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文题释义： 

Notch 信号活化：限于相邻细胞间进行。当配体与受体接触后，Notch 受体发生二次水解，产生胞内域

片段(N-ICD)，N-ICD 进入细胞核，与其他效应蛋白一起，调控下游 Hes 或 Hey 家族基因的表达。 

c-Kit
+
骨髓间充质干细胞：c-Kit 是一种酪氨酸蛋白激酶受体，在某些干/祖细胞表面表达。应用磁激活细

胞分选法可从骨髓间充质干细胞中获得 c-Kit
+
亚群。 

 

摘要 

背景：Notch 信号活化对干细胞分化有重要的影响，其效应具有细胞特异性，但有关 Notch 信号与 c-Kit
+

骨髓间充质干细胞分化的相关报道较少。 

目的：分析 Notch1 信号活化对 c-Kit
+
骨髓间充质干细胞分化的影响。 

方法：应用 PCR 从 cDNA 文库中调取 Notch1 受体胞内域(N1-ICD)序列，定向克隆入腺病毒穿梭质粒

GV314 构建重组质粒，与腺病毒辅助包装质粒 pBHGlox∆E1,3 Cre 在 HEK293T 细胞进行同源重组，

获得 N1-ICD 过表达腺病毒颗粒(N1-ICD-Ad)。分离 SD 大鼠股骨骨髓间充质干细胞，应用磁激活细胞

分选法分选出 c-Kit
+
亚群并用流式鉴定其纯度。将 N1-ICD-Ad 腺病毒感染 c-Kit

+
骨髓间充质干细胞，8 d

后定量 RT-PCR 或免疫荧光分析 c-Kit
+
骨髓间充质干细胞中 Notch1 信号的活化及细胞的分化。 

结果与结论：(1)从 cDNA 文库中成功获得 N1-ICD 序列，将此序列成功克隆入线性化 GV314 载体，抗

性克隆经测序证实无误；(2)在辅助包装质粒 pBHGloxΔ E1,3 Cre 的协助下，成功获得滴度为 2×10
12 

PFU/L 重组腺病毒颗粒 N1-ICD-Ad；(3)成功从 SD 大鼠骨髓间充质干细胞获得 c-Kit
+
细胞亚群，纯度达

91.6%。包装的腺病毒能有效感染 c-Kit
+
骨髓间充质干细胞；(4)与空白对照组和阴性对照病毒组相比，

N1-ICD-Ad 感染 c-Kit
+
骨髓间充质干细胞后 N1-ICD 在胞质与胞核聚集，显著上调了 Notch 下游基因

Hes1 的表达，显著诱导心肌细胞分化基因 Nkx2.5 和 cTnT 的表达，显著上调内皮细胞分化基因 vWF

的表达，轻微上调平滑肌细胞分化基因SM22α的表达。(5)实验结果提示Notch1信号的活化有助于c-Kit
+

骨髓间充质干细胞的多向分化，N1-ICD 过表达载体构建及腺病毒的包装并转染成功，为进一步研究

Notch1 信号活化对于干细胞生物学功能的影响奠定了基础。 
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过表达 Notch1 胞内域如何促进 c-Kit+骨髓间充质干细胞的分化？ 

(1)从 cDNA 文库获得大鼠

Notch1 基因胞内域(N1-ICD)

序列； 

(2)成功构建了 N1-ICD 过表

达腺病毒穿梭载体并包装出

高滴度病毒颗粒 (N1-ICD- 

Ad) 

 

采用磁激活细胞分选法从

SD 大鼠骨髓间充质干细胞

中获得 c-Kit
+亚群(c-Kit

+骨髓

间充质干细胞) 

实 验 结 果 显 示 了 包 装

N1-ICD-Ad 可成功感染大鼠

c-Kit
+
骨髓间充质干细胞，

Notch1 信号可以活化并诱导

c-Kit
+骨髓间充质干细胞可多

向分化 
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Abstract 

BACKGROUND: Activation of Notch signaling plays a critical role in stem cell differentiation, and this 

effect seems to be cell-type dependent. Little is reported on the role of activation of Notch1 signaling in the 

differentiation of c-Kit+ bone marrow mesenchymal stem cells. 

OBJECTIVE: To analyze the influence of activation of Notch1 signaling on the differentiation of c-Kit+ 

bone marrow mesenchymal stem cells. 

METHODS: The Notch1 intracellular domain (N1-ICD) was obtained from the cDNA library by PCR and 

cloned into BamHI/AgeI digested adenoviral GV314 plasmid to construct N1-ICD overexpressing shuttle 

plasmid, and the positive clones were verified by sequencing. N1-ICD shuttle plasmid and helper plasmids 

pBHGloxΔE1,3 Cre were used to co-transfect HEK293T cells to obtain N1-ICD overexpressing adenoviral 

particles (N1-ICD-Ad). The c-Kit+ subpopulation were isolated from bone marrow mesenchymal stem cells 

of the Sprague-Dawley rat femur via magnetic activated cell sorting. After transfection of the c-Kit+ BMSCs 

with N1-ICD-Ad adenovirus, we assessed the activation of Notch1 signaling and differentiation in c-Kit+ 

bone marrow mesenchymal stem cells by quantitative RT-PCR and immunofluorescent staining.  

RESULTS AND CONCLUSION: N1-ICD coding sequence was successfully generated from the cDNA 

library, and then was cloned into the linearized adenoviral vectors GV314. The resistant clones were 

verified by sequencing. With the assistance of packaging plasmids, recombinant N1-ICD-Ad adenovirus 

plasmids were successful packaged in HEK293T cells, and its title was 2×1012 PFU/L. c-Kit+ bone marrow 

mesenchymal stem cells with the purity of 91.6% were successfully isolated from the bone marrow 

mesenchymal stem cells of the Sprague-Dawley rat femur. Compared with the blank and negative controls, 

N1-ICD-Ad infection in the c-Kit+ bone marrow mesenchymal stem cells led to substantial accumulation of 

N1-ICD in the cytoplasm and nuclei, significantly unregulated expressions of Hes1 (a downstream gene of 

Notch) and cardiomyocyte differentiation genes Nkx2.5 and cTnT, significantly increased the expression of 

von Willebrand factor, an endothelial cell differentiation gene, and mildly increased the expression of 

smooth muscle 22α, a smooth muscle cell differentiation gene. These experimental results indicate that 

the activation of Notch1 signaling contributes to multi-lineages differentiation of c-Kit+ bone marrow 

mesenchymal stem cells, and the construction of N1-ICD overexpressing adenoviral vector makes the 

foundation for further research on the role of Notch1 signaling in stem cell biology. 

Subject headings: Proto-Oncogene Proteins c-kit; Mesenchymal Stem Cells; Cell Differentiation; Tissue 

Engineering  

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81170121, 81541004; the Excellent 

Graduate Student Training Program of Guangdong Medical University, No. YS2015004, YS2015005   
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0  引言  Introduction 

骨髓间充质干细胞是一种存在于骨髓微环境中的

非造血干细胞，具有多向分化及高度增殖潜力
[1-3]

。骨

髓间充质干细胞具有移植后无免疫排斥、细胞来源容

易获得、易于扩增等特性，是一种重要的组织工程种

子细胞
[4-5]

。目前研究发现其可以定向分化为心肌细胞、

神经细胞、成骨细胞、软骨细胞、平滑肌细胞、脂肪细

胞等多种细胞，在组织工程、细胞移植、基因治疗等方

面已被广泛应用。c-Kit是一种酪氨酸激酶受体，作为一

种成体干细胞的标记物，其在某些干细胞的分选、标记

中具有重要作用
[6-7]

。Barile等
[8]
提出，骨髓间充质干细

胞中可能存在c-Kit阳性表达且具有心肌干细胞特性的

亚群。作者所在团队前期研究也提示，骨髓间充质干细

胞中存在的c-Kit阳性细胞亚群具有和未分选骨髓间充

质干细胞在增殖、分化潜能等细胞生物学特性上表现不

同
[9]
。动物实验结果表明，c-Kit

+
骨髓间充质干细胞体内

移植后具有更佳的修复心肌梗死等缺血性心脏病的潜

能
[10-11]

。栗扬阳等
[12]

发现地塞米松、转化生长因子、维

生素C、维生素D3、β-甘油磷酸钠及乙烯雌酚等主要诱

导成骨分化，而地塞米松、转化生长因子、维生素C、
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胰岛素样生长因子及成纤维细胞生长因子等主要诱导

成软骨分化，这对诱导骨髓间充质干细胞分化研究提供

了有意义的借鉴。因此，深化有关c-Kit
+
骨髓间充质干细

胞生物学特性的认识，特别是明了特定信号通路对c-Kit
+

骨髓间充质干细胞分化功能的影响，对今后关于c-Kit
+

骨髓间充质干细胞的临床转化应用具有重要的意义。  

目前，对于影响骨髓间充质干细胞分化的信号通路

研究多集中在Hedgehog、Wnt及Notch信号
[13]

，三者活

化后均可诱导骨髓间充质细胞成骨分化，但经典Wnt信

号还促进骨髓间充质干细胞向神经细胞分化，低水平和

高水平经典Wnt信号则对成骨分化作用具有双向性。

Notch信号通路是广泛存在于脊椎动物和非脊椎动物，

是在进化上高度保守的信号通路
[14-15]

。Notch信号通过

相邻细胞之间的相互作用而活化，在调节细胞、组织、

器官的分化和发育上起重要的作用。该信号通路主要包

括Notch受体、配体、DNA结合蛋白以及效应分子。对

于人和鼠，Notch信号系统有4种受体(Notch 1-4)和5种

配体(Jagged1-2、Delta like 1、3、4)。目前公认的经

典的Notch信号传递过程是Notch受体与临近细胞表面

配体相结合，受体被水解，其胞内域(notch intracellular 

domain，N-ICD)被切割，从细胞膜上脱离，转运进入

细胞核并与转录子结合，激活 Notch诱导基因的转录，

从而调节与细胞增殖和分化相关基因的表达
[6，16]

。Notch

信号的配体和受体都是细胞膜表面蛋白，信号通讯被限

于两相邻细胞间进行，因此，是介导细胞间通讯的一种

重要方式。 

目前，有关Notch信号与骨髓间充质干细胞的研究

多集中在成骨分化方面。生理条件下，Notch信号在骨

骼稳态的维持上发挥重要作用
[17]

。而有关Notch信号与

c-Kit
+
骨髓间充质干细胞分化的研究有待于深化。实验旨

在构建N1-ICD过表达腺病毒，感染c-Kit
+
骨髓间充质干

细胞以活化Notch1信号，分析Notch1信号活化在c-Kit
+

骨髓间充质干细胞分化过程中的作用，为今后深入研究

c-Kit
+
骨髓间充质干细胞的临床转化价值奠定基础。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  体外细胞学实验。 

1.2  时间及地点  实验于2012年10月至2014年10月

在广东医学院病理学系实验室及广东医学院附属医院

临床医学研究中心实验室完成。 

1.3  材料  雄性SPF级SD大鼠5只，鼠龄4周，由广东

医学院动物实验中心提供，动物合格证号：SYXK(粤) 

2008-0007。大鼠饲养于25 ℃、湿度50%、12 h明暗交

替光照环境中。实验过程对动物的处置符合动物伦理学

标准。 

1.4  方法 

1.4.1  Notch1胞内域(N1-ICD)穿梭质粒的构建  参照

大鼠Notch1基因序列相关信息(NM_001105721)设计针

对N1-ICD的PCR引物，引物含交换配对碱基、酶切位

点，并含有目的基因5’端部分序列用于PCR钓取目的基

因。Notch1-P1引物序列：AGG TCG ACT CTA GAG 

GAT CCC GCC ACC ATG CGC AAG CGC AGG CGG 

CA；Notch1-P2引物序列：TCC TTG TAG TCC ATA 

CCC TTA AAT GCC TCT GGA ATG TGG G。利用上海

吉凯公司的cDNA文库，应用上述设计的引物进行

RT-PCR扩增出目的基因，PCR反应条件：95 ℃预变性

45 s然后按95 ℃ 15 s，60 ℃ 45 s，72 ℃ 90 s循环30

次。PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳，切胶回收大小为  

2 399 kb的目的片段。GV314腺病毒载体(原件序列：

CMV-MCS-3FLAG-SV40-EGFP，上海吉凯公司 )经

Bam HⅠ/Age Ⅰ(NEB公司)双酶切并行琼脂糖凝胶电

泳，回收其中的大片段线性化表达载体。应用In-fusion
TM

 

PCR克隆反应体系(BD Biosciences公司)，将获得的线

性化GV314表达载体与目的基因N1-ICD片段按摩尔数

比例1∶5混合，25 ℃ 30 min，42 ℃ 15 min连接，取

10 μL连接液转化入用氯化钙制备的新鲜的大肠杆菌

DH5α感受态细胞(上海吉凯公司)，并将转化后的感受态

细胞转移到氨苄青霉素抗性的LB琼脂平板上，筛选出阳

性克隆菌落，提取质粒后送Invitrogen公司进行测序鉴

定。 

1.4.2  重组腺病毒的包装、扩增、纯化及滴度测定  采

用AdMax腺病毒包装系统
[18]

，将N1-ICD穿梭质粒与辅

助包装质粒pBHGlox∆E1，3 Cre(上海吉凯公司)用脂质

体Lipofectamine2000(Invitrogen公司)共转染HEK293T

细胞(上海吉凯公司)，利用Cre/locP重组酶系统实现腺

病毒的重组、包装。转染前1 d，HEK293T细胞接种培

养瓶，以含体积分数10%胎牛血清的DMEM常规过夜培

养，转染前2 h将细胞培养基更换为无血清OMEM培养

基。将5 μL腺病毒载体穿梭质粒和5 μL辅助包装质粒用

OMEM稀释至50 μL，室温放置5 min；再取10 μL 

Lipofectamine 2000与50 μL OMEM混合，室温放置   

5 min，将两者混合，室温放置20 min后加入到HEK293T

细胞中。培养6 h后，倒去含有转染混和物的培养基，

更换为新鲜的完全培养基继续培养，每天观察转染后细
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胞生长状况。转染后大约10 d后，HEK293T细胞开始脱

落，部分细胞出现细胞病变效应，并开始出现明显噬斑，

待细胞大部分发生病变并从底部脱落时，低速离心收集

细胞并重悬于2 mL DMEM中，-70/37 ℃反复冻融、振

荡3次，于4 ℃，7 000 r/min离心5 min，收集病毒上清

即为第1代毒种(P1)。将毒种P1少量用于-80 ℃冰箱保

存，其余P1感染HEK293T细胞2次，实现重组腺病毒的

大量扩增。最后取扩增所得重组腺病毒液10 mL按

Adeno-X™纯化试剂盒(BD Biosciences公司)的步骤纯

化后，经终点稀释法测定病毒滴度用于后期实验。病毒

滴度计算公式：病毒滴度=10 (X+0.8) (PFU/mL)，

X=10
-1
-10

-13
依次稀释度下细胞病变效应阳性率总和。 

1.4.3  大鼠c-Kit
+
骨髓间充质干细胞的分选、鉴定及培

养  SD大鼠经10%水合氯醛麻醉后脱颈处死，体积分

数75%乙醇浸泡10 min，超净工作台上无菌取股骨，采

用经典的贴壁法从SD大鼠股骨髓腔中分离骨髓间充质

干细胞
[19-20]

。收获第2代骨髓间充质干细胞用以磁激活

细胞分选法分选c-Kit
+
亚群。细胞重悬于4 mL DMEM(含

体积分数0.5%胎牛血清)，加入c-Kit一抗(兔抗鼠；Santa 

Cruz公司)80 μL (1∶50)，垂直混悬仪(宁波新芝生物科

技股份有限公司)5 r/min室温孵育60 min，800 r/min离

心10 min，弃上清，细胞用DMEM洗涤1次，再次离心，

4 mL DMEM(含体积分数0.5%胎牛血清)重悬，加入  

40 μL (1∶100)羊抗兔磁珠二抗(Miltenyi Biotech公司)，

HS-3垂直混悬仪5 r/min旋转孵育30 min后细胞悬液过

磁柱，c-Kit
-
细胞被洗脱下来，c-Kit

+
细胞则粘附在磁柱

上，去除磁场后DMEM冲洗磁柱，获得c-Kit
+
骨髓间充

质干细胞，流式细胞术测定c-Kit
+
细胞纯度。c-Kit

+
骨髓

间充质干细胞经干细胞培养液(含1 μg/L的白血病抑制

因子)培养，第4或5代细胞用于相关实验。 

1.4.4  重组N1-ICD过表达腺病毒感染c-Kit
+
骨髓间充

质干细胞   实验分为3组：N1-ICD 过表达组 (N1- 

ICD-OV)、阴性对照病毒组 (NC-Ad)及空白对照组

(MOCK，即无病毒感染的c-Kit
+
骨髓间充质干细胞)。

c-Kit
+
骨髓间充质干细胞以1×10

5
/孔接种六孔板，培养箱

培养24 h后，细胞汇合度达到70%左右时，弃去培养液，

PBS洗2次，每孔加入基础DMEM液500 μL，以MOI=100

加入重组腺病毒，感染12 h后每孔加入含体积分数10% 

胎牛血清的干细胞专用培养液(广州赛业公司)1 mL，继

续培养12 h后换液，以后每3 d换液，感染第3天荧光显

微镜下观察增强型绿色荧光蛋白的表达以判断感染效

率，第8天收获细胞用于后续实验。 

1.4.5  定量 RT-PCR  上述感染后的3组c-Kit
+
骨髓间

充质干细胞培养8 d后，应用Trizol(Invitrogen公司)提取总

RNA，取0.5 μg总RNA反转录为cDNA，所得cDNA稀释5

倍后进行定量PCR检测。PCR反应体系20 μL，含Syber 

Green I mixture 10 μL，引物(上游、下游)0.8 μL，cDNA 

2 μL和DEPC水7.2 μL。PCR程序为95 ℃预变性30 s，然

后按95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s共40个循环，待熔链曲线分析

后完成反应。以β-actin为内参照，分析Notch1信号下游

目的基因Hes1(判断Notch1信号活化)、心肌细胞分化基

因(Nkx2.5，cTnT)、平滑肌细胞分化基因(SM22α)和内皮

细胞分化基因(vWF)的表达，结果以2
-∆∆Ct

表示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.6  免疫荧光染色  收获c-Kit
+
骨髓间充质干细胞爬

片，采用间接免疫荧光检测c-Kit、Hes1、N1-ICD蛋白

的表达。细胞爬片经固定、PBS洗涤后滴加0.5%胎牛血

清白蛋白室温封闭30 min，滴加上述抗c-Kit、Hes1和

N1-ICD一抗(均按1∶100稀释)4 ℃过夜孵育，PBS洗3

遍，滴加TRITC-或FITC-标记荧光二抗(1∶100稀释；武

汉三鹰公司)，37 ℃避光孵育40 min，PBS洗3遍，DAPI

复染细胞核，37 ℃避光10 min，PBS洗涤后用抗荧光

淬灭封片剂封片，激光共聚焦显微镜(Leica, TCS SP5

Ⅱ)下观察并拍照。   

1.5  主要观察指标  ①重组大鼠N1-ICD过表达腺病

毒穿梭质粒的构建与病毒的包装。②c-Kit
+
骨髓间充质

干细胞的成功分选与鉴定。③重组大鼠N1-ICD过表达

腺病毒感染c-Kit
+
骨髓间充质干细胞后对Notch1信号

的活化。④重组大鼠N1-ICD过表达腺病毒感染c-Kit
+

骨髓间充质干细胞后对分化相关基因(Nkx2.5、cTnT、

SM22α、vWF)表达的影响。 

PCR中使用的引物如下： 

基因名称 基因号 引物序列(5’-3’)   

大鼠 

Hes1 

NM_024360.3 GTG GGC CCT AAC GCA GTG TC 

CTC CCT AAA GTC CAA GTT CGA TT 

大鼠 

Nkx2.5 

NM_ 053651.1 

 

ATG GAA AGG CTC CCA CTG T     

AGG CAT CAG GTT AGG TCA ACA A         

大鼠 

cTnT 

NM_017184.1 

 

ATC ACT GCC TCC CGT AAA CTC 

ACG CAC CTT CTC AGC CTC TC            

大鼠 

SM22α 

NM_031549 CTG TAA TGG CTT TGG GCA GT 

CTC TTA TGC TCC TGG GCT TTC 

大鼠 WF NM_053889.1 

 

ACT TCA CCT TCA GTG GCA TCT 

AGA CAG CAT CAG GGT CAT CAG                

大鼠 

β-actin 

NM_031144 CCC ATC TAT GAG GGT TAC GC 

TTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC 
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1.6  统计学分析  数据采用x
_

±s表示，使用GraphPad 

5.0软件进行分析。组间比较采用单因素方差分析，P < 

0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  N1-ICD腺病毒穿梭质粒的构建   腺病毒载体

GV314物理结构图见图1A。N1-ICD序列PCR产物经2%

琼脂糖凝胶电泳，可见一约2 400 bp的特异性条带，与

预期结果一致(图1B)。将此序列克隆入经Bam HⅠ/Age 

Ⅰ双酶切腺病毒穿梭质粒GV314，转化感受态细胞获得

阳性克隆，挑选阳性克隆经测序证实序列无误(图1C)，

提示N1-ICD腺病毒穿梭质粒的构建成功，大量提取质粒

备用。 

2.2  N1-ICD过表达腺病毒颗粒的包装、扩增、滴度测

定及感染  应用AdMax腺病毒包装系统，将N1-ICD过

表达穿梭质粒与pBHGlox∆E1，3 Cre包装质粒共转染

HEK293T细胞，利用Cre/locP重组酶系统实现对腺病

毒的重组、包装。经过2轮扩增，最终获得滴度为    

2×10
12 

PFU/L的N1-ICD过表达腺病毒颗粒N1-ICD-Ad。

荧光视野下，N1-ICD-Ad感染HEK293T细胞后增强型绿

色荧光蛋白发绿色荧光(图2)。 

2.3  c-Kit
+
骨髓间充质干细胞的分选与鉴定  应用磁激

活细胞分选法成功从骨髓间充质干细胞中分选出c-Kit
+

细胞亚群，流式细胞术测得c-Kit阳性率达91.6%，免疫

荧光显示c-Kit呈胞质/胞膜阳性；生长汇合状态的c-Kit
+

骨髓间充质干细胞大多呈梭形，纤维状(图3)。 

2.4  N1-ICD-Ad活化c-Kit
+
骨髓间充质干细胞中Notch

信号  当MOI值为100时，N1-ICD-Ad感染c-Kit
+
骨髓间充

质干细胞3 d后荧光显微镜下观察到85%以上的骨髓间充

质干细胞具有增强型绿色荧光蛋白的绿色荧光信号(图

4)。感染后8 d收获细胞，定量PCR结果显示，与阴性对

照病毒组及空白对照组相比，N1-ICD过表达组c-Kit
+
骨髓

间充质干细胞中Notch信号下游靶基因Hes1 mRNA水平

明显升高；间接免疫荧光结果显示N1-ICD进入胞质与胞

核，Hes1蛋白在胞质中呈现明显特定绿色荧光信号(图5)。 

2.5  活化Notch信号诱导c-Kit
+
骨髓间充质干细胞多向

分化  N1-ICD-Ad感染c-Kit
+
骨髓间充质干细胞8 d后，

采 用 定 量 RT-PCR 检 测 心 肌 细 胞 分 化 标 志 基 因

(Nkx2.5，cTnT)、平滑肌细胞分化标志基因SM22α和

内皮分化标志基因vWF的表达，结果显示，Notch信号

活化显著增加了Nkx2.5，cTnT和vWF的表达，轻度增

加了SM22α的表达(图6)。 

3  讨论  Discussion 

采用磁激活细胞分选法成功从骨髓间充质干细胞

中可获得c-Kit
+
的细胞亚群。分选的c-Kit

+
细胞纯度一般

为80%以上
[27]

。实验采用二次纯化的方式，最终获得纯

度为91.6%的c-Kit
+
骨髓间充质干细胞。形态上，生长汇

合后的c-Kit
+
骨髓间充质干细胞与未分选的骨髓间充质干

细胞无明显差异，均以梭形细胞为主。在功能上，c-Kit
+

骨髓间充质干细胞与未分选的骨髓间充质干细胞同样具

有成脂、成骨及平滑肌细胞分化潜能，且c-Kit
+
骨髓间充

质干细胞较未分选骨髓间充质干细胞增殖慢，而快于心脏

组织源性c-Kit
+
干细胞(未发表资料)。国内孙丽莉等

[28]
报道

通过单细胞克隆培养技术，结合干细胞标志物c-Kit和早期

心肌形成转录因子Nkx2.5的表达情况，从骨髓间充质干细

胞中筛选出特异表型的心脏干细胞即c-Kit
+
骨髓间充质干

细胞。由此提示，c-Kit
+
骨髓间充质干细胞很可能代表一

种特殊生物学特性的干细胞亚群。 

为明确c-Kit
+
骨髓间充质干细胞的分化潜能，实验着

眼于分析Notch信号活化对其分化的影响。Notch信号是

一种保守的信号途径，功能涉及细胞、组织及器官的发育，

其生物学功能具有细胞依赖性和时间依赖性。经典的

Notch信号活化由Notch受体与临近细胞表面配体相结合

而启动，随后，Notch受体经过2次剪切后其胞内域N-ICD

从细胞膜上脱离，转运进入细胞核并与转录子结合，激活 

Notch诱导基因的转录
[6，16]

。本实验采用N1-ICD过表达腺

病毒感染c-Kit
+
骨髓间充质干细胞，使c-Kit

+
骨髓间充质干

细胞中表达N1-ICD而强制活化Notch信号，而不用考虑

c-Kit
+
骨髓间充质干细胞中是否表达Notch受体。 

病毒载体是目前基因表达干预运用较多的工具。腺

病毒除具有能产生高滴度病毒、获得高效率的基因转

染、不整合到宿主细胞中以及基因的承载量大的优点，

因此受到研究人员的青睐。本实验选用腺病毒以MOI值

为100感染c-Kit
+
骨髓间充质干细胞后效率较高，而且不

影响细胞正常增殖，细胞活性无明显降低，作者构建的

病毒颗粒转染效果与既往研究相似
[29]

。此次实验构建的

NICD-Ad带有增强型绿色荧光蛋白标签蛋白。增强型绿

色荧光蛋白是一种用于检测细胞基因表达和蛋白定位

的新型报告分子，不需反应底物即可产生荧光，敏感性

强且性质稳定，对靶细胞无毒性作用，作为标记时可以

进行活细胞的实时定位观察，明显优于其他标记物。实

验通过增强型绿色荧光蛋白荧光表达情况来观察

NICD-Ad感染骨髓间充质干细胞情况，结果表明 

NICD-Ad成功感染了骨髓间充质干细胞。 
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图 5  c-Kit+骨髓间充质干细胞中强制表达 N1-ICD 活化 Notch 信号(×600) 

Figure 5  Activation of Notch signaling in c-Kit+ bone marrow mesenchymal stem cells via forced-expression of Notch1 intracellular 

domain (×600) 

图注：N1-ICD 和 Hes1 蛋白的免疫荧光均由 FITC-IgG 定位。图中 A-C 分别为空白对照组、N1-ICD 过表达组和阴性对照病毒组中的 N1-ICD

的荧光信号(×600)，图 B 见胞质和胞核中有较强的绿色荧光信号；D 为定量 RT-PCR 检测 Notch 信号下游靶基因 Hes1 mRNA 在空白对照

组、N1-ICD 过表达组和阴性对照病毒组中的表达，与空白对照组和阴性对照病毒组相比，aP < 0.001；E-G 分别为免疫荧光检测 Hes1 蛋

白在空白对照组、N1-ICD 过表达组和阴性对照病毒组中的表达(×600)，Hes1 蛋白定位于胞质，呈绿色荧光。 

 

图 1  N1-ICD 腺病毒穿梭质粒的构建 

Figure 1  Construction of Notch1 intracellular domain 

adenoviral shuttle plasmid 

图注：图中 A 为腺病毒载体 GV314 物理图；B 泳道 1 为 DNA 

ladder，泳道 2 为 PCR 扩增产物；C 为阳性克隆部分测序结果。 

 

图 2  N1-ICD 过表达腺病毒感染 HEK293T 细胞(×100) 

Figure 2  Infection of HEK293T cells with Notch1 intracellular 

domain over-expressing adenovirus (×100) 

图注：N1-ICD 过表达腺病毒以 1×10
-1稀释浓度感染 HEK293T

细胞。A 为明视野，B 为荧光视野。 

 

图 3  c-Kit+骨髓间充质干细胞的鉴定 

Figure 3  Identification of c-Kit+ bone marrow 

mesenchymal stem cells 

图注：图 A 为生长汇合状态下 c-Kit+骨髓间充质干

细胞的形态(×200)；B 为流式细胞术检测 c-Kit+骨

髓间充质干细胞的纯度为 91.6%；C 为免疫荧光检

测 c-Kit 的表达与细胞内定位，c-Kit+表达呈红色荧

光(×600)。 

图 4  N1-ICD 过表达腺病毒感染 c-Kit+骨髓间充

质干细胞(×200) 

Figure 4  Infection of c-Kit+ bone marrow 

mesenchymal stem cells with Notch1 

intracellular domain over-expressing 

adenovirus (×200) 

图注：N1-ICD 过表达腺病毒以 MOI=100 感染

c-Kit+骨髓间充质干细胞。图中 A 为荧光视野，B

为明视野，C 为明视野与荧光视野重合图。 
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随后，对各组细胞中Notch信号活化情况进行检测。

实验以N1-ICD细胞内定位和Notch信号下游靶基因之一

的Hes1的表达变化作为Notch信号活化与否的依据
[30-31]

。

结果显示，与对照组相比，N1-ICD-Ad感染c-Kit
+
骨髓间

充质干细胞后N1-ICD在胞质和胞核中明显聚集，有效诱

导c-Kit
+
骨髓间充质干细胞中Hes1的mRNA和蛋白水平

的升高，提示过表达N1-ICD至c-Kit
+
骨髓间充质干细胞

能有效诱导Notch信号活化。接下来作者进一步分析了

Notch信号活化后对c-Kit
+
骨髓间充质干细胞分化的影

响。本实验中重点观察c-Kit
+
骨髓间充质干细胞向心肌细

胞、平滑肌细胞及内皮细胞分化趋势。结果显示，c-Kit
+

骨髓间充质干细胞中Notch信号活化后显著诱导心肌

细胞分化相关基因(Nkx2.5和cTnT)和内皮细胞分化相

关基因(vWF)的表达，轻度上调了平滑肌细胞分化相

关基因SM22α的表达，提示c-Kit
+
骨髓间充质干细胞向

心肌细胞和内皮细胞分化趋势较为明显。同时，实验

结果还显示，Notch信号活化对c-Kit
+
骨髓间充质干细

胞成脂、成骨分化的趋势较对未分选的骨髓间充质干

细胞分化趋势明显减弱 (未发表资料 )。由此可见，

Notch信号的活化有助于c-Kit
+
骨髓间充质干细胞的多

向分化。 

目前对于c-Kit
+
骨髓间充质干细胞生物学功能的认

识尚不全面，这一群细胞亦包含表型差异的细胞亚群。

作者曾应用磁激活细胞分选法结合单细胞克隆法，从骨

髓间充质干细胞中获得了c-Kit
+
/Nkx2.5

+
细胞，这一株细

胞在Notch信号活化下向心肌样细胞分化非常明显
[9]
，

Kubo等
[11]

亦证实c-Kit
+
骨髓间充质干细胞在心肌细胞共

培养条件下可发分化功能性心肌细胞。总的看来，c-Kit
+

骨髓间充质干细胞在动物实验时取得了一定的效果
[32]

。

N1-ICD过表达c-Kit
+
骨髓间充质干细胞其形态仍以梭形

为主，但部分为多角形，体积变大，少部分细胞形态变

圆，但目前对这一表型的细胞的认识还远远不够。 

综上说明：①基于腺病毒载体GV314构建了

N1-ICD穿梭质粒并成功包装出高滴度的N1-ICD过表达

腺病毒。②应用磁激活细胞分选法成功从骨髓间充质干

细胞中分选出c-Kit
+
细胞亚群。③证实N1-ICD过表达腺

病毒感染c-Kit
+
骨髓间充质干细胞后活化Notch信号并

有助于该细胞多向分化。今后拟在体内试验中进一步验

证靶向干预Notch信号对移植c-Kit
+
骨髓间充质干细胞

治疗缺血性心脏病的疗效及机制。 
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