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生长抑素对 Hela细胞中 Claudin-3和 Claudin-4基因表达的调节作用 *
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摘要 目的：探讨生长抑素对 Hela细胞的生长调控作用以及对 claudin-3和 claudin-4基因的表达调控。方法：通过 Hela细胞株培

养，并以浓度为 10-6、10-8、10-10和 10-12 M的生长抑素（SST）作用于 Hela细胞，未经药物处理的细胞设为对照组。在处理后采用流式

细胞仪检测 Hela细胞的凋亡。并采用实时荧光定量 PCR和Western blot分别检测 claudin-3和 claudin-4 mRNA 和蛋白质表达

量。结果：SST加入 Hela细胞孵育 12 h小时后，10-10 M、10-8 M和 10-6 M浓度的 SST对 Hela细胞有显著性的诱导凋亡作用。不同

浓度的 SST作用于Hela细胞 12 h后，claudin-3和 claudin-4的mRNA和蛋白表达量都出现不同水平的增加。结论：在 Hela细胞中
SST可以促进 claudin-3和 claudin-4的基因表达，从而对宫颈癌的发展和扩散有抑制作用。

关键词：生长抑素；Hela细胞；Claudin-3；Claudin-4

中图分类号：Q75；R737.33 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）07-1249-04

The Regulation of Somatostatin on Claudin-3 and Claudin-4 Gene
Expression in Hela Cells*

To investigate the regulation of somatostatin on Hela cell growth as well as claudin-3 and claudin-4 gene

expression. Hela cells were treated with 10-6, 10-8, 10-10 and 10-12 M somatostatin (SST), respectively. Untreated cells were used

as control. Flow cytometry was used to detect the apoptosis of Hela cells. Realtime-PCR and Western blot were performed to assay the

effect of SST on mRNA and protein expression of gene claudin-3 and claudin-4. After treatment with SST by differential con-

centrations for 12 h, it was found that 10-10 M, 10-8 M and 10-6 M SST could induce a significant apoptosis in the Hela cells. Under differ-
ent concentrations of SST, the mRNA and protein expression of claudin-3 and claudin-4 were up-regulated. In Hela cells,

SST could induce claudin-3 and claudin-4 gene expression and inhibit development and diffuse of cervical cancer cells.
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前言

子宫颈癌是人体最常见的恶性肿瘤之一。在女性生殖器官

癌症中的发病几率占首位。目前，根据全国的回顾调查，我国宫

颈癌的死亡率占所有癌症死亡率的第四位，且占女性患癌的第

二位[1,2]。目前临床上主要采用保守治疗、姑息治疗和辅助治疗

甚至手术切除的手段给予治疗[3]。

生长抑素（somatostatin, SST）是由腺垂体细胞分泌的一种

肽类激素[4]。SST的主要生理功能包括抑制生长激素的分泌，抑

制细胞生长[5]；抑制机体合成代谢和蛋白质合成。另外，关于

SST对肿瘤转移的抑制作用目前已经有广泛的报道。已经有人

研究，重组人生长抑素（rhSST）能够抑制人胃癌细胞的生长[6]。

但在子宫颈癌中的研究尚未见报道。

claudin-3和 claudin-4基因编码的是紧密连接的跨膜蛋白[7]。

而紧密连接是肿瘤增长和浸润的关键屏障。近年的研究发现

claudin 蛋白在多种癌组织中的表达异常。如 claudin-3 和
claudin-4在卵巢癌、胰腺癌以及前列腺癌中的表达量明显升

高[8-10]。研究还提示 claudin-3和 claudin-4可作为癌组织的特异

性标记物，并可能成为治疗肿瘤的靶位点。目前有关 claudin-3

和 claudin-4 与子宫颈癌的研究却较少，但目前研究发现
claudin在宫颈癌组织中表达均呈升高趋势[11,12]。本文从 SST对
Hela 细胞的作用入手，深入研究生长抑素对 Hela 细胞中
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claudin-3和 claudin-4基因表达的调控作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料
人宫颈癌细胞株 Hela来自于中科院上海细胞所。

1.2 仪器与试剂

宫颈癌 Hela细胞（中科院上海细胞所），生长抑素（Sigma

公司），流式细胞仪及试剂（美国贝克曼库尔特），实时定量 PCR

仪（美国 ABI 7500），PCR Master Mix（Fermentas公司），Trizol

试剂（Invitrogen）。
1.3 实验方法
1.3.1 Hela细胞系的培养 Hela细胞株培养于含有 10%的小

牛血清的 DMEM溶液中，然后置于 37℃、CO2体积分数为 5%

的培养箱中培养。

1.3.2 生长抑素对 Hela细胞的处理 将生长状态良好的 Hela

细胞接种于 96孔板中，并将细胞稀释至浓度为 3× 103个细胞

/孔。当细胞生长至 40%融合时，实验组分别以浓度为 10-6、10-8、

10-10和 10-12 M 的生长抑素（SST）作用于 Hela 细胞，未经药物

处理的细胞为对照组。以上实验组和对照组设 3个重复孔，实

验重复 3次。在细胞培养 12 h后，收集细胞进行相关的检测。
1.3.3 流式细胞仪检测 Hela的凋亡 将收集到的 Hela细胞，

用 PBS洗 2次、离心，弃上清液。然后缓慢加入预冷的 70％乙

醇，充分振荡，使细胞分散，固定 1 h。PBS 洗 2 次，加入 An-

nexin V/PI，避光染色 15min，上流式细胞仪检测，分析细胞凋亡

比例。

1.3.4 实时荧光定量 PCR（Real-time PCR） 检测 claudin-3和
claudin-4的表达 将收集到的细胞中的培养液彻底吸干后，加

入 1 mL Trizol 裂解细胞，按照说明书的要求提取细胞的总
RNA，并取 1 滋g RNA反转录为 cDNA。使用 ABI 7500实时定

量 PCR 仪检测 claudin-3 和 claudin-4 基因的表达，并以
GAPDH 作为内参基因（见表 1）。反应体系为 20 滋L，SYBR

Green PCR Master Mix 10 滋L，cDNA模板 5 滋L，正反向引物浓

度为 20 nmol/L，无菌水定容至 20 滋L。反应条件为 50℃ , 2

min；95℃，10 min；95℃，15s，61℃，45s，40个循环。每个样重复
3个平行孔。实时定量 PCR的特异性用溶解曲线的方法进行检
测。最后采用 2-△△CT对基因的表达结果进行计算分析。

1.3.5 Western blot检测 claudin-3 和 claudin-4 的表达 收集

实验中的细胞，经蛋白提取液(含 10％蛋白酶抑制剂)提取后，

冰浴 30 min，离心后收集上清液；采用 Bradford法测定蛋白质

的浓度。将蛋白质样品和低分子质量标准蛋白各 20 滋L在聚丙
烯酰胺凝胶电泳中进行分离，并转移至硝酸纤维膜上。脱脂牛

奶封闭硝酸纤维膜后，用 claudin-3，claudin-4和 GAPDH抗体

孵育，抗体浓度分别为 1:500，1:500和 1:200。二抗孵育后显色，

然后用凝胶扫描仪图象分析软件进行扫描和蛋白带分析。

1.3.6 统计学分析 所有统计操作均在 SPSS11.5统计软件中

进行。多个样本均数的比较采用单因素方差分析。

2 实验结果

2.1 SST对 Hela细胞凋亡的影响
SST加入 Hela细胞孵育 12 h小时后进行流式细胞检测细

胞凋亡，结果显示：在对照组和 10-12 M组的细胞凋亡率无显著

性差异，而 10-10 M、10-8 M和 10-6 M组的细胞凋亡率则明显高
于前两个组。证明 10-10 M、10-8 M和 10-6 M浓度的 SST对 Hela

细胞有显著性的诱导凋亡作用。

2.2 SST对Hela细胞 claudin-3和 claudin-4 mRNA表达的影响

不同浓度的 SST 作用于 Hela 细胞 12 h 以后，caudin-3 和
claudin-4的 mRNA表达量出现了差异。其中，对于 caudin-3基

因，对照组和 10-12 M组之间 mRNA表达量无显著性差异，而
10-10 M、10-8 M和 10-6 M组的 caudin-3 mRNA表达量则显著高

于前两个组。对于 claudin-4的 mRNA表达量，除了 10-10 M SST

组与对照组无显著性差异以外，10-12 M、10-8 M和 10-6 M浓度的
SST对 claudin-4 mRNA表达有明显的促进效果。

图 1 生长抑素（SST）诱导细胞凋亡。*表示与对照组有显著性差异

（P≤ 0.05）

Fig.1 Somatostatin（SST）induced cell apoptosis rate.* illustrates statistical

difference (P≤ 0.05) between SST group and control group

图 2 生长抑素（SST）诱导 claudin-3和 claudin-4 mRNA表达。*表示

与对照组有显著性差异（P≤ 0.05）

Fig.2 Somatostatin（SST）upregulated mRNA expression of claudin-3 and

claudin-4. * Indicates a significant difference(P≤ 0.05)
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2.3 SST对 Hela细胞 claudin-3和 claudin-4蛋白质表达的影响

采用不同浓度的 SST处理 Hela细胞 12 h以后，提取细胞

总蛋白，并用 western blot检测 claudin-3和 claudin-4蛋白质表

达量。由图 3可以看出，通过 SST的诱导，claudin-3蛋白表达
明显增高，且有剂量依赖性效应。与此相似，claudin-4的蛋白表

达量随着 SST 处理浓度的上升而上升。SST 对 Hela 细胞的
claudin-3和 claudin-4蛋白质表达有明显的上调作用。

3 讨论

子宫颈癌是女性癌症中患病率较高的一种，患病后一般采

用放疗、化疗以及手术切除的手段进行治疗，且治疗效果有限。

目前尚无明确用何治疗药物进行治疗有较好的疗效，对该病的

调控以及浸润机制，也尚未见系统的研究。

SST 是一种可能的肿瘤迁移抑制因子，而 claudin-3 和
claudin-4基因编码的是紧密连接的跨膜蛋白 [7]。研究 SST对
claudin-3和 claudin-4基因的表达调控作用有利于进一步了解
SST对肿瘤抑制的作用机制以及 claudin-3和 claudin-4在肿瘤

分化、迁移以及癌细胞中异常表达的分子生物学机制。因此，开

展生长抑素对 Hela 细胞中 claudin-3和 claudin-4基因表达调

节作用的研究，不仅能为开发新型抗子宫颈癌的药物提供新的

方向，也能为肿瘤迁移发生以及 claudin-3和 claudin-4基因的

调节提供理论依据。

本文通过 SST处理 Hela细胞，研究 SST作为抗癌药物对

宫颈癌肿瘤细胞的促凋亡作用。Mishima等采用 MTT法证明

了 RC2160可抑制 EGF刺激的 HEC21A细胞增殖[13]。在本文

中我们采用流式细胞术检测到 SST 可以诱导 Hela 细胞的凋
亡。尤其是在 10-8 M 和 10-6 M 浓度下，细胞凋亡率分别达
19.53%和 18.91%，明显对 Hela细胞的生长有抑制作用。

另外，本研究检测了 SST 诱导 Hela 细胞的 claudin-3 和
claudin-4基因表达。结果显示 claudin-3和 claudin-4基因无论

是在 mRNA水平还是在蛋白表达水平都受 SST正调控。作为

肿瘤进展过程中的重要步骤，紧密连接的破坏可能导致细胞黏

附减弱。肿瘤细胞生长所需的各种营养因子及其他因子扩散，

引起肿瘤细胞的极性丢失、生长失控乃至肿瘤侵袭和转移[14]。

claudin-3和 claudin-4在肿瘤进展过程中的具体作用可能取决

于组织的高度特异性及细胞内精确的分子信号通路。已经有证

据显示，claudin-3和 claudin-4 具有抑制肿瘤侵袭和转移的作
用。Michl等研究发现 claudin-4在胰腺癌细胞的高表达可减弱

这些细胞的侵袭性[15]。Agarwal等研究发现 claudin-3和claudin-4

在卵巢癌细胞中的表达可以促进癌细胞的运动性、侵袭力和生

存力[16]。对胰腺导管内乳头状黏液癌研究发现，claudin-4可能

参与早期癌的形成，而且 claudin-4的表达与癌细胞的侵袭性

基因表型相关[17]。Lin等研究发现，丢失 CLDN3或 4可通过激

活 Akt磷酸化而活化 PI3K通路，导致 PI3K活性剂 Twist转录
因子表达水平增加，表明它们的缺失可以促进上皮间质转化
[18]。claudin-3和 claudin-4还可激活肿瘤细胞分泌的蛋白酶，增

强肿瘤的侵袭和转移能力[19]。此外，claudin-3和 claudin-4已被

证实与多种类型恶性肿瘤的临床预后密切相关。CLDN4在预

防肿瘤转移中扮演重要角色，可作为食管鳞状细胞癌的有效标

记物[20]。CLDN3和 CLDN4在三阴性乳腺癌和管腔乳腺癌是预

后良好的生物标记物，可作为靶向治疗的位点[21]。因此，在 Hela

细胞中 SST可以促进 claudin-3和 claudin-4的基因表达，从而

对宫颈癌细胞的发展和扩散有抑制作用。

综上所述，本研究证明了 SST可抑制 Hela细胞的增殖，且

促进 claudin-3和 claudin-4 mRNA和蛋白表达。可见深入研究
SST对 Hela细胞的抑制作用机制，对了解并开发宫颈癌的治

疗方法新的思路有重要意义。
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