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［摘要］　目的：观察转化生长因子β３（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ３，ＴＧＦβ３）在小鼠牙胚钟状晚期以后

发育中的表达分布，探讨其在小鼠牙胚钟状晚期以后发育中的作用。方法：取近交系ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠出生后４

ｄ（４ｄａｙｓｐｏｓｔｎａｔａｌ，４ｄｐｎ）、１１ｄ（１１ｄｐｎ）及１８ｄ（１８ｄｐｎ）的牙胚，常规固定、脱钙、包埋、切片，用ＳＰ法免疫组

织化学染色技术检测ＴＧＦβ３在各牙胚中的表达。结果：４ｄｐｎ牙胚成釉细胞层、成牙本质细胞层呈强阳性表

达，牙乳头周边区域细胞呈阳性表达，中间区域呈弱阳性表达；１１ｄｐｎ牙胚成釉细胞层呈弱阳性表达，成牙本

质细胞层、牙乳头细胞呈阴性表达；１８ｄｐｎ牙胚牙周膜中的血管壁及周围呈强阳性表达，牙本质、牙骨质、牙周

膜成纤维细胞呈阴性表达。结论：ＴＧＦβ３在小鼠牙胚钟状晚期以后发育过程中的表达具有一定的时空分布

性，可能在牙胚发育中有一定的调控作用，这种作用可能随着牙胚的发育而逐渐减弱。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｔｏｏｔｈｇｅｒｍ；　ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ３；　ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　　由基质介导的上皮－间充质间的相互作用，控制

了牙胚形态发生、成牙本质细胞和成釉细胞的分化

以及牙本质和牙釉质基质的形成，但细胞与基质相

互作用调控牙胚发育的确切分子机制仍不清楚。生

长因子在上皮－间充质相互作用中转导细胞与基质

之间信号联系方面起重要作用［１］，其中转化因子β３

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ３，ＴＧＦβ３）在间充质

细胞系中表达最为明显［２］，其生物学功能主要包括

诱导间质细胞的增殖和分化、促进细胞外基质的形

成［１］、抑制上皮细胞的增殖与分化、抑制免疫反应

等［３４］，现已成为细胞因子家族中的研究热点之一。

以往关于ＴＧＦβ３在牙胚中分布的报道，不论

是研究鼠牙胚还是人牙胚，都仅限于钟状晚期之

前［５６］，本实验取钟状晚期之后不同时期的小鼠牙

胚，连续观察ＴＧＦβ３的表达和分布，探讨ＴＧＦβ３

在小鼠牙胚钟状晚期以后发育中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及取材

出生后４ｄ（４ｄａｙｓｐｏｓｔｎａｔａｌ，４ｄｐｎ）的近交系

ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠６只（中南大学动物学部提供）。分别

取４ｄｐｎ，１１ｄ（１１ｄｐｎ）及１８ｄ（１８ｄｐｎ）小鼠的下颌

第１磨牙牙胚各２个，置于１０％多聚甲醛中固定。

１．２　实验设备和材料

兔抗小鼠ＴＧＦβ３抗体（ｂｓ００９９Ｒ）系北京博奥

森生物技术有限公司产品、ＰＢＳ缓冲液、０．０１ｍｏｌ／Ｌ

柠檬酸盐缓冲液、ＤＡＢ显色剂、二甲苯、无水乙醇、

过氧化物酶阻断剂、苏木精复染液等均为北京鼎国

昌盛生物技术公司提供。

１．３　切片制作方法和步骤

标本在１０％多聚甲醛液中充分固定，低温脱钙，

常规石蜡包埋，４～５μｍ连续切片。将多聚赖氨酸

防脱载玻片即刻置于６０℃烤箱烤片４ｈ以上，脱蜡，

透明；加５０μＬ过氧化酶阻断剂，室温下孵育１０

ｍｉｎ；热修复抗原，每张切片加５０μＬ正常山羊血清，

室温下孵育３０ｍｉｎ；加５０μＬ的第１抗体（ＴＧＦβ３

１∶６００倍稀释），３７℃孵育６０ｍｉｎ；加５０μＬ生物素标

记的第２抗体（生物素标记山羊抗兔ＩｇＧ），３７℃孵

育３０ｍｉｎ；加５０μＬ辣根过氧化酶标记的链亲和素

溶液（１∶１０００倍稀释），３７℃孵育３０ｍｉｎ。以上每两

步间用ＰＢＳ液洗３ｍｉｎ共３次，ＤＡＢ显色，自来水充

分冲洗１０ｍｉｎ，苏木精复染，自来水冲洗１０～１５

ｍｉｎ。梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显

微镜下检查。

１．４　结果判读

用ＰＢＳ代替一抗作为染色的阴性对照，请两位

经验丰富的阅片者进行审阅。ＴＧＦβ３阳性表达呈

黄色至棕黄色颗粒状，主要位于细胞浆、细胞膜及

胞外基质，阴性对照无表达。将ＨＥ切片与免疫组

织化学（免疫组织化学）染色切片对照观察，判定免

疫组织化学阳性表达的部位和细胞种类，按有无表

达和表达的细胞多少及染色深浅程度，分为阴性、

弱阳性、阳性、强阳性：阴性无表达；弱阳性的阳性细

胞很少，染色呈浅黄色；阳性的阳性细胞较多，染色

呈黄色；强阳性的阳性细胞很多，连成条带状或者

片状，染色呈深黄色至棕黄色。

２　结　　果

２．１　４ｄｐｎ牙胚

处于钟状晚期，内釉上皮细胞分化为成釉细胞，

呈高柱状，并开始分泌釉质基质；牙乳头周边的成牙

本质细胞极化，开始分泌前期牙本质基质；主要牙尖

区牙本质基质较厚，极化的成釉细胞、分泌型成牙本

质细胞及基底膜全层染成棕色，ＴＧＦβ３呈强阳性表

达；牙乳头临近周边区域的阳性细胞染成黄色，呈阳

性表达，中间区域的阳性细胞分散排列，呈弱阳性表

达（图１）。

２．２　１１ｄｐｎ牙胚

成釉细胞及成牙本质细胞分化成熟，已分泌一

定厚度的牙釉质及牙本质层，基底膜已断裂消失，成

釉细胞层染成黄色，ＴＧＦβ３表达为阳性，成牙本质

细胞、牙乳头细胞染成淡黄色，均表达为弱阳性

（图２）。

２．３　１８ｄｐｎ牙胚

牙冠部分发育完成，牙周膜中的血管壁及周围

染成黄色，ＴＧＦβ３表达为阳性；牙本质、牙骨质、牙

周膜成纤维细胞无染色，表达为阴性（图３）。
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图１　４犱狆狀牙胚的免疫组化染色。极化的成釉细胞、分泌型成牙本质细胞及基底膜全层染成棕色，牙乳头临近周边区域

的阳性细胞染成黄色，中间区域的阳性细胞分散排列。Ａ：ＨＥ，×１００；Ｂ：ＨＥ，×４００。
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图２　１１犱狆狀牙胚的免疫组化染色。成釉细胞层染成淡黄色，成牙本质细胞、牙乳头细胞无染色。Ａ：ＨＥ，×１００；Ｂ：ＨＥ，×

４００。
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图３　１８犱狆狀牙胚的免疫组化染色（犎犈，×４００）。牙本

质、牙骨质、牙周膜成纤维细胞无染色，牙周膜中的

血管壁及周围染成黄色。

犉犻犵．３　犐犿犿狌狀狅犮犺犲犿犻狊狋狉犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳１８犱狆狀狋狅狅狋犺

犵犲狉犿（犎犈，×４００）．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｖｅｓｓｅｌｗａｌｌａｎｄｉｔｓｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ，ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｔｈｅｒａｒｅａｓａｒｅｒｅｖｅａｌｅｄ．

３　讨　　论

ＴＧＦβ３通过与靶细胞上的受体结合后进行一系

列信号转导，从而发挥其调控作用。以往的研究［５６］

表明ＴＧＦβ３在牙胚发育过程中均呈时间空间特异

性模式表达，说明其在调控上皮间充质相互作用及

成牙本质细胞和成釉细胞的分化中起了重要作用。

本实验结果显示：４，１１及１８ｄｐｎ小鼠牙胚

ＴＧＦβ３的表达分布不断变化，其变化规律在不同的

组织中各有特点。４ｄｐｎ小鼠牙胚处于钟状晚期，成

釉细胞和成牙本质细胞的分化接近完成，并已开始

分泌釉质基质和牙本质基质。成釉细胞层、成牙本

质细胞层、基底膜中ＴＧＦβ３均呈强阳性表达，牙乳

头细胞呈阳性表达，这一结果与朱奇等［５］检测的结

果基本一致，１１ｄｐｎ小鼠牙胚成釉细胞和成牙本质

细胞已分化成熟，已有矿化的牙釉质和牙本质层，此

时的牙乳头虽可以称为牙髓，但牙乳头细胞尚未全

部分化为牙髓细胞；ＴＧＦβ３在成釉细胞层表达为弱

阳性，成牙本质细胞、牙乳头细胞都表达为阴性。

１８ｄｐｎ小鼠牙胚冠部发育已结束，牙釉质及冠部牙

本质已发育完成，牙根正在发育中；ＴＧＦβ３在牙周

膜中的血管壁及周围表达为阳性，牙本质、牙骨质、

牙周膜成纤维细胞中表达阴性。ＴＧＦβ３在成釉细

胞中的表达随着牙胚的发育而逐渐减弱。提示

３６２
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ＴＧＦβ３对成釉细胞的调控作用可能随着时间的增

加而逐渐衰减。

４ｄｐｎ小鼠牙胚的成牙本质细胞层表达为强阳

性，表明ＴＧＦβ３对此期成牙本质细胞的分化可能

有重要的调控作用，而在１１ｄｐｎ及１８ｄｐｎ则为阴性，

提示调控作用可能只发生在牙本质发育的早期———

成牙本质细胞分化和分泌开始的阶段。许多研究证

实ＴＧＦβ３对多种间充质细胞的分化有促进作

用［７８］，同时具有刺激Ｉ型胶原合成与成熟的作

用［９］，牙本质基质的主要有机成分为Ｉ型胶原
［１０］，推

测ＴＧＦβ３可能通过刺激成牙本质细胞Ｉ型胶原的

合成与分泌从而促进早期牙本质基质的分泌和沉

积。在晚期成牙本质细胞分化完成、牙本质进入矿化

阶段，ＴＧＦβ３的表达为阴性，提示此时ＴＧＦβ３可能

已失去了对牙本质形成的调控作用。结合ＴＧＦβ３

在牙釉质、牙本质发育过程中的表达变化，笔者认为

其对牙体硬组织发育的调控可能仅在早期起作用，后

期牙体硬组织的发育可能主要由其他细胞因子调控。

在牙胚的发育过程中，上皮－间充质的相互诱

导作用非常重要，上皮来源的ＴＧＦβ３可能主要以

自分泌方式调控间充质细胞的生长和分化，以旁分

泌方式调控上皮－间充质相互作用。研究
［１１１２］证明，

内釉上皮对成牙本质细胞的调控作用是通过基底膜

实现的。在成牙本质细胞开始分化前，基底膜是完

整连续的，其主要成分为各种细胞外基质蛋白，内釉

上皮诱导成牙本质细胞分化时，一些细胞因子从内釉

上皮中分泌出来，透过基底膜扩散，导致基底膜逐渐

变为不连续直到最终消失。４ｄｐｎ的牙胚基底膜

ＴＧＦβ３表达呈强阳性，表明在成牙本质细胞分化过

程中ＴＧＦβ３可能作为一种从内釉细胞分泌出的细

胞因子参与诱导成牙本质细胞的分化，从而调控上皮

－间充质的相互诱导。１１ｄｐｎ及１８ｄｐｎ时牙胚的基

底膜已断裂消失，其介导上皮间充质相互作用的功

能随着结构的改变而减退，导致未检测到ＴＧＦβ３

的表达。

另外，在１８ｄｐｎ小鼠牙胚的牙周膜中血管壁及

管周可见ＴＧＦβ３表达阳性，说明ＴＧＦβ３对牙周膜

血管的发生可能具有一定作用，具体机制有待进一

步研究。本实验表明：ＴＧＦβ３在小鼠牙胚钟状晚期

以后发育过程中的表达具有一定的时空分布性，可

能在牙胚的发育中有一定作用，这种作用可能随着

牙胚的发育而逐渐减弱。
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