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Abstract
AIM: To investigate whether P162 enhances ra-
diosensitivity of esophageal carcinoma cell line 
Eca109 by inhibiting Hedgehog signaling tran-
scription factor Gli-1. 

METHODS: Eca109 cells (a total dose of 60 Gy) 
to induce radioresistant esophageal carcinoma 
cell line Eca109R. The inhibition of cell prolifera-
tion was determined by Cell Counting Kit assay. 
The expression of Gli-1 was detected by immu-
nohistochemistry and immunofluorescence. HE 
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P162抑制Hedgehog信号转录因子Gli-1增强食管癌Eca109
细胞的放射敏感性

陈 洁, 吴清明, 龙 辉, 张 红, 陈建华

®

■背景资料
食管癌是消化系
常见的恶性肿瘤
之一, 放疗是其晚
期主要治疗手段. 
据统计发现临床
上放疗后大约有
68%的食管癌会
复发, 研究证实放
射治疗并不能完
全杀死肿瘤细胞. 
进一步研究发现
其与放疗抵抗相
关. 目前研究表明
食管癌放疗抵抗
涉及多种基因、
多条信号通路调
控细胞的DNA损
伤修复、细胞周
期重分布、细胞
凋亡、细胞再增
殖、细胞再氧合
等. 因此研究食管
癌放疗抵抗主要
机制并使用药物
增敏放射敏感性
具有重要的临床
价值. 

staining was employed to observe the changes 
in cell morphology. Western blot was employed 
to determine the nuclear expression of Gli-1 and 
dynamic changes of Gli-1 in irradiated Eca109 
cells. Apoptosis was determined by flow cytom-
etry. The following four groups were included 
in the experiments: untreated cells, P162-treated 
cells, irradiated cells, and P162-treated irradiated 
cells. Eca109 and Eca109R cells were included in 
each group.

RESULTS: Eca109R possessing certain radiation 
resistance displayed lower ability of growth in-
hibition than Eca109 cells. Nuclear Gli-1 expres-
sion was significantly higher in Eca109R cells 
than in Eca109 cells (0.45 ± 0.01 vs 0.32 ± 0.01, 
P < 0.0001). On days 2 and 14 after irradiation, 
the nuclear expression of Gli-1 in Eca109 cells 
was higher than that in control cells (0.0882 ± 
0.011, 0.3560 ± 0.015 vs 0.2552 ± 0.0103, P < 0.05). 
In both Eca109R and Eca109 cells, the nuclear 
expression of Gli-1 was reduced after treatment 
with 20 µmol/L P162 [0.2553 ± 0.011, 0.2578 ± 
0.014 (non-irradiation); 0.1324 ± 0.012, 0.0595 ± 
0.011(2 d after irradiation); 0.1741 ± 0.013, 0.2397 
± 0.112 (14 d after irradiation), P < 0.0001]. P162 
combined with radiotherapy facilitated cells 
apoptosis. 

CONCLUSION: Nuclear Gli-1 expression is 
related to radioresistance of esophageal cancer 
cells. P162 enhances radiosensitivity of Eca109 
cell possibly by inhibiting Gli-1 expression and 
promoting apoptosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
Hedgehog(Hh)是
肿瘤干细胞信号
通路之一, 发现其
信号分子在食管
鳞癌中异常表达, 
近年的研究显示
肿瘤干细胞在肿
瘤放疗抵抗中起
极其重要的作用, 
那么, Hedgehog是
否导致食管癌的
放疗抵抗？.

摘要 
目的: 探讨新药多肽P162通过抑制Hedgehog
(Hh)信号转录因子Gl i-1对人食管癌细胞株
Eca109起放射增敏作用.       

方法: 反复多次X线(剂量累计60 G y)照射
Eca109诱导食管癌细胞Eca109R, 采用CCK8
法测增殖抑制率, 免疫细胞化学法、免疫荧光
技术测Gli-1的表达, HE染色观察细胞形态学
改变, Western blot测核内Gli-1表达及动态监
测Eca109放疗后核内Gli-1变化, 流式细胞仪
测细胞凋亡率. 实验分以下4组: 未照射加药
组、照射加药组、未照射不加药组和照射不
加药组, 每组中含Eca109、Eca109R两种细胞.       

结果: Eca109R增殖抑制率明显低于Eca109, 
具有一定放射抗拒性; Eca109R较Eca109高
表达Gli-1(0.45±0.01, 0.32±0.01, P <0.0001); 
Eca109放疗后Gli-1于2 d, 14 d表达与对照相
比(0.0882±0.011, 0.3560±0.015 vs  0.2552±
0.0103), 差异有统计学意义(P<0.05); 20 µmol/L 
P162干预Eca109R、Eca109细胞中, 与0 µmol/
L P162干预比较Gli-1表达下调, 分别为: 0.2553
±0.011, 0.2578±0.014(未照射), 0.1324±
0.012, 0.0595±0.011(照射2 d), 0.1741±0.013, 
0.2397±0.112(照射14 d), 差异均有统计学意
义(P<0.0001), P162联合放疗促细胞凋亡.

结论: Hh信号转录因子Gli-1与食管癌放射抗
拒相关. P162放射增敏作用可能与抑制转录
因子Gli-1、促细胞凋亡相关.       

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: Hedgehog(Hh)信号转录因子Gli-1与食

管癌放射抗拒相关. P162放射增敏作用可能与抑

制转录因子Gli-1、促细胞凋亡相关. 
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0  引言

食管癌是常见的消化系恶性肿瘤, 放疗是晚期

治疗重要手段, 但易形成放疗抵抗而复发[1,2], 靶
向G3BP多肽162-P162(中国专利2010101400323, 
PCT WO2011/124063 A1), 其结构能与G3BP蛋
白的NTF2结构域发生特异性结合, 干预G3BP蛋

白磷酸化. 已证实P162对高表达G3BP的食管癌

Eca109细胞有放射增敏作用, 但具体增敏机制

尚不完全清楚[3], 研究显示Hedgehog(Hh)通路在

食管癌异常激活[4-6], 且与放化疗抵抗相关[7,8]. 本
实验以食管癌细胞株Eca109及其诱导的具有一

定放射抗拒性细胞Eca109R为对象, 探讨食管癌

放射抗拒及P162的放射增敏作用与Hh信号通路

转录因子Gli-1的关系.       

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞株Eca109(由太和医院馈

赠); 多肽P162(武汉凯泰新生物技术有限公司); 
Gli-1抗体(Santa Cruz公司); 新生胎牛血清(杭
州四季青有限公司); RPMI 1640培养粉(Gibco
公司); 胰蛋白酶粉(Amresco公司), CCK-8试剂

(Sigma公司); 苏木素(Gibco公司)、伊红(Gibco
公司); 丙烯酰胺(Amresco); 甲叉双丙烯酰胺

(Amresco); BCA蛋白浓度测定试剂盒(碧云天); 
核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒(凯基生物); An-
nexin V-FITC凋亡试剂盒(Roche). CO2恒温细胞

培养箱(Heal Force公司); 酶联免疫检测仪(美国

宝特ELX800); 倒置显微镜(Olympus公司); 超速

低温离心机(Sigma公司); 流式细胞仪(美国贝克

曼公司FC 500 cytometers CXP分析软件); 37 ℃
恒温水浴箱(华普达公司);  垂直电泳槽(北京

六一仪器厂); Nikon ECLIPSE 80i荧光显微镜(日
本Nikon 公司).       
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 细胞置37 ℃、5%CO2培养箱中

培养, 其培养基为含有10%胎牛血清、青霉素

100 U/L、链霉素100 U/L的RPMI 1640, 细胞处

于对数生长期时进行实验.       
1.2.2 诱导Eca109R细胞: 取亲本细胞Eca109采
用Varian2300直线加速器6MV-X线照射8 Gy, 表
面加1.5 cm标准等效填充物, 放射源至标本距离

100 cm, 照射野10 cm×10 cm, 吸收剂量率为1.5 
Gy/min, 照射后置培养箱继续培养, 待细胞接近

长满瓶底时, 0.25%胰蛋白酶消化后重新接种培

养. 细胞处于对数期时, 再次X射线照射8 Gy. 重
复以上过程, 累计照射剂量至60 Gy[9].       
1.2.3 CCK-8法测Eca109、Eca109R细胞增殖

抑制率: 0、2、4、6、8 Gy剂量照射Eca109、
Eca109R细胞后, 将其消化成悬液, 以5000 cells/
well接种于96孔板, 重复6孔, 设空白调零组. 孔
中培养24、48、72 h后加10 µL CCK-8, 培养箱

孵育1 h, 选择450 nm处酶标仪测各孔吸光度(A ), 
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■相关报道
Yoshikaw报道核
蛋白Gli-1的表达
与食管鳞癌放疗
抵抗及复发有显
著联系. Zhu等也
表明Gli-1表达与
食管鳞癌放疗抵
抗相关. Chen等研
究显示放疗诱使
肝癌细胞自分泌
Shh配体激活Hh
信号通路产生放
疗抵抗.

计算增殖抑制率, 抑制率(inhibition rate, IR) =(1-
实验组平均A值/对照组平均A值)×100%.       
1.2.4 细胞免疫化学: 将对数生长期细胞Eca109、 
Eca109R消化成悬液, 以5×104 cells/mL接种于6
孔板中盖玻片上, 每孔2 mL, 孵育4 h后, 4%多聚

甲醛固定, 0.5%Triton X-100室温通透, 3%H2O2-
甲醇除内源性过氧化酶活性, 10%正常山羊血清

封闭, 敷Ⅰ抗兔抗人Gli-1(1∶100), 4 ℃湿盒过

夜, 加入相应的Ⅱ抗, 显微镜下控制DAB显色, 
待显色充分后, 水冲洗终止反应. 苏木素复染, 盐
酸乙醇分化, 二甲苯透明, 树胶封片, 镜下观察, 
拍照. Gli-1蛋白以胞质或胞核出现浅黄色至深棕

色颗粒判断为阳性细胞. 在显微镜下随机计数6
个高倍视野的细胞. 综合阳性细胞及染色强度所

占百分比2个方面进行半定量分析. 染色强度评

分: 0分: 无或染色极淡, 阴性(-); 1分: 浅棕黄色, 
弱阳性(+); 2分: 棕黄色, 阳性(++); 3分: 棕褐色, 
强阳性(+++). 阳性细胞百分比(A、B、C、D)分
别是-、+、++、+++各种染色强度细胞的百分

比. 染色强度指数 = A×0+B×1+C×2+D×3.       
1.2.5 免疫荧光: 细胞爬片处理同细胞免疫化学, 
4%的多聚甲醛固定, 0.5%Triton X-100室温通

透20 min, 正常山羊血清封闭, 敷Gli-1Ⅰ抗(1∶
150), 4 ℃湿盒过夜; 敷Ⅱ抗荧光(Cy3)标记羊抗

兔IgG(1∶100), 湿盒中20 ℃-37 ℃孵育1 h, 复染

核DAPI避光孵育5 min, 抗荧光淬灭剂封片液封

片, 显微镜下随机计数6个高倍视野的细胞, 计
算阳性细胞率.       
1.2.6 HE染色观察P162对Eca109、 Eca109R细

胞形态学影响: Eca109、 Eca109R细胞加入终

浓度为20 µmol/L P162, 同时对照细胞加入等量

RPMI 1640培养液, 作用48 h后做爬片处理, 苏
木素染色10 min, 盐酸乙醇分化, 伊红染色2 min,      
二甲苯透明, 树胶封片, 镜下观察, 拍照.       
1.2.7 Western blot测放疗后Eca109核内Gli-1表达

变化: 6 Gy X射线照射Eca109细胞后, 分别于1、
2、4、24、48、72 h、7、10、14、18 d后提取

核蛋白, 未照射Eca109细胞作空白对照. 测蛋白

浓度, 取50 μg总蛋白上样电泳, 蛋白分离后停止

电泳, 电转移至硝酸纤维素膜, 5%脱脂奶粉封

闭2 h, 加入封闭液稀释兔抗Gli-1Ⅰ抗(1∶300), 
4 ℃孵育过夜, TBST洗膜, 加入相应Ⅱ抗室温孵

育2 h, TBST洗膜,  ECL试剂盒暗室曝光显影.       
1.2.8 Western blot测处理组细胞核内Gli-1表达: 处
理组给予两种干预方法, 先20 µmol/L P162干预48 
h, 后6 Gy X线照射, 可分为4组, 即: 未照射不加药

组、未照射加药组、照射加药组和照射不加药组, 
每组均含Eca109、Eca109R两种细胞. 加药不加药

干预48 h后, 不照射细胞立即提取核蛋白-80 ℃保

存, 照射处理细胞于照射后48 h、14 d提取核蛋白, 
待核蛋白提取完毕统一进行Western blot.
1.2.9 流式细胞术测细胞凋亡率: 上述4组细胞加

药及不加干预理48 h后, 未照射及照射处理24 h
后用不含EDTA胰酶消化收集5×105细胞, PBS
洗涤2次(2000 r/min, 离心5 min), 悬浮于500 µL 
Binding Buffer中, 加入5 µL Annexin V-FITC混匀

后, 再加入5 µL Propidium Iodide混匀, 避光孵育

15 min, 过滤后上流式细胞仪检测.       
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行统

计分析. 计量资料用mean±SD表示, 组间比较采

用配对t检验, P162对Eca109、Eca109R细胞核内

Gli-1影响采用2×2析因设计, 正态Shapiro-Wilk
检验, P <0.05为差异有统计学意义.      

2  结果

2.1 E c a109、E c a109R细胞增殖抑制率差异 
Eca109、Eca109R细胞经X线照射后24、48、
72 h行CCK8检测, 发现相同时间各个照射剂量

下Eca109R增殖抑制率明显低于Eca109(表1, 图
1)(组间两两比较采用配对t检验, P <0.05). 与亲

本Eca109细胞相比, Eca109R细胞放射敏感性较

低, 具有一定放射抗拒性.       
2.2 Gli-1蛋白在Eca109、 Eca109R细胞定位表达

免疫细胞化学法、免疫荧光技术显示Gl i-1蛋
白表达位于胞核及胞浆, Eca109、Eca109R细

胞均有表达 ,  免疫组织化学染色强度分别为:        
1.05629±0.098, 1.703975±0.055(P <0.05)(图
2, 3). 免疫荧光阳性细胞率分别为: 39.9567%± 
0.0097%, 66.4589%±0.0251%(P <0.05)(图4, 5), 
差异有统计学意义.       
2.3 P162对Eca109、Eca109R细胞形态学影响 
HE观察显示: Eca109细胞呈圆形或不规则多边

形, 如铺路石排列(图6A). Eca109R细胞呈不规

则梭性, 不规则排列(图6B). 20 µmol/L P162处理

48 h后, Eca109细胞皱缩聚集, 变为不规则条形, 
可见细胞裂解相互融合(图6C). Eca109R细胞亦

表现为皱缩聚集, 可见核缩小、多核, 细胞裂解

融合(图6D).       
2.4 放疗后Eca109细胞核内Gli-1表达变化 West-
ern blot测X线照射后Eca109细胞1、2、4、24、
48、72 h、7、10、14 d时间点核内Gli-1表达, 
结果显示: 照射后Gli-1逐渐下调, 与未照射细胞
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■创新盘点
H h 信 号 转 录 因
子Gli-1在食管癌
Eca109细胞中表
达, 并与其放射抗
拒 相 关 ,  新 药 多
肽P162能够抑制
Gli-1的表达来增
加食管癌放射敏
感性.

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  不同剂量的X线对Eca109、Eca109R细胞的增殖抑制率(CCK8法) (mean±SD, n  = 6, %)

     

照射剂量(Gy)         

                                                                                IR

                   24 h                      48 h                    72 h

     Eca109   Eca109R     Eca109    Eca109R     Eca109    Eca109R

2 10.70±1.08   3.91±1.44 19.35±1.45   6.65±1.19 31.79±1.25   7.51±1.00 

4 12.65±1.09   9.53±1.17 36.11±1.47 11.81±1.14 47.94±0.93 13.64±1.17 

6 21.23±1.55 13.73±1.41 46.98±1.32 21.73±1.34 51.72±1.32 23.68±1.12 

8 43.52±1.07 31.64±1.41 56.93±1.20 32.84±1.52 71.95±1.36 38.35±1.11 

IR: 抑制率.
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图  1  放疗对Eca109、Eca109R的增殖抑制曲线. 
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图  2  Gli-1在Eca109R细胞中表达的染色强度(免疫组织化学×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.
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图  3  Gli-1在Eca109细胞中表达染色强度(免疫组织化学×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.
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相比于第48小时表达最低(P <0.05), 此后逐渐上

调, 于第14天表达最高(P <0.05), 18 d趋于下降趋

势(图7), 差异有统计学意义.       
2.5 P162对Eca109、 Eca109R细胞核内Gli-1影响 

Western blot测射线照射及P162干预后Eca109、
Eca109R细胞核内Gli-1变化, 结果显示: 未照射

加药组较未照射不加药组低表达Gli-1, 其中未

照射不加药组中, Eca109R较Eca109高表达Gli-

■应用要点
靶向作用于G3BP
的新型多肽P162
通过抑制Hh信号
通路逆转食管癌
放射抗拒, 阐明食
管癌放疗抗拒和
P162增敏放疗的
最新机制, 为食管
癌防治提供新的
理论依据和手段.
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A B

图  4  Gli-1在Eca109R细胞中表达的阳性率(免疫荧光×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.

A B

图  5  Gli-1在Eca109细胞中表达的阳性率(免疫荧光×400). A: Gli-1阳性; B: 阴性对照.

A

C D

B

图  6  经20 µmol/L P162作用48 h后Eca109、Eca109R细胞形态(HE×200). A: Eca109; B: Eca109R; C: P162+Eca109; D: 

P162+Eca109R.
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1(F  = 135.73, P <0.0001)(图8); 照射加药组较照

射不药组(照射后2、14 d)低表达Gli-1, 差异均

有统计学意义(P <0.05), 其中照射不加药组(照射

后2、14 d)中, Eca109与Eca109R的 Gli-1表达无

统计学差异[分别为F  = 1.89, P  = 0.2064(2 d), F  = 
0.45, P  = 0.5191(4 d)](图9, 10).       
2.6 P162联合放疗对Eca109、Eca109R细胞凋

亡影响 由表2、图11可知P162联合放疗促进

Eca109R、Eca109细胞凋亡.       

3  讨论

Hh经典信号通路主要由Hh配体(Dhh、Ihh、
Shh)、PTCH和Smo组成的受体复合物以及下游

转录因子Gli等组成, 其中Gli-1是Hh下游靶基因

的强激活子, 核内Gli-1蛋白水平与Gli-1的转录

活性成正比, 核蛋白Gli-1的表达水平是反映Hh
信号通路活性[10]. Yoshikaw等[11]报道核蛋白Gli-1

■同行评价
本文设计合理可
靠, 有系统的理论
分析和有价值的
结论.
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图  7  Eca109细胞放疗后不同时间点核蛋白Gli-1的表达. A: Western blot结果; B: Eca109细胞放疗后不同时间点核蛋白Gli-1

表达水平.
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图  8  不照射加药组、未照射不加药组细胞核内蛋白Gli-1
的表达. A: Western blot结果, 参照为核蛋白LaminB; B: 未

照射加药组、未照射不加药组细胞核内蛋白Gli-1表达水

平. 1: Eca109; 2: Eca109+20 μmol/L P162; 3: Eca109R; 4: 

Eca109R+20 μmol/L P162.
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图  9  照射加药组、照射不加药组(照射后2 d)核蛋白Gli-1
的表达. A: Western blot结果. 参照为核蛋白LaminB; B: 照

射加药组、照射不加药组(照射后2 d)核蛋白Gli-1表达水

平. 1: Eca109; 2: Eca109+20 μmol/L P162; 3: Eca109R; 4: 

Eca109R+20 μmol/L P162.
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图  10  照射加药组、照射不加药组(照射后14 d)核蛋白
Gli-1的表达. A: Western blot结果. 参照为核蛋白LaminB; B: 

照射加药组、照射不加药组(照射后14 d)核蛋白Gli-1表达

水平. 1: Eca109; 2: Eca109+20 μmol/L P162; 3: Eca109R; 4: 

Eca109R+20 μmol/L P162.
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的表达与食管鳞癌放疗抵抗及复发有显著联系. 
Zhu等[7]也表明Gli-1表达与食管鳞癌放疗抵抗相

关. Chen等[12]研究显示放疗诱使肝癌细胞自分

泌Shh(sonic hedgehog)配体激活Hh信号通路产

生放疗抵抗. 本实验发现亲本食管癌Eca109细
胞经放疗后Gli-1下调后上调, 放射抗拒性食管

癌细胞较亲本食管癌细胞上调核蛋白Gli-1, 而
两种细胞经放疗后2及4 d时Gli-1变化没有差异, 
提示Hh信号通路异常激活可能与食管癌放射抗

拒相关.       
Hh信号诱导放疗抗拒的机制目前尚不清楚, 

推测其可能的机制是因Hh为调控肿瘤干细胞的

重要通路之一, 在肿瘤干细胞自我更新、细胞

持续分化以及肿瘤细胞侵袭转移等方面均扮演

重要角色, 维持肿瘤的生存和促进肿瘤细胞的

再增殖[13,14], 而肿瘤干细胞是导致肿瘤复发、转

移、放疗抵抗的主要根源[15-18].       
已证实食管癌放射抗拒细胞富集大量食管

癌干细胞, 具有无限增殖、自我更新、细胞球

形成力、高致瘤力等干细胞特性[19,20], 前期我

们发现食管癌Eca109细胞随着放疗剂量的增加

SP细胞、干细胞标志物β-catenin、食管癌干细

胞标志物P75NTR的表达逐渐上调, 而P162抑
制P75NTR表达[3]、干扰Ras-PI3K-Akt的增殖信

号通路、抑制AKT、ERK、NF-κB的表达, 上调

凋亡信号通路[21]. 研究发现抑制Hh信号增敏放 

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com
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图  11  P162联合放疗对Eca109R、Eca109细胞凋亡影响流式图(20 µmol/L P162, IR照射剂量为6 Gy). A: Eca109; B: Eca109+IR; 

C: Eca109+P162; D: Eca109+P162+IR; E: Eca109R; F: Eca109R+IR; G: Eca109R+P162; H: Eca109R+P162+IR.
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疗[22], Gu等 [23]表明阻滞Hh通过干扰肿瘤干细

胞增敏放疗并阻止远处癌肿转移, C h e n等 [24]

表明抑制Gli-1 mRNA表达可促进肝癌细胞凋

亡. 本实验发现单独P162及P162联合放疗下调

Eca109、Eca109R核内蛋白Gli-1, 并促使其凋

亡. 提示多肽P162抑制Hh信号激活, 联合放疗促

进食管癌细胞凋亡.       
然而P162具体通过什么信号分子抑制Hh通

路亦尚未清楚, 已发现非经典Hh通路是由信号

通路RAS、AKT、TGFβ不依赖配体蛋白激活转

录因子Gli[25], 其中RAS-MEK信号通路是最主要

的非经典Hh信号通路[26,27]. NF-κB靶向激活Shh 
mRNA及蛋白的表达抵抗TNF诱导凋亡[28], 据
此可推测P162可通过NF-κB直接抑制经典Hh通
路, 还可经 RAS-MEK、PI3K-Akt抑制非经典Hh 
通路.       

总之, Hh信号通路在人食管癌Eca109细胞

系中存在异常激活, 并与放射抗拒相关. P162对
食管癌的放疗增敏作用可能涉及促进细胞凋亡, 
抑制Hh信号激活及食管癌干细胞表达, 还可能

涉及其他影响因素, 如DNA损伤修复机制、细

胞周期再分布、肿瘤细胞再增殖等. Hh信号激

活导致放射抗拒的机制及其与食管癌干细胞之

间的关系、P162增敏放疗的具体机制尚需进一

步探讨.       
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