
重庆医科大学学报 2009年第 34卷第 1期 (J0umal of Chongqing Medical Univers 2009．VoI．34 N0．1) 一 45 一  

基赫 究 文章编号：0253—3626(2o09)01—0045—04 

Hedgehog信号转导途径对乳腺癌 MDA—MB一231细胞增殖 

与凋亡以及对 cycinD1表达的影响 

黄 伟，张 徽，姜小良，刘香丽 

(重庆医科大学基础医学院病理学教研室，重庆 4OO0l6) 

【摘 要】目的：本实验通过Hedgehog(HH)信号转导途径的抑制剂cycl叩amine作用于人乳腺癌MDA—MB一231细胞，研究Hedgehog 

信号转导途径对乳腺癌MDA—MB一231细胞增殖与凋亡以及对cycinD1表达的影响。方法：以MDA—MB一231细胞为研究对象， 

应用cyclopamine处理后，用M1Tr方法检测细胞增殖活性的改变；用流式细胞术检测细胞周期与凋亡的情况；RT—PcR检测 

Gu1、cyc1inD1的 mRNA的变化；用免疫细胞化学术检测细胞中的cyclinD1蛋白表达的变化。结果：与对照组相比，Cyclopamine 

可显著抑制 MDA—MB一23 1细胞的生长并呈时效 一量效关系；流式细胞术检测 MDA—MB一23 1细胞，发现 cycl叩amine能提高细 

胞周期 G0，G 期的比例，48 h后出现明显的“亚 G1”峰；Gu1，cyclinD1的 mRNA以及 cyclinD1蛋白的表达降低。结论：乳腺癌 

MDA—MB一231细胞有 Hedgeh0g信号转导途径的激活 ；Hedgehog信号转导途径的抑制剂 cyclopamine能明显抑制 

MDA—MB一231细胞生长并能诱导其凋亡，减少 cvc1inDl的表达。 
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EffeCtS Of hehOdge Signaling pathway On pOIiferatiOn，apOptOSiS and CycIinD1 

expreSsiOn Of breaSt cancer Cell line MDA—MB一231 
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【Abstmct】 O赴如c玩 e： r0 research t}le ef cts 0f HH singaling pathway on pmli rali0n，印optosis and cyclinD1 expression nf breast 

cancer MDA—MB一23 l ceIIs by MDA—MB一23 l cells treated with CycIopamine，a HH singaling pathway inhibitor． ， ds： 

MDA—MB一23 1 cel1s were tI℃ated with Cyclopamine．Cell pr0li mtion was detected by M 兀’；CeU cycle distributi0n and印opt0sis weI℃ 

analysed by n0w cytometry(FCM)．The mRNA levels 0f GLIl，CyclinD1 were measured by reverse transeription—polymerase chain reaction 

(RT—PCR)；The pmtein leve1 of CyclinD1 was detected by immunostaining 0f ceU 1ines． es 括：CompaI℃d with contIl0l gmup， 

Cyclopamine could significantly inhibit the proliferation of MDA—MB一23 1 ce1ls in a d0se—and time—dependent manner；By FCM the 

treatment 0f MDA—MB一23 1 cel1s wjth Cyc1叩amjne jnduced a remarkah1e increase jn出e pr叩onio盯of cells jn￡he Go，GI phase of fbe cell 

cyck and after 48 h the sub— G1 peak appeared．The mRNA levels 0f GU1，CyclinD1 and山e expression 0f CyelinD1 pr0tein were 

reduced．Cb c眈博 0 ：1 e HH signaling pathway was activeted in MDA—MB一23 l cells．HH s唔naling pathway inhihi10r，cyclopamine， 

c0uld inhibit the pmlif rati0n，induce the ap0ptosis and reduce the expression ofCyclinD1 in MDA—MB一231 ceUs． 

【Keyw0rds】Hedgehog；Gu1；cyclinD1；signa1transdueti0n；cyclnpamine 

目前研究证实 Hedgehog(HH)信号转导途径在 

多种肿瘤 中有激活 ，并对肿瘤 的形成和生长有着密 

切的联系。HH信号转导途径在乳腺癌细胞的激活， 

以及对细胞周期素 CvclinD1表达的影响有待深入 

了解。本研究选用人乳腺癌细胞 MDA—MB一231作 

为试验对象，通过探讨 HH信号转导途径对乳腺癌 
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细胞增殖、凋亡的影响以及与 CyclinDl表达的关 

系，去探明 HH信号转导途径与乳腺癌细胞恶性增 

殖之间的相关机制 ，为 HH信号转导途径在乳腺癌 

中的作用提供一定理论及实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

MDA—MB一231细胞由本教研室提供 ，RPMI一1640培养 
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基于粉由Hvc1one公司生产，标准新生牛血清购于杭州四青 

生物工程技术公司；cvcl叩amine为 Sigma公司；MTT为北京 

天来生物有限公司；兔抗人 cyc1inD1单克隆抗体、sp一900o 

试剂盒、DAB显色试剂盒均来自北京中杉金桥生物技术有限 

公司；总 RNA提取试剂 zol为 Invitr0gen公司，DEPC为 

Sigma公司，0lig(dt)、逆转录酶(M—MLV—RT)、RNA酶抑制 

剂、Taq酶，dNTP均来自Pmmeg公司，引物由invitmgen公司 

设计并合成，DNAMarker购自TaKaRa公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 MDA—MB一231细胞常规复苏接种于 1ÖD ml 

培养瓶中，用含 1O％小牛血清 RPMI1640培养液在 37℃、5％ 

c0 条件下孵箱内培养。细胞长满瓶底的 80％后传代。 

1．2．2 用 MTT方法检测 cvcl叩amine对细胞的抑制情况 

取对数生长期的 MDA—MB一231细胞 ，0．1％胰酶 (含 0．02％ 

EDTA)消化，制成细胞悬液，调整细胞浓度为 5×1O，个 ／ml。 

取 3块 96孑L培养板每孑L种细胞悬液 200 1。设未加药细胞 

组 、加药组(设 20 mol仃J、40 mol几、80 mol几3个浓度 ， 

于细胞接种 24 h后加药)，每组设 5个平行孔。置于孵箱内 

培养，分别于加药后 24 h、48 h、72 h后取出96孔板，弃上 

清 ，每孔加 200 l无血清的 RPMIl640和 20 l MTT(5 

m咖 1)，继续培养 4 h，然后再弃上清，每孔加 2O0 l DMs0 

震荡 10min后比色，选取波长为49Onm，重复 3次 。抑制率 

= 1一(加药组平均A值 ／未加药组平均 A值 )×100％计算药 

物在不同浓度、时间对 MDA—MB一231细胞的抑制率。 

1．2-3 流式细胞仪检测 用 1o0 m1培养瓶培养细胞，分组同 

M Irr法(加药组选用 40 mol／L浓度)。用 0．1％胰酶消化细 

胞，调整细胞浓度为 1×lO 个 ，n1l，取 1 ml细胞悬液移人 EP 

管后离心，用 PBs洗 3次，然后加入 1 ml 7O％的冷乙醇固定 

细胞 24 h，4℃保存 ，用流式细胞仪检测。 

1．2．4 RT—PCR检测 用两个培养瓶接种细胞 24 h后换液， 

一 瓶为未加药培养液 ，另一瓶加入浓度为 40 mol仃J Cy— 

cl叩aminel的培养液 ，继续培养 48 h后提取总 RNA，步骤依 

据 Trizol试剂说明书进行，并用紫外分光光度仪检测纯度和 

浓度。GU1的序列：上游为 5’一GCTGCGAAAACATGTCAA— 

GA一3’，下游为5’一ATTGGCcGGAG rrGATGTAG一3’(扩增产 

物长度 4O2 bp)，PCR反应条件：96℃3O s，58cc 45 s，72cC45 s 

共 32个循环；cvclinD 1序列：上游为 5’一TcGTGGccTcTAA— 

GATGAAGGA一3’，下沩竿为 5’一GCGGATTGGAAATGAAc ITrC— 

Ac一3’(扩增产物长度 276 bp)，PcR反应条件 ：94℃50 s， 

57℃ l min，72℃ 1 min，共 35个循环 ；18 srRNA序列 ：上游 

为：5’一 rrGACGGAAGGGCACCACCAG一3’，下游引物：5’一GCA 

cCACcAAcGGAATcG一3’(扩增产物长度 l 30 bp，作为内参 

照)，PcR反应条件 ：94℃30 s，56．5℃ 30 s，72cc 30 s，共 30 

个循环。RT—PcR步骤依据 Pmmega产品说明书。PcR产物经 

1．5％琼脂糖凝胶电泳分离 (电压 80 V，30 min)，Gel Doc1000 

凝胶成像分析系统进行半定量分析，以扩增的目的片段与内 

参的吸光度比值代表各目的基因mRNA的相对含量值，实验 

重复 6次。 

1．2．5 免疫细胞化学检测 细胞处理同RT—PcR，作常规的 

细胞爬片并依照免疫组化检测试剂盒 sP一9O00的说明书进 

行操作 ，常规 DAB显色、封片，镜下观察。cyclinD1细胞核呈 

棕黄色为阳性。每张爬片在 40(】倍高倍镜下观察 5个视野， 

计数阳性细胞数和总细胞数 ，计算阳性表达率。阳性表达率 

(％)=阳性细胞总数 ／总细胞数 ×1【)0％。 

1-3 统计学处理 

所有数据以均数 ±标准差(；±s)表示 ，采用 sPss1O．0 fnr 

windows统计软件包分析处理，两样本均数间比较用 t检验， 

多个样本均数间的比较用方差分析。 

2 结 果 

2．1 M rr方法检 测 Cvclopamine对 MDA—MB一231 

细胞生长的抑制情况 

Cvelopamine对 MDA—MB一23l细胞 生长抑 制 

作用随浓度的加大而增大 ，随时问的延长抑制率也 

增大，抑制作用呈时效一量效关系(见表 1)。 

2．2 流式细胞术检测细胞周期与凋亡变化 

Cycl叩amine对 MDA—MB一231细胞 生长具 有 

抑制作用。在 Cyclopamine浓度为 40 mol／L，作用 

24 h细胞的生长就受到抑制，并可见 G。期由41．3％ 

增加到 53．78％ ，表现为G。期阻滞 ；作用48 h后细 

胞的凋亡率与对照比较明显增加(火0．05)，可见“亚 

G】峰”(见表 2)。 

表 1不同浓度 cyclopamine作用不同时间对 MDA—MB一231细胞生长的抑制率( ±s) 

注： <0．05 
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表 2 4 0 ~ m o l／L C y c l o p a m i n e 处 理 M D A — M B 一 2 3 1 细 胞 2 4 h 、 4 8 h 、 7 2 h 流 式 细 胞 术分 析 细 胞 周 期 与细 胞 凋 亡 率 的变 化 (；± s )

注 ：?心 O． 0 5 ，

。
P ，O ． 0 5

2 ． 3 R T — P C R 检 坝4 C y c l o p a m i n e 作 用 M D A — M B 一

2 3 1 细 胞 后 G L l l 与 C y c l i n D l 的 m R N A 的 表 达

C y c l o p a m i n e 浓 度 为 4 0 ~x m o l ／L ， 作 用 4 8 h 后 可

见 G L l l 与 C y c l i n D l 的 m R N A 减 少 。 C y c l i n D l 吸 光

度 比 值 从 用 药 前 的 1 ． 0 2 ±0 ． 0 4 下 降 到 用 药 后 的

0 ． 4 9 + 0 ． 0 4 ( 见 图 1 ) ；G L l l 吸 光 度 比 值 由 用 药 前 的

0 ． 8 9 + 0 ． 0 5 下 降 到 用 药 后 的 0 ． 4 5 _

+ 0 ． 0 4 ( 见 图 2 ) 。

2 ． 4 免 疫 细 胞 化 学检 测 C y c l o p a m i n e 对 M D A — M B 一

2 3 l 细 胞 C y c l i n D l 蛋 白 的 影 响

C y c l o p a m i n e 浓 度 为 4 0 ~ m o l ／L
， 作 用 4 8 h 后 与

对 照 相 比 可 见 用 药 后 C y c l i n D l 蛋 白 的 阳 性 表 达 率

C , ~c l i n D l

1 8 S

B A M

5 0 0 b p

2 5 0 b p

1 0 0 b p

比 用 药 前 的 明 显 减 少 ， 从 处 理 前 的 9 4 ． 8 3 ％ ~ 1 ． 8 8 ％

下 降 到 1 9 ． 5 ％ ±4 ． 8 3 ％ 。 ( 见 图 3 )

3 讨 论

目前 研 究 证 实 H H 信 号 转 导 途 径 在 胚 胎 的 发 育

与 肿 瘤 的 形 成 过 程 中扮 演 了 重 要 的 角 色 ， 并 在 多 种

肿 瘤 中 持 续 的 激 活 包 括 了 胃 癌 、 食 道 癌 、 胰 腺 癌

等 忆

H H 基 因 最 早 在 果 蝇 中发 现 ， 后 来 在 脊 椎 动 物

也 有 发 现 H H 家 族 ， 它 至 少 由 以 下 成 分 组 成 ：( 1 ) H H

G l i l

1 8 S

B A M

5 0 0 b p

2 5 0 b p

1 0 0 b p

图 1 M D A — M B 一 2 3 1 细 胞 中 C y c l i n D l m R N A 的表 达 图 2 M D A — M B 一 2 3 1 细 胞 中 G L l l m R N A 的表达

图 3 C y c l o p a m i n e 4 0 tx m o l／L 作 用 4 8 h M D A — M B 一 2 3 1 细 胞 中 C y c l i n D l 蛋 白的表 达 ( x 4 0 0 )
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是由HH基因编码的一种分泌性信号蛋白，在脊椎 

动物中发现有3个不同的类型，分别为 Sonic hedge． 

h0g(SHH)、Indian hedgehog (IHH)、Desert hedgehog 

(DHH) ；(2)HH的受体 patched(FrrCH)为一种 12 

次跨膜蛋白，脊椎动物 CH分为 CH1、PTCH2； 

(3)sm00thend(SM0)是一种 7次跨膜蛋白；(4)Fused 

(Fu)丝氨酸／苏氨酸激酶 ；(5)suppress0r offused(su． 

fu)是 Fu的抑制子 ；(6)costal一2(cos2)一种微管相关 

蛋白；(7)GIJI锌指转录因子，在脊椎动物有 3种 

Gu1、GLI2、Gu3，GLI转录因子控制靶基因是通过 

与靶基因的启动序列(5一TGCGTGGTC一3)结合【1．=jJ。 

当 HH配体不存在时， CH抑制 SM0的活性 ，GU 

与 Fu，C0s2，SuFu结合，在微管上形成复合物，GLI蛋 

白经蛋 白酶剪切，C端片段转运到细胞核内，执行转 

录抑制子功能；当HH配体存在时，HH能与 CH 

结合，从而解除对 SM0的抑制，处于激活状态的SM0 

能引起 Cos／2和 Fu过度磷酸化 ，导致复合物从微管 

上解离，GLI能以全长的形式进入到细胞核 ，诱导靶 

基因的表达l4_ 。 

HH信号通路的激活包括配体依赖性激活和配 

体非依赖性激活。配体依赖性激活是指配体如SHH 

或IHH与受体 PrCH1结合，从而引起 HH信号通路 

的异常激活 ，这已在小细胞性肺癌和消化道肿瘤如 

食道癌，胃癌 ，胰腺癌 中获得证实 ；配体非依赖性激 

活时指 HH信号通路的成员如 PTCH或 SM0突变 

而触发 HH信号通路异常的激活这已在脑 、皮肤 、肌 

肉的肿瘤得已证实旧。 

Cyc】opamime是来源于藜芦属植物山藜芦中的 

一

种甾体类生物碱，它能与 HH信号途径中的SM0 

接合，从而达到抑制 HH信号转导途径的激活(包括 

了配体依赖性激活和配体非依赖性激活)。Cyclopa 

mine作为 HH信号转导途径的特异的抑制剂对多种 

肿瘤的生长具有抑制作用【7l。 

CvclinD1是重要的细胞周期蛋白之一，它能促 

进细胞周期从 G1期向S期过渡阎，L0bj0is与Chen等 

人分别在早期神经脊索发育与卵巢癌当中发现 HH 

信号转导途径的激活能促进 CvclinD1的表达_9l垌。 

本实验结果显示：在 MDA—MB一231细胞中有 

GLIl的表达，提示在 MDA—MB一231细胞中HH信 

号途径呈激活状态，同时 CvclinDl也呈高表达的状 

态；在使用 Cycl0pamine后，GLI1mRNA的表达明显 

下降，同时 CvclinD1mRNA和蛋白表达也明显下 

降，肿瘤细胞增殖也受到抑制，细胞周期被阻止在 

Gl期和凋亡增加。由此表明，HH信号途径在 MDA— 

MB231细胞中的激活能促进 MDA—MB一231细胞的 

增殖，并且 HH信号途径与 CyelinDl的表达存在着 

联系。因此 HH信号途径激活促进乳腺癌细胞异常 

增殖 的可能原因之一就是影响了肿瘤细胞细胞周 

期蛋白的表达．从而导致肿瘤细胞的细胞周期紊 

乱，但是 HH信号途径与其它的细胞周期蛋白关系 

还有待深入的研究。 

虽然 HH信号途径与乳腺癌发生之问的联系还 

没完全清楚，但是这仍然为乳腺癌的诊断与治疗提 

供了新的靶点。进一步的研究两者的关系将会为控 

制乳腺癌的发生与发展展现出广阔的前景。 
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