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　　［摘要］　目的　研究Ｎｏｔｃｈ信号中Ｎｏｔｃｈ１受体在骨形态发生蛋白９（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ９，
ＢＭＰ９）诱导的永生化小鼠胚胎成纤维细胞（ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ｉＭＥＦ）成骨分化中
的作用。方法　 利用 Ｎｏｔｃｈ１受体显性负性突变体（ｄｏｍｉｎａｎｔｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔ，ｄｎＮｏｔｃｈ１）处理 ｉＭＥＦ细
胞，首先分别采用细胞化学染色、活性测定和ＲＴＰＣＲ了解Ｎｏｔｃｈ１对早期成骨指标碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）和晚期成骨指标骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）的影响；其次
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、荧光素酶和ＲＴＰＣＲ检测 Ｎｏｔｃｈ１对 ＢＭＰ９经典信号通路中 Ｓｍａｄ１／５／８磷酸化和 Ｓｍａｄ
结合元件（ｓｍａｄｂｉｎｄｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ，ＳＢＥ）活性影响；最后用结晶紫染色和流式细胞仪分析其对细胞增殖、
周期及凋亡的影响。结果 　与对照组相比，ｄｎＮｏｔｃｈ１处理 ｉＭＥＦ第３、５、７天后，ＡＬＰ活性均降低（Ｐ＜
００５），并呈剂量依赖性，１１ｄ时 ＯＰＮ和 ＯＣＮ表达量也下调（Ｐ＜０．０５）；ＢＭＰ９经典通路中 Ｓｍａｄ１／５／８
蛋白量没有明显变化，而ｐＳｍａｄ１／５／８蛋白及ＳＢＥ活性受到了抑制（Ｐ＜０．０５）；结晶紫染色及流式细胞
仪分析结果显示ｄｎＮｏｔｃｈ１能够抑制ＢＭＰ９诱导的 ｉＭＥＦ早期细胞增殖，但对细胞凋亡无影响。结论　
ｄｎＮｏｔｃｈ１竞争抑制 Ｎｏｔｃｈ１信号，使 ＢＭＰ９诱导 ｉＭＥＦ的成骨分化能力显著下降，其可能通过抑制 ＢＭＰ
信号通路的活化和ｉＭＥＦ早期增殖两方面来实现。
　　［关键词］　Ｎｏｔｃｈ１；骨髓间充质干细胞；永生化小鼠胚胎成纤维细胞；骨形态发生蛋白９
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ｗｉｔｈｑＲＴＰＣＲ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＳｍａｄ１／５／８ａｎｄＳｍａｄｂｉｎｄｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ（ＳＢＥ）ａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅ
ｓｔｕｄｉｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｎＮｏｔｃｈ１ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃｙｃｌｅ
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ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＢＭＰ９ｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｏｎｔｈｅ１１ｔｈｄａｙ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＮａｎｄ
ＯＣＮｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＳｍａｄ１／５／８ｈａｄｎｏｒｅｍａｒｋａｂｌｅｃｈａｎｇｅｔｈｏｕｇｈｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｐＳｍａｄ１／５／８ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＢＥｗｅｒｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ
ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｄｎＮｏｔｃｈ１ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＢＭＰ９ａｔ
ｔｈｅｅａｒｌｙｓｔａｇｅ，ｂｕｔｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｄｎＮｏｔｃｈ１ｃａｎｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
Ｎｏｔｃｈ１ｓｉｇｎａｌ，ａｎｄｔｈｕｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＢＭＰ９，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅｄｕｅｔｏ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢＭＰｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙａｎｄｔｈｅｅａｒｌｙｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｉＭＥＦｃｅｌｌｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔ
Ｎｏｔｃｈ１ｍａｙｐｌａｙａｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｏｌｅｉｎＢＭＰ９ｉｎｄｕｃｅｄｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｎｏｔｃｈ１；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ；ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ；ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ９

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１２ｊｊＡ１０００４）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ
ｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ（ＫＪ１３０３０５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴａｎｇＭｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｃａｔｏｍ＠１２６．ｃｏｍ

　　骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）是一种具有很强自我更新能力和多向分化潜能
的干细胞，在一定的诱导条件下，其可向成骨、成肌、成

脂等多种细胞分化［１－２］，因此，在再生医学领域，ＭＳＣｓ
一直被作为理想种子细胞用于多种组织的修复［３］，也

被用于骨质疏松、难治性骨折等骨科疾病治疗的研究。

本课题组构建的永生化小鼠胚胎成纤维细胞（ｉｍｍｏｒ
ｔａｌｉｚｅｄｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ｉＭＥＦ）具备 ＭＳＣｓ
特征，可用于体内外ＭＳＣｓ相关实验中［４］。ＢＭＰ９在体
外可以诱导 ＭＳＣｓ向成骨分化，是目前已经分离并鉴
定的２０余种ＢＭＰｓ中诱导ＭＳＣｓ成骨分化能力最强的
因子［５－６］，但具体机制不清楚。Ｎｏｔｃｈ１是 Ｎｏｔｃｈ信号
通路受体之一，有研究表明其在 ＭＳＣｓ成骨分化中发
挥重要作用［７－１０］。那么在ＢＭＰ９诱导的ＭＳＣｓ成骨分
化过程中，Ｎｏｔｃｈ１扮演什么样的角色呢？本研究探讨
Ｎｏｔｃｈ１在 ＢＭＰ９诱导的 ｉＭＥＦ细胞成骨分化中的作
用，以期对ＭＳＣｓ成骨分化的研究提供更可靠的依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株及腺病毒　　永生化小鼠胚胎成纤维
细 胞 （ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ｉＭＥＦ）、ｄｎＮｏｔｃｈ１、红色荧光蛋白（ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＲＦＰ）、骨形态发生蛋白 ９（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ９，ＢＭＰ９）、绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）均由芝加哥大学何通川惠赠并由本实验
室保存、人结肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６由重庆医科大学分
子实验室保存。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ及 ＭＥＭ高糖培养基
（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），小牛血清
（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），磷酸盐粉（中杉金桥公司），ＲＮＡ提
取试剂Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＡＬＰ染色试剂（Ｓｉｇｍａ

公司），荧光素酶检测试剂（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ试剂（ＴａＫａＲａ公司），引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合
成），Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解液（碧云天公司），牛血清
粉ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ公司），ｐＳｍａｄ１／５／８抗体（ＣＳＴ公司），
Ｓｍａｄ１／５／８抗体和 βａｃｔｉｎ单抗隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司），羊抗鼠、羊抗兔抗体（中杉金桥公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养与处理　　复苏 ｉＭＥＦ细胞培养于
含１０％胎牛血清、１％青霉素／链霉素（Ｐ／Ｓ）、ＤＭＥＭ高
糖培养基中。ＨＣＴ１１６细胞培养于含１０％小牛血清、
１％（Ｐ／Ｓ），ＭＥＭ／ＥＢＳＳ高糖培养基中。３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养。待细胞贴壁生长并融合至８０％左右
时，用适量胰蛋白酶进行消化传代。

１．２．２　ＡＬＰ活性测定与染色　　将 ｉＭＥＦ细胞接种
至２４孔板，按２×１０４／孔，待细胞融合至３０％左右时，
加入ＲＦＰ或ｄｎＮｏｔｃｈ１后换液，待红色荧光出现后（约
３６ｈ），加入适当量的条件培养基，继续培养５～７ｄ进
行ＡＬＰ染色与ＡＬＰ活性定量分析。ＡＬＰ染色：吸引器
吸去培养基，每孔２００～５００μＬＡＬＰ染色液，避光，１０～
３０ｍｉｎ后观察染色。ＡＬＰ活性定量分析：吸引器吸去培
养基，加入１×细胞裂解液１００μＬ／孔，静置５ｍｉｎ。刮
下细胞裂解物并收集至 ＥＰ管，离心（１３０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ）。另一ＥＰ管中加入ＡＬＰ底物与ＬｕｐｏＢｕｆｆｅｒ混
合液（１∶３）２０μＬ。吸取５μＬ裂解上清至上述 ＥＰ管
内，混匀，避光静置４５～６０ｍｉｎ后上机检测。
１．２．３　ＳＢＥ荧光素酶检测　　将 ｉＭＥＦ细胞接种至
Ｔ２５中，待细胞融合至５０％左右时，利用脂质体２０００
将ＳＢＥ质粒转染入细胞内，３７℃、５％ＣＯ２培养过夜，
铺２４孔板，同时加入 ｄｎＮｏｔｃｈ１和 ＢＭＰ９，感染率均约
５０％，８ｈ后换液，３６ｈ后检测ＳＢＥ荧光素酶活性。
１．２．４　ＰＣＲ检测　　培养 ｉＭＥＦ至一定时间收集细
胞，用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，通过琼脂电泳验
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证ｍＲＮＡ的质量并进行定量，取１μｇＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ，并将ｃＤＮＡ置于 －２０℃保存以普通 ＰＣＲ和实
时荧光定量 ＰＣＲ备用。ＲＴＰＣＲ：２０μＬ体系，反应条
件，９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，
２６～３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。２％琼脂糖凝胶跑电泳，
凝胶成像，引物见表１。ｑＲＴＰＣＲ：１０μＬ体系，反应条
件，预变性９４℃ ２ｍｉｎ；９２℃ ２０ｓ；６８℃ ３０ｓ；７２℃
２０ｓ，延伸末尾采集荧光，４０个循环；融解曲线荧光采
集（６５～９９℃）。

表１　引物信息

引物 引物序列 产物长度（ｂｐ）

Ｎｏｔｃｈ１
上游５′ＣＣＴＧＣＣＡＣＴＡＴＧＧＴＴＣＣＴＧＴ３′
下游５′ＣＣＣＴＴＧＡＧＧＣＡＴＡＡＧＣＡＧＡＧ３′

１７５

Ｎｏｔｃｈ２
上游５′ＣＣＴＧＡＡＣＧＧＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴ３′
下游５′ＧＣＧＴＡＧＣＣＣＴＴＣＡＧＡＣＡＣＴＣ３′

１６５

Ｎｏｔｃｈ３
上游５′ＣＴＣＡＡＣＴＣＣＡＧＧＣＴＣＡＣＣＴＣ３′
下游５′ＧＧＣＴＧＡＧＣＣＡＡＧＡＧＡＡＣＡＡＣ３′

１６５

Ｎｏｔｃｈ４
上游５′ＡＡＴＧＧＧＧＧＴＡＣＣＴＧＴＧＴＧＡＡ３′
下游５′ＧＴＡＴＡＧＣＣＡＧＧＧＣＴＧＣＡＧＡＧ３′

１７９

ｄｎＲＮｏｔｃｈ１
上游５′ＧＣＡＧＡＡＣＡＡＣＡＡＧＧＡＧＧＡＧＡＣＴ３′
下游５′ＧＡＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＴＴＣＣＴＴＧＣＴＡＣ３′

３６１

Ｈｅｙ１
上游５′ＧＧＣＣＴＧＣＴＴＧＧＣＴＴＴＴＣＴ３′
下游５′ＣＣＡＡＧＴＧＣＡＧＧＣＡＡＧＧＴＣ３′

１２０

ＯＰＮ
上游５′ＡＣＡＣＴＴＴＣＡＣＴＣＣＡＡＴＣＧＴＣＣ３′
下游５′ＴＧＣＣＣＴＴＴＣＣＧＴＴＧＴＴＧＴＣＣ３′

２４０

ＯＣＮ
上游５′ＴＣＴＧＡＣＡＡＡＧＣＣＴＴＣＡＴＧＴＣＣ３′
下游５′ＡＡＡＴＡＧＴＧＡＴＡＣＣＧＴＡＧＡＴＧＧ３′

１９９

Ｒｕｎｘ２
上游５′ＧＧＴＧＡＡＡＣＴＣＴＴＧＣＣＴＣＧＴＣ３′
下游５′ＡＧＴＣＣＣＡＡＣＴＴＣＣＴＧＴＧＣＴ３′

２４３

ＣｏｌｌａⅠ
上游５′ＣＧＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＡ３′
下游５′ＴＴＣＡＴＴＧＣＡＴＴＧＣＡＣＧＴＣＡＴ３′

１８３

Ｉｄ１
上游５′ＡＣＧＡＣＡＴＧＡＡＣＧＧＣＴＧＣＴ３′
下游５′ＣＡＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＣＣＴＧＡＴ３′

１２２

Ｉｄ２
上游５′ＣＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＧＡＡＣＡＡ３′
下游５′ＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＣＡＧＧＣＴＧＡ３′

１２２

Ｉｄ３
上游５′ＣＴＡＣＧＡＧＣＧＧＴＧＴＧＣＴＧ３′
下游５′ＧＣＧＣＧＡＧＴＡＧＣＡＧＴＧＧＴＴ３′

１２０

ＧＡＰＤＨ
上游５′ＧＧＣＴＧＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴ３′
下游５′ＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧＣＡＧＣＣ３′

１８０

１．２．５　结晶紫染色　　细胞培养待汇合至５０％左右
时，加入 ＲＦＰ和 ｄｎＮｏｔｃｈ１，感染 ３６ｈ后加入 ＧＦＰ或
ＢＭＰ９条件培养基，诱导培养３ｄ后行结晶紫染色，吸
去２４孔板内培养基，ＰＢＳ洗２～３遍，加入１０％甲醇
（４００μＬ／孔），固定 ５ｍｉｎ，加入 ０．０５％结晶紫溶液
（４００μＬ／孔），染色２～５ｍｉｎ后观察染色情况，吸去染
色液终止反应，加入ｄｄＨ２Ｏ洗１遍，扫描成像。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ｉＭＥＦ细胞培养待细胞
融合至７０％左右时加入 ｄｎＮｏｔｃｈ或 ＲＦＰ，病毒持续感
染３６ｈ后加入ＢＭＰ９条件培养基，诱导１ｈ后提取总
蛋白。用冰 ＰＢＳ洗涤细胞３次，并将残余液体吸净，
加０．２ｍＬ细胞裂解液，置于冰上 ５ｍｉｎ；用橡皮刮刮
下细胞，移入离心管；４℃ １３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，
取上清至另一个ＥＰ管中，并加入５０μＬ的５×蛋白上
样缓冲液，最后沸水浴５～１０ｍｉｎ，分装后 －２０℃保存
备用。配制浓缩胶和分离胶，１００Ｖ恒压电压下 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳，２００ｍＡ恒流电流转膜，依次加一抗
和二抗孵育、洗膜，化学法发光底物进行显影。

１．２．７　流式细胞仪检测细胞周期、细胞凋亡　　细胞
周期检测：吸去培养基，用胰酶将细胞消化下来，用冰

１×ＰＢＳ洗涤细胞 ３次，离心沉淀细胞，弃上清，用
７０％预冷的乙醇重悬，４℃存储过夜，上机检测。细胞
凋亡检测：吸去培养基，用胰酶将细胞消化下来，用冰

１×ＰＢＳ洗涤细胞３次，离心沉淀细胞，弃上清，上机
检测。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，实验独立重复３次，数
据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，组
间两两比较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｄｎＮｏｔｃｈ１能够竞争抑制Ｎｏｔｃｈ１信号通路
　　采用ｑＲＴＰＣＲ检测ｉＭＥＦ内Ｎｏｔｃｈ受体内源性表
达情况，结果显示：Ｎｏｔｃｈ各受体表达并不一致，其中
Ｎｏｔｃｈ１在４种Ｎｏｔｃｈ受体中表达最多，而 Ｎｏｔｃｈ４几乎
不表达（图１）。用 ｄｎＮｏｔｃｈ１／ＲＦＰ感染 ｉＭＥＦ细胞，培
养４８ｈ后ＲＴＰＣＲ检测ｄｎＮｏｔｃｈ１，结果显示：ｄｎＮｏｔｃｈ１
作用下，ｄｎＮｏｔｃｈ１表达显著增加（图２、３）；ｑＲＴＰＣＲ检
测Ｎｏｔｃｈ信号通路靶基因Ｈｅｙ１，结果显示：处理组Ｈｅｙ１
的表达较空白对照组显著下调（０．７５±００８ｖｓ１．４０±
０２３，Ｐ＜０．０５）。
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图１　ｑＲＴＰＣＲ检测ｉＭＥＦ细胞内源性Ｎｏｔｃｈ受体表达
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图２　腺病毒ＲＦＰ和ｄｎＮｏｔｃｈ１的感染效率　（×１００）
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１：空白对照；２：ＲＦＰ；３：ｄｎＮｏｔｃｈ１
图３　ＲＴＰＣＲ检测腺病毒ｄｎＮｏｔｃｈ１处理后ｉＭＥＦ细胞内

Ｎｏｔｃｈ１（胞外段）的表达

２．２　下调Ｎｏｔｃｈ１信号通路活性后可抑制 ＢＭＰ９诱导
的ｉＭＥＦ细胞早晚期成骨分化

　　用腺病毒 ＲＦＰ或 ｄｎＮｏｔｃｈ１感染 ｉＭＥＦ细胞，感染
效率约５０％，待红色荧光表达后加入ＧＦＰ或ＢＭＰ９条
件培养基，诱导分化３、５、７ｄ后检测 ＡＬＰ活性及染色
变化。结果显示：ｄｎＮｏｔｃｈ１能降低 ＢＭＰ９诱导的早期
成骨指标ＡＬＰ活性（图４），且呈剂量依赖性（图５）；同
时降低晚期成骨指标ＯＣＮ、ＯＰＮ的表达（图６）。
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１：空白对照；２：ＲＦＰ；３：ｄｎＮｏｔｃｈ１；４：ＢＭＰ９；５：ＢＭＰ９＋ＲＦＰ；
６：ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１；ａ：Ｐ＜００５，与ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１比较
图４　各组３、５、７ｄＡＬＰ染色观察（Ａ）及活性分析（Ｂ）
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Ａ：空白对照；Ｂ：ｄｎＮｏｔｃｈ１；Ｃ：ＢＭＰ９；Ｄ：ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１（Ｌ）；
Ｅ：ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１（Ｍ）；Ｆ：ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１（Ｈ）　ｄｎＮｏｔｃｈ１
低（Ｌ）、中（Ｍ）、高（Ｈ）滴度分别为０１、０５、１．０μＬ；Ａ～Ｆ：ＡＬＰ
染色（×１００）；Ｇ：ＡＬＰ活性分析　　１～６：分别为空白对照、
ｄｎＮｏｔｃｈ１、ＢＭＰ９、ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１（Ｌ）、ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１（Ｍ）、
ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１（Ｈ）；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＰ９比较
图５　不同滴度ｄｎＮｏｔｃｈ１处理后第５天ＡＬＰ染色活性检测
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１：空白对照；２：ｄｎＮｏｔｃｈ１；３：ＢＭＰ９；４：ＢＭＰ９＋ＲＦＰ；
５：ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１
图６　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞处理后第９天ＯＰＮ和

ＯＣＮ表达

２．３　ｄｎＮｏｔｃｈ１对 ＢＭＰ９诱导的 ｉＭＥＦ成骨分化过程
中经典信号通路的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＢＭＰ９能够上调
ｐＳｍａｄ１／５／８的蛋白水平，加入 ｄｎＮｏｔｃｈ１后，抑制了
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ＢＭＰ９诱导的ｐＳｍａｄ１／５／８的蛋白水平（图７）。同时，
ＢＭＰ９能够增加 ＳＢＥ荧光素酶活性，加入 ｄｎＮｏｔｃｈ１
后，抑制了 ＢＭＰ９诱导的 ＳＢＥ荧光素酶活性（图８）。
上述结果提示：阻断Ｎｏｔｃｈ１信号通路后可一定程度上
削弱 ＢＭＰ９对 ＢＭＰ信号的激活作用。同时，ＰＴＰＣＲ
结果发现，ＢＭＰ９能够上调Ｒｕｎｘ２和Ｉｄ１成骨相关靶基
因，而ｄｎＮｏｔｃｈ１抑制了这一上调作用，但对 Ｉｄ２和 Ｉｄ３
影响并不明显（图９）。
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图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同处理组ＢＭＰ通路ｓｍａｄ１／５／８改变
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１：空白对照；２：ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１；３：ＢＭＰ９＋ＲＦＰ；４：ＢＭＰ９；
５：ｄｎＮｏｔｃｈ１；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１比较

图８　荧光素酶检测不同处理组ＳＢＥ活性改变

２．４　ｄｎＮｏｔｃｈ１对 ＢＭＰ９诱导的间充干细胞增殖、周
期、凋亡的影响

　　结晶紫染色结果显示，诱导培养３ｄ后，ＢＭＰ９＋ＲＦＰ
组细胞总数多于ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１组，说明ｄｎＮｏｔｃｈ１一

定程度上能够抑制了 ＢＭＰ９诱导的促 ｉＭＥＦ细胞增殖
作用（图１０）。流式细胞仪检测 ｄｎＮｏｔｃｈ１对 ＢＭＰ９作
用下ＭＥＦ细胞周期（图 １１）及凋亡（图 １２），结果显
示：ＧＦＰ＋ｄｎＮｏｔｃｈ１组、ＧＦＰ＋ＲＦＰ组、ＢＭＰ９＋ｄｎ
Ｎｏｔｃｈ１组、ＢＭＰ９＋ＲＦＰ组的增殖指数（Ｓ＋Ｇ２）分别为
４７．８６％、４８．３２％、５５．３１％、６６．８２％，提示 ＢＭＰ９在早
期具有一定的促 ＭＳＣｓ增殖的作用，而 ｄｎＮｏｔｃｈ１可以
抑制该作用，结晶紫染色得到相似结果；另一方面，ｄｎ
Ｎｏｔｃｈ１对ＢＭＰ９作用下的细胞凋亡并没有显著影响。

!"#$%&'()*+, !"#$-"# ./#0$%&'()*+, ./#0$-"#

图１０　结晶紫染色观察不同处理对ｉＭＥＦ增殖的影响
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图１１　流式细胞仪检测不同处理对ｉＭＥＦ周期的影响
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１：空白对照；２：ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１；３：ＢＭＰ９＋ＲＦＰ；４：ＢＭＰ９；５：ｄｎＮｏｔｃｈ１；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＰ９＋ｄｎＮｏｔｃｈ１比较
Ａ、Ｂ：Ｒｕｎｘ２基因；Ｃ、Ｄ：ＣｏｌｌａⅠ基因；Ｅ：Ｉｄ１、２、３基因

图９　不同处理组Ｒｕｎｘ２基因、ＣｏｌｌａⅠ基因和Ｉｄ１、２、３基因表达
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Ａ：ＧＦＰ＋ｄｎＮｏｔｃｈ１；Ｂ：ＧＦＰ＋ＲＦＰ；Ｃ：ＢＭＰ９＋ｄｎ
Ｎｏｔｃｈ１；Ｄ：ＢＭＰ９＋ＲＦＰ
图１２　流式细胞仪检测不同处理对ｉＭＥＦ凋亡的影响

３　讨论

　　 ＭＳＣｓ是一种来源于骨髓基质具有自我更新和多
向分化潜能的成体干细胞。因其具有取材方便，易于

分离培养等优点，在细胞替代治疗、基因治疗以及组织

器官再造中具有重要的临床应用价值［１１－１２］。Ｎｏｔｃｈ信
号是细胞与细胞之间直接作用的主要信号通路之一，

与多种肿瘤的发生、发展密切相关，对多种细胞命运起

决定性作用［１３］。Ｎｏｔｃｈ１是 Ｎｏｔｃｈ受体之一，属于Ⅰ型
跨膜蛋白，由胞内区、跨膜区和胞外区组成［１４］。研究

发现，Ｎｏｔｃｈ１在 ＭＳＣｓ的多向分化中发挥重要作
用［１５］；Ｈｉｌｔｉｏｎ等［１６］研究表明显示Ｎｏｔｃｈ１有抑制ＭＳＣｓ
成骨分化的作用；而 Ｊｕｎｇ等［１７］发现蚕丝蛋白通过抑

制Ｎｏｔｃｈ１和其下游靶基因的表达促进 ＭＳＣｓ成骨分
化，从而促进骨折愈合；Ｘｕ等［８］证明，在缺氧的状态

下，ＭＳＣｓ内Ｎｏｔｃｈ信号通路活性和Ｎｏｔｃｈ１表达水平增
加，但ＭＳＣｓ的成骨分化能力减弱，而抑制Ｎｏｔｃｈ１的活
性可以恢复缺氧条件下ＭＳＣｓ向成骨分化的潜能。
　　本课题在证实ｄｎＮｏｔｃｈ１能竞争性抑制ｉＭＥＦ细胞
内源性Ｎｏｔｃｈ１表达，降低 Ｎｏｔｃｈ信号通路活性的基础
上，进一步发现 ｄｎＮｏｔｃｈ１能导致 ＢＭＰ９诱导 ｉＭＥＦ早
晚期成骨分化能力减弱，提示 Ｎｏｔｃｈ１具有促进 ＢＭＰ９
诱导ＭＳＣｓ成骨分化作用，与我们前期研究［１８］结果相

一致；但与文献［１６－１９］提出 Ｎｏｔｃｈ１抑制 ＭＳＣｓ成骨
分化观点不一致。导致造成此种差异的原因可能有：

①研究所用细胞系的不同、同一细胞系分化阶段和动
物背景的不同；②诱导ＭＳＣｓ成骨分化条件不同，有的
是用ＢＭＰ２诱导，而本实验是用ＢＭＰ９诱导；③使用的
载体系统不同，有的是逆转录病毒，有的是腺病毒；

④构建载体所用启动子变异，有研究发现，当 ＮＩＣＤ

ｃＤＮＡ置于长度是２．３ｋｂ的ＣｏｌｌａⅠ启动子时，转基因
鼠呈现高骨量的表型［２０］；而当 ＮＩＣＤｃＤＮＡ置于长度
是３．６ｋｂ的ＣｏｌｌａⅠ启动子时，转基因鼠呈现低骨量的
表型，而患上骨质疏松症［２１］；⑤体内外环境的差异，体
内环境较体外环境更复杂，除 Ｎｏｔｃｈ１信号外，还有其
他多种信号通路和分子参与 ＭＳＣｓ向成骨分化的调
控，如ＢＭＰ、Ｗｎｔ、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ和 ＭＡＰＫ等信号通路［２２］，

而且多条信号通路间存在交互串话，共同调节着ＭＳＣｓ
的成骨分化。

　　综上所述，本研究证实 ｄｎＮｏｔｃｈ１抑制 ＢＭＰ９诱导
ｉＭＥＦ向成骨分化，支持 Ｎｏｔｃｈ信号通路促进 ＢＭＰ９诱
导ＭＳＣｓ成骨分化的观点，但 Ｎｏｔｃｈ１信号通路乃至整
个Ｎｏｔｃｈ在不同情况下参与 ＭＳＣｓ成骨分化的具体机
制还需要进一步研究。
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１３４０．０１２．ｈｔｍｌ（２０１４１２０８）

１　临床资料

　　 患者男性，６９岁，因“发热伴呼吸困难４０余天”
于２０１４年３月７日入住我科。患者４０余ｄ前出现发
热，体温最高达４０℃，以下午及夜间为主。曾在外院
住院治疗，先后诊断上呼吸道感染、肺炎，给予多种广

谱抗生素抗感染治疗和激素治疗，但病情无明显改善，

且出现呼吸困难症状。我院门诊以“肺炎”收入我科。

查体：口唇轻度紫绀，双肺呼吸音粗，双肺底可闻及

Ｖｅｌｃｒｏ音，心率１０８／ｍｉｎ，率齐，双下肢无水肿。入院
后实验室检查：血常规示白细胞８．４９×１０９／Ｌ，中性粒细
胞百分比７９．４４％，红细胞３．８４×１０１２／Ｌ，血小板 ３３０×
１０９／Ｌ；尿常规示尿隐血为（＋＋），尿蛋白定性为（＋）；

ＥＳＲ５５ｍｍ／ｈ；Ｃ反应蛋白１６７．２ｍｇ／Ｌ；抗中性粒细胞
胞浆抗体（ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＮＣＡ）、
补体、抗核抗体十三项均阴性；肾功能未见异常；肿瘤

指标均正常；痰培养无致病菌生长，Ｇ实验及ＧＭ实验
均阴性，抗核抗体十三项均阴性。考虑诊断为间质性

肺疾病，肺部感染，给予抗感染、化痰、营养支持治疗。

但患者症状无明显改善。外院胸部 ＣＴ示双下肺间质
性改变。入院后复查胸部 ＣＴ示：双肺透亮度降低，弥
漫分布斑片状索条状密度增高影，交织成网格状（图

１Ａ）。虽 ＡＮＣＡ表现为阴性，但考虑诊断 ＡＮＣＡ相关
性血管炎，显微镜下多血管炎可能性大。给予甲泼尼

龙４０ｍｇ，ｑ１２ｈ使用，并继续给予抗感染治疗。但患者
体温控制仍然不佳，呼吸困难症状无明显减轻，且复查

核周型 ＡＮＣＡ阳性（１∶８０），抗髓过氧化物抗体
（ＭＰＯ）：阳性。经患者同意加用环磷酰胺治疗。经积
极治疗，患者体温降至正常，呼吸困难症状减轻，３月
３０日复查胸部 ＣＴ示：双肺弥漫分布的斑片状索条状
密度增高影，较前明显吸收（图１Ｂ）。激素及环磷酰胺
逐渐减量，治疗过程中检测核周型ＡＮＣＡ为１∶４０、１∶１０，
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