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　　［摘要］　目的　探讨 Ｎｏｔｃｈ配体 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ１（ＤＬＬ１）在骨形态形成蛋白 ９（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ９，ＢＭＰ９）诱导的骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）成骨分化中的作用及机制。
方法　利用 ＤＬＬ１重组腺病毒上调永生化小鼠胚胎成纤维细胞（ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ｉＭＥＦ）中 ＤＬＬ１ｍＲＮＡ的表达，分别采用细胞化学染色、活性测定对早期成骨指标碱性磷酸
酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）和晚期成骨指标钙盐沉积的影响；其次裸鼠皮下异位成骨实验进一步了
解ＤＬＬ１的体内成骨作用；最后用ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和荧光素酶检测ＤＬＬ１对ＢＭＰ９经典信号通路
中Ⅰ型受体、Ｓｍａｄ１／５／８磷酸化和 Ｓｍａｄ结合元件（ｓｍａｄｂｉｎｄｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ，ＳＢＥ）转录活性影响。结果　
与对照组相比，ＤＬＬ１在体外能明显促进ＢＭＰ９诱导的ＭＳＣｓ早期成骨指标ＡＬＰ活性和晚期成骨指标钙
盐沉积的生成；同时也能明显促进ＢＭＰ９诱导的ＭＳＣｓ裸鼠皮下异位成骨作用；ＢＭＰ９信号通路中ＡＬＫ２
表达明显增加，而对 ＡＬＫ１则没有影响；Ｓｍａｄ１／５／８蛋白量没有明显变化，而 ｐＳｍａｄ１／５／８蛋白及 ＳＢＥ
活性明显增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＬＬ１可以促进 ＢＭＰ９诱导的 ＭＳＣｓ成骨分化，可能通过影响 ＢＭＰ９
信号通路来实现其促成骨作用。
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１２ｊｊＡ１０００４）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌ
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　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是
分布在骨髓、血液、脂肪、肌肉和真皮中的成体干细胞，

近年来，因其具有高度自我更新能力［１］、多向分化潜

能和取材方便等优点而成为骨折等骨科疾病细胞治疗

和组织工程的理想种子细胞［２］。ＭＳＣｓ自我更新和定
向分化的能力受到多种生长因子和信号通路情况的影

响，而探究这些信号通路的作用机制对于 ＭＳＣｓ在组
织工程和再生医学中的应用将起到重要作用。骨形态

形成蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）是转化
生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）超家族
的成员之一，具有多种生物学功能。骨形态形成蛋白

９（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［３－４］，具有潜在临床应用前景，但其

诱导ＭＳＣｓ成骨分化的相关分子机制仍不清楚。
　　研究证实Ｎｏｔｃｈ信号在骨重建过程中发挥重要作
用［５］。课题组前期研究结果显示，Ｎｏｔｃｈ信号通路抑
制剂ＤＡＰＴ能抑制 ＢＭＰ９诱导的 ＭＳＣｓ早晚期成骨分
化；细胞接触激活 Ｎｏｔｃｈ时，Ｎｏｔｃｈ信号通路５个配体
［Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ１（ＤＬＬ１）、ＤＬＬ３、ＤＬＬ４、Ｊａｇｇｅｄ１和Ｊａｇｇｅｄ２］
中，ＤＬＬ１表达显著升高［６］。研究报道 ＤＬＬ１Ｎｏｔｃｈ信
号通路的异常与多种疾病均存在着密切的关系［７－８］，

而ＤＬＬ１在 ＢＭＰ９诱导 ＭＳＣｓ成骨分化过程中作用及
机制研究甚少。因此，本研究拟采用重组腺病毒上调

ＤＬＬ１，探讨ＤＬＬ１在ＢＭＰ９诱导的ＭＳＣｓ成骨分化的作
用及机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
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），骨髓间充质干细胞 Ｃ３Ｈ１０、Ｃ２Ｃ１２，过表达
ＤＬＬ１腺病毒（ＡｄＤＬＬ１），过表达红色荧光蛋白腺病毒
（ＡｄＲＦＰ），过表达ＢＭＰ９腺病毒（ＡｄＢＭＰ９），过表达绿
色荧光蛋白腺病毒载体（ＡｄＧＦＰ）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），碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色试剂（Ｓｉｇｍａ公司），维生素 Ｃ
（美国Ｓｉｇｍａ），β磷酸甘油（美国Ｓｉｇｍａ），茜素红Ｓ（美
国Ｓｉｇｍａ），ＲＴＰＣＲ（ＴａＫａＲａ公司），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试
剂盒（ＴａＫａＲａ公司），引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），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），Ｓｍａｄ结合元件（Ｓｍａｄｂｉｎｄｉｎｇ
ｅｌｅｍｅｎｔ，ＳＢＥ）荧光素酶质粒由重庆医科大学分子实验
室保存，荧光素酶检测试剂（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。实验动物
选用６～８周龄的健康雄性免疫缺陷 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，体
质量２０～３０ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供，喂
养于严格消毒的无菌层流动物房内，环境温度维持在

２５℃，空气湿度为５０％，饲料和水经消毒后自由进食。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　ｉＭＥＦ、Ｃ３Ｈ１０和 Ｃ２Ｃ１２细胞用
含１０％胎牛血清、１％青霉素／链霉素（Ｐ／Ｓ）的 ＤＭＥＭ
培养基培养，ＨＣＴ１１６细胞用含１０％小牛血清、１％青
霉素／链霉素（Ｐ／Ｓ）的ＤＭＥＭ培养基培养，置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中，待细胞贴壁融合至５０％左右时，用
０．２５％胰蛋白酶消化进行传代培养。
１．２．２　条件培养基制备　　将 ＨＣＴ１１６细胞培养在
培养皿中，待细胞生长融合至５０％左右后，加入 Ａｄ
ＢＭＰ９或ＡｄＧＦＰ，感染率控制在５０％左右，５ｈ后用无
血清、无抗生素的 ＤＭＥＭ培养基换液，分别于换液后
２４ｈ和４８ｈ后各收集条件培养基１次，１０００ｒ／ｍｉｎ低
温离心５ｍｉｎ后放置于４℃备用。
１．２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　　细胞处理３ｄ后，ＴＲＩｚｏｌ提
取总ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ，以ＧＡＰＤＨ作为内参，按照
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ相关试剂盒操作说明，检测相关基因。
引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，引物信息见表１。反应体
系为１０μＬ，反应程序：预变性９４℃２ｍｉｎ；９２℃２０ｓ；
６８℃３０ｓ；７２℃２０ｓ，延伸末尾采集荧光，４０个循环；于
６５～９９℃熔解曲线荧光采集。数据采用２－ΔΔＣｔ分析。

９３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）



表１　引物序列及其产物长度

引物 引物序列 产物长度（ｂｐ）

ＤＬＬ１
上游５′ＣＣＧＧＣＴＧＡＡＧＣＴＡＣＡＧＡＡＡＣ３′
下游５′ＡＧＣＣＣＣＡＡＴＧＡＴＧＣＴＡＡＣＡＧ３′

１２１

ＡＬＫ１
上游５′ＡＣＣＴＧＧＧＡＣＴＧＧＣＴＧＴＧＡ３′
下游５′ＧＣＡＧＴＣＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＴＧ３′

１２５

ＡＬＫ２
上游５′ＧＴＧＧＣＴＣＣＧＧＴＣＴＴＣＣＴＴ３′
下游５′ＡＧＣＧＡＣＡＴＴＴＴＣＧＣＣＴＴＧ３′

１２５

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

１８０

１．２．４　ＡＬＰ染色　　将 ｉＭＥＦ接种于２４孔板中，待
细胞生长融合至 ３０％左右，加入 ＡｄＲＦＰ或 ＡｄＤＬＬ１
６ｈ后换液，待荧光出现后（约 ３６ｈ），加入适当量的
ＢＭＰ９条件培养基，继续诱导培养７ｄ后进行 ＡＬＰ染
色。ＡＬＰ染色方法：弃去培养基，用去离子水清洗细胞
３次，再用４％甲醛固定细胞１ｍｉｎ，用去离子水漂洗
１次，每孔加入２５０μＬＡＬＰ染色液，避光放置２０ｍｉｎ
后，显微镜下观察并成像保存。

１．２．５　钙盐沉积实验　　将 ｉＭＥＦ细胞接种至２４孔
板中，待细胞生长融合至 ３０％左右，加入 ＡｄＲＦＰ或
ＡｄＤＬＬ１６ｈ后换液，待荧光出现后（约３６ｈ），加入适
当量的ＢＭＰ９条件培养基和钙盐培养基（含维生素 Ｃ
及β磷酸甘油），继续培养１４ｄ后进行茜素红Ｓ染色。
茜素红Ｓ染色方法：弃去培养基，用ＰＢＳ连续洗涤３次
（动作要轻），每孔加入０．０５％戊二醛固定细胞１０ｍｉｎ
后，弃去戊二醛并用去离子水洗涤 ３次，继而用
００４％茜素红Ｓ染色约３０ｍｉｎ，待有红色堆积物时，弃
去染液并用去离子水终止反应，并清洗１遍，显微镜观
察并成像保存。

１．２．６　动物实验和组织化学染色　　将 ｉＭＥＦ细胞
用含 １０％胎牛血清、１％青霉素／链霉素（Ｐ／Ｓ）的
ＤＭＥＭ培养基培养，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中，待
细胞贴壁融３０％左右时，加入ＡｄＤＬＬ１或ＡｄＢＭＰ９，感
染率在５０％左右，８ｈ后换液，用０．２５％胰蛋白酶消
化，低温离心机 １０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，去上清，用
１００μＬＰＢＳ重悬细胞沉淀，注射入裸鼠皮下，约２．５×
１０６个细胞。４周后处死小鼠获取皮下包块，甲醛固
定，进行ｍｉｃｒｏＣＴ扫描和ＨＥ染色。
１．２．７　蛋白质提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　分别培养
ｉＭＥＦ、Ｃ３Ｈ１０和 Ｃ２Ｃ１２细胞，待细胞生长融合至３０％
左右时，加入ＡｄＲＦＰ或ＡｄＤＬＬ１６ｈ后换液，待荧光出
现后（约３６ｈ），加入适当量的ＢＭＰ９条件培养基，诱导
培养１ｈ后进行蛋白质提取。蛋白质提取方法：用冰
ＰＢＳ洗涤细胞３次，将残余液体吸净，加入２００μＬ含蛋
白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞裂解液，置于冰上裂

解５ｍｉｎ；用细胞刮浆细胞全部刮下，移入１．５ｍＬＥＰ管

中；低温离心机５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，小心取上清液
至另１个ＥＰ管中，并加入５０μＬ的５×蛋白上样缓冲
液，最后１００℃沸水浴１０ｍｉｎ，分装后置于－２０℃保存
备用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：配制浓缩胶和分离胶，１００Ｖ恒压电
压下ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，２１０ｍＡ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。

１．２．８　ＳＢＥ荧光素酶活性检测　　分别培养 ｉＭＥＦ、
Ｃ３Ｈ１０和Ｃ２Ｃ１２细胞，待细胞融合至３０％左右时，用
脂质体２０００将 ＳＢＥ质粒转染入细胞内。转染过程：
将３μｇ的质粒与１５μＬ的脂质体加入至２５０μＬ的无
血清、无抗生素培养基中，１５ｍｉｎ后加入到含有２．５ｍＬ
无血清、无抗生素培养基的细胞中，转染６ｈ后换液。
放置细胞于培养箱３７℃，５％ ＣＯ２培养过夜后，将转染
后的细胞接种于２４孔板，待细胞贴壁后加入 ＡｄＤＬＬ１
或ＡｄＢＭＰ９，感染率在５０％左右，８ｈ后换液，继续培养
３６ｈ后裂解细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取上清
５０μＬ与２０μＬ底物反应，检测ＳＢＥ荧光素酶活性。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分析，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　ＡｄＤＬＬ１上调ｉＭＥＦ细胞中ＤＬＬ１的ｍＲＮＡ表达
　　用ＡｄＤＬＬ１或ＡｄＲＦＰ感染 ｉＭＥＦ细胞３６ｈ后，荧
光显微镜观察结果显示，病毒感染效率为 ３０％左右
（图１）；培养３ｄ后，ｑＲＴＰＣＲ检测 ＤＬＬ１的 ｍＲＮＡ表
达变化，结果显示：ｉＭＥＦ细胞内源性 ＤＬＬ１表达量很
少；ＡｄＤＬＬ１处理组与对照组相比，ＤＬＬ１表达量显著
增加（Ｐ＜０．０５）。
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图１　荧光显微镜观察ＡｄＤＬＬ１上调ｉＭＥＦ细胞中
ＤＬＬ１的表达　（×１００）

０４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ、Ｆ：对照组；Ｂ、Ｇ：ＤＬＬ１组；Ｃ、Ｈ：ＢＭＰ９组；Ｄ、Ｉ：ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组；Ｅ、Ｊ：ＢＭＰ９＋ＲＦＰ组；Ａ～Ｅ：早期成骨分化指标
ＡＬＰ染色；Ｆ～Ｊ：晚期成骨分化指标钙盐茜素红Ｓ染色

图２　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９诱导的ｉＭＥＦ细胞成骨分化的影响　（×１００）

２．２　ＤＬＬ１促进ＢＭＰ９诱导的 ｉＭＥＦ细胞早晚期成骨
分化

　　采用 ＡｄＤＬＬ１／ＡｄＲＦＰ感染 ｉＭＥＦ细胞，ＢＭＰ９条
件培养基诱导成骨分化，分别在第７天和第１４天采用
ＡＬＰ染色和茜素红 Ｓ染色检测成骨早期指标 ＡＬＰ及
成骨晚期指标钙盐沉积。结果显示，单独 ＤＬＬ１对
ＡＬＰ活性及钙盐沉积没有影响，但能显著上调 ＢＭＰ９
诱导ｉＭＥＦ细胞的ＡＬＰ活性和钙盐的沉积（图２）。这
表明ＤＬＬ１能够促进 ＢＭＰ９诱导的 ｉＭＥＦ细胞早晚期
成骨分化。

２．３　ＤＬＬ１促进ＢＭＰ９诱导的 ｉＭＥＦ细胞在裸鼠皮下
异位成骨

　　分别用 ＡｄＤＬＬ１或 ＡｄＢＭＰ９处理 ｉＭＥＦ细胞后，
１ｄ后收集细胞注射入裸鼠皮下，４周后皮下包块形
成，剥离皮下包块。肉眼观察包块体积，发现与 ＢＭＰ９
组比较，ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组异位成骨包块体积明显增大
（图３）；包块切片 ＨＥ染色结果显示，ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组
骨小梁数目增多（图４）；用 ｍｉｃｒｏＣＴ检测骨体积和骨
密度，结果显示 ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组的骨体积及骨密度明
显高于ＢＭＰ９组（图５）。体内实验表明，ＤＬＬ１明显增
强ＢＭＰ９诱导的ｉＭＥＦ细胞在裸鼠皮下异位成骨。
２．４　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９信号通路Ⅰ型受体的影响
　　在明确 ＤＬＬ１在体内外皆有促进 ＭＳＣｓ成骨作用
后，为了进一步探讨ＤＬＬ１促进ＢＭＰ９诱导的ＭＳＣｓ成
骨分化的机制，首先采用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＤＬＬ１对
ＢＭＰ９信号通路Ⅰ型受体 ＡＬＫ１、ＡＬＫ２ｍＲＮＡ表达水
平的影响。结果显示，单独的 ＤＬＬ１对 ｉＭＥＦ细胞中
ＡＬＫ１和ＡＬＫ２ｍＲＮＡ的表达没有影响；在 ＢＭＰ９存在
的情况下，ＤＬＬ１能明显促进 ＡＬＫ２ｍＲＮＡ的表达，但

对ＡＬＫ１的ｍＲＮＡ表达没有影响（Ｐ＜０．０５，图６）。
２．５　ＤＬＬ１增加ＢＭＰ９经典信号通路中Ｓｍａｄ１／５／８的

磷酸化水平

　　为了探究 ＤＬＬ１对 ＢＭＰ信号通路中 Ｓｍａｄ１／５／８
的影响，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡｄＤＬＬ１等处理后的
ｉＭＥＦ、Ｃ３Ｈ１０和 Ｃ２Ｃ１２细胞中的 Ｓｍａｄ１／５／８及磷酸
化水平。结果显示，与对照组相比，ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组能
明显上调ｐＳｍａｄ１／５／８的水平，但对 Ｓａｍｄ１／５／８蛋白
量没有影响（图７）。

!"#$! !"#$%&''(!

图３　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９诱导的裸鼠异位成骨体积的影响

! "

Ａ：ＢＭＰ９组；Ｂ：ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组

图４　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９诱导的裸鼠异位成骨中骨小梁

数量的影响　（ＨＥ×４０）

１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）
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图５　ｍｉｃｒｏＣＴ扫描观察ＤＬＬ１对ＢＭＰ９诱导的裸鼠异位成骨中骨密度的影响　（颜色从绿到红代表骨密度越来越大）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＰ９＋ＲＦＰ组比较
图６　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９Ⅰ型受体ｍＲＮＡ表达的影响
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１：对照组；２：ＤＬＬ１组；３：ＢＭＰ９组；４：ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组：
５：ＢＭＰ９＋ＲＦＰ组

图７　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９信号通路Ｓｍａｄ影响

２．６　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９经典信号通路转录活性的影响
　　采用荧光素酶实验检测ＡｄＤＬＬ１等处理后 ｉＭＥＦ、
Ｃ３Ｈ１０和Ｃ２Ｃ１２细胞核内 ＳＢＥ的转录活性。结果显
示，与对照组相比，ＢＭＰ９＋ＤＬＬ１组能够增加 ＢＭＰ９诱
导的 ＳＢＥ荧光素酶活性（Ｐ＜０．０５，图８）。这提示激
活ＤＬＬ１信号通路后可促进 ＢＭＰ９信号通路的核内转
录水平。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＰ９＋ＲＦＰ组比较
图８　ＤＬＬ１对ＢＭＰ９信号通路ＳＢＥ转录活性的影响

３　讨论

　　ＭＳＣｓ存在于骨髓、脐带血等组织中，具有多向分
化潜能［９］，在相应的诱导条件下可向不同组织如成

骨、成脂等方向分化。ＢＭＰｓ是ＭＳＣｓ成骨分化中重要
的诱导因子［１０－１２］。ＢＭＰｓＳｍａｄ经典信号通路主要为
ＢＭＰｓ与其受体结合，使 Ｓｍａｄ１／５／８磷酸化，ｐＳｍａｄ１／
５／８与Ｓｍａｄ４结合形成复合物转移至细胞核内，与下游
靶基因启动子元件结合，调控下游靶基因的转录［１３］。

　　Ｎｏｔｃｈ信号广泛存在于多种脊椎与非脊椎动物体
内，具有高度的保守性，是细胞与细胞之间直接作用的

主要信号通路之一，其与多种肿瘤的发生、发展密切相

关［１４］。哺乳动物有 ４种 Ｎｏｔｃｈ受体（Ｎｏｔｃｈ１～４）和
５种Ｎｏｔｃｈ配体（Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＤＬＬ１、ＤＬＬ３和
ＤＬＬ４），均属于单次跨膜蛋白，相邻细胞间通过配受

２４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



体结合从而激活下游靶基因［１５］。近年来，Ｎｏｔｃｈ在骨
发育及重建中的作用受到重视［１６］，研究者对 Ｎｏｔｃｈ与
ＢＭＰｓ、Ｗｎｔ等信号通路相互协调，调控 ＭＳＣｓ成肌、成
脂、成软骨和成骨分化等方面进行了研究，但其机制尚

不清楚。本课题组采用ＤＡＰＴ、ｄｎＮｏｔｃｈ１抑制Ｎｏｔｃｈ信
号通路后，ＢＭＰ９诱导的ＭＳＣｓ成骨作用减弱，与Ｔｅｚｕｋａ
等［１７］提出的观点相符合。ＤＬＬ１作为 Ｎｏｔｃｈ信号通路
中５个配体之一，含有１个短Ｃ端胞内片段、８个表皮
生长因子样拷贝和１个 Ｄｅｌｔａ／Ｓｅｒｒａｔ／Ｌａｇｇｅｄ（ＤＳＬ）结
构域。我们前期研究发现，在 ＭＳＣｓ成骨分化过程中，
高细胞密度激活 Ｎｏｔｃｈ后，配体中 ＤＬＬ１明显升高［６］。

因此本研究采用重组腺病毒上调ＤＬＬ１研究其在ＢＭＰ９
诱导的ＭＳＣｓ成骨分化中的作用及机制。
　　在验证ＡｄＤＬＬ１能增加ＭＳＣｓ细胞内ＤＬＬ１ｍＲＮＡ
表达的基础上，我们初步证实 ＤＬＬ１能促进 ＢＭＰ９诱
导的ＭＳＣｓ成骨分化的作用，同时裸鼠皮下异位成骨
实验进一步证实 ＤＬＬ１在体内具备同样的作用；不仅
与我们前期研究结果一致［１８］，也与 Ｎｏｂｔａ等［１０］发现

ＤＬＬ１促进ＢＭＰ２诱导的成骨分化的研究相呼应。同
时，我们进一步探讨了ＤＬＬ１对ＢＭＰ９信号通路的影响，
结果发现ＤＬＬ１能促进ＢＭＰⅠ型受体ＡＬＫ２的表达，亦
能上调Ｓｍａｄ１／５／８磷酸化水平及ＳＢＥ的转录活性。
　　综上所述，本研究证实 Ｎｏｔｃｈ信号通路的配体
ＤＬＬ１在体内外都具有促进 ＢＭＰ９诱导 ＭＳＣｓ成骨分
化的作用，且该效应可能通过影响 ＢＭＰ９信号通路的
多个环节来实现。
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