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　　［摘　要］　目的：探讨半乳糖凝集素９（ｇａｌｅｃｔｉｎ９）对结直肠癌细胞凋亡的影响及机制。方法：在结直肠癌细
胞系ＨＴ２９中分别转染ｇａｌｅｃｔｉｎ９过表达载体ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９和对照载体ｐｃＤＮＡ３１，用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达效果。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定细胞中活化的 ｃａｓｐａｓｅ３
水平，以及ＳＨＨ信号通路蛋白Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和ＳＨＨ的表达变化。用ＳＨＨ信号通路特异性抑制剂 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ处理上
调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌细胞，用上述方法检测细胞凋亡、细胞中活化的ｃａｓｐａｓｅ３水平，以及ＳＨＨ信号通路蛋
白Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和ＳＨＨ的表达变化。结果：ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９可显著上调结直肠癌ＨＴ２９细胞中ｇａｌｅｃｔｉｎ９的ｍＲ
ＮＡ和蛋白水平。上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达后的结直肠癌ＨＴ２９细胞凋亡率升高，细胞中活化的ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平升高，
同时细胞中ＳＨＨ信号通路蛋白Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和ＳＨＨ的表达水平降低（Ｐ＜００５）。Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ处理可以进一步诱导
上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌ＨＴ２９细胞凋亡，促进细胞中活化的ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平上调，降低细胞中ＳＨＨ信号
通路的激活水平（Ｐ＜００５）。结论：Ｇａｌｅｃｔｉｎ９通过抑制ＳＨＨ信号通路诱导结直肠癌ＨＴ２９细胞凋亡。
　　［关键词］　结直肠癌；半乳糖凝集素９；细胞凋亡；ＳＨＨ信号通路
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　　结直肠癌是一个全球范围内的健康问题，其发
病率和死亡率较高，随着结直肠癌早期诊断和治疗

方法的不断进步，结直肠癌患者的生存率得到显著

提高，但是由于结直肠癌发展速度快、恶性程度极

高，其仍然严重威胁人类健康，探讨结直肠癌发病机

制对于结直肠癌的治疗具有重要意义［１］。Ｓｏｎｉｃ
Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（ＳＨＨ）信号通路是一种与肿瘤发生有关的
信号转导通路，其在肿瘤组织中过度激活，抑制其激

活后可以降低肿瘤细胞的生长速度，并诱导其凋

亡［２］。半乳糖凝集素 ９（ｇａｌｅｃｔｉｎ９）在人类的脾脏、
外周血淋巴细胞和胸腺等免疫组织及胃和肝脏等内

胚层起源组织中广泛表达。多项研究表明，ｇａｌｅｃｔｉｎ
９在正常组织中的表达水平高于肿瘤组织，如结直肠
癌和乳腺癌等。在卵巢癌中的研究显示，ｇａｌｅｃｔｉｎ９
高表达可以诱导肿瘤细胞凋亡，其在卵巢癌中发挥

抑制作用［３５］。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在结直肠癌细胞凋亡中的
作用目前尚不明确。本实验用结直肠癌 ＨＴ２９细胞
作为体外研究对象，初步探讨 ｇａｌｅｃｔｉｎ９对结直肠癌
细胞凋亡的调控作用及机制，为明确结直肠癌的发

病机制奠定基础。

材　料　和　方　法

１　材料
结直肠癌细胞系 ＨＴ２９购自上海素尔生物科技

有限公司；ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９由上海吉玛制药技
术有限公司构建；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；
ＰＣＲ和ｃＤＮＡ合成试剂均购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；引物由
生工生物工程（上海）股份有限公司合成；抗ｇａｌｅｃｔｉｎ
９抗体购自 ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ；抗 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１
和ＳＨＨ抗体购自ＡＢＧＥＮＴ；ＳＨＨ信号通路特异性抑
制剂ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ购自上海瀚香生物科技有限公司。
２　方法
２．１　细胞分组　ＨＴ２９细胞在转染前的１ｄ接种到２４
孔培养板内，细胞融合度为９０％时进行细胞转染。用
灭菌的ＰＢＳ将细胞洗涤２次，换成不含血清的ＲＰＭＩ
１６４０培养液培养，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行细胞转
染。将 ｇａｌｅｃｔｉｎ９过表达质粒 ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９
和对照质粒ｐｃＤＮＡ３．１用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染到
细胞中。转染２４ｈ后的细胞用６００ｍｇ／Ｌ的Ｇ４１８筛
选阳性克隆，筛选４周后，挑选阳性克隆扩大培养。
转染 ｐｃＤＮＡ３．１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９和 ｐｃＤＮＡ３１后的 ＨＴ２９
细胞分别记为 ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９组和 ｐｃＤＮＡ３１
组，另将没有转染任何质粒 ＤＮＡ的细胞作为空白对
照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组。用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测
定过表达的效果。

２２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验　在 ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐｃＤＮＡ３１和
ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９各组细胞密度为９０％时，按照
每１０６个细胞中加入１ｍＬ的 ＴＲＩｚｏｌ裂解液，提取细
胞中的总ＲＮＡ，保存在 －７０℃。取２μｇ的 ＲＮＡ与
０５μｇ的ＯｌｉｇｏｄＴ混合置于７０℃孵育５ｍｉｎ后放置
于冰上静置２ｍｉｎ，再添加５μＬ的５×ＭＭＬＶｂｕｆｆｅｒ、
１２５μＬ的ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、２５Ｕ的ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０
Ｕ／μＬ）和２００Ｕ的ＭＭＬＶ（２００Ｕ／μＬ），添加ＲＮａｓｅ
ｆｒｅｅｄＨ２Ｏ至２５μＬ，置于４２℃保温约２ｈ，在９５℃
孵育 １５ｍｉｎ后，置于冰上冷却，得到 ｃＤＮＡ。Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ体系：２５μＬ的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭｉｘ（含有
４ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｇ２＋）、各 １μＬ的上下游引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）、０３μＬ的 ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、２μＬ的
ｃＤＮＡ和２０７μＬ的ｄｄＨ２Ｏ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ程序为：
９５℃ １２０ｓ；９５℃ ３０ｓ、５９℃ ２５ｓ、７２℃ ３０ｓ，共４５
个循环。ＧＡＰＤＨ为内参照。用２－ΔΔＣｔ法计算分析各
组细胞中 ｇａｌｅｃｔｉｎ９水平。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９的上游引物序
列为 ５’ＣＧＣＣＣＣＴＧＧＡＣＡＧＡＴＧＴＴ３’，下游引物序
列为 ５’ＧＡＣＡＧＧＡＧＧＡＴＧＧＡＣＴＴＧＧＡ３’；ＧＡＰＤＨ
的上游引物序列为 ５’ＡＧＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ
３’，下游引物序列为 ５’ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴ
ＴＣ３’。
２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　在 ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐｃＤＮＡ３１和
ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９各组细胞密度为９０％时，以胰
蛋白酶消化后，添加蛋白裂解液，每１０６个细胞加入
５００μＬ的裂解液，４℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，用移
液枪取上清分装以后，保存在 －２０℃。按照常规
ＢＣＡ法对蛋白进行定量以后，进行电泳。常规方法
配制１２％分离胶以及５％浓缩胶，每个泳道中添加
４０μｇ样品，设置电压为９０Ｖ，观察蛋白进入到底部
边缘后，终止电泳。取出凝胶，进行转膜。转膜：电

压设置为９０Ｖ，将转膜装置放在冰上进行，转膜２ｈ
后，关闭电源，此时凝胶上的蛋白被转移到ＮＣ膜上。
把ＮＣ膜放在提前配制好的５％脱脂奶粉的平皿中
封闭，室温缓慢摇晃反应６０ｍｉｎ。用 ＴＢＳＴ把 ＮＣ膜
洗涤３次以后，将 ＮＣ膜放在含有１∶２００稀释抗 ｇａ
ｌｅｃｔｉｎ９抗体的溶液内，置于４℃冰箱内缓慢摇晃过
夜反应，再以ＴＢＳＴ洗膜后，至于１∶４０００稀释的 ＩＩ
抗反应液中，置于室温条件结合２ｈ，同样以ＴＢＳＴ洗
膜，用ＥＣＬ显色，曝光（Ｘ胶片）后，分析内参照ＧＡＰ
ＤＨ和目的蛋白ｇａｌｅｃｔｉｎ９的吸光度（Ａ）值。
２４　ＭＴＴ法检测细胞活力　各组细胞接种到９６孔
细胞培养板，每孔中加入４×１０４个细胞。放在 ＣＯ２
培养箱中培养４８ｈ以后，添加ＭＴＴ溶液２０μＬ，置于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱反应４ｈ，弃掉上清，添加二甲
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基亚砜溶液１５０μＬ，结合反应１０ｍｉｎ后，置于酶标
仪检测４９０ｎｍ处的Ａ值，计算各组细胞存活率。存
活率（％）＝实验组Ａ值÷对照组Ａ值×１００％。
２５　流式细胞术检测细胞凋亡 　 在 ｃｏｎｔｒｏｌ、
ｐｃＤＮＡ３１和ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９各组细胞培养密
度为９０％时添加ＰＢＳ将细胞各洗涤３次以后，加入
４００μＬ缓冲液，分别加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ约５
μＬ，室温中结合１５ｍｉｎ，上流式细胞仪检测结直肠癌
细胞的凋亡情况。

２６　细胞中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和 ＳＨＨ蛋
白水平的测定　Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐｃＤＮＡ３１和 ｐｃＤＮＡ３１
Ｇａｌｅｃｔｉｎ９各组细胞用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法测定细胞内
的ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和 ＳＨＨ蛋白水平，步
骤同上，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和 ＳＨＨ抗体稀
释倍数分别为：１∶１００、１∶６００、１∶６００和１∶６００。
２７　ＳＨＨ信号通路抑制剂 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对结直肠癌
ＨＴ２９细胞凋亡的影响　取转染 ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ
９后的细胞，在实验０ｈ时，添加 ＳＨＨ信号通路特异
性抑制剂ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ（终浓度为３０μｍｏｌ／Ｌ），记为
ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９＋ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ组，培养 ２ｄ后，

分别检测细胞凋亡（流式细胞术）及细胞中 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和ＳＨＨ蛋白水平，步骤同上，结
果以ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９细胞作为对照。
３　统计学分析
　　实验数据用ＳＰＳＳ２１０软件进行分析，计量资料
用均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。两组数据用独
立样本ｔ检验，多组间差异使用方差分析并用 Ｂｏｎ
ｆｅｒｒｏｎｉ校正的ｔ检验进行两两比较。以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

结　　果

１　ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９上调结直肠癌 ＨＴ２９细胞
中ｇａｌｅｃｔｉｎ９的表达水平
　　结直肠癌ＨＴ２９细胞中转染ｐｃＤＮＡ３１Ｇａｌｅｃｔｉｎ
９后，细胞中ｇａｌｅｃｔｉｎ９的 ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著
升高（Ｐ＜００５），转染对照载体ｐｃＤＮＡ３１对结直肠
癌ＨＴ２９细胞中ｇａｌｅｃｔｉｎ９的ｍＲＮＡ和蛋白水平没有
影响，见图１。这说明成功构建了上调 ｇａｌｅｃｔｉｎ９表
达的结直肠癌ＨＴ２９细胞株。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ９ｉｎｔｈｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒＨＴ２９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ａ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ
９ｉｎｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｂ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ９ｉｎｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　转染后结直肠癌细胞中ｇａｌｅｃｔｉｎ９水平的变化

２　上调 ｇａｌｅｃｔｉｎ９诱导结直肠癌细胞凋亡和
ｃａｓｐａｓｅ３活化
　　上调 ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌细胞凋亡率显
著提高，细胞存活率降低，细胞中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

蛋白水平升高，ｃａｓｐａｓｅ３活化水平增多（Ｐ＜００５），
见图２。这说明上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达可以明显诱导结
直肠癌细胞凋亡，降低细胞活力，促进 ｃａｓｐａｓｅ３活
化。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅｃｏｌｏ
ｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒＨＴ２９ｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｇａｌｅｃｔｉｎ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ；Ｂ：ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ９ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ９ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达对结直肠癌ＨＴ２９细胞活力、凋亡和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平的影响

３　上调 ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达降低结直肠癌 ＨＴ２９细胞中
ＳＨＨ信号通路的激活水平
　　上调 ｇａｌｅｃｔｉｎ９的结直肠癌 ＨＴ２９细胞中 ＳＨＨ
信号通路关键蛋白Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和ＳＨＨ表达水平降低，

ＳＨＨ信号通路激活水平降低（Ｐ＜００５），见图３。这
说明上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９可以明显抑制结直肠癌 ＨＴ２９细
胞中ＳＨＨ信号通路的激活。
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Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ９ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｍｏ，Ｇｌｉ１ａｎｄＳＨＨｏｆＳＨＨｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
ｔｈｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒＨＴ２９ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达对结直肠癌ＨＴ２９细胞中ＳＨＨ信号通路关键蛋白Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和ＳＨＨ表达的影响

４　ＳＨＨ信号通路特异性抑制剂 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ抑制
上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌 ＨＴ２９细胞中 ＳＨＨ
信号通路的激活

　　ＳＨＨ信号通路特异性抑制剂 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ处理
上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌 ＨＴ２９细胞，细胞中

ＳＨＨ信号通路关键蛋白 Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和 ＳＨＨ的表达水
平降低，ＳＨＨ信号通路激活水平进一步降低（Ｐ＜
００５），见图４。这说明ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ可以明显抑制上
调ｇａｌｅｃｔｉｎ９的结直肠癌细胞中 ＳＨＨ信号通路的激
活。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＨＨｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＳｍｏ，Ｇｌｉ１ａｎｄＳＨＨｉｎｔｈｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇａｌｅｃｔｉｎ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｐｃＤＮＡ３．１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９
ｇｒｏｕｐ．

图４　Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌ＨＴ２９细胞中ＳＨＨ信号通路关键蛋白Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和ＳＨＨ表达的影响

５　ＳＨＨ信号通路特异性抑制剂 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ诱导
上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌ＨＴ２９细胞凋亡
　　ＳＨＨ信号通路特异性抑制剂 ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ处理
上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌 ＨＴ２９细胞，细胞凋
亡率和 ｃａｓｐａｓｅ３活化水平升高（Ｐ＜００５），见图５。
这说明ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ可以明显促进上调 ｇａｌｅｃｔｉｎ９表
达的结直肠癌ＨＴ２９细胞的凋亡。

讨　　论

　　Ｇａｌｅｃｔｉｎｓ蛋白家族对β半乳糖苷具有较强的亲

和力，目前发现至少１５个蛋白成员，其主要在细胞
核和细胞浆中存在，参与细胞内信号转导过程，其蛋

白家族成员在人体组织中广泛存在，参与炎症、血管

生成、母婴耐受等多种生理和病理过程［６８］。Ｇａｌｅｃ
ｔｉｎ９最早在研究霍奇金淋巴瘤肿瘤抗原中发现其具
有调控肿瘤细胞生物学特性的作用，后续在多种肿

瘤和对应的癌旁组织中发现其表达水平差异较

大［９１０］。多数研究表明，ｇａｌｅｃｔｉｎ９在肿瘤中的表达
水平低于对应的癌旁组织，在乳腺癌、肾癌和宫颈癌

等肿瘤中的研究表明，ｇａｌｅｃｔｉｎ９在肿瘤中表达下调，
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Ｆｉｇｕｒｅ５．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｇａ
ｌｅｃｔｉｎ９ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．Ａ：ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｇａｌｅｃｔｉｎ９ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｈｅＨＴ２９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｇａｌｅｃｔｉｎ９ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ
ｐｃＤＮＡ３．１Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ｇｒｏｕｐ．

图５　Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对上调ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达的结直肠癌细胞凋亡和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平的影响

而在白血病等肿瘤细胞中发现 ｇａｌｅｃｔｉｎ９表达水平
增加［１１１３］。目前的研究显示，ｇａｌｅｃｔｉｎ９在结直肠癌中
低表达，其表达水平与肿瘤的分化程度、肿瘤患者性别

和年龄等无关，与肿瘤患者远端转移等有关［３，１４］。

　　Ｇａｌｅｃｔｉｎ９具有调控肿瘤细胞凋亡作用，在胃癌
和卵巢癌等肿瘤细胞中均已证实，ｇａｌｅｃｔｉｎ９过表达
后可以通过促进胃癌细胞中ｃａｓｐａｓｅ３的活化发挥促
凋亡作用［５，１５１７］。Ｃａｓｐａｓｅ３是目前研究公认的细胞
凋亡的执行因子，其位于 ｃａｓｐａｓｅ凋亡反应的下游，
不仅参与肿瘤细胞等病理细胞凋亡过程，还参与心

肌细胞、软骨细胞等生理细胞凋亡过程，ｃａｓｐａｓｅ３只
有被激活后才可以发挥凋亡促进的作用［１８２０］。本实

验表明，高表达ｇａｌｅｃｔｉｎ９的结直肠癌细胞凋亡率升
高，细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３活化水平也升高，ｇａｌｅｃｔｉｎ９可
诱导结直肠癌细胞凋亡，这与上述实验报道结果均

表明，ｇａｌｅｃｔｉｎ９能够促进肿瘤细胞凋亡，ｇａｌｅｃｔｉｎ９可
能在肿瘤发生中发挥抑制作用。

　　ＳＨＨ基因定位于 ７ｑ３６染色体上，是人类 ３种
Ｈｅｄｇｅｈｏｇ同源基因中最为重要、研究最为广泛的一
种，在人类的多种组织和器官中广泛存在，其不仅参

与正常组织器官的生理功能发挥过程，还参与肿瘤

和心血管系统疾病等病理过程［２１２３］。Ｓｍｏ是一种７
次跨膜的单一肽链，是 ＳＨＨ信号通路的重要组成部
分，其可以调控Ｇｌｉ１的活化，参与下游靶基因的调控
作用，ＳＨＨ信号通路在消化系统恶性肿瘤、泌尿系统
恶性肿瘤等肿瘤组织中异常激活，其参与肿瘤的发

生和发展，抑制ＳＨＨ信号通路可以下调肿瘤细胞的
恶性表型，诱导肿瘤细胞凋亡［２４２５］。ＳＨＨ信号通路
不仅可以直接调控肿瘤细胞凋亡，还参与多种与肿

瘤相关基因调控肿瘤细胞凋亡过程，如 ＢＲＤ４、ＬＫＢ１
等［２６２７］。本实验表明，高表达 ｇａｌｅｃｔｉｎ９的结直肠癌
ＨＴ２９细胞中Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１和 ＳＨＨ蛋白水平降低，并且
用ＳＨＨ信号通路抑制剂可以协同 ｇａｌｅｃｔｉｎ９共同诱
导结直肠癌 ＨＴ２９细胞凋亡，即 ｇａｌｅｃｔｉｎ９通过下调
ＳＨＨ信号通路激活水平而诱导结直肠癌细胞凋亡。
　　综上所述，ｇａｌｅｃｔｉｎ９在结直肠癌 ＨＴ２９细胞凋
亡中发挥促进作用，其作用机制与 ＳＨＨ信号通路激
活受阻有关。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在结直肠癌中可能发挥抑
癌蛋白的作用，对于其是具体通过何种方式靶向调

控ＳＨＨ信号通路尚未研究。本实验没有在多株结

·４６４·



直肠癌细胞中进行验证，在后续实验中会对上述内

容进行探索。本实验结果明确了 ｇａｌｅｃｔｉｎ９对结直
肠癌细胞凋亡的调控作用及机制，为阐明结直肠癌

发病机制奠定了基础。
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