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　　Ｎｏｔｃｈ信号通路调节人体的多个方面，如胚胎发育、分化

过程及组织的稳态。Ｎｏｔｃｈ信号通路调节异常与许多疾病的

发生有关。越来越多的证据表明，Ｎｏｔｃｈ信号通路在胚胎造血

干细胞的发育中起关键作用，并影响淋巴细胞和骨髓细胞的细

胞谱系分化倾向。本文综述Ｎｏｔｃｈ信号通路在造血、淋巴细胞

分化中的作用。

１　Ｎｏｔｃｈ信号通路概述

在１９１７年，Ｍｏｒｇａｎ等
［１］基因学家对果蝇翅膀边缘上的缺

口进行了研究，发现这些有缺口表型的翅膀是由于缺少犖狅狋犮犺

基因造成的，该基因于２０世纪８０年代中期被克隆出来
［２］。果

蝇犖狅狋犮犺基因编码一个不寻常的Ｉ型跨膜受体，该受体是由相

邻细胞的Ｎｏｔｃｈ配体相互触发而激活。

１．１　Ｎｏｔｃｈ信号通路的组成　Ｎｏｔｃｈ信号通路高度保守，存在

于蠕虫和人类等多种生物体内，由跨膜的受体、配体和核内结

合蛋白及靶基因组成［３］。哺乳动物具有４个 Ｎｏｔｃｈ受体

（Ｎｏｔｃｈ１～４），由同一蛋白前体向细胞膜转运过程中经过不同

剪切、修饰而形成。Ｎｏｔｃｈ受体是具有细胞表面受体和核内转

录调控双重功能的单链跨膜蛋白，包括 Ｎｏｔｃｈ胞外结构域、跨

膜区和Ｎｏｔｃｈ胞内结构域。Ｎｏｔｃｈ配体又称ＤＳＬ蛋白（因其

在果蝇中被命名为Ｄｅｌｔａ和Ｓｅｒｒａｔｅ，在线虫中被命名为Ｌａｇ２，

取其三者首字母而来），也是表达于细胞表面的单链跨膜蛋白，

在哺乳动物中具有５个Ｎｏｔｃｈ配体（Ｄｅｌｔａ１、３、４，Ｊａｇｇｅｄ１、２）。

Ｎｏｔｃｈ信号通路的靶基因多为含有碱性螺旋环螺旋（ｂａｓｉｃ

ｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ）结构域的转录因子，主要包括 ＨＥＳ和

Ｈｅｒｐ家族
［４］。近期出现了关于Ｎｏｔｃｈ信号通路的分子生物学

和生物化学细节描述的综述［３，５］。

１．２　Ｎｏｔｃｈ信号通路的启动　Ｎｏｔｃｈ信号通路由相邻细胞之

间配体受体的相互作用而启动，两者结合后促使 Ｎｏｔｃｈ胞外

区和跨膜区分离，同时激活后续的两次酶切事件。首先在

Ｎｏｔｃｈ胞外结构域靠近细胞膜处，由 ＡＤＡＭ 金属蛋白酶家族

的基质金属蛋白酶介导酶切Ｓ２位点，产生Ｃ端的酶切产物。

这个过程是依赖于Ｅ３泛素配体的胞质尾区的泛素化连接酶

家族［５］。在分离细胞外域后，第２次切分（Ｓ３位点）跨膜结构

域由激活的γ分泌酶介导。这些释放的Ｎｏｔｃｈ胞内结构域，随

后转移到细胞核以ＤＮＡ异二聚体的形式与转录因子ＣＳＬ结

合，形成一个暂时的核转录复合体。一旦与ＣＳＬ结合，Ｎｏｔｃｈ

胞内结构域即可激活 ＭＡＭＬ１３等，继而吸引 ＭＥＤ８以诱导

下游的靶基因。最近通过全基因组表达和染色质免疫沉淀

（ＣｈＩＰ）阵列的研究发现，由 Ｎｏｔｃｈ直接调节的基因大量存

在［６７］。最新的数据表明，Ｎｏｔｃｈ可以与其他信号通路沟通或

协作，从而拓宽由Ｎｏｔｃｈ信号通路影响的靶基因范围
［８］。

２　Ｎｏｔｃｈ信号通路在造血干细胞的发育及其稳态中的作用

造血系统起源于胚胎发育过程中的不同部位，一般与血管

生成密切相关。最原始的造血干细胞产生于外胚层的造血卵

黄囊，之后转移到中 胚 层 的 主 动 脉 旁 胚 脏 壁 （ｐａｒａａｏｒｔｉｃ

ｓｐｌａｎｃｈｎｏｐｌｅｕｒａ，ＰＳｐ）和主动脉性腺中肾（ａｏｒｔａｇｏｎａｄｍｅｓ

ｏｎｅｐｈｒｏｓ，ＡＧＭ）。后期造血发生于胎儿的肝脏，最后由骨髓

造血。最初的造血干细胞能够长期发育成造血细胞系的潜能

发现于ＡＧＭ区。这些细胞产生于妊娠中期胚胎背主动脉的

具有双向分化能力的成血管细胞（由中胚层起始形成血管的过

程中，能发育成血管内皮细胞的前体细胞）。Ｎｏｔｃｈ１缺陷的突

变小鼠不能产生造血干细胞，这些突变的小鼠中卵黄囊血细胞

的生成是不受干扰的［９］。这些研究表明 Ｎｏｔｃｈ信号通路的重

要性，但对原始的造血细胞并不产生作用。然而，Ｎｏｔｃｈ信号

通路在重要的动脉血管生成中也起重要作用［１０］。这些突变胚

胎显示，严重的血管缺陷是由动脉细胞的损失产生的。在

ＡＧＭ中是Ｊａｇｇｅｄ１而不是Ｊａｇｇｅｄ２未能生成造血干细胞
［１１］。

同样的研究还发现，Ｊａｇｇｅｄ１介导 Ｎｏｔｃｈ信号通路表达 ＧＡ

ＴＡ２和Ｒｕｎｘ１，它们是造血系统两个重要的转录因子。上述

的重要发现第一次证明了 Ｎｏｔｃｈ信号通路对造血干细胞发育

产生的影响，而且独立于动脉的发育过程［１２］。因此，Ｎｏｔｃｈ信

号通路在造血干细胞发育中确实必不可少。

Ｎｏｔｃｈ信号的剂量决定了在体外扩增过程中造血祖细胞

向Ｂ和（或）Ｔ细胞分化的方向。造血干细胞共培养中，Ｎｏｔｃｈ

配体的表达增加了其向Ｔ细胞分化的能力。当与Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ１

ＩｇＧ融合蛋白共培养时，可以使人类脐带血细胞体外增殖，而

且这些细胞在异种移植的分析中细胞频率显著增加（约１５

倍），并可能用于临床检测［１３］。

有证据表明，Ｎｏｔｃｈ在扩大造血干细胞的长期发育中是有

限的。缺乏Ｎｏｔｃｈ１或Ｊａｇｇｅｄ１的小鼠在造血干细胞能力的维

持或移植后的造血能力都没有发现任何缺陷。这些结果并不

排除其他Ｎｏｔｃｈ受体或配体在 Ｎｏｔｃｈ１和（或）Ｊａｇｇｅｄ１缺失情

况下发挥了补偿作用。两种互补的方法最近被用来阻止典型

的Ｎｏｔｃｈ信号通路。第一种采用了使 Ｍａｓｔｅｒｍｉｎｄ样蛋阴性表

达从而抑制 Ｎｏｔｃｈ信号通路在造血干细胞和骨髓祖细胞（骨

髓）转录中的功能，而第二种是使造血干细胞中的 ＲＢＰＪ灭

活。这些方法分别阻止了 Ｎｏｔｃｈ信号与 Ｎｏｔｃｈ受体或配体的

结合［１４］。抑制造血祖细胞的 Ｎｏｔｃｈ信号没有发现任何 ＨＳＣ

缺陷，证明造血干细胞具有正常的不断重组及在移植后的分化

能力［１５］。这些研究表明，正常的 Ｎｏｔｃｈ信号通路对维持骨髓

中造血干细胞的动态平衡不是必需的。

３　Ｎｏｔｃｈ信号通路在Ｔ细胞发育中的作用

Ｎｏｔｃｈ信号通路在胸腺Ｔ细胞系的功能和成熟中发挥重

要作用［１６１７］，Ｔ细胞是造血系统中适合研究 Ｎｏｔｃｈ功能的细

胞。ＢＭ前体细胞不断在胸腺分化成熟，并在其迁移到周围组

织之前进一步分化为成熟的αβＴ细胞和γδＴ细胞。多个基因
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丢失和功能增强的研究表明，Ｎｏｔｃｈ１在Ｔ细胞谱系中具有重

要作用［１８］。Ｎｏｔｃｈ１或Ｒｂｐ的诱导灭活可引起Ｂ细胞在胸腺

中积累，从而导致Ｔ细胞在胸腺的发育阻碍。这些研究初步

解释了正常的Ｎｏｔｃｈ１信号决定了早期胸腺Ｔ细胞，而不是Ｂ

细胞的分化，因为其他的髓系或淋巴系不受影响。近期研究显

示，Ｎｏｔｃｈ１能抑制多种细胞在胸腺祖细胞的发育，包括粒细胞

和Ｂ细胞，以及常规的浆细胞、树突状细胞的潜力，从而确保Ｔ

细胞系有效率的产生［１９２０］。

４　Ｎｏｔｃｈ信号通路在周围Ｔ细胞发育和功能中的作用

Ｔ细胞离开胸腺，迁移到周围组织，将针对不同病原体发

挥免疫调节作用。原始Ｔ细胞在接收适当的信号后被激活，

并发挥其功能。例如，ＣＤ８＋ Ｔ细胞通过产生干扰素γ（ＩＦＮγ）

和细胞毒性分子（包括颗粒酶Ｂ和穿孔素聚），集于感染病毒

的周围发挥抗病毒作用。病原体如细菌、寄生虫、真菌、病毒都

能经此途径递呈给抗原呈递细胞（ＡＰＣ），然后激活ＣＤ４＋辅助

性Ｔ细胞（ＴＨ）。这些细胞针对不同的抗原微生物，诱导其特

定的免疫反应［２１］。依据Ｔ细胞分泌细胞因子的不同分为Ｔｈ１

或Ｔｈ２细胞，以及新近发现的Ｔｈ１７细胞。Ｔｈ１细胞主要通过

产生ＩＦＮγ对抗体内的病原体产生抗炎作用，而Ｔｈ２细胞则

主要分泌ＩＬ４、ＩＬ５及ＩＬ１３，并对蠕虫有免疫作用。此外，一

些细菌和真菌通过Ｔｈ１７细胞产生的ＩＬ１７使中性粒细胞向感

染部位聚集而发挥作用。一旦免疫反应被激活，可引起自身免

疫反应或超敏反应，为避免免疫反应的扩大化，机体将产生对

抗其免疫反应的抗体［２２］。

Ｎｏｔｃｈ信号通路与周围Ｔ细胞相关 Ｎｏｔｃｈ受体的表达及

Ｔ细胞的活化、增殖及细胞因子的产生密切相关。体外研究证

实，外周血中ＴＣＲ的激活可导致 Ｎｏｔｃｈ１信号上调，并与其增

殖有关。Ｇ分泌酶抑制剂（ＧＳＩ）通过调节抑制 Ｎｏｔｃｈ信号抑

制外周ＣＤ４＋ 及ＣＤ８＋Ｔ细胞，进而减少 Ｔ细胞增殖并减少

ＩＦＮγ的分泌。另一项研究表明，ＮＩＣＤ的表达可通过Ｔ细胞

产生ＩＬ２及ＩＬ２受体增强其正反馈通路。Ｎｏｔｃｈ信号通路也

与原始的ＣＤ８＋Ｔ细胞分化成杀伤性Ｔ细胞（ＣＴＬ）有关，其中

的一个途径是通过上调转录因子Ｅｏｍｅｓ，从而调节穿孔素和颗

粒酶 Ｂ 的表达
［２３］。此外，在小鼠模型中，淋巴细胞表达

Ｎｏｔｃｈ１的反转录基因，并且能够降低Ｅｏｍｅｓ、穿孔素和颗粒酶

Ｂ的表达，Ｎｏｔｃｈ２也能调节颗粒酶Ｂ的表达。Ｎｏｔｃｈ２胞内结

构域通过与转录因子ＣＲＥＢ１结合于颗粒酶Ｂ启动转录。体

外研究显示，Ｎｏｔｃｈ２缺陷的ＣＤ８＋Ｔ细胞在受刺激后比对照组

产生更少的颗粒酶Ｂ。

５　Ｎｏｔｃｈ信号通路在边缘区Ｂ细胞发育中的作用

Ｎｏｔｃｈ信号通路在淋巴系统的脾脏边缘区Ｂ细胞及与之

相对的滤泡Ｂ细胞中也发挥重要的作用。成熟的脾脏Ｂ细胞

是由滤泡Ｂ细胞和边缘区Ｂ细胞两个主要亚群组成
［２４］。滤泡

Ｂ细胞，作为脾脏Ｂ细胞的主要亚群，是一个再循环细胞，可返

回Ｂ细胞的滤泡中心。并参与Ｔ细胞依赖性蛋白抗原的免疫

反应。相反，边缘区Ｂ细胞不通过再循环，而集中于脾脏边缘

窦和脾脏红髓之间的脾脏白髓的外缘。脾脏的边缘区Ｂ细胞

及滤泡Ｂ细胞都是由ＢＭ 中的Ｂ细胞系造血祖细胞发育而

来的。

目前普遍认为脾脏边缘区Ｂ细胞的发育依赖于 Ｎｏｔｃｈ与

ＤＬＬ１之间相互作用，依此建立的 Ｎｏｔｃｈ２或 ＤＬＬ１缺陷小鼠

模型中，边缘区Ｂ细胞的数量大大降低，证实 Ｎｏｔｃｈ信号在边

缘区Ｂ细胞的发育中是必需的。通过分析缺失 Ｎｏｔｃｈ信号的

小鼠模型发现ＲＢＰＪ或 ＭＡＭＬ１基因的缺失也无法产生边缘

区Ｂ细胞
［２５］。与之相对的研究表明，敲除 ＭＩＮＴ（Ｎｏｔｃｈ信号

通路的负调控因子）导致脾脏边缘区Ｂ细胞的增加。总之，

Ｎｏｔｃｈ信号通路可能通过 Ｎｏｔｃｈ２ＤＬＬ１相互作用的强度来控

制边缘区Ｂ细胞的发育速度，但目前缺乏有效的证据。

尽管有些研究已证实ＤＬＬ１是Ｎｏｔｃｈ２在边缘区Ｂ细胞发

育中的相关配体，然而识别ＤＬＬ１在脾脏细胞中的表达非常困

难。特别是位于红髓和脾脏边缘区之间特殊的内皮细胞，可选

择性表达ＤＬＬ１
［２６］。看起来这些表达ＤＬＬ１配体的前体细胞

的胞吞作用可能需要通过Ｎｏｔｃｈ２与边缘区细胞及其前体的有

效信号。因为 Ｍｉｎｄｂｏｍｂ１（Ｍｉｂ１）及Ｅ３连接酶的缺失被认为

是调节ＤＬＬ１胞吞作用及表型模拟的模型中 Ｎｏｔｃｈ２与ＤＬＬ１

突变的小鼠［２７］。

６　小　　结

近几年来越来越多的证据表明，Ｎｏｔｃｈ在Ｔ细胞介导的免

疫反应中起重要作用，特别是能够调节辅助性 Ｔ细胞分化。

基因功能缺失的研究指出Ｎｏｔｃｈ信号通路在Ｔｈ２细胞分化中

起重要作用。然而，Ｎｏｔｃｈ似乎也影响Ｔｈ１细胞分化。Ｔｈ１和

Ｔｈ２细胞的分化可能取决于 Ｎｏｔｃｈ激活的配体。配体受体的

特异性问题目前还不清楚。还不知道Ｊａｇｇｅｄ和ＤＬＬ表达的

抗原呈递细胞在诱导Ｎｏｔｃｈ信号通路的能力有何不同，信号的

强度及Ｔｈ细胞分化过程中是如何转化不同的靶基因仍是个

难题。
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·综　　述·

核酸适配体及其应用研究进展 

姚　远 综述，张　波△审校

（第三军医大学西南医院全军检验医学中心，重庆４０００３８）

　　关键词：适配体；　指数富集的配基系统进化技术；　核酸

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０８．０３２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０８１０１１０３

　　１９９０年Ｔｕｅｒｋ等
［１］报道了一种新的寡核苷酸筛选技术。

该技术与ＰＣＲ扩增相结合，在体外人工构建的短链核苷酸文

库中筛选出能与噬菌体Ｔ４ＤＮＡ聚合酶特异性结合的ＲＮＡ配

体。其原理基于生物自然进化机制，即：变异、选择和复制，故

被命名为指数富集的配基系统进化（ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｌｉｇａｎｄｓｂｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ＳＥＬＥＸ）技术，筛选出的短

链ＤＮＡ或ＲＮＡ配体称为适配体。由于适配体与相应靶标结

合具有较高的特异性和亲和力，生产技术及分子稳定性方面的

优势可与抗体媲美，ＳＥＬＥＸ技术已被广泛应用于生物医学众

多研究领域，本文就寡核酸适配体及其筛选技术的研究现状和

应用前景做一综述。

１　适配体的筛选

１．１　适配体筛选的基本原理　ＳＥＬＥＸ技术利用分子生物学

技术，设计并构建随机单短链核苷酸（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄＤＮＡ／ｓｉｎ

ｇｌｅｓｔｒａｎｄＲＮＡ，ｓｓＤＮＡ／ｓｓＲＮＡ）文库，通过靶标物质与随机

文库混合后形成靶标ｓｓＤＮＡ／ｓｓＲＮＡ复合物；洗脱掉未结合

的适配体，分离结合于靶物质上的核酸分子，以后者为模板进

行ＰＣＲ扩增，进行下一轮筛选过程。通过多轮循环筛选，与靶

标不结合或低亲和性结合的核酸分子被去除，而与靶分子高亲

和性的“适配体”被分离出来，且纯度随着筛选进程而增高。若

在ＳＥＬＥＸ的每轮筛选循环后增加核酸反转录步骤，则可筛选

到ＲＮＡ适配体。将筛选出的高特异性适配体进行人工体外

合成，用于靶物质的识别、实验诊断和治疗研究。

１．２　适配体筛选过程　适配体筛选步骤主要包括，（１）筛选方

法的选择：根据研究目的和靶标特点确定适配体应具有的特

性，以此设计具体的ＳＥＬＥＸ筛选方法；（２）寡核苷酸文库的建

立：依据选择的筛选方法建立具有合适长度和足够容量的寡核

苷酸组合文库；（３）循环筛选：以固态化或游离态的靶标为基

础，通过多次循环筛选获得适配体；（４）ＳＥＬＥＸ筛选结束后，对

适配体进行测序和特异性修饰，以提高适配体的选择性。

１．３　适配体筛选技术发展　自上世纪９０年代以来，ＳＥＬＥＸ

筛选技术发展比较迅速，可满足多种不同的筛选需要，陆续出
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