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[摘要]暋目的:通过构建 DDIT3过表达质粒,进一步验证过表达 DDIT3对人牙髓干细胞(humandentalpulpcells,

HDPCs)增殖和分化能力的影响。方法:构建带有绿色荧光标记的 DDIT3慢病毒载体,分为3组:空白(A组)对照

组,绿色荧光对照组(B组),DDIT3过表达组(C组);荧光显微镜观察病毒感染效率;qRT-PCR和 Westernblot检

测过表达效果;MTT检测三组细胞的增殖能力;ALP、茜素红、vonKossa染色和qRT-PCR检测DDIT3对 HDPCs
成骨/成牙本质分化能力的影响。结果:荧光显微镜下观察C组绿色荧光表达面积>90%,qRT-PCR和 Western灢
blot结果表明,C组 DDIT3mRNA和蛋白表达明显升高;MTT结果显示,与对照组相比,过表达 DDIT3在72h和

96h可明显抑制 HDPCs的增殖;qRT-PCR 结果表明,DDIT3过表达可明显增加矿化相关基因 OSX,DSPP,

DMP1和 OCNmRNA表达水平,同时增加 DSPP蛋白表达;ALP染色结果表明,3组细胞在成骨/成牙本质分化第

7天,均可见明显的 ALP染色阳性细胞,但染色面积无明显差异。然而,在成骨/成牙本质分化第14天,茜素红染

色和vonKossa染色结果表明,过表达 DDIT3可明显增加钙沉积。结论:DDIT3可促进 HDPCs晚期的成骨/成牙

本质分化。
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[Abstract]暋Objective:ToinvestigatetheeffectofDDIT3overexpressiononproliferationandosteogenic/odonto灢
blasticdifferentiationofHDPCs.Methods:DDIT3overexpressionlentiviralconstructwasconfirmedbysequencing.
Generationoflentiviralvectorswasaccomplishedusingathree-plasmidtransfectionprocedure.Cellswerealloca灢
tedintothreegroups:HDPCs-WTgroup,HDPCs-GFPgroup,andHDPCs-DDIT3-overexpressiongroup.
ExpressionofDDIT3wasquantifiedbyqRT-PCRandWesternblot.Cellproliferationandosteogenic/odontoblast灢
icdifferentiationweredetectedbyMTT,qRT-PCR,ALPstaining,Alizarinredstaining,andvonKossastaining.
Results:AlentiviralvectorsystemwasusedtoefficientlyoverexpressDDIT3inprimaryHDPCstolevels>90%.
ItwasfoundthatDDIT3mRNAwasoverexpressedover38-fold.MTTassayrevealedDDIT3overexpressionre灢
ducedHDPCproliferationby72and96hourscomparedtocontrolgroups.DDIT3overexpressionledtonosignifi灢
cantdifferenceinALPstainingareaafter7dayscultureinodontoblasticmedium.However,DDIT3overexpression
enhancedcalciumdepositionbyday14,asexaminedbyalizarinredandvonKossastaining.qRT-PCRresultsre灢
vealedthatDDIT3overexpressiondidnotaffectALPandRUNX2mRNAlevels,however,itsignificantlyincreased
OSX,DSPP,DMP1,andOCN mRNAlevelsbyday14.WesternblotanalysisrevealedthatDSPPproteinlevels
werehigherintheHDPCs-DDIT3-overexpressiongroup.Conclusion:LipidmetabolismrelatedgeneDDIT3may
correlatewithHDPCslateosteogenic/odontoblasticdifferentiation.
[Keywords]暋DDIT3暋HDPCs暋Osteogenesisandadipogenesis

暋暋DDIT3,作为C/EBP家族的成员,是一种在炎
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症和成脂分化中都扮演着重要角色的转录因子。因

其可与C/EBP毬形成异构体而抑制其 DNA 结合活

性,从而抑制 C/EBP毩和 PPAR毭的表达而不利于

脂肪的形成。作为一种凋亡转录因子,内质网刺激

可诱导DDIT3的表达,并可通过诱导细胞凋亡蛋白
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酶11而介导炎症的发生[1]。相反的,也有研究认为

DDIT3与 C/EBP毬形成异构体会抑制 C/EBP毬与

RUNX2的相互作用,从而抑制成骨向的分化[2];也
有研究发现,过表达DDIT3的小鼠可降低成骨细胞

的功能并导致骨质疏松[3]。以上研究表明,DDIT3
在炎症和成脂中的作用虽然较为明确,但在成骨分

化中的作用还存在很大的争议,目前,尚未有研究表

明DDIT3是否以及如何调控 HDPCs的成骨/成牙

本质分化,相关的研究可能为调控 HDPCs成骨/成

牙本质分化提供新的思路。

1暋材料与方法

1.1暋材料暋主要试剂:PrimeSTAR猝 MaxDNA聚

合酶(宝生物工程有限公司,中国大连);EcoRI限

制性内切酶(NEB,中国北京);BamHI限制性内切

酶(NEB,中国北京);T4DNA 连接酶(Fermen灢
tas,美国);pLVX-CMV-Zsgreen1 质粒(Clon灢
tech,美国);DSPP一抗 (SantaCruzBiotechnolo灢
gy,美国);LB 培养基(生物工程有限公司,中国上

海);质粒大提试剂盒(天根生化科技有限公司,中国

北京);切胶回收试剂盒(康为世纪生物科技有限公

司,中国北京);其余实验试剂均为国产分析纯。病

例来源:在患者知情同意下,选取我院2016年11月

~2017年3月收治的60名18~28岁病人中因正

畸原因拔除的健康前磨牙和阻生的第三磨牙100
颗,平均年龄(22.55暲3.38)岁。

1.2暋方法

1.2.1暋过表达DDIT3质粒的构建及鉴定暋按照试

剂盒说明方法提取 HDPCs总 RNA(宝生物工程有

限公 司,中 国 大 连),并 逆 转 录 为 cDNA。使 用

PrimeSTAR猝 MaxDNA聚合酶,按照说明书配制

反应试剂,扩增 cDNA。正向引物:CCGGAAT灢
TCATGGAGCTTGTTCCAGCC 反 向 引 物:

CGCGGATCCTCATGCTTGGTGCAGATTC 琼

脂糖凝胶电泳观察目的条带。在紫外灯照射下,切

下带有目的条带的凝胶,按照切胶回收试剂盒提供

的实验步骤,提取目的 DNA。用 EcoRI和BamHI
双酶切鉴 定 DNA 切 胶 回 收 产 物。用 EcoRI 和

BamHI双酶切 pLVX-CMV- Zsgreen1质粒,切
胶回收得到线性化的 pLVX-CMV- Zsgreen1。

T4DNA 连接酶连接线性化的pLVX-CMV-Zs灢
green1和 DNA 切胶回收产物。将上述连接产物经

感受态细胞转化,涂板,挑取单克隆并摇菌。按照质

粒大体试剂盒实验步骤提取质粒,测定浓度。酶切

鉴定正确后储存于-20曟,用于后续病毒的包装。

1.2.2暋细胞的感染暋用pspax2、pMD2G包装质粒

分别和过表达载pLVX-human-DDIT3以及对照

载体 pLVX-IRES-GFP 转 染 293T 细 胞。将

HDPCs按照1.5暳105 个/孔的密度铺至6孔板中,
用上述病毒上清感染细胞。6h后,去除病毒感染

液,换成 HDPCs基础培养基,继续传代培养用于后

续实验,以未感染的 HDPCs作为空白对照,分别命

名为 HDPCs-WT 组(A 组)、HDPCs-GFP 组(B
组)、HDPCs-DDIT3-overexpression 组(C 组)。

qRT-PCR 检测3组细胞DDIT3mRNA的表达。

1.2.3暋细胞增殖能力测试暋将 HDPCs按照2暳
103 个/孔的密度铺至96孔板中,放于含5%CO2、

37曟的恒温培养箱内。分别选择24、48、72和96h
时间点,于每个时间点加入20毺L MTT 试剂(5.0
g/L),放于含5%CO2、37曟的恒温培养箱内孵育4
h。弃上清,每孔加入200毺LDMSO,避光摇床震荡

10min,读取A570值。

1.2.4暋矿化相关基因和蛋白的表达暋将3组细胞

铺至12孔板中,用 HDPCs基础培养基培养至细胞

铺满培养板,加入成牙本质分化培养基诱导至第14
天,每两天换液。收集0、7、14d的3组细胞 RNA,

qRTPCR检测矿化相关基因 mRNA的表达收集0、

7、14d的3组细胞蛋白。

1.2.5暋ALP、茜素红和vonKossa染色暋3组细胞

接种于12孔板中,成牙本质分化诱导至第7天。

4%多聚甲醛室温固定15min,PBS清洗2次,加入

ALP工作液,室温孵育30min。去除染色液,双蒸

水清洗,显微镜下观察拍照。用IMAGEJ软件计算

ALP染色面积。当3组细胞成牙本质分化诱导至

第14天时,弃去诱导分化培养基,PBS清洗1次,

4%多聚甲醛室温固定15min。蒸馏水清洗3次,
将配置好的1%茜素红溶液加入孔板中,室温孵育

10~20min,弃去染色液,蒸馏水清洗数次,显微镜

下观察并照相。将上述染色完成的细胞用蒸馏水清

洗数次,每孔加入600毺L10%氯化十六烷基吡啶室

温反应1h。分别收集每孔的溶液,反复吹打混匀,
以200毺L/孔加入96孔板中,紫外分光光度计记录

590nm 的A 值。3组细胞诱导分化至第14天,用

4%多聚甲醛室温固定15min。PBS清洗1次,加
入1%硝酸银溶液,于紫外灯下照射45min。用蒸

馏水清洗3次,加入3%硫代硫酸钠溶液5min,蒸
馏水清洗3次,显微镜下观察照相。用IMAGEJ软

件计算vonKossa染色面积。

1.3暋统计学分析暋数据采用 SPSS16.0(SPSS,
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Chicago,IL,USA)软件计算完成,最后结果用煀x暲s
表示。两组比较用组间t检验(student暞st-test)分
析,多组比较采用单因素方差分析(one-wayANO灢
VA),当统计学分析统计值P<0.05被认为有统计

学差异。

2暋结果

2.1暋DDIT3过表达及对 HDPCs增殖的影响暋如

表1所示,与B组相比,C组 DDIT3mRNA 表达有

明显统计学差异(P<0.05)。如表2MTT 试验显

示,与对照组相比,过表达DDIT3在72h和96h可

明显抑制 HDPCs的增殖(P<0.05);而 A 组和 B
组在增殖能力上没有明显的统计学差异。

表1暋qRT-PCR检测3组细胞 DDIT3mRNA表达

Table1暋ExpressionofDDIT3mRNAdetectedbyqRT-PCR
煀x暲s

组别 DDIT3

A组 1.00暲0.01
B组 1.08暲0.02
C组 38.14暲1.27*

暋注:与 A组、B组相比,* P<0.05

表2暋细胞增殖结果

Table2暋Resultsofcellproliferation 煀x暲s

组别 24h 48h 72h 96h

A组 0.22暲0.01 0.35暲0.040.61暲0.11 0.85暲0.13
B组 0.21暲0.02 0.34暲0.050.60暲0.12 0.83暲0.15
C组 0.20暲0.03 0.30暲0.070.49暲0.08* 0.68暲0.09*

暋注:与 A组、B组相比,* P<0.05

2.2暋DDIT3过表达对 HDPCs成骨/成牙本质分化

的影响暋如表3qRT-PCR结果表明,DDIT3过表

达对 ALP和 RUNX2mRNA 表达水平无明显影

响;在 HDPCs成骨/成牙本质分化第14天,过表达

DDIT3可 明 显 增 加 矿 化 相 关 基 因 OSX、DSPP、

DMP1和 OCN mRNA表达水平(P<0.05)。如图

1ALP染色结果表明,3组细胞在成骨/成牙本质分

化第7天,均可见明显的 ALP染色阳性细胞;与对

照组相比,C组 ALP染色面积无明显改变。然而,
在成骨/成牙本质分化第14天,茜素红染色和von灢
Kossa染色结果表明,过表达 DDIT3可明显增加钙

沉积。

图1暋DDIT3过表达促进了 HDPCs成牙本质分化

Fig.1暋OverexpressionofDDIT3contributestotheodontoblastic

differentiationofHDPCs.

表3暋过表达 DDIT3对 HDPCs相关基因的影响

Table3暋EffectofDDIT3overexpressiononHDPCsrelatedgenes 煀x暲s

组别 ALP RUNX2 OSX DSPP DMP1 OCN

A组暋7d 7.62暲0.19 4.05暲0.21 3.31暲0.19 3.21暲0.29 3.05暲0.22 1.05暲0.13
14d 8.21暲0.43 5.08暲0.29 5.25暲0.24 5.15暲0.21 4.09暲0.43 2.23暲0.14

B组暋7d 7.92暲0.23 4.01暲0.26 3.34暲0.21 3.24暲0.23 3.00暲0.16 1.12暲0.15
14d 8.20暲0.33 5.12暲0.35 5.31暲0.29 5.31暲0.32 4.08暲0.35 2.03暲0.13

C组暋7d 8.05暲0.31 4.21暲0.31 3.42暲0.29 3.32暲0.19 3.29暲0.23 1.17暲0.22
14d 8.25暲0.35 5.19暲0.33 11.49暲0.62* 11.89暲0.32* 9.96暲0.35* 3.98暲0.56*

暋暋注:与 A组、B组相比,* P<0.05

3暋讨论

暋暋DDIT3广泛存在于许多组织的细胞中,如骨、
软骨、心脏和肌肉等[4]。有研究表明,在非刺激状态

下,DDIT3主要存在于细胞质,然而,随着内质网应

激,可导致其表达的升高和核聚集[5]。本文同样发

现,在 TNF毩刺激下,可观察到 DDIT3mRNA 和相

关炎症因子IL-1毬、IL-6表达水平的升高,同时免

疫荧光检测可看到轻微的核转移。TNF毩可激活未

折叠蛋白反应并通过激活肿瘤坏死因子受体1引起

内质网应激[6]。因此,TNF毩可能通过引起 HDPCs
内质网应激而促进了DDIT3的表达和核转移。

暋暋由于DDIT3在炎症反应中作用明确,且在成骨

分化的调控中起作用,因此推测DDIT3可能也作为

联系促炎刺激和 HDPCs成牙本质分化的因子。为

验证这一假设,本文首先用慢病毒载体过表达 HD灢
PCs中的DDIT3,并检测了成牙本质分化的相关基

因。发 现 早 期 矿 化 相 关 基 因[7,8],包 括 ALP 和

RUNX2,与对照组相比并没有明显改变。然而,晚
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期 成 牙 本 质 分 化 相 关 基 因[9],DSPP、DMP1 和

OCN,在过表达组分化第14天,mRNA表达却明显

升高。以上结果提示,DDIT3可能主要在晚期成牙

本质分化阶段起作用。已有研究表明,TNF毩可促

进 HDPCs矿化和相关基因 DSPP,DMP1和 OCN
的表达升高[10]。因此,可以推测,TNF毩可能部分

通过DDIT3促进了 HDPCs的成牙本质分化。

暋暋DDIT3在成骨分化中的作用复杂甚至是相反

的。在多潜能间充质分化细胞系ST-2中,DDIT3
可通过与其它C/EBP家族成员形成异构体,同时活

化Smad和 Wnt/毬-catenin信号通路而促进其成

骨分化[11]。如前所说,HDPCs也是一种具有自我

更新和多向分化潜能的细胞系,且定向的细胞分化

需要多种细胞内外信号的调控,如 Wnt、Notch、

BMP等[12,13]。在牙齿间充质细胞中条件性敲除毬
-catenin的小鼠表现出缺失的磨牙牙根和纤细的

切牙,这表示 Wnt/毬-catenin信号通路在成牙本质

分化中发挥着重要的作用[14]。因此推测,DDIT3在

HDPCs中扮演的角色与ST-2细胞系相似,一方

面可能通过直接激活 Wnt/毬-catenin信号通路促

进了成牙本质分化,另一方面,过表达的 DDIT3也

通过与其它C/EBP家族成员的结合抑制了 HDPCs
的成脂分化能力,间接促进了其成牙本质分化。

暋暋综上所述,本文研究首次证实了脂质代谢相关

基因DDIT3存在于 HDPCs中且可能调控 HDPCs
晚期的成骨/成牙本质分化,DDIT3有望为后期调

控 HDPCs的成骨/成牙本质分化提供新的方向。
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