
treated by cold atmospheric plasma( CAP) for 10 s，20 s，30 s，40 s and 50 s to form PAS． The PBS with 0 s CAP
treatment was taken as the control group． The pH value and active medium concentration of PAS was detected by e-
lectronic pH meter and kit respectively． CCK-8 kit was used to detect cell proliferation． Flow cytometry was used to
detect cell apoptosis． Western blot was used to detect the expression of kinase B ( AKT) ，phosphorylated AKT ( p-
AKT) ，phosphatidylinositol-3 kinase ( PI3K) and phosphorylated PI3K ( p-PI3K) protein in the HemECs． Results
Compared with the control group，the pH value of PAS gradually decreased in a dose-dependent manner． And

the concentration of active mediums such as NO －
3 ，H2O2 and O3 in PAS increased in a dose-dependent manner．

Compared with the control group，PAS significantly increased the level of ROS in HemECs，inhibited the prolifera-
tion and promoted the apoptosis． Compared with the control group，the expression of p-PI3K had no significant
change，and the expression of p-AKT had no significant change at 10 s． However，the expression of p-AKT de-
creased rapidly，when the processing time increased to 20 s，30 s，40 s，and 50 s． Conclusion PAS can inhibit
proliferation and promote apoptosis of HemECs． This effect is related to the increase of intracellular ROS level and
the down-regulation of AKT phosphorylation level．
Key words cold atmospheric plasma; plasma-activated solution; HemECs; activated oxygen species
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miR-223-3p通过抑制 VHL促进牙髓干细胞成骨分化的研究
陆蓓蓓，朱友明

摘要 目的 探讨 miR-223-3p通过抑制希佩尔林道( VHL)
基因促进人牙髓干细胞( hDPSCs) 成骨分化中的研究。方法
低氧诱导 DPSCs细胞 24 h( 氧浓度 1% ) 。通过 MTT实验
观察细胞增殖的变化。生物信息学预测 miR-223-3p的 miR-
NA，通过 luciferase验证 miR-223-3p与 VHL的关系。合成的
miR-223-3p 模拟物或 miR-223-3p 抑制剂转染至 DPSCs 细
胞，通过 qRT-PCR 和 Western blot 法检测 miR-223-3p、VHL、
HIF-1α、Runx2、BMP2 信使 RNA( mRNA) 和 VHL、HIF-1α 蛋
白的表达。结果 miR-223-3p 在低氧诱导的 DPSCs 细胞中
表达增多( P ＜ 0. 05) 。MTT 结果表明 miR-223-3p mimics 对
DPSCs细胞的增殖有促进作用 ( P ＜ 0. 05 ) 。且 miR-223-3p

通过靶向 VHL 3'-UTR 调控 VHL 的表达水平。qRT-PCR 和
Western blot 法检测 miR-223-3p 成功转染，显著促进 HIF-
1α、Runx2、BMP2 基因的表达 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论 miR-223-
3p通过抑制 VHL基因促进牙髓干细胞成骨分化。
关键词 人牙髓干细胞; 低氧诱导因子-1α; VHL; miR-223-
3p;成骨
中图分类号 R 782
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人牙髓干细胞 ( human dental pulp stem cells，
hDPSCs) 是人牙髓组织中具有自我更新功能的多能
细胞，可诱导分化为成骨细胞、神经细胞、成软骨细
胞和脂肪细胞［1］。微小 RNA( microRNA，miR) 是在
真核生物中内源性表达长度为 18 ～ 25 个核苷酸的
单链非编码 RNA。有研究［2］表明，miR-223-3p 上调
碱性磷酸酶( ALP) 活性，扩增矿化结节数量，上调牙
本质涎磷蛋白( DSPP) 和牙本质基质蛋白 1 ( DMP-
1) 的蛋白水平，促进 DPSCs成牙本质分化。低氧诱
导因子-1α ( hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α) 是
HIF-1 的活性单位，其调节数百个参与骨髓血管生
成、血管反应和动脉血管生成的基因的转录活
性［3］。HIF-1α 和希佩尔林道 ( Von Hippel-Lindau，
VHL) 基因是肿瘤低氧反应的关键调控因子，在肿瘤
血管生成和肿瘤侵袭中发挥重要作用。目前尚无文
献报道 HIF-1α、VHL 与 miR-223-3p 表达的关系。
在这项研究中检测 miR-223-3p 在低氧诱导 DPSCs
细胞中的表达，研究其对牙髓干细胞增殖能力的影

响，预测 miR-223-3p的结合靶点，并研究其与 miR-
223-3p的关系，检测 VHL 及 HIF-1α 基因在 DPSCs
细胞中的表达，探究 HIF-1α、VHL 与 miR-223-3p 的
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表达在牙髓干细胞成骨分化过程中的作用。

1 材料与方法

1． 1 主要材料
1． 1． 1 细胞来源 实验牙髓干细胞来源于临床收
集年轻因正畸需要拔除的健康前磨牙或阻生齿。
1． 1． 2 主要试剂 DMEM 培养基 ( 美国 Gibco 公
司) ，miR-223-3p模拟物( miR-223-3p mimics ) 、miR-
223-3p 抑制剂 ( miR-223-3p inhibitor ) 、乱序 RNA
( scrambled RNA) ( 上海吉玛制药技术有限公司) ，
胎牛血清( 美国 HyClone 公司) ，RNA 抽提试剂 TR-
Izol( 上海碧云天生物技术有限公司) ，实时荧光定
量 PCR ( quantitative real-time PCR，qRT-PCR) 试剂
盒( 日本 TaKaRa公司) ，Bradford蛋白浓度测定试剂
盒、RIPA裂解液( 上海碧云天生物技术有限公司) ，
反转录 ( reverse transcription，RT ) 试剂盒 ( 日本
TaKaRa公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 在无菌条件下，劈开牙齿，取出
牙髓并切成碎片。首先滴 1 滴培养液在培养皿中，
用消过毒的镊子把破碎的组织放入培养液。注意组
织铺平不要重叠。在盖玻片的 4 角涂上无菌凡士
林，轻轻地将盖玻片盖在组织上，使其贴壁生长; 不

要产生气泡。将 DPSCs 培养于含 10%胎牛血清的
DMEM培养基中，加入链霉素和青霉素，在 5%
CO2、饱和湿度、37 ℃培养箱中培养。培养 1 周后，
细胞爬出，待细胞长到汇合度 90% ～ 95%时进行传
代。实验所用牙髓干细胞为第 2 ～ 4 代。倒置显微
镜观察细胞生长情况，细胞传代后，每 3 d 换液 1
次。
1． 2． 2 低氧处理 DPSCs 细胞 DPSCs 细胞在含
10%胎牛血清的 DMEM 培养基中培养至对数生长
期后，低氧处理 DPSCs 细胞 24 h( O2 浓度 1%，CO2

浓度 5% ) 。
1． 2． 3 MTT法检测细胞增殖能力 取对数生长期
的 DPSCs 细胞，分为 miR 对照组和 miR-223-3p
mimics组，每孔 1 800 个细胞均匀接种于 96 孔板
上，每孔加 200 μl 培养基培养。每组设 4 个复孔，
倒置显微镜观察细胞。原则上细胞贴壁后，按时间
梯度添加 miR-223-3p mimics处理 DPSCs细胞，加入
20 μl MTT 溶液( MTT浓度为 5 g /L) ，5% CO2，37
℃继续孵育 4 h 后吸走上清液，每孔加入二甲基亚
砜( DMSO) 150 μl，摇床低速振荡 10 min，用酶联免
疫检测仪测定各孔吸光度值，绘制细胞生长曲线图。

1． 2． 4 qRT-PCR法测定目的基因 miR-223-3p、VHL
和 HIF-1α 以及成骨相关因子 ( Runx2、BMP2 ) 的
mRNA 的表达 总 RNA 提取及 cDNA 合成: TRIzol
法提取细胞总 RNA，测浓度后，放在冰上待用。再
进行逆转录获得 cDNA，置 － 20 ℃保存备用。qRT-
PCR法检测 miR-223-3p、VHL 和 HIF-1α 以及成骨
相关因子( Runx2、BMP2 ) 的 mRNA 的相对表达水
平，设计合成经 GenBank 检索的 miR-223-3p、VHL、
HIF-1α、Runx2、BMP2 的引物。扩增条件为 94 ℃预
变性 2 min，94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 1 min，72 ℃
延伸 2 min，共 35 个循环。反应结束后，用琼脂糖凝
胶电泳检测 PCR反应产物，并在紫外灯下观察电泳
带并拍照。
1． 2． 5 Western blot 法检测 HIF-1α 蛋白以及 VHL
蛋白的表达 收集细胞 RIPA 冰上裂解 40 min( 加
入蛋白酶抑制剂) ，每隔 5 min，摇匀 1 次。于 4 ℃、
12 000 r /min 离心 15 min。取上清液到新管中，
BCA 法测定蛋白质浓度，加入等体积 2 × SDS 蛋白
上样缓冲液，95 ℃煮 15 min。使用 12%的 SDS-聚
丙稀酰胺凝胶，用湿式电转移法把蛋白转移到

PVDF 膜。TBST 冲洗 5 次，每次 8 min，用含 5%脱
脂奶粉的 TBST 溶液孵育一抗，4 ℃过夜。一抗稀释
比例 β-actin 1 ∶ 500，HIF-1α 1 ∶ 200，VHL 1 ∶ 1 000。
第 2 天在室温下孵育二抗 1 h 后 TBST 洗涤 5 次，每
次 8 min。二抗用 TBST 稀释1 ∶ 5 000。配制新鲜
HRP底物( A液和 B液 1 ∶ 1 混合，避光) ，在化学发
光检测仪上曝光检测。β-actin为内参。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 20. 0 软件进行分析，
实验数据使用�x ± s表示，两组间比较采用 t检验，以
P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 miR-223-3p 在低氧诱导的 DPSCs 中的表达
增多 低氧诱导 DPSCs细胞 24 h( O2 浓度 1%，CO2

浓度 5% ) ，并选择常氧下培养 24 h( O2 浓度 21%，
CO2 浓度 5% ) 的 DPSCs细胞作为 Ctr组。24 h后提
取细胞总 RNA，收集蛋白。应用 qRT-PCR 以及
Western blot 方法检测低氧诱导组与 Ctr 组的 miR-
223-3p mRNA 相对表达水平以及 HIF-1α 蛋白的表
达。结果表明低氧诱导组 DPSCs 细胞中 miR-223-
3p mRNA相对表达水平明显高于 Ctr组 DPSCs细胞
( 图 1A) ，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。用 West-
ern blot 方法检测 2 组 DPSCs细胞 HIF-1α蛋白表达
水平。正常情况下，HIF-1α 蛋白在 DPSCs细胞中的
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表达较低。低氧诱导 DPSCs 细胞 24 h ( O2 浓度

1%，CO2 浓度 5% ) ，HIF-1α 蛋白表达明显增多( 图
1B) 。

图 1 miR-223-3p在低氧诱导的 DPSCs中的表达
A: 2 组 DPSCs细胞中 miR-223-3p mRNA 相对表达水平; B: 2 组

DPSCs细胞 HIF-1α蛋白表达水平;与 Ctr组比较: * P ＜ 0． 05

2． 2 miR-223-3p靶向调控 VHL
2． 2． 1 筛选 miR-223-3p靶向作用的基因 通过生
物信息学的方法，在 targetscan 上对 miR-223-3p 的
潜在结合位点进行预测，显示 miR-223-3p 潜在靶向
VHL 3'-UTR 146 ～ 152 位之间的碱基( 图 2) 。

图 2 miR-223-3p潜在靶向 VHL 3'-UTR 146 ～ 152 位之间的碱基

2． 2． 2 荧光报告基因验证 miR-223-3p 靶向调控
VHL 为进一步证明上述观点，该实验将野生型
VHL( wt-VHL) 与突变型 VHL ( mut-VHL) 的 3'UTR
区与双荧光报道载体 pmirGLO 连接。将重组载体
与 miR-223-3p mimics 或 scramble RNA 两两组合共
转染到 hDPSCs细胞中，比较各组荧光信号的强弱。
结果( 图 3) 显示，mut-VHL和 miR-223-3p mimics共
转染细胞后，细胞的荧光信号值与 mut- VHL 和
scramble RNA 共转染组相比无明显变化，而将 wt-
VHL和 miR-223-3p mimics 共转染细胞后的荧光信
号值与 wt- VHL 和 scramble RNA 共转染组比较显
著降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。即与 miR 对照组相比，miR-
223-3p显著抑制了野生型报告基因的相对活性，但
没有抑制突变型报告基因的相对活性。
2． 2． 3 细胞学验证 miR-223-3p靶向调控 VHL 将
miR-223-3p mimics在脂质体介导下转染至 DPSCs

图 3 luciferase 实验表明 miR-223-3p靶向作用于 VHL

与 miR对照组比较: * P ＜ 0. 05

细胞，并选择表达 scramble RNA的 DPSCs细胞作为
miR对照组。转染 48 h 后提取细胞总 RNA 和蛋
白，用 qRT-PCR 检测 miR-223-3p mimics 组及对照
组 DPSCs细胞中 miR-223-3p、VHL的 mRNA的表达
情况。结果表明，与 miR 对照组相比，表达 miR-
223-3p mimics 的 DPSCs 细胞中 miR-223-3p 的 mR-
NA 表达水平发生上调( 图 4A) ，VHL 的 mRNA 表
达水平发生下调( 图 4B) ( P ＜ 0. 05) 。通过Western
blot 方法检测 HIF-1α、VHL蛋白表达水平。结果表
明，与 miR 对照组相比，表达 miR-223-3p mimics 的
DPSCs细胞中 HIF-1α 蛋白的表达上调，VHL 蛋白
的表达下调( 图 4C) ( P ＜ 0. 05) 。
用 miR-223-3p inhibitor 反向验证 miR-223-3p

的作用，将 miR-223-3p inhibitor 在脂质体介导下转
染至 DPSCs细胞，并选择表达 scramble RNA 的 DP-
SCs细胞作为 miR 对照组。转染 48 h 后提取细胞
总 RNA和蛋白，用 qRT-PCR检测 miR-223-3p inhib-
itor组及对照组 DPSCs 细胞中 miR-223-3p、VHL 的
mRNA 的表达情况。结果显示，与 miR 对照组相
比，表达 miR-223-3p inhibitor的 DPSCs 细胞中 miR-
223-3p的 mRNA 表达水平发生下调( 图 5A) ，VHL
的 mRNA 表达水平发生上调( 图 5B) ( P ＜ 0. 05 ) 。
通过 Western blot 方法检测 HIF-1α、VHL 蛋白表达
水平。结果表明，与 miR 对照组相比，表达 miR-
223-3p inhibitor 的存在显著下调了 HIF-1α 蛋白的
表达水平，显著上调了 VHL 蛋白的表达( 图 5C) ( P
＜ 0. 05) 。
2． 3 miR-223-3p对细胞增殖的影响 将 miR-223-
3p mimics在脂质体介导下转染至 DPSCs细胞，并选
择表达 scramble RNA 的 DPSCs 细胞作为 miR 对照
组。转染 0、12、24、48、72 h 后，通过 MTT 实验检测
miR对照组和 miR-223-3p mimics 组 DPSCs 细胞增
殖能力。在培养 DPSCs细胞 72 h后，miR-223-3p
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图 4 转染后 2 组 miR-223-3p和 VHL的 mRNA 及 HIF-1α、VHL蛋白表达水平变化
A: miR对照组和 miR-223-3p mimics组的 miR-223-3p 表达情况; B: miR对照组和 miR-223-3p mimics组的 VHL mRNA 表达情况; C: miR对

照组和 miR-223-3p mimics组的 HIF-1α、VHL蛋白表达情况;与 miR对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 转染后 2 组 miR-223-3p和 VHL的 mRNA 及 HIF-1α、VHL蛋白表达水平变化
A: miR对照组和 miR-223-3p inhibitor组的 miR-223-3p 表达情况; B: miR对照组和 miR-223-3p inhibitor组的 VHL mRNA 表达情况; C: miR

对照组和 miR-223-3p inhibitor组的 HIF-1α、VHL蛋白表达情况;与 miR对照组比较: * P ＜ 0. 05

mimics组较 miR 对照组细胞增殖能力则明显升高
( 图 6) ，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。研究结果
表明 miR-223-3p可能促进 DPSCs细胞增殖能力。

图 6 miR-223-3p对细胞增殖的影响

与 miR对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 miR-223-3p 促进成骨相关因子 ( Runx2、
BMP2) 的 mRNA 的表达 将 miR-223-3p mimics
转染至 DPSCs 细胞，并选择表达 scramble RNA 的
DPSCs细胞作为 miR 对照组。分别于转染 0、1、4、
7、14、21 d后检测 miR-223-3p、VHL、HIF-1α 和 2 个

与成骨密切相关的基因。与 miR 对照组相比，随着
转染时间的增加，自第 4 天起 HIF-1α、Runx2 和
BMP2 的 mRNA表达显著增高，至第 21 天仍维持高
水平，而 VHL mRNA的表达水平自第 1 天起显著下
降，之后一直维持着低水平( P ＜ 0. 05 ) 。以上结果
显示，miR-223-3p、HIF-1α、Runx2、BMP2 的 mRNA
表达水平与转染时间呈正相关，VHL的 mRNA表达
水平与转染时间呈负相关。miR-223-3p 促进成骨
相关因子 ( HIF-1α、Runx2、BMP2 ) mRNA 的表达。
见图 7。

3 讨论

HIF-1 是一种异源二聚体，由两个亚基组成，即
O2 调节的 HIF-1α 亚基和组成性表达的 HIF-1β 亚
基［4］。正常氧浓度下，HIF-1α合成和降解的动态平
衡使 HIF-1α保持在低浓度，而在低氧条件下，HIF-
1α的降解被抑制并在细胞内积累。HIF-1 作为氧
信号通路的核心，其生物活性可受到多种低氧诱导

因子的调控，并影响其下游基因的转录。可以在整
个人类基因组的数千个位点形成活跃的转录复合

物，激活适应低氧的蛋白质的基因转录，包括促红细
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图 7 qRT-PCR分析目的基因转染
DPSCs后成骨相关基因和 miR-223-3p、

VHL、HIF-1α的表达
A: miR-223-3p; B: HIF-1α; C: Runx2;

D: BMP2; E: VHL;与 miR对照组比较: * P

＜ 0. 05

胞生成素( EPO) 、VEGF 和糖酵解酶等，促进机体对
低氧环境的适应。研究［5］显示在牙周膜干细胞
( periodontal ligament stem cells，PDLSCs ) 中敲除
VEGF 可降低成骨相关基因 RUNX2、碱性磷酸酶
( ALP) 和 I 型胶原 ( COL1 ) 的表达，低氧可增强
PDLSCs成骨早期 ALP、COL1 和骨钙素( OCN) 的表
达。

VHL是一个编码 pVHL 抑癌蛋白的抑癌基因，
pVHL参与 E3 泛素连接酶复合物( VCBC) 的组成，
VCBC 由 pVHL、延长蛋白 B、C 和 Cul2 蛋白等形
成［6］。常氧情况下，VCBC 可直接和 HIF-1α 经
pVHL结合，泛素化修饰后被蛋白酶体降解。低氧
环境中( 或者细胞缺乏 pVHL、) HIF-1α 积聚在细胞
核中并与 HIF-1β形成 HIF-1 二聚体，HIF-1 转录激
活 100 ～ 200 个促进适应低氧环境的基因 ［7］。有研
究［8］显示，泛素偶联酶 E2S ( ubiquitin-conjugating
enzyme E2S，UBE2S) 可通过泛素 －蛋白酶体系统和
VHL /HIF-1α /STAT3 途径增强上皮间充质转变
( epithelial-mesenchymal transition，EMT ) 。Frost et
al［9］首次揭示了一种有效的选择性化合物，一种名
为 VH298 的 VHL抑制剂，它为 HIF 靶向治疗增加
了一个新的维度。研究［10］表明 VH298 通过抑制羟
基化 HIF-1 泛素化途径有效地激活 HIF-1 信号通
路，显著增加成纤维细胞增殖、血管生成和 I 型胶
原- a2l1 ( Col1- a2l1 ) 、血管内皮生长因子 A
( VEGF-A) 和胰岛素样生长因子 1 ( IGF-1 ) 的基因
表达。
有研究［11］表明，miR-223-3p 通过靶向 SHOX2

抑制口腔鳞癌的增殖和转移。研究［12］通过检测 50
例口腔癌患者治疗前后血清 miR-223-3p 的变化，显

示血清中 miR-223-3p 的相对表达水平在研究中低
于对照组，治疗后 miR-223-3p 表达明显高于治疗
前。另有研究［13］显示，抑制 miR-223-3p 可在转录
水平和翻译水平显著降低 VEGFA 的表达，过表达
miR-223-3p可显著提高 VEGFR2 的表达。
该实验通过低氧诱导 DPSCs 细胞显示 miR-

223-3p的 mRNA 相对表达水平明显高于 Ctr 组，推
测 miR-223-3p可能与 HIF-1α的表达相关。通过生
物信息学的方法预测 miR-223-3p 的潜在结合靶点，
显示 miR-223-3p 可能靶向 VHL 3'-UTR 146 ～ 152
位的之间的碱基。且经 luciferase 实验表明，将 miR-
223-3p mimics转染至 DPSCs 细胞中，显示 VHL 的
mRNA 表达水平下调，HIF-1α 蛋白表达水平上调，
VHL蛋白表达水平下调; 而将 miR-223-3p inhibitor
转染至 DPSCs 细胞中，显示 VHL 的 mRNA 表达水
平上调，HIF-1α蛋白的表达水平显著下调，VHL 蛋
白表达水平上调。该研究表明 miR-223-3p 靶向
VHL 3'-UTR，抑制 HIF-1α 的降解使 HIF-1α 在细胞
内过表达。将 miR-223-3p mimics 成功转染后检测
miR-223-3p、VHL、HIF-1α和 2 个与成骨密切相关基
因的表达情况。初步证实了体外 miR-223-3p 通过
抑制 VHL基因促进 HIF-1α表达来促进牙髓干细胞
成骨分化，体外实验结果给体内动物实验的研究奠

定了基础。另有研究［14］通过构建慢病毒载体转染
DPSCs，结果显示其中突变组可以在常氧条件下稳
定表达 HIF-1α。在体外，HIF-1α通过促进 VEGF的
表达促进 DPSCs血管向分化。
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miR-223-3p promotes osteogenic differentiation of
dental pulp stem cells by inhibiting VHL

Lu Beibei，Zhu Youming
( School of Stomatology，Anhui Medical University，Laboratory of

Anhui Oral Disease Research Center，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of miR-223-3p on osteogenic differentiation of human dental pulp
stem cells ( hDPSCs) by inhibiting Von Hippel-Lindau ( VHL) gene． Methods Hypoxia induced hDPSCs for 24 h
( oxygen concentration 1% ) ． The changes of cell proliferation were observed by MTT assay． The miRNA of miR-
223-3p was predicted by bioinformatics，and the relationship between miR-223-3p and VHL was verified by lucifer-
ase． The expression of miR-223-3p mimics or miR-223-3p was transfected into DPSCs，and the expression of miR-
223-3p，VHL，hypoxia inducible factor-1α( HIF-1α) ，runt-related transcription factor 2( Runx2) ，bone morphoge-
netic protein 2( BMP2) mRNA，VHL，HIF-1α was detected by qRT-PCR and Western blot． Results miR-223-3p
increased in the hypoxic-induced DPSCs ( P ＜ 0. 05 ) ． The MTT results showed that miR-223-3p mimics promoted
the proliferation of DPSCs ( P ＜ 0. 05) ． Moreover，miR-223-3p regulated the expression level of VHL by targeting
VHL 3'-UTR． The transfection of miR-223-3p was detected by qRT-PCR and Western blot，which significantly pro-
moted the expression of HIF-1α，Runx2 and BMP2 genes ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion miR-223-3p promotes osteo-
genic differentiation of dental pulp stem cells by inhibiting VHL gene．
Key words human dental pulp stem cells; hypoxia inducible factor-1α; VHL; miR -223-3p; osteogenesis
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