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氯化锂对人子宫内膜癌HEC-1A细胞增殖及

Shh表达的影响*

张海萍 谭玉军 许婷婷 王跃嗣

摘要 目的：研究Wnt、Shh在人子宫内膜癌细胞HEC-1A中的表达，应用不同浓度糖原合成酶激酶-3的抑制剂氯化锂（LiCl）
处理，观察对人子宫内膜癌细胞HEC-1A体外增殖和Shh表达的影响。方法：体外培养人子宫内膜癌细胞HEC-1A，不同浓度LiCl
处理细胞6～48 h，利用免疫细胞化学法测定HEC-1A细胞上Wnt、Shh表达；MTT比色法检测HEC-1A细胞增殖活性；RT-PCR检

测核转录因子Gli-1的表达水平。结果：Wnt、Shh在HEC-1A细胞上有表达；不同浓度LiCl 处理后，Shh阳性细胞先出现增殖，24 h
时细胞量达到高峰，随着时间延长，Shh细胞量减少，高浓度LiCl组在48 h时细胞减少最显著（P<0.05）；MTT检测细胞增殖结果显

示LiCl对HEC-1A细胞的生长有抑制作用，且呈浓度、时间依赖性。RT-PCR检测结果显示Gli-1基因的表达在24 h组水平最高，

与Shh的阳性细胞变化情况相符合。结论：Wnt信号可以调控Shh的表达，LiCl能抑制HEC-1A细胞的增殖，并具有浓度、时间依

赖趋势。
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Abstract Objectives: To study the expression of the wnt and sonic hedgehog homolog ( Shh ) proteins in the endometrial carcinoma

cell line HEC-1A; and to study the growth of HEC-1A cells treated with lithium chloride, an inhibitor of glycogen synthase kinase-3.

Methods: The HEC-1A cells were cultivated in vitro. Immunofluorescence was used to determine the expression of wnt and Shh in the cells.

3-( 4, 5 - Dimethylthiazol - 2 - yl ) -2, 5-diphenyltetrazolium bromide ( MTT ) was used to investigate the proliferation of HEC-1A cells

treated with different concentrations of lithium chloride. In addition, real-time polymerase chain reaction ( RT - PCR ) was used to determine

the expression level of the nuclear transcription factor Gli-1. Results: Wnt and Shh were expressed in the HEC-1A cells. The amount of Shh

initially increased, and then decreased. Lithium chloride inhibited the growth of HEC-1A cells in a concentration-dependent manner. The

RT-PCR results showed that the highest expression level of Gli-1 was in the 24 h group, which corresponded to a change in the Shh level.

Conclusion: The wnt signaling pathway can regulate the Shh expression. Moreover, lithium chloride can inhibit the proliferation of HEC-1A

cells in a concentration-time-dependent manner.
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子宫内膜癌（endometrial carcinoma，EC）是女性

最常见的生殖道恶性肿瘤之一，在世界范围内其发

病率和死亡率均有上升趋势。研究证实，恶性肿瘤

的发生发展是多基因、多步骤的复杂过程，其中可能

涉及不同的癌基因、抑癌基因、多种信号转导通路、

细胞凋亡和增殖等。近年国内外研究表明，一些与

胚胎发育相关的信号通路如Wnt、Shh等与一些恶性

肿瘤的发生发展有密切关系。Wnt首次被发现是从

小鼠乳腺癌中克隆出，不断有研究表明Wnt通过复杂

的信号通路参与多种生物学效应，包括调节细胞分

化、增殖及生长等。Hedgehog信号通路在维持正常

胚胎发育和成体组织形态学发生中具有重要作用。

哺乳动物Hedgehog基因家族包括3个成员：Shh、Dhh
和 Ihh。大量的研究表明，许多肿瘤均与 Shh信号通

路活性的改变有关，如肺癌、肝癌、乳腺癌、大肠癌等

均发现Shh信号通路的变化，说明Shh信号通路在肿
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瘤的发生发展中发挥重要的作用。

本实验采用体外培养人子宫内膜癌细胞

HEC-1A研究Wnt、Shh信号通路分子的表达，应用糖

原合成酶激酶-3的高选择性抑制剂氯化锂（LiCl）过

表达Wnt信号，观察对人子宫内膜癌细胞HEC-1A
体外增殖和 Shh表达的影响，以期揭示Wnt、Shh和

LiCl在子宫内膜癌细胞中的作用，推断其与子宫内膜

癌发生发展的关系，为子宫内膜癌的临床治疗开辟

新方向。

1 材料与方法

1.1 材料

LiCl购自美国 Sigma公司；胎牛血清购自杭州四

季青生物工程材料研究所；改良型RPMI 1640培养基

购自塞默飞世尔生物化学制品有限公司；免疫荧光

试剂购自美国 Sigma公司；MTT购自美国Amresco公
司；RT-PCR试剂盒购自Fermentas公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 子宫内膜癌细胞HEC-1A在配有10%
FBS、2 mmoL/L谷氨酰胺、100 U/mL青链霉素的改良

型RPMI 1640培养液中培养，置于 37℃，5%CO2饱和

湿度的细胞培养箱中培养，细胞铺满后可进行下一

步实验。

1.2.2 细胞免疫荧光 行常规细胞爬片；捞片后用

0.01 moL/L PBS清洗3次，各3 min；4%多聚甲醛固定，室

温下孵育 10～20 min；PBS 清洗 3 次，各 3 min；0.5%
TritonX-100的PBS预透膜20 min；PBS清洗3次，各3
min；含 5%羊血清的封闭液孵育 20～30min；加入 1%
BSA稀释的一抗（抗山羊Wnt-2多克隆抗体，Santa
Curz公司；抗山羊 Shh-2多克隆抗体，Santa Curz公
司），湿盒中4℃孵育过夜；PBS清洗3次，各3 min；加
入1%BSA稀释的二抗（FITC标记的兔抗山羊二抗，北

京中杉京桥公司），避光条件下室温孵育1 h；PBS清洗3
次，各 3 min；5 μg/mL Hoechst33342染色 5 min；注意

避光，抗淬灭缓冲甘油封片剂封片。对照组用PBS代
替一抗，其余步骤均相同。荧光倒置显微镜观察。

1.2.3 MTT检测细胞增殖检测 将细胞以2×104/mL
的密度种在96孔板内；细胞贴壁后各孔加入50 μL不

同浓度的LiCl溶液，150 μL新培养液；该细胞增殖速度

快，48 h后即可达90%以上，按6、12、24、48 h处理；每孔

加入20 μL，5 mg/mL的MTT溶液培养 4 h，终止培养

后，小心吸去孔内培养液，每孔加入200 μL二甲基亚

砜，置摇床上低速振荡 5 min，使结晶物充分溶解。用

酶联免疫检测仪OD490处测量各孔的OD值；同时设置

调零孔（培养基、MTT、二甲基亚砜），对照孔（细胞、相

同浓度的药物溶解介质、培养液、MTT、二甲基亚

砜）。实验中设3个复孔，重复3次。

1.2.4 RT-PCR检测 6孔板内细胞经不同浓度LiCl
处理，达到预定时间时，收集各组细胞，以每组细胞

沉淀加入1 mL预冷的Trizol试剂提取总RNA，按Fer⁃
mentas两步法试剂盒提供的说明书进行RT-PCR操

作。Gli-1上游引物为5'-AGAGAGAGGAGAAGCGT⁃
GAGCCTGAATCT -3'，下 游 引 物 为 5'-TCTCATTG⁃
GAATGGGTCCGATTCTGGTGCT-3'。扩增程序为：

95℃首次变性 3 min，在下列条件下进行 30个循环

（95℃ 30s，58℃ 30s，72℃35s），72℃ 10 min。PCR产物

在1.2%琼脂糖凝胶上电泳，5 μg/mL溴化乙锭染色后

用凝胶成像系统拍照。内参为β-actin。
1.3 统计学分析

采用 Image-Pro Plus图像分析系统对免疫荧光

阳性细胞进行测量分析；采用 SPSS 13.0统计软件分

析数据，实验数据以 x±s表示，统计方法采用方差分

析、χ2检验等，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Wnt、Shh在HEC-1A细胞培养过程中的表达

经 免 疫 荧 光 化 学 染 色 ，发 现 Wnt 和 Shh 在

HEC-1A细胞培养过程均表达（图1）。
2.2 LiCl 对 HEC-1A 细胞培养过程中 Shh 表达的

影响

通过设置 1、10、40、100 mmoL/L 4个LiCl实验组

和 1个空白对照组，与HEC-1A细胞共培养 48 h，分
别在 6、12、24、48 h 进行免疫荧光染色，采用 Im⁃
age-Pro Plus图像分析系统对免疫荧光阳性细胞进行

测量分析。发现在相同LiCl浓度组内 Shh的表达先

呈增多趋势，至24 h时表达量达高峰，随着培养时间

的延长，Shh阳性细胞量逐渐减少；在相同时间组内，

6、12、48 h实验组Shh阳性细胞量与空白对照组比较，

差异有统计学意义（P<0.05），提示LiCl可抑制Shh细
胞的表达，并具有浓度、时间依赖趋势。（表1，图2）。
2.3 LiCl对HEC-1A细胞增殖的影响

HEC-1A细胞分别与不同浓度的LiCl（1、10、40、
100 mmoL/L）共培养48 h，MTT检测6、12、24、48 h OD
值（细胞增殖率=实验组OD值均值/相对应对照组OD
值均值），结果显示各个实验组的OD值均低于空白

对照组，LiCl对HEC-1A细胞具有生长抑制作用，差

异有统计学意义（P<0.05，表2，图3）。
2.4 不同浓度LiCl处理HEC-1A细胞后Gli-1的表达

采用 RT-PCR 方法，Gli-1 的特异性引物扩增

HEC-1A细胞的 cDNA。结果检测出各浓度LiCl处理

后的细胞中均见 Gli-1（扩增长度 416 bp）的表达

（β-actin扩增长度129 bp）。（图4）。
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▶a1：HEC-1A Wnt 荧光表达；b1：
hoeschest 染 色（核）；c1：光 镜 下

HEC-1A 细胞；

a2：HEC-1A Shh 荧 光 表 达 ；b2：
hoesches 染 色（核）；c2：光 镜 下

HEC-1A细胞；

a3：HEC-1A 对照组荧光表达；b3：
hoeschest 染 色（核）；c3：光 镜 下

HEC-1A细胞

图 1 Wnt、Shh在HEC-1A细胞培养

中免疫荧光结果（×200）
Figure 1 The results of immunofluo⁃
rescence（×200）

a1 b1 c1

a2 b2 c2

a3 b3 c3

表1 不同浓度LiCl处理后Shh阳性细胞的数量 x±s
Table 1 The number of Shh positive cells after treatment with different concentrations of LiCl

时间/h

6

12

24

48
△：与空白对照组比较，P<0.05；＊：与24 h实验组比较，P<0.05

空白对照组

45±3.98

72±2.51

90±9.97

120±10.67

LiCl/mmoL·L-1

1

17±1.43△＊

42±2.34△＊

80±10.11

40±3.37△＊

10

8±1.54△＊

80±4.39＊

110±11.23

39±5.32△＊

40

6±1.52△＊

31±3.06△＊

98±10.98

85±9.01△＊

100

3±1.41△＊

26±3.16△＊

90±10.49

40±4.26△＊

表2 不同浓度LiCl处理组OD值比较 x±s
Table 2 Comparison of OD among the different treatment groups

LiCl/mmoL·L-1

空白对照组

1

10

40

100
△：与空白对照组比较，P<0.05

时间/h

6

0.379±0.103

0.319±0.048△

0.359±0.066△

0.268±0.051△

0.337±0.046△

12

0.407±0.177

0.285±0.039△

0.247±0.068△

0.272±0.065△

0.365±0.073△

24

0.437±0.039

0.315±0.042△

0.323±0.108△

0.295±0.066△

0.424±0.123△

48

0.513±0.133

0.297±0.144△

0.250±0.082△

0.291±0.127△

0.132±0.087△

6h
12h
24h
48h

LiCl/mmoL·L-1
1 10 40 100 0

细
胞

数

140
120
100
80
60
40
20
0

▶图2 不同浓度LiCl对Shh表达的影响

Figure 2 Shh expression in HEC-IA cells after treatment with different con⁃
centrations of LiCl
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图3 不同浓度LiCl处理组的细胞增殖率

Figure 3 Proliferation rates in different treatment groups

a：1 mmoL/L组；b：10 mmoL/L组；c：40 mmoL/L组；d：100 mmoL/L组；

e：空白对照组

图4 不同处理组Gli-1的表达

Figure 4 The expression of Gli-1 after treatment with different concen⁃
trations of LiCl

3 讨论

子宫内膜癌是发生于子宫内膜的一组上皮性恶

性肿瘤，是最常见的女性生殖道恶性肿瘤之一，在我

国城市，其死亡率呈逐年增长趋势，已严重威胁女性

的生命健康［1］。其发病机制尚不清楚，但肿瘤细胞的

增殖和凋亡异常是导致肿瘤发生的重要原因，一些

重要的信号转导通路对肿瘤细胞的作用研究已成为

现今肿瘤学的热点。

Wnt信号转导通路是一条在进化上十分保守的

信号途经，是由一系列癌基因和抑癌基因编码的复

杂的蛋白质作用网络，在胚胎发育和肿瘤的发生发

展过程中起关键性作用，可调控细胞的生长、分化和

增殖等［2］。大量研究表明，Wnt途经的异常参与人类

多种肿瘤的发病过程，而与肿瘤发生发展关系密切

的是经典Wnt信号转导途经。经典Wnt信号转导途

经是一个多环节、多作用位点的生长发育调控通路，

其所涉及的成员为Wnt蛋白、卷曲蛋白（frizzled pro⁃
tein，FZ）、E-钙黏蛋白（ E-cadherin）、β连环蛋白

（β-catenin）、散乱蛋白（Dishevelled，Dsh）、APC复合

物（包括 APC 蛋白、GSK-3 和 Axin 蛋白）等［3］。

β-catenin是经典Wnt通路的关键调控因子。目前研

究认为，β-catenin降解障碍是Wnt信号通路致瘤的

关键因素，胞浆内的游离型β-catenin聚集增多，与转

录因子家族TCF/LEF结合后进入胞核，可激活下游靶

基因CyclinD1、c-myc的转录导致肿瘤的发生。有研

究 [4]证明在乳腺癌组织中有异常Wnt通路，并指出

β-catenin的异常表达也促使了乳腺癌的发生和发

展，并证实CK1ε在肿瘤中对激活的β-catenin通路起

到了一个关键的作用；在肝癌标本中β-catenin的表

达程度与患者淋巴结转移及肝内转移呈正相关，而

转移和侵袭是肝细胞癌的基本特征，与经典Wnt途经

密切相关。有研究者利用 siRNA 载体介导的RNA干

扰技术靶向沉默β-catenin以阻断经典Wnt信号通

路，观察子宫内膜异位症裸鼠模型中异位子宫内膜

组织因子的表达情况，发现阻断经典Wnt通路后，异

位 内 膜 组 织 因 子 表 达 明 显 受 抑 制 ，表 明 Wnt/
β-catenin通路可能促进子宫内膜的异位种植［5］。

糖原合成酶激酶-3（GSK-3）是Wnt信号通路中

的关键性负性调节酶，其通过促进β-catenin降解而抑

制Wnt信号通路的激活。而锂作为人体非必需微量

元素，是GSK-3的非竞争性抑制剂。以往研究［6］发现

LiCl可以抑制蛋白酶体活性，而Wnt、Shh信号转导通

路中的蛋白质通过泛素-蛋白酶体途经降解，蛋白降

解障碍与许多肿瘤的发生有关，进一步研究证实［7-8］，

LiCl可抑制多种肿瘤细胞的增殖，而这种抑制作用可

降低恶性肿瘤发生的风险，并且这种增殖抑制作用

呈剂量依赖关系。有研究［9］表明LiCl可以在体外诱

导细胞凋亡，抑制良性肿瘤细胞生长。本实验通过

利用LiCl作用HEC-1A细胞后，结果发现24 h内LiCl
可刺激细胞的增殖，随着培养时间的延长，高浓度LiCl
组细胞大量减少，48 h时细胞减少最显著，与空白对

照组相比，差异有统计学意义（P<0.05），这与以往研

究相一致，因此可以表明LiCl能抑制子宫内膜癌细胞

的增殖，并且抑制作用具有时间、浓度依赖性。

Shh信号通路在胚胎发育中的细胞生长分化、组

织器官形成及成体干细胞的维持等方面具有重要的

作用，Shh信号通路与Wnt信号通路的相互作用及相

互联系在胚胎发育及成体的生物学作用中已被证

实。有研究 [10]利用全基因组芯片检测及RT-PCR方

法对宫颈癌、癌旁组织及正常宫颈组织中的Wnt、Shh
信号通路及关键基因进行分析，发现Wnt及Shh信号

通路在癌组织及癌旁组织中激活，两者的信号交互

在宫颈癌发生发展中起着重要作用［10］。Gli-1作为转

录因子，在 Shh通路下游中发挥了承上启下的作用，

Gli-1的激活会使 Shh信号通路持续激活，最终可能

导致各种发育缺陷和肿瘤，但在成人的基因中却很

少表达，其异常表达可进一步激活如Bcl-2等致癌基

因，从而引发癌症［11］。Yu等［12］研究表明在正常子宫
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