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Ｎｅｃｄｉｎ对大鼠牙胚外胚间充质干细胞成牙分化和矿化的影响
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　　［摘要］　目的　探讨胚胎癌细胞来源分化神经元特异蛋白（ｎｅｕｒａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＥＣｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｎｅｃｄｉｎ）对大鼠牙胚外胚间充质干细胞（ｅｃｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＭＳＣｓ）成牙分化和矿化的
调控作用。方法　利用免疫荧光染色检测Ｎｅｃｄｉｎ在Ｅ１３．５ｄ、Ｅ１９．５ｄ大鼠牙胚中的表达分布情况。分
离培养Ｅ１９．５ｄ大鼠牙胚ＥＭＳＣｓ，流式细胞术鉴定细胞表型，构建Ｎｅｃｄｉｎ沉默慢病毒感染 ＥＭＳＣｓ，分为
阴性对照组（ｓｈＮＣ）和沉默组（ｓｈＮｅｃｄｉｎ）。流式细胞术检测ＥＭＳＣｓ凋亡情况，ＣＣＫ８法检测ＥＭＳＣｓ增
殖能力，划痕实验检测 ＥＭＳＣｓ迁移能力，矿化诱导后通过碱性磷酸酶染色、茜素红染色、ＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察Ｎｅｃｄｉｎ对ＥＭＳＣｓ成牙分化和矿化的调控作用。结果　免疫荧光显示Ｎｅｃｄｉｎ在内、外
釉上皮和上皮与间充质接触区域呈强阳性表达；牙胚组织来源的 ＥＭＳＣｓ沉默 Ｎｅｃｄｉｎ后，ｓｈＮｅｃｄｉｎ组
ＥＭＳＣｓ凋亡率较ｓｈＮＣ组增多（Ｐ＜０．０１），与 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＮｅｃｄｉｎ组 ＥＭＳＣｓ的增殖能力更强（Ｐ＜
０．０１），但迁移能力变弱（Ｐ＜０．０１）；与ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＮｅｃｄｉｎ组碱性磷酸酶染色更浅且矿化结节形成
更少；ｓｈＮｅｃｄｉｎ组ＥＭＳＣｓ成牙分化和矿化相关的基因与蛋白表达量明显低于ｓｈＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。结论
　Ｎｅｃｄｉｎ在大鼠牙胚未来成牙分化和矿化区域呈特异性表达，沉默Ｎｅｃｄｉｎ促进ＥＭＳＣｓ凋亡和增殖，但
抑制ＥＭＳＣｓ迁移以及成牙分化和矿化，Ｎｅｃｄｉｎ可能在牙发育矿化过程中发挥重要作用。
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　　牙齿发育的启动和组织的生成是一个长期、复杂
的生物学过程，离不开外胚层间充质和牙源性上皮这

两种组织之间的相互作用，涉及多种基因的级联表达

实现对牙齿发育的精确调控［１］。颅神经嵴迁移来源

的外胚间充质干细胞（ｅｃｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＥＭＳＣｓ）被认为是形成颅面硬组织的祖细胞，可以形成
如上颌骨、下颌骨以及除牙釉质外的所有牙齿组织，对

牙齿发育具有重要意义，是研究牙组织工程良好的细

胞模型［２］。虽然至今已经发现多个基因影响牙发育，

但这些信号分子的调控机制及调控网络仍然不清楚，

大大制约了牙组织工程的突破与发展。胚胎癌细胞来

源分化神经元特异蛋白（ｎｅｕｒａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＥＣｃｅｌｌ
ｄｅｒｉｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｎｅｃｄｉｎ）是黑色素瘤相关抗原（ｍｅｌａｎｏｍａ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ，Ｍａｇｅ）家族Ⅱ类成员，可以通过结合
多种蛋白和受体分子参与调控多项细胞生理过程［３］。

目前研究已经充分证明 Ｎｅｃｄｉｎ在调控神经系统发育
方面的重要作用，但调控其他组织的形态发生及发育

过程的研究仍处于初始阶段，在牙齿发生发育中所起

的可能调控作用还不清楚。本研究旨在通过免疫荧光

染色观察Ｎｅｃｄｉｎ在大鼠牙胚中的表达分布情况，然后
利用慢病毒感染构建沉默 Ｎｅｃｄｉｎ的 ＥＭＳＣｓ，探究
Ｎｅｃｄｉｎ对 ＥＭＳＣｓ的凋亡、增殖、迁移以及成牙分化和
矿化的调控作用，以便进一步揭示牙齿发生发育的潜

在分子生物学机制，从而为发展牙齿组织工程提供理

论依据和实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　αＭＥＭ培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ，美国）；胰酶、胎牛血清
（Ｇｉｂｃｏ，美国）；ＣＣＫ８试剂盒、细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白

定量试剂盒、ＥＣＬ化学发光试剂盒磷酸酶显色试剂盒、
０．２％茜素红溶液碱性（碧云天，中国）；ＨＥ染色试剂
盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国）；ＣＤ４５、ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ１０５（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，美国）；Ｎｅｃｄｉｎ（Ｇｅｎｅｔｅｘ，美国）；荧光二抗 ４８８山
羊抗兔、荧光二抗 ＣＹ３山羊抗兔、ＤＡＰＩ染液（谷歌生
物，中国）；山羊抗兔 ＩｇＧＦＩＴＣ、山羊抗鼠 ＩｇＧＦＩＴ、
Ｄｓｐｐ抗体、Ｄｍｐ１抗体（ＡＢｃｌｏｎａｌ，中国）；ＧＡＰＤＨ抗
体、Ｒｕｎｘ２抗体、Ａｌｐ抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美国）；ＰＡＧＥ
凝胶快速制备试剂盒（雅酶，中国）；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ
ＲＮＡ提取试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑⅡ
（ＴａＫａＲａ，日本）。
１．２　方法
１．２．１　ＨＥ染色和免疫荧光染色　　取胚胎期Ｅ１３．５ｄ、
Ｅ１９．５ｄ大鼠头部，固定过夜后脱钙 １～３ｄ，之后梯度
乙醇脱水，包埋后进行连续切片。染色前先于６０℃烤
片２ｈ，之后将切片浸入二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化，按
照ＨＥ染色试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）的方案进行 ＨＥ染色，然
后扫片记录。免疫荧光染色脱蜡水化步骤同 ＨＥ染
色，之后进行抗原修复和血清封闭，先加入稀释好的

Ｎｅｃｄｉｎ一抗（１∶２００）孵育过夜后，再加入对应的４８８山
羊抗兔二抗进行孵育，ＤＡＰＩ复染细胞核后封片进行镜
检拍照。动物实验过程和处死方法均按照西南医科大

学医学伦理委员会批准的方案进行（Ｎｏ．２０１９０３１８７）。
１．２．２　Ｅ１９．５ｄ牙胚来源 ＥＭＳＣｓ培养及表面抗原鉴
定　　ＳＤ大鼠购自重庆医科大学动物实验室。取胚
胎期Ｅ１９．５ｄ大鼠头部，于体视显微镜下取出牙胚组
织，置于培养皿中，加入含 １０％ＦＢＳ的 αＭＥＭ，置于
３７℃含５％ＣＯ２的恒温箱中静置贴壁培养，２４～４８ｈ
后可观察到组织块周围细胞呈放射状生长。根据细胞
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生长情况进行传代，后续实验均取生长状态良好的第

３代ＥＭＳＣｓ进行。流式细胞实验中每组收集约５×１０５

个细胞，用４％聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，然后分别加入
ＰＢＳ、ＣＤ４５、ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，在 ４℃下孵育过夜，
第２天根据一抗种属加入对应羊抗兔 ＩｇＧＦＩＴＣ或羊
抗鼠ＩｇＧＦＩＴＣ二抗孵育，上机用流式仪器检测细胞表
面抗原。

１．２．３　转染细胞　　Ｎｅｃｄｉｎ沉默慢病毒委托上海吉
凯基因医学科技股份有限公司根据 ＮＣＢＩ基因序列
（ＧｅｎｅＩＤ：３０８６９０）设计构建提供，沉默组 ｓｈＮｅｃｄｉｎ
靶序列为：５′ＧＡＣＣＴＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＡＡＣＴＴＴＴ３′，阴性
对照组 ｓｈＮＣ靶序列为：５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡ
ＣＧＴ３′。根据慢病毒感染说明书进行实验，已经通过
预实验确定测定病毒合适感染复数为 ５０，并加入
ＨｉＴｒａｎｓＧＰ感染增强液提高感染效率。４８ｈ后使用荧
光显微镜观察绿色荧光蛋白的表达确认病毒成功感染

ＥＭＳＣｓ，收集每组基因和蛋白用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证感染效率。
１．２．４　细胞免疫荧光染色　　将慢病毒转染后的
ｓｈＮＣ组ＥＭＳＣｓ和ｓｈＮｅｃｄｉｎ组ＥＭＳＣｓ接种于爬片上
过夜，之后将细胞固定在４％多聚甲醛中，使用 Ｎｅｃｄｉｎ
一抗（１∶２００）孵育过夜后，再用ＣＹ３山羊抗兔荧光二抗
（红色荧光）孵育，最后用ＤＡＰＩ染细胞核，滴加抗荧光
淬灭封片剂封片后在荧光显微镜下观察并采集图像。

１．２．５　流式细胞术检测细胞凋亡　　选取生长状态
良好的转染后各组细胞进行常规消化离心，之后将细

胞沉淀重悬计数，各组细胞数调整至 １×１０６／ｍＬ。将
１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ分别加入１ｍＬ各组细胞悬液中
混合均匀，然后加入１０μＬＰＩ染液混匀，于室温条件下
避光反应１５ｍｉｎ，然后上机检测各组细胞的凋亡指数。
１．２．６　ＣＣＫ８　　在 ９６孔板中以 ２×１０３细胞／孔的
比例分别接种各组细胞，每组设置３个复孔。２４ｈ后，
每孔加入１００μＬＣＣＫ８工作溶液，然后将细胞放入孵
箱避光培养２ｈ，酶标仪检测每孔细胞在４５０ｎｍ处光
密度并绘制连续７ｄ的细胞生长曲线。
１．２．７　划痕实验检测细胞迁移　　先在６孔板背侧
划线做横向标记，取生长状态良好的各组细胞，常规消

化后以合适的密度接种于 ６孔板中，待两组细胞在
６孔板中长满后，用２００μＬ的枪头沿垂直于孔板底部
的方向画线。之后更换为无血清培养基进行细胞培

养，分别在划痕后 ０、１２和 ２４ｈ对细胞进行观察和拍
照。最后利用ＩｍａｇｅＪ软件计算划痕宽度。
１．２．８　碱性磷酸酶染色及茜素红染色　　取生长状
态良好的各组细胞，常规消化后以合适的密度接种于

６孔板中。待细胞生长良好并融合至７０％～８０％时，更

换为矿化培养基（含１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸钠，５０ｍｇ／ｍＬ
维生素Ｃ，１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ地塞米松、１０％ＦＢＳ的αＭＥＭ
培养基）进行培养。第７、２１天，分别使用碱性磷酸酶
染色试剂盒和茜素红染色试剂盒进行染色。

１．２．９　ＲＴＰＣＲ　　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）收集
各组细胞的 ＲＮＡ，然后使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）逆转录 ＲＮＡ获得
ｃＤＮＡ，采用ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑⅡ（ＴａＫａＲａ）进行
ＲＴＰＣＲ。分析结果用 ＧＡＰＤＨ的表达归一化，所用引
物均由ＴａＫａＲａ公司合成，相关基因引物信息见表１。
１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　使用含ＰＭＳＦ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ及
ＩＰ细胞裂解液提取收集各组蛋白，进行 ＢＣＡ蛋白定
量检测，经过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜、封闭、一抗及二抗
孵育后，采用 ＥＣＬ化学发光显影液进行显影，检测相
关蛋白的表达。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

Ｎｅｃｄｉｎ
正向：ＴＣＧＧＡＡＣＡＡＡＧＴＡＡＧＧＡＣＣＴＧＡＧ
反向：ＧＴＣＡＡＣＣＴＣＴＴＣＡＡＡＣＣＧＴＴＣＴＧ

Ｄｍｐ１
正向：ＡＧＧＣＴＴＧＴＡＴＧＴＧＧＧＡＴＧＡＣＧ
反向：ＣＣＡＧＴＧＣＴＧＴＧＡＣＧＧＧＴＡＴＧ

Ｄｓｐｐ
正向：ＣＧＣＴＧＧＡＧＡＧＡＧＡＣＡＴＴＧＴＴＧＡＡ
反向：ＴＧＴＣＧＴＴＡＧＧＣＣＴＴＧＴＴＧＡＴＡ

Ａｌｐ
正向：ＡＧＧＡＴＴＧＴＧＧＣＧＧＴＣＴＴＴＧＣ
反向：ＴＣＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＧＣＧＴＡＧＧ

Ｒｕｎｘ２
正向：ＧＧＣＧＴＡＴＴＴＣＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＡＣＴ
反向：ＡＡＧＴＧＡＡＧＧＴＧＧＣＴＧＧＡＴＡＧＴＧ

ＧＡＰＤＨ
正向：ＣＴＴＣＴＣＴＴＧＴＧＡＣＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡ
反向：ＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡＧＣＧ

１．３　统计学方法
　　使用ＳＰＳＳ２０．０软件和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进
行统计分析。每组进行３次重复实验取平均值，数据
以 珋ｘ±ｓ表示，组间采用非配对ｔ检验进行分析，Ｐ＜０．０５
表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠牙胚ＨＥ染色和Ｎｅｃｄｉｎ免疫荧光化学染色
　　Ｅ１３．５ｄ牙胚 ＨＥ染色显示上皮芽不断向外胚间
充质中生长，基底部向内凹陷，形状像帽子，提示成釉

器处于帽状期，可见到外釉上皮层、内釉上皮层和星网

状层。围绕在成釉器周围的外胚间充质细胞密度逐渐

增加，其中在内釉上皮下方形成的球形外胚间充质细

胞凝聚区被称为牙乳头，包围成釉器和牙乳头底部的
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外胚间充质细胞呈环状排列称为牙囊，组织免疫荧光

染色显示 Ｎｅｃｄｉｎ在内外釉上皮和牙乳头处阳性表达
（图１Ａ）。Ｅ１９．５ｄ牙胚ＨＥ染色显示成釉器进一步长
大，上皮凹陷更深，周缘继续生长延伸，形似吊钟，此时

期称为钟状期成釉器，在此阶段内釉上皮开始分化为成

釉细胞并诱导牙乳头处ＥＭＳＣｓ分化为成牙本质细胞，
之后将分泌形成牙釉质和牙本质，但目前在此阶段还未

检测到硬组织的形成，免疫荧光化学染色显示 Ｎｅｃｄｉｎ
在内、外釉上皮和上皮与间充质接触区域表达较强，星

网状层、牙乳头、牙囊处也有分散表达（图１Ｂ）。
２．２　Ｅ１９．５ｄ大鼠牙胚外胚间充质干细胞分离培养和

鉴定

　　从 Ｅ１９．５ｄ胎鼠头部取出牙胚组织，采用组织块

贴壁法成功获得牙胚 ＥＭＳＣｓ，可见细胞呈放射状从组
织块爬出（图２Ａ）。流式细胞术检测结果显示这些细
胞高表达间充质干细胞表面标记物 ＣＤ２９、ＣＤ９０、
ＣＤ１０５，低表达造血干细胞表面标记物 ＣＤ４５（图２Ｂ）。
２．３　构建沉默Ｎｅｃｄｉｎ的 ＥＭＳＣｓ
　　慢病毒感染ＥＭＳＣｓ４８ｈ后，在荧光显微镜下可观
察到ｓｈＮＣ组和ｓｈＮｅｃｄｉｎ组细胞均表达绿色荧光，表
明慢病毒成功感染ＥＭＳＣｓ（图３Ａ）。随后进一步通过
ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实感染沉默慢病毒后，
Ｎｅｃｄｉｎ基因和蛋白水平明显降低（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｂ～
Ｄ）。细胞免疫荧光染色检测显示 Ｎｅｃｄｉｎ主要在细胞
质中表达，并且 ｓｈＮｅｃｄｉｎ组中 Ｎｅｃｄｉｎ表达明显比
ｓｈＮＣ组少（图３Ｅ）。
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Ａ：Ｅ１３．５ｄ大鼠牙胚 ＨＥ和荧光染色；Ｂ：Ｅ１９．５ｄ大鼠牙胚 ＨＥ和荧光染色；ＩＥＥ：内釉质上皮，ＯＥＥ：外釉质上皮，
ＳＲ：星状网，ＤＰ：牙乳头，ＤＳ：牙囊，ＣＬ：颈环

图１　大鼠牙胚ＨＥ染色和Ｎｅｃｄｉｎ免疫荧光染色观察
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Ａ：Ｅ１９．５ｄ大鼠牙胚组织及ＥＭＳＣｓ原代和第３代；Ｂ：流式细胞术检测细胞表面标记物

图２　ＥＭＳＣｓ的分离培养与细胞表面抗原鉴定
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２．４　沉默Ｎｅｃｄｉｎ对 ＥＭＳＣｓ凋亡、增殖和迁移的影响
　　流式检测细胞凋亡显示 ｓｈＮｅｃｄｉｎ组凋亡增多
（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ、Ｂ）；ＣＣＫ８检测结果显示 ｓｈＮｅｃｄｉｎ

组增殖能力变强（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ）；划痕实验显示两组
细胞都能发生迁移，但是 ２４ｈ和 ４８ｈ检测结果提示
ｓｈＮｅｃｄｉｎ组迁移能力较ｓｈＮＣ组弱（Ｐ＜０．０１，图４Ｄ、Ｅ）。
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白表达；Ｄ：蛋白表达半定量分析；Ｅ：免疫荧光染色检测Ｎｅｃｄｉｎ在ＥＭＳＣｓ内的表达

图３　ＥＭＳＣｓ沉默Ｎｅｃｄｉｎ后的慢病毒转染验证 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图４　沉默Ｎｅｃｄｉｎ对 ＥＭＳＣ凋亡、增殖和迁移的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．５　沉默Ｎｅｃｄｉｎ后ＥＭＳＣｓ成牙分化和矿化能力减弱
　　对矿化诱导７ｄ后的细胞进行碱性磷酸酶染色发
现ｓｈＮｅｃｄｉｎ组染色较浅，而对矿化诱导２１ｄ后的细
胞进行茜素红染色也发现 ｓｈＮｅｃｄｉｎ组形成矿化结节
较少（图５Ａ、Ｂ）。收集矿化诱导７ｄ后的细胞ＲＮＡ和
蛋白进行 ＲＴＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，发现 Ｄｓｐｐ、
Ｄｍｐ１、Ａｌｐ、Ｒｕｎｘ２基因与蛋白表达均降低，其差异均
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ～Ｅ）。

３　讨论

　　牙齿的发育是上皮细胞与间充质持续的相互诱导
和相互作用的产物。牙齿具有复杂的调节机制、特殊

的组织起源、多样的结构和重要的功能等特点，在一定

程度上使牙组织工程的研究更加困难。调节牙齿发生

发育的复杂机制仍不清楚，需要研究人员进一步探索。

Ｎｅｃｄｉｎ最初于１９９１年从Ｐ１９胚胎癌细胞分离出来，属
于黑色素瘤相关抗原家族Ⅱ类成员，是一种生长调控

蛋白，可以通过与多种蛋白受体等结合发挥不同的功

能［４－６］。在本实验中首先利用免疫荧光染色发现

Ｎｅｃｄｉｎ在Ｅ１３．５ｄ牙胚中高表达于内外釉上皮和牙乳
头处，在 Ｅ１９．５ｄ牙胚中内、外釉上皮和上皮与间充质
相互作用区域表达较强，同时牙乳头、牙囊处也有分散

表达。这些部位与未来发生成牙分化和矿化息息相

关，提示Ｎｅｃｄｉｎ可能与牙发育相关。
　　之后利用Ｅ１９．５ｄ大鼠牙胚来源的ＥＭＳＣｓ细胞模
型进一步探究 Ｎｅｃｄｉｎ的可能调控作用。由颅神经嵴
迁移来源的ＥＭＳＣｓ被认为是多种牙源性间充质干细
胞的始祖细胞，在牙齿发生、发育过程中起着关键作

用［７］。ｐ７５神经营养因子受体 （ｐ７５ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｐ７５ＮＴＲ）是孤立的颅神经嵴衍生的 ＥＭＳＣｓ
的标志物，课题组前期研究发现 Ｅ１９．５ｄ牙胚 ＥＭＳＣｓ
高表达 ｐ７５ＮＴＲ，并表现出较强的矿化及成牙潜能［８］。

由于Ｅ１９．５ｄ的大鼠牙胚成釉器处于钟状期已经进入
成熟阶段，牙胚开始进行组织分化和形态分化，分化成
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Ａ：碱性磷酸酶染色；Ｂ：茜素红染色；Ｃ：ＲＴＰＣＲ检测成牙分化和矿化相关基因表达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成牙分
化和矿化相关蛋白表达；Ｅ：蛋白表达半定量分析

图５　沉默 Ｎｅｃｄｉｎ对ＥＭＳＣｓ成牙分化和矿化的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

８１４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



特定表型的细胞开始具备拥有形成相应牙组织的能

力，在此阶段由牙胚组织所培养获得的 ＥＭＳＣｓ用来研
究牙的发生发育更合适［９］；并且 Ｅ１９．５ｄ牙胚组织学
染色结果也显示，Ｎｅｃｄｉｎ在未来发生成牙分化和矿化
区域呈阳性表达。因此，本实验选择从 Ｅ１９．５ｄ大鼠
牙胚组织中获取培养 ＥＭＳＣｓ。通过流式细胞术验证
其为间充质干细胞，之后构建Ｎｅｃｄｉｎ沉默慢病毒成功
感染 ＥＭＳＣｓ进一步研究 Ｎｅｃｄｉｎ对 ＥＭＳＣｓ的调控
作用。

　　牙的发育是一个长期、复杂的生物学过程，包括细
胞与细胞、上皮与间充质的相互作用，以及细胞的凋

亡、增殖、迁移、分化和组织矿化等［７］。本研究发现，

沉默Ｎｅｃｄｉｎ可同时促进 ＥＭＳＣｓ的凋亡和增殖，可能
与Ｎｅｃｄｉｎ复杂的生物学功能以及Ｅ１９．５ｄＥＭＳＣｓ特殊
的生理状态有关。在以往的研究中，Ｎｅｃｄｉｎ过表达会
抑制胚胎小鼠新皮层中神经前体细胞的增殖，而敲除

Ｎｅｃｄｉｎ后，胚胎期的小鼠神经节隆起区的 ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ
神经元增殖和凋亡细胞的数量同时增加［１０－１１］。尽管

这可能与机体为维持神经细胞功能稳态有关，但

Ｎｅｃｄｉｎ在这一过程中发挥的生物学功能引发了学者
们的关注，越来越多证据证明Ｎｅｃｄｉｎ是一种抗有丝分
裂和抗凋亡的蛋白。有研究发现，敲除 Ｎｅｃｄｉｎ后的神
经元干细胞 ＮＳＣＰＣｓ表现出活跃的细胞增殖和凋亡，
可能是由于 Ｎｅｃｄｉｎ与转录抑制因子 Ｂｍｉ１相互作用，
促进周期蛋白依赖性激酶抑制剂ｐ１６的表达从而抑制
细胞增殖和凋亡［１２］。事实上，Ｎｅｃｄｉｎ可通过促进凋亡
蛋白ＣＣＡＲ１／ＣＡＲＰ１的降解来发挥其促生存活性从而
抑制小鼠成肌细胞凋亡［１３］。ＭＣ３Ｔ３Ｅ１小鼠成骨细胞
中过表达 Ｎｅｃｄｉｎ也显示出抗增殖和抑制凋亡作
用［１４］。在脂肪干细胞和造血干细胞中，Ｎｅｃｄｉｎ的缺失
可以使细胞拥有更强的增殖能力［１５－１６］。研究也发现

Ｎｅｃｄｉｎ可以在细胞质中直接与主要细胞周期调节子
Ｅ２Ｆ１相互作用来抑制细胞的增殖和诱导分化，并且还
抑制Ｅ２Ｆ１介导的细胞凋亡［１７－１８］。本研究显示，沉默

Ｎｅｃｄｉｎ促进Ｅ１９．５ｄ牙胚 ＥＭＳＣｓ凋亡的同时，可能也
激活了细胞增殖的信号通路，但是具体的分子机制如

何还需进一步探究。此外，划痕实验发现 Ｎｅｃｄｉｎ正向
调控 ＥＭＳＣｓ的迁移。Ｎｅｃｄｉｎ在前脑发育过程中促进
ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ神经元的分化和迁移［１１］。Ｎｅｃｄｉｎ缺陷小
鼠表现出交感神经元和 ＧｎＲＨ神经元的异常迁移，并
伴有轴突生长受损［１９－２０］。在人类和小鼠成纤维细胞

中Ｎｅｃｄｉｎ的缺失会通过损害细胞极性启动，从而减少
细胞迁移［２１］。另外研究表明 Ｎｅｃｄｉｎ似乎是一种影响

癌细胞运动、侵袭和生长的抑癌基因。在卵巢癌中，

Ｎｅｃｄｉｎ重新表达可以通过抑制Ｓｒｃ、ＦＡＫ和ＲｈｏＡ的活
性来减少肌动蛋白应力纤维和局灶性粘连复合物的形

成，从而抑制癌细胞迁移和入侵［２２］。在骨肉瘤中，

Ｎｅｃｄｉｎ显著抑制 ＳＡＯＳ２骨肉瘤细胞的集落形成并抑
制癌细胞的增殖、侵袭、转移从而抑制肿瘤生长［２３］。

在牙发育过程中上皮与间充质的异常凋亡、增殖，以及

上皮与间充质之间的异常迁移都可能导致牙形成的缺

陷并伴随功能异常，因此 Ｎｅｃｄｉｎ对 ＥＭＳＣｓ凋亡、增殖
和迁移的影响与牙齿发育密切相关。

　　近年来 Ｎｅｃｄｉｎ被报道调控多种细胞分化，参与多
种神经元以及肌肉细胞、脂肪细胞等分化［２４－２６］。最近

也发现Ｎｅｃｄｉｎ在骨组织细胞分化、增殖和死亡中起重
要作用［１４］。骨组织和牙齿都属于矿化组织，所以在生

物学特性和基质形成方面有很多共同点。本实验进一

步研究了Ｎｅｃｄｉｎ在ＥＭＳＣｓ成牙分化和矿化中的调控
作用。牙本质涎磷蛋白（Ｄｓｐｐ）和牙本质基质蛋白 １
（Ｄｍｐ１）是公认的牙源性标志物，在早期成牙细胞分
化和晚期牙本质矿化过程中发挥着重要作用［２７－２８］。

Ｄｓｐｐ的表达是正常成牙细胞谱系分化所必需的，缺失
将导致牙源性间充质干细胞分化为软骨细胞样细

胞［２９］。Ｄｍｐ１基因的缺失会导致牙形成和矿化的缺
陷［３０］。碱性磷酸酶（Ａｌｐ）和 Ｒｕｎ相关转录因子 ２
（Ｒｕｎｘ２）是成骨分化和矿化的关键调节因子［３１］。Ａｌｐ
在矿化组织细胞中高度表达，特别在硬组织的形成中

起着至关重要的作用［３２］。临床研究、动物模型和分子

生物学研究表明，Ｒｕｎｘ２对于成骨细胞分化、牙板消退
以及牙滤泡和牙周韧带中的破骨细胞生成至关重要，

Ｒｕｎｘ２突变会导致牙萌出困难［３３－３４］。沉默 Ｎｅｃｄｉｎ后
抑制了ＥＭＳＣｓ碱性磷酸酶活性和矿化结节形成能力，
提示ＥＭＳＣｓ的矿化能力减弱。之后通过 ＲＴＰＣＲ与
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，发现 Ｄｍｐ１、Ｄｓｐｐ、Ａｌｐ、Ｒｕｎｘ２基因
与蛋白表达均降低。由于 Ｎｅｃｄｉｎ沉默后影响这些成
牙分化和矿化相关因子的表达，从而抑制了 ＥＭＳＣｓ成
牙分化及矿化能力，我们推测Ｎｅｃｄｉｎ调控了牙发育过
程，但具体机制还不清楚。

　　综上，本研究发现Ｎｅｃｄｉｎ在牙胚未来发生成牙分
化和矿化的区域呈阳性表达，沉默 Ｎｅｃｄｉｎ后，促进
ＥＭＳＣｓ的凋亡和增殖，但抑制 ＥＭＳＣｓ迁移、成牙分化
和矿化，表明 Ｎｅｃｄｉｎ可能与牙发育密切相关，但其中
的调控机制及体内实验仍有待进一步研究。这一新发

现有助于探索Ｎｅｃｄｉｎ的功能，为进一步推进牙齿组织
学工程提供了理论依据和实验基础。
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