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［摘要］  背景与目的：胶质瘤相关癌基因同源物2（glioma-associated oncogene homolog 2，Gli2）是Hedgehog 信号通

路重要的转录因子，它不仅与正常细胞的生长密切相关，而且在多种肿瘤细胞中异常激活。探讨Gli2对结肠癌细胞系

SW620增殖和凋亡的影响及其可能机制。方法：以Gli2干扰慢病毒载体感染SW620细胞，实验设干扰组、空病毒载体组

和对照组，采用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）
和蛋白［质］印迹法（Western blot）检测细胞中Gli2 mRNA表达和蛋白水平，采用细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-
8，CCK-8）、集落形成实验和倍增时间检测细胞的增殖情况，流式细胞术（flow cytometry）检测各组细胞周期和凋亡

情况，Western blot法检测细胞中ERK1/2、p-ERK1/2、Bcl-2、Bax和cyclin D1蛋白水平。结果：SW620细胞转染慢病毒载

体72 h后，可见明显的荧光表达；与空病毒载体组和对照组相比，干扰组细胞的Gli2基因表达被有效抑制（P<0.05）；

细胞增殖能力明显降低（P<0.05）；细胞周期阻滞，G1期细胞比例增高（P<0.05）；细胞凋亡率明显增加（P<0.05）； 

p-ERK1/2、Bcl-2和cyclin D1的蛋白表达量降低（P<0.05），Bax表达增加（P<0.05）。结论：沉默Gli2可以明显抑制结肠癌

细胞系SW620的增殖，促进细胞凋亡，其机制可能与p-ERK1/2 、Bcl-2和cyclin D1表达的下调和Bax表达上调相关。
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［Abstract］ Background and purpose: Glioma-associated oncogene homolog 2 (Gli2) is an important transcription factor of 
Hedgehog signaling pathway, which is closely related to not only the growth of normal cells, but also abnormal activation in a variety 
of tumor cells. This study aimed to explore the effect of Gli2 on the proliferation and apoptosis of colon cancer cell line SW620 and 
its possible mechanism. Methods: The SW620 cells were infected with Gli2 interference lentivirus. The expressions of Gli2 mRNA 
and protein were confirmed by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot. Cell 
proliferation was detected by cell counting kit-8 (CCK-8) assay, colony formation assay and doubling time. Flow cytometry was used 
to detect the cell cycle and apoptosis of SW620. Western blot was used to detect the protein expressions of ERK1/2, p-ERK1/2, Bcl-2, 
Bax and cyclin D1. Results: After infection of SW620 with Gli2 interference lentivirus for 72 h, significant fluorescence expression 
was seen. Compared with the empty vector group and the control group, the expression of Gli2 in interference group was effectively 
inhibited (P<0.05); cell proliferation was significantly reduced (P<0.05); the cell cycle was arrested, and G1 phase cell proportion 
was increased (P<0.05); the apoptotic rate was significantly increased (P<0.05); the protein expressions of ERK1/2, p-ERK1/2, Bcl-2 
and cyclin D1 were decreased (P<0.05), and the expression of Bax was increased (P<0.05). Conclusion: The siRNA-mediated Gli2 
silencing significantly inhibited the proliferation of colon cancer cell line SW620 and promoted apoptosis, which may be related to 
the down-regulation of p-ERK1/2, Bcl-2 and cyclin D1 expressions and up-regulation of Bax expression.
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　　结直肠癌作为一种常见恶性肿瘤，严重威胁

人类健康，国家癌症中心2015年数据显示中国结直

肠癌总的发病率和死亡率位列第4~5位［1］。胶质

瘤相关癌基因同源物2（glioma-associated oncogene 
homolog 2，Gli2）作为Hedgehog（Hh）信号转导通

路重要的转录因子，具有转录激活Hh通路的作用，

它在胚胎发育、细胞分化、维持组织极性及组织损

伤与修复过程中发挥重要作用，正常成熟组织中处

于失活状态，最新研究发现它在多种肿瘤细胞中

异常激活，参与肿瘤增殖和转移的恶性进程［2-3］。

Tang等［4］研究发现，在低氧环境下，结直肠肿瘤

周围微环境中的缺氧诱导因子1α（hypoxia-inducible 
factor 1α，HIF1α）和成纤维细胞分泌的转化生长因

子-β2（transforming growth factor beta 2，TGF-β2）可

以通过激活肿瘤细胞Gli2的表达来促进肿瘤干细胞

特性和化疗抵抗。但是目前关于Gli2基因与结肠癌

细胞增殖与凋亡关系的研究较少，本研究通过RNAi
技术沉默结肠癌细胞系SW620中Gli2基因的表达，

探讨Gli2对肠癌细胞系SW620增殖和凋亡的影响及

其可能机制。

1 材料和方法

1.1  材料和细胞系  

　 　 人 结肠癌SW620细胞系由重庆医科大学

附属第一医院中心实验室提供，干扰人Gli2的

慢病毒载体（shRNA：5’-GATCTGGACAGG 
GATGACT-3’）和空病毒载体（shRNA：5’-TTCT 
CCGAACGTGTCACGT-3’）购自上海纽恩生

物科技有限公司，实时荧光定量聚合酶链反应

（real-time fluorescence quantitative polymerase  
chain reaction，RTFQ-PCR）相关试剂盒购自宝

生物工程（大连）有限公司，蛋白［质］印迹法

（Western blot）相关试剂购自上海碧云天生物技

术有限公司，兔抗人Gli2、Bcl-2、Bax多克隆抗

体购自美国Santa Cruz公司，兔抗人ERK1/2、p- 
ERK1/2多克隆抗体购自美国Immunoway公司，

兔抗人cyclin D1多克隆抗体购自生工生物工程

（上海）有限公司，鼠抗人GAPDH抗体、辣根

过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔和羊抗鼠二抗

购自武汉三鹰生物技术有限公司。

1.2  试验方法

1.2.1 细胞培养  
　　细胞用含10%胎牛血清、5％青霉素-链霉素

双抗的DMEM培养基置于37 ℃、CO2体积分数为

5%的培养箱中培养。

1.2.2 分组及慢病毒载体感染  
　　实验设干扰组（感染干扰慢病毒载体）、

空 病 毒 载 体 组 （ 感 染 空 病 毒 载 体 ） 、 对 照 组

（SW620细胞组）。取对数生长期细胞制成 
1×106个/mL的细胞悬液，以每孔2×105个细胞铺

6孔板（每组设3个复孔），细胞贴壁后以MOI 30
加入Gli2干扰慢病毒载体和空病毒载体，每孔液体

总容量保持在1 mL，再每孔加入5 μg的Polybrene， 
24 h后换夜，72 h后用荧光显微镜摄像。

1.2.3 RTFQ-PCR检测细胞mRNA表达 
　　细胞常规培养72 h后，按说明书用TRIzol
法抽提各组RNA，再分别反转录获得cDNA，

再 用 S Y B Y 荧 光 定 量 试 剂 盒 进 行 P C R 实 时 扩

增 ， 反 应 在 C F X  9 6 型 RT F Q - P C R 荧 光 定 量

PCR仪上进行。条件：预变性95 ℃  30 s，然

后95 ℃ 5 s，60℃ 30s，反应40个循环，结果

以2-△△Ct值表示待测样本基因表达量相对于校

准 样 本 基 因 表 达 量 的 倍 数 。 Gl i2上 游 引 物 为 
5’-GGTGTATCCCACGGAAAGCA-3’，下游引

物为5’-AAAGCCTAACTGGCATCCTCC-3’；

GAPDH上游引物为5’-CTTTGGTATCGTGGA 
A G G A C T C - 3 ’ ， 下 游 引 物 为 5 ’ - G T A G A 
GGCAGGGATGATGTTCT-3’。实验重复3次。

1.2.4 Western blot检测细胞Gli2、ERK1/2、

p-ERK1/2、Bcl-2、Bax和cyclin D1蛋白水平

　　细胞常规培养72 h后，分别收集各组细胞，

加含1%的苯甲基磺酰氟（phenylmethylsulfonyl 
fluoride，PMSF）的RIPA裂解液（RIPA lysis 
buffer），冰浴下碎解，低温离心10 min，取上清

液，用二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）

法定量。每孔加等量蛋白样品，进行十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE）凝胶电泳，然后电转至聚偏二氟乙烯膜

（polyvinylidene fluoride，PVDF膜）后封闭2 h，

加入稀释后的一抗：抗Gli2抗体（1∶1 000）、
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抗ERK1/2抗体（1∶800）、抗p-ERK1/2抗体

（1∶800）、抗Bcl-2抗体（1∶1 000）、抗Bax抗

体（1∶1 000）、抗cyclin D1抗体（1∶1 000）和

抗GAPDH抗体（1∶2 000），4 ℃过夜，TBST洗

膜后，加入辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶2 000
稀释），室温温育1.5 h，TBST漂洗3次后用ECL荧

光发光试剂盒显影。凝胶成像系统扫描分析，以

目的蛋白与GAPDH的灰度值比值代表目的蛋白的

表达水平，实验重复3次。

1.2.5 细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，

CCK-8）测定细胞增殖活性

　　细胞常规培养，取对数生长期各组细胞，制

成细胞悬液，以每孔2×103（200 μL）接种至96
孔板内，每组设6个平行孔。即刻、24、48、72 h
加入CCK-8（10 μL/孔），培养1 h后，在酶标仪

450 nm下检测吸光度值（D）。实验重复3次。

1.2.6 计算细胞倍增时间   
　　将各组细胞制成细胞悬液，取对数生长期细

胞2×103个加入6孔板，每组设6个平行孔，培养

7 d，第7 d消化、计数，计算倍增时间（h）=7×

［lg2/（lgN7-lgN0）］×24（N0首次细胞数、

N7为第7 d细胞数），实验重复3次。

1.2.7 集落形成实验检测各组细胞集落形成率

　 　 细 胞 常 规 培 养 ， 各 组 取 对 数 生 长 期 细 胞

5×102细胞加入24孔板，每组设3个复孔，于 
37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下，常规培养 
14 d；弃上清液，用PBS清洗2次，加入4%多聚

甲醛固定15 min；去除固定液，加入结晶紫染色

10 min；用流水缓慢洗去染色液，空气干燥后进

行集落扫描计数，以大于50个细胞聚集计为1个

集落，并计算集落形成率。集落形成率＝集落形

成数／接种细胞数×100%。实验重复3次。

1.2.8 流式细胞术（flow cytometry）检测细胞周

期和凋亡率

　　各组细胞常规培养72 h后，消化离心，PBS 
清洗2次，检测细胞周期时将清洗后的各组细胞

加入预冷的70%乙醇1 mL，4 ℃固定24 h，检测

细胞凋亡率时将清洗后的各组细胞用结合缓冲液

重悬，各待检测的细胞均采用FCM由专人进行测

定。实验重复3次

1.3  统计学处理  

　　采用SPSS 19.0统计学软件对数据进行处理。

所有数据用x±s表示，多组之间比较采用单因素

方差分析，两组之间的比较采用采用最小显著差

别（least significant difference，LSD）法。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  重组慢病毒载体感染效果鉴定

　 　 荧 光 显 微 镜 观 察 显 示 ， 感 染 干 扰 慢 病 毒

载体和空病毒载体72 h后，两组SW620细胞均

可见绿色荧光表达，转染效率均达90％以上 
（图1）。RTFQ-PCR和Western blot检测结果显

示，干扰组Gli2 mRNA的表达量约为对照组的

0.31倍（P<0.05），蛋白的相对表达量约为对照

组的0.44倍（图2）。

图 1  干扰慢病毒载体感染SW620的荧光图像（×200）

Fig. 1  Fluoroscopic image of SW620 infected interference 

lentivirus（×200）

A: White light image; B: Fluoroscopic image; C: Overlapped image

图 2  干扰慢病毒载体感染SW620后Gli2表达变化

Fig. 2  Expression change of Gli2 in SW620 after infection with 

interference lentivirus

A and B: Expression of Gli2 protein in the three groups; C: mRNA 
expression of Gli2 in the three groups; *: P<0.05, compared with 
control group and empty vector group
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2.2  沉默Gli2基因能显著抑制SW620细胞的增殖

　　为了研究Gli2沉默后SW620细胞增殖能

力的变化情况，实验通过CCK-8法检测了各

组 细 胞 不 同 时 间 点 的 D 值 ， 计 算 了 各 组 细 胞

的 倍 增 时 间 和 集 落 形 成 率 ， 结 果 发 现 ， 干

扰组细胞在24、48和72  h的D值均低于对应

时间点的对照组和空病毒载体组（P<0.05， 
表1）；干扰组的倍增时间（43.94±6.92）h
较对照组（21 .95±3 .07）h和空病毒载体组

（24.27±2.78）h明显延长（P<0.05，图3A）；

干扰组细胞的集落形成率为（8.67±2.19）%，

明显低于对照组（22.73±3.14）%和空病毒载

体组的（25.87±3.36）%，差异有统计学意义

（P<0.05，图3B）。

表 1  3组细胞不同时间点D值

Tab. 1  The D values of three groups of cells at different time 

points (n=3)

Groups
D value t/h

0 24 48 72

Control group 0.505±
0.015

0.817±
0.021

1.164±
0.064

1.638±
0.044

Empty virus group 0.504±
0.011

0.796±
0.023

1.242±
0.067

1.598±
0.016

Interference group 0.502±
0.030

0.615±
0.071*

0.818±
0.085*

0.984±
0.086*

*: P<0.05, compared with control group and empty vector group

图 3  3组细胞的倍增时间(A)和集落形成率(B)情况

Fig. 3  The cell doubling time (A) and colony formation rate (B) in 

the three groups

A: Doubling time in the three groups; B: Colony formation rate in the 
three groups; *: P<0.05, compared with control and empty vector group

2.3  沉默Gli2基因能明显阻滞SW620细胞周期

的进展

　　通过对比FCM检测的各组细胞周期分布情

况。结果发现，与对照组和空病毒载体组相比，

干扰组G1期细胞增加、S期细胞减少，差异有统

计学意义（P<0.05，表2、图4）。

2.4  沉默Gli2基因能明显增加SW620细胞的凋

亡率

　 　 F C M 检 测 各 组 细 胞 凋 亡 率 结 果 显 示 ，

干 扰 组 细 胞 的 凋 亡 率 （ 3 3 . 3 5 ± 6 . 8 7 ） % 明

显 高 于 对 照 组 （ 3 . 8 1 ± 1 . 2 0 ) % 和 空 病 毒 载

体 组 （ 6 . 9 3 ± 1 . 6 1 ) % ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05），而对照组与空病毒载体组相比，差

异无统计学意义（P>0.05，图5）。

表 2  3组细胞的细胞周期分布

Tab. 2  The cell cycle distribution in the three groups of cells (n=3)

Group G1/% S/% G2/%

Control group 46.29±3.01 39.33±2.18 14.38±0.90

Empty virus group 44.49±3.94 38.26±1.68 17.25±5.11

Interference group 60.92±1.34* 23.71±1.94* 15.37±0.98
*: P<0.05, compared with control group and empty vector group 

2.5  Western blot检测各组细胞ERK1/2、

p-ERK1/2、Bcl-2、Bax和cyclin D1蛋白的水平 

　　Western blot检测结果提示，干扰组与对照

组和空病毒载体组相比，p-ERK1/2、cyclin D1和

Bcl-2蛋白表达量明显降低（P<0.05），而Bax蛋

白表达明显增加（P<0.05，图6）。 
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图 5  3组细胞的凋亡率

Fig. 5  Apoptotic rate in the three groups of cells

A: Control group; B: Empty vector group; C: Interference group;  D: 
The apoptotic rate in each group; *: P<0.05, compared with control 
group and empty virus group

图 6  3组细胞ERK1/2、p-ERK1/2、cyclin D1、Bcl-2和Bax的 

蛋白表达

Fig. 6  The protein expressions of ERK1/2, p-ERK1/2, cyclin D1, 

Bcl-2 and Bax in the three groups
*: P<0.05, compared with control group and empty virus group

图 4  3组细胞的细胞周期图像

Fig. 4  Cell cycle images of three groups of cells

3 讨  论

　　Hh信号转导通路是近年来肿瘤领域研究热点

之一，它最初是在果蝇体内被发现的。Hh信号通

路由Hh分泌蛋白、跨膜蛋白PTCH、G蛋白偶联

的磷酸化受体SMO、FU、SUFU、COS2和Gli等
组成［5］。该通路被证实在人的胚胎发育过程中

发挥着重要作用，它不仅能够参与正常组织的增

殖、再生和分化过程［6］，而且它的异常激活还

与卵巢癌［7］、乳腺癌［8］以及胃癌［9］等多种恶

性肿瘤的发展密切相关。

　　Gli作为Hh信号通路终末转录因子，是Hh信

号通路产生效应的关键。Gli家族成员包括Gli1、

Gli2和Gli3，Gli1主要具有激活功能，而Gli2既有

激活功能又有抑制功能，因此受到越来越多研究

者的重视。Huang 等［10］发现，Gli2可以通过转

录激活下游的ARHGEF16促进人胶质瘤细胞的增

殖和转移。Zhu等［11］同样发现，Gli2在宫颈癌组

织中高表达，而且它的高表达与患者的预后不良

密切相关，在宫颈癌细胞系中下调Gli2的表达可

以通过激活AKT信号通路来抑制细胞的生长和迁

移。肿瘤进展不仅包括异常增殖，而且会出现细

胞凋亡能力的降低。Liu等［12］研究发现，Gli2作

为miR-30c的下游靶基因，参与miR-30c对多能细

胞P19增殖和凋亡的调节。
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　　本研究结果显示，沉默Gli2表达的细胞增殖

速度明显减慢，倍增时间延长，集落形成能力

减弱，表明阻断细胞内Gli2的表达能抑制SW620
的增殖。细胞增殖依赖于细胞周期的进程，细

胞周期分为G1、S、G2、M期，各个期的进程又

受到严密的调控，尤其是G1/S期的转折点，是细

胞周期调节的关键点。通过FCM检测发现，沉

默Gli2的细胞阻滞在G1期，进入S期的细胞数明

显减少。Tong等［13］同样发现，在前列腺癌细胞

中使用Hh通路抑制剂可以抑制Gli2的表达，并且

可以诱导肿瘤细胞的凋亡。由此推测，在结肠癌

SW620细胞系中沉默Gli2可能通过阻滞细胞周期抑

制细胞增殖，并促进细胞的凋亡。 
　　为进一步探讨沉默Gli2后细胞周期阻滞以

及细胞凋亡增加的机制，实验检测了各组细胞

内ERK1/2、p-ERK1/2、Bcl-2、Bax和cyclin D1
的表达情况，结果发现干扰组的p-ERK1/2、

Bcl-2和cyclin D1表达较对照组明显降低，而Bax
表达明显升高。研究发现ERK1/2的磷酸化对

于诱导cyclin D1的表达至关重要［14］。而Bcl-2
和Bax是Bcl基因家族中调控细胞凋亡重要的细

胞因子，二者对于细胞凋亡调控的作用各不相

同，Bcl-2是抑制细胞凋亡的蛋白，而Bax是促

进细胞凋亡的蛋白，Bax与Bcl-2结合形成异二

聚体，当Bcl-2增多时细胞凋亡抑制，而Bax增多

时可抑制Bcl-2活性诱发凋亡，因此Bcl-2/Bax比

值对细胞是否进入凋亡有重要意义［15］。叶记林 
等［16］研究发现，干扰Nrf2能通过下调Bcl-2和上调

Bax表达来增加TRAIL诱导的结肠癌细胞HT-29的

凋亡。由此推测，在结肠癌SW620细胞系中沉默

Gli2的表达可能通过抑制ERK1/2的磷酸化和下调

cyclin D1的表达来阻滞细胞由G1期进入S期，并且

通过改变Bcl-2/Bax比值来促进细胞的凋亡。

　　本研究通过探讨Gli2与结肠癌细胞系SW620
增殖和凋亡的关系发现，沉默Gli2可以明显抑制

结肠癌细胞系SW620的增殖，促进细胞凋亡，其

机制可能与调控p-ERK1/2、Bcl-2、Bax和cyclin 
D1的表达有关，这是对结肠癌细胞增殖和凋亡的

分子机制的重要补充。
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