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Cигнальный путь Notch является одним из ключевых в определении направления диф-
ференцировки клеток, а также в межклеточной сигнализации. Этот сигнальный путь обладает 
высокой консервативностью. В состав сигнального пути Notch входят собственно белки-рецеп-
торы Notch, лиганды этих белков и нижележащие транскрипционные комплексы и мишени. Из-
вестно, что активация сигнального пути Notch может происходить по-разному в зависимости 
от типа ткани и сигнала, а разные ткани различаются по содержанию белков семейства Notch, 
а также их лигандов. Роль этого сигнального пути в процессе клеточной дифференцировки 
клеток разных типов является предметом активно ведущихся исследований. Целью данного 
исследования было изучение влияния активации сигнального пути Notch на адипогенную и 
остеогенную дифференцировку мультипотентных мезенхимных стромальных клеток (ММСК) 
жировой ткани человека. Для этого в ММСК активировали сигнальный путь Notch при по-
мощи введения внутриклеточного домена белка Notch1 (NICD) на лентивирусном носителе и 
индуцировали остеогенную либо адипогенную дифференцировку. Введение NICD приводило к 
активации генов-мишеней сигнального пути Notch — HEY1 и HES1 — как в дифференцирован-
ных, так и в недифференцированных клетках. При этом воздействие активированного домена 
NICD приводило к блокированию индуцируемой дифференцировки обоих типов: не происхо-
дило индукции специфических маркеров дифференцировки — PPARG и CFD при адипогенной, 
и SPP1, IBSP, BGLAP — при остеогенной дифференцировке. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что индукция адипогенной и остеогенной дифференцировки ММСК сопровождается 
умеренной активацией сигнального пути Notch, но экзогенное воздействие внутриклеточным 
доменом белка Notch1 приводит к значительно более высокому уровню активации сигнального 
пути Notch и препятствует индуцируемой адипо- и остеогенной дифференцировке. Мы пола-
гаем, что наблюдаемый эффект свидетельствует о том, что сигнальный путь Notch участвует в 
поддержании баланса между стволовыми свойствами ММСК и их способностью к дифферен-
цировке. Библиогр. 31 назв. Ил. 4. Табл. 1.
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Notch is a key pathway in cell-cell communication and determining cell fate. Tissue-specifi c 
role of this signaling pathway is poorly understood. Th e purpose of this study was to investigate the 
infl uence of Notch pathway activation on adipogenic and osteogenic diff erentiation of mesenchimal 
stem cells (MSC) of human adipose tissue. Using  lentiviral transduction we introduced activated 
intracellular domain of Notch1(NICD) into MSC and induced osteogenic and adipogenic 
diff erentiation. Introduction of NICD led to the activation of Notch target genes, HEY1 and HES1, 
both in diff erentiated and undiff erentiated cells. Simultaneous exposure to activated NICD domain 
and diff erentiation inducers led to the block of both types of diff erentiation. Th e expression of specifi c 
markers was substantially decreased: PPARG and adipsin in adipogenic diff erentiation, and SPP1, 
IBSP, BGLAP in osteogenic diff erentiation. Th us, according to our data, induction of adipogenic 
and osteogenic diff erentiation in MSC associated with activation of Notch signaling pathway. At the 
same time, high nonspecifi c activation of the pathway prevented the diff erentiation of both types. Th e 
observed eff ect suggests that Notch pathway is involved in maintaining the balance between stemness 
and diff erentiation capacity of MSC. Refs 31. Figs 4. Tables 1.

Keywords: Notch signaling, osteogenic diff erentiation, adipogenic diff erentiation, multipotent 
mesenchymal stromal cells.

Notch  — семейство трансмембранных белков, характеризующееся наличием
EGF-повторов и специфических характерных для этого семейства доменов. Белки се-
мейства Notch обеспечивают межклеточную сигнализацию в эмбриогенезе и взрослом 
организме. Сигнальный путь, за счет которого происходит передача сигналов между 
клетками посредством белков семейства Notch, получил одноименное название  — 
Notch. Этот путь является консервативным и регулирует развитие и дифференциров-
ку многих типов тканей у животных и человека, a также влияет на главные клеточные 
процессы: пролиферацию, дифференцировку и апоптоз [1, 2]. У млекопитающих опи-
саны четыре рецептора Notch (Notch1–4) и 7 лигандов семейства DSL (Delta/Serrate/
LAG-2), входящих в сигнальный путь Notch. Рецепторы и лиганды представляют собой 
в основном трансмембранные формы белков и обеспечивают взаимодействие сосед-
них клеток друг с другом [3, 4]. Взаимодействие рецептора Nоtch с лигандом вызыва-
ет протеолитическое отщепление внутриклеточного домена Notch рецептора (NICD, 
Notch Intracellular Domain), который транспортируется в ядро и взаимодействует с 
транскрипционными факторами семейства CSL (СBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1). 
Комплекс NICD-CSL активирует транскрипцию генов семейств HES и HEY (альтер-
нативное имя HERP), которые, в свою очередь, взаимодействуют с различными ниже-
лежащими мишенями [3, 5–7]. Спектр действия сигнального пути Notch затрагивает 
большое количество различных генов, среди которых — гены, ответственные за раз-
нообразные клеточные функции, в том числе дифференцировку и пролиферацию [2]. 
Известно, что в разных тканях активация этого сигнального пути может приводить 
к разным последствиям, а особенности тех или иных тканей с точки зрения функцио-
нирования в них сигнального пути Notch все еще недостаточно изучены [8]. 

Большинство исследований роли сигнального пути Notch в дифференцировке 
клеток проводили на примере остеогенной дифференцировки, так как было выявлено, 
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что мутации в генах рецепторов Notch — JAG1, DLL3 — приводят к нарушениям раз-
вития скелета. Показано, что Notch играет важную роль в созревании и функциониро-
вании остеобластов и остеокластов [9, 10].  

Мультипотентные мезенхимные стволовые клетки (MMCК), выделенные из жи-
ровой ткани являются удобной моделью для изучения процесса дифференцировки 
клеток, так как они способны дифференцироваться в различные клеточные линии — 
преимущественно остеобласты, хондроциты и адипоциты  — при воздействии соот-
ветствующих индукторов [11]. Дифференцировка мезенхимных стволовых клеток 
регулируется локальными тканевыми сигналами, при этом сигнальный путь Notch, 
по-видимому, может играть одну из ключевых ролей [12]. По поводу влияния компо-
нентов Notch на дифференцировку клеток опубликованы противоречивые данные. 
Так, было установлено, что при введении в ММСК человека экзогенного JAG1, коди-
рующего один из лигандов пути Notch — Jagged1, происходила индукция остеогенной 
дифференцировки MМCК [13]. Но существуют работы, описывающие ситуацию, когда 
индукция сигнального пути Notch, напротив, ведет к подавлению остеогенной диф-
ференцировки ММСК. Так, введение активированного домена NICD в ММСК мыши 
in vitro приводило к подавлению остеогенной дифференцировки клеток, a in vivo — к 
снижению плотности костной массы [4]. Подобные исследования были проведены на 
моделях трансгенных мышей, что не всегда отражает ситуацию, происходящую в чело-
веческих клетках [14–16].

Таким образом, несмотря на то что известны мутации генов-компонентов сиг-
нального пути Notch, приводящие к серьезным костным заболеваниям, связанным с 
нарушением дифференцировки клеток (синдром Алажиля, синдром Хайду—Чейни, 
брахидактилия, дизостоз, остеосаркома и остеопения), роль сигнального пути Notch 
в остеогенной дифференцировке стволовых клеток остается недостаточно изученной 
[12]. До сих пор неизвестно, как именно он влияет на это направление дифференци-
ровки: увеличивает ли потенциал к дифференцировке или подавляет его. Кроме того, 
большинство проведенных работ было связано с изучением преимущественно кост-
ных заболеваний, и как следствие, с исследованием влияния Notch на остеогенное на-
правление дифференцировки клеток, тогда как роль Notch в других направлениях кле-
точной дифференцировки изучена слабо. 

Целью данного исследования стало изучение роли сигнального пути Notch в ади-
погенной и остеогенной дифференцировке ММСК жировой ткани человека. Для этого 
мы вводили активированный домен белка Notch1, NICD, и таким образом имитиро-
вали активацию сигнального пути Notch, при которой внутренний домен белка Notch 
отщепляется в результате взаимодействия его с лигандом и активируется, приобретая 
трансактивирующую способность. Этот способ исследования активации сигнального 
пути Notch описан во многих работах и общепринят. Мы анализировали, во-первых, 
уровень активации сигнального пути Notch по степени увеличения экспрессии спе-
цифических мишеней в недифференциованных и дифференцированных ММСК; во-
вторых, влияние активации сигнального пути Notch на эффективность дифференци-
ровки при помощи оценки уровня экпрессии специфических адипо- и остеогенных 
маркеров, а также на морфологическом уровне. По нашим данным, активация сиг-
нального пути Notch происходит при запуске обоих типов дифференцировки, но пря-
мая активация путем введения NICD в ММСК в этот момент приводит к подавлению 
дифференцировки обоих типов. Мы полагаем, что такое действие NICD обусловлено 



97

свойствами сигнального пути Notch обеспечивать гомеостаз ткани за счет поддержа-
ния стволовых свойств клеток и участия в регулировке тканеспецифичной дифферен-
цировки.

Материалы и методы

Генетические конструкции. Лентивирусный вектор, несущий внутриклеточный 
домен гена NOTCH1 (NICD), был любезно предоставлен А. Н. Томилиным (Институт 
цитологии РАН). Для создания лентивирусных частиц использовали плазмиды, не-
сущие пакующие и функциональные гены вируса иммунодефицита человека, как это 
было описано ранее [17].

Культуры клеток МСК ЖТ, трансдукция и дифференцировка. В исследовании 
использованы культуры МСК 3–6 пассажа, полученные от здоровых доноров (кри-
терий включения в группу здоровых доноров  — отсутствие значимых заболеваний, 
возраст до 50 лет, мужской пол) по стандартной методике [18]. При культивировании 
использовали пластиковые чашки Петри (Corning, США) в среде a-MEM (Панэко, Рос-
сия) с добавлением 10% эмбриональной сыворотки коров (Hyclone, США), 50 ед./мл 
пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина (Invitrogen, США) в атмосфере 5% СО2 при 
37 °С. Для подтверждения принадлежности полученных культур к ММСК на проточ-
ном цитометре GuavaEasyCyte6 (Millipore, США) проводили иммунофенотипирование 
с использованием моноклональных антител против CD19, CD34, CD45, CD73, CD90, 
CD105, CD146 и CD166 (BD, США) по стандартной методике [18]. 

Трансдукцию проводили следующим образом. Через час после пересева к среде 
культвирования ММСК добавляли концентрат лентивирусных частиц, несущих NICD. 
На следующий день после трансдукции в клетках индуцировали остеогенную или 
адипогенную дифференцировку, как это было описано ранее [19, 20]. Для остеоген-
ной дифференцировки к стандартной среде культивирования добавляли следующие 
факторы: 50мкМ аскорбиновой кислоты, 1мкМ дексаметазона и 10мМ бета-глицерол-
фосфата (Sigma, США). Адипогенную дифференцировку индуцировали добавлением к 
стандартной среде культивирования 0,5мМ 3-изобутил-1-метилксатина, 1мкМ декса-
метазона и 1мкМ инсулина (Sigma, США).

Анализ экспрессии генов. Тотальную РНК выделяли с помощью TRIzol Reagent 
(Invitrogen, США) согласно рекомендациям производителя. Реакцию обратной транс-
крипции проводили, используя RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, 
Литва). Для количественного анализа изменения уровня экспрессии исследуемых ге-
нов применяли коммерческие системы ПЦР в реальном времени SYBR Green (Евроген, 
Россия). Праймеры синтезировали в компании Синтол, Россия. Последовательности 
использованных праймеров приведены в таблице. 

Для анализа данных, полученных в ходе количественной ПЦР в режиме реального 
времени, в качестве метода представления относительной экспрессии гена использо-
ван сравнительный Сt метод (2-ΔΔCT метод), в модификации «относительное околи-
чествление», при котором оценка экспрессии гена интереса производится относитель-
но экспрессии внутреннего контрольного гена. В ходе анализа для каждой реакции 
рассчитывали следующие показатели: значение Ct (ΔCT), значение ΔCt (ΔΔCT) для 
репликатов, показатель 2ΔΔCT, кратность отношения уровней экспрессии в образцах 
(в сравнении индивидуальных экспериментальных групп со средним значением для 
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внутреннего контрольного образца) [21, 22]. Уровень экспрессии исследуемого гена 
нормализовали на уровень экпрессии гена домашнего хозяйства GAPDH. Серии экс-
периментов повторяли трижды (биологические репликаты), для каждого эксперимента 
проверку уровня экспрессии соответствующего гена повторяли дважды (физические 
репликаты). Данные на рисунках представлены в виде среднего по всем проведенным 
экспериментам, указаны стандартные отклонения для каждой исследованной точки. 
Достоверность различий между группами оценивали при помощи критерия Стьюден-
та. Достоверными считали различия при уровне значимости P<0,05. На рисунках до-
стоверные различия отмечены звёздочками.

Использованные в работе праймеры

Название праймера Последовательность ( 5´→3´)

Hey1 F TGGATCACCTGAAAATGCTG
Hey1 R CGAAATCCCAAACTCCGATA
Hes1 F AGCACAGAAAGTCATCAAAG
Hes1 R AGGTGCTTCACTGTCATTTC
Snail F CTCTTTCCTCGTCAGGAAGC
Snail R GGCTGCTGGAAGGTAAACTC
Slug F ATGAGGAATCTGGCTGCTGT
Slug R CAGGAGAAAATGCCTTTGGA
IBSP F TGCCACTCACTGCCTTGAGCC
IBSP R GAGAAAGCACAGGCCATTCCCA
BGLAP F TGGCCGCACTTTGCATCGCT
BGLAP R TTGCTGGACTCTGCACCGCT
SPP1 F GCCACATGGCTAAACCCTGACCC
SPP1 R TGTGGTCATGGCTTTCGTTGGACT
Adipsin F CATGCTCGGCCCTACATGG
Adipsin R CACAGAGTCGTCATCCGTCAC
PPARG F AGCCTTCCAACTCCCTCATGGCA
PPARG R TCCGGAAGAAACCCTTGCATCCT
GAPDH F AATGAAGGGGTCATTGATGG
GAPDH R AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA

Результаты

Для подтверждения активации сигнального пути Notch в ММСК ЖТ человека 
мы проверили, будет ли происходить накопление транскриптов генов-мишеней Notch 
в ММСК в ответ на введение экзогенного домена NICD человека.  Ранее было показа-
но, что гены HEY1, HES1, SNAIL, SLUG являются основными мишенями Notch в ММСК 
мыши, поэтому мы проверили накопление транскриптов этих генов в ММСК человека в 
ответ на введение NICD. Для этого ММСК трансдуцировали лентивирусами, несущими 
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домен NICD. В качестве контроля использовали клетки без трансдукции. Полученные 
результаты показали, что при введении NICD в ММСК происходит активация транс-
крипции всех исследованных мишеней: HEY1, HES1, SNAIL, SLUG (рис. 1). Транскрипция 
гена HEY1 — самой известной мишени Notch — повышалась почти в 90 раз, что соот-
ветствует высокому уровню активации сигнального пути Notch в исследуемых ММСК.

Для того чтобы выяснить, происходит ли активация сигнального пути Notch при 
дифференцировке ММСК и как на этот процесс влияет введение экзогенного NICD, мы 
проверили уровень экспрессии мишеней Notch — HEY1 и HES1 при дифференцировке 
ММСК, а также при одновременном воздействии индукторов дифференцировки и эк-
зогенного NICD. Для этого в ММСК индуцировали дифференцировку в присутствии 
NICD (рис. 2). Из представленных данных видно, что индукция обоих исследованных 

Рис. 1. Активация экспрессии генов-мише-
ней Notch при введении NICD в недифференци-
рованных ММСК

По осям ординат  — относительный уровень 
мРНК соответствующего маркера (данные 
ПЦР в реальном времени). Вертикальными 
отрезками обозначены величины стандартного 
отклонения. Уровень экспрессии нормировался на 
соответствующий уровень в недифференцированных 
клетках без трансдукции. + NICD  — пробы с 
введением NICD, –NICD  — пробы без введения 
NICD. Сделано 3 биологических повтора. То же для 
рис. 2, 4.

Рис. 2. Анализ уровня экспрессии генов HEY1 и HES1 при введении NICD и запуске диффе-
ренцировки: а — остеогенная дифференцировка, б — адипогенная дифференцировка

Звездочка (*) — P < 0,05. То же для рис. 4.
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типов дифференцировки приводит к усилению транскрипции генов HEY1 и HES1, это 
свидетельствует об активации сигнального пути Notch в ходе дифференцировки. До-
полнительное введение NICD приводит к многократному усилению транскрипции ми-
шеней Notch, особенно — гена HEY1. 

Для оценки роли сигнального пути Notch в дифференцировке ММСК, мы про-
анализировали влияние NICD на дифференцировку этих клеток. При одновременном 
воздействии NICD и индукторов дифференцировки на 14-й день после индукции на-
блюдали морфологическую картину, соответствующую отсутствию запуска дифферен-
цировки, а также гибель клеток как в случае остеогенной, так и в случае адипогенной 
дифференцировки (рис. 3). 

Для того чтобы подтвердить наблюдаемое на морфологическом уровне отсутствие 
дифференцировки при действии NICD, мы проверили экспрессию специфичных мар-
керов адипогенной и остеогенной дифференцировки при одновременном воздействии 
индукторов дифференцировки и NICD. В качестве маркеров остеогенной дифферен-
цировки были использованы известные остеогенные маркеры — IBSP, BGLAP, SPP1, 
адипогенной — CFD, PPARG. Полученные данные, представленные на рис. 4, показали, 
что активация сигнального пути Notch с помощью введения экзогенного домена NICD 

Рис. 3. Фотографии дифференцированных МСК жировой ткани (на 
4-й день дифференцировки), сделанные на микроскопе Zeiss, ×20, при 
введении NICD (а, в), без введения NICD (б, г), при остеогенной диффе-
ренцировке (а, б), при адипогенной дифференцировке (в, г)
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приводит к значительному снижению уровней мРНК соответствующих специфичных 
маркеров и, следовательно, действительно подавляет адипогенную и остеогенную диф-
ференцировки клеток.

Обсуждение

Сигнальный путь Notch является одним из ключевых в обеспечении межклеточ-
ной сигнализации и определении судьбы клетки в эмбриогенезе и во взрослом орга-
низме. Как и в случае многих других сигнальных путей, путь Notch действует в самых 
разных клетках и типах тканей, и результат его воздействия сильно зависит от клеточ-
ного окружения и типа ткани [23]. 

Роль сигнального пути Notch в остеодифференцировке изучали на разных кле-
точных системах, и полученные данные неоднозначны. С использованием ММСК 
человека было показано, что упоминавшийся лиганд Jag1 способствует остеогенной 

Рис. 4. Анализ влияния активации сигнального пути Notch при введении 
вектора NICD на экспрессию остеогенных: IBSP (а), BGLAP (б), SPP1 (в), и ади-
погенных: адипсин (г), PPARG (д) маркеров дифференцировки с помощью ПЦР 
в реальном времени

По оси абсцисс цифрами обозначено время от начала дифференцировки (сутки).
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дифференцировке [11]. C другой стороны, было показано, что эффект Notch в клетках 
зависит от степени их дифференцировки в момент действия Notch. Notch подавляет 
созревание и функционирование зрелых остеобластов, когда компоненты пути экс-
прессируются на ранних стадиях остеобластной дифференцировки, что ведет к ин-
гибированию формирования костной ткани и потере костной массы [4, 15, 24]. Также 
отмечено, что эффект Notch может зависеть от типа активированного рецептора. В  то 
время как активация Notch1 подавляет процесс созревания зрелых остеокластов, ак-
тивация Notch2 способствует остеокластогенезу [25, 26].

В данной работе нами был проведен анализ влияния активации сигнального пути 
Notch на процесс дифференцировки клеток в двух направлениях — остеогенном и ади-
погенном. Полученные данные свидетельствуют о том, что, во-первых, сигнальный путь 
Notch активируется в ММСК ЖТ в ответ на введение экзогенного домена NICD. Во-
вторых, активация этого сигнального пути, по-видимому, принимает участие в самом 
процессе запуска дифференцировки клеток, так как уровень экспрессии его генов-мише-
ней повышается при индукции дифференцировки и в адипо-, и в остеогенном направ-
лении. Наконец, активация сигнального пути Notch при введении NICD препятствует 
остеогенной и адипогенной дифференцировке клеток. Мы предполагаем, что наблюдае-
мый эффект может быть связан с тем, что для запуска дифференцировки необходим не-
кий пороговый уровень сигнализации при помощи Notch пути. Можно предположить, 
что превышение этого уровня приводит к инактивации сигналов дифференцировки и 
ее прекращению. С этим предположением согласуются данные других авторов, которые 
показали, что введение в ММСК лиганда рецептора Notch1 Jag1 способствует остеоген-
ной дифференцировке МСК человека [11]. Подобные данные ранее были показаны и для 
дифференцировки в адипогенном направлении. Введение Jag1 в МСК жировой ткани 
способствовало адипогенной дифференцировке [27]. Возможно, воздействие лиганда 
намного слабее и приводит к меньшей активации HEY1, чем в том случае, когда в клетку 
напрямую вводится NICD. Таким образом, мы предполагаем, что имеется некое поро-
говое значение сигнализации пути Notch, и сдвиг этого баланса в ту или иную сторону 
обеспечивает либо дифференцировку, либо поддержание стволовых свойств мульти-
потентных клеток. При этом наши данные свидетельствуют о том, что реакция клетки, 
связанная с изменением каких-либо клеточных процессов в ответ на введение NICD, не 
зависит от типа дифференцировки клеток и, возможно, является универсальной.

В литературе не существует единого мнения о том, как же в действительности 
сигнальный путь Notch влияет на процесс дифференцировки клеток в разных тканях. 
Наши данные в случае адипогенной дифференцировки МСК жировой ткани человека 
согласуются с данными других авторов [28]. В случае остеогенной дифференцировки 
существуют данные, подтверждающие, что активация сигнального пути Notch спо-
собствует дифференцировке МСК в остеокласты, это запускает процессы в ММСК, 
связанные с разборкой костной ткани и снижением костной массы [29]. Однако су-
ществует и ряд противоположных данных. Так, например, было показано, что сиг-
нальный путь Notch оказывает противоположное действие: способствует остеогенной 
дифференцировке и подавляет адипогенную при введении NICD и Jag1 в ММСК кост-
ной ткани человека [30]. В другой работе авторами было показано, что в случае мно-
жественной миеломы, связанной с деактивацией сигнального пути Notch, происходит 
ингибирование остеогенной дифференцировки ММСК [31].

Таким образом, исследования, затрагивающие данный вопрос, весьма противо-
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речивы. Это неудивительно, если учесть то, что авторы таких исследований использо-
вали разные типы и источники клеток, активировали Notch разными методами, затра-
гивающими разные типы лигандов и рецепторов Notch. Многие работы были сделаны 
только на моделях мышей. Ответ клеток на сигнализацию посредством лигандов и 
рецепторов Notch может быть разным и зависит от типа клеток, от типа активиро-
ванного рецептора Notch, а также от пересечения сигнального пути Notch с другими 
важными сигнальными путями [23]. Следует учесть, что наше исследование имеет ряд 
ограничений, связанных, например, с тем, что все процессы изучали in vitro на модели 
культивированных клеток, и активация сигнального пути Notch происходила посред-
ством введения лентивирусных конструкций в клетку. Дальнейшее выяснение особен-
ностей регуляции дифференцировки ММСК при участии сигнального пути Notch яв-
ляется предметом наших следующих исследований.
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Расшифровка названий генов:  

CFD (Сomplement factor D) — адипсин;
PPARG (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) — активатор пероксисомальной проли-

ферации гамма;
SPP1 (secreted phosphoprotein 1) — остеопонтин;
IBSP (integrin binding sialoprotein) — сиалопротеин;
BGLAP (bone gamma carboxyglutamate protein ) — остеокальцин;
HES1 (hairy/enhancer of split-1);
HEY1 (Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 1).
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