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顺铂通过Notch4信号通路增强口腔鳞癌干细胞的自我更新能力
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[摘 要] 目的：研究Notch4信号通路对口腔鳞癌PJ15和PJ41细胞的肿瘤干细胞（cancer stem cell，CSC）自我更新能力的影响

及其作用机制。方法：利用TCGA数据库分析Notch4基因在头颈部肿瘤中的表达。2 μmol/L顺铂处理口腔鳞癌PJ15和PJ41细

胞48 h，再加入Notch通路抑制剂DAPT作用24 h，采用流式细胞术检测CSC比例，Western blotting法和qPCR法检测CSC标志物

（Sox2、Bmi-1、Oct4、Nanog）和Notch4信号通路中的下游基因（JAG1、HEY1、HEY2、HES1、HES2、DLL4等）的表达。采用 siRNA

技术敲降Notch4，Western blotting法和 qPCR法检测 si-Notch4和顺铂对CSC标志物表达水平的影响，干细胞成球实验检测CSC

的自我更新能力。结果：头颈部肿瘤组织中Notch4基因呈高表达（P=0.046）。顺铂处理后，PJ15和PJ41细胞中NICD4和CSC标

志物（Sox2、Bmi-1、Oct4、Nanog ）和Notch4信号通路的下游基因（JAG1、HEY1、HEY2、HES1、HES2、DLL4）的表达水平较对照组

均显著增加（均P<0.05），ALDH1 阳性细胞群体比例显著增加（P<0.05）；再加入 Notch 通路抑制剂 DAPT 作用 24 h 后上述

基因表达量均显著下降（P<0.05或P<0.01）。敲降Notch4 后，与对照组相比，si-Notch4组PJ15细胞[（1.33±0.47）vs（8.00±0.82）

个，P<0.01]和PJ41细胞[（1.00±0.82）vs（7.67±1.25）个，P<0.01]球体的数量和大小均显著减少；再加入2 μmol/L DDP作用24 h，

si-Notch4组Nanog和Bmi-1基因表达量与对照组无显著差异。结论：激活Notch4信号通路可增加口腔鳞癌PJ15和PJ41细胞的

干细胞自我更新能力。
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Cisplatin increases self-renewal ability of oral squamous cell carcinoma stem cells
through Notch4 signaling pathway
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2. Department of Biochemistry, School of Medical Technology, Shanghai University of Medicine & Health Science, Shanghai 201318,
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[Abstract] Objective: To study the effect of Notch4 signaling pathway on the self-renewal capacity of cancer stem cells (CSCs) of oral

squamous cell carcinoma PJ15 and PJ41 cells and its mechanism. Methods: The expression of Notch4 gene in head and neck tumors

was analyzed using TCGA database. 2 μmol/L cisplatin was used to treat oral squamous cell carcinoma PJ15 and PJ41 cells for 48 h,

following with the treatment of Notch pathway inhibitor DAPT for 24 h. Flow cytometry was used to detect the ratio of CSCs, Western

blotting and qPCR were used to detect the expressions of CSCs markers (Sox2, Bmi-1, Oct4, Nanog) and downstream genes in Notch4

signaling pathway (JAG1, HEY1, HEY2, HES1, HES2, DLL4, etc.). Notch4 was knocked down by siRNA technology. Notch4 was

silenced with siRNA technology. Western blotting and qPCR were used to detect the effect of si-Notch4 and cisplatin on the expression

level of CSCs markers. The stem cell pelleting test was used to detect the self-renewal ability of CSCs. Results: Notch4 gene was highly

expressed in head and neck tumor tissues (P=0.046). After cisplatin treatment, compared with the control group, expressions of NICD4

and CSCs markers (Sox2, Bmi-1, Oct4, Nanog) as well as downstream genes of Notch4 signaling pathway (JAG1, HEY1, HEY2,

HES1, HES2, DLL4, etc.) increased significantly (all P<0.05), and the proportion of ALDH1 positive cells increased significantly

(P<0.05); with the further addition of DAPT, the expressions of the above genes decreased significantly (P<0.05 or P<0.01). After

knocking down Notch4, compared with the control group, the size and number of spheres of PJ15 cells [1.33±0.47] vs [8.00±0.82],

P<0.01) and PJ41 cells ([1.00±0.82] vs [7.67±1.25], P<0.01) were significantly lower than that of the control group; after the addition
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of 2 μmol/L DDP for 24 h, there was no significant difference in the expressions of Nanog and Bmi-1 gene between si-Notch4 group

and control group. Conclusion: Activation of Notch4 signaling pathway can enhance the self-renewal ability of CSCs in oral squamous

cell carcinoma PJ15 and PJ41 cells.

[Key words] oral squamous cell carcinoma; PJ15 cell; PJ41 cell; cancer stem cell (CSC); self renewal; Notch4; cisplatin
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口腔鳞癌是头颈部肿瘤的一种，是世界上第六

大常见的癌症类型，大多数口腔鳞癌的发病和病死

发生在发展中国家[1-2]，患者的 5 年生存率不到

60%[3-4]。大多数患者发现较晚、肿瘤复发率高、对治

疗不敏感以及缺乏特异的治疗靶点是导致口腔鳞癌

患者生存率较低的主要原因[5]。肿瘤干细胞（cancer

stem cell，CSC）存在于多种肿瘤中，在肿瘤的发生发

展中发挥重要作用[6-7]。Notch通路是一类高度保守

的信号转导通路，在哺乳动物中有该通路的4种受体

（Notch1~4），可影响不同类型细胞的增殖和凋亡，该

信号通路的激活已被证实与癌症发病机制有关，异

常激活的Notch信号通路在肿瘤干细胞的自我更新

中也发挥重要作用[8-11]。既往研究[12-14]大多侧重于

Notch4与上皮间质转化（epithelial-mesenchymal tran‐

sition，EMT）的影响，关于肿瘤干细胞自我更新能力

的研究极少，特别是在头颈部肿瘤干细胞中的作用

尚少见报道。本研究探讨Notch4信号通路在口腔鳞

癌干细胞的自我更新中发挥的作用，为寻找头颈部

肿瘤的治疗靶点提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

口腔鳞癌细胞系PJ15、PJ41，购自南京科佰生物

科技有限公司，用含 10%胎牛血清和双抗的 IMDM

培养基常规培养。顺铂（cisplatin，DDP）注射液购自

江苏豪森药业集团有限公司（批准文号：国药准字

H20040813；商品名称为诺欣 ，规格：6 ml、30 mg，

5 mg/ml），Notch 信号通路抑制剂（3,5-二氟苯乙酰

基）-L-丙氨酰基-L-2-苯基甘氨酸叔丁酯{N-[（3,5-

difluorophenyl）acetyl] -l-alanyl-2-phenyl）glycine-1, 1-

dimethylethylesteR，DAPT}购自 Tocris 公司，IMDM

培养基、DMEM/F12 培养基和血清均购自 Gibco 公

司，Western blotting（WB）使用的一抗如 α微管蛋白

（α-Tubulin）、Nanog、Bmi-1、Oct4、Notch4受体的胞内

结构域（Notch intracellular domain4，NICD4）单克隆

抗体均购自 Abcam 公司，NICD1、Notch2、Notch3 单

抗均购自CST公司，Split多毛增强子1（hairy/enhancer

of split1，HES1）、HEY2（hairy/enhancer-of-split related

with YRPW motif 2）单抗均购自Absin公司，HRP标

记的山羊抗兔二抗、HRP标记的山羊抗小鼠二抗均

购自雅酶公司，qPCR使用的总RNA提取试剂盒购自

TIANGEN公司，PrimeScript™逆转录试剂盒购自Ta‐

KaRa 公司，ChamQ SYBR Color qPCR Master Mix

（Low ROX Premixed）试剂盒购自诺唯赞公司，流式

细胞术使用的 ALDEFLOUR KIT 试剂盒购自 Stem

cell公司，肿瘤干细胞成球实验使用的无血清补充

剂 B27、EGF、bFGF、胰岛素和 BSA均购自Thermo

Fisher 公司，Lipofectamine3000 转染试剂购自 Ther‐

mo Fisher公司。qPCR引物由赛音生物技术（上海）

有限公司合成，si-Notch4及NC（对照组）由上海吉玛

公司合成。

1.2 CCK-8法检测顺铂对口腔鳞癌细胞增殖的影响

将PJ15和PJ41细胞分别以1.2×104个/孔、溶液体

积为 100 μl接种于 96 孔板，培养至对数生长期后

加入顺铂至终浓度 0、1、2、4、8 μmol/L，以 0 μmol/L

为对照，其余均为药物处理组，每个浓度设 3个复

孔。48 h后每孔均加入 10 μl CCK-8试剂，置于细胞

培养箱至颜色变为橙色，用酶标仪测量 450 nm处

的光密度（D）值，以顺铂浓度[cB/(μmol·L-1)]作为横坐

标，以细胞存活率（%）作为纵坐标绘制细胞增殖

曲线。

1.3 TCGA数据库分析头颈鳞癌Notch1~4基因的表达

从加利福尼亚大学圣科鲁兹数据库（University

of California Santa Cruz Xena，UCSC Xena）[15]中选择头

颈部肿瘤癌症基因组图谱（The cancer genome atlas

Head and Neck Cancer，TCGA HNSC)，输入Notch1~4，

再选基因表达谱和样本类型，下载数据，去除空值以

及2例转移病例，最终得到44例正常人和564例肿瘤

患者的相关数据。再将数据导入R语言中，利用R做

箱线图，采用Wilcoxon检验分析正常组与肿瘤组间

的基因表达量差异（P<0.05认为有显著差异）。

1.4 顺铂诱导口腔鳞癌干细胞的产生及其鉴定

口腔鳞癌细胞系PJ15、PJ41长至对数生长期时，

加入2 μmol/L顺铂置于37 ℃、5% CO2的细胞培养箱

培养 48 h，用质量分数为 0.25%的胰酶消化，收集细

胞，通过WB、qPCR及流式细胞术鉴定Nanog、Bmi-

1、SOX2、Oct4、ALDH1等肿瘤干细胞特异性生物标

志物的表达。

1.5 细胞转染与分组

取PJ15、PJ41细胞接种于 6孔板内，细胞生长至

50%~60%汇合时进行分组处理：（1）检测顺铂对CSC

标志物和Notch通路相关基因和蛋白表达情况的影
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响，PJ15和PJ41细胞均分为 4组，即对照（NC）组（不

加顺铂处理）和0.02、0.2、2 μmol/L顺铂处理组，加入顺

铂处理48 h后进行后续实验；（2）检测敲降Notch4基

因后顺铂对 CSC 的影响时，PJ15 和 PJ41 细胞均分

为 4组，即 NC+0、2 μmol/L DDP组和 si-Notch4+0、

2 μmol/L DDP组，按照Lipofectamine 3000说明书进

行转染，每孔 si-Notch4量为100 pmol ，转染48 h后加

入DDP作用24 h，收集细胞，进行后续实验；（3）检测

抑制Notch4信号通路对CSCs特异性标志物和Notch

通路下游基因、蛋白表达的影响时，PJ15和PJ41细胞

用 2 μmol/L顺铂处理 48 h后，各自分为 2组，即对照

组（仅加入DMSO）和实验组（5 μmol/L DAPT），24 h

后进行后续实验。

1.6 WB法检测目的基因和蛋白表达水平

收集各组PJ15和PJ41细胞，随后使用RIPA缓冲

液（含蛋白酶抑制剂混合物）裂解细胞，提取蛋白后

采用二喹啉酸（bicinchoninic acid，BCA）试剂盒测定

蛋白浓度。上样缓冲液中加入萃取的蛋白，加热至

100 ℃，维持 3 min，使蛋白变性。10%和 12% SDS-

PAGE分离蛋白质，采用湿转法转膜，置于冰上，200 mA、

120 min，5%脱脂牛奶封闭 1 h，去除脱脂牛奶，采用

1×TBST洗膜 3次，每次 5 min；加入用 5% 脱脂牛

奶稀释的一抗Nanog（1∶1 000）、Bmi-1（1∶1 000）、

Oct4（1∶1 000）、SOX2（1∶500）、Notch1（1∶1 000）、

Notch2（1∶1 000）、Notch3（1∶1 000）、Notch4（1∶5 000）、

HES1（1∶1 000）、HEY2（1∶500）、α-Tubulin（1∶8 000），

4 ℃摇床过夜孵育；去除一抗，采用1×TBST 洗膜 3次，

每次5 min，随后加入HRP标记的羊抗兔 IgG（1∶10 000）

或 HRP 标记的羊抗小鼠 IgG 二抗（1∶10 000），室温

摇床孵育1 h；去除二抗，采用1×TBST洗膜3次，每次

5 min，ECL发光显色，暗室曝光。

1.7 qPCR检测顺铂或DAPT对CSC标志物和Notch

通路相关基因表达的影响

收集各组PJ15和PJ41细胞，根据总RNA提取试

剂盒说明书提取总RNA。按照逆转录试剂盒将RNA

反转录合成 cDNA。以GAPDH为内参，检测目的基

因mRNA表达水平。引物设计见表 1。反应程序设

定为 95 ℃预变性 30 s，95 ℃、10 s，60 ℃、30 s，扩增

共 40个循环，95 ℃、15 s，60℃、60 s，95 ℃延伸 15 s。

反应结束后整理数据, 并对所得数据Ct值进行分析，

以GAPDH为内参基因, 采用2-ΔΔCt算法计算所测基因

mRNA相对表达量。

1.8 Annexin-V-FITC染色流式细胞术检测顺铂或敲

降Notch4基因对PJ15和PJ41 CSC比例的影响

各组PJ15和PJ41细胞用无钙镁PBS清洗2次后

用胰酶消化，锥虫蓝计数后记下活细胞所占比例，选

细胞活力90%以上的细胞进行后续实验。用ALDE‐

FLUOR缓冲液将细胞密度调整为 1×107个/ml，共

1 ml，标记为样品管；随后加5 μl DEAB于另一离心管内，

标记对照管。加入5 μl活化的ALDEFLUOR™试剂于样

品管内，混匀并立即取500μl到对照管内，后将样品管和对

照管在37℃孵育30 min，以250×g离心所有试管5 min

并除去上清液，加500 μl ALDEFLUOR™缓冲液重悬，

转移到流式管内按照ALDEFLOUR KIT流式细胞仪

检测试剂盒操作说明书，测定不同组细胞的CSC比

例，采用FlowJo软件进行数据分析。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Primer sequences of qPCR

Gene
Oct4

Bmi-1

Nanog

SOX2

Notch1

Notch2

Notch3

Notch4

JAG1

DLL4

HES1

HES2

HEY1

HEY2

GAPDH

Sequence
F: CTTGCTGCAGAAGTGGGTGGAGGAA
R: CTGCAGTGTGGGTTTCGGGCA
F: TGGAGAAGGAATGGTCCACTTC
R: GTGAGGAAACTGTGGATGAGGA
F: AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG
R: TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC
F: AAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGGAG
R: AGCTGTCATTTGCTGTGGGTGATG
F: ACCTTGGCGGTCTCGTAGCT
R: CCGCAGTTGTGCTCCTGAA
F: TCCTTCATTTACACAGGGTTCA
R: GGAGGCGACCGAGAAGAT
F: CTGACTGCTCCCTGCCAGAT
R: GTAGCCAGGTGGGCAGGA
F: AGACGTGCCAGTTTCCTGAC
R: GGTGTCAATGGAGAGGGAGA
F: ATCGTGCTGCCTTTCAGTTT
R: TCAGGTTGAACGGTGTCATT
F: TCTCGCTCATCATCGAAGC
R: TGCTGATGAGTGCATCTGGT
F: AACACGACACCGGATAAACC
R: TTGCTCTTCGTCTTTTCTCCA
F: CTGCGCAAGAGCCTGAAG
R: GGCAGGATGAGCCCCTTA
F: CCAGAAAAAGACGGAGAGGA
R: CTGGGTACCAGCCTTCTCAG
F: GGCAAGAAAGAAAAGGAGAGG
R: TCAAAAGCAGTTGGCACAAG
F: TGAAGGTCGGAGTCAACGGATT
R: CCTGGAAGATGGTGATGGGATT

1.9 肿瘤干细胞成球实验观察敲降Notch4对 PJ15

和PJ41 CSC成球能力的影响

PJ15和PJ41细胞均分为 2组，即对照组（NC）和

实验组（si-Notch4），将 si-Notch4 转染后的 PJ15 和

PJ41细胞消化后计数，以5×103个/孔细胞数接种至低

吸附 6 孔板中，加入在含有 1×B27、5 μg/ml 胰岛素、

20 ng/ml EGF、10 ng/ml bFGF、0.4% BSA的干细胞培

养基中，置于37 ℃、5%CO2的细胞培养箱内培养7 d，

在倒置光学显微镜（×200）下观察肿瘤干细胞成球的

大小、数量并拍照。
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1.10 统计学处理

采用GraphPad Prism 6软件绘制图片以及分析处

理数据，正态分布的计量资料以 x̄±s表示，两组间均数

差异比较采用 t检验，多组间数据差异比较采用单因素

方差分析，P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 顺铂增加口腔鳞癌干细胞标志物的表达

CCK-8法检测结果（图 1A、B）显示，顺铂浓度为

2 μmol/L时，PJ15和PJ41细胞存活率均在80％以上，细

胞没有显著死亡，而浓度为 4 和 8 μmol/L 时细胞存

活率明显降低。WB 实验结果（图2A）显示，0、0.02、

0.2、2 μmol/L顺铂作用48 h后，CSC特异性标志物Nanog、

Bmi-1、Oct4表达随顺铂浓度增加呈上升趋势，最终

选取2 μmol/L作为顺铂最适浓度进行后续实验。

qPCR检测结果（图2B）显示，2 μmol/L顺铂处理

后 PJ15 和 PJ41 细胞中 Sox2、Bmi-1、Oct4、Nanog

mRNA表达水平均显著增加（P<0.05）。乙醛脱氢酶 1

（acetaldehyde dehydrogenase1，ALDH1）可作为口腔

鳞癌干细胞的特异性标志物[16]，在采用2 μmol/L顺铂

处理细胞后，流式细胞术检测结果（图2C）显示，ALDH1

阳性细胞群体比例与对照组相比显著增加，PJ15细

胞[（11.8±0.45）% vs（4.94±0.20）%，P<0.05]和PJ41细

胞[（11.3±0.37）% vs（4.08±0.44）%，P<0.05]的 ALDH1

阳性细胞群体比例均较对照组显著上升。

Oral squamous cell lines PJ15 (A) and PJ41 (B) were treated with DDP at concentrations of 0, 1, 2, 4 and 8 μmol/L for 48 h

图1 不同浓度顺铂作用48 h对PJ15、PJ41细胞活力的影响

Fig.1 Effects of different concentrations of DDP treating for 48 h on the viability of PJ15 and PJ41 cells

2.2 在头颈鳞癌组织中Notch4基因呈高表达

从TCGA数据库中选取头颈部肿瘤中的正常组

织和肿瘤样本进行Notch通路相关基因表达量比较，

结果（图 3）显示，纵坐标为基因表达量，正常组与肿

瘤组中Notch1（P=0.93）和Notch3（P=0.14）基因表达

量无显著差异，Notch2（P=0.00029）基因在正常组中

高表达、肿瘤组中低表达，而Notch4（P=0.046）基因

的表达量在肿瘤组中高于正常组。

2.3 顺铂通过Notch4信号通路调控口腔鳞癌干细胞

自我更新

WB检测结果（图 4A）显示，梯度浓度的顺铂作

用下，Notch 通路的 4 个受体的蛋白表达量中，

（Notch4的胞内段部分NICD4上升趋势较为显著，而

其他受体的表达水平无明显改变，提示顺铂有可能

激活了 Notch4 信号通路。进一步，qPCR 检测结果

（图 4B）显示 ，2 μmol/L 顺铂处理 48 h 后 ，PJ15

[（16.01±0.78）vs（0.83±0.20），P<0.01]和 PJ41 细胞

[（4.2±0.37）vs（1.0±0.07），P<0.01]中 NICD4 基因表

达水平也显著高于对照组；同时，Notch4信号通路中

的下游基因 JAG1、HEY1、HEY2、HES1、HES2、DLL4

等的表达也显著高于对照组（P<0.01或P<0.01），提

示Notch4信号通路在顺铂作用下被激活。

顺铂处理细胞 48 h 后加入 Notch 通路抑制剂

DAPT作用 24 h，WB检测结果（图 5A）显示，NICD4

及HES1、HEY2、Nanog、Bmi-1基因的表达量出现下

降。qPCR 检测结果（图 5B）显示，DAPT 组细胞中

Notch4信号通路的相关基因（Notch4、HEY1、HEY2、

HES1、HES2、JAG1、DLL4）和肿瘤干细胞相关基因

（SOX2、Bmi-1、Oct4 和 Nanog）表达量也显著下降

（P<0.05或P<0.01）。提示Notch4信号通路的激活可

能与口腔鳞癌干细胞存在密切关系。

为验证Notch4信号通路在口腔鳞癌干细胞中的

作用，敲降 Notch4 后加入 2 μmol/L DDP 作用 24 h，

WB实验检测结果（图 6A）显示，si-Notch4组与对照

组相比，CSC特异性基因Nanog和Bmi-1表达量无显著

差异。流式细胞术检测结果（图6B）显示，si-Notch4组

中 CSC 比例升高幅度小于对照组，这进一步提示

Notch4信号通路参与了CSC的自我更新。
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*P<0.05, **P<0.01 vs Control group

A：After adding different concentrations of DDP, expressions of Nanog, Bmi-1 and Oct4 were detected by WB;

B：After adding DDP, the mRNA levels of Nanog, Bmi-1, Oct4 and Sox2 were detected by qPCR;

C: The percentage of CSCs was detected by Annexin V-FITC flow cytometry

图2 顺铂增加PJ15和PJ41细胞肿瘤干性标志物的表达

Fig.2 DDP increased the expressions of CSC markers in PJ15 and PJ41 cells

图3 使用TCGA数据集比较Notch通路相关基因在正常组与肿瘤组间的表达情况

Fig.3 Comparison of Notch pathway related genes between the normal group and the tumor group using the TCGA data set
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*P<0.05, **P<0.01 vs control group

A：The expression of NICD1-4 in Notch pathway was detected by WB;

B：The expressions of related genes in Notch pathway were detected by qPCR

图4 顺铂促进Notch通路相关基因的表达

Fig.4 DDP promoted the expressions of Notch pathway related genes

*P<0.05, **P<0.01 vs DDP+DAPT group

A : After being added with 5 μmol/L DAPT, expression levels of NICD4, HES1, HEY2, Nanog and Bmi-1 were detected by WB;

B：mRNA levels of the target genes were detected by qPCR

图5 DAPT下调PJ15和PJ41 CSC特异性标志物和Notch通路下游基因的表达

Fig.5 DAPT down-regulated the expressions of CSC specific markers and downstream genes of

Notch pathway in PJ15 and PJ41 cells
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A: After transfection, the protein levels of Nanog and Bmi-1 in si-Notch4 and NC groups were detected by WB;

B: The percentage of CSCs was detected by Annexin V-FITC flow cytometer assay;

C: Knock-down of Notch4 reversed the sphere-forming ability of PJ15 and PJ41 cells (×200)

图6 敲降Notch4降低PJ15和PJ41 CSC相关基因表达水平及细胞成球能力

Fig.6 Knock-down of Notch4 reduced the expressions of CSCs-related genes and

the sphere-forming ability of PJ15 and PJ41 cells

为了进一步阐明Notch4信号通路对口腔鳞癌干

细胞自我更新的作用，我们进行了验证肿瘤干细胞

增殖能力的成球实验。结果（图 6C）显示，与对照组

相比，si-Notch4 组 PJ15 细胞 [（1.33±0.47）vs（8.00±

0.82）个，P<0.01]和 PJ41 细胞[（1.00±0.82）vs（7.67±

1.25）个，P<0.01]球体的数量和大小均显著低于对

照组，提示 Notch4 信号通路可以调控CSC的自我

更新。

3 讨 论

临床上头颈部肿瘤的治疗方法最常用的仍为手

术、放疗和化疗，缺乏特异且高效的治疗靶点，导致

过去30年头颈部肿瘤患者的总体生存率并没有显著

提高。顺铂是常用的铂类化疗药物，主要杀灭构成

肿瘤主体的普通肿瘤细胞，临床用药后常出现耐药

现象[[17-18]。阐明头颈部肿瘤化疗耐药的机制，对提升

患者生存率有重要的意义，而肿瘤干细胞的作用可

能是头颈部肿瘤化疗耐药的重要机制之一[19-20]。本

研究发现，顺铂处理后的口腔鳞癌细胞系中的干细

胞比例显著提升，这与“顺铂诱导肿瘤干细胞标志物

Bmi-1的表达和增加肿瘤干细胞在实体肿瘤中比例”

的报道[21]一致。通过TCGA数据库分析发现，Notch4

在头颈部肿瘤组织中呈高表达，体外实验证明口腔

鳞癌细胞在顺铂处理后出现肿瘤干细胞特异基因

Nanog、Bmi-1、Oct4表达升高，同时Notch4受体蛋白

表达量也显著增高，提示Notch4信号通路与头颈部

肿瘤干细胞有一定的关系。Notch信号通路在进化

过程中高度保守，在胚胎发育过程中发挥重要作

用[22]，Notch信号通路也是一个极有潜力的口腔癌治

疗靶点。PIKERING等[23]对口腔鳞癌患者的基因表

达、拷贝数、甲基化和点突变进行了全面的基因组分

析，认为Notch通路是口腔鳞癌 4个主要的驱动通路

之一，且66%的患者Notch通路被破坏，强调了Notch

通路在口腔鳞癌中的重要性。OSATHANON等[24]也

同样证实了口腔鳞癌组织中Notch信号通路中的基

因表达上升，表明Notch信号通路在人口腔鳞癌中表

达失调，并在细胞增殖中发挥作用。Notch通路可以

维持CSC干性及自我更新能力[25-26]；Notch4在乳腺癌

中可调控 CSC 的自我更新能力[27-28]；而在头颈鳞癌

中，与Notch通路其他受体相比，只有Notch4表达较

正常黏膜显著升高，且Notch4的染色体区域在口腔

鳞癌中扩增，这提示着Notch4在口腔鳞癌中可能占

有重要地位[29-30]。

研究[31]发现，敲降Notch4可抑制乳腺MCF-7细

胞中约 41%的干细胞标志物表达，即Notch4信号通

路参与调控乳腺癌干细胞自我更新；同时GAO等[32]

也证实，卵巢癌中CD24阳性细胞群体与CD24阴性

细胞群体相比具有更高的自我更新能力和分化能

力，且Notch4的表达量在CD24阳性细胞群体中显著

增加，提示Notch4与卵巢癌干细胞自我更新能力有

关。本研究发现，敲降 Notch4 基因后加入顺铂，

Nanog、Bmi-1这两个参与CSC自我更新的特异基因

的表达量并没有显著增加，且CSC比例显著小于对

照组，提示Notch4可直接影响口腔鳞癌干细胞的自
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我更新。为进一步验证这一假设，我们采用了肿瘤

干细胞成球实验，结果发现，敲降Notch4后，细胞成

球能力明显减弱。这些结果提示Notch4可调控口腔

鳞癌CSC的自我更新能力。

本实验的数据表明Notch4信号通路在口腔鳞癌

PJ15 和 PJ41 细胞的干细胞自我更新中发挥重要作

用，这一发现为口腔鳞癌的治疗提供了新的分子

靶点。
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