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BMP2诱导MEFs成骨分化中Notch
信号的作用及机制研究

卫亚琳  牟代勇  廉  静  罗进勇  唐  敏*

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

摘要      该文研究了Notch信号在骨形态发生蛋白2(bone morphogenetic protein 2, BMP2)诱导

小鼠胚胎成纤维细胞(mouse embryonic fibroblasts, MEFs)成骨分化中的作用及机制。利用过表达

Notch配体之一DLL1的腺病毒(adenovirus-delta-like 1, Ad-DLL1)、显性负性突变型Notch1受体的

腺病毒(adenovirus-dominant-negative mutant of Notch1, Ad-dnNotch1)或γ-分泌酶抑制剂{N-[N-(3,5-
difluorophena-cetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester, DAPT}处理MEFs, 细胞化学染色和/或活

性测定检测碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)表达、钙盐沉积; qRT-PCR、Western blot、荧光

素酶分别检测BMP2信号I、II型受体和成骨基因表达、Smad1/5/8蛋白磷酸化水平及Smad结合元件

(Smad-binding element, SBE)转录活性。结果显示, DLL1促进BMP2介导MEFs早晚期成骨分化, 并
上调ALK2等受体的mRNA水平、Smad1/5/8的磷酸化水平及SBE转录活性; 与之相对应, dnNotch1
和DAPT抑制上述指标。Notch经典靶基因发状分裂相关增强子1(hairy/enhancer-of-split related with 
YRPW motif 1, Hey1)可促进BMP2诱导成骨分化, 并逆转DAPT对BMP2诱导成骨分化的抑制作用。

该研究结果提示, Notch信号促进BMP2诱导MEFs成骨分化, 可能是通过激活BMP2/Smads通路实现

的, 这一过程中Hey1发挥了重要作用。

关键词       Notch信号通路; 骨形态发生蛋白2; 骨髓间充质干细胞; 成骨分化

Role of Notch Signaling in BMP2-Induced Osteogenic 
Differentiation of MEFs and Its Mechanism
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Abstract       This study was aimed to investigate the role of Notch in bone morphogenetic protein 2 (BMP2)-
induced osteogenic differentiation in mouse embryonic fibroblasts (MEFs). The over-express DLL1 (one of the 
Notch ligands) adenoviruses (adenovirus-delta-like, Ad-DLL1), dominant-negative mutant of Notch1 (one of 
the Notch receptors) adenoviruses (adenovirus-dominant-negative mutant of Notch1, Ad-dnNotch1) and specific 
γ-secretase inhibitor {N-[N-(3,5-difluorophena-cetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester, DAPT} were used 
to infect or treat MEFs, respectively. The early osteogenic index alkaline phosphatase (ALP) and late osteogenic 
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index calcium deposits were detected by cytochemical staining and/or activity determination. The expression levels 
of BMP2 receptors and osteogenesis-related genes, the phosphorylation level of Smad1/5/8, and the transcriptional 
activity level of Smad-binding element (SBE) were determined by qRT-PCR, Western blot and luciferase reporter 
assay, respectively. The results showed that, compared with control group, DLL1 could obviously promote BMP2-
mediated osteogenic differentiation (P<0.05). DLL1 could also increase the mRNA levels of ALK2 and other BMP2 
signaling receptors, the phosphorylation level of Smad1/5/8 and the transcriptional activity level of SBE in MEFs 
(P<0.05). Correspondingly, dnNotch1 and DAPT exert negative effects on the indexs mentioned above (P<0.05). 
On the other hand, Hey1, the classical target gene of Notch signal, could promote BMP2-induced osteogenic 
differentiation. We furthermore found that Hey1 could reverse the inhibitory effect of DAPT on BMP2-induced 
osteogenic differentiation (P<0.01). These results indicated that Notch signaling could remarkably enhances BMP2-
induced osteogenesis in MEFs and might exerts its effect though affecting the activation of BMP2/Smads signaling, 
Hey1 plays an important role in this process.

Keywords       Notch signaling pathway; bone morphogenetic protein 2; mesenchymal stem cells; osteogenic 
differentiation

骨形态发生蛋白2(bone morphogenetic protein 2, 
BMP2)是众多BMPs中的一员, 具有很强的诱导间充

质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)成骨分化

的能力, 是骨组织工程中最常用的生长因子, 也是少

数已应用于临床的BMPs之一。近几年的研究发现, 
BMP2在临床中成骨效应远不如预期, 提高BMP2浓
度来增强成骨作用, 易导致溶骨性改变、异位成骨、

局部水肿等不良反应[1-3]。到目前为止, 尚没有摸索

出安全有效的方法来解决这一困境[4-7]。解决这一临

床应用问题, 尚需要进一步探讨阐明BMP2诱导MSCs
成骨分化的机制, 以期发现调控其成骨作用的关键步

骤、细胞因子或信号通路。本课题组前期研究发现, 
Notch信号通路在BMP9和BMP4诱导的MSCs成骨分

化过程中发挥着必不可少的作用[8-12], 但其在BMP2
介导的成骨分化中的作用和机制并不明确。小鼠胚

胎成纤维细胞(mouse embryonic fibroblasts, MEFs)
在体内外具备MSCs的特征, 被认为是研究MSCs
相关实验的重要细胞[13-15]。本研究分别用γ-分泌

酶抑制剂{N-[N-(3,5-difluorophena-cetyl-L-alanyl)]-
S-phenylglycine t-butyl ester, DAPT}(Notch抑制

剂 )、显性负性突变型Notch1腺病毒 (adenovirus-
dominant-negative mutant of Notch1, Ad-dnNotch1) 
(可竞争抑制Notch1受体活性)及过表达DLL1腺病毒

(adenovirus-delta-like 1, Ad-DLL1)(上 调Notch配 体

DLL1)处理MEFs, 从BMP2受体、胞质Smads蛋白质

水平以及成骨相关基因表达等多方面探讨Notch信
号在BMP2诱导MEFs成骨分化中的作用及可能分子

机制, 为BMP2乃至其他BMPs的临床应用策略提供

理论依据。

1   材料与方法
1.1   实验材料

1.1.1   细胞株及腺病毒      MEFs、腺病毒Ad-RFP、
Ad-GFP、Ad-BMP2、Ad-DLL1、Ad-dnNotch1及
Ad-Hey1由本实验室保存。人结肠癌细胞(human 
colorectal cancer cell)株HCT116由重庆医科大学分

子实验室保存。

1.1.2   主要试剂和仪器      DMEM高糖培养基购自

Hyclone公司。胎牛血清FBS购自Gibco公司。磷

酸盐粉、兔抗鼠总Smad1/5/8抗体购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。胰蛋白酶购自Invitroge公
司。DAPT_565784购自Calbiochem公司。碱性磷

酸酶(alkaline phosphatase, ALP)底物购自BD公司。 
ALP染色试剂盒、维生素C、β-磷酸甘油、茜素红

S、牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)购自

Sigma公司。引物由Invitrogen公司合成。TRIzol购
自Invitrogen公司。RT-PCR试剂盒、Real-time PCR
试剂盒购自TaKaRa公司。Western blot及IP细胞裂

解液、兔抗鼠p-Smad1/5/8抗体购自Santa Cruz公司。

鼠抗鼠β-actin单抗隆抗体购自上海碧云天生物技术

有限公司。羊抗鼠、羊抗兔二抗购自Cell Signaling 
Technology公司。Smad结合元件(Smad-binding 
element, SBE)荧光素酶质粒由重庆医科大学分子实

验室保存。荧光素酶检测试剂购自Promega公司。
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倒置荧光显微镜购自日本Nikon公司。凝胶成

像系统、荧光定量PCR仪购自美国Bio-Rad公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养与处理      用DMEM培养基(含10%
胎牛血清、1%青霉素/链霉素)培养MEFs和HCT116
细胞, 置CO2培养箱(37 °C、5% CO2)中培养。用0.25%
胰蛋白酶消化进行传代培养。

1.2.2   条件培养基的制备      HCT116细胞汇合

至50%左右时 , 加入Ad-BMP2或Ad-GFP, 4 h后用

DMEM培养基(无血清无抗生素)换液, 于1天和2天
后收集培养基各1次, 1 000 r/min低温离心5 min后放

置于4 °C备用。

1.2.3   qRT-PCR      细胞处理3天后, TRIzol提取总

RNA, 逆转录为cDNA, 以GAPDH作为内参, 按照

Real-time PCR试剂盒操作说明检测相关基因的表

达。引物信息见表1。反应体系为10 μL: 上游引物

(0.40 μL)、下游引物(0.40 μL)、SYBR Green I(5.00 μL)、
cDNA(1.00 μL)、ddH2O(3.20 μL)混匀; 反应程序: 94 °C
预变性3 min; 92 °C 20 s; 68 °C 30 s; 72 °C 20 s, 延伸末

尾采集荧光, 40个循环。融解曲线采集(65~99 °C), 数
据采用2–ΔΔCt分析。

1.2.4   碱性磷酸酶活性测定与染色      将MEFs接种

(按30%的密度)于24孔板中, 6 h后加入Ad-GFP、Ad-
RFP、Ad-dnNotch1或Ad-DLL1, 6 h后换液。待荧光

出现后加入Ad-BMP2, 在继续培养细胞的第7天进

行ALP染色及活性测定。(1)ALP染色方法: 负压吸

引器弃去培养板内旧培养基, 用4%甲醛固定细胞, 
每孔加入250 μL配制好的ALP染液, 避光(20 min), 
观察染色结果。(2)ALP活性定量分析: 负压吸引器

弃去培养板内旧培养基, 每孔加入配置好的1×细胞

裂解液100 μL, 裂解10 min。吸取细胞裂解物, 收集

到1.5 mL EP管中, 13 000 r/min离心5 min。另一EP
管中加入20 μL配置好的ALP底物, 吸取5 μL细胞裂

解物上清至此管中, 震荡, 静置(60 min), 上机检测, 
记录结果。

1.2.5   钙盐沉积染色实验      将MEFs接种(按30%的

密度)于24孔板中约6 h后, 加入Ad-GFP、Ad-RFP、
Ad-dnNotch1或Ad-DLL1, 6 h后换液。待荧光出现后

加入Ad-BMP2, 并于6 h换液的同时加入相应工作浓

度的维生素C及β-磷酸甘油。细胞培养的第14天进行

茜素红S染色。茜素红S染色方法: 负压吸引器弃去

培养板内旧培养基, 0.05%戊二醛固定细胞, 10 min后, 
去离子水洗涤3次, 加0.04%茜素红S进行染色, 10 min
后会有红色堆积物形成, 用去离子水终止反应, 洗涤

1次, 观察并保存结果。

1.2.6   蛋白质提取及Western blot检测      将MEFs
接种(30%的密度)于细胞培养板中培养6 h后, 加入

Ad-RFP、Ad-dnNotch1或Ad-DLL1, 6 h后换液。待

荧光出现后加入BMP2条件培养基, 诱导培养1 h, 进
行蛋白质提取。蛋白质提取方法: 用冰磷酸盐缓冲液

(phosphate buffered saline, PBS)洗涤细胞3次, 加入含

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞裂解液(200 μL)

表1   引物序列(小鼠)
Table 1   The sequence of primers for PCR (mouse)

基因 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′)

Gene Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′)

DLL1 CCG GCT GAA GCT ACA GAA AC AGC CCC AAT GAT GCT AAC AG

NECD GCA GAA CAA CAA GGA GGA GAC T GAG GTC CTT AGC TTC CTT GCT AC

OSX GGG AGC AGA GTG CCA AGA TAC TCC TGG CGC ATA GGG

Runx2 GGT GAA ACT CTT GCC TCG TC AGT CCC AAC TTC CTG TGC T

Colla 1 CGG CTC CTG CTC CTC TTA TTC ATT GCA TTG CAC GTC AT

OCN TCT GAC AAA GCC TTC ATG TCC AAA TAG TGA TAC CGT AGA TGC

ALK1 ACC TGG GAC TGG CTG TGA GCA GTC TGT GCG GAT GTG

ALK2 GTG GCT CCG GTC TTC CTT AGC GAC ATT TTC GCC TTG

ALK3 TGG ACA TTG CTT TGC CAT C CGT AGC TGG GCT TTT GGA

ALK6 CGT GAC ACT CCC ATT CCT C TGG GCC CAT CAA CAA AAT

ActRII GGC TCC AGA GGT GTT GGA CCA TCT GCA GCA GTG CAA

ActRIIβ GGG ACC ATG ATG CAG AGG GGT GAC GGA GGT CAC CAG

BMPRII AGC GTC ACA AGC CTG TCC TTT GTG GCG TGC AAA TGT

GAPDH GGC TGC CCA GAA CAT CAT ATG ATG TTC TGG GCA GCC
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裂解5 min(于冰上), 将细胞全部移入1.5 mL EP管中, 
低温离心机5 000 r/min离心20 min, 吸上清并加入

5×蛋白质上样缓冲液(50 μL), 沸水浴(10 min), 分装

后–20 °C保存。Western blot方法: 按说明书中的比例

配制好浓缩胶和分离胶, 恒压(100 V)下进行凝胶电泳, 
恒流(210 mA)下转膜, BSA封闭后按操作说明加入一

抗和二抗, 孵育, 洗膜(3次), 最后化学法发光显影。

1.2.7   SBE荧光素酶检测      将MEFs接种(30%的密

度)于细胞培养板中, 继续培养约6 h后用脂质体2000
将SBE质粒转染入细胞内。转染过程: 将3 μg的质

粒与15 μL的脂质体混匀后, 加入到250 μL的培养基

(无血清无抗生素)中, 15 min后加入到2.5 mL培养基

(无血清无抗生素)中, 继续培养6 h后换液。过夜, 将
转染后的细胞接种(30%的密度)于细胞培养板中, 加
入Ad-DLL1或Ad-BMP2后换液, 裂解细胞(36 h后), 
1 000 r/min离心15 min, 轻轻吸取上清50 μL与底物

(20 μL)反应, 检测SBE的转录活性。

1.2.8   统计学分析      数据采用SPSS 17.0进行统计

分析, 实验独立重复3次, 数据以平均值和标准差

(x
_
±s)表示, 多组间比较采用单因素方差分析, 组间两

两比较采用t检验, P<0.05为差异具有显著性。

2   结果
2.1   Ad-DLL1、Ad-dnNotch1及DAPT对Notch信
号通路的影响

分别用Ad-DLL1或Ad-dnNotch1或10 μmol/L 
DAPT等处理MEFs, 细胞培养至第3天时采用qRT-
PCR检测Notch靶基因Hey1或Notch1胞外段 (Notch1 
extracellular domain, NECD)的表达 , 以了解Ad-
DLL1、Ad-dnNotch1及DAPT对Notch信号通路的影

响。结果显示, 在MEFs中, Ad-DLL1可显著上调Hey1
表达, 提示Notch信号通路的激活。Ad-dnNotch1明
显增加了NECD的表达, 提示Ad-dnNotch1可竞争性

抑制Notch1受体的表达, 进而抑制Notch信号通路。

DAPT下调Notch靶基因Hey1的mRNA水平, 提示

DAPT能抑制Notch信号通路的活性(图1)。

A: 腺病毒Ad-RFP和Ad-DLL1感染36 h荧光图; B: qRT-PCR检测Ad-DLL1对DLL1 mRNA水平的影响; C: qRT-PCR检测Ad-DLL1对Hey1 mRNA 
水平的影响; D: 腺病毒Ad-RFP和Ad-dnNotch1感染36 h荧光图; E: qRT-PCR检测Ad-dnNotch1对NECD mRNA水平的影响; F: qRT-PCR检测

DAPT对Hey1 mRNA水平的影响。**P<0.01, ***P<0.001。
A: fluorescent photos after Ad-RFP and Ad-DLL1 infected for 36 h; B: qRT-PCR was used to detect the effect of Ad-DLL1 on the mRNA level of 
DLL1; C: qRT-PCR was used to detect the effect of Ad-DLL1 on the mRNA level of Hey1; D: fluorescent photos after Ad-RFP and Ad-dnNotch1 
infected for 36 h; E: qRT-PCR was used to detect the effect of Ad-dnNotch1 on the mRNA level of NECD; F: qRT-PCR was used to detect the effect of 
DAPT on the mRNA level of Hey1. **P<0.01, ***P<0.001.

图1   相关腺病毒/试剂对Notch信号通路的影响

Fig.1   The effects of related adenoviruses/reagents on Notch signaling pathway 
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2.2   Notch信号对BMP2诱导MEFs早期成骨的影响

BMP2诱导MEFs成骨分化时, 分别用Ad-DLL1
或Ad-dnNotch1或10 μmol/L、15 μmol/L、20 μmol/L
的DAPT等处理MEFs。细胞培养7天后, 检测早期成

骨指标ALP的表达。结果表明, DLL1促进BMP2诱

导的MEFs的ALP表达; 相对应地, dnNotch1和DAPT
抑制BMP2诱导的MEFs的ALP表达(图2)。
2.3   Notch信号对BMP2诱导MEFs晚期成骨的影响

BMP2诱导MEFs成骨分化时, 分别用Ad-DLL1
或Ad-dnNotch1或10 μmol/L、15 μmol/L、20 μmol/L
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A: ALP染色检测DLL1对BMP2诱导的早期成骨分化的影响; B: ALP染色检测dnNotch1对BMP2诱导的早期成骨分化的影响; C: ALP染色检测

DAPT对BMP2诱导的早期成骨分化的影响; D: ALP活性分析检测DLL1对BMP2诱导的早期成骨分化的影响; E: ALP活性分析检测dnNotch1对
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图2   ALP活性及染色检测Notch信号对BMP2诱导的早期成骨分化的影响

Fig.2   The effects of Notch signaling on BMP2-induced early osteogenic differentiation detected by 
ALP activity and cytochemical staining
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的DAPT等处理MEFs, 细胞培养14天后检测晚期成

骨指标钙盐的沉积。茜素红S染色结果表明, DLL1
促进BMP2诱导的钙盐沉积; 与之相对应, dnNotch1
和DAPT抑制BMP2诱导的钙盐沉积(图3)。
2.4   Notch信号对BMP2受体表达的影响

BMP2诱导MEFs成骨分化时, 用Ad-DLL1等腺

病毒处理细胞, 培养3天后, 采用qRT-PCR检测DLL1
对BMP2信号通路 I型受体(ALK1、ALK2、ALK3、
ALK6)和II型受体(ActRII、ActRIIβ、BMPRII) mRNA
水平的影响。结果显示, 与对照组相比, DLL1能明

显上调BMP2介导的ALK2、ALK3、BMPRII mRNA
水平(图4A)。我们进一步检测了dnNotch1及DAPT对
BMP2介导的ALK2、ALK3、BMPRII mRNA水平的

影响。BMP2诱导MEFs成骨分化时, 用Ad-dnNotch1

或10 μmol/L、15 μmol/L DAPT等处理MEFs 3天, 采
用qRT-PCR检测ALK2、ALK3、BMPRII mRNA水平。

结果显示, dnNotch1抑制BMP2介导的ALK2的表达; 
DAPT抑制BMP2介导的ALK2、ALK3、BMPRII的表

达。以上结果表明, Notch信号影响BMP2相应受体

的表达(图4B和图4C)。
2.5   Notch信号对BMP2/Smads通路的影响

BMP2诱导MEFs成骨分化时, 分别用Ad-DLL1
或Ad-dnNotch1等腺病毒处理MEFs, 细胞培养3天
后, 通过Western blot和荧光素酶检测BMP2信号通

路中Smad1/5/8磷酸化水平和SBE的转录活性。结

果显示, DLL1可明显上调BMP2诱导的p-Smad1/5/8
水平 ; 与之相对应 , dnNotch1下调 BMP2诱导的

p-Smad1/5/8水平; 但两者对Smad1/5/8总蛋白质水
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A: 茜素红S染色检测DLL1对BMP2诱导的晚期成骨指标钙盐沉积的影响; B: 茜素红S染色检测dnNotch1对BMP2诱导的晚期成骨指标钙盐沉积

的影响; C: 茜素红S染色检测DAPT对BMP2诱导的晚期成骨指标钙盐沉积的影响。

A: alizarin red S staining was used to detect the effect of DLL1 on BMP2-induced late osteogenic index calcium deposits; B: alizarin red S staining was 
used to detect the effect of dnNotch1 on BMP2-induced late osteogenic index calcium deposits; C: alizarin red S staining was used to detect the effect 
of DAPT on BMP2-induced late osteogenic index calcium deposits.

图3   茜素红S染色检测Notch信号对BMP2诱导的晚期成骨分化的影响

Fig.3   The effects of Notch signaling on BMP2-induced late osteogenic differentiation detected by alizarin red S staining
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平均没有明显的影响。同时, SBE荧光素酶实验结

果显示, DLL1显著促进BMP2介导的SBE转录活性; 
dnNotch1则表现为抑制。以上结果说明, 在BMP2诱
导成骨分化的过程中, Notch具有促进Smad1/5/8蛋
白质磷酸化、增强核内SBE转录活性的作用(图5)。
2.6   Notch信号对BMP2诱导的MEFs成骨相关基

因表达的影响

BMP2诱导MEFs成骨分化时, 分别用Ad-DLL1
或Ad-dnNotch1等腺病毒处理MEFs, 细胞培养3天
后, 采用qRT-PCR检测成骨相关基因的表达水平。

结果显示, DLL1促进BMP2诱导的成骨关键基因

Runx2、成骨早期标记基因Colla 1及成骨晚期标记

基因OCN的表达, 但OSX无显著变化。dnNotch1抑
制BMP2诱导的成骨早期标记基因Colla 1及成骨晚

期标记基因OCN的表达, 成骨关键基因Runx2下调, 
但无统计学意义, OSX无明显变化。以上结果说明, 
Notch信号通路可调控BMP2介导的成骨相关靶基因

的表达, 但不同的配体和受体的作用有一定的区别

(图6)。

2.7   Hey1在BMP2诱导MEFs成骨过程中的作用

在BMP2诱导MEFs成骨分化时, 分别用10 μmol/L 
DAPT和/或Ad-Hey1等腺病毒处理MEFs, 细胞培养

7天后, 采用ALP活性定量及ALP染色的方法检测早

期成骨指标ALP。结果显示, Hey1单独没有诱导成

骨分化的作用, 但可促进BMP2介导的成骨分化, 且
能部分逆转DAPT对BMP2介导的成骨分化的抑制

作用(图7)。结果提示, Hey1在Notch信号促进BMP2
介导的成骨分化中起到重要的作用。

在BMP2诱导MEFs成骨分化时, 用10 μmol/L 
DAPT和/或Ad-Hey1等腺病毒处理MEFs, 细胞培养

3后, 采用qRT-PCR检测Hey1对BMP2信号通路受

体ALK2、ALK3、 BMPRII mRNA水平的影响, 通过

Western blot检测BMP2信号通路中Smad1/5/8磷酸化

水平。结果显示, Hey1单独对ALK3和BMPRII mRNA
水平及Smad1/5/8磷酸化水平无明显影响, 却可抑制

ALK2表达; 另一方面, Hey1上调BMP2介导的ALK2、
ALK3和BMPRII mRNA水平及Smad1/5/8磷酸化水平, 
且能逆转DAPT对BMP2介导的上述指标的抑制作用
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A: qRT-PCR检测DLL1对BMP2信号通路I、II型受体mRNA水平的影响; B: qRT-PCR检测dnNotch1对ALK2、ALK3、BMPRII mRNA水平的影响; 
C: qRT-PCR检测DAPT对ALK2、ALK3、BMPRII mRNA水平的影响。*P<0.05。
A: qRT-PCR was used to detect the effect of DLL1 on the mRNA levels of type I and type II receptors of BMP2 signaling pathway; B: qRT-PCR was 
used to detect the effect of dnNotch1 on the mRNA levels of ALK2, ALK3 and BMPRII; C: qRT-PCR was used to detect the effect of DAPT on the 
mRNA levels of ALK2, ALK3 and BMPRII. *P<0.05.

图4   qRT-PCR检测Notch信号对BMP2信号通路I、II型受体mRNA表达水平的影响

Fig.4   The effects of Notch signaling on the mRNA levels of type I and type II receptors of BMP2 
signaling pathway detected by qRT-PCR
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A: Western blot was used to detect the effect of DLL1 on the phosphorylation level of Smad1/5/8 in classical BMP2 signaling pathway; B: Western blot 
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图5   Western blot和荧光素酶实验检测Notch信号对BMP2经典信号通路中Smad1/5/8磷酸化及SBE转录活性的影响

Fig.5   The effects of Notch signaling on the phosphorylation level of Smad1/5/8 and SBE activity in classical BMP2 
signaling pathway detected by Western blot and luciferase reporter assay

A: qRT-PCR检测DLL1对BMP2诱导的成骨相关基因mRNA水平的影响; B: qRT-PCR检测dnNotch1对BMP2诱导的成骨相关基因mRNA水平的

影响。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: qRT-PCR was used to detect the effect of DLL1 on the mRNA levels of BMP2-induced osteogenesis-related genes; B: qRT-PCR was used to detect 
the effect of dnNotch1 on the mRNA levels of BMP2-induced osteogenesis-related genes. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图6   qRT-PCR检测Notch信号对BMP2诱导的成骨相关基因mRNA水平的影响

Fig.6   The effects of Notch signaling on the mRNA levels of BMP2-induced osteogenesis-related genes detected by qRT-PCR
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图7   ALP活性及染色检测Hey1对BMP2诱导的早期成骨分化的影响

Fig.7   The effects of Hey1 on BMP2-induced early osteogenic differentiation detected by ALP activity and cytochemical staining

A: qRT-PCR检测Hey1对BMP2信号通路受体ALK2、ALK3、BMPRII mRNA水平的影响, ***P<0.001; B: BMP2诱导成骨条件下, qRT-PCR检
测Hey1对DAPT抑制的ALK2、ALK3、BMPRII mRNA水平的影响, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; C: Western blot检测Hey1对BMP2通路

Smad1/5/8蛋白质磷酸化水平的影响。

A: qRT-PCR was used to detect the effect of Hey1 on the mRNA levels of ALK2, ALK3 and BMPRII, the BMP2 signaling pathway receptors, 
***P<0.001; B: qRT-PCR was used to detect the effect of Hey1 on the mRNA levels of DAPT-inhibited ALK2, ALK3 and BMPRII during BMP2 
induced osteogenic differentiation, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. C: Western blot was used to detect the effect of Hey1 on the phosphorylation 
level of Smad1/5/8 of BMP2 signaling pathway.

图8   qRT-PCR及Western blot检测Hey1对BMP2经典信号通路的影响

Fig.8   The effects of Hey1 on classical BMP2 signaling pathway detected by qRT-PCR and Western blot 
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(图8)。结果说明, Hey1是Notch信号影响BMP2信号

的关键中介因子。

3   讨论
BMP2是成骨BMPs(还包括BMP4、6、7和9)中

的一员[16-18]。BMP2最初发现时就与骨和软骨形成有

关, 主要由骨祖细胞、成骨细胞、软骨细胞、血小板

和血管内皮细胞合成[19], 具有很强的诱导MSCs成骨

分化的能力, 是目前少数已应用于临床的BMPs之一。

临床应用发现, BMP2促成骨效应不如预期, 且易导

致溶骨性改变、异位成骨、局部水肿等不良反应[1-3]。

改善这一临床应用情况, 需要进一步明确BMP2诱导

MSCs成骨分化机制。国内外研究发现, BMP2主要

通过经典的Smads通路调控下游靶基因, 诱导成骨分

化, 且已经明确Wnt[20]、MAPK[21]、Notch[22-23]等信号

可调控这一过程, 但具体机制不明确。

Notch信号是在生物进化上相对保守的信号转

导系统, 决定着细胞的命运、调控着各种不同组织

中的细胞增殖、分化和凋亡[22,24]。经典的Notch信
号通路包括Notch受体(Notch1-4)、配体(Jagged1、
Jagged2、DLL1、DLL3、DLL4)及CSL-DNA结合

蛋白三部分。Notch配体与受体结合, Notch受体在γ
内分泌酶的作用下释放NICD, 转入细胞核内, 结合

转录因子CSL, 调控下游靶基因Hey1等表达[25]。关

于Notch信号在BMP2成骨分化中作用的研究, 国
内外早有报道, 但研究结果相互矛盾: 有研究显示

Notch信号促进BMP2成骨[22,26], 但也有研究提出

Notch信号在BMP2成骨中发挥抑制作用[27-28], 甚
至有研究认为, BMP2诱导MSCs成骨分化与Notch
无关[29-30]。本课题组前期研究发现, Notch能促进

BMP9和BMP4诱导MSCs成骨分化[8-12]。因此, 在
BMP2诱导成骨分化中Notch信号的作用值得深入

研究。

我们采用具有MSCs特征的MEFs, 利用多种

手段分别下调和上调Notch信号, 检测早期成骨

指标ALP表达和晚期成骨指标钙盐沉积。结果显

示, 下调Notch(DAPT和dnNotch1)明显抑制BMP2 
介导的早晚期成骨分化, 上调Notch(DLL1)则促

进BMP2介导的早晚期成骨分化, 提示Notch有促

进BMP2诱导MEFs成骨分化的作用, 这一结论与

Tezuka等[22]学者关于BMP2的研究结果相吻合。目

前关于Notch信号促进BMP2诱导MSCs成骨分化

的机制研究不多且不够系统[22,26,31-32]。鉴于此, 我
们对 Notch信号在 BMP2受体、Smads蛋白、成

骨相关基因等各方面的作用进行了较为系统的

研究。结果显示, DLL1可上调BMP2受体ALK2、
ALK3、BMPRII的mRNA水平及Smad1/5/8的磷酸

化水平, 并可增强SBE的转录活性, 促进BMP2诱导

的成骨相关基因Runx2、Colla 1、OCN的表达, 而
dnNotch1对上述指标均发挥负向调控作用。以上

研究结果提示, Notch信号可能通过上调BMP2的受

体表达, 促进Smad1/5/8磷酸化, 增强SBE转录活性, 
促进成骨相关基因Runx2等的表达来促进BMP2介
导的成骨分化。

Hey1是Notch的经典靶基因。Sharff等[33]学者的

研究发现, Hey1在BMP9诱导的MSCs成骨分化中发

挥着重要作用, 那么在Notch促进BMP2成骨分化过

程中, Hey1起到怎样的作用呢？我们采用Ad-Hey1和
/或DAPT处理BMP2诱导的MEFs, 检测ALP表达, 结
果显示, Hey1单独没有诱导成骨分化的作用, 却可明

显促进BMP2介导的成骨分化, 这与Sharff等[33]、王淼

等[34]在BMP9的研究中的结果相吻合。我们的研究

还发现, Hey1可逆转DAPT(下调Notch)对BMP2成骨

分化的抑制作用, 提示Hey1在Notch促进BMP2诱导

MEFs成骨过程中起到重要作用。那么, Hey1是在哪

一个环节影响BMP2成骨的呢？我们采用Ad-Hey1
和/或DAPT处理BMP2诱导的MEFs, 检测BMP2受体

表达及Smad1/5/8的磷酸化水平, 结果显示, Hey1单
独对ALK3和BMPRII mRNA水平及Smad1/5/8磷酸

化水平无明显影响, 却可抑制ALK2表达; 进一步生

物信息学分析(结果未展示)显示, ALK2启动子上有

Hey1的结合位点, 这与Giacopelli等[35]研究一致。同

时, 我们也发现, 在BMP2诱导成骨时, Hey1能上调

ALK2、ALK3和BMPRII mRNA水平及Smad1/5/8磷
酸化水平, 且能逆转DAPT对BMP2介导的上述指标

的抑制作用。这些现象都提示, Hey1在BMP2促进

成骨过程中有着重要的作用, 但机制复杂, 需要进一

步阐明。

综上所述, 本研究明确了BMP2诱导MEFs成骨

分化中, Notch信号的促进作用, 并进一步揭示这一

作用可能是通过激活BMP2/Smads通路来完成。在

这一过程中Hey1发挥着重要的作用, 但其具体机

制还需进一步研究。值得注意的是, 本研究与我

们在其他成骨BMPs(包括BMP9和BMP4)中的研究
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结果非常相似, 即Notch信号促进BMP2/4/9诱导的

MSCs早晚期成骨分化。在这一过程中, Notch信号

可影响BMPs受体表达(尤其是ALK2的表达), 上调

Smad1/5/8磷酸化和促进成骨基因表达。系列研究

提示, Notch信号通路在成骨BMPs中发挥着重要的

作用, 其机制的阐明将为成骨BMPs和MSCs在临床

中的应用提供重要的理论依据。
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