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地塞米松对牙囊细胞表达 Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ 的
体外研究

张璇　吴亚菲　邢明明　董伟

　　【摘要】　目的　研究地塞米松对体外培养的小鼠牙囊细胞 Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ 表达的影
响，探讨 Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ在牙囊细胞成骨分化中的作用。 方法　原代培养大鼠牙囊细胞，取生长状
态良好的第４代大鼠牙囊细胞分别与实验组中浓度为１０ －８ ｍｏｌ／Ｌ地塞米松以及未加入地塞米松的对
照组共培养，第７天、１４天、２１天提取细胞ｍＲＮＡ，ＲＴ唱ＰＣＲ检测 Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的ｍＲＮＡ表达，以 ＧＡＰ唱
ＤＨ作为内参物，比较两组 ＰＣＲ 产物的光密度值。 结果　与对照组比较，加入地塞米松的实验组，
Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ在三个不同时间点的表达增强（P＜０畅０１），Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ表达提前，在第 １４ 天、２１ 天时
表达强于对照组（P ＜０畅０１）。 结论　地塞米松可增强小鼠牙囊细胞 Ｒｕｎｘ２和 Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ的表达水
平，提示地塞米松促进牙囊细胞向成骨方向的分化。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｅｒｔａｉｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ ｏｎ ｒａｔ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ in vitro，ａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ Ｏｓｔｅｒｉｘ ｉｎ ｄｅｎｔａｌ
ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ．Methods　 Ｔｈｅ ４ｔｈ ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ
ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ －８ ｍｏｌ／Ｌ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｆｏｒ ７ ｄ，１４ ｄ，２１ ｄ．Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒａｔ ｍｏｌａｒ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＲＵＮＸ２ ａｎｄ ＯＳＴＥＲＩＸ ｍＲＮＡ ａｓｓａｙ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ唱
ＰＣＲ） ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ．
Results　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ｒａｔ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ １０ －８ ｍｏｌ／Ｌ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＜０畅０１）．Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｓｔｅｒｉｘ
ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｒａｔ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｘａｍａｔｈａｓｏｎｅ ｉｎ ７ ｄ ａｎｄ １４ ｄ（P ＜
０畅０１）．Conclusions 　 Ｄｅｘａｍａｔｈａｓｏｎｅ ｍａｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ ２ ａｎｄ Ｏｓｔｅｒｉｘ， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
ｄｅｘａｔｈａｓｏｎｅ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｒａｔ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ．

【Key words】　 Ｄｅｎｔａｌ ｓａｃ；　Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；　Ｃｏｒｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ １ ｓｕｂｕｎｉｔ；　Ｏｓｔｅｒｉｘ

　　牙囊是包绕于成釉器及牙乳头外周的一层疏松结缔组织，起源于外胚间充质，具有多向分化潜能。 通
过上皮唱间充质反应分化形成牙周膜、牙骨质和固有牙槽骨。 牙囊细胞以其较强的增殖分化能力成为牙周组
织工程研究的一种种子细胞［１］ 。 目前对于牙囊细胞的研究集中于牙囊细胞的培养和牙囊细胞的成骨分化
调控方面。 近年来关于牙囊细胞的研究集中于牙囊细胞的培养方法、生物学性状、免疫组织化学和分化过
程的研究

［２唱６］ ，其中以牙囊细胞成骨矿化分化过程中细胞信号因子的表达及调控方面的研究为最近的热点。
牙囊细胞的成骨分化受一些调节分子所组成的网络控制，但其调控机制还未被完全阐释明白［７］ 。 最近的研
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究表明，在骨髓间充质干细胞（ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａ ｃｅｌｌ，ＭＳＣ）的成骨分化调控中 Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ 起到了重要作
用［８唱１０］ ，可以调节作为成骨分化成熟标志的骨钙素（ ｏｓｔｅｏｅａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）的活性［１１唱１２］ 。 Ｒｕｎｘ２ 因其能激活与
启动 ＭＳＣ向成骨细胞系分化并调节成骨细胞的成熟，而被作为成骨细胞特异性转录因子和分化因子的
关键因子［１３］ 。 已有研究表明地塞米松可以增强体外培养的牙囊细胞的碱性磷酸酶的活性，碱性磷酸酶
为成骨细胞分化的早期标记物，作为一种促矿化因子促进牙囊细胞的钙化［１４唱１７］ 。 本研究拟在国内外学者
研究的基础上，研究大鼠牙囊细胞的培养与生物学特征及地塞米松在诱导鼠牙囊细胞矿化的过程中是否
存在 Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达，了解大鼠牙囊细胞的成骨分化的机制，为其作为种子细胞在牙周组织工程
中的应用打下基础。

材料与方法

一、主要试剂和仪器
改良的 Ｅａｇｌｅ培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国），地塞米松（Ｇｉｂｃｏ，美国），胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，

美国），胶原酶（Ｇｉｂｃｏ，美国），兔抗大鼠波形蛋白单克隆抗体（ＳＣ，美国），兔抗大鼠角蛋白单克隆抗体（ＳＣ，
美国），Ｔｒｉｚｏｌ（ＭＲＣ公司，美国），ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（ＭＢＩ 公司，立陶宛），ＴａｑＤＮＡ 聚
合酶（ＴＡｋＡＲＡ公司），ｄＮＴＰ（ＴＡＫＡＲＡ公司）倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｊａｐａｎ），Ｇｅｔ Ｄｏｃ １０００ 凝胶成像系统
（ＢＩＯ唱ＲＡＤ公司，美国）。

二、牙囊细胞分离、培养及传代
取 １０ 只不分雌雄 ７ ｄ龄新生 ＳＤ大鼠，分离 １０ 只大鼠的下颌第一二磨牙牙胚，将牙胚上的牙囊组织剪

成 １ ｍｍ２ 大小的组织块，分别离心收集 １０ 只大鼠的组织块，０畅２％的胶原酶 ５ ｍｌ 消化 １ ｈ，胰蛋白酶消化
５ ｍｉｎ，离心收集组织块加入含 １５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基终止消化，离心，加入含 １５％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基 ４ ｍｌ重悬细胞，于 ５％ ＣＯ２ 、３７ ℃饱和湿度的孵箱中培养。 原代牙囊细胞培养 ６ ～７ ｄ可长满
约 ８０％，此时利用牙囊细胞与上皮细胞对胰酶耐受性的差异进行传代、纯化，每 ４ ～５ ｄ即可传代 １ 次，传代
４次即可纯化细胞，取第四代细胞备用。

三、ＲＴ唱ＰＣＲ检测
１畅牙囊细胞的处理：取生长良好的牙囊细胞用 ０畅２５％的胰蛋白酶消化后，用含 １５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ

培养液配成单细胞悬液，以每孔 １ ×１０３
个细胞接种到 ９６ 孔板上，换含 １５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液，牙囊

细胞经传代培养后分为两组，第一组加入 １０ －８ ｍｏｌ／Ｌ的地塞米松，第二组为空白对照组。 ２ ｄ换液 １ 次。 分
别于第 ７、１４、２１ 天取材进行检测。

２畅牙囊细胞总 ＲＮＡ的提取：两组细胞经培养，第 ７、１４、２１ 天时加 Ｔｒｉｚｏｌ提取总的 ＲＮＡ，按每毫升 Ｔｒｉｚｏｌ
加入 ２００ μｌ氯仿后分层，按每毫升 Ｔｒｉｚｏｌ加入 ０畅５ ｍｌ异丙醇混匀，按每毫升 Ｔｒｉｚｏｌ加入 １ ｍｌ ７５％乙醇，温和
振荡离心管，悬浮沉淀，０畅５％ＳＤＳ溶解 ＲＮＡ样品，５５ ～６０ ℃ ５ ～１０ ｍｉｎ，测 ＯＤ值定量 ＲＮＡ浓度。 －７ ℃保
存备用。 ＤＮＡ或 ＲＮＡ溶液稀释后，测定 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０ 比值，明确核酸含量和质量。 取 ５ μｌ 样品在琼脂糖
凝胶上电泳，检测 ＤＮＡ或 ＲＮＡ的分子大小。

３畅逆转录成 ｃＤＮＡ：采用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）或随机引物利用逆转录酶反转录成 ｃＤＮＡ第一链，２０ μｌ反应体系包
括：总 ＲＮＡ ５ μｌ，Ｏｌｉｇｏｄ Ｔ引物 １ μｌ，ＤＥＰＣ处理过的水 ６ μｌ，按照说明书进行第一链的合成。

４畅ＰＣＲ：ＰＣＲ扩增 Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ 和内参照 ＧＡＰＤＨ引物由上海工程公司合成。 采用 Ｒｅｖｅｒｔ ＡｉｄＴＭ Ｆｒｉｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 的 ２０ μｌ反应体系。 反应条件均为：９５ ℃变性 １０ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ；６２ ℃变性 １
ｍｉｎ、４５ 个循环。 反应所得产物于 １畅６％琼脂糖凝胶电泳，凝聚放入紫外线下于可见分析装置显影，确定提取
ｃＤＮＡ的质量。

５畅实时定量 ＲＴ唱ＰＣＲ：应用荧光染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 进行实时定量 ＰＣＲ来分析经反转录而得的 ｃＤＮＡ。 反
应体系包括由总 ＲＮＡ反转录所得的 ｃＤＮＡ、１０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ、２５ ｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ、４０ Ｕ／
μｌ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、５ Ｕ／ｍｌ ＡＭＶＲｔａｓｅ ＸＬ、５ Ｕ／μｌ ＡＭＶ唱Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ Ｔａｑ、２０ μｍｏｌ／Ｌ上游特异性引物、２０ μｍｏｌ／Ｌ
下游特异性引物、１畅５ μｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ，然后进行 ４５个循环。
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每个样本重复 ３次。 在每一个循环的退火温度结束时测定荧光值，并设定一个荧光阈值，当 ＰＣＲ 反应
超过这一荧光阈值时的反应次数就被认为是 ＰＣＲ扩增反应指数阶段开始时对应的循环次数，即 Ｃｔ值，相对
定量在连续荧光的水平上比较 Ｃｔ 值，转录本数量与 Ｃｔ 值成反比：转录本稀释两倍，Ｃｔ 值就增加 １。 相对表
达率可用以下公式计算：R ＝２ －（△Ｃｔｓａｍｐｌｅ －△Ｃｔｃｏｎｔｒｏｌ）或 ２ －△△Ｃｔ，即要决定每个基因相应的表达率，每一测
量数据需要以内参基因相对的值为内标，并与相应的对照组比较。

６畅结果的计算：各样品的目的基因和管家基因分别进行实时 ＰＣＲ 反应。 根据 ＤＮＡ标准曲线，各样品
目的基因和管家基因的浓度结果直接由机器生成。 每个样品的目的基因浓度除以管家基因的浓度，即为此
样品此基因校正后的相对浓度。

７畅待测基因以内参校正：实时定量 ＰＣＲ 时各样品的加样量均相同，然而由于受 ＲＮＡ浓度定量误差和
ＲＮＡ逆转录效率等的影响，每个样品相同体积的 ｃＤＮＡ并不完全相同。 为校正此差异，我们使用管家基因
作为内参，以样品待测基因的值除以此样品内参的值，最终得到的比值为样品的待测基因相对含量。
四、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １０畅０ 软件包进行统计学处理。 实验数据用均数±标准差（珋x ±s）表示，数据采用成组设计的 t

检验，以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

一、实验组与对照组 Ｒｕｎｘ２不同时间点的表达
经统计学检验，实验组与对照组三个时间点 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ的表达差异都有统计学意义（P ＜０畅０１），说明

地塞米松的加入可提高牙囊细胞各时间点 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ的表达水平（表 １）。
二、实验组与对照组 Ｏｓｔｅｒｉｘ不同时间点的表达
经统计学检验，实验组与对照组第 １４ 天和第 ２１ 天时 Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ 的表达差异有统计学意义（P ＜

０畅０１），实验组 Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ的表达提前并提高了其表达水平（表 ２）。

表 1　Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ在各时间点的表达（珋x±s）
组别 只数 第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２１ 天

对照组 ５  １ 汉汉畅１４ ±０ �畅１２ １ 滗滗畅２３ ±０ 种畅１６ １ %%畅２０ ±０  畅１８

实验组 ５  １ 汉汉畅７６ ±０ �畅１８ １ 滗滗畅９６ ±０ 种畅１４ １ %%畅８７ ±０  畅１７

t值 ６   畅４０８ ６ II畅０２１ ６ 妸妸畅０５１

P 值 ＜０ \\畅０１ ＜０ 唵唵畅０１ ＜０ 乔乔畅０１

表 2　Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ在各时间点的表达（珋x ±s）
组别 只数 第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２１ 天

对照组 ５ n－ ０ 拻拻畅９４ ±０ 剟畅０８ １ ��畅１４ ±０ 铑畅０７

实验组 ５ n０ hh畅８２ ±０ Z畅０９ １ 拻拻畅２１ ±０ 剟畅０１ １ ��畅３６ ±０ 铑畅１２

t值 － ４ 鼢鼢畅７１４ ３ aa畅５４１

P 值 ＜０ 44畅０１ ＜０ 灋灋畅０１

讨　　论

Ｗｉｓｅ等于 １９９２ 年首次成功培养出出生 ６ ｄ的大鼠的牙囊细胞，并通过组织学、免疫组织化学、蛋白分析
技术、扫面电镜和透射电镜等方法，证明大鼠牙囊细胞主要为成纤维细胞，这种成纤维细胞具有合成与分泌
蛋白质的功能［１８］ 。 本研究在牙囊细胞的原代培养是将前人所用的直接胰酶消化法换成胶原酶、胰酶交替消
化。 在细胞消化所用酶中，胶原酶作用效力最为柔和，对细胞损伤最小，且主要针对细胞间质发生作用，从
而作用时间易于掌握。 本方法培养的大鼠牙囊细胞具有成纤维细胞的形态特征，这与 Ｗｉｓｅ 等［１９］的实验结

果相符合。 随着培养天数的增加，牙囊细胞形态上呈非均质性，存在多种细胞形态，其中以长梭形和多角形

·２０１４· 中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 ７ 月第 ５ 卷第 １４ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｊｕｌｙ １５，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．１４



为多见，有两个或多个树突多角形细胞生长速度较长梭形细胞快，且细胞间出现接触抑制，胞体更为紧凑，
胞质颜色更为深染，在胞质中围绕细胞核有散在的高密度白色颗粒存在，大小不一。 体外培养的大鼠牙囊
细胞形态特点及其胞内的高密度颗粒与活体内牙囊细胞所观察到的结果相符合

［２０］ 。 到目前为止，多数学者
认为该高密度颗粒属牙囊细胞特有，在大鼠的其他组织中未曾发现，可以作为大鼠牙囊细胞的特异性标志
之一，并且认为该颗粒的存在与牙齿的萌出有关，具体机制尚未完全明了［２１唱２３］ 。 采用实时 ＰＣＲ 方法对地塞
米松刺激大鼠牙囊后 Ｒｕｎｘ２和 Ｏｓｔｅｒｉｘ 的表达进行相对定量分析。 实时 ＰＣＲ技术于 １９９６ 年由美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司推出，其基本原理是在 ＰＣＲ反应体系中加入荧光基因，利用荧光信号的累积检测整个 ＰＣＲ 反
应过程中 ＰＣＲ产物的累积量，最后通过标准曲线对未知模板进行分析。 实时 ＰＣＲ 所使用的荧光类型分为
两种：荧光探针和荧光染料。 本实验采用的是荧光染料，即采用一种能够结合于所有 ｄｓＤＮＡ 双螺旋小沟的
具有绿色激发波长的染料，它与 ＰＣＲ合成的双链 ＤＮＡ结合，在激发光照射下产生荧光，通过荧光的检测，可
以实时监测 ＰＣＲ扩增的产物量。 染料法相对于探针法简单易行，成本较低，无需合成特异性探针。 本实验
以 ＧＡＰＤＨ为内参来对 ｍＲＮＡ的表达进行定量解析，首先分别测定目的基因和参比基因的量，再求出对于参
比基因的目的基因的相对量，最后再进行样本间相对量的比较。 通过选择参比基因对所有的样本进行归一
化处理（ＲＮＡ量校正），然后再对不同样本之间的目的基因表达量进行比较，以消除样本材料、ＲＮＡ 提取效
率、ＰＣＲ扩增率等差异对结果的干扰，从而可以比较不同条件下靶基因的转录水平［２４唱２６］ 。 牙囊细胞具有多
向分化潜能，在一定条件下可以向成骨方向分化为牙骨质固有牙槽骨。 牙囊细胞的成骨分化已被许多实验
所证实，但其成骨分化中各种转录因子的表达调控机制尚不完全清晰。 由于在骨发育中的重要作用，Ｒｕｎｘ２
和 Ｏｓｔｅｒｉｘ是最近研究最多的两个基因。 前者在成骨分化中发现最早，是骨细胞发育中的主基因，其功能包
括调节骨细胞分化、促进软骨细胞肥大化，还与血管的侵入及破骨细胞的分化有关，重要的功能地位在骨发
育中现在仍无可取代。 Ｒｕｎｘ２属于 ＲＵＮＴ结构域家族，通过 ＲＵＮＴ结构域选择性结合靶基因，调节成骨转录
的开始。 Ｄｕｃｙ等的研究表明，Ｒｕｎｘ２是调节成骨细胞分化最早、最特异的标志，Ｒｕｎｘ２ 不仅能调节成骨细胞
的分化，还可以调节成骨细胞的成熟，并通过结合成骨表达特异性的标记物启动子来调节成骨标记物（骨钙
素、骨桥素、骨涎蛋白、Ⅰ型胶原）表达［２７］ 。 体内外实验均表明 Ｒｕｎｘ２是成骨分化和发育所必需的，是骨形成
的关键基因［２８］ 。 Ｏｓｔｅｒｉｘ是最近才发现的一个调控成骨分化和骨形成的特异性转录因子，同样在骨形成及骨
细胞发育中起重要作用。 它与 Ｒｕｎｘ２ 属于同一个转录途径，位于 Ｒｕｎｘ２ 下游，其表达需要 Ｒｕｎｘ２ 的存在。
该基因含有一个小的锌指结构，只在发育中的骨骼，Ｏｓｔｅｒｉｘ 阳性表达的细胞才具有直接成骨的能力［２９唱３０］ 。
地塞米松属于糖皮质激素，广泛用于诱导体外培养的骨髓基质干细胞、牙髓细胞、牙囊细胞向成骨细胞分
化，地塞米松的这种作用是由于骨细胞是糖皮质激素的靶细胞，地塞米松对其分化使得基因表达有一定的
调节引导作用。 地塞米松不仅能促进成骨细胞分化成熟，诱导成骨，而且具有调节成骨样细胞合成胰岛素
样生长因子和促进Ⅰ型胶原合成的作用，调高碱性磷酸酶的活性，促进干细胞向成骨细胞的分化［３１唱３２］ 。 地
塞米松可以促进牙囊细胞的分化，并通过刺激碱性磷酸酶、骨钙素、Ⅰ型胶原等的表达来促进牙囊细胞的成
骨分化。 本实验结果显示地塞米松的加入加速了牙囊细胞成骨分化过程。 通过实时 ＲＴ唱ＰＣＲ技术从 ｍＲＮＡ
的水平发现Ｒｕｎｘ２和 Ｏｓｔｅｒｉｘ在两组细胞中均有表达，但表达情况却有不同：实验组牙囊细胞的 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ
的水平在检测的各时间点都高于对照组，两组间差异有统计学意义；实验组牙囊细胞 Ｏｓｔｅｒｉｘ ｍＲＮＡ 的表达
及其到达峰值的时间均提前于对照组。 说明实验组所诱导的牙囊细胞分化要早于对照组，分化的程度也较
对照组高。 说明地塞米松的加入可提高各时间点 Ｒｕｎｘ２ 的表达水平，使 Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达及峰值时间提早。 检
测结果说明地塞米松的加入可促进牙囊细胞向成骨方向的分化。
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［１５］　张永宽，林珠，金作林，等．地塞米松对体外培养的人牙囊细胞增殖和碱性磷酸酶活性的影响．临床口腔医学杂志，２００６，２２：７７唱７９畅

［１６］　Ｗｉｓｅ ＧＥ， Ｌｉｎ Ｆ， Ｆａｎ Ｗ．Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｒａｔ ｍｏｌａｒｓ．Ｃｅｌｌ Ｔｉｓｓｕｅ Ｒｅｓ，１９９２，２６７：４８３唱４９２畅
［１７］　Ｈｏｕ ＬＴ，Ｌｉｕ ＣＭ，Ｃｈｅｎ ＹＪ，ｅｔ ａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｍｏｌａｒ．Ａｒｃｈ Ｏｒａｌ Ｂｉｏｌ，１９９９，４４：７５９唱７７０畅
［１８］　Ｃｏｕｒｎｉｌ Ｉ， Ｌｅｂｌｏｎｄ ＣＰ， Ｐｏｍｐｏｎｉｏ Ｊ， ｅｔ ａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈ唱ｅｍｉｃａｌｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｓⅢ．Ｔｙｐｅ Ｉ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

ａｎｄ ｐｒｅｂｏｎｅ．Ｊ Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ Ｃｙｔｏｃｈｅｍ，１９７９，２７：１０５９唱１０６９畅

［１９］　Ｗｉｓｅ ＧＥ，Ｆｒａｚｉｅｒ唱Ｂｏｗｅｒｓ Ｓ，Ｄ摧Ｓｅｕｚａ ＲＨ．Ｃｅｌｌｕｌａｒ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｏｆ ｔｏｏｔｈ ｅｒｕｐｔｉｏｎ．Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ Ｏｒａｌ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ，２００２，１３：
３２３唱３３４畅

［２０］　Ｔｈｅｓｌｅｆｆ Ｉ， Ｓｈａｒｐｅ Ｐ．Ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｄｅｎｔａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．Ｍｅｔｈ Ｄｅｖ，１９９７，６７：１１１唱１２３畅
［２１］　Ｓｔｅｉｎｅｒｔ ＰＭ， Ｒｏｏｐ ＤＲ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｃｅｌｌｕａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｉｌａｍｅｎｔｓ．Ｉｎ：Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ ＣＣ（ ｅｄ）ａｎｎｕａｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ａｎｎｕ

Ｒｅｗ Ｂｉｏｃｈｅｍ，１９９８，５７：５９３唱６２５畅
［２２］　Ａｃｔｏｒ ＪＫ，Ｌｉｍｏｒ ＪＲ，Ｈｕｎｔｅｒ ＲＬ，ｅｔ ａｌ．Ａ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ唱ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｗ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ．Ｌａｂ Ｊ Ｃｌｉｎ，

１９９９，１３：４０唱４７畅

［２３］　Ｓｅｈｎｅｌｌ Ｓ， Ｍｅｎｄｏｚａ Ｃ．Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｉｅａｌ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔｉａｔｉｖｅ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃ唱
ｔｉｏｎ．Ｊ Ｔｈｅｏｒ Ｂｉｏｌ，１９９７，８４：４３３唱４４０畅

［２４］　Ｋｅ ＬＤ， Ｃｈｅｎ Ｚ， Ｙｕｎｇ ＷＫ．Ａ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ唱ｂａｓｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ：ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｖｓ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｓｔａｎｄａｒｄｓ．Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｂｅｓ，
２０００，１４：１２７唱１３５畅

［２５］　Ｄｕｃｙ Ｐ， Ｓｃｈｉｎｋｅ Ｔ， Ｋａｒｓｃｎｔｙ Ｇ．Ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ：ａ ｓｏｐｈｉｓｔｉｃａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｕｎｄｅｒ ｃｅｎｔｒａｌ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，２８９：１５０１唱１５０４畅
［２６］　Ｅｍａｎｉ Ｓ， Ｍａｙｅｒ ＪＥ， Ｅｍａｎｉ ＳＭ．Ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ唱ｓｅｅｄｅｄ ｔｉｓｓｕｅ唱ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ

ｇｒａｆｔｓ．Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ Ｐａｒｔ Ａ，２０１１ Ｊｕｎ １７畅［Ｅｐｕｂ ａｈｅａｄ ｏｆ ｐｒｉｎｔ］．
［２７］　Ｌｉｎｄａ ＪＳ，Ｄｗｉｇｈｔ ＡＴ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃａｒｉｌａｇｅ ｇｅｎｅｓ．Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ，２００２，１３：３７５唱３８１畅
［２８］　Ｓｅｋｉ Ｋ， Ｆｕｊｉｍｏｒｉ Ｔ， Ｓａｖａｇｎｅｒ Ｐ， ｅｔ ａｌ．Ｍｏｕｓｅ Ｓｎａｉｌ ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ，ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａ唱

ｇｅｎ，ａｎｄ ａｇｇｒｅｃａｎ．Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ，２００３，２７８：４１８６２唱４１８７０畅
［２９］　Ｐａｎ Ｋ，Ｓｕｎ Ｑ，Ｚｈａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ．Ｍｕｌｔｉｌｉｎｅａｇｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｏｖｅｒ唱ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ／ｃｅ唱

ｍｅｎｔｏｂｌａｓｔ唱ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ．Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆ，２０１０，４３：２１９唱２２８畅
［３０］　Ｓｐａｒｂｅｒ唱Ｓａｕｅｒ Ｍ，Ｈōｎｉｇ Ｍ，Ｓｃｈｕｌｚ ＡＳ，ｅｔ ａｌ．Ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｅａｒｌｙ ｒｅｌａｐｓｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｍｏｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ｏｒ ｗｉｔｈ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ＣＮＳ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ

ｍａｙ ｂｅｎｅｆｉｔ ｆｒｏｍ ｉｍｍｅｄｉａｔｅ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｂｏｎｅ Ｍａｒｒｏｗ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，２００９，４４：３３３唱３３８畅
［３１］　Ｘｕ ＬＬ， Ｌｉｕ ＨＣ， Ｗａｎｇ ＤＳ， ｅｔ ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＭＰ唱２ ａｎｄ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｏｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ

ｓｅｅｄｅｄ ｏｎ ｔｈｒｅｅ唱ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｂｅｔａ唱ＴＣＰ．Ｂｉｏｍｅｄ Ｍａｔｅｒ，２００９，４：０６５０１０畅
［３２］　Ｊｉｎ ＺＬ， Ｚｈａｎｇ ＹＫ， Ｓｕｏ ＨＹ， ｅｔ ａｌ．Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ唱ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｅｎｔａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ．Ａｃｔａ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２００８，２９：１０１３唱１０２０畅
（收稿日期：２０１１唱０３唱０４）

（本文编辑： 巨娟梅）
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