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细胞增殖与凋亡在牙齿发育中的作用
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摘要　目的:阐明细胞增殖与凋亡在牙齿发生、发育过程中的机制,探讨牙齿发育的机理。方法: 选用纯系 SD 大鼠

建立牙齿发育模型,采用原位末端标记法 (TUN EL 法)及免疫组织化学增殖细胞核抗原 (PCNA )染色技术,观察分

析纯系 SD 大鼠牙胚发育不同阶段细胞增殖及凋亡情况。结果:在牙齿发育的蕾状期、帽状期、钟状期增殖及凋亡的

阳性细胞均出现在细胞增殖生长中心处。钟状晚期及牙体组织形成后,已分化的外釉上皮细胞、成釉细胞、成牙本

质细胞中也可见,但以牙乳头及星网层细胞中多见。结论:牙齿发育过程中的细胞增殖与凋亡同时出现在生长中心

部位,说明二者在牙齿发育中相互协调,共同控制牙齿的形态形成。
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　　人体从胚胎开始到发育成熟不只是细胞增殖

的过程。近年的许多研究发现细胞凋亡 (apop to sis)

又称为程序性细胞死亡 (p rogramm ed cell dea th,

简称 PCD )在机体的胚胎发育、器官形成过程中发

挥着重要的作用 1～ 3。如果这对矛盾不能协调进

行,将可能发生畸形甚至导致肿瘤的发生。关于这

点在肿瘤方面已有许多研究,但在发育中尤其是牙

齿发育所知甚少 2, 3 。因此,本实验拟采用原位末端

标记法 (TUN EL 法)及增殖细胞核抗原免疫组化

技术较系统地观察和分析 SD 大鼠牙齿发育过程

中的细胞增殖和凋亡的作用,以期揭示牙齿发育的

机理。

1　材料和方法

1. 1　动物模型建立

选用纯系 SD (Sp rape D aw ley, SD )大鼠 20只, 3月龄,

体重 220～ 250 g, 上海实验动物中心提供。每日随机按

4∶1雌雄比例同笼,次日早 8∶00观察雌鼠阴栓情况,有阴

栓者为妊娠 0天,标记后隔离饲养,记录生长情况。

1. 2　标本制备

取妊娠 SD 雌鼠分别于胚胎 13、15、17、19天及生后 1、

3、5、7天宰杀,剖腹取其胎鼠头部,固定在 4%多聚甲醛溶

液中,系列酒精脱水,石腊定向包埋,行冠状和矢状面 5 Λm

切片。

1. 3　免疫组织化学检测增殖细胞核抗原 (p ro liferat ing cell

nuclear an tigen,简称 PCNA )

免疫组织化学染色采用ABC 法,石蜡切片脱蜡至水,

经 3% H 2O 2 封闭内源性过氧化物酶及枸橼酸缓冲液微波

修复抗原 10分后 用正常羊血清封闭 30分;加 PCNA 单抗

(鼠抗大鼠,美国 San ta C ruz公司产品)置于 4℃过夜,室温

下复温 1 小时后滴加生物素化二抗 37℃反应 30 分; 再加

ABC 复合物 37℃孵育 30分,二氨基联苯氨 (DAB )显色后,

二甲苯透明,封片。

1. 4　原位末端标记法 (TUN EL 法)标记 PCD 细胞

TUN EL (T dt2m ediated dU T P n ick end labelling ) 法

(试剂盒购自美国O nco r公司) :切片常规脱蜡至水,室温下

20 m göL 的蛋白酶K 消化 15分; 3%H 2O 2 的 PBS溶液中处

理 5分后,加 5 Λl的平衡液 (TUN EL 试剂盒原配) 1分; 再

加含 TD T 酶反应液 15 Λl, 37℃反应 l. 5小时后用预热的中

止反应液中止反应 (TUN EL 试剂盒原配) ; 缓冲液 1漂洗 2

次 (15 m inö次)后加 2%的正常羊血清孵育 30分; 滴加抗地

高辛碱性磷酸酶抗体置于湿盒中孵育 2小时; 经缓冲液 1、

缓冲液 3漂洗后,加新配制的显色液 52溴242氯232吲哚盐加
硝基蓝四唑盐 (NBT 加BC IP)显色系统,用缓冲液 3配制,

NBT 415 Λl、BC IP 315 Λl、0124 m göm l左旋咪唑 20 Λl,暗处

显色。中止显色后,梯度酒精脱水,二甲苯透明封片。

2　结　　果

2. l　PCNA 免疫组化观察

胚胎 13 天蕾状期, PCNA 阳性细胞集中在蕾

状突起中央部分,周围的上皮细胞及间充质细胞增

生活跃,也散在可见阳性细胞 (图 l)。胚胎 15天帽

状期,细胞增生活跃,成釉器及牙乳头和牙囊已形

成。PCNA 阳性细胞主要集中在内釉上皮中心区域

(原发性釉结节)及内外釉上皮细胞增殖形成颈环
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处,牙乳头中的间充质细胞中散在 (图 2)。胚胎 17

天钟状早期及 19 天钟状期, PCNA 阳性细胞主要

集中在成釉器的未来牙尖形成部位 (继发性釉结

节)及颈环处,间充质细胞中散在可见 (图 3)。出生

后,牙本质牙釉质基质均已开始形成,成釉器逐渐

退化, PCNA 阳性细胞在星网层细胞多见,间充质

细胞散在可见。随着牙本质、牙釉质基质逐渐分泌

增加,成釉器不断退化, PCNA 阳性细胞在成釉器

的成釉细胞及成牙本质、间充质细胞中可见,其余

部位逐渐少见。

2. 2　TUN EL 法观察

胚胎 13 天,口腔上皮细胞增生内陷呈蕾状突

起, PCD 阳性细胞集中在上皮细胞形成的蕾状头

部,邻近间充质细胞增生活跃,偶见 PCD 阳性细胞

(图 4)。胚胎 15天帽状期,细胞增生活跃,成釉器及

牙乳头和牙囊已形成。PCD 阳性细胞主要集中在

内釉上皮中心区域 (原发性釉结节)及内外釉上皮

细胞增殖形成颈环处,其中已分化的内釉上皮细胞

约占 30% ,星网层细胞约 40% ,牙乳头中的间充质

细胞约占 30% ,余者偶见 (图 5)。胚胎 17天钟状早

期, PCD 阳性细胞明显增多,主要集中在成釉器的

未来牙尖形成部位 (继发性釉结节)及颈环处,内釉

上皮细胞中约 40% ,其邻接的星网层细胞约 30% ,

间充质细胞约 25% ,其余部位散在 (图 6)。胚胎 19

天钟状期,成牙本质细胞已分化,开始分泌牙本质

基质,在成牙本质细胞中 PCD 阳性细胞约有 20% ,

在成釉器的星网层细胞约占 30% , 牙乳头中的间

充质细胞约占 20% ,其它部位散在。生后 1天牙本

质、牙釉质基质均已开始形成, 成釉器逐渐退化,

PCD 阳性细胞在星网层细胞多见约 30% , 间充质

细胞约 20% ,其余偶见。生后 3天牙体组织形成期,

牙本质、牙釉质基质逐渐分泌增加,成釉器不断退

化, PCD 阳性细胞在成釉器的星网层细胞约 25% ,

间充质细胞约 15% ,其余部位少见。生后 5天牙本

质、牙釉质基质进一步钙化形成,成釉器进一步退

化, PCD 阳性细胞逐渐较少。生后 7天随着基质钙

化形成,牙胚各部分细胞成分明显减少, PCD 阳性

细胞也少见。

3　讨　　论

发生于发育过程中的细胞凋亡是一些生物性

因子或激素通过细胞膜或细胞内受体介导的细胞

自然死亡现象。多用于揭示在胚胎发育、个体成熟

等复杂的生理及病理过程中,在特定的时间、空间

所发生的一种主动接受基因调控的程序性细胞死

亡。目前已知细胞凋亡在组织、器官发育形成过程

中具有组织塑形,消除不必要结构,控制细胞数量,

清除多余、衰老、异常的细胞的作用。因此,本研究

采用细胞凋亡特异性原位末端标记法,可以特异显

示细胞凋亡在牙齿发育过程中的变化规律 4, 5 。

PCNA 是一种DNA 多聚酶 ∆的辅助因子,是

细胞增殖分裂所必须的成分之一,是一种只出现在

细胞增殖状态细胞核内的酸性蛋白质。它在细胞增

生分裂的 S 期达到高峰,因此, PCNA 阳性着色细

胞主要反映处于 S期增殖状态的细胞。本实验通过

免疫组化染色观察不同时期牙齿发育过程中

PCNA的情况,揭示 PCNA 与细胞凋亡在牙齿发育

中的关系。

结果表明: 在牙胚发育的蕾状期,蕾状突起头

部的星形细胞及周围上皮细胞、间充质细胞中

PCNA阳性细胞广泛分布, 这时 PCD 活跃在生长

中心蕾状突起的头部,说明从牙蕾开始形成到蕾状

期发育完成,上皮细胞增殖极其活跃,此时的 PCD

调控着细胞增殖数量,可能是上皮性成釉器不断向

下生长的需要,也可能是牙蕾形态形成所必需的一

种主动塑形现象。帽状期 PCNA 阳性细胞主要集

中在内釉上皮中心区域 (原发性釉结节)及内外釉

上皮细胞增殖形成颈环处,此时, PCD 也出现在帽

状成釉器中以内釉上皮为中心的生长中心 (原发性

釉结节、颈环)处,提示原发性釉结节及颈环是牙齿

发育的中心。这些部位通过上皮间充质相互诱导作

用,细胞不断分裂、增殖的同时 PCD 在调控着细胞

的增殖和分化,调控着牙尖、牙颈、牙根部的形成。

使牙胚得以不断发育及塑形。这可能是牙胚不断向

外生长扩大及不断塑形的需要。牙齿发育进入钟状

期, PCNA 及 PCD 阳性细胞集中在成釉器未来牙

尖形成部位 (继发性釉结节)及颈环处,说明继发性

釉结节是钟状期的牙齿生长中心。已有研究表明继

发性釉结节是控制牙尖形成的信号中心,此期同样

通过 PCNA 的表达及 PCD 出现发挥着调控牙齿发

育及塑形。进入牙体组织形成期随着成釉细胞、成

牙本质细胞的分化成熟,牙本质、牙釉质基质的分

泌形成,成釉细胞、成牙本质细胞及星网层、牙乳头

细胞均有 PCNA 的表达及 PCD 阳性细胞 说明成
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釉细胞、成牙本质细胞增殖旺盛分泌基质的同时,

通过 PCD 清除已经结束生命周期的、衰老的、多余

的上皮及间充质细胞,控制着细胞数量,消除继发

性釉结节、星网层等暂时性结构。可见,在牙齿发育

过程中, PCNA 和 PCD 相互协调作用,及时调控着

细胞的增殖和分化,及时清除异常、衰老的细胞,在

牙齿形态形成过程中,发挥重要的塑形作用。

由此得知: 牙齿胚胎发育过程中 PCNA 和

PCD 有着密切的关系, 它们都集中出现在生长中

心的细胞中,由于生长中心的细胞多处于增殖期,

在细胞增殖旺盛的同时,通过细胞凋亡可清除过多

增殖的细胞,控制着细胞的数量; 也及时消除异常、

衰老的细胞及暂时性结构,即在细胞增殖高峰之后

是细胞凋亡高峰,二者在牙齿形态形成过程中,相

互协调、互相制约共同发挥着重要的塑形作用。

(本文图见中心插页 5)
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Cell Prol ifera tion and Programm ed Cell D ea th in Tooth D evelopm en t
Zhao Shufang, J in Yan, L i Song, et a l

Colleg e of S tom a tology , the F ou rth M ilita ry M ed ica l U n iversity

Yang X iangang
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Abstract
Objective: To evaluate the ro le of cell p ro liferat ion and p rogramm ed cell death (PCD ) in the too th developm en t by de2

tect ing p rogramm ed cell death and exp ression of p ro liferat ing cell nuclear an tigen (PCNA ). M ethods: Exp ression of PCNA

and PCD w ere detected by imm unoh istochem ical sta in ing and T dt2m ediated dU T P n ick end labelling (TUN EL ) in differen t

stages of the too th developm en t of Sp rague2D aw ly rats. Results: T he po sit ive cells of PCNA and PCD p redom inan tly ap2
peared at the p ro life2ra t ing grow th cen ter in the bud, the cap and the earlier bell stages of too th developm en t. PCNA and

PCD w ere also observed in am elob lasts and odon tob lasts, especially in the stella te ret icu lum cells of enam el o rgan and den tal

pap illa du ring the period of den tin fo rm ation. Conclusion: Cell p ro liferat ion and p rogramm ed cell death are in terrela ted and

in teract on each o ther in the developm en t of teeth, and they bo th invo lve in scu lp tu ring the shape of teeth.

Key words:　p ro liferat ing cell nuclear an tigen　　p rogramm ed cell death　　developm en t　　T dt2m ediated dU T P n ick

end labelling
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