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过表达 Jagged1 促老龄大鼠来源内皮祖细胞增殖和迁移
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨过表达 Jagged1 对老龄大鼠来源内皮祖细胞增殖和迁移能力的影响。 方法摇 PBS 冲洗 1 ~ 2
月龄和 19 ~ 26 月龄 SD 大鼠股骨和胫骨骨髓,Ficoll 密度梯度离心法分离单个核细胞,应用含 10% FBS 的 DMEM /
F12 培养基差速贴壁法进行体外培养,以 Dil鄄ac鄄LDL 与 FITC鄄UEA鄄1 荧光双染和 vWF 免疫组织化学染色进行鉴定。
实验分为四组:对照组(未进行基因转染的老龄大鼠内皮祖细胞组)、PIRES2鄄EGFP 转染组、PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1
转染组和未转染的年轻大鼠来源内皮祖细胞组。 荧光显微镜下计数 GFP 表达细胞数并计算转染效率;免疫荧光、
RT鄄PCR 和 Western blot 检测 Jagged1 mRNA 和蛋白表达;Transwell 培养和 MTT 法分别检测细胞迁移和增殖能力。
结果摇 免疫组织化学、RT鄄PCR 和 Western blot 检测均显示转染后 Jagged1 显著增高,PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组

mRNA 和蛋白表达均较对照组显著增强(P < 0郾 01);与对照组相比,过表达 Jagged1 显著增强老龄大鼠来源内皮祖

细胞迁移和增殖能力(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01)。 结论摇 过表达 Jagged1 增强老龄大鼠来源内皮祖细胞增殖和迁移

能力。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of Jagged1 over鄄expression on aged rat鄄derived endothelial progenitor
cells migration and proliferation. 摇 摇 Methods 摇 Mononuclear cells were obtained from bone marrow of young (1 to 2
month鄄old) and aged (19 to 26 month鄄old) Sprague鄄Dawley rats by Ficoll density gradient centrifugation and cultured with
medium DMEM / F12, 48 h later, the suspending cells were translocated to be cultured in new flasks coated with fibronec鄄
tin, the secondary attached cells were used to perform the further experiments. 摇 EPCs were characterized as double posi鄄
tive for Dil鄄ac鄄LDL uptake and lectin binding and cells were further identified by vWF expression. 摇 The experiments were
divided into four groups: control group ( aged rat鄄derived EPCs without gene transfection), PIRES2鄄EGFP transfection
group, PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 transfection group and young rat鄄derived EPCs group in which transfection was also not per鄄
formed. 摇 The GFP expression cell number was acquired through fluorescence microscope and transfection efficiency was
calculated. 摇 Immunofluorescence, RT鄄PCR and Western blot were used to detect the mRNA and protein expression respec鄄
tively. 摇 Cell migration and proliferation were tested by Transwell culture and MTT assay respectively. 摇 摇 Results摇 Im鄄
munofluorescence showed that gene transfection markedly promoted Jagged1 expression; RT鄄PCR and Western blot demon鄄
strated that Jagged1 mRNA and protein expression significantly increased in aged rat鄄derived EPCs (P < 0郾 01) compared
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with control; Over鄄expression of Jagged1 markedly enhanced aged rat鄄derived EPCs migration and proliferation compared
with control group (P < 0郾 05 or P < 0郾 01 respectively). 摇 摇 Conclusion摇 Over鄄expression of Jagged1 accelerates aged
rat鄄derived EPCs migration and proliferation.

摇 摇 内皮祖细胞(endothelial progenitor cell,EPC)参
与血管损伤修复已为大量研究证实[1,2]。 我们前期

研究表明,EPC 修复损伤血管具有年龄依赖特性,
即年轻大鼠来源 EPC 较老龄大鼠来源者具有更好

的增殖、迁移和分化能力[3]。 Notch 信号是进化上

高度保守,控制细胞增殖和迁移等细胞命运的信号

系统,Notch 受体为跨膜蛋白受体,通过 Jagged1 和

Delta鄄like(Dll)家族配体作用激活[4]。 新近研究证

实 Jagged1 在 EPC 活性调节上具有重要调节功能,
应用 Jagged1 基因敲除小鼠研究表明,Jagged1 缺乏

导致 EPC 迁移、增殖和向内皮分化等能力减弱,并
使 EPC 参与缺血组织血管再生能力降低[5]。 然而

迄今尚不清楚 Jagged1 在 EPC 年龄依赖性生物学活

性方面有何调节功能。 本研究通过老龄大鼠来源

EPC 过表达 Jagged1,探讨其在 EPC 年龄依赖性活

性中的调节作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 SD 大鼠(1 ~ 2 月龄、19 ~ 26 月龄大鼠,雌雄不

限,无既往病史,喂养于湿度和温度适中、饮食良好

的环境)由第三军医大学实验动物中心提供,所有

动物实验经第三军医大学和成都军区昆明总医院

伦理委员会批准。 质粒 PIRES2鄄Jagged1 / EGFP 由第

三军医大学全军心血管研究所宋明宝博士惠赠,
Jagged1 cDNA 包含全长的大鼠 Jagged1 基因序列,
PIRES鄄EGFP 载体购自 BD 公司。 LipofectamineTM

2000 购自 Invitrogen 公司,DMEM / F12 干粉培养基

购自 Hyclone 公司,内皮细胞生长添加剂购自 BD 公

司,优质胎牛血清购自 PAA 公司,DiI 标记乙酰化低

密度脂蛋白 (DiI鄄ac鄄LDL) 购自 Molecular Probe 公

司,FITC 标记荆豆凝集素 I(FITC鄄UEA鄄 I)购自 Vec鄄
tor 公司,Ficoll 液购自 Amersham 公司,血管内皮生

长因子( vascular endothelial growth factor,VEGF)和

MTT 购自 Sigma 公司,山羊抗人假性血友病因子

(von Willebrand factor,vWF)、GAPDH、Jagged1 抗体

以及 HRP 标记的兔抗山羊 IgG 购自 Santa Cruz 公

司。 Transwell 培养板为 Corning 公司产品,倒置荧

光相差显微镜为 Leica 公司产品,HT鄄7000 Plus 为

PerkinElmer 公司产品。

1郾 2摇 EPC 的分离、培养及鉴定

EPC 培养和鉴定参照课题组前期研究进行[3]。
脱臼处死 SD 大鼠,无菌取出股骨和胫骨,PBS 冲洗

骨髓,Ficoll 液密度梯度离心(2000 r / min,30 min)
分离单个核细胞, PBS 洗涤后,以含 10% FBS 的

DMEM / F12(含内皮细胞生长添加剂 100 mg / L,肝
素 100 mg / L,青霉素、链霉素各 100 ku / L)重悬,1郾 5
伊 106 / cm2 接种于 75 cm2 培养皿,37益、5% CO2 条

件培养,细胞贴壁 48 h 后转移未贴壁细胞悬液到新

的经纤维连接蛋白包被的无菌培养瓶或培养板继

续培养,使细胞再次贴壁生长,3 天后弃未贴壁细

胞,每 3 天换液一次。 二次贴壁细胞在培养 12 天

后,Dil鄄ac鄄LDL(10 mg / L)及 FITC鄄UEA鄄I (10 mg / L)
避光孵育,置荧光显微镜下观察。 同时对培养的

EPC 行 vWF 染色:取培养细胞经 PBS 洗 3 次,每次

1 min;0郾 04%戊甲醛固定 15 min 后室温干燥 5 min,
PBS 洗 3 次,每次 2 min;0郾 5% Triton X鄄100 孵育 20
min,PBS 洗 3 次,每次 2 min;3%H2O2 孵育 15 min,
PBS 洗 3 次,每次 2 min;封闭血清(1 颐 20)孵育 20
min,吸去多余的封闭血清,抗 vWF(1颐 100)4益孵育

过夜,PBS 洗 3 次,每次 5 min;FITC 标记二抗(1 颐
200) 37益孵育 30 min,PBS 洗 3 次,每次 5 min,完毕

后每孔加入 50 滋L PBS,以未加二抗作为阴性对照。
1郾 3摇 脂质体介导的基因转染

二次贴壁 EPC 培养达到 70% ~80%汇合时,按
照 LipofectamineTM2000 说明对老龄大鼠来源 EPC 进

行转染,即用 100 滋L OPti鄄MEM 稀释 Lipofectamine
(6 滋L)和 DNA(1郾 5 滋g),混匀,室温放置 5 ~ 10
min,将脂质体鄄DNA 复合体加入到 24 孔板培养的

EPC 后孵育 6 h,PBS 清洗后重新用含 10% FBS 的

DMEM / F12 培养基进行培养。 转染实验分为四组:
对照组 (未进行基因转染的老龄大鼠 EPC 组)、
PIRES2鄄EGFP 转染组、 PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染

组、未转染的年轻大鼠来源 EPC 组。 转染 18 h 后,
200 倍倒置荧光显微镜下计数细胞数,并在同一视

野在激发波长为 488 nm 的荧光条件下检测 GFP 的

表达,计数 5 个视野表达绿色荧光的细胞数和总细

胞数,计算转染细胞率。
1郾 4摇 RT鄄PCR 检测细胞 Jagged1 表达

转染后 72 h,按 Tripure 说明书进行总 RNA 提

取,在 A260 / A280条件下进行 RNA 纯度鉴定和定量,
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并用甲醛变性琼脂糖凝胶电泳进一步确认 RNA 质

量。 取总 RNA 3郾 2 滋g 逆转录合成 cDNA 后进行半

定量 PCR 反应,以 GAPDH 作内参照。 反应条件为

95益变性 30 s 寅58益退火 30 s 寅72益延伸 1 min,
35 个循环后,72益 延伸 7 min。 Jagged1 引物序列:
上游 5忆鄄GAG GCA TGG GAT TCC AGT AA鄄3忆,下游

5忆鄄GCA GGT TTT GTT GCC ATT CT鄄3忆,目标片段

252 bp;GAPDH 引物序列:上游 5忆鄄GGT GAT GCT
GGT GCT GAG TA鄄3忆,下游 5忆鄄GGA TGC AGG GAT
GAT GTT CT鄄3忆,目标片段 369 bp;29 个循环,退火

温度 55益。 反应结束后各取 PCR 产物 4 滋L 进行

1郾 7%琼脂糖电泳,并用 Gel Doc 2000 凝胶图像分析

仪扫描,目的片段与 GAPDH 光密度比值作为目的

片段 mRNA 的相对含量。
1郾 5摇 Western blot 检测 Jagged1 表达

转染后 72 h,用 4益预冷的 PBS 洗细胞 3 次,加
入预制的含 PMSF 裂解液,冰上裂解 30 min,裂解

后,将细胞碎片和裂解液移至离心管。 4益、16000
r / min 离心 20 min,收集上清,取少量测蛋白浓度,
取等量预处理的蛋白样品上样,恒压 81 V 进行

SDS鄄PAGE 电泳,电转至 PVDF 膜,5% 脱脂奶粉鄄
PBST 室温封闭 1 h 后,加入山羊抗人 Jagged1 抗体

(1颐 1000)、山羊抗人 GAPDH(1 颐 1000),4益孵育过

夜,再与 HRP 标记的兔抗山羊 IgG,于 37益 孵育 1
h,化学发光显色后用凝胶成像系统扫描,半定量分

析显影带,目的蛋白量以 GAPDH 相对量表示。
1郾 6摇 EPC 迁移能力检测

转染后 72 h,0郾 25% 胰酶消化,用含 10% FBS
的 DMEM / F12 培养基 (含青霉素、链霉素各 100
ku / L,不含 ECG 和不加任何生长因子) 1500 r / min
洗 3 次,再用该培养基配制成细胞悬液,将含 VEGF
(50 滋g / L) 50 滋L 的 DMEM / F12 培养基(含青霉

素、链霉素各 100 ku / L,不含 ECG 和不加任何生长

因子) 加入 Transwell 培养板下室,将配制好的 50
滋L 含 2 伊 104 个 EPC 的细胞悬液注入上室,培养 24
h,刮去滤膜上面未迁移细胞,将 Transwell insert 置
入 95%乙醇中固定 10 min,Giemsa 染色,高倍显微

镜下每张膜上随机选择 6 个视野(200 伊 ),并拍照,
计数迁移到低层的细胞数。
1郾 7摇 EPC 增殖能力检测

转染后 72 h,0郾 25% 胰蛋白酶消化,PBS 洗 3
次,以含的 10% FBS 的 DMEM / F12 培养基(含内皮

细胞生长添加剂 100 mg / L,肝素 100 mg / L,青霉素、
链霉素各 100 ku / L)分别配成 108 / L 细胞悬液,以每

孔 100 滋L 接种于纤维连接蛋白包被 96 孔板,培养

24 h 后 PBS 轻轻洗去未贴壁细胞,待生长速度最快

的 EPC 铺满孔底约 90% 后,MTT 法检测细胞增殖

活性,以无血清培养基培养作为空白对照,方法是:
每孔加入 MTT(5 滋g / L) 20 滋L 后 37益继续孵育 4
h,弃上清,各孔加入 150 滋L 二甲基亚枫(DMSO),
室温震荡 10 min,以 DMEM 培养液调零,HT鄄7000
Plus 多孔读数仪,于 492 nm 读取光密值。
1郾 8摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示,组间比较采取双尾分布和双

样本等方差假设进行 Student謘s t 检验,P < 0郾 05 为差

异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 体外培养的骨髓 EPC 特征

摇 摇 经二次贴壁培养的骨髓 EPC 大多呈梭形或卵圆

形,二次贴壁后第 3 天可见明显索状生长结构(图
1A),培养第 14 天细胞渐呈汇合生长状态(图 1B)。
形态上年轻组 EPC 较老年大鼠来源更为均一,贴壁

细胞数及细胞增殖速度均明显高于老年组。 培养 12
天,免疫荧光染色可见培养的 EPC,vWF 染色后可见

部分 vWF 表达(图 1C)。 培养 12 天后进行了 FITC鄄
UEA鄄I(图 1E)和 Dil鄄ac鄄LDL(图 1F)双荧光染色,随
机挑选 5 个视野计数双染阳性细胞百分率,结果显示

双染阳性率为 80郾 40% 依6郾 95%。
2郾 2摇 转染后 Jagged1 在 EPC 中的表达

转染后 18 h,荧光显微镜下观察到 PIRES2鄄EGFP
转染组、PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组均见 EGFP 表

达(图 2B),其中 PIRES2鄄EGFP 转染组、PIRES2鄄EG鄄
FP鄄Jagged1 转染组 EGFP 表达未见明显差异,而对照

组未见有 EGFP 表达(图 2A),转染效率大约 40%。
转染后 72 h,免疫组织化学染色显示在 PIRES2鄄EG鄄
FP鄄Jagged1 转染组 Jagged1 表达显著增强(图 2E),而
PIRES2鄄EGFP 转染组(图 2C)和对照组(图 2D)仅见

微弱 Jagged1 表达;在未转染的年轻大鼠来源 EPC 组

中可见有较强 Jagged1 表达(图 2F)。
RT鄄PCR 检测显示,Jagged1 mRNA 在 PIRES2鄄

EGFP鄄Jagged1 转染组和未转染的年轻大鼠来源

EPC 组表达均显著高于 PIRES2鄄EGFP 转染组和对

照组(0郾 92 依 0郾 09 和 0郾 87 依 0郾 01 比 0郾 31 依 0郾 09 和

0郾 29 依 0郾 05,P < 0郾 01)。 Western blot 检测显示,Jag鄄
ged1 在 PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组和未转染的年

轻大鼠来源 EPC 组的表达显著高于 PIRES2鄄EGFP
转染组和对照组(0郾 374 依 0郾 024 和 0郾 381 依 0郾 03 比

0郾 139 依 0郾 021 和 0郾 141 依 0郾 012,P < 0郾 01;图 3)。
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图 1. 骨髓源性 EPC 生长特征

Figure 1. Characteristics of bone marrow derived EPC

图 2. 转染后 EGFP 和 Jagged1 在 EPC 中的表达

Figure 2. EGFP and Jagged1 expression in EPC after gene transfection

图 3. RT鄄PCR 和Western blot 检测转染后 Jagged1 mRNA 和蛋白在 EPC 中的表达(n = 4) 摇 摇 A 为对照组,B 为 PIRES2鄄EGFP 转染

组,C 为 PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组,D 为未转染的年轻大鼠来源 EPC 组。 a 为 P < 0郾 01,与对照组和 PIRES2鄄EGFP 转染组比较。

Figure 3. Jagged1 mRNA and protein expression in EPC after gene transfection were detected by RT鄄PCR and Western blot
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2郾 3摇 Jagged1 过表达增强老龄大鼠来源 EPC 迁移

能力

PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组每个视野(200 伊 )迁
移细胞数为 48郾 5 依 6郾 12,未转染的年轻大鼠来源 EPC
组迁移细胞数为 50郾 7 依6郾 12,PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转

染组和未转染的年轻大鼠来源 EPC 组迁移细胞数显著

高于而对照组和 PIRES2鄄EGFP 转染组(迁移细胞数分

别为 31郾 5 依7郾 21 和 33郾 4 依6郾 25,P <0郾 05),PIRES2鄄EG鄄
FP鄄Jagged1 转染组与未转染的年轻大鼠来源 EPC 组间

迁移细胞数未见显著差别(图 4)。

图 4. Jagged1 过表达增强老龄大鼠来源 EPC 迁移能力(n =
6) 摇 摇 A 为对照组,B 为 PIRES2鄄EGFP 转染组,C 为 PIRES2鄄EGFP鄄
Jagged1 转染组,D 为未转染的年轻大鼠来源 EPC 组。 a 为 P < 0郾 05,
与对照组和 PIRES2鄄EGFP 转染组比较。

Figure 4. Over鄄expression of Jagged1 promotes aged rat鄄
derived EPC migration

2郾 4摇 Jagged1 转染促进老龄大鼠来源 EPC 增殖

MTT 检测显示,PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组

490 nm OD 值为 1郾 06 依 0郾 09,显著高于对照组和

PIRES2鄄EGFP 转染组的 OD 值(分别为 0郾 66 依 0郾 05
和 0郾 69 依 0郾 08,P < 0郾 01);未转染的年轻大鼠来源

EPC 组 OD 值(1郾 07 依 0郾 08) 与 PIRES2鄄EGFP鄄Jag鄄
ged1 转染组未见显著差别。

3摇 讨摇 论

EPC 也称内皮前体细胞,主要存在于骨髓及外

周血,大量研究已证实 EPC 在组织和血管损伤时可

动员入外周血,归巢至损伤部位,分化为成熟内皮

细胞(endothelial cell,EC)参与血管重建和血管损伤

内膜修复[6鄄8]。 Notch 信号是在进化上高度保守、控
制细胞增殖、迁移等细胞命运的信号转导系统,Jag鄄

ged1 是该信号途径的配体之一,可激活细胞膜

Notch 信号受体引起受体构象改变后裂解,产生的

细胞内结构域释放后转位到细胞核,在核内与转录

抑制子 CBF1 结合,启动 Notch / CBF1 调节的下游基

因转录,从而调控增殖和分化等细胞活性[4]。 新近

研究表明,Jagged1 在 EPC 活性调节上可能具有重

要调节作用。 Kwon 等[9] 应用 Jagged1 基因敲除小

鼠研究证实,Jagged1 缺乏可导致 EPC 参与的缺血

组织血管再生能力降低,通过邻近的间质细胞过表

达 Jagged1 促进 EPC 参与损伤组织内血管新生。 但

是目前已有的文献研究远不足以阐明 Jagged1 调节

EPC 生物学活性的详细机制。
我们的前期研究已证实,EPC 活性与供者年龄

相关,年轻大鼠来源 EPC 较老龄大鼠来源者具有更

好的增殖、迁移和分化等能力,其参与修复损伤血

管作用具有年龄依赖性的特点[3]。 本研究使用年

轻大鼠来源 EPC 作对照,同样观察到类似的结果。
研究发现老龄大鼠和年轻大鼠来源 EPC 均表达

Jagged1,但是老龄大鼠来源 EPC 的 Jagged1 表达显

著低于年轻大鼠 EPC。 Wu 等[10] 应用培养的 EC 检

测表明 Jagged1 在成熟 EC 中表达也具有类似特点,
即老龄大鼠 EC 表达 Jagged1 也显著低于年轻大鼠

EC。 Jagged1 在老龄大鼠来源 EPC 和 EC 表达较年

轻大鼠来源者显著下降,其原因有待进一步研究阐

明。 现有的这些研究结果提示在 EPC 向 EC 分化修

复损伤血管内膜过程中 Jagged1 可能年龄依赖性调

控了 EPC 的生物学功能。 本研究应用基因转染技

术,以年轻大鼠来源 EPC 为对照,通过增强老龄大

鼠来源 EPC 内 Jagged1 表达来探讨其对 EPC 增殖和

迁移的调控作用。
转染后观察到 PIRES2鄄EGFP 转染组、PIRES2鄄

EGFP鄄Jagged1 转染组均有 EGFP 表达,荧光免疫组织

化学检测显示 PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组 Jagged1
表达显著增强,表明转染后 Jagged1 已成功表达于老

龄大鼠来源 EPC;mRNA 和蛋白检测进一步证实老龄

大鼠来源 EPC 转染后 Jagged1 表达显著增强。 研究

发现 PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1 转染组 EPC 迁移细胞数

显著高于对照组和 PIRES2鄄EGFP 转染组,表明 Jag鄄
ged1 过表达可显著增强老龄大鼠来源 EPC 迁移能

力。 细胞增殖活性检测显示,PIRES2鄄EGFP鄄Jagged1
转染组 490 nm OD 值也显著高于对照组和 PIRES2鄄
EGFP 转染组,说明 Jagged1 过表达可以显著促进老

龄大鼠来源 EPC 增殖。 同时也观察到年轻大鼠来源

EPC 在增殖和迁移能力上均显著高于老龄大鼠来源
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EPC,与我们前期研究结果一致[3]。 Jagged1 在老龄

和年轻大鼠来源 EPC 表达量不同,Jagged1 过表达又

显著促进老龄大鼠来源 EPC 增殖和迁移,表明 Jag鄄
ged1 年龄依赖性调控了 EPC 增殖和迁移,老龄大鼠

来源 EPC 修复血管损伤内膜较年轻大鼠来源的 EPC
能力显著减弱,可能与 Jagged1 表达不足相关联。

EPC 修复血管损伤内膜是一极其复杂的生理过

程,受多种因素调节[11,12]。 尽管已有大量文献研究

证实 EPC 可促进损伤血管内膜再生和抑制新生内膜

形成,但是有关其修复损伤血管内膜详细调节机制的

文献报道并不多见。 Kamei 等[12] 证实 Jagged1 在调

节 EPC 相关的血管发育过程中起重要作用,与 Jagged
( - / - )EPC 相比,Jagged( + / + )EPC 不仅显示较强

的促血管再生效应,且能促进正常血管形态上的稳定

性;国内孟晓等[13]也发现 Notch 信号活化有助于 EPC
向 EC 分化。 然而在对成熟 EC 的研究中发现,
Notch1 信号活化却抑制 EC 增殖和迁移[14];Noseda
等[15]研究也表明,Jagged1 激活 Notch1 后通过抑制

p21Cip1 表达阻抑 EC 增殖,这与该信号调节 EPC 活

性的相关研究结果似乎存在矛盾,揭示 Jagged1 激活

Notch1 信号在 EPC 和 EC 活性调节中可能存在有不

同的机制,在 EPC 在向成熟 EC 分化修复损伤血管内

膜过程中该信号系统存在调节功能的转变,其机制尚

需深入研究阐明。 尽管本次研究显示 Jagged1 年龄依

赖性调节了 EPC 增殖和迁移细胞活性,但也仅限于

离体研究结果,尚需进一步在体的研究加以证实。
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