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Ｎｏｔｃｈ１信号抑制对成骨肉瘤细胞化疗药物敏感性的影响
高天君，杨达宇　（解放军第３０９医院骨科，北京 １０００９１）

　　［摘　要］　目的　研究抑制Ｎｏｔｃｈ１信号对成骨肉瘤细胞化疗药物敏感性的影响及部分机制。方法　将人成骨肉瘤细胞系
ＯＳ７３２按γ分泌酶抑制剂（ＧＳＩ）作用与否分为 ＧＳＩ组和对照组；脂质体法转染真核细胞表达质粒；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１
ｍＲＮＡ表达；流式细胞仪（ＦＡＣＳ）检测ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ／７ＡＡＤ双标的细胞凋亡；ＭＴＴ法检测化疗药物对细胞的抑制率。结果　ＧＳＩ组
ＮＩＣＤ和Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ均较对照组明显降低（Ｐ＜０．０１）。ＧＳＩ组化疗药物导致的瘤细胞抑制率和凋亡率均明显高于对照组。过表达
Ｈｅｓ１可减弱ＧＳＩ诱导的瘤细胞化疗药物敏感性增高。结论　ＧＳＩ通过抑制Ｎｏｔｃｈ１受体激活和下游靶基因Ｈｅｓ１表达促进人成骨肉
瘤细胞凋亡，从而增加人成骨肉瘤细胞对化疗药物的敏感性。

　　［关键词］人成骨肉瘤细胞；细胞凋亡；γ分泌酶抑制剂；Ｎｏｔｃｈ１；化疗敏感性
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　　成骨肉瘤（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ）又称骨肉瘤，是常见、恶
性程度最高的原发性骨肿瘤，具有早期远处转移、预后

差的特点，其治疗主要依赖早期综合治疗。但骨肉瘤

对放疗不敏感，因此，早期化疗成为重要的辅助治疗手

段，如何提高瘤细胞对化疗药物的敏感性是目前研究

的热点。Ｎｏｔｃｈ通路是广泛存在于动物体内，决定细
胞命运的保守信号通路，与多种肿瘤的发生、发展关系

密切。新近研究发现，在人成骨肉瘤细胞系中 Ｎｏｔｃｈ１
受体及其靶基因 Ｈｅｓ１高表达［１］，但 Ｎｏｔｃｈ１高表达与
成骨肉瘤的发生发展有无因果关系目前尚不清楚。国

外学者报道［２］，在不同肿瘤细胞模型中，Ｎｏｔｃｈ信号通
路对细胞生存具有正负双向的调节作用。因此本实验

通过抑制成骨肉瘤细胞Ｎｏｔｃｈ１信号通路，研究其对成
骨肉瘤细胞化疗药物敏感性的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞培养及分组
　　人成骨肉瘤细胞系ＯＳ７３２（ＡＴＣＣ公司）用含１０％胎牛血
清（ＧＩＢＣＯ公司）的ＤＭＥＭ培养液，置３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培
养。按添加 γ分泌酶抑制剂（γｓｅｃｒｅｔａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＧＳＩ；Ｃａｌｂｉｏ
ｃｈｅｍ公司）与否分为 ＧＳＩ组和对照组，ＧＳＩ组添加 ＧＳＩ５
μｍｏｌ／Ｌ作用４８ｈ，对照组以等量ＰＢＳ替代 ＧＳＩ。按添加化疗药
物不同分为顺铂（Ｓｉｇｍａ公司）、阿霉素（Ｐ＆Ｕ公司）和紫杉醇
（Ｓｉｇｍａ公司）组，各组在 ＧＳＩ作用或无 ＧＳＩ作用４８ｈ后，再分
别使用顺铂４００μｇ／ｍＬ、阿霉素２μｇ／ｍＬ和紫杉醇６μｇ／ｍＬ作
用４８ｈ［３］。

１．２　质粒转染与筛选
　　按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）说明书操作，将
ｐＣＭＶＨｅｓ１及ｐＣＭＶＧＦＰ（空载体对照质粒）经脂质体（均由美
国南佛罗里达大学肿瘤研究所Ｇａｂｒｉｌｏｖｉｃｈ教授惠赠）转入人成
骨肉瘤细胞系ＯＳ７３２中，以６００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选具有抗性的
细胞克隆，挑取克隆扩大培养，４周后流式细胞仪（ＦＡＣＳ）检测
ＧＦＰ阳性细胞比例判断转染率，结果转染率均大于９０％。

１．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
　　ＰＢＳ清洗３次后在每个细胞培养孔中加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，吸
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管反复吹打使细胞裂解均匀，然后吸至 １ｍＬ去酶 ＥＰ管中。
４℃，１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ后吸取无色透明的上层水相至另
一ＥＰ管中，４℃，７５００×ｇ离心５ｍｉｎ后取沉淀。紫外分光光
度计测定ＲＮＡ的浓度及纯度后 －７０℃保存。逆转录总 ＲＮＡ
制备 ｃＤＮＡ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应体系为：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｍａｓｔｅｒ
ｍｉｘ１０μｌ、上下游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）各０．７５μｌ、ｃＤＮＡ１μｌ和无
酶ｄＨ２Ｏ１２．５μｌ。其中 Ｈｅｓ１上游引物：：５’ＧＧＣＡＧＧＣＧＣＡＣ
ＣＣＣＧＣＣＴＴＧ３’，下游引物：５’ＧＣＡＧＣＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴ
３’；ＧＡＰＤＨ上游引物：５’ＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＡＴＣＣＴＧＣＡ３’，
下游引物：５’ＡＧＡＣＡＡＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡ３’。采用两步法
进行ＰＣＲ扩增，扩增程序为：Ａ（９４℃，１５ｍｉｎ）；Ｂ（９４℃，３０ｓ）；
Ｃ（５６℃，３０ｓ）；Ｄ（７２℃，３０ｓ）。其中 Ｂ到 Ｄ重复４５个循环。
目的ｍＲＮＡ量以βａｃｔｉｎ相对量表示。

１．４　细胞凋亡检测
　　取对数生长期细胞，ＧＳＩ或化疗药物作用后，０．２５％胰酶消
化，ＰＢＳ洗涤３次，台盼蓝染色计数活细胞后以５００μｌ检测缓
冲液重悬，制成浓度为１×１０６／ｍＬ的细胞悬液。取１５０μｌ细胞
悬液于ＥＰ管中，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ和５μｌ７ＡＡＤ溶液（ＢＤ公
司）各５μｌ，混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ，在反应管中加４００μｌ
ＰＢＳ，流式细胞仪检测，ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ－细胞比例代表细胞凋
亡率。

１．５　 ＭＴＴ法检测细胞化疗药物抑制性
　　消化收集细胞调整为６×１０５／ｍＬ的细胞悬液。在２４孔培
养板中接种细胞悬液，每孔２００μｌ，按前述浓度加入不同的化
疗药物，混匀后置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养４８ｈ，之后每孔
加入２０μｌＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ。弃上清，吸水纸吸
去残留液体，每孔加入 １００μｌＤＭＳＯ，轻轻振荡混匀，酶标仪
５７０ｎｍ处检测各孔吸光度（ＯＤ）值。细胞平均抑制率（ＩＲ）＝
（１－给药孔平均ＯＤ值／对照孔平均ＯＤ值）×１００％。

１．６　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据的统计分析，定量资料采用
均数±标准差（珋ｘ±ｓ）进行描述。两组间比较采用独立样本ｔ检
验，三组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５判断为有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＧＳＩ抑制人成骨肉瘤细胞Ｎｏｔｃｈ１信号通路
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测活化的Ｎｏｔｃｈ１受体ＮＩＣＤ及其主要靶基
因Ｈｅｓ１表达。结果发现 ＧＳＩ组 ＮＩＣＤｍＲＮＡ（０．２９±０．０３）较
对照组（０．８１±０．０６）明显降低，Ｐ＜０．０１；同时 ＧＳＩ组 Ｈｅｓ１
ｍＲＮＡ（０．２１±０．０２）也较对照组（０．７５±０．０５）明显降低，
Ｐ＜０．０１。提示ＧＳＩ可明显抑制 Ｎｏｔｃｈ１受体激活，并降低其靶
基因Ｈｅｓ１的表达。

２．２　ＧＳＩ促进人成骨肉瘤细胞凋亡
　　分别用顺铂、阿霉素和紫杉醇诱导人成骨肉瘤细胞凋亡，
各药物作用下，ＧＳＩ组细胞凋亡率均明显高于对照组（表１）。

表１　各组人成骨肉瘤细胞凋亡率比较（珔ｘ±ｓ，ｎ＝６，％）

分组 顺铂 阿霉素 紫杉醇

ＧＳＩ组 １６．０２±２．１４ １５．４８±１．６２ １２．６３±１．８１

对照组 １０．２６±１．４７ ９．１５±１．０８ ８．０６±０．７２

：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　ＧＳＩ提高人成骨肉瘤细胞化疗药物敏感性
　　人成骨肉瘤化疗药物分别选用顺铂、阿霉素和紫杉醇。各
化疗药物作用下，ＧＳＩ组人成骨肉瘤细胞抑制率均明显高于对
照组（表２），ＧＳＩ提高人成骨肉瘤细胞对化疗药物的敏感性。

表２　成骨肉瘤细胞化疗药物抑制率比较（珔ｘ±ｓ，ｎ＝６，％）

分组 顺铂 阿霉素 紫杉醇

ＧＳＩ组 ３７．１５±２．１８ ３８．０２±３．０６ ３６．２７±２．４５

对照组 ２９．５４±１．８７ ３０．３１±３．２２ ２４．７７±２．０８

：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　过表达Ｈｅｓ１减弱ＧＳＩ诱导的瘤细胞化疗药物敏
感性增高

　　细胞转染过表达质粒 ｐＣＭＶＨｅｓ１后，转染组 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ
水平（１．２３±０．３７）明显高于空载体质粒转染组（０．２０±０．０２）
及未转染对照组（０．１９±０．０３），Ｐ＜０．０１。在化疗药物顺铂作
用下，过表达Ｈｅｓ１可降低人成骨肉瘤细胞的化疗药物抑制率，
并且可以减少ＧＳＩ导致的抑制率增加（表３）。
表３　成骨肉瘤细胞化疗药物抑制率比较（珔ｘ±ｓ，ｎ＝６，％）

分组
转染过表达质粒

　ｐＣＭＶＨｅｓ１

转染空载体质粒

ｖｅｔｏｒ
未转染对照组

ＧＳＩ组 　２７．１８±２．２４ ３５．４５±３．４６ ３５．５６±３．３４

对照组 　２１．４１±１．８２＃ ２８．３７±２．６６ ２８．６９±１．９２

：与同组转染空载体质粒ｖｅｔｏｒ、未转染对照组比较，Ｐ＜０．０１；
＃：与ＧＳＩ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

　　既往研究证明，Ｎｏｔｃｈ信号通路在多种肿瘤细胞的
分化、增殖及凋亡中发挥重要作用，决定细胞的命

运［４］。Ｎｏｔｃｈ信号通路主要由 Ｎｏｔｃｈ受体、Ｎｏｔｃｈ配体
以及ＣＳＬＤＮＡ结合蛋白三部分组成［５］。Ｎｏｔｃｈ受体在
哺乳动物体内共发现 ４种基因，分别命名为 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３和 Ｎｏｔｃｈ４。所有的同源 Ｎｏｔｃｈ受体都
是Ⅰ型跨膜蛋白，分为胞内区（Ｎｏｔｃｈｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏ
ｍａｉｎ，ＮＩＣＤ）与胞外区（Ｎｏｔｃｈｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ，
ＮＥＣＤ）。配体与Ｎｏｔｃｈ受体胞外区结合后，Ｎｏｔｃｈ构象
发生改变，暴露出肿瘤坏死因子α转化酶（ＴＮＦα
ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＴＡＣＥ）切割位点，被 ＴＡＣＥ金属蛋
白酶切后发生第一次蛋白裂解，使得 Ｎｏｔｃｈ受体的胞
内区与胞外区分离。随后在 γ分泌酶（γｓｅｃｒｅｔａｓｅ）作

·６８２·
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用下发生第二次裂解，使 Ｎｏｔｃｈ受体的胞内区从近膜
处脱离并释放进入细胞核。因此，ＮＩＣＤ是 Ｎｏｔｃｈ的活
化形式，它在细胞核通过其 ＲＡＭ域和锚蛋白样重复
序列与转录抑制因子 ＲＢＰＪκ结合，形成转录激活复
合物，激活其下游靶基因 Ｈｅｓ（ｈａｉｒｙ／ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ）
及Ｈｅｓ相关抑制蛋白 ＨＥＲＰ等转录，最终调节细胞功
能。γ分泌酶抑制剂（ＧＳＩ）是常用的 Ｎｏｔｃｈ信号通路
激活抑制剂，ＧＳＩ可阻断 Ｎｏｔｃｈ受体的第二次蛋白水
解，阻止 Ｎｏｔｃｈ胞内段的分离和核内转移，从而抑制
Ｎｏｔｃｈ信号通路激活［６］。本研究中在成骨肉瘤细胞系

中加入ＧＳＩ后，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测发现，细胞 ＮＩＣＤ及
其下游靶基因Ｈｅｓ１的表达均明显降低。证明 ＧＳＩ可
以有效抑制成骨肉瘤细胞的 Ｎｏｔｃｈ１信号通路激活。
本研究还发现，ＧＳＩ抑制瘤细胞的Ｎｏｔｃｈ１信号通路，可
以增加细胞对顺铂、阿霉素和紫杉醇三种化疗药物的

敏感性，提示Ｎｏｔｃｈ１信号通路很有可能具有保护瘤细
胞免受化疗药物损伤的作用，而Ｎｏｔｃｈ１则可能是成骨
肉瘤细胞生长的促进因素之一。Ｎｏｔｃｈ１信号通路与
肿瘤的发生发展关系密切。研究发现，从正常宫颈组

织到宫颈上皮内瘤样病变，再到早期高分化宫颈癌，

Ｎｏｔｃｈ１激活形式 ＮＩＣＤ表达量逐渐增高，但在晚期宫
颈癌组织中ＮＩＣＤ水平显著降低，提示 Ｎｏｔｃｈ１在宫颈
癌发生早期阶段为促癌作用，而晚期表现为抗癌作用，

与本研究结果相反。但更多的研究发现，在不同组织

来源和生长阶段，Ｎｏｔｃｈ１信号对肿瘤的作用可能不
同。而且在不同的肿瘤类型中，Ｎｏｔｃｈ１信号可以分别
具有促进肿瘤生长或抑制肿瘤生长的作用。这可能是

上述貌似矛盾现象的原因之一。

　　肿瘤细胞的增殖和凋亡是决定肿瘤增生的重要因
素，化疗药物多是通过促进肿瘤细胞凋亡和抑制其增

殖发挥抗肿瘤作用的。研究表明，在乳腺癌 Ｂ淋巴样
细胞、红白血病细胞和卵巢癌细胞中 Ｎｏｔｃｈ信号激活
具有促凋亡作用［７８］，但在子宫内膜癌细胞株 ＨｅＬａ细
胞和急性Ｔ淋巴细胞白血病细胞中Ｎｏｔｃｈ信号通路则
扮演抗凋亡的角色［９１０］。本研究发现ＧＳＩ抑制 Ｎｏｔｃｈ１
信号通路激活可以增加化疗药物诱导的成骨肉瘤细胞

凋亡率，提示Ｎｏｔｃｈ１信号通路激活具有保护成骨肉瘤
细胞中凋亡的作用，这也可能是 ＧＳＩ增加其化疗药物
敏感性的机制之一。

　　另外，本研究通过质粒转染过表达Ｈｅｓ１可以降低
成骨肉瘤细胞的化疗药物敏感性，而且过表达Ｈｅｓ１还
可以阻断ＧＳＩ诱导的瘤细胞化疗药物敏感性增加。国
外学者发现［１０］，Ｈｅｓ１在化疗药物诱导的骨髓瘤细胞

凋亡中发挥重要作用，通过ＧＳＩ抑制Ｈｅｓ１表达可以增
加细胞凋亡率，且质粒介导的Ｈｅｓ１过表达可以降低细
胞凋亡率，与本研究结果相似。他们认为 Ｈｅｓ１抑制
Ｎｏｘａ表达可能是其保护凋亡的原因之一。Ｎｏｘａ是
Ｂｃｌ２家族的促凋亡蛋白之一，Ｎｏｘａ的表达主要受ｐ５３
的调控，而ｐ５３正是Ｈｅｓ１的靶基因之一。同时研究还
发现，Ｎｏｘａ基因启动子上有２个 Ｈｅｓ１蛋白的结合位
点，提示Ｈｅｓ１也可能直接抑制Ｎｏｘａ表达［１１］。因此本

文推测，在成骨肉瘤细胞中，ＧＳＩ也可能通过降低Ｈｅｓ１
上调Ｎｏｘａ表达，导致凋亡增加，从而增加瘤细胞对化
疗药物的敏感性，但这些推测都需要进一步研究验证。

　　综上所述，ＧＳＩ通过抑制 Ｎｏｔｃｈ１受体激活和下游
靶基因Ｈｅｓ１表达促进成骨肉瘤细胞凋亡，进而增加成
骨肉瘤细胞对化疗药物的敏感性。希望该研究能为提

高成骨肉瘤早期综合治疗效果提供新的思路。
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