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Notch-1信号通路与甲状腺乳头状癌的关系
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摘要      研究Notch-1信号通路中Notch-1、NICD、Hes1、c-Myc与人甲状腺乳头状癌的关系, 
探讨Notch-1信号通路在甲状腺乳头状癌中的分子机制。对照人甲状腺乳头状癌及正常甲状腺组织

标本各35例, 采用Real Time PCR检测Notch-1、Hes1、c-Myc的mRNA表达情况, 采用免疫组织化学、

Western blot方法检测组织标本中Notch-1、NICD、Hes1、c-Myc蛋白的表达情况。Notch-1、Hes1
在甲状腺乳头状癌中的mRNA表达水平明显降低, c-Myc mRNA的表达在甲状腺乳头状癌中升高, 
Notch-1、NICD、Hes1蛋白在人甲状腺乳头状癌中的表达低于正常甲状腺组织(P<0.05), c-Myc蛋
白在甲状腺乳头状癌中的表达高于正常甲状腺组织(P<0.05)。甲状腺乳头状癌组织标本中, Notch-1
信号通路中Notch-1、NICD、Hes1在基因转录和蛋白质表达水平上均明显下调, 而c-Myc的基因转

录和蛋白质表达水平均升高, 提示Notch-1信号通路在甲状腺乳头状癌的发生发展中起抑癌作用,  
c-Myc基因表达升高与Notch-1信号通路可能无关。
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甲状腺癌是内分泌系统常见的恶性肿瘤之一, 
约占恶性肿瘤的1%。据报道, 甲状腺癌的发病率以

每年4%的速度增加, 已成为女性第八大常见肿瘤[1]。

甲状腺癌发病率女性高于男性, 男女发病比例约为

1:3, 甲状腺癌可发生在任何年龄段。世界不同国家

和地区的各类甲状腺癌构成比大体一致, 都以甲状

腺乳头状癌最常见, 约占78%。因此, 在分子水平研

究甲状腺乳头状癌的发病机制是非常必要的。

Notch信号通路是一条保守的信号传导途径, 该
通路对细胞的发育、生长及凋亡都起着重要的调

控作用。大量的研究证明Notch-1信号通路与几乎

所有的恶性肿瘤发生和发展有关, 本文研究Notch-1
信号通路中的关键蛋白分子Notch-1及其活化产物

NICD(intracellular domain of Notch)及下游靶蛋白

Hes1、c-Myc在甲状腺乳头状癌中的表达情况, 旨在

探讨Notch-1信号通路与人甲状腺乳头状癌发生发

展的关系及可能的分子机制。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　组织样本        收集2010年6月~2011年2月浙

江省台州市市立医院肿瘤外科手术切除的甲状腺

乳头状癌标本35例为肿瘤组, 取结节性甲状腺肿手

术标本中病灶旁正常的甲状腺组织标本35例为对照

组。标本取样在5 mm×5 mm以上并均分为两部分, 
一部分于20 min内置入–80 ºC保存备用, 一部分置于

10%福尔马林液中固定。肿瘤组男性12例, 女性23例, 
年龄为21~58岁, 中位年龄42.3岁, 标本均经病理证实

为甲状腺乳头状癌, 所有患者术前未接受化疗或放

疗。对照组男性16例, 女性19例, 年龄为23~59岁, 中
位年龄40岁, 对照组标本均经病理证实为正常甲状

腺组织。

1.1.2　主要仪器及试剂        Real Time PCR为ABI公
司stepone PCR仪, 垂直电泳槽及转膜槽为北京六一

仪器厂产品, 兔抗人Notch-1单克隆抗体、兔抗人

c-Myc单克隆抗体、兔抗人GAPDH单克隆抗体均购

自Cell Signaling公司, 兔抗人多克隆Notch-1-Cleaved-
Val1744抗体(NICD)、兔抗人Hes1多克隆抗体购自

Abcam公司, 二步法免疫组化检测试剂盒购自北京中

杉金桥生物科技有限公司, DAB显色试剂盒购自北

京中杉金桥生物科技有限公司, T-PER组织总蛋白提

取试剂购自Thermo Fisher公司, TrizolRNA提取试剂
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为Invitrogen公司产品, Quant cDNA第一链合成试剂

盒、RealMasterMix(SYBR Green)试剂盒为天根生

物科技有限公司产品, 引物由上海捷瑞生物工程有

限公司合成。

1.2  方法

1.2.1　免疫组织化学染色　　10%福尔马林液固定, 
常规石蜡包埋, 4 μm厚度连续切片, 脱蜡, 3% H2O2室

温孵育10 min以灭活内源性过氧化物酶, 0.1 mmol/L 
枸橼酸缓冲液煮沸修复抗原, 3% BSA封闭30 min, 分
别加入一抗(Notch-1、NICD、Hes1抗体稀释倍数均

为1:400) 4 ºC过夜, 再分别加入二抗, 常规DAB显色, 
苏木素复染, 封片后光镜下观察。以PBS代替一抗作

为阴性对照, 用已知阳性片作为阳性对照, 其余步骤

相同。

1.2.2　Real Time PCR　　取–80 ºC保存的甲状腺乳

头状癌及正常甲状腺组织标本各35例 , 每例标本重

约50~100 mg, 采用Trizol提取细胞中的总RNA, 用

紫外分光光度计测定RNA的浓度和纯度 , 要求D260/
D280=1.8~2.0, 并在 1%琼脂糖凝胶电泳中显示出清

晰的28S和18S两条rRNA带 , 证明提取的RNA完整。

cDNA合成 (20 μL反应体系 ): 取2 μg RNA, 加2 μL 
10×RT mix(终浓度为1×), 2 μL dNTP混合液(终浓度为

0.25 mmol/L each dNTP), 2 μL Oligo-dT15(终浓度为

1 μmol/L), 1 μL Quant Reverse Transcriptase, 加RNase 
free ddH2O至终体积为20 μL, 于37 ºC孵育60 min。采

用SYBR Green荧光染料 , 参照试剂盒说明完成Real 
Time PCR, 不同基因进行单独的PCR过程, 每个样本重

复3次。PCR反应条件为: 95 ºC预变性2 min; 95 ºC变性

15 s, 65 ºC退火30 s(不同基因退火温度见表1), 68 ºC延
伸60 s, 40个循环; 最后95 ºC 15 s, 降温至60 ºC 1 min, 
然后按每15 s上升0.3 ºC至95 ºC后, 保持15 s。分别收

集荧光信号, 进行熔解曲线分析。独立实验重复3次, 
反应结束后由系统自动计算相对定量结果。引物序

列见表1。

表1　Notch1、Hes1、c-Myc、GAPDH引物序列

Table 1　The primer sequences of Notch1, Hes1, c-Myc and GAPDH
基因名称 上游序列(5’-3’) 下游序列(5’-3’) 产物长度 退火温度(ºC)
Genes Forward primer sequence(5’-3’) Reverse primer sequence(5’-3’) Product size(bp) Tm(ºC) 
Notch-1 GCC GCC TTT GTG CTT CTG TTC CCG GTG GTC TGT CTG GTC GTC 300 65 
Hes1 TGG AAA TGA CAG TGA AGC ACC T GTT CAT GCA CTC GCT GAA GC 116 63 
c-Myc GAA TGT CAA GAG GCG AAC ACA CGT CGT TTC CGC AAC AAG 216 60 
GAPDH ATG GCC TTC CGT GTC CCC ACT G TGA GTG TGG CAG GGA CTC CCC A 398 65

1.2.3　Western blot　　取–80 ºC保存的甲状腺乳头状

癌及正常甲状腺组织标本各35例约25 mg加入500 μL 
T-PER组织总蛋白提取液(含1% PMSF)中, 在冰上充

分碾磨, 10 000×g离心5 min, 收集上清液。BCA法检

测蛋白浓度, 取30 μg总蛋白进行电泳。SDS-PAGE
凝胶的分离胶浓度为8%, 浓缩胶浓度为5%, 蛋白

分离后, 湿转法将胶上的蛋白转移至硝酸纤维膜

上, 用5% BSA封闭1.5 h, 加兔抗人Notch1(1:1 000)、
NICD(1:1 000)、Hes1(1:1 250)、c-Myc(1:1 000)和
GAPDH(1:1 000)孵育过夜。二抗为用HRP标记的羊

抗兔IgG抗体(1:1 000), 室温孵育1.5 h, 用化学发光

法(ECL)显色, 进行X射线曝光显影, 计算机软件处

理分析结果, 独立实验重复3次。

1.3  统计学分析   
采用SPSS13.0统计软件, 采用χ2检验及配对t检

验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1  实时荧光定量PCR体系的确定 

由目的基因Notch-1、Hes1和c-Myc与内参照基

因GAPDH的扩增曲线及熔解曲线(图1)可见, Notch-1、
Hes1、c-Myc与GAPDH的PCR扩增效率恒定 , 且均

已达到平台期; 相应的阈值循环数(Ct)稳定, 重现

性好; 它们的熔解曲线均为单峰特异, 峰值分别为

89.01, 88.28, 85.90, 89.31 ºC, 引物的特异性好且无

引物二聚体产生。故可以使用该体系对目的基因

Notch-1、Hes1、c-Myc进行定量。

2.2  甲状腺乳头状癌及正常甲状腺组织中Notch-1、
Hes1和c-Myc的mRNA表达情况

Notch-1、Hes1和 c-Myc的mRNA水平在甲状
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A: Notch-1融解曲线; B: Notch-1扩增曲线; C: Hes1融解曲线; D: Hes1扩增曲线; E: c-Myc融解曲线; F: c-Myc扩增曲线; G: GAPDH融解曲线; H: 
GAPDH扩增曲线。

A: Notch-1 melting curves; B: Notch-1 amplification curves; C: Hes1 melting curves; D: Hes1 amplification curves; E: c-Myc melting curves; F: c-Myc 
amplification curves; G: GAPDH melting curves; H: GAPDH amplification curves.

图1　Notch-1、Hes1、c-Myc和GAPDH的融解曲线和扩增曲线

Fig.1　Melting and amplification curves of Notch-1, Hes1, c-Myc and GAPDH

腺乳头状癌中的表达与其在正常甲状腺组织中的

表达比较(图2), 结果采用相对定量方法2-ΔΔCt计算。

Notch-1、Hes1、c-Myc在甲状腺乳头状癌及正常甲

状腺组织中均有mRNA表达, 但前二者在甲状腺乳

头状癌中的表达明显降低, 后者在甲状腺乳头状癌

中的表达增高, Notch-1 mRNA在甲状腺乳头状癌中

的表达为对照组的0.222 8±0.120 2, Hes1 mRNA为

对照组的0.430 7±0.255 4, c-Myc mRNA甲状腺乳头

状癌中的表达为对照组的1.399 0±0.115 7, 采用配对

t检验分析, 具有统计学差异(P<0.05)。
2.3  甲状腺乳头状癌及正常甲状腺组织中Notch-1、
NICD、Hes1蛋白的表达情况

2.3.1　免疫组化实验结果      免疫组化结果判定标

准: Notch-1以细胞浆或者细胞核内出现棕黄色颗

粒为阳性, NICD以细胞核内出现棕黄色颗粒为阳

性, Hes1以细胞核内出现棕黄色颗粒为阳性。参照

*P<0.05。
*P<0.05.

图2　Notch-1、Hes1、c-Myc基因的相对表达量

Fig.2　The relative mRNA levels of Notch-1, Hes1 and c-Myc



杨晶金等: Notch-1信号通路与甲状腺乳头状癌的关系 123

Carcangiu等[2]的半定量评分方法, 根据阳性细胞着

色强度和阳性细胞数量计分, 阳性着色强度按无色、

淡棕色、棕黄色和棕褐色分别记为0, 1, 2, 3分; 再
在高倍镜(40×)下对每张切片随机选取5个高倍镜视

野, 计数500/视野, 共计2 500个, 阳性细胞数按<5%, 
5%~35%, 36%~70%和>70%分别记为0, 1, 2, 3分。取

两项评分的乘积进行综合评分, ≤1分为阴性、2~3分
为弱阳性、4~5分为中度阳性、≥6分为强阳性。本

实验中合并阴性和弱阳性作为阴性表达标准, 中度

阳性和强阳性作为阳性表达标准。结果如图3所示。

实验结果显示(表2), 甲状腺乳头状癌中Notch-1、
NICD、Hes1的阳性率分别为20.0%, 28.6%和37.1%。

正常甲状腺组织中阳性率分别为 60.0%, 54.3%和

68.6%; 正常甲状腺组织中Notch-1、NICD、Hes1的
表达显著高于甲状腺乳头状癌组(P<0.05), 有统计学

意义。

A: Notch-1在人甲状腺乳头状癌中的表达; B: NICD在人甲状腺乳头状癌中的表达; C: Hes1在人甲状腺乳头状癌中的表达; D: 甲状腺乳头状癌

阴性对照; E: Notch-1在正常甲状腺组织中的表达; F: NICD在正常甲状腺组织中的表达; G: Hes1在正常甲状腺组织中的表达; H: 正常甲状腺阴

性对照。

A: Notch-1 expression in the human papillary carcinoma of thyroid; B: NICD expression in the human papillary carcinoma of thyroid; C: Hes1 expres-
sion in the human papillary carcinoma of thyroid; D: negative control of the human papillary carcinoma of thyroid; E: Notch-1 expression in the normal 
thyroid tissues; F: NICD expression in the normal thyroid tissues; G: Hes1 expression in the normal thyroid tissues; H: negative control of the normal 
thyroid tissues.

图3　Notch-1、NICD和Hes1的免疫组化结果(400×)
Fig.3　The expression of Notch-1, NICD and Hes1 in the human papillary carcinoma of thyroid and normal thyroid tissues 

around the nodular goiter determined by immunohistochemistry(400×)

表2　Notch-1、NICD、 Hes1在正常甲状腺组织及甲状腺乳头状癌中的表达

Table 2　Expressions of Notch-1, NICD and Hes1 in normal thyroid tissues and papillary carcinoma of thyroid
 Notch-1 NICD Hes1

组别 Notch-1 NICD Hes1
Groups 阴性 阳性 χ2 P值 阴性 阳性 χ2 P值 阴性 阳性 χ2 P值
 Negative Positive χ2 P value Negative Positive χ2 P value Negative Positive χ2 P value                         
Papillary carcinoma 21 14   19 16   24 11
of thyroid 
Normal thyroid tissues 7 28   10 25   13 22
   11.677 0.001   4.769 0.029   6.937 0.008
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2.3.2　Western blot结果　　Western blot结果(图4)显
示: Notch-1、NICD、Hes1、c-Myc在甲状腺乳头状癌

中蛋白质水平的表达分别是0.683±0.041, 0.739±0.031, 
0.674±0.024, 1.196±0.078; 在正常组织中的蛋白质水

平的表达分别是0.949±0.019, 0.912±0.017, 0.881±0.020
和0.706±0.016。甲状腺乳头状癌中的Notch-1、NICD、

Hes1表达均低于正常甲状腺组织; 而c-Myc则高于正

常甲状腺组织中的表达量, 差异具有显著性(P<0.05)。

生Notch的胞外区; 后一次由γ分泌酶复合体介导, 释
放Notch蛋白的可溶性胞内区(NICD), 这一胞内区能

转移进入胞核, 并作为辅助激活因子, 取代先前结合

在转录调节基因CSL上的辅助抑制因子, 诱导靶基

因表达[4]。Notch-1的靶基因众多, 如Hes1、HERP、
p21、cyclin D1、c-Myc等。Hes1蛋白是属于bHLH
基因家族的负性转录因子, 具有一个特殊的保守的

bHLH结构域, 可与某些基因如激活型bHLH基因

Mash1的启动子特异性结合, 行使其负性转录因子

的作用[5]。c-Myc原癌基因定位于8q24区, 其转录产

物与DNA结合, 调节与增殖、分化和凋亡相关的多

个基因, 并促进细胞的恶性转化[6]。c-Myc基因的表

达受多个水平的调控, c-Myc蛋白水平的增高参与

了肿瘤的形成过程。Notch-1信号通路激活与肿瘤

的发生发展密切相关, 其激活后的产物NICD是主要

的功能因子。大多数的研究显示, Hes1是Notch-1信
号通路中极重要的靶蛋白, Hes1基因的表达与否是

Notch-1信号通路激活的重要标志。然而研究表明, 
致癌事件不一定发生在Notch基因表达水平, 也可以

发生在Notch信号通路的下游, c-Myc既是Notch-1的
靶基因, 也可能同时受到其他信号通路的调控。

Notch-1在肿瘤细胞中的作用存在争议, 在人

类肿瘤中, Notch-1既可以作为抑癌基因也可以作为

原癌基因。在人T淋巴细胞白血病中Notch-1第一

次作为癌基因被发现[7], 随后发现Notch-1在多种肿

瘤中表达上调, 包括胰腺癌、结肠癌、非小细胞肺

癌、宫颈癌、肾细胞癌、淋巴瘤、卵巢癌等。然而, 
Notch-1信号在前列腺癌及神经内分泌肿瘤如小细

胞肺癌、甲状腺髓样癌、胰腺类癌中表达很低或者

缺失。这两种相反的功能表明了Notch信号的表达

可能与其所在的细胞内环境有关[8]。

目前, 甲状腺髓样癌和滤泡状癌与Notch-1的表

达关系的研究已经较为深入。Kunnimalaiyaan等[9]

发现了人甲状腺髓样癌组织和甲状腺髓样癌TT细
胞株中的Notch-1蛋白处于失活状态时, 神经内分

泌(NE)的标志物如降钙素、CgA(嗜铬粒蛋白A)和
ASCL1均表达较高。使用多西环素可以促进TT细
胞株中Notch-1及Hes1蛋白的表达, 且随着Notch-1表
达的增高ASCL-1的表达下降, 而且Notch-1信号的

活化抑制了TT细胞株的增殖, 这表明甲状腺髓样癌

细胞增殖的抑制是通过Notch-1上调了细胞周期调

节蛋白P21。Jaskula-Sztul等[10]向甲状腺髓样癌小鼠

1: 甲状腺乳头状癌; 2: 正常甲状腺组织。*P<0.05。
1: thyroid papillary carcinoma; 2: thyroid tissue. *P<0.05.

图4　Western blot检测Notch-1、NICD、Hes1、c-Myc蛋白

的表达量(x－±s)
Fig.4　Expression of Notch-1, NICD and Hes1 determined 

by Western blot(x－±s)

3   讨论
Notch基因最早于1917年由Thomas Hunt Morgan

在果蝇中发现, 1980年此基因首次被克隆出来。在

哺乳动物中发现有4种Notch受体(Nolch l~4)以及5种
配体[3]。受体配体的结合引起了两次连续分裂事件, 
前一次由去整合素和金属蛋白酶(ADAM)介导, 产
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模型注射强力霉素以诱导Notch-1的表达, 结果发现

小鼠肿瘤与正常对照相比明显生长缓慢。Xiao等[11]

发现Notch-1在甲状腺滤泡状癌细胞株FTC-236和乳

头状癌细胞株DRO中低表达, 将Notch-1胞内段的质

粒转染这两种细胞后, 可以抑制细胞的增殖并下调

cyclin D1的表达和上调p21的表达。给予HDAC(组
蛋白去乙酰化酶)的抑制剂VPA(丙戊酸)和SBHA后, 
Notch-1蛋白的表达增加且与抑制细胞增殖呈剂量

依赖性, 证明了在DRO和FTC236细胞中Notch-1起
到了抑癌基因的作用。Ferretti等[12]发现通过转染

使Notch-1或者Hes1在甲状腺癌细胞中过表达, 发现

甲状腺癌细胞可以恢复分化, 降低细胞增殖。金晓

燕等[13]通过免疫荧光及RT-PCR检测了甲状腺乳头

状癌中Notch-1和Notch-2蛋白及基因的表达, 发现

Notch-1和Notch-2蛋白表达降低, 显示Notch-1在甲

状腺乳头状癌中为低表达, 但是Notch-1信号通路和

甲状腺乳头状癌的相关性及其下游靶基因的调控机

制仍不明确。

本实验的Real Time PCR结果显示 : Notch-1、
Hes1、c-Myc在甲状腺乳头状癌中的mRNA表达水

平分别为对照组的0.222 8±0.120 2, 0.430 7±0.255 4
和1.452 6±0.291 4, 与正常甲状腺组织中的表达存在

显著差异(P<0.05)。免疫组化结果表明, 在35例甲

状腺乳头状癌组织中, Notch-1蛋白及其活化形式

的NICD蛋白、Hes1蛋白的阳性表达率分别为20%, 
28.6%, 37.1%; 在正常甲状腺组织中, Notch-1蛋白

60%阳性表达, 其活化形式的NICD蛋白54.3%阳

性表达, Hes1蛋白68.6%阳性表达。本实验还采用

Western blot方法比较了Notch-1、NICD、Hes1、c-Myc
蛋白在甲状腺乳头状癌及正常甲状腺组织中的表

达, 结果显示: 与正常甲状腺组织相比, Notch-1及其

活化形式的NICD、Hes1、c-Myc蛋白的表达存在显

著性差异(P<0.05), 提示Notch-1信号通路与甲状腺

乳头状癌的发生密切相关。Notch-1的表达在甲状

腺乳头状癌中降低, Notch-Hes信号途径中下游效应

分子Hes1表达降低, 其表达与Notch-1的表达呈同向

变化, 提示 Notch-1信号通路在甲状腺乳头状癌中是

通过其经典的Notch-Hes信号途径传导的。但Hes1
还受到其他信号途径的调节, 其与甲状腺乳头状癌

的发生发展的关系以及与Notch-1信号通路的确切

关系, 尚有待进一步研究证实。c-Myc在甲状腺乳头

状癌组织中的表达从基因到蛋白质水平均比在正常

甲状腺组织中升高了, 与Notch-1的表达呈反向关系, 
提示c-Myc在甲状腺乳头状癌中并非是Notch-1信号

通路的直接下游靶基因。这和乳腺癌中Notch-1与
c-Myc同向上调的结论不同[14]。相关研究提示c-Myc
的表达不仅与Notch-1信号通路相关, 还可能与其它

信号通路如PI3K/Akt、Wnt/β-catenin等相关。我们

的研究表明: 在甲状腺乳头状癌中Notch-1处于低活

化状态, 说明c-Myc在甲状腺乳头状癌中高表达可能

存在其他的上游调控机制。

Hes1与c-Myc之间是否存在相互作用? Notch-1
作用于这两个靶基因的具体机制如何? 这些问题至

今尚无明确的答案。有报道认为Notch-1还可能作

用于其他靶基因(如cyclin D1、p21)或通过其他信号

通路(PI3K、NF-κB、WNT、Bcl-2)[15-18]的交互作用

参与肿瘤的发生发展。甲状腺乳头状癌中Notch-1
信号通路与PI3K/AKT/PTEN等其他信号通路的关

系有待进一步证实。
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Abstract        To approach the role of Notch-1 signaling pathway in the pathological development of hu-
man papillary carcinoma of thyroid, the expression levels of Notch-1, Hes1 and c-Myc mRNA were determined 
by Real Time PCR in 35 specimen of human papillary carcinoma of thyroid and 35 specimen of normal thyroid 
tissues around the nodular goiter. The Notch-1, NICD, Hes1 and c-Myc protein levels were determined by immu-
nohistochemistry and Western blot. The expression of Notch-1 and Hes1 was significantly lower in the papillary 
carcinoma of thyroid than that in the normal thyroid tissues, but the expression of c-Myc was higher in the papillary 
carcinoma of thyroid. It suggested that Notch-1 and Hes1 may play a role in the pathological development of hu-
man papillary carcinoma of thyroid, and the expression of oncogene c-Myc may be unconcerned with the Notch-1 
signaling pathway.
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