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Notch一1在骨髓问质干细胞分化为神经细胞中的作用 
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【摘 要】日的：采用 RNA干扰(RNA interference，RNAi)技术，抑制Notch一1基因的表达，从而观察 Notch一1基因在骨髓问 

质干细胞(MSCs)分化为神经细胞后的存活及分化中的作用。方法：构建mNotch—l短发夹状 RNA(short hairpin RNA，mNotch 
— lshRNA)；然后对 mNoteh—IshRNA转染的 MSCs进行形态学观察；MTF检测转染前、转染 24h、转染 3天的 MSCs的存活率； 

体外条件下采用 BDNF、全反式维甲酸等诱导 mNotch—IshRNA转染的 MSCs分化，采用免疫细胞化学染色 ，检测 Nestin、NSE 

及 NF200(神经元标记物)、GFAP(神经胶质细胞标记物)的表达。结果：mNotch—IshRNA转染成功的细胞立体感增强，Notch 
一 1基因表达消失，转染后 24h和3天的 MSCs细胞存活率下降，与未转染和转染对照组 比较有显著性差异(P<0．01)；转染 

mNotch一1 shRNA的 MSCs向神经细胞的分化效率显著提高，NSE、NF200的表达均高于未转染的和转染对照组的，且未见 

GFAP表达。结论：mNotch—IshRNA抑制 Notch一1基因的表达，促进 MSCs向神经细胞的分化效率 ，提示 MSCs的横向分化过 

程可能与神经干细胞类似，阻断 Notch信号通路，会加 MSCs向神经细胞分化的效果。 
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Role of Notch—l in the DifferentiatiOn Of 

Rat Mesenchymal Stem Cells into Neurons 

ⅣG Jun．et al 

(Department of Neurology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objectives：To identi~ the roles of Notch一1 gene for survivaland differentiation of mesenchymal stem ce11s(MSCs)into 

neurons by way of RNA interference(RNAi)technique to suppress expression of Notch一1 gene．Methods：Firstly。construct 

mNotch一1 short hairpin RNA(mNotch—IshRNA)and then to oberve configuration of MSCs transfected by mNotch—lshRNA：MTT 

was employed to evaluate the survival ratio of MSCs before transfection，24 hours and 3 days after transfection，respectively；agents， 

such as BDNF，retinoid acid，were obtained to induce MSCs transfected by mNotch一1 shRNA in vitro and expression of Nestin
． NSE 

and NF200(neuron marker agent)and GFAP(neural glial cell marker agent)were determined by immunocytochemistry stain tech— 

nique． Results：The cell cubic configuration was enforced and expression of notch一1 gene vanished by transfection of mNotch一 

1 shRNA．The survival ratio of MSCs by transfection decreased and there was significant differences between non—ransfection and 

transfection—controlling group after 24 hours and 3 days of transfection(P<0．0 1)．The differentiation efficacy of MSCs transfected bv 

mNotch一1 shRNA into neurons and the expression of NSE，NF200 were increased significantly than non—ransfection and transfection— 

controlling group，and there was no expression of GFAP
． Conclusions：The differentiation efficacy of MSCs can be enforced bv mNotch 

— IshRNA to suppress Notch一1 expression，which implies that the transverse differentiation of MSCs is similar to that of neural stem 

cells．The blocking of Notch一1 signal pathway might promote differentiation of MSCs into neural stem cells
。 
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骨髓间质干细胞(mesenchymalstemcells，MSCs) 

能够横向分化为神经细胞_1]。在多细胞生物发育 

过程中，Notch信号对细胞的命运决定起关键作用， 

几乎所有涉及细胞分化的生命活动都有 Notch信号 

的参与。由于 Notch信号对细胞分化调控的广泛 

性，据此推测 Notch对 MSCs的分化也有调控作用。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 782一 重庆医科大学学报 2005年第30卷第6期(Journal of Chongqing Medical University 2005．Vo1．30 No·6) 

本研究采用 RNA干扰(RNA interference，RNAi)技 

术，抑制 Notch一1基因的表达，从而观察 Notch一1 

基因在 MSCs横向分化中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 动物 

清洁级昆明小鼠，8～10周，雌雄不限，由第三军医大学 

大坪医院动物中心(许可证号：SCXK(渝)20020003)提供。 

1．2 主要试OF,J 

DMEM、OPTI—MEM培养 基、Neurobasal—A(Gibco公 

司)；入 bFGF(北京晶美公司)；SiPORTlipid(Ambion公司)； 

mNotch—lshRNA、mGAPDHshRNA(上海康成生 物有限公 

司)；山羊抗 Notch一1多克隆抗体(M一20)(SantaCruz公 

司)．／J、鼠 GAPDH单克隆抗体(上海康成生物有限公司)； 

Insulin—Transferrin—Selenite mix(ITS)、维甲酸、兔抗 GFAP 

多克隆抗体(Sigma公司)；小鼠 BDNF(PeproTech公司)；噻 

唑蓝(M丌 )(BIB公司) 

1．3 mNotch—l短发 夹状 RNA(short hairpin RNA．mNotch 

一 1 shRNA)的构建 

合成模板DNA(由上海康成生物有限公司设计构建)经 

退 火 [T7promoter Oliog (70pmo1)1．5txl+模 板 DNA 

(50pmo1)1 Dxl+5×Annealing Buffer2txl+ RNnase—Free Wa— 

ter5．5tzl，75~C孵育 2min；冷却至室温，放置 2min]、补平[退 

火反应液 lOtxl+ 10×Klenow Fragment exo—Fill—In Buff- 

er2~1+ dNTP Mix(2．5mM each dNTP)2 l+ Klenow Frag— 

ment exo—DNA Polymerase(20U／tx1)ltxl+ RNnase—Free 

Water5tzl，37~C孵育30min；0℃灭活酶 15min；冷却至室温] 、 

体外转录[补平反应液 4txl +AmpliScribe T7一Flash 10× 

Reaction Buffer 2txl + DNTP Mix(2、5mol／L each dNTP) 

7．2txl+ DTI(100mol／L)2txl +AmpliScribeT7一Flash En— 

zyme Solution2txl 42~C孵育 70min] 、纯化(体外转录反应液 

20txl加 RNase—FreeDNAnaseI(1U／tz1)1txl混合后 37~C孵 

育 15min；70~C孵育 15min灭活酶；酚：氯仿抽提；上清中加入 

1／10体积的 3M醋酸钠 和 2．5倍 体积的无水 乙醇；冰浴 

15min沉淀 shRNA；去上清，沉淀用70％乙醇小心清洗一次； 

空气干燥2—5min ；加入 100txl的无 RNA酶水溶解 shRNA； 

进一步用 MicroSpin G一25柱脱盐纯化)，得到 mNotch— 

lshRNA为 20．3gmol／L，一80~C保存。mNotch—IshRNA的序 

列为 

5·GGA CAA GAU UGAUGG CUA CGAG^AG 

3 UIJ CeU 6UU CUAACIJ ACC GAU GCUG真AC 

1．4 MSCs培养 

无菌条件下取小鼠双侧胫骨，0．5mlDMEM完全培养基 

(添加 10％胎牛血清 ，lOmol／L HEPES，1ng／mlbFGF)冲洗骨 

髓腔，制备成细胞悬液，调整密度为 2×10 ／ml，接种于 6孔 

培养板(部分内有盖玻片)，37~C，5％CO：培养。48h换液，去 

除未贴壁细胞。以后每隔 72h换液。待贴壁细胞完全融合 

后，0．25％胰蛋 白酶／0．04％EDTA消化传代，按 1×10 ／ml 

的密度接种，每隔72h换液 ，传至 3—4代后备用。 

1．5 mNotch一1 shRNA转 染 

OPTI—MEM培养基清洗细胞 3次，每孔加入新鲜 OPTI 

— MEM培养基 800txl；加入 SiPORT lipid(3tzl加 OPTI— 

MEM培养基 12txl混匀 ，室温放置 20min)与 mNotch—lshR— 

NA(5 l加 OPTI—MEM培养基 180tx1)的混合液，终体积为 

lO00txl；37~C，5％CO2，孵育 4h；加入 3ml无抗生素的 DMEI~I 

培养基(添加 10％胎牛血清)，继续培养24h后检测。 

对照实验采用 mGAPDHshRNA代替 mNotch—lshRNA， 

其余步骤同前。 

1．6 四甲基偶氮唑盐(M丌 )比色法检测细胞存活率 

将转染 mNotch—lshRNA前后各时间点的MSCs移人 96 

孔培养板 ，M啊 (5．0mg／m1)50 J／孔、37~C共同孵育4h，离心 

弃上清，再加入二甲基亚砜 200txl，酶联免疫检测仪测定各 

孔吸光值(波长490nm)，评价细胞线粒体内琥珀酸脱氢酶的 

活性。由于该酶的活性与活细胞数目密切相关，也可以用于 

间接评价细胞存活率。 

1．7 体 外诱 导 MSCs分化 为神 经细胞 (Sanchez—Ramos 

法 ) 

将正常 MSCs或转染 mNotch—lshRNA的 MSCs去除培 

养基，D—Hank 液清洗 3次，换为 Neurobasel培养基(添加 

5％马血清，1％标准胎牛血清，2％ITS，0．5p~mol／L维甲酸， 

1On g／ml BDNF)培养 6天。 

1．8 MSCs诱 导后 细胞鉴定 

1．8．1 形态学观察 倒置显微镜下，动态观察 MSCs诱导 

前后形态学变化。 

1．8．2免疫细胞化学染色 将 MSCs细胞经 HistoChoice MB 

固定 2h后 ，0．5％H2O2一甲醇处理 30min，1％牛血清白蛋白 

一 0．3％TritonX一100 37~C处理 30min；正常山羊血清(1：50) 

湿盒内室温孵育 30min，倾去血清，不洗 ；加入一抗(1：200) 

37~C孵育60rain后，再加入山羊抗兔 IgG—Cy3(1：64)37~C， 

30min，0．O1mol／L PBS充分冲洗以终止反应，水溶性封片剂 

封片，荧 光显微 镜 观察。阴性对 照将 一抗 或 二抗 换 为 

0．0l mol／LPBS，其余步骤同前。每张玻片采用双人双盲随 

机记数 200个细胞 ，计算阳性细胞百分比例。其中阳性细胞 

>161％为强阳性(+++)，30％ 一60％为阳性(++)，6％ 

一 30％为弱阳性 (+)，1％ 一5％为可疑(±)，<1％为阴性 

(一)。 

1．9 统计 处理 

数据资料应用 ANOVAS分析组间差异的显著性，如果 

组间差异有显著性，则应用 Student’S t test分别检验各组之 

间差异的显著性。对于计量数据采用 x 检验，以 P<0．05 

为显著性差异。 
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1 结 果 

2】 培 痄的 M 形 叁观孳 

卦盯№披种 24～48 h 缸川包 幼徭 形艘 业．f!』J肝 

婿 妊．地荇培养叫州 细胞}_』』艟增 

多．Jf仆裂曾蚺 7～】0 细 - 多种忏三怠 喂彤． 

伯形．多们肜．惶JI=；等．胞休膨凡． 申⋯K缸 ： 

孝̈细 均多种J 怎的突起．圳 簇状生K．行布 

小均．显 懿潜 kK趋特 、卸1胞轮晴㈡、清．体 

私：变小，nJ崩也 】』幔I 盘1：业 羟 3～4状传f℃历 

形成转 的 MS(I~( 】、2) 

图2 培养 I4天的小鼠 MsI f×40) 

2 2 Ill ⋯⋯h 1 R̈l{N^转 染 后 如 胞 形 志观 察 强 

、l· 一1的 表达 

rnNnt(h—I N̂ 转 舒细胞脱落．北亡． 

转染成功旧细胞 体感增幔．胞怍收缩 球J鞲 棱 

扦j．纠K 史织旱网状( 3 4) 免痤细胞化学 

也．转染前MSCs̈ JIff Notch—I的 迭．转凝成功 

的细胞 “wh I表选消失【 5、6) 

2 3 ”1 Ⅲ⋯h I hI{NA转染时如 胞存活 率的影响 

图s m “ 1一l N 转̂染前 M 免嘘 

细胞化学 1̈ c JJ I染色 v，．x】50) 

转染前稃组 Mlrr无 著性蕾异(P>0 05)；转 

24h．转 m~olch—l*hl{NA身【M l r值下降． 未 

转染和转染 mĜPI)HshH ̂ 组秆搬 著 差异f P 

<0 01)：转染3灭，虽然M I’ 较转染 24h冉所 L 

J，c 0．01)．但是仍较未转 干̈转 Ⅲl，AP̈ Ĥ ， 

hl{ ^组有极显著性差 (，】<0 0 J)(表 I) 挺示 

mNutch I~hRNA转染 后筇l胞存 活率 r降 
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图 6 ⋯ r，Ih⋯I I、I,Ii ^转染 7天后MN 免疫 

细胞化学 _̈I 【染色fI。 ．×l 

表 I 转 染对各 组 细胞存 活率 的 影响 

： 
。 } 转 t”f-̂_J1_lI st,H TM,̂ 细 J、“～11 4川  ̂

图 7 未转染的 MS(-．诱导  ̂ 后细胞骺杰，注意 

箭头所示的少数细胞 巷娄似于抻细胞 ． 

但是多数细胞仍保留原有的形态c x IO0) 

转讹 N．I⋯h t shl{N̂ 组 精 胞彤S站陶 

变化叫丝 瞒 241i， 讣川№成球彤 肜， f巾 

心强．】臣成 k 突脞．腑部定纵成恻 f1 细胞川 

Ⅲ行_圯 ．炎似钟经 胞 一p 丌_l池IJ 他[；晴蚌 

6正．多数细毗啦锥聪、炙 ll此M、 成牲Ⅲ!世 仲 

经 胞 ． I 1．_】nlj郡舒 心l悦蒋 f 8) 转染 

mI ̂ Pl1}IshI{N 、 l诱 导I j鹫化粥似 采转 L 

圈 H 转 染的 m 一，1一|_一I ll̈N̂ 的 M 诱 导 天̂ 

后细胞形态．注意多数细胞形态类似于 

神细胞 少数细胞仍保留原有的 态f×180 

增强，NSE＆然高 1 采转 ．H时{̈用少 }̂20【】 

是选；庸 6天．Neslin 选7f【i失 NSE、～ 2【M】晌表 

达均高 J 未转 i 此外．来 GFAP蠢送(隆『_】 
～ l4)。转染 ．K；APDFIslfflNA组媾导 染色结果类 

面  

；  、 _

』 ， 一■ 

～ ，． {l̂矜  ̈ 一 

一 

⋯ 删m驯 }} 叫 
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图I{ I、⋯ ～̂ 转染 M~,Ca诱导 

24h． 吒 染色 结果 {I：v ．xI ) 

I998年 ，Fire 次提 R A]一扰 {RNA inI ． 

1⋯  ．R Ai)．即引^似链小的 RN̂ 通过特异 

结 互补触 促使 mR A洋懈．1商杖，特蚌帕l；H 体 

特定 基 A吐 J啦 转 后 RNA}技 术 

比传统山法(反卫核 腋姓术，基P,I敲除等)更陕 

便地俺基㈨挺达沉默或鞋l州 i 降Jl1．从而为 r 

咆 捆茏址崮功能 的州究捉I丁I J 豇有救 的 【．  

圈 14 l】 -1‘I g I H ～̂ 转染 MscⅡ诱导6天． 

I AP染 色结 果 ft：v3．DAI l复 染 xI5O1 

县 Rg'；i技术 仅有利十下 『胞单吲 控机 

圳的研究．而且有利于研究 细胞的仆化硬其细胞 

基闪治疗 

木研究 殴汁丁针埘 小鼠 ～⋯⋯h 1基 [ 的 

mNoteh—I shRNA 利JH转 技术将 其导^ Msl s 

⋯I通过龟蜓圳旭化学染邑等检洲，发现转 成仂的 

胞立体感增强， h h一1丧丛消失 iIE实所没 

汁 mNoh h I shRNA n r以成功的引埕特异 忭 
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Notch一1基因沉默，为研究 MSCs分化为神经细胞 

的机制建立了 个类似于 Notch一1“基因敲除”的 

体外模型。 

Notch信号途径是在多种细胞的特化(specifica— 

tion)中起关键作用的传导细胞问相互作用信号的 

途径，主要介导细胞的分化抑制信号，在胚胎发育 、 

血细胞发育、肿瘤形成等生理病理过程中起重要作 

用。 

大量的体内外实验证实，起源于外胚层的神经 

系统神经细胞和中胚层的造血系统的 MSCs之间存 

在某种联系，可以彼此跨系统的横向分化 。 。但 

是，对 MS Cs分化为神经细胞的机制了解甚少，是否 

与神经干细胞有类似机制，Notch信号通路是否参 

与了分化过程等问题报道很少。本研究首次采用转 

染 mNotch—IshRNA，阻断 Notch信号通路，观察该 

信号通路在 MSCs分化中的作用。 

为了排除其他信号通路的潜在影响，本研究选 

择了Sanchez—Ramos等建立的体外诱导MSCs分化 

为神经细胞方法。该方法模拟神经干细胞 自然分化 

过程，在有血清条件下采用 BDNF、全反式维甲酸等 

诱导 MSCs分化，诱导后细胞可以表达 Nestin、NSE、 

GFAP等神经细胞或胶质细胞标记物。本研究发 

现，未转染和转染 mGAPDHshRNA的MSCs诱导后， 

诱导效率比较低，定向性较差 ，同时分化为神经细胞 

和胶质细胞，与 Sanchez—Ramos等报道相同 。而 

转染 mNotch一1 shRNA的 MSCs向神经细胞的分化 

效率显著提高，无论是神经细胞早 、中期标记物 NSE 

还是成熟神经细胞标记物 NF200的表达均高于未 

转染的和转染 mGAPDHshRNA的，且未见 GFAP表 

达。提示与神经干细胞类似，Notch信号通路也可 

能参与了MSCs的横向分化过程，激活 Notch信号通 

路会抑制 MSCs的横向分化；阻断 Notch信号通路 

后，MSCs向神经细胞的分化则增加。 

MSCs不仅可以表达 Notch一1，而且表达配体 

Jagged一1及下游分子 DTX1，提示 Notch信号可能 

对 MSCs的增殖分化有调控作用 。本研究结果发 

现，mNotch—IshRNA转染后 MSCs细胞存活率下 

降，而且细胞形态发生变化；但是，转染 mGAPDHs— 

hRNA对 MSCs存活率影响不大，证实了 Notch一1 

在 MSCs保持自我更新、分裂等生理功能起到一定 

作用。 

综上所述，本研究采用 RNAi技术，抑制 Notch 

一 1基因的表达，从而促进了MSCs向神经细胞的分 

化效率，提示 MSCs的横向分化过程可能与神经干 

细胞类似，阻断 Notch信号通路，会增加 MSCs向神 

经细胞分化的效果。本研究结果为 MSCs定向诱导 

分化的应用提供了新的理论和实验依据。 

(通讯作者：贾延劫，联系电话 0371—6664852) 
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