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!!&摘要'!目的!观察6B9:)#+奥曲肽+兰瑞肽对体内外813DW$#:肝癌细胞的作用#分析其疗效差异及可能的

机制(方法!采用不同浓度!"k"#_"#
%"k"#_M /+3)'"6B9:)#+奥曲肽和兰瑞肽处理813DW$#:肝癌细胞#作用

:$>+$U>和W:>时#采用GGcU法检测细胞增殖*采用"k"#_M/+3)'浓度的)种药物处理细胞:$>+$U>和W:>#

&==1O-=7D7CEG)(C双染法检测细胞凋亡*荧光定量(GF检测药物作用前后细胞生长抑素受体!66EF"表达的变

化(建立813DW$#:细胞裸鼠移植瘤模型#干预组分别予6B9:)#+奥曲肽+兰瑞肽"##!;)!<;%,"#对照组予同体

积生理盐水#连续用药!周!皮下注射"#荧光定量(GF及 I1*512=J3+5检测肿瘤组织中66EF的基因及蛋白表达

变化(结果!)种药物均可抑制813DW$#:细胞的增殖#但均无法促进其凋亡(在体外水平#%%SA"+%%SA$在各组

间的表达量均不随时间发生变化*与对照组比较#%%SA:在干预组中的表达量均表现为随干预时间延长而减少

!$$#N#M"#而%%SAM在干预组中的表达量均表现为随干预时间延长先增加后减少!$$#L#M"()种药物均可提

高荷瘤裸鼠的生存质量和生存率(在体内水平#%%SA"基因在6B9:)#组表达量较奥曲肽+兰瑞肽及对照组增

加*%%SA:基因在)个干预组中的表达量较对照组均增加*%%SAM基因在6B9:)#组及兰瑞肽组中的表达量较奥

曲肽组及对照组增加*上述差异均具统计学意义!$$#N#M"(I1*512=J3+5从蛋白水平验证了上述结果(结论!在

一定浓度范围内#采用针对66EF:和66EFM具有高亲合力的生长抑素类似物!66E&"长期治疗可抑制肝癌细胞

的生长(

&关键词'! 生长抑素!肝肿瘤!813DW$#:细胞!移植瘤

#̂<<,A,($,G><;%,A'D,&=#$.<<#$'$EX,=N,,( #̂<<,A,(=M#(-G><">?'=>G='=#(8('B>R&,<>A:A#?'AES,D'=>$,BB&B'A

L'A$#(>?'!#U672'D-#3"!0&D2:'D27#654N*:# ;<-,*=>?-:>8@0*+>=8-:>-=898JB#3-+>&D7:*E8+,7>*9#

%7)D2*:/:7F-=+7>B#G>1=;,.!"##$"#G>-=4

# G+221*H+=,-=;4.5>+2#KD/4-3$O-12̂"W$":!L?+/

&8FG=A'$='!IFJ,$=#*,! E+1OH3+215>11001?5*+06B9:)##+?521+5-,14=,34=21+5-,1+=>1H45+?133.342

?42?-=+/4?1333-=1813DW$#:7:F7F84=,7:F7>=8#4=,5+4=43QV15>1,-00121=?1*+05>1-25>124H1.5-?100-?4?QS-5>

2131P4=5/1?>4=-*/*L+,=%>-G! &5,-00121=55-/1H+-=5*!:$#$U#W:>"#5>1?133?+.=5-=;<-5DU!GGcU"S4*.*1,

5+1P43.451?133H2+3-01245-+=!,2.;?+=?1=5245-+="k"#_"#D"k"#_M /+3)'"4=,5>1&==1O-=7D7CEG)(C*54-=-=;

S4*.*1,5+4**1**?1334H+H5+*-*!,2.;?+=?1=5245-+="k"#_M /+3)'"#S>-315>12143D5-/1\.4=5-545-P1(GFS4*

.*1,5+,151?5?133.342%%SA1OH21**-+=?>4=;1*J10+214=,40512-=512P1=5-+=*L&524=*H34=51,5./+2/+,13S4**15

.H#4=,5>15./+2DJ142-=;=.,1/-?1S121521451,JQ5>211,2.;*S-5>4?+//+=,+*1+0"##!;)!<;%,"+2*4/1

P+3./1+0=+2/43*43-=1#21*H1?5-P13QL&0512452145/1=5H12-+,+0!S11<*#2143D5-/1\.4=5-545-P1(GF4=,I1*512=

J3+551*5S121H120+2/1,5+,151?55>11OH21**-+=?>4=;1*+066EF-=5./+25-**.1*02+/5>131P13+0;1=14=,

H2+51-=LK,G&B=G! &335>211,2.;*?+.3,-=>-J-55>1?133H2+3-01245-+=+0813DW$#:L@+S1P12#5>1QS121.=4J315+

H2+/+515>1?1334H+H5+*-*L5:F7>=8#5>11OH21**-+=*+0%%SA"#%%SA$;1=1*,-,=+5?>4=;1+P125-/1-=14?>

;2+.HLE>11OH21**-+=*+0%%SA:;1=1S121,1?214*1,-=5>211-=512P1=5-+=;2+.H*S>-315>11OH21**-+=*+0%%SAM

;1=1S121-=?214*1,0-2*54=,5>1=,1?214*1,LG+/H421,S-5>5>1?+=52+3;2+.H#433,-00121=?1*>4P1*545-*5-?43

*-;=-0-?4=?1!$$#L#M"L&335>211,2.;*?+.3,-/H2+P15>1*.2P-P4324514=,\.43-5Q+03-010+2=.,1/-?1J142-=;

>1H45+/4L5:F7F8#5>11OH21**-+=+0%%SA";1=1-=6B9:)#;2+.HS4*-=?214*1,S>1=?+/H421,S-5>5>45+05>1

+5>12;2+.H**5>11OH21**-+=*+0%%SA:;1=1-=5>211-=512P1=5-+=;2+.H*S121-=?214*1,S>1=?+/H421,S-5>5>45

+05>1?+=52+3;2+.H*5>11OH21**-+=*+0%%SAM;1=1-=6B9:)#;2+.H4=,34=21+5-,1;2+.HS121-=?214*1,S>1=

?+/H421,S-5>5>45+05>1+?521+5-,1;2+.H4=,5>1?+=52+3;2+.H#4=,433,-00121=?1*>4P1*545-*5-?43*-;=-0-?4=?1

" 四川省应用基础研究项目!%+L:#":hA##W!"资助
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!$$#L#M"LE>1 I1*512=J3+551*5?+=0-2/1,5>1*121*.35*02+/5>1H2+51-=31P13LL>($B&G#>(! C=4?1254-=

?+=?1=5245-+=24=;1#5>13+=;D512/52145/1=5+066E&S-5>>-;>400-=-5-1*5+66EF:4=,66EFM?+.3,-=>-J-55>1

;2+S5>+0@GGL

&M,EN>A-G'!!6+/45+*545-=!!'-P12?4=?12!!813DW$#:?133*!!d1=+;2405*

!!原发性肝细胞肝癌!>1H45+?133.342?42?-=+/4#

@GG"作为临床常见的恶性肿瘤#其发病率和死亡

率分别位居全球所有肿瘤的第六位和第三位#严重

威胁人类的生命健康
."/(近年来#生长抑素及其类

似物!*+/45+*545-=4=43+;.1#66E&"的抗肿瘤作用

日益受到人们关注#但其针对 @GG治疗作用的诸

多基础及临床研究结果并不一致
.:/(66E&主要通

过激 动 生 长 抑 素 受 体 !*+/45+*545-=21?1H5+2#

66EF"起作用#其抗肿瘤疗效的差异与激动的不同

66EF亚型有关
.)/*故研究不同亚型66EF抗 @GG

的作用及疗效差异的原因是了解66E&抗 @GG机

制的重要方法(

目前 66E& 治疗 @GG 的疗效差异是否与

66E&激动的66EF亚型的数量及持续时间有关#

66E&又如何导致@GG上66EF的变化#具体机理

目前尚未阐明
.$/(本研究旨在比较)种所针对

66EF类型及亲合力各有不同的66E&!6B9:)#+

奥曲肽和兰瑞肽"在体内外对813DW$#:肝癌细胞的

作用#分析其疗效差异及可能的机制#并观察干预过

程中66EF的变化规律#寻找治疗 @GG的可能关

键受体靶点(

1!材料与方法

1L1!主要试剂+细胞株及实验动物

6B9:)#粉剂由%+P425-*制药有限公司赠送*

奥曲肽及兰瑞肽!纯度 & ÛZ"粉剂购自美国

6-;/4D&3,2-?>公 司(特 级 胎 牛 血 清 购 自 美 国

Y-J?+公司*F(9C"!$#培养基+胰蛋白酶购自美国

@Q?3+=1公司*GGcU试剂盒及 &=1-=O= D̀7CEG)

(C试剂盒购自日本同仁化学研究所(EFCV+3试剂+

首链?X%&逆转录试剂盒购自美国E>12/+公司*

\(GF/4*512/-O购自美国c&(&公司*%%SA"%

M亚型引物由上海生工生物工程有限公司合成(

FC(&裂解液+8G& 蛋白浓度测定试剂盒+6X6D

(&YK凝胶配制试剂盒及超敏KG'化学发光试剂

!81Q+KG'(3.*"盒均购自江苏碧云天生物技术研

究所*66EF亚型!"#:#M"兔抗人多克隆抗体购自

美国64=54G2.V生物工程公司及&J?4/生物科技

公司*#D4?5-=兔抗人多克隆抗体购自美国&8?3+=43

公司(人肝癌813DW$#:细胞株购自南京科佰生物

科技有限公司(8&'8)?=.)=.裸鼠#6(7级#雄

性#$%M周#体质量"!%"̂ ;#购自成都达硕生物科

技有限公司(

1L/!细胞培养

813DW$#:肝癌细胞培养于含"#Z胎牛血清的

F(9C"!$#培养基中#置)W[+体积分数为MZ的

GB: 条件下培养#待细胞密度达U#Z% #̂Z 时#磷

酸盐缓冲液!(86"洗)遍##L:MZ胰蛋白酶消化

"/-=#"$##2)/-=离心)/-=#加入新培养基并吹

打均匀后分装到培养瓶中(每隔:日进行上述消

化+传代(取对数生长期细胞用于后续实验#各项实

验均重复)次(

1Q6!LLM4比色法检测细胞增殖活性

将813DW$#:细胞以WLMk"#))孔接种于 !̂孔

培养板培养过夜(弃上清#每孔加入含"Z胎牛血

清的F(9C"!$#培养基培养:$>#后分)组分别加

入终浓度为"k"#_"#+"k"#_^+"k"#_U+"k"#_W+

"k"#_!
和"k"#_M /+3)'不同干预药物的培养基#

每个浓度设)个复孔(以不含药物的培养液培养细

胞作为对照#以不含药物及细胞的培养基孔作为空

白#每孔终体积为:##!'()板分别继续培养:)>+

$W>+W">后#每孔加入GGcU试剂:#!'#再次培

养">后采用酶标仪检测$M#=/处的吸光度!&"

值#分析数据(

1Q3!8((,C#(%T@H;L!:H双染法检测细胞凋亡率

按细胞浓度为Mk"#M)孔将813DW$#:细胞接种

于!孔培养板培养过夜(含"Z胎牛血清的F(9C

"!$#培养基培养:$>#后分别加入含终浓度为

"k"#_M /+3)'不同干预药物的培养基处理细胞

:$>+$U>及W:>#并以不含药物的培养基培养细胞

作为对照#每孔终体积为:/'(消化收集细胞#

(86洗涤后"###2)/-=离心)/-=#共两次#清除

(86液后按&==1O-=7D7CEG)(C双染试剂盒说明

操作#加入缓冲液M##!'#&==1O-= 7 及 (C各

M!'#混匀避光"M/-=#">内送流式细胞仪检测(

1Q5!荧光定量:LK检测%%.8基因表达量

将813DW$#:细胞接种于!孔板中#用含"Z胎

牛血清的F(9C"!$#培养基饥饿培养:$>#)个实

#MM
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验组分别给予含"k"#_M /+3)'不同干预药物的培

养基培养#对照组给予无药物的培养基培养#每组设

)个复孔(待:$>+$U>及W:>后收集各组细胞#

冰冷的 (86洗涤)次#每孔内加入 EFCV+3试剂

"/'静置"#/-=#转移至K(管内#余按总F%&提

取步骤提取(所得总F%&用紫外分光光度仪测其

纯度及浓度#分装于_U#[冰箱保存(分别计算每

个样本所需原液量#设置逆转录体系:#!'#条件

为$:M[孵育M/-=#$:[孵育!#/-=#W#[孵育

M/-=后终止反应(于所得?X%&溶液中加入等量

去离子水稀释为两倍体积(按照荧光 /-O"#!'+

上游及下游引物各"!'!$!/+3)'"+(GF反应水

W!'+稀释后样本"!'配制荧光定量反应体系#上

荧光定量(GF仪扩增!%%SA"%M"#条件为$̂M[

孵育)/-=#̂M[解链)*#!#[退火:#*#W:[延

伸"*(保存反应信息#以#D4?5-=为内参基因#以对

照组基因表达量为"#采用:_&&G5
法计算实验组各基

因相对表达量(本研究所采用引物序列见表"(

表1!引物序列基本信息

;'FB,1!X'G#$$%'A'$=,A#G=#$G><DA#?,AG,O&,($,G

Y1=1 61\.1=?1!M]D)]"
(2+,.?5)

JH

%%SA" 7$YYYGE&EGEYGGEYEYGE&G "U!

F$YGEG&YG&&&G&GYEEY&GG

%%SA: 7$&GGEG&&EYYGEGEYEYYEY "!"

F$GEEYYG&E&YGYY&YY&EY&

%%SA) 7$&Y&&GGEY&Y&&EYGGEGGEG "W!

F$YGGYG&YY&GG&G&E&Y&EY

%%SA$ 7$YYEGYEGEEEYEYGEGEYGE "WM

F$GEYY&&Y&&EGYYGYY&&Y

%%SAM 7$EYEEEYGYYY&EYEEYYGE ":$

F$GEYEEYYGYE&YY&Y&YY&

#D4?5-= 7$EG&EY&&YEYEY&GYEYY&G&EG "M!

F$G&YY&YY&YG&&EY&EGEEY&EGE

1LP!裸鼠移植瘤模型建立

取813DW$#:细胞按Mk"#!)只接种于8&'8)?

=.)=.裸鼠前腋皮下#$周后肿瘤生长至最长径为

:LM%)L#?/#完整取下瘤块#立即浸入含"##e)

/'青霉素及链霉素的生理盐水中#取生长旺盛的

部分切成://k://k://大小的瘤块备用(

常规消毒裸鼠皮肤#戊巴比妥钠W#/;)<;腹腔注

射麻醉(取正中切口进腹#将肝左叶提出腹腔#眼科

剪剪一斜行切口后放入瘤块*明胶海绵加压止血并

逐层 关 腹(建 模 裸 鼠 随 机 均 分 为 6B9:)# 组

,"##!;)!<;%,"-+奥曲肽组,"##!;)!<;%,"-+兰

瑞肽组,"##!;)!<;%,"-及对照组!等量生理盐

水"#每组U只#术后第:天开始给药!皮下注射"#共

干预!周(给药期间观察裸鼠的食欲+精神状态及

消化道出血情况(干预结束后#行戊巴比妥钠麻醉

后处死荷瘤鼠#取下肝癌组织#测量肿瘤长径长度

!?/"及质量!;"#放入冻存管内并迅速投入液氮罐

中速冻#后存放于_U#[冰箱中(

1Q2!荧光定量:LK检测肿瘤组织中%%.8基因表

达量

取各组所得肿瘤组织"##/;)样本放入研钵#

倒入液氮并充分研磨至呈粉末状#加入含"/'

E2-V+3试剂的 K(管内#手动匀浆M/-=#余按总

F%&提取及逆转录步骤操作(取所得逆转录

?X%&样本#按照荧光/-O"#!'+上游及下游引物

各"!'!$!/+3)'"+(GF反应水W!'+样本"!'

配制荧光定量(GF反应体系#荧光定量(GF仪扩

增!%%SA"+:+M"(反应条件及相对定量方法与"LM

部分相同(

1Q4! ,̀G=,A(FB>=检测肿瘤组织中"";K蛋白表达

量

取各组所得肿瘤组织"M#/;)样本放入研钵#

充分研磨后倒入含!##!'FC(&裂解液的K(管#

玻璃匀浆器匀浆"#/-=#冰上静置)#/-=($[下

":###2)/-=离心M /-=#吸取上层蛋白并分装(

8G&试剂盒进行蛋白定量#样本与6X6D(&YK上

样缓冲液!Mk"按$a"比例涡旋混匀#"## [煮

M/-=#_:#[保存(取各组总蛋白样品按!#!;)

孔上样#行U#;)'6X6D(&YK电泳分离蛋白*采用

半干法#按"L)/&)?/:
膜面积计算#恒流">将凝

胶上的蛋白电转移至 (̀ X7膜上*含MZ脱脂奶粉

的E86E室温封闭:>后#再用稀释的66EF"+:+M

一抗!"a"##"+#D4?5-=!"a:###"$ [下孵育膜过

夜*E86E洗涤M/-=k)次后#辣根过氧化物酶标

记羊抗兔二抗!"a"####"室温下孵育:>*经

E86E再次洗涤M /-=k)次后#使用 81Q+KG'

(3.*发光检测试剂与膜反应">#暗室内d光胶片

压片曝光#显示结果(使用g.4=5-5QB=1软件分析

条带#计算每一样本的66EF"+66EF:和66EFM

蛋白表达的相对量#即相应蛋白条带的灰度值与

Y&(X@ 条带的灰度值之比(

1LU!统计学方法

实验数据均用%Gb+表示(多组间均数比较采

用单因素方差分析#两组间比较采用独立样本>检

验#$$#L#M为差异有统计学意义(

/! 结果

/Q1!6种药物对X,BT230/细胞增殖的影响

"MM
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在"k"#_"#
%"k"#_M /+3)' 浓度范围内#

6B9:)#+奥曲肽和兰瑞肽对813DW$#:细胞的增殖

均有程度不同的剂量相关性抑制#且抑制程度随时

间而改变!图""(与对照组相比$在:$>时#)种药

物浓度为"k"#_U /+3)'及以上时#各干预组抑制

效应均随着药物浓度的增加而增强#且不同干预药

物组间的作用无明显差异#表现趋同*在$U>时#需

较高浓度方可维持抑制效应#即抑制效应在药物浓

度为"k"#_W /+3)'及以上时较为明显#不同干预药

物组间的抑制效应亦无明显差异*在W:>时#细胞

增殖曲线呈现2金字塔3形#兰瑞肽和奥曲肽组在药

物浓度为"k"#_W /+3)'时抑制效应趋近于对照

组#6B9:)#组在药物浓度为"k"#_U /+3)'时抑

制效应趋近于对照组#当药物浓度在"k"#_!
%

"k"#_"# /+3)'之间时#不同干预药物组间的抑制

效应差异有统计学意义!$$#N#M"(

图1!不同干预药物对X,BT230/细胞增殖的影响

@#R1!.<<,$=>($,BBDA>B#<,A'=#>(#(-#<<,A,(=RA>&DGF'G,->(4#54*67,CD,A#?,(=

" $$#N#M#P*L+?521+5-,14=,34=21+5-,1;2+.H*455>1*4/15-/1H+-=5LX2.;?+=?1=5245-+=*24=;1,02+/"k"#_M /+3)'5+"k

"#_"#/+3)'

/Q/!6种药物对X,BT230/细胞凋亡的影响

与对照组相比$在:$>时#"k"#_M/+3)'不同

干预药物均未表现出对813DW$#:细胞凋亡的促进

作用*在$U>及W:>时#6B9:)#组部分表现出对

813DW$#:细胞早期凋亡的促进作用#细胞凋亡率分

别为!WLUb"L:"Z及!ULMb"L)"Z#对照组则分别

为!)L$b#L̂"Z及!$L)b"L:"Z#差异有统计学意

义!$$#L#M"#但奥曲肽和兰瑞肽组仍未表现出对

细胞凋亡的促进作用(

/Q6!6种药物作用前后X,BT230/细胞%%.8表达

量的变化

采用"k"#_M /+3)'作为干预浓度#荧光定量

(GF 结 果 显 示 !图 :"$813DW$#: 细 胞 共 表 达

%%SA"+%%SA:+%%SA$+%%SAM 四 种 受 体#无

%%SA)表达(%%SA"+%%SA$在各组中的表达量

均不随时间发生变化#且各组间表达量差异无统计

学意义!$&#L#M"(与对照组比较#%%SA:在)个

实验组中的表达量均表现为随干预时间延长而减少

!$$#L#M"*:$>时#奥曲肽及兰瑞肽组%%SA:表

达量较6B9:)#组更低!$$#L#M"*$U>及W:>

时#)个实验组间表达量差异无统计学意义!$&

#N#M"(与对照组比较#%%SAM在)个实验组中的

表达量均表现为随干预时间延长先增加后减少

!$$#L#M"*:$>+$U>及W:>时#各实验组间表达

量差异无统计学意义!$&#L#M"(

/L3!6种药物对移植瘤裸鼠生活质量和生存率的

影响

药物干预的!周期间#对照组裸鼠较6B9:)#+

奥曲肽及兰瑞肽组提前:周出现进食量下降+消瘦

及活动减少#且)只于实验第$%M周时出现可见血

便(实验第$:天#对照组仅剩)只动物存活#生存

率为)WLMZ*6B9:)#组+奥曲肽组及兰瑞肽组裸

鼠的生存率则分别为WML#Z+!:LMZ和!:LMZ(实

验组及对照组裸鼠均未出现明确的腹水及黄疸表

现(干预结束后处死各组尚存活裸鼠#各组所得瘤

重分别为$6B9:)#组!:L$!b#L$:";#奥曲肽组

!"L:$b#L):";#兰瑞肽组!"L!Mb#L)$";#对照组

!)LMWb#L$)";(实验组瘤重均较对照组瘤重低#

且差异均具有统计学意义!$$#L#M"*奥曲肽组及

兰瑞肽组瘤重较6B9:)#组瘤重低#差异具有统计

学意义!$$#L#M"(

/Q5!6种药物对移植瘤中%%.8基因表达的影响

荧光定量 (GF 结果显示!图)"$%%SA"在

6B9:)#组表达量较奥曲肽+兰瑞肽及对照组增加#
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差异有统计学意义!$$#L#M"(%%SA:在)个实

验组中的表达量较对照组均增加#差异有统计学意

义!$$#L#M"*但6B9:)#+奥曲肽+兰瑞肽)组间

的表达量差异无统计学意义!$&#L#M"(%%SAM

在6B9:)#及兰瑞肽组中的表达量较奥曲肽组及

对照组增加#差异有统计学意义 !$$#L#M"*

6B9:)#组及兰瑞肽组间+奥曲肽组及对照组间表

达量差异无统计学意义!$&#L#M"(

图/!不同干预药物对X,BT230/细胞%%.8基因表达量的影响!/c&&L="

@#R/!K,B'=#*,,CDA,GG#>(><%%.8R,(,G#(-#<<,A,(=RA>&DGF'G,->(4#54*67,CD,A#?,(=!/c&&L="

6$6B9:)#;2+.H*B$B?521+5-,1;2+.H*'$'4=21+5-,1;2+.H*G$G+=52+3;2+.HL" $$#L#M#P*L?+=52+3;2+.H*3 $$#L#M#P*L

6B9:)#;2+.H

图6!不同干预药物干预P周后对移植瘤中%%.8基因表达量的影响!/c&&L="

@#R6!K,B'=#*,,CDA,GG#>(><%%.8R,(,G#(-#<<,A,(=RA>&DGF'G,->(4#5457,CD,A#?,(=<>APN,,WG!/c&&L="

6$6B9:)#;2+.H*B$B?521+5-,1;2+.H*'$'4=21+5-,1;2+.H*G$G+=52+3;2+.HL" $$#L#M#P*L?+=52+3;2+.H*3 $$#L#M#P*L

+?521+5-,14=,?+=52+3;2+.H*

/QP!6种药物对移植瘤中"";K蛋白表达量的影响

!! I1*512=J3+5结果提示 !图 $"$66EF: 在

6B9:)#+奥曲肽+兰瑞肽组中较对照组均增加#差

异均有统计学意义!$$#L#M"*但6B9:)#+奥曲

肽+兰瑞肽)组间的表达量差异无统计学意义!$&

#L#M"(66EF"+66EFM在6B9:)#组及兰瑞肽组

中的表达量较奥曲肽组及对照组增加#差异有统计

学意义!$$#L#M"*但6B9:)#组与兰瑞肽组间+奥
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曲肽组与对照组间表达量差异均无统计学意义 !$&#L#M"(

图3!不同干预药物干预P周后对移植瘤中"";K蛋白表达量的影响!̀ ,G=,A(FB>="

@#R3!K,B'=#*,,CDA,GG#>(><"";KDA>=,#(G#(-#<<,A,(=RA>&DGF'G,->(4#5457=A,'=?,(=<>APN,,WG!̀ ,G=,A(FB>="

6$6B9:)#;2+.H*B$B?521+5-,1;2+.H*'$'4=21+5-,1;2+.H*G$G+=52+3;2+.HL" $$#L#M#P*L?+=52+3;2+.H*3 $$#L#M#P*L

+?521+5-,14=,?+=52+3;2+.H*

6!讨论

本研究发现#在体外实验中#)种66E&均可抑

制813DW$#:细胞的增殖#且抑制作用在早期!:$>+

$U>"随浓度的增加而增强*随着干预时间的延长

!W:>"#其抑制效应在药物低浓度时更强#提示可能

与高浓度下细胞表面 66EF 出现饱和与内化有

关
.M/()种 66E& 在W:>时的作用差异也提示

6B9:)#作为更长效66E&在抑制 @GG细胞增殖

方面较奥曲肽和兰瑞肽更具有优势(在促进细胞凋

亡方面#) 种药物并未显示出明显的作用#仅

6B9:)#组在高浓度长时间干预下可增加细胞早期

凋亡率#但无法排除是其本身理化结构所致.!/(在

受体基因表达方面#813DW$#:细胞表面%%SA:及

%%SAM的基因表达量在)种66E&干预后均出现

下调#提示细胞表面66EF在短时间药物干预下可

能因受体的饱和而导致表达的下调#进而可以解释

@GG对66E&治疗早期出现的不敏感现象
.W/*其中

%%SA:与%%SAM的表达在)个实验组间表现的差

异#则提示不同亚型的66EF在不同药物作用后出

现的变化及机制可能并不完全相同
.U/#其机制仍需

未来进一步探究(本研究结果提示%%SA:+%%SAM

在药物干预过程中表达量发生变化#%%SA"与

%%SA$则无变化#表明%%SA:+%%SAM在细胞水

平可能是66E&类药物抑制细胞增殖作用的主要

靶点受体(

在体内实验中#与既往的研究结果类似#我们在

建造裸鼠体内移植瘤的实验中观察到#66E&类药

物可改善裸鼠的消瘦+乏力+血便等恶病质状态#并

进一步提高其生存率(这些结果再次证实66E&

类药物确实存在针对 @GG的治疗价值
.!#̂ "#/(在

较长时间!!周"药物作用下#裸鼠体内移植瘤中所

表达的各类66EF亚型随作用药物的不同#其基因

及蛋白水平的表达量也发生相应变化(%%SA"在

6B9:)#组中的基因表达量表现为较其他)组增

加*%%SA:表现为在)个实验组中的基因表达量均

较对照组增加#但)个实验组间表达量无明显差异*

%%SAM表现为在6B9:)#组及兰瑞肽组中的基因

表达量较其他两组增加(%%SA亚型基因表达量的

增加提示在长期药物作用下作为Y蛋白偶联受体

的66EF所出现的上调现象#可增强对体内 @GG

细胞生长的抑制作用
."" ":/*同时#这些结果又可以

部分解释晚期肝癌患者不能从66E&治疗中获益

的现象#即在66EF表达存在个体差异的情况下#部

分患者无法坚持长期的治疗以达到较好的抗肿瘤效

果
.U/(此外#以上结果又与不同66E&作用于不同

66EF亚型的亲合力表现基本吻合#即6B9:)#对

66EF"+:+M有较高的亲合力#奥曲肽及兰瑞肽对

66EF:+M有较高的亲合力#提示药物对受体的亲和

力是 影 响 体 内 66EF 表 达 量 的 一 个 重 要 因

素
.") "$/*而 尽 管 6B9:)# 较 其 他 两 种 药 物 对

66EFM有 更 高 的 亲 合 力#奥 曲 肽 及 兰 瑞 肽 较

6B9:)#对66EF:有更高的亲合力
."M/#但在本研

究所采用的干预浓度下#干预组间并未出现基因表
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达量上的明显差异#提示在一定浓度下#不同药物对

66EF的作用又是类似的#并不因亲合力的不同而

不同(本研究中#)种66E&对裸鼠移植@GG的治

疗作用并无明显差异#提示66EF:+66EFM可能为

66E&发挥药物疗效的主要靶点#对66EF"的作

用并不能明显改变其疗效(本研究采用 I1*512=

J3+5所得蛋白水平的结果与荧光定量(GF所得基

因水平结果基本一致#进一步验证了上述结论(

本研究表明)种66E&对813DW$#:细胞体内

外作用的结果较为一致#表明66EF:+66EFM为

66E&作用于@GG的主要靶点(可以明确的是#在

一定浓度范围内#采用针对66EF:和66EFM具有

高亲合力的66E&长期治疗可抑制 @GG的生长#

提高实验中荷瘤裸鼠的生存率及生存质量(
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