
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.15 MAY 2012

MIP-3α 联合成骨诱导因子诱导大鼠脂肪干细胞向成牙本质样细胞分化 *

陈 晞 吴国锋 白石柱 赵铱民△

（第四军医大学口腔医院修复科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：观察巨噬细胞炎性蛋白 -3α（MIP-3α）对大鼠脂肪干细胞（Adipose derived stem cells，ASCs）向成牙本质样细胞体外分

化作用的影响。方法：分离、培养并鉴定大鼠 ASCs；以 MIP-3α 联合成骨诱导因子（地塞米松，β- 甘油磷酸钠，以及抗坏血酸）诱导

第 3 代大鼠 ASCs 向成牙本质样细胞定向分化。诱导培养 1、4、7d 后，分别测定碱性磷酸酶（alkaline phosphatese，ALP）活性，并用

RT-PCR 及 Western Blot 检测成牙本质细胞的标志基因 dspp 及标志物牙本质涎蛋白（DSP）。结果：与单独加入成骨诱导因子相

比，MIP-3α 与成骨诱导因子联合应用能使 ALP 活性、dspp 的 mRNA 表达以及 DSP 升高。结论：本研究显示 MIP-3α 与成骨诱导

因子联合应用可以增强成牙本质细胞相关基因以及蛋白的表达，为牙齿再生种子细胞的寻找开辟了一条新思路。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of MIP-3α on rat adipose derived stem cells' differentiation into odontoblast-like

cells in vitro. Method: Rat adipose-derived stem cells were isolated, cultured and their multi-potential differentiation capacities were

analyzed. Osteogenic factors (dexamethasone, β-glycerophoshate and ascorbic acid) were used to induce rat ASCs to differentiated into

odontoblast-like cells in the presence or absence of MIP-3α. AT Day 1, 4, and 7, ALP activity was measured, and dspp and DSP were

examined by RT-PCR and Western Blotting, respectively. Results: The combination use of MIP-3α and osteogenic factors increased

ALP activity, dspp expression, and DSP protein level as compared with osteogenic factos alone group. The control group showed the

lowest ALP activity and no dspp expression or DSP protein synthesized. Conclusion: This study demonstrates that the combination use of

MIP-3α and osteogenic factors may induce rat ASCs to differentiate towards odontoblast-like cells by promoting ALP activity and dspp

expression and DSP protein level, and thus provide a new insight for the selection of tooth tissue engineering seed cells.
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前言

牙齿疾病是人类发病率最高的三大非传染性疾病之一，目

前治疗牙齿缺失方法虽已经比较成熟，仍存在不少弊端。组织

工程采用新的思路修复和替代因年龄、疾病、损坏和先天性造

成的牙齿缺损，提供具有活力、功能和生物相容性的牙相关组

织，是一种充满希望的新治疗方法，其目的在于刺激自体重建

缺损组织或将体外培养的组织移植回体内，受到越来越广泛的

关注[1]。
目前比较公认的种子细胞分牙源性干细胞[2-5]，如脱落乳牙

干细胞 （SHEDs）、牙髓干细胞 （DPSCs）、根尖乳头干细胞

（SCAPs）、牙囊干细胞（DFSCs）及牙周膜干细胞（PDLSCs），以

及非牙源性干细胞，如骨髓间充质干细胞（BMSCs）[6-7]。目前，虽

然大量研究已证实牙源性干细胞具有良好的成牙分化潜能，但

其在成体中来获取困难，来源有限，一定程度上限制了其应用

前景。非牙源性干细胞如 BMSCs 与牙源性干细胞在很多生物

学特性方面存在相似性，并有研究表明 BMSCs 能在体外诱导

形成牙本质及牙周膜样组织，但其在临床上取材亦存在一定的

困难与风险。
自 2001 年 Zuk 等[8]首次在人体内分离出脂肪干细胞（Adi-

pose-derived stem cells, ASCs）以来，这一间充质干细胞家族的

主要成员收到越来越多的关注和研究。ASCs 是一群成纤维样

的基质干细胞，不但具有多向分化潜能，如脂肪细胞、骨细胞、
软骨细胞、平滑肌细胞、骨骼肌细胞、内皮细胞、神经细胞等，而

且具有重要的旁分泌功能，并具有一定的免疫调节作用。另外，

ASCs 取材方便，对机体损伤小，获得率高，将会成为很有临床
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应用前景的干细胞之一。
巨噬细胞炎性蛋白 -3α[9]（MIP-3α）是 CC- 趋化因子家族中

的主要成员，能够对包括成骨细胞及成牙本质细胞在内的基质

干细胞起到分化引子的作用。本研究通过 MIP-3α 联合成骨诱

导因子（地塞米松，β- 甘油磷酸钠，以及抗坏血酸）诱导大鼠脂

肪干细胞向成牙本质细胞定向分化，探索分化条件，以期为进

一步构建 ASCs 组织工程牙髓及牙本质提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 DMEM/F12 培养基，胰酶消化液，左旋抗坏血

酸，青 - 链霉素（Hyclone）, 地塞米松，β- 甘油磷酸钠，EDTA，1-

甲基 -3- 异丁基黄嘌呤，牛胰岛素，吲哚美辛（Sigma），胎牛血清

（四 季 青）， 荧 光 标 记 兔 抗 大 鼠 单 克 隆 抗 体（CD29-FITC，

CD49d-FITC，CD45-FITC，美国 Pierce），茜素红（Cyagen），MTT

试剂盒（Sigma），ALP 碱性磷酸酶试剂盒（南京建成）, RNA 抽

提试剂盒（Invitrogen）,RT-PCR 试剂盒（TOYOBO），DNA Mark-

er DL2（TakaRa），MIP-3α（biovision，#4492-20）等。
1.1.2 主要仪器 超净工作台（苏州净化设备厂），细胞培养孵箱

（Thermo），台式低俗离心机（湘仪 TDZ5-W），水浴箱（南京顺

流），PCR 仪（美国 ABI），电泳仪（北京六一 DYCP-31DN），高

速离心机 （湘仪 H1650-W），紫外分光光度计 （上海江仪

UV-7502C），成像系统（柯达紫外显相系统）。
1.1.3 实验动物 清洁级 4 周龄雄性 SD 大鼠由第四军医大学

动物实验中心提供。
1.2 方法

1.2.1 大鼠 ASCs 的原代培养 过量戊巴比妥处死大鼠，无菌条

件下取双侧腹股沟处脂肪，PBS 缓冲液冲洗 2 遍，剔除肉眼可

见的筋膜及血管，眼科剪剪碎，用等量 0.1% I 型胶原酶于恒温

空气摇床中震荡消化 40min。加入等体积含 10%FBS 培养基终

止消化，1200rpm 离心 5min，弃上清，培养基重悬，经 200 目筛

孔过滤后 800rpm 离心 5min，弃去上清。培养基重悬后以 5×
106/L 接种于培养瓶中。48h 后首次换液，以后每隔 1~2d 换液。
观察细胞生长至 80%融合时传代。取第 3~5 代细胞进行试验。
1.2.2 大鼠 ASCs 表面标志物鉴定 取第 3 代生长至 70~80%融

合的大鼠 ASCs，以生理盐水洗涤细胞 2 次，以 0.25%胰酶消化

细胞，制成单细胞悬液，1000rpm 离心 5min，PBS 洗涤细胞 3

次，调整细胞浓度为 1×106/ml，取 1 毫升细胞悬液，用 PBS 洗

三次，加入上述荧光标记抗体，4℃避光孵育 30 分钟，加 PBS

1ml 离心洗涤以洗去未标记抗体，加 PBS 调至 200μl 体积重悬

细胞，上机检测(BD FACSCalibur)，以 WinMD12.9 分析软件记

录并分析结果。
1.2.3 MTT 试验 取处于对数生长期的第 3 代细胞，常规消化

接种于 96 孔板，每孔约含细胞 1×104 个，置于 37℃、5%CO2

及饱和湿度条件下培养。每组设 3 个复孔，1 个对照孔，每日定

时进行酶联免疫检测。
1.2.4 成骨诱导分化 取生长至 70~80%融合的第 3 代大鼠

ASCs，常规消化收获细胞，以含 10%FBS 的 DMEM/F12 重悬，

计数，以每孔接种 105 个接种入 6 孔板；以含 10%FBS 的

DMEM/F12 补足至每孔 3ml，37℃、5%CO2、饱和湿度下培养；

24h 后倒置相差显微镜下观察细胞贴壁后，更换成骨诱导培养

基 （DMEM/F12+10%FBS+0.1 μmol/L 地塞米松，50 μmol/L 2-

抗坏血酸纳盐，10mmol/L β- 甘油磷酸钠 +1%青 - 链霉素），每

4d 更换诱导培养基。另设 1 空白对照组，培养液中不含上述成

骨诱导成分。培养 2 周后，进行细胞碱性磷酸酶染色诱导。3 周

后进行矿化结节染色。
1.2.5 成脂诱导分化 取生长至 70~80%融合的第 3 代大鼠

ASCs，常规消化收获细胞，以含 10%FBS 的 DMEM/F12 重悬，

计 数 ， 以 每 孔 接 种 105 个 接 种 入 6 孔 板 ； 以 10%FBS 的

DMEM/F12 补足至每孔 3 mL，37℃、5%CO2、饱和湿度下培养；

24 h 后倒置相差显微镜下观察细胞贴壁后更换成脂诱导培养

基（DMEM/F12+10%FBS+0.5mmol/L IBMX<1- 甲基 -3- 异丁基

黄嘌呤 >+1 μmol/L 地塞米松 +10 μmol/L 胰岛素 +200μmol/L

吲哚美辛）。另设 1 空白对照组，培养液中不含上述成脂诱导成

分。每周换液 2 次，诱导 2 周后，进行油红 O 染色检测。
1.2.6 成牙本质诱导分化 取生长至 70~80%融合的第 3 代大鼠

ASCs 细胞，以含 10%FBS 的 DMEM/F12 重悬，计数，以 1×
104/ 孔接种于 12 孔板，以含 10%FBS 的 DMEM/F12 补足每孔

至 2ml 左右，24 h 后观察细胞贴壁后根据更换不同培养基分为

3 组：a)成牙本质诱导液组，即更换成牙本质诱导液（10 nM 地

塞米松, 100 mg/mL β- 甘油磷酸钠，100 mg/mL 抗坏血酸，以及

2ng/mL MIP-3α）；b) 成骨诱导液组，即更换为成骨诱导液（10

nM 地塞米松, 100 mg/ml β- 甘油磷酸钠，100 mg/mL 抗坏血

酸）；c）空白对照组，即常规培养基（10%FBS，DMEM/F12，1%

青 - 链霉素）。每 2 天更换培养基一次，培养 7 天。根据不同分

组消化收集细胞，a）组于第 1、4、7 天进行下游检测，b）、c）组于

第 7 天进行下游检测。
1.2.6.1 碱性磷酸酶（ALP）活性检测 将每组细胞浓度调整至 1

×106 个 / 孔，以 PBS 洗涤两遍，以 200 μL Assay Buffer 超声匀

浆，10000 g 离心 3 min，取上清待测。每孔加入 ALP 底物混合

液 50 μL，室温避光孵育 60 min，而后每孔加入 10 μL0.5mol/L

NaOH 终止反应，震荡 5 min，用酶联检测仪选择 410nm 波长，

测定每孔吸光度 OD 值，取均值。
1.2.6.2 RT-PCR 每组细胞以 PBS 洗涤两遍，以 RNA 抽提试剂

盒提取细胞总 RNA，260/280nm 波长测定样本 RNA 的纯度。
在 RT 反应体系下进行反转录：42℃ 20 min，99℃ 5 min，4℃
5 min，瞬间离心。分别以大鼠 dspp 引物及 GAPDH 引物（见表

1）在 PCR 体系下对 cDNA 产物进行 PCR 反应，反应过程为：

95℃ 5 min，94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，前述 3 步骤进行

30 个循环，72℃ 5min，4℃∞。PCR 产物以 1.5%琼脂糖凝胶

电泳紫外光曝光胶片记录。
1.2.6.3 Western Blotting 检测大鼠 DSP 表达 根据 Promab 蛋白

提取试剂盒说明书提取细胞总蛋白，参照 BCA 蛋白浓度测定

试剂盒说明书方法测定蛋白浓度。将各组蛋白质浓度调至 1

mg/mL，6% SDS-PAGE 电泳后转膜，加一抗于 4℃孵育过夜。
TBST 洗液振荡洗涤 3 次。室温下二抗振荡孵育 1 h 后将 PVDF

膜浸到 ECL 化学荧光试剂中进行显色和定量分析，以 Quanti-

tyOne 软件测定电泳条带的光密度值，DSP 相对表达量 =DSP

条带光密度值 /GADPH 条带光密度值。
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图 1 大鼠 ASCs 表面 CD 分子检测

Fig.1 Surface antigens analysis of rat ASCs by flow cytometry

图 2 MTT 法测第 3 代大鼠 ASCs 生长曲线

Fig.2 Growth curve of the 3rd passage of rat ASCs by MTT

图 3 碱性磷酸酶染色，可见棕黑色颗粒定位于胞浆中（400×）

Fig.3 Alkaline phosphatase stain of osteogenic induced rat ASCs. (400×)

引物名称 Primer names 序列 Sequences 片段长度（bp）Fragment length

dspp F：5'-GAAGTGACGGAAGTGATGAT-3' 234

R: 5'-CATTGTCGTGGTTACTGTTG-3 '

GAPDH F：5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3' 450

R：5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

表 1 检测 dspp 基因 mRNA 的引物序列及扩增片段长度

Table 1 Primer sequences and amplification fragment length dspp by RT-PCR

1.2.7 统计分析 采用 SPSS 12.0 软件进行统计学分析，各组间

比较用独立样本 t 检验，检验水准 a=0.05。
2 结果

2.1 表面标志物流式鉴定结果

对大鼠第 3 代 ASCs 表面标志物的流式细胞分析显示：

CD29、CD49d 为阳性表达；CD45 为阴性表达，（见图 1）。
2.2 MTT 实验

MTT 实验结果显示第 3 代大鼠 ASCs 生长曲线大致呈 S

形，1~2 天时细胞处于潜伏期，3 天后细胞进入对数生长期，至

第 6 天细胞进入平台期（见图 2）。
2.3 成骨诱导实验

体外成骨诱导 2 周后，碱性磷酸酶染色呈阳性，可见胞浆

中棕黑色颗粒（见图 3）。3 周后茜素红染色呈阳性，可见胞浆中

大小不一的红色钙化结节（见图 4）。
2.4 成脂诱导实验

体外成脂诱导 5d 左右光镜下可见细胞周围出现散在脂

滴，逐渐增大。诱导 2 周后油红 O 染色显示胞质内存在大量圆

形红色脂肪颗粒，胞核蓝染（见图 5）。

2.5 成牙本质诱导实验

2.5.1 ALP 活性 诱导 7d 时 , 与单独应用成骨诱因子相比，

MIP-3α 与成骨诱导因子联合使用能使 ALP 活性升高（P<0.

05）。而随着时间的增加，MIP-3α 与成骨诱导因子联合使用组

的 ALP 活性亦呈增加趋势 （P<0.05）。对照组则显示最低的

ALP 活性（P<0.01），见图 6、图 7。
2.5.2 RT-PCR 及 DSP 表达 与单纯应用成骨诱导因子相比，

MIP-3α 与成骨诱导因子联合应用能使大鼠 ASCs 的 dspp 表达

及 DSP 水平显著升高，并且随着时间的推移，联合应用组的

dspp 表达及 DSP 水平不断提高。对照组无 dspp 基因表达或

DSP 合成，（见图 8、9）。

3 讨论
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图 9 Western Blot 测定 DSP 表达结果（1：对照组；2：成骨诱导液 7d；3：

成牙本质诱导液 1d；4：成牙本质诱导液 4d；5：成牙本质诱导液 7d）

Fig.9 Expression file of DSP by Western Blot (1: control group; 2:

oteogenic induction at day 7; 3: odontoblast induction at day 1; 4:

odontoblast induction at day 4; 5: odontoblast induction at day 7)

图 4 茜素红染色，可见胞浆内红色钙化结节（400×）

Fig. 4 Alizarin red dye of osteogenic induced rat ASCs. (400×)

图 5 油红 O 染色，可见胞质内大量红色脂滴，胞核蓝染（400×）

Fig. 5 Oil red O stain of adipogenic induced rat ASCs.(400×)

图 7 成牙本质诱导不同时间成牙本质诱导后 ALP 活性（

P<0.05）

Fig.7 ALP activity of dontoblast-induced rat ASCs at Day 1, 4, and 7 (

P<0.05)

图 6 培养 7 天时各组 ALP 活性（a：对照组；b：成骨诱导液组；c：成牙本

质诱导液组）（*P<0.05）

Fig.6 ALP activity by Day 7(a: control group; b: osteogenic group; c:

odontoblast-induced group) (*P<0.05)

图 8 RT-PCR 检测 dspp 基因表达结果（M:参照；1：对照组；2：成骨诱

导液 7d；3：成牙本质诱导液 1d；4：成牙本质诱导液 4d；5：成牙本质诱

导液 7d；6~10：GAPDH）

Fig.8 dspp expression anlysis by RT-PCR (M: maker; 1: control group; 2:

oteogenic induction at day 7; 3: odontoblast induction at day 1; 4:

odontoblast induction at day 4; 5: odontoblast induction at day 7; 6~10:

GAPDH)

种子细胞一直以来都是牙齿再生组织工程研究领域中的

热点之一。过去牙齿再生领域中使用的种子细胞多为牙源性干

细胞，因其向牙齿组织分化能力强，受到了人们的广泛关注。近

年来，有学者将骨髓基质干细胞（BMSCs）与胚胎期口腔上皮复
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合物植入体内后观察到牙齿样组织形成[10]；其后有学者发现大

鼠切牙根尖上皮细胞产生的上皮信号能够诱导 BMSCs 表达

dspp 基因，并形成了类似于牙髓 - 牙本质复合体结构[7]。然而，

牙源性干细胞及 BMSCs 均存在成体内来源有限、体外扩增相

对困难、取材不便甚至有创等制约因素。与上述两类细胞相比，

脂肪干细胞（ASCs）具有供体创伤小，体内来源丰富，取材方

便，体外扩增简单高效等优势，逐渐得到更多学者的关注[11]。本

实验采取原代分离培养大鼠 ASCs 方法，测定细胞增长曲线呈

S 样走行，表面标志物 CD29(+)，CD49d(+)，CD45(-)，这与之前

研究相吻合[12]。而后成骨及成脂诱导分化实验进一步证实其干

细胞的多向分化潜能。
CC- 趋化因子受体 6（ccr6）是目前已知哺乳动物细胞唯一

的 MIP-3α 受体，有研究表明在受致龋菌侵袭的牙本质部位，巨

噬细胞高表达 MIP-3α 以募集下游 CC- 趋化因子受体 6（ccr6）

表达细胞，启动防御反应[13]。另有研究表明 MIP-3α 可以增加牙

本质涎磷蛋白基因（dspp）的表达，促进成牙本质细胞的分

化[14]。Iejima[15]等研究发现 MIP-3α 可促进人类基质干细胞表达

成牙本质细胞相关基因及蛋白，而不影响成骨细胞标志蛋白

CBFA1 或 BSP 的表达。
ALP 是无机焦磷酸脂降解的细胞外酶，能为矿化过程提

供局部充足的磷酸盐浓度，其活性通常作为成骨细胞分化的

早期标志，也是成牙本质细胞矿化的早期标志之一[16-17]。Mat-

suyama[18]等发现 ALP 参与牙乳头外胚间充质细胞在向成牙本

质细胞分化过程中分泌基质的矿化过程。本实验中，MIP-3α
与成骨诱导液联合应用组的 ALP 活性显著高于单独使用成骨

诱导液组，说明 MIP-3α 可以提高大鼠 ASCs ALP 活性，促进

ASCs 基质的矿化。
由于 ALP 为成骨及成牙本质细胞分化的早期标志，因此

本实验检测了诱导分化后大鼠 ASCs dspp 基因及 DSP 蛋白表

达情况。dspp 基因是目前已知的成牙本质细胞标志基因[19-20]，其

编码的蛋白为牙本质涎蛋白（DSP）及牙本质磷蛋白（DPP），属

于牙本质特异性基质非胶原蛋白。陈小红[21]等将大鼠 ASCs 于

牙胚细胞条件培养液中培养 7d 后发现，大鼠 ASCs 能够表达

牙本质细胞特异性 DSP 及牙本质基质蛋白 -1（DMP-1）。本实

验中，将 MIP-3α 与成骨诱导液联合应用，可以使得大鼠 ASCs

表达 dspp 基因及 DSP 显著高于单独使用成骨诱导液组和对照

组，并且表达量随时间逐渐增高，说明 MIP-3α 与成骨诱导液联

合使用可以诱导大鼠 ASCs 向成牙本质细胞分化。然而，本实

验中已检测到成骨诱导液组有微量的 dspp 基因表达，与前期

研究不符[15]，其产生原因是由于实验误差或者由于物种不同所

致，还需后续大量实验继续观察研究。
本实验证明了采用 MIP-3α 联合成骨诱导因子可以诱导大

鼠 ASCs 表达成牙本质细胞特异 性 基 因 dspp 及 标 志 蛋 白

DSP，向着成牙本质样细胞方向分化。然后 dspp 基因的表达并

不足以证明大鼠 ASCs 细胞已经分化为终末分化的成牙本质

细胞，因为本实验中为观察到成牙本质细胞特征性高柱状、单
极突起的形态学特征。后续工作应着眼于研究 MIP-3α 作用于

dspp 基因的信号传导通路，以及将诱导分化后的 ASCs 复合生

物活性材料移植入动物体内，观察其在体内的生物学反应与特

征。
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