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抑制性消减杂交和基因芯片技术在

牙髓差异表达基因研究中的应用

吴煜1，2综述 周学东1审校

（1.口腔疾病研究国家重点实验室， 四川大学 成都 610041；
2.广西医科大学附属口腔医院儿童口腔科 南宁 530021）

[摘要] 基因表达的时、空、量模式的变化引起了生命过程中细胞的发育和分化、细胞周期的调节、细胞的衰

老和死亡以及细胞的病理过程。寻找差异表达基因成为目前基因研究的一个非常重要的内容。近年来，分离差

异表达基因的技术不断完善，先后出现了消减杂交、mRNA 差异显示法、代表性差异分析法、基因表达系列分

析、抑制性消减杂交和（半）定量聚合酶链反应等多种分析技术。本文就牙髓研究中的 2 种常用的大规模快速筛

选差异基因的分析方法和应用进展作一综述。
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[Abstract] Temporal and spatial distinct patterns of gene expression regulate biological processes involved in cell
development, differentiation, cell cycle, death and pathology. The identification of differential expression gene be-
tween the different functional status cells has become an important content of gene research. In recent years, a
variety of methods have been developed for analying differentially expressed genes, including subtractive hybridiza-
tion, mRNA differential display, representational difference analysis, serial analysis of gene expression, suppression
subtractive hybridization, expressed sequence tags, DNA chip, quantitative polymerase chain reaction and semiquan-
titative polymerase chain reaction. This manuscript reviews the two most commonly used technologies of rapid
and large-scale screening for differentially expressed genes, and highlights recent applications in dental pulp stu-
dies.
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随着人类基因组测序的完成和强有力的基因

表达分析技术的发展，生物医学研究已进入了后

基因组时代。基因差异表达分析是功能基因组主

要的研究内容之一。研究基因差异表达的方法

包括消减杂交、mRNA 差异显示法、代表性差异

分析法、基因表达系列分析、抑制性消减杂交

（suppression subtractive hybridization， SSH）、表

达序列标签、基因芯片（DNA chip）和（半）定量聚

合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）等。
SSH 和基因芯片技术是近年来发展起来的研究基

因表达谱差异表达的 2 种非常有效的方法，被广

泛应用于牙髓基因差异表达的研究，包括筛选牙

本质分化相关基因、龋病时牙髓特异性表达基因、
牙髓增龄性改变差异基因和药物毒性相关基因的

检测等，这些方法将有益于研究者对牙髓生理和

病理过程的理解，促进对牙科疾病的诊断、治疗

和预防。本文重点对牙髓研究中的 2 种常用的大

规模快速筛选差异基因的分析方法和研究进展作

一综述。

1 牙髓研究常用的基因差异表达方法

1.1 SSH 技术

1996 年，Diatchenko等[1]建立了 SSH 方法，因
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其高效和高敏感性已成为现阶段筛选差异表达基

因最常用的方法之一。SSH 方法的基本策略是巧

妙整合抑制性 PCR 原理设计接头，使引物识别接

头序列扩增目片段的同时，非目的片段因接头产

生链内互补/锅柄样结构而停止扩增；其次，根据

杂交二级动力学原理，即高丰度单链退火时产生

同源杂交的速度快于低丰度单链，使原存在丰度

差异的基因片段含量趋于一致，促进低丰度的差

异表达基因被检出。整个方法仅用 2 轮杂交和

PCR 扩增即可完成，具有假阳性少、重复性强的

优点，而在显示低丰度 mRNA 上具有明显的优

势；该方法不足之处是需要较多的起始材料，而

且不能同时进行数个组织/细胞间或不同处理间的

比较。
1.2 基因芯片技术

20 世纪 90 年代迅速发展起来的基因芯片技

术已被广泛用于基因差异表达分析。基因芯片，

又称 DNA 芯片或 DNA微阵列（DNA microarray），

是指将许多特定的寡核苷酸片段或基因片段作为

探针，有规律地排列固定于支持物上，然后与待

测标记样品的基因按碱基配对原理进行杂交，再

通过激光共聚焦荧光检测系统等对芯片进行扫描，

并配以计算机系统对每一探针上的荧光信号作出

比较和检测，再用计算机系统进行分析，从而迅

速得出所要的信息 [2]。基因芯片具有高通量、高

信息量、快速、并行检测、样品用量少和用途广

泛等优点，根据其所用探针的类型分为 cDNA 微

阵列芯片和寡核苷酸阵列芯片。

2 在牙髓研究中的应用

2.1 成牙本质细胞分化相关基因的检测

成牙本质细胞分布在牙髓的边缘，是高度特

异性的细胞。为寻找成牙本质细胞分化相关基因，

进一步理解其终末分化的机制，Buchaille等 [3]用

SSH 技术建立了成牙本质细胞特异性消减cDNA文

库，将培养的牙髓细胞cDNA 与成牙本质细胞

cDNA 进行消减，检测其基因表达的模式，确定

了154 个消减 cDNA克隆的核酸序列。其中，130
个在成牙本质细胞中表达丰富，已有 10 个基因被

确定，如牙本质涎磷蛋白基因（dentin sialophos-
phoprotein，DSPP）、骨涎蛋白（bone sialoprotein，

BSP）、釉质溶解素（enamelysin）和Ⅰ型胶原 α1链

蛋白基因（collagen Ⅰα1，colⅠα1）等；64个克隆

与已知基因相关，56 个克隆为未知基因，82%与

表达序列标签匹配。为进一步确定和克隆新的成

牙本质细胞特有的基因，Dey等[4]用 SSH 技术，通

过消减共同表达于成牙本质细胞、成骨细胞和牙

髓细胞的基因，从而获得了大鼠切牙成牙本质细

胞特异性表达的基因。从消减 cDNA 文库 1 290个

克隆中分析出 538个成牙本质细胞丰富的基因。
其中，498个克隆（92.6%）与基因序列数据库一

致。主要的高同源性基因是 DSPP，其次是 X染色

体内肽酶同源性调磷基因（phosphate-regulating
gene with homology to endopeptidase on the X-
chromosome，PHEX），编码肽链内切酶。P覿覿kk觟－
nen等[5]将临床上从患者口内拔除的第三磨牙天然

的牙髓和成牙本质细胞分离后，用基因芯片技术

对天然的牙髓组织和成牙本质细胞进行大规模的

基因表达谱分析后发现：1 595 个探针对牙髓阳

性，904 个探针对成牙本质细胞阳性，16 个表达

序列标签编码可能的未知基因仅表达于成牙本质

细胞；微阵列和反转录PCR（reverse transcription-
PCR，RT-PCR），蛋白质印迹技术（Western blot）
证实，Matrilin 4（MATN4）是唯一仅表达于成牙本

质细胞，而牙髓细胞中无表达的细胞外基质。
MATN4 和 2 个表达序列标签可以作为成牙本质细

胞分化的标志分子。P覿覿kk觟nen等[6]用基因芯片比

较了天然成牙本质细胞和培养的成牙本质细胞基

因表达后发现：二者有 84%相似。差异基因仅在

3 类中检出，包括细胞周期、细胞生长和刺激物

检测基因。天然成牙本质细胞刺激物检测基因的

表达较培养的成牙本质细胞阳性强，这可能提示

成牙本质细胞是感应细胞。
2.2 牙髓增龄性改变差异基因的筛选

牙髓和身体其他组织一样，也会经历老化，

根尖孔变小，髓腔变小，连续沉积牙本质，牙髓

老化继续，牙髓细胞（成纤维细胞、成牙本质细胞

和未分化的间充质细胞等）数量减少，胶原纤维相

应增加，血管、淋巴管、神经减少的过程。组织

的动态平衡有赖于牙髓细胞的活力和调节这些细

胞的信号过程。Tranasi等[7]用基因芯片技术比较年

轻和老年牙髓生理条件下基因表达的特点，进一

步理解了牙发育和老化的分子机制后发现：差异

基因分属生长因子、转录调节、凋亡调节和细胞

外基质基因。免疫系统和淋巴以及血液系统的细

胞发育、增殖和分化相关基因在年轻牙髓中高表

达，凋亡路径相关基因在老年牙髓中高表达。Si-
mon等[8]选择牙根未形成、发育早期或已萌出和牙
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根完全形成的牛牙成牙本质细胞，分别提取RNA
合成 cDNA，用基因芯片比较成牙本质细胞生命

过程中不同阶段的表达特点后发现：在牙本质发

育的 2 个阶段转录调节不同。实验显示：牙本质

基质蛋白-1（dental matrix protein-1，DMP-1）和

骨钙蛋白（osteocalcin，OC）在成熟成牙本质细胞

中上调，而Ⅰ型胶原蛋白、DSPP、转化生长因子-
β1（transforming growth factor -β1， TGF -β1）和

TGF-β1 受体则下调；在晚期成牙本质细胞中，

DSPP 和Ⅰ型胶原蛋白基因表达下调。基因编码的

蛋白是牙本质基质的主要成分，这些基因表达下

调表示晚期成牙本质细胞活跃性和沉积率降低。
2.3 药物毒性相关基因的检测

Wurtz等[9]用基因芯片技术研究氟作用下成牙

本质细胞发生的分子改变后发现：1 mmol·L-1 氟

化钠作用于体外培养的成牙本质细胞，编码细胞

外基质蛋白的 asporin 基因、细胞膜相关蛋白成骨

细胞特异性因子-2 和肿瘤坏死因子受体（tumor
necrosis factor receptor，TNF-receptor）的表达下

调，而Scya-5 的表达则上调。原位杂交和 RT-
PCR 证实，这些 RNA 均出现在发育期的牙形成

细胞，提示当体内氟中毒时，氟可改变成牙本质

细胞的基因表达，基因的异常表达影响细胞外基

质的形成和细胞的交流，从而导致氟中毒时牙本

质的病变。
此外，最近在大鼠牙髓组织基因芯片的研究

中发现：当大鼠牙齿氟中毒时，牙髓与正常对照

组牙髓相比较，芯片差异表达 1.5 倍以上的转录

本有 247 个，其中，219 个在氟中毒牙髓中表达

下调，28 个转录本表达上调。用基因表达微阵列

数据分析显示软件（gene microarray pathway pro-
filer，GenMapp）对此差异显著基因的功能进行生

物通路分析后发现：与氟中毒牙本质病变发生过

程有关的主要生物通路包括：1）骨骼发育通路；

2）蛋白质修饰、折叠、装配、转运和蛋白质靶向

输送通路；3）细胞增殖、代谢，细胞运动性和细

胞凋亡通路等[10]。
2.4 基因芯片比较脱落乳牙和恒牙牙髓的基因表

达谱

Nakamura等[11]取脱落乳牙和恒牙牙髓细胞进

行体外培养，先比较 2 种细胞的干细胞特性，然

后提取细胞总的 RNA，再用 DNA 芯片分析比较

牙髓细胞的基因表达谱后发现：2 种来源的细胞

均有间充质干细胞的特点。乳牙牙髓干细胞（stem

cells from human exfoliated deciduous teeth，

SHED）有高度的增殖能力和丰富的细胞外基质。
SHED 高表达的基因参与细胞增殖和胞外基质，

包括一些细胞因子如成纤维细胞生长因子的相关

路径，由于有高度的增殖能力和广泛的细胞来源

以及最少的无痛入侵干细胞收集，SHED 有望作

为口腔疾病和其他系统疾病包括神经疾病和心脏

病以及改善缺血性疾病再生治疗的细胞来源。
2.5 龋病时牙髓差异基因的筛选

牙髓牙本质复合体有再生的特点，在相对轻

度的损伤下，髓室外壁的成牙本质细胞定位在缺

损下，刺激上调合成和分泌第三期牙本质细胞外

基质，以保护下层细胞、保存组织的活力；若损

伤严重导致局部成牙本质细胞坏死，被牙髓新生

成的成牙本质细胞样细胞置换，随后在缺损下分

泌牙本质细胞外基质，后一个过程更复杂，包括

祖细胞的征募和诱导分化产生牙本质基质 [12]。临

床上，牙髓分子改变的分类和描述有助于剖析疾

病过程的分子路径，辨别和确定治疗干预的潜在

靶目标，确定潜在的有利于诊断的生物标志。
Sulkala等[13]用芯片技术比较健康和龋病牙髓

组织基因表达特点后发现：基质金属蛋白酶-13
（matrix metalloproteinase-13，MMP-13）高度表达

于正常和在局限性龋可逆牙髓炎的牙髓组织中，

而在釉质和牙本质龋病时牙髓的表达较正常牙髓

低。这就说明：龋病可能下调牙髓组织中 MMP-
13 的表达。MMP-13 在健康牙髓中高表达，说明

其在牙髓细胞外基质转化中起着重要的作用。
P覿覿kk觟nen等[14]用cDNA 微阵列技术研究健康和龋

病时牙髓组织的差异基因，结果发现了一些龋病

和健康牙髓表达差异的基因；另外，还检测到一

些未知的在牙髓组织中高表达的基因。这些改变

的或高表达的基因分为以下几类：1）基因表达

（DNA修复和复制）；2）凋亡；3）细胞分化；4）细

胞生长；5）炎症细胞调节；6）神经或血管。3 个

神经系统功能相关的基因在龋病牙髓表达中上调，

说明了神经营养因子在成熟牙髓组织中的重要性。
McLachlan等[15]用基因芯片研究临床健康的牙髓和

严重龋病的牙髓的基因表达特点后发现：445 个

基因有差异表达，85 个基因在健康牙髓中表达丰

富，360 个基因在疾病牙髓中表达丰富。
2.6 锁骨颅骨发育不全综合征牙髓特异性表达基

因的筛选

锁骨颅骨发育不全综合征（cleidocranial dys-
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plasia，CCD）是人类常染色体遗传疾病，影响骨

和牙齿的形成，症状是囟门不闭合、锁骨发育不

良和牙数多 [16]，与 Runx2基因突变有关 [17]。Chen
等[18]的研究分析了人类 CCD 乳牙牙髓细胞和正常

儿童脱落乳牙牙髓的基本细胞特点和基因表达特

点，用微阵列分析 Runx2 下游参与不同生化路径

的可能的 200 多个靶基因、细胞因子和受体。芯

片分析显示：芯片所包含的 226 个转录本中，

CCD 乳牙牙髓细胞的 25 个基因（11.1%）2倍上调，

17个基因（7.5%）2倍下调，其中，20 多个基因编

码跨膜蛋白及其受体。转化生长因子β受体Ⅱ（tra-
nsforming growth factor beta receptor Ⅱ ，TGF-
βRⅡ）和血管内皮细胞生长因子B（vascular endo-
thelial growth factor B，VEGFB）增加 32.7 和 4.5
倍，骨形态发生蛋白-2（bone morphogenetic pro-
tein-2，BMP-2）降低 2.2 倍，而且细胞因子的表

达水平也不同。资料分析证实：一系列的细胞信

号和生长基因发生了改变。

3 结束语

牙髓基因组学将被高通量技术和信息学的发

展改变，随着更多的基因功能被发现，基因的生

物学相关发现更为清晰，基因型和表型的联系将

得以促进。同时，对基因表达新信息的发现和认

识将增加研究者对牙髓生理和病理机制的理解，

因而最终改变目前牙科的临床实践，包括诊断、
治疗和一般口腔疾病的预后。
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