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摘要　 目的　 比较人根尖乳头干细胞（ＳＣＡＰｓ）、牙髓间充质

干细胞（ＤＰＳＣｓ）和牙槽骨间充质干细胞（ＡＢＭＭＳＣｓ）的体外

成骨分化能力。 方法　 取智齿和牙槽骨组织，分别提取根尖

乳头干细胞、牙髓和牙槽骨间充质干细胞，待细胞贴壁后传

代。 在显微镜下观察原代和 Ｐ３ 代的细胞形态；流式细胞仪

检测细胞免疫表型；实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）和 Ｃｅｌｌ
Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８ 试剂盒分析细胞的衰老状态和增殖能力；成骨

诱导后进行碱性磷酸酶（ＡＬＰ）和茜素红染色以及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测成骨相关基因比较成骨能力。 结果 　 ３ 种细胞形态无

明显差异，呈现成纤维细胞形态，长梭形，传代后细胞形态光

滑一致；３ 种细胞无衰老差异，均保持稳定增殖能力，ＳＣＡＰｓ
的增殖能力明显高于其他 ２ 种细胞，ＡＢＭＭＳＣｓ 的增殖能力

较弱；７ ｄ 和 １４ ｄ 成骨诱导后 ＡＬＰ 染色和茜素红染色表明

ＡＢＭＭＳＣｓ 的成骨能力明显强于 ＳＣＡＰｓ 和 ＤＰＳＣｓ；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测显示 ＡＢＭＭＳＣｓ 的成骨相关基因升高最为显著。 结论

　 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ 具有稳定的生物学性能，均可

进行成骨分化， ＡＢＭＭＳＣｓ 体外成骨能力强于 ＤＰＳＣｓ 和

ＳＣＡＰｓ。
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　 　 骨缺损是一种骨质缺失导致骨不连或不愈合进

而引起功能障碍疾病［１］。 引起骨缺损常见的原因

有创伤、炎症和肿瘤等［２］。 一般轻微的骨缺损可以

由自身组织修复再生，但是严重骨缺损超越了自身

愈合的极限，必须采用骨移植或生物材料促进缺损

修复。 因此，开发一种新型骨移植系统，包括理想的

支架材料及优异的种子细胞［３］ 等，在组织工程中尤

为重要。 间充质干细胞是组织工程中最有潜力的种

子细胞。 随着研究的深入，越来越多的口腔来源间

充质干细胞被发现［４］，这些干细胞与骨髓间充质干

细胞有着类似的细胞表面标志物、克隆增殖能力和

多向分化潜能，已被研究应用于骨、血管、神经等疾

病。
　 　 人根尖乳头干细胞（ｈｕｍａｎ ａｐｉｃａｌ ｐａｐｉｌｌａ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＳＣＡＰｓ）、牙髓间充质干细胞（ｄｅｎｔａｌ ｐｕｌｐ ｍｅｓ⁃
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＤＰＳＣｓ）和牙槽骨间充质干细胞

（ａｌｖｅｏｌａｒ ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＡＢＭＭＳＣｓ）取
材便宜、易培养，能够稳定传代扩增，可以作为骨组

织工程中优异的种子细胞库。 为了研究三者之间的

差异，该实验通过衰老检测、细胞增殖实验、成骨诱

导后染色和成骨相关基因检测来研究 ３ 种细胞之间

的异同。

１　 材料与方法

１． １　 试剂与仪器 　 Ⅰ型胶原酶 （美国西格玛公

司）， 胎牛血清（中国赛默飞世尔科技有限公司），
青 － 链霉素、ＡＬＰ 染色试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司），０. ２５％胰蛋白酶（上海碧云天生物技

术有限公司），ＣＤ２４、ＣＤ９０、ＣＤ３４、ＣＤ７３（美国博奥

派克生物科技有限公司），ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ（北京宝日医

生物技术有限公司），ＣＣＫ⁃８ 试剂（日本同仁化学研

究所），成骨诱导培养基（苏州赛业生物科技有限公

司），ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ（上海弈圣生物科技有

限公司），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ （瑞士罗氏公司），酶标仪

（美国赛默世尔科技有限公司）。
１． ２　 细胞分离与培养　 供体年龄为 １４ ～ ２０ 岁，采
用来自第 ３ 磨牙的健康牙齿和牙槽骨。 将牙根面牙

髓组织、根尖乳头组织用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗

后剪成小块，分离培养 ＤＰＳＣｓ 和 ＳＣＡＰｓ。 用 ３ ｍｇ ／
ｍｌ Ⅰ型胶原酶消化，在 ３７ ℃下孵育 ４０ ｍｉｎ。 １ ２００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，重悬于含 ２０％胎牛血清和 １００ Ｕ ／
ｍｌ 青 －链霉素的 α⁃ＭＥＭ 培养基中。 随后将牙槽骨

夹碎成小块，接种在上述培养基的培养皿中。 将细

胞在 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中孵育。 在约

８０％融合时，用 ０. ２５％ 胰蛋白酶消化分离细胞，并
按 １ ∶ ３ 传代。 培养基每 ３ ｄ 更换 １ 次，取第 ３ 代细
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胞进行实验。
１． ３　 流式检测　 用胰蛋白酶消化收集第 ３ 代细胞，
１ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ 重悬细胞转移

到测试管中。 使用 ＦＩＴＣ 偶联 ＣＤ２４、ＣＤ９０ 和 ＰＥ 偶

联 ＣＤ３４、ＣＤ７３ 以及相应的同型抗体作为对照，避光

孵育 ３０ ｍｉｎ，收集到流式细胞仪中，用 ＣｙｔＥｘｐｅｒｔ 软
件对结果进行分析。
１． ４　 细胞衰老检测 　 当第 ２ 代细胞生长至 ９０％
时，胰酶消化离心。 新鲜培养基重悬计数，按照 ２ ×
１０５ 个 ／孔的密度将细胞接种在 ６ 孔板中。 待细胞

生长至 ９０％ 时吸弃培养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次，加入

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 裂解细胞，提取 ＲＮＡ。
１． ５　 细胞增殖 　 当第 ２ 代细胞生长至 ９０％ 时，胰
酶消化离心。 新鲜培养基重悬计数，按照 １ ５００ 个 ／
孔的密度将细胞接种在 ９６ 孔板中，设置 ３ 个复孔，
每孔加入 １０ μｌ 的 ＣＣＫ⁃８ 试剂 ３７ ℃孵育 ２ ｈ，接种

细胞 ２４ ｈ 后用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长下的吸光

度，连续检测 ７ ｄ，绘制生长曲线。
１． ６　 成骨分化　 在 ６ 孔板中以 ２ × １０５ 个 ／孔接种 ３
种细胞，用含 １０％胎牛血清的 α⁃ＭＥＭ 培养，当细胞

达到 ６０％融合时，更换成骨诱导培养基，每 ３ ｄ 更换

新鲜的培养基，诱导 １４ ｄ。
１． ７　 ＡＬＰ 染色和茜素红染色　 成骨诱导 ７ ｄ 后，按
照 ＡＬＰ 染色试剂盒染色，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，加入染色

固定液固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，加入染色液，避
光孵育 １０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 清洗 ２ 次。 使用扫描仪捕捉

数字图像。 吸弃培养基，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，加入 ＲＮＡｉ⁃
ｓｏ Ｐｌｕｓ 裂解细胞，提取 ＲＮＡ。
１． ８　 茜素红染色 　 诱导成骨 １４ ｄ 后，ＰＢＳ 清洗 ２
次，加入染色固定液固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，加
入染色液染色 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ２ 次。 使用扫描仪捕

捉数字图像。 吸弃培养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次，加入

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 裂解细胞，提取 ＲＮＡ。
１． ９　 提取 ＲＮＡ 和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）
　 用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提取 ＲＮＡ。 使用酶标仪检测 ＲＮＡ
浓度和纯度。 用 Ｙｅａｓｅｎ 逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，
使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 和 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ 进行

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ。 引物序列在表 １ 中列出。 各基因的相对

表达量以 ＧＡＰＤＨ ＲＮＡ 归一化得到的 ２ － ΔΔＣｔ值作为

对照。
１． １０ 　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １８. ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９. ２. ０ 软件进行统计分析和作图，所有数据均

以 �ｘ ± ｓ 表示，至少重复 ３ 次实验，３ 组以上差异采用

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）对各组所得的结果进行

分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

基因 引物序列（５′ － ３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ

Ｒ：ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ
ｐ１６ Ｆ：ＧＡＴＣＣＡＧＧＴＧＧＧＴＡＧＡＡＧＧＴＣ

Ｒ：ＣＣＣＣＴＧＣＡＡＡＣＴＴＣＧＴＣＣＴ
ｐ２１ Ｆ：ＴＧＴＣＣＧＴＣＡＧＡＡＣＣＣＡＴＧＣ

Ｒ：ＡＡＡＧＴＣＧＡＡＧＴＴＣＣＡＴＣＧＣＴＣ
ｐ５３ Ｆ：ＡＡＴＣＴＡＣＴＧＧＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧ

Ｒ：ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＴＧＧＧ
ＡＬＰ Ｆ：ＡＡＣＡＴＣＡＧＧＧＡＣＡＴＴＧＡＣＧＴＧ

Ｒ：ＧＴＡＴＣＴＣＧＧＴＴＴＧＡＡＧＣＴＣＴＴＣＣ
ＯＳＸ Ｆ：ＣＣＴＣＴＧＣＧＧＧＡＣＴＣＡＡＣＡＡＣ

Ｒ：ＡＧＣＣＣＡＴＴＡＧＴＧＣＴＴＧＴＡＡＡＧＧ
ＣＯＬ⁃１ Ｆ：ＧＡＧＧＧＣＣＡＡＧＡＣＧＡＡＧＡＣＡＴＣ

Ｒ：ＣＡＧＡＴＣＡＣＧＴＣＡＴＣＧＣＡＣＡＡＣ
ＯＰＮ Ｆ：ＧＡＡＧＴＴＴＣＧＣＡＧＡＣＣＴＧＡＣＡＴ

Ｒ：ＧＴＡＴＧＣＡＣＣＡＴＴＣＡＡＣＴＣＣＴＣＧ
ＯＣＮ Ｆ：ＧＧＣＧＣＴＡＣＣＴＧＴＡＴＣＡＡＴＧＧ

Ｒ：ＧＴＧＧＴＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＧＴＣＡ

２　 结果

２． １　 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ 的细胞形态 　
提取 ３ 种细胞的原代，在培养基中传代扩增，用倒置

显微镜观察 Ｐ０ 和 Ｐ３ 代细胞形态。 Ｐ０ 代细胞从组

织块中爬出，成放射状生长，细胞的形态类似成纤维

细胞，长梭形，密度较高时表现为漩涡状。 传代后细

胞形态光滑，继续保持成纤维细胞样外观，３ 种细胞

的形态无明显差异。 见图 １。
２． ２　 流式结果分析　 数据显示内皮细胞和造血干

细胞表面标志物 ＣＤ２４ 和 ＣＤ３４ 为低表达，而间充质

干细胞表面抗原标志物 ＣＤ７３ 和 ＣＤ９０ 呈现高表达

（图 ２）。 该结果表明提取的 ３ 种细胞均为间充质干

细胞，细胞免疫表型无明显差异。
２． ３　 衰老相关基因检测　 图 ３ 显示 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

结果表明， 衰老相关基因 ｐ１６ （ Ｆ ＝ ３. ３８６， Ｐ ＝
０. １０３ ７）、ｐ２１（Ｆ ＝ ４. ００４，Ｐ ＝ ０. ０７８ ６）、ｐ５３ （Ｆ ＝
１. ９９７，Ｐ ＝ ０. ２１６ ４）在 ３ 种细胞的表达差异无统计

学意义。 说明体外培养的 Ｐ２ 代 ３ 种细胞状态良好，
无衰老差异。
２． ４　 患者 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ 增殖能力

曲线　 用 Ｐ３ 代的 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ 连续

测量 ７ ｄ 的吸光度，如图 ４ 显示，３ 种细胞在前 ３ ｄ
的生长能力相似，但在 ５ ｄ 后 ＤＰＳＣｓ 和 ＳＣＳＰｓ 的增

长能力明显高于 ＡＢＭＭＳＣｓ，且 ＳＣＡＰｓ 的生长快于
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ＤＰＳＣｓ， 说 明 ＳＣＡＰｓ 具 有 很 强 的 生 长 潜 力， 而

ＡＢＭＭＳＣｓ 的增殖能力较弱， 见图 ４。 ５ ｄ （ Ｆ ＝
１０５. ５，Ｐ ＜ ０. ０００ １），６ ｄ（Ｆ ＝ ２６. ５３，Ｐ ＜ ０. ００１），７ ｄ
（Ｆ ＝ １９７. ４，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。
２． ５　 成骨诱导和相关基因检测 　 成骨诱导 ７ ｄ 后

进行 ＡＬＰ 染色，ＡＢＭＭＳＣｓ 的蓝色范围最广，染色最

深，ＤＰＳＣｓ 次之，ＳＣＡＰｓ 染色最浅（图 ５Ａ）。 诱导 ３
周后茜素染色与 ７ ｄ 的 ＡＬＰ 染色一致，ＡＢＭＭＳＣｓ 红
色最深，ＳＣＡＰｓ 与其他 ２ 种细胞相比染色较少（图
５Ｂ），且在显微镜下观察细胞形成红色矿物质结节，
ＡＢＭＭＳＣｓ 明显多于 ＳＣＡＰｓ 和 ＤＰＳＣｓ（图 ６）。 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ结果表明成骨诱导 ７ ｄ 和 １４ ｄ后ＡＬＰ、ＯＳＸ、

图 １　 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ原代和 Ｐ３ 代细胞的形态特征 × ４０

图 ２　 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ 表面抗原标志物的表达
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图 ３　 ３ 种细胞衰老相关基因的表达

Ａ：ＳＣＡＰｓ 组；Ｂ：ＤＰＳＣｓ 组；Ｃ：ＡＢＭＭＳＣｓ 组

图 ４　 第三代 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ和 ＡＢＭＭＳＣｓ的增殖曲线

与 ＳＣＡＰｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００ １

图 ５　 ３ 种细胞成骨诱导 ７ ｄ 和 １４ ｄ 后 ＡＬＰ 和茜素红染色

Ａ：ＡＬＰ 染色；Ｂ：茜素红染色

ＣＯＬ⁃１、ＯＣＮ、ＯＰＮ 在 ＡＢＭＭＳＣｓ 中的表达均高于其

他 ２ 种细胞，ＤＰＳＣｓ 次之，ＳＣＡＰｓ 中上述成骨基因的

表达在 ３ 种细胞中的表达最低（图 ７）。 ＡＬＰ（Ｆ ＝
５２３. ８，Ｐ ＜ ０. ０００ １），ＯＳＸ（Ｆ ＝ ２１. １７，Ｐ ＜ ０. ００１ ９），

ＣＯＬ⁃１（Ｆ ＝ ５１. ３５，Ｐ ＜ ０. ０００ ２），ＯＣＮ（Ｆ ＝ ６３８. ６，Ｐ
＜ ０. ０００ １），ＯＰＮ（Ｆ ＝ ２ ６５９，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。

３　 讨论

　 　 间充质干细胞在再生医学骨组织工程的相关研

究中已得到了广泛的应用［５ － １０］。 但不同的间充质

干细胞有着不同的分化潜能和特性，因此挑选合适

的干细胞作为种子细胞尤为重要。
　 　 该实验主要研究作为骨组织工程的种子细胞

ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ 在体外生物学特性方面

之间的不同。 将来自 １４ ～ ２０ 岁供体的牙齿和牙槽

骨通过酶消化 － 组织块法提取原代 ＳＣＡＰｓ、ＤＰＳＣｓ
和 ＡＢＭＭＳＣｓ。 经过体外传代培养后，细胞生长旺

盛，类似成纤维细胞，形态均一稳定。 流式细胞术检

测造血干细胞表面标志物 ＣＤ３４ 阴性， ＣＤ９０ 和

ＣＤ７３ 阳性率高达 ９０％以上。 说明此方法分离得到

的细胞符合间充质干细胞的标准。
　 　 骨组织工程需要大量的细胞，因此，细胞状态和

增殖能力关系到其在组织工程中的治疗效果。 细胞

衰老是指细胞出现持续性的周期阻滞［１１］，其中衰老

相关标志物 ｐ５３、ｐ２１、ｐ１６ 发挥重要的作用。 肿瘤抑

制因子 ｐ５３ 介导的 ＤＮＡ 损伤反应（ＤＤＲ）通路在细

胞对基因组不稳定性的内在反应中发挥重要作用，
包括短暂的细胞周期阻滞、衰老和凋亡，ｐ２１ 和 ｐ１６
作为一种细胞周期依赖性激酶抑制剂阻碍细胞周期

加速衰老进程［１２ － １３］。 该实验通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测了

３ 种细胞的衰老相关标志物 ｐ５３、ｐ２１、ｐ１６ 的表达，
结果显示 ３ 者之间无显著差异，表明 Ｐ２ 代的 ３ 种细

胞之间状态一致。 贴壁培养后连续 ７ ｄ 检测 ３ 种间

充质干细胞的增殖能力。 结果显示所有间充质干

细胞在第３天均达到对数生长期，此后快速生长，
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图 ６　 茜素红染色镜下观察 × ４０

图 ７　 ｑＰＣＲ 定量检测成骨诱导 ７ ｄ 和 １４ ｄ 后成骨相关标志物表达

　 　 Ａ：成骨诱导 ７ ｄ；Ｂ：成骨诱导 １４ ｄ；ａ：ＳＣＡＰｓ 组；ｂ：ＤＰＳＣｓ 组；ｃ：ＡＢＭＭＳＣｓ 组；与 ＳＣＡＰｓ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １；与
ＤＰＳＣｓ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

ＳＣＡＰｓ 生长速度最快，ＤＰＳＣｓ 次之，ＡＢＭＭＳＣｓ 生长

最慢。
　 　 作为骨组织工程的种子细胞，其成骨分化能力

也发挥重要的作用。 为了进一步探究 ＳＣＡＰｓ、ＤＰ⁃
ＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ ３ 种细胞成骨能力的差异，该实验

设计了体外成骨诱导实验。 成骨诱导 ７ ｄ 后，ＡＬＰ
染色可见，ＡＢＭＭＳＣｓ 的染色范围最广，颜色最深，其
次是 ＤＰＳＣｓ，ＳＣＡＰｓ 的染色最浅。 诱导 １４ ｄ 后进行

茜素红染色，与 ＡＬＰ 染色一致，ＡＢＭＭＳＣｓ 染色最

强，ＳＣＡＰｓ 染色最弱。 镜下观察在成骨诱导过程中

细胞外基质形成矿物质结节，其中 ＡＢＭＭＳＣｓ 形成

的钙结节最多，对成骨分化诱导最为敏感。 ＡＬＰ、
ＯＳＸ、ＣＯＬ⁃１、ＯＣＮ、ＯＰＮ 是成骨分化过程中重要的调

控因子［１４ － １５］。 通过在转录水平上分析这些标志物

的表达进一步探究三者之间成骨分化的能力。 ＡＬＰ
是成骨细胞合成矿化骨基质的早期经典标志物，是
反映成骨分化程度的良好指标；成骨分化过程中的

关键调节因子 ＯＳＸ 特异性表达于成骨细胞，并调控

成骨标志物的表达；Ⅰ型胶原 ＣＯＬ⁃１ 是骨基质中主

要的胶原成分；骨钙素（ＯＣＮ）、骨桥蛋白（ＯＰＮ）是

成骨后期指标；这些因子可以相互协同共同促进成

骨分化。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测显示， ７ ｄ 成骨诱导后

ＡＢＭＭＳＣｓ 中 ＡＬＰ 的表达水平最高，ＳＣＡＰｓ 最低，随
着诱导至 １４ ｄ，差异更加显著，ＯＳＸ 和 ＣＯＬ⁃１ 也表

现出类似的趋势。 晚期指标 ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 在 １４ ｄ 诱

导后达到较高水平，且 ＡＢＭＭＳＣｓ 和 ＤＰＳＣｓ 中的表

达量显著高于 ＳＣＡＰｓ。
　 　 以上研究结果表明，口腔来源的 ３ 种细胞体外

培养扩增后状态良好，均可保持稳定的增殖能力。
ＳＣＡＰｓ 相比 ＤＰＳＣｓ 和 ＡＢＭＭＳＣｓ 更容易生长扩增，
但是体外成骨诱导后显示，ＡＢＭＭＳＣｓ 的成骨能力较

强，表明该细胞治疗骨相关疾病更有效，是骨组织工

程最为理想的种子细胞。 该结果为临床上培养和选

用种子细胞提供了理论支持，未来还需要开展更多
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的体内研究为最佳种子细胞的临床应用奠定基础。
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蛋白质精氨酸甲基转移酶 ５ 在胃癌中的表达及作用研究
陈　 萍１，王慧之１，王德强２，刘骏强１

摘要　 目的　 检测蛋白质精氨酸甲基转移酶 ５（ＰＲＭＴ５）在
胃癌组织及细胞中的表达，研究 ＰＲＭＴ５ 对胃癌细胞增殖、迁
移、侵袭能力以及上皮间质转化（ＥＭＴ）过程中作用。 方法　
① 利用 ＧＥＯ 数据库基于生物信息学分析 ＰＲＭＴ５ 在慢性非

萎缩性胃炎、胃癌前病变（慢性萎缩性胃炎和肠上皮化生）
以及早期胃癌病理组织中的表达。 通过 Ｕａｌｃａｎ、ＨＰＡ 肿瘤数

据库分析 ＰＲＭＴ５ 在胃癌组织中的表达情况。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＰＲＭＴ５ 在胃癌细胞中的蛋白表达。 ② 通过质粒调

控胃癌细胞 ＰＲＭＴ５ 表达，并运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ＰＣＲ 验

证其效率。 通过细胞克隆形成实验、ＣＣＫ⁃８、划痕实验、Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 实验分别探究 ＰＲＭＴ５ 调控胃癌细胞增殖以及迁移、侵
袭能力。 ③ 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＰＲＭＴ５ 对胃癌上皮细胞

相关蛋白和间质细胞相关蛋白影响。 结果　 ＧＥＯ 数据库显

示 ＰＲＭＴ５ 在慢性非萎缩性胃炎、癌前病变至早期胃癌中表

达逐渐升高，Ｕａｌｃａｎ、ＨＰＡ 数据库显示 ＰＲＭＴ５ 在胃癌组织中

ｍＲＮＡ 及蛋白的表达水平较胃正常黏膜组织升高。 调控胃

癌细胞 ＰＲＭＴ５ 表达后，结果显示 ＰＲＭＴ５ 促进胃癌细胞迁移

及侵袭、增殖能力，促进间质细胞相关蛋白表达，抑制上皮细

胞蛋白表达。 结论　 在胃癌组织中 ＰＲＭＴ５ 呈相对高表达，
具有促进胃癌细胞迁移、侵袭、增殖以及 ＥＭＴ 作用。
关键词　 ＰＲＭＴ５；胃癌；增殖；迁移；侵袭；上皮间质转化
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镜下手术和外科手术为主，治疗可达到完全切除效

果［２］。 进展期患者失去了胃癌根治机会，存在转

移、复发可能，预后及生存质量远远不及早癌患者。
　 　 蛋白翻译后修饰是肿瘤表观遗传改变研究的重

要领域之一，其中甲基化、磷酸化、羟基化等修饰形

式受到广泛关注［３］。 蛋白质精氨酸甲基转移酶家

族（ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＰＲＭＴｓ） 被认

为将甲基转移至精氨酸残基上，通过不同的甲基化

修饰影响肿瘤细胞发生发展［４］。 依据催化形成的

不同产物，ＰＲＭＴｓ 家族大致分成 ４ 型，其中Ⅱ型

ＰＲＭＴｓ 主要催化修饰形成对称性二甲基，包括

ＰＲＭＴ５ 和 ＰＲＭＴ９［５］。 有研究［６］ 表明 ＰＲＭＴ５ 在肺

癌细胞中高表达，促进肺癌转移。 同时有研究［７］ 表

明 ＰＲＭＴ５ 通过 ＥＲＫ 信号通路促进肝癌细胞增殖，
另外，ＰＲＭＴ５ 是乳腺癌干细胞增殖以及自我更新的

重要调控因子［８］，因此，ＰＲＭＴ５ 扮演着癌基因角色，
以 ＰＲＭＴ５ 作为靶点的分子抑制剂的抗肿瘤研究也

日益增多［９］。 该研究通过相关肿瘤数据库分析

ＰＲＭＴ５ 在胃癌组织中表达，体外实验分析 ＰＲＭＴ５
在不同胃癌细胞株中的表达差异及其相关生物学作

用，进而为胃癌诊疗提供可行性参考依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 人源胃癌细胞（ＡＧＳ、ＢＧＣ８２３、ＳＧＣ７９０１、
ＭＧＣ８０３）均来自江苏大学医学院实验室细胞保存

库。 质粒均由江苏大学医学院基础研究所保存提

供。 胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，ＰＲＭＴ５ 抗体购

自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，基质金属蛋白酶 ２（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ２，ＭＭＰ２）、基质金属蛋白酶 ９（ｍａ⁃
ｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ９，ＭＭＰ９）、上皮间质转化（ ｅｐｉ⁃
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