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奥利司他对人胆囊癌细胞活性的影响
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【摘要】　目的　探讨奥利司他对人胆囊癌细胞活性的影响。方法　采用实验研究方法。通过体

外培养人胆囊癌NOZ、GBC‑SD、SGC‑996细胞，筛选出高表达 FASN的人胆囊癌NOZ细胞采用细胞增

殖、细胞克隆形成和蛋白检测实验，分析奥利司他对人胆囊癌细胞活性的影响。人胆囊癌NOZ细胞

分组：加入培养基设为 NOZ 细胞对照组，加入培养基+10 μmol/L 奥利司他设为奥利司他低浓度组；

加入培养基+100 μmol/L奥利司他，设为奥利司他高浓度组。观察指标：（1）FASN蛋白在人胆囊癌细胞

中的表达情况。（2）奥司利他对人胆囊癌NOZ细胞增殖的影响。（3）奥司利他对人胆囊癌NOZ细胞凋亡

的影响。正态分布的计量资料以x±s表示，组间比较采用AVONA检验，两两比较采用最小显著差异法。

结果　（1）FASN蛋白在人胆囊癌细胞中的表达情况。Western blot检测结果显示：FASN蛋白在人胆

囊癌NOZ、GBC‑SD、SGC‑996细胞中的相对表达量分别为0.57±0.06、0.12±0.04、0.10±0.02，3者比较，差

异有统计学意义（F=115.67，P<0.05）；NOZ细胞分别与GBC‑SD、SGC‑996细胞比较，差异均有统计学意

义（P<0.05）。GBC‑SD细胞和 SGC‑996细胞比较，差异无统计学意义（P>0.05）。（2）奥利司他对人胆囊

癌NOZ细胞增殖的影响。①细胞增殖毒性实验结果显示：NOZ细胞对照组、奥利司他低浓度组、奥利

司他高浓度组的吸光度分别为 2.34±0.12、1.57±0.08、1.07±0.13， 3 组比较，差异有统计学意义（F=
205.88，P<0.05）。②细胞克隆形成实验结果显示：NOZ细胞对照组、奥利司他低浓度组、奥利司他高

浓度组的细胞克隆形成数目分别为（257±23）个、（153±11）个、（83±11）个，3组比较，差异有统计学意

义（F=92.64，P<0.05）。③Western blot实验结果显示：NOZ细胞对照组、奥利司他低浓度组、奥利司他

高浓度组中 Cyclin‑D1蛋白的相对表达量分别为 2.31±0.10、1.52±0.05、1.23±0.11，3组比较，差异有统

计学意义（F=120.73，P<0.05）。NOZ细胞对照组、奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度组中CDK‑4蛋

白的相对表达量分别为 1.58±0.04、1.21±0.02、1.19±0.04，3 组比较，差异有统计学意义（F=110.45，P<
0.05）。（3）奥利司他对人胆囊癌NOZ细胞凋亡的影响。Western blot实验结果显示：NOZ细胞对照组、

奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度组中Bcl‑2蛋白的相对表达量分别为 1.07±0.03、0.36±0.03、0.15±
0.02，3组比较，差异有统计学意义（F=1 242.93，P<0.05）。NOZ细胞对照组、奥利司他低浓度组、奥利

司他高浓度组中Bax蛋白的相对表达量分别为 0.51±0.03、0.38±0.05、1.38±0.04，3组比较，差异有统计

学意义（F=583.51，P<0.05）。结论　奥利司他可以抑制人胆囊癌NOZ细胞的生长，促进其凋亡。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of orlistat on the viability of human gall-
bladder cancer (GBC) cells. Methods The experimental study was conducted. The human GBC NOZ 
cells with high expression of FSAN was screened out through in vitro cultivating human GBC-SD, SGC-
996 and NOZ cells. The cell proliferation assay, clone formation assay and protein detection experiment 
were used to analysis of the effects of orlistat on the viability of human GBC cells. Cell grouping: NOZ 
cells cultured with medium were set as the control group, cultured with medium + 10 μmol/L orlistat 
were set as the low-dose orlistat group, cultured with medium + 100 μmol/L orlistat were set as the 
high-dose orlistat group, respectively. Observation indicators: (1) expression of FASN protein in 
human GBC cells; (2) effects of orlistat on the proliferation of human GBC NOZ cells; (3) effects of 
orlistat on apoptosis of human GBC NOZ cells. Measurement data with normal distribution were 
represented as Mean±SD, the ANOVA test was used for comparison between groups and the least 
significant difference method was used for pairwise comparison. Results (1) Expression of FASN 
protein in human GBC cells. Results of western blot showed that the relative expression of FASN 
protein in human GBC NOZ, GBC-SD and SGC-996 cells was 0.57±0.06, 0.12±0.04 and 0.10±0.02, 
respectively, showing a significant difference among them (F=115.67, P<0.05). There were significant 
differences between the NOZ cells and the GBC-SD or the SGC-996 cells (P<0.05), and there was no 
significant difference between the GBC-SD cells and the SGC-996 cells (P>0.05). (2) Effects of orlistat 
on the proliferation of human GBC NOZ cells. ① Results of cell proliferation assay showed that the 
absorbance value of NOZ cells was 2.34±0.12, 1.57±0.08 and 1.07±0.13 in the control group, low-
dose orlistat group and high-dose orlistat group, respectively, showing a significant difference among 
them (F=205.88, P<0.05). ② Results of clone formation assay showed that the number of NOZ cells 
clones was 257±23, 153±11 and 83±11 in the control group, low-dose orlistat group and high-dose 
orlistat group, respectively, showing a significant difference among them (F=92.64, P<0.05). ③
Results of western blot showed that the relative expression of Cyclin-D1 protein of NOZ cells was 
2.31±0.10, 1.52±0.05 and 1.23±0.11 in the control group, low-dose orlistat group and high-dose 
orlistat group, respectively, showing a significant difference among them (F=120.73, P<0.05). The 
relative expression of CDK-4 protein of NOZ cells was 1.58±0.04, 1.21±0.02 and 1.19±0.04 in the 
control group, low-dose orlistat group and high-dose orlistat group, respectively, showing a signifi-
cant difference among them (F=110.45, P<0.05). (3) Effects of orlistat on apoptosis of human GBC 
NOZ cells. Results of western blot showed that the relative expression of Bcl-2 protein of NOZ cells 
was 1.07±0.03, 0.36±0.03 and 0.15±0.02 in the control group, low-dose orlistat group and high-dose 
orlistat group, respectively, showing a significant difference among them (F=1 242.93, P<0.05). The 
relative expression of Bax protein of NOZ cells was 0.51±0.03, 0.38±0.05 and 1.38±0.04 in the 
control group, low-dose orlistat group and high-dose orlistat group, respectively, showing a signifi-
cant difference among them (F=583.51, P<0.05). Conclusion Orlistat can inhibit the growth of 
human GBC NOZ cells and promote their apoptosis.

【Key words】 Gallbladder neoplasms;    Orlistat;    Cell proliferation;    Cell apoptosis;    Cell 
viability;    Cyclins;    Apoptosis-related proteins
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胆囊癌是胆道系统中最常见的恶性肿瘤，预后

不良，中位生存时间仅为 4~7个月［1‑5］。近年来，胆

道系统肿瘤的发病率和致死率呈上升趋势［6‑8］。

2020年，全世界有>10万例胆囊癌新发病例和>8万例

胆囊癌死亡病例［9］。手术是胆囊癌的主要治疗方

法，而多数胆囊癌患者诊断时已为晚期，不适合行

根治性切除术［10］。理论上，基于化疗的综合治疗是

延长多数晚期胆囊癌患者生存时间的主要方法。

目前吉西他滨是胆囊癌一线化疗方案中的主要药

物之一，但其客观缓解率仅约为 30%［11‑14］。因此，
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临床迫切需要探索胆囊癌肿瘤进展的分子机制，开

发新的治疗机会。奥利司他是一种脂肪酸合酶抑

制剂，被批准用于治疗肥胖症。已有的研究结果显

示：奥利司他在多种肿瘤的体内和体外模型中表现

出抗肿瘤活性，且对正常细胞没有明显的毒性作

用［15‑16］。本研究通过体外培养人胆囊癌细胞，采用

细胞增殖、克隆形成和蛋白检测实验，分析奥利司

他对人胆囊癌细胞活性的影响。

材料与方法

一、实验材料与方法

采用实验研究方法。

（一）实验材料

人胆囊癌 NOZ、GBC‑SD、SGC‑996 细胞由上海

交通大学附属新华医院胆道疾病研究所提供。

DMEM 培养基（货号为 C11995500BT）购自美国

GIBCO公司。细胞增殖毒性检测试剂盒（cell coun‑
ting kit‑8，CCK‑8）、胎牛血清、青霉素/链霉素（1%）、

增强型化学发光试剂盒（货号分别为 40203ES80*、
40130ES76、60162ES76、SQ202）购自上海翌圣有限

公司。奥利司他（货号为HY‑B0218）购自上海皓元

生物医药科技有限公司。4% 多聚甲醛（货号为

BL539A）购自上海晶矿生物有限公司。结晶紫染

色液（货号为 C0121）购自上海碧云天生物科技有

限公司。β‑actin、FASN 蛋白（货号分别为 AC026、
A19050）购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；

CDK‑4抗体（货号为 144‑00366）购自美国瑞博奥生

物科技有限公司；Cyclin‑D1抗体（货号为#2978）购

自美国CST公司；Bcl‑2、Bax抗体（货号分别为60178‑
1‑Ig、50599‑2‑Ig）购自武汉三鹰生物有限公司。

（二）实验方法

1. 细胞培养：人胆囊癌 NOZ、GBC‑SD 和 SGC‑
996细胞常规在DMEM培养基中培养，补充 10%胎

牛血清和青霉素/链霉素（1%）。并且置于 37 ℃，

5% 的 CO2的条件下培养。细胞经过常规验证，保

证没有支原体污染。

2.Western blot 实验：采用蛋白提取试剂盒和

BCA定量试剂盒对细胞进行蛋白提取和定量，操作

步骤参照试剂盒说明书，按照增强型化学发光试剂

盒说明书进行显影。β‑actin抗体按 1∶10 000稀释，

FASN、CDK‑4、Cyclin‑D1、Bcl‑2、Bax抗体按 1∶1 000
稀释。以 β‑actin 为参照，分析目的蛋白的相对表

达情况。

3.FASN 高表达细胞的筛选：采用 Western blot
实验，按照上述步骤分析 FASN 蛋白在人胆囊癌

NOZ、GBC‑SD和 SGC‑996细胞中的表达情况，选用

高表达的胆囊癌细胞继续完成后续实验。

4.细胞分组：将高表达 FASN 的人胆囊癌 NOZ
细胞分为 3 组，仅加入培养基，设为 NOZ 细胞对照

组；加入培养基+10 μmol/L 奥利司他，设为奥利司

他低浓度组；加入培养基+100 μmol/L奥利司他，设

为奥利司他高浓度组。3 组细胞加入培养基后均

继续培养48 h，再进行后续实验。

5.细胞增殖毒性实验：采用CCK‑8法。将对数

生长的人胆囊癌 NOZ 细胞接种于 6 孔板中，按照

4 的方法干预48 h后，将上述3组细胞以1 000个/孔
均匀接种至 96 孔培养板中，每组细胞对应 5 孔细

胞，于接种后 96 h 按照说明书应用 CCK‑8 法测量

450 nm波长的吸光度值。

6.细胞克隆形成实验：将对数生长的人胆囊癌

NOZ细胞接种于 6孔板中，约 24 h待细胞完全贴壁

后，按照 4 的方法干预 48 h 后，将上述 3 组细胞以

1 000个/孔均匀接种于6孔板，每组细胞对应3孔细

胞，约 2 周后弃去培养基，采用 4% 多聚甲醛固定

30 min后再用结晶紫染色液染色30 min后，用清水洗

净结晶紫染色液，待水分干燥后进行细胞群落计数。

二、观察指标

（1）FASN蛋白在人胆囊癌细胞中的表达情况：

人胆囊癌 NOZ、GBC‑SD、SGC‑996 细胞中 FASN 蛋

白的相对表达量。（2）奥利司他对人胆囊癌NOZ细

胞增殖的影响：3 组人胆囊癌 NOZ 细胞的吸光度、

克隆形成数目以及Cyclin‑D1蛋白和CDK‑4蛋白的

相对表达量。（3）奥利司他对人胆囊癌NOZ细胞凋

亡的影响：3 组人胆囊癌 NOZ 细胞中 Bcl‑2 蛋白和

Bax蛋白的相对表达量。

三、统计学分析

应用 SPSS 25.0 和 GraphPad Prism 9 统计软件

进行分析。正态分布的计量资料以 x±s表示，组间

比较采用 AVONA 检验，两两比较采用最小显著差

异法。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、FASN蛋白在人胆囊癌细胞中的表达情况

Western blot检测结果显示：FASN 蛋白在人胆

囊癌 NOZ、GBC‑SD、SGC‑996 细胞中的相对表达量

分别为 0.57±0.06、0.12±0.04、0.10±0.02，3 者比较，
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差异有统计学意义（F=115.67，P<0.001）；NOZ 细胞

分别与 GBC‑SD、SGC‑996细胞比较，差异均有统计

学意义（P<0.001，<0.001）。GBC‑SD细胞和 SGC‑996
细胞比较，差异无统计学意义（P=0.651）。

二、奥利司他对人胆囊癌NOZ细胞增殖的影响

（一）细胞增殖毒性实验

细胞增殖毒性实验结果显示：NOZ 细胞对照

组、奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度组的吸光

度分别为2.34±0.12、1.57±0.08、1.07±0.13，3组比较，

差异有统计学意义（F=205.88，P<0.001）；NOZ细胞

对照组分别与奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度

组比较，差异均有统计学意义（P<0.001，<0.001）；奥

利司他低浓度组与奥利司他高浓度组比较，差异有

统计学意义（P<0.001）。

（二）细胞克隆形成实验

细胞克隆形成实验结果显示：NOZ 细胞对照

组、奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度组的细

胞克隆形成数目分别为（257±23）个、（153±11）个、

（83±11）个，3组比较，差异有统计学意义（F=92.64，
P<0.001）；NOZ细胞对照组分别与奥利司他低浓度

组、奥利司他高浓度组比较，差异均有统计学意义

（P<0.001，<0.001）；奥利司他低浓度组与奥利司他

高浓度组比较，差异有统计学意义（P=0.002）。

（三）Western blot实验

1.Cyclin‑D1蛋白。NOZ细胞对照组、奥利司他

低浓度组、奥利司他高浓度组中 Cyclin‑D1 蛋白的

相对表达量为 2.31±0.10、1.52±0.05、1.23±0.11，3组

比较，差异有统计学意义（F=120.73，P<0.001）。NOZ
细胞对照组分别与奥利司他低浓度组、奥利司他

高浓度组比较，差异均有统计学意义（P<0.001，
<0.001）；奥利司他低浓度组与奥利司他高浓度组

比较，差异有统计学意义（P=0.007）。

2.CDK‑4蛋白。NOZ细胞对照组、奥利司他低

浓度组、奥利司他高浓度组中CDK‑4蛋白的相对表

达量分别为 1.58±0.04、1.21±0.02、1.19±0.04，3组比

较，差异有统计学意义（F=110.45，P<0.001）。NOZ
细胞对照组分别与奥利司他低浓度组、奥利司他高

浓度组比较，差异均有统计学意义（P<0.001，<
0.001）；奥利司他低浓度组与奥利司他高浓度组比

较，差异无统计学意义（P=0.575）。

三、奥利司他对人胆囊癌NOZ细胞凋亡的影响

（一）Bcl‑2蛋白

Western blot实验结果显示：NOZ细胞对照组、

奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度组中 Bcl‑2 蛋

白的相对表达量分别为 1.07±0.03、0.36±0.03、0.15±
0.02，3 组比较，差异有统计学意义（F=1 242.93，
P<0.001）。NOZ 细胞对照组分别与奥利司他低浓

度组、奥利司他高浓度组比较，差异均有统计学意

义（P<0.001，<0.001）；奥利司他低浓度组与奥利司

他高浓度组比较，差异有统计学意义（P<0.001）。

（二）Bax蛋白

Western blot实验结果显示：NOZ细胞对照组、

奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度组中Bax蛋白

的相对表达量分别为 0.51±0.03、0.38±0.05、1.38±
0.04，3 组比较，差异有统计学意义（F=583.51，P<
0.001）。NOZ 细胞对照组分别与奥利司他低浓度

组、奥利司他高浓度组比较，差异均有统计学意义

（P<0.001，<0.001）；奥利司他低浓度组与奥利司他

高浓度组比较，差异有统计学意义（P=0.005）。

讨 论

脂质代谢过程的异常与多种肿瘤的发生、发展

密切相关。目前研究结果显示：靶向脂质代谢治疗

方案显示出良好的抗癌效果［17‑24］。胆囊癌相关的

临床和流行病学研究结果显示：肥胖症和超重与胆

囊癌的高风险呈正相关［25‑26］。胆汁多组学实验结

果显示：脂质代谢异常可能是胆囊癌早期诊断的标

志［27］。上述研究结果提示异常脂质代谢可能参与

胆囊癌的肿瘤发生和恶性进展。已有的研究结果

显示：α‑倒捻子素可以通过靶向腺苷酸活化蛋白激

酶［adenosine 5′‑monophosphate （AMP）‑activated pro‑
tein kinase，AMPK］和（或）固醇调节元件结合蛋白1
（sterol regulatory element binding protein，SREBP1）
抑制脂质合成，增强胆囊癌对吉西他滨的敏感

性［28］。这为靶向脂质代谢成为胆囊癌有效治疗靶

点提供了可能性。

奥利司他作为脂肪酸合成关键酶 FASN 的抑

制剂，已被证明可抑制多种肿瘤细胞的增殖并诱导

凋亡，例如前列腺癌、乳腺癌、卵巢癌、结肠癌、头颈

癌、胃癌、黑色素瘤和肾癌等［29‑38］。在前列腺癌、黑

色素瘤、口腔癌等体内模型中，奥利司他也可抑制

肿瘤生长［39‑40］。鉴于在其他肿瘤中奥利司他的抗

癌效果，并且也证实其在动物体内应用的安全性，

本研究选择FASN表达较高的人胆囊癌NOZ细胞，

探讨奥利司他对人胆囊癌细胞活性的影响。

本研究结果显示：3组胆囊癌NOZ细胞的吸光

度、细胞克隆形成数目比较，差异均有统计学意义。
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3组间两两比较，差异均有统计学意义。这说明奥

利司他可以呈浓度依赖性抑制人胆囊癌NOZ细胞

的生长。

CDK‑4 蛋白和 Cyclin‑D1 蛋白为周期相关蛋

白，在细胞增殖周期中起到重要调节作用。本研究

结果显示：3组中Cyclin‑D1蛋白和CDK‑4蛋白的相

对表达量比较，差异均有统计学意义；NOZ细胞对

照组分别与奥利司他低浓度组、奥利司他高浓度组

比较，差异均有统计学意义。这说明奥利司他能够

通过抑制 Cyclin‑D1 蛋白和 CDK‑4 蛋白的表达，从

而抑制人胆囊癌NOZ细胞的增殖周期。奥利司他

低浓度组Cyclin‑D1蛋白与奥利司他高浓度组比较，

差异有统计学意义；奥利司他低浓度组CDK‑4蛋白

与奥利司他高浓度组比较，差异无统计学意义。

这说明高浓度的奥利司他主要通过抑制 Cyclin‑D1
蛋白表达从而抑制细胞周期。

Bcl‑2蛋白和Bax蛋白均为细胞凋亡相关蛋白，

Bcl‑2蛋白对细胞凋亡起抑制作用，而Bax蛋白能够

促进细胞凋亡，细胞内 Bcl‑2 与 Bax 比例的降低能

够促进细胞凋亡［41］。本研究结果显示：3组胆囊癌

NOZ细胞中 Bcl‑2蛋白和 Bax蛋白的相对表达量比

较，差异均有统计学意义。3 组间两两比较，差异

均有统计学意义。这说明奥利司他呈浓度依赖性

抑制 Bcl‑2 蛋白的表达，高浓度的奥利司他可以显

著促进Bax蛋白的表达，且Bcl‑2与Bax的比例呈浓

度依赖性降低。这提示奥利司他可以呈浓度依赖

性促进人胆囊癌NOZ细胞凋亡。

本研究有以下不足：（1）未深入探究奥利司他

作用于胆囊癌细胞的内在机制。（2）未在动物模型

中验证奥利司他的抗肿瘤效果。（3）奥利司他影响

细胞凋亡的实验仅在蛋白水平验证。笔者团队后

期将在细胞水平中进一步选用流式凋亡实验，建立

动物模型验证本研究结论。

综上，奥利司他可以抑制人胆囊癌 NOZ 细胞

的生长，促进其凋亡。
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