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向成骨细胞分化过程中的作用。方法　 分离培养鉴定ＰＤＬＳＣｓ，在矿化诱导环境中加入 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ，采用 ＦｌｅｘｃｅｌｌＦＸ
４０００Ｔ应力加载系统对细胞加力２４ｈ，以 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测成骨相关指标 Ｒｕｎｘ２、ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）以及 Ｈｅｄｇｅ
ｈｏｇ（Ｈｈ）通路的标志物ＧＬＩ１、Ｐａｔｈｅｄ１（ＰＴＣＨ１）、Ｓｍｏｏｔｈｅｎｄ（ＳＭＯ）。结果　 动态张应力作用２４ｈ后，成骨相关指标Ｒｕｎｘ２、
ＡＬＰ，Ｈｈ通路的标志物ＧＬＩ１、ＰＴＣＨ１、ＳＭＯ的表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）；加入ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ后，成骨相关指标Ｒｕｎｘ２、
ＡＬＰ，Ｈｈ通路的标志物ＧＬＩ１、ＰＴＣＨ１、ＳＭＯ的表达水平较加力组均有增强，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 ｐｕｒｍｏｒ
ｐｈａｍｉｎｅ可能通过激活Ｈｈ通路，进而增强人ＰＤＬＳＣｓ应力条件下向成骨细胞分化。
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　　人牙周膜干细胞（ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＰＤＬＳＣｓ）是源自人牙周膜组织，具有干细胞特性即自
我更新和多向分化能力的成体干细胞。研究显示其在

体内体外均具有成骨分化潜能，对牙周组织的功能稳

定和再生修复起着重要的作用［１－２］。本课题组的前期

研究显示，在动态张应力作用下 ＰＤＬＳＣｓ可向成骨细
胞分化［３］，但此成骨分化过程中的分子调控机制尚不

明了。嘌呤衍生物 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ是一种化学合成小
分子，为解决临床骨代谢相关疾病的需要，即加速成骨

分化的需求应运而生的。其化学结构为 ２（１ｎａｐｈ
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ｔｈｏｘｙ）６（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏａｎｉｌｉｎｏ）９ｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌｐｕｒｉｎｅ，该杂
环类分子对小鼠间充质细胞系 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２和成骨细
胞系ＭＣ３Ｔ３Ｅ１具有促成骨作用［４］。Ｓｉｎｈａ等［５］采用

小鼠细胞系研究证明 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ是通过直接作用
于Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路中的膜受体 Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ
（ＳＭＯ）从而激活 Ｈｈ信号通路的下游转录因子 ＧＬＩ１
而发挥其促成骨分化的作用。本实验将观察在动态张

应力作用下 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ对人 ＰＤＬＳＣｓ成骨分化过
程的影响。

１　材料与方法

１．１　主要材料和设备
　　αＭＥＭ培养液，胎牛血清；０．２５％胰蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ公
司，美国），Ⅰ型胶原酶（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），ＰＢＳ（中杉金桥生物
技术有限公司，北京），ＡＦ６４７标记小鼠抗人ＳＴＲＯ１流式抗体、
ＰＥ标记小鼠抗人 ＣＤ１４６流式抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，美国），成
骨诱导培养液、成脂诱导培养液、茜素红、油红Ｏ（Ｃｙａｇｅｎ公司，
美国），ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ（Ｃａｙｍａｎ公司，美国），Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
美国），ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＨＭｉｎｕｓＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、
ＤｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅⅠ、ＲｉｂｏＬｏｃｋＴＭＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｆｅｒｍｅｎ
ｔａｓ，加拿大），ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＡＢＩ，美国）。
ＦＸ４０００Ｔ张应力加载系统（ＦｌｅｘｃｅｌｌＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，美
国），倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本），ＣＯ２孵箱（ＴｈｅｍｏＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ，美国），水平电泳槽（北京君意东方仪器公司），ＤＧⅢ双稳
数显电泳仪（北京鼎国生物技术发展中心），高速离心机

（Ｓｉｇｍａ，美国）。

１．２　ＰＤＬＳＣｓ的分离培养和鉴定
　　取１３～２１岁因正畸或者阻生而拔除的牙体牙周均健康的
新鲜牙齿，按照申涛［６］的方法分离培养获得 ＰＤＬＳＣｓ。ＰＤＬＳＣｓ
表面标志物流式细胞术鉴定：收集第 ４代 ＰＤＬＳＣｓ制悬，６×
１０６／ｍｌ，分别取１００μｌ细胞悬液加入４只ＥＰ管，各管分别加入
小鼠抗人ＳＴＲＯ１和小鼠抗人 ＣＤ１４６抗体及同型对照单抗，经
流式细胞仪检测其干细胞表面标志物 ＳＴＲＯ１、ＣＤ１４６的表达
情况。ＰＤＬＳＣｓ成骨成脂诱导分化：收集第４代 ＰＤＬＳＣｓ制悬，
接种于孔底预置无菌玻片的２４孔板内，每孔细胞约２×１０４。
细胞融合率达９５％以上时分别更换为成骨、成脂诱导培养液，
按说明定期更换诱导培养液。３周后结束诱导，分别用茜素红
和油红Ｏ染色，光镜下观察。

１．３　ＰＤＬＳＣｓ张应力加载
　　取第４～６代 ＰＤＬＳＣｓ悬液，按约２×１０６／孔接种于孔底为
硅胶膜的ＢｉｏＦｌｅｘ６孔培养板内。采用ＦＸ４０００Ｔ加载装置进行
加载，加载参数为：最大形变１２％最小形变为０的正弦波，频率
为０．１Ｈｚ。此参数最为接近临床，且成骨效果最为明显［７］。

ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ浓度为采纳 Ｗｕ等［４］报道的 ＥＣ５０为１μｍｏｌ／Ｌ，
加载时间为２４ｈ。实验分为３个组：对照组、加力组和实验组
（加力并加药物组），每组设４个孔。细胞融合达８０％以上时，
将孔内培养液更换为无血清的 αＭＥＭ培养液，进行同步化处
理。１２ｈ后将各孔内无血清的αＭＥＭ培养液更换为成骨诱导
液，实验组各孔内加入 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ，对照组和加力组各孔内

加入溶剂ＤＭＳＯ，使其终浓度为１０－２ｍｏｌ／Ｌ。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测分析
　　取出培养板后，将孔内培养液吸出，ＰＢＳ漂洗２遍。各孔
加入１ｍｌＴｒｉｚｏｌ，反复混匀后，收集 ＰＤＬＳＣｓ裂解液至经 ＤＥＰＣ
处理的 Ｅｐ管内，常规提取总 ＲＮＡ并用总 ＲＮＡ纯化系统
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）处理后进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。引物用 ｈｔｔｐ：／／
ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｐｒｉｍｅｒ３／网站设计，同时用ｐｒｉｍｅｒ５引物设计软
件进行比对序列以及 ＴＭ值，然后由上海捷瑞生物工程公司合
成。所用引物见表１。反应条件：５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ，然
后９４℃２０ｓ，５５℃６０ｓ，共６０个循环。选择βａｃｔｉｎ作为看家基
因，通过２－ΔΔＣｔ法算出目的基因ｍＲＮＡ的相对含量（ＲＱ值）。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列和片段长度

基因名称　　 引物序列　　 片段长度 ＴＭ值
Ｒｕｎｘ２ 上游：５′ＧＣＡＧＴＴＣＣＣＡＡＧＣＡＴＴＴＣＡＴ３′ １８２ｂｐ ５９．８℃

下游：５′ＣＡＣＴＣＴＧＧＣＴＴＴＧＧＧＡＡＧＡＧ３′
ＡＬＰ 上游：５′ＣＣＡＣＧＴＣＴＴＣＡＣＡＴＴＴＧＧＴＧ３′ １９６ｂｐ ５９．５℃

下游：５′ＡＧＡＣＴＧＣＧＣＣＴＧＧＴＡＧＴＴＧＴ３′
ＧＬＩ１ 上游：５′ＧＡＧＴＣＣＡＧＡＧＧＴＴＣＡＡＧＡＧ３′ １０３ｂｐ ５４．２℃

下游：５′ＧＧＴＧＡＧＴＡＧＡＣＡＧＡＧＧＴＴＧ３′
ＳＭＯ 上游：５′ＴＡＴＣＣＴＣＣＴＴＣＴＣＣＴＧＴＴＣ３′ ２００ｂｐ ５５．１℃

下游：５′ＴＣＡＣＴＣＡＣＴＧＣＴＣＣＴＡＴＣ３′
ＰＴＣＨ１ 上游：５′ＧＣＣＴＡＴＧＣＣＴＧＴＣＴＡＡＣＣ３′ １８９ｂｐ ５６．２℃

下游：５′ＡＴＣＣＡＣＡＣＣＡＡＣＡＣＣＡＡＧ３′
βａｃｔｉｎ 上游：５′ＣＡＴＴＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＣＴ３′ ２０８ｂｐ ６１．０℃

下游：５′ＧＴＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡ３′

１．５　统计学处理
　　ＲＱ值为计量资料，以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软
件，所得数据符合正态分布且方差齐性，采用单因素方差分析，

两两比较采用ＬＳＤ法进行处理。

２　结果

２．１　流式细胞术检测
　　ＳＴＲＯ１阳性率为８９．９％，ＣＤ１４６阳性率为９１．３％。说明
所用细胞具有干细胞特性。

２．２　成骨成脂诱导
　　成骨诱导细胞经茜素红染色可见红色矿化结节，边缘不规
则，大小不均一（图１）；成脂诱导细胞经油红 Ｏ染色可见圆形
脂滴形成（图２）。

!

"

图１　成骨诱导后茜素红染色阳性　（×２００）
图２　成脂诱导后油红Ｏ染色阳性　（×２００）

２．３　ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ对成骨分化的影响
　　在动态张应力下作用２４ｈ，加力组 Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ的表达增
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强，与对照组比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；实验组与加力组
比较Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ表达水平有升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５，表２，图３、４）。

表２　动态张应力下作用２４ｈ各组间Ｒｕｎｘ２和ＡＬＰｍＲＮＡＲＱ值的

比较（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｒｕｎｘ２ ＡＬＰ
对照组 １．７６６±０．４７１ ２．００４±０．３６０
加力组 ４．１９９±０．７８０ａ ４．７１６±０．５０６ａ

实验组 ５．９１１±０．７４１ａｂ ７．４９８±０．７０１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与加力组比较
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图３　ＡＬＰ（Ａ）与ＧＬＩ１（Ｂ）定量ＰＣＲ融解曲线
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图４　ＡＬＰ（Ａ）与ＧＬＩ１（Ｂ）定量ＰＣＲ扩增曲线

２．４　ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ对Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的影响
　　在动态张应力下作用２４ｈ，加力组的ＧＬＩ１、ＰＴＣＨ１、ＳＭＯ的

表达水平上调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；实验组与加力组

比较ＧＬＩ１、ＰＴＣＨ１、ＳＭＯ的表达明显增强，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，表３，图３、４）。

表３　２４ｈ各组间ＧＬＩ１、ＳＭＯ和ＰＴＣＨ１ｍＲＮＡＲＱ值的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＧＬＩ１ ＳＭＯ ＰＴＣＨ１

对照组 １．７１３±０．１４６ ２．５９３±０．２０２ １．７４２±０．１５３

加力组 ５．１３０±０．２３２ａ ６．５９６±０．８２８ａ ２．７４７±０．２２８ａ

实验组 ７．３４２±０．６００ａｂ １３．３２３±１．０９２ａｂ ５．５９７±０．３６９ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与加力组比较

３　讨论

　　正畸临床中张力侧成骨是错位牙移动的生理基
础。作为牙齿的支持组织牙周膜，被广泛采用作为新

骨形成来源的研究对象。Ｍｅｉｋｌｅ等［８－１０］均研究发现

牙周膜组织在张应力作用下可通过骨形态蛋白通路或

基质金属酶向成骨细胞分化。因为牙周膜组织中含有

细胞、纤维、血管和蛋白聚糖和组织液等异质成分，所

以新骨形成的机制到目前仍未有定论［１１－１４］。自 Ｓｅｏ
等［１］首次成功从牙周膜组织分离并鉴定 ＰＤＬＳＣｓ以
来，发现在体外适当环境中 ＰＤＬＳＣｓ可以向成骨细胞
分化。本课题组前期研究已经证实，在动态张应力作

用下ＰＤＬＳＣｓ的Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ（ＯＣＮ）等成骨
分化标志物的ＲＮＡ和蛋白的表达水平均上调，证明在
动态张应力作用下ＰＤＬＳＣｓ可以向成骨细胞分化［３］。

　　Ｈｈ自１９９２年首次克隆以来，已查明在脊椎动物
中其家族含有３种与果蝇类高度保守的同源蛋白，即
Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）、Ｉｎｄｉｎｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｉｈｈ）、Ｄｅｓｅｒｔ
ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｄｈｈ），其中Ｓｈｈ是研究最为广泛，与脊椎动
物的成骨细胞的分化作用密切相关［１０，１５］。当Ｈｈ配体
蛋白被激活时，Ｈｈ配体与靶细胞膜上的１２通道的受
体Ｐｔｃｈｅｄ１（ＰＴＣＨ１）竞争性结合，从而解除了 ＰＴＣＨ１
对细胞膜上的７通道的跨膜蛋白 Ｓｍｏｔｈｅｎｅｄ（ＳＭＯ）的
抑制。释放的跨膜蛋白 ＳＭＯ进而激发了 Ｈｈ通路的
下游信号，最终引起细胞核内的目标基因ＧＬＩ１的表达
和转录［１０，１５－１６］。研究证明 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ可激活 Ｈｈ
通路，从而发挥其促小鼠间充质细胞的成骨作用［４－５］。

　　Ｒｕｎｘ２是一种与骨相关的重要转录因子，在成骨
分化和骨形成过程中发挥关键作用；ＡＬＰ是一种骨基
质蛋白，与成骨细胞的分化和成熟呈正相关，因而本实

验选取这两个成骨相关指标来观察 ＰＤＬＳＣｓ向成骨细
胞转化的趋势。实验中，加力２４ｈ后，Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ的
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表达水平均有升高（Ｐ＜０．０５）。说明动态张应力组的
成骨活动比对照组有明显增强，即张应力能够促使

ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞分化。加入 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ的实
验组在动态张应力作用 ２４ｈ后，与加力组相比较，
Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ的表达水平均有升高（Ｐ＜０．０５）。说明
ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ可以增强张应力下 ＰＤＬＳＣ向成骨细胞
的分化。此结果与Ｗｕ等［４－５］在小鼠间充质细胞系中

取得的结果相类似，也与 Ｄｏｈｌｅ等［１６］采用的人的上皮

细胞系和成骨细胞系的２４ｈ时检测的 ｏｓｔｅｏｎｅｃｔｉｎ和
ＡＬＰ的ｍＲＮＡ的表达水平上调结果相同。与 Ｐｌａｉｓａｎｔ
等［１７］报道ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ可抑制人脂肪干细胞系和人
间充质干细胞系 ＲＵＮＸ２、ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ及 ｏｓｔｅｏｎｅｃｔｉｎ的
ｍＲＮＡ的表达相反，这可能与实验中所用细胞数和生
长状况及成熟状态的不同有关。

　　在动态张应力作用２４ｈ后，Ｈｈ通路的标志物核
心转录因子 ＧＬＩ１以及膜受体 ＰＴＣＨ１、ＳＭＯ的表达水
平均呈增强（Ｐ＜０．０５）。说明在动态张应力作用下
ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞分化过程中 Ｈｈ通路可能参与发
挥了作用。而加入了 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ后，检测结果显
示ＧＬＩ１、ＰＴＣＨ１、ＳＭＯ与加力组比较表达水平均增强
（Ｐ＜００５）。与 Ｄｏｈｌｅ等［１６］报道 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ可促
使人脂肪干细胞系和人间充质干细胞系 ＧＬＩ１的上调
从而激活 Ｈｈ信号通路相同。本实验也通过 ＧＬＩ１、
ＰＴＣＨ１、ＳＭＯ的上调证明了 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ可激活人
牙周膜干细胞的Ｈｈ通路。
　　综合研究表明，ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ对动态张应力下
ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞分化过程有促进作用，此作用是通
过激活Ｈｈ通路发挥出来的。Ｗａｌｔｅｒ等［１８］证明 Ｈｈ通
路是一个剂量依赖的信号通路。至于不同浓度的ｐｕｒ
ｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ对动态张应力下 ＰＤＬＳＣ向成骨细胞分化
过程的具体调控，还需要进一步观察。
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