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摘要：Notch信号通路是一条进化上十分保守的信号转导系统，在调节干细胞增殖、分化和凋亡方面起到重要作用。研究表明，
鹿生茸区骨膜和角柄骨膜分别含有鹿茸发生和再生的干细胞。应用 RT- PCR的方法对离体培养生茸区骨膜和角柄骨膜细胞进
行检测，得出 Notch信号通路各信号因子在 2种细胞中的表达情况。结果：Notch- 1、Notch- 2、Notch- 4、Dll- 4、Jagged- 1、Jagged- 2、
Hes- 1等信号因子在这 2种干细胞中均有不同程度的表达，说明 Notch信号通路可能参与了他们的增殖、分化的调控。
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Abstract：Notch signaling pathway is an evolutionarily conserved system and plays an important role in stem cell biology in-
cluding proliferation，differentiation and apoptosis. To isolate，culture and purify deer antler stem cells including AP and PP
cells，expression pattern of notch signaling molecules in the cultured AP cells and PP cells were examined using RT- PCR.
Data obtained from RT- PCR showed that：the mRNA of Notch- 1，Notch- 2，Notch- 4，Dll- 4，Jagged- 1，Jagged- 2 and Hes- 1
had different levels of expression in AP and PP cells，which indicates that notch signaling pathway may be involved in the
maintenance of the AP and PPcells.
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鹿角是哺乳动物中唯一能够再生的器官，是研究器

官再生的良好的生物学模型。鹿茸虽然为鹿头部的骨质
衍生物，但其生长和脱落都在永久性的骨桩，即角柄上

进行。研究表明，生茸区骨膜（AP）是角柄和鹿茸发生的
组织基础，而角柄骨膜（PP）则是鹿茸再生的组织基础。
进一步的研究证明，AP和 PP细胞是具有多种分化潜能
的干细胞[1，2]。在干细胞增殖分化调控中，信号通路是目
前大多数学者研究的方向，并在干细胞中发现了多条信

号通路。因此，在 AP、PP细胞中可能存在有 1条或者多
条信号通路来控制其自我增殖和分化。研究 AP和 PP 2
种细胞增殖分化的调控机制对研究鹿茸再生，进而研究

器官再生具有深远的意义。
与鹿茸再生模型相近的是啮齿类动物的切牙模型。

大鼠的切牙终生不断生长萌出，是一类特殊的牙齿[3]。白
玉娣等[4]研究表明，Notch信号途径存在于体外培养的根
尖蕾细胞中，可能与其中干细胞的增殖、分化功能相关，
在维持干细胞的分裂、增殖方面起作用。Notch是进化高
度保守的细胞间信号分子，决定其邻近细胞命运。通过
结合配体 Delta或 Jagged在干细胞和周围细胞间传递信
号，其主要作用是抑制各种干细胞的分化，促进其分裂

增殖 [5]。因此，Notch- delta信号通路可能参与了 AP、PP
细胞增殖、分化的调控。

Notch信号通路是一条进化上十分保守的信号转
导系统。大量的研究表明，notch广泛表达于从无脊椎
动物到哺乳动物等多个物种。Notch受体在邻近细胞产
生的配体的活化作用下，通过一系列分子间的相互作

用，精确地调控各谱系细胞的增殖分化。Notch信号转
导通路由受体、配体和 DNA结合蛋白 3部分组成。果
蝇中存在 Notch受体和 2个配体 Delta和 Serrate。哺乳
动物中有 4个同源 Notch受体和 5个同源配体。其中，
同源受体是 Notch1- 4，同源配体有 2类：Delta样配体，
分别为 Dll1、Dll3、Dll4；Serrate样配体，分别为 Jagged1
和 Jagged2 [3]。DNA结合蛋白（hairy enhancer of split，
HES）是 notch通路中一种重要的下游靶基因的产物。
它是一类含有特征性α螺旋 - 环 - 螺旋（α HLH）结
构的 DNA结合蛋白[4]。目前，在脊椎动物中已克隆了
HES1- 6共 6种 HES分子，其中 HES1分子表达最为广
泛，对其研究也较为深入[5]。HES分子可结合在特定分化
效应基因的启动子上，与转录共抑制分子 TLE形成复合
物，从而抑制靶基因的转录，在调节多种细胞分化、增殖
的Notch信号途径中起关键作用[6]。Notch信号主要通过
促进HES1和 HES5基因的转录而下传。HES1、HES5的
表达受 Notch信号的调节[7]，因此检测 HES1、HES5的表
达水平可间接反映 Notch信号的强弱[8]。

本试验意在研究 Notch信号通路在 AP和 PP细胞
的表达情况，为进一步研究该信号通路的表达水平及

调控机制，以及鹿茸发生和再生的调控奠定分子基础。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 AP、PP细胞的原代培养 用组织块培养法获得
细胞。无菌取骨膜组织，去除结缔组织和凝血，剪成
1mm×1mm的小块。1g/LⅠ型胶原酶 37℃消化一定时
间，显微镜下观察消化结果。离心吹打成悬液，接种于
10mL DMEM（10%的胎牛血清，1×105U/L青霉素和
0.1g/L硫酸链霉素）中，37℃ CO2培养箱内培养。每隔
2~3 天更换 1 次培养液。细胞生长达 80%融合时，
2.5g/L胰蛋白酶消化后按 1∶3传代，留取第 3代细胞
备用。
1.1.2 试剂 Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶（sigma公司）；
DMEM、双抗、胎牛血清、RNA提取试剂盒（invtrigen公
司）；RT- PCR 试剂盒、DNA凝胶回收试剂盒、PCR 试
剂、DNAMarker（TaKaRa公司）；DMEM培养基（含 1×
105U/L青霉素和 0.1g/L硫酸链霉素，Gibco公司）；其它
常规试剂均为进口或国产分析纯。
1.1.3 引物设计与合成 在 GeneBank 上查找人、小
鼠、牛、马、羊等物种的 notch信号通路的各基因 cDNA
序列，经过 BioEidt软件进行比对，找出保守区段，应用
Primer 5.0设计各基因的引物，送与上海生物工程有限
公司合成。引物详细序列见表 1。

表 1 引物设计结果

Notch- 1 F
Notch- 1 R
Notch- 2- 1 F
Notch- 2- 1 R
Notch- 2- 2 F
Notch- 2- 2 R
Notch- 3 F
Notch- 3 R
Notch- 4 F
Notch- 4 R
Dll- 3 F
Dll- 3 R
Dll- 4 F
Dll- 4 R
Jagged- 1 F
Jagged- 1 R
Jagged- 2 F
Jagged- 2 R
Hes- 1 F
Hes- 1 R

5' CAATGACCCCTGGCAGAAC 3'
5' CGGCCATAGTAGGGGAAGAT 3'
5' TTGCCGTTGTCATTATCTT 3'
5' TGTCTCCTCCTTGTTGTCC 3'
5' ACGAGATGTTCGGTATGG 3'
5' AGTCAGAAGCAGAGTGGG 3'
5' CCCGATTCTCCTGTCGTT 3'
5' CACAGCGTATGCCCGTAT 3'
5' GCCTGCCTCAATGGTTATG 3'
5' CTGGAGGAGTCTCACAGTCGTA 3'
5' GGCACCTTCTCCCTCGTCA 3'
5' GGATCTTCACCGCCAACAC 3'
5' GGTGCTCGTGTTACTGTGC 3'
5' TGCCATTCCCTCTTCCTC 3'
5' AATGGTTATCGCTGTATCTG 3'
5' ACTGTTTCGGGCTATGTT 3'
5' GCCTGCCCAGAAGACTTTG 3'
5' GCTGTTCTTGGCGATGGT 3'
5' GCTGAGCACAGACCCAAGT 3'
5' ATGGAGTCCGCCGTAAGC 3'

59.72
59.85
51.09
57.56
55.02
57.30
57.30
57.30
57.56
61.94
61.88
59.72
59.72
57.30
53.70
52.74
59.72
57.30
59.72
59.58

牛、山羊、马

牛、马、小鼠

牛、马、小鼠

人、小鼠、褐鼠

牛、人、恒河猴

牛、小鼠

牛、绵羊、马

小鼠、人、褐鼠

小鼠、人、褐鼠

牛、马、人
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1.2 方法
1.2.1 总 RNA的提取 按照 TRIZOL RNA提取试剂
盒说明书提取总 RNA，经 1%琼脂糖凝胶电泳和紫外分
光光度计检测纯度和浓度后，- 80℃保存备用[9]。
1.2.2 RT- PCR 检测 取上步总 RNA，以 Oligo（dT）18

为引物，按照 PrimeScriptTMRT- PCRKit说明书操作并检
测Notch通路各基因的表达情况。Notch信号通路各基因
PCR反应参数见表 2。取 5μLPCR产物，1.0%琼脂糖凝
胶电泳检测。

表 2 notch通路各基因 PCR反应参数

基因名称

Notch- 1
Notch- 2
Notch- 3
Notch- 4
Dll- 3
Dll- 4

Jagged- 1
Jagged- 2
Hes- 1

预变性

95℃，5min
95℃，5min
95℃，5min
95℃，5min
95℃，5min
95℃，5min
95℃，5min
95℃，5min
95℃，5min

变性

95℃，30s
95℃，30s
95℃，30s
95℃，30s
95℃，30s
95℃，30s
95℃，30s
95℃，30s
95℃，30s

退火

60.0℃，30s
57.8℃，30s
57.3℃，30s
60.0℃，30s
61.0℃，30s
60.0℃，30s
54.0℃，30s
59.0℃，30s
60.0℃，30s

延伸

72℃，40s
72℃，45s
72℃，40s
72℃，50s
72℃，30s
72℃，60s
72℃，60s
72℃，50s
72℃，60s

延伸

72℃，7min
72℃，7min
72℃，7min
72℃，7min
72℃，7min
72℃，7min
72℃，7min
72℃，7min
72℃，7min

保存

4℃，+∞
4℃，+∞
4℃，+∞
4℃，+∞
4℃，+∞
4℃，+∞
4℃，+∞
4℃，+∞
4℃，+∞

1.2.3 DNA回收 紫外线下切取 notch信号通路各基
因电泳条带，按照 Agarose Gel DNA Purification Kit Ver.
2.0说明书进行 DNA回收，紫外分光光度计测定纯度
和浓度，- 20℃保存备用。
1.2.4 Notch 信号通路各基因克隆与测序 按照
pMDTM19- T Vector Kit说明书将目的基因片段转移至
pMDTM19- T Vector中，送上海生物工程有限公司进行

测序。

2 结果与分析
2.1 Notch信号通路各节点分子在 AP细胞中的表达
2.1.1 Notch- 1、2、3、4基因的表达 在第 2次传代的
AP细胞中，Notch- 1、Notch- 2、Notch- 4基因表达丰富，
没有检测到 Notch- 3的电泳条带。因此，AP可能不表达
Notch- 3（见图 1）。
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注：A.notch- 1，750 bp；B.notch- 2，513 bp；C.notch- 3，无条带；D.notch- 4，406bp

图 1 notch- 1、2、3、4基因在 AP细胞中的表达

2.1.2 Dll- 3、4基因的表达 在AP细胞中，Dll- 4分子
表达稳定，并且相比PP细胞，AP细胞多出了 1条 1500bp
的条带；而Dll- 3分子则几乎检测不到（见图 2）。

2.1.3 Jagged- 1、2表达 在 AP细胞中 Jagged- 1 分子
表达丰富而且稳定，而 Jagged- 2分子则没有检测到，见
图 2。
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注：E.dll- 4，1 500 bp，572 bp；F.dll- 3，无条带；G.jagged- 1，800bp；H.jagged- 2，无条带

图 2 Dll- 3、4和 Jagged- 1、2基因在 AP细胞中的表达

2.1.4 Hes- 1的表达 hes- 1在 AP细胞中表达，而且
比较稳定，见图 3。

2.2 Notch信号通路各节点分子在 PP细胞中的表达
从细胞培养、RNA提取再到 RT- PCR均与 AP细

胞同步，并且使用相同的引物。结果显示，2种细胞中部
分基因的表达有差异。
2.2.1 Notch- 1、2、3、4基因的表达 Notch基因在 PP
细胞中的表达与 AP 细胞基本一致，以期通过 Real
time- PCR寻找各基因在表达量上的差异，见图 4。
2.2.2 Dll- 3、4基因的表达 Delta配体家族在 PP系
统中的表达也相对稳定。与 AP细胞相比，PP细胞中没
有 1 500bp条带，而 450 bp和 270 bp条带表达丰富。具
体的分子机制还有待进一步的研究，见图 5。
2.2.3 Jagged- 1、2的表达 Jagged配体家族在 PP细胞
与 AP细胞中的表达类型基本一致，有待 Real time- PCR
进一步定量分析，见图 5。
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图 4 Notch- 1、2、3、4基因在 PP细胞中的表达
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图 3 Hes- 1基因在 AP细胞中的表达
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注：N.dll- 3，无条带；O.dll- 4，450 bp，270 bp；P.jagged- 2，无条带；Q.jagged- 1，800bp

图 5 dll- 3、4和 jagged- 1、2基因在 PP细胞中的表达

2.2.4 Hes- 1的表达 与 AP细胞相比，表达条带大小
上没有太大的差异，其表达丰度以及二级靶基因还有

待进一步的研究。见图 6。

3 讨论
AP、PP细胞是鹿茸的组织学基础，是研究鹿茸再

生模型的出发点。Notch是进化高度保守的细胞间信号
分子，决定其邻近细胞命运。通过结合配体 Delta或
Jagged在干细胞和周围细胞间传递信号，其主要作用
是抑制各种干细胞的分化，促进其分裂增殖[5]。

AP、PP是鹿已分化组织中的细胞，具有干细胞表面
标记，并可分化为多种其它组织细胞 [1]。有研究发现，
Notch信号通路对软骨细胞和前列腺上皮细胞的增殖、
分化具有重要的调控作用。说明 Notch- delta信号通路
不仅在胚胎干细胞和骨髓充质细胞中起到调控作用，在

已分化的组织器官中也同样表达并起到一定的调节作

用。Notch信号可维持关节软骨细胞的增殖，当软骨细胞
分化时，该通路中许多分子表达水平明显下降。另外，当

阻断 Notch信号，则处于增殖状态的细胞显著减少[13]。而
在前列腺上皮细胞中，Notch信号可平衡细胞的增殖和
分化。当信号失活后，上皮细胞持续处于增殖状态，不仅
影响正常组织结构的形成，而且在一定程度上促进前列

腺肿瘤的发生[14]。因此，Notch- delta信号通路很可能调控
体外培养的 AP和 PP细胞的增殖、分化。
试验结果表明，在 AP 和 PP 细胞中均检测到

Notch- 1、Jagged- 1 和 Hes- 1 的 稳 定 表 达 ， 说 明
Notch- 1/Jagged1/Hes- 1 通路 [12]可能参与调控了 AP、PP
细胞的增殖分化。而 notch- 4基因的大量而稳定的表达
可能与 PI3K- Akt通路或者 MAPK信号通路的调节有
关。 PI3K- Akt 通路和 MAPK 信号通路可以激活
NF-κB，而后者可以促进 Notch- delta信号系统高表
达。Dll- 4是 Notch1、2分子的配体。AP细胞比 PP细胞
多出一条 1 500bp的条带，说明在 PP细胞中 dll- 4基
因的表达在 mRNA水平受到了调控，失去了一部分片
段的表达，这对下游信号传递与调控可能起到关键作

用。Notch- 2基因的稳定表达说明在 AP、PP细胞中存
在有 notch信号通路的 2条子通路。目前的研究表明，
在哺乳动物中存在有 Notch- 1/Jagged- 1/Hes- 1 和
Notch- 4/Dll- 4/Hes- 1 2条子通路。而对于 Notch- 2/Dll- 4
子通路以及该通路的下游调控靶基因还没有见诸报

道。鹿中是否存在该条子通路以及是否存在该子通路
的并行配体还需要进一步研究。Notch信号通路在 AP、
PP细胞当中表达的差异，与之相互作用的皮肤细胞是
否也表达该通路，是否通过 Notch通路的节点分子来调
控该通路，是否皮肤细胞通过该通路被调控以及该信

号通路调控 2种细胞增殖分化的具体机制还有待进一
步的研究。
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图 6 Hes- 1基因在 PP细胞中的表达
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