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摘要 目的 通过慢病毒转染过表达 NFIC基因，研究 NFIC
在 cAMP信号通路促进根尖牙乳头干细胞(SCAPs)分化中
的作用。方法 采用酶消化法培养 SCAPs，将 SCAPs分别于
普通矿化诱导液(对照组)、cAMP信号通路激动剂(Forskolin
组)、转染空病毒载体协同 Forskolin (Forskolin + LV-empty

组)、转染过表达 NFIC慢病毒协同 Forskolin (Forskolin + ov-
NFIC组)的矿化诱导液中培养。矿化诱导 10 d 后茜素红染
色检测各组矿化结节形成情况，QPCＲ 法检测 7 d Ｒunt 相关
基因 2(ＲUNX2)、碱性磷酸酶(ALP)、骨钙素(OCN)mＲNA
的表达。结果 Forskolin作用 SCAPs后矿化结节形成增多，

相关矿化基因表达增高，而 Forskolin + ov-NFIC 组矿化结节
进一步增多，矿化基因表达进一步上调。结论 转录因子
NFIC能够促进 cAMP信号通路介导的 SCAPs分化。
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根尖牙乳头干细胞( stem cells from the apical
papilla，SCAPs)是一种成体间充质干细胞，位于牙根
尚未完全发育成形的恒牙根尖周组织中，能分化为

成牙本质细胞，形成牙根部牙本质
［1］。环磷酸腺苷

(cyclic adenosine monophosphate，cAMP)是一种重
要的细胞内信号分子，通过一系列作用调控相关目

的基因表达，在细胞的增殖、分化、凋亡等生命过程
中发挥了重要作用

［2］。课题组前期研究［3 － 4］
显示，

cAMP信号通路能够促进 SCAPs 增殖和成牙 /成骨
分化。核因子 I-C(nuclear factor I-C，NFIC)是 NFI
家族成员之一，是一种编码位置特异性的转录因

子
［5］。研究［6］表明，增强 SCAPs细胞 NFIC 活性，能
够促进其增殖和成牙 /成骨分化。该实验通过慢病
毒转染过表达 NFIC 基因，研究 NFIC 在 cAMP 信号
通路调控 SCAPs分化中的作用。

1 材料与方法

1． 1 材料 CO2 培养箱(美国 Thermo 公司);超净

工作台(苏州净化设备有限公司);倒置相差显微镜

及照相系统(德国 Leica 公司);实时定量基因扩增
荧光检测(QPCＲ) 仪(美国 Agilent 公司);α-MEM
培养基、胎牛血清(美国 Gibco 公司);Ⅰ型胶原酶、
分散酶、Forskolin、茜素红(美国 Sigma 公司);过表
达 NFIC慢病毒(ov-NFIC)、空载体病毒(LV-empty)
(上海吉玛公司);TＲIzol (美国 Invitrogen 公司);
ＲNA 提取及逆转录试剂盒、QPCＲ 试剂盒(日本
TaKaＲa公司);Ｒunt相关基因 2(Ｒunt － related tran-
scription factor 2 ，ＲUNX2)、碱性磷酸酶( alkaline
phosphatase，ALP)、骨钙素(osteocalcin，OCN)、β-ac-
tin引物(上海生工公司)。
1． 2 SCAPs 的分离培养 收集 14 ～ 20(16. 57 ±
0. 84)岁患者因阻生或正畸需要拔除的牙根尚未发
育完成、健康的第 3 磨牙(由安徽医科大学附属口
腔医院外科门诊提供，已获患者知情同意)。收集
的牙齿于无菌条件下剥离位于根尖部的牙乳头组

织，PBS 冲洗后将根尖乳头剪成 1 mm × 1 mm × 1
mm左右大小的组织块，加入含 I 型胶原酶(3 mg /
ml)和分散酶(4 mg /ml)的消化液中消化，收集细胞
及消化松散的组织块，接种于 6 孔板，加入含 20%
胎牛血清的 α-MEM培养基，置于 37 ℃、5% CO2 恒

温培养箱中培养，每 3 ～ 4 d换液 1 次。待细胞长至
80% 汇合时，胰蛋白酶消化传代培养，取第 3 ～ 5 代
细胞用于实验。
1． 3 病毒转染和实验分组 培养所得的细胞以 2
×105
个 /孔接种于 6 孔板，待细胞汇合至 30% ～

40%时，更换含 ov-NFIC 慢病毒(MOI = 40)或 LV-
empty(MOI = 1)的 α-MEM 培养基，病毒转染 12 ～
16 h 后，更换培养液为相应的矿化诱导液。实验分

·091· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Feb; 52( 2)



为 4 组:对照组，即正常矿化诱导液(α-MEM、10%
FBS、10 mmol /L β-甘油磷酸钠、50 μg /ml 维生素 C、
10 nmol /L 地塞米松) 作用; Forskolin 组，含 10
μmol /L Forskolin(cAMP信号通路激动剂)的矿化诱
导液刺激;Forskolin + LV-empty组，转染空病毒载体
的 Forskolin 刺激;Forskolin + ov-NFIC 组，转染 ov-
NFIC病毒的 Forskolin刺激。
1． 4 茜素红染色检测矿化结节形成情况 各组矿
化诱导培养 10 d后，4%多聚甲醛溶液固定 10 ～ 15
min，PBS漂洗 3 ～ 5 次，2 %茜素红(pH 4. 34)室温
避光染色 30 ～ 45 min，蒸馏水清洗干净。倒置显微
镜下观察矿化结节形成情况。10%氯化烷基十六吡
啶(CPC)溶解钙结节，酶标仪 562 nm波长测定相应
的吸光度值，定量分析各组矿化结节含量。实验重
复 3 次。
1． 5 QPCＲ法检测矿化相关基因表达情况 实验
各组矿化诱导刺激 7 d后，加入 TＲIzol裂解细胞，提
取总 ＲNA，测定 ＲNA 浓度和纯度。使用反转录试
剂盒，将 500 ng ＲNA 逆转录为 cDNA，反转录产物
用 QPCＲ试剂盒进行分析，反应体系(Taq Ⅱ 10. 0
μl，Dye Ⅱ 0. 4 μl，dH2O 6. 0 μl，PCＲ 上游引物各
0. 8 μl，cDNA 2. 0 μl)和反应条件(95 ℃、120 s;
PCＲ反应: 95 ℃、5 s，60 ℃、15 s，72 ℃、20 s，循环
40 次;溶解曲线分析: 95 ℃、30 s，55 ℃、30 s，95
℃、30 s)。实验重复 3 次。引物序列见表 1。

表 1 QPCＲ检测所用引物名称及序列

基因名称 引物序列(5'-3')
β-actin F:GCCAAGTGGGTGGTATAGAGG

Ｒ:GTGGGATGGTGGGTGTAAGAG
ＲUNX2 F:CGCCTCACAAACAACCACAG

Ｒ:ACTGCTTGCAGCCTTAAATGAC
ALP F:CCACGTCTTCACATTTGGTG

Ｒ:AGACTGCGCCTGGTAGTTGT
OCN F:ATGAGAGCCCTCACACTCCT

Ｒ:CTTGGACACAAAGGCTGCAC

1． 6 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
数据以珋x ± s表示。数据比较采用 t检验或单因素方
差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 牙乳头干细胞的体外培养 取新鲜拔除的根
尖孔尚未闭合的第 3 磨牙，分离位于根尖部的根尖
牙乳头组织(图 1A);采用酶消化法进行原代培养
至 7 d左右，组织块边缘游出细胞，倒置显微镜下观

察细胞呈梭形、成纤维细胞样结构(图 1B)。

图 1 原代培养人 SCAPs

A:分离的根尖牙乳头组织(箭头); B:培养7 d左右组织块周围

长出细胞 × 40

2． 2 NFIC在 Forskolin促进 SCAPs矿化结节形成
中的作用 茜素红染色结果显示，矿化诱导 10 d
后，实验各组均能形成矿化结节。与对照组比较，
Forskolin作用 SCAPs 后矿化结节形成增多，同时过
表达 NFIC基因后增强了 Forskolin对 SCAPs矿化结
节形成能力的促进作用(图 2)。矿化结节定量分析
结果与茜素红染色结果一致(对照组: 1. 048 ±
0. 063，Forskolin 组:1. 314 ± 0. 001，Forskolin + LV-
empty 组: 1. 264 ± 0. 028，Forskolin + ov-NFIC 组:
1. 671 ± 0. 048，F = 38. 23，P = 0. 03)。
2． 3 NFIC在 Forskolin促进 SCAPs矿化基因表达
中的作用 QPCＲ 检测结果显示，Forskolin 作用
SCAPs后，7 d ＲUNX2、ALP、OCN mＲNA表达较对照
组升高;过表达 NFIC协同 Forskolin 作用后，这些矿
化基因的表达进一步上调:ＲUNX2 组(F = 65. 15，P
= 0. 042)、ALP组(F = 22. 44，P = 0. 036)、OCN 组
(F = 20. 44，P = 0. 046)。见图 3。上述结果表明，
转录因子 NFIC能够增强 Forskolin对 SCAPs分化的
促进作用。

3 讨论

年轻恒牙发生根尖周病变，进行牙髓血运重建

治疗后，牙根可以继续发育，根尖孔闭合，说明

SCAPs在继续牙根发育中发挥着重要作用［7］。同时
动物实验

［8］
也表明，将 SCAPs 结合支架材料植入到

免疫缺陷小鼠皮下，SCAPs 可以分化为成牙本质样
细胞，并形成牙本质样结构。因此，SCAPs可以作为
牙组织工程重要的种子细胞，对于促进牙髓牙本质

再生具有潜在的临床价值。
本实验研究显示，通过 Forskolin 活化 cAMP 信

号通路后，促进 SCAPs 细胞矿化结节形成，同时过
表达 NFIC基因进一步增强 Forskolin的促进作用。
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图 2 NFIC在 Forskolin促进 SCAPs矿化结节形成中的作用
A:实验各组矿化诱导 10 d，茜素红染色后肉眼观察;B:显微镜下观察矿化结节形成情况 × 40;C:矿化结节定量分析;1:对照组;2: Fors-

kolin组;3: Forskolin + LV-empty组;4: Forskolin + ov-NFIC组;与对照组比较: * P ＜ 0. 05 ，＊＊P ＜ 0. 01; 与 Forskolin组比较:#P ＜ 0. 05

图 3 NFIC在 Forskolin促进 SCAPs矿化基因表达中的作用
A:ＲUNX2 mＲNA;B: ALP mＲNA;C: OCN mＲNA;1:对照组;2: Forskolin组;3: Forskolin + LV-empty组;4: Forskolin + ov-NFIC组;与对照组

比较: * P ＜ 0. 05 ，＊＊P ＜ 0. 01; 与 Forskolin组比较:#P ＜ 0. 05

ＲUNX2 是重要的成骨分化转录因子，在早期成骨分
化起到决定性作用

［9 － 10］，同时 ALP是成骨分化早期
标志物

［11］，OCN是成骨分化晚期阶段成骨细胞分泌
的重要蛋白

［12］。通过 QPCＲ 法检测这些矿化基因
表达结果表明，Forskolin 上调 ＲUNX2、ALP、OCN
mＲNA的表达，这种促进作用被过表达 NFIC 进一
步增强，说明转录因子 NFIC 与 Forskolin 在调控
SCAPs分化中可能起到了协同促进作用。
转录因子环磷腺苷效应元件结合蛋白(CＲEB)

作为 cAMP信号通路重要的下游信号分子，对于调
控基因转录起到了重要作用

［13］。Crawford et al ［14］

研究发现，磷酸烯醇丙酮酸羧激酶基因启动子上

NFI结合位点(P1 位点)与 CＲE位点邻近，因此 NFI
可能与结合到 CＲE的蛋白存在相互作用关系;进一
步研究显示 NFI 与 CＲEB 相互作用可能通过改变
DNA结合形式。信号通路之间存在着错综复杂的
串扰关系，有研究

［15］
报道在转化生长因子 β1

( transforming growth factor-β1， TGF-β1 ) 调 控 的
SCAPs成牙 /成骨分化中，NFIC 起到了负性调控作
用。此外，Liu et al［16］研究发现在心脏成纤维细胞，

cAMP信号通路抑制 TGF-β 刺激的胶原合成。Oer-
lecke et al［17］研究发现在乳腺癌细胞，cAMP 可以促
进 TGF-β 介导的基因表达，作用机制是通过上调
TβＲⅠ表达，促进 Smad3 磷酸化。说明 TGF-β 信号
通路与 cAMP信号通路、转录因子 NFIC都存在相互
作用关系，因此推测 cAMP信号通路与 NFIC也可能
相互作用。本研究显示转录因子 NFIC 与 cAMP 信
号通路在调控 SCAPs 分化中存在相互作用关系，
NFIC可能通过影响 CＲEB 表达直接参与 cAMP 信
号通路调控的 SCAPs 分化，也可能通过影响 TGF-β
信号通路而间接作用 cAMP 信号通路，但其具体机
制还需要进一步研究。
综上所述，转录因子 NFIC参与调控 cAMP信号

通路介导的 SCAPs分化，起到了协同促进的作用。
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Ｒole of NFIC on cAMP-mediated diferentiation of
stem cells from the apical papilla

Liang Yan，Zhang Jing，Li Song
(Stomatologic College of Anhui Medical University，The Affiliated Stomatological Hospital of

Anhui Medical University，Key Laboratory of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the role of NFIC on the stimulation effects of cAMP-induced differentiation of
stem cells from the apical papilla (SCAPs) in vitro． Methods SCAPs isolated from dental papilla of human imma-
ture third molars were cultured by enzyme digestion． SCAPs were transfected with lentivirus that overexpressed NF-
IC gene (ov-NFIC) or an empty vector (LV-empty) and co-treatment with Forskolin． Mineralized nodule formation
of each group was measured by alizarin red staining． Quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain
reaction was performed to test the expressions of ＲUNX2，ALP，OCN mＲNA． Ｒesults Forskolin increased the ex-
pression of Ｒunx2，ALP，OCN mＲNA as well as matrix mineralization in SCAPs，and the stimulation effects of For-
skolin were enhanced by overexpressing NFIC gene． Conclusion The results indicate that NFIC can promote
cAMP-induced differentiation of SCAPs．
Key words stem cells from the apical papilla; cAMP; NFIC; differentiation
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