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肾上腺髓质素对人牙髓干细胞增殖和分化的影响
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　　［摘要］　目的　探讨肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ＡＤＭ）对人牙髓干细胞（ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＤＰＳＣｓ）增殖、成牙本

质分化能力的影响。方法　体外培养的人ＤＰＳＣｓ传至第３代，培养液中加入不同浓度ＡＤＭ（１０－６、１０－７及１０－８ ｍｏｌ／Ｌ）处理

细胞２４ｈ，并设置空白对照组。流式细胞术检测细胞周期及细胞凋亡，定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测成牙本质分化标记物碱

性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）的ｍＲＮＡ及蛋白表达。结果　细胞周期检测结果显示，３种浓度ＡＤＭ干预ＤＰＳＣｓ后

Ｇ２／Ｓ／Ｍ期细胞比例均较空白对照组上升（犘＜０．０５），但各干预组间差异无统计学意义；细胞凋亡检测结果显示，３种浓度

ＡＤＭ干预组的ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
＋／ＰＩ－标示细胞比例均较空白对照组下降（犘＜０．０５），但各干预组间差异无统计学意义；定量ＰＣＲ

及蛋白质印迹检测结果显示，ＤＰＳＣｓ中犃犔犘ｍＲＮＡ及蛋白表达较空白对照组上升（犘＜０．０１），但各干预组间差异无统计学意

义。结论　ＡＤＭ具有促进ＤＰＳＣｓ的增殖、抑制凋亡及促其向成牙本质分化的作用。

　　［关键词］　牙髓干细胞；肾上腺髓质素；细胞增殖；细胞分化
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　　自２０００年Ｇｒｏｎｔｈｏｓ等
［１］证实成人的牙髓组织

中存在干细胞之后，牙髓干细胞（ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＤＰＳＣｓ）就成为了口腔医学研究领域的新热

点。Ｇｒｏｎｔｈｏｓ等
［２］还发现ＤＰＳＣｓ在体外能形成高

密度散在的矿化结节，植入免疫缺陷小鼠皮下能形

成与天然牙结构近似的牙髓牙本质复合体，其中包

括牙本质样结构、沿牙本质小管样结构排列的成牙

本质样细胞以及血管、神经和结缔组织，从而证实

ＤＰＳＣｓ具有自我更新的能力。研究者还借鉴骨髓基

质细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的研究
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方法，对ＤＰＳＣｓ和ＢＭＳＣｓ体外增殖情况进行对比，

发现 ＤＰＳＣｓ平均约有７２％５溴脱氧尿嘧啶核苷

（ＢｒｄＵ）阳性细胞，而ＢＭＳＣｓ约有４６％ ＢｒｄＵ阳性

细胞，表明在体外培养中ＤＰＳＣｓ的增殖率比ＢＭＳＣｓ

高，研究还发现ＤＰＳＣｓ在以后的传代中依然保持着

较高的增殖能力［３］。ＤＰＳＣｓ具有横向分化的潜能，

在不同的微环境作用下可分化为多种细胞，如成牙

本质细胞、肌细胞、脂肪细胞和骨细胞等。

　　肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ＡＤＭ ）是一种

多能性肽，最初从人脑细胞中分离获得［４］，具有扩张

血管、促细胞生长、调节激素分泌、排钠利尿、抗菌等

功能［５］。ＡＤＭ被认为在哺乳动物的发育中发挥了

重要的作用［６］。有研究发现，在牙齿组织发育过程

的关键发育时间点呈现 ＡＤＭ 的高表达
［７］。ＡＤＭ

的作用被认为是调节胚胎发育，控制细胞增殖、分化

和迁移，并推测可能在成体中起到调节内环境平衡

的作用［８］。尤其引起我们重视的是，ＡＤＭ对成骨现

象存在明显的调控作用［９］，虽然骨发生和牙本质发

生各自由成骨细胞与成牙本质细胞通过不同的分子

机制调控，但两者的基因表达模式却具有一定的相

似性，具有共同的标记物，如：骨唾液酸蛋白（ｂｏｎｅ

ｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＳＰ）、骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、碱性

磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）。

　　ＡＤＭ的这些特性似乎适用于牙髓损伤的治疗，

然而 ＡＤＭ 对ＤＰＳＣｓ的生物学效应尚未明确。本

研究通过滴注不同浓度ＡＤＭ，观察ＡＤＭ对ＤＰＳＣｓ

的增殖、凋亡、分化的影响，评估 ＡＤＭ 在牙髓再生

中可能发挥的生物学效应，以期为 ＡＤＭ 在体内牙

髓再生研究及其临床应用提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要材料　人原代牙周膜细胞由第三军医大

学新桥医院口腔科谭颖徽教授惠赠；ＡＤＭ、牛血清

白蛋白（ＢＳＡ）购自Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ细胞培养基

及胎牛血清（ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡ反转录及定量ＰＣＲ试剂盒购

自 ＴａＫａＲａ 公 司；细 胞 周 期 检 测 试 剂 盒 （ＰＩ／

ＲＮａｓｅＡ）购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＡＬＰ引物序列由上海生

工生物工程技术服务有限公司设计合成，ＡＬＰ正义

链：５′ＣＡＧＴＴＣＴＧＧＡＧＧＡＴＧＧＣ３′，反义链：

５′ＴＣＴＣＡＣＡＧＣＣＴＴＧＣＧＴＧＴＴＣ３′；细胞凋

亡检测试剂盒 （ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ）、细胞总蛋白

抽提裂解液及ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自江苏

碧云天生物技术研究所。小鼠抗人 ＡＬＰ及抗人β

ａｃｔｉｎ单克隆抗体、ＨＲＰ标记山羊抗小鼠二抗购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　ＤＰＳＣｓ培养及分组 　 人原代 ＤＰＳＣｓ，在

ＤＭＥＭ（含２０％ ＦＢＳ）、５％ ＣＯ２、３７℃条件下培养。

传代培养至第３代，分别在培养液中添加ＡＤＭ至终

浓度分别为１０－６、１０－７及１０－８ ｍｏｌ／Ｌ（ＡＤＭ 干预

组），培养２４ｈ后收集细胞。另设未经处理的ＤＰ

ＳＣｓ作为空白对照组。

１．３　流式细胞术检测 ＤＰＳＣｓ细胞周期　将各组

ＤＰＳＣｓ细胞重悬于５００μＬＢｕｆｆｅｒＡ （１００ｍｍｏｌ／Ｌ

磷酸缓冲液，０．５％ ＢＳＡ）。ＢｕｆｆｅｒＡ洗涤２次，加

入ＰＩ（２５μｇ／ｍＬ）＋ＲＮａｓｅＡ （５０μｇ／ｍＬ）３００μＬ，

吹匀重悬，４℃避光处理３０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测

细胞周期。

１．４　流式细胞术检测 ＤＰＳＣｓ细胞凋亡　将各组

ＤＰＳＣｓ细胞用１００μＬ的标记溶液（含１μｇ／ＬＡｎ

ｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和１μｇ／ＬＰＩ）重悬细胞，室温下避光

孵育１０～１５ｍｉｎ。５００×犵离心５ｍｉｎ，沉淀细胞，孵

育缓冲液洗１次，上流式细胞仪检测各组细胞凋亡

情况。ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
＋／ＰＩ－判定为凋亡细胞。

１．５　 实 时 定 量 ＰＣＲ 法 检 测 犃犔犘 ｍＲＮＡ 表

达　ＴＲＩｚｏｌ裂解细胞抽提总 ＲＮＡ。取５００ｎｇ 总

ＲＮＡ以反转录试剂盒行反转录。ＳＹＢＲ法定量检

测ＤＰＳＣｓ细胞内犃犔犘 ｍＲＮＡ的表达水平。定量

ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ１０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ正

反向引物各０．４μＬ，反转录产物１μＬ，补充去离子

水至反应体系２０μＬ。反应条件：９５℃变性６０ｓ；

９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，共４０循环。以１８ＳｒＲＮＡ表达

水平作为内参，通过ΔΔＣｔ法比较经不同浓度ＡＤＭ

处理的细胞间犃犔犘ｍＲＮＡ的相对表达水平。

１．６　蛋白印迹分析检测ＡＬＰ蛋白表达　收集各组

ＤＰＳＣｓ，加入细胞总蛋白抽提裂解液提取细胞总蛋

白，采用ＢＣＡ法检测总蛋白浓度。各取２０μｇ总蛋

白进行１２％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳。运用

半干法将凝胶中蛋白转印至ＰＶＤＦ膜上。再以５％

的脱脂牛奶常温封闭２ｈ，加入ＴＢＳＴ稀释小鼠抗人

ＡＬＰ（或βａｃｔｉｎ）单克隆抗体，４℃过夜。取出后

ＴＢＳＴ洗膜３次。再加入 ＨＲＰ标记山羊抗小鼠二

抗，室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，增强型化学发光
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显影。采用ＬａｂＷｏｒｋ４．０图像分析软件进行条带

光密度扫描分析ＡＬＰ的表达丰度。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１５．０软件分析，数据

用珚狓±狊表示，不同处理样本均数比较采用方差分析

（ＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡＤＭ 对 ＤＰＳＣｓ增殖的影响　经不同浓度

ＡＤＭ处理２４ｈ后，ＤＰＳＣｓ细胞周期检测结果显示

１０－６、１０－７及１０－８ｍｏｌ／ＬＡＤＭ干预组处理Ｇ２／Ｓ／Ｍ

期的细胞比例分别为（３９．２０±２．７５）％、（３５．０４±

１．７７）％、（３６．０８±１．０３）％，均高于空白对照组

［（３０．２８±０．８４）％］，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

但不同浓度ＡＤＭ干预组间Ｇ２／Ｓ／Ｍ 期的细胞比例

差异无统计学意义（图１）。

图１　犃犇犕干预后犇犘犛犆狊细胞周期检测结果

犉犻犵１　犆犲犾犾犮狔犮犾犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犱犲狀狋犪犾狆狌犾狆狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犇犘犛犆狊）犪犳狋犲狉犪犱狉犲狀狅犿犲犱狌犾犾犻狀（犃犇犕）犻狀狋犲狉狏犲狀狋犻狅狀

Ａ：１０－６ｍｏｌ／ＬＡＤＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：１０
－７ｍｏｌ／ＬＡＤＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：１０

－８ｍｏｌ／ＬＡＤＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；

Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　ＡＤＭ对ＤＰＳＣｓ凋亡的影响　ＤＰＳＣｓ经不同浓

度ＡＤＭ处理２４ｈ后，细胞凋亡检测结果显示１０－６、

１０－７及１０－８ｍｏｌ／ＬＡＤＭ干预组ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
＋／ＰＩ－细

胞比例分别为（９．２９±０．７２）％、（１０．２７±０．７４）％及

（１０．４８±０．６１）％，均低于空白对照组［（１４．５８±

０．７７）％］，差异有统计学意义（犘＜０．０５），但不同浓度

ＡＤＭ干预组间ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
＋／ＰＩ－细胞比例差异无统

计学意义（图２）。

图２　犃犇犕干预后犇犘犛犆狊细胞凋亡检测结果

犉犻犵２　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犱犲狀狋犪犾狆狌犾狆狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犇犘犛犆狊）犪犳狋犲狉犪犱狉犲狀狅犿犲犱狌犾犾犻狀（犃犇犕）犻狀狋犲狉狏犲狀狋犻狅狀

Ａ：１０－６ｍｏｌ／ＬＡＤＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：１０
－７ｍｏｌ／ＬＡＤＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：１０

－８ｍｏｌ／ＬＡＤＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；

Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＡＤＭ 对 ＤＰＳＣｓ成牙本质／成骨分化的影

响　ＤＰＳＣｓ经不同浓度ＡＤＭ 处理２４ｈ后，通过实

时定量ＰＣＲ检测各组犃犔犘ｍＲＮＡ相对１８犛ｒＲＮＡ

的表达水平。结果显示，经１０－６、１０－７、１０－８ｍｏｌ／Ｌ

ＡＤＭ 干预后 犃犔犘 ｍＲＮＡ 相对表达水平分别为

３．２７±０．３１、３．０４±０．２７、２．９３±０．２０，均高于空白

对照组（０．９６±０．０７），差异有统计学意义（犘＜

０．０１，图３）。蛋白质印迹分析检测各组 ＡＤＭ 蛋白

相对βａｃｔｉｎ的表达水平，结果显示１０
－６、１０－７、１０－８

ｍｏｌ／ＬＡＤＭ干预后ＡＬＰ蛋白相对表达水平分别为

２．４６±３．７８、２．２５±２．７５、２．３８±２．９８，均高于空白

对照组（１．０５±０．１３），差异有统计学意义（犘＜

０．０１，图４）。但不同浓度 ＡＤＭ 干预组间 犃犔犘

ｍＲＮＡ及蛋白表达水平差异均无统计学意义。
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图３　犃犇犕干预后犇犘犛犆狊中犃犔犘犿犚犖犃表达

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪犾犽犪犾犻狀犲狆犺狅狊狆犺犪狋犪狊犲（犃犔犘）犿犚犖犃

犻狀犱犲狀狋犪犾狆狌犾狆狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犇犘犛犆狊）

犪犳狋犲狉犪犱狉犲狀狅犿犲犱狌犾犾犻狀（犃犇犕）犻狀狋犲狉狏犲狀狋犻狅狀

图４　犃犇犕干预后犇犘犛犆狊中犃犔犘蛋白的表达

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪犾犽犪犾犻狀犲狆犺狅狊狆犺犪狋犪狊犲（犃犔犘）狆狉狅狋犲犻狀

犻狀犱犲狀狋犪犾狆狌犾狆狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犇犘犛犆狊）犪犳狋犲狉

犪犱狉犲狀狅犿犲犱狌犾犾犻狀（犃犇犕）犻狀狋犲狉狏犲狀狋犻狅狀

３　讨　论

　　最初，ＡＤＭ 被认为是一个重要的肿瘤生长因

子［１０］。而现有研究表明，ＡＤＭ 可以促进多个细胞

的增殖，如成纤维细胞、角质形成细胞、内皮细胞、成

骨细胞及肿瘤来源的细胞等，其机制研究发现，

ＡＤＭ量的增加与ｃＡＭＰ信号成正相关
［１１］，ＡＤＭ

也可以刺激人角质形成细胞的ＤＮＡ和ｃＡＭＰ的合

成［１２］。推测ＡＤＭ对于细胞的促进增殖作用可能是

通过ｃＡＭＰ介导的。然而，在对某些特定细胞（如

血管平滑肌细胞、肾小球系膜细胞、神经胶质细胞和

神经胶质肿瘤细胞）的观察中发现，ＡＤＭ 对这些细

胞的增殖和生长有抑制作用［１３］。因此，我们推测

ＡＤＭ作为一种生长因子，其对生长的调节作用可能

和细胞的种类相关。本研究通过在ＤＰＳＣｓ培养液

中滴注不同浓度的ＡＤＭ作为干预与空白对照组相

比较，细胞流式术检测ＤＰＳＣｓ细胞周期，结果证实

ＡＤＭ对ＤＰＳＣｓ具有明显的促增殖作用，而 ＡＤＭ

的浓度对促增殖效应的影响不明显。

　　ＡＤＭ还被认为是一个对胚胎发育和分化的重

要因子，也是一个细胞凋亡存活因子［７，１４］。研究表

明，ＡＤＭ 可以增加早期内皮祖细胞增殖，并抑制其

凋亡［１５］。骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）能够分泌大量

的血管生成因子和抗凋亡因子，其中就包括有

ＡＤＭ
［１６］。有研究发现ＡＤＭ可促进 ＭＳＣｓ存活，有

利于心脏修复［１７］。本实验通过流式 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ

法检测凋亡细胞率，发现 ＡＤＭ 干预后细胞的凋亡

率低于空白对照细胞，而不同浓度 ＡＤＭ 干预组间

的细胞凋亡率差异无统计学意义，证实 ＡＤＭ 对

ＤＰＳＣｓ的凋亡具有抑制作用。

　　ＡＤＭ 对不同的干细胞具有不同的影响作用。

ＡＤＭ被认为与多种类型干细胞／祖细胞存在联系。

ＡＤＭ及其受体的协调增加表达量可以通过提高透

明小球干细胞的增殖来改善自分泌／旁分泌的方式，

促进肾上腺皮质再生［１８］。神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌ，ＮＳＣｓ）位于嗅球，被称为嗅球干细胞（ＯＢＳＣｓ），

保留干细胞的性质，缺乏 ＡＤＭ 可以严重改变 ＯＢ

ＳＣｓ后代细胞的增殖和分化
［１９］。研究表明，ＡＤＭ

对成人ＮＳＣｓ或成体神经祖细胞的分化和增殖具有

促进作用［２０］。本实验通过观察经 ＡＤＭ 处理 ＤＰ

ＳＣｓ干预组相比空白对照组的犃犔犘ｍＲＮＡ和蛋白

表达水平，证实了ＡＤＭ 对ＤＰＳＣｓ的成牙本质分化

同样具有促进作用。

　　研究推测ＡＤＭ可以通过调控干细胞分化来重

建神经，并预测 ＡＤＭ 运用于再生医学领域内可能

具有良好的前景［２０］。更有学者认为，ＡＤＭ 作为一

种不同来源的干细胞生长因子，具有被添加到任何

干细胞治疗中应用的潜力；不仅如此，ＡＤＭ 还可以

决定一些祖细胞的未来分化结果［２１］。ＡＤＭ 可以作

用于特定干细胞使其分化成为特定的后代细胞，但

是在这过程中同样存在很多的小分子物质，它们可

以抵消或增加ＡＤＭ的活性
［２２２３］。本实验初步证实

了ＡＤＭ对ＤＰＳＣ的促增殖、抗凋亡、促成牙本质／

成骨分化的能力，但是其具体作用机制尚未明确，还

需进一步研究。
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