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食管癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，预后较差，

早期癌细胞易发生浸润转移是主要原因，晚期食管癌治

疗药物不多，且没有明确效应的靶向药物［1］也是降低食

管癌生存率的重要原因。近年研究显示Hedgehog（Hh）

信号通路与人类多种肿瘤的发生及转移密切相关［2］，食

管癌中Hh通路异常激活也已得到证实［3］，但Hh通路与

食管癌细胞转移能力的关系研究鲜有报道。已证实血

管内皮细胞生长因子（VEGF）及基质金属蛋白酶-9

（MMP-9）与食管癌的发生、发展、转移密切相关［4-5］。本

实验以食管癌EC109细胞系为研究对象，利用Hh信号

通路特异性阻滞剂环巴胺作用食管癌细胞后，观察其转

移能力的影响及转移相关因子MMP-9、VEGF蛋白表

达水平，并探讨其可能的机制，为临床靶向治疗食管癌

提供理论与实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料和细胞株

食管癌细胞系EC109购于上海生命科学院；环巴

胺（cyclopamine，美国Selleck，二甲亚砜溶解后RPIM

1640培养基配成1000 mmol/L的储存液）；Matrigel基

质胶（BD 美国）；兔抗人 Gli-1 多克隆抗体（Santa）；

MMP-9多克隆抗体（Anbo美国）；兔抗人VEGF多克隆

抗体（武汉三鹰公司）；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG（二抗，北京中山公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 用含 10%小牛血清的 RPMI 1640 培

养基，于37 ℃，5% CO2以及饱和湿度的孵箱中常规培

养EC109 细胞，3~4 d 传代 1 次。

1.2.2 实验分组 实验细胞分为实验组和对照组，取常

规培养的对数生长期EC109细胞，0.1%胰蛋白酶消化

制成细胞悬液，按5×105/孔接种于6孔板，过夜培养至贴

摘要：目的 探讨环巴胺特异性阻断人食管癌EC109细胞Hedgehog（Hh）信号通路后对其转移能力的影响及其可能的机制。方

法 环巴胺处理EC109细胞48 h后，采用 Transwell小室、血管生成实验观察细胞的迁移、侵袭及血管形成等转移能力，RT-PCR

检测Gli-1mRNA的表达，Western blot检测Gli-1、MMP-9、VEGF蛋白的表达。结果环巴胺阻断Hh信号通路能显著减弱EC109

细胞迁移、侵袭及血管形成能力（P<0.05）；Gli-1mRNA表达量降低，Gli-1、MMP-9、VEGF蛋白的表达量均降低，差异有统计学
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Abstract: Objective To investigate the effect of cyclopamine on metastatic ability of human esophageal cancer EC109 cells and
explore the possible mechanism. Methods Transwell chamber assay and angiogenesis assay were used to examine the
metastatic ability, invasiveness and angiogenesis of EC109 cells treated with cyclopamine for 48 h. The expression of Gli-1
mRNA was detected using RT-PCR, and Western blotting was used to examine the protein expressions of Gli-1, matrix
metalloproteainse-9 (MMP-9) and vascular endothelial growth factor (VEGF). Results Inhibition of the hedgehog signaling
pathway by cyclopamine suppressed the migration, invasion, and angiogenesis of EC109 cells. Cyclopamine treatment
significantly lowered the expression of Gli-1 mRNA (P<0.05) and the protein expressions of Gli-1, MMP-9 and VEGF (P<0.05).
Conclusion Cyclopamine can significantly inhibit the metastatic capacity of EC109 cells possibly by down-regulating MMP-9
and VEGF expression as a result of Gli-1 inhibition.
Key words: hedgehog pathway; cyclopamine; EC109 cells; metastasis
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壁。实验组加入终浓度为 6 μmol/L（预实验中通过

MTT实验得出的1/2IC50）的环巴胺，对照组加入等量培

养基，两组细胞均继续培养48 h后用于以下实验。

1.2.3 Transwell小室检测EC109细胞体外迁移、侵袭力

细胞迁移实验：分别取上述两组细胞2×105（400 μl）/孔

加入上室，下室加10%小牛血清培养液600 μl，孵箱中

常规培养24 h后，棉签擦去上室面细胞，4%多聚甲醛固

定30 min，瑞氏染色、切膜、封片，镜下随机选取5个不

重叠视野计算穿膜细胞数并拍照。细胞侵袭实验：将

Matrigel胶用无血清的RPMI l640培养基稀释（1∶8）后

取40 μl均匀铺在小室的上室，紫外线照射过夜杀菌，实

验前用30 μl培养基37 ℃ 30 min水化基底膜，其余操作

同迁移实验。实验重复3次。

1.2.4 条件培养液的制备 将培养达亚融合状态的上述

两组细胞弃去培养液，重新加入不含血清的培养液，

24 h后收集培养液上清，离心、除菌，再与20%含血清的

培养液l∶1比例混合作为两组的肿瘤细胞条件培养液。

1.2.5 人脐静脉内皮细胞的培养及血管形成的诱导 传

代培养本实验室的HUVEC细胞，消化制成细胞悬液，

以5×104/孔接种于Matrigel胶（无血清的RPMI l640培

养基1∶8稀释）铺底的24孔板内，每组设3个复孔，分别

加入各组的条件培养液，置入37 ℃ CO2孵箱中培养，

24 h后台盼蓝染色，光镜下计数管腔形成数，以内皮细

胞连接呈C形即算一个管腔，每孔在低倍镜（×100）下随

机选取5处视野计数管腔数。

1.2.6 RNA提取和 RT-PCR检测 各组细胞培养至70%

~80%汇合率时，用Trizol试剂提取各组细胞总RNA，按

照反转录试剂盒说明书，在 10 μl反应体系内，以 2 μg

总RNA为模板，逆转录合成cDNA链。各取2 μl逆转

录产物用于 PCR扩增Gli-1及内参基因GAPDH，引物

序列：Gli-1，上游5'-tcctaccagagtcccaagtttc-3'，下游5'-ag

ggggttacatacctgtcctt'，产物314 bp；GAPDH，上游5'-gag

ccaaaagggtcatcatctc-3'，下 游 5'-aaaggtggaggagtgggtgt

c-3'，产物 542 bp。PCR 扩增条件：94 ℃ 5 min，94 ℃
30 s，57 ℃（GAPDH为59 ℃）30 s，72 ℃ 40 s，35个循

环，72 ℃延伸 7 min。各取 5 μl Gli-1 产物及 2 μl

GAPDH产物混合后用2%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像

系统拍照并分析，计算Gli-1基因与GAPDH基因条带光

密度值，比值即为Gli-1mRNA表达量。实验重复3次。

1.2.7 细胞总蛋白的提取和Western印迹法检测 参照

北京中杉公司提供的蛋白提取方法，得到上述两组细胞

总蛋白，Bradford法测定蛋白浓度。分别取两组的等量

蛋白，10%聚丙烯凝胶电泳分离后，电转移到PVDF膜

上，经5%脱脂奶粉的TBST室温封闭2 h后，分别加一

抗（Gli-1、MMP-9、VEGF和β-actin，工作浓度分别为1∶

500、1∶1000、1∶200和1∶2000），4 ℃过夜后TBS洗膜3

次，二抗（工作浓度 1∶2000）抗孵育 1 h后洗膜，加人

ECL化学发光试剂盒检测杂交信号，暗室曝光。使用凝

胶分析系统测定条带的面积和灰度值，分别测得目的蛋

白和β-actin条带的光密度值，二者比值即为目的蛋白表

达水平。重复3次独立试验。

1.2.8 统计学分析 应用SPSS 17.0统计学软件，所有数

据用均数±标准差表示，组间差异的比较使用独立样本

均数t检验。P<0.05即认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Transwell 小室检测环耙明对 EC109 细胞体外迁

移、侵袭的影响

在迁移实验中，各组穿膜细胞数：对照组实验组分

别是98.40±10.08和32.80±6.77，两组间差异有统计学

意义（P<0.05，图1）；在细胞侵袭实验中，各组穿膜细胞

数分别是83.40±8.65和26.20±4.58，两组间差异有统计

学意义（P<0.05，图2）。

A B

图1 Transwell小室检测两组EC-109细胞体外迁移能力
Fig.1 Transwell chamber assay to examine the migration of control (A) and cyclopamine-treated (B)
EC-109 cells (Original magnification: ×200).
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2.2 血管生成试验检测环巴胺对EC-109细胞诱导内皮

细胞成管能力的影响

对照组和实验组的内皮细胞管腔形成数分别是

（19.40±4.86）和（8.60±2.70），两组间差异有统计学意义

（P<0.05，图3）。

2.3 RT-PCR检测环巴胺对EC109细胞Gli-1mRNA表

达的影响

实验组和对照组相对灰度值分别是2.89±0.34和

5.58±0.89，两组间差异有统计学意义（P<0.05，图4）。

2.4 Western blot 法检测环巴胺对 EC109 细胞 Gli-1、

MMP-9和VEGF蛋白表达的影响

实验组与对照组相比，Gli-1、MMP-9和VEGF蛋白

相对表达量都下降（P<0.05，图5、表1）。

A B

图2 Transwell小室检测两组EC-109细胞体外侵袭能力
Fig.2 Transwell chamber assay for evaluating the invasiveness of control (A) and cyclopamine-treated
(B) EC-109 cells (Original magnification: ×200).

图3 血管形成实验检测两组EC-109细胞诱导内皮细胞成管能力
Fig.3 Angiogenesis assay for evaluating the angiogenesis capacity of control (A) and
cyclopamine-treated (B) EC-109 cells (Original magnification: ×100).

A B

3 讨论

Hh信号通路由Hh-Ptch-Smo-Gli级联构成，当配

体Hh与膜受体Ptch结合时，解除了Ptch对Smo的抑制

效应，Smo的激活又可进一步激活核转录因子Gli，从

而诱导下游目标基因的表达［6］。Hh信号通路最初发现

在胚胎发育调控过程中起重要的决定作用，近年来研究

发现其异常激活在多种肿瘤的发生、发展中发挥了重要

的作用。环巴胺是一种类固醇植物碱，通过特异性对抗

Smo来抑制Hh信号通路的活性［7］。

目前，多种组织来源的肿瘤细胞已证实存在Hh通

路的异常高表达，Berman等［8］发现高度激活的Hh信号

通路是消化道肿瘤的一种普遍的特征。已有研究证实

Gli-l是Hh信号通路的主要核转录因子，Gli-l mRNA的

表达水平是反映Hh信号通路活性的可靠指标［9］，Mori

等［10］通过对食管癌的研究也认为Gli-l的表达水平是最

具代表Hh信号通路活性的指标，本实验通过RT-PCR

及Western blot法检测出Gli-l的高表达，且能被环巴胺

Maker 实验组 对照组bp

600

500

400

300

GAPDH

Gli-1

图 4 半定量 RT-PCR 检测两组 EC-109 细胞
Gli-1mRNA表达水平
Fig.4 Gli-1 mRNA expression in control and
cyclopamine-treated EC-109 cells detected by
semi-quantitative RT-PCR.
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抑制，提示食管癌细胞系EC109中也存在Hh信号通路

的异常激活。食管鳞癌组织标本中Gli-l蛋白的表达与

肿瘤的侵润深度和阳性淋巴结转移密切相关，在体外卵

巢癌细胞基质胶实验中也发现转染Gli-l的癌细胞其侵

袭转移能力明显高于未转染组［11］。食管癌作为以早期

易发生侵袭转移为特点的恶性肿瘤，通过环巴胺研究

Hh信号通路在食管癌转移中所起的作用还未见报道，

在我们的研究中，环巴胺阻断Hh信号通路后，EC109的

侵袭、迁移及体外血管生成能力明显下降。但该通路到

底通过何种机制促进肿瘤细胞的转移，Gli作为关键的

转录因子，其下游基因包括哪些仍不清楚。

近年来VEGF和MMP的表达在肿瘤转移这一研

究领域中倍受关注。肿瘤血管生成是肿瘤侵袭转移过

程中的重要环节，VEGF是目前公认的肿瘤血管形成的

主要调节因子，与肿瘤侵袭转移相关，可作为许多实体

恶性肿瘤的不良预后因子［12］，在成年大鼠的研究中发现

Hh信号通路激活后可通过增强VEGF表达促进多种组

织器官的新生血管生成［13］，而且发现Hh信号通路能增

加多种不同类型的血管生成，而VEGF激动剂只能增加

毛细血管生成，因此认为Hh信号通路增加血管生成是

通过多种因子的作用［14］。MMP是一组锌离子依赖性内

切水解蛋白酶，在肿瘤的生长、浸润转移中起着关键性

作用［15］，有20多个家族成员，MMP-9是其中的重要成

员，在肿瘤细胞转移过程中扮演重要角色。在胰腺癌的

研究中，MMP-9被认为是Gli-l的下游靶点和胰腺癌转

移和血管生成的调节因子［16］。本研究发现环巴胺处理

后，除了EC109细胞体外转移能力下降外，Gli-l表达也

下降，VEGF、MMP-9的表达也随之下降，由此，我们推

测环巴胺能使EC109细胞的侵袭、迁移及体外血管生成

能力下降可能是通过阻断Hh信号通路使Gli-l表达下

降进而调节VEGF，MMP-9的表达所致。

综上所述，Hh信号通路在人食管癌EC109细胞系

中存在异常激活，而且可通过调节VEGF，MMP-9的表

达来参与肿瘤的转移。当然，食管癌中Hh信号通路是

否还通过调控其他信号途径来参与肿瘤转移，具体什么

机制等问题尚需进一步的研究。由于Hh信号通路在正

常成熟组织中活性处于失活状态，仅在肿瘤组织中存在

异常激活［17］，因此深入研究其在食管癌及其他恶性肿瘤

中的作用及机制，将为今后分子靶向治疗肿瘤提供更优

越的选择。
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图5 Westem blot法检测两组EC-109细胞Gli-1、MMP-9和VEGF蛋白表达水平
Fig.5 Gli-1, MMP-9 and VEGF protein expression levels in control and cyclopamine-treated
EC-109 cells detected by Western blotting.
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a: P<0.05 vs control group.
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SD, n=3)
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