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研究表明 [1 - 4]表皮生长因子（ epidermal growth

factor，EGF）及其受体（ epidermal growth factor rece-

ptor, EGFR）不仅在口腔涎腺肿瘤等多种肿瘤中有重

要的作用,而且在腭部的发育、牙周组织的发育及牙

齿萌出过程中也有重要的作用。本实验采用免疫细

胞化学、原位杂交和RT- PCR技术，对EGFR在人牙

周膜成纤维细胞（ human periodontal ligament cells，

hPDLC）体外矿化过程中的表达进行研究。

1 材料和方法

1.1 材料和仪器

地塞米松（ Sigma公司，美国），抗坏血酸（ 上海

伯 奥 生 物 科 技 公 司）， β- 磷 酸 甘 油 钠（ E. Merck,

Darmkstadt公司，德国），碱性磷酸酶试剂盒（ 北京

中生生物工程高技术公司），EGFR一抗、免疫组化

SABC试剂盒、EGFR探针和原位杂交试剂盒（ 武汉博

士德试剂公司），总RNA一步法提取试剂盒（ Gibco

公司 , 美国），DEPC（ Sigma公司 , 美国），一步法

RT- PCR试剂盒（ TaKaRa公司, 美国），DNA Marker

DL2000（ 大连宝生物公司），Gene Amp PCR system

2400（ Perkin- Elmer公司，美国）。
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[摘要] 目的 探讨表皮生长因子受体（ EGFR）在人牙周膜成纤维细胞（ hPDLC）体外矿化中的作用。方法 体外

培养hPDLC，运用免疫细胞化学技术，对hPDLC体外矿化前后EGFR的表达进行比较研究；应用原位杂交及RT-

PCR技术，对矿化前后的hPDLC mRNA进行检测。结果 诱导前EGFR呈高表达，随着地塞米松诱导时间的延长，

其表达逐渐下降，在矿化结节形成后的第4周，几乎呈阴性表达，与成骨细胞中EGFR的表达一致。原位杂交中杂

交信号与免疫细胞化学的检测结果基本一致，RT- PCR的mRNA半定量检测发现，随着hPDLC的体外矿化，碱性磷

酸酶升高，EGFR表达降低。结论 EGFR在hPDLC的矿化过程中起着负调控作用，与牙周膜自身结构的稳定性有

关。

[关键词] 表皮生长因子受体； 牙周膜成纤维细胞； 矿化； 细胞培养

[中图分类号] R780.2 [文献标识码] A
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[ Abstract] Objective To investigate the expression of epidermal growth factor receptor（ EGFR）during the

mineralization of human periodontal ligament cells（ hPDLC） in vitro. Methods Studies using specific antibodies to

immunolocalize EGFR in the mineral differentiating hPDLC were undertaken to investigate the different expression

during the inducing process. In situ hybridization and RT- PCR technique were used to investigate the transcripts en-

coding the protein of EGFR. Results The results showed that immunocytochemical labeling gradually decreased fol-

lowing the elong of the induce time, downing to nearly negative at the 4th week and the signal of EGFR transcripts

was weaker in the induced hPDLC than that in uninduced. Conclusion EGFR has a negative regulation function

during the mineralization of hPDLC.
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1.2 细胞培养

应用含10%胎牛血清的DMEM培养基，常规条

件下行hPDLC原代及传代培养，取4—8代的细胞用

于实验。平行条件共培养6例。取兔长骨骨膜作成

骨细胞的培养，用于实验对照。

1.3 矿化诱导

将第4代hPDLC用0.25%的胰蛋白酶消化，分别

接种于4个含有10 mm×20 mm大小盖片的25 mL培养

瓶中，其中加入10-5 mmol/L的地塞米松、10 mmol/L

β- 磷酸甘油钠和0.5 μg/L的维生素C，每3天换液1

次，共培养4周。

1.4 免疫细胞化学染色

取诱导培养1，2，3，4周的hPDLC和正常的成

骨细胞，胰酶消化后，接种到含有盖片的24孔培养

板中，待细胞贴壁伸展完全后，取出盖片，95%酒

精固定15 min。采用免疫细胞化学SABC法，在新鲜

配制的0.5%H2O2的甲醇溶液中处理10 min，以灭活

内源性过氧化物酶，蒸馏水冲洗3次，血清封闭

20 min，EGFR一抗37 ℃孵育2 h，PBS漂洗，生物素

化二抗37 ℃作用20 min，PBS漂洗, 滴加试剂SABC

37 ℃作用20 min，DAB显色剂显色，苏木素复染，

常规封片。用抗体稀释分别代替一抗和二抗作为阴

性对照，以成骨细胞为实验对照。参照对照片,免疫

细胞化学染色后，镜下细胞被染成着色部位特异的

颗粒状棕黄色者为阳性细胞，无色或着色呈单一的

浅黄色者为阴性。

1.5 原位杂交

取诱导培养1，2，3，4周的hPDLC和正常的成

骨细胞，胰酶消化后，接种到含有盖片的24孔培养

板中，待细胞贴壁伸展完全后，取出盖片，4%多聚

甲醛室温固定1 h，蒸馏水冲洗。参照试剂盒说明进

行操作，用3%柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶暴露

mRNA，37 ℃预杂交2 h，37 ℃杂交过夜，常规洗片,

显色，封片。以PBS代替EGFR探针作为阴性对照。

1.6 碱性磷酸酶活性测定

取对数生长期的hPDLC，胰酶消化后计数细胞

数量，离心后加蒸馏水，Uibra超声碎细胞仪上破细

胞，离心，取上清液10 μL加到1 mL的试剂工作液中。

试剂工作液为16 mmol/L对硝基苯磷酸盐、350 mmol/L

2- 氨基- 2- 甲基- 1- 丙醇缓冲液（ pH=10.9）和2.0 mmol/L

MgCl2的混合液。37 ℃孵育10 min，RA- 50型生化分

析仪37 ℃、A405条件下，测定碱性磷酸酶（ alkatine

phospha，ALP）的含量，每一样本分别测定3次，取

其平均值计为一个样本的数值。

1.7 RT- PCR反应

1.7.1 hPDLC总RNA的提取与纯度测定 采用Trizol

RNA提取试剂盒一步法提取hPDLC细胞总RNA。取

4 μL RNA样品加蒸馏水到1 mL，用1 mL蒸馏水作空

白对照，分光光度计上测定260 nm、280 nm及230 nm

处的OD值，计算A260/A280和A260/A230的比值，来表示

RNA的纯度。取10 μL RNA样品（ 约2 μg RNA）进行

甲醛琼脂糖凝胶电泳，检测28 s/18 s带的情况，来

检测RNA的完整性。

1.7.2 实验引物和反应过程 EGFR引物序列为 [5]

5′- ACCTGCGTGAAGAAGTGTTCC- 3′，5′- CACATC-

TCCATCACTTATCTCC- 3′，内参照甘油醛- 3- 磷酸脱

氢 酶（ glyceraldehyde - 3 - phosphate dehydroge nase，

GAPDH）引物序列为 [6]5′- GTCTTCACCACCATGGA-

GAAGGCT- 3′, 5′- CATGCCAGTGAGCTTCCCCGT-

TCA- 3′。RT- PCR反应为50 ℃逆转录cRNA链30 min,

94 ℃预变性2 min，以灭活RTase活性，然后进入

PCR程序，30次循环后72 ℃延伸8 min，降温至4 ℃。

1.7.3 PCR产物分析 取10 μL PCR产物，行1.5%

琼脂糖凝胶电泳以鉴定反应产物，紫外灯下照相。

由于ADPDH为体内恒定表达基因，故以其为EGFR

基因表达程度的参与标准，分别对hPDLC诱导后各

期的PCR做积分光密度分析（ 平均光密度值×面积），

半定量确定EGFR mRNA表达。

1.8 统计处理

采用SAS 6.12软件包，应用单因素方差分析

（ ANOVA）对诱导前及诱导后各时间段之间ALP的检

测结果进行统计分析。

2 结果

2.1 免疫组化检测结果

诱导培养前，正常hPDLC中EGFR呈高表达（ 图

1），诱导培养1周时，EGFR的表达开始降低，第

2，3周时EGFR表达呈弱阳性，至第4周时呈阴性表

达（ 图2），成骨细胞中EGFR呈阴性表达。

图 1 诱导培养前hPDLC中EGFR高表达 SABC ×40

Fig 1 Positive expression of EGFR in hPDLC before inducement

SABC ×40
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图 2 诱导培养4周时hPDLC中EGFR表达阴性 SABC ×40

Fig 2 Negative expression of EGFR in hPDLC after 4 weeks

inducement SABC ×40

2.2 原位杂交

诱导前hPDLC原位杂交检测EGFR mRNA为阳

性（ 图3），随诱导培养时间的延长，EGFR mRNA的

杂交信号逐渐减弱，至第4周时为阴性表达（ 图4）。

图 3 诱导培养前hPDLC中EGFR mRNA阳性表达 原位杂交

×20

Fig 3 Positive expression of EGFR mRNA in hPDLC before

inducement in situ hybridzation ×20

图 4 诱导培养4周时hPDLC中EGFR mRNA阴性表达 原位杂

交 ×20

Fig 4 Negative expression of EGFR mRNA in hPDLC after 4

weeks inducement in situ hybridizaton ×20

2.3 碱性磷酸酶活性测定结果

诱导前hPDLC的ALP活性即OD值为40.20±8.90,

诱导1，2，3和4周时ALP活性分别为68.00±9.65、

132.00±26.28、152.20±23.86和152.60±21.21。经单因

素方差分析表明，诱导后4个时间段的ALP活性与

诱导前比较均存在统计学差异（ P<0.01）。诱导后

2，3和4周时同诱导后1周时比较也存在统计学差异

（ P<0.05）。

2.4 RT- PCR反应结果

采 用 一 步 法 提 取 hPDLC中 EGFR mRNA， 其

A260/A280值为1.863，A260/A230值为1.751，均在正常范

围内，表明所提RNA基本无蛋白质污染，无残存的

盐分。甲醛琼脂糖凝胶电泳的结果表明RNA无明显

降解。PCR产物琼脂糖电泳结果有两条带，分别位

于Marker的500 bp及500 bp与250 bp之间，与预期结

果EGFR516 bp及GAPDH393 bp结果一致。各组电泳

带按hPDLC诱导前和诱导时间的延长，亮度逐渐减

弱（ 图5）。

1：Marker；2：诱导前hPDLC中的EGFR；3：诱导1周后

hPDLC中的EGFR；4：诱导2周后hPDLC中的EGFR；5：诱

导3周后hPDLC中的EGFR；6：诱导4周后hPDLC中的EGFR

图 5 EGFR RT- PCR结果电泳图

Fig 5 Diagram of EGFR in induced hPDLC by RT- PCR

3 讨论

本研究结果表明EGFR与hPDLC的矿化呈负相

关。Aronow等[7]研究表明EGF可以抑制体外培养的大

鼠胚胎颅骨细胞的自发性分化，并且对地塞米松诱

导的大鼠骨髓干细胞和牙周膜成纤维细胞的分化也

具有明显的抑制作用，这些细胞的成骨方向分化都

与EGFR的合成降低有关，本研究也证实了这一推

断。这些结果提示hPDLC可以根据牙周局部环境的

需要，通过自身EGFR的生物合成量的变化，调控

hPDLC向成骨细胞方向分化，EGF和EGFR可能调控

牙周组织的成骨速度及成骨进程而在牙周组织骨

化、再生和改建等过程中具有重要作用。

EGFR能够抑制牙周组织的矿化，维持牙周组

织结构稳定性的可能调节机制为：甲状旁腺激素可

以调节EGFR的表达[8]。有证据表明在乳腺和肝脏中

甲状旁腺激素可以影响EGFR的表达[9]，并且这种调
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节作用具有组织特异性。体外培养研究 [10]表明，

EGF可以通过前列腺素调节机制刺激骨吸收，并且

可以影响成骨细胞的分化，因而EGF和EGFR被认为

与骨改建有密切关系。

为了进一步说明地塞米松诱导的PDLC中EGFR

的降低是由于EGFR mRNA的降低所致，本实验通

过原位杂交和RT- PCR技术对EGFR mRNA的含量进

行测定，原位杂交结果显示,随着EGFR表达的降低，

EGFR mRNA的表达也降低。Matsuda等[11]用Northern

blot方法检测的结果为地塞米松可以使EGFR的合成

降低50%，而EGF则可使EGFR的合成增加2倍。

本研究表明EGFR可以作为判定PDLC含有未分

化细胞的标准之一，PDLC虽然具有强的胶原合成活

性，并且具有完全分化的成纤维细胞的形态特性，

但体外经适当条件下的诱导，PDLC可以表达高的

ALP活性并形成矿化结节，并分化为成骨细胞样细

胞[12]。体内牙周组织再生过程中，PDLC中的ALP活

性升高，从EGFR的表达角度看PDLC仍具有某些未

分化细胞的特性。体外地塞米松和EGF可以有效地

调节PDLC的ALP活性及EGFR的表达，应用地塞米

松作用于体外培养的PDLC，可以进一步增加其碱性

磷酸酶的活性。并且体外形成矿化结节时，EGFR

蛋白的合成和表达的降低，从而降低EGF的结合能

力。体内放射自显影技术分析，前成骨细胞和前成

软骨细胞表达大量的EGFR，随着它们的分化其表

达急剧降低，分化成熟的成骨细胞和软骨细胞则没

有EGFR的表达[13]。Ros17/2.8细胞是骨内肉瘤中高度

分化的成骨细胞，体外具有特征性的高ALP活性，

但其细胞膜上不表达EGFR[12]。经EGF或TGF- α作用

的PDLC不仅可以增加EGFR的mRNA的表达，同时

降低自主性的和地塞米松诱导的ALP活性，EGF和

TGF- α可以特异性地结合EGFR并刺激EGFR的合

成[14]。EGF和EGFR体系可以负调控周期性张力诱导

的PDLC向成骨细胞分化，表明PDLC作为成牙骨质

细胞和成骨细胞的细胞源，EGF和EGFR对其具有调

控功能[15]。所有这些都提示上调EGFR的表达可以抑

制PDLC成骨方向的分化，EGFR表达的动态变化反

映了牙周膜成纤维细胞的分化状态，从而决定了牙

周组织的稳定或修复重建的动态变化。
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