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抑制Hedgehog信号通路改变结肠癌细胞基因表达谱
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摘要      Hedgehog(Hh)信号通路在机体发育和肿瘤发生中发挥着重要作用。在该研究中, 
Western blot检测三株结肠癌细胞Hedgehog信号通路组分的表达, 结果表明三株结肠癌细胞中

HT-29细胞Hedgehog信号通路组分较完整。采用MTT和BrdU法检测Hedgehog信号通路膜受体Smo
特异性抑制剂环杷明和末端转录因子Gli1/2的特异性抑制剂GANT61对HT-29细胞的影响, 提示这

两种抑制剂均显著抑制HT-29细胞生存率和细胞增殖率, 且GANT61比环杷明更敏感。表达谱芯片

检测阻断Hedgehog信号通路后HT-29细胞基因谱的变化, 结合生物信息学分析, 揭示HT-29细胞经

环杷明和GANT61处理后基因表达呈现抑制特征, 其差异基因表达主要以下调为主, 其中环杷明主

要影响细胞内源刺激等, 而GANT61主要影响代谢和类固醇合成, 并与MAPK信号通路有关联, 两
者均能影响细胞免疫及凋亡相关通路。这些结果提示, Hh信号通路有可能作为结肠癌的治疗靶点。 
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Hedgehog(Hh)信号通路在多种正常细胞过程

(如胚胎发生、细胞增殖和细胞存活等)中发挥着

重要作用[1]。就整体而言, 经典的Hh信号通路由

一系列抑制性相互作用组成[2]; 在缺乏Hh信号时,  
Patched1(Ptch1)转膜蛋白抑制7-跨膜蛋白Smoo-
thened(Smo), 从而关闭靶基因转录; 当分泌型Hh蛋
白存在时, 在共受体帮助下结合并抑制Patched(Ptch)
蛋白, 从而解除对Smo的抑制。Smo的激活解除下游

信号分子诸如Suppressor of Fused(SuFu)等负调控因

子的抑制, 最终导致活化的Hh转录因子Gli(glioma-
associated oncogene)蛋白产生, 这些Krüpple锌指DNA
结合蛋白家族成员最终控制Hh靶基因的转录, 如
CyclinD1等[3]。在哺乳动物中已发现三种Gli蛋白: 
Gli1、Gli2和Gli3。Gli2和Gli3存在全长(FL)和阻遏(R)
形式, Gli2被认为是一种转录激活蛋白(A); Gli3主要

发挥阻遏功能; 而Gli1是Hh信号通路早期转录靶标, 
只具有转录激活蛋白的功能[3]。Hh信号通路通过

改变Gli蛋白的激活与阻遏功能的比例应对细胞的

转录反应[4]。非常有趣的是, 除经典的Hh信号通路

(Hh-Smo-Gli)激活途径外, 机体也存在旁路激活途

径, 例如, Ras/Raf/MEK/Erk通路可直接激活转录因

子Gli以调控相关基因的表达[5-6]。

近年来的研究表明, 在多种人类肿瘤细胞中存

在Hh信号通路异常活化[7]。有报道显示, 经典的Hh

信号通路的活化在癌症的发生和许多类型的人类肿

瘤恶性表型的维持中发挥了关键作用, 如基底细胞

癌、黑色素瘤、脑肿瘤、前列腺癌和横纹肌肉瘤[7]。

结肠的发育依赖于Hh信号通路[8], 但成年的结肠组

织中Shh(sonic hedgehog)表达很低[9], 而结肠癌上皮

细胞中Hh信号通路被激活, 推测Hh信号通路与结肠

癌的增殖和转移相关[10]。有研究证实, Hedgehog信
号通路跨膜蛋白Smo的抑制剂环杷明能有效抑制结

肠癌细胞SW116的恶性增殖[11]。最近, Mazumdar和
他的研究团队发现一种新的Gli1和Gli2小分子抑制

剂GANT61能更有效地抑制结肠癌细胞生长, 并能

诱导细胞的DNA损伤[12-13]。直接以Smo下游转录因

子Gli作为药物靶点能更有效地抑制Hh信号通路, 提
示不依赖于Smo的非经典激活途径在Hh信号通路的

调控中可能也发挥了重要的作用[5]。为了进一步探

讨Hedgehog信号通路在结肠细胞癌变过程中的作

用, 鉴定调节细胞增殖的Gli下游靶基因, 我们分别

用环杷明和GANT61处理结肠癌细胞HT-29, 采用表
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达谱芯片筛查差异表达基因, 生物信息学分析受抑

制剂影响的相关信号通路, 结果表明抑制Hedgehog
信号通路导致结肠癌细胞增殖和活力降低, 并影响

细胞凋亡及DNA复制信号通路相关基因的表达。这

些发现将有助于人们理解Hh信号通路在结肠癌中

的作用及分子机制, 为抗肿瘤药物的研发提供依据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　细胞系        人结肠癌细胞系HT-29和Caco-
2(南昌大学第一附属医院医学科研中心传代培养); 
SW-480为中国典型培养物保藏中心(CCTCC)赠予。

1.1.2　试剂        双抗、DMEM培养基、胎牛血清

和0.25%胰蛋白酶(Gibco公司); 环杷明、番茄碱和

GANT61(Sigma公司); DNA  Marker、RNA酶抑制

剂和PrimeScript RT-PCR Kit(大连宝生物工程有限

公司); 蛋白预染Marker(Fermentas公司); 2×Laemmli 
Sample Buffer(Bio-Rad公司); BCA蛋白定量试剂盒

(Thermo公司); Trizol(Invitrogen公司); 兔抗人SuFu
多克隆抗体、鼠抗人PTCH1抗体(Abcam公司); Il-
lumina® Total Prep RNA Amplification Kit(ABI公司); 
Illumina Human-ref8 V3.0 Bead Chip(Illumina公司)。
1.2  实验方法

1.2.1　细胞培养        本实验所用3株细胞系均属贴

壁细胞, 用含10%胎牛血清和双抗的DMEM培养基、 
5% CO2、37 °C恒温培养。

1.2.2　MTT比色法检测细胞生存率        收集对数生

长期细胞, 调整细胞密度至(10~100)/μL, 每孔100 μL
铺板于96孔平底细胞培养板中, 待细胞贴壁后加抑

制剂和对照试剂(环杷明和番茄碱[14]或GANT61和
DMSO), 根据预实验结果, 设10 μmol/L和20 μmol/L
两个药物处理浓度, 24, 48, 72 h收样, 弃去培养基, 
小心用PBS洗涤3遍, 再每孔加入20 μL MTT溶液

(5 mg/mL, 即0.5% MTT), 继续培养4 h, 小心吸去孔

中培养基, 加入150 μL二甲基亚砜, 在酶标仪上低速

振荡10 min后于490 nm波长处测量各孔的吸光值。

同时, 设置调零孔(培养基、MTT和二甲基亚砜)和
对照孔(细胞、相同浓度的药物溶解介质、培养基、

MTT和二甲基亚砜)。细胞生存率=(药物处理细胞

的吸光值–空白对照吸光值)/(药物溶剂DMSO处理

细胞的吸光值–空白对照吸光值)×100%。

1.2.3　BrdU法检测细胞增殖率        1×104/孔铺入96

孔板中, 37 °C培养24 h后, 用不同浓度GANT61处理

细胞24, 48, 72 h后按Millipore© BrdU Cell Prolifera-
tion Assay Kit说明书检测细胞增殖。具体步骤为: 
实验结束前12 h加入BrdU, 固定后, 加入BrdU的鼠

单抗孵育1 h, 洗涤3次, 用偶联辣根过氧化物酶的羊

抗鼠二抗孵育3 h, 洗涤3次后加入底物孵育0.5 h, 加
终止液终止反应后450 nm波长检测吸光值。细胞增

殖率=药物处理细胞的吸光值/药物溶剂(对照组吸

光值)×100%。数据用SPSS软件进行统计分析。

1.2.4　Western blot        待细胞长满, 用Lysis Buf-
fer(0.5% Lubrol-PX; 50 mmol/L KCl; 2 mmol/L 
CaCl2; 20%甘油; 50 mmol/L Tris-HCl; 蛋白酶抑制剂

和磷酸酶抑制剂3 mmol/L钒酸钠; 2 mmol/L氟化钠)
裂解细胞, 冰上放置10 min, 4 °C 12 000 r/min离心

20 min, 收集细胞裂解上清, 用BCA法测定上清液蛋

白含量后置–80 °C贮存备用。细胞裂解液加入等体

积的2×Laemmli Sample Buffer, 充分混匀后沸水浴

10 min, 根据BCA定量结果取20 μg/孔蛋白上样SDS-
PAGE。转膜后, 用含5%脱脂牛奶的TBST(10 mmol/L 
Tris base, pH7.5; 100 mmol/L NaCl; 0.1% Tween-20)
封闭20 min, 一抗孵育过夜。TBST洗涤三次后加入

对应二抗, 4 °C摇床孵育4 h后TBST洗涤三次, 用标

准增强化学发光(ECL)方法检测。

1.2.5　细胞总RNA抽提        约7×106个细胞种植

到10 cm细胞培养皿中, 待细胞密度生长至60%时

用环杷明及对照试剂番茄碱或GANT61及溶剂对

照DMSO处理细胞, 根据预实验结果, 抑制剂和对

照试剂的浓度分别为: 环杷明: 40 µmol/L; 番茄碱: 
40 µmol/L; GANT61: 20 µmol/L; DMSO: 0.2%。每天

换液一次, 48 h后收取细胞。细胞总RNA提取采用

Trizol法(Invitrogen公司), 具体步骤如下: 10 cm培养

皿中加入2 mL Trizol充分溶解细胞, 加入400 μL氯仿

温和混匀, 室温放置5 min后离心分层, 收取上层清

亮提取液加入预冷的异丙醇沉淀RNA, 再用预冷的

75%乙醇洗涤、干燥, 加入少量无RNA酶的超纯水

溶解RNA, 分光光度法定量备用。

1.2.6　cDNA芯片分析        用Illumina Total Prep RNA
扩增试剂盒将提取的RNA合成cDNA并纯化, 再将

纯化后的cDNA用Illumina Total Prep RNA扩增试剂 
盒反转录成cRNA并纯化。具体操作方法按Illumina 
Total Prep RNA扩增试剂盒说明书进行。用NanoDrop
分光光度计及琼脂糖凝胶电泳进行cRNA质量检测。
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Biotinylated cRNA与Human HT expression bead chip 
V4芯片杂交, 芯片洗涤后用Illumina Bead Chip Reader
进行信号扫描。用Genome Studio(Illumina)将原始信

号经过背景滤过, 标化处理后转化成可进一步处理

的数值。用Iillumina Genomstudio1.9.0将GANT61处
理和DMSO处理的标本以及环杷明处理和番茄碱处

理的标本分别进行对比, 求出各组的差异表达基因

(P<0.01或diffscore>20, diffscore<–20)。将差异表达

基因在WebGestalt: Gene Set Analysis Toolkit V2(http://
bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/)上进行GO(gene on-
tology) pat-hway分析及KEGG(Kyoto encyclopedia of 
genes and genomes) pathway分析, 找出差异表达基因

显著富集(P<0.01)的通路, 并推断环杷明和GANT61
药理机制相关的可能的关键通路及关键基因[15], 实
验重复三次, 芯片结果有很好的重现性。

2   结果
2.1  结肠癌细胞系中Hh信号通路的主要组分

在三株结肠癌细胞中, 我们通过Western blot检
测了Hh信号通路的主要组分Smo、Ptch1、SuFu、
Gli1及靶蛋白CyclinD1的蛋白表达水平(图1)。结果

表明, 在HT-29细胞中, Hh信号通路各组分蛋白均被

检测到, 且表达水平较高。而在SW-480细胞系中, 
检测到两条SuFu蛋白带, 分子量大的条带可能是磷

酸化的SuFu; 检测到三条Smo带, 推测是磷酸化的不

同水平; 而Hh信号通路的靶蛋白CyclinD1表达水平

较高。在Caco-2细胞系中也发现有两条Smo带, 且
SuFu条带位置较HT-29高, 可能与磷酸化有关。同时, 
Gli1蛋白分子量偏小, Hh信号通路靶蛋白CyclinD1
的表达量相对较少。由于HT-29中Hh信号通路各组

分较为完整, 我们选择HT-29细胞系进行深入研究。

2.2  抑制Hh信号通路影响结肠癌细胞生存率

Hh信号通路抑制剂环杷明和GANT61对三种

结肠癌细胞生存率均有比较明显的抑制作用(图2), 
SW-480对两种抑制剂均表现出较高的敏感性(图2A), 
其中环杷明对SW-480最敏感, 20 µmol/L作用72 h后
细胞生存率只有47.6%; GANT61浓度为10 µmol/L时
对Caco-2最为敏感, 72 h时只略高于60%。同时, Hh
信号通路抑制剂对Caco-2细胞生存率有一定程度的

抑制作用, 但其抑制作用未明显呈现药物浓度依赖

性(图2B)。在具有完整Hh通路组分的HT-29细胞中, 
环杷明对细胞生存率作用有限, 20 µmol/L作用72 h
细胞生存率仅降至87.6%; 而GANT61以浓度依赖方

式抑制HT-29细胞生存率(图2C), 20 µmol/L GANT61
作用72 h抑制了细胞生存率51.1%, 因此, 我们采用

20 µmol/L环杷明和20 µmol/L GANT61对HT-29处理

48 h后收样进行芯片分析。然而, 经对照试剂番茄碱

处理的三种结肠癌细胞并未明显改变细胞生存率。

2.3  Hh抑制剂抑制结肠癌细胞的增殖

利用BrdU细胞增殖实验检测抑制Hh信号通路

对细胞增殖的影响。如图3所示, GANT61(10 µmol/L 
和20 µmol/L)对HT-29、SW-480和Caco-2细胞增殖均

有明显抑制作用(P<0.01)。在HT-29细胞系中, GANT61 
(10 µmol/L)处理细胞48 h后细胞增殖率为对照组

的84.8%, 而20 µmol/L GANT61处理48 h就可以将

细胞增殖率降至47.0%, 所以我们采用20 µmol/L 
GANT61处理48 h后的HT-29细胞进行芯片分析。

2.4  Hh信号通路抑制剂对HT-29细胞基因表达谱

的影响

2.4.1　差异基因的筛选        环杷明与对照试剂番

茄碱作用于HT-29细胞系后, 全基因组表达有很好

的线性相关(R2=0.962 3), 说明实验具有良好的重

复性。但其中有部分基因呈现差异表达, 并以下调

表达为主, 这些差异表达基因可能体现了环杷明对

Hh信号通路的抑制作用(图4A); 同时, GANT61与
溶剂对照试剂DMSO作用于HT-29细胞后全基因组

表达也呈现很好的线性相关(R2=0.962 7), 同样表明

图1　Western blot检测结肠癌细胞系SuFu、Smo、Ptch1、
CyclinD1和Gli1蛋白的表达

Fig.1　Expression of SuFu, Smo, Ptch1, CyclinD1 and Gli1 
in colon cancer cell lines determined by Western blot
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该实验的重复性较好, 而其中有部分基因呈现差异

表达, 也以下调表达为主(图4B)。所以, 环杷明和

GANT61对HT-29细胞的影响主要以抑制基因表达

为主。

2.4.2　表达基因及差异表达基因的比较        环杷明

和番茄碱分别作用于HT-29细胞后共有10 734个转

录本表达, 其中两组共同表达8 419个转录本, 在番

茄碱作用后表达的有1 697个, 而在环杷明作用后表

达的基因有618个(图5A)。GANT61与DMSO作用

于HT-29细胞后共有12 286个转录本表达, 其中两者

共同表达的有10 240个, 在DMSO作用后表达的有 
1 396个, 在GANT61作用后表达的有650个(图5B)。

如图5C所示, HT-29细胞在GANT61作用后有

490个差异基因表达, 而在环杷明作用后有229个差

异表达基因, 提示GANT61作用于HT-29细胞系后反

应较为明显; 二者重叠区域有36个差异基因, 在这36

A: 环杷明、GANT61和番茄碱对SW-480细胞生存率的影响; B: 环杷明、GANT61和番茄碱对Caco-2细胞生存率的影响; C: 环杷明、GANT61

和番茄碱对HT-29细胞生存率的影响。*P<0.05, **P<0.01, 与0 h作用组比较。

A: effect of cyclopamine/GANT61/Tomatidine on the survival rate of SW-480 cells; B: effect of cyclopamine/GANT61/Tomatidine on the survival 
rate of Caco-2 cells; C: effect of cyclopamine/GANT61/Tomatidine on the survival rate of HT-29 cells. *P<0.05, **P<0.01 compared with 0 h treated 
group. 

图2　Hh信号通路抑制剂对结肠癌细胞生存率的影响(n=3, x－±s)
Fig.2　Effect of Hh pathway inhibitors on the survival rate of colon cancer cells(n=3, x－±s)
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个共同差异基因中有9个差异基因上下调情况不一

致, 而均下调的有2个(KIF20A和C18orf56), 其余均

为同时上调(图5D)。
2.4.3　差异表达基因热图分析        仅在环杷明作

用HT-29细胞后呈现差异表达的基因有193个, 以
下调表达为主; 而仅在GANT61作用后呈现差异表

达的基因共有454个, 也以下调为主, 这提示, 环杷

明与GANT61作用于HT-29细胞在药理机制上各有

特点, 但都以基因下调为主(图6)。同时, 环杷明与

GANT61分别作用于HT-29细胞, 共有36个基因均呈

现差异表达, 这些差异表达基因以上调为主(图5D), 
提示环杷明与GANT61两者作为Hh信号通路抑制

剂, 可直接影响其靶基因或相关基因的表达, 二者药

理机制上也存在共同点, 以基因上调为主。

横纵坐标均为各组的基因表达信号值。红线以上的蓝色圆点表示上调差异表达的基因(diffscore>20); 红线以下的蓝色圆点表示下调差异表达

的基因(diffscore<–20)。
Both x axis and y axis indicate the gene expression signal values of each group. The blue dots on left top indicate the up-expressed genes(diffscore>20) 
while the dots on right bottom mean the down-expressed genes(diffescore<–20). 

图4　差异基因的筛选

Fig.4　Identification of differential expressed genes

A: GANT61对HT-29细胞增殖的影响; B: GANT61对SW-480细胞增殖的影响; C: GANT61对Caco-2细胞增殖的影响。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, 与0 h作用组相比。

Effect of GANT61 on the proliferation of HT-29 cells(A), SW-480 cells(B), Caco-2 cells(C), respectively. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared 
with 0 h treated group. 

图3　GANT61抑制结肠癌细胞增殖(n=3, x－±s) 
Fig.3　Effect of GANT61 on the proliferation of colon cancer cell lines(n=3, x－±s)
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2.4.4　差异表达基因分类        将差异表达基因分成

三组, 第一组是环杷明作用HT-29细胞48 h后的差异

表达基因(图7A), 第二组是GANT61作用HT-29细胞

48 h后的差异表达基因(图7B), 第三组是环杷明和

GANT61作用HT-29细胞系后都存在的差异表达基

因(图7C)。如图7所示, 我们将这三组基因进行下列

分类: 基因的分子功能(molecular function)分类、基

因的细胞组成(cellular component)分类和基因的生

物过程(biological process)分类。从分子功能分类中

我们看到, 环杷明或GANT61处理均影响了蛋白结

合(protein binding)、转录调节子活性(transcription 
regulator activity)和转运子活性(transporter activity)
等, 但各自又有不同的特点; 在细胞组成分类中, 我
们也看到它们具有很多功能组成域的相似性, 但差

A: 环杷明/番茄碱处理后检测到的表达基因数; B: GANT61/DMSO处理后检测到的表达基因数; C: 环杷明/GANT61处理后的差异表达基因数; 
D: 环杷明/GANT61处理后的差异表达基因名称及相对差异倍数。

A: expressed gene numbers in cyclopamine/tomatidine-treated cells; B: expressed gene numbers in GANT61/DMSO-treated cells; C: differential ex-
pressed gene numbers in cyclopamine/GANT61-treated cells; D: differential expressed gene symbols and the relative fold changes.

图5　环杷明和GANT61处理HT-29细胞后的表达基因和差异表达基因比较

Fig.5　Comparison of expressed genes and differential expressed genes in HT-29 cells treated  
with GANT61 and cyclopamine, respectively
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异的靶点却有较大的不同; 而在基因的代谢过程分

类中, 这三组基因的分类都有死亡(death)和细胞增

殖(cell proliferation)的相似基因改变, 说明环杷明与

GANT61作用机制中共同存在死亡、细胞增殖的差

异基因表达, 但它们所表现出的死亡和细胞增殖又

具有各自的特点。

2.4.5　差异表达基因分类        KEGG通路对比分

析表明环杷明及GANT61作用于HT-29细胞后均

影响凋亡及免疫相关通路(表1), 然而, Hh信号通

路与免疫相关通路的关系还需进一步明确。同

时, GANT61的作用还与MAPK信号通路密切相关

(P=0.002 9)。
GO通路对比分析显示, 环杷明及GANT61作用

于HT-29细胞后, 均影响转录因子活性调节及免疫相

关通路。环杷明的作用主要与甾类激素的反应有关; 
而GANT61的作用则与类固醇的合成代谢、内质网

有关(表2)。有研究证实, Hh信号通路与脂类修饰有

密切关系[16], 这提示GANT61的作用机制可能与脂

类修饰、脂类代谢有关。

2.4.6　差异表达基因的通路网络        HT-29细胞经

环杷明处理后的差异表达基因的通路网络中, 主要

以NOD-like受体信号通路富集为主, 并且表现为激

活状态, 与该通路有关的差异表达基因有4个, 其中3
个为表达上调(IL6、CCL5和TNFALP3)(图8A)。环

杷明及GANT61共同的差异表达基因通路网络中以

免疫相关的信号通路富集为主, 并且表现为激活状

态, 包括NFKB1A、IL8等的表达上调(图8B)。只在

GANT61处理后的细胞差异表达基因的通路网路图

中, 代谢相关通路在整个网络占有很大的比例, 与之

相关的差异表达基因非常多, 既有部分表现为上调, 
也有相当部分表现为下调, 其中MAPK信号通路有

明显的差异表达基因的富集(图8C)。

图6　差异表达基因热图

Fig.6　Heatmap of differential expressed genes
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A: 只在环杷明处理的HT-29细胞中的差异表达基因; B: 只在GANT61处理的HT-29细胞中的差异表达基因; C: 环杷明及GANT61处理的HT-29细
胞中都出现的差异表达基因。

A: only cyclopamine-treated HT-29 cells; B: only GANT61-treated HT-29 cells; C: both cyclopamine- and GANT61-treated HT-29 cells.

图7　差异基因的生物学功能分类

Fig.7　Biological function classification of differential genes
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表1　环杷明和/或GANT61作用于HT-29细胞后的KEGG通路对比

Table 1　Analysis of KEGG pathway in cyclopamine- and/or GANT61-treated HT-29 cells
                                                                                   P 
  环杷明和GANT61都 环杷明作用后的 GANT61作用后

分类 编号 存在的差异表达基因 差异表达基因 的差异表达基因

Category ID Both cyclopamine-  Only  Only
  and GANT61- cyclopamine- GANT61-
  treated cells treated cells treated cells 
RIG-I-like receptor signaling pathway 4 622 0.000 2 NO NO
Chemokine signaling pathway 4 062 0.001 5 NO NO
NOD-like receptor signaling pathway 4 621 0.002 6 0.002 1 NO
B cell receptor signaling pathway 4 662 0.002 6 NO NO
Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection 5 120 0.002 6 NO NO
Apoptosis 4 210 0.003 NO NO
Toll-like receptor signaling pathway 4 620 0.003 3 NO NO
Neurotrophin signaling pathway 4 722 0.004 5 NO NO
Prion diseases 5 020 NO 0.003 2 NO
Metabolic pathways 1 100 NO NO 5.16E-11
Fructose and mannose metabolism 51 NO NO 0.000 009 32
Glutathione metabolism 480 NO NO 0.000 066
Glycolysis/Gluconeogenesis 10 NO NO 0.000 2
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 980 NO NO 0.000 3
Pentose phosphate pathway 30 NO NO 0.000 7
MAPK signaling pathway 4 010 NO NO 0.002 9
Steroid biosynthesis 100 NO NO 0.002 9
ABC transporters 2 010 NO NO 0.003 5
Ribosome 3 010 NO NO 0.004 7

A: 只在环杷明处理的HT-29细胞中的差异表达基因; B: 环杷明及GANT61处理的HT-29细胞中都出现的差异表达基因; C: 只在GANT61处理的

HT-29细胞中的差异表达基因。圆形: 基因; 矩形: 免疫相关通路; 圆角矩形: 代谢通路; 三角形: MAPK信号通路; 六边形: 凋亡; 菱形: 其它通路。

白色: 通路; 绿色: 下调基因; 红色: 上调基因。

A: only cyclopamine-treated HT-29 cells; B: both cyclopamine- and GANT61-treated HT-29 cells; C: only GANT61-treated HT-29 cells. Ellipse: gene; 
rect: immune related pathways; round_rect: metabolic pathways; triangle: MAPK signaling pathway; hexagon: apoptosis; diamond: other pathways.
White: pathway; green: down-regulated cells; red: up-regulated cells.

图8　差异表达基因的通路网络

Fig.8　Networks involving pathways of diffiential expressed genes
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表2　环杷明和/或GANT61作用于HT-29细胞后的GO通路对比分析

Table 2　Analysis of GO pathway in cyclopamine- and/or GANT61-treated HT-29 cells
                                                                                             P 
  环杷明和GANT61都 环杷明作用后的 GANT61作用后

分类 编号 存在的差异表达基因 差异表达基因 的差异表达基因

Category ID Both cyclopamine- Only cyclopamine- Only GANT61-
  and GANT61- treated cells treated cells
  treated cells 
Response to biotic stimulus GO:0009607 0.000 3 NO NO
Negative regulation of transcription factor activity GO:0043433 0.002 2 NO NO
Negative regulation of transcription regulator activity GO:0090048 0.002 2 NO NO
Negative regulation of DNA binding GO:0043392 0.002 6 NO NO
Immune response GO:0006955 0.002 7 NO NO
Negative regulation of binding GO:0051100 0.002 7 NO NO
Negative regulation of molecular function GO:0044092 0.002 7 NO NO
Response to other organism GO:0051707 0.002 7 NO NO
Response to stimulus GO:0050896 0.003 6 NO 0.007 2
Lipopolysaccharide-mediated signaling pathway GO:0031663 0.003 6 NO NO
Cadmium ion binding GO:0046870 0.004 9 NO NO
Extracellular space GO:0005615 0.006 6 NO NO
Response to stress GO:0006950 NO 0.002 4 0.004 7
Response to corticosteroid stimulus GO:0031960 NO 0.002 8 NO
Response to glucocorticoid stimulus GO:0051384 NO 0.002 8 NO
Response to hormone stimulus GO:0009725 NO 0.003 4 NO
Response to steroid hormone stimulus GO:0048545 NO 0.003 4 NO
Response to organic substance GO:0010033 NO 0.004 9 0.009 1
Response to endogenous stimulus GO:0009719 NO 0.005 4 NO
Response to drug GO:0042493 NO 0.005 6 NO
Calcium ion transmembrane transporter activity GO:0015085 NO 0.008 6 NO
Cytoplasm GO:0005737 NO NO 0.000 077 5
Intracellular GO:0005622 NO NO 0.000 2
Oxidoreductase activity, acting on the CH-CH GO:0016628 NO NO 0.000 2
group of donors, NAD or NADP as acceptor
Intracellular part GO:0044424 NO NO 0.000 3
Endoplasmic reticulum GO:0005783 NO NO 0.000 6
Endoplasmic reticulum part GO:0044432 NO NO 0.000 6
Subsynaptic reticulum GO:0071212 NO NO 0.001 8
Response to chemical stimulus GO:0042221 NO NO 0.004 7
Alcohol metabolic process GO:0006066 NO NO 0.004 7
Cholesterol metabolic process GO:0008203 NO NO 0.004 7
Response to virus GO:0009615 NO NO 0.004 7
Sterol biosynthetic process GO:0016126 NO NO 0.004 7
Sterol metabolic process GO:0016125 NO NO 0.005 1
Cholesterol biosynthetic process GO:0006695 NO NO 0.005 2
Oxidoreductase activity GO:0016491 NO NO 0.007 4
Cytoplasmic part GO:0044444 NO NO 0.008 1
Oxidoreductase activity, acting on the CH-OH   GO:0016616 NO NO 0.008 5
group of donors, NAD or NADP as acceptor
Endoplasmic reticulum membrane GO:0005789 NO NO 0.009 4

3   讨论
Hh信号通路与许多人类肿瘤的发生与发展密

切相关, 包括基底细胞癌[17]、成神经管细胞瘤[18-19]、

前列腺癌[20]、胰腺癌[21]、横纹肌肉瘤[22]和乳腺癌[23]

等。最近一些研究也提出Hh信号通路是结肠癌细

胞生存所必需的, 通过Smo特异性抑制剂环杷明或

shRNA阻断Hh信号通路活性能诱导凋亡[10,24]。人类

结肠癌细胞系中, 尤其是HT-29细胞系, 可检测到Hh
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信号通路的组成型表达[13], 包括Ptch、Smo、Gli1以
及靶基因CylinD1等(图1)。而Hh信号通路的级联反

应能持续诱导Gli1转录[25], 因此, 本实验以HT-29细
胞作为研究对象。

近年来, 人们在多种肿瘤模型中测试Hh信号通

路抑制剂的抑瘤效果, 其中包括基底细胞癌[17]、前

列腺癌[26]、横纹肌肉瘤[22]和胰腺癌[27]等。而实验证明, 
Smo拮抗剂的抑瘤效果有限[22]。天然的小分子药物如

环杷明[26]或合成的小分子抑制剂如GDC-0449[28-29]

仅在部分肿瘤模型中具有抑制肿瘤生长的作用。有

报道显示, Hh信号通路末端效应因子Gli1和Gli2可
能是潜在的药物靶点[30]。

最近有研究表明, GANT61能有效地阻断Gli1
与DNA的结合和转录活性, 也能干扰Gli2转录因子

的功能[24]。此前在结肠癌细胞系中尝试用环杷明阻

断Hh信号通路只能诱导较温和的细胞毒性[24], 相比

之下, 在相同浓度和处理时间下, GANT61能诱导显

著的细胞毒性[13]。我们通过MTT比色法检测细胞生

存率和BrdU法检测细胞增殖率也证实在Hh信号通

路下游的Gli1和Gli2位点阻断比在其上游的Smo位
阻断更有效地抑制了结肠癌细胞的生存和增殖(图1
和图2)。而芯片结果也证实GANT61的差异表达基

因数所占检测到的所有表达基因数的比例(4.500%)
明显高于环杷明(2.534%)(图5), 提示GANT61比环

杷明对HT-29细胞更敏感。

环杷明和GANT61处理后的HT-29细胞中差异

表达基因主要以下调为主(图4), 这也证实它们作为

Hh信号通路抑制剂, 直接影响其靶基因或相关基因

的表达。但除了经典的Hh/Smo/Gli信号通路外, 还
存在非经典的Hh信号通路, 包括不依赖于Gli介导转

录的Hh信号通路相关组分的信号通路、其他信号

通路组分与Hh信号通路组分的直接相互作用和非

常规或非相邻Hh信号通路核心组分之间的相互作

用等[31]。两种Hh信号通路既有交叉又有各自的特性, 
这就提示, Hh信号通路末端转录因子Gli存在依赖与

非依赖Smo的激活途径。非依赖于Smo的Gli激活途

径能减弱或消除Smo抑制剂的作用, 所以, 将通路上

游Smo功能抑制与下游Gli1/2功能阻遏相比较, 我们

发现既有相同的差异表达基因, 也出现了特异性的

差异基因表达(图5C), 这为我们寻找Hh信号通路普

遍性靶基因提供了新思路, 例如一种马达驱动蛋白

KIF20A在两组芯片中均有明显下调(图5D)。有研究

发现它在胰腺癌中高表达, 并与致癌性密切相关[32-33], 
据此, 我们推测它可能被Hh信号通路所调控, 抑制

Hh信号通路(无论其抑制位点是在Hh信号通路上游

还是下游)均抑制KIF20A的表达。

有关Hh信号通路的激活机制, 目前尚不十分

清楚。除了经典配体激活途径外, 还存在非经典的

旁路激活途径[34]。最近在胰腺癌上的研究显示Smo
非依赖的Gli蛋白激活时依赖TGF-β和KRAS信号

通路[35-36]。同时, 在结肠癌中发现了RAS的突变体

与Hh信号通路的异常激活的相关性[37]。同样在胃

癌中也发现KRAS-MEK-ERK级联信号正调控Gli转
录活性, 且不依赖SuFu的功能[38]。此外, 利用生物

信息学鉴定出Gli1和Gli3是D-site依赖的MAPK底 
物[39]。然而Hh信号通路与MAPK信号通路之间关

系的具体分子机制还不清楚。本研究中, Gli1和Gli2
特异性抑制剂GANT61处理后的结肠癌细胞差异表

达基因出现MAPK信号通路的富集, 而Smo抑制剂

环杷明却未见这种关联性(表1和表2), 正好验证了

MAPK信号通路与Gli的关联性并非经典Hh信号通

路, 这也为GANT61抑制Hh信号通路活性的分子机

制提供了新的思路。

另外, 抑制Hh信号通路(不论是环杷明还是

GANT61)均能引起免疫信号通路的富集(表1和表2, 
图8B), 提示Hh信号通路与免疫信号通路之间存在

交叉。之前有研究表明, Shh是γ干扰素(IFN-γ)的靶

基因, 导致IFN-γ诱导的颗粒神经元前体细胞增殖, 
揭示Shh是一种潜在的免疫介体, 在人类发育和神经

精神疾病的发病机制中发挥着重要作用[40]。此外, 
最近的一项研究也确定在白色脂肪组织中Hh信号

通路与IFN-γ存在交汇, 但IFN-γ是Hh信号通路的潜

在抑制剂[41]。本研究也提示了Hh信号通路与免疫

信号通路之间存在交汇。

我们通过不同的Hh抑制剂处理HT-29细胞进行

差异基因比对和通路分析(表1和表2), 发现抑制Hh
信号通路能明显影响细胞的转录(P<0.01)。此外, 
通路富集于免疫应答(P<0.01)及免疫信号通路, 如
RIG-I-like受体信号通路(P<0.001)等, 与差异表达基

因通路网络分析一致(图8B), 同时也与细胞凋亡相

关(P<0.01)。环杷明主要指向细胞内刺激(P<0.01), 
而GANT61主要影响细胞代谢(P<0.001), 如果糖和

谷胱甘肽等的代谢(P<0.001)。同时, 对差异表达基

因进行生物学功能分类发现环杷明和GANT61在影



黄　璇等: 抑制Hedgehog信号通路改变结肠癌细胞基因表达谱 897

响生物学功能时既有共同的靶点也有各自不同的靶

点(图7)。这有助于我们深入探讨Hh信号通路的调

控机制以及Hh信号通路在肿瘤形成过程中的作用, 
为抗肿瘤药物的研发提供了依据。
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Gene Expression Profiling of Hedgehog Signaling Pathway Inhibition in  
Human Colon Cancer Cells

Huang Xuan1, Zhang Weilong2, Luo Qintian1, Li Yong1, Zhang Junyan1, Deng Libin2, Lü Nonghua3, Luo Shiwen1*
(1Center for Experimental Medicine, the First Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006, China; 2Institute of 

Translational Medical, Nanchang University, Nanchang 330006, China; 3Department of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital 
of Nanchang University, Nanchang 330006, China)

Abstract        Hedgehog signaling pathway plays an important role in animal development and tumorigenesis. 
In the present study, components of hedgehog signaling pathway were detected in HT-29 cells other than SW-480 
or Caco-2 cells by Western blot. Blocking of hedgehog signaling by GANT61, which is a small molecule inhibitor 
of Gli1/2, can significantly decrease the survival rate and proliferation of colon cancer cells, whereas cyclopamine, 
the conventional Smo inhibitor, showed only modest cytotoxic activity. Gene expression profiling of hedgehog 
signaling inhibited HT-29 cells was determinated by cDNA microarray. Results indicated that gene expression was 
partially blocked and differential expressed genes were primarily knocked-down. Moreover, cyclopamine may be 
principally involved with cell endogenous stimulus, while GANT61 was related to metabolic and steroid biosynthe-
sis and MAPK signaling pathway. Both of them affect pathways in celluar immunity and cell apoptosis. Our find-
ings suggest that inactivation of hedgehog signaling may be an attractive target for the treatment of colon cancer. 
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