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癌细胞凋亡

徐　瞳1，胡丽娜1，郭显智1，潘健健2，余明华1

1. 复旦大学附属浦东医院肿瘤内科，上海 201399 ；

2. 复旦大学附属浦东医院全科医学科，上海 201399

［摘要］  背景与目的：5-氮杂胞苷（5-azacytidine，5-azaC）作为一种DNA甲基转移酶抑制剂在临床上已用于多种恶性

肿瘤的治疗，但有关5-azaC在食管癌中作用的研究相对较少。凋亡逃逸是肿瘤主要特点之一，也是抗肿瘤治疗研究的热

点。Notch1信号通路是促进食管癌发生、发展的重要通路之一，与细胞的增殖、侵袭及凋亡等密切相关。该研究旨在探讨

5-azaC对食管癌细胞凋亡的作用及其对Notch1信号通路的影响，从而探索5-azaC作用可能涉及的机制。方法：采用50 μmol/L浓

度的5-azaC处理TE-1及OE33两种食管癌细胞系；采用细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，CCK-8）检测5-azaC对细胞增殖

的抑制效率；采用倒置显微镜观察细胞形态变化；采用流式细胞术、蛋白质印迹法（Western blot）检测两种细胞株在药物

处理组与空白对照组的凋亡情况及抗凋亡蛋白B细胞淋巴瘤-XL（B-cell lymphoma-extra large，BCL-XL）的表达；采用实

时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）及Western blot分别检测

两种细胞系中Notch1 mRNA表达和蛋白水平的变化及其Notch细胞内区（Notch intracellular domain，NICD）蛋白水平的变

化。结果：5-azaC可诱导食管癌细胞TE-1及OE33凋亡，并明显抑制两种细胞增殖；5-azaC作用于TE-1及OE33细胞时可使

Notch1 mRNA表达升高，而NICD蛋白表达水平显著下降。结论：5-azaC对食管鳞癌细胞株TE-1及食管腺癌细胞株OE33均

有较强的促凋亡作用，其作用机制可能是通过下调NICD蛋白从而抑制Notch1信号通路。
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［Abstract］ Background and purpose: 5-Azacytidine(5-azaC) is a DNA methyltransferase inhibitor, and has been used to treat 

many kinds of malignant tumors. However, studies on the role of 5-azaC in esophageal cancer are insufficient. Evading apoptosis is a 

major feature of tumors and also a hot spot for anti-tumor therapy. Notch1 signaling pathway is one of the most important pathways 

involved in initiation and development of esophageal cancer, and is closely related to cell proliferation, invasion and apoptosis. 

This study aimed to investigate the influence of 5-azaC on cell apoptosis and Notch1 signaling pathway in esophageal cell lines, so 

as to explore the possible mechanism of treatment with 5-azaC. Methods: TE-1 and OE33 cell lines were treated with 5-azaC in a 

concentration of 50 μmol/L and inhibitory effects of 5-azaC in esophageal cell lines were estimated using cell counting kit-8 (CCK-8). 

Then cell morphology was visualized using optical microscopy. Flow cytometry and Western blot were used to determine apoptotic 

rate and to analyze expression of B-cell lymphoma-extra large (BCL-XL), an anti-apoptosis protein, respectively. And finally, real-

time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot were employed to explore expression changes 
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of Notch1 and Notch intracellular domain (NICD). Results: 5-AzaC was able to induce apoptosis, and had a remarkable inhibitory 

effect on esophageal squamous carcinoma TE-1 and adenocarcinoma cell line OE33. Increased mRNA expression of Notch1 was 

observed following treatment with 5-azaC, while protein expression of Notch1 was unchanged and NICD showed significant decline 

in TE-1 and OE33 cell lines. Conclusion: 5-AzaC has strong apoptosis-promoting effect on both esophageal squamous carcinoma 

TE-1 and adenocarcinoma cell line OE33, and the mechanism may be related to the inhibition of Notch1 signaling pathway via 

downregulating NICD protein.

［Key words］ 5-Azacytidine; Esophageal cancer; Notch1 signaling pathway

　　食管癌是消化道常见的恶性肿瘤，发病率

和死亡率较高。食管癌每年在发展中国家的新

发病率为4.6%，在所有恶性肿瘤中排第7位；

除日本和韩国外，全球范围内其5年生存率为

10%~30% ［1］。中晚期食管癌预后较差，术前新

辅助或术后辅助放化疗不仅可明显提高中晚期食

管癌的总生存率，还能有效降低局部复发和远处

转移［2-3］。因此，有效化疗药物的探索对改善食

管癌患者的生存和预后具有重要意义。Notch1信

号通路参与细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡及细胞

周期调控等多种重要生理活动并在食管癌中存在

异常活化，该通路的活化与食管癌的发生、发展

密切相关［4］。在食管鳞状细胞中该通路可参与

细胞周期、衰老和上皮间质转化过程；在食管腺

癌中可驱动肿瘤细胞干性和促进肿瘤发生［5］。

5-氮杂胞苷（5-azacytidine，5-azaC）是一种

DNA甲基转移酶抑制剂，其化学成分是一种胞嘧

啶核苷类似物，可以整合到DNA和RNA中，抑制

DNA、RNA及蛋白质的合成［6］，在临床中已用

于治疗白血病、乳腺癌、肠癌及黑色素瘤，但其

具体抗癌机制尚未完全明确。

　　5-azaC在食管癌中的作用及其作用机制尚

不明确，又因Notch1通路在食管癌形成过程中

有重要的促癌作用。因此，本研究选取了食管

鳞癌细胞株TE-1及食管腺癌细胞株OE33，观察

5-azaC处理后食管癌细胞的凋亡和增殖情况，以

及Notch1通路相关分子的变化，以探索5-azaC抗

食管癌的潜能及其发挥作用可能涉及的机制。

1 材料和方法

1.1  主要试剂及细胞株

　　人食管鳞癌细胞系TE-1与人食管腺癌细胞株

OE33购自美国模式培养物保藏所（American Type 

Culture Collection，ATCC）；DMEM/high glucose

细胞培养基购自美国Hyclone公司；胎牛血清

（04-001-1ACS）购自以色列Biological Industries

公司；5-azaC（A2385-100MG）购自美国Sigma

公司，纯度大于等于98%；细胞计数试剂盒（cell 

counting kit-8，CCK-8）购自日本同仁化学研究

所；cDNA反转录及实时荧光定量聚合酶链反应

（real-time fluorescent quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR）分别采用德国Qiagen公司

反转录试剂盒（205311）及SYBR Green PCR试

剂盒（208054）；细胞凋亡流式细胞学检测试剂

盒Annexin V PE 凋亡检测试剂盒100st（559763）

购自美国BD公司；兔抗人Notch1（D1E11）

XP（3608）、兔抗人Cleaved Notch1-Val 1744

（D3B8)（4147）及羊抗兔IgG二抗均购自美国

CST公司；兔抗人GAPDH单克隆抗体购自武汉谷

歌生物科技有限公司。

1.2  细胞培养

　　将TE-1及OE33细胞置于含10%胎牛血清的

DMEM/high glucose完全培养基中，在37  ℃、CO2

体积分数为5%的培养箱中培养。经0.25%胰蛋白

酶消化后，用细胞计数仪计数，按需接种于培养

板。待贴壁后令细胞饥饿12 h，再将对照组培养

基更换为含5%胎牛血清的培养基，处理组加入

终浓度为50 μmol /L 5-azaC且含5%胎牛血清的培

养基［7-8］。

1.3  CCK-8检测细胞毒性

　　将TE-1及OE33细胞均以0.8×104个/孔接种于

96孔细胞培养板中，每组设3个复孔，每孔100  μL

含或不含5-azaC的培养基。24 h后加入CCK-8，以

无细胞的培养基为空白对照调零。2 h后450 nm处

读取吸光度（D）值，并换算为细胞数，细胞存

活率（%）=（处理组）/（对照组）×100。
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1.4  细胞凋亡实验

　　采用Annexin Ⅴ PE法检测细胞凋亡情况。采

用上述方法处理细胞24 h后收集细胞，按说明书

操作后采用流式细胞术进行检测。

1.5  蛋白质印迹法（Western blot）检测

　　采用上述方法处理细胞24 h后，使用含蛋白

酶抑制剂的RIPA细胞裂解液提取蛋白并定量。取

总量20 μg的蛋白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），转膜后以5%

脱脂牛奶封闭1 h，一抗与抗体稀释液以1∶1 000

浓度配置，4 ℃垂直摇床温育过夜，1∶3 000浓

度二抗室温温育1 h后显影。GAPDH为内参，用

目的条带与内参条带灰度值的比值计算目的蛋白

的相对水平。

1.6  RTFQ-PCR检测

　 　 采 用 TR I zo l - 氯 仿 - 异 丙 醇 法 提 取 处 理 后

的 总 R N A ， 按 照 产 品 操 作 说 明 ， 以 2 0  μ L 体

系 反 转 录 为 c D N A 。 RT F Q - P C R 的 反 应 条 件

为95 ℃，2 min预变性，95 ℃ 15 s，60 ℃ 
35 s，共40个循环。引物序列GAPDH上游为

5’-TGCCCTCAACGACCACTTT-3’，GAPDH 
下 游 为 5 ’ - G G T C C A G G G G T C T TA C T C C 
TT-3’；Notch1上游为5’-TGCCGAACCAAT 
A C A A C C C T C - 3 ’ ， N o t c h 1 下 游 为 5 ’ - T G G 
TAGCTCATCATCTGGGACA-3’。GAPDH的Ct值
为参照，2-ΔΔCt计算mRNA表达水平。

1.7  统计学处理

　　应用Prism 7.0a软件进行统计学分析。5-azaC

处理后Notch1 mRNA表达变化以ΔΔCt作为统计

量，计量资料实验数据以x±s表示，组间比较采

用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  5-azaC抑制TE-1及OE33细胞增殖

　　CCK-8结果显示，药物处理24 h后，两

种 细 胞 的 处 理 组 与 对 照 组 细 胞 数 量 均 显 著 减

少（图1）：因计算时使用对照组细胞数量为

除数，故TE-1及OE33对照组细胞存活率均为

100%；TE-1细胞5-azaC处理的细胞存活率为

（66.25±3.42）%，与对照组相比，差异有统计

学意义（P<0.001），而OE33细胞5-azaC处理的

细胞存活率为（23.63±0.93）%，与对照组相

比，差异也有统计学意义（P<0.000 1）。

图 1  5-azaC抑制TE-1及OE33食管癌细胞株的增殖

Fig. 1  5-azaC inhibited the proliferation of TE-1 and OE33 

esophageal cancer cell lines

**: P<0.001, as compared with TE-1 control group; ****: P<0.000 1, 
as compared with OE33 control group

2.2  5-azaC诱导TE-1及OE33细胞凋亡

　　应用Annexin Ⅴ PE法显示，处理组的两种

细胞凋亡群体百分比均升高，TE-1细胞对照组

凋亡细胞百分比为（10.43±0.44）%，5-azaC处

理组凋亡细胞百分比为(16.31±2.04)%；OE33细

胞对照组和5-azaC处理组凋亡细胞百分比分别

为（11.03±2.79）%和（58.50±5.04）%，两种

细胞处理组与对照组相比差异均有统计学意义

（TE-1：P<0.05；OE33：P<0.01，图2）。

　　此外，Western blot检测了抗凋亡蛋白B细

胞淋巴瘤-XL（B-cell lymphoma-extra large，

BCL-XL）的表达变化（图3），5-azaC处理后

两种细胞BCL-XL的表达下降（TE-1对照组为

1.647±0.191，TE-1 5-azaC组为1.020±0.142，

P<0.05；OE33对照组为1.188±0.065，OE33 

5-azaC组为0.409±0.075，P<0.000 1）。

　　倒置显微镜（×200）可以观察到5-azaC处

理后细胞形态也发生了一系列凋亡改变：细胞膜

不清，细胞内出现凋亡小体，核膜碎裂及细胞核

崩解等（图4）。
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图 2  Annexin V PE法检测对照组与处理组使用5-azaC 24 h后细胞凋亡情况

Fig. 2  Apoptotic rates of control groups and 5-azaC treated group detected by Annexin Ⅴ PE

A: TE-1 cells without treatment of 5-azaC; B: TE-1 cells treated with 5-azaC; C: OE33 cells without treatment of 5-azaC; D: OE33 cells treated with 
5-azaC; *: P<0.05, as compared with TE-1 control group; **: P<0.01, as compared with OE33 control group

图 3  使用5-azaC处理TE-1及OE33细胞后，Western blot检测

到促凋亡蛋白BCL-XL表达减少

Fig. 3  Anti-apoptosis protein BCL-XL was downregulated by 

treatment of 5-azaC in TE-1 and OE33 cell lines

*: P<0.05, as compared with TE-1 control group; ****: P<0.000 1, as 
compared with OE33 control group

图 4  5-azaC处理后TE-1及OE33细胞形态发生变化

Fig. 4  Cells treated with 5-azaC showed went on morphological 

changes

A: TE-1 cells without treatment of 5-azaC; B: TE-1 cells treated with 
5-azaC; C: OE33 cells without treatment of 5-azaC; D: OE33 cells 
treated with 5-azaC

2.3  5-azaC对Notch1信号通路在转录层面的

影响

　　RTFQ-PCR结果显示，5-azaC处理24 h后

TE-1与OE33的Notch1 mRNA相对表达水平分

别为2.707±0.440（P<0.01）和2.367±0.411

（P<0.01），较对照组显著提高（图5）。

2.4  5-azaC可能部分阻断Notch1受体细胞内分裂

　　使用Western blot检测两种细胞系中Notch1
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蛋白和其Notch细胞内区（Notch intracellular 

d o m a i n ， N I C D ） 的 蛋 白 表 达 ， 发 现 两 种 细

胞系中处理组与对照组Notch1表达基本相同

（TE-1 对照组为0.989±0.059，TE-1 5-azaC

组为0.996±0.080，P>0.05；OE33对照组为

1.358±0.012，OE33 5-azaC组为1.171±0.164，

P>0 .05），而NICD的表达均被下调（TE-1

对 照 组 为 0 . 8 5 3 ± 0 . 0 1 7 ， T E - 1  5 - a z a C 组

为 0 . 5 5 1 ± 0 . 0 8 1 ， P < 0 . 0 1 ； O E 3 3 对 照 组 为

1.429±0.015，OE33 5-azaC组为0.627±0.086，

P<0.000 1，图6）。

图 5  5-azaC处理后细胞的Notch1的相对表达量

Fig. 5  The relative expression of Notch1 after treatment with 

5-azaC

 *: P<0.01, as compared with control group

图 6  在TE-1与OE33细胞中，5-azaC处理后细胞中Notch1蛋白

表达无变化，NICD蛋白显著下调

Fig. 6  Notch1 protein expression was kept unchanged and NICD 

was downregulated significantly when treated with 5-azaC in both 

TE-1 and OE33 cell lines

*: P<0.01, as compared with control group; **: P<0.000 1, as 
compared with control group
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3 讨  论

　　早期食管癌缺乏特异性症状，多数患者确诊

时已丧失手术切除机会。并且由于食管的解剖

位置特殊，晚期食管癌容易导致患者营养不良，

生存质量极差，因此，放化疗对提高患者生存质

量、延长生存期具有重要意义。对于不宜手术的

患者，无论是食管鳞癌或腺癌，放化疗联合治疗

效果均优于单纯放疗［9］。目前，食管癌化疗没

有统一的治疗标准，最常采用的是以顺铂、氟尿

嘧啶及紫杉类药物为基础的化疗方案，但由于药

物敏感性不同和耐药性的产生，新的药物还有待

探索。5-azaC是美国食品药品管理局（Food and 

Drug Administration，FDA）批准的甲基转移酶抑

制剂，已广泛用于治疗血液系统恶性肿瘤，如骨

髓增生异常综合征。在乳腺癌、肺癌和肠癌等实

体瘤中，甲基转移酶抑制剂联合组蛋白去乙酰化

酶抑制剂的表观遗传学联合用药也已处于临床试

验阶段，并且近期研究还显示，这种联合用药方

案有逆转肿瘤耐药性的潜能［10］。目前尚未有指

南把5-azaC列入食管癌的化疗方案，5-azaC在食

管癌中的作用也有待明确。

　　本研究选取人食管癌主要的病理类型鳞癌细

胞系TE-1和腺癌细胞系OE33，初步研究5-azaC

对食管癌细胞凋亡的影响及其潜在机制，以探

究5-azaC成为食管癌治疗药物的可能性。CCK-8

实验研究结果显示，5-azaC处理细胞24 h后，

5-azaC对食管鳞癌和食管腺癌细胞系增殖均有明

显的抑制作用。流式细胞术结果显示，5-azaC处

理细胞后可以诱导TE-1及OE33细胞株发生细胞

凋亡。Western blot结果也进一步证实5-azaC处理

食管癌细胞后，抗凋亡蛋白BCL-XL蛋白表达量

较之前降低。而细胞凋亡是细胞的一种程序性死

亡过程，细胞受到刺激后，促凋亡基因激活，抗

凋亡基因受到抑制，最终激活天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶（caspase），使细胞死亡。凋亡逃

逸则是肿瘤的主要特征之一，并且阻滞凋亡在多

种模型系统中也被证实可以促使肿瘤发生［11］，

因此促进肿瘤细胞凋亡已成为抗肿瘤治疗的重要
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策略之一。

　　Notch信号通路是一条高度保守的通路，

包 含 5 个 跨 膜 配 体 （ D L L 1 、 D L L 3 、 D L L 4 、

Jagged1和Jagged2）和4个膜结合受体（Notch1、

Notch2、Notch3和Notch4）及其下游效应分子。

其中，Notch1受体与邻近细胞的配体结合后，

经过一系列水解激活，可将活化的NICD释放到

细胞质中，NICD再转入细胞核与其转录因子结

合，进而激活靶基因的转录［12］。Notch通路不

仅参与组织细胞的正常生长发育过程，包括干细

胞的维持、增殖、分化及凋亡等，还与乳腺癌、

胃癌及食管癌等多种肿瘤的发生有关［13-15］。其

过度活化会抑制细胞分化，刺激细胞增殖，并促

使其逃逸凋亡，获得肿瘤细胞特性 ［12］。Notch1

是潜在的食管癌驱动基因，其活化成分NICD在

食管癌细胞中的表达明显高于食管良性上皮；并

且NICD的表达水平与食管癌的生存时间呈负相

关［16］。因此，本研究尝试性探究了在食管癌中

5-azaC对Notch信号通路的影响，进而阐明5-azaC

诱导食管癌细胞凋亡可能涉及的机制。

　　据文献报道，5-azaC在诱导间充质干细胞分

化的过程中可影响Notch1的mRNA表达水平，使

其表达增加［17-18］；用5-azaC处理恶性浆细胞瘤

时则可使Notch的配体Jagged2表达量增加［19］；

但 也 有 研 究 显 示 ， 在 人 恶 性 角 质 形 成 细 胞 中

Notch1及其配体Jagged1的表达不受5-azaC处理的

影响 ［20］。本研究结果显示，经5-azaC处理后，

TE-1及OE33细胞中Notch1 mRNA表达水平明显

升高，蛋白质水平未受明显影响。但Notch1受

体的活性成分NICD的蛋白表达量显著降低。因

此，我们推测5-azaC抑制食管癌细胞增殖、促进

细胞凋亡的作用机制可能与影响Notch1受体活化

成分NICD的释放，从而下调Notch1下游信号通路 

有关。

　　综上所述，5-azaC能够促进TE-1及OE33

细胞凋亡，其涉及的机制可能与通过下调NICD

蛋白从而抑制NICD下游信号通路有关。因此，

5-azaC有望成为食管癌治疗的有效药物，更多的

作用机制也有待进一步研究。
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