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Notch1在肌成纤维细胞转化中的作用及表达变化鄢
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摘要：目的 探讨在成纤维细胞转化为肌成纤维细胞过程中， 1表达的变化规律，以及γ-分泌酶抑

制剂（DAPT）抑制 Notch信号后，对细胞转化的影响。方法 取新出生 2～3 d SD大鼠的肺组织，用胰酶消化法

分离肺成纤维细胞，再将培养至第 3代的细胞分为 3组：对照组、转化生长因子 -β1（TGF-β1）组、TGF-β1+

DAPT 组。对照组为空白对照，TGF-β1 组加入 5ng/ml TGF-β1，TGF-β1+DAPT 组同时加入 5 ng/ml

TGF-β1及 5μmol/L DAPT。采用免疫细胞化学法对α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的表达变化进行检测。

同时通过逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）及Western blot检测 Notch1 mRNA和蛋白的表达变化。结果 α-

SMA免疫细胞化学结果表明，对照组大部分细胞无染色，而 TGF-β1组则可见大部分细胞内有黄色和棕黄色

颗粒及条纹，DAPT组和对照组无明显差异。对照组、TGF-β1组、TGF-β1+DAPT组 Notch1 mRNA表达量

分别为（0.278±0.022）、（0.783±0.018）和（0.313±0.029），对照组与 TGF-β1组、TGF-β1组与 TGF-β1+DAPT

组比较，差异有统计学意义（ <0.05），对照组与 TGF-β1+DAPT组比较差异无统计学意义（ >0.05）。对照组、

TGF-β1组、TGF-β1+DAPT组 Notch1蛋白表达量分别为（0.312±0.019）、（0.701±0.026）和（0.345±0.022），

组间比较结果同 Notch1 mRNA。结论 Notch1可以促进成纤维细胞向肌成纤维细胞的转化，进而促进肺纤

维化。
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Function and expressive change of Notch1 during
transformation of myofibroblasts鄢
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(1. Department of Respiratory Diseases, the First People's Hospital of Xiaoshan, Hangzhou,
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Abstract: Objective To study the law of changes of Notch1 expression in the transformative procession
from fibroblasts to myofibroblasts and the effect of DAPT inhibition of Notch signal on cell transformation.
Methods The lung tissue was taken from new-born 2 or 3 day Sprague-Dawley rats. Fibroblasts were sepa原
rated with pancreatin digestion method. The third-generation cultivated cells were divided into three groups:
comparison group, TGF-茁1 group and TGF-茁1+DAPT group. The comparison group was labeled as the control
group, the TGF-茁1 group was added with 5 ng/ml TGF-茁1, and the TGF-茁1+DAPT group was added with 5
ng/ml TGF-茁1 and 5 μmol/L DAPT. Immunocytochemistry was used to assess change of 琢-smooth muscle
actin (琢-SMA) expression. RT-PCR was used to assess change of mRNA expression. Western blot was
used to assess change of Notch1 protein expression. Statistical software SPSS 18.0 was used for the data
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Notch信号通路是一个调节细胞分化的经典信

号通路，1917年首次在果蝇体内发现，在多种动物中

都有其同源分子的存在，脊椎动物细胞主要是对于4

种 Notch 受体及 5 种 Notch 配体有相应的表达 [1]。

Notch信号通路生物学作用的发挥需要经过 3步酶

切作用，以及多种信号分子的联锁反应，而 γ- 分

泌酶复合体的酶切作用则是其中最关键的环节，用

γ-分泌酶抑制剂{N-[N-（3，5-difluorophenacetyl）-

L-alanyl]-（S）-phenylglycinet-butylester，DAPT}能够

对于γ-分泌酶复合体进行抑制，也就阻断 Notch信

号通路。

Notch信号通路在多种组织器官的发育和动态

平衡中发挥重要作用，可以通过控制呼吸系统中多

种细胞的功能和分化的方式，来调节肺的发育和维

持成人体内呼吸道细胞种类的平衡[2]，同时在慢性肺

部疾病，如慢性阻塞性肺疾病、肺纤维化、肺动脉高

压、哮喘和肺癌中发挥重要作用 [3]。近年来，有关

Notch信号通路在肺损伤及肺纤维化中的作用机制

亦是研究的热点，但仍然不甚明确。本研究旨在探

讨成纤维细胞转化为肌成纤维细胞过程中，Notch1

的作用及表达变化，为临床治疗肺纤维化提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

兔抗山羊 Notch1多克隆二抗（美国 Santa cruz

公司），山羊抗鼠 Notch1多克隆一抗（美国 Santa cruz

公司），免疫组织化学法试剂（北京中衫金桥生物技

术有限公司），鼠α- 平滑肌肌动蛋白（α-smooth

muscle actin，α-SMA）单克隆抗体（武汉博士德公

司），鼠β-肌动蛋白多克隆抗体、蛋白抽提试剂盒、

二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）法蛋白定量试

剂盒（美国 Pierce公司），彩色预染蛋白质分子量标

准（上海碧云天生物技术研究所），DNA Marker（北

京天根生物科学技术有限公司），逆转录聚合酶链反

应（reverse transcription-polymerase chain reaction，

RT-PCR）试剂盒（大连宝生生物工程有限公司），转

化生长因子 -β1（transforming growth factor-β1，

TGF-β1）（美国 PeproTech公司），DAPT（美国 Sigma

公司），总 RNA提取试剂。

1.2 细胞分组

试验动物为江西中医学院动物房所提供的出生

2～3 d的 SD大鼠乳鼠（批号：JZDWNO：2011-0093）。

取其肺组织培养为肺成纤维细胞，具体培养方法参

照文献并加以改进[4]。取第 3代成纤维细胞，接种于

6孔板，细胞密度达到 85%～90%时，无血清同步 24 h。

把细胞分为对照组、TGF-β1 组和 TGF-β1+DAPT

组。其中，对照组为空白对照，在 TGF-β1组中，

TGF-β1 的量为 5 ng/ml，TGF-β1+DAPT 组先加入

终浓度为 5μmol/l 的 DAPT，30 min 后再加入终浓

度为 5 ng/ml的 TGF-β1，每组复孔 3 个，观察 24 h

后，分别用于提取细胞总 RNA及总蛋白。实验重复

3次。

1.3 α-SMA免疫细胞化学实验

将 18 mm×18 mm盖玻片置于 6孔板内，同时

在六孔板中进行第 3代成纤维细胞的接种，其密度

为每孔约 1×105个细胞，按上述方法将细胞分为

3组，每组复孔 3个，观察 24 h后取出盖玻片，4%多

聚甲醛固定细胞，再用 3%双氧水 H2O2 处理细胞

10 min，封闭内源性过氧化物酶活性，磷酸盐缓冲溶

液（phosphate buffer saline，PBS）冲洗 3次，10%动物

血清封闭 10 min，降低非特异性结合，一抗 4℃过夜，

PBS冲洗 3次，室温下孵育二抗 1 h，链霉亲和素 -

生物素复合物（strept avidin-biotin complex，SABC）

analysis with -test. Results 琢-SMA immunocytochemistry demonstrated the majority of cells in the control
group were not stained, the majority of cells in the TGF-茁1 group had yellow and brown-yellow granules and
stripes, and there was no obvious difference between the DAPT group and the control group. The
mRNA expressive value of the control group, the TGF-茁1 group and the TGF-茁1+DAPT group was (0.278 依
0.022), (0.783 依 0.018) and (0.313 依 0.029) respectively; the Notch1 protein expressive value of the control
group, the TGF-茁1 group and the TGF-茁1+DAPT group was (0.312 依 0.019), (0.701 依 0.026) and (0.345 依
0.022) respectively; there were significant differences in the mRNA and protein levels of between the
TGF-茁1 group and both the control and the TGF-茁1+DAPT groups ( < 0.05), while the control group and the
TGF-茁1+DAPT group had no statistical differences ( > 0.05). Conclusions Notch1 can promote transformation
of fibroblasts into myofibroblasts, and then promote pulmonary fibrosis.

Keywords: Notch1; 琢-smooth muscle actin; myofibroblast; lung fibrosis
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复合物室温下 30 min，二氨基联苯胺显色，苏木素复

染，中性树胶封片后，光镜下观察各组染色变化，

α-SMA 阳性标准以出现棕黄色颗粒或条纹为依

据，随机观察 10个高倍视野，计算阳性率。

1.4 RT-PCR反应检测 Notch1 mRNA

通过胰酶消化法实现对于六孔板内细胞的提

取，Trizol 法提取细胞总 RNA 并逆转录成 cDNA。

Notch1引物由美国 Invitrogen生命技术公司设计并

合成，正向引物为：5'-GAAGGAACGAGCCTGGGTGC

CTGTA-3'，反向引物为：5'-TGGCTGGGAGCATCTC

AAGCCT-3'，扩增引物 268 bp。反应条件：95℃预变

性 5 min，94℃变性 30 s，59℃退火 30 s，72℃延伸

1 min，共 30次循环，总时间 8 min。在进行电泳时，

取 6μl PCR产物进行琼脂糖电泳，对于结果通过凝

胶成像分析系统的紫外分光成像进行相应分析，对

于积分吸光度进行记录。

1.5 Western blot检测 Notch1蛋白

使用单去污细胞裂解液提取 6孔板内细胞总蛋

白，沸水煮 10 min使蛋白变性，冷却至室温后，置入

-20℃冰箱冷冻保存备用。BCA法进行蛋白定量，取

变性后的蛋白质样品行十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯

酰胺 （sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel-

electrophoresis，SDS-PAGE）电泳，每个泳道上样量

为 30μg，用垂直电泳仪进行电泳后取下凝胶，将蛋

白转移至 0.45 mm醋酸纤维膜上，依次进行封闭、洗

膜，加一抗在 4℃孵育过夜（稀释至 1∶200），二抗室

温孵育 2 h（稀释至 1∶5 000）。通过化学发光法进

行显影，将 Notch1和β-肌动蛋白的灰度值进行相

应的标准化后，计算 Notch1蛋白表达的相对半定量

比值。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计软件进行数据分析，计量分

析用均数±标准差（x±s）表示，多个样本均数比较

用单因素方差分析，组间比较用 LSD- 检验， <0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 α-SMA免疫细胞化学

在对照组中，染色的细胞只占一小部分，能够看

到少部分细胞中有淡黄色的颗粒或者是条纹，但

是黄色以及棕黄色的颗粒和条纹却是极少的。但

是 TGF-β1 组出现黄色以及棕黄色颗粒及条纹的

细胞占据大多数。对照组、TGF-β1组、TGF-β1+DAPT

组的α-SMA免疫细胞化学阳性率分别为（0.314±

0.019）%、（0.704±0.022）%和（0.339±0.026）%，经方

差分析，差异有统计学意义（ =10.172， =0.072）。

TGF-β1 组与对照组和 TGF-β1+DAPT组比较，经

LSD- 检验，差异有统计学意义（ =23.176和 18.354，

=0.023和 0.034），TGF-β1组较对照组和 TGF-β1+

DAPT组的α-SMA表达增加。TGF-β1+DAPT组与

对照组比较，经 LSD- 检验，差异无统计学意义（ =

2.573， =0.112）。见图 1。

A B C

A：对照组细胞中少部分细胞内有淡黄色颗粒及条纹；B：TGF-β1组大部分细胞内有黄色和棕黄色颗粒及条纹；C：TGF-β1+DAPT组部分

细胞内有淡黄色颗粒及条纹

图 1 α-SMA细胞免疫化学电镜图 （×30）

2.2 Notch1 mRNA的表达

在对于RT-PCR产物进行电泳时，在 268和 207bp

处，Notch1 与β- 肌动蛋白有着一定的表达条带。

对照组、TGF-β1+DAPT 组、TGF-β1 组的 Notch1

mRNA表达量分别为（0.278±0.022）、（0.313±0.029）

和（0.783±0.018），差异有统计学意义，TGF-β1 组

Notch1 mRNA表达量升高，而对照组与 DAPT组比较

差异无统计学意义。见附表和图 2。

2.3 Notch1蛋白的表达

Notch1蛋白在 120 kD处表达，在对照组（0.312±
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0.019）仅有少量 Notch1 表达。TGF-β1+DAPT 组

（0.345±0.022）与对照组的 Notch1蛋白表达比较，

差异无统计学意义。TGF-β1组（0.701±0.026）较对

照组及 TGF-β1+DAPT组中 Notch1表达升高，差异

有统计学意义。见附表和图3。

3 讨论

肺纤维化是多种肺部疾病的共同结局，其主要

病理特征是细胞外基质的沉积，以及肺泡结构的破

坏，如肺泡囊肿的形成。而细胞外基质的主要成分是

Ⅰ型胶原蛋白。研究表明，肌成纤维细胞是产生Ⅰ型

胶原蛋白的主要细胞，也是肺纤维化的责任细胞 [5]，

而对于肌成纤维细胞来说，其表型的标志就是α-平

滑肌肌动蛋白。而 TGF-β1主要的作用是能够促进

肺内成纤维细胞的转化，将其转化为肌成纤维细胞[6]，

这在本研究中亦得到证实。α-SMA免疫细胞化学

结果显示，TGF-β1组可见大部分细胞内有黄色和

棕黄色颗粒及条纹，α-SMA 表达较对照组明显增

加，电镜下细胞内亦可见大量微丝束，提示 TGF-β1

可以促使成纤维细胞转化为肌成纤维细胞。

Notch 信号通路与肺纤维化的发生、发展密切

相关[7]，其通过多种途径干预肺纤维化的病理生理过

程，同时可以直接促进Ⅰ型胶原蛋白的表达。在肺

纤维化患者的肺组织中，可见明显呈蜂巢样改变的

肺泡囊肿，同时可以检测到 Notch信号的过度表达。

肺损伤后的结局是自我修复，还是发展为肺纤维化，

可能部分取决于谱系阴性上皮干 / 祖细胞中的

Notch信号通路[8]。PAUL等[9]证实活性氧簇（reactive

oxygen species，ROS）通过转录因子 Nrf2依赖的方

式激活 Notch信号通路，从而促进气道基底干细胞的

自我更新，启动清除细胞内活性氧的抗氧化程序。而

这种氧化还原机制对肺内干细胞的生物学功能具

有重要意义，比如肺损伤、肺纤维化、肺癌等。HU

等[10]利用基因敲除及报告基因等方法证实在小鼠L929

细胞及人胚肺成纤维细胞（Human lung fibroblasts，

MRC-5）中，Notch信号通过 1依赖方式调控成纤

维细胞表达 1 1及 1 2，从而上调Ⅰ型胶原

蛋白的表达，促进肺纤维化。

Notch 信号通路可以促进肌成纤维细胞的表

达。AOYAGI-IKEDA等[11]用免疫组织化学法证实，

不管是在博来霉素诱导的小鼠肺纤维化模型中，还

是在特发性肺纤维化的患者肺组织样本中，Notch

信号在肌成纤维细胞中的表达都明显增强。研究还

表明，Notch 通过 TGF-β-Smad3 的途径激活在肺

泡上皮细胞中辐射敏感启动子（radiation sensitive

promoter，CarG）依赖性和 T 淋巴细胞抗原表位

（Tlymphocyteepitope，TCE）依赖性的平滑肌肌动蛋

白基因转录，以此来诱导肌成纤维细胞的分化[11]。本

研究结果提示，在 TGF-β1诱导生成的肌成纤维细

胞中， 1表达较对照组明显增加，差异有统计学

意义，说明 1与肌成纤维细胞的生成相关。同

时当 DAPT抑制 1后，肌成纤维细胞表型标志

α-SMA表达明显降低，提示抑制 1可以抑制

M：标志物：左侧 1～3：Notch1，右侧 1～3：β-肌动蛋白；1：对照

组；2：TGF-β1组；3：TGF-β1+DAPT组

图 2 RT-PCR反应检测各组细胞中

Notch1 mRNA表达的变化

400 bp

268 bp

1 2 3 M 1 2 3

207 bp

100 bp

组别 mRNA 蛋白

对照组 0.278±0.022 0.312±0.019

TGF-β1组 0.783±0.018 0.701±0.026

TGF-β1+DAPT组 0.313±0.029 0.345±0.022

值 12.829 9.754

值 0.069 0.080

1值 27.670 21.344

1值 0.015 0.028

2值 1.813 1.917

2值 0.202 0.187

3值 25.743 19.512

3值 0.017 0.030

附表 Notch1 mRNA积分吸光度值比较 （ =3，x±s）

注：1、1值：对照组与 TGF-β1组比较；2、2值：对照组与 TGF-

β1+DAPT组比较；3、3值：TGF-β1组与 TGF-β1+DAPT组比较

1：TGF-β1组；2：对照组；3：TGF-β1+DAPT组

图 3 Western blot检测各组细胞中 Notch1

蛋白表达的变化

45 kD

120 kD

1 2 3

β-actin

Notch1
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（童颖丹 编辑）

肌成纤维细胞的生成。进而笔者推测，TGF-β1可能

通过活化 Notch信号促进成纤维细胞向肌成纤维细

胞的转化，阻断 Notch信号可以抑制这种转化，即抑

制肺纤维化的形成。

综上所述，TGF-β1可以促进成纤维细胞向肌

成纤维细胞的转化，在肌成纤维细胞中，Notch1表达

升高，DAPT阻断 Notch后，可以抑制肌成纤维细胞的

生成，其表型标志物α-SMA明显降低。由此可见，

Notch信号通路在肌成纤维细胞生成以及肺纤维化

中发挥着重要作用，阻断 Notch信号可能成为治疗肺

纤维化的新靶点。
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