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Abstract   
AIM: To investigate the inhibitory effect of small 
interfering RNA (siRNA)-mediated silencing of 
the Smoothened (Smo) gene on tumor cell apop-
tosis in a nude mouse model bearing human 
esophageal carcinoma. 

METHODS: An Smo siRNA or a non-relevant 
siRNA was used to transfect human esophageal 
carcinoma EC9706 cells. Non-transfected cells 
were used as a blank control. The transfected 
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Smo siRNA对裸鼠食管癌移植瘤细胞凋亡的影响

孙海斌, 张 虎, 丁胭脂, 张 红, 陈奎生

®

■背景资料
H e d g e h o g ( H H )
信号通路是在胚
胎期起作用的信
号 通 路 之 一 ,  该
信 号 通 路 的 异
常激活与多种恶
性 肿 瘤 的 发 生
发 展 密 切 相 关 . 
Smoothened(Smo)
是该通路重要组
成 部 分 ,  研 究 表
明, Smo在食管癌
等恶性肿瘤中高
表达, 且与肿瘤的
浸润转移密切相
关, 可见Smo是肿
瘤靶向治疗的有
效靶点. 

cells were injected into the parascapular region 
of nude mice. After 4 wk, tumor tissue samples 
were taken to detect the expression of Smo and 
Gli1 proteins and mRNAs by immunohisto-
chemistry, in situ hybridization, Western blot, 
semi quantitative RT-PCR, and to determine cell 
apoptosis by TUNEL assay and transmission 
electron microscopy.

RESULTS: Immunohistochemistry and in situ 
hybridization analyses showed that the expres-
sion levels of Smo protein (8.37 ± 1.73 vs 8.42 ± 
1.49, 8.37 ± 1.73) and mRNA (2.32 ± 0.63 vs 9.61 ± 
0.85, 9.82 ± 0.63) and Gli1 protein (3.53 ± 0.37 vs 
0.89 ± 0.06, 0.91 ± 0.05) and mRNA (3.35 ± 0.87 vs 
8.41 ± 1.64, 8.53 ± 1.38) were significantly lower 
in the Smo siRNA group than in the non-rele-
vant group and blank control group (all P < 0.05). 
Western blot and RT-PCR results also revealed 
that the expression levels of Smo protein (0.33 ± 
0.06 vs 9.61 ± 0.85, 0.91± 0.05) and mRNA (0.35 ± 
0.07 vs 0.89 ± 0.06, 0.96 ± 0.07) and Gli1 protein 
(0.29 ± 0.05 vs 0.87 ± 0.08, 0.84 ± 0.06) and mRNA 
(0.29 ± 0.05 vs 0.89 ± 0.07, 0.87 ± 0.06) were sig-
nificantly lower in the Smo siRNA group than 
in the non-relevant group and blank control 
group (all P < 0.05). TUNEL results showed that 
the apoptosis rate increased significantly in the 
Smo siRNA group compared with two control 
groups (both P < 0.05). Transmission electron 
microscopy analysis revealed cytoplasmic pyk-
nosis, increased electron density, chromatin con-
densation and condensation, nuclear fragmen-
tation, and presence of apoptotic bodies in the 
Smo siRNA group. Two control groups had no 
such histopathological changes. The number of 
apoptotic cells increased significantly in the Smo 
siRNA group compared to control groups.

CONCLUSION: SiRNA-mediated Smo gene si-
lencing induces tumor cell apoptosis in a nude 
mouse model bearing human esophageal carci-
noma.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
靶向阻断HH信号
通路治疗肿瘤成
为当前研究的热
点. Smo 基因在该
通道中起着“枢
纽”作 用 ,  所 以
沉默Smo的表达, 
抑制HH信号通路
成为研究的重点. 
寻求沉默Smo的
有效抑制剂或分
子生物学技术是
当前亟待解决的
问题.

Sun HB, Zhang H, Ding YZ, Zhang H, Chen KS. SiRNA-
mediated Smoothened gene silencing induces tumor 
cell apoptosis in a nude mouse model bearing human 
esophageal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要  
目的: 探讨小干扰RNA(small interfering RNA, 
siRNA)对人食管癌裸鼠移植瘤细胞凋亡影响. 

方法: 使用Smo siRNA转染人食管癌EC9706
细胞, 设无关序列组和空白对照组为对照, 将
转染好的细胞注射到裸鼠肩胛旁区, 4 wk后
取瘤组织. 采用免疫组织化学SP法、Western 
blot方法检测裸鼠移植瘤组织中Smo、Gli1蛋
白的表达; 应用原位杂交、半定量RT-PCR方
法检测裸鼠移植瘤组织中Smo、Gli1 mRNA
的表达; 运用TUNEL法和透射电镜等方法观
察裸鼠移植瘤细胞的凋亡情况. 

结果: 转染siRNA后, 免疫组织化学和原位杂
交结果显示, 3组组织中siRNA干扰组Smo蛋
白(8.37±1.73)及mRNA(2.32±0.63)、Gli1蛋
白(3.53±0.37)及mRNA(3.35±0.87)阳性表
达细胞数均低于对照组(无关对照组Smo蛋白
及mRNA分别为8.42±1.49、9.61±0.85, 空
白对照组Smo蛋白及mRNA 8.37±1.73、9.82
±0.63; 无关对照组Gli1蛋白及mRNA分别为
0.89±0.06、8.41±1.64, 空白对照组Gli1蛋
白及mRNA 0.91±0.05、8.53±1.38), 且差异
均具有统计学意义(P <0.05); Western blot及
RT-PCR结果显示, 与对照组相比(无关对照
组Smo蛋白及mRNA分别为9.61±0.85、0.89
±0.06; 空白对照组Smo蛋白及mRNA为0.91
±0.05、0.96±0.07; 无关对照组Gli1蛋白及
mRNA分别为0.87±0.08、0.89±0.07, 空白
对照组Gli1蛋白及mRNA分别为0.84±0.06、
0.87±0.06; s iRNA干扰组中的Smo(0.33±
0.06)及mRNA(0.35±0.07)、Gli1(0.29±0.05)
及mRNA(0.29±0.05)的表达量明显下调, 组
间两两相比差异具有统计学意义(P <0 .05); 
T U N E L结果显示 ,  s i R N A干扰组凋亡率
(apoptosis rate, AI)明显升高, 组间两两比较AI
差异具有统计学意义(P <0.05); 透射电镜检测
结果显示, 实验组与对照组相比凋亡细胞数明
显增多. 细胞胞质固缩、电子致密度增高, 可
见凋亡早期细胞, 染色质固缩并凝结成形态不
同的块状, 凋亡晚期细胞可见, 细胞核裂解为
碎块状, 产生凋亡小体. 两对照组超微结构无
明显差异, 细胞膜完整, 线粒体等细胞器正常, 

细胞核基本正常. 

结论: Smo siRNA可通过下调裸鼠食管癌细胞
中Smo基因的表达, 进而体内诱导裸鼠食管癌
移植瘤细胞的凋亡.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: Hedgehog(HH)信号通路与食管癌密切

相关, 设计合成的Smo siRNA可以沉默Smo基因, 
抑制HH信号通路, 促进食管癌细胞的凋亡, 为分

子靶向阻断HH信号通路治疗食管癌奠定了基础. 
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0  引言

恶性肿瘤细胞与胚胎前体细胞有许多共同的特

征, 许多胚胎期起作用的信号通路在肿瘤的形

成和转移过程中起重要作用[1]. Hedgehog(HH)信
号通路就是其中之一, 该信号通路的异常激活

与多种肿瘤, 如基底细胞癌[2,3]、髓母细胞瘤[4]、

横纹肌肉瘤[5]、小细胞肺癌[6]、胰腺癌[7]、结肠

癌[8]、食管癌[9]等的发病有关. HH信号通路主

要包括4个部分: Hedgehog配体(Hh)、Patched受
体(Ptc)、Smoothened(Smo)蛋白、核转录因子

(Gli)及下游目的基因构成[10-12]. 该通路异常与多

种恶性肿瘤的发生发展及肿瘤细胞的凋亡密切

相关[13]. 本研究设计、合成特异性Smo小干扰

RNA(small interfering RNA, siRNA), 转染食管

癌EC9706细胞后构建裸鼠移植瘤, 以探讨Smo
基因靶向性siRNA对裸鼠食管癌移植瘤细胞凋

亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌EC9706细胞株由中国医学科

学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室惠

赠; Balb/c裸鼠购自上海斯莱克实验动物有限公

司. RPMI 1640、LipofectamineTM 2000和TRIzol
购自美国Invitrogen公司; Smo siRNA购自上海

吉玛制药技术有限公司; SP9000免疫组织化学

试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 
Smo、Gli1 cDNA探针购自上海生工生物技术
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■相关报道
Li等剔除小鼠的
Shh基因, 发现Shh
配体在食管发生
及演变过程中起
着重要作用; 特别
是Ma等研究发现
食管癌组织中Shh
和Ptch受体均高
表达. 国内孙波等
的研究结果表明
Smo与食管癌的
发生及浸润转移
密切相关.

有限责任公司; cDNA反转录试剂盒、PCR扩增

试剂盒购自北京天根生化科技有限公司; 蛋白

提取试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司; 人
Smo、Gli1和β-actin引物购自上海生工生物技术

有限责任公司; BCA蛋白定量试剂盒购自北京

康为世纪生物科技有限公司; 兔抗人Smo、Gli
多克隆抗体购自美国SAB公司; 兔抗人β-actin
多克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限公司; 
TUNEL试剂盒购自瑞士Roche公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞转染及裸鼠移植瘤的构建: 人食管癌

EC9706细胞于含青霉素100 U/mL、链霉素100 
U/mL和10%胎牛血清的RPMI 1640培养基中, 在
37 ℃、5%CO2的培养箱中贴壁培养. 取对数生

长期细胞镜下计数后以2×105/mL接种到六孔

板, 待细胞密度达到85%-90%融合时严格按照

LipofectamineTM 2000操作说明分别转染3条Smo 
siRNA, 设24、48和72 h 3个转染时间段, 每个

时间段均设150、200和250 ng/µL 3个转染剂量, 
将特异性siRNA-1、siRAN-2及siRAN-3分别转

染EC9706细胞, 筛选最佳siRNA、最佳浓度、

最佳作用时间(预实验结果显示250 n g/µ L的
siRNA-1处理72 h抑制效应最强, 后续实验采用

250 ng/µL的siRNA-1处理EC9706细胞72 h), 同
时设立无关序列组和空白对照组. 
1.2.2 裸鼠食管癌移植瘤的构建: 将裸鼠随机分

为3组, 分别为siRNA干扰组、无关序列组和空

白对照组, 每组5只, 为区别动物, 采用剪耳缘法

对其进行标记, 在相同的条件下对3组动物进行

分笼饲养. 为保证动物健康, 木屑、标准食物及

饮用水均采用高压灭菌、隔天更换. 待体外转

染完成后, 将裸鼠背部肩胛旁区皮下选为注射

部位, 对其进行接种, 注射剂量为1×107/mL, 0.2 
mL/只. 
1.2.3 免疫组织化学: (1)免疫组织化学步骤: 免疫

组织化学染色步骤严格按照说明书进行, DAB
底物工作液显色, 苏木素复染. 以PBS代替一抗

作阴性对照; (2)结果判定以阳性细胞百分比结

合染色强度统计积分. 细胞质染成棕黄色或棕

褐色为阳性, 随机观察10个高倍视野, 每个视野

记数200个细胞, 计算阳性细胞数. 
1.2.4 原位杂交: (1)原位杂交步骤: 原位杂交步骤

严格按照说明书进行, BCIP/NBT染色, 核固红复

染. 采用0.1 mg/mL RNase, 37 ℃预处理组织切

片60 min及用无探针的杂交液孵育组织切片作

阴性对照; (2)结果判定[14]: 以阳性细胞百分比结

合染色强度统计积分. 细胞质染成紫蓝色为阳

性, 随机观察10个高倍视野, 每个视野记数200
个细胞, 计算阳性细胞数. 
1.2.5 RT-PCR: 取新鲜肿瘤组织, 按TRIzol操
作说明 ,  提取各组总R N A .  逆转录反应合成

c D N A第一链后以β-a c t i n为内参照进行P C R
反应, Smo扩增产物为306 bp, 上游引物为: 5'- 
CGCTACCCTGCTGTTATTCTCT-3', 下游引物

为: 5'-CAG-GTGGAAGTAGGAGGTCTTG-3'; 
Gli1扩增产物为201 bp, 上游引物为: 5'-TTG-
GAGAAGCCGAGCCGAGTATC-3', 下游引物

为: 5'-GAGTAGACAGAGGTTGGGAGGTA-
AGG-3'; β-actin扩增产物为480 bp, 上游引物为: 
5'-CATCCTGCGTCTGGACCT-3', 下游引物为: 
5'-TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3'(引物序

列设计合成均由上海生工完成). 所有操作严格

按照RT-PCR试剂盒说明书进行, PCR反应条件: 
(Smo)94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性30 s, 59 ℃退

火45 s, 72 ℃延伸60 s, 35个循环; 最后72 ℃延伸 
5 min至4 ℃; (Gli1)94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性

30 s, 58 ℃退火45 s, 72 ℃延伸60 s, 35个循环, 最
后72 ℃延伸5 min至4 ℃. 取10 μL产物1%琼脂糖

凝胶电泳, 用Alpha View软件进行图像分析, 以
Smo mRNA与β-actin电泳条带积分光密度值之

比表示Smo mRNA的相对表达量. 
1.2.6 Western blot: 取新鲜组织适量剪碎, 加入

预冷的裂解液匀浆, 加入抽提试剂, 低温离心

30 min, 上清即总蛋白. 用BCA法测定蛋白质浓

度后, 取50 μg蛋白上样, 通过12%分离胶后转至

PVDF膜上, 脱脂奶粉封闭; 加入兔抗人Smo抗体

(1∶500), 4 ℃过夜; 用TBS洗膜10 min×3次, 加
入羊抗兔二抗, 室温微摇2 h, TBS 洗膜10 min×
3次; 曝光后照相, 用Alpha View软件进行图像分

析, 以目的条带与β-actin积分光密度值之比表示

目的蛋白的相对表达量.  
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行统

计学处理, 计量资料采用mean±SD表示; 两组

均数的比较用t检验; 多组均数的比较用方差分

析; 方差不齐时先进行变量转换. 显著性水准a = 
0.05. 

2  结果

2.1 免疫组织化学

2 .1 .1  免疫组织化学检测各组移植瘤组织内

Smo蛋白的表达: 免疫组织化学结果显示, Smo
蛋白阳性表达信号主要定位于细胞质中, 呈浅
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■创新盘点
本研究利用RNA
干 扰 技 术 沉 默
Smo 基因, 体外研
究Smo 基因与食
管癌的关系, 并用
电镜观察肿瘤细
胞凋亡情况.

黄色或棕黄色颗粒. SiRNA干扰组、空白对照

组、无关序列组Smo蛋白表达分别为: 2.63±
0.57、8.42±1.49和8.37±1.73, 实验组与对照

组两两比较Smo蛋白的表达差异有统计学意义

(P <0.05), 无关序列组与空白对照组比较差异无

统计学意义(P >0.05)(表1, 图1). 
2.1.2 免疫组织化学检测各组移植瘤组织中Gli1
蛋白的表达: 免疫组织化学结果显示, Gli1蛋白

阳性表达信号主要定位于细胞核中, 胞质次之, 
呈浅黄色或棕黄色颗粒. SiRNA干扰组与对照

组两两比较, Gli1蛋白的表达差异有统计学意义

(P <0.05), 无关序列组与空白对照组比较差异无

统计学意义(P >0.05)(表2, 图2). 
2.2 Western blot检测各组移植瘤组织中蛋白表

达情况 
2.2.1 Western blot检测移植瘤组织中Smo蛋白的表

达: 实验组与对照组相比, Smo蛋白表达量明显下

降差异有统计学意义(P<0.05), 两对照组Smo蛋白

表达量差异无统计学意义(P>0.05)(表3, 图3). 

2.2.2 Western blot检测移植瘤组织中Gli1蛋白的表

达: 实验组与对照组相比Gli1蛋白表达量明显下

降, 差异有统计学意义(P<0.05), 两对照组Gli1蛋
白表达量差异无统计学意义(P>0.05)(表4, 图4). 
2.3 原位杂交检测各组移植瘤组织中mRNA表达

情况

2.3.1 原位杂交检测移植瘤组织中Smo mRNA的

表达: Smo mRNA阳性表达信号主要定位于细

胞质中, 呈紫蓝色颗粒. siRNA干扰组、空白对

照组、无关序列组Smo mRNA表达分别为: 3.53
±0.37、9.61±0.85和9.82±0.63. 实验组与对照

组两两比较Smo mRNA表达差异有统计学意义

(P <0.05), 无关序列组与空白对照组比较差异无

统计学意义(P >0.05)(表5, 图5). 
2.3.2 原位杂交检测移植瘤组织中Gli1 mRNA的

表达: Gli1 mRNA阳性表达信号主要定位于细胞

质中, 呈紫蓝色颗粒. 实验组与对照组两两比较

Smo mRNA表达差异有统计学意义(P <0.05), 无
关序列组与空白对照组比较差异无统计学意义
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图  1  免疫组织化学检测各组移植瘤中Smo蛋白的表达(×200). A: 空白对照组; B: 无关序列组; C: siRNA干扰组; D: 阴性对

照组.

表  1  各组移植瘤中Smo蛋白表达 (n  = 5, mean±SD)

     分组 Smo蛋白表达     F 值   P 值

siRNA干扰组  2.63±0.57

无关序列组  8.42±1.49 715.28 0.000

空白对照组  8.37±1.73

表  2  各组移植瘤中Gli1蛋白表达 (n  = 5, mean±SD)

     分组 Gli1蛋白表达    F 值   P值

siRNA干扰组  2.32±0.63

无关序列组  7.37±1.57 713.52 0.000

空白对照组  7.29±1.49

A B

C D
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(P >0.05)(表6, 图6). 
2.4 RT-PCR检测各组移植瘤组织中mRNA表达

情况

2.4.1 RT-PCR检测移植瘤组织中Smo mRNA的

表达: Smo和β-actin扩增产物经电泳后, 结果显

示扩增片段大小与设计的大小完全一致, 分别

为306和480 bp. 与空白对照组及无关序列组相

比, siRNA干扰组中的Smo mRNA表达量明显下

降差异有统计学意义(P <0.05), 两对照组中Smo 

mRNA差异无统计学意义(P >0.05)(表7, 图7). 
2.4.2 RT-PCR检测移植瘤组织中Gli1 mRNA的表

达: Gli1和β-actin扩增产物经电泳后, 结果显示

扩增片段大小与设计的大小完全一致, 分别为

201和480 bp. 与空白对照组及无关序列组相比, 
siRNA干扰组中的Gli mRNA表达量明显下降, 差
异有统计学意义(P <0.05), 两对照组Gli1 mRNA
表达差异无统计学意义(P >0.05)(表8, 图8). 
2.5 TUNEL检测各组移植瘤组织中细胞凋亡情

■应用要点
RNA干扰技术具
有高效、高特异
性及廉价等特点, 
其应用前景广阔. 
利用RNA干扰技
术沉默Smo 基因, 
抑制HH信号通路
治疗食管癌是可
行的.
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图  2  免疫组织化学检测各组移植瘤中Gli1蛋白的表达(×200). A: 空白对照组; B: 无关序列组; C: siRNA干扰组; D: 阴性对照.

Smo

b-actin

1                    2                   3

图  3  Western blot检测各组移植瘤组织中Smo蛋白的表达. 
1: 空白对照组; 2: 无关序列组; 3: siRNA干扰组.

Gli

b-actin

1                2                  3

图  4  Western blot检测各组移植瘤组织中Gli1蛋白的表达. 
1: 空白对照组; 2: 无关序列组; 3: siRNA干扰组.

表  4  不同组别Gli1蛋白表达结果 (n  = 5, mean±SD)

     分组 Gli1蛋白表达   F 值   P值

siRNA干扰组 0.29±0.05

无关序列组 0.87±0.08a 152.45 0.000

空白对照组 0.84±0.06a

aP<0.05 vs  siRNA干扰组.

表  3  不同组别Smo蛋白表达结果 (n  = 5, mean±SD)

     分组 Smo蛋白表达    F  值  P值

siRNA干扰组  0.33±0.06

无关序列组  0.89±0.06a 145.63 0.000

空白对照组  0.91±0.05a

aP<0.05 vs  siRNA干扰组.

A B

C D
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况 实验组与对照组相比凋亡细胞数增多, 实验

组与各对照组AI差异有统计学意义(均P <0.05); 
空白对照组与无关序列组AI差异无统计学意义

(均P >0.05)(表9, 图9). 
2.6 透射电镜观察移植瘤细胞凋亡的情况 透射

电镜下实验组凋亡细胞数明显增加. 凋亡细胞微

绒毛减少、胞质固缩、细胞体积变小、胞质电

子致密度增高, 可见凋亡早期细胞, 其表现为染

色质固缩并凝结成形态不同的块状, 聚集于核内

不同部位; 内质网疏松化并与胞膜融合形成一个

个空泡; 凋亡晚期细胞可见, 细胞核裂解为碎块

状, 产生数量不等体积不同的凋亡小体. 图10A

■同行评价
本文从多角度多
层 次 体 外 探 讨
H H 信 号 通 路 中
Smo 、Gli1 基因
的异常表达对食
管癌裸鼠模型荷
载肿瘤病灶凋亡
的影响, 具有一定
的创新性, 设计严
谨, 逻辑性强.

2013-06-18|Volume 21|Issue 17|WCJD|www.wjgnet.com

图  5  原位杂交检测各组移植瘤中Smo mRNA表达. A: 空白对照组; B: 无关序列组; C: siRNA干扰组; D: 阴性对照组.

图  6  原位杂交检测各组移植瘤中Gli1 mRNA的表达. A: 空白对照组; B: 无关序列组; C: siRNA干扰组; D: 阴性对照组.

A B

C D

A B

C D
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可见大量空泡及凋亡小体形成; 图10B可见细胞

表面的微绒毛结构明显减少并可见到线粒体; 图
10C典型的凋亡小体形成; 图10D未发生凋亡的

移植瘤细胞, 细胞表面有大量微绒毛结构. 

3  讨论

HH信号通路在哺乳动物胚胎发育、分化及肿

瘤形成中发挥着重要的作用[15,16]. 至今为止在哺

乳动物中至少发现3种Hh同源基因配体: Sonic 
Hedgehog(SHH)、Indian Hedgehog(IHH)和Des-
ert Hedgehog(DHH), 分别编码3种相应的蛋白: 
SHH、IHH和DHHl[17,18]. Hedgehog信号通路中

的主要成员有Hh配体、Ptch受体、Smo蛋白和

Gli转录因子. 此通路的转导顺序是, Hh配体结合

跨膜受体Patched(Ptch)后, 释放Ptch介导抑制的

Smo受体[19,20]. Smo阻遏解除使GLI锌指转录因子

激活并转入核内, 促进Hh靶基因的转录[21,22]. 恶
性肿瘤中Hh信号通路的异常激活有两种方式: 
基因突变(非配体依赖性)或配体高表达(配体依

赖性)[23,24]. 非配体依赖性主要是指Ptch受体功能

缺失性突变和Smo蛋白功能获得性突变; 配体依

赖性是指Hh配体的过表达. 在Hedgehog信号通路

中作为信号转换蛋白的Smo是一种原癌基因[25,26], 
在整个信号转导通路中起到“枢纽”的作用, 
当其发生功能获得性突变(非配体依赖性激活)
或Hedgehog解除了Ptch对其的抑制作用(配体依

赖性激活)时, 会引起此信号通路的激活[18]. 因此

本课题选用Smo作为靶基因, 采用siRNA技术对

裸鼠食管癌移植瘤细胞凋亡进行研究. 
Ma等[27]报道在22例食管癌病例中有24例存

在Shh和Ptch受体的高表达. Litingtung等[28]通过
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图  7  RT-PCR检测各组移植瘤组织中Smo mRNA的表达. M: 

marker; 1: 空白对照组; 2: 无关序列组; 3: siRNA干扰组.

b-actin
bp

480

201 Gil

1           2           3    M    bp
500

200

图  8  RT-PCR检测各组移植瘤组织中Gli1 mRNA的表达. M: 

marker; 1: 空白对照组; 2: 无关序列组; 3: siRNA干扰组.

表  6  各组裸鼠食管癌移植瘤组织Gli1 mRNA的表达 (n  = 
200, mean±SD)

     分组 Gli1 mRNA表达    F  值   P 值

siRNA干扰组   3.35±0.87

无关序列组   8.41±1.64a 753.60 0.000

空白对照组   8.53±1.38a

aP<0.05 vs  siRNA干扰组.

表  7  各组裸鼠食管癌移植瘤组织Smo mRNA的表达 (n  = 
5, mean±SD)

     分组 Smo mRNA表达    F  值   P 值

siRNA干扰组   0.35±0.07

无关序列组   0.98±0.06a 138.93 0.000

空白对照组   0.96±0.07a

aP<0.05 vs  siRNA干扰组.

表  8  各组裸鼠食管癌移植瘤组织Gli1 mRNA的表达 (n  = 
5, mean±SD)

     分组 Gli1 mRNA表达    F  值   P 值

siRNA干扰组   0.29±0.05

无关序列组   0.89±0.07a 142.82 0.000

空白对照组   0.87±0.06a

aP<0.05 vs  siRNA干扰组.

表  9  TUNEL法检测Smo siRNA对各组裸鼠食管癌移植瘤
细胞凋亡的影响 (n  = 3, mean±SD)

     分组  凋亡指数(%)

siRNA干扰组 18.93±1.52

无关序列组   3.73±0.41ac

空白对照组   3.58±0.37a

aP<0.05 vs  siRNA干扰组; cP>0.05 vs  空白对照组.

表  5  各组移植瘤组织中Smo mRNA表达 (n = 5, mean±SD)

     分组 Smo mRNA表达    F  值   P值

siRNA干扰组    3.53±0.37

无关序列组    9.61±0.85 736.20 0.000

空白对照组    9.82±0.63

M     1     2     3        
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将小鼠的Shh基因剔除后, 发现小鼠食管闭锁、

狭窄且分化差, 这些结果提示Shh配体在食管的

生长分化中是不可缺少的. 本实验室近期研究

结果显示[29], Smo、Gli蛋白及mRNA在食管鳞癌

细胞中高表达; Smo高表达与食管鳞癌的浸润深

度、淋巴结转移密切相关; Smo siRNA可抑制食

管鳞癌的浸润和转移. 可见Smo与食管癌的发生

发展有关. 这与孙波等[30]的研究是一致的. 
本文应用Western blot、免疫组织化学、原

位杂交及RT-PCR检测Smo蛋白及其mRNA, 结
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A B
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图  9  各组裸鼠食管癌移植瘤组织中TUNEL检测结果(×400). A: siRNA干扰组; B: 无关序列组;  C: 空白对照组; D: 

阴性对照组.

A B

DC

图  10  透射电镜观察各组移植瘤细胞凋亡的情况. A: siRNA干扰组(TEM×12000); B: siRNA干扰组(TEM×20000); 

C: siRNA干扰组(TEM×10000); D: 无关序列组(TEM×12000).
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果发现裸鼠食管癌移植瘤组织中Smo mRNA
高表达, 该结果提示食管癌EC9706细胞的发生

与Smo基因的高表达有关; 应用RNAi原理降解

Smo mRNA的表达结果显示Smo siRNA能有效

降低EC9706细胞内的Smo mRNA降解效果达

到65%, 达到下调EC9706细胞Smo基因表达的

预期. TUNEL结果显示, Smo mRNA被降解后

EC9706细胞的凋亡率增加, 结果显示实验组与

对照组相比凋亡率显著升高差异具有统计学意

义(P <0.05), 结果提示EC9706细胞内Smo基因表

达的下调可诱导EC9706细胞的凋亡; Smo基因

的高表达与EC9706细胞的凋亡异常有关; 透射

电镜观察结果显示, siRNA干扰组细胞微绒毛减

少、胞质固缩、细胞体积变小、胞质电子致密

度增高, 可见凋亡早期细胞, 其表现为染色质固

缩并凝结成形态不同的块状, 聚集于核内不同

部位; 内质网疏松化并与胞膜融合形成一个个

空泡; 凋亡晚期细胞可见, 细胞核裂解为碎块状, 
产生数量不等体积不同的凋亡小体. 两对照组

超微结构无明显差异, 细胞膜完整, 线粒体等细

胞器正常, 细胞核正常, 与实验组相比, 实验组

凋亡率明显增高. 结果提示, 下调Smo基因的表

达可诱导EC9706细胞的凋亡. 
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.775

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界华人消化杂志》总被引频次3871次, 影响因子0.775, 

综合评价总分65.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第5位、第7位、第5位, 分别位居1998种中国科技核心期

刊(中国科技论文统计源期刊)的第65位、第238位、第138位; 其他指标; 即年指标0.081, 他引率0.82, 引用刊数

526种, 扩散因子13.59, 权威因子1260.02, 被引半衰期4.3, 来源文献量642, 文献选出率0.93, 地区分布数29, 机构

分布数302, 基金论文比0.45, 海外论文比0.01.

  经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技核心期

刊”(《世界华人消化杂志》编辑部).


