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[摘要]暋目的:分析人牙髓干细胞(hDPSCs)成骨诱导后相关基因的表达变化。方法:使用改良组织块法体外培养

hDPSCs并检测其多向分化能力。hDPSCs成骨诱导后对其进行基因表达谱芯片技术和实时荧光定量PCR分析相

关基因的表达情况。结果:hDPSCs能够进行成骨细胞和脂肪细胞分化。基因表达谱芯片技术分析得出hDPSCs
在成骨诱导前后有1284个基因上调或下调2倍以上。其中,骨调节蛋白(osteomodulin,OMD)基因转录上调约

50倍。实时荧光定量PCR显示 OMD基因在成骨诱导过程中转录呈逐渐增加趋势。结论:hDPSCs成骨分化涉及

多个基因调控。OMD基因也参与其中,其表达变化具有时间规律性,与成骨过程呈正相关。
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[Abstract]暋Objective:Toevaluatethedifferencesingeneexpressionofhumandentalpulpstemcells(hDPSCs)af灢
terosteogeneticinduction..Methods:hDPSCswereculturedbyexplantmethodandthecapabilityofmulti-differ灢
entiationinhDPSCswasidentified.Thegeneexpressionswereevaluatedbymicroarrayassayandquantitativereal-
timePCRafterosteogeneticinduction.Results:hDPSCscoulddifferentiateintoosteoblastsandadipocytes.Themi灢
croarrayassayrevealedthattheexpressionof1284geneswereupregulatedordownregulatedmorethantwiceafter
osteogeneticinduction.Ofthese,thetranscriptionofosteomodulin(OMD)genewasupregulatedbyfiftytimes.
TheresultsofqPCRindicatedthattheexpressionofOMDwasgraduallyincreasedduringosteogeneticinduction.
Conclusion:TheosteogeneticdifferentiationofhDPSCsisregulatedbymultiplegenes.OMDisoneofthesegenes,

anditsexpressionistime-dependentandcoincideswithosteogenesis.
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暋暋由神经嵴发育而来的牙齿和牙周组织含有多种

口腔干细胞(oralstemcells)[1],例如牙乳头干细

胞、牙周韧带干细胞等。人体牙髓组织中含有间充

质来 源 的 牙 髓 干 细 胞 (humandentalpulpstem
cells,hDPSCs),由 Gronthos等人于2000年首次发

现并命名,跟骨髓间充质干细胞相比,它具有更高的

细胞增殖能力和克隆形成能力[2],有望成为组织工
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程修复骨组织缺损的种子细胞之一。

暋暋基因芯片技术作为一种快速、敏感、高通量的检

测手段,广泛地被应用于功能基因组、疾病基因组和

系统生物学等领域。将预先设计好的寡核苷酸或

cDNA在支持物上密集排列形成点阵,再进行核酸

杂交检测和计算机数据分析,即可在一次实验中获

得大量的生物信息[3]。

暋暋本研究采用 Affymetrix表达谱芯片技术,检测

hDPSCs成骨诱导过程中相关基因的变化,筛选出

表达明显增高和降低的基因,希望对后续研究成骨

调控和骨再生机制提供支持,为hDPSCs更好地应

用于骨缺损修复提供依据。
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1暋材料与方法

1.1暋主要试剂暋DMEM 培养基、胰蛋白酶、胎牛血

清、青霉素、链霉素(Gibco,美国);GeneChipScan灢
ner30007G 扫 描 仪 (Thermo,美 国);Trizol总

RNA 提 取 试 剂 (Invitrogen,美 国);NucleoSpin
miRNA 试剂盒 (Macherey-Nagel,德国);Affy灢
metrixPrimeviewArray芯片(Affymetrix,美国);

PrimeScriptRTReagentKitwithgDNAEraser逆

转录试剂盒、SYBRPremixExTaqPCR 试剂盒

(Takara,日本);ABI7500RealTimePCR仪(Ap灢
pliedBiosystems,美国)。

1.2暋hDPSCs的分离和培养暋经患者知情同意后,
选取18~20岁患者因正畸需要而拔除的完整、健康

的第三恒磨牙。在超净台中,取出牙髓,去除根尖

1/3牙髓,用 PBS 浸洗 3 次以上,剪碎至 0.5~
1mm3/块,将其均匀接种于10cm 培养皿中,向培

养皿中加入10mL完全培养基(含15%胎牛血清、

100U/mL青霉素、100mg/L链霉素),置于37 曟、

5%CO2 恒温培养箱中培养,平均每3d换液。待原

代细胞长至80%汇合状态时,按1暶2传代备用,实
验所用hDPSCs为第2~3代。

1.3暋人牙髓干细胞鉴定

1.3.1暋成骨诱导暋将hDPSCs制成细胞悬液,以

2暳105 个细胞/孔的密度接种到6孔板中。实验组

细胞 次 日 换 成 骨 诱 导 液 (完 全 培 养 基 中 含

0.1毺mol/L地 塞 米 松、50 毺mol/L 维 生 素 C、

10mmol/L毬-甘油磷酸钠)培养。对照组细胞仅

用完全培养基培养。培养3周后,吸弃培养液,PBS
清洗,4%多聚甲醛固定15min后,PBS清洗2次,
每孔加入40mmol/L的茜素红染色液,室温孵育

20min后,PBS清洗4次,倒置显微镜下观察钙化结

节是否形成。

1.3.2暋成脂诱导暋待hDPSCs生长汇合至100%
时,实验组细胞换成脂诱导液 A 液(完全培养基中

含10mg/L胰岛素、0.5mmol/L3-异丁基-1-甲

基黄嘌呤、0.2mmol/L吲哚美锌、1暳10-6 mol/L
地塞米松)培养;2d后换成脂诱导液B液(完全培

养基中含10mg/L胰岛素),1d后换成脂诱导液 A
液,如此循环重复3~5个周期。对照组细胞仅用完

全培养基培养。诱导完成后,吸弃培养基,PBS清

洗,4%多聚甲醛固定15min后,PBS清洗2次,每
孔加1mL油红 O 染色1h,用70%乙醇漂洗3次

后显微镜下观察细胞。

1.4暋基因表达谱芯片分析暋取第2代成骨诱导前

和成骨诱导21d后的hDPSCs,使用 Trizol提取两

组细胞总 RNA,用 NucleoSpin试剂盒纯化 RNA。
取500ngRNA进行cDNA 合成和分段后,将样品

和 Affymetrix 芯片 45 曟 温箱中杂交处理 16~
18h。漂洗基因芯片并染色后,将芯片置于 Gene灢
Chip扫描仪上扫描。使用 RobustMultichipAnal灢
ysis(RMA)算法进行背景校正和标准化处理,将信

号值转化为log2RMA 信号强度后进行统计学分

析。

1.5暋实时荧光定量PCR暋收集第2代分别经完全

培养基和成骨诱导培养基处理0、7、14、21d的细

胞,用 Trizol裂解细胞并提纯获得总 mRNA。使用

PrimeScript 逆 转 录 试 剂 盒 获 得 cDNA。 采 用

SYBR反应体系,在 ABI7500RealTimePCR仪上

进行反应。反应条件为:95曟预变性30s,95曟变

性5s,60曟扩增30s,共40个循环。实验所用引

物如表1所示。采用2-殼殼CT法计算目的基因的相对

表达量。

表1暋qPCR引物序列

Table1暋PrimersequencesofqPCR

基因 引物序列(5暞曻3暞)

ALP 正义链5'-CCTTGTAGCCAGGCCCATTG-3'
反义链5'-'GGACCATTCCCACGTCTTCAC-3

OMD 正义链5'- AGGCTGTGTCAGTGAATGCT-3'
反义链5'- GTTGCTGAATGTGCATCGGA-3'

毬-actin 正义链5'-TGGCACCCAGCACAATGAA-3'
反义链5'-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3'

1.6暋统计学分析暋采用 GraphPadPrism6.0软件

处理数据,相关结果以煀x暲s表示。对照组与实验组

数据间均数比较采用配对设计样本的t检验,设P<
0.05表示差异有统计学意义。基因芯片标准化处

理后的数据采用 Moderatedt-test进行统计学分

析,差异表达基因的筛选标准为:与对照组相比,实
验组基因表达的变化倍数(FoldChange)>2或<
0.5,且P<0.05。

2暋结果

2.1暋hDPSCs生长情况及形态学观察暋采用改良

组织块法培养hDPSCs,培养3~5d时组织块周围

陆续有细胞游出,10~14d时组织块周围可形成细

胞簇,见图1a;14~21d时大量细胞聚集在组织块

周围呈漩涡状排列离组织块较远的区域可见单克隆

形成,见图1b。传代后在倒置相差显微镜下可见细

胞多呈长梭形,也可呈星形、纺锤形,胞质均匀,胞核

圆。细胞状态良好,增殖速度较快,呈漩涡状排列。
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1a:改良组织块法培养10d后细胞密集生长;1b:原代牙髓细胞具有

单克隆形成能力

图1暋hDPSCs原代培养

Fig.1暋CharacterizationofprimaryhDPSCs.

2.2暋成骨和成脂诱导结果暋经完全培养基培养

21d的细胞未见矿化结节的产生,见图2a。经成骨

诱导21d后,hDPSCs呈复层生长,茜素红染色呈阳

性,可见大量红色矿化结节形成,见图2b。对照组

细胞没有形成明显脂滴,见图2c;而成脂诱导液处

理组细胞在7d后,可见细胞形态较培养初期细胞

变得更为饱满,诱导14d后油红 O 染色阳性,可见

细胞胞质内有大量脂滴,见图2d。

2.3暋基因表达谱芯片检测结果暋参考 Nakamura
等[4]的基因表达谱研究,将基因表达水平改变2倍

或2倍以上作为筛选指标。芯片结果显示,和非诱

导细胞相比,hDPSCs在诱导后上调或下调倍数大

于2的基因有1284个。根据不同基因表达趋势的

不同,层次聚类分析将表达趋势一致的基因聚类在

一起,层次聚类纵线的长短表示基因变化趋势的一

致性,纵线越短,表示基因表达的一致性越高,见图

3。hDPSCs成骨诱导后,表达上调2倍的基因有

691个,表达下调2倍的基因有593个。部分基因

如表2所示,其中 OMD基因上调58倍,见表2。

图3暋差异表达基因的聚类图。横坐标代表不同的基因,纵坐标代

表不同的样品;方块的颜色和深浅表示某个样品中某个基因

的相对表达量

Fig.3暋Theclustergraphofdifferentiallyexpressedgenes.

2.4暋qPCR验证差异基因表达暋回顾文献并结合

芯片检测结果,将 OMD 基因和 ALP 基因作为

qPCR的目的基因。结果显示,在体外成骨诱导过

程中,ALP基因的表达随着诱导时间的增加而增

加,和第 0 天相比,第 7 天增加倍数约达 20 倍;

OMD基因的表达也随着时间的推移而增加,在同

一时间段,经诱导的细胞基因表达增加的幅度更大;

2a、2c:成骨和成脂对照组;2b:hDPSCs具有成骨分化能力,茜素红染色可见形成的钙结节;2d:hDPSCs在成脂诱导15d后油红 O染色可见脂

滴(暳400)

图2暋hDPSCs成骨成脂分化能力

Fig.2暋TheosteogenicandadipogenicdifferentiationcapabilityofhDPSCs.

表2暋hDPSCs成骨诱导基因表达谱芯片部分结果

Table2暋PartialresultsofmicroarrayassaywithregardtothegenesexpressedinhDPSCsduringosteogenicinduction

基因ID 基因简称 基因名称 比率/%

1734 DIO2 deiodinase,iodothyronine,type栻 93.71
4958 OMD osteomodulin 58.17
347 APOD apolipoproteinD 41.38
1831 TSC22D3 TSC22domainfamily,member3 36.67
1281 COL3A1 collagen,type栿,alpha1 18.18
3485 IGFBP2 insulin-likegrowthfactorbindingprotein2 18.11
50964 SOST sclerostin 6.96
153830 RNF145 ringfingerprotein145 0.44
3084 NRG1 neuregulin1 0.11
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并且,和诱导前细胞相比,诱导 21d 的 hDPSCs
OMD基因的表达倍数约在35倍,和基因芯片趋势

基本一致,见图4。

图4暋qPCR分析 ALP(4a)和 OMD(4b)基因在成骨诱导时的表达

趋势(与对照组比较,* P<0.05)

Fig.4暋qPCRanalysisoftheexpressionofrelativegenesduringos灢
teogenicinduction.(* P<0.05,comparedwiththecon灢
trolgroup)

3暋讨论

暋暋hDPSCs是牙髓组织中的间充质干细胞,因其

取材方便,医学伦理压力小,是口腔医学研究领域中

重要的组织干细胞之一。前期实验表明在免疫磁珠

筛选后,间充质干细胞的标志物STRO-1阳性的

细胞随着细胞的代数增加而降低[5]。因此为了避免

细胞反复传代老化,本实验使用前三代的hDPSCs,
由于hDPSCs无特异性标志物,所以确定hDPSCs
还需要从其分化功能上鉴定。通过对hDPSCs进行

诱导培养,hDPSCs能形成钙结节和脂滴,说明其具

有成骨分化和成脂分化能力。有实验表明,hDPSCs
还能进行成软骨细胞和神经细胞分化,具有干细胞

的多向分化的能力[6]。

暋暋在体外,hDPSCs能向成骨样组织分化的能力

是其用于修复骨缺损的实验基础。而成骨成牙本质

过程受到基因表达的精确调控[7]。近期的研究发

现,干细胞向成骨细胞分化的过程涉及了多种信号

通路的 调 控,如 Wnt信 号 通 路,转 化 生 长 因 子

(TGF)-毬 信 号 通 路、丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

(MAPK)通路、BMP-2/Smads/Runx2信号通路、

Notch信号通路等[8]。本研究通过对基因芯片的

KEGG信号通路的注释,发现所涉及的通路包括

MAPK信号通路,ECM 受体相互作用通路等。

暋暋基因芯片能实现生物信息的规模化、微量化、并
行化的检测分析,是基因序列和表达分析的有力工

具。为了进一步明确hDPSCs在成骨诱导过程中起

着调节作用的基因,本研究使用基因表达谱芯片技

术以检测基因表达水平的变化。发现牙髓干细胞在

诱导 前 后 上 调 或 下 调 变 化 2 倍 以 上 的 基 因 有

1284个。Liu等[9]使用基因芯片技术分析了用牙本

质提取物和矿化液作用于hDPSC21d后相关基因

的表达情况,其中有21个细胞外基质相关基因以及

8个 TGF-毬相关基因。

暋暋为了验证其中一个高表达的 OMD基因,本研

究采用qPCR实验将 OMD与碱性磷酸酶(alkaline
phosphatase,ALP)基 因 的 表 达 趋 势 做 作 对 比。

ALP是成骨细胞分化的标志之一,如果 ALP活性

越高,则细胞成骨分化越明显[10]。在本实验中,

hDPSC成骨诱导7d后,ALPmRNA 水平显著增

高,说明hDPSC有较强的成骨分化能力。OMD是

一种介导细胞黏附的硫酸角质素蛋白聚糖,属于细

胞外基质的富亮氨酸蛋白家族[11]。Ninomiya等[12]

对小鼠胫骨进行免疫荧光染色,发现在成骨细胞中

能检测到 OMD 蛋白,同时也伴随着 ALP,OPN,

OCN表达。在hDPSC成骨诱导21d后,和诱导前

相比,OMD基因表达倍数达35倍左右,虽略低于

基因芯片结果,但基本能提示 OMD在hDPSC成骨

诱导过程中起某种作用。此外,有研究发现 OMD
能减少胶原纤维直径和改变胶原纤维的形状[13]。
目前研究发现 OMD表达的调节涉及 TGF-毬1信

号通路,其中BMP-2能上调 OMD而抑制成骨细

胞晚期分化和矿化的 TGF-毬1能减少 OMD的表

达[14]。

暋暋上述实验结果证实,hDPSCs能向成骨细胞分

化并且能够形成矿化基质。基因表达谱芯片结果显

示的差异表达基因可能在上述过程中发挥重要作

用。在以后的研究中,可以从这些筛选出的基因入

手,在信号通路中选择感兴趣的分子作为研究靶点,
从而有助于了解hDPSCs成骨分化涉及的调控网

络。
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武汉大学口腔医院选派出国博士后在唇腭裂
致病基因功能性研究取得新进展
揭示唇腭裂基因突变致病分子机制

暋暋武汉大学口腔医院选派到美国爱荷华大学(UniversityofIowa)的博士后刘欢医师对唇腭裂 GWAS研

究功能性解析取得进展,成果以“Identificationofcommonnon-codingvariantsat1p22thatarefunctional
fornon-syndromicorofacialclefting暠(《非综合征型唇腭裂位于人类染色体1p22区段功能性致病常见突变

鉴定》)为题,于2017年3月13日在NatureCommunications(自然通讯)杂志在线发表。这是我院研究人员

继边专教授团队于上月在 NatureCommunications(自然通讯)发表 “Genome-wideanalysesofnon-syn灢
dromiccleftlipwithpalateidentifyfourteennovellociandgeneticheterogeneity暠《非综合征型唇腭裂全基

因组关联分析发现了14个新的易感位点和遗传异质性》)之后,在唇腭裂研究领域取得的又一重要进展。

暋暋唇腭裂是人类最常见的胚胎发育缺损之一,在全世界范围内有非常高的发病率。该疾病对患儿及其家

庭带来不同程度上的生理和心理上的影响。遗传病学和流行病学研究显示,一部分唇腭裂的发病与患儿的

遗传背景有关,而不同遗传背景的唇腭裂患儿手术预后也有差别。因此,唇腭裂的精准遗传诊断对个性化的

产前干预防控和患儿的综合序列治疗起到指导作用。全基因组关联分析(Genome-WideAssociation
Study,GWAS)能够有效的确认与唇腭裂相关的致病基因位点,而从生物学功能上验证这些“相关暠致病位

点,是推动遗传研究向临床精准诊断转化不可或缺的环节。刘欢医师利用功能基因组学注释、转基因动物模

型以及基因编辑手段,以唇腭裂 GWAS所报道的亚洲人群最常见的易感基因位点1p22为例,从十多个“相
关暠致病位点中确定了3个生物学功能致病的基因突变。该研究不仅精准的确认了唇腭裂1p22区段的功能

致病突变,更提出了广泛适用于遗传病 GWAS结果功能研究体系,推动了遗传病学研究向临床诊断的转化。
刘欢医师于2014年受我院资助前往美国爱荷华大学JeffreyMurray教授(现任职于比尔及梅琳达·盖茨基

金会)项目组进行博士后研究。在导师指导下,对非综合征型唇腭裂和非综合征型腭裂遗传病学结果进行系

统化的功能精细解读。三年博士后期间在《HumanMolecularGenetics》《AmericanJournalofHumanGe灢
netics》等期刊发表论文6篇。

暋暋论文链接:http://www.nature.com/articles/ncomms14759
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