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βｃａｔｅｎｉｎ对人牙周膜干细胞应力成骨调控作用的研究
秦　凡，周述作，罗金英，寇婷婷，崔　岳，蔡江文，周继祥　（第三军医大学西南医院口腔科，重庆 ４０００３８）

［摘　要］　目的　探讨βｃａｔｅｎｉｎ对人牙周膜干细胞应力下成骨的影响。方法　体外分离培养人牙周膜干细胞，以 βｃａｔｅｎｉｎ
为靶点的激动剂和抑制剂上调或下调其βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同时段（０、６、１２、２４ｈ）的应力作用下，激动剂
或抑制剂处理后ＰＤＬＳＣ中βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平及相关成骨标志物ＡＬＰ、ＢＭＰ２、Ｒｕｎｘ２的表达。结果　在外源性张应力作用下，成
骨相关标志物ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２较无张力组的表达水平增加（Ｐ＜０．０５）；βｃａｔｅｎｉｎ激动剂ＷＡＹ２６２６１１作用后的ＰＤＬＳＣｓ，在外源性张应
力条件下，成骨相关标物ＡＬＰ的表达在加力０～１２ｈ时段较ＤＭＳＯ加力组（对照组）明显增强（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信
号通路参与了ＰＤＬＳＣｓ早期的应力条件下成骨。

［关键词］人牙周膜干细胞；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路；成骨分化；外源性张应力
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　　在口腔临床正畸过程中，位于牙周膜界面的成骨
细胞和破骨细胞共同作用形成矫治性的牙齿位置移

动，由破骨细胞行使的骨吸收功能是牙齿移动的前提，

而由成骨细胞行使的新骨形成作用是牙齿安全移动的

保障，但在正常的生理情况下，牙周膜细胞中却鲜有成

骨细胞和破骨细胞的存在。人牙周膜干细胞（ｈｕｍａｎ
ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＰＤＬＳＣｓ）是由 Ｓｅｏ等［１］

从牙周膜细胞中分离培养出的间充质干细胞，其在特

定条件下，可分化为成骨细胞［２］。本课题组前期实验

证实，在外源性机械应力作用下，人牙周膜干细胞可以

分化为成骨细胞［３４］。调节骨合成代谢的信号传导通

路有许多，其中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路尤为重要。
βｃａｔｅｎｉｎ基因是成骨细胞增殖和分化的关键基因，这
已经通过定量 ＰＣＲ证实［５］。βｃａｔｅｎｉｎ可以增强成骨
细胞活性，调控成骨细胞定向分化［６］。我们通过研究

推测，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ参与了 ＰＤＬＳＣｓ的应力下成骨分
化，但具体调控作用尚不清楚。现报告如下。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
胎牛血清购于 Ｇｉｂｃｏ公司，ａＭＥＭ培养基购于

ＨｙＣｌｏｎｅ公司，Ⅰ型胶原酶购于 Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白酶
购于ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＣＣＫ８试剂盒购于上海同仁公司，
ＷＡＹ２６２６１１购于 ＡＰＥｘＢＩＯ公司，ＸＡＶ９３９购于 Ｓｅｌｌ
ｅｃｋｃｈｅｍ公司，βｃａｔｅｎｉｎ、ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２购于 ＲＤｓｙｓｔｅｍｓ
公司。成骨、成脂诱导液购于赛业生物技术有限公司。

１．２　ＰＤＬＳＣｓ的体外分离培养及鉴定
本实验是从临床上取１２～２０岁的年轻恒牙，包括

因正畸需要而拔除的双尖牙、下切牙和无龋坏的第三

磨牙，拔牙前行口腔常规消毒，得到新鲜离体牙后，用

含２％青霉素和链霉素的ＰＢＳ保存尽快送到实验室后
用含双抗的ＰＢＳ沿根冠方向冲洗数十遍，直到冲洗液
清澈，用手术刀片刮取牙根中１／３的牙周膜组织，较大
的组织块剪碎至１ｍｍ２大小，用改良酶消化组织块法
进行ＰＤＬＳＣｓ原代培养，用有限稀释克隆法分离筛选
ＰＤＬＳＣｓ。

１．３　鉴定
１．３．１　克隆形成能力　　将原代 ＰＤＬＳＣｓ稀释成每
１ｍＬ５、１０、３０个后接种于９６孔板中，等待细胞贴壁后
标记出单个细胞的培养孔，培养后观察标记孔中细胞

克隆情况。

１．３．２　表型分析　　取３～６代ＰＤＬＳＣｓ，接种于激光
共聚焦专用小皿中，使用免疫荧光法对其进行ＳＴＲＯ１
和ＣＤ１４６检测，使用免疫荧光法进行 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（波形
蛋白）、角蛋白检测。

１．３．３　成骨诱导和成脂诱导　　选取第 ３～６代
ＰＤＬＳＣｓ，将其接种于 ６孔板中，待细胞融合度达
６０％～７０％时，向培养孔中加入２ｍＬ成人骨髓间充质
干细胞成骨诱导分化培养基，每隔３ｄ更换１次新鲜
成骨诱导培养基，约５个周期后进行茜素红染色，观察
ＰＤＬＳＣｓ成骨分化情况。同样取３～６代ＰＤＬＳＣｓ，接种
于６孔板中，待细胞融合度达１００％后，先向每个培养
孔中加入成人骨髓间充质干细胞成脂诱导分化培养基

Ａ液培养３ｄ后更换Ｂ液培养１ｄ，Ａ、Ｂ液体交替作用
３次后，Ｂ液维持 ６ｄ，后用油红 Ｏ染色分析，观察
ＰＤＬＳＣｓ成脂分化情况。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＤＬＳＣｓ在激动剂和抑制剂作

用后βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达
选择以βｃａｔｅｎｉｎ为靶点的激动剂ＷＡＹ２６２６１１和

抑制剂ＸＡＶ９３９，通过试验计算出不同浓度药物作用
时的细胞活力，利用软件ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５计算出激动
剂和抑制剂作用于 ＰＤＬＳＣｓ时的半数抑制浓度 ＩＣ５０，
将达到浓度 ＩＣ５０的激动剂 ＷＡＹ２６２６１１和抑制剂
ＸＡＶ９３９作用于 ＰＤＬＳＣｓ，培养 ４８ｈ后收集细胞进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，分析βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达。
１．５　ＰＤＬＳＣｓ应力加载实验

实验采用ＦＸ４０００Ｔ细胞应力加载装置，取第３～
６代ＰＤＬＳＣｓ，在形变０～１２％，０．１Ｈｚ条件下，分组进
行应力加载，激动剂ＷＡＹ２６２６１１和抑制剂ＸＡＶ９３９以
ＤＭＳＯ为溶剂。因此本实验分为４个研究组：①激动
剂组，加入激动剂ＷＡＹ２６２６１１；②抑制剂组，加入抑制
剂ＸＡＶ９３９；③ＤＭＳＯ组，即对照组；④正常组，加普通
培养基。应力加载实验分为 ４个时间段：０ｈ、６ｈ、
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１２ｈ、２４ｈ。加载后用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测βｃａｔｅｎｉｎ及成
骨标志物ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２的表达。
１．６　统计分析方法

所得结果用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件进行统计学
分析，重复测量设计资料的方差分析进行统计学处理，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＤＬＳＣｓ鉴定
２．１．１　光学显微镜鉴定　　原代培养 ＰＤＬＳＣｓ，约
１周，可见细胞从组织块中爬出，实验证明，用改良酶
消化组织块法体外分离培养 ＰＤＬＳＣｓ是有效可行的。
细胞具有克隆形成能力：细胞稀释后接种于在９６孔板
中，１２ｈ后标记出单个细胞的培养孔，约１０ｄ，培养孔
中有细胞克隆株形成（图１）。

ａ：９６孔板内克隆形成；ｂ：增殖后ＰＤＬＳＣｓ
图１　ＰＤＬＳＣｓ的形态特征（×１００）

２．１．２　免疫荧光染色　　免疫荧光染色波形蛋白阳
性，角蛋白阴性，说明所得细胞为间充质来源，无上皮

细胞污染 ＣＤ１４６、ＳＴＲＯ１阳性；免疫荧光结果显示
ＰＤＬＳＣｓ表达间充质干细胞的标志物，这些标记物是鉴
定ＰＤＬＳＣｓ的基础（图２）。

ａ：波形蛋白染色阳性；ｂ：角蛋白染色阴性；ｃ：ＣＤ１４６阳性；
ｄ：ＳＴＯ１阳性

图２　ＰＤＬＳＣｓ的免疫荧光染色（×４００）

２．１．３　成骨成脂诱导鉴定　　成骨诱导后茜素红染
色可见大量矿化结节，成脂诱导后油红 Ｏ染色可见脂
滴形成，证明所培养细胞具有多向分化能力（图３）。

ａ：茜素红染色阳性；ｂ：油红Ｏ染色阳性
图３　ＰＤＬＳＣｓ成骨、成脂诱导的鉴定（×２００）

２．２　药物作用ＰＤＬＳＣｓ后影响βｃａｔｅｎｉｎ表达
将浓度为２．３１０μｍｏｌ／Ｌ的激动剂 ＷＡＹ２６２６１１，

浓度为２２．９９μｍｏｌ／Ｌ的抑制剂 ＸＡＶ９３９及 ＤＭＳＯ作
用于ＰＤＬＳＣｓ，培养４８ｈ后收集细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测，发现激动剂组 βｃａｔｅｎｉｎ的表达较 ＤＭＳＯ组增
加，［灰度值（０．７３８±０．０３４）和（１．１８３±０．０３８），Ｐ＝
０．０００］，差异有统计学意义，抑制剂组 βｃａｔｅｎｉｎ的表
达较 ＤＭＳＯ组增加，［灰度值（０．７３８±０．０３４）和
（０．６５０±０．０４７），Ｐ＝０．００４］，差异有统计学意义。说
明该浓度及时间点时激动剂ＷＡＹ２６２６１１能使ＰＤＬＳＣｓ
βｃａｔｅｎｉｎ的表达增加，而抑制剂 ＸＡＶ９３９能下调
ＰＤＬＳＣｓ的βｃａｔｅｎｉｎ基因表达（图４）。

１：激动剂组；２：抑制剂组；３：正常组；４：ＤＭＳＯ组
图４　药物作用ＰＤＬＳＣｓ后影响βｃａｔｅｎｉｎ表达

２．３　应力加载实验
在外源性张应力作用下，成骨相关标志物 ＡＬＰ、

Ｒｕｎｘ２较无张力组的表达水平增加，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），见图５。

本实验结果显示，激动剂组与 ＤＭＳＯ对照组相
比，βｃａｔｅｎｉｎ的表达随着时间呈升高趋势，成骨标志
物ＡＬＰ在施加张应力后０～１２ｈ期间随着时间呈升高
趋势，［灰度值：激动剂组（０ｈ）（０．１８０±０．００４），激动
剂组（６ｈ）（０．６８１±０．０２０）和激动剂组（１２ｈ）（１．１３６±
０．０４７）；Ｐ＜０．０５］，差异有统计学意义。Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２
表达随时间延长无明显变化；抑制剂组：βｃａｔｅｎｉｎ的
表达随时间变化无明显变化；ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２表达
未见明显趋势（图６）。
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１：零张力组（０ｈ）；２：零张力组（６ｈ）；３：零张力组（１２ｈ）；４：零
张力组（２４ｈ）；５：张力组（０ｈ）；６：张力组（６ｈ）；７：张力组
（１２ｈ）；８：张力组（２４ｈ）
图５　动态张应力作用对 ＰＤＬＳＣｓ的成骨相关标志物表达的

影响

图６　动态张应力作用下不同药物处理组ＰＤＬＳＣｓ的成骨标志
物表达

３　讨论

Ｗｎｔ与肿瘤形成、发育畸形、骨代谢失衡疾病等密
切相关［７］。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路主要由 Ｗｎｔｓ蛋
白、低密度脂蛋白受体相关蛋白５／６（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏ
ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ５／６，ＬＲＰ５／６）、卷曲蛋白
（ｆｒｉｚｚｌｅｄ，Ｆｒｚ）、散乱蛋白（ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄ，Ｄｓｈ）、糖原合成
酶激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）、结
直肠腺瘤性息肉蛋白（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，
ＡＰＣ）、β链蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）、轴蛋白（Ａｘｉｎ）等构成［７］。

无Ｗｎｔｓ信号时，βｃａｔｅｎｉｎ在胞浆和胞核内维持低浓
度水平［８］。当Ｗｎｔｓ信号启动时，Ｗｎｔｓ与膜受体 Ｆｒｉｚ
ｚｌｅｄ、ＬＲＰ５结合，通过 Ｇ蛋白耦联受体将信号传入细
胞内，ＧＳＫ３β活性受到抑制，使βｃａｔｅｎｉｎ在胞质内累
积，当蛋白累积到一定量就可以进入细胞核内，并与

Ｔｃｆ／Ｌｅｆ转录因子共同作用激活和调控靶基因的转
录［７，９１０］。βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂 ＸＡＶ９３９是通过
增加Ａｘｉｎ水平，进而使 βｃａｔｅｎｉｎ不稳定以抑制 Ｗｎｔ
信号传导［１１］。

ＡＬＰ被普遍认为是成骨细胞分化和功能的标志，
是成骨细胞早期分化的重要酶，是成骨分化的开

始［１２１３］；而 Ｒｕｎｘ２是成骨细胞成熟的标志，在骨形成
过程及成骨细胞分化中起着控制作用，尤其是对间充

质干细胞骨向分化的调节具有重要作用，是骨形成的

关键基因［１４］。ＢＭＰ２是骨形态发生最早期的信号分
子，是目前研究最为广泛、诱导成骨作用最强的 ＢＭＰ
蛋白［１５１６］。它们的表达水平反映了 ＰＤＬＳＣｓ向成骨细
胞转化的过程。

通过遗传手段使 βｃａｔｅｎｉｎ在成骨细胞发育的不
同阶段缺失，结果发现Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在不同
发育阶段，发挥不同的作用机制调控成骨细胞增殖分

化和骨形成［６］。βｃａｔｅｎｉｎ可能在骨髓间充质细胞分
化期间具有不同的功能［１７］。例如，早期间充质细胞中

的βｃａｔｅｎｉｎ蛋白缺失会导致早期成骨细胞分化停滞，
抑制成骨细胞分化从而对骨骼发育具有有害影响［１８］。

特异性缺失βｃａｔｅｎｉｎ的间充质干细胞，在成骨分化晚
期，成骨细胞没有受到影响，反而破骨细胞的活性受到

抑制［１９］。实验中发现加力组的ＰＤＬＳＣｓ成骨相关标志
物ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２较无张力组的表达水平增加，证实张应
力能促进ＰＤＬＳＣｓ成骨分化，这与本课题组前期结果一
致。βｃａｔｅｎｉｎ激动剂ＷＡＹ２６２６１１（浓度为ＩＣ５０）作用
后的ＰＤＬＳＣｓ，在外源性张应力条件下，成骨相关标物
ＡＬＰ的表达在加力０～１２ｈ时段较对照组（ＤＭＳＯ加
力组）明显增强，而在加力后期表达量无明显变化，说

明βｃａｔｅｎｉｎ参与并促进了ＰＤＬＳＣｓ应力下早期的成骨
分化，该结果符合其他学者对βｃａｔｅｎｉｎ在干细胞分化
不同时间具有不同作用的研究。

综上所述，本实验通过体外分离培养 ＰＤＬＳＣｓ，证
实用改良酶消化组织块法体外分离培养 ＰＤＬＳＣｓ是有
效可行的。采用小分子激动剂上调和抑制剂下调

βｃａｔｅｎｉｎ基因的表达，证实了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径
参与ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞转化，并促进早期应力下成
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骨分化，为进一步研究 βｃａｔｅｎｉｎ对 ＰＤＬＳＣｓ应力成骨
调控作用打下基础，也为临床上进行矫治过程时牙齿

的安全移动提供理论依据，同时，加深对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路的认识研究还有助于治疗相关骨疾病。
参与ＰＤＬＳＣｓ应力下成骨的其他信号途径是本课题组
下一步将探讨的问题。
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