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miRNA-145通过下调 ROCK1的表达抑制人牙周膜成纤维细胞的迁移 *

马静雯 宋 萌△ 潘劲松△ 戴琳璐 魏顺峰
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摘要 目的：研究微小核糖核酸 -145(microRNA-145，miRNA-145)对人牙周膜成纤维细胞迁移的影响及其作用机制。方法：体外采

用酶消化法培养人牙周膜成纤维细胞并传代，将其分为对照组和转染 miRNA-145组，按 50 ng/mL的 miRNA-145浓度转染人牙

周膜成纤维细胞，转染 72 h后提取各组蛋白，用Western blot检测 miRNA-145的靶蛋白 ROCK1的表达水平的相关变化；采用划

痕试验检测各组划痕细胞间距离的相关变化，选取划痕后的 0 h、24 h、48 h、72 h时间点，测量各时间点划痕细胞间的距离并计算

平均值。结果：与对照组相比,转染 miRNA-145后，miRNA-145靶蛋白 ROCK1的表达量显著降低(p<0.05)；转染 24 h、48 h后细胞

间距离的均值大于对照组(p<0.05)。结论：miRNA-145可能通过下调 ROCK1的表达抑制人牙周膜成纤维细胞的迁移。

关键词：microRNA-145；人牙周膜成纤维细胞；细胞迁移；ROCK1

中图分类号：R-33; R781 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2018)04-606-04

miRNA-145 Inhibits the Migration of Human Periodontal Ligament
Fibroblasts via Down-regulating the Expression of ROCK1*

To study the effect and mechanism of miRNA-145 on the migration of human periodontal ligament

fibroblasts. The human periodontal ligament fibroblasts were cultured by the method of enzyme digestion in vitro and gone

down to the future generation. The cells were divided into two groups. The cells in experimental group were transfected with 50 ng/mL

miRNA-145. The protein expression of ROCK1 was analyzed by Western Blot. Scratch test was performed to measure the changes of

distances between the scratched cells at 0, 24, 48, 72 hours after scratching. Compared with the control group, the expression

level of ROCK1 was significantly lower in the experimental group(p<0.05); and the distance between the scratched cells of experimental

group was significantly higher than that of the control group at 24, 48 hours after transfection (p<0.05). miRNA-145 could

inhibit the migration of human periodontal ligament fibroblasts via down-regulating the expression of ROCK1.
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前言

微小核糖核酸(microRNA，miRNA)是一类分子量为 18-25

的小分子内源性非编码 RNA，主要通过降低 mRNA水平或者

通过与靶基因的 3'-UTR相结合抑制转录反向调控基因表达
[1-3]，降低 mRNAs的稳定性，导致蛋白的表达降低[4]。细胞骨架

肌动蛋白的重建导致细胞形态和功能的改变，包括细胞增殖、

黏附和迁移[5,6]。Rho家族蛋白与细胞骨架肌动蛋白相互作用，

参与细胞骨架重建的调控[7]。ROCK1是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋

白激酶，是 Rho蛋白下游的效应物，研究表明当 ROCK1与

Rho的激活 GTP形式结合时，ROCK1被激活，并且与细胞骨

架肌动蛋白相互作用促进应力纤维和粘着斑的形成[8]。ROCK1

可以调控细胞迁移、基板锚固和控制细胞骨架肌动蛋白重建[9]。

由于细胞骨架肌动蛋白的重建在细胞迁移和侵袭中发挥重要

作用，ROCK1因而被认为参与细胞迁移和侵袭。

已有研究证明机械牵张力作用于人牙周膜细胞后 miR-

NA-145的表达降低[10]，然而 miRNA-145影响人牙周膜细胞的

作用机制还不明确，且 ROCK1已被证实是 miRNA-145的新

靶点[8]。本研究旨在探讨 miRNA-145是否可以通过作用于靶蛋

白 ROCK1影响人牙周膜成纤维细胞的迁移，为临床上牙齿正

畸移动的现象提供更多的参考根据。

1 材料与方法

1.1 主要材料

人牙周膜成纤维细胞(酶消化法体外培养)、DMEM培养基

(源培生物有限公司，上海)、胎牛血清(Gibco公司，美国)、0.25
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图 1正常状态的人牙周膜成纤维细胞(× 100)

Fig.1 Human periodontal ligament fibroblasts in the normal state(× 100)

图 2转染 miRNA-145对人牙周膜成纤维细胞 ROCK1表达的影响

Fig.2 Effect of transfection with miRNA-145 on the ROCK1 expression in

the Human periodontal ligament fibroblasts

Note: **: compared with the control group, P<0.05.

%胰蛋白酶(源培生物有限公司，上海)、miRNA-145模拟物(锐

博生物科技有限公司，广州)、脂质体转染试剂 lipofectamineTM

2000(锐博生物科技有限公司，广州)、抗体(Proteintech 公司，

美国)。

1.2 实验方法

1.2.1 人牙周膜成纤维细胞培养及传代 采用酶消化法体外

培养人牙周膜成纤维细胞并传代。选取临床上拔除的健康正畸

牙齿(前磨牙最好)，放入含双抗(链霉素 100 mg/L、青霉素 100

mg/L)的无菌 PBS溶液中，带入超净台再用含双抗的无菌 PBS

溶液冲洗数次，用无菌手术刀片刮取根中 1/3的牙周膜，加入

Ⅰ型胶原酶(1 g/L)处理牙周膜 20 min，离心，将沉淀均匀放入

25 mL培养瓶中，加入含双抗及 10 %胎牛血清的 DMEM培养

液，将培养瓶放入含 5 %CO2、37℃的培养箱中孵育。10天后可

看到有梭形细胞从组织块爬出，待细胞长至培养瓶的 90 %以

上时进行传代，然后采用角蛋白和波形蛋白染色对人牙周膜成

纤维细胞进行鉴定。取其第 4-8代进行实验。

1.2.2 细胞接种及转染 取生长良好的人牙周膜成纤维细胞

将其按 1× 106个接种于 6孔板，加入不含双抗、含 5 %胎牛血

清的 DMEM培养液，将其置于含 5 %CO2、37℃的培养箱中孵

育，待细胞长至 80 %左右时根据制造商的指示使用脂质体转

染试剂 lipofectamineTM2000对细胞进行转染。Has-miR-145-3p

模拟物序列：正义链(5，-3，)GGAUUCCUGGAAAUACUGUU-

CU，反义链 (5，-3，) AGAACAGUAUUUCCAGGAAUCC,将细

胞分为对照组及 miRNA-145转染组，按 50 ng/mL的浓度转染

细胞，转染 6 h后弃去转染培养基更换含血清、不含抗生素的

完全培养基，置于含 5 %CO2、37℃培养箱中继续培养，细胞培

养 72 h后进行进一步检测。

1.2.3 蛋白免疫印迹法 转染 72 h后，用全细胞裂解液提取

对照组及 miRNA-145转染组的人牙周膜成纤维细胞蛋白质，

用蛋白免疫印迹法检测 miRNA-145的靶蛋白 ROCK1的表达

量，以 GAPDH作为内参。一抗浓度:ROCK1(1:1000)、GAPDH

(1:5000)，荧光二抗鼠抗浓度(1:12000)、荧光二抗兔抗浓度(1:

10000)，用 Bio-rad图像扫描分析系统进行光密度积分值分析

来做统计分析。

1.2.4 划痕试验 分别对对照组及 miRNA-145转染组的人牙

周膜成纤维细胞做划痕试验。吸去原有培养液并用无菌 PBS液

冲洗两次，用 200 滋L的无菌枪头沿着直尺在每孔细胞各划一
条水平及垂直的光滑的直线，交点位于孔的中央位置，用 PBS

冲洗 3次，去除划掉的细胞，加入低血清培养基，放入含 5 %

CO2、37℃的培养箱中孵育, 选取 0 h、24 h、48 h、72 h时间点取

样拍照，测量并计算划痕细胞间距离的平均值进行统计学分析。

1.3 统计学分析

采用 SPSS19.0软件对数据进行统计学分析。计量资料均

用均数± 标准差(x依s)表示，两组数据间的差异采用 Students,t

检验，以 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 人牙周膜成纤维细胞的培养

正常状态下，人牙周膜成纤维细胞呈长梭形，见图 1。

2.2 转染 miRNA-145对人牙周膜成纤维细胞 ROCK1表达的

影响

蛋白免疫印迹结果显示：miRNA-145 转染的人牙周膜成

纤维细胞 ROCK1蛋白的表达显著低于对照组，两组比较差异

有统计学意义(P<0.05)。

2.3 转染 miRNA-145对人牙周膜成纤维细胞迁移的影响

划痕试验结果表明转染 miRNA-145 后划痕细胞间的距

离大于未转染 miRNA-145 细胞间的距离。转染后 24 h、48 h

时，对照组划痕细胞间的距离明显低于 miRNA-145 转染组

(P<0.05)。

3 讨论

miRNA是一组分子量为 18-25的广泛存在于真核生物中

的内源性非编码单链小分子 RNA，具有高度的时序性、保守性
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Groups N 0 h 24 h 48 h 72 h

Control 3 1.02± 0.03 0.89± 0.04 0.78± 0.01 0.74± 0.05

miRNA-145 3 1.03± 0.02 1.01± 0.01& 0.83± 0.02& 0.73± 0.06

P 0.504 0.007 0.023 0.834

和组织特异性。目前研究表明超过三分之一的蛋白质编码基因

可能均由 miRNAs控制[11]，而且 miRNAs在协调一系列生物过

程中发挥关键作用，包括分化、细胞增殖、血管生成和新陈代谢

等[12-15]。以往众多研究证实 miRNAs通过作用于相对应的靶基

因调控靶蛋白的表达水平，从而能够在细胞生物学过程中发挥

重要作用，且 miRNAs对细胞迁移及侵袭起关键的调控作用。

徐驰 [16] 通过实验研究证明 miRNA-145 可以通过调控 Klf4、

Oct4来抑制 A549肺腺癌细胞的侵袭及转移。刘会芳[17]等也发

现 miRNA-145可以抑制人结肠癌细胞系 Caco-2细胞的迁移。

黄若兰[18]等研究证实 miRNA-145介导骨髓间充质干细胞膜微

粒减少血管平滑肌细胞迁移。由此可见，miRNA-145涉及到生

命活动的各个方面。

牙周膜是一种位于牙骨质与牙槽骨之间、包含有血管网的

纤维结缔组织，在正畸牙齿移动过程中，作用于牙齿的机械力

通过牙周膜传递到牙槽骨，引起牙周膜细胞改变，最终使受压

侧牙槽骨吸收，牵张侧牙槽骨增生，牙齿移动，而牙周膜中最主

要的细胞是成纤维细胞，因此研究牙周膜成纤维细胞形态及功

能的变化可以更好地解释正畸牙齿移动过程的机制。课题组前

期研究表明对人牙周膜成纤维细胞施加机械力后可以通过

Rho信号通路改变牙周膜成纤维细胞骨架，引起细胞骨架重建
[19，20]，且在 SD大鼠动物实验中得到了验证[21]。机械力、炎症、缺

氧等多种刺激因素都可以活化 Rho/Rho激酶通路，将与 GDP

结合的失活状态的 Rho蛋白转变为与 GTP结合的活化状态的

Rho蛋白，并且发生膜转位，即游离在细胞质中的 Rho蛋白向

细胞膜聚集并结合于细胞膜，这样活化的 Rho蛋白就可以将刺

激信号传递给其下游的效应分子 Rho激酶，使其多个位点，如

854位丝氨酸和 697位苏氨酸发生磷酸化而激活，并进一步活

化其下游信号分子[22]。ROCK1通过与 Rho的激活 GTP结合形

式相结合被激活，进一步与细胞骨架肌动蛋白相互作用，而且

ROCK1还被报道可以提供反馈机制，调节上游蛋白 Rac1和

RhoA的活动，而 Rac1和 RhoA在细胞骨架肌动蛋白重建中发

挥重要作用[23]。因此，ROCK1在细胞骨架重建中具有关键作用
[11]，而细胞骨架重排与正畸过程中牙齿移动有着紧密的联系。

Cofilin是一种能够直接调节细胞骨架肌动蛋白聚合和解聚的

蛋白，Cofilin 磷酸化后能抑制 F-actin 解聚，使肌动蛋白由

G-actin转变为 F-actin，而 LIMK磷酸化后能够对 Cofilin磷酸

化起到正向作用，进一步使 Cofilin磷酸化被激活[24]。LIMK是

ROCK的下游蛋白，ROCK可使 LIMK1 和 LIMK2 磷酸化 [25]。

有研究证实对人牙周膜成纤维细胞施加机械力 6 h、24 h 后，

ROCK和 p-cofilin的表达水平都升高，而在施加机械力前使用

ROCK特异性抑制剂 Y-27632处理人牙周膜成纤维细胞，其

p-cofilin表达水平降低[22]。ROCK可以通过复杂的磷酸化 /去

磷酸化级联反应来调节细胞骨架肌动蛋白聚合及解聚，控制多

种细胞生物学行为[26]如增殖、凋亡、移动、趋化、黏附和收缩。

F.L.Weia,d[10]等通过实验证实与未加力的细胞相比，施加

牵张力的牙周膜干细胞 miRNA 表达有所不同，其中 26 种

miRNA表达上调，27种 miRNA表达下降，下调的 miRNA中

包括 miRNA-145，因此 miRNA-145参肯与正畸牙齿移动过程。

然而，miRNA-145参与到正畸牙齿移动过程的机制尚不明确。

ROCK1被证实是 miRNA-145的一个新的靶蛋白，可以抑制胶

质瘤细胞迁移[8]。赵莹[27]等通过 siRNA技术下调血管平滑肌中

ROCK1和 ROCK2基因后，相应的蛋白表达水平也下降，而

ROCK1明显抑制了 PDGF诱导的血管平滑肌细胞的迁移，而

ROCK2无明显影响，表明 ROCK1在血管平滑肌细胞迁移过

图 3划痕试验人牙周膜成纤维细胞迁移情况(× 40)

Fig. 3 Migration of human periodontal ligament fibroblasts by scratch test

(× 40)

表 1两组不同时点细胞间距离(mm)比较(x依s)
Table 1 Comparison of the distances between cells of the two groups at different time points

Note: &: compared with the control group, P<0.05.
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程中起主导作用。研究已经证实 Rho/ROCK信号通路参与到

调控细胞骨架过程中并且是细胞运动的关键[28]。本研究旨在证

实 miRNA-145是否可以通过作用于靶蛋白 ROCK1而影响人

牙周膜细胞迁移，我们将 miRNA-145转染入人牙周膜成纤维

细胞，使用蛋白免疫印迹法检测转染结果及 miRNA-145的靶

蛋白 ROCK1的表达水平，划痕试验检测 miRNA-145对人牙

周膜成纤维细胞迁移的影响，结果显示：miRNA-145成功转入

牙周膜成纤维细胞并且下调靶蛋白 ROCK1的表达，且具有显

著差异；在划痕试验后的 24 h、48 h时点，转染 miRNA-145的

划痕细胞间的距离显著大于对照组，而 72 h时点相比无显著

差异，在 48 h内 miRNA-145对人牙周膜成纤维细胞的作用明

显，48 h后作用不显著，可能与转染时间、细胞状态及转染浓度

等因素有一定的关系，还需要实验进一步证实，但结果提示

miRNA-145在一定程度上抑制人牙周膜成纤维细胞迁移。Lei

P[29]等通过实验证实 ROCK1过表达可以反转 miRNA-145对骨

肉瘤细胞侵袭的抑制作用，miRNA-145明显抑制骨肉瘤细胞

中 ROCK1的蛋白表达水平。Stiles JM[30]等通过敲除血管内皮

细胞的 ROCK基因后检测 miRNA表达水平，发现部分 miR-

NA表达水平发生改变，推测 ROCK与 miRNA之间有着密不

可分的联系，但其与人牙周膜成纤维细胞 miRNA-145之间的

相互作用需要进一步实验验证。

miRNA-145调控 ROCK1蛋白表达，而 ROCK1蛋白表达

造成细胞骨架重排，降低细胞表面张力，抑制人牙周膜成纤维

细胞迁移。本实验结果表明 miRNA-145可能通过下调 ROCK1

的表达抑制人牙周膜成纤维细胞的迁移，进一步阐明了牙齿移

动的作用机制。
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