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基于 PI3K/AKT通路探究上调 miR-210对牙髓干细胞增殖、
凋亡能力的影响 *
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摘要目的：研究基于磷脂酰肌醇 3激酶(PI3K)/蛋白激酶 B(AKT)通路探究上调微小 RNA 210(miR-210)对大鼠牙髓干细胞增殖、

凋亡能力的影响。方法：选取 10只健康 Sprague-Dawley（SD）雄性大鼠，颈椎脱臼处死后提取大鼠下切牙牙髓，进行牙髓干细胞培

养和鉴定。分为正常组（未进行处理），miR-210抑制组（给予 20 nmol/L的 miR-210抑制物），miR-210对照组（给予 20 nmol/L的

miR-210模拟物）三组。采用 CCK-8法检测牙髓干细胞增殖活性，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 ALP活性，流式细胞仪检测细

胞凋亡，采用免疫印迹（Western blot）检测 PI3K、AKT蛋白。结果：与正常组相比，miR-210抑制组细胞增殖、ALP活性降低，细胞

凋亡率升高；miR-210对照组细胞增殖、ALP活性升高，细胞凋亡率降低（P＜0.05）。与 miR-210抑制组相比，miR-210对照组细胞

增殖、ALP活性升高，细胞凋亡率降低（P＜0.05）。与正常组相比，miR-210抑制组 PI3K、p-AKT蛋白表达降低，miR-210对照组

PI3K、p-AKT蛋白表达升高（P＜0.05）。与 miR-210抑制组相比，miR-210对照组 PI3K、p-AKT蛋白表达升高（P＜0.05）。结论：

miR-210通过调控 PI3K、p-AKT蛋白激活 PI3K/AKT通路，促进大鼠牙髓干细胞增殖，抑制牙髓干细胞凋亡。
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Effects of miR-210 on Proliferation and Apoptosis of Dental Pulp Stem Cells
Based on PI3K / AKT Pathway*

To investigate the effect of microRNA 210 (mir-210) on the proliferation and apoptosis of rat dental pulp

stem cells based on phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) / protein kinase B (Akt) pathway. Ten healthy Sprague Dawley (SD)

male rats were selected. After cervical dislocation, the pulp of the lower incisors was extracted, and dental pulp stem cells were cultured

and identified. They were divided into three groups: normal group (untreated), mir-210 inhibitory group (treated with 20 nmol / L

mir-210 inhibitor), and mir-210 control group (treated with 20 nmol / L mir-210 mimic). CCK-8 method was used to detect the

proliferation activity of dental pulp stem cells. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect ALP activity. Flow

cytometry was used to detect cell apoptosis. Western blot was used to detect PI3K and AKT proteins. Compared with the normal

group, the proliferation and ALP activity of mir-210 group were decreased, while the apoptosis rate was increased in mir-210 control

group (P<0.05). Compared with mir-210 group, mir-210 control group increased cell proliferation, ALP activity and decreased apoptosis

rate (P<0.05). Compared with the normal group, the expression of PI3K and p-AKT in mir-210 inhibition group was lower than that in

mir-210 control group (P<0.05). Compared with mir-210 group, the expression of PI3K and p-AKT protein in mir-210 control group was

increased(P<0.05). MiR-210 promotes the proliferation of rat dental pulp stem cells and inhibits the apoptosis of dental pulp

stem cells by regulating PI3K and p-AKT proteins and activating PI3K / AKT pathway.
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前言

牙髓干细胞具有一定的自我更新一集多向分化作用，主要

是从牙髓组织中分离，目前研究指出，牙髓干细胞可以从健康

成人牙髓组织中得到，也可以从乳牙以及感染牙齿牙髓组织中

得到，具有较高的增殖能力，并且受牙齿损伤影响小[1，2]。研究指

出，牙髓干细胞可塑性主要体现在，通过诱导分化作用促进其

向脂肪、内皮、成骨、软骨细胞分化[3，4]。微小 RNA主要存在于真

核细胞中，起到转录调节作用，参与基因表达过程。研究显示，

miRNA通过调控干细胞自我更新、分化，对干细胞未分化具有
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一定的维持作用[5，6]。牙髓干细胞在成牙本质分化中发挥着重要

作用，促进牙髓再生，在牙髓干细胞 miRNAs表达谱筛查中，牙

髓干细胞在成牙本质分化中，miR-210表达水平降低[7]。目前缺

少 miR-210对牙髓干细胞调节的实验研究。本文旨在研究基于

PI3K/AKT通路探究上调 miR-210对大鼠牙髓干细胞增殖、凋

亡能力的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

选取 20只健康 Sprague-Dawley（SD）雄性大鼠，SPF级，均

由新疆医科大学动物实验动物中心提供，动物伦理审查批号：

IACUC20150709-05，体重 85-120 g，鼠龄为 25-30 d。所有大鼠

均选择常规饲养，自由饮水，饲养环境黑光和白光各 12h，温度

为 22-25℃，湿度为 50-70%。

1.2 方法

1.2.1 牙髓细胞分离及培养 将大鼠颈椎脱臼处死后，对大鼠

进行常规消毒，将整个下颌骨游离后采用 PBS冲洗，将硬组织

剔除后，提取大鼠下切牙牙髓，将根尖 1/3剪除，剪碎后置入玻

璃培养皿中，加 3 mg/mL的Ⅰ型胶原酶溶液，在 37℃环境中水

浴消化处理 1h，每间隔 10 min中进行一次吹打，牙髓组织松软

后，离心处理 5 min（1000 r/min），将上清液摒弃后，加 10%的

FBS培养基配制悬浊液，置入 6孔板中孵育培养，得到原代细

胞。提取原代细胞培养的上清液，离心处理 10 min（1000 r/min），

过滤（直径为 0.22 滋m），滴加 10%的 FBS DMEM低糖培养基，

待细胞融合至 80-90%，给予胰酶消化传代。

1.2.2 牙髓干细胞鉴定 选择生长良好的第 3代牙髓干细胞，

胰酶消化后配制重悬液，密度调整到 1伊105/mL，在 6孔板中接

种，连续培养 24 h，发现细胞贴壁将上清液摒弃，采用 PBS冲

洗 3次，干燥后在 4%多聚甲醛中固定 30 min，再次采用 PBS

冲洗 3次，进行免疫组化染色，严格按照免疫组化染色试剂盒

操作步骤进行。

1.2.3 牙髓干细胞分组 将培养好的牙髓干细胞分为正常组

（未进行处理），miR-210抑制组（给予 20 nmol/L的 miR-210抑

制物），miR-210对照组（给予 20 nmol/L的 miR-210模拟物）三

组，均由上海吉玛制药技术公司提供。

1.2.4 牙髓干细胞增殖活性 选择生长良好的牙髓干细胞，密

度调整到 1伊104/mL，在 96孔板中接种，滴加 200 滋L的细胞悬
液进行培养 24h，滴加 10 滋L的 CCK-8工作液混合均匀后，在

37℃环境中连续孵育 2h，采用酶标仪观察在波长 450 nm处的

吸光值。

1.2.5 ALP活性 采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测：将提

前稀释好的牙髓干细胞标本 100 滋L加入相应的微孔板反应空
中，第 1孔只加样品稀释液为零孔，混合均匀，在 37℃下处理

90 min，甩去孔内液体，吸干水分；将准备好的抗体加入到每孔

中 0.1 mL，在 37℃下处理 60 min，底物四甲基联苯胺（TMS）空

白孔不加；甩去孔内液体，每孔中加满 0.01 M PBS，浸泡

1-2 min，甩去孔内液体，吸干水分；每孔中加入 90 滋LTMS，避

光处理 15-20 min；每孔中加入 90 滋L TMS终止液，即蓝色变为

黄色。在波长 450 mm处分析 ALP表达水平。

1.2.6 牙髓干细胞凋亡 提取 100 滋L的抗凝血钾荧光抗体加

入到牙髓干细胞中，在 4℃环境下避光孵育 30 min；加 1 mL

的红细胞裂解液，在温室中继续孵育 15 min；2000 r/min离心

处理 5 min，吸取上清液；加 2 mL的 PBS含 1%的 BSA，再次

2000 r/min离心处理 5 min，吸取上清液，重悬于 0.5 mL的 PBS

缓冲液中，通过流式细胞仪检测牙髓干细胞凋亡。

1.2.7 PI3K/AKT 相关蛋白检测 采用免疫印迹（Western

blot）将采集到的牙髓干细胞 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（PI3K、AKT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 SPSS20.0统计软件进行分析处理。计量资料采用均

数依标准差（x依s）描述，多组间比较采用方差齐性检验，两组间
比较采用独立样本 t检验，P＜0.05为具有统计学意义。

2 结果

2.1 牙髓干细胞鉴定

培养 72h后发现，细胞表现为伸展生长，大部分为纤维细

胞，少部分细胞增殖慢，有少量的细胞克隆，见图 1A；细胞数量

明显增加，大部分细胞排列紧密，表现为集落样克隆增长，细胞

形态为长梭形，见图 1B；细胞伴有突起，细胞状态表现良好，见

图 1C。

2.2 牙髓干细胞表型鉴定

免疫组化染色结果显示，牙髓干细胞 CD44、CD29表现为

阳性，见图 2A、图 2B；CD34表现为阴性，见图 2C。

2.3 各组牙髓干细胞增殖活性比较

与正常组相比，miR-210 抑制组细胞增殖活性降低，

miR-210对照组细胞增殖活性升高，有统计学差异（P＜0.05）。

与 miR-210抑制组相比，miR-210对照组细胞增殖活性升高，

有统计学差异（P＜0.05）。见图 3。

2.4 各组牙髓干细胞 ALP活性比较

与正常组相比，miR-210 抑制组 ALP 活性降低，miR-210

对照组 ALP活性升高，有统计学差异（P＜0.05）。与 miR-210抑

制组相比，miR-210对照组 ALP活性升高，有统计学差异（P＜
0.05）。见图 4。

2.5 各组牙髓干细胞凋亡率比较

与正常组相比，miR-210抑制组细胞凋亡率升高，miR-210

对照组细胞凋亡率降低，有统计学差异（P＜0.05）。与 miR-210

抑制组相比，miR-210对照组细胞凋亡率降低，有统计学差异

（P＜0.05）。见图 5。

2.6 各组牙髓干细胞 PI3K/AKT相关蛋白表达比较

与正常组相比，miR-210抑制组 PI3K、p-AKT蛋白表达降

低，miR-210对照组 PI3K、p-AKT蛋白表达升高，有统计学差

异（P＜0.05）。三组 AKT 蛋白表达比较，无统计学差异（P＞
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图 4 各组牙髓干细胞 ALP活性比较

Fig. 4 Comparison of ALP activity of dental pulp stem cells in each group

图 2 牙髓干细胞表型鉴定

Fig. 2 Phenotype identification of dental pulp stem cells

注：A为 CD44（伊200）；B为 CD29（伊200）；C为 CD34（伊200）。
Note: A is CD44 (伊200); B is CD29 (伊 200); C is CD34 (伊 200).

图 3各组牙髓干细胞增殖活性比较

Fig. 3 Comparison of proliferation activity of dental pulp stem cells

in each group

图 1 牙髓干细胞形态学观察

Fig. 1 Morphological Observation of dental pulp stem cells

注：A为培养 72h（伊40）；B为培养 11-15d（伊100）；C为细胞突起（伊200）。
Note: A is culture for 72h (伊 40); B is culture for 11-15d (伊 100); C is cell process (伊 200).

0.05）。与 miR-210抑制组相比，miR-210对照组 PI3K、p-AKT 蛋白表达升高，有统计学差异（P＜0.05）。见图 6、图 7。

3 讨论

牙髓干细胞会分化成内皮细胞、神经细胞以及成牙本质样

结构，参与牙齿再生过程，并且提取自牙髓组织，对患者产生的

伤害较小[8]。得到原代牙髓细胞主要通过酶消化、组织块、组织

块消化三种方式，采用组织块消化法对人原代牙髓细胞进行培

养发现，虽然其操作简单，但是消耗的时间相对较长；采用酶消

化法得到的细胞贴壁数量较少，成活率也随之降低；组织块消

化能在最短的时间内，得到足量的牙髓细胞，更加科学有

效 [9，10]。研究认为，大鼠牙髓组织细胞量少，通过组织块消化法
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图 7 各组牙髓干细胞 PI3K/AKT相关蛋白表达（WB图）

Fig. 7 Expression of PI3K / AKT related protein in dental pulp stem cells

of each group(WB diagram)

图 5 各组牙髓干细胞凋亡率比较

Fig. 5 Comparison of apoptosis rate of dental pulp stem cells in

each group

图 6 各组牙髓干细胞 PI3K/AKT相关蛋白表达比较

Fig. 6 Comparison of PI3K / Akt related protein expression in dental pulp stem cells of

each group

对牙髓细胞进行培养发现，牙髓组织块结构疏松，有助于细胞

游出，培养时间大大缩短，避免对细胞活性产生影响，促进细胞

存活率的提升[11，12]。

miRNA 不仅参与细胞增殖、分化等多种生理过程，在

3T3-L1前脂肪细胞研究中，细胞分化伴随 miRNAs表达谱改

变，与多种疾病尤其是肿瘤的发生有紧密的联系[13]。miRNA参

与恶性肿瘤的侵袭、迁移过程，并且能调节血管生成[14]。miRNA

属于一种内源性 RNA，对牙髓干细胞生长、分化具有一定的调

控能力[15]。目前临床中关于 miRNA功能主要以正向和反向遗

传学方法来完成，反向遗传学方法建立 miRNA表达载体，通过

转染进入到细胞中，发挥过表达或者是表达抑制作用，反应细

胞的生化能力，进一步对 miRNA生物学功能给予确定[16，17]。

Yang Z[18]研究指出，miR-210对间充质干细胞向成骨细胞转化

中发挥促进作用。

牙髓干细胞与骨髓间充质干细胞在表面标志物方面具有

一定的相似性，CD44、CD105、CD29等属于充质干细胞表面标

志物，表现为阳性，CD34属于造血干细胞表面标志物，表现为

阴性[19，20]。在本文研究中，对牙髓干细胞进行鉴定发现，CD44、

CD29表现为阳性，CD34表现为阴性，与 Nakashima M[21]研究

结果保持一致，用于下文研究。采用 CCK-8法检测牙髓干细胞

增殖，其吸光度与存活细胞的数量表现为正相关，因此 OD值

能间接反应牙髓干细胞的存活数量。本文研究中，miR-210能

促进细胞增殖活性升高，从而促进牙髓干细胞增殖。王艳玲[22]

研究也指出，miR-210转染牙髓干细胞会促进 miR-210表达上

调，提高牙髓干细胞增殖率，促进其牙源性分化。本文研究结果

也体现这一观点。ALP属于一种功能性标志酶，参与骨代谢、牙

齿代谢过程，在矿化组织形成中具有重要意义，其活性的高低

决定着细胞矿化能力的强弱，ALP随细胞分化其活性也在发生

着改变[23，24]。牙髓干细胞定向分化中，ALP活性已经成为牙髓干

细胞终末细胞分化的标志物[25]。本文研究结果显示，miR-210能

促进ALP活性提高，提示miR-210能促进牙髓干细胞成骨分化。

PI3K作为一种激酶与多种生长因子以及受体有关，当受

体被活化之后，会对亚基具有催化作用，向细胞膜附近募集，对

细胞膜表面的二磷酸肌醇具有一定的催化作用，向三磷酸肌醇

转化[26，27]。AKT是一种常见的丝 /苏氨酸蛋白激酶，大部分的细

胞因子、激素、基因失活与 AKT磷酸化有关[28]。PI3K/AKT信号

通路主要通过酪氨酸激酶受体介导，在多种细胞中广泛存在，

在细胞增殖、凋亡、分化中发挥着重要的功能[29]。p-AKT是活化

的 AKT，从而引发下游一系列的因子发生活化，从而发挥生物

学效应，AKT在 PI3K/AKT信号通路的中心位置，p-AKT水平决

定着 PI3K/AKT信号通路活性 [30]。目前已经有研究证实，

PI3K/AKT参与骨髓间充质干细胞、成骨细胞存活、增殖、分化

过程[31，32]。本文研究中，miR-210通过提高 PI3K、p-AKT蛋白表

达，将 PI3K/AKT通路激活，参与牙髓干细胞增殖、凋亡过程。

综上所述，miR-210 通过调控 PI3K、p-AKT 蛋白激活

PI3K/AKT通路，促进大鼠牙髓干细胞增殖，抑制牙髓干细胞凋

亡，为牙髓再生靶向治疗提供理论依据。
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