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体外激活骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号对骨髓基质细胞成骨分化的影响

谢映春，涂小林　　４０００１６重庆，重庆医科大学生命科学研究院骨发育与再生平台

　　［摘要］　目的　探究体外激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号对骨髓基质细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）成骨分化的影响。方法　设置Ｃｒｅ重组腺病毒（ＡｄＣｒｅ）及对照腺病毒 ＧＦＰ（ＡｄＧＦＰ），分别转
染ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠骨细胞后与野生Ｃ５７ＢＬ／６小鼠ＢＭＳＣｓ共培养为ＡｄＣｒｅ组及ＡｄＧＦＰ组，设置仅ＢＭＳＣｓ
为Ｂｌａｎｋ组。碱性磷酸酶染色及生化定量测定碱性磷酸酶（ＡＬＰ）；ｑＰＣＲ检测转染后骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号
靶基因及共培养产物成骨相关标志物、Ｎｏｔｃｈ信号配体及成血管相关标志物，茜素红染色检测成骨诱导
２１ｄ钙盐沉积水平。结果　ＡｄＣｒｅ成功激活 ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号，ＡＬＰ染色及生化定量结
果显示ＡｄＣｒｅ组ＡＬＰ表达相较ＡｄＧＦＰ组及Ｂｌａｎｋ组显著降低（Ｐ＜０．０５），ＡｄＧＦＰ组与 Ｂｌａｎｋ组间无
统计学差异；ｑＰＣＲ结果显示ＡｄＣｒｅ组共培养产物成骨标志物 ＡＬＰ、核心结合因子 ａ１（Ｒｕｎｘ２）、特异性
骨转化因子（Ｏｓｔｒｉｘ）及Ｎｏｔｃｈ配体Ｄｌｌ４ｍＲＮＡ转录水平相较ＡｄＧＦＰ组及Ｂｌａｎｋ组显著降低（Ｐ＜０．０５），
Ｊａｇ１ｍＲＮＡ转录水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、低氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）、血小板内皮细胞黏附分子（ｐｌａｔｅｌｅｔｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＣＤ３１／ＰＥＣＡＭ１）
及内皮粘蛋白（ｅｎｄｏｍｕｃｉｎ，ＥＭＣＮ）ｍＲＮＡ转录水平相较 ＡｄＧＦＰ组及 Ｂｌａｎｋ组显著增高（Ｐ＜０．０５）；茜
素红染色结果显示 ＡｄＣｒｅ组在成骨诱导培养基作用２１ｄ后钙盐沉积水平相较 ＡｄＧＦＰ组及 Ｂｌａｎｋ组
显著降低。结论　体外激活骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号抑制骨髓基质细胞成骨分化。
　　［关键词］　 骨细胞；Ｎｏｔｃｈ信号；骨髓基质细胞；成骨分化
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７２１１８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴＵＸｉａｏｌｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｌｉｎｔ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　Ｎｏｔｃｈ信号属五大基础发育信号，经典Ｎｏｔｃｈ信号
主要由 Ｎｏｔｃｈ配体（Ｊａｇ１，Ｊａｇ２，Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ１、３、４）及
Ｎｏｔｃｈ受体（Ｎｏｔｃｈ１～４）组成［１－２］，在细胞增殖、分化、

迁移、凋亡等生理过程中具有重要作用［３－６］。Ｎｏｔｃｈ配
体结合膜受体经 ｆｕｒｉｎ样转化酶（ｆｕｒｉｎｌｉｋｅｃｏｎｖｅｒ
ｔａｓｅ）、金属蛋白酶（ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ，ＭＬ）／肿瘤坏死因
子α转换酶（ＴＮＦαｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＴＡＣＥ）及 ｒ分
泌酶（ｒｓｅｃｒｅｔａｓｅ）水解后形成可溶性 Ｎｏｔｃｈ胞内结构
域（ＮＩＣＤ）转移至细胞核，上调下游Ｈｅｓ家族及Ｈｅｙ家
族靶基因的表达激活Ｎｏｔｃｈ信号［７－８］。

　　骨髓间充质干细胞／基质细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏ
ｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）具有强大的增殖及多向分化的潜
能，可形成成纤维细胞克隆集落（ＣＦＵＦ）或骨、软骨类
似聚集体［９］，被广泛用于骨组织工程基础及临床研

究。骨细胞由间充质干细胞／基质细胞经历成骨细胞
分化而来，占骨骼细胞的 ９０％～９５％［１０］，形成能及时
响应激素和机械变化的特殊网管结构，动态调控骨微

环境影响ＢＭＳＣｓ成骨分化［１１－１２］。近年来大量研究证

实，骨细胞亦具有分泌功能，其本身及分泌的生物因子

能产生特定微环境直接或间接影响骨髓基质细胞成骨

分化及部分骨科疾病的发生发展［１３－１６］。

　　激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号突变鼠表型不一：有研究
发现激活骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号导致骨髓基质细胞成骨分
化成熟障碍导致骨量增加［１７－１８］；另有研究发现激活骨

细胞Ｎｏｔｃｈ信号可抑制祖细胞向成骨分化导致骨量降
低［１９－２２］。为了明确激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ对 ＢＭＳＣｓ成骨
分化的影响，本研究在体外利用 ＡｄＣｒｅ激活 Ｎｏｔｃｈ信
号的骨细胞与 ＢＭＳＣｓ共培养观察其对成骨分化的影
响，并探究潜在的机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验小鼠　　４～６周龄野生 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购
自重庆医科大学实验动物中心；４～６周龄 ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小
鼠购自美国Ｊａｃｋｓｏｎ实验室，由重庆医科大学实验动物
中心代养繁殖。ＲｏｓａＮｏｔｃｈ老鼠携带靶向构建编码
ＮＩＣＤ的 ＤＮＡ序列的 Ｒｏｓａ２６基因座，前部携带可经
Ｃｒｅ工具酶作用后缺失导致可溶性 Ｎｏｔｃｈ胞内结构域
（ＮＩＣＤ）组成型表达的双侧ｌｏｘＰ位点修饰的ＳＴＯＰ盒。
实验过程中所有动物实验操作符合重庆医科大学动物

实验中心伦理及操作要求。

１．１．２　主要试剂　　完全培养基：１０％胎牛血清
（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ）＋８９％αＭＥＭ／ＤＭＥＭ／Ｆ１２ＤＭＥＭ／ＤＭＥＭ
（ＨｙＣｌｏｎｅ）＋１％青霉素链霉素（ＰＳ，ＨｙＣｌｏｎｅ）；０．２５％胰
蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ）；ＡｄＣｒｅ、ＡｄＧＦＰ（重庆德诺和生物科
技）；ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酶显色及碱性磷酸酶检测试
剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天）；ＴＲＩｚｏｌ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；逆转录试剂盒、ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（大连
宝生物公司），ＶｉｔＣ、β磷酸甘油、地塞米松、茜素红（塞
米克）、ｑＰＣＲ引物由上海生工设计并由武汉金斯瑞生物
科技有限公司合成，具体引物序列见表１、２。

表１　Ｎｏｔｃｈ信号靶基因、配体引物序列
基因 正义链（５′→３′） 反义链（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴ ＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ
Ｈｅｓ１ ＴＡＣＣＣＣＡＧＣＣＡＧＴＧＴＣＡＡＣＡ ＴＣＣＡＴＧＡＴＡＧＧＣＴＴＴＧＡＴＧＡＣＴＴＴＣ
Ｈｅｙ１ ＣＡＣＴＧＣＡＧＧＡＧＧＧＡＡＡＧＧＴＴＡＴ ＣＣＣＣＡＡＡＣＴＣＣＧＡＴＡＧＴＣＣＡＴ
ＨｅｙＬ ＧＡＡＧＣＧＣＡＧＡＧＧＧＡＴＣＡＴＡＧＡ ＣＣＡＡＴＣＧＴＣＧＣＡＡＴＴＣＡＧＡＡ
Ｊａｇ１ ＴＧＧＣＣＧＡＧＧＴＣＣＴＡＣＡＣＴＴ ＧＣＣＴＴＴＴＣＡＡＴＴＡＴＧＣＴＡＴＣＡＧＧ
Ｊａｇ２ ＴＣＣＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＴＧＡＴ ＴＴＧＣＡＧＧＧＣＴＧＡＡＡＧＡＣＡＣ
Ｄｌｌ１ ＧＧＧＡＣＡＧＡＧＧＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧ ＴＣＣＡＴＧＴＴＧＧＴＣＡＴＣＡＣＡＣＣ
Ｄｌｌ３ ＧＧＧＧＧＣＡＧＣＴＧＴＡＧＴＧＡＡ ＡＣＡＴＣＧＡＡＧＣＣＣＧＴＡＧＡＡＴＣ
Ｄｌｌ４ ＡＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＣＧＧＴＴＡＣＡＣ ＧＧＧＡＧＡＧＣＡＡＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡ
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表２　骨细胞、成骨、成血管标志物引物序列
基因 正义链（５′→３′） 反义链（５′→３′）
ＤＭＰ１ ＣＡＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＧＴＴＣＣＴＴＴＧＧ ＴＣＡＧＴＡＴＴＧＴＧＧＴＡＴＣＴＧＧＣＡＡＣＴ
Ｓｏｓｔ ＣＧＴＧＣＣＴＣＡＴＣＴＧＣＣＴＡＣＴＴＧＴＧ ＣＣＧＧＴＴＣＡＴＧＧＴＣＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＣ
ＡＬＰ ＡＣＡＣＣＡＡＴＧＴＡＧＣＣＡＡＧＡＡＴＧＴＣＡ ＧＡＴＴＣＧＧＧＣＡＧＣＧＧＴＴＡＣＴ
Ｒｕｎｘ２ ＣＣＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＧＡＴ ＧＧＧＡＡＣＴＧＣＴＧＴＧＧＣＴＴＣ
Ｏｓｔｅｒｉｘ ＣＣＣＴＴＣＴＣＡＡＧＣＡＣＣＡＡＴＧＧ ＡＡＧＧＧＴＧＧＧＴＡＧＴＣＡＴＴＴＧＣＡＴＡ
ＶＥＧＦ ＡＧＣＡＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧＡＡＴＧＣ ＡＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧＡＡ
ＨＩＦ１α ＡＧＴＴＣＣＧＣＡＡＧＣＣＣＴＧＡＡＡＧＣ ＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧＴＡＧＴＧＧ
ＣＤ３１ ＧＣＣＴＡＧＴＧＴＧＧＡＡＧＣＣＡＡＣＡ ＧＡＧＣＣＴＴＣＣＧＴＴＣＴＣＴＴＧＧＴ
ＥＭＣＮ ＣＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＣＧＧＣＡＡＡＧＡＴＧ ＣＧＡＴＧＣＣＴＧＧＴＡＴＴＧＴＧＡＣＡＧＡＧＧ

１．１．３　实验仪器　　３７℃ ５％ＣＯ２细胞培养箱
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ），常温高速、低速离心机（平凡仪器），
低温高速离心机（Ｓｉｇｍａ），倒置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ）。
１．１．４　实验细胞　　人胚肾２９３细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙ
ｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ２９３，ＨＥＫ２９３）购自 ＡＴＣＣ公司，野生
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ＢＭＳＣｓ，ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠骨细胞于重庆医
科大学生命科学研究院细胞培养室培养。

１．２　方法
１．２．１　基因型鉴定　　采集出生后１４ｄ左右新生鼠
耳部组织于含０．１ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ消化液中５６℃消
化过夜，提取ＤＮＡ进行普通ＰＣＲ扩增后于１．５％琼脂
糖凝胶中进行凝胶电泳分离，并采集图像分析鉴定。

１．２．２　骨髓基质细胞及骨细胞的分离培养　　取４～
６周龄ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠提取骨细胞［２３］，即无菌条件下去

除双侧股骨、胫骨肌肉组织及干骺端后剪至１～２ｍｍ３，
１ｍｇ／ｍＬⅠ型胶原酶 ３７℃ １２０ｒ／ｍｉｎ消化 ３次，
５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ和１ｍｇ／ｍＬⅠ型胶原酶溶液 ３７℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ交替消化各３次；收集每次处理后消化液并
加入等体积含１０％ＦＢＳ的 αＭＥＭ完全培养基中和置
冰上保存。合并前 ３次消化所得细胞称 ｆ１３，合并中
间３次细胞称ｆ４６，合并最后３次细胞称 ｆ７９，骨碎片
生长出细胞称 ＢＣ。ｆ１３、ｆ４６、ｆ７９及 ＢＣ各组细胞以
２×１０５／孔铺板，αＭＥＭ完全培养基３７℃ ５％ＣＯ２孵箱
中培养５ｄ后进行ＡＬＰ染色、ＡＬＰ生化定量检测，ｑＰＣＲ
检测成骨细胞标志物 ＡＬＰ及骨细胞标志物 ＤＭＰ１、
ＳｏｓｔｍＲＮＡ转录水平。１ｍＬ无菌注射器冲出４～６周
龄野生Ｃ５７ＢＬ／６小鼠骨髓腔内细胞［２４］，８００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ重悬后加入Ｆ１２／ＤＭＥＭ完全培养基，置３７℃
５％ＣＯ２孵箱中培养。骨碎片中生长出的细胞经形态学
观察及特异性标志物［２５］检测后鉴定为骨细胞（图１）。
１．２．３　腺病毒扩增及感染滴度测定　　实验过程中所
用到的病毒均由ＨＥＫ２９３细胞（ＤＭＥＭ完全培养基中培
养）利用ＡｄＥａｓｙ系统扩增，并利用按照绿色荧光蛋白
标记法进行滴度测定［２６］，滴度测定结果分别为：Ａｄ
ＧＦＰ：２．０７×１０１１ＧＦＵ／ｍＬ，ＡｄＣｒｅ：１．８３×１０１１ＧＦＵ／ｍＬ。

骨细胞按照２×１０４／孔铺板（２４孔板）贴壁后，分别加
入稀释 １０倍后的 ＡｄＧＦＰ及 ＡｄＣｒｅ２、４、８、１６、３２、
６４μＬ进行感染（ｎ＝３），倒置荧光显微镜下观察最佳
感染滴度，最终本实验中 ＡｄＧＦＰ及 ＡｄＣｒｅ病毒原液
的使用量均为１．６μＬ／２×１０４。
１．２．４　骨细胞与ＢＭＳＣｓ共培养　　骨细胞以２×１０４／
孔铺板，贴壁后加入相应腺病毒作用 ２４ｈ后，无菌
ＰＢＳ缓冲液清洗后分别向 Ｂｌａｎｋ组、ＡｄＧＦＰ组及 Ａｄ
Ｃｒｅ组中加入８×１０４／孔野生 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ＢＭＳＣｓ共
培养，共培养５ｄ后进行 ＡＬＰ染色，提取 ＡＬＰ生化定
量样本及ＲＮＡ样本进行后续操作（ｎ＝３）。
１．２．５　ＡＬＰ染色　　细胞培养５ｄ后按照ＢＣＩＰ／ＮＢＴ
碱性磷酸酯酶显色试剂盒说明书进行ＡＬＰ染色，去离
子水清洗后显微镜下观察并采集图像（ｎ＝３）。
１．２．６　ＡＬＰ活性测定　　ＢＣＡ蛋白浓度测定：培养
５ｄ后每孔加入３００μＬ５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ＝７．４ＴｒｉｓＨＣｌ，
超声破碎仪破碎细胞后离心收集上清，按ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒操作检测 λ＝５９２ｎｍ处光密度值，并根
据标准曲线计算样品蛋白量。ＡＬＰ含量及活性测定：
根据碱性磷酸酶测定试剂盒操作测定λ＝４０５ｎｍ处光
密度并记录作用时间，根据标准底物浓度曲线计算

ＡＬＰ物质的量；根据蛋白量与ＡＬＰ物质的量及作用时
间计算ＡＬＰ相对活性（ｎ＝３）。
１．２．７　细胞总ＲＮＡ提取、逆转录及ｑＰＣＲ　　共培养
５ｄ后，Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，按照ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒
操作说明于冰上依次加入相应试剂制备 ｃＤＮＡ，产物
５倍稀释后采用 ｑＰＣＲ技术测定相应目的基因 ｍＲＮＡ
的转录水平。所有基因转录水平均以 ＧＡＰＤＨ基因表
达量作为对照（ｎ＝３）。引物序列见表１、２。
１．２．８　茜素红染色（钙盐沉积实验）　　共培养 ３ｄ
后将 αＭＥＭ完全培养基更换为含 ５０ｍｇ／ＬＶｉｔＣ、
０．１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松及 １０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油的成
骨诱导培养基，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养２１ｄ后按照
茜素红染色试剂盒说明书进行染色，去离子水清洗后

普通光学显微镜下观察并采集图像（ｎ＝３）。
１．２．９　统计学分析　　使用ＳＰＳＳ１７．０对实验数据进
行分析，结果以 珋ｘ±ｓ表示；采用单因素方差分析比较多
组间差异，ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验比较两组间差异。检验水准
α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠基因型及骨细胞鉴定
　　提取ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠ＤＮＡ扩增后分别对ＷＴ和Ｍｕｔ
序列进行ＰＣＲ扩增及鉴定，仅表达Ｍｕｔ序列（ｆｌｏｘ序列）
不表达ＷＴ基因者为ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠（ｆ／ｆ），仅表达ＷＴ基
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因不表达Ｍｕｔ序列者为野生型小鼠（＋／＋）（图１Ａ）。
　　ｆ１３、ｆ４６、ｆ７９及 ＢＣ各组细胞以２×１０５／孔铺板，
５ｄ后进行 ＡＬＰ染色、ＡＬＰ生化定量及 ｑＰＣＲ检测。
ＡＬＰ染色结果显示ＢＣ组展示最弱 ＡＬＰ染色强度（图
１Ｂ）；普通光学显微镜下观察骨细胞突触多、体积小，
成骨细胞突触少、体积大（图１Ｃ）；ＡＬＰ生化定量显示
ｆ７９ＡＬＰ活性相较 ｆ１３、ｆ４６显著降低（Ｐ＜０．０５），ＢＣ
组ＡＬＰ活性较ｆ７９显著降低（Ｐ＜０．０５，图１Ｄ）；ｑＰＣＲ
结果显示成骨分化标志物 ＡＬＰｍＲＮＡ转录水平在各
组中的表达相继降低（Ｐ＜０．０５），该结果与 ＡＬＰ染色
及 ＡＬＰ生化定量结果相符；骨细胞特异性标志物
ＤＭＰ１、Ｓｏｓｔ在ＢＣ中高度表达（Ｐ＜０．０５），而在 ｆ１３、ｆ４６
中未检测到（图 １Ｅ）。以上结果提示 ＢＣ组生长出的
细胞绝大部分为骨细胞，可用于后续实验。

２．２　ＡｄＣｒｅ激活ＲｏｓａＮｏｔｃｈ骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号
　　ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠骨细胞以２×１０５／孔铺板至２４孔板，
贴壁后分别加入ＡｄＧＦＰ及 ＡｄＣｒｅ腺病毒，２４ｈ后于
倒置荧光显微镜下观察骨细胞中绿色荧光蛋白表达情

况，光镜下显示细胞状态良好，转染效率高于５０％（图

２Ａ）。５ｄ后提取 ｍＲＮＡ检测 Ｎｏｔｃｈ信号特异性靶基
因表达。ｑＰＣＲ结果显示ＡｄＣｒｅ组 Ｎｏｔｃｈ信号特异性
靶基因 Ｈｅｓ１、Ｈｅｙ１、ＨｅｙＬ相较 ＡｄＧＦＰ组显著增高
（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ），提示骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号成功激活。
２．３　激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号抑制 ＢＭＳＣｓ成骨分化标

志物表达及钙盐沉积水平

　　根据实验设计检测共培养５ｄ后进行 ＡＬＰ染色、
ＡＬＰ生化定量、成骨分化标志物及钙盐沉积水平检
测。ＡＬＰ染色结果显示 Ｂｌａｎｋ组与 ＡｄＧＦＰ组无显著
差异，ＡｄＣｒｅ组相较 Ｂｌａｎｋ组及 ＡｄＧＦＰ组显著降低
（图３Ａ）；该结果与ＡＬＰ生化定量及 ＡＬＰｍＲＮＡ转录
水平（图３Ｂ、Ｃ）相符。ｑＰＣＲ结果显示 ＡｄＣｒｅ组共培
养物成骨标志物 Ｒｕｎｘ２及 ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ转录水平相
较ＡｄＧＦＰ组及Ｂｌａｎｋ组显著降低（Ｐ＜０．０５）。茜素红
染色结果显示成骨诱导培养基共培养２１ｄ后 ＡｄＣｒｅ
组钙盐沉积水平显著低于 Ｂｌａｎｋ组及 ＡｄＧＦＰ组，
Ｂｌａｎｋ组与ＡｄＧＦＰ组间未见统计学差异（图３Ｃ、Ｄ）。
因此，激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号可抑制 ＢＭＳＣｓ成骨分化
及钙盐沉积水平。
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Ａ：ＰＣＲ扩增后凝胶电泳鉴定小鼠基因型；Ｂ、Ｄ：对ｆ１３、ｆ４６、ｆ７９、ＢＣ中的细胞进行ＡＬＰ染色及ＡＬＰ生化定量检
测；Ｃ：显微镜下观察骨细胞形态，粗箭头代表成骨细胞，细箭头代表骨细胞；Ｅ：ｑＰＣＲ检测成骨分化标志物 ＡＬＰ
及骨细胞标志物ＤＭＰ１、Ｓｏｓｔ（ｎ＝３）；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｆ１３比较

图１　小鼠基因型鉴定
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Ａ：荧光观察ＡｄＧＦＰ、ＡｄＣｒｅ感染ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠骨细胞；Ｂ：ｑＰＣＲ检测骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号靶基因Ｈｅｓ１、Ｈｅｙ１、ＨｅｙＬ
表达情况（ｎ＝３）；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡｄＧＦＰ组比较

图２　 ＡｄＣｒｅ激活ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号
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Ａ、Ｂ：ＡＬＰ染色及ＡＬＰ生化定量检测ＡｄＧＦＰ和ＡｄＣｒｅ作用ＲｏｓａＮｏｔｃｈ骨细胞后与ＢＭＳＣｓ共培养ＡＬＰ表达水平；
Ｃ：ｑＰＣＲ检测激活Ｎｏｔｃｈ信号骨细胞与野生型Ｃ５７ＢＬ／６小鼠ＢＭＳＣｓ共培养成骨分化标志物 ＡＬＰ、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｒｕｎｘ２
ｍＲＮＡ转录水平（ｎ＝３）；Ｄ：茜素红染色检测２１ｄ钙盐沉积水平；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡｄＣｒｅ组比较

图３　激活骨细胞中Ｎｏｔｃｈ信号对ＢＭＳＣｓ成骨分化标志物转录水平及钙盐沉积的影响

２．４　激活骨细胞中Ｎｏｔｃｈ信号对Ｎｏｔｃｈ配体表达的影响
　　进一步检测激活 Ｎｏｔｃｈ信号骨细胞与 ＢＭＳＣｓ共
培养后 Ｎｏｔｃｈ配体表达情况，ｑＰＣＲ结果显示 Ｊａｇ１
ｍＲＮＡ转录水平较 Ｂｌａｎｋ组及 ＡｄＧＦＰ组显著升高
（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ），Ｊａｇ２、Ｄｌｌ１ｍＲＮＡ转录水平较 Ａｄ
ＧＦＰ及Ｂｌａｎｋ组无统计学差异（图４Ｂ、Ｃ）；ＡｄＧＦＰ组
及ＡｄＣｒｅ组中 Ｄｌｌ３的表达较 Ｂｌａｎｋ组均显著增高
（Ｐ＜０．０５，图４Ｄ）；Ｄｌｌ４ｍＲＮＡ转录水平较 Ｂｌａｎｋ组及
ＡｄＧＦＰ组显著降低（Ｐ＜０．０５，图４Ｅ）。
２．５　激活骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号对成血管因子表达的影响
　　Ｎｏｔｃｈ配体与血管生成紧密相关，本研究进一步
检测成血管相关标志物 ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ＨＩＦ１α、ＥＭＣＮ
ｍＲＮＡ转录水平。ｑＰＣＲ结果显示激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ
信号后共培养物ＶＥＧＦ、ＣＤ３１、ＨＩＦ１α、ＥＭＣＮｍＲＮＡ转
录水平较Ｂｌａｎｋ组及ＡｄＧＦＰ组显著增高（Ｐ＜０．０５），
而Ｂｌａｎｋ组与ＡｄＧＦＰ组间无显著差异（图５）。

３　讨论

　　Ｎｏｔｃｈ信号是高度保守的信号传导通路，研究显
示激活同一细胞谱系不同分化状态细胞可造成不同影

响［２１，２７－２８］：激活２．３ｋｂⅠ型胶原启动子通过直接结合
Ｒｕｎｘ２抑制反式激活功能抑制早期成骨细胞的分化发
育，刺激早期成骨细胞增殖［２７］，导致成骨细胞成熟障

碍和功能异常的编织骨沉积，造成骨量增加和生长迟

缓；激活３．６ｋｂⅠ型胶原启动子控制的 ＮＩＣＤ通过抑
制干细胞／祖细胞的成骨分化导致成骨细胞数量减少、
骨量减少［２１］。

　　ＣＡＮＡＬＩＳ等［１９］利用 ＤＭＰ１１０ｋｂＣｒｅ激活骨细胞
经典Ｎｏｔｃｈ信号可导致骨质疏松症，但该研究过程中
同时激活突变鼠骨细胞及成骨细胞中 Ｎｏｔｃｈ信号，因
此该结果不能证实仅激活骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号对ＢＭＳＣｓ
成骨分化的影响。本研究利用ＡｄＣｒｅ体外激活骨细胞
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Ａ～Ｅ：ｑＰＣＲ检测激活 Ｎｏｔｃｈ信号骨细胞与 ＢＭＳＣｓ共培养产物中 Ｎｏｔｃｈ配体 Ｊａｇ１、Ｊａｇ２、Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３、Ｄｌｌ４ｍＲＮＡ转
录水平；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡｄＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｂｌａｎｋ组比较

图４　激活Ｎｏｔｃｈ信号骨细胞与ＢＭＳＣｓ共培养物Ｎｏｔｃｈ配体表达情况（ｎ＝３）
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Ａ～Ｄ：分别为ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α、ＣＤ３１、ＥＭＣＮｍＲＮＡ转录水平；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡｄＣｒｅ组比较

图５　激活Ｎｏｔｃｈ信号骨细胞与野生型小鼠ＢＭＳＣｓ共培养物成血管因子表达情况（ｎ＝３）

Ｎｏｔｃｈ信号后与野生 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ＢＭＳＣｓ共培养观
察对ＢＭＳＣｓ成骨分化的影响，结果显示野生 Ｃ５７ＢＬ／６
ＢＭＳＣｓ与激活 Ｎｏｔｃｈ信号骨细胞共培养 ＡＬＰ染色及
２１ｄ细胞外基质矿化水平相较 ＡｄＧＦＰ组及 Ｂｌａｎｋ组
显著降低；ｑＰＣＲ结果显示成骨分化标志物（ＡＬＰ、Ｏｓ
ｔｅｒｉｘ、Ｒｕｎｘ２）表达相较ＡｄＧＦＰ组及Ｂｌａｎｋ组显著降低
（Ｐ＜０．０５），因此激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号可抑制 ＢＭＳＣｓ
早期成骨分化及晚期细胞外基质矿化水平。过去大量

Ｎｏｔｃｈ信号过表达小鼠模型研究产生争议的原因可能
系同时激活多阶段成骨细胞系细胞 Ｎｏｔｃｈ信号，祖细
胞、骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号活性低，未产生显著抑制表型，

而骨髓基质细胞或成骨细胞中 Ｎｏｔｃｈ活性较强，可观
察到骨量发生显著增加［２９］。ＴＵ等［３０］的研究发现激

活骨细胞Ｗｎｔ信号小鼠骨量显著增高，Ｎｏｔｃｈ信号受
体及配体亦处于过表达状态，在此基础上利用 ＤＡＰＴ
抑制Ｎｏｔｃｈ信号可抑制由激活骨细胞Ｗｎｔ信号促进的
成骨分化［３１］；ＷＡＮＧ等［３２］的研究发现激活 Ｎｏｔｃｈ信
号导致Ｒｕｎｘ２和早期成骨分化因子下调但不影响 ｐ
Ｓｍａｄ１／５／８的表达，ＤＡＰＴ阻断 Ｎｏｔｃｈ信号后通过过
表达ｐＳｍａｄ１／５／８影响成骨分化，故激活骨细胞 Ｗｎｔ
信号及成骨细胞Ｎｏｔｃｈ信号的强大成骨作用将激活骨
细胞内Ｎｏｔｃｈ信号的抑制成骨作用抵消，最终表现为

６９８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



高骨量表型。Ｎｏｔｃｈ信号在血管内皮发育过程中亦发
挥重要作用［３３］，研究显示Ｄｌｌ４负调节血管内皮生长因
子介导的血管发芽和分支［３４］；且 Ｎｏｔｃｈ配体 Ｄｌｌ４与
Ｊａｇ１在调节血管生成中的作用相反［３５］。基于以上研

究基础，本研究进一步检测血管生成标志物及 Ｎｏｔｃｈ
配体的表达情况，ｑＰＣＲ结果显示成血管标志物
ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α、ＣＤ３１、ＥＭＣＮ及 Ｎｏｔｃｈ配体 Ｊａｇ１ｍＲＮＡ
转录水平显著增高（Ｐ＜０．０５），Ｄｌｌ４ｍＲＮＡ转录水平显
著降低（Ｐ＜０．０５）。因此，研究结果提示激活骨细胞
Ｎｏｔｃｈ信号可能通过增高 Ｊａｇ１、降低 Ｄｌｌ４促进 ＢＭＳＣｓ
成血管因子及内皮细胞因子表达从而降低成骨分化。

　　激活不同分化阶段成骨谱系细胞Ｎｏｔｃｈ信号可对
成骨分化产生不同影响，本研究证实体外激活骨细胞

Ｎｏｔｃｈ信号抑制ＢＭＳＣｓ成骨分化。接下来本研究将进
一步明确具体作用机制，同时利用 ＤＭＰ１８ｋｂＣｒｅ工
具鼠与 ＲｏｓａＮｏｔｃｈ小鼠构建激活骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号的转
基因小鼠，进行动、静态骨组织变化检测及转录组测

序，进一步明确具体作用分子及作用机制。
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１５（１１）：１１２８－１１３８．ＤＯＩ：１０．１５２５２／ｅｍｂｒ．２０１４３８８４２．

［６］ＷＡＨＩＫ，ＢＯＣＨＴＥＲＭＳ，ＣＯＬＥＳＥ．Ｔｈｅｍａｎｙｒｏｌｅｓｏｆ
Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｄｕｒｉｎｇｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓｏｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｅｍｉｎ
ＣｅｌｌＤｅｖＢｉｏｌ，２０１６，４９：６８－７５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｅｍｃｄｂ．
２０１４．１１．０１０．

［７］ＣＯＬＯＭＢＯＭ，ＧＡＬＬＥＴＴＩＳ，ＧＡＲＡＶＥＬＬＩＳ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｄｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ：ａｒａｔｉｏｎａｌｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒｔａｒｇｅｔ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１５，６（２９）：２６８２６－２６８４０．
ＤＯＩ：１０．１８６３２／ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ．５０２５．

［８］ＺＡＮＯＴＴＩＳ，ＣＡＮＡＬＩＳＥ．Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｔｈｅｓｋｅｌｅｔｏｎ
［Ｊ］．ＥｎｄｏｃｒＲｅｖ，２０１６，３７（３）：２２３－２５３．ＤＯＩ：１０．１２１０／
ｅｒ．２０１６１００２．

［９］ＮＧＡＨ，ＢＡＨＴＧＳ，ＡＬＭＡＮＢＡ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｓｔｒｅｓｓｄｅｃｒｅａｓｅｓｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ［Ｊ］．ＣａｌｃｉｆＴｉｓｓｕｅＩｎｔ，
２０１５，９７（５）：４７６－４８６．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００２２３０１５００３２３．

［１０］ＢＯＮＥＷＡＬＤＬＦ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｔｈｅｏｓｔｅｏｃｙｔｅｉｎｂｏｎｅａｎｄ
ｎｏｎｂｏｎｅｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂＣｌｉｎＮＡｍ，２０１７，
４６（１）：１－１８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｃｌ．２０１６．０９．００３．

［１１］ＡＮＳＡＲＩＮ，ＨＯＰＷ，ＣＲＩＭＥＥＮＩＲＷＩＮＢ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏ
ｃｒｉｎｅａｎｄｐａｒａｃｒｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｒｉｎｅｓｋｅｌｅｔｏｎｂｙｏｓ
ｔｅｏｃｙｔｅｄｅｒｉｖｅｄｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｊ
ＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２０１８，３３（１）：１３７－１５３．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｊｂｍｒ．３２９１．

［１２］ＴＯＫＡＲＺＤ，ＭＡＲＴＩＮＳＪＳ，ＰＥＴＩＴＥＴ，ｅｔａｌ．Ｈｏｒｍｏｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｃｙｔｅｐｅｒｉｌａｃｕｎａｒａｎｄｃａｎａｌｉｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅ
ｌｉｎｇｉｎｔｈｅｈｙｐｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆＸｌｉｎｋｅｄｈｙｐｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｉａ
［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２０１８，３３（３）：４９９－５０９．ＤＯＩ：
１０．１００２／ｊｂｍｒ．３３２７．

［１３］ＤＥＬＧＡＤＯＣＡＬＬＥＪ，ＡＮＤＥＲＳＯＮＪ，ＣＲＥＧＯＲＭＤ，ｅｔａｌ．
Ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｏｓｔｅｏｃｙｔｅｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎ
ｔｈｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｐｒｏｍｏｔｅｔｕｍｏｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎａｎｄｂｏｎｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ，２０１６，７６（５）：１０８９－１１００．ＤＯＩ：１０．１１５８／０００８
５４７２．ＣＡＮ１５１７０３．

［１４］Ｊ?ＨＮＫ，ＫＥＬＫＡＲＳ，ＺＨＡＯＨ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓａｃｉｄｉｆｙ
ｔｈｅｉｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＰＴＨｒＰｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎ
ｌａｃｔａｔｉｎｇｍｉｃｅｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２０１７，３２
（８）：１７６１－１７７２．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｂｍｒ．３１６７．

［１５］ＬＩＵＷ，ＷＡＮＧＺＹ，ＹＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．ＯｓｔｅｏｃｙｔｅＴＳＣ１ｐｒｏ
ｍｏｔｅｓｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｔｏｒｅｓｔｒａｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｍｉｃｅ
［Ｊ］．ＯｐｅｎＢｉｏｌ，２０１９，９（５）：１８０２６２．ＤＯＩ：１０．１０９８／
ｒｓｏｂ．１８０２６２．

［１６］ＮＡＫＡＳＨＩＭＡＴ，ＨＡＹＡＳＨＩＭ，ＦＵＫＵＮＡＧＡＴ，ｅｔａｌ．Ｅｖｉ
ｄｅｎｃｅｆｏｒｏｓｔｅｏｃｙｔｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈ
ＲＡＮＫＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０１１，１７（１０）：１２３１－

１２３４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ．２４５２．
［１７］ＣＡＮＡＬＩＳＥ，ＡＤＡＭＳＤＪ，ＢＯＳＫＥＹＡ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａ

ｌｉｎｇｉｎｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｃａｎｃｅｌｌｏｕｓａｎｄｃｏｒ
ｔｉｃａｌｂｏｎｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１３，２８８（３５）：
２５６１４－２５６２５．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．Ｍ１１３．４７０４９２．

［１８］ＸＵＹ，ＳＨＵＢ，ＴＩＡＮＹ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１８，２３３（１０）：６９２１－６９２８．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｊｃｐ．２６５９２．

７９８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（９）



［１９］ＣＡＮＡＬＩＳＥ，ＢＲＩＤＧＥＷＡＴＥＲＤ，ＳＣＨＩＬＬＩＮＧＬ，ｅｔａｌ．
ＣａｎｏｎｉｃａｌＮｏｔｃｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓｃａｕｓｅｓｏｓｔｅｏｐｅｔｒｏｓｉｓ
［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２０１６，３１０（２）：
Ｅ１７１－Ｅ１８２．ＤＯＩ：１０．１１５２／ａｊｐｅｎｄｏ．００３９５．２０１５．

［２０］ＺＡＮＯＴＴＩＳ，ＣＡＮＡＬＩＳＥ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮｆａｔｃ２ｉｎｏｓｔｅｏ
ｂｌａｓｔｓｃａｕｓｅｓｏｓｔｅｏｐｅｎｉａ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１５，２３０
（７）：１６８９－１６９５．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｐ．２４９２８．

［２１］ＺＡＮＯＴＴＩＳ，ＳＭＥＲＤＥＬＲＡＭＯＹＡＡ，ＳＴＡＤＭＥＹＥＲＬ，ｅｔａｌ．
Ｎｏｔｃｈｉｎｈｉｂｉｔｓｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｃａｕｓｅｓｏｓｔｅｏｐｅ
ｎｉａ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００８，１４９（８）：３８９０－３８９９．ＤＯＩ：
１０．１２１０／ｅｎ．２００８０１４０．

［２２］ＤＥＲＥＧＯＷＳＫＩＶ，ＧＡＺＺＥＲＲＯＥ，ＰＲＩＥＳＴＬ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈ
１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｓｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｂｕｔｎｏｔｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ
［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００６，２８１（１０）：６２０３－６２１０．ＤＯＩ：１０．
１０７４／ｊｂｃ．ｍ５０８３７０２００．

［２３］ＳＨＡＨＫＭ，ＳＴＥＲＮＭＭ，ＳＴＥＲＮＡＲ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｃｙｔｅ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＢｏｎｅｋｅｙＲｅｐ，２０１６，５：
８３８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｂｏｎｅｋｅｙ．２０１６．６５．

［２４］ＭＡＲＩＤＡＳＤＥ，ＲＥＮＤＩＮＡＲＵＥＤＹＥ，ＬＥＰＴ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏ
ｌａｔｉｏｎ，ｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌ
ｃｅｌｌｓａｎｄｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｆｒｏｍｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＶｉｓＥｘｐ，
２０１８（１３１）：５６７５０．ＤＯＩ：１０．３７９１／５６７５０．

［２５］ＩＳＯＴ，ＫＥＤＥＳＬ，ＨＡＭＡＭＯＲＩＹ．ＨＥＳａｎｄＨＥＲＰｆａｍｉ
ｌｉｅｓ：ｍｕｌｔｉｐｌｅｅｆｆｅｃｔｏｒｓｏｆｔｈｅＮｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２００３，１９４（３）：２３７－２５５．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｊｃｐ．１０２０８．

［２６］ＫＲＡＴＺＥＲＲＦ，ＫＲＥＰＰＥＬＦ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ａｎｄｔｉｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｉｒｓｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓ［Ｊ］．
ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２０１７，１６５４：３７７－３８８．ＤＯＩ：１０．１００７／
９７８１４９３９７２３１９＿２８．

［２７］ＥＮＧＩＮＦ，ＹＡＯＺＱ，ＹＡＮＧＴ，ｅｔａｌ．Ｄｉｍｏｒｐｈｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｂｏｎｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００８，
１４（３）：２９９－３０５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ１７１２．

［２８］ＨＩＬＴＯＮＭＪ，ＴＵＸＬ，ＷＵＸＭ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｍａｉｎｔａｉｎｓｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｂｙｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｉｎｇｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００８，１４
（３）：３０６－３１４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ１７１６．

［２９］ＳＨＡＯＪ，ＺＨＯＵＹＨ，ＸＩＡＯＹ．Ｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｓｏｆ

Ｎｏｔｃｈｉｎｏｓｔｅｏｃｙｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｖｉａｔｈｅｃｒｏｓｓｔａｌｋｗｉｔｈ

ｃａｎｏｎｉｃａｌＷｎｔｐａｔｈｗａｙｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ
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