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Notch4通过调控活化转录因子 2影响胰腺癌细胞的迁移和侵袭及其可

能的机制
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[摘 要] 目的：探讨Notch4调控活化转录因子2（activating transcription factor 2，ATF2）对胰腺癌（pancreatic cancer, PC）细胞侵

袭和迁移的影响及其可能的机制。方法：收集台州学院附属医院2015年2月至2019年7月手术切除的PC组织及其配对的癌旁

组织标本各 60份，采用免疫组织化学技术检测Notch4的表达水平。采用 siRNA技术敲减 PC细胞系MiaPaCa-2和 PANC-1中

Notch4基因的表达，Transwell法分析Notch4敲减对细胞侵袭及迁移的影响，qPCR及Western blotting法检测Notch4敲减对细胞

中Notch4和ATF2的mRNA及蛋白表达的影响。结果：与癌旁组织相比，Notch4在PC组织中的表达显著增加（P<0.01）。转染

Notch4 siRNA后，MiaPaCa-2和PANC-1中Notch4和ATF2 mRNA及蛋白表达水平显著下降（均P<0.01）。与Control siRNA组比

较，Notch4 siRNA组的PC细胞迁移和侵袭能力显著降低（均P<0.01）。结论：Notch4在PC组织中呈高表达，敲减Notch4可在转

录水平下调ATF2的表达，进而抑制PC细胞的侵袭及迁移能力。
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Notch4 affects migration and invasion of pancreatic cancer cells by regulating ac‐
tivated transcription factor 2 and its possible mechanism
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of Notch4 regulating ATF2 (activating transcription factor 2) on the invasion and migra‐

tion of pancreatic cancer (PC) cells and its possible mechanism. Methods: A total of 60 pairs of PC tissues and corresponding para-can‐

cerous tissues that surgically resected at Taizhou University Hospital during February 2015 and July 2019 were collected for this study.

The expression of Notch4 was detected by immunohistochemistry. siRNA technology was used to knock down Notch4 gene expression

in PC cell lines (MiaPaCa-2 and PANC-1). Transwell assay was used to analyze the effect of Notch4 knockdown on cell invasion and

migration. qPCR and Western blotting (WB) were used to detect the effects of Notch4 knockdown on mRNA and protein expres‐

sions of Notch4 and ATF2. Results: Compared with para-cancerous tissues, the expression of Notch4 in PC tissues significantly

higher (P<0.01). After Notch4 siRNA transfection, the mRNA and protein expressions of Notch4 and ATF2 in MiaPaCa-2 and

PANC-1 cells significantly decreased (all P<0.01). Compared with Control siRNA group, the migration and invasion ability of PC cells

in Notch4 siRNA group significantly reduced (all P<0.01). Conclusion: Notch4 is highly expressed in PC tissues. Knockdown of Notch4

can down-regulate the expression of ATF2 at the transcriptional level, thereby inhibiting the invasion and migration ability of PC cells.
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胰腺癌（pancreatic cancer, PC）是一种进展迅速、

临床预后极差的消化系统恶性肿瘤，发病率呈逐年

增加趋势，5年生存率低于 5%[1-3]。肿瘤的侵袭和转

移是导致PC治疗失败、预后不佳乃至患者死亡的主

要原因。因此，探索PC侵袭转移的相关机制，对于合

理设计治疗药物、改善PC的诊疗现状具有重要意义。

人类的 Notch 受体有 4 种，分别为 Notch1~4[4-6]。

研究[5-7]发现，Notch1~3对肿瘤有抑制或促进的作用。

作为同一家族的Notch4在结构上与Notch1~3相似，

但目前关于 Notch4 在肿瘤中的研究相对较少。

Notch家族在多种肿瘤的发生发展及侵袭转移中发

挥了重要作用[5-6]，其中Notch4通路在肝细胞癌、头颈

鳞癌、大肠癌等多种肿瘤细胞的侵袭转移中起不可

忽视的作用[8-17]，Notch4通路阻滞可抑制肝癌细胞的

侵袭能力[8]。同时研究表明，活化转录因子2（activat‐

ing transcription factor 2，ATF2）在多种肿瘤的发生发

展及侵袭转移中发挥了重要作用[18-20]。下调ATF2表

达可抑制PC细胞的侵袭能力[21-22]，但是对于ATF2是

否参与了Notch4对PC侵袭转移的调节，以及Notch4

与ATF2之间的相互作用及调节关系尚不清楚。本

研究旨在探索Notch4通过ATF2调控PC细胞迁移及

侵袭的作用及机制，为以后PC的临床治疗提供实验

依据。

1 资料与方法

1.1 临床样本、细胞株和主要试剂

收集 2015年 2月至 2019年 7月台州学院附属医

院病理确诊的60例胰腺癌患者癌组织及距离癌灶

边缘 3~5 cm 的癌旁组织。均经液氮速冻后置于

–80 ℃冰箱中保存。研究方案经本单位医学伦理委

员会批准，所有标本获取前均告知患者并签署知情

同意书。

人PC细胞系PANC-1（低分化）、MIAPaCa-2（未分

化）购自美国组织培养库（American Tissue Culture

Collection, ATCC），由本实验室传代保存。靶向特定序

列的 Notch4 siRNA 和阴性对照杂乱 siRNA（Control

siRNA，即与任何基因不同源的非特异性 siRNA）由上

海GenePharma 有限公司合成。M-Per 哺乳动物蛋白

提取试剂盒购自美国 Pierce 公司，Rever Transcriptase

M-MLU逆转录试剂盒、SYBR Green Master Mix Kit实

时荧光定量PCR（qPCR）试剂盒均购自日本TaKaRa公

司。DMSO购自Sigma公司，RPMI 1640培养液、胎牛

血清均购自美国Gibco公司，Transwell小室购自Corning

公司，基质胶购自美国BD公司，ATF2抗体（目录号

ab47476）、Notch4抗体（目录号ab184742）均购自美国

Abcam公司，辣根过氧化物酶（HRP）偶联的兔二抗购自

美国Santa Cruz公司，GAPDH抗体购自杭州贤至生物

科技有限公司，ECL试剂盒购自美国Pierce公司，PVDF

膜购自美国Millipore公司。LAS-4000成像系统购自日

本 Fujifilm Holdings公司，X71荧光显微镜购自日本

Olympus公司。

1.2 细胞的传代培养

当PANC-1、MIAPaCa-2细胞生长接近 90%汇合

时进行传代。弃去陈旧培养基，用PBS冲洗后，加入

少量0.05%的胰蛋白酶，37 ℃消化1 min。显微镜下

观察，细胞皱缩呈圆形，细胞间隙增大。此时加入少

量含有血清的完全培养基，用弯头吸管轻轻吹打使

细胞脱离瓶壁成为单细胞悬液。按 1∶2~l∶4分入新

培养瓶中，再加入5 ml培养液，置于37 ℃、5%CO2孵

箱中培养。

1.3 免疫组织化学检测Notch4在PC组织中的表达

将60例胰腺癌患者的癌组织及癌旁组织制备组

织芯片，利用免疫组化染色检测Notch4在PC及其配

对癌旁组织中的表达水平，并对染色结果进行分析。

Carcangiu半定量法[23]作为免疫组化结果判断标准，

以视野内阳性细胞占细胞总数的百分比和细胞着色强

度进行计分。每张切片随机选择5个视野，每个视野500

个细胞，共计2 500个细胞。阳性细胞所占百分比按

<5%、5%~<35%、35%~<70%和≥70%分别计为0、1、2和

3分；细胞着色强度按无色、淡黄色、棕黄色和棕褐色依

次计为0、1、2和3分。计算上述两项评分之乘积，结果

≤3分判定为阴性，>3分判定为阳性。

1.4 Notch4 siRNA转染PC细胞

将PC细胞接种于6孔板（4×104个/孔），并在2 ml含

有10%FBS细胞培养液中培养至细胞达到70%汇合。

使用脂质体将Notch4 siRNA和Control siRNA（100~200

nmol/L）转染PC细胞，48 h后进行后续实验。

Notch4 siRNA 序列为 5'-GGCGGACGUCGCU‐

CACCAAdTdT-3' 和 5'-UUGGUGAGCGACGUCC‐

GCCdGdG-3'；Control siRNA 序 列 为 5'-UUCUCC‐

GAACGUGUCACGUdTdT-3' 和 5'-ACGUGACAC‐

GUUCGGAGAAdTdT-3'。

1.5 Transwell法检测转染Notch4 siRNA对PC细胞

迁移、侵袭能力的影响

根据对PC细胞不同的转染处理，实验分为空白

对照组（Blank Control，无转染）、Control siRNA组和

Notch4 siRNA组。

Transwell细胞迁移实验：将独立包装的小室在

无菌条件下取出，37 °C放置1 h。以PBS冲洗聚碳酸

酯膜外壁后，将小室放入 24孔细胞培养板。收集对

数生长期人 PC细胞，加入 2 ml含 1%胎牛血清的培

养液，将细胞充分吹散混匀后计数，调整密度至2×105
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个/ml，取细胞悬液 250 μl加入小室。以血清浓度差

作为趋化条件，24孔板下室加入 500 μl含 15%胎牛

血清的培养液，细胞接种后培养24 h，取出小室，去除

小室内培养液，甲醇固定 10 min，置于DAPI细胞核

染液（0.5 μg/ml）中染色 5 min，冲洗后用棉签擦去上

室内的细胞，用镊子尖将聚碳酸酯膜切下后贴于干

净载玻片上，以荧光防淬灭剂封片；荧光显微镜

（IX71；Olympus公司，日本）观察及拍照，随机选取 5

个视野计数细胞数，取平均数。

Transwell细胞侵袭实验：将上室内铺好基质胶的

小室在无菌条件下取出，在Transwell上室加入300 μl预

温的无血清培养基，室温下静置30 min，使基质胶再水

化，吸去剩余培养液；收集细胞，加入2 ml含1%胎牛血

清的培养液，将细胞充分混匀后计数，调整密度至4×105

个/ml左右。取细胞悬液250 μl加入Transwell小室，24

孔板下室加入500 μl含15％胎牛血清的培养液，细胞接

种后培养24 h，小心移除上室内的细胞悬液，再在干净

的24孔板中每孔加入400 μl细胞染料，使膜浸没在染

料中，室温下放置30 min，将小室放在干净的水中清洗

几次，用棉签轻轻擦去基质胶和上室内的细胞，24孔板

中加入200 μl裂解试剂，将小室置于其中，室温下放置

15 min。轻轻前后移动小室使细胞充分裂解；取100 μl

混悬液转移至96孔板内，使用酶标仪检测560 nm处光

密度（D）值。

1.5 qPCR检测PC细胞中Notch4、ATF2 mRNA的表达

取Notch4 siRNA组和Control siRNA组细胞，根

据试剂制造商的说明书使用TRIzol试剂分离细胞总

RNA。采用逆转录试剂盒对 Notch4 和 ATF2 的

mRNA进行逆转录，生成第一个互补的脱氧核糖核

酸（cDNA）链。然后，使用 qPCR 检测试剂盒检测

Notch4、ATF2 mRNA的表达水平。qPCR反应体系（总体

系25μl）：含Taq酶、SYBR染料的预混液12.5 μl，正、反

向引物各 0.5 μl，cDNA 2 μl，ddH2O 9.5 μl。qPCR 反

应程序：95 °C、30 s，95 °C、3 s，60 °C、30 s，重复40个循

环；95 °C、15 s，60 °C 、60 s，95°C、15 s。以GAPDH基

因为内参照，通过2-ΔΔCt法计算目的基因mRNA相对

表达水平。相应基因引物见表1。

1.6 Western blotting（WB）检测PC细胞中Notch4及

ATF2的表达

取Notch4 siRNA组和Control siRNA组细胞，按

试剂盒说明操作提取各组MiaPaCa-2和PANC-1细胞

中总蛋白，使用 Bio-Rad 测定法定量检测蛋白质浓

度。提取的蛋白行SDS-PAGE，将分离的蛋白质转移

至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene difluoride，PVDF）

膜，将PVDF膜置于封闭液（含5%脱脂奶粉的洗膜缓

冲液）中室温缓慢振荡 90 min，与抗ATF2或Notch4

的一抗（1∶1 000）共同孵育，4 °C过夜。洗膜后加入兔二

抗（1∶2 500）在室温下孵育 1 h。以 GAPDH 作为内参

照。使用增强的化学发光系统ECL试剂盒对目标蛋

白进行可视化处理，然后使用LAS-4000成像系统进

行扫描检测，并利用 ImageJ软件进行条带灰度分析，

计算目的蛋白相对表达量。

表1 Notch4、、ATF2与GAPDH基因扩增的引物

Tab. 1 Primers for the amplification of Notch4, ATF2

and GAPDH

Gene

Notch4

ATF2

GAPDH

Primer sequence

F: 5'-CCACTAGGCGAGGACAGCATT-3'

R: 5'-CAACTCCATCCTCATCAACTTCTG-3'

F: 5'-GCAACGACCGTAATCGCATC-3'

R: 5'-CCATTGCCGGCTAGGGTTTA-3'

F: 5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'

R: 5'-GGATCTCGCTCCTGGAAGATG-3'

1.7 统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件处理，呈正态分布的计

量资料以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验；计数资料

采用χ2检验；多组资料之间的比较采用单因素方差分

析，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Notch4在PC组织中呈高表达

免疫组织化学检测结果（图1）显示，Notch4蛋白

在 PC组织及癌旁组织的细胞核和细胞质中均有分

布，其中细胞核表达稍多。Notch4蛋白在PC组织中

阳性表达率为 81.67%（49/60），在癌旁组织中阳性表

达率为 36.67%（22/60），差异具有统计学意义（χ2=

25.15，P<0.01）。

图1 免疫组化检测Notch4在PC组织及

癌旁组织中的表达（（×200））

Fig. 1 Immunohistochemical detection of Notch4 expression in

pancreatic cancer tissues and para-cancerous tissues (×200)
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2.2 转染 Notch4 siRNA 下调 PC 细胞中 Notch4、

ATF2 mRNA和蛋白的表达

qPCR法及WB检测结果显示，与Control siRNA

组比较，Notch4 siRNA组MiaPaCa-2和PANC-1细胞

中的Notch4 mRNA（图 2A）及蛋白（图 2B）表达水平

显著降低（均P<0.01）。并且，Notch4敲减显著下调

了MiaPaCa-2和PANC-1细胞中ATF2 mRNA（图2A）

及蛋白（图2B）表达水平（均P<0.01）。

2.3 敲减Notch4抑制PC细胞的迁移和侵袭

采用 siRNA技术敲减Notch4 的mRNA及蛋白表

达水平之后，细胞迁移（图3A）和侵袭（图3B）检测结

果显示，与Control siRNA组比较，Notch4 siRNA组细

胞的迁移和侵袭能力显著降低（均 P<0.01），Blank

Control 组与 Control siRNA 组之间的迁移和侵袭能

力间无显著差异（均P>0.05）。

**P<0.01 vs Control group

图2 转染Notch4 siRNA下调PC细胞中Notch4和ATF2 mRNA(A)及蛋白(B)的表达

Fig.2 Transfection of Notch4 siRNA down-regulated the expression of Notch4 and ATF2 mRNA (A) and protein (B)

*P<0.05, **P<0.01 vs Control siRNA group

图3 敲减Notch4降低PC细胞的迁移(A)和侵袭(B)能力

Fig.3 Knockdown of Notch4 reducesd the migration (A)and invasion (B) ability of PC cells

3 讨 论

Notch4参与了对对多种肿瘤侵袭转移的调节作

用[8-17]。ATF2是参与细胞对压力的反应和DNA损伤的

ATF/cAMP-反应元件结合蛋白家族中的一种多功能转

录因子，也参与调节乳腺癌、前列腺癌、PC等肿瘤的上

皮间质转化（epithelial-mesenchymal transitions，EMT）

及侵袭转移过程[18-22]。已有研究[21-22]证实，下调ATF2表

达可抑制PC细胞的侵袭能力。然而，ATF2是否参与了

Notch4对PC侵袭转移调节机制，以及Notch4与ATF2

之间的相互作用及调节关系尚不清楚。

Notch4 表达在口腔鳞状细胞癌（oral squamous

cell carcinoma，OSCC）肿瘤和神经周围浸润阳性病例

的组织中显著上调，而通过 siRNA敲低Notch4表达

可抑制高转移性 OSCC 细胞 HSC-3 的细胞迁移能

力[24]。本研究对Notch4在 PC组织及其配对癌旁组

织中的表达水平进行了比较，发现与癌旁组织相比，

Notch4在PC组织中呈高表达（图 1），提示Notch4在

PC发生发展的过程中起着重要作用。本实验以低分

化和未分化人PC细胞系PANC-1和MiaPaCa-2为实

验对象，通过转染Notch4 siRNA敲减Notch4表达，发

现敲减Notch4显著抑制了PC细胞迁移和侵袭能力。
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为了探讨Notch4与ATF2之间的相互作用机制，

本研究检测了 Notch4 敲减后 PC 细胞中 Notch4 和

ATF2 mRNA及蛋白的表达水平变化，发现Notch4敲

减显著下调 PC细胞中ATF2 mRNA及蛋白的表达，

提示 Notch4 敲减后可能在 mRNA 转录水平下调

ATF2的表达水平，进而抑制 PC细胞侵袭及转移能

力。然而，Notch4在 PC中对ATF2的转录调控具体

机制仍需进一步研究。

综上，Notch4在 PC组织中呈高表达，Notch4可

通过上调ATF2 mRNA及蛋白的表达增强PC细胞的

迁移和侵袭能力。本研究为阐明Notch4对ATF2基

因的转录调控的机制，及在Notch4调节PC侵袭转移

过程中ATF2是否发挥了关键的介导作用等科学问

题上提供了研究思路，并为PC的分子诊断及靶向治

疗提供新的实验依据。
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