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幽门螺杆菌脂多糖作用于胃癌细胞后刺猬蛋白信号通路
中相关蛋白Ptch-1、Gli的表达及意义
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■背景资料
S h h 在 细 胞 的 生
长发育中起着重
要作用, 已有研究
证明, Shh信号通
路在胃癌组织中
高 表 达 ,  幽 门 螺
杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
感染能影响Shh信
号通路的表达, 但
其具体机制不明, 
有研究发现在肺
小血管上皮细胞
中细菌脂多糖(li-
popolysaccharide, 
LPS)能影响Shh的
表达, 因此我们设
想H. pylori  LPS也
能影响Shh信号通
路的表达变化. 
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Abstract  
AIM: To explore the expression of Ptch-1 and 
Gli, two members in the sonic hedgehog (Shh) 
signaling pathway, in gastric cancer AGS cells 
after stimulation with Helicobacter pylori (H. py-
lori) lipopolysaccharide (LPS) and cyclopamine.

METHODS: Different concentrations of H. py-
lori LPS were used to stimulate AGS cells for 
24 h, and the expression of Ptch-1 and Gli was 
assayed by Western blot to find the optimal 
stimulation concentration. AGS cells were then 

treated with H. pylori LPS at the optimal concen-
tration for 24, 48 and 72 h, and the expression 
of Ptch-1 and Gli was detected by Western blot. 
MTT assay was applied to explore the effect of 
cyclopamine on AGS cell proliferation, and the 
half maximal inhibitory concentration (IC50) was 
calculated. AGS cells were then treated with 
cyclopamine at IC50 for 24, 48 and 72 h, and the 
expression of Ptch-1 and Gli was detected by 
Western blot. AGS cells were divided into three 
groups and stimulated with H. pylori LPS, cyclo-
pamine and H. pylori LPS plus cyclopamine for 
24 h, respectively, and the expression of Ptch-1 
and Gli was then detected by Western blot.

RESULTS: After different concentrations of 
H. pylori LPS were used to stimulate AGS cells 
for 24 h, the expression of Ptch-1 and Gli was 
increased (P < 0.05) and eventually reached a 
plateau. After treatment of AGS cells with H. 
pylori LPS at the optimal concentration for 24, 
48 and 72 h, the expression of Ptch-1 and Gli 
was increased in a time dependent manner (P < 
0.05). After treatment of AGS cells with different 
concentrations of cyclopamine for 24 h, the pro-
liferation of AGS cells was inhibited in a concen-
tration dependent manner (P < 0.05). Treatment 
with cyclopamine at IC50 decreased the expres-
sion of Gli in a time dependent manner (P < 0.05), 
but showed no significant effect on expression of 
Ptch-1 (P > 0.05). The expression of Ptch-1 in the 
H. pylori LPS plus cyclopamine group was sig-
nificantly higher than that in the control group 
and cyclopamine group (P < 0.05), but was not 
significantly different from that in the H. pylori 
LPS group (P > 0.05). The expression of Gli in 
the H. pylori LPS plus cyclopamine group was 
significantly lower than that in the control group 
and H. pylori LPS group (P < 0.05), but was not 
significantly different from that in the cyclopa-
mine group (P > 0.05).

CONCLUSION: H. pylori may alter the expres-
sion of components of the Shh signaling path-
way through its virulence factor LPS in AGS 
cells. Cyclopamine can inhibit the growth of 

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
二科; 郑鹏远, 教
授, 主任医师, 郑
州大学第二附属
医院消化科

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



3558               ISSN 1009-3079 (print)ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志   2014年8月28日   第22卷   第24期 

■研发前沿
S h h 信 号 通 路 在
胃癌发生发展中
所起的作用及其
机 制 ,  环 巴 胺 抑
癌作用.

AGS cells by inhibition of the Shh signaling 
pathway. H. pylori LPS may play a role by influ-
encing the upstream molecules of the Shh sig-
naling pathway.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 通过用幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、环巴

胺(cyclopamine)分别或联合作用于胃癌细胞
AGS后, 观察刺猬蛋白(sonic hedgehog, Shh)信
号通路中相关蛋白Ptch-1、Gli的表达变化, 并
探讨其意义.  

方法: (1)不同浓度H. pylori  LPS作用于AGS细
胞24 h, Western blot检测Ptch-1、Gli的表达, 
找到最佳刺激浓度. 以最佳刺激浓度分别作
用于AGS细胞24、48、72 h, Western blot法检
测Ptch-1、Gli的表达; (2)不同浓度环巴胺作
用于AGS细胞24 h后, MTT法检测对AGS的
抑制率, 求得半数抑制浓度(50% concentration 
of inhibition, IC50). 以环巴胺IC50作用AGS细
胞24、48、72 h后, Western blot检测Ptch-1、
Gli的表达; (3)AGS细胞培养后分3组, 分别用
H. pylori  LPS、环巴胺、H. pylori  LPS+环巴
胺作用AGS细胞24 h, 另设阴性对照组, 应用
Western blot法对各组细胞中Shh信号通路相
关蛋白Ptch-1、Gli的表达水平进行检测.  

结果: 不同浓度H. pylori  LPS作用于AGS细胞
24 h后Ptch-1、Gli的表达升高, 且随着浓度增
加, 表达逐渐增高(P <0.05), 最终达到一个平
台期, 以平台期浓度作为最佳刺激浓度, 分别
刺激AGS细胞24、48、72 h, Western blot结果
显示, Ptch-1、Gli的表达逐渐升高, 呈时间依
赖性(P <0.05); 不同浓度环巴胺作用于AGS细
胞24 h后, MTT结果显示环巴胺对AGS的抑制
作用呈浓度依赖性(P <0.05); 以环巴胺IC50作
用AGS细胞24 h后, Western blot结果显示随着
时间的延长, Gli的表达逐渐减低, 而Ptch-1的
表达无显著性差异. H. pylori  LPS、环巴胺、

H. pylori  LPS+环巴胺组分别作用于AGS细胞
24 h后, H. pylori  LPS+环巴胺联合作用组的
Ptch-1表达高于对照组及环巴胺组(P <0.05), 
而与H. pylori  LPS组无统计学差异; H. pylori  
LPS+环巴胺联合作用组Gli的表达低于对照
组和H. pylori  LPS组(P <0.05), 与环巴胺组无
统计学差异.  

结论: H. pylori通过其毒力因子LPS能够影响
胃癌细胞AGS的Shh信号通路相关蛋白的表
达. 环巴胺可通过抑制Shh信号通路抑制胃癌
细胞AGS的生长. H. pylori  LPS可能通过影响
Shh信号通路的上游分子发挥作用.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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环巴胺

核心提示: 通过用幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、环巴

胺分别或联合作用于胃癌细胞AGS后, 发现H. 
pylori  LPS可能通过影响Shh信号通路的上游分子

发挥作用, 环巴胺可抑制胃癌细胞生长.
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0  引言

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)是幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H. pylori )的毒力因子之一, 
在H. pylori感染相关的疾病中起重要作用, 研究

发现胃上皮细胞完整性的破坏大多数是通过H. 
pylori表面LPS减弱黏膜细胞和细胞外基质蛋白

间的相互作用而发生的[1]. 刺猬蛋白(hedgehog, 
Hh )基因于1980年首先由Nusslein-Volhard在果

蝇胚胎中发现[2]. 脊椎动物中存在3个同源基因, 
即sonic hedgehog(Shh )、indian hedgehog(Ihh )和
desert hedgehog(Dhh ). Shh信号通路在胃肠道黏

膜的发育以及维持黏膜的正常结构、形态、功

能中发挥重要的作用[3]. 研究表明, Shh的表达与

多种消化道肿瘤相关. 环巴胺(cyclopamine)是
Shh信号通路的拮抗剂, 可诱导多种肿瘤细胞凋

亡, 而对正常体细胞的生长无影响[4]. 研究发现, 
环巴胺特异性结合中间信号分子Smo后, 通过阻

断Shh信号通路, 能够抑制胃癌细胞的生长[5]. H. 
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■相关报道
M a 等 通 过 R T -
PCR、原位杂交
及免疫组织化学
法对56例胃切除
标 本 进 行 S h h、
G l i 检 测 发 现 , 
Shh、Gli的表达
较非癌组织明显
升高, 说明Shh信
号通路在胃癌组
织中被激活. 

pylori和Shh均与胃癌的发生发展密切相关, 大多

数研究显示H. pylori感染对Shh信号通路的表达

有影响作用, 但具体机制尚未明确. LPS作为H. 
pylori的重要毒力因子之一, 可能参与这一过程. 
本研究旨在通过体外实验, 选择H. pylori的毒力

因子之一LPS作为刺激因子, 探讨H. pylori  LPS
对胃癌细胞Shh信号通路是否产生影响, 以及环

巴胺作用后对胃癌细胞Shh信号通路的影响.  

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞AGS、H. pylori菌株SS1由
江苏省人民医院消化科馈赠; 环巴胺购自美国

Sigma公司; Ptch-1抗体购自美国cell signal公司; 
Gli抗体购自美国Santa Cruz公司; 噻唑蓝(me-
thylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, MTT)
购自南京凯基生物科技发展有限公司.  
1.2 方法

1.2.1 H. pylori的培养: 微需氧环境中, 37 ℃培养, 
厌氧孵箱内放置少量的水以保持湿度, 气体交

换使箱内气体O2、CO2、N2的质量分数分别为

5%、10%、85%. 将菌种接种于哥伦比亚培养基

(加入10%的脱纤维羊血)培养后在48-72 h, 逐日

观察结果, 培养物经快速尿素酶试验判定阳性.  
1.2.2 H. pylori  LPS的制备: 参考Luo等[6]的热酚

水法提取出H. pylori  LPS, 经动态比浊法证实为

内毒素, 并且测得其浓度为90.87 μg/mL.  
1.2.3 胃癌细胞AGS的培养: 常规复苏AGS细胞

后, 使用高糖DMEM培养基, 于37 ℃, 5%CO2

孵箱培养, 约24 h换液1次, 细胞生长至覆盖约

70%-80%培养瓶底面时传代.  
1.2.4 细胞增殖状态监测(MTT)法: 将处于对数

生长期的细胞, 传代至96孔培养板中, 每孔体积

200 μL, 培养12 h后, 弃去原培养基, 分别加入

200 μL不同浓度环巴胺(5、10、15、20、25、
30、35、40 μmol/L), 同时设不加环巴胺的阴性

对照组以及只加入培养基而无AGS细胞的凋零

孔, 培养24 h后, 加入50 μL 1×MTT, 培养4 h, 每
孔加入150 μL二甲基亚砜, 平板摇床振荡10 min, 
每组设8个复孔, 重复3次, 酶联免疫检测仪A 490 nm

处测量各孔的吸光度(A)值, 计算抑制率. 抑制率 
= (阴性对照孔A值-加环巴胺孔A值)/(阴性对照组

A值)×100%. Probit回归分析计算得出环巴胺半

数抑制浓度(50% concentration of inhibition, IC50).  
1.2.5 Western blot法检测各组Ptch-1、Gli蛋白水

平: 分组: (1)将AGS细胞分为5组, 分别加入5 mL
不同浓度H. pylori  LPS(1、5、10、20、40 μg/mL), 

并设阴性对照组, 干预24 h; 用上述处理中所

得的H. pylori  LPS最佳刺激浓度分别作用AGS
细胞24、48、72 h; 环巴胺IC50分别作用AGS
细胞24、48、72 h; 将AGS细胞分3组, 培养至

细胞覆盖约60%-70%培养瓶瓶底时, 分别加入

H. pylori  LPS(最佳刺激浓度)、环巴胺IC50、H. 
pylori  LPS(最佳刺激浓度)+环巴胺IC50, 并设阴

性对照组, 干预24 h; (2)Western blot法检测各组

Ptch-1、Gli蛋白水平: 上述各组细胞培养后, 加
入蛋白裂解液, 得到全蛋白提取物, Bradford法
进行蛋白浓度测定. 配制10%的分离胶, 5%浓缩

胶, 进行SDS-PAGE凝胶电泳、转膜, 5%脱脂奶

粉封闭液中封闭2 h后, 加入稀释的一抗(4 ℃, 过
夜), TBST漂洗3次后加入二抗, 室温下摇荡孵育

2 h, TBST漂洗3次, 然后使用ECL法显色, GIS凝
胶图像分析系统照相并分析处理.  

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 多
组间比较采用双变量相关分析, 两组间两两比

较用t检验分析, SPSS17.0软件进行数据处理及

分析, P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 H. pylori  LPS浓度测定 用热酚水法提取出的

H. pylori  LPS水相, 经动态比浊法证实为内毒素, 
浓度为90.87 μg/mL.  
2.2 H. pylori  LPS刺激胃癌细胞AGS24 h后West-
ern blot结果 Western blot结果显示, H. pylori  LPS 
1、5、10、20、40 μg/mL分别作用胃癌细胞

AGS 24 h后, Ptch-1、Gli的表达均较对照组升高

(P <0.05)(表1), 且随着浓度增加, Ptch-1、Gli的
表达逐渐升高, 最后出现平台期(图1).  
2.3 H. pylori  LPS刺激胃癌细胞AGS 24、48、
72 h后Western blot结果 不同浓度H. pylori  LPS
作用于AGS 24 h的Western blot显示随着浓度升

高, Ptch-1、Gli的表达逐渐升高, 平台期H. py-
lori  LPS浓度为20 μg/mL, 以此浓度作为最佳刺

激浓度.  
Western blot结果显示, H. pylori LPS 20 μg/mL

作用于AGS 24、48、72 h后, Ptch-1、Gli的表

达高于对照组(表2, 图2), 且随着作用时间的延

长, Ptch-1、Gli的表达逐渐升高, 呈时间依赖性

(P <0.05).  
2.4 环巴胺作用胃癌细胞AGS 24 h MTT结果 MTT
检测结果显示, 5-40 μmol/L的环巴胺对胃癌细胞

AGS均有抑制作用, 且随着浓度的增加, 抑制作

用逐渐增强, 呈浓度依赖性(P<0.05)(表3). Probit回
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归分析计算得出环巴胺IC50为22.281 μmol/L.  
2.5 环巴胺作用胃癌细胞AGS 24、48、72 h后

Western blot结果 以环巴胺IC50 22.281 μmol/L作
用于胃癌细胞AGS 24、48、72 h后, Gli的表达

较对照组降低, 且随着时间延长, Gli的表达的逐

渐减低, 呈时间依赖性(P <0.05), 而环巴胺作用

24、48、72 h后Ptch-1的表达与对照组没有统计

学差异(表4, 图3). 
2.6 H. py lor i  LPS组、环巴胺组、H. pylor i  
LPS+环巴胺组刺激胃癌细胞AGS 24 h后West-
ern blot结果 H. pylori  LPS 20 μg/mL、环巴胺 
22.281 μmol/L、H. pylori  LPS 20 μg/mL+环巴

胺22.281 μmol/L分别作用于AGS 24 h后West-
ern blot结果显示, H. pylori  LPS作用组Ptch-1、
Gli的表达高于对照组(P <0.05); 环巴胺作用组

的Ptch-1表达与对照组无统计学差异, 而Gli的

表达低于对照组(P <0.05); H. pylori  LPS+环巴

胺联合作用组的Ptch-1表达高于对照组及环巴

胺组(P <0.05), 而与LPS组相比无统计学差异; 
H. pylori  LPS+环巴胺联合作用组的Gli的表达

低于对照组及LPS组(P <0.05), 而与环巴胺组没

有统计学差异(表5, 图4). 

3  讨论

H. pylori是世界各地最常见的感染性疾病原之

一, 他作为慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌和胃

黏膜相关性淋巴样组织淋巴瘤等上消化道疾病

的重要发病因子, 已日益受到重视. 据报道, 亚
洲人群H. pylori感染率达50%[7]. 1994年世界卫

生组织国际癌症研究机构(International Agency 
for Research on Cancer, IARC)将H. pylori列为人

类胃癌第Ⅰ类致癌原[8]. LPS是H. pylori的毒力因

子之一, 具有内毒素的生物学活性, 在H. pylori
感染及H. pylori相关疾病中起重要作用. 有研究

表明[9]H. pylori  LPS能介导多种细胞因子和趋

化因子的释放, 如白介素1β(interleukin 1β, IL-
1β)、IL-8及肿瘤坏死因子α等, 从而介导免疫反

应的发生. Innocenti等[10]发现分别用H. pylori和
H. pylori  LPS刺激人外周血单核细胞后, 两者诱

导产生的细胞表面趋化因子和IL-8的水平几乎

一样高. 提示H. pylori  LPS可能是促使中性粒细
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表  1  不同浓度H. pylori  LPS作用于AGS细胞24 h Western 
blot结果

     H. pylori 脂多糖浓

度(μg/mL) 
Ptch-1/β-actin  Gli/β-actin

0 0.139±0.078 0.107±0.065

1 0.304±0.045a 0.265±0.070a

5 0.432±0.063a 0.404±0.054a

10 0.575±0.054a 0.589±0.067a

20 0.705±0.073a 0.711±0.071a

40 0.718±0.064a 0.716±0.078a

P值 r  = 0.833, P<0.05 r  = 0.824, P<0.05

aP<0.05 vs  对照组. H. pylori : 幽门螺杆菌; LPS: 脂多糖.
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图  1  不同浓度脂多糖作用于AGS细胞24 h后Western blot
结果. A: Western blot; B: 统计值. LPS: 脂多糖.
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表  2  脂多糖20 μg/mL作用于AGS 24、48、72 h后
Western blot结果

     分组 Ptch-1/β-actin   Gli/β-actin

对照组 0.598±0.025 0.503±0.046

24 h 0.701±0.043a 0.709±0.067a

48 h 0.795±0.066a 0.867±0.038a

72 h 0.803±0.028a 0.906±0.033a

P值 r  = 0.953, P<0.05 r  = 0.963, P<0.05

aP<0.05 vs  对照组.
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图  2  脂多糖20 μg/mL作用于AGS 24、48、72 h后
Western blot结果. 0: 对照组; 1: 24 h; 2: 48 h; 3: 72 h. LPS: 

脂多糖.
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胞在胃黏膜中持续聚集, 进而导致黏膜炎症的

原因之一. 可见, LPS作为H. pylori的毒力因子, 
在H. pylori相关性疾病的发生、发展中发挥重

要作用.  
刺猬蛋白(Hedgehog)信号通路在人类胚胎

发育过程中起着调控细胞增殖分化, 胚胎发育

成熟的作用. Hedgehog家族包含3个同源基因, 
即: Shh、Ihh和Dhh , 其中Shh信号通路在神经、

胃肠道等系统的发育中起着重要作用[10-12]. Shh
信号通路可简明表述为Shh-Ptch-Smo-Gli信号

轴, 主要由分泌型信号蛋白Shh配体、跨膜蛋白

受体Ptch和另一跨膜蛋白Smo以及下游转录因

子Gli蛋白组成[13]. 当Shh配体存在时, Shh配体与

跨膜蛋白受体Ptch结合后, 解除了Ptch对Smo的抑

制, Smo进入胞质中, 引发细胞内信号的下传, 激
活转录因子Gli, Gli以全长的形式进入细胞核内, 
启动靶基因的转录, 把细胞外的Hedgehog信号传

递到细胞内, 从而调控细胞的生长发育[14].  
研究发现[15-18], 在前列腺癌、胰腺癌、肺

癌、乳腺癌等恶性肿瘤中陆续发现Hedgehog信
号通路均有不同程度的异常活化, 提示Hedgehog
信号通路参与了多种恶性肿瘤的发生与发展.  

尽管早期诊断和治疗技术已较前有巨大进

步, 胃癌仍是全世界癌症死亡的第二大病因[19]. 
胃癌的形成及发展是一个多阶段、多因素相互

作用的结果. 最近研究发现Hedgehog信号通路

的异常激活与胃癌的发生和发展有着非常密切

的联系. Ohta等[20]发现在胃癌标本中, 8/14存在

Shh的高表达, 定量测定癌组织中Shh是癌旁组

织的12.8倍, 并在培养的5种胃癌细胞株(AGS、
MKN1、MKN7、MKN45、MKN74)中均发现

Shh的异常表达, 且应用Shh抗体阻断Hedgehog
信号通路, 能抑制5种细胞的生长. Ma等[21]研究

发现, Shh信号通路在胃癌组织中表达升高. Ber-
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表  5  各组作用于AGS 24 h后Ptch-1、Gli蛋白的表达

     分组 Ptch-1/β-actin   Gli/β-actin

对照组  0.513±0.035 0.576±0.065

H. pylori  LPS 20 μg/mL  0.705±0.082a 0.752±0.028a

环巴胺22.281 μmol/L  0.488±0.077 0.367±0.059a

H. pylori  LPS 20 μg/mL 

+环巴胺22.281 μmol/L

 0.698±0.049ac 0.393±0.057ae

aP<0.05 vs  对照组; cP <0.05 vs  环巴胺组; eP <0.05 vs  H. pylori  

LPS组. H. pylori : 幽门螺杆菌; LPS: 脂多糖.

表  3  不同浓度环巴胺作用于AGS后的生长抑制率 (n  = 
8, mean±SD)

     环巴胺浓度(μmol/L) 生长抑制率(%) 

5   5.263±0.307

10 12.133±1.203

15 27.195±0.616

20 40.988±0.921

25 50.785±1.355

30 67.548±0.470

35 81.955±0.624

40 86.960±1.938

P值 r  = 0.996, P<0.05 

表  4  环巴胺作用AGS 24、48、72 h后Western blot结果

     分组       Ptch-1/β-actin           Gli/β-actin

对照组 0.523±0.054 0.604±0.012

24 h 0.450±0.020  0.398±0.048a

48 h 0.468±0.036  0.207±0.039a

72 h 0.457±0.078  0.079±0.022a

P值 r  = -0.701, P>0.05 r = -0.995, P<0.05

aP<0.05 vs  对照组.
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图  3  环巴胺(22.281 μmol/L)作用AGS 24、48、72 h后
Western blot 结果. 0: 对照组; 1: 24 h; 2: 48 h; 3: 72 h.
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图  4  Gli、Ptch-1蛋白与β-actin灰度分析的比值(各组作
用AGS 24 h). 1: 对照组; 2: H. pylori  LPS 20 μg/mL; 3: 环巴

胺 22.281 μmol/L; 4: H. pylori  LPS 20 μg/mL+环巴胺22.281 

μmol/L. H. pylori : 幽门螺杆菌; LPS: 脂多糖.
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man等[22]的一项体外培养实验显示, 6种人类胃

癌细胞系中均可检测到Shh、Ptch及Gli的表达. 
Yoo等[23]在离体胃癌细胞中发现Shh的表达与

胃癌的分化程度呈负相关. 有研究表明[24]种植

胃癌小鼠模型中, Shh表达组肺转移发生率高于

Shh不表达组, 提示Shh可刺激胃癌转移, 以上研

究提示Shh与胃癌的发生发展有密切关系. Lee
等[25]研究发现, 伴H. pylori感染的胃癌中, Shh表
达明显上升, 其机制可能与抑制细胞凋亡有关. 
Schumacher等[26]研究发现, Shh基因敲除的小鼠

在感染H. pylori  6 mo后依然没有发展成胃炎, 而
对照组感染H. pylori 6 mo后出现炎症反应, 提
示H. pylori感染引起的Shh信号通路相关基因

表达可能是胃炎发生的关键. 由此可以推测, H. 
pylori感染后可能是通过引起Shh信号通路相关

蛋白的表达而促进胃癌的发生发展, 但其通过

何种毒力因子造成Shh信号通路中相关成员的

表达发生变化仍然不确定. Yang等[27]研究证实, 
在肺小血管上皮细胞中细菌LPS能影响Shh的表

达. 由此, 我们推测, LPS作为H. pylori的一种重

要毒力因子, 可能在这一过程中起着重要作用.  
本研究用不同浓度的H. pylori  LPS作用于

胃癌细胞AGS 24 h, Western blot 结果提示H. py-
lori  LPS作用后Ptch-1、Gli的表达增加(P <0.05), 
且随着浓度增高, Ptch-1、Gli的表达逐渐增高, 
最后出现平台期, 取此平台期浓度为最佳刺激

浓度; 以最佳刺激浓度的H. pylori  LPS分别作用

于AGS 24、48、72 h后, Ptch-1、Gli的表达较

对照组增加, 且随着时间的延长, 表达逐渐升高

(P <0.05), 呈时间依赖性. 本实验结果提示H. py-
lori可能通过LPS的作用而引起Shh通路相关蛋

白的表达变化, 但其机制尚需进一步研究. 研究

显示[28]H. pylori  LPS能通过TLR2和TLR5激活细

胞核因子κB((nuclear factor-kappa B, NF-κB), 从
而引起多种细胞因子的合成和释放. Nakashima
等[29]发现NF-κB和Shh基因表达呈正相关, 激活

NF-κB后能够诱导Shh的过度表达, 导致Shh信
号通路激活, 若此时阻断NF-κB, Shh过度表达

也会受到抑制. 提示胃癌组织中Shh的高表达, 
其机制可能是H. pylori感染导致假性幽门腺化

生时, NF-κB诱发Shh的再次活化[30]. 因此我们可

以假设H. pylori  LPS能通过NF-κB引起Shh的高

表达.  
环巴胺能与Hedgehog信号通路中的关键分

子Smo蛋白结合, 使其空间构象发生改变, 从而

抑制该蛋白活性, 导致Shh信号通路的失活. 本

实验MTT结果提示环巴胺对胃癌细胞AGS有抑

制作用, 且随着浓度的增加, 抑制作用逐渐增强, 
呈浓度依赖性(P <0.05). MTT证实环巴胺可以抑

制胃癌细胞AGS增殖, 而环巴胺究竟是通过哪

些途径对胃癌细胞增殖凋亡产生影响尚不明确, 
为此, 我们进行了初步的探讨.  

本研究中, Western blot结果显示, 经22.281 
μmol/L环巴胺作用胃癌细胞AGS后, Ptch-1的
表达无明显变化, 而Gli的表达下降, 且随着作

用时间的延长, 表达逐渐降低, 呈时间依赖性

(P <0.05). 证明环巴胺抑制胃癌细胞生长可能是

通过Shh通路的抑制达成的. 但环巴胺除了能阻

断Hedgehog信号通路, 是否还有其他潜在的抗

肿瘤机制及作用靶点, 仍需进一步的探讨.  
本研究证明H. pylori  LPS作用于AGS后, 

Ptch-1、Gli的表达增加, 而环巴胺作用后, Gli的
表达下降, Ptch-1的表达无明显差异, 因此我们

进一步探讨了两种干预条件同时作用于AGS时
Ptch-1、Gli的变化. 结果表明, H. pylori  LPS+环
巴胺联合作用组Ptch-1的表达高于对照组及环

巴胺组(P <0.05), 而与LPS组没有统计学差异; 联
合作用组的Gli低于对照组及LPS组(P <0.05), 而
与环巴胺组没有统计学差异. 结果提示H. pylori  
LPS的作用位点可能在Smo以上, 但仍需进一步

探讨.  
本研究证实, H. pylori  LPS作用于AGS后

可引起Shh通路中Ptch-1、Gli蛋白的高表达, 而
Ptch-1、Gli的高表达可能与胃癌的预后有关, 积
极探讨H. pylori  LPS作用于该通路的机制对胃

癌的防治研究有重要作用. 环巴胺抑制肿瘤细

胞的生长可能是通过抑制Shh通路完成的, 是一

种潜在的抗肿瘤药物, 但环巴胺要广泛应用于

临床还需要进行多方面的研究, 值得研究者们

进一步探讨.  
总之, 本研究提示, H. pylori通过其毒力因

子LPS能够影响胃癌细胞AGS的Shh信号通路相

关蛋白的表达. 环巴胺可通过抑制Shh信号通路

抑制胃癌细胞AGS的生长. H. pylori  LPS可能通

过影响Shh信号通路的上游分子发挥作用.  
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