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胆囊收缩素受体Ｂ在人体多种肿瘤组织和细胞中的表达


王冬梅，汪　闯，周建奖△，谢　渊，赵　艳

（贵阳医学院分子生物学重点实验室，贵州贵阳５５０００４）

　　摘　要：目的　探讨胆囊收缩素受体Ｂ（ＣＣＫＢＲ）在人体多种肿瘤组织和细胞中的表达情况。方法　使用逆转录ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ）、蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）方法检测人胃癌细胞 ＡＧＳ和ＳＧＣ７９０１、人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、人神经母细胞瘤细胞ＳＨ

ＳＹ５Ｙ、人肺癌细胞Ａ５４９和ＮＣＩＨ４４６、人前列腺癌细胞ＤＵ１４５、人膀胱癌细胞Ｔ２４共计８种肿瘤细胞株中ＣＣＫＢＲｍＲＮＡ及蛋

白的表达。免疫组织化学或免疫细胞化学法检测临床标本胃癌组织、乳腺癌组织、宫颈癌组织、膀胱癌组织、肺癌组织、肝癌组织

及ＡＧＳ、ＳＧＣ７９０１细胞中ＣＣＫＢＲ的表达。结果　人体８种肿瘤细胞株均表达ＣＣＫＢＲｍＲＮＡ和蛋白，并定位在细胞质和细

胞膜，６种肿瘤组织中ＣＣＫＢＲ表达阳性。结论　ＣＣＫＢＲ在人体多种肿瘤组织和肿瘤细胞中表达。
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　　胆囊收缩素受体（ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＣＫＲ）属七

次跨膜Ｇ蛋白偶联受体超家族，主要分为 ＣＣＫＡＲ、ＣＣＫＢＲ

等几种亚型，其中胃泌素主要是通过与 ＣＣＫＢＲ结合发挥生

理和病理功能，因此，ＣＣＫＢＲ也称为胃泌素受体。本研究前

期实验结果证实，胃泌素与ＣＣＫＢＲ结合不仅能促进正常胃

肠道黏膜的生长，对细胞恶性转化、癌细胞增殖也有重要作用。

大量研究发现多种胃肠道肿瘤均复合表达胃泌素和 ＣＣＫＢＲ，

推测肿瘤细胞自分泌的胃泌素通过与瘤细胞表达的 ＣＣＫＢＲ

结合，促进了胃肠道肿瘤的发生，并建立了胃泌素促进肿瘤细

胞生长的自分泌环假说［１２］。目前，发现ＣＣＫＢＲ主要在消化

道细胞和神经细胞中表达［３４］，而在其他细胞中是否表达尚不

清楚，因此，本研究进一步探讨ＣＣＫＢＲ在其他肿瘤组织和肿

瘤细胞中的表达。

１　材料与方法

１．１　材料　在患者知情同意及贵阳医学院伦理委员会批准的

情况下，经组织病理学确诊，收集贵阳医学院附属医院２０１１年

间手术切除的胃癌组织、乳腺癌组织、宫颈癌组织、膀胱癌组

织、肺癌组织及肝癌组织各３例。人胃癌细胞株 ＡＧＳ和ＳＧＣ

７９０１、人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、人神经母细胞瘤细胞株 ＳＨ

ＳＹ５Ｙ、人肺癌细胞株 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ４４６、人前列腺癌细胞株

ＤＵ１４５、人膀胱癌细胞株 Ｔ２４均由本课题组保存。胎牛血清

购自Ｇｉｂｃｏ公司，高糖 ＤＭＥＭ、改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养基、双

抗、０．２５％胰蛋白酶购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。总 ＲＮＡ提取试剂

Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮＡ逆转录试剂购自Ｐｒｏｍｅｇａ公

司，ＰＣＲ试剂购自上海生工公司、ＤＮＡ标记物购自北京天根

科技公司，ＰＣＲ引物由上海生工合成。鼠抗人 ＣＣＫＢＲｍＡｂ

购自Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司。二步法抗兔／鼠通用型免疫组织化学检

测试剂盒购自ＤＡＫＯ公司，多聚赖氨酸购自ＢＤ公司。聚乙

烯二氟（ＰＶＤＦ）膜、ＥＣＬＰｌｕｓ发光试剂、高效显影胶片购自

Ａｍｅｒｓｈａｍ公司，蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，细胞

培养箱（日本 ＳＡＮＹＯ ＭＣＯ１８ＡＩＣ），Ｏｌｙｍｐｕｓ荧光倒置显微

镜（ＩＸ５１）。ＰＣＲ仪（ＡＢＩ９９０２型），核酸定量仪（Ｂｅｃｋｍａｎ），核

酸电泳仪 ＤＹＹ７Ｃ型（北京六一仪器厂生产），凝胶成像分析

系统（ＳｙｎｇｅｎｅＧＢｏｘ），蛋白电泳及转膜系统（ＢｉｏＲａｄ），酶标

仪（美国ＢｉｏｔｅｃＥＬＸ８００）。

１．２　细胞培养　ＡＧＳ、ＳＧＣ７９０１、Ａ５４９、ＮＣＩＨ４４６、Ｔ２４细胞

用含１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清及１００ｋＵ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链

霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，ＨｅｐＧ２、ＳＨＳＹ５Ｙ、ＤＵ１４５细胞

用含１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清及１００ｋＵ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链

霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培养液，在５％ＣＯ２，３７℃培养箱中培养。

１．３　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）　Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞总

ＲＮＡ，按 ＲＮＡ 逆转录试剂盒行逆转录合成 ｃＤＮＡ，引物以

Ｐｒｅｍｉｅｒ５软件自行设计，ＣＣＫＢＲ上游引物序列为：５′ＧＴＧ

ＡＣＡＧＣＧＡＣＡＧＣＣＡＡＡＧＣＡＧ３′，下游引物序列为：５′
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ＣＧＡＧＧＣＧＴＡＧＣＴＣＡＧＣＡＡＧＴＧＡ３′，扩增片段长度

３８３ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物序列为：５′ＴＧＧＡＧＡＡＡＡＴＣＴＧ

ＧＣＡＣＣＡＣ３′，下游引物序列为：５′ＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧ

ＧＡＴＡＧＣＡＣ３′，扩增片段长度１９０ｂｐ。扩增体系为：２．５

Ｕ／μＬＴａｑ酶０．５μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＣＣＫＢＲ上、下游引物各０．８

μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇｃｌ２１．５μＬ，１０×缓冲液２．５μＬ，２．５ｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ２．５μＬ，１０μｍｏｌ／ＬｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ，

程序为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５７℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，３０个

循环；７２℃７ｍｉｎ；４℃保存。扩增结束后取ＰＣＲ产物上样，１５

ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色，ＳｙｎｇｅｎｅＧＢｏｘ凝胶成像系统

摄片并分析结果，实验重复３次。

１．４　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法　所有细胞采用 ＲＩＰＡ

裂解液进行充分裂解，然后提取总蛋白，取５０μｇ总蛋白通过

１０％浓度的十二烷基酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）

进行蛋白电泳后转印到ＰＶＤＦ膜上。１％脱脂奶粉封闭２ｈ，

一抗ＣＣＫＢＲ（１∶８００稀释），ＧＡＰＤＨ（１∶２０００稀释）４℃过

夜。山羊抗鼠二抗（１∶５０００稀释）３７℃ 孵育２ｈ。ＥＣＬ发光

后，胶片曝光备用，实验重复３次。

１．５　免疫组织化学或免疫细胞化学染色　所有的组织块均经

１０％ 中性福尔马林固定，石蜡包埋。细胞爬片用９５％乙醇固

定，０．４％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温打孔。组织和细胞均采用免疫化

学ＳＰ法进行染色。一抗使用鼠抗人ＣＣＫＢＲ（１∶２００）４℃孵

育过夜。以ＰＢＳ代替一抗作空白对照。生物标记的二抗３７℃

孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，显微镜下拍照。每种肿瘤组织做３例

标本。

２　结　　果

２．１　ＣＣＫＢＲｍＲＮＡ和蛋白在多种细胞株中表达情况　ＲＴ

ＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测发现，多种肿瘤细胞株包括胃癌细

胞株 ＡＧＳ和 ＳＧＣ７９０１、肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、肺癌细胞株

Ａ５４９和ＮＣＩＨ４４６、前列腺癌细胞株 ＤＵ１４５、膀胱癌细胞株

Ｔ２４及神经母细胞瘤细胞株ＳＨＳＹ５Ｙ均表达ＣＣＫＢＲｍＲ

ＮＡ和蛋白，见图１。

　　Ａ：ＲＴＰＣＲ检测各细胞中ＣＣＫＢＲｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测各细胞中ＣＣＫＢＲ蛋白表达。

图１　　各细胞中ＣＣＫＢＲｍＲＮＡ和蛋白的表达

　　Ａ１～２：胃癌组织；Ｂ１～２：乳腺癌组织；Ｃ１～２：宫颈癌组织；Ｄ１～２：膀胱癌组织；Ｅ１～２：肺癌组织；Ｆ１～２：肝癌组织；Ｇ１～２：阴性对照组织（甲

状腺组织）。１：空白对照；２：阳性表达。

图２　　临床肿瘤组织中ＣＣＫＢＲ的表达（ＩＨＣ×４００）
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　　Ａ：ＳＧＣ７９０１细胞空白对照组；Ｂ：ＳＧＣ７９０１细胞阳性表达；Ｃ：ＡＧＳ细胞空白对照组；Ｄ：ＡＧＳ细胞阴性表达。

图３　　ＣＣＫＢＲ免疫细胞化学染色结果（ＩＣＣ×４００）

２．２　多种临床肿瘤组织表达ＣＣＫＢＲ　为了探讨ＣＣＫＢＲ是

否在人肿瘤组织中表达，本研究用免疫组织化学检测人多种临

床肿瘤组织中 ＣＣＫＢＲ的表达。结果显示，在人胃癌组织、乳

腺癌组织、宫颈癌组织、膀胱癌组织、肺癌组织及肝癌细胞中均

有ＣＣＫＢＲ的表达，见图２。

２．３　ＣＣＫＢＲ在细胞中的定位　为了分析ＣＣＫＢＲ在细胞中

的定位，随机选取人胃癌细胞 ＡＧＳ和ＳＧＣ７９０１，用免疫细胞

化学检测ＣＣＫＢＲ的表达，发现两种细胞中ＣＣＫＢＲ 均为阳

性，并主要在细胞质和细胞膜上表达，见图３。

３　讨　　论

ＣＣＫＲ于１９８０首次发现，是一种能引起胆囊收缩的胃肠

道多肽激素受体，属７次跨膜Ｇ蛋白偶联受体超家族，整个受

体分子包括３个部分：Ｎ端外域，含 Ｎ糖基化位点；跨膜区，含

７个疏水的跨膜片段；Ｃ端胞浆域。ＣＣＫＲ 受体主要分为

ＣＣＫＡＲ、ＣＣＫＢＲ等几种亚型，它们均由一个１１５个氨基酸

的前激素原剪切而来。其基因定位于人３号染色体。其中，

ＣＣＫＡＲ的配体主要为胆囊收缩素，而ＣＣＫＢＲ的配体主要

为胃泌素。因此，ＣＣＫＢＲ也叫胃泌素受体，主要介导胃泌素

的正常生理和病理功能［５］。以往研究中，胃泌素和ＣＣＫＢＲ

在胃肠疾病特别是胃肠肿瘤中的病理作用一直备受争议，其具

体机制也不清楚。后有研究发现，在胰腺和胃中，ＣＣＫＢＲ具

有调节细胞生长的作用，当胃泌素与ＣＣＫＢＲ结合后不仅能

促进正常胃肠道黏膜的生长，对细胞恶性转化、癌细胞生长也

产生影响，与胃癌、胰腺癌、直肠癌等胃肠肿瘤的发生发展密切

相关［６１０］。大量研究也发现包括人胃癌、结肠癌组织在内的多

种胃肠道肿瘤均复合表达胃泌素和ＣＣＫＢＲ，从而推测肿瘤细

胞自分泌的胃泌素是通过与瘤细胞表达的ＣＣＫＢＲ结合，促

进了胃肠道肿瘤的发生，在胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１和结肠癌细

胞株 ＤＬＤ１ 中也证实了胃泌素／ＣＣＫＢＲ 自分泌环的存

在［１１１２］。应用靶向ＣＣＫＢＲ的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ和拮抗剂具有延缓

肿瘤细胞生长的作用［１３１５］。但本研究发现除了胃癌细胞株

ＳＧＣ７９０１和ＡＧＳ表达ＣＣＫＢＲ外，用ＣＣＫＢＲ特异的引物

和抗体（与ＣＣＫＡＲ无交叉反应）在非消化道的多种肿瘤细胞

株如肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、人神经母细胞瘤细胞ＳＨＳＹ５Ｙ、人肺

癌细胞Ａ５４９和ＮＣＩＨ４４６、人前列腺癌细胞ＤＵ１４５、人膀胱癌

细胞 Ｔ２４中也发现 ＣＣＫＢＲ的表达，但这些肿瘤细胞表达

ＣＣＫＢＲ的作用并不清楚，是否与胃泌素／ＣＣＫＢＲ自分泌环

有关尚需进一步研究。

为了进一步研究 ＣＣＫＢＲ在人体肿瘤组织中的表达情

况，选取临床手术切除的肿瘤标本胃癌组织、乳腺癌组织、宫颈

癌组织、膀胱癌组织、肺癌组织及肝癌组织，用免疫组织化学法

检测ＣＣＫＢＲ的表达。与体外结果一致，在上述肿瘤组织中

ＣＣＫＢＲ均表达阳性，并在ＳＧＣ７９０１、ＡＧＳ细胞中证实ＣＣＫ

ＢＲ主要在细胞质和细胞膜上表达。但是否与消化道肿瘤一

样，ＣＣＫＢＲ在这些肿瘤的发病机制中所起作用尚待进一步

研究。
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