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5-Aza-CdR对裸鼠皮下移植瘤组织中甲状腺乳头状癌细胞自噬

和凋亡的影响及其机制
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［［摘 要］］   目的目的：：探讨 5-氮杂 -2'-脱氧胞苷 （5-Aza-CdR） 对裸鼠皮下移植瘤组织中 TPC-1 细胞自噬

和凋亡的影响，并阐明其作用机制。方法方法：：16 只 BALB/c 雌性裸鼠右前腋下接种人甲状腺乳头状癌

（PTC） TPC-1 细胞建立移植瘤模型。成瘤后裸鼠随机分为对照组和实验组，每组 8 只，对照组裸鼠

腹腔注射生理盐水，实验组裸鼠腹腔注射 5-Aza-CdR，隔日给药 1 次，连续给药 4 周。观察 2 组裸鼠移

植瘤生长情况，末次给药后处死裸鼠，称瘤体质量。HE 染色观察 2 组裸鼠移植瘤组织病理形态表现，

免疫组织化学染色检测 2 组裸鼠移植瘤组织中微管相关蛋白轻链 3 （LC3）、B 细胞淋巴瘤 -2 （Bcl-2）

和 Bcl-2 相关 X 蛋白 （Bax） 蛋白表达水平，实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法和 Western blotting 法

检测 2 组裸鼠移植瘤组织中 LC3、Beclin-1、Bcl-2、Bax、细胞外信号调节激酶激酶 （MEK）、细胞外

信号调节激酶 1 （ERK1）、细胞外信号调节激酶 2 （ERK2）、磷酸化 ERK1 （p-ERK1）、磷酸化 ERK2
（p-ERK2） mRNA 和蛋白表达水平，并计算 Bax/Bcl-2 比值。结果结果：：与对照组比较，实验组裸鼠移植

瘤体积和质量明显降低 （P<0. 01）。对照组裸鼠癌细胞数量多，排列紧密，细胞形状不规则，细胞核

染色清晰，细胞核大，细胞有重叠和分叶，可见明显的病理性核分裂象，符合 PTC 病理特点；实验

组裸鼠癌细胞数目明显减少，排列稀疏，细胞核固缩且胞核不明显，结缔组织明显增多。与对照组比

较，实验组裸鼠移植瘤组织中 LC3B 和 Beclin-1 mRNA 及蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），Bax/Bcl-2
比值升高 （P<0. 05 或 P<0. 01），MEK、ERK1/2 及 p-ERK1/2 mRNA 和蛋白表达水平明显降低 （P<
0. 05 或 P<0. 01）。  结论结论：：5-Aza-CdR 可抑制裸鼠皮下移植瘤组织中 TPC-1 细胞生长，诱导移植瘤细

胞自噬并促进细胞凋亡，其机制可能与丝裂原活化蛋白激酶 （MAPK） /MEK/细胞外信号调节激酶

（ERK） 信号通路抑制有关。

［［关键词］］   甲状腺乳头状癌； 细胞自噬； 细胞凋亡； 移植瘤； 5-氮杂-2'-脱氧胞苷
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apoptosis of the TPC-1 cells in subcutaneous xenograft tumor tissue of the nude mice， and to clarify its 
mechanism.  Methods：Sixteen female BALB/c nude mice were inoculated with human papillary thyroid 
carcinoma （PTC） TPC-1 cells in the right axilla to establish the xenograft tumor model.  After tumor 
formation， the mice were randomly divided into control group and experiment group（n=8）.  The nude mice 
in control group were given an intraperitoneal injection of saline， while the nude mice in experiment group 
were given the intraperitoneal injection of 5-Aza-CdR， administered once every other day for four weeks.  
The growth status of xenograft tumor of the mice in both groups was observed， and the mice were 
sacrificed after the final administration and the tumor weights of the nude mice in two groups were detected.  
HE staining was used to observe the pathomorphology of xenograft tumor tissue of the nude mice in both 
groups；immunohistochemistry was used to detect the expression levels of microtubule-associated protein 
light chain 3 （LC3）， B-cell lymphoma 2（Bcl-2）， and Bcl-2-associated X protein（Bax） in xenograft tumor 
tissue of the nude mice in two groups；real-time fluorescence quantitative PCR（RT-qPCR） and Western 
blotting methods were used to detect the expression levels of LC3， Beclin-1， Bcl-2， Bax， mitogen-

activated  protein  kinase  kinase（MEK），  extracellular  signal-regulated  kinase 1（ERK1），  extracellular  
signal-regulated kinase 2（ERK2）， phosphorylated EPK1（p-ERK1）， and phosphorylated EPK2（p-ERK2） 
mRNA and proteins in xenograft tumor tissue of the nude mice in two groups.  Results：Compared with 
control group， the tumor volume and weight of the nude mice in experiment group were significantly 
decreased（P<0. 01）.  The number of cancer cells of the nude mice in control group was high， and the cells 
were densely arranged， with irregular shapes， clear nuclear staining， large overlapping nuclei， and 
lobulation， showing significant pathological mitotic figures consistent with PTC pathological characteristics.  
The number of cancer cells of the nude mice in experiment group showed a significant decresing trend， and 
the cells were sparse arrangement， nuclear shrinkage， and less distinct nuclei， with a significant increase in 
connective tissue.  Compared with control group， the expression levels of LC3B and Beclin-1 mRNA and 
proteins in xenograft tumor tissue of the nude mice in experiment group were significantly increased

（P<0. 05）  and the ratio of and Bax/Bcl-2 was increased（P<0. 05 or P<0. 01）， while the expression 
levels of MEK ， ERK1/2， and p-ERK1/2 mRNA and proteins were significantly decreased（P<0. 05 or 
P<0. 01）.  Conclusion：5-Aza-CdR can inhibit the growth of TPC-1 cells in subcutaneous xenograft tumor 
tissue of  the nude mice， induce the autophagy， and promote the apoptosis of  the tumor cells.  The 
mechanism may be related to the inhibition of the mitogen-activated protein kinase（MAPK）/MEK/
extracellular signal-regulated kinase（ERK） signaling pathways.
KEYWORDS Papillary thyroid carcinoma； Cell autophagy； Apoptosis； Transplantation tumor； 5-aza-

2'-deoxycytidine

甲 状 腺 癌 是 最 常 见 的 内 分 泌 肿 瘤 和 头 颈 部 肿

瘤 ， 其 中 约 80% 为 甲 状 腺 乳 头 状 癌 （papillary 
thyroid carcinoma，PTC ）  ［1］。迄今为止，甲状腺

近 全 切 除 术 联 合 放 射 性 碘 治 疗 仍 是 PTC 患 者 的 最

佳初始治疗方案。尽管大多数 PTC 患者预后良好，

长 期 生 存 率 较 高 ， 但 仍 有 相 当 比 例 的 PTC 患 者 出

现 复 发 或 远 处 转 移 ， 寻 找 新 的 治 疗 策 略 有 重 要

意义。

丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （mitogen-activated 
protein kinase， MAPK） /丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 激

酶 （mitogen-activated protein kinase kinase，

MEK） /细胞外信号调节激酶 （extracellular signal-

regulated kinase，ERK） 信号通路是所有 MAPK 信

号 转 导 通 路 中 最 重 要 的 信 号 级 联 反 应 ， ERK 的 表

达对细胞生长发育至关重要，其过度激活在癌症的

发生发展中起重要作用 ［2］。PTC 组织中 ERK 基因

高表达  ［3］。MAPK/MEK/ERK 信号通路还参与细

胞凋亡和自噬等多种过程。自噬作为Ⅱ型程序性细

胞死亡是一种进化上保守的分解代谢过程，可调节

细胞生长，维持内环境稳态 ［4］。自噬异常或减少则

不能分解受损的细胞器和蛋白质，导致癌症发生。

微 管 相 关 蛋 白 轻 链 3 （light chain 3， LC3） 和

Beclin-1 是自噬途径中的关键蛋白。Beclin-1 是启动

自噬体形成的标志，与细胞凋亡中 B 细胞淋巴瘤 2
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（B-cell lymphoma-2， Bcl-2） 家 族 的 抗 凋 亡 蛋 白 具

有相同的 BH3 结构域，Bcl-2 既可抑制促凋亡蛋白，

又可通过 BH3 结构域与 Beclin-1 共同调节自噬 ［5］。

5- 氮 杂 -2'- 脱 氧 胞 苷 （5-aza-2'-deoxycytidine，

5-Aza-CdR） 是 美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 批 准 的

DNA 甲基转移酶抑制剂，常用于治疗骨髓增生异

常综合征和白血病，最近也用于治疗实体瘤 ［6］。研

究 ［7-9］ 显 示 ： 5-Aza-CdR 可 诱 导 白 血 病 细 胞 、 肝 癌

细 胞 和 胆 管 癌 细 胞 发 生 凋 亡 和 自 噬 。 目 前 5-Aza-

CdR 对 PTC 细 胞 自 噬 影 响 的 研 究 较 少 ， 本 研 究 建

立 TPC-1 细胞裸鼠移植瘤模型，探讨 5-Aza-CdR 是

否通过 MAPK/MEK/ERK 信号通路影响细胞自噬

和 凋 亡 ， 从 而 抑 制 肿 瘤 生 长 ， 为 临 床 PTC 治 疗 提

供依据。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物、、细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　TPC-1 细

胞株购自上海分子与细胞生物学研究中心。4 周龄

BALB/c 雌 性 裸 鼠 16 只 ， 体 质 量 （14. 6±0. 4） g，

购 自 浙 江 维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司 ， 动 物

生 产 许 可 证 号 ： SCXK （京） 2019-0001。 本 研 究

遵 循 实 验 动 物 伦 理 原 则 ， 在 上 海 分 子 与 细 胞 生 物

学 研 究 中 心  SPF 级 屏 障 系 统 中 饲 养 裸 鼠 ， 环 境

恒 温 18 ℃ ~22 ℃ ， 恒 湿 45%~55%， 密 闭 无 菌 。

5-Aza-CdR （货号 HY-A0004） 购 自 美 国 Sigma 公

司 ， 兔 抗 人 单 克 隆 LC3B （货 号 3868）、 Beclin-1
（货号 3495）、MEK （货号 8727T）、 ERK1/2 （货

号 4695T） 和 磷 酸 化 ERK1/2 （phosphorylated 
ERK1/2， p-ERK1/2）（货 号 4370S） 抗 体 购 自 美

国 Cell Signaling Technology 公司，兔抗人甘油醛-3-

磷 酸 脱 氢 酶 （glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase， GAPDH）（货 号 AF7021） 抗 体 购

自江苏亲科生物研究中心有限公司，辣根过氧化物

酶 （horseradish peroxidase， HRP） 标 记 的 山 羊 抗

兔 预 吸 附 IgG H ＆ L （bs-0295G-HRP） 二 抗 和 兔

抗人 β-actin （bs-0061R） 抗体购自北京博奥森生物

技术有限公司，兔抗人 Bax （货 号 40635） 和 Bcl-2
（货号 40639） 抗体购自美国 SAB Biotherapeutics 公

司。超低温冰箱 （-80℃） 和 Multiskan FC 酶标仪

购自美国赛默飞世尔科技公司，7900HT 实时荧光

定 量  PCR （real-time fluorescence quantitative PCR，

RT-qPCR） 系统购自美国应用生物系统公司。

1. 2　　 TPC-1 细 胞 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型 的 制 备细 胞 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型 的 制 备　　  

 TPC-1 细 胞 株 采 用 含 10% 胎 牛 血 清 的 培 养 基 培

养，置于含 5% CO2 的 37 ℃培养箱中。倒置显微镜

下观察细胞生长情况，隔日更换培养基。待细胞生

长 至 覆 盖 培 养 瓶 壁 的 80%~90% 后 传 代 ， 取 对 数

生长期细胞，采用胰酶消化细胞，调整细胞浓度为

1×107 mL-1， 于 裸 鼠 右 前 腋 下 接 种 ， 200 μL/只 。

接种完毕后将裸鼠置于屏障系统中饲养，待右前腋

下 出 现 直 径 3~5 mm 肿 块 ， 提 示 移 植 瘤 模 型 建 立

成功。

1. 3　动物　动物分组分组、、给药方式和移植瘤生长情况给药方式和移植瘤生长情况　　成瘤

后 将 裸 鼠 随 机 分 为 对 照 组 和 实 验 组 ， 每 组 各 8 只 。

对 照 组 裸 鼠 腹 腔 注 射 生 理 盐 水 （200 μL/只），

实 验 组 裸 鼠 腹 腔 注 射 5-Aza-CdR （200 μL/只 ，

1 μg·g-1）， 隔 日 给 药 1 次 ， 周 期 28 d。 给 药 第 0、

7、14、21 和 28 天采用游标卡尺测量 2 组裸鼠瘤体

的长径和短径，计算每组裸鼠瘤体长径和短径的平

均 值 并 计 算 移 植 瘤 体 积 ， 移 植 瘤 体 积 = （长 径 ×
短 径 2） /2， 绘 制 瘤 体 体 积 变 化 曲 线 。 末 次 给 药 后

24 h，采用颈椎离断法处死裸鼠，剥离裸鼠肿瘤组

织，电子天平称取肿瘤质量，计算 2 组裸鼠肿瘤平

均质量。取每个瘤体的一部分组织采用石蜡包埋，

其 余 瘤 体 去 除 周 围 结 缔 组 织 和 血 凝 块 ， 置 于 无 酶

EP 管中，-80°冰箱保存。

1. 4　　 HE 染色观察染色观察 2 组组裸鼠裸鼠移植瘤病理形态表现移植瘤病理形态表现　　

 将 实 验 组 和 对 照 组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 标 本 浸 泡 于

4% 多 聚 甲 醛 固 定 液 中 ， 随 后 进 行 组 织 脱 水 、 透

明、浸蜡、包埋和切片，再经复水、染色、脱水和

封闭，显微镜下观察 2 组裸鼠肿瘤组织染色情况并

采集图像。

1. 5　　RT--qPCR 法检测法检测 2 组组裸鼠裸鼠移植瘤组织中目的移植瘤组织中目的

基因基因  mRNA 表达水平表达水平　　取 -80 ℃ 冰 箱 冻 存 的 2 组

大鼠肿瘤组织 40 mg，每个样品加入 800 μLTRIzol，
提取 RNA 并测定 RNA 浓度。按照反转录试剂盒操

作 说 明 进 行 反 转 录 生 成 cDNA。 反 转 录 产 物 按 照

Magic SYBR Mixture 试 剂 盒 进 行 RT-qPCR 扩 增 ，

检 测 LC3-Ⅱ 、 Beclin-1、 Bcl-2、 Bcl-2 相 关 X 蛋 白

（Bcl-2-associated X protein， Bax）、MEK、 ERK1、

ERK2 、 磷 酸 化  ERK1 （phosphorylated  ERK1，

p-ERK1） 和磷酸化  ERK2 （phosphorylated  ERK2，

p-ERK2） mRNA 表达水平。PCR 反应条件：预变性

95 ℃、10 min ；变性 95 ℃、15 s；退火 60 ℃、60 s，

共 40 个 循 环 ； 总 延 伸 75 ℃ 、 5 min。 引 物 序 列 ：

LC3-Ⅱ 上 游 引 物 序 列 5 ′-GTCAGCGTCTCCACA 
CCAATCTC-3 ′，LC3-Ⅱ下游引物序列 5 ′-ACAA 
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TTTCATCCCGAACGTCTCCTG-3 ′；    Beclin-1
上 游 引 物 序 列 5 ′-ACATCTGGCACAGTGGACA 
GTTTG-3 ′， Beclin-1 下 游 引 物 序 列 5 ′-AGCATG 
GAGCAGCAACACAGTC-3 ′；Bax 上游引物序列

5 ′-TTCAGGGTTTCATCCAGGATCG-3 ′， Bax
下 游 引 物 序 列 5 ′-TTGAGACACTCGCTCAGCT 
TC-3 ′；Bcl-2 上游引物序列 5 ′-CCTGTGGATGA 
CTGAGTACCTG-3′，Bcl-2 下游引物序列 5′-GCC 
AGGAGAAATCAAACAGAGG-3 ′；MEK 上游引

物序列 5 ′-TGGAGATGGCAGTTGGAAGAT-3 ′，

MEK 下 游 引 物 序 列 5 ′-GAGGTCGGCTATCCA 
TTCCAT-3 ′； ERK1 上 游 引 物 序 列 5 ′-CATCTT 
CCCTGGCAAGCACTA-3 ′，ERK1下游 引 物 序 列

5 ′-AGTTTCGGGCCTTCATGTTG-3 ′；ERK2 上

游引物序列 5′-CCTTCCAACCTGCTGCTCAA-3 ′，

ERK2 下 游 引 物 序 列 5 ′-TTCTGTCAGGAACCC 
TGTGTGA-3 ′； p-ERK1 上 游 引 物 序 列 5 ′-TCAA 
GCCTTCCAACCTC-3 ′， p-ERK1 下 游 引 物 序 列

5 ′-GCAGCCCACAGACCAAA-3 ′； p-ERK2 上 游

引物序列 5 ′-TCCCAAATCTGACTCCAAAG-3 ′，

p-ERK2 下 游 引 物 序 列 5 ′-TCCAGCTCCAGTTC 
AAAGG-3 ′； GAPDH 上 游 引 物 序 列 5 ′-AGAA 
GGCTGGGGCTCATTTG-3 ′，GAPDH 下游引物

序 列 5 ′-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3 ′。 根

据所得各组的循环阈值 （cycle threshold，CT），以

GAPDH 为 内 参 ， 采 用 2-ΔΔCT 法 计 算 目 的 基 因  
mRNA 表达水平，实验重复 3 次。

1. 6　　免疫组织化学染色法检测免疫组织化学染色法检测 2 组裸鼠移植瘤组组裸鼠移植瘤组

织中织中 LC3B、、Bax 和和 Bcl--2 蛋白表达水平蛋白表达水平　　石 蜡 包 埋

的甲状腺乳头状癌裸鼠移植瘤组织切成 6 μm 厚的

切片。切片脱蜡后，采用柠檬酸盐 -乙二胺四乙酸

进行抗原修复，切片在 3% H2O2 中室温孵育 5 min
抑 制 内 源 性 过 氧 化 物 酶 活 性 。 抗 原 修 复 后 ， 采 用

5% 牛 血 清 白 蛋 白 封 闭 液 在 室 温 封 闭 切 片 15 min。

分 别 加 入 LC3B、 Bax 和 Bcl-2 一 抗 （均 为 1∶ 100
稀 释）， 室 温 过 夜 。 次 日 加 入 二 抗 （1∶ 200），

37 ℃孵育 30 min；采用 3，3΄-二氨基联苯胺试剂盒

显影，显微镜下观察，蒸馏水终止反应，切片在室

温 下 苏 木 素 染 色 3 s， 梯 度 乙 醇 脱 水 后 ， 二 甲 苯 透

明，最后采用中性树胶密封，光学显微镜下观察。

所有玻片在同一光源背景强度，同一放大倍数下拍

照 。 采 用 Image J 图 像 分 析 系 统 进 行 半 定 量 分 析 ，

计算积分吸光度 （integrated A， I A）。采用 Image 

J 图像分析系统进行半定量分析，计算平均光密度

（average optical density， AOD） 值 ， AOD= 累 积

光 密 度 （integrated optical density， IOD） 值/目 的

蛋白分布区域面积。

1. 7　　Western blotting 法检测法检测 2 组裸鼠移植瘤组织组裸鼠移植瘤组织

中中 LC3B、、Beclin--1、、Bax、、Bcl--2、、MEK、、ERK1/2 和和

p--ERK1/2 蛋白表达水平蛋白表达水平　　-80℃冰 箱 中 取 出 移 植

瘤组织，加入放射免疫沉淀法裂解液，在冰上使用

玻璃匀浆器匀浆，提取总蛋白，二辛可宁酸蛋白定

量 法 检 测 蛋 白 浓 度 ， 加 入 溴 酚 蓝 和 抗 氧 化 剂 后

100℃煮 沸 5 min。 每 孔 上 样 量 为 20 μg 蛋 白 ， 浓 缩

胶 19 mA，40 min，分离胶 29 mA 电泳，待溴酚蓝

染 料 电 泳 至 凝 胶 底 部 时 停 止 电 泳 。 采 用 半 干 法 转

膜 ， 200 mA、 90 min， 5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 90 min。

加 入 LC3B、 Beclin-1、Bax、Bcl-2、MEK、ERK1/
2、p-ERK1/2、 β -actin 和 GAPDH 一 抗 4 ℃ 孵 育 过

夜 。 第 2 天 采 用 Tris 缓 冲 盐 Tween 洗 涤 缓 冲 液

（Tria-buffered saline with Tween 20， TBST） 洗 涤

3 次，每次 15 min，加入二抗 （1∶10 000） 室温孵

育 90 min， TBST 缓 冲 液 洗 涤 3 次 ， 每 次 15 min。

条带置入增强型化学发光试剂中，采用 Image J 图

像分析系统分析蛋白条带灰度值，计算目的蛋白表

达 水 平 。 目 的 蛋 白 表 达 水 平 = 目 的 蛋 白 条 带 灰 度

值/内参条带灰度值。实验重复 3 次。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　 采 用 Graphpad Prism 9. 5 统 计

软件进行统计学分析。采用 Shapiro-Wilk 检验进行

正 态 性 检 验 ， 2 组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中 LC3- Ⅱ 、

Beclin-1、Bax、Bcl-2、MEK、ERK1/2 和 p-ERK1/
2 mRNA 和蛋白及 LC3B 蛋白表达水平均符合正态

分布，以 x±s 表示，2 组间样本均数比较采用两独

立样本 t 检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　 2 组裸鼠移植瘤大体形态组裸鼠移植瘤大体形态、、瘤体积和瘤质量瘤体积和瘤质量　　

 对照组裸鼠移植瘤瘤体呈多结节状，包膜完整，

表面呈肉红色，剖面呈鱼肉状，见图 1。实验组裸

鼠移植瘤体积明显小于对照组 （P<0. 01），见图 2
和表 1。末次给药后，实验组裸鼠移植瘤质量明显

低于对照组 （P<0. 01），见表 1。

2. 2　　2 组裸鼠移植瘤组织病理形态表现组裸鼠移植瘤组织病理形态表现　　HE 染色

结果显示：对照组裸鼠癌细胞数量多，排列紧密，

细胞形状不规则，细胞核染色清晰，细胞核大，有

重 叠 和 分 叶，可 见 明 显 病 理 性 核 分 裂 象，符 合

PTC 病理特点。实验组裸鼠癌细胞数量明显减少，
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排列稀疏，细胞核固缩且胞核不明显，结缔组织明

显增多。见图 3。

2. 3　　 2 组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中 LC3-- ⅡⅡ 和和 Beclin--1 

mRNA 表 达 水 平 及表 达 水 平 及 Bax/Bcl--2 比 值比 值　　 与 对 照 组 比

较 ， 实 验 组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中 LC3-Ⅱ 和 Beclin-1 
mRNA 表 达 水 平 及 Bax/Bcl-2 比 值 明 显 升 高 （P<
0. 05）。见表 2。

2. 4　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 MEK、、ERK1、、ERK2、、

p--ERK1 和和 p--ERK2 mRNA 表达水平表达水平　　与 对 照 组 比

较，实 验 组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中  MEK、ERK1、

ERK2、 p-ERK1 和 p-ERK2 mRNA 表 达 水 平 降 低

（P<0. 05 或 P<0. 01）。见表 3。

2. 5　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 LC3B、、Bax 和和 Bcl--2 蛋蛋

白表达水平白表达水平　　免疫组织化学染色结果显示：LC3B、

Bax 和 Bcl-2 蛋 白 主 要 在 细 胞 质 中 表 达 ， 阳 性 细 胞

呈棕黄色。与对照组比较，实验组裸鼠移植瘤组织

大 部 分 细 胞 中 LC3B 和 Bax 表 达 呈 阳 性 ， LC3B 和

Bax 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）； Bcl-2 阳

性 细 胞 少 见 ， Bcl-2 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<
0. 01）。见图 4 和表 4。

Control

Experiment

图图 1　　2 组荷瘤裸鼠皮下移植瘤大体形态表现组荷瘤裸鼠皮下移植瘤大体形态表现

Fig. 1　　 Gross morphology of subcutaneous exnograft 

tumor of tumor--loaded nude mice in two groups
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图图 2　　2 组裸鼠移植瘤体积组裸鼠移植瘤体积

Fig. 2　　Volumes of exnograft tumors of nude mince in 

two groups

表表 1　　末次给药后末次给药后 2 组裸鼠移植瘤体积和质量组裸鼠移植瘤体积和质量

TabTab..   11　　 Volumes and weights of Volumes and weights of exnograft tumor of nude tumor of nude 
mice in mice in ttwo groups after wo groups after last last administrationadministration                      （n=8， x±s）

Group
Control
Experiment
P

Volume（V/mm3）

1 372.09±407.96
417.64±73.74

<0.01

Weight（m/g）

1.33±0.46
0.45±0.11

<0.01

A B

A：Control group； B： Experiment group.

图图 3　　2 组裸鼠移植瘤组织病理形态表现组裸鼠移植瘤组织病理形态表现（（HE，，×200））

Fig. 3　　Pathomophology of exnograft tumor of nude mice in two groups (HE,×200)

表表 2　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 LC3--ⅡⅡ和和 Beclin--1 mRNA 表达表达

水平及水平及 Bax/Bcl--2 比值比值  

TabTab.. 22　　 Expression levels of LCExpression levels of LC33-- ⅡⅡ and Beclin and Beclin--11 mRNA mRNA,,  
and ratios of Bax/Bcland ratios of Bax/Bcl--22  in   in exnograft  tumor tissue of nude  tumor tissue of nude 
mice in two groupsmice in two groups （n=3, x±s）

Group
Control
Experiment
P

LC3-Ⅱ mRNA
1.03±0.02
8.41±2.92

<0.05

Beclin-1 mRNA
1.07±0.10
1.65±0.32

<0.05

Ratio of Bax/Bcl-2
1.02±0.06
2.89±0.82

<0.05
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2. 6　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 LC3B 和和 Beclin--1 蛋白蛋白

表达水平及表达水平及 Bax/Bcl--2 比值比值　　与对照组比较，实验

组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中 LC3B 和 Beclin-1 蛋 白 表 达

水 平 及 Bax/Bcl-2 比 值 明 显 升 高 （P<0. 01）。

见图 5。

2. 7　　2 组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中 MEK 、、ERK1/2 和和

p--ERK1/2 蛋白表达水平蛋白表达水平　　与 对 照 组 比 较 ， 实 验 组

裸鼠移植瘤组织中 MEK、ERK1/2 和 p-ERK1/2 蛋

白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。

见图 6。

3 讨  论  

PTC 患者一般预后良好，但是有些 PTC 具有

高侵袭性和去分化倾向，可能进展为低分化或未分

化 甲 状 腺 癌 ， 预 后 不 良 ［10］， 因 此 有 必 要 寻 找 新 的

疗法。本研究结果显示：随着 5-Aza-CdR 给药时间

延长，TPC-1 细胞移植瘤生长趋缓，癌细胞数目减

少，细胞核出现固缩，表明 5-Aza-CdR 可以有效抑

制 PTC 移植瘤的生长。

5-Aza-CdR 是 一 种 强 效 且 特 异 性 的 DNA 甲 基

转移酶抑制剂，可以重新激活抑癌基因表达，具有

良 好 的 抗 肿 瘤 活 性 ［11］。 梁 等 ［12］ 和 ZHANG 等 ［13］

分别在乳腺癌细胞和膀胱癌细胞中发现 5-Aza-CdR
可以诱导细胞自噬，发挥抗癌作用。自噬由一组自

噬 相 关 蛋 白 如 自 噬 相 关 基 因 5 （autophagy-related 
gene 5，Atg5）、Beclin-1、P62 和 LC3 等控制 ［14-16］。

表表 3　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 MEK、、ERK1、、ERK2、、p--ERK1 和和 p--ERK2 mRNA 表达水平表达水平

TabTab.. 33　　 Expression levels of MEKExpression levels of MEK,, ERK ERK11,, ERK ERK22,, p p--ERKERK11,, and p and p--ERKERK22 mRNA in exnograft tumor tissue of nude mice in two  mRNA in exnograft tumor tissue of nude mice in two 
groupsgroups （n=3, x±s）

Group
Control
Experiment
P

MEK
1.00±0.00
0.27±0.27

<0.01

ERK1
1.03±0.02
0.62±0.18

<0.05

ERK2
1.00±0.00
0.46±0.14

<0.01

p-ERK1
1.00±0.08
0.54±0.15

<0.01

p-ERK2
1.01±0.01
0.36±0.32

<0.05

Control

Experiment

Control

LC3B Bax Bcl-2

图图 4　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 LC3B、、Bax 和和 Bcl--2 蛋白表达情况蛋白表达情况（（免疫组织化学免疫组织化学，，×200））

Fig. 4　　Expressions of  LC3B, Bax, and  Bcl--2  proteins  in  transplanted  tumor  tissue  of  nude  mice  in  two  groups 

(Immunohistochemistry,×200)

表表 4　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 LC3B、、Bax 和和 Bcl--2 蛋白表达水平蛋白表达水平

TabTab..   44　　Expression levels of LCExpression levels of LC33BB,, Bax Bax,, and Bcl and Bcl--22 proteins in exnograft  tumor tissue of nude mice in two groups  proteins in exnograft  tumor tissue of nude mice in two groups （n=3, x±s）

Group
Control
Experiment
P

LC3B
11.52±1.54
33.30±5.92

<0.05

Bax
12.63±1.73
15.73±2.39

<0.05

Bcl-2
17.43±9.49
14.12±7.39

<0.01
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自噬在各种肿瘤类型中频繁下调，表明其作为肿瘤

抑制因子。Atg 突变是最常见的自噬介导的致癌因

素。Beclin-1 是第一个被发现在癌症中存在突变的

Atg 基 因 ， 在 77% 卵 巢 癌 和 30% 乳 腺 癌 组 织 中 呈

单等位基因缺失 ［17］。本研究结果显示：5-Aza-CdR
处理后移植瘤组织中 Beclin-1 和 LC3B mRNA 和蛋

白表达水平明显升高，说明 5-Aza-CdR 促进了自噬

的表达。

目前临床治疗癌症的手段主要还是通过细胞凋

亡消除癌细胞。细胞凋亡是一系列复杂的形态学事

件 ， 如 核 固 缩 和 核 碎 裂 及 质 膜 的 起 泡 ［18］。 细 胞 凋

亡 途 径 的 任 何 改 变 都 会 导 致 肿 瘤 发 生 ［19］。 通 过 内

源性或外源性途径诱导癌细胞凋亡已成为许多抗癌

治疗策略的关键 ［20］。QIU 等 ［21］ 研究显示：在长期

微 环 境 应 激 中 ， 肝 癌 细 胞 出 现 Beclin-1 的 诱 导 表

达 ， 伴 随 促 凋 亡 蛋 白 Bax 的 过 表 达 和 抗 凋 亡 蛋 白

Bcl-2 的 低 表 达 ， 促 进 肝 癌 细 胞 的 自 噬 状 态 向 凋 亡

转变，抑制细胞增殖。本研究结果显示：5-Aza-CdR
处理后裸鼠移植瘤组织中 Bax 表达水平升高，Bcl-2
表达水平降低，提示 5-Aza-CdR 促进了移植瘤内源

性细胞凋亡途径的激活。

自噬和凋亡受多种信号通路的调节，MAPK/
MEK/ERK 信 号 通 路 是 其 中 之 一 。 MAPK/MEK/
ERK 信 号 通 路 在 控 制 细 胞 存 活 和 增 殖 的 过 程 中 起

重要作用，其异常激活与细胞转化和癌变有关 ［22］，

多种人体肿瘤已检测到该信号通路异常激活 ［23-24］。

本研究结果显示：5-Aza-CdR 处理后移植瘤组织中

MEK、ERK1/2 和 p-ERK1/2 mRNA 和蛋白表达水
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图图 5　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 LC3B、、Beclin--1、、Bax 和和 Bcl--2 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 5　　 Electrophoregram (A)   and   histogram (B)   of   expressions   of  LC3B, Beclin--1，， Bax，， and Bcl--2  proteins  in 

exnograft  tumor  tissue  of  nude  mice  in  two  groups
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图图 6　　2 组裸鼠移植瘤组织中组裸鼠移植瘤组织中 MEK、、ERK1/2 和和 p--ERK1/2 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 6　　 Electrophoregram (A)   and  histogram (B)  of   expressions  of   MEK,  ERK1/2，，  and  p--ERK1/2  proteins  in 

exnograft tumor tissue of nude mice in two groups

1336



石玉宵， 等 . 5-Aza-CdR 对裸鼠皮下移植瘤组织中甲状腺乳头状癌细胞自噬和凋亡的影响及其机制

平 明 显 降 低 ， 提 示 5-Aza-CdR 通 过 抑 制 MAPK/
MEK/ERK 信 号 通 路 在 诱 导 PTC 细 胞 死 亡 中 发 挥

作用。

综 上 所 述 ， 5-Aza-CdR 可 抑 制 PTC 生 长 ， 该

抑 制 作 用 由 细 胞 凋 亡 和 自 噬 介 导，且 依 赖 于

MAPK/MEK/ERK 通 路 下 调 。 本 研 究 结 论 深 化 了

对 5-Aza-CdR 抗肿瘤作用的理解，为将来 5-Aza-CdR
在治疗 PTC 中的临床应用提供了依据。
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