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　　［摘要］　目的　比较骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰ）２、７、９对人牙周膜干细
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ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＰＤＬＳＣｓ
"

成骨分化的诱导作用，探讨ＢＭＰｓＥＲＫ５信号通路
在成骨分化中的作用。方法　首先采用组织块酶消化法分离培养原代 ｈＰＤＬＳＣｓ并鉴定，利用腺病毒载
体介导的ＧＦＰ、ＢＭＰ２、ＢＭＰ７和ＢＭＰ９（ＡｄＧＦＰ、ＡｄＢＭＰ２、ＡｄＢＭＰ７、ＡｄＢＭＰ９）分别感染ｈＰＤＬＳＣｓ，通过
早期成骨分化指标碱性磷酸酶活性定性和定量检测、茜素红染色检测晚期成骨分化指标钙盐结节沉积

情况、ｑＲＴＰＣＲ检测细胞成骨分化相关基因骨钙蛋白和骨桥蛋白 ｍＲＮＡ表达，比较发现 ＢＭＰ９对细胞
成骨分化的作用最强；采用ＡｄＢＭＰ９感染ｈＰＤＬＳＣｓ２４ｈ后，检测ＢＭＰ９作用ＰＤＬＳＣｓ后对ＥＲＫ５磷酸化
水平的影响和ＥＲＫ５信号通路特异性抑制剂 ＢＩＸ０２１８９预处理后 ＢＭＰ９ＥＲＫ５通路对 ｈＰＤＬＳＣｓ成骨分
化的影响。结果　①分离培养的ｈＰＤＬＳＣｓ为成纤维细胞样，呈漩涡状生长，抗波形蛋白表达阳性，抗角
蛋白表达阴性，具有间充质属性和克隆形成能力。②ＢＭＰ２、ＢＭＰ７和 ＢＭＰ９均有促进细胞成骨分化作
用，其中３组的碱性磷酸酶定量结果和成骨分化相关基因相对表达量与 ＧＦＰ组比较，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），且 ＢＭＰ９效力最强。③Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示 ＢＭＰ９增强 ｐＥＲＫ５的表达。而抑制剂
ＢＩＸ０２１８９呈剂量依赖性地抑制ｐＥＲＫ５的表达。ＢＩＸ０２１８９预处理细胞后、感染ＡｄＢＭＰ９的结果显示，
ＢＭＰ９对细胞的促成骨作用较未处理组明显降低，其中 ＢＭＰ９组的碱性磷酸酶定量分析结果与成骨分
化相关基因相对表达量与ＢＩＸ０２１８９处理组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论 　ＢＭＰ９具有
较强的促ｈＰＤＬＳＣｓ成骨分化作用，ＥＲＫ５信号转导途径在 ＢＭＰ９诱导 ｈＰＤＬＳＣｓ成骨分化过程中发挥了
正向调节作用。
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　　随着对牙周炎发病机制的深入研究和牙周组织工
程技术的不断发展，牙周治疗的重点已从阻止炎症进

展转变为促进牙周支持组织的重建，其中牙槽骨的再

生是决定牙齿功能的关键修复部分。牙周韧带组织来

源的牙周膜干细胞
!

ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＰＤＬＳＣｓ

"

因具有高度增殖、自我更新能力和多向分化

潜能，成为牙周缺损修复和牙周组织再生最直接和最

理想的种子细胞［１］。骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅ
ｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）是诱导干细胞成骨分化能力较强
的一类生长因子，其中 ＢＭＰ２、７、９是目前经验证作用
最突出的亚型［２］，其作用机制的研究也备受关注。有

研究发现，ＢＭＰｓ可以激活丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）通路，而细胞外
信号调节激酶５（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ５，
ＥＲＫ５）作为ＭＡＰＫｓ家族的一个新成员，在细胞分化、
血管生成等方面也发挥了重要作用。因此，阐明ＢＭＰｓ
与ＥＲＫ５通路间的调控关系将为深入研究ＢＭＰｓ诱导牙
周膜干细胞成骨分化的作用及机制提供新的理论依据。

　　本实验首先采用组织块酶消化法分离培养原代人
ＰＤＬＳＣｓ，利用腺病毒载体介导的 ＢＭＰ２、ＢＭＰ７和
ＢＭＰ９蛋白分别感染ＰＤＬＳＣｓ，比较、确认ＢＭＰ９对细胞
成骨分化的最强作用；然后检测ＢＭＰ９作用于ＰＤＬＳＣｓ
后对 ＥＲＫ５通路的激活情况和特异性抑制剂
ＢＩＸ０２１８９预处理后 ＢＭＰ９ＥＲＫ５通路对 ＰＤＬＳＣｓ成骨

分化的影响，探讨ＥＲＫ５参与ＢＭＰ９诱导ＰＤＬＳＣｓ骨向
分化的作用途径。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　腺病毒载体：ＡｄＧＦＰ、ＡｄＢＭＰ２、ＡｄＢＭＰ７、Ａｄ
ＢＭＰ９由美国芝加哥大学分子肿瘤实验室何通川教授
惠赠。人牙周膜干细胞来源：征得患者本人及家属同

意后，取１０～１５岁因正畸需要拔除的健康前磨牙。主
要试剂：Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），维生素 Ｃ、
β磷酸甘油（Ｓｉｇｍａ公司），角蛋白抗体、波形蛋白抗
体、荧光兔二抗（中杉金桥公司），ｐＥＲＫ５抗体（ＣＳＴ），
抑制剂 ＢＩＸ０２１８９（Ｓｅｌｌｅｃｋ公司），碱性磷酸酶活性检
测试剂盒、碱性磷酸酶显色试剂盒（碧云天公司），茜

素红染液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司），ｑＲＴＰＣＲ试剂盒（天根公
司），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关试剂
（碧云天公司）。

１．２　方法
１．２．１　人牙周膜干细胞的分离、培养　　牙齿拔除后
立即放入预冷的含双抗的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，观察
牙周膜组织附着是否完整，迅速转移入实验室生物安

全柜内，用含２×双抗的生理盐水反复冲洗根面，直至
完全去除根面血液，用手术刀片刮取根中１／３牙周膜
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组织放入１．５ｍＬ离心管内，加入 ０．１％Ⅰ型胶原酶
１ｍＬ，置于３７℃水浴箱３０ｍｉｎ，每５ｍｉｎ振荡１次。
离心，去除上清液后加入含有１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液１ｍＬ漂洗１次，离心后将组织块转移到铺有一
层血清的细胞培养瓶内，倒置加入 ３ｍＬＤＭＥＭ／Ｆ１２
完全培养液，置于孵箱（３７℃，５％ＣＯ２）倒置培养过
夜，后翻瓶正置培养。待细胞爬出组织块，每３天换液
１次，直至细胞生长达８０％～９０％融合时，消化传代。
１．２．２　细胞免疫荧光染色鉴定 ｈＰＤＬＳＣｓ来源　　取
第３代细胞接种于２４孔板内爬片上，待细胞融合度达
８０％左右时去除培养液，１×ＰＢＳ清洗 ３次，每次
５ｍｉｎ，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ清洗３次，每
次５ｍｉｎ，０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ１００孵育１５ｍｉｎ，１×ＰＢＳ清洗
３次，每次５ｍｉｎ，１％ ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，滴加抗波形蛋
白一抗或抗角蛋白一抗孵育，４℃过夜；ＰＢＳ清洗后，
加入兔二抗，３７℃孵育１ｈ，ＤＩＰＡ染核５ｍｉｎ，自来水
终止，抗淬灭剂封片，激光共聚焦显微镜下观察拍照。

１．２．３　细胞克隆形成实验　　取第３代细胞消化，吹
打至单细胞悬液，接种４００个细胞至６ｃｍ细胞培养皿
内，置于孵箱培养，每天观察细胞生长情况，以５０个细
胞为１个克隆形成单位，１０～１４ｄ取出培养皿，４％多
聚甲醛固定３０ｍｉｎ，漂洗后结晶紫染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ终
止染色漂洗，于倒置显微镜下观察拍照。

１．２．４　碱性磷酸酶染色　　取第 ４代细胞，按照
３０％密度接种于２４孔板，设 ＧＦＰ、ＢＭＰ２、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９
４组。待细胞贴壁后分别加入适量的 ＡｄＧＦＰ、Ａｄ
ＢＭＰ２、ＡｄＢＭＰ７、ＡｄＢＭＰ９，荧光感染率约为５０％，８ｈ
后换液，连续培养５ｄ或７ｄ时终止，ＰＢＳ冲洗，４％多
聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，每孔加入２５０μＬＢＣＩＰ／
ＮＢＴ染色工作液，室温避光孵育３０ｍｉｎ。吸弃染液，
用ｄｄＨ２Ｏ洗涤２次终止显色反应，倒置显微镜成像拍
照。取第５代细胞，按照相同方法接种细胞，设空白、
ＧＦＰ、ＢＭＰ９、ＢＭＰ９＋２．５μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９和 ＢＭＰ９＋
１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９５组。待细胞贴壁后，按分组分
别加入适量的 ＡｄＢＭＰ９和 ＡｄＧＦＰ，８ｈ后换液，加入
２．５μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９，７ｄ后，同上方法
进行碱性磷酸酶染色实验。

１．２．５　碱性磷酸酶活性检测　　铺板步骤和分组同
碱性磷酸酶染色。ＡｄＧＦＰ、ＡｄＢＭＰ２、ＡｄＢＭＰ７、Ａｄ
ＢＭＰ９感染细胞３、５ｄ或７ｄ时终止，每孔加入２００μＬ
０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解细胞，刮取裂解物至 １．５ｍＬ
ＥＰ管中，离心１２０００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ，取上清液置－８０℃
暂存，待所有时间段样本收集完毕，根据碱性磷酸酶检

测试剂盒说明书进行定量检测。设立３个复孔，根据
标准曲线及作用时间计算得出样本的碱性磷酸酶活性

值。取第５代细胞，按照相同方法接种细胞，并加入适
量的ＡｄＢＭＰ９和ＡｄＧＦＰ，８ｈ后换液，加入２．５μｍｏｌ／Ｌ
和１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９，７ｄ后，同上方法进行碱性磷
酸酶活性检测。

１．２．６　茜素红染色实验　　铺板步骤和分组同碱性
磷酸酶染色，荧光感染率约为 ３０％的 ＡｄＧＦＰ、Ａｄ
ＢＭＰ２、ＡｄＢＭＰ７、ＡｄＢＭＰ９感染细胞 ８ｈ后换液（含
１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油和５０ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ），连续培
养２１ｄ后，ＰＢＳ冲洗，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗，每孔加入２００μＬ０．２％茜素红染色室温孵育１ｈ，
吸弃染液，用 ｄｄＨ２Ｏ洗涤２次终止显色反应，倒置显
微镜成像拍照。取第５代细胞，按照相同方法接种细
胞，并加入适量的ＡｄＢＭＰ９和ＡｄＧＦＰ，８ｈ后换液，加
入２．５μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９，２１ｄ后，同上
方法进行茜素红染色实验。

１．２．７　ｑＲＴＰＣＲ检测　　取第４代细胞按照３０％密
度接种于６ｃｍ细胞培养皿中，设 ＧＦＰ、ＢＭＰ２、ＢＭＰ７、
ＢＭＰ９４组。待细胞贴壁，分别加入适量的 ＡｄＧＦＰ、
ＡｄＢＭＰ２、ＡｄＢＭＰ７、ＡｄＢＭＰ９，荧光感染率为５０％左
右，８ｈ后换液，连续培养７ｄ，ＰＢＳ冲洗，提取细胞总
ＲＮＡ，微量核酸蛋白检测仪测定样本浓度和纯度。按
照ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书将 ｍＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，
ＢｉｏｒａｄＣＦＸ实时荧光定量 ＰＣＲ仪检测成骨相关基因
ＯＣＮ、ＯＰＮｍＲＮＡ的表达，４０个循环。以 βａｃｔｉｎ基因
作为内参照，利用ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软件分析得出
基因相对表达量。取第５代细胞，按照相同方法接种
细胞，设空白、ＧＦＰ、ＢＭＰ９、ＢＭＰ９＋２．５μｍｏｌ／Ｌ
ＢＩＸ０２１８９和ＢＭＰ９＋１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９５组。待细
胞贴壁后，按分组分别加入适量的 ＡｄＢＭＰ９和 Ａｄ
ＧＦＰ，８ｈ后换液，加入 ２．５μｍｏｌ／Ｌ和 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＢＩＸ０２１８９，７ｄ后，同上方法进行成骨分化相关基因
ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ的检测。所用引物序
列见表１。

表１　基因序列

基因 引物序列（５′→３′）　　 产物大小（ｂｐ）

ＯＣＮ
正向：ＧＡＧＴＴＧＧＣＴＧＡＣＣＡＣＡＴＣＧ
反向：ＡＡＡＧＡＡＧＧＧＴＧＣＣＴＧＧＡＧＡＧ

１２２

ＯＰＮ
正向：ＧＣＣＧＴＧＧＧＡＡＧＧＡＣＡＧＴＴＡＴ
反向：ＧＣＴＣＡＴＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＴＴＧＧ

１１４

ＯＳＸ
正向：ＧＡＧＧＴＴＣＡＣＴＣＧＴＴＣＧＧＡＴＧ
反向：ＴＧＧＴＧＴＴＴＧＣＴＣＡＧＧＴＧＧＴ

１２０

ＲＵＮＸ２
正向：ＧＡＣＧＡＧＧＣＡＡＧＡＧＴＴＴＣＡＣＣ
反向：ＧＧＴＴＣＣＣＧＡＧＧＴＣＣＡＴＣＴＡＣ

１０６

βａｃｔｉｎ
正向：ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ
反向：ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ

２００
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１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取第 ４代细胞接种至
１０ｃｍ细胞培养皿中，密度为 ６０％。设 ＧＦＰ、ＢＭＰ９、
ＢＭＰ９＋ＤＭＳＯ、ＢＭＰ９＋２．５μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９、ＢＭＰ９＋
５μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９和 ＢＭＰ９＋１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９
６组。待细胞贴壁后，加入一定浓度的抑制剂ＢＩＸ０２１８９
（２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理 １ｈ，后分别加入适量的
ＡｄＧＦＰ或ＢＭＰ９继续培养２４ｈ，提取总蛋白质，ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒进行浓度测定。将所得蛋白样本

进行电泳，转膜，封闭，加入ｐＥＲＫ５一抗（１∶１０００）或
βａｃｔｉｎ一抗（１∶５０００），４℃过夜孵育，加入ＨＲＰ标记
的二抗（１∶５０００），ＥＣＬ化学发光法进行显色。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件对计量资料进行单因素
方差分析。

２　结果

２．１　原代人牙周膜干细胞的培养及鉴定
　　采用组织块酶消化法分离人牙周膜细胞，５～７ｄ
即可观察到大量细胞从组织块周围爬出，细胞为成纤

维细胞样，多呈长梭形，传代后呈漩涡状生长。细胞免

疫荧光染色鉴定示抗波形蛋白表达阳性，抗角蛋白表

达阴性，说明细胞来源于中胚层间充质细胞，而非上皮

细胞。克隆形成能力检测示：细胞生长２周后显微镜
下即可见克隆形成，克隆中心细胞密度较大，多呈圆

形，结晶紫染色可见克隆成蓝色团（图１）。
２．２　ＢＭＰｓ促进ｈＰＤＬＳＣｓ细胞成骨分化
　　ＡＬＰ染色和活性检测结果显示：第５天和第７天
时，与ＧＦＰ组比较，ＢＭＰ２、ＢＭＰ７和ＢＭＰ９组的ＡＬＰ表
达均明显增强，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且
ＢＭＰ９组高于 ＢＭＰ２和 ＢＭＰ７组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。可见 ＢＭＰ９早期成骨 ＡＬＰ表达最强，
ＢＭＰ２次之，染色和活性结果一致（图２Ａ、Ｂ）。
　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示：与 ＧＦＰ组比较，ＢＭＰ２、
ＢＭＰ７和ＢＭＰ９组的细胞成骨分化相关基因 ＯＣＮ和
ＯＰＮｍＲＮＡ的表达均升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），且 ＢＭＰ９组明显高于 ＢＭＰ２和 ＢＭＰ７组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。
　　茜素红染色显示：与ＧＦＰ组比较，ＢＭＰ２、ＢＭＰ７和
ＢＭＰ９组的钙盐结节沉积均明显增多，其中 ＢＭＰ９的
晚期成骨诱导作用最强（图２Ｄ）。
　　通过对细胞早期成骨分化指标、晚期成骨分化指
标和成骨分化相关基因的检测，说明 ＢＭＰ９促进
ｈＰＤＬＳＣｓ成骨分化作用强于ＢＭＰ２和ＢＭＰ７，后续将以
ＢＭＰ９作为研究ＢＭＰｓＥＲＫ５通路的实验对象。
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Ａ：人牙周膜组织培养第５天（×４０）；Ｂ：第２代人牙周膜细胞（×４０）；Ｃ：波形蛋白表达阳性（×１００）；Ｄ：角蛋白
表达阴性（×１００）；Ｅ：克隆形成实验单细胞悬液铺板（×４０）；Ｆ：结晶紫染色示单个细胞克隆形成（×４０）

图１　原代人牙周膜干细胞的培养及鉴定

１２７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）
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Ａ：成骨早期分化指标碱性磷酸酶（ＡＬＰ）定性染色（×４０）；Ｂ：碱性磷酸酶活性定量分析；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测成骨分
化相关基因ＯＣＮ和ＯＰＮｍＲＮＡ的表达；Ｄ：茜素红染色检测成骨晚期分化指标钙盐沉积（×４０）　ａ：Ｐ＜００５，与
ＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＰ７组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＰ２组比较

图２　ＢＭＰｓ促进ｈＰＤＬＳＣｓ细胞成骨分化

２．３　ＥＲＫ５信号通路参与 ＢＭＰ９诱导人牙周膜干细
胞成骨分化

　　ＡｄＧＦＰ或 ＡｄＢＭＰ９感染 ｈＰＤＬＳＣｓ，经 ＥＲＫ５特
异性抑制剂 ＢＩＸ０２１８９预处理 ｈＰＤＬＳＣｓ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显示：ｐＥＲＫ５在 ＡｄＢＭＰ９组的表达较 Ａｄ
ＧＦＰ组明显增强，且ｐＥＲＫ５在ＢＩＸ０２１８９处理组的表
达随着抑制剂剂量的增加而减低。说明ＢＭＰ９可激活
ＥＲＫ５信号通路，ＢＩＸ０２１８９可有效抑制 ＥＲＫ５通路的
磷酸化激活作用且呈剂量依赖性（图３）。
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１：ＧＦＰ组；２：ＢＭＰ９组；３：ＢＭＰ９＋ＤＭＳＯ组；４：ＢＭＰ９＋
２５μｍｏｌ／Ｌ ＢＩＸ０２１８９组；５：ＢＭＰ９＋５ μｍｏｌ／Ｌ
ＢＩＸ０２１８９组；６：ＢＭＰ９＋１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ｐＥＲＫ５蛋白的表达
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　　碱性磷酸酶染色定性和活性定量结果显示：第７天
时ＢＭＰ９＋１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９组和ＢＭＰ９＋２．５μｍｏｌ／Ｌ
ＢＩＸ０２１８９组ＡＬＰ表达较ＢＭＰ９组明显降低，且呈剂量
依赖性（图４Ａ、Ｂ）。
　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示：ＢＭＰ９＋１０μｍｏｌ／Ｌ
ＢＩＸ０２１８９组和 ＢＭＰ９＋２．５μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９组成骨
分化相关基因 ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ表达水
平较ＢＭＰ９组明显降低，且呈剂量依赖性（图４Ｃ）。
　　茜素红染色结果显示：第２１天时ＢＭＰ９＋１０μｍｏｌ／Ｌ
ＢＩＸ０２１８９组和 ＢＭＰ９＋２．５μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９组钙
盐结节沉积较 ＢＭＰ９组明显减少，且呈剂量依赖性
（图４Ｄ）。
　　通过对细胞早晚期成骨分化指标和成骨分化相关
基因的检测，说明抑制 ＥＲＫ５信号通路可降低 ＢＭＰ９
诱导ｈＰＤＬＳＣｓ细胞的成骨分化作用。

３　讨论

　　目前，公认的已分离出５种牙源性干细胞［３］，其中

牙周韧带组织来源的牙周膜干细胞因具有成骨样、脂

肪样、神经细胞样或成软骨样多向分化潜能［４］和克隆

形成能力，而成为牙周组织再生最直接和最理想的种

子细胞。

　　在干细胞成骨研究领域，骨形态发生蛋白（ＢＭＰｓ）
是目前发现的唯一能单独诱导成骨和成软骨分化的一

类生长因子，已鉴定出２０余种亚型，除 ＢＭＰ１外均属
于转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）
超家族成员。其中人重组骨形态发生蛋白２（ｒｅｃｏｍｂｉ
ｎａｎｔｈｕｍａｎｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ｒｈＢＭＰ２）和
ｒｈＢＭＰ７已被美国ＦＤＡ批准用于临床脊柱融合术和骨
折治疗［５］。随着对ＢＭＰｓ蛋白的深入研究，发现ＢＭＰ９
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Ａ：碱性磷酸酶染色定性分析（×４０）；Ｂ：碱性磷酸酶染色定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ组；３：ＢＭＰ９组；４：ＢＭＰ９＋
２５μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９组；５：ＢＭＰ９＋１０μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９组；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测成骨分化相关基因ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＳＸ
和Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ的表达；Ｄ：茜素红染色检测成骨晚期分化指标钙盐沉积情况（×４０）　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组和
ＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＢＭＰ９组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＢＭＰ９＋２．５μｍｏｌ／ＬＢＩＸ０２１８９组比较

图４　ＢＭＰ９ＥＲＫ５通路调控ｈＰＤＬＳＣｓ细胞成骨分化

３２７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）



诱导骨髓间充质干细胞成骨分化作用强于 ＢＭＰ２和
ＢＭＰ７［６］。本研究比较 ＢＭＰ２、ＢＭＰ７和 ＢＭＰ９对牙周
膜干细胞的成骨诱导作用，结果显示ＡｄＢＭＰ９组的早
期和晚期成骨均比ＡｄＢＭＰ２和ＡｄＢＭＰ７组有明显增
强，证实ＢＭＰ９诱导牙周膜干细胞成骨分化的作用最
强，表明其在骨生成方面将有着良好的研究意义和应

用前景，因此，后续实验皆用 ＢＭＰ９作为研究 ＢＭＰｓ
ＥＲＫ５信号通路的蛋白代表。
　　经典的ＢＭＰｓ信号通路是通过 Ｓｍａｄ途径调控靶
基因的转录表达，近年来非经典途径及与其他通路的

串话调控也逐渐引起研究者的关注，如 ＭＡＰＫｓ、Ｗｎｔ、
Ｎｏｔｃｈ、Ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ（ＧＨ）通路［７］等。ＭＡＰＫｓ信号
途径是刺激信号从细胞表面到核内的重要传递者，包

括 Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＥＲＫ１／２／５、ＪＮＫ 等［８］。ＥＲＫ５作 为
ＭＡＰＫｓ家族的一个新成员，为丝／苏氨酸蛋白激酶，被
磷酸化激活后从胞浆转位至胞核，与转录因子ＭＥＦ结
合增强其转录活性，可调控细胞的生长、分化、抗凋亡、

血管生成等生物学功能。在细胞骨代谢方面，有研究

提出 ＭＥＲＫ１／ＥＲＫ１可能对骨生成起着正向调节作
用［９］，而ＭＥＲＫ２／ＥＲＫ２起着负向调节作用［１０］，ＥＲＫ５
的激活可能有助于破骨前体细胞的分化［１１］。但ＢＭＰ９
与ＥＲＫ５信号通路间的作用关系对牙周膜干细胞成骨
分化的影响尚不清楚。本研究结果显示：ＢＭＰ９诱导
ｈＰＤＬＳＣｓ细胞２４ｈ后可引起 ｐＥＲＫ５表达明显增强，
说明ＢＭＰ９在ｈＰＤＬＳＣｓ中可促进 ＥＲＫ５的磷酸化，从
而激活 ＥＲＫ５信号通路发挥下游调控作用。当采用
ＥＲＫ５的特异性阻断剂 ＢＩＸ０２１８９干预后，发现 ＥＲＫ５
的磷酸化水平成剂量依赖性的降低，同时，ＢＭＰ９诱导
ｈＰＤＬＳＣｓ成骨分化的早期和晚期成骨标志均随着
ＢＩＸ０２１８９的剂量增加而减低。
　　本研究进一步探讨了 ＢＩＸ０２１８９干预下，ＢＭＰ９对
ｈＰＤＬＳＣｓ成骨分化相关基因的影响。Ｒｕｎｘ２是与果蝇
蛋白Ｒｕｎｔ同源的成骨相关转录因子，可与成骨特异顺
式作用元件结合，调节 ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＢＳＰ和Ⅰ型胶原基
因的转录和表达，是间充质干细胞向成骨细胞分化的

必要和充分条件［１２］。ＯＳＸ是近年发现的成骨细胞分
化和骨形成过程中所必需的另一个重要的转录因子，

位于Ｒｕｎｘ２的下游，在成骨细胞终末分化成熟过程中
发挥重要作用［１３］。ＯＰＮ是一种酸性糖蛋白，与成骨过
程密切相关，连接基质与矿化，是骨组织形成的早期标

志。ＯＣＮ是骨基质中重要的胶原蛋白，与组织的成熟
有关［１４］。本研究结果显示，ＢＭＰ９刺激能明显增强

ＯＳＸ和Ｒｕｎｘ２两个重要转录因子ｍＲＮＡ的表达，同时
ＯＣＮ和ＯＰＮｍＲＮＡ表达也增强，而抑制ＥＲＫ５通路后
表达均急剧下降，提示 ＥＲＫ５信号通路参与 ＢＭＰ９的
成骨分化诱导过程。Ｌｅｅ等［１５］提出 ＯＳＸ作为 Ｒｕｎｘ２
的下游基因，ＢＭＰ２对 ＯＳＸ的诱导作用又不依赖于
Ｒｕｎｘ２的存在，因此，在 ＢＭＰ９和 ＥＲＫ５协调作用过程
中对ＯＳＸ和 Ｒｕｎｘ２的转录调控机制可能是决定细胞
成骨分化的重要一环，值得我们深入研究。

　　有研究报道ＥＲＫ５基因敲除小鼠表现为胚胎外血管
和心血管发育迟缓［１６］，ＥＲＫ５可调节胚胎的血管生成［１７］，

因此，ＢＭＰ９激活ＥＲＫ５通路是否通过促进成血管作用
从而增强细胞成骨分化和成熟还有待于进一步研究。

　　综上所述，本研究结果表明：ＢＭＰ９具有很强的促
进ｈＰＤＬＳＣｓ成骨分化作用，同时 ＥＲＫ５信号转导途径
在这一过程中发挥了正向调节作用，为牙周膜干细胞

分化调控研究提供了新的理论依据。
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