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骨髓问充质干细胞 Heyl基因表达水平荧光定量 RT—PCR方 

法的建立 

刘 强，翁亚光 ，唐 敏 ，罗 敏 

(重庆医科大学医学检验系 临床检验诊断学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立骨髓间充质干细胞中Notch信号通路靶基因Heyl表达水平的荧光定量RT—PCR方法。方法：培养骨髓间充 

质干细胞(c2C-：)，提取总 RNA，验证内参基因 p—actin和 目的基因 Heyl的扩增效率 ，优化 PCR条件 ，分析扩增曲线、融解曲 

线，凝胶电泳验证定量 PCR产物。结果：内参基因 p—actin和目的基因 Hey1扩增效率一致(扩增曲线斜率差 <O．1)，提示可以使 

用比较ct法对 Hey1进行相对定量分析；扩增曲线、融解曲线及凝胶电泳结果提示PCR产物特异性好。结论：本研究所建立的 

用于Heyl基因表达分析的定量RT—PCR检测方法，准确可靠，可用于Bmp9和Notch信号通路的研究。 
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Development of fluorescent quantitative RT—PCR method for detection of Hey1 

in bone marrow mesenchymaI stem cells 

LIU Qiang。et al 

(Department ofLaboratory Medicine，Key Laboratory ofLaboratory Medical Diagnostics，Ministry ofEducation， 

ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To develop the method of detecting the level of Heyl expression—the target gene of Notch signaling pathway in bone 

marrow mesenchymal stem cells，using real—time fluorescence quantitative RT—PCR．Methods：The bone marrow mesenchymal stem cells 

(C2Cl2)were cultured and the total RNA was extracted．And then the amplification efficiency was verified between the reference gene 

B—actin and the target gene Hey1．To optimize the PCR conditions and analyse amplification curves and melting curve before validation of 

quantitatve PCR products with gel electrophoresis．Results：Th e reference gene B-actin an d the target gene Heyl have the same 

amplification efficiency (slope difference of the amplification curve<0．1)，suggesting that you Can use the comparative Ct method for 

analysing relative expression of Hey1．Through analysing the amplification curve，melting curve and gel electrophoresis results we can get 

that the qPCR product was very specific．Conclusion：The real-time quantitative RT-PCR methods established for detecting the 

expression of Heyl gene is accurate and reliable，which can be used for studying the relationship of Bmp9 and Notch signaling pathways． 
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Notch信号通路是多细胞生物中普遍存在的细胞信号作 

用体系，不仅影响细胞的增殖、分化、凋亡和上皮细胞 一间质 

细胞转变等活动，在胚胎发育 、肿瘤形成和血管发生等生理 

过程中也发挥重要的调节作用lJ’2J。Heyl基因是 Notch信号通 

路的重要靶基因，已有研究发现 ，Heyl基因与骨髓间充质干 

细胞的软骨分化13l、成肌分化i4l、心脏畸形嗍等有关。本课题组 

前期研究则发现，Heyl基因参与了 Bmp9诱导的骨髓间充质 

干细胞成骨分化过程 。本研究 目的是利用实时荧光定量 

RT-PCR技术，建立 Heyl基因表达水平的测定方法 ，为进一 
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步研究 Bmp9与 Nocth信号通路的相互作用提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 主要试剂与仪器 C：C。。(本实验室保存)，DMEM高糖 

培养基(Hyclone公司)，胎牛血清(Hyclone公司)，青 ，链霉素 

(Hyclone公司)，Tfizol试剂(Invitogen公 司)，反转录试剂盒 

(Promega公司)，SYBR Green I(TaKara公司)，凝胶成像仪 

(BIO—RAD公司)，Rotor Gene 6000荧光定量 PCR仪(Corbett 

Research公司)，核酸微量测定仪(BIO—RAD公司)。 

1．1．2 细胞选择与培养 C2C 是小鼠成肌细胞，属于骨髓间 

充质干细胞，故本研究选择其为研究对象。复苏冻存的 C：C ：， 






