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Sonic Hedgehog 信号通路在肝癌细胞增殖中的作用
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摘   要 目的：探讨 Sonic Hedgehog（SHH）信号通路在肝癌细胞增殖中的作用及抑制该通路的活性对肝癌

细胞对化疗药物敏感性的影响。

方 法： 分 别 用 不 同 浓 度 重 组 SHH N- 末 端 肽（rSHH-N）、SHH 中 和 抗 体（anti-SHH）、SHH 通

路抑制剂 cyclopamine 作用人肝癌 SMMC-7721 细胞不同时间，用 MTT 法检测细胞增殖状态。比较 

5- 氟 尿 嘧 啶（5-FU）、anti-SHH、cyclopamine、anti-SHH+5-FU、cyclopamine+5-FU 对 SMMC-7721

细胞增殖抑制作用的差异。

结 果：rSHH-N 作 用 后，SMMC-7721 细 胞 增 殖 明 显 增 加， 而 anti-SHH 和 cyclopamine 作 用 后，

SMMC-7721 细胞增殖明显降低，且均呈时间和浓度依赖性（均 P<0.05）；anti-SHH 或 cyclopamine

联合 5-FU 对 SMMC-7721 细胞增殖抑制作用明显强于各药单用（均 P<0.05）。

结论：SHH 信号通路在肝癌生长中起重要作用，阻断 SHH 信号通路能抑制肝癌细胞增殖且能增加肝

癌细胞对化疗药物的敏感性。                                             [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(9):1213-1216]
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ABSTRACT Objective: To investigate the role of Sonic Hedgehog (SHH) signaling pathway in proliferation of hepatocellular 
carcinoma (HCC) cells and the impacts of its inhibition on proliferation and chemosensitivity of HCC cells.

Methods: Human HCC SMMC-7721 cells were respectively exposed to recombinant SHH N-terminus 

(rSHH-N), SHH neutralizing antibody (anti-SHH), and SHH pathway inhibitor cyclopamine for different time 

periods, and then the proliferation status of the cells was determined by MTT assay. The inhibitory effects on the 

proliferation of SMMC-7721 cells among 5-fluorouracil (5-FU), anti-SHH, cyclopamine, anti-SHH plus 5-FU 

and cyclopamine plus 5-FU were compared.
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Sonic Hedgehog（SHH）信号通路在胚胎发育

和维持成熟器官内环境稳定中发挥重要作用，且与

多种人类肿瘤的发生发展密切相关 [1-3]。近年，研

究 [4-6] 表 明 SHH 信 号 通 路 在 原 发 性 肝 细 胞 癌 的 发

生和发展中亦起重要作用。本研究拟探讨 SHH 信

号通路对人肝癌细胞增殖的影响，并研究特异性阻

断 SHH 信 号 通 路 与 5- 氟 尿 嘧 啶（5-FU） 是 否 具

有协同抑癌作用，旨在为开辟新的肝癌治疗方法提

供实验依据。

1　材料与方法

1.1  材料

人 肝 癌 细 胞 系 SMMC-7721（SMMC-7721 细

胞中的 SHH 信号通路处于激活状态 [6]）购自中国

科 学 院 上 海 细 胞 库；DMEM 培 养 基 和 胰 蛋 白 酶 购

自美国 Gibco 公司；胎牛血清购自美国 Invitrogen

公司；重组 SHH N- 末端肽 rSHH-N（recombinant 

human  Son ic  Hedgehog  N - t e rminus） 和 SHH

中 和 抗 体（anti-SHH） 购 于 美 国 R&D 公 司；

cyclopamine 购 自 美 国 Biomol 公 司；5-FU 注 射 液

购自上海旭东海普药业有限公司；噻唑蓝（MTT）

和二甲基亚砜（DMSO）购自美国 Sigma 公司。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　SMMC-7721 细 胞 用 含 10% 胎

牛血清和 100 U/mL 青霉素及 100 U/mL 链霉素的

DMEM 培 养 基 在 37 ℃、5% CO2、 饱 和 湿 度 的 恒

温细胞培养箱内培养。

1.2.2  MTT 法检测细胞存活率　取对数生长期细

胞接种于 96 孔培养板（5×103/ 孔），在细胞培养

箱中培养过夜后，弃去原培养液，更换 200 μL 无

血清培养基（对照组）或含有不同浓度处理因素的

无血清培养基，每组设 5 个复孔；置培养箱中培养

24 、48 h 和 72 h 后取出 96 孔培养板并于每孔加

入 20 μL MTT（5 g/L），继续培养 4 h；然后弃上

清液，每孔加入 DMSO 100 μL，震荡 10 min，于

酶标仪上测定 570 nm 波长处的吸光度（A）值。计

算细胞存活率。细胞存活率（%）=（A 实验 /A 对 

照）×100%。

1.3  统计学处理

所有数据为相对于对照组（100%）的百分率

（%）， 均 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 采 用

SPSS 13.0 统 计 软 件 进 行 处 理。 多 个 样 本 均 数 间

的 比 较 用 单 因 素 方 差 分 析， 组 间 比 较 用 q 检 验，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  rSHH-N 对 SMMC-7721 细胞增殖的影响

应用外源性 rSHH-N 增强 SMMC-7721 细胞中

SHH 信 号 活 性 后，细 胞 存 活 率 明 显 增 加，且 随 着

浓度的加大和作用时间的延长，细胞存活率逐渐增

加，呈浓度 - 时间依赖性，与对照组比较差异均有

统计学意义（均 P<0.05）（表 1）。

表 1　rSHH-N 对 SMMC-7721 细胞增殖作用的时效与量效

关系
Table 1　Time- and dose-effect of rSHH-N on proliferation of 

SMMC-7721 cells

　　组别
细胞存活率（%）

24 h 48 h 72 h
1.5 μg/mL rSHH-N 116.5±4.3 125.6±7.2 131.6±8.4
3 μg/mL rSHH-N 125.2±3.8 136.7±8.5 146.6±6.28
6 μg/mL rSHH-N 131.4±4.4 145.8±8.2 157.2±5.2

2.2  anti-SHH 和 cyclopamine 对 SMMC-7721

细胞增殖的影响

应 用 anti-SHH 和 cyclopamine 特 异 性 阻 断

Results: The proliferation of SMMC-7721 cells was significantly increased after rSHH-N treatment, while it was 

significantly decreased after anti-SHH or cyclopamine treatment, and all the effects presented a concentration- 

and time-dependent manner (all P<0.05). The inhibitory effect of anti-SHH plus 5-FU or cyclopamine plus 5-FU 

was significantly greater than any of the drugs used alone (all P<0.05).

Conclusion:  SHH signaling pathway plays an important role in growth of HCC cells, and blockage of SHH 

signaling pathway can inhibit proliferation of HCC cells and enhance their sensitivity to chemotherapeutic drugs.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(9):1213-1216]
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SMMC-7721 细胞中的 SHH 信号通路后，细胞的增

殖受到明显抑制，且随着作用浓度增加和作用时间

的延长，细胞存活率逐渐下降，与对照组比较差异

均有统计学意义（均 P<0.05）（表 2）。

表 2　anti-SHH 和 cyclopamine 对 SMMC-7721 细胞增殖

作用的时效与量效关系
Table 2　Time- and dose-effect of anti-SHH and cyclopamine on 

proliferation of SMMC-7721

　　组别
细胞存活率（%）

24 h 48 h 72 h
2.5 μg/mL anti-SHH 90.1±2.1 82.7±5.9 72.6±7.1
5 μg/mL anti-SHH 84.6±3.9 71.4±8.6 60.4±8.5
10 μg/mL anti-SHH 73.3±4.1 58.7±7.5 49.8±9.3
15 μmol/L cyclopamine 88.0±4.6 76.2±3.4 66.4±10.3
30 μmol/L cyclopamine 76.7±4.9 63.8±8.9 53.3±8.8
60 μmol/L cyclopamine 67.1±4.5 52.7±9.7 41.2±9.7

2.3  anti-SHH 或 cyclopamine 联 合 5-FU 对

SMMC-7721 细胞增殖的影响 

不 同 药 物 作 用 SMMC-7721 细 胞 48 h 后，

5-FU+anti-SHH 组 与 5-FU+cyclopamine 组 的 细 胞

存活率明显低于各单用组（均 P<0.05）（表 3）。

表 3　anti-SHH 或 cyclopamine 联合 5-FU 对 SMMC-7721

细胞增殖的影响
Table 3　Effect of anti-SHH plus 5-FU or cyclopamine plus 5-FU 

on proliferation of SMMC-7721 cells
　　组别 细胞存活率（%）
20 μg/mL 5-FU 70.5±9.3
5 μg/mL anti-SHH 71.4±8.6
30 μmol/L cyclopamine 63.8±8.9
20 μg/mL 5-FU+5 μg/mL anti-SHH 33.7±5.71)

20 μg/mL 5-FU+30 μmol/L cyclopamine 25.8±4.31)

注：1）与各单药组比较，P<0.05
Note: P<0.05 vs. each drug-alone group

3　讨　论

原 发 性 肝 癌 是 人 类 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一， 恶

性程度高，预后差。手术切除和肝移植是原发性肝

癌首选的唯一可能治愈的治疗方法，但相当部分患

者在诊断为肝癌时已为肝癌晚期，失去手术机会。

因此，亟需寻找高效、低毒的抗肝癌药物及其增效

剂以改善肝癌患者的预后。

SHH 信号通路是一条高度保守的信号转导通

路，在多种人类肿瘤的发生发展中发挥重要作用，

抑 制 SHH 信 号 通 路 能 明 显 抑 制 肿 瘤 的 生 长 [1-3]。

研 究 [6-7] 表 明 SHH 信 号 通 路 在 肝 癌 组 织 及 多 种 肝

癌细胞系中均处于激活状态。

SHH 基因编码的 SHH 蛋白是一种分泌性信号

蛋白，是 SHH 信号通路的启动因子，在多种人类

肿瘤中过表达。SHH 中和抗体通过与 SHH 结合特

异性阻断 SHH 信号通路，从而抑制肿瘤的生长与进

展 [1-5]。本研究结果发现：外源性 rSHH-N 能呈浓度

和时间依赖性促进 SMMC-7721 细胞增殖，而 SHH

中 和 抗 体 则 呈 浓 度 和 时 间 依 赖 性 抑 制 SMMC-7721 

细胞增殖。

cyclopamine 是一种从藜芦属植物内分离得到

的异甾体类生物碱，通过特异性抑制 SHH 信号通

路 中 的 重 要 成 分 Smoothed 从 而 阻 断 SHH 信 号 传

导 [8]。 因 此，cyclopamine 是 SHH 信 号 通 路 的 特

异性抑制剂。cyclopamine 能明显抑制胰腺癌、乳

腺 癌 等 多 种 肿 瘤 的 生 长， 从 而 成 为 潜 在 的 抗 癌 药

物 [9-11]。 本 研 究 亦 发 现 cyclopamine 能 明 显 抑 制

SMMC-7721 细胞的增殖，且具有浓度依赖性和时

间依赖性效应。

原 发 性 肝 癌 对 化 疗 药 物 敏 感 性 差， 因 此， 寻

找 有 效 的 肝 癌 化 疗 药 物 增 效 剂 对 改 善 肝 癌 预 后 具

有重要的意义。以前的研究 [12-13] 发现阻断 SHH 信

号通路可增加肿瘤对放、化疗的敏感性。本研究也

发现 anti-SHH 和 cyclopamine 与 5-FU 具有协同抑

制 SMMC-7721 细胞增殖的作用。

综上所述，增强肝癌细胞中的 SHH 信号活性

能明显促进肝癌细胞的增殖，而特异性阻断肝癌细

胞中的 SHH 信通路则能明显抑制肝癌细胞的增殖；

这些结果表明 SHH 信号通路在肝癌细胞的生长中

发挥重要作用。此外，特异性阻断 SHH 信号通路

与 5-FU 具有协同抑制肝癌细胞增殖的作用。因此，

特异性阻断肿瘤中 SHH 信号通路可能是肝癌的一

种有效的、有前途的治疗方法。
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