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Caveolin-1基因敲除小鼠下颌第一磨牙的表型观察
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[摘要]暋目的:观察Caveolin-1基因敲除小鼠(knockout,KO)下颌第一磨牙牙胚组织学形态及牙齿表型,为深入

研究Caveolin-1在牙齿发育中的作用提供组织学基础。方法:经聚合酶链式反应(polymerasechainreaction,

PCR)鉴定基因型后,HE染色观察不同发育阶段的 KO小鼠及同源野生型(wildtype,WT)小鼠的下颌第一磨牙牙

胚组织学形态;显微CT观察其牙体硬组织结构。结果:胚胎14.5d,WT鼠牙胚发育进入帽状期,但 KO鼠牙胚仍

处于蕾状期,成釉器未见明显分层及原发性釉结形成。胚胎16.5d,KO 鼠成釉器出现细胞分层,但成釉器体积较

小,颈环处上皮芽向下方间充质中深入较浅。胚胎18.5d,KO鼠成釉细胞和成牙本质细胞的细胞极化不明显,且
成牙本质细胞缺乏典型柱状形态。出生后1个月,下颌第一磨牙显微CT及三维重建结果显示:KO 鼠与 WT鼠牙

体解剖形态未见明显差异。结论:Caveolin-1基因表达缺失可导致小鼠下颌第一磨牙牙胚发育蕾状期-帽状期过

渡出现暂时性滞后,但对牙齿后期发育无明显影响。
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[Abstract]暋Objective:Toinvestigatethehistologicalmorphologyofmandibularfirstmolartoothgermandanalyse
dentalphenotypeincaveolin-1geneknockout(KO)mice.Methods:Aftergenotypeidentificationwithpolymerase
chainreaction(PCR),mandibularfirstmolargermsandteethwerecollectedfromcaveolin-1geneknockoutmice
andwild-type(WT)homologousmice.Thehistologicalmorphologyoftoothgermsanddentalphenotypewere
studiedbyhemateineosin(HE)stainingandmicrocomputedtomography(Micro-CT),respectively.Results:At
E14.5,thetoothgermofWTmousewasatthecapstage;however,thetoothgermofKO mousewasstillatthe
budstage,andnoobviousstratificationandprimaryenamelknotwerefound.Withthetoothgermdevelopment,

theenamelorgancellsofKO mousestratifiedintofourlayersatcapstage(E16.5).While,enamelorganofKO
mousehadsmallervolumeandlessinvaginationofcervicalloopintoepithelialmesenchymal.AtE18.5,thecellpo灢
laritiesofbothameloblastsandodontoblastswerenotobviousinKOtoothgerm.Andtheodontoblastswerelackof
typicalhighcolumnarshapes.TheresultsofMicro-CTand3Dreconstructionshowedthatnosignificantdifference
wasfoundbetweenthetwomice暞slowerfirstmolaranatomicshape.Conclusion:Thedeficiencyofcaveolin-1gene
ledtotemporalarrestforthebud-to-captransitionindevelopmentalmolartoothgermswithoutsignificantinflu灢
enceonthelaterdevelopmentalprocesses.
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暋暋胞膜窖(Caveolae)是细胞质膜表面特异性内陷

微区,主要由脂类和蛋白质组成。窖蛋白(Cave-
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olin)是Caveolae的表面标记蛋白,是构成Caveolae
的完整膜蛋白[1]。Caveolin至少有3种亚型,其中

Caveolin-1是 Caveolae最重要的表面功能蛋白。
胞膜窖和窖蛋白在多种细胞生物学功能中起关键作

用[1]。已有的研究表明 Caveolin-1参与牙胚发育

过程[2~4]。Caveolin-1基因敲除小鼠被用于多种

疾病的研究,与正常小鼠相比显示出一些不同的表
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型[5,6],但在牙齿发育方面,其牙齿表型分析尚未见

报道。本实验拟以Caveolin-1基因敲除小鼠为研

究对象,以同源野生型小鼠为对照,对比观察 Cave灢
olin-1基因敲除对下颌第一磨牙牙胚组织学形态

及牙齿解剖的影响,为进一步探讨 Caveolin-1在

牙齿发育方面的作用提供组织学参考。

1暋材料与方法

暋暋经郑州大学生命科学伦理审查委员会审查,该
项目研究内容和过程遵循国际及国家颁布的有关生

物医学研究的伦理要求。

1.1暋主要试剂和设备暋T100型PCR扩增仪、核酸

水平电泳仪、化学发光凝胶成像系统(美国 Bio-
Rad公司)。纯水系统(美国 Millipore公司)。全自

动组织脱水机、组织包埋机、组织切片机、摊片烤片

机、显微镜病理成像系统(德国 Leica公司)。微型

计算机断层扫描(MicroComputedTomography,

MicroCT)毺CT35(瑞士 SCANCO MedicalAG 公

司)。Easy-DNATM gDNA PurificationKit、Dre灢
amTaqGreenPCR MasterMix(2X)(美国赛默飞

世尔科技有限公司)。低熔点琼脂糖、50暳TAE 缓

冲液、GoldViewI型核酸染色剂 (10000暳)、6暳
DNALoadingBuffer、1000bpDNA Marker(北京索

莱宝科技有限公司)。

1.2暋实验动物暋Caveolin-1基因敲除小鼠亲代购

自美国 JacksonLaboratory(Maine,USA),库存

号:007083,遗传背景:C57BL/6,品系名:B6.Cg-
Cav1tm1Mls/J,SPF 级,基因型:Caveolin-1-/- ;
野生型雌性C57BL/6小鼠购自北京维通利华实验

动物技术有限公司,SPF级。雄性 Caveolin-1-/-

小鼠与野生型雌性C57BL/6小鼠交配后得到Cave灢
olin-1+/- 杂合子小鼠。小鼠饲养在SPF级实验动

物中心,独立通气笼盒系统中,环境温度(24.0暲0.
5)曟。相对湿度50%~60%,自由饮食进水,昼夜

光照节律。选用上述6~8周龄杂合子性成熟小鼠,
按1暶2比例合笼,胎龄计算以小鼠交配见到阴道栓

后的中午定为胚胎发育(Embryonic,E)第0.5天

(E0.5),新生小鼠出生(Postnatal,PN)当天中午定

为第0天 (PN0)。选取第 E13.5、E14.5、E16.5、

E18.5天胎鼠和1月龄小鼠。分离胎鼠头部,同时

剪取小鼠尾尖1cm 组织用于基因型鉴定。用于

HE染色的样 本 置 于 4%PFA,4 曟 固 定 24h。

E18.5天的样本置于10%EDTA室温脱钙3~4d。
常规石蜡包埋,5毺m 连续冠状切片,4 曟下保存备

用。用于 Micro-CT检测 的1月龄小鼠下颌骨经

固定后移入75%酒精中保存备用。

1.3暋基因型鉴定

1.3.1暋提取鼠尾基因组 DNA 按Easy-DNATM暋
gDNAPurificationKit产品说明书进行。1.5mL
离心管中加入 TE 缓冲液320毺L(10mmol/LTris
-HCl,pH7.5;1mmol/LEDTA,pH8.0),溶液

A (裂解液)20毺L,溶液B(沉淀液)10毺L,Protein
Degrader(5g/L)5毺L。将鼠尾剪碎放入上述混合

液中,60曟,震荡(225r/min)孵育12~20h。然后

加入300毺L溶液 A 和120毺L 溶液 B,震荡混匀;
再加入750毺L氯仿,震荡混匀,13000r/min,4 曟
离心10min。将上清液转移至一新的离心管中。
加入1mL100%乙醇 (-20 曟),混匀,冰上孵育

30min,13000r/min,4曟离心10min,弃乙醇。加

入500毺L80%乙醇 (-20曟)颠倒混匀3~5次,

13000r/min,4曟离心3~5min,弃乙醇。再次离

心1~3min,弃乙醇,晾干5min。加入49毺LTE
缓冲液重悬沉淀物,加入1毺L2g/LRNase,37曟
孵育30min。DNA提取液置4曟保存备用。

1.3.2暋PCR扩增暋引物序列由JacksonLaborato灢
ry提供,Wildtypeforward:5'-GCACACCAAG灢
GAGATTGACC-3',Common:5'-CTTGGCT灢
GTCACCACACAC-3',Mutantreverse:5'-CTC灢
CAGACTGCCTTGGGAAAA-3',由上海生工生

物工程技术服务股份有限公司合成,为干粉状,稀释

100倍后等体积混合后备用。PCR反应体系总体积

20毺L:2暳 DreamTaq Green PCR Master Mix
10毺L,模板 DNA2毺L,引物混合物1毺L,ddH2O
7毺L。反应条件:预变性95 曟 3min,变性95 曟
30s,退火60曟30s,延伸72曟45s,循环40次,

72曟5min终止反应[7]。

1.3.3暋琼脂糖凝胶电泳暋取PCR扩增产物6毺L,
在2%琼脂糖凝胶中以150V 由负极向正极电泳

30min,于化学发光凝胶成像系统中拍照观察。

1.3.4暋基因型结果判定暋common和 mutantre灢
verse引物扩增产物长度为200bp,为 KO 小鼠;

wildtypeforward和common引物扩增产物长度为

661bp,为 WT 小鼠;两条电泳条带均存在的为杂

合子小鼠[7]。

1.4暋HE染色暋常规 HE染色,中性树胶封片。光

学显微镜下观察并拍照。

1.5暋MicroCT 分析暋MicroCT 采用 毺-CT35
imagingsystem。扫描时将标本适当固定,保持牙

长轴与扫描平面平行。扫描参数:360曘旋转,管电压
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70kV,管电流114毺A,X线暴露时间200ms,扫描

层厚10.0毺m。将 Micro-CT 扫描所得二维图片

以 DICOM 格 式 导 入 Mimics14.1(Materiallise
software,Belgium)软件进行三维重建。

2暋结果

2.1暋部分小鼠基因型鉴定结果暋结果见图1。仅

200bp位置可见条带为KO小鼠,仅661bp位置可

见条带为 WT 小鼠,661bp和200bp位置均可见

条带为杂合子小鼠。

M:Marker(1000bpDNAladder);N:阴性对照(Negativecontrol);

KO:纯合子(Homozygote);HET:杂合子(Heterozygote);WT:野

生型(Wildtype)

图1暋部分小鼠基因型PCR 鉴定结果

Fig.1暋ResultsofgenotypeidentificationofsomemicebyPCR.

wildtype:同源野生型小鼠;knockout:Caveolin-1基因敲除小鼠;

eb:上皮芽(epitheliumbud);me:间充质(mesenchyme);iee:内釉上

皮(innerenamelepithelium);oee:外釉上皮(outerenamelepitheli灢
um);sr:星网状层(stellatereticulum);si:中间层(stratuminterme灢
dium);ek:釉结(enamelknot);dp:牙乳头(dentalpapilla)

图2暋胚胎13.5~16.5d下颌第一磨牙牙胚苏木精-伊红染色结果

Fig.2暋HEstainingresultsofmandibularfirstmolartoothgermat

13.5-16.5embryonicday.

2.2暋HE染色结果暋结果见图2、图3。E13.5d,

WT鼠与 KO 鼠均可见上皮局部增生,形成卵圆形

上皮芽,其构成细胞类似基底细胞,呈矮柱状,位于

wildtype:同源野生型小鼠;knockout:Caveolin-1基因敲除小鼠;

oee:外釉上皮(outerenamelepithelium);sr:星网状层(stellatere灢
ticulum);si:中间层(stratumintermedium);ab:成釉细胞(amelo灢
blasts);ob:成牙本质细胞(odontoblast);dp:牙乳头(dentalpapilla)

图3暋胚胎18.5d下颌第一磨牙牙胚苏木精-伊红染色结果

Fig.3暋HEstainingresultsofmandibularfirstmolartoothgermat

18.5embryonicday.

wildtype:同源野生型小鼠;knockout:Caveolin-1基因敲除小鼠

图4暋MicroCT扫描及三维重建结果

Fig.4暋ResultsofMicro-CTscanningand3Dreconstruction.

上皮下方的外胚间叶细胞增生,密集包绕上皮芽。

E14.5d,WT鼠上皮芽向外胚间叶中生长,体积增

大,进入帽状期成釉器,成釉器外釉上皮层、星网状

层及内釉上皮层分层明显,内釉上皮局部增厚形成

原发性釉结,成釉器下方的外胚间叶细胞凝聚,形成

牙乳头;KO鼠上皮芽仍处于蕾状期,成釉器内未见

明显分层及原发性釉结形成。E16.5d,WT鼠成釉

器凹陷更深,其周缘继续生长,进入钟状期,成釉器
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分化为外釉上皮层、星网状层、中间层及内釉上皮层

四层细胞,内釉上皮和外釉上皮相连处形成颈环,唇
舌侧颈环发育对称;KO鼠成釉器细胞亦分四层,但
成釉器形态扁平,颈环处上皮芽向间充质中突入较

浅。E18.5d,WT鼠和 KO鼠牙胚的磨牙形态已经

确定。WT鼠成釉细胞呈高柱状,细胞核远离基底

膜,其对应的牙乳头细胞分化为柱状成牙本质细胞,
细胞核远离基底膜;KO鼠成釉细胞亦呈高柱状,但
细胞极化不明显;成牙本质细胞缺乏典型的柱状形

态,细胞极化不明显。

2.3暋Micro-CT结果暋结果见图4。1月龄的 WT
鼠和KO鼠的下颌第一磨牙均已萌出。二者下颌第

一磨牙的牙体解剖形态未见明显差异。

3暋讨论

暋暋本研究比较了Caveolin-1基因敲除小鼠和同

源野生型小鼠的下颌第一磨牙牙胚组织学形态和牙

齿解剖形态。结果显示:相比于同时期的野生型小

鼠,KO小鼠的牙胚发育在E14.5~E18.5d出现暂

时性阻滞,表现为牙胚细胞分层不明显,形态扁平,
颈环处上皮芽向下方间充质中突入较浅,成釉细胞

和成牙本质细胞极化不明显,成牙本质细胞缺乏典

型柱状形态。但萌出后的下颌第一磨牙牙体解剖形

态未见明显差异。Miletich等[8]在研究磨牙发育过

程中Barx1的作用时,同样观察到了与本研究相类

似的发育暂时性阻滞现象,即Barx1表达缺失导致

小鼠磨牙牙胚发育自蕾状期向帽状期过渡的过程中

出现暂时性停滞,但钟状期以后的牙齿发育未见明

显阻滞。进一步的研究提示在牙胚从蕾状期到帽状

期的过渡时期,BMP4直接影响上皮细胞的分化和

原发性釉结的形成,促使牙齿发育进入帽状期[8]。
有研究显示在牙上皮中敲除Shh后,可引起成牙本

质细胞及成釉细胞层排列紊乱,细胞极性不明显,但
仍可见釉基质及牙本质基质沉积[9];这与本实验中

所观察到的成釉细胞和成牙本质细胞的形态改变相

类似,但导致细胞形态和细胞核极化异常的确切机

制尚不明确。新近的研究发现Caveolin-1与钙库

调控性钙离子通道(Store-operatedCalcium En灢
try,SOCE)的相互作用影响细胞极化的形成[10]。

Caveolin-1作为信号转导中心,与多种信号通路存

在相互作用,其中部分信号通路在牙齿发育中亦发

挥着重要作用,例如 BMP、Shh、Wnt等信号分子。
本研究中,Caveolin-1基因敲除是否影响了上述信

号通路的功能,从而引起牙胚发育出现暂时性阻滞

仍需进一步研究。

暋暋以往的研究表明Caveolin-1参与牙胚发育过

程:在牙胚发育过程中,Caveolin-1mRNA 在 E9.
5d第一鳃弓间充质细胞及E16.5d下颌第一磨牙

牙胚细胞中均有表达,且表达水平增加[3]。Caveo灢
lin-1与细胞外基质金属蛋白酶诱导物(extracellu灢
larmatrixmetalloproteinaseinducer,EMMPRIN/

CD147)均表达于牙胚细胞,且随着牙胚的发育表达

量逐渐增加[2],双免疫荧光检测显示二者共定位于

成釉细胞[4]。胞膜窖/Caveolin-1作为细胞信号转

导平台,能够更加高效地、精确地发挥调控作用。当

细胞失去这一信号平台后,信号转导将在某种程度

上受到影响,对牙胚发育而言,引起牙胚发育的暂时

性阻滞。那么,寻找这些与 Caveolin-1相互作用

的信号通路、探索其机制是今后的研究方向之一。
但本实验中,Caveolin-1基因敲除以后,就牙齿整

体发育而言并未受到灾难性影响。这一方面说明

Caveolin-1在牙齿发育中的调控作用可能是有限

的,但亦有可能性是:信号转导的调控机制是多方面

的,Caveolin-1是众多调控机制中的一员,当胞膜

窖/Caveolin-1功能缺失时,位于细胞内或细胞膜

上的其它调控机制补偿了胞膜窖/Caveolin-1的

功能。以脂筏为例,脂筏是指膜脂双层内含有特殊

脂质及蛋白质的微区,胞膜窖/窖蛋白是其中的一

员,尚有多种蛋白富集于该区域,如浮舰蛋白(flotil灢
lins)等,这些蛋白亦具有广泛的生物学功能[1]。这

种调控机制的多元性使得牙齿发育的分子生物学机

制研究更具挑战性。同时提示:对牙胚细胞的细胞

膜超微结构及其功能的研究将有助于从微观组织学

结构方面揭示信号转导的调控机制。
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2018年IADR中国分会年会在武汉举行

暋暋经中华口腔医学会批准,由IADR 中国分会主办,武汉大学口腔医院承办的IADR 中国分会年会,于

2018年3月28~30日在武汉召开,本次大会共有近300名代表注册参会。

暋暋3月29日上午八点会议准时开幕,中华口腔医学会会长俞光岩教授首先致辞,欢迎来自国际和国内的

口腔医学专家学者共聚一堂进行学术交流,随后,IADR中国分会主席郭传瑸教授和执行主席边专教授分别

致辞,对学会一如既往的鼎力支持和全国各兄弟单位的共同努力表示感谢,最后IADR副主席PaulaMoyni灢
han教授发言,预祝大会成功举办。

暋暋本次年会特邀IADR副主席、英国纽卡斯尔大学PaulaMoynihan教授、JDR-Clinical&Translational
Research(JDR-CTR)主编、加拿大麦吉尔大学JocelyneFeine教授、中国工程院外籍院士、美国国家医学

院院士、美国加州大学洛杉矶分校王存玉教授和IADR亚太区侯任执行理事、香港大学牙学院金力坚教授四

位外宾以及多位国内著名专家进行特邀演讲。另外,分别有30位参会代表进行大会发言,152位会议代表

进行壁报展示。

暋暋年会期间,还召开了IADR中国分会理事会议,选举产生了新一届理事会,陈吉华教授任IADR中国分

会主席(2018-2020)。同期举行的第14届IADR中国分会杰出青年学者奖比赛,来自四川大学的樊怡博士

和上海交通大学文晋博士获得一等奖,空军军医大学柯瑶、蒋文凯、武汉大学林楚娇、北京大学刘洋分别荣获

二等奖,其余十名选手获得优秀奖。闭幕式上,进行了杰出青年学者奖颁奖仪式,郭传瑸主席和边专执行主

席再次对各位嘉宾表示衷心感谢,新任主席陈吉华教授发表就职讲话,郭传瑸主席将主席胸牌传给陈吉华主

席,会议胜利闭幕!

暋暋IADR中国分会年会为口腔科研工作者,特别是青年学者搭建起交流的平台,旨在促进我国口腔医学研

究水平的持续发展,进一步增强IADR 中国分会的凝聚力和国际影响力,并加强各院校间口腔医学研究领

域的交流与合作以及国际间交流。
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