
中国组织工程研究  第 17卷 第 14期  2013–04–02出版 
Chinese Journal of Tissue Engineering Research  April 2, 2013  Vol.17, No.14 
 
doi:10.3969/j.issn.2095-4344.2013.14.009      [http://www.crter.org] 
陈浩，许浪.信号通路对胃癌干细胞及胃癌发生的影响[J].中国组织工程研究，2013，17(14):2532-2537. 
 
 

                                                P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 2532 

www.CRTER.org 

陈浩★，男，1980年生，
湖北省仙桃市人，汉族，

2008 年华中科技大学毕
业，硕士，主治医师，主

要从事胃肠道肿瘤、腹腔

镜方面的研究。 
chenhaojingzhou@ 
163.com 
 
通讯作者：许浪，博士，

副教授，武汉科技大学医

学院病理教研室，湖北省

武汉市  430064 
643025@qq.com 
 
中图分类号:R394.2 

文献标识码:A 

文章编号:2095-4344 

(2013)14-02532-06 

 
收稿日期：2012-07-24 

修回日期：2012-08-29 

(20120524009/D·C) 
 
 
 
 
 
 

 

信号通路对胃癌干细胞及胃癌发生的影响★ 
 
陈  浩1，许  浪2 

 
1荆州市中心医院胃肠外科，湖北省荆州市  434100 
2武汉科技大学医学院病理教研室，湖北省武汉市  430064 

 

文章亮点： 

采用肿瘤球悬浮分选法从胃癌组织标本中分选胃癌干细胞、采用免疫组化 SP 法检测 Hedgehog 及
Wnt/β-catenin 信号通路主要分子 SHH、GLI1、Wnt2 及 β-catenin 在胃癌干细胞中的表达，探讨
Hedgehog与Wnt/β-catenin信号通路在胃癌发生发展中的作用机制。 

关键词： 

干细胞；肿瘤干细胞；胃癌；胃癌干细胞；Hedgehog信号通路；Wnt/β-catenin信号通路；SHH；GLI1；
Wnt2；β-catenin；克隆球细胞；免疫组化；阳性细胞；干细胞图片文章 
 

摘要 

背景：Hedgehog 与 Wnt/β-catenin 信号通路对胃癌干细胞的影响及在胃癌发生发展中的作用机制少见
报道。 

目的：探讨 Hedgehog与Wnt/β-catenin信号通路在胃癌发生发展中的作用机制。 

方法：采用肿瘤球悬浮分选法从胃癌组织标本中分选胃癌干细胞。采用免疫组化 SP法检测 Hedgehog 
及Wnt/β-catenin信号通路主要分子 SHH、GLI1、Wnt2 及 β-catenin在胃癌干细胞中的表达。Spearman
相关分析各细胞因子间的相关性分析。  

结果与结论：SHH、GLI1、Wnt2及 β-catenin 在胃癌干细胞中的阳性表达率分别为 74.7%，78.3%，
85.5%和 83.3%，均显著高于癌旁组织的阳性表达率(P < 0.05)。各细胞因子间在胃癌干细胞中的表达
均呈正相关(P < 0.05)。说明在胃癌干细胞中 Hedgehog及Wnt/β-catenin信号通路均被激活，二者互相
作用可能参与了胃癌的发生发展，为胃癌的干细胞治疗提供了新的研究方向。 
 

 

Signal pathway effects on gastric cancer stem cells and gastric cancer 
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Abstract 

BACKGROUND: The effect of Hedgehog and Wnt/β-Catenin signal pathway on gastric cancer stem cells 
and the occurrence and development of gastric cancer is rarely reported.  

OBJECTIVE: To investigate the mechanism of Hedgehog and Wnt/β-Catenin signal pathway on 
occurrence of gastric cancer stem cells.  

METHODS: Gastric cancer stem cells were selected from cell suspension in the culture system of  
serum-free medium by magnetic activated cell sorting system. Immunohistochemical SP test was applied to 
detect the expressions of SHH, GLI1, Wnt2 and β-Catenin protein in gastric cancer stem cells. The 
relationship among these factors was analyzed by Spearman.   
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RESULTS AND CONCLUSION: The expression positive rates of SHH, GLI1, Wnt2 and β-Catenin were 74.7%, 
78.3%, 85.5% and 83.3% respectively. It was remarkably higher than that of tissues adjacent to cancer (P < 0.05). 
The expression of each factors had negative relationships (P < 0.05). Hedgehog and Wnt/β-Catenin signal 
pathway were stimulated abnormally in gastric cancer stem cells. These two pathways may have a 
co-relationship in gastric cancer occurrence. It provides a new research direction for the treatment of gastric 
cancer. 

Key Words: stem cells; tumor stem cells; gastric cancer; gastric cancer stem cells; Hedgehog signal pathway; 
Wnt/β-catenin signal pathway; SHH; GLI1; Wnt2; β-catenin; clone cells; immunohistochemistry; positive cells; 
stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 
 
胃癌是世界上第4高发的肿瘤，在每年因癌症死亡的100万人中，胃癌致死率位列第二，

仅次于肺癌
[1]
，中国是胃癌高发国家，每年新发病例占全球的40%[2]

。近来研究表明胃癌发

生部位与胃干细胞定居部位一致，提示胃癌可能是一种干细胞疾病。Hedgehog信号通路在
胚胎发育和组织器官形成等过程中具有重要作用，其成员的上调激活与胃癌的发生、发展密

切相关
[3]
。 

 

Wnt/β-Catenin信号通路参与了胚胎发育、细胞增殖、细胞分化等正常生理过程，该信号
途径各组件突变的终点是干细胞区域的不适当扩增和其分化的子代的增殖，最终在获得其他

变异的情况下导致恶性事件的发生，形成侵袭性的肿瘤细胞，是多种恶性肿瘤发生的重要原

因
[4]
。但是Hedgehog与Wnt/β-catenin信号通路对胃癌干细胞的影响及在胃癌发生发展中的

作用机制少有报道，实验将对此进行探讨。 
 

1  对象和方法 

 

设计：回顾性病例分析。 
时间及地点：于2007年6月至2011年11月在荆州市中心医院胃肠外科完成。 

对象：经手术切除并由病检确诊的胃癌患者83例，其中男42例，女31例，年龄41-72
岁，平均(55.4±3.5)岁。以30例胃癌癌旁良性胃组织(与癌组织距离>5 cm)作对照。标本取

出后立即经体积分数10%甲醛固定，常规石蜡包埋后封存。实验过程符合医学伦理学标准。 
Hedgehog与Wnt/β-catenin信号通路对胃癌干细胞影响实验的主要试剂及仪器： 

Main reagents and instruments: 

 

 
 

 
 

 
 

 

 

试剂及仪器 来源 

DMEM/F12培养基、Ⅰ型胶原酶、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、 
表皮生长因子(EGF) 
胰蛋白酶和 EDTA 
新生牛血清、40 μm筛网、CD44鼠抗人单克隆抗体、 

SHH兔抗人单克隆抗体 
GLI1兔抗人单克隆抗体、Wnt2兔抗人单克隆抗体、 
β-catenin鼠抗人单克隆抗体 

MACS磁性分选系统 
兔抗鼠 IgG、SP 免疫组化试剂盒 

武汉博士德生物公司 
 
武汉御和生物有限公司 
上海亿欣生物科技有限公司 
 
Santa Cruz 公司 
 
Miltenyi Biotec 公司 
武汉子心科技生物有限公司 
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方法： 

胃癌干细胞的原代培养、分化及鉴定：无菌条件下取肿

瘤标本，常规脱蜡水化并微波抗原修复，剔除血管及坏

死组织，以D-Hank’s液洗净标本，剪碎标本以胰蛋白酶

消化，然后用体积分数10%胎牛血清终止消化，离心，
去上清，收集细胞并充分混悬，加入CD44+

抗体包被的

超微磁珠混匀，安装分离柱至磁场，以2 mL缓冲液将阳
性结合细胞冲出，离心接种到含表皮生长因子(20 µg/L)，

碱性成纤维细胞生长因子(20 µg/L)，白血病抑制因子 
(10 µg/L)，b27(1x)的无血清培养基中，于37 ℃，体积分

数5% CO2，饱和湿度培养箱中培养。在培养基中克隆球

细胞贴壁分化增值，将CD44+
作为胃癌干细胞的标记物，

对克隆球细胞做免疫荧光染色鉴定，染色阳性即为胃癌干

细胞，阴性则不是，将分离的干细胞制备成细胞悬液。 

免疫组化染色：取细胞悬液涂片，100%冷丙酮4 ℃
固定5 min，按照 SP 免疫组化试剂盒说明操作。免疫

组化一抗为抗 SHH、抗 GLI1、抗Wnt2及抗β-catenin，
稀释倍数均为1∶100，DAB显色。以已知阳片作为阳性

对照，以PBS代替一抗作为阴性对照。 
结果判定：细胞内出现棕黄色颗粒即定为阳性，无棕

黄色颗粒为阴性。每张切片随机选择5个以上视野，选取
具有代表性的肿瘤区域在高倍镜下(×400)，计数1 000个

肿瘤细胞，计数细胞总数及核阳性细胞数，按阳性细胞

所占的百分比计分：阳性细胞率≤10%为 1分，阳性细

胞率>10%且≤50%为 2分，阳性细胞率>50%且≤75%
为3分，阳性细胞率>75%为4分；同时，根据着色强度

按无着色、淡黄色、棕黄色和棕褐色计分：阴性1分，
弱染色2分，中等程度染色3分，强染色4分。再通过二

者的乘积来计算阳性表达率。 
主要观察指标：SHH、GLI1、Wnt2及β-catenin蛋

白在胃癌干细胞中的表达。 
统计学方法：所有数据采用SPSS 13.0统计软件进

行分析，组间比较采用χ
2
检验及Spearman相关分析，

以P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  SHH、GLI1、Wnt2及β-catenin在胃癌干细胞及癌

旁组织中免疫组化染色  SHH蛋白的阳性染色主要位
于细胞膜，以出现均匀完整的胞膜为阳性细胞；Gli1及

β-catenin蛋白阳性染色定位于细胞核中，为棕黄色或棕
褐色颗粒；Wnt2的阳性表达定位于细胞质，以胞质内出

现均匀一致的棕黄色颗粒定义为阳性细胞，见图1-4。 

 
    

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

    
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

图 1  SHH蛋白在人胃癌干细胞及癌旁组织中免疫组化染色
观察(×400) 

Figure 1  Immunohistochemical staining of SHH in gastric 
cancer stem cells and adjacent tissues (×400) 

A：胃癌干细胞   

注：以出现均匀完整的胞膜为阳性细胞(箭头)，胃癌干细胞中的
表达显著高于癌旁组织。 

B：癌旁组织     

图 2  GLI1蛋白在胃癌干细胞及癌旁组织中免疫组化染色观
察 (×400) 

Figure 2  Immunohistochemical staining of GLI1 protein in 
gastric cancer stem cells and adjacent tissues (×400)

A：胃癌干细胞   

注：蛋白阳性染色定位于细胞核中，为棕黄色或棕褐色颗粒(箭
头)，胃癌干细胞中的表达显著高于癌旁组织。 

B：癌旁组织     
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2.2  SHH、GLI1、Wnt2及β-catenin在胃癌干细胞及癌

旁组织中的表达情况  SHH、GLI1在胃癌干细胞中的阳

性表达率显著高于在胃癌干细胞中的表达(P < 0.05)；
Wnt2及β-catenin在胃癌干细胞中的阳性表达率显著高

于在癌旁组织中的表达(P < 0.05)，见表1，2。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
2.3  各细胞因子间的相关性分析  经 Spearman相关

分析， SHH的表达与GLI1的表达呈正相关关系
(r=0.643，P < 0.05)，与Wnt2的表达呈正相关(r=0.584，

P < 0.0)，与β-catenin的表达呈正相关(r=0.547，P < 
0.05)；GLI1与Wnt2的表达呈正相关 (r=0.735，P < 

0.05)，与β-catenin的表达呈正相关(r=0.701，P < 0.05)；
Wnt2与β-catenin的表达呈正相关(r=0.586，P < 0.05)。 

 
3  讨论 

 
随着肿瘤发病机制研究的深入，大量证据表明肿瘤

本质是一种干细胞疾病
[5]
。Gentles等[6]

对1 000余位急
性髓性白血病患者的4组肿瘤样本进行对比研究，发现

癌症干细胞基因表达水平愈高，则预后愈差，首次为

肿瘤干细胞的存在提供临床数据。胃干细胞是有自我

更新和复制能力的原始细胞
[7]
，正常状态下，干细胞处

在自己的微环境中，在各种因子的调控下，不断增殖

分化来维持组织与机体的稳定，当干细胞所处的微环

境发生改变或干细胞内部基因发生突变时，干细胞的

增殖分化不再受调控，从而转变成了癌干细胞，导致

表 1  SHH及 GLI1在人胃癌干细胞及癌旁组织中的表达 

Table 1  Expression of SHH and GLI1 protein in gastric cancer 
stem cells and adjacent tissues  

与癌旁组织比较，χ
2=3.241，aP < 0.05；χ2=3.258，bP < 0.05。 

注： Wnt2及 β-catenin在胃癌干细胞中的表达显著高于癌旁组织。 

组织 例数 SHH蛋白表达 GLI1蛋白表达 

胃癌干细胞 83 62/74.7a 65/78.3b 
癌旁组织 30 2/6.7 1/3.3% 

图 3  Wnt2蛋白在胃癌干细胞及癌旁组织中免疫组化染色观
察(×400) 

Figure 3  Immunohistochemical staining of Wnt2 protein in 
gastric cancer stem cells and adjacent tissues (×400)

A：胃癌干细胞   

注：阳性表达定位于细胞质，以胞质内出现均匀一致的棕黄色颗

粒定义为阳性细胞(箭头)，胃癌干细胞中的表达显著高于癌旁组
织。 

B：癌旁组织     

图 4  β-catenin蛋白在胃癌干细胞及癌旁组织中免疫组化染
色观察 (×400) 

Figure 4  Immunohistochemical staining of β-catenin protein in 
gastric cancer stem cells and adjacent tissues(×400)

A：胃癌干细胞   

注：蛋白阳性染色定位于细胞核中，为棕黄色或棕褐色颗粒(箭
头)，胃癌干细胞中的表达显著高于癌旁组织。 

B：癌旁组织    

表 2  Wnt2及 β-catenin在胃癌干细胞及癌旁组织中的表达 

Table 2  Expression of Wnt2 and β-catenin protein in gastric 
cancer stem cells and adjacent tissues  

与癌旁组织比，χ
2=2.986，aP < 0.05；χ2=3.134，bP < 0.05。 

注：SHH、GLI1在胃癌干细胞中的表达显著高于癌旁组织。 

组织 例数 SHH蛋白表达 GLI1蛋白表达 

胃癌干细胞 83 71/86a 69/83b 
癌旁组织 30 2/7 3/10 
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胃癌的发生
[8]
。表明胃黏膜细胞和胃癌细胞的肠化生是

一种同源转化，胃癌本身是一种因干细胞癌变而发生

的疾病
[9]
。国内外学者采用RT-PCR和FACS技术均从

人胃癌细胞株 AGS中分出 CD44+CD24+
和 CD44- 

CD24-

细胞亚群，并证实其具有很高成瘤率同时具有自

我更新能力，证实其极有可能为胃癌肿瘤干细胞，也

证实了胃癌干细胞的存在
[10]
。 

 

Hedgehog信号通路在动物的正常胚胎发育和器官
形成中具有重要作用

[11]
，但其通路成员的突变或错误表

达会激活该通路，最终导致癌症的发生和发展
[12]
。皮肤

基底细胞癌、小细胞肺癌、胃癌、胰腺癌、前列腺癌、

髓母细胞瘤和原发性神经外胚层等多种肿瘤组织中都

存在 Hh信号通路的异常激活[13]
。本实验免疫组化显示，

SHH及GLI1分别在胃癌干细胞胞膜和胞核中均存在大
量阳性染色细胞，癌旁组织中仅见少量黄色颗粒，且二

者在胃癌干细胞中的阳性表达率均高于癌旁组织(P < 
0.05)，由于SHH蛋白是Hedgehog基因的同源基因[14]

，

Glil是Hedgehog信号通路中的核转录因子，是该通路的
正调节因子

[15]
。Kurita等[16]

报道Hedgehog-Gli途径与癌

细胞凋亡的关系密切。Kump等[17]
研究发现，在基底细

胞癌细胞中，Hedgehog 信号失调可导致Gli转录因子过

表达。Yanai等[18]
也进一步证实，Gli1基因过表达与胃癌

的淋巴结转移密切相关，Hh信号通路的异常激活可能促

使胃癌更具恶性行为，阻断该通路可能是胃癌有效治疗

的靶点。因此说明了Hedgehog信号通路在胃癌干细胞

中处于活化状态，与相关文献报道一致
[19]
。 

 

Wnt/β-Catenin通路是调控细胞生长增殖的重要途
径之一

[20]
，在人类的胚胎发育中起着至关重要的作用，

其异常激活与肿瘤的发生发展有着密切的关系，包括胶

质瘤、结肠癌、乳腺癌、肝癌等
[21]
。基因的致瘤性突变

(例如肿瘤抑制基因 APC的突变 )通常伴有Wnt/ 
β-catenin通路的激活以及β-catenin含量的变化[22]

。本实

验显示，Wnt 2与β-Catenin蛋白在胃癌干细胞阳性表达
主要位于胞质和胞核，免疫组化可见大量棕黄色染色，

同时Wnt2与β-Catenin在胃癌干细胞中的阳性表达率分
别为85.5%和83.3%，均显著高于癌旁组织(P < 0.05)，

提示在胃癌干细胞中Wnt/β-Catenin也处于异常激活状
态。 

 
Wnt、Hedgehog和Snail 是调控糖原合酶激酶3β

和含转导蛋白β链重复的蛋白质转移的姐妹通路[23-24]
。

转录因子Snail能通过调控蛋白稳定性和细胞定位来双
重调节调控糖原合酶激酶3β[25]

，由于调控糖原合酶激酶

3β、含转导蛋白β链重复的蛋白质与Wnt、Hedgehog信
号通路密切相关，因此Hedgehog与Wnt 信号通路之间

存在相互作用
[26]
。实验中经 Spearman相关分析，SHH、

GLI1的表达分别与Wnt2、β-catenin的表达呈正相关，

SHH与GLI1的表达、Wnt2与β-catenin的表达也呈正相
关，说明Hedgehog与Wnt 信号通路之间存在相互作用

的可能，与上述文献报道一致；另外也提示此二通路的

异常状态与胃癌的发生密切相关。 

 
由 此 推 论 ， 在 胃 癌 干 细 胞 中 Hedgehog 及

Wnt/β-catenin信号通路均被激活，二者互相作用可能参
与了胃癌的发生发展，为胃癌的干细胞治疗提供了新的

研究方向。 
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