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成骨分化的作用
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　　［摘要］　目的　建立稳定表达外源Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３、Ｄｌｌ４基因的ＭＬＯＹ４骨细胞株，研究骨细胞Ｎｏｔｃｈ信
号Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ配体Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３、Ｄｌｌ４对骨髓基质细胞成骨分化的影响。方法　用过表达 Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３、Ｄｌｌ４基
因的重组慢病毒液感染ＭＬＯＹ４样骨细胞，嘌呤霉素筛选分别稳定表达Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及 Ｄｌｌ４基因的 ＭＬＯ
Ｙ４骨细胞株。采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ，ｑＰＣＲ）对筛选出来的ＭＬＯＹ４
骨细胞株中 Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及 Ｄｌｌ４基因的表达进行鉴定。将 ３种细胞株分别与野生型小鼠骨髓基质细胞
（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）进行共培养，采用碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色及ＡＬＰ定量检测共培养３ｄ
ＡＬＰ活性变化；ｑＰＣＲ检测共培养３ｄ成骨相关标志基因及Ｎｏｔｃｈ信号靶基因的表达水平，在使用Ｎｏｔｃｈ
信号抑制剂ＤＡＰＴ后检测上述指标。结果　与阴性对照组相比，Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及 Ｄｌｌ４转染组中 Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３
及Ｄｌｌ４ｍＲＮＡ的水平显著增加（Ｐ＜０．０５）。共培养３ｄ后，骨细胞中Ｄｌｌ４基因的过表达促进了ＢＭＳＣ的
ＡＬＰ活性，与阴性对照组相比有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。ｑＰＣＲ结果显示，ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４组的 ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ及ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ成骨相关标志基因的表达均有所升高（Ｐ＜０．０５），Ｎｏｔｃｈ信号靶基因 Ｈｅｙ１、
ＨｅｙＬ、Ｈｅｓ１及Ｈｅｓ７的表达也有所升高（Ｐ＜０．０５）。而在加入 ＤＡＰＴ后，ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４组的 ＡＬＰ活性下
降，成骨相关标志基因及Ｎｏｔｃｈ信号靶基因的表达有所下降（Ｐ＜０．０５）。结论　建立了稳定表达外源
Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３或Ｄｌｌ４基因的ＭＬＯＹ４骨细胞株，在骨细胞中过表达Ｄｌｌ４能促进骨髓基质细胞的早期成骨分
化，经典Ｎｏｔｃｈ信号通路在其中可能发挥了重要作用。
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　　骨量高低由骨形成和骨吸收之间的平衡决定。过
去人们普遍认为骨形成和骨吸收是基于成骨细胞和破

骨细胞的活性。而越来越多的研究表明，骨细胞也通

过直接或间接方式控制成骨细胞和破骨细胞参与骨的

合成代谢［１－５］，表明骨细胞具有强大的生理调控功能。

ＴＵ等［６］建立了只在骨细胞特异表达的小鼠模型，率先

发现骨细胞是Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的效应细胞，激活后
产生了骨的合成代谢，从而发现骨细胞通过 Ｗｎｔ信号
反向调控骨形成和骨吸收的功能。

　　Ｎｏｔｃｈ信号转导是进化上高度保守的信号转导通
路，不仅在决定细胞命运中发挥核心作用，而且在胚胎

发育期间及出生后维持各种器官的组织稳态［７］。Ｎｏｔｃｈ
受体蛋白在与Ｊａｇｇｅｄ和Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ家族的配体直接相互
作用后，经过蛋白酶的３次裂解释放Ｎｏｔｃｈ细胞内结构
域（ＮＩＣＤ），并转位于细胞核，诱导 Ｎｏｔｃｈ靶基因 Ｈｅｓ、
Ｈｅｙ等的转录。理论上，Ｎｏｔｃｈ受体与其中至少一个配
体结合，即 Ｊａｇ１、Ｊａｇ２、Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３和 Ｄｌｌ４，就可以触发
Ｎｏｔｃｈ信号级联。对于骨细胞中单个Ｎｏｔｃｈ配体在骨形
成中是否发挥调控作用，以及发挥怎样的作用并不清楚。

　　因此，本研究选用 ＭＬＯＹ４细胞，建立稳定表达
Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因 Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３、Ｄｌｌ４的 ＭＬＯＹ４骨细胞株，
以此研究骨细胞中 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因的过表达对骨髓基
质细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）成骨分化的
影响，体外初步探讨骨细胞 Ｎｏｔｃｈ信号 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ配体
对成骨分化的影响，为体内探究骨细胞 Ｎｏｔｃｈ配体在
骨发育及骨稳态中的作用提供基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＭＬＯＹ４细胞由ＬｙｎｄａＢｏｎｅｗａｌｄ教授馈赠。

１．２　试剂与仪器
　　试剂：ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酯酶显色试剂盒、碱性
磷酸酶检测试剂（上海碧云天）；αＭＥＭ培养基、
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基及胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）；青、链霉素及
胰酶（ＨｙＣｌｏｎｅ）；聚凝胺（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；ＤＡＰＴ（Ｓｉｇｍａ）；
ＴＲＩｚｏｌ、逆转录及实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（日本
ＴａＫａＲａ）；ｑＰＣＲ引物合成（上海生工）。仪器：ＣＯ２培
养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）；倒置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ）；台式低温离
心机（Ｔｈｅｒｍｏ）；ｑＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ）。
１．３　细胞的分离与培养
１．３．１　ＭＬＯＹ４细胞系培养　　ＭＬＯＹ４细胞系是目
前为止用于研究骨细胞功能常用的细胞系，在３７℃、
５％ＣＯ２的条件下用含１０％胎牛血清及１％青、链霉素
的αＭＥＭ完全培养基培养２～３代后传代。
１．３．２　ＢＭＳＣ的分离与培养　　根据ＴＵ等［８］提供的

方法与本研究室 ＢＭＳＣ培养方法结合，在无菌条件下
解剖取下２月龄野生型小鼠双侧股骨、胫骨，将软组织
去除干净，浸泡在冲洗液中。去掉两端的骨骺，将骨髓

腔中的骨髓冲洗出来，并收集到离心管中。猛烈冲洗

≥４次。８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清液，用含１０％
胎牛血清及１％青、链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基
重悬细胞沉淀，接种于 Ｔ２５培养瓶，于 ３７℃、５％ＣＯ２
的条件下培养６～９ｄ。待细胞生长至７０％～８０％的融
合度时，３７℃胰酶消化细胞，以８×１０４／孔接种于２４孔
板，与ＭＬＯＹ４细胞进行共培养。
１．４　Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ过表达慢病毒感染 ＭＬＯＹ４细胞及稳

定转染细胞株的筛选

　　将ＭＬＯＹ４细胞以１×１０５／孔接种于６孔板，用最
佳ＭＯＩ值的慢病毒液转染，７２ｈ后在倒置荧光显微镜
下观察细胞表达情况。观察到荧光后，将细胞重新以

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



５×１０４／孔接种于６孔板，用含４μｇ／ｍＬ嘌呤霉素完全
培养基培养筛选３ｄ，再用含２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素完全
培养基培养筛选７ｄ，每２天更换一次含药物的新鲜培
养基。筛选１０ｄ后，获得稳定转染的 ＭＬＯＹ４阳性细
胞株。转染及筛选过程中分为 ４组，分别为 ｐＬｅｎｔ
ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌ、ｐＬｅｎｔＧＦＰＤｌｌ１、ｐＬｅｎｔＧＦＰＤｌｌ３及 ｐＬｅｎｔ
ＧＦＰＤｌｌ４。
１．５　稳定转染ＭＬＯＹ４细胞的鉴定
　　稳定转染 ＭＬＯＹ４细胞培养２４ｈ后，使用 ＴＲＩｚｏｌ
提取细胞总ＲＮＡ，并按照反转录试剂盒说明书将其逆
转录为ｃＤＮＡ。用ｑＰＣＲ仪检测Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３、Ｄｌｌ４在相应
转染ＭＬＯＹ４细胞中的表达情况。以 ＧＡＰＤＨ作为内
参。扩增条件为 ９５℃ ３０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，６０℃
３０ｍｉｎ，３９个循环；６５～９５℃，５ｍｉｎ。引物见表１。

表１　Ｎｏｔｃｈ配体Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因引物序列

基因 引物（５′→３′）

Ｄｌｌ１
正义链 ＣＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＣＴＧ
反义链 ＡＧＴＣＣＧＣＣＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＴＧＴＴＣ

Ｄｌｌ３
正义链 ＣＧＣＣＧＣＡＣＴＣＴＴＧＧＴＣＡＴＣＣ
反义链 ＣＣＡＧＣＡＣＣＧＴＣＴＴＧＴＡＡＣＣＴＣＡＧ

Ｄｌｌ４
正义链 ＴＡＣＣＴＴＧＡＣＣＴＧＣＧＣＧＧＡＣＴＣ
反义链 ＴＣＧＧＣＴＴＧＧＡＣＣＴＣＴＧＴＴＣＴＧＧ

ＧＡＰＤＨ
正义链 ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴ
反义链 ＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ

１．６　ＢＭＳＣ成骨能力鉴定
　　将筛选出的 ＭＬＯＹ４细胞以２×１０４／孔接种于２４
孔板，提取的ＢＭＳＣ以８×１０４／孔接种于同一２４孔板，
共培养 ３ｄ。具体实验分组：ＭＬＯＹ４ＧＦＰ；ＭＬＯＹ４
Ｄｌｌ１；ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ３；ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４；ＭＬＯＹ４ＧＦＰ＋ＤＡＰＴ；
ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ１＋ＤＡＰＴ；ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ３＋ＤＡＰＴ；ＭＬＯＹ４
Ｄｌｌ４＋ＤＡＰＴ。
１．６．１　碱性磷酸酶 ＡＬＰ染色　　３种 ＭＬＯＹ４稳转
株细胞与ＢＭＳＣ共培养３ｄ后进行ＡＬＰ染色。用ＰＢＳ
清洗２遍，４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ。然后按照 ＢＣＩＰ／
ＮＢＴ碱性磷酸酶显色试剂盒配制染色液加入培养板
中，避光孵育３０ｍｉｎ，显色。每组实验重复３次。
１．６．２　碱性磷酸酶 ＡＬＰ活性测定　　将共培养３ｄ
的细胞用ＰＢＳ润洗后，每孔加入３００μＬ裂解液，超声
破碎细胞后４℃离心，取上清液加入显色底物，３７℃
孵育３０ｍｉｎ，加入终止液后测定样品在４０５ｎｍ处的光
密度值。同时吸取上清液加入 ＢＣＡ工作液，测定
５６２ｎｍ处光密度值。以 ４０５ｎｍ与 ５６２ｎｍ处的光密
度比值作为样品的ＡＬＰ活性。每组实验重复３次。
１．６．３　ｑＰＣＲ检测Ｎｏｔｃｈ信号靶基因及成骨相关基因

ｍＲＮＡ的表达　　稳定转染ＭＬＯＹ４细胞与ＢＭＳＣ共
培养３ｄ后，按照１．５中所述，使用ｑＰＣＲ仪检测Ｎｏｔｃｈ
信号靶基因 Ｈｅｙ１、ＨｅｙＬ、Ｈｅｓ１、Ｈｅｓ７及成骨相关基因
ＡＬＰ、Ⅰ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）、骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，
ＯＰＮ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）的表达。引物见表２。

表２　Ｎｏｔｃｈ信号靶基因的引物序列

基因 引物（５′→３′）

Ｈｅｙ１
正义链 ＴＣＡＧＡＴＡＧＴＧＡＧＣＴＧＧＡＣＧＡＧＡＣＣ
反义链 ＡＣＡＴＧＧＡＡＣＡＣＡＧＣＧＣＣＧＡＡＣ

ＨｅｙＬ
正义链 ＣＧＣＡＧＡＧＡＣＣＧＣＡＴＣＡＡＣＡＧＴＡＧ
反义链 ＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＧＧＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡＡＧ

Ｈｅｓ１
正义链 ＣＧＧＣＡＴＴＣＣＡＡＧＣＴＡＧＡＧＡＡＧＧＣ
反义链 ＧＧＴＣＡＣＣＴＣＧＴＴＣＡＴＧＣＡＣＴＣＧ

Ｈｅｓ７
正义链 ＧＡＴＧＣＴＧＡＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧＧＡＧ
反义链 ＴＣＣＡＧＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＧ

ＧＡＰＤＨ
正义链 ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴ
反义链 ＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ

表３　成骨相关标志基因的引物序列

基因 引物（５′→３′）

ＡＬＰ
正义链 ＣＡＣＧＧＣＧＴＣＣＡＴＧＡＧＣＡＧＡＡＣ
反义链 ＣＡＧＧＣＡＣＡＧＴＧＧＴＣＡＡＧＧＴＴＧＧ

ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
正义链 ＧＡＧＣＧＧＡＧＡＧＴＡＣＴＧＧＡＴＣＧ
反义链 ＧＣＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＴＧＧＧＧＴＴＣ

ＯＰＮ
正义链 ＣＣＴＣＣＣＧＧＴＧＡＡＡＧＴＧＡＣ
反义链 ＣＴＧＴＧＧＣＧＣＡＡＧＧＡＧＡＴＴ

Ｒｕｎｘ２
正义链 ＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧ
反义链 ＧＣＡＣＧＧＡＧＣＡＣＡＧＧＡＡＧＴＴＧＧ

ＧＡＰＤＨ
正义链 ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴ
反义链 ＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ

１．７　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ统计软件进行分析，数据以
珋ｘ±ｓ表示。检测稳转ＭＬＯＹ４细胞的Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因表
达时采用非配对 ｔ检验；其他组间比较采用单因素方
差分析，其中两两比较采用 ｎｅｗｍａｎｋｅｕｌｓｔ检验，检验
水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　稳定转染Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及Ｄｌｌ４基因的ＭＬＯＹ４细胞
株的建立

　　以最佳ＭＯＩ值慢病毒转染ＭＬＯＹ４细胞，７２ｈ后
观察到绿色荧光。３个目的基因重组慢病毒转染率均
在８０％以上（图１）。嘌呤霉素筛选 １０ｄ后获得稳定
转染的阳性ＭＬＯＹ４细胞。

１０９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（９）
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图１　最佳ＭＯＩ值的重组过表达慢病毒转染ＭＬＯＹ４细胞
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Ａ：Ｄｌｌ１基因的表达；Ｂ：Ｄｌｌ３基因的表达；Ｃ：Ｄｌｌ４基因的表达；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｐＬｅｎｔＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌ比较

图２　ｑＰＣＲ检测经筛选后Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因在相应转染ＭＬＯＹ４细胞中的表达

２．２　Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及Ｄｌｌ４基因在ＭＬＯＹ４稳转株细胞中
高表达

　　为了验证筛选的ＭＬＯＹ４细胞是否有效且稳定表
达Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３和Ｄｌｌ４基因，采用ｑＰＣＲ检测Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及
Ｄｌｌ４基因在相应稳转株细胞中的表达，结果表明与阴性
对照ｐＬｅｎｔＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌ相比，Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及 Ｄｌｌ４基因在
相应稳转株细胞株中高表达（Ｐ＜０．０５，图２）。表明稳定
表达Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３和Ｄｌｌ４基因的ＭＬＯＹ４细胞建立成功。
２．３　Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因在骨细胞中表达促进 ＢＭＳＣ成骨

分化

　　为了研究骨细胞中Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因的表达对ＢＭＳＣ
成骨分化的影响，将阴性对照 ＭＬＯＹ４ＧＦＰ细胞及
ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及Ｄｌｌ４３种稳转株细胞与野生型小
鼠的ＢＭＳＣ进行共培养。共培养３ｄ后，检测ＭＬＯＹ４
细胞对ＢＭＳＣＡＬＰ活性的影响。结果显示在骨细胞
中过表达 Ｄｌｌ４基因后显著增强了 ＢＭＳＣ的 ＡＬＰ活性
（Ｐ＜０．０５，图３）。
　　定量检测成骨相关标志基因的表达结果显示，与
阴性对照相比，共培养 ３ｄ后 ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４组 ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ及ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ表达均有所升高（Ｐ＜０．０５）。
但是过表达Ｄｌｌ１及 Ｄｌｌ３基因的处理组与阴性对照相
比，仅见ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２升高（Ｐ＜０．０５），其他成骨标志物
未见升高。结果表明，骨细胞中Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因的表达
具有促进ＢＭＳＣ早期成骨分化的潜能，其中作用最显
著的是Ｄｌｌ４基因。见图４。
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Ａ：ＡＬＰ染色结果；Ｂ：活性测定结果；１：ＭＬＯＹ４ＧＦＰ；
２：ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ１；３：ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ３；４：ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４；ａ：Ｐ＜
０．０５，与ＭＬＯＹ４ＧＦＰ比较
图３　Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因在骨细胞中的过表达对ＢＭＳＣＡＬＰ

活性的影响

２．４　Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因在骨细胞中表达激活 ＢＭＳＣ中
Ｎｏｔｃｈ信号

　　在共培养３ｄ的体系中发现，在骨细胞中过表达
Ｄｌｌ４导致Ｎｏｔｃｈ信号靶基因 Ｈｅｙ１、ＨｅｙＬ及 Ｈｅｓ１、Ｈｅｓ７
的激活（Ｐ＜０．０５），尤其是 ＨｅｙＬ的升高最显著（Ｐ＜
０．０５，图５）。Ｄｌｌ１和Ｄｌｌ３也表现出了Ｎｏｔｃｈ信号激活
的现象。猜想在骨细胞中表达 Ｄｌｌ４促进 ＢＭＳＣ成骨
分化是通过激活经典Ｎｏｔｃｈ信号实现的。

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



! " # $

%&%%! %

%&%%% '

%

(
)
*
+
,
-
(

相
对
表
达
量

.

.

.

! " # $

%&%!%

%&%%'

%

!
,
/
0
1
"
+
,
-
(

相
对
表
达
量

.

.

.

! " # $

"

!

%

2
*
-
+
,
-
(

相
对
表
达
量 .

! " # $

%&!'

%&!%

%&%'

%

3
4
5
5
.
6
7
0
!

+
,
-
(

相
对
表
达
量

.

3

8

(

9

组别 组别

组别 组别

Ａ：ＡＬＰ的表达；Ｂ：Ｒｕｎｘ２的表达；Ｃ：ＯＰＮ的表达；Ｄ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达；１：ＭＬＯＹ４ＧＦＰ；２：ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ１；３：ＭＬＯ
Ｙ４Ｄｌｌ３；４：ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＭＬＯＹ４ＧＦＰ比较

图４　ｑＰＣＲ检测骨细胞中Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因的过表达对ＢＭＳＣ成骨相关标志基因表达的影响

! " # $

%&%%% #

%&%%% "

%&%%% !

%

'
(
)
!
*
+
,
-

相
对
表
达
量

.

.

! " # $

"(/%%0

!(/%%0

%

'
(
)
1

*
+
,
-

相
对
表
达
量

.

! " # $

%&%%% 2

%&%%% $

%&%%% "

%

'
(
3
!
*
+
,
-

相
对
表
达
量

.

.

.

! " # $

%&%%% $

%&%%% "

%

'
(
3
4
*
+
,
-

相
对
表
达
量

.

.

5

6

-

7

组别 组别

组别 组别

Ａ：Ｈｅｙ１的表达；Ｂ：ＨｅｙＬ的表达；Ｃ：Ｈｅｓ１的表达；Ｄ：Ｈｅｓ７的表达；１：ＭＬＯＹ４ＧＦＰ；２：ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ１；３：ＭＬＯＹ４
Ｄｌｌ３；４：ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＭＬＯＹ４ＧＦＰ比较

图５　ｑＰＣＲ检测骨细胞中Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因的过表达对ＢＭＳＣ中Ｎｏｔｃｈ信号的影响

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



２．５　ＤＡＰＴ抑制骨细胞中 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因过表达诱导
的ＢＭＳＣ成骨分化

　　为了研究Ｎｏｔｃｈ信号通路抑制剂ＤＡＰＴ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
是否能够有效抑制骨细胞 Ｄｌｌ４的表达引起的 ＢＭＳＣ
的成骨分化，向共培养体系中添加 ＤＡＰＴ，不添加
ＤＡＰＴ作为对照，３ｄ后检测ＡＬＰ活性的变化及成骨相
关基因的表达。结果显示，在加入 ＤＡＰＴ后，ＭＬＯＹ４
Ｄｌｌ４组ＡＬＰ活性有所降低（Ｐ＜０．０５），而ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ１

组ＡＬＰ活性有所升高（Ｐ＜０．０５），见图６。
　　而图 ７显示，在加入 ＤＡＰＴ后 ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４组
ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ显著降低（Ｐ＜０．０５），
表明Ｎｏｔｃｈ经典信号在骨细胞Ｄｌｌ４引起的ＢＭＳＣ成骨
分化中起到重要作用。虽然成骨分化被抑制，但与对

照组相比，仍然促进了ＡＬＰ的活性及成骨相关标志基
因的表达（Ｐ＜０．０５）。
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图６　 ＤＡＰＴ对骨细胞Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因过表达增强ＢＭＳＣ成骨分化中ＡＬＰ活性的影响
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图７　ｑＰＣＲ检测ＤＡＰＴ对骨细胞Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因过表达诱导的ＢＭＳＣ成骨分化中标志基因表达量的影响
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图８　ｑＰＣＲ检测ＤＡＰＴ对骨细胞Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ过表达激活的ＢＭＳＣＮｏｔｃｈ信号的影响

２．６　ＤＡＰＴ抑制骨细胞 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因过表达激活的
ＢＭＳＣ中Ｎｏｔｃｈ信号

　　为了进一步验证Ｎｏｔｃｈ信号在骨细胞Ｄｌｌ４诱导的
ＢＭＳＣ成骨分化中发挥重要作用，按照 ２．５中所述检
测对照组与添加 ＤＡＰＴ组 Ｎｏｔｃｈ信号靶基因 Ｈｅｙ１、
ＨｅｙＬ、Ｈｅｓ１、Ｈｅｓ７的表达。结果见图 ８，在加入 ＤＡＰＴ
后，ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ４组的靶基因Ｈｅｙ１、ＨｅｙＬ、Ｈｅｓ１的表达
显著下降（Ｐ＜０．０５），只有 Ｈｅｓ７不被抑制（Ｐ＞０．０５）。
ＭＬＯＹ４Ｄｌｌ１及Ｄｌｌ３组表现了同样的抑制现象。反向
证实了Ｎｏｔｃｈ信号在骨细胞 Ｄｌｌ４过表达诱导的 ＢＭＳＣ
成骨分化中起到重要作用。

３　讨论

　　本研究发现，骨细胞中 Ｄｌｌ４基因的过表达显著促
进了ＢＭＳＣ的成骨分化。Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及Ｄｌｌ４属于Ｎｏｔｃｈ
配体Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因家族。目前对于 Ｎｏｔｃｈ配体的研
究大部分集中在成骨细胞上，而本研究针对 Ｎｏｔｃｈ信

号的其中一类配体 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因初步探究了骨细胞
中Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３、Ｄｌｌ４的成骨功能，得出了骨细胞中 Ｄｌｌ４
的表达能够在体外显著促进骨髓基质细胞早期成骨分

化的结论，经典 Ｎｏｔｃｈ信号可能在这一过程中发挥了
重要作用。

　　骨细胞作为骨组织中数量最多的细胞，包埋在骨
基质中，寿命长，是成骨细胞系终末分化的高度分枝细

胞［９］。由于其不如成骨及破骨细胞活跃，过去被人们

认为其不参与调节骨形成与骨稳态。ＴＵ等［６］的研究

表明骨细胞也可以通过直接或者间接的方式调节成骨

或者破骨细胞的活动来调节骨的合成代谢，因此骨细

胞的作用也越来越不容小觑。由于骨细胞包埋的位置

较深，生长增殖速度较慢，因此不容易获得也难以维持

其形态。虽然近年来已经研究出许多方法分离骨细

胞［１０－１２］，但是骨细胞产量通常很低，而且容易受其他

细胞如成纤维细胞等的竞争性生长抑制［１３］。因此，目

前为止大多数的体外实验还是依赖于成熟的骨细胞系
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ＭＬＯＹ４细胞［１４］。

　　作为经典Ｎｏｔｃｈ信号激活不可或缺的分子，Ｎｏｔｃｈ
配体在骨发育、骨稳态及软骨的形成中发挥了重要的

作用。有研究表明，Ｎｏｔｃｈ配体Ｄｌｌ３［１５］、早老蛋白１［１６］

的敲除会导致中轴骨不能正常形成。ＮＯＢＴＡ等［１７］研

究认为Ｊａｇ１和 Ｄｌｌ１在骨再生位点上调，而后 ＭＵＧＵ
ＲＵＭＡ等［７］在成骨细胞中过表达 Ｄｌｌ１发现其阻断成
骨细胞的成熟，进而抑制破骨细胞的分化和成熟，从而

导致严重的骨代谢抑制。在破骨细胞生成中根据其表

达的Ｎｏｔｃｈ受体与配体的特定类型影响破骨细胞。据
报道，Ｊａｇ１和 Ｎｏｔｃｈ１抑制但 Ｄｌｌ１和 Ｎｏｔｃｈ２促进破骨
细胞生成［１８］。Ｎｏｔｃｈ配体 Ｄｌｌ１在软骨形成中表现出
了抑制效应。ＡＴＳＵＭＩ等［１９］证实了Ｎｏｔｃｈ配体Ｄｌｌ１在
体外抑制 ＡＴＤＣ５（一种永生化畸胎瘤细胞，可在体外
分化出具有软骨细胞样的表型）细胞的软骨分化。尽

管没有明显的研究表明 Ｄｌｌ４能够直接调控成骨细胞
与破骨细胞的分化及功能，但是 Ｄｌｌ４一直是公认的促
血管生成因子［２０－２１］，而研究表明骨形成与血管生成是

相互偶联的，Ｄｌｌ４是否在骨形成中发挥了这样的作用
还有待研究。

　　尽管以上研究证明Ｎｏｔｃｈ配体在成骨细胞与破骨
细胞生成、骨形成与骨稳态及软骨发育中起作用，但是

Ｎｏｔｃｈ配体在骨细胞中是否具有调控作用进而影响骨
稳态还未有此方面的研究。慢病毒载体具有转染效率

高、可容纳大基因片段、不影响转染细胞的生物学特

性，且操作稳定，因此被作为转移目的基因的理想载

体。本研究选择了 Ｎｏｔｃｈ配体的 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ家族，建立
了稳定表达Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及Ｄｌｌ４基因的ＭＬＯＹ４细胞株，
Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及Ｄｌｌ４３个目的基因均高表达，满足了后续
实验要求。与阴性对照相比，Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基因过表达的
３种ＭＬＯＹ４细胞与野生型小鼠ＢＭＳＣ共培养３ｄ后，
ＡＬＰ活性增强，成骨标志基因的表达也有所增高。其
中作用最显著的是 Ｄｌｌ４基因。说明在骨细胞中过表
达Ｄｌｌ４基因能够显著促进骨髓基质细胞的早期成骨
分化。同时我们发现 Ｎｏｔｃｈ信号靶基因的激活现象，
而在加入Ｎｏｔｃｈ信号抑制剂ＤＡＰＴ后，ＡＬＰ活性降低，
成骨相关标志基因及 Ｎｏｔｃｈ信号靶基因的表达也下
降，反向证明了经典 Ｎｏｔｃｈ信号在骨细胞 Ｄｌｌ４促进
ＢＭＳＣ的成骨分化中起到了重要作用。有趣的是，我
们在加入ＤＡＰＴ后，虽然骨细胞 Ｄｌｌ４促进 ＢＭＳＣ的成
骨分化降低，但是与阴性对照组相比，依然具有显著差

异。因此，我们猜想在这一过程中不仅是 Ｎｏｔｃｈ信号
发挥了重要作用，可能存在其他的机制，我们也将继续

关注。

　　综上所述，本研究成功建立稳定表达Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ基
因Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３及Ｄｌｌ４的ＭＬＯＹ４细胞株，在骨细胞中过
表达Ｄｌｌ４基因能够促进骨髓基质细胞的早期成骨分
化，经典Ｎｏｔｃｈ信号通路在其中可能发挥了重要作用。
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