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抑制Notch信号通路联合沉默Id1对骨肉瘤恶性

生物学行为及成骨分化的影响
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(重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所, 国家儿童健康与疾病临床医学研究中心(重庆), 儿童发育疾病研究

教育部重点实验室, 儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 儿科学重庆市重点实验室, 重庆 400014)

摘要      该研究探讨了抑制Notch信号通路联合沉默Id1对人骨肉瘤细胞MG63的恶性生物学

行为及成骨分化的影响。采用Notch信号通路抑制剂DAPT、沉默Id1重组腺病毒分别或联合处理

MG63细胞, 采用Western blot检测分组处理MG63细胞后Notch1、Jagged1、Id1蛋白的表达; CCK8
检测分组处理后MG63增殖能力; 流式细胞术检测分组处理后MG63细胞凋亡水平; 划痕实验和

Transwell检测分组处理后MG63细胞迁移和侵袭能力; 碱性磷酸酶、茜素红染色分别检测分组处

理后MG63细胞早期、晚期成骨分化能力。结果表明, DAPT处理MG63细胞后, Notch1、Jagged1
蛋白表达下调(P<0.05), 可有效抑制MG63细胞中Notch信号通路活性; 抑制MG63细胞中Notch信
号通路后Id1蛋白水平表达下降, 抑制MG63细胞中Notch信号通路联合沉默Id1后Id1蛋白表达水平

最低(P<0.05); 抑制MG63细胞中Notch信号通路后细胞增殖、迁移、侵袭能力下降, 凋亡水平增加

和早期成骨分化能力减弱(P<0.05); 抑制MG63细胞中Notch信号通路联合沉默Id1后细胞增殖、迁

移、侵袭能力进一步减弱, 凋亡水平最高, 早期、晚期成骨分化能力增强(P<0.05)。综上所述, 抑
制Notch信号通路可减弱MG63细胞恶性; 抑制Notch信号通路联合沉默Id1后可进一步减弱MG63细
胞恶性, 促进其成骨分化。
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Abstract       The aim of the research is to study effect of inhibiting Notch signaling pathway combined with 
silencing Id1 on biological behavior and osteogenic differentiation of  human osteosarcoma cell MG63. MG63 cells 
were treated with the Notch signaling pathway inhibitor DAPT and silencing Id1 alone or jointly. The expression of 
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Notch1, Jagged1, Id1 in each group was detected by Western blot. CCK8 was used to detect the proliferation ability 
of MG63 cells in different groups. Flow cytometry was used to detect the apoptosis level of MG63 cells in different 
groups. Scratch test and Transwell were used to detect the migration and invasion abilities of MG63 cells in differ-
ent groups. Alkaline phosphatase and Alizarin red staining were used to detect the early and late-stage osteogenic 
differentiation abilities of MG63 cells in different groups, respectively. The results indicate that DAPT can inhibit 
the Notch signaling pathway with the down-regulated expression of Notch1 and Jagged1 (P<0.05). The Id1 expres-
sion decreased after inhibiting the Notch signaling pathway of MG63 cells, and the Id1 expression level was lowest 
after inhibiting the Notch signaling pathway combined with silencing Id1 of MG63 cells (P<0.05). The prolifera-
tion, migration, invasion ability and the early-stage osteogenic differentiation ability decreased, but the apoptosis 
level increased after inhibiting the Notch signaling pathway of MG63 cells (P<0.05). After inhibiting the Notch 
signaling pathway combined with silencing Id1 of MG63 cells, the proliferation, migration and invasion ability de-
creased further, but the osteogenic differentiation ability increased, meanwhile the apoptosis level was the highest 
(P<0.05). To sum up, inhibiting the Notch signaling pathway can weaken MG63 cells malignancy. While, inhibiting 
the Notch signaling pathway combined with silencing Id1 can further weaken the malignancy of MG63 cells. It can 
also promote MG63 osteogenic differentiation.
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骨肉瘤(osteosarcoma)是青少年常见的恶性骨

肿瘤, 好发于长骨骨骺端, 转移性强, 侵袭性高, 严重

影响青少年生命健康[1-2]。随着外科手术联合新辅助

化疗的治疗方案广泛使用, 非转移性骨肉瘤长期预

后有所改善, 但其5年生存率仅为60%~70%[3-5]。骨

肉瘤对化疗药物不敏感、易耐药及易复发是该病治

疗效果不佳的主要原因。这也成为临床上亟待解决

的问题[6], 迫切需要研究者深入探究骨肉瘤的生物

学特性和发病机制, 从而促进骨肉瘤临床治疗的进

步。

经典Notch信号通路在进化上高度保守, 调节

从海胆到人等多种生物的发育, 影响细胞正常形态

发生的多个过程。研究发现, 骨肉瘤的发生发展与

Notch信号通路异常表达有关。研究者发现, Notch信
号通路在骨肉瘤中异常高表达, 调控该通路可影响

骨肉瘤增殖、凋亡、迁移、成骨分化及血管形成[7-9]。

分化抑制因子1(inhibitor 1 of differentiation 1, Id1)
参与调控肿瘤的发生发展。本课题组前期研究发现,  
与正常成骨细胞以及骨髓间充质干细胞相比, 骨肉

瘤中Id1处于异常高表达水平, 且与骨肉瘤恶性程度

呈正相关, 抑制其表达可逆转骨肉瘤恶性生物学行

为, 促进其早期成骨分化从而诱导骨肉瘤向正常成

骨分化[10]。

Id1基因与Notch信号通路的异常表达贯穿于肿

瘤的发生、发展, 可影响肿瘤分期、分级及预后。

但是抑制Notch信号通路与沉默Id1联合作用在疾病

发生发展中的作用研究甚少, 尤其是针对骨肉瘤, 经
查阅文献未发现开展抑制Notch信号通路与沉默Id1
两者联合对骨肉瘤治疗的研究, 因此本课题拟将抑

制Notch信号通路联合沉默Id1在骨肉瘤中的表达, 
研究两者对骨肉瘤的恶性生物学行为及成骨分化的

影响, 从骨肉瘤发病机制切入, 逐渐深入分子水平探

讨, 以期揭示抑制Notch信号通路联合沉默Id1在青

少年骨肉瘤发生、发展中的作用, 为临床治疗骨肉

瘤提供新的思路与方案。

1   材料与方法
1.1   细胞及试剂

实验所用细胞包括: 人骨肉瘤细胞株MG63和用

于病毒扩增的293T细胞。空病毒载体、AdsiId1(靶
向沉默Id1基因)重组腺病毒由美国芝加哥大学分子

肿瘤实验室何通川教授惠赠。DMEM高糖培养液

购自美国Gibco公司; 胎牛血清购自北京四季青生物

科技有限公司; 全蛋白提取试剂盒、BCA蛋白浓度

检测试剂盒、胰蛋白酶、SDS-PAGE蛋白上样缓冲

液、结晶紫染色液、碱性磷酸酶检测试剂盒购自上

海碧云天生物技术有限公司; CCK8检测试剂盒购自

日本同仁化学研究所; 茜素红染色试剂盒购买自北

京索莱宝科技有限公司; SDS-PAGE凝胶配制试剂

盒、SDS-PAGE电泳液以及蛋白质印迹转膜液均购
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自美国Bio-Rad公司; 提取RNA和逆转录试剂盒购自

日本TaKaRa公司; 兔抗人Notch1、Jagged1多克隆抗

体购自成都正能生物技术有限公司; 兔抗人Id1单克

隆抗体购自美国Santa Cruz公司; 鼠抗人β-actin单克

隆抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG和山

羊抗小鼠IgG购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 
PVDF膜购自美国Millipore公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      采用DMEM培养基(含10% FBS、
100 U/mL青霉素和链霉素), 置于37 °C、5% CO2的

孵箱中培养293T细胞和MG63细胞, 待细胞贴壁生

长至融合70%~80%时进行下一步实验。

1.2.2   重组腺病毒的扩增及最佳感染效价的筛选      
当293T细胞生长至融合70%~80%时, 加入AdsiId1、
AdRFP病毒原液进行病毒扩增, 72 h后于荧光显微

镜下观察到大量明亮荧光表达, 细胞变圆, 约50%无

法贴壁, 收集细胞, 80 °C冷冻4~6 h, 37 °C水浴溶解并

振荡处理1 min, 如此反复冻融3次, 4 °C、15 000 r/min
离心15 min, 取上清液(含病毒)加入293T细胞反复乒

乓感染3次, 获得高滴度相关重组腺病毒。

检测病毒滴度: 将293T细胞以1×105个/孔的密

度接种于96孔板中, 6~8 h后将得到的病毒原液按

1010倍稀释后加入96孔板, 设置3个复孔, 24 h׃1~102׃1
后于荧光显微镜下观察荧光表达阳性细胞数, 按照

公式计算病毒滴度(病毒滴度=阳性细胞数×病毒稀

释倍数/0.1)。
将对数生长期的MG63细胞以1×105个/孔的密

度接种于24孔板中, 待细胞贴壁时加入不同重组腺

病毒的感染; 共设2组细胞, 分别加入0.2、0.4、0.6、
0.8、1.0和1.2 μL重组腺病毒, 每组3个复孔; 分别在

24、48和72 h时观察记录细胞中荧光表达情况及细

胞生长状态; 以感染率>70%, 且不影响细胞状态为

最佳感染滴度。

1.2.3   重组腺病毒感染骨肉瘤细胞MG63      MG63
细胞生长至融合70%~80%时, 分别加入相应最佳感

染浓度的腺病毒, 于48、72 h后观察并记录各组细

胞荧光表达情况。实验分组如下: (1) 空白对照组即

无任何处理的MG63细胞; (2) 空载病毒组, 空载体腺

病毒感染MG63细胞; (3) DMSO组, 辅助DAPT溶解

的溶剂处理MG63细胞; (4) AdsiId1组, 沉默Id1重组

腺病毒感染MG63细胞, AdsiId1干扰序列见表1; (5) 
DAPT组, Notch信号通路抑制剂处理MG63细胞; (6) 
DAPT+AdsiId1组, DAPT联合沉默Id1重组腺病毒感

染MG63细胞。

1.2.4   蛋白质印迹法检测蛋白的表达差异      将
MG63细胞接种于10 cm培养皿中培养, 分组处理同

1.2.3节, 分组处理细胞72 h后, 用全蛋白提取试剂盒

提取各组细胞蛋白, 选用分离胶浓度为10%的SDS-
PAGE分离Notch1、Jagged1、Id1蛋白 , 以β-actin为
内参, 200 V条件下电泳40 min分离蛋白, 将分离后

的蛋白用半干转转移法转移至PVDF膜上, 采用BCA
封闭液封闭15 min, 加入一抗[兔抗人Id1、Notch1、
Jagged1和鼠抗人β-actin单克隆抗体(内参)(稀释比

例均为14  [(000 1׃ °C孵育一抗过夜, TBST洗膜5次, 
每次10 min, 随后分别加入二抗[山羊抗兔IgG和山

羊抗小鼠IgG(稀释比例均为1000 2׃)], 室温孵育二

抗1.5 h, TBST洗膜5次, 每次10 min, 最后上机显影。

采用Image Lab软件分析各组蛋白条带体积值, 以目

的蛋白与内参β-actin的比值表示目的蛋白的相对表

达水平。

1.2.5   CCK8法检测分组处理后 MG63增殖能力      
将MG63细胞以5 000个/孔的密度接种于96孔板中,
待生长至融合70%~80%时, 分组处理同1.2.3节, 每
组设3个复孔, 感染MG63细胞24、48、72 h后, 加入

CCK8试剂上机检测每孔吸光度(D)值。

1.2.6   流式细胞术检测分组处理后MG63凋亡能力      
将MG63细胞接种于10 cm培养皿培养, 待生长至融

合70%~80%时, 分组处理同1.2.3节, 每组设3个复孔, 
感染MG63细胞48 h后, 不弃掉原有培养基, PBS润洗

3次, 将细胞消化下来, 分别加DAPI和FITC-Annexin 
V染色15 min, 上流式仪检测。

1.2.7   划痕实验检测分组处理后MG63迁移能力      提

表1   沉默Id1基因序列

Table 1   Gene sequence of silencing Id1
名称                    序列

Name                                      Sequence

Id1 siRNA top                        5′-TCG AAG CTG TTC GCT GAA GGC GGT TCG CCG CCT TCA GCG AAC AGC TTT TG-3′
Id1 siRNA bottom                  5′-CTA GCA AAA GCT GTT CGC TGA AGG CGG CGA ACC GCC TTC AGC GAA CAG CT-3′
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前将MG63接种于6孔板中, 待生长至融合70%~80%
时, 处理方式如1.2.3节, 每组设3个复孔, 用1 mL枪头

沿着直尺均匀用力划痕, 各组划痕宽度相同, PBS润
洗2~3次, 加无血清高糖培养基, 分别在24、48 h时
于40倍显微镜下拍照并记录各组划痕愈合情况。划

痕愈合率=(0 h划痕宽度–48 h划痕宽度)/0 h划痕宽度

×100%。

1.2.8   Transwell小室侵袭实验      提前1天将基质胶

置于4 °C过夜溶解, 200 μL枪头和小室均提前1 h置
于4 °C冰箱降温, 取出全新1.5 mL EP管, 置于冰砖

上, 将基质胶与DMEM按照18׃的比例稀释混匀后取

50 μL加入小室, 敞开置于超净台风干1 h, 置于细胞

培养箱4~6 h后取出, 加入100 μL DMEM后继续置于

细胞培养箱水化基质胶1 h, 吸出上清, 每个小室加入

100 μL DMEM含有同等数量的MG63细胞, 分组处理

如1.2.3节, 每组设3个复孔, 处理48 h后, 弃掉原培养

基, PBS润洗3次, 300 μL/孔结晶紫染色30 min, PBS
再次润洗3次, 于100倍显微镜下拍照记录。

1.2.9   ALP碱性磷酸酶染色、茜素红染色检测早期、

晚期成骨分化      将MG63接种于24孔板培养, 待融合

至70%左右时, 分组处理如1.2.3节, 每组设3个复孔, 感
染MG63细胞48 h后, 弃掉原培养基, 每孔加1 mL 4%
成骨诱导培养基, 分别诱导分化7天、21天后, 加入

ALP检测试剂染色检测早期成骨分化, 加入茜素红

检测试剂染色检测晚期成骨分化, 于100倍显微镜下

拍照记录。

1.2.10   统计学方法      采用SPSS 20.0和Graph Pad 
Prism 8统计学软件行统计学分析。计量资料以x

_
±s

表示。多组间比较采用单因素方差分析, 方差齐采

用LSD检验, 方差不齐采用Tamhane’s T2检验, 以
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   DAPT抑制MG63细胞Notch信号通路活性及

Id1的表达

蛋白质印迹法检测显示, DAPT组MG63细胞中

Notch1、Jagged1蛋白表达水平均明显低于对照(图
1A, P<0.05)。AdsiId1组、DAPT组、DAPT+AdsiId1
组MG63细胞中Id1的蛋白表达水平明显低于对照组

(图1B, P<0.05), 其中DAPT+AdsiId1组Id1蛋白表达最

低, 差异具有统计学意义。以上结果提示, DAPT可
有效抑制MG63细胞中的Notch信号通路以及Id1的表

达。    
2.2   抑制Notch信号通路联合沉默Id1抑制MG63
细胞增殖

CCK8结果显示 , 6组不同浓度DAPT(分别为

6.25 μmol/L、12.5 μmol/L、25 μmol/L、50 μmol/L、
100 μmol/L、200 μmol/L)分别处理MG6细胞3、 24、48、
72 h, 各组D值明显低于对照组, 差异具有统计学意义

(图2A, P<0.05), 其中48 h时IC50为(44.75±4.54) μmol/L, 
72 h时IC50为(42.18±3.82) μmol/L。为方便后续实验

进行, 以50 μmol/L DAPT处理MG63细胞48 h为最佳

浓度时间。AdsiId1组、DAPT组、DAPT+AdsiId1
组MG63的增殖能力在24、48、72 h均明显低于对

照组, 其中以DAPT+AdsiId1组增殖能力最弱, 差异

具有统计学意义(图2B, P<0.05)。以上结果提示, 抑
制Notch信号通路可抑制骨肉瘤细胞MG63增殖, 在
抑制Notch信号通路的基础上联合沉默Id1可进一步

抑制骨肉瘤细胞MG63增殖。 
2.3   抑制Notch信号通路联合沉默Id1促进MG63
细胞凋亡

流式细胞术检测结果显示, 分组处理MG63细
胞48 h后AdsiId1组、DAPT组、DAPT+AdsiId1组
凋亡率分别为 (15.44%±1.54%)、(17.11%±0.79%)、
(24.52%±1.75%), 均明显高于对照组(5.97%±0.30%), 
其中DAPT+AdsiId1组凋亡率最大, 差异具有统计学

意义(图3, P<0.05)。以上结果提示, 抑制Notch信号

通路可促进骨肉瘤细胞MG63凋亡, 在抑制Notch信
号通路的基础上联合沉默Id1可进一步促进骨肉瘤

细胞MG63凋亡。

2.4   抑制Notch信号通路联合沉默Id1抑制MG63
细胞迁移

划痕实验结果显示, 分组处理MG63细胞48 h
后AdsiId1组、DAPT组、DAPT+AdsiId1组伤口愈

合率分别为 (55.74%±2.60%)、(44.65%±0.85%)、
(18.98%±2.89%), 明显低于对照组(76.06%±3.35%), 
其中DAPT+AdsiId1组伤口愈合率最小, 差异具有统

计学意义(图4, P<0.05)。以上结果提示, 抑制Notch
信号通路可抑制骨肉瘤细胞MG63迁移, 在抑制

Notch信号通路的基础上联合沉默Id1可进一步抑制

骨肉瘤细胞MG63迁移。

2.5   抑制Notch信号通路联合沉默Id1抑制MG63
细胞侵袭

Transwell侵袭结果如所示 , 分组处理MG63



陈洁等: 抑制Notch信号通路联合沉默Id1对骨肉瘤恶性生物学行为及成骨分化的影响 719

A: 不同浓度DAPT对MG63细胞增殖的影响; B: 沉默Id1、抑制Notch信号通路(DAPT)及抑制Notch信号通路联合沉默Id1处理MG63细胞后增殖

能力的变化。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, 与对照组比较; ###P<0.001, ####P<0.000 1; n=3。
A: the effect of different concentrations of DAPT on MG63 cell proliferation; B: the change of proliferation ability of MG63 after silencing Id1, in-
hibiting Notch signaling pathway (DAPT) and inhibiting Notch signaling pathway combined with silencing Id1. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 
****P<0.000 1 compared with the Control group; ###P<0.001, ####P<0.000 1; n=3.

图2   CCK8检测MG63细胞增殖能力

Fig.2   The proliferation ability of MG63 cells was detected by CCK8
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A: Western blot was used to detect the expression of Notch1 and Jagged1; B: Western blot was used to detect the expression of Id1 in MG63 with differ-
ent treatments. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1; ##P<0.01, ###P<0.001; n=3.

图1   Western blot检测Notch1、Jagged1和Id1蛋白的表达

Fig.1   Western blot was used to detect the protein expression of Notch1, Jagged1 and Id1

(A)

(B)

Control

Control

DAPT

DAPT Control DAPTRe
la

tiv
e p

ro
te

in
 ex

pr
es

sio
n 

of
 β

-a
ct

in

Re
la

tiv
e p

ro
te

in
 ex

pr
es

sio
n 

of
 β

-a
ct

in

Re
la

tiv
e p

ro
te

in
 ex

pr
es

sio
n 

of
 β

-a
ct

in

Jagged1

Jagged1

3

2

1

0

2.0

1.5

1.0

0.5

   0

0.6

0.4

0.2

    0

Notch1

Notch1

**

****
****
****

##

###

*

β-actin

β-actin

Id1

Control
DAPT+AdsiId

1

DMSO
RFP AdsiId

1
DAPT

Cont
rol

DAPT+Adsi
Id1

DMSO RFP
Adsi
Id1

DAPT



720 · 研究论文 ·

沉默Id1、抑制Notch信号通路及抑制Notch信号通路联合沉默Id1处理MG63细胞后凋亡水平的变化。**P<0.01, ****P<0.000 1; ##P<0.01, n=3.
The changes of apoptosis level of MG63 after silencing Id1, inhibiting Notch signaling pathway and inhibiting Notch signaling pathway combined with 
silencing Id1. **P<0.01, ****P<0.000 1; ##P<0.01; n=3.

图3   流式细胞术检测MG63细胞凋亡水平

Fig.3   The apoptosis level of MG63 cells was detected by Flow cytometry

Control

DAPT+AdsiId1

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

1051041030–103

1051041030–1031051041030–1031051041030–103

1051041030–103 1051041030–103

DMSO

Q1
0.20%

Q4
94.15%

Q3
2.07%

Q1
0.11%

Q4
92.94%

Q3
2.25%

Q1
0.08%

Q2
4.54%

Q4
93.08%

Q3
2.30%

Q1
4.35%

Q4
69.13%

Q3
11.21%

Q1
4.71%

Q2
12.53%

Q4
77.03%

Q3
5.73%

Q1
24.30%

Q2
11.00%

Q4
58.72%

Q3
5.98%

Comp-FITC-A Comp-FITC-A Comp-FITC-A

Comp-FITC-A Comp-FITC-A Comp-FITC-A
Co

m
p-

BV
42

1-
A

Co
m

p-
BV

42
1-

A

Co
m

p-
BV

42
1-

A

Co
m

p-
BV

42
1-

A

Co
m

p-
BV

42
1-

A

Co
m

p-
BV

42
1-

A
RFP

AdsiId1 DAPT

A
po

pt
os

is 
ra

te
 /%

30

20

10

0

********
**

##
##

Cont
rol

DAPT+Adsi
Id1

DMSO
RFP

Adsi
Id1

DAPT

Q2
4.70%

Q2
3.58%

Q2
15.31%

细胞48 h后AdsiId1组、DAPT组、DAPT+AdsiId1
组 D 570分别为 (0 .600±0.005)、(0 .680±0.060)、
(0.140±0.006)明显少于对照组(1.590±0.008), 其中

DAPT+AdsiId1组D570最小, 差异具有统计学意义(图
5, P<0.05)。以上结果提示, 仅抑制Notch信号通路

可抑制骨肉瘤细胞MG63侵袭, 在抑制Notch信号通

路的基础上联合沉默Id1可进一步抑制骨肉瘤细胞

MG63侵袭。

2.6   抑制Notch信号通路联合沉默Id1促进MG63
成骨分化

碱性磷酸酶染色结果所示, 分组处理MG63细
胞48 h, 分别诱导各组细胞成骨分化7天、21天后

AdsiId1组、DAPT+AdsiId1组碱性磷酸酶明显高于

对照组, 其中以DAPT+AdsiId1组碱性磷酸酶含量最

高但DAPT组明显低于对照组, 差异有统计学意义

(图6A和图6C, P<0.05); 茜素红染色结果所示, Adsi-
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Id1组、DAPT组茜素红染色结果与对照组相比无明

显差异, 但DAPT+AdsiId1组明显高于对照组, 差异

有统计学意义(图7B和图7D, P<0.000 1)。以上结果

提示, 抑制Notch信号通路可抑制骨肉瘤细胞MG63
早期成骨分化但对其晚期成骨分化无影响, 在抑制

Notch信号通路的基础上联合沉默Id1可促进骨肉瘤

细胞MG63成骨分化。

3   讨论
近年来随着新辅助化疗的推广, 骨肉瘤的治疗

效果有所改善, 但是5年生存率仍然维持在65%~70%, 
骨肉瘤的复发、转移及耐药性成为制约骨肉瘤治愈

的难题, 这源于我们对骨肉瘤发病机制认识不足, 因
此研究骨肉瘤的新疗法成为当务之急, 受到医学研

究者的高度关注。查阅研究文献发现, 信号通路在

骨肉瘤的发生、迁移、侵袭和分化中至关重要, 信
号通路中的关键基因发生突变易导致正常细胞分化

发育中断、异常增殖形成肿瘤, 因此, 对信号通路

在疾病发生过程中起到的作用进行深入研究, 可以

为临床疾病治疗的研究指明新方向。越来越多的证

据表明, 多种信号通路的异常与骨肉瘤发生有关, 包
括Notch、Wnt、PI3K/AKT、 Hedgehog等。研究发

现, Notch信号通路表达水平高低与骨肉瘤侵袭和转

移性有关, 抑制Notch通路表达导致骨肉瘤转移性降

低, 增殖能力下降, 影响骨肉瘤患者的生存[11]; 采用

Wnt/β-catenin信号通路抑制剂可时间和剂量依赖性

抑制骨肉瘤细胞U2OS、SaOS-2增殖; 抑制骨肉瘤中

AKT/m-TOR信号通路活性可降低其增殖和侵袭性。

经典Notch信号通路通过相邻细胞间的配体–
受体结合, Notch受体在肿瘤坏死因子α转换酶和γ分

沉默Id1、抑制Notch信号通路及抑制Notch信号通路联合沉默Id1处理MG63后迁移能力的变化。**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1;  

###P<0.001; n=3.
The changes of migration ability of MG63 after silencing Id1, inhibiting Notch signaling pathway and inhibiting Notch signaling pathway combined 
with silencing Id1. **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1;  ###P<0.001; n=3.

图4   划痕实验检测MG63细胞迁移能力

Fig.4   The migration ability of MG63 cells was detected by Scratch test
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泌酶等的作用下, 释放胞内区域(Notch intracellular 
domain, NICD), 进入细胞核与DNA结合蛋白结合形

成转录活化复合物, 激活HES、HEY等下游靶基因[12]。

Notch信号通路广泛参与正常发育的精确调控, 调控

细胞增殖、分化、凋亡, 在调节机体内稳态中起重

要作用[13-14]。目前发现, 多种人类疾病发病与Notch
信号通路的异常有关, 比如免疫缺陷、造血恶性肿

瘤、造血障碍疾病等。本研究选用经典Notch信号

通路抑制剂DAPT特异性剪切Notch信号通路关键酶

γ分泌酶从而抑制Notch信号通路。本研究结果提示, 
DAPT可抑制MG63增殖、迁移、侵袭, 促进其凋亡, 
减轻其恶性程度, 这与其他研究结果相似, 如DAPT
可减弱滑膜肉瘤[15]、结直肠癌[16]恶性生物学行为。
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沉默Id1、抑制Notch信号通路及抑制Notch信号通路联合沉默Id1处理MG63后侵袭能力的变化。****P<0.000 1; ###P<0.001, ####P<0.000 1; n=3.
The changes of invasion ability of MG63 after silencing Id1, inhibiting Notch signaling pathway and inhibiting Notch signaling pathway combined with 
silencing Id1; ****P<0.000 1; ###P<0.001, ####P<0.000 1; n=3.

图5   Transwell检测MG63细胞侵袭能力 
Fig.5   The invasion ability of MG63 cells was detected by Transwell 

1990年 , BENEZRA等 [17]首先从 cDNA文库中

将Id1克隆出来, 为HLH(helix-loop-helix)转录因子家

族的成员之一, 可抑制bHLH转录因子家族与DNA
结合, 促进细胞增殖、调节细胞周期、抑制分化[18]。

本课题组前期研究发现, 沉默Id1通过抑制Wnt通路

活性可进一步减弱其恶性生物学行为[19], 由此可知

调控信号通路与靶基因可有效抑制骨肉瘤生长。在

前期研究以及预实验的提示下, 本研究选择抑制

Notch信号通路联合沉默Id1对骨肉瘤的影响作为研

究方向, 发现抑制MG63中Notch信号通路后Id1蛋白

表达下调, 可减弱其恶性生物学行为, 在此基础上联

合沉默Id1后, 可进一步减弱其恶性生物学行为。由

此推测, 抑制Notch信号通路后MG63细胞恶性程度
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A、C: 沉默Id1、抑制Notch信号通路及抑制Notch信号通路联合沉默Id1处理MG63细胞后早期成骨分化能力的变化; B、D: 沉默Id1、抑制

Notch信号通路及抑制Notch信号通路联合沉默Id1处理MG63细胞后晚期成骨分化能力的变化。**P<0.01, ****P<0.000 1; #P<0.05, ###P<0.001,  

####P<0.0001; n=3.
A,C: the change of the early-stage osteogenic differentiation ability of MG63 after silencing Id1, inhibiting Notch signaling pathway and inhibiting 
Notch signaling pathway combined with silencing Id1; B,D: the changes of the late-stage osteogenic differentiation ability of MG63 after silencing 
Id1, inhibiting Notch signaling pathway and inhibiting Notch signaling pathway combined with silencing Id1; **P<0.01, ****P<0.000 1; #P<0.05, 
###P<0.001,  ####P<0.000 1; n=3.

图6   碱性磷酸酶染色、茜素红染色分别检测MG63细胞的早期及晚期成骨分化 
Fig.6   The early-and late-stage osteogenic differentiation of MG63 cells was detected by 

Alkaline phosphatase staining and Alizarin red staining
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下降可能与Id1表达下调有关。

本课题组与其他国外研究一致认为, 骨肉瘤是

因骨髓间充质干细胞分化异常中断而形成的, 而分

化异常通常与基因和信号通路的异常表达有关。本

研究发现, 抑制Notch信号通路后可抑制骨肉瘤细胞

MG63成骨分化。经查阅文献发现, 其他研究也得

出类似结果, 如ANGARO等[9]研究者发现, DAPT可
抑制MG63成骨分化。由此推测, 调控Notch信号通

路不单通过Id1的改变也通过其他信号通路以及靶

基因的改变而影响骨肉瘤成骨分化。前期研究发

现, 沉默Id1联合过表达BMP9以及沉默Id1联合抑制

AKT/m-TOR信号通路后碱性磷酸酶及钙含量增加, 
骨桥蛋白表达增加, 促进骨肉瘤细胞早晚期成骨分

化[20-21]。提示通过联合调控信号通路与靶基因的表

达可遏制骨肉瘤异常成骨分化, 诱导其向正常成骨

分化。在前期研究提示下, 本研究选择抑制MG63中
Notch通路的同时沉默Id1, 发现其可促进骨肉瘤细胞

MG63向正常成骨分化, 促使异常中断的成骨分化重

新发生。

本研究结果揭示了Notch信号通路对骨肉瘤恶

性生物学行为和成骨分化的影响, 并初步探究了通

过联合调控Notch信号通路与Id1可诱导骨肉瘤细胞

向正常成骨细胞方向分化的可行性, 提示靶向调控

Notch信号通路和Id1等关键基因或通路的表达可以

实现人骨肉瘤细胞恶性逆转并向正常成骨分化。下

一步我们将进一步通过体内体外实验深入研究调控

Notch联合Id1信号影响骨肉瘤细胞MG63恶性生物

学行为及成骨分化的具体分子生物学机制, 以期通

过此研究进一步丰富和完善骨肉瘤的发生发展机

理, 为临床治疗骨肉瘤提供新的思路与方案。  
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