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Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路效应蛋白在大肠癌组织中的表达及意义

谭玉，魏正强△，崔发强

（重庆医科大学附属第一医院普通外科　４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路中效应蛋白在人大肠癌、正常大肠组织中的表达及与病理特征的相关性。方法

　采用免疫组化方法检测６０份大肠癌和２０份正常大肠组织中Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈｌ和Ｇｌｉｌ蛋白的表达，并与临床病理因素进行相关性分

析。结果　Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈｌ和Ｇｌｉｌ蛋白在大肠癌组织中均为高表达，Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈｌ蛋白与 Ｇｌｉ１蛋白的表达呈正相关。结论　综合检测

Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈｌ和Ｇｌｉ１蛋白对大肠癌的诊断、治疗及预后有较明显的指导意义。
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　　大肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ）是一种常见恶性肿瘤，其发病率

近年来呈上升趋势，但其病因现在尚未完全清楚，目前认为主

要是环境因素与遗传因素综合作用的结果。Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）

信号通路是调节昆虫和胚胎发育的经典通路之一，主要由信号

分子Ｓｈｈ、膜受体ｐａｔｃｈｅｄ（Ｐｔｃｈ）、ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ（Ｓｍｏ）、一些中间

传递分子和核转录因子Ｇｌｉｓ组成。已有研究表明，Ｈｈ信号通

路的一些成员分子在多种人类肿瘤中表达。消化系统肿瘤中

是否存在完整的 Ｈｈ信号通路目前尚无定论。作者采用免疫

组化ＳＰ法检测６０份结直肠癌组织和２０份正常结直肠黏膜组

织中 Ｈｈ信号通路成员Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈｌ和 Ｇｌｉｌ蛋白的表达，分析

Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１和Ｇｌｉ１蛋白的表达特征与结直肠癌临床病理特征

的关系，以及Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１蛋白与Ｇｌｉ１蛋白表达的相关性，为大

肠癌的治疗及预后提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　组织标本　选取重庆医科大学附属第一医院胃肠外科

２００９年１月至２００９年５月手术切除并具有完整临床记录及

病理资料的结直肠癌病理标本６０份。６０例患者中男３０例，

女３０例；年龄２７～８４岁，平均５０．６岁。其中结肠癌３７例，直

肠癌２３例。所有患者术前、术中均未接受过放、化疗。根据临

床及病理学资料进行分组，并选取同期经纤维结肠镜检查及病

理活检均未发现异常的正常结直肠黏膜标本２０份作为对照，

对照组中男ｌ２例，女８例；年龄２６～８２岁，平均４９．１岁。所有

病理标本均为存档蜡块。

１．１．２　主要试剂　免疫组化ＳＰ试剂盒购自北京中杉生物公

司，一抗兔抗人Ｓｈｈ多克隆抗体（Ｈ１６０）、一抗兔抗人Ｐｔｃｈ多

克隆抗体（Ｈ２６７）、一抗兔抗人Ｇｌｉ１多克隆抗体（Ｈ３００）均为

美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。一抗浓度均为１∶１００。

１．２　免疫组化染色及结果判断　标本切片厚５μｍ，经脱蜡、

脱苯、水化后进行微波抗原修复，滴加抗体后置于４℃冰箱过

夜。免疫组化染色程序按试剂盒说明书进行，每批均设阳性及

阴性对照。用已知染色阳性的大肠癌组织切片作为阳性对照，

ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。

１．３　染色结果判断　用双盲法由病理科２名副主任医师对每

份切片进行全面观察，对染色结果进行判定。Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１蛋白

分别以细胞质出现棕黄色至棕褐色颗粒为染色阳性，Ｇｌｉ１蛋白

以胞浆、胞核内有棕黄色颗粒为染色阳性。以镜下观察细胞膜

上及胞浆内或胞核上出现黄色或棕黄褐色颗粒为阳性细

胞［１２］。每份切片随机选取１０个高倍视野（×４００），根据阳性

细胞百分率及显色深浅采用半定量积分法分级。评分标准：

（１）未见阳性细胞者为０分，小于２５％ 为１分，２５％～７５％为２

分，大于７５％为３分。（２）不显色或显色不清为０分，浅黄色

为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３分。以上２项相加最终评

定结果：０～１分为阴性（－），２～３分为弱阳性（＋），４～５分为
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９９ 表１　　Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白在大肠癌组织中的表达与临床病理学特征的关系

临床病理参数 狀
Ｓｈｈ（狀）

阳性 阴性
χ
２ 犘

Ｐｔｃｈ１（狀）

阳性 阴性
χ
２ 犘

Ｇｌｉ１（狀）

阳性 阴性
χ
２ 犘

年龄（岁）

　＜５０ ２８ １３ １５ ３．０１４ ０．０８３ １６ １２ ３．０３８ ０．０８１ １９ ９ １．４２９ ０．２３２

　≥５０ ３２ ８ ２４ ２５ ７ ２６ ６

肿瘤大小（ｃｍ）

　≤５ ３８ １２ ２６ １．０２２ ０．３１２ ２４ １４ １．２８３ ０．２５７ ２８ １０ ０．０９６ ０．７５７

　＞５ ２２ ９ １１ １７ ５ １７ ５

组织分级

　高分化 ２０ １０ １０ ３．２２３ ０．２００ １２ ８ ８．４９４ ０．０１４ １６ ４ ５．３２６ ０．０７０

　中分化 ２８ ７ ２１ ２４ ４ ２０ ８

　低分化 １２ ４ ８ ５ ７ ５ ７

Ｄｕｋｅ分期

　Ａ＋Ｂ ３６ １８ １８ ８．９０１ ０．００３ ３１ ５ １３．１４５ ０．０００ ３４ ２ １８．１４８ ０．０００

　Ｃ＋Ｄ ２４ ３ ２１ １０ １４ １１ １３

淋巴结转移

　有 ４２ １４ ２８ ０．１７１ ０．６２９ ３５ ７ １４．５５７ ０．０００ ３６ ６ ８．５７１ ０．００３

　无 １８ ７ １１ ６ １２ ９ ９

中度阳性（＋＋），大于５分为强阳性（＋＋＋）。

１．４　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理数据，采用

χ
２ 检验、Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法和Ｓｐｅａｒｍａｎ秩和相关分析进行统

计学检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白在大肠癌组织和正常大肠组织中的

表达　Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白在大肠癌组织中表达阳性（封２图

１）。Ｓｈｈ蛋白在大肠癌组织中的阳性率为３５％（２１／６０），在正

常组织中阳性率仅为５％（１／２０），与正常大肠组织比较，Ｓｈｈ在

大肠癌组织中均为高表达，差异有统计学意义（χ
２＝６．７７１，犘

＜０．０５）。Ｐｔｃｈ１蛋白在大肠癌组织和正常大肠组织中的阳性

率分别为６８％（４１／６０）和０％（０／２０），两者比较，差异有统计学

意义（χ
２＝２８．０３４，犘＜０．０５）。Ｇｌｉ１蛋白在大肠癌组织和正常

组织中的阳性率分别为７４％（４５／６０）和１５％（３／３０），两者比

较，差异有统计学意义（χ
２＝２２．５００，犘＜０．０５）。

２．２　Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白表达与大肠癌临床病理特点之间的

关系　三者表达与患者年龄、肿瘤大小、分化类型无关，而与

Ｄｕｋｅ分期密切相关。Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白表达与大肠Ｄｕｋｅ分期

和淋巴结转移密切相关。随着肿瘤的增大、侵袭深度加深、出

现淋巴结转移，Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白阳性率升高，差异有统计学意

义。Ｓｈｈ蛋白表达与Ｄｕｋｅ分期密切相关，而与有、无淋巴结转

移无关（表１）。

２．３　Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１蛋白与 Ｇｌｉ１蛋白的相互关系　经Ｓｐｅａｒｍａｎ

等级相关分析发现，Ｓｈｈ蛋白与 Ｇｌｉ１蛋白表达呈正相关（狉＝

０．４２４，犘＜０．０５），Ｇｌｉ１蛋白与Ｐｔｃｈ１蛋白表达呈正相关（狉＝

０．６８３，犘＜０．０５），Ｓｈｈ蛋白与Ｐｔｃｈ１蛋白表达呈正相关（狉＝

０．５００，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

Ｈｈ基因是编码一系列分泌蛋白的基因家族，最早于１９８０

年在果蝇中发现。近年来大量的研究表明，Ｈｈ信号通路对于

动物的正常胚胎发育和器官形成具有重要作用。此信号通路

调节异常可导致严重的疾病，包括各种发育缺陷和癌症等。因

此，对于 Ｈｈ信号通路的研究有可能为肿瘤的诊断和治疗提供

新途径。

Ｈｈ基因是１９８０年由Ｎｕｓｓｌｅｉｎｖｏｌｈａｒｄ和 Ｗｉｅｓｃｈａｕｓ首先

在果蝇中发现。果蝇只有１个 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ基因，在人类中存在

３种 Ｈｅｄｅｇｈｏｇ同源基因，即 Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）、Ｉｎｄｉａｎ

ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｉｈｈ）和 Ｄｅｓｅｒｔｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｄｈｈ），统称为 Ｈｈ基因家

族。该信号通路主要由细胞外分泌型信号糖蛋白Ｓｈｈ配体、

细胞膜上跨膜蛋白受体Ｐｔｃ和另一跨膜蛋白Ｓｍｏ组成的复合

物，以及细胞浆内丝氨酸／苏氨酸激酶ｆｕｓｅｄ（Ｆｕ）、ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ

ｏｆｆｕｓｅｄ［ｓｕ（Ｆｕ）］、ｃｏｓｔａｌ２（ｃｏｓ２）和锌指转录因子 Ｇｌｉ蛋白

（Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２、Ｇｌｉ３）组成
［３４］。大量研究证实Ｈｈ信号通路参与多

种恶性肿瘤的发生与演进，可能的致癌途径有２个：（１）通过配

体Ｓｈｈ表达，内源性Ｓｈｈ过表达，并与受体Ｐｔｃｈ结合，从而解

除后者对下游因子Ｓｍｏ的抑制作用，促使全长的Ｇｌｉ进入核内

启动靶基因；（２）Ｐｔｃｈ和（或）Ｓｍｏ发生突变，导致下游信号传

导调节失控，靶基因不断激活。另外，环巴胺（ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ，一

种从百合科藜芦属植物中提取的异甾体类生物碱）作为 Ｈｈ信

号通路的特异抑制剂，通过与Ｓｍｏ结合而阻断 Ｈｈ信号通路

传导的作用机制也得到揭示［５７］。

目前，已有研究证实结直肠癌的发生与Ｓｈｈ信号通路异

常激活有关，Ｏｎｉｓｃｕ等
［８］研究发现正常结肠黏膜上均有Ｓｈｈ、

Ｐｔｃ、Ｓｍｏ的表达，而在增生性息肉、腺瘤、结肠腺癌中Ｓｈｈ、

Ｐｔｃ、Ｓｍｏ的表达水平明显升高，体外细胞培养实验外源性Ｓｈｈ

能促进结肠上皮细胞增殖，而抗Ｓｈｈ抗体能抑制结肠上皮细

胞增殖。Ｄｏｕａｒｄ等
［９］研究发现８６％结直肠癌患者的癌组织中

存在ＳｈｈｍＲＮＡ的过表达，Ｇｌｉｌ的表达与Ｓｈｈ密切相关，外源

性的Ｓｈｈ可以促进 ＨＴ２９结肠癌细胞株增殖，抗Ｓｈｈ抗体可

以抑制肿瘤细胞株的增殖。

本研究结果显示，在正常结直肠黏膜中Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉｌ蛋

白阳性率分别为５％、０％、１５％，但在结直肠癌组织中阳性率
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分别为３５％、６８％、７４％，均明显高于正常结直肠黏膜，与国外

文献一致。同时提示结直肠癌组织的发生与Ｓｈｈ信号通路异

常激活有关。随后研究发现三者表达与患者年龄、肿瘤大小、

分化类型无关，而与Ｄｕｋｅ分期密切相关。Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白表

达与大肠癌Ｄｕｋｅ分期和淋巴结转移密切相关．随着肿瘤增

大、侵袭深度加深、出现淋巴结转移，Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白阳性率升

高，差异有统计学意义。Ｓｈｈ蛋白表达与Ｄｕｋｅ分期密切相关，

而与有、无淋巴结转移无关。可见，Ｓｈｈ蛋白在大肠癌发生过

程中起重要作用，而Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白与大肠癌增殖、侵袭、转

移有关。而且，可能在大肠癌中还有其它通路调节Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１

蛋白表达。经Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析发现，Ｓｈｈ蛋白与Ｐｔｃｈ１

蛋白表达呈正相关（狉＝０．５００，犘＜０．０５），Ｐｔｃｈ１蛋白与Ｇｌｉ１蛋

白表达呈正相关（狉＝０．６８３，犘＜０．０５），Ｓｈｈ蛋白与 Ｇｌｉ１蛋白

表达呈正相关（狉＝０．４２４，犘＜０．０５）。

本研究结果显示，Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ、Ｇｌｉ１蛋白在大肠癌组织中高

表达，Ｈｈ信号通路呈激活状态，据此认为 Ｈｈ信号通路激活与

大肠癌的发生关系密切。因此，Ｈｈ信号通路与肿瘤的相关研

究有望阐明一部分肿瘤的发生机制，发现一些肿瘤特异性蛋

白，并运用特异性信号通路阻断剂，为临床中大肠癌的早期发

现及针对性治疗开辟新的途径。Ｈｈ信号通路很有可能是对

大肠癌进行早期诊断和治疗的一个理想靶标，值得进行更深入

的研究。
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血清结合，而不再形成金标记的βＨＣＧ抗体ＨＣＧ羊抗人

ＨＣＧ多克隆抗体“夹心复合物”，不再出现阳性结果，此现象称

“ＨＯＯＫ”现象，即钩状效应
［７］。为杜绝钩状效应导致的假阴

性，对于临床疑诊为葡萄胎、绒毛膜癌等滋养细胞疾病的患者，

在检测血 ＨＣＧ时，应将标本连续倍比稀释后测定，以提高试

纸法阳性检出率，同时用化学发光法定量测定血βＨＣＧ的含

量。

试纸条说明书提供了２种操作方法，一种是把试纸条直接

浸入到标本中不拿出来，但必需保证液面不能浸没 ＭＡＸ线，

实际操作中需要弃去一部分标本或把标本转移到另一容器中，

比较繁琐。本文采用另一种方法，即将试纸条下端直接浸入待

测标本液面下。实验结果表明只要浸入１０ｓ后，即可获得满

意的结果。观察结果的最佳时间为３ｍｉｎ。实验重复性好，特

异性高，不受溶血和脂血的干扰。
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