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特异性阻断 Ｓｈｈ信号通路对胰腺癌细胞系
ＳＵＩＴ２增殖和凋亡的影响
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　　摘要：目的　 研究组抑胚胎发育相关信号通路 Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）对人胰腺癌细胞系 ＳＵＩＴ２
增殖和凋亡的影响。方法　用四唑蓝（ＭＴＴ）比色试验检测 Ｓｈｈ信号通路特异性抑制剂 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对
胰腺癌细胞系 ＳＵＩＴ２增殖的抑制作用；流式细胞术检测细胞增殖指数（ＰＩ）和凋亡指数（ＡＩ）；用裸鼠
移植瘤模型检测 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对移植瘤生长的抑制作用。结果　ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对 ＳＵＩＴ２细胞株增殖的抑
制作用呈剂量和时间依赖性。ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ作用后使胰腺癌细胞周期阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期，细胞凋亡增加；
ＳＵＩＴ２的 ＡＩ为 １４．３±０．３５，ＰＩ为 ３６．１±０．４４，对照组分别为 １．３±０．２４和 ５２．３±０．２８（均 Ｐ ＜
０．０５）。在裸鼠移植瘤模型中，ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ同时给药组肿瘤生长明显受到抑制，而延期给药组对肿瘤
生长的抑制作用较弱。结论　ｓｈｈ信号分子对胰腺癌细胞的增殖起维持作用；通过特异性阻断该信
号通路，可以抑制胰腺癌细胞增殖，并促进细胞凋亡。
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　　Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）信号通路是在动物胚胎发
育过程中调节细胞间相互作用的重要信号分子之

一。最近研究发现 Ｓｈｈ信号通路在多种肿瘤组织
中呈激活状态，包括前列腺癌、基底细胞癌和肺癌

等，因此该途径可能在促使干细胞向肿瘤干细胞的

转化过程中发挥关键作用［１－２］。ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ是 ｓｈｈ
信号通路的特异性阻断剂，可以抑制由 Ｓｈｈ信号引
起的 细 胞 反 应；主 要 通 过 对 抗 ｓｈｈ下 游 分 子
Ｓｍｏｏｔｈｅｄ（Ｓｍｏ）而抑制 ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的活性，
但并不是一种全身性的化疗药物，对机体的其他部

位不会产生副作用［３］。这一发现使肿瘤治疗成为

一种真正意义上的靶向性治疗。本文通过 ｃｙｃｌｏ
ｐａｍｉｎｅ特异性阻断人胰腺癌细胞系 ＳＵＩＴ２中的 ｓｈｈ
信号传递，观察其对胰腺癌细胞增殖和凋亡的影

响，旨在为胰腺癌的临床诊断、治疗及预后提供依

据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系和裸鼠　人胰腺癌细胞系 ＳＵＩＴ２
由中国协和医科大学中国医学科学院肿瘤研究所

胡海博士馈赠。４～６周龄 ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠购自华中
科技大学同济医学院实验动物中心，体重 １６～
２０ｇ。
１．１．２　主要试剂　ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ（ｓｈｈ信号途径特异
性抑制剂）购自美国 Ｂｉｏｍｏｌ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基
购自 Ｇｉｂｃｏ公司、小牛血清（ＢｏｖｉｎｅＣａｌｆＳｅｒｕｍ，ＢＣＳ）
为美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品。四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）
和碘化丙啶（ＰＩ）购自美国 ｓｉｇｍａ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及处理　人胰腺癌细胞系 ＳＵＩＴ
２复苏后，加入含 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养液，置于 ３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度的 ＣＯ２培养箱
中培养。

１．２．２　ＭＴＴ法检测 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对 ＳＵＩＴ２细胞增殖
的影响　ＳＵＩＴ２细胞用含 １０％ＢＣＳ的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基常规消化传代培养。待培养瓶中传代细胞

融合生长至 ８０％左右，消化制成 １×１０４／ｍＬ细胞
悬液，接种于 ９６孔板，每孔 ２００μＬ。设置阳性和阴
性对照：调零组（无细胞无血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基）；阴性对照组（有细胞无血清）；阳性对照组

（１０％血清刺激细胞生长）；此后均为 １０％血清刺
激组，再同时依次分别加入不同浓度的 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ
（０．６２５，１．２５，２．５，５．０，１０μｍｏｌ／Ｌ）。分别培养

２４，３６，４８，６０ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ２０μＬ（浓度 ５ｍｇ／
ｍＬ）；继续孵育 ４ｈ，再加入 ＤＭＳＯ显色；最后用酶标
仪检测各孔吸光度（Ａ值）。每孔设定 ３个复孔，取
其均值。各药物处理组的抑制率 ＝（１－各药物处
理组 Ａ值／阳性对照组 Ａ值）×１００％；实验重复 ３
次。

１．２．３　流式细胞术检测细胞增殖指数（ＰＩ）和凋
亡指数（ＡＩ）　待培养瓶中 ＳＵＩＴ２传代细胞贴壁生
长后，分别加入 １０μｍｏｌ／Ｌｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ，阴性对照组
加入 ｄｄＨ２Ｏ，培养 ２４ｈ后，消化收集各组细胞（５×

１０６／ｍＬ），用 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ＰＢＳ）洗 涤 ２次 （１
０００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ），用 ４℃预冷的无水乙醇固定
３０ｍｉｎ后离心弃上清，用 ＰＩ染 色 ３０ｍｉｎ。用 美国
Ｃｏｕｌｔｅｒ公司的 ＥＬＩＴＥＥＳＰ型流式细胞检测仪检测细
胞周期。检测结果用美国 Ｐｈｏｅｎｉｘ公司的 Ｍｕｌｔｉｃｙｃｌｅ
软件进行分析。ＡＩ＝亚二倍峰细胞数／总细胞数 ×
１００％；ＰＩ＝（Ｓ期 ＋Ｇ２／Ｍ 期）／（Ｇ０／Ｇ１期 ＋Ｓ期
＋Ｇ２／Ｍ期）×１００％。
１．２．４　裸鼠移植瘤模型的建立及 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对其
生长的抑制作用　裸鼠 ３０只，实验前观察 １周，若
裸鼠生长正常 （死亡率不超过 １０％），即分别于左
后腿外侧皮内注射 ＳＵＩＴ２细胞 １×１０６个，建立移
植瘤模型。然后随机分为 Ａ，Ｂ，Ｃ组，每组 １０只。
Ａ组为同时给药组，即在移植癌细胞的同时注射
ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ；Ｂ组为延期给药组，在移植癌细胞后，
待移植瘤肉眼可见时再注射 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ；Ｃ组为对
照组，仅注射生理盐水。定期观察小鼠精神、饮食

及排便情况，称裸鼠重量，用游标卡尺测量肿瘤结

节的长度 （ａ）、宽度 （ｂ）和厚度 （ｃ）。按公式 Ｖ＝

π（ａｂｃ）／６计算肿瘤体积，绘制肿瘤生长曲线。实
验结束后，麻醉动物，手术取下肿瘤组织，称重并分

别计算肿瘤平均质量。

１．３　统计学处理
利用 ＳＰＳＳ１１．０对实验数据进行统计学处理。

计量数据以 ｘ±ｓ表示。组间比较采用单因素方差
分析（Ｆ检验和 ｑ检验），Ｐ ＜０．０５表示有统计学
意义。

２　结　果

２．１　ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对 ＳＵＩＴ２细胞增殖的抑制作用
加入不同浓度的 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ后，在相差倒置显

微镜下观察胰腺癌细胞明显皱缩、死亡、细胞密度

减少。ＭＴＴ检测发现 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对 ＳＵＩＴ２细胞株
增殖的抑制作用呈剂量和时间依赖性，在浓度达到
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０．６２５μｍｏｌ／Ｌ时即出现抑制细胞生长的作用，２４ｈ
半数致死量为５．０μｍｏｌ／Ｌ。在一定范围内随着剂量
的增高和作用时间的延长，对胰腺癌细胞增殖的抑

制作用越明显（表 １）。
２．２　ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对 ＳＵＩＴ２细胞周期和凋亡的影

响

ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ使胰 腺 癌 细 胞 周 期 阻 滞 在 Ｇ０／Ｇ１
期，当其浓度达 １０μｍｏｌ／Ｌ时，作用 ２４ｈ可见明显
的亚二倍体峰（图 １）。ＡＩ和 ＰＩ值计算见表 ２。

２．３　ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对裸鼠移植瘤生长的抑制作用
对照组肿瘤呈递增性生长，而 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ同时

给药组生长曲线较为低平，延期给药组生长曲线在

两者之间。后两组肿瘤在开始一段时间内生长比

较迅速，尔后逐渐减慢。由曲线可见同时给药组生

长明显受到抑制，而延期给药组对肿瘤生长的抑制

作用较弱。取出肿瘤组织其体积和重量，３组间差
异均有显著性（图 ２）。

表 １　不同剂量 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对 ＳＵＩＴ２细胞增殖的影响

Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ（μｍｏｌ／

Ｌ）

抑制率（％，ｘ±ｓ）

２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ
Ｐ值

　　０．６２５ ９．８±０．０２１ ２０．４±０．０２５ ３４．５±０．０２４ ４５．３±０．０４５ ０．０３５

　　１．２５ ２２．７±０．０２６ ３４．６±０．０２８ ５７．２±０．０２１ ６５．４±０．０１６ ０．０４６

　　２．５ ３７．５±０．０４２ ５０．７±０．０５２ ６１．１±０．０３４ ７１．６±０．０２３ ０．０３８

　　５．０ ５０．５±０．０３６ ７５．２±０．０４３ ８４．１±０．０３７ ８６．１±０．０４７ ０．０１４

　　１０ ９０．７±０．０５２ ９１．２±０．０１３ ９１．６±０．０２１ ９１．９±０．０４２ ０．００８

Ｐ值 ０．０２４ ０．０１２ ０．０４５ ０．０３２

　　　　

图１　ＳＵＩＴ２细胞凋亡的流式细胞图分析

表２　ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对ＳＵＩＴ２细胞凋亡和增殖的影响（％，ｘ±ｓ）

ＡＩ ＰＩ

Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ １４．３±０．３５ ３６．１±０．４４

对照组 １．３±０．２４ ５２．３±０．２８

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５

图２　裸鼠移植瘤生长曲线图

３　讨　论

Ｓｈｈ是 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号蛋白家族成员，在多

种器 官 组 织 的 发 育 过 程 中 调 节 细 胞 间 相 互 作

用［４］。该信号途径是由 Ｓｈｈ，２个跨膜受体 Ｐａｔｃｈｅｄ

（Ｐｔｃ）和 Ｓｍｏｏｔｈｅｄ（Ｓｍｏ）组成的受体复合物，蛋白

激酶 Ａ以及下游转录因子 Ｇｌｉ家族（Ｇｌｉｌ，Ｇｌｉ２，

Ｇｌｉ３）等组成，在进化上高度保守［５］。在正常胰腺

的发育和胰腺癌的发生过程中，ｓｈｈ信号途径发挥

着重要作用［６－７］。

肿瘤干细胞理论已在白血病、乳腺癌和脑肿瘤

中得到证实，胰腺癌可能也存在肿瘤干细胞。与

胚胎发育相关信号通路 ｗｎｔ和 ｎｏｔｃｈ一样，Ｓｈｈ信号

通路在多种器官的成体干细胞的维持和自我更新

中也发挥作用，而其中许多分子已被作为癌基因

或抑癌基因所认识［１］。因此 ｓｈｈ信号途径可能在

促使干细胞向肿瘤干细胞的转化过程中具有重大

意义。已有研究证实 ｓｈｈ信号通路的活化可引起

表皮干细胞的恶性转化［８］。在呼吸道上皮组织的

损伤修复过程中，ｓｈｈ信号通路呈一过性激活，可

促进呼吸道上皮中的祖细胞增生和分化，而持续

的活性则会引起祖细胞发生恶性转化［９］。最近的
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研究证实，Ｓｈｈ信号通路与遗传病基底细胞癌 －素

痣综合征中的散发肿瘤有关［１０］。在黑色素瘤以及

乳腺癌、卵巢癌、直肠癌组织中同样检测到 Ｓｈｈ的

表达［１１］。Ｂｅｒｍａｎ等［１２］报道，在来源于食管、胃、胆

道、胰腺和结肠肿瘤的 ３８个细胞系中有 ３７个检

测到 Ｓｈｈ的 ｍＲＮＡ表达，而且 ｓｈｈ分子可以维持肿

瘤细胞的生长和增殖。

如肿瘤治疗策略以减少肿瘤细胞数量为目的，

则可能有残留的肿瘤干细胞。若肿瘤干细胞通过

血行或其他途径到达其他部位则可引起转移，而

普通的肿瘤细胞并不能引起复发和转移。这也解

释了为什么有时检测到外周血有残留的肿瘤细

胞，而患者却不一定复发。既然肿瘤干细胞是肿

瘤产生的根源，那么肿瘤治疗的目的则应是杀灭

肿瘤干细胞。因此如能证实 ｓｈｈ信号通路是维持

肿瘤干细胞自我更新的信号传导机制，即可通过

阻断该信号通路，从而从根源上治疗胰腺癌，避免

其他不必要的治疗及相关毒副反应。Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ

是一种植物性甾体类生物碱，可以特异性阻断 ｓｈｈ

信号通路。研究证实，ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ主要系通过对抗

ｓｍｏ而抑制 ｓｈｈ信号通路。由于 ｓｈｈ信号通路在正

常成体处于失活状态，故 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对机体的其他

部位不会产生副作用，这为探索肿瘤的靶向性治

疗提供了新的线索［２］。

本课题的前期研究证实，ｓｈｈ信号通路在胰腺

癌细胞系 ＳＵＩＴ２中处于激活状态。本组通过不同

剂量和时间的 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ处理，发现 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对

ＳＵＩＴ２细胞株增殖的抑制作用呈剂量和时间依赖

性；在浓度达到０．６２５ｕｍｏｌ／Ｌ时出现对细胞的生长

抑制作用，在一定范围内随着剂量的增高和作用

时间的延长，这种抑制作用逐渐增强。ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ

可使胰腺癌细胞周期阻滞在 Ｇ１期，并能提高细胞

凋亡的发生率；在浓度达到 １０ｕｍｏｌ／Ｌ时促进细胞

凋亡的效果最明显。通过对裸鼠移植瘤的实验，

发现对照组肿瘤呈递增性生长，而同期给药组生

长曲线较为低平，延期给药组生长曲线在两者之

间。从图 ２可见，同期给药组生长明显受到抑制，

而延期给药组的抑制作 用则较弱。上述 结 果 提

示，ｓｈｈ信号分子对胰腺癌细胞的增殖起维持作

用，通过特异性阻断该信号通路，可以抑制胰腺癌

细胞增殖，并促进细胞凋亡；而 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ在裸鼠

移植瘤中给药时间的差异导致抑瘤效果有差别。

说明 ｓｈｈ可能在肿瘤形成的初始阶段发挥的作用

更大，而这一阶段是肿瘤干细胞形成的关键时期。

这从另一个方面反映了 ｓｈｈ可能是导致肿瘤干细

胞形成的重要因素，也为探索肿瘤治疗的最佳时

机提供了线索。
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