined by Western blot analysis.

Results: Compared with the blank control group of untreated SW480 cells, in SW480 cells after octreotide 

treatment, the apoptosis and ratio of G0/G1 phase cells were significantly increased, typical DNA ladders 
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结 肠 癌 是 我 国 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 目 前 发

病率为恶性肿瘤的第4位，且呈逐年上升之势，严

重威胁人们生命健康。有研究[1]表明奥曲肽对消化

道肿瘤有较好的抑制作用。本课题组前期实验 [2-4] 

初 步 证 实 奥 曲 肽 能 通 过 抑 制 W n t 信 号 通 路 抑 制

SW480细胞增殖并诱导其凋亡。糖原合成酶激酶

（GSK-3β）是Wnt信号通路中的关键蛋白。本文

旨在进一步研究证实奥曲肽诱导人结肠癌SW480

细胞凋亡及其作用靶点与GSK-3β磷酸化水平的关

系 ， 为 结 肠 癌 的 药 物 及 生 物 治 疗 研 究 提 供 实 验 和

理论依据。

1　材料与方法

1.1  药物与试剂

醋酸奥曲肽注射液（C 49H 66N 10O 10S 2）购自诺

华公司；GSK-3β抑制剂氯化锂（LiCl）由天津光

复化工所供；RPMI1640细胞培养基为美国Gibco

公 司 产 品 ； 新 生 胎 牛 血 清 购 自 杭 州 四 季 青 公 司 ；

AO/EB染液购自美国Sigma公司；DNA Ladder凋

亡 检 测 试 剂 盒 为 南 京 凯 基 公 司 产 品 ； G S K - 3 β 、

p-GSK-3β（Ser9）及p-GSK-3β（Tyr216）一抗

体及辣根酶标记 羊抗兔IgG抗体均购于美国San ta 

C r u z 生 物 公 司 ； β - a c t i n 单 抗 为 北 京 中 杉 公 司 产

品；相关蛋白二抗购自美国Cell  S ignal ing公司，

Western blot操作试剂盒购自北京普利莱公司。

1.2  细胞与细胞培养  

人结肠癌SW480细胞购自湘雅医细胞中心，

配 置 含 1 0 % 胎 牛 血 清 的 R P M I 1 6 4 0 于 细 胞 培 养 箱

（37 ℃、饱合湿度及及5% CO2条件下）中隔天传

代培养，取对数生长期细胞用于实验。

1.3  流式细胞仪检测细胞周期及凋亡

收 集 细 胞 接 种 于 6 孔 细 胞 培 养 板 中 （ 细 胞 密

度 5 × 1 0 5个 / 孔 ） ， 细 胞 贴 壁 后 加 药 处 理 ： 奥 曲

肽（10 -8 mol /L）、LiCl（20 mmol /L）、奥曲肽

（10-8 mol/L）+LiCl（20 mmol/L），并加入同体

积PBS作对照，培养箱中孵育48 h后，收集细胞于

离心管中1 000 r /min离心5 min，去上清液后PBS

洗涤2次，加入70%冰乙醇-20 ℃固定过夜。PPS

再 洗 涤 2 次 去 固 定 ， 加 入 核 糖 核 酸 酶 液 5  µ L 消 化

RNA，再加入碘化丙啶染液50 µL染色30 min后上

机 检 测 细 胞 周 期 变 化 。 同 上 方 法 收 集 细 胞 ， 按 照

Annexin V-FITC/PI双染凋亡检测试剂盒操作步骤

行检测细胞凋亡变化。

1.4  DNA 琼脂糖凝胶电泳实验验证细胞凋亡

细胞贴壁后加药处理：奥曲肽（10-6、10-8、

1 0 - 1 0  m o l / L ） ， L i C l （ 2 0  m m o l / L ） ， 奥 曲 肽 

（10-8 mol/L）+LiCl（20 mmol/L），并加入同体

积PBS作对照，孵育48 h后收集细胞于1.5 mL EP

管中，按DNA ladder细胞凋亡检测试剂盒说明书

提取细胞DNA，放置在4 ℃冰箱过夜，次日取5 µL 

DNA样品与1 µL 6×Buffer混匀后加样到已制备好

的1.5%琼脂糖凝胶中40 V电压下进行电泳，DBT-
08凝胶图像分析仪观察DNA ladder并摄影。

1.5  Western blot 法检测蛋白表达

收集10 -10、10 -8、10 -6 mol /L浓度奥曲肽处理

的 S W 4 8 0 细 胞 （ 2 × 1 0 8/ L 密 度 ） ， 裂 解 细 胞 并 提

取蛋白，BCA法测定蛋白浓度，SDS-PAGE凝胶加

样孔上样40 µg蛋白，进行12% SDS-PAGE蛋白分

离 ， 将 蛋 白 转 移 到 P V D F 膜 上 ， 5 % 脱 脂 奶 粉 封 闭 

2  h ， 4  ℃ 孵 育 1 : 2 0 0 的 β - a c t i n 、 G S K - 3 β 、

p-GSK-3β（Ser9）及p-GSK-3β（Tyr216）多克

隆 一 抗 过 夜 ， T B S T 洗 膜 后 ， 孵 育 1 : 5  0 0 0 的 抗 兔

l g G 二 抗 1  h ， 再 洗 膜 ， 暗 室 中 加 发 光 剂 后 X 片 曝

光，显影，AlphaimagerTM 2200分析仪分析蛋白条

带灰度值，以实验蛋白/内参蛋白的灰度值×100%

were present in the agarose gel electrophoresis, and the total GSK-3β protein and p-GSK3β (Tyr216) protein 

expressions were significantly increased, while the p-GSK3β (Ser9) protein expression was significantly decreased 

(all P<0.05); LiCl treatment alone exerted no influence on apoptosis and cell cycle in SW480 cells (both P>0.05), 

but it significantly weakened the apoptosis-inducing and cell cycle arrest effect of octreotide in SW480 cells in 

combination with octreotide (both P<0.05).

Conclusion: Octreotide can effectively induce apoptosis and cell cycle arrest in SW480 cells, which may be 

related to its increasing GSK-3β protein expression and regulating phosphorylation level of GSK-3β.

Key words	 Colonic Neoplasms; Octreotide; Glycogen Synthase Kinase 3

CLC number: R735.3	
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计算，并与空白对照组比较。

1.6  统计学处理  

应 用 S P S S  1 6 . 0 软 件 对 实 验 数 据 统 计 分 析 ，

实验数据采用均数±标准差（x±s）表示，两组间

比较采用Students' t检验，多组间比较采用One Way 

ANOVA式方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  流式细胞仪检测 GSK-3β 在奥曲肽诱导细胞

凋亡中的作用

与 空 白 对 照 组 比 较 ， L i C l 组 未 对 细 胞 凋 亡 和

周期产生明显的影响（均P>0 .05）；奥曲肽组能

明显诱导细胞凋亡，且使细胞周期阻滞在G 0/G 1期

（P<0.05）；奥曲肽+LiCl组也能诱导细胞凋亡与

G 0/G 1期阻滞（均P<0.05），但其作用程度明显低

于奥曲肽组（均P<0.05）（表1）（图1）。

2.2  DNA Ladder 凝胶电泳实验进一步核实奥曲

肽诱导 SW480 细胞凋亡

为进一步证实奥曲肽诱导SW480细胞凋亡，

通 过 D N A 琼 脂 凝 胶 电 泳 检 测 奥 曲 肽 是 否 可 非 随

机 性 剪 切 S W 4 8 0 细 胞 的 D N A 片 段 。 结 果 显 示 ：

10 -10、10 -8、10 -6 mol /L奥曲肽作用细胞48 h后，

出现典型的梯形（Ladder）条带；空白对照组、

L i C l 组 、 奥 曲 肽 + L i C l 组 则 未 见 L a d d e r 条 带

（图2）。 

表 1　流式细胞仪检测各组 SW480 细胞周期及凋亡率（%，x±s）
Table 1　Cell cycle phase and apoptosis rate  in each group of SW480 cells detected by fl ow cytometry (%, x±s )

　组别 G0/G1 S 期 G2/M 期 细胞凋亡率
空白对照组 61.35±2.67 25.35±0.96 13.01±1.24 1.53±0.24
奥曲肽组 74.49±3.071) 17.24±2.161) 9.01±0.631) 20.18±2.171)

LiCl 组 61.37±3.43 25.56±1.93 13.03±1.51 1.13±0.22
奥曲肽 +LiCl 组 70.86±2.381), 2) 16.71±0.931), 2) 12.36±1.461), 2) 9.52±0.801), 2)

注：1）与空白组比较，P<0.05；2）与奥曲肽组比较，P<0.05 
Note: P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. octreotide group
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图 1　各组 SW480 细胞周期时相图　　A：空白对照组；B：奥曲肽组；C：LiCl 组 D：奥曲肽 +LiCl 组
Figure 1　Cell cycle phase images of each group of SW480 cells　　A: Blank control group; B: Octreotide group; C: LiCl group; D: 

Octreotide plus LiCl group
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图 2　DNA 凝胶电泳观察奥曲肽对 SW480 细胞 DNA 梯形

条带的影响 　　1：DNA 分子量标准；2：空白对照组；
3：LiCl 组；4：奥曲肽（10-8 mol/L）+LiCl 组；5-7：
奥曲肽（10-10、10-8、10-6 mmol/L）组

Figure 2　Influence of octreotide on DNA ladder of SW480 in 
DNA agarose gel electrophoresis　　1: DNA marker; 
2: Blank control group; 3: LiCl group; 4: Octreotide  
(10–8 mol/L) plus LiCl group; 5-7: Octreotide (10–10, 10–8 
and 10–6 mmol/L) group

2.3  奥曲肽对 SW480 细胞 GSK-3β 蛋白表达及

磷酸化水平的影响  

结果显示，经10 -10、10 -8、10 -6 mol /L的奥曲

肽处理24 h后，总GSK-3β蛋白表达较空白对照组

分别上调了（9.2±1.62）%、（24.9±3.49）%、

（ 3 2 . 5 ± 3 . 8 2 ） % ； p - G S K - 3 β （ T y r 2 1 6 ）

蛋 白 表 达 分 别 上 调 了 （ 9 . 2 3 ± 1 . 0 2 ） % 、

（ 2 1 . 3 6 ± 3 . 3 4 ） % 、 （ 1 0 2 . 2 7 ± 7 . 3 7 ） % ；

p - G S K - 3 β （ S e r 9 ） 蛋 白 表 达 分 别 下 调 了

（ 3 5 . 1 2 ± 4 . 7 2 ） % 、 （ 5 8 . 6 3 ± 6 . 4 3 ） % 、

（67.84±7.87）%。各浓度奥曲肽处理组与空白

对照组比较，差异均有统计学意义（均P<0 .05）

（图3）。

3　讨　论

奥曲肽早已广泛应用于胰腺炎[5]、手术瘘及多

种神经内分泌肿瘤[6]的临床治疗。近年来，有研究

显示奥曲肽对前列腺癌 [7]、胆囊癌 [8]、大肠癌 [3]、

乳腺癌[9]、肝癌[10]等具有抑制作用，因而，奥曲肽

在 肿 瘤 的 治 疗 方 面 有 着 广 阔 的 应 用 前 景 ， 成 为 近

年来研究的热点之一。笔者前期实验 [2-4]结果证实

奥 曲 肽 可 通 过 抑 制 W n t 信 号 通 路 并 下 调 其 下 游 的

c-myc、cyclin-D1等癌基因表达，从而抑制体外培

养的SW480细胞增殖并诱导其凋亡，但具体作用

靶点尚不确切。

细 胞 凋 亡 在 肿 瘤 的 发 生 发 展 及 治 疗 中 发 挥 着

重 要 作 用 ， 主 要 由 凋 亡 基 因 及 其 编 码 的 蛋 白 产 物

调控，如caspase-3及bcl-2家族等。有研究[11]发现

GSK-3β可能参与凋亡信号级联反应并激活这些凋

图 3　Western blot 法检测奥曲肽对 SW480 细胞总 GSK-3β 蛋白与磷酸化 GSK-3β 蛋白表达的影响
Figure 3　Western blot analysis for protein expressions of total GSK-3β and phosphorylated GSK-3β in SW480 cells after octreotide 

treatment
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亡相关基因。本实验通过流式细胞技术和DNA凝

胶电泳实验发现奥曲肽能诱导结肠癌SW480细胞

凋亡，采用GSK-3β抑制剂LiCl干预后则明显消弱

了 奥 曲 肽 的 凋 亡 诱 导 作 用 ， 进 一 步 说 明 奥 曲 肽 通

过激活GSK-3β的活性而达到诱导SW480细胞凋亡

的 作 用 。 本 实 验 中 ， 奥 曲 肽 的 凋 亡 诱 导 作 用 并 在

10-8 mol/L浓度基本达到最大，可能与SW480细胞

膜上的奥曲肽受体饱和特性有关。

Wnt信号通路在结肠癌的发生发展中起着决定

性的作用[12]，其中GSK-3β不仅是Wnt通路中的重

要成员，还是Wnt信号与其他许多复杂信号通路网

的交叉对话点[13]。因而，而GSK-3β是结肠癌治疗

的重要分子靶点。

G S K - 3 β 是 一 种 多 功 能 的 丝 氨 酸 苏 氨 酸 类 蛋

白 激 酶 ， 参 与 众 多 信 号 通 路 的 调 节 作 用 ， 比 如 在

Wnt[2]、NF-κB[14]、Akt[15]以及PI3-K[16]信号转导通

路 中 扮 演 着 重 要 角 色 。 除 此 之 外 ， 有 实 验 发 现 ，

G S K - 3 β 是 一 些 凋 亡 信 号 级 联 中 的 关 键 分 子 [ 1 6 ]。

Dinamarca等[17]报道，GSK-3β在Rat-1成纤维细胞

和PC12细胞中过表达能诱导成纤维细胞凋亡。本

实验通过LiCl抑制GSK-3β活性后，再将奥曲肽作

用SW480细胞，其凋亡率明显下降，提示奥曲肽

诱导SW480细胞凋亡与GSK-3β参与的该凋亡信号

级联反应有关。

G S K - 3 β 蛋 白 酶 的 磷 酸 活 性 与 其 T - l o o p 结 构

内的负调节因子第9位的Ser和正调节因子216位的

Tyr密切相关。当Ser9残基被磷酸化时GSK -3β蛋

白酶活性减弱 [18]，相反，当Tyr216残基被磷酸化

时GSK -3β蛋白酶的活性则增强 [ 19]。国内学者 [20]

研究发现硼替佐米联合紫杉醇能改变GSK-3β磷酸

化 水 平 ， 增 强 其 磷 酸 活 性 ， 从 而 提 高 人 卵 巢 癌 细

胞 对 紫 杉 醇 的 药 物 敏 感 性 ， 并 诱 导 细 胞 凋 亡 。 所

以 ， G S K - 3 β 的 活 性 关 键 取 决 其 磷 酸 化 水 平 ， 即

p-GSK-3β（Tyr216）及p-GSK-3β（Ser9）蛋白

表达的变化。

本 实 验 W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ： 奥 曲 肽 处 理

后 ， S W 4 8 0 细 胞 内 G S K - 3 β 第 9 位 丝 氨 酸 残 基 和

2 1 6 位 络 氨 酸 位 点 残 基 磷 酸 化 发 生 了 明 显 变 化 ，

即 p - G S K 3 β （ T y r 2 1 6 ） 蛋 白 表 达 明 显 增 多 ， 而

p -GSK -3β（Ser9）蛋白表达则明显减少，同时，

GSK-3β总量也增多，因此GSK-3β蛋白酶的活性

明显增强，激活其在相关凋亡信号的级联反应链。   

综 上 所 述 ， 本 实 验 在 前 期 实 验 基 础 上 进 一

步研究发现，奥曲肽诱导体外培养SW480细胞凋

亡，与其调节GSK-3β不同磷酸位点的磷酸化水平及

上调总GSK-3β密切相关。至于GSK-3β蛋白参与的

具体级联反应机制有待下一步实验进一步探讨。
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