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釉原蛋白对人牙周膜干细胞迁移、粘附及增殖能力的影响

赵　希，熊　宇　（第三军医大学西南医院口腔科；重庆 ４０００３８）

［摘　要］　目的　探究釉原蛋白（ＡＭＬ）对牙周膜干细胞（ＰＤＬＳＣｓ）迁移、粘附和增殖的影响。方法　流式细胞仪分选Ｓｔｒｏ１＋
ＰＤＬＳＣｓ，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ迁移的影响，粘附实验检测 ＡＭＬ对 ＰＤＬＳＣｓ粘附的影响，ＭＴＴ检测 ＡＭＬ对 ＰＤＬＳＣｓ
增殖能力的影响。结果　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示，ＡＭＬ能够作用于 ＰＤＬＳＣｓ，促进其迁移，并且此影响呈正相关；粘附实验结果显示，
ＰＤＬＳＣｓ的粘附同样受ＡＭＬ的影响，该作用随培养时间延长而增加；ＭＴＴ结果显示，ＡＭＬ能够促进 ＰＤＬＳＣｓ增殖，且随着剂量增加
该促进作用增强。结论　体外ＡＭＬ能够作用于ＰＤＬＳＣｓ，促进其迁移、粘附和增殖。
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　　慢性牙周炎是成人最常见的口腔疾病之一，严重
影响人们的口腔健康和生活质量，是成人丧失牙齿的

重要原因。慢性牙周炎对成人牙周组织形成慢性破坏

性损伤，使得牙周组织缺损，进而导致牙齿的松动、脱

落［１］。近年来，牙周组织再生成为治疗牙周组织损伤

的研究热点，目前关于牙周组织再生的研究主要集中

在牙周膜干细胞 （ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，
ＰＤＬＳＣｓ）移植的方法［２４］，然而，其具体再生作用机制

仍不明确。ＰＤＬＳＣｓ因具有多向分化潜力及牙周再生
能力，受到越来越多的关注［５８］。釉原蛋白（Ａｍｅｌｏｇｅ
ｎｉｎ，ＡＭＬ）是釉基质蛋白的主要成分，研究发现 ＡＭＬ
有促进牙周组织再生修复的作用［９］，但其机制还不清

楚。本实验通过探讨 ＡＭＬ对 ＰＤＬＳＣｓ的增殖、迁移及
粘附的作用，以期为ＡＭＬ促进牙周组织再生修复作用
机制的的阐明提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶（Ｂｉｏｃｈｅｍ，ＵＳＡ），ＤＭＥＭ

（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈＵＳＡ），胎牛血清 （Ｂｉｏｃｅｌｌ，ＵＳＡ），１％
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ），ＳＴＲＯ１ＩｇＭ
抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），１０％ ｆｏｒｍａｌｉｎ（ＦｉｓｃｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ，ＵＳＡ），ｖｉｏｌｅｔｂｌｕｅ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，ＵＳＡ），碱性磷酸酶
试剂盒（碧云天公司，中国）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ孔板（ｃｏｒｎｉｎｇ，
美国），ＭＴＴ液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）；茜素红（Ｓｉｇｍａ，美
国）；吲哚美辛（Ｓｉｇｍａ，美国）；胰岛素（Ｓｉｇｍａ，美国）；
流式细胞仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，美国）；倒置相
差显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０日本）；酶联免疫检测仪（ＢＩＯ
ＴＥＫ美国）。
１．２　ＰＤＬＳＣｓ的收集、分离及培养

选取２０１５年７月１日至２０１５年９月１日于我科
门诊口腔科因正畸原因拔除的健康上下第一前磨牙就

诊的１２～１５周岁在校学生。经患者及其家属知情同
意后，将拔除健康牙体组织在超净工作台内备用。用

含１％双抗的ＰＢＳ反复冲洗后，用１５号手术刀由牙冠
方向往牙根方向进行碟瓦式单向由上至下搔刮，分离

上述前磨牙牙根中１／３处牙周膜，收集、离心，弃上清，
用３ｍｇ／ｍＬⅠ型胶原酶和４ｍｇ／ｍＬ胰蛋白酶、３７℃消
化１ｈ；将分离得到的细胞置入含 １０％ 胎 牛 血 清的
１０ｃｍ培养皿 ＤＭＥＭ培养基内，在设置培养条件为
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３７℃，５％ ＣＯ２培 养 箱 中 培 养，３ｄ后在显微镜视野
内观察培养的细胞形态。

１．３　流式细胞仪检测ＦＡＣＳ鉴定分选
胰酶消化分离培养后的 ＰＤＬＳＣｓ细胞，收集于离

心管内，待高速离心结束后，倒出上清液，利用 ＰＢＳ轻
轻吹打，并重悬。放置于０℃环境２０ｍｉｎ，ＳＴＲＯ１ＩｇＭ
抗体 （２ｌｇ／ｍＬ）孵育 １ｈ。使用流式细胞仪分选
ＳＴＲＯ１＋细胞，即得到 ＰＤＬＳＣｓ，将细胞进行传代培
养，使用第２代细胞进行后续实验。
１．４　多向分化检测

取第２代 ＰＤＬＳＣｓ以５×１０４／ｍＬ的细胞浓度，加
入２４孔板中，２４ｈ恒温３７℃培育，然后将培养液更换
为成骨诱导液或是成脂诱导液，倒置显微镜视野下观

察，７２ｈ更换培养液１次。从第１次换液到最后一次
换液，时长３周，３周后成骨诱导组采用茜素红染色，
观察培养板内矿化结节形成情况；油红‘Ｏ’染色行成
脂诱导，观察脂滴形成情况。

１．５　ＭＴＴ细胞增殖检测
将ＰＤＬＳＣｓ按４×１０４个／孔浓度种于９６孔板，在

不同浓度的ＡＭＬ（０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）培养液中培养
４８ｈ，每孔加入 １０μＬＭＴＴ试剂，细胞培养箱内孵育
２ｈ，置于摇床震动１ｍｉｎ混匀体系，用 ５７０ｎｍ波长测
定各孔吸光度（ＯＤ）值。
１．６　细胞粘附实验

取２４孔板，加入含 ＡＭＬ的 ＰＢＳ每孔２ｍＬ，对照
组加入等量的 ＰＢＳ，静置１６ｈ后，用 ＰＢＳ清洗。加入
ＰＢＳ（含 ３％ＢＳＡ），放 置 ２ｈ且不再摇床震动。将
ＰＤＬＳＣｓ按每孔３×１０４接种于孔板中，于３７℃培养箱
中分别培养４ｈ和８ｈ后，用 ＰＢＳ轻轻洗去未粘附细
胞，收集粘附于孔板的ＰＤＬＳＣｓ进行计数。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＰＤＬＳＣｓ迁移

取１２孔板，孔内放置Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，以２×１０５／ｍＬ
的浓度将第２代 ＰＤＬＳＣｓ接种于上室，下室加入 ＡＭＬ
或者１０％ＦＢＳＤＭＥＭ培养液，３７℃恒温条件下培养
１０ｈ。对迁移过小室底薄膜、粘附在小室底部的
ＰＤＬＳＣｓ进行固定、染色，倒置显微镜视野下计数。
１．８　统计分析

采用ＳＰＳＳ１１．０软件分析。单因素方差分析用于
多组实验数据比较，而两组独立样本组间数据分析则

采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＤＬＳＣ形态观察
流式细胞仪分选出Ｓｔｒｏ１＋细胞（图１方框内红色

标记），有限稀释法培养提纯 ＰＤＬＳＣ，显微镜视野视野
下见ＰＤＬＳＣｓ呈细长梭形，贴壁生长（图２）。

图１　流式细胞仪分选Ｓｔｒｏ１＋细胞

图２　显微镜视野下ＰＤＬＳＣｓ形态（×１００）

２．２　ＰＤＬＳＣｓ多向分化潜能鉴定
ＰＤＬＳＣｓ成脂诱导培养２１ｄ后，行油红“Ｏ”染色，

见串珠样脂滴（图３ａ）；ＰＤＬＳＣｓ经成骨诱导２１ｄ后，行
茜素红染色，发现ＰＤＬＳＣｓ出现矿化结节（图３ｂ），证明
ＰＤＬＳＣ具有多向分化潜能。

ａ：ＰＤＬＳＣｓ经成脂诱导 ｂ：ＰＤＬＳＣｓ经成骨诱导
图３　ＰＤＬＳＣｓ多向分化潜能鉴定

２．３　ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ增殖的作用
ＰＤＬＳＣｓ经不同浓度 ＡＭＬ（０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）

刺激４８ｈ后，ＭＴＴ检 测 结 果 显示，随 着 浓 度 的 增
加，ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ增殖的促进作用增强。１００μｇ／ｍＬ
组ＯＤ值为（１．９６±０．１２），显著高于５０μｇ／ｍＬ组水平
的（１．４６±０．１７），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ粘附的作用

利用ＡＭＬ刺激ＰＤＬＳＣｓ４ｈ后，显微镜视野下观察
细胞数量，结果显示，ＰＤＬＳＣｓ被 ＡＭＬ刺激４ｈ后的粘
附数量增多；ＡＭＬ刺激 ＰＤＬＳＣｓ８ｈ后，显微镜下视野
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内观察细胞数量，ＰＤＬＳＣｓ被 ＡＭＬ刺激时间达８ｈ后，
粘附的细胞数量增多（图５）。

图４　ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ增殖的作用

ａ、ｃ：对照组；ｂ、ｄ：ＡＭＬ组；ａ、ｂ：ＡＭＬ刺激 ４ｈ；ｃ、ｄ：ＡＭＬ刺激
８ｈ；ｅ：ＡＭＬ刺激４ｈ对ＰＤＬＳＣｓ粘附的作用定量分析；ｆ：ＡＭＬ刺
激８ｈ对ＰＤＬＳＣｓ粘附的作用定量分析

图５　ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ粘附的作用

图６　ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ迁移的影响

２．５　ＡＭＬ对ＰＤＬＳＣｓ迁移的影响
ＰＤＬＳＣｓ经不同浓度 ＡＭＬ（０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）

刺激后，随着 ＡＭＬ浓度的增大，ＰＤＬＳＣｓ迁移数目增
多。１００μｇ／ｍＬ组细胞数量为（１６６．３±７．３１），显著高
于５０μｇ／ｍＬ组的（１１８．６±４．８１），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

慢性牙周炎作为口腔常见的疾病，严重危害人类

的口腔健康。目前，对于慢性牙周病的治疗主要是一

方面控制局部的炎症，避免牙周炎症的扩大，防止进一

步侵害牙周骨组织，造成骨质的破坏；另一方面，治疗

慢性牙周炎采用生物支架或生物膜性材料，将干细胞

贴附于牙周组织促进牙周组织的修复［１０］。对于已发

生的牙周组织缺损，牙周再生术成为当前研究热

点［１１］。釉原蛋白（ＡＭＬ）是由内釉上皮细胞分泌的细
胞外基质蛋白，近年来越来越多的研究发现，ＡＭＬ能
够参与调控细胞的多个生物学特性，在细胞的增殖、迁

移、粘附等方面发挥重要的作用。研究发现，ＡＭＬ能
够运用到牙周再生修复中，可促进牙周膜干细胞向成

骨细胞系分化，促进牙周组织的骨质形成［１２１３］，ＡＭＬ
影响牙周膜干细胞的多向分化能力可能是其促进牙周

修复的机制之一。对于ＡＭＬ是否还存在其他功能，使
其在牙周组织重生修复中对牙周膜干细胞产生作用，

目前研究较少。ＰＤＬＳＣｓ因具有多向分化潜能及促进
牙周组织重生修复能力，近年来越来越受到人们的关

注。Ｃｈｅｎ等［１４］指出，牙周组织部分损伤后，存留的牙

周组织仍存在 ＰＤＬＳＣｓ。如果能应用某些细胞因子促
进这些干细胞向缺损部位迁移、归巢，就有可能促进该

区域的牙周组织重生修复。Ｚｈｏｕ等［１５］发现，牙周膜干

细胞所表达某些信号通路，能够被某些因子调控，进而

影响牙周膜干细胞的增殖分化等生物学特性。

本实验发现，经过 ＡＭＬ刺激后，牙周膜干细胞的
增殖能力明显增强，ＭＴＴ检测结果显示，１００μｇ／ｍＬ组
ＯＤ值显著高于５０μｇ／ｍＬ组。Ｍａｔｓｕｚａｗａ等［１６］发现，

ＴＯＰＧＡＬ转基因小鼠的牙周膜细胞及成骨细胞在体外
培养，经ＡＭＬ作用后，可激活牙周膜干细胞的某些信
号通路，进而激活下游多个细胞信号分子，使得牙周膜

干细胞的增殖能力提高，说明ＡＭＬ能够促进牙周膜干
细胞的增殖，与本实验结果相符。然而，Ｋａｄｋｈｏｄａ
等［１７］人发现，当 ＡＭＬ刺激浓度达５０μｇ／ｍＬ时，其刺
激小鼠牙周膜干细胞增殖能力达到最大，ＡＭＬ刺激浓
度为１００μｇ／ｍＬ与５０μｇ／ｍＬ比较，ＡＭＬ促进牙周膜
干细胞的增殖能力并没有显著提高。而本研究却发

９２３局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１６，２５（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



现，ＡＭＬ刺激浓度为 １００μｇ／ｍＬ与 ５０μｇ／ｍＬ比较，
ＡＭＬ促进牙周膜干细胞增殖能力明显增强，推测可能
是由于种属差异，导致人与小鼠的牙周膜干细胞对

ＡＭＬ的最大刺激浓度不同。Ｓｈａｎｇ等［１８］发现，大鼠的

牙周膜干细胞经过ＡＭＬ刺激后，其表达的某些生物学
特性相关信号通路得到激活，导致大鼠的牙周膜干细

胞迁移能力明显增强，推测ＡＭＬ能够促进大鼠干细胞
的迁移。说明ＡＭＬ可能有促进大鼠干细胞迁移的作
用。本实验发现，经 ＡＭＬ刺激后，牙周膜干细胞迁移
数从５０μｇ／ｍＬ组的１１８．６个，提升至１００μｇ／ｍＬ组的
１６６．３个，提示 ＡＭＬ能够促进人 ＰＤＬＳＣｓ的迁移，与
Ｓｈａｎｇ等［１８］发现的 ＡＭＬ能够促进大鼠的牙周膜干细
胞细胞生物学特性发生改变，促进干细胞的迁移一致。

本实验发现，ＡＭＬ分别刺激牙周膜干细胞 ４ｈ和８ｈ
后与对照组相比粘附数量明显增多，说明 ＡＭＬ能够促
进人ＰＤＬＳＣｓ的粘附，Ａｍｉｎ等［１９］的研究发现，一定浓

度的ＴＲＡＰ（ＡＭＬ的一种多肽）可以通过激活牙周膜细
胞相关生物学信号，诱导牙周膜细胞的迁移而促进牙周

膜细胞的成血管作用。与本实验结果发现的ＡＭＬ能够
促进牙周膜干细胞迁移一致。Ｌｉ等［２０］的研究发现，一

定浓度的重组猪ＡＭＬ可在体外促进人牙龈上皮细胞的
生长、粘附和迁移。同本实验发现的 ＡＭＬ可促进人
ＰＤＬＳＣｓ的粘附、迁移以及增殖类似。

因此，ＡＭＬ对人牙周膜干细胞的粘附、迁移以及
增殖确有促进作用，但这些作用的分子机制及是否还

存在ＡＭＬ对牙周膜干细胞其他生物学特性产生影响
尚不清楚，还需进一步研究证实。对于不同种属的牙

周膜干细胞对ＡＭＬ的最大刺激浓度不同，是否相关的
信号通路差异，仍需下一步的试验证实。
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［１６］ＭａｔｓｕｚａｗａＭ，ＳｈｅｕＴＪ，ＬｅｅＹＪ，ｅｔａｌ．Ｐｕｔａｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｉｎｇａｃｔｉｏｎｏｆ

ａｍｅｌｏｇｅｎｉｎｕｔｉｌｉｚｅｓｔｈｅＷｎｔ／ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＰｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ

Ｒｅｓ，２００９，４４（３）：２８９－２９６．

［１７］ＫａｄｋｈｏｄａＺ，ＳａｆａｒｐｏｕｒＡ，ＡｚｍｏｏｄｅｈＦ，ｅｔａｌ．ＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌＣｏｍ

ｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎＢｏｎｅＭａｒｒｏｗａｎｄＰｅｒｉｏｄｏｎｔｉｕｍｄｅｒｉｖｅｄＳｔｅｍＣｅｌｌｓｆｏｒ

ＢｏｎｅＲｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎＲａｂｂｉｔＣａｌｖａｒｉａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｒｇａｎＴｒａｎｓｐｌａｎｔＭｅｄ，

２０１６，７（１）：９－１８．

［１８］ＳｈａｎｇＹＣ，ＷａｎｇＳＨ，ＸｉｏｎｇＦ，ｅｔａｌ．Ｗｎｔ３ａｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎ，ｍｙｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｏｌＳｉｎ，２００７，２８（１１）：１７６１－１７７４．

［１９］ＡｍｉｎＨＤ，ＯｌｓｅｎＩ，ＫｎｏｗｌｅｓＪ，ｅｔａｌ．Ａｔｙｒｏｓｉｎｅｒｉｃｈａｍｅｌｏｇｅｎｉｎｐｅｐｔｉｄｅ

ｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｏｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｅｘｖｉｖｏ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｍａｔｅｒ，

２０１４，１０（５）：１９３０－１９３９．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ａｃｔｂｉｏ．２０１３．１１．０２７．

［２０］ＬｉＸ，ＳｈｕＲ，ＬｉｕＤ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆ２５ｋＤａａｍｅｌｏｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｔｔａｃｈｍｅｎｔａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１０，３９４（３）：５８１－５８６．ｄｏｉ：１０．

１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１０．０３．０２３．

（编辑：刘　艺）

０３３ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１６，２５（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ




