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Ｇｌｉｌ基因对人牙周膜干细胞增殖及成骨分化调控机制的研究
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　　［摘　要］　目的　通过构建Ｇｌｉｌ基因腺病毒载体，以此上调人牙周膜干细胞（ＰＤＬＳＣｓ）中 Ｇｌｉｌ基因的表达，从而探讨其对人
ＰＤＬＳＣｓ增殖及成骨分化的影响。方法　将Ｇｌｉｌ目的基因亚克隆至腺病毒载体，并将含目的基因的病毒转染ＰＤＬＳＣｓ细胞。ＣＣＫ８
法检测过表达Ｇｌｉｌ对ＰＤＬＳＣｓ增殖的影响，利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＬＳＣｓ中Ｇｌｉｌ的表达水平及其成骨相关标志物ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２的表
达。结果　成功构建了过表达Ｇｌｉｌ目的基因的腺病毒载体并转染 ＰＤＬＳＣｓ，过表达 Ｇｌｉｌ的 ＰＤＬＳＣｓ与空载体组比较，增殖速率减慢
（Ｐ＝０．００３），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示ＰＤＬＳＣｓ过表达Ｇｌｉｌ目的基因后可以高表达成骨分化标记蛋白 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　过表达Ｇｌｉｌ基因会导致ＰＤＬＳＣｓ的增殖减慢，成骨相关标志物增加，说明Ｇｌｉｌ基因能使ＰＤＬＳＣｓ成骨分化
能力增强。
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　　人牙周膜干细胞（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＰＤＬＳＣｓ）是一种间充质干细胞，具有高度增殖、自
我更新、多向分化的潜能，是牙齿移动过程中的关键细

胞，在矫治力作用下可分化为成骨细胞［１］，是矫治性牙

槽骨应力改建中成骨细胞的来源之一［２］。Ｈｅｄｇｅｈｏｇ
（Ｈｈ）信号通路对骨髓干细胞应力成骨的调控具有重
要作用，多种因素可直接或间接通过调控Ｈｈ信号通

路从而使间充质干细胞向成骨细胞分化［３］。本课题组

前期证实了周期性张应力可促进 ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞
分化，并通过体外细胞应力实验证实了 Ｈｈ信号通路
对ＰＤＬＳＣｓ应力成骨具有直接的调控作用［４５］。Ｇｌｉｌ
（Ｇｌｉｌｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｇｌｏｇ）是Ｈｈ信号通路
中重要的转录因子，是该通路激活的最重要标志［６７］，

其如何通过调控 Ｈｈ信号通路来影响 ＰＤＬＳＣｓ成骨的
分子机制还少有研究。本实验拟构建过表达 Ｇｌｉｌ基因
腺病毒载体，并转染 ＰＤＬＳＣｓ细胞，检测其成骨标志物
的表达，探讨上调Ｇｌｉｌ基因对ＰＤＬＳＣｓ增殖及成骨分化
的影响，为进一步研究Ｇｌｉｌ基因在Ｈｈ信号通路对人牙

·５４２·
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周膜干细胞应力成骨过程中的作用提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　Ⅰ型胶原酶购于 Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血清购于 Ｇｉｂｃｏ公司，
αＭＥＭ培养基、胰蛋白酶均购于 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。ＫＯＤｐｌｕｓ高保
真酶，限制性内切酶 ＥｃｏＲｖ、ＸｂａⅠ、ＰｍｅⅠ、ＰａｃⅠ、连接酶
Ｔ４Ｌｉｇｎａｓｅ均购自ＴＯＹＯＢＯ公司。ＭａｒｋｅｒＤＬ１５０００、ｐＡｄＴｒａｃｋ腺
病毒载体、２９３Ｔ细胞均购自ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｇｌｉｌ、Ｒｕｎｘ２和ＡＬＰ
抗体购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。质粒提取试剂盒、普通琼脂糖凝胶
ＤＮＡ回收试剂盒购于北京天根生物公司，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００
转染试剂盒购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＣＤ１４６单克隆抗体购于Ｂｉｏｌｅｇ
ｅｎｄ公司，成骨、成脂诱导液购于赛业生物技术有限公司。

１．２　人牙周膜干细胞分离、培养及鉴定
　　本实验使用的标本均来自于本科室１２～２４岁因矫正需要
拔除的健康牙。牙齿拔除前，行口腔洁治及常规消毒，用含１％
青霉素链霉素的ＰＢＳ冲洗３～５遍，直到冲洗液不再浑浊。手
术刀片轻轻单向刮取牙根中１／３的牙周膜组织，眼科剪将组织
块剪至１ｍｍ２大小，加入Ⅰ型胶原酶消化４５ｍｉｎ，将组织混悬
液接种于６孔板。３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。４８ｈ第１次
换液，待细胞密度达７０％～８０％时传代，传至第３代，通过流式
分选技术获得牙周膜干细胞。取第４代 ＰＤＬＳＣｓ用胰蛋白酶消
化，重悬，加入１０μｌＰＢＳ制成悬液，加入ＥＰ管中，ＥＰ管中加入
ＣＤ１４６抗体，上流式细胞仪进行表型分析。将４～６代细胞以
５×１０４的密度接种于内置无菌玻片的２４孔板，制作细胞爬片，
用免疫组化Ｅｎｖｉｓｉｏｎｆ法对其波形蛋白及角蛋白进行检测。成
骨诱导：取第４～６代 ＰＤＬＳＣｓ以２．５×１０４的密度接种于２４孔
板中，培养４ｄ后换液，加入成骨诱导液，诱导７ｄ后，茜素红染
色，倒置显微镜下观察是否有矿化结节形成。成脂诱导：

ＰＤＬＳＣｓ在成脂诱导液下培养３周，油红染色后，倒置显微镜下
观察是否有脂滴的形成。

１．３　Ｇｌｉｌ腺病毒载体的构建及转染牙周膜干细胞
１．３．１　重组质粒ＰＴＡ２／Ｇｌｉｌ的构建　　采用ＧｅｎｅＴｏｏｌ软件设
计克隆 Ｇｌｉｌ基因引物序列为：上游：５’ＧＡＡＧＡＴＣＴＣＧＡＣＴＡＣ
ＣＧＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＧＣ３’，下 游：５’ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＡＧＧＧＴＴＴＣ
ＣＡＡＴＧＣＴＴＣＡＣＴＧ３’，ＲＴＰＣＲ法，以人牙周膜细胞提取 ＲＮＡ
逆转录成 ｃＤＮＡ为模板，扩增 Ｇｌｉｌ基因的 ＯＲＦ序列，克隆至载
体ＰＴＡ２，采用限制性内切酶（ＥｃｏＲｖ、ＸｂａⅠ）和菌落 ＰＣＲ法对
重组子进行初步鉴定，将阳性重组子的质粒行测序鉴定，测序

正确者命名为ＰＴＡ２／Ｇｌｉｌ。
１．３．２　ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＧｌｉｌ重组质粒构建与鉴定　　以 ＰＴＡ２／
Ｇｌｉｌ为模板，引用 Ｔ载体酶切位点（ＥｃｏＲｖ、ＸｂａⅠ），双酶切
ＰＴＡ２／Ｇｌｉｌ、ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ，胶回收 Ｇｌｉｌ目的基因及 ｐＡｄＴｒａｃｋ
ＣＭＶ线性化条带，纯化后连接，菌液ＰＣＲ和限制性内切酶对重
组子行初步鉴定，可疑阳性重组子送予测序，测序正确者被命

名为ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＧｌｉｌ。
１．３．３　腺病毒同源重组穿梭质粒　　用 ＰｍｅⅠ线性化重组
ｐＡｄＴｒａｃｋ穿梭质粒并转入 ＢＪ５１８３感受态细菌，与腺病毒骨架

质粒ｐＡｄＥａｓｙ１同源重组，用卡那霉素筛选出单克隆。挑取单
克隆菌落并抽提质粒，重组质粒用ＰａｃⅠ酶切鉴定。
１．３．４　腺病毒的包装和扩增　　取含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ
高糖完全培养液培养２９３Ｔ细胞，将处于对数生长期的细胞用
０．２５％胰酶消化，计数后并将细胞以每孔１×１０５细胞接种至６
孔板，待其达到 ６０％ ～７０％融合度，使用脂质体转染方法将
ＰａｃⅠ线性化的重组质粒转染２９３Ｔ细胞，转染２４ｈ后便可观察
到绿色荧光。当２９３Ｔ细胞出现明显的细胞病变和 ＣＰＥ，则收
取细胞和上清，在－８０℃至室温条件下反复冻融３次，使细胞
破裂后释放出腺病毒，经０．４５μｍ过滤掉细胞碎片后得到第１
代腺病毒。用第１代腺病毒感染２９３Ｔ细胞可得到第２代腺病
毒。重复５次后可得到纯的重组腺病毒。
１．３．５Ｇｌｉｌ腺病毒载体转染牙周膜细胞　　将４～６代牙周膜细
胞接种至６孔板，待细胞长至７０％ ～８０％时，更换无抗生素无
血清培养基，加入 １５μｌ左右的病毒液，２ｈ后培养基更换含
１０％ＦＢＳ的 αＭＥＭ培养基中，转染后培养４８ｈ于倒置荧光显
微镜下观察，带绿色荧光的细胞为阳性，观察荧光及细胞病变

（ＣＰＥ）以判断转染效率。

１．４　Ｇｌｉｌ在感染病毒后的ＰＤＬＳＣｓ中的表达
　　腺病毒转染ＰＤＬＳＣｓ后２４ｈ和４８ｈ，分别收集２瓶密度为
１×１０６的细胞，加入蛋白裂解液，电泳、转膜后，加入一抗过夜，
孵二抗，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇｌｉｌ蛋白在ＰＤＬＳＣｓ中的表达。

１．５　ＣＣＫ８检测腺病毒转染后的ＰＤＬＳＣｓ增殖能力
　　牙周膜干细胞以１×１０４的密度接种于９６孔板中，分别为
Ｇｌｉｌ基因腺病毒载体组、空载体组、对照组（未加病毒），每组
５个副孔，检测前加入含 １０μｌＣＣＫ８液的培养基共 １００μｌ，
３７℃、５％ＣＯ２培养箱孵育 ２ｈ，测定 ４５０ｎｍ处光密度值 Ｄ
（４５０），连续检测６ｄ。

１．６　细胞分化能力检测
　　腺病毒转染ＰＤＬＳＣｓ后，分别培养２４ｈ、４８ｈ后提取蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其中Ｇｌｉｌ、ＡＬＰ以及Ｒｕｎｘ２的表达。

１．７　统计学分析
　　数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０软件对
数据进行独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　人牙周膜干细胞鉴定
　　流式细胞仪表型分析 ＣＤ１４６阳性率为９４．８％。免疫组化
染色角蛋白阴性，波形蛋白阳性（图１ａ、图１ｂ），说明所得细胞
为间充质来源。成骨诱导牙周膜干细胞培养３周后，镜下观有
散在的矿化结节，茜素红染色阳性（图１ｃ）。成脂诱导实验：成
脂诱导牙周膜干细胞３周后，胞浆内可见脂滴出现，对其进行
油红Ｏ染色，可见细胞内有大小不一的红色脂滴（图１ｄ）。

２．２　Ｇｌｉｌ病毒载体的构建及鉴定
　　将目的基因 Ｇｌｉｌ亚克隆至 ｐＡｄｔｒａｃｋＣＭＶ载体后，选用
ＥｃｏＲｖ＋ＸｂａⅠ酶切鉴定，电泳显示约３３００ｂｐ的目的片段与约
９２００ｂｐ的ｐＡｄｔｒａｃｋＣＭＶ骨架片段见图２，经测序证实，带有
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Ｇｌｉｌ基因的 ｐＡｄｔｒａｃｋＣＭＶＧｌｉｌ载体构建成功。利用脂质法包
装ｐＡｄｔｒａｃｋＣＭＶＧｌｉｌ病毒载体，将其感染２９３Ｔ细胞２ｄ后，荧
光显微镜下观察９０％以上细胞有荧光，光镜下观察有空斑形
成，见图３。

２．３　腺病毒转染ＰＤＬＳＣｓ及过表达Ｇｌｉｌ
　　过表达Ｇｌｉｌ腺病毒转染ＰＤＬＳＣｓ，培养４８ｈ后，显微镜下观
察带绿色荧光细胞达９０％以上。分别在腺病毒转染后的２４ｈ、
４８ｈ收集细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，发现转染２４ｈ后 Ｇｌｉｌ蛋
白表达较对照组未增加［灰度值（０．０４１±０．０２４）和（０．０３６±
０．０１７），Ｐ＞０．０５］，差异无统计学意义；４８ｈ后Ｇｌｉｌ蛋白表达较
对照组增加［灰度值（０．０４１±０．０２４）和（０．１４８±０．０１７），
Ｐ＜０．０５］，差异有统计学意义，证明该时间点的ＰＤＬＳＣｓ细胞成
功过表达Ｇｌｉｌ基因，见图４。

２．４　上调Ｇｌｉｌ可使ＰＤＬＳＣｓ的增殖能力减弱
　　腺病毒转染人牙周膜干细胞后，检测１～６ｄ人牙周膜干细
胞的增殖情况，６ｄ后比较空载体组和过表达组的增殖情况，发
现过表达组增殖速率明显减慢（Ｐ＝０．００３），具有统计学差异
（图５），说明上调Ｇｌｉｌ基因可使ＰＤＬＳＣｓ增殖速率减慢。

２．５　上调Ｇｌｉｌ基因增强ＰＤＬＳＣｓ成骨分化能力
　　过表达Ｇｌｉｌ的腺病毒转染 ＰＤＬＳＣｓ４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测成骨标志物ＡＬＰ表达显著升高。空白对照组与４８ｈ过表达
组［（０．１５４±０．２１３）和（０．２３７±０．２５６），Ｐ＜０．０５］差异有统计
学意义（图６）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成骨标志物 Ｒｕｎｘ２表达也显
著升高。空白对照组与 ４８ｈ过表达组［（０．１６７±０．００８）和
（０．２２３±０．０９０），Ｐ＜０．０５］差异有统计学意义（图６）。说明过
表达Ｇｌｉｌ基因可以促进ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞转化。

ａ：角蛋白阴性（×２００）；ｂ：波形蛋白阳性（×２００）；ｃ：茜素红染
色（×１００）；ｄ：油红Ｏ染色（×１００）

图１　人牙周膜干细胞鉴定（倒置显微镜）
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Ｍ：标准；１：Ａｄｔｒａｃｋ空载；２：ＡｄｔｒａｃｋＧｌｉｌ载体；３：ＥｃｏＲｖ＋Ｘｂａ
Ⅰ酶切后结果

图２　腺病毒载体鉴定

ａ：Ｇｌｉｌ腺病毒感染２９３Ｔ细胞（倒置显微镜 ×１００）；ｂ：Ｇｌｉｌ腺病
毒感染２９３Ｔ细胞（荧光显微镜×１００）

图３　Ｇｌｉｌ病毒载体的构建
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１：对照组；２：空载体组：３：Ｇｌｉｌ过表达２４ｈ；４：Ｇｌｉｌ过表达４８ｈ
图４　过表达Ｇｌｉｌ腺病毒转染ＰＤＬＳＣｓ后Ｇｌｉｌ蛋白表达增加
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ａ：空载组与过表达Ｇｌｉｌ组比较，Ｐ＝０．００３
图５　上调Ｇｌｉｌ后ＰＤＬＳＣｓ的增殖能力检测结果
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１：对照组；２：空载体组；３：Ｇｌｉｌ过表达２４ｈ；４：Ｇｌｉｌ过表达４８ｈ
图６　上调Ｇｌｉｌ基因ＰＤＬＳＣｓ成骨分化能力检测结果

３　讨论

　　对于Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路的早期研究是其在

哺乳动物胚胎发育阶段的作用和它的过度激活与众多

肿瘤的发生有关，近年来，Ｈｈ信号通路在骨的形成发
育中的作用越来越受到学术界重视。激活的 Ｈｈ信号
通路主要通过影响干细胞的增殖及分化而实现对成体

组织功能稳定的调节［８］。若在胚胎发育过程中缺失

Ｈｈ基因，将会导致严重的骨骼发育畸形［９］，Ｈｈ蛋白可
以通过促进间充质干细胞增殖分化或直接作用于成骨
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细胞而实现成骨细胞分化并参与骨形成［１０１１］。ＡＬＰ作
为成骨细胞分泌的一种糖蛋白，它可破坏钙通道抑制

剂，从而启动钙化过程，是成骨分化的开始，是成骨细

胞早期分化的重要酶［１２１３］。Ｒｕｎｘ２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，

也是成骨细胞成熟的标志［１４１５］。ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２是成骨过
程中不同阶段的标志物，它们的表达水平反映了

ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞转化的过程。本研究发现，正常
组、空载组细胞及含目的基因病毒感染的ＰＤＬＳＣｓ２４ｈ
时均能表达ＡＬＰ及 Ｒｕｎｘ２，但 Ｇｌｉｌ的表达没有明显差
异，说明 ＰＤＬＳＣｓ本身具有向成骨细胞分化的能力。
当Ｇｌｉｌ目的基因病毒感染ＰＤＬＳＣｓ４８ｈ后，Ｇｌｉｌ的表达
水平升高，ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２的表达也明显增加，这表明上调
Ｇｌｉｌ能促进ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞的转化。
　　Ｈｈ信号通路主要由 Ｈｈ配体、Ｓｍｏ（Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ）
跨膜蛋白、Ｐｔｃｈ（Ｐａｔｃｈｅｄ）受体、Ｈｉｐ、核转录因子Ｇｌｉｌ组
成。在没有 Ｈｈ蛋白时，ＰＴＣＨ与 ＳＭＯ结合，抑制了
ＳＭＯ的活性，当 Ｈｈ蛋白从分泌细胞分离并转运至效
应细胞后，Ｈｈ蛋白与效应细胞膜上的 ＰＴＣＨ受体结
合，将ＳＭＯ释放，从而把 Ｈｈ信号传至效应细胞内，激
活胞核内的转录因子 Ｇｌｉ蛋白，促使目标基因得以表
达［１６１７］。Ｇｌｉｌ是一种锌指蛋白，在哺乳动物中有３种
Ｇｌｉｌ基因，其中Ｇｌｉｌ不仅与效应细胞的成骨作用相关，
而且通过Ｈｈ蛋白激活表达，对 Ｈｈ起正反馈调节作
用。Ｇｌｉｌ激活Ｈｈ信号，进而激活Ｈｈ信号通路，诱导一
系列下游信号分子的释放，从而发挥其调控作用。由

此可见Ｇｌｉｌ是Ｈｈ信号通路最重要的下游转录因子，也
是Ｈｈ信号通路的靶基因，是公认的Ｈｈ信号通路被激
活的重要标志物，在此通路中起着至关重要的承上启

下的作用。

　　本实验构建了过表达Ｇｌｉｌ目的基因的腺病毒载体
并转染ＰＤＬＳＣｓ，转染效率较高，转染４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测Ｇｌｉｌ表达增加，说明成功上调了Ｇｌｉｌ基因在ＰＤＬＳＣｓ
中的表达。含目的基因的腺病毒感染ＰＤＬＳＣｓ后，检测其
增殖能力有所下降，其成骨相关指标 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２表达
有所增加，说明ＰＤＬＳＣｓ的成骨分化能力增强。
　　综上所述，本研究通过基因重组技术研究了 Ｇｌｉｌ
对牙周膜干细胞成骨分化的影响，进一步证实了 Ｈｈ
通路对牙周膜干细胞向成骨细胞转化的调控作用，为

进一步研究 Ｈｈ信号通路对 ＰＤＬＳＣｓ应力成骨调控机
制打下基础，也为临床矫治过程中牙的移动及牙周病

治疗中骨的再生提供了一定的理论依据。
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