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沉默 NHEJ修复通路中关键蛋白 Ku70在牙髓干细胞增殖
和凋亡中的作用及其机制研究 *
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摘要目的：研究沉默非同源重组修复（non-homologous endjoining，NHEJ）通路中关键蛋白 Ku70在牙髓干细胞增殖和凋亡中的作

用，分析其机制。方法：提取健康恒牙牙髓组织，进行牙髓干细胞培养。采用脂多糖诱导人牙髓干细胞，分为对照组、阴性对照组、

脂多糖组、沉默组和沉默 +脂多糖组。观察 Ku70免疫组化情况，进行细胞增殖、细胞凋亡实验，检测酌-H2A.X、Ku70、X线修复交
叉互补基因 4（X-ray repair cross complementary gene 4，Xrcc4）、Rad51 mRNA、Cleaved Caspase-3、p-p38水平。结果：与沉默组相

比，对照组、阴性对照组、脂多糖组、沉默 +脂多糖组各时间段牙髓干细胞增殖降低；沉默 +脂多糖牙髓干细胞增殖高于脂多糖组

（P＜0.05）。随时间延长，脂多糖组牙髓干细胞增殖不断降低，其他四组牙髓干细胞增殖不断升高，其中在第 5 d变化最明显。第

5d，与沉默组相比，对照组、阴性对照组牙髓干细胞凋亡率、酌-H2A.X、Rad51 mRNA，Cleaved Caspase-3降低，p-p38升高；脂多糖

组、沉默 +脂多糖组各项指标较高，p-p38降低；对照组、阴性对照组、脂多糖组、沉默 +脂多糖组 Ku70、Xrcc4 mRNA降低（P＜
0.05）。沉默 +脂多糖组牙髓干细胞凋亡率、酌-H2A.X、Rad51 mRNA，Cleaved Caspase-3低于脂多糖组，p-p38高于脂多糖组（P＜
0.05）。结论：沉默 Ku70能促进脂多糖诱导的牙髓干细胞增殖，抑制其凋亡，其可能与酌-H2A.X、Rad51 mRNA表达降低，Ku70，
Xrcc4升高有关。
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Role and Mechanism of Ku70 in Proliferation and Apoptosis of
Dental Pulp Stem Cells

To study the role of the key protein Ku70 in the silent non-homologous endjoining (NHEJ) pathway in the

proliferation and apoptosis of dental pulp stem cells and to analyze its mechanism. The pulp tissue of healthy permanent teeth

was extracted and cultured with pulp stem cells.LPS was used to induce human dental pulp stem cells, which were divided into control

group, negative control group, LPS group, silencing group and silencing + LPS group. The immunohistochemistry of Ku70 was observed,

cell proliferation and apoptosis experiments were conducted to detect the levels of gourie-h21. X, Ku70, X-ray repair cross

complementary gene 4 (Xrcc4), Rad51 mRNA, Cleaved caspase-3 and p-p38. Compared with the silence group, the proliferation

of dental pulp stem cells decreased in the control group, the negative control group, the LPS group and the silence + LPS group. The

proliferation of dental pulp stem cells in the silencing + LPS group was higher than that in the LPS group (P<0.05). With the extension of

time, the proliferation of dental pulp stem cells in the LPS group decreased continuously, while the proliferation of dental pulp stem cells

in the other four groups increased continuously, among which the change was most obvious on the 5th day. On the 5th day, compared

with the silence group, the apoptosis rate of dental pulp stem cells, lap-h21. X, Rad51 mRNA, and Cleaved caspase-3 in the control group

and the negative control group decreased, but p-p38 increased.In the LPS group and the silencing + LPS group, all indexes were higher

and p-p38 was lower. The levels of Ku70 and Xrcc4 mRNA were decreased in the control group, the negative control group, the LPS

group, and the silence + LPS group (P<0.05). The apoptosis rate of dental pulp stem cells, lap-h2a2.X, Rad51 mRNA, Cleaved caspase-3

in the silencing + LPS group were lower than those in the LPS group, while p-p38 was higher than those in the LPS group (P<0.05).
Silencing Ku70 could promote the proliferation of lps-induced dental pulp stem cells and inhibit their apoptosis, which

might be related to the decreased expression of 酌-H2A.X and Rad51 mRNA, and the increase of Ku70 and Xrcc4.
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前言

牙髓干细胞在成年牙髓组织中广泛存在，有分化潜能，能

实现自我更新。目前牙髓干细胞是口腔医学研究的重点，其增

殖潜能较突出，体外研究显示，通过对牙髓干细胞给予适当的

引导，会促进其向成骨 /成牙等分化[1，2]。一般情况下，牙髓干细

胞为静息状态，在牙髓细胞功能、新旧交替中维持其稳定，一旦

牙髓成牙本质细胞发生损伤，牙髓干细胞在牙髓组织重建、修

复损伤过程中发挥着重要作用 [3，4]。NHEJ参与哺乳动物 DNA

双链断裂损伤的修复过程，Ku70是 NHEJ修复中主要蛋白，同

时也是 DNA磷酸蛋白激酶主要的组成部分，在 DNA转录调

节过程中发挥着重要作用，可以独立参与细胞抗凋亡、DNA修

复过程[5，6]。目前临床中关于 Ku70在牙髓干细胞的相关研究较

少。本文旨在研究沉默 NHEJ修复通路中关键蛋白 Ku70在牙

髓干细胞增殖和凋亡中的作用分析其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

选取在我院口腔颌面外科门诊就诊的 18-25岁患者阻生

拔除以及正畸新鲜的健康恒牙，所有患者均知情同意。磷酸盐

缓冲溶液（PBS）由；MEM培养液（美国 Gibco公司）CO2孵育箱

（德国 Heraeus公司）；倒置显微镜（日本 Olympus公司）；脂多

糖（美国 Invivogen公司）；CCK-8溶液、膜联蛋白 V（Annexin

V）-异硫 /碘化丙锭（propidium iodide, PI）溶液（中国碧云天生

物技术研究所提供）；流式细胞仪（美国 BD公司）；ALP、DSPP、

DMP1引物由上海生工生物工程有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 人牙髓干细胞分离及培养 将搜集到的健康恒牙在无

菌条件下将牙髓组织取出，采用磷酸盐缓冲溶液（PBS）冲洗 3

次，在离心试管中加入到少量的MEM培养液。将牙髓组织剪

成 1 mm伊1 mm伊0.5 mm，离心处理后将上清液摒弃，加 3 mL/L

中的Ⅰ型胶原酶，在 37℃、50 mL/L CO2孵育箱中处理 30 min，

加培养液反应终止，再次离心处理分离后，将牙髓组织在培养

皿中平铺，使用玻璃盖片将组织覆盖，在 MEM培养液中加入

200 mL/L的胎牛血清，在孵育箱中继续培养，每间隔 3 d更换

一次培养液，在倒置显微镜下观察牙髓干细胞生长情况，等到

细胞生长至培养皿底 80%，加 2.5 g/L胰蛋白酶给予消化，1:3

传代，采集对数生长的第一代细胞，通过限元稀释法对牙髓干

细胞进行克隆培养。

1.2.2 脂多糖诱导人牙髓干细胞 将培养好的牙髓干细胞按

1伊103个 /mL接种在六孔板中，在培养箱中继续培养。第 2 d，将

1 mg/mL的脂多糖使用培养基稀释后，最终浓度为 10 ng/mL。

使用脂多糖每 24 h刺激牙髓干细胞，时间为 6 h，更换培养基，

连续刺激 6次。

1.2.3 细胞分组 待培养好的牙髓干细胞在六孔板中融合达

到 90%，对照组：牙髓干细胞只加生理盐水；阴性对照组：牙髓

干细胞中加入一段无义序列；脂多糖组，沉默组：牙髓干细胞在

接种后的第三日转染 Ku70siRNA（Sense 5'-GAGUG从 GAU-

GAGUUGAC-Att-3'；Antisense 5'-UGUCAACUCAUCUUCACU

Ctg -3'）；沉默 +脂多糖组：牙髓干细胞经脂多糖诱导后并在细

胞接种于培养皿后第三日转染 Ku70siRNA。siRNA序列均由

Ambion公司合完成。

1.2.4 Ku70免疫组化观察 将标本经 10%甲醛固定后，用常

规石蜡包埋、切片，厚度为 5 滋m/片。黏附于载玻片烘干，对组
织切片进行常规脱模、水化，Ku70采用 pH 6.0柠檬酸高压抗

原修复，自然冷却至室温，3%H2O2避光孵育 10 min阻断内源

性过氧化物酶活性。经 PBS冲洗，加入 Ku7抗体，26℃水浴孵

育1h，洗净加入一抗，26℃水浴孵育 15 min，DAB显色溶液显

色，苏木素复染，脱水封片。并以已知阳性组织作为阳性对照

组，以PBS代替一抗作为阴性对照，具体操作步骤严格按照说

明书进行。

1.2.5 细胞增殖实验 将第 3代牙髓干细胞接种在六孔培养

板中，在培养箱中继续培养。每孔中分别加入 10 滋L CCK-8溶

液，在 37℃，5%的 CO2培养箱中孵育，时间为 2 h，观察第 1 d、

3 d、5 d、7 d细胞增殖情况。

1.2.6 细胞凋亡实验 收集各组培养第 5 d的牙髓干细胞，使

用 PBS缓冲液洗涤细胞 1 次后，离心处理后摒弃上清液，加

400 滋L缓冲液进行细胞重悬，待细胞沉淀后加入 5 滋L膜联
蛋白 V（Annexin V）-异硫 /碘化丙锭（propidium iodide, PI）溶

液，混合均匀后，在室温中避光孵育，时间为 10-15 min，再次

离心处理将细胞沉淀，使用 PBS 洗涤，通过流式细胞仪检测

细胞凋亡。

1.2.7 酌-H2A.X、Ku70、Xrcc4、Rad51 mRNA 检测 采用荧光

定量 RT-PCR技术检测，将采集到的血液标本，使用 Ficoll 液

分离单个核细胞，TRIzol提取细胞 RNA，经过电泳检测 RNA

并定量，经过逆转录合成 cDNA。之后进行实时荧光定量 PCR

实验，探针或 SYBR反应 25 滋L，反应条件满足：94℃ 5 min，

94℃ 45s，60℃ 1 min，40个循环,设置标准组和空白对照。采用

2-△ △ Ct分析 酌-H2A.X、Ku70、Xrcc4、Rad51 mRNA水平。
1.2.8 增殖、凋亡相关蛋白相对表达量检测 采用 Western

Blot检测，将采集到的标本 10000伊g离心处理 10 min，对上清

液进行提取后，BCA进行蛋白定量检测，在 2伊SDS凝胶缓冲液
中加入 50 滋g蛋白，在 100℃环境中加热 5 min有助于蛋白发

生变性。凝胶电泳完、转膜，取膜，4℃环境下在 5%脱脂牛奶中

固定、封闭处理时间为 1 h，将一抗使用 0.05%-0.1% TBST给予

稀释（Cleaved Caspase-3、p-p3一抗为 1:1000），4℃孵育过夜保

存，之后使用 0.05%-0.1% TBST洗膜，3次，每次为 5 min，二抗

被 0.05%-0.1% TBST稀释（1:10000），摇动孵育时间为 1h，再次

采用 TBST连续洗膜 3次，处理时间为 5 min。DAB显色，定量

分析蛋白表达情况。以 GAPDH为内参。

1.3 统计学分析

采用 SPSS21.0统计软件进行分析，计量资料采用（x依s）进
行描述，多组间比较采用 F值检验，两组间比较采用实施独立

样本 t检验，P＜0.05则说明差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 原代牙髓干细胞克隆培养

分离后的牙髓干细胞在第 3 d开始生长，大部分细胞是纤

维细胞，显示为梭形、多角形，经过单克隆培养，细胞大小、形态

一致，表现为梭形。见图 1。
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图 2 各组 Ku70免疫组化图（× 100）

Fig. 2 Immunohistochemistry of Ku70 in each group

注：A对照组；B阴性对照组；C沉默 +脂多糖组；

D脂多糖组；E沉默组

Note: A Control group; B Negative control group;

C Silence + lipopolysaccharide group;

D Lipopolysaccharide group; E Silence group

3各组各时间段牙髓干细胞增殖情况比较（OD值）

Fig. 3 Comparison of proliferation of dental pulp stem cells in each group（OD value）

注：与沉默组相比，*P<0.001；与脂多糖组相比，#P<0.001；与沉默 +脂多糖组相比，○P<0.001。
Note: compared with the silent group, *P<0.001; compared with lipopolysaccharide group,

#P<0.001; compared with the silence + lipopolysaccharide group, ○P<0.001.

2.2 各组 Ku70表达情况比较

对照组与阴性对照组牙髓干细胞 Ku70表达比较，差异无

统计学意义（P＞0.05）。对照组与阴性对照组牙髓干细胞

酌-H2A.X、Ku70、Xrcc4、Rad51 mRNA比较，差异无统计学意义
（P＞0.05）。与沉默组相比，对照组、阴性对照组、脂多糖组、沉

默 +脂多糖组牙髓干细胞 Ku70降低；与沉默 +脂多糖组相

比，对照组、阴性对照组 Ku70升高，脂多糖组降低，差异具有

统计学意义（P＜0.05）。见图 2。

2.3 沉默 Ku70对脂多糖诱导牙髓干细胞增殖的影响

对照组与阴性对照组在第 1 d、3 d、5 d、7 d牙髓干细胞增

殖比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。与沉默组相比，对照组、

阴性对照组、脂多糖组、沉默 +脂多糖组各时间段牙髓干细胞

增殖降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）。与沉默 +脂多糖组

相比，对照组、阴性对照组各时间段牙髓干细胞增殖升高，脂多

糖组降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）。随时间延长，对照

组、阴性对照组、沉默组、沉默 +脂多糖组牙髓干细胞增殖不断

升高，脂多糖组牙髓干细胞增殖不断降低，其中在第 5 d变化

最明显。见图 3。

2.4 沉默 Ku70对脂多糖诱导牙髓干细胞凋亡的影响

第 5d，对照组与阴性对照组牙髓干细胞凋亡率比较，差异

无统计学意义（P＞0.05）。与沉默组相比，对照组、阴性对照组、

脂多糖组、沉默 +脂多糖组牙髓干细胞凋亡率较高，差异具有

图 1 原代牙髓干细胞克隆培养

Fig.1 Cloning and culture of primary dental pulp stem cells

注：a牙髓干细胞分离第 3 d；b牙髓干细胞单克隆培养后。

Note: a the third day after the separation of dental pulp stem cells;

b the monoclonal culture of dental pulp stem cells.

A B

C D

E

821窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.5 MAR.2021

图 5各组第 5 d 酌-H2A.X、Ku70、Xrcc4、Rad51 mRNA比较
Fig.5 Comparison of 酌-H2A.X,Ku70,Xrcc4,and Rad51 mRNA in each group on 5th day

注：与沉默组相比，*P<0.001；与脂多糖组相比，#P<0.001；与沉默 +脂多糖组相比，○P<0.001。
Note: compared with the silent group, *P<0.001; compared with lipopolysaccharide group,

#P<0.001;compared with the silence + lipopolysaccharide group, ○P<0.001.

图 4 各组牙髓干细胞第 5 d凋亡情况比较（%）

Fig.4 Comparison of apoptosis of dental pulp stem cells in each group on the 5th day (%)

注：与沉默组相比，*P<0.001；与脂多糖组相比，#P<0.001；与沉默 +脂多糖组相比，○P<0.001。
Note: compared with the silent group, *P<0.001; compared with lipopolysaccharide group,

#P<0.001;compared with the silence + lipopolysaccharide group, ○P<0.001.

统计学意义（P＜0.05）。与沉默 +脂多糖组相比，对照组、阴性

对照组牙髓干细胞凋亡率降低，脂多糖组升高，差异具有统计

学意义（P＜0.05）。见图 4。

2.5 沉默 Ku70对脂多糖诱导牙髓干细胞 酌-H2A.X、Ku70、Xr-
cc4、Rad51 mRNA的影响

第 5d，对照组与阴性对照组牙髓干细胞 酌-H2A.X、Ku70、
Xrcc4、Rad51 mRNA比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。与沉

默组相比，对照组、阴性对照组、脂多糖组、沉默 +脂多糖组牙

髓干细胞 酌-H2A.X、Rad51 mRNA升高，对照组、阴性对照组、

脂多糖组、沉默 +脂多糖组牙髓干细胞 Ku70、Xrcc4 mRNA降

低；与沉默 +脂多糖组相比，对照组、阴性对照组牙髓干细胞

酌-H2A.X、Rad51 mRNA降低，脂多糖组升高；对照组、阴性对

照组 Ku70、Xrcc4 mRNA升高，脂多糖组降低，差异具有统计

学意义（P＜0.05）。见图 5。

2.6 沉默 Ku70对脂多糖诱导牙髓干细胞增殖、凋亡相关蛋白

相对表达量的影响

第 5d，对照组与阴性对照组牙髓干细胞 Cleaved Cas-

pase-3、p-p38比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。与沉默组相

比，对照组、阴性对照组、脂多糖组、沉默 +脂多糖组 Cleaved

Caspase-3表达高，p-p38降低；与沉默 +脂多糖组相比，对照

组、阴性对照组牙髓干细胞 Cleaved Caspase-3降低，p-p38升

高；脂多糖组 Cleaved Caspase-3升高，p-p38降低；差异具有统

计学意义（P＜0.05）。见图 6、图 7。

3 讨论

Ku作为一种修复蛋白，是 DNA双链断裂损伤中主要的修

复途径，Ku在机体细胞 DNA损伤修复，在哺乳动物基因稳定

以及遗传完整中具有维持作用[7，8]。相关研究认为，当机体损伤

不能被完全修复，Ku表达水平会逐渐降低，将下游诸多效应分

子激活后，会导致细胞发生凋亡，加快肿瘤形成[9，10]。Ku蛋白与

其他肿瘤标志物不同，Ku表达异常与肿瘤发病有关，在口腔肿

瘤组织中，当 Ku表达降低，会影响外源性损伤刺激修复，当 Ku

表达水平过高，细胞抗凋亡能力较高[11，12]。Ku70参与 DNA依

赖性蛋白激酶(DNA-PK)组成过程，融合了多种生物活性，在细

胞凋亡、DNA修复中发挥着重要作用[13]。

牙髓干细胞已经成为口腔医学研究的重中之重，其增殖潜
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图 7 各组 Cleaved Caspase-3、p-p38表达WB图

Fig. 7 WB of cleared caspase-3 and p-p38 in each group

注：A对照组；B阴性对照组；C沉默 +脂多糖组；

D脂多糖组；E沉默组

Note: A Control group; B Negative control group; C Silence +

lipopolysaccharide group; D Lipopolysaccharide group; E Silence group

图 6 各组第 5 d增殖、凋亡相关蛋白相对表达量比较

Fig. 6 Comparison of relative expression of proliferation and apoptosis related proteins

in each group on the 5th day

注：与沉默组相比，*P<0.001；与脂多糖组相比，#P<0.001；与沉默 +脂多糖组相比，○P<0.001。
Note: compared with the silent group, *P<0.001; compared with the lipopolysaccharide group, #P<0.001;

compared with the silence + lipopolysaccharide group, ○P<0.001.

能显著，在体外研究中进行适当的诱导，会促进其向成骨 /成

牙、成脂、成神经分化，在牙髓组织重建、修复中具有重要作

用[14，15]。细菌内毒素脂多糖在间充质干细胞分化、增殖过程中发

挥着重要作用。有研究显示，高剂量脂多糖对牙髓细胞向牙本质

细胞分化中起到一定的抑制作用，能诱导牙髓细胞凋亡，当牙

髓发生损伤，脂多糖能刺激牙髓干细胞[16]，目前在临床医学中，

关于脂多糖对牙髓干细胞的生物学特性的影响机制尚不明了。

临床中关于 Ku70蛋白在牙髓干细胞中表达的相关研究

较少，本文研究结果显示，沉默 Ku70牙髓干细胞增殖升高；脂

多糖诱导牙髓干细胞，沉默 Ku70各时间段牙髓干细胞增殖升

高。说明沉默 Ku70对牙髓干细胞增殖有一定的促进作用。与

Huang Y[17]研究结果保持一致。并且随时间延长，对照组、阴性

对照组、沉默组、沉默 +脂多糖组牙髓干细胞增殖不断升高。在

第 5 d增殖变化最明显。因此本文研究第 5 d牙髓干细胞凋亡

以及相关基因、蛋白表达情况。在本文中，沉默组、沉默 +脂多

糖组两组细胞凋亡率有不同程度的降低，提示牙髓干细胞凋亡

可能与沉默 Ku70有关。

NHEJ参与整个细胞周期，是 DNA双链断裂修复的主要

途径，通过 Ku70、Ku80 二聚体与 DNA 断端，通过与下游

DNA-PKcs、Xrcc4等在断端处聚集，完成对 DNA断端处理，连

接[18，19]。酌-H2A.X在 DNA双链断裂中属于一种敏感蛋白，具有

一定的特异性，其磷酸化程度受 DNA双链断裂的影响，DNA

双链断裂逐渐被修复，酌-H2A.X磷酸化程度越低[20，21]。Rad51属

于一种同源重组蛋白，其表达下降会对 DNA双链断裂修复产

生不良影响[22]。相关研究中指出，Xrcc4是 NHEJ DNA双链断

裂修复中重要的组成成分，通过适应辐射促进其磷酸化[23]。本

文研究显示，沉默组 酌-H2A.X、Rad51 mRNA降低，Ku70、Xrcc4
mRNA降低；与脂多糖组相比，酌-H2A.X、Rad51 mRNA降低，
Ku70、Xrcc4 mRNA降低。说明沉默 Ku70能改善牙髓干细胞

NHEJ通路中 酌-H2A.X、Rad51、Ku70、Xrcc4 mRNA，从而促进
DNA双链断裂修复。Zhai Y[24]研究也指出，NHEJ信号通路参

与牙髓干细胞衰老以及修复过程。

细胞凋亡参与牙胚组织、牙源性细胞发育过程，研究认为，

细胞凋亡会对牙胚发育中的形态、结构产生一定的影响[25]。研

究中认为，细胞凋亡与 Caspase蛋白调控有关，Caspase-3在细

胞凋亡通路中发挥着关键性的作用，在 Caspase级联反应下

游，一旦被激活会促进细胞凋亡[26，27]。研究显示，Caspase-3激活

会促进细胞凋亡,丝裂原活性蛋白激酶在细胞增殖、凋亡以及

基因表达中起到重要的调控作用，参与多种信号传递[28]。在牙

髓干细胞转化为成牙本质细胞过程中，p38 MAPK信号通路发

挥着关键性的作用[29]。Seifrtov佗M[30]在研究中，经过顺铂处理后

的牙髓干细胞可引起 p53和 p21表达增加，促进丝氨酸 15的

p53磷酸化，较高浓度的顺铂会降低牙髓干细胞活性，诱导 cas-

pases 3/7和 9活化。本文研究显示，沉默 Ku70能促进牙髓干细

胞中 Cleaved Caspase-3水平降低，p-p38水平升高；经过脂多糖

诱导，沉默 Ku70 Cleaved Caspase-3水平也随之降低，p-p38水

平升高。说明沉默 Ku70通过调控 Cleaved Caspase-3、p-p38水

平，从而能促进牙髓干细胞增殖，抑制其凋亡。
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综上所述，沉默 Ku70能促进脂多糖诱导的牙髓干细胞增

殖，抑制其凋亡，其可能与 酌-H2A.X、Rad51 mRNA表达降低，

Ku70，Xrcc4，Rad54升高有关。
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