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摘要　 目的　 研究 Ｌｉｎ２８ 过表达通过哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（ｍＴＯＲ）信号通路对人牙髓干细胞（ｈＤＰＳＣｓ）增殖和成

骨分化的影响。 方法 　 通过慢病毒介导稳定转染 Ｌｉｎ２８ 基

因到 ｈＤＰＳＣｓ 中，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｌｉｎ２８ 相对表达量。 ＣＣＫ⁃８
法检测 Ｌｉｎ２８ 过表达对细胞增殖活性的影响；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检

测成骨相关基因碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、骨桥素（ＯＰＮ）和骨钙素

（ＯＣＮ）的 ｍＲＮＡ 相对表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＡＬＰ 和

ＯＰＮ 的蛋白表达水平；茜素红染色检测细胞矿化能力。 结果

　 与对照组比较，转染组增殖能力增强（Ｐ ＜ ０. ０５）；转染组

ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著低于对照组（Ｐ
＜ ０. ０５）；茜素红染色结果显示转染组形成的矿化结节大小

与数目均显著低于空载体组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 加入 ｍＴＯＲ 抑制

剂雷帕霉素（ ｒａｐａｍｙｃｉｎ）后，ＡＬＰ 和 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达水平降

低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 过表达 Ｌｉｎ２８ 的同时加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ，相比对

照组 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组，ＯＰＮ 和 ＯＣＮ 的表达增强（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结

论　 Ｌｉｎ２８ 过表达可能部分通过 ｍＴＯＲ 信号通路抑制成骨分

化。
关键词　 Ｌｉｎ２８ 基因；哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；人牙髓干细

胞；增殖；成骨分化
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　 　 作为牙髓组织中一类来源于神经嵴的成体干细

胞［１］，牙髓干细胞（ｄｅｎｔａｌ ｐｕｌｐ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＤＰＳＣｓ）可
作为组织工程应用的理想种子细胞［２］。 研究［３］ 表

明，在生长因子、受体分子、基因调节和机械刺激等

的作用下，人牙髓干细胞（ ｈｕｍａｎ ｄｅｎｔａｌ ｐｕｌｐ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ， ｈＤＰＳＣｓ）可分化为成骨细胞、脂肪细胞、成牙

本质细胞以及神经细胞等，对于组织工程学治疗发

挥着至关重要的调控作用。
　 　 ＤＰＳＣｓ 在细胞增殖过程中的干性受到影响，限
制了其在组织工程中的应用，因此，如何优化 ＤＰＳＣｓ
的干性至关重要。 Ｌｉｎ２８ 可通过调控微小 ＲＮＡ（ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ， ｍｉＲＮＡ）的成熟及稳定对干细胞性能进行

调节［４ － ６］。 近年来，研究［７ － ８］发现，哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信
号通路在调节 ＤＰＳＣｓ 的增殖分化方面发挥着重要

作用。 但关于 Ｌｉｎ２８ 调控 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖与分化是

否涉及 ｍＴＯＲ 信号通路的相关研究甚少，该课题将

探究 Ｌｉｎ２８ 对 ＤＰＳＣｓ 增殖与分化的影响及其作用机

制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与设备　 ① 试剂：Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇ⁃
ｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）；０. ２５％ 胰蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ，Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；α⁃ＭＥＭ 培养基、胎牛血

清、ＰＢＳ 缓冲液 （Ｇｉｂｃｏ，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美
国）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（碧云天生物试剂有限公司，上
海）；茜素红钙染色试剂盒（Ｇｅｎｍｅｄ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｓ ＩＮＣ，
美国）；兔抗 ＩｇＧ、鼠抗 ＩｇＧ（Ｔｒａｎｓ 有限公司，苏州）；
ＲＮＡ 裂解液、ＲＩＰＡ 裂解液（碧云天生物技术有限公

司，上海）；ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒（碧云天生物技术

有限公司，上海）；逆转录试剂盒、 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｇＴＭ试剂盒（Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ，日本）。 ② 设备：荧光倒

置显微镜（Ｔｅｎｅｏ ＶＳ，ＦＥＩ，美国）；５％ ＣＯ２ 细胞培养

箱、高速冷冻离心机、ＰＣＲ 仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆ⁃
ｉｃ，美国）；Ｔａｎｏｎ４５００ 凝胶成像系统（上海天能科技

有限公司，上海）；酶标仪（Ｂｉｏｔｅｋ，美国）；电泳仪、电
泳转印系统（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ，美国）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 ｈＤＰＳＣｓ 的分离和培养　 收集来自徐州市口

腔医院 １６ ～ ２５（１９. ８１ ± ２. ８３）周岁患者（知情同意）
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因阻生或正畸拔除的新鲜完整无龋坏的前磨牙或第

三磨牙，获得徐州医科大学伦理委员会批准（伦理

编号：２０２２０７Ｓ１２５）。 在无菌操作台中，对牙齿进行

消毒冲洗，凿开牙齿，取出牙髓组织，０. ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ 反复冲洗，放至含有 ３. ３ ｍｇ ／ ｍｌ 浓度胶原酶的

ｅｐ 管中，无菌手术剪剪碎，放入 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养

箱中消化 ４０ ｍｉｎ 后，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，
加入 １０ ％胎牛血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基重悬，接种于

培养皿。 每隔 ３ ｄ 更换一次新鲜培养基继续培养。
约 １ ～ ２ 周显微镜下可见细胞从组织块中爬出，当细

胞汇合至 ８０ ％时按 １ ∶ ４ 比例传代或冻存，以备后

续实验使用。 （见图 １）。

图 １　 原代 ｈＤＰＳＣｓ的分离培养

　 　 Ａ：新鲜完整无龋坏的第三磨牙；Ｂ：培养 １ ～ ２ ｗ 长梭形细胞从

组织块中爬出 × １０

１． ２． ２　 实验分组　 取对数生长期的第 ３ 代 ｈＤＰＳＣｓ
进行实验，以下是本实验的设计及分组：第一部分实

验：探索 Ｌｉｎ２８ 过表达对 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖与分化的影

响。 将第 ３ 代 ｈＤＰＳＣｓ 随机分为两组：①Ｌｉｎ２８ 慢病

毒转染的过表达组（Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ⁃Ｌｉｎ２８，即 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８），
②转染空载体的对照组（Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ⁃ＮＣ，即 ＬＶ⁃ＮＣ）。
第二部分实验：进一步探索影响 ｈＤＰＳＣｓ 增殖与分

化的机制是否涉及 ｍＴＯＲ 信号通路。 采用 ｍＴＯＲ
信号通路抑制剂 ｒａｐａｍｙｃｉｎ，寻找对 ｍＴＯＲ 信号通路

抑制的最佳浓度，将细胞随机分为 ６ 组：①正常对照

组；②１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组；③５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙ⁃
ｃｉｎ 组；④１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组；⑤９００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａ⁃
ｐａｍｙｃｉｎ 组；⑥１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组。 选取最佳抑

制浓度进行后续实验，随机分为两组：①１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组；②不加抑制剂的正常对照组 ｃｏｎｔｒｏｌ
组。 探究抑制 ｍＴＯＲ 通路后对细胞增殖和成骨分

化能力的影响。 第三部分实验：根据第二部分实验

可得出 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 的最佳浓度，研究 Ｌｉｎ２８ 与 ｒａｐａｍ⁃
ｙｃｉｎ 共同作用对 ｈＤＰＳＣｓ 增殖及分化的影响，将细

胞随机分为 ４ 组：①ＬＶ⁃ＮＣ ＋ ＤＭＳＯ 组；②ＬＶ⁃ＮＣ ＋
１０ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组；③ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ ＋ ＤＭＳＯ 组；④
ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ ＋ １０ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组。
１． ２． ３　 慢病毒转染　 构建慢病毒包装的 Ｌｉｎ２８ 基

因过表达载体。 通过前期实验确定最适慢病毒感染

复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）及嘌呤霉素（Ｐｕ⁃
ｒｏｍｙｃｉｎ）最佳筛选浓度，以达到最显著实验效果。
将第 ３ 代 ｈＤＰＳＣｓ 接种于 ２４ 孔板中，按 ＭＯＩ 值 ＝
２００ 加入慢病毒，转染 ２４ ｈ 后更换为含 １ μｇ ／ ｍｌ 嘌
呤霉素的新鲜培养基筛选稳转细胞株，转染 ７２ ｈ 后

荧光显微镜下观察细胞转染效率并及时更换新鲜培

养基。 稳转细胞株于转染后 ７２ ｈ 进行收集，通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 Ｌｉｎ２８ 基因的转染效率。 （ Ｆ ＝
１２. ２２３，见图 ２，３）。

图 ２　 Ｌｉｎ２８ 慢病毒转染 ｈＤＰＳＣｓ ×１０
Ａ：明场显微镜下；Ｂ：荧光显微镜下

图 ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｈＤＰＳＣｓ中 Ｌｉｎ２８ ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＮＣ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

１． ２． ４　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖活性　 按前述分组，将
对数生长期的第 ３ 代 ｈＤＰＳＣｓ 按 ２ × １０３ 个 ／孔密度

接种于 ９６ 孔板中，分别培养至 ２４、４８、７２ ｈ 时加入

１０ μｌ ／孔 ＣＣＫ⁃８ 试剂，培养箱静置温育 ２ ｈ，酶标仪

检测 ４５０ ｎｍ 处吸光度值（ＯＤ４５０ｎｍ），各孔 ＯＤ４５０ｎｍ代

表该孔 ｈＤＰＳＣｓ 增殖活性。 实验重复 ３ 次，以对照

组为参照进行统计学分析。
１． ２． ５　 实时定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测

目的基因表达水平　 按实验分组设计，将对数生长

期的第三代 ｈＤＰＳＣｓ 按 ２ × １０５ 个 ／孔密度接种于 ６
孔板，培养 ７２ ｈ 后提取细胞总 ＲＮＡ。 每孔加入 １ ｍｌ
ＲＮＡ 裂解液冰上裂解 ５ ｍｉｎ，提取细胞样本总 ＲＮＡ，
分光光度仪检测 ＲＮＡ 浓度及纯度，选择 ＲＮＡ 纯度

（Ａ２６０ ｎｍ ／ Ａ２８０ ｎｍ）介于 １. ８ ～ ２. １ 的样本进行后
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续实验步骤。 参照 ＴＡＫＡＲＡ 反转录试剂盒说明书

将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ，并根据 ＳＹＢＲ ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｇＴＭ试剂盒说明以 ｃＤＮＡ 为模板配置 ２０ μｌ 反应体

系，设置预变性 ９５ ℃、３０ ｓ，１ 个循环，ＰＣＲ 反应 ９５
℃、５ ｓ，６０ ℃、３０ ｓ，４０ 个循环的反应程序。 每个样

本设置 ３ 个复孔，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，采用 ２（ － ΔΔＣｔ） 法

进行标准化校正，检测 Ｌｉｎ２８、ＡＬＰ、ＯＰＮ 及 ＯＣＮ ｍＲ⁃
ＮＡ 的相对表达量。 引物由上海捷瑞生物工程有限

公司设计合成（见表 １）。

表 １　 引物序列表（５′ －３′）

基因 序列（５′⁃３′）
Ｌｉｎ２８ Ｆ： ＧＣＡＣＣＡＧＡＴＡＡＧＣＴＧＣＡＣＡ

Ｒ： ＧＡＡＴＡＧＣＣＣＣＣＡＣＣＣＡＴＴＧＴ
ＡＬＰ Ｆ： ＧＴＣＡＣＴＣＣＴＧＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴ

Ｒ： ＣＴＴＴＣＣＡＧＡＧＣＣＴＴＣＣＡＣＡＧ
ＯＰＮ Ｆ： ＧＣＣＧＴＧＧＧＡＡＧＧＡＣＡＧＴＴＡＴ

Ｒ： ＧＣＴＣＡＴＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＴＴＧＧ
ＯＣＮ Ｆ： ＴＧＡＧＡＧＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＣＴＣ

Ｒ： ＡＣＣＴＴＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＧＣＡＣ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ

Ｒ： ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ

１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测目的蛋白表达水平　 细

胞样本用预冷 ＰＢＳ 洗涤后加入 ＲＩＰＡ 裂解液 （含

０. ０１ ％ ＰＭＳＦ）冰上裂解 １０ ｍｉｎ，提取细胞样本总蛋

白，ＢＣＡ 法定量测定蛋白浓度。 按 １ ／ ４ 蛋白样品量

加入 ＳＤＳ⁃蛋白上样缓冲液 １００ ℃、５ ｍｉｎ 煮沸变性；
根据蛋白分子量大小配置适宜浓度十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶，将蛋白电泳分离并

转移到 ＰＶＤＦ 膜上；５ ％ 脱脂牛奶封闭膜上非特异

性结合位点，室温摇床 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，１０ ｍｉｎ ／
次；分别加入 Ｌｉｎ２８ 抗体、ＡＬＰ 抗体、ＯＰＮ 抗体（１ ∶
１ ０００ 稀释）４ ℃孵育过夜；第二天（ｄ），ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗（１ ∶
１０ ０００ 稀释），室温摇床孵育 １. ５ ｈ；然后 ＴＢＳＴ 洗涤

３ 次，避光配置 ＥＣＬ 发光液，Ａ 液、Ｂ 液按 １ ∶ １ 吹打

混匀滴于 ＰＶＤＦ 膜上蛋白标记位置，待显影，使用

Ｔａｎｏｎ４５００ 成像系统进行曝光并可视化印迹。 以内

参 β⁃ａｃｔｉｎ 的灰度值为标准，利用 Ｉｍａｇｅ． Ｊ 软件对

Ｌｉｎ２８ 蛋白的表达水平进行分析，计算目的蛋白相

对表达量。
１． ２． ７　 成骨诱导及茜素红染色　 按前述分组将第

３ 代 ＤＰＳＣｓ 以密度为 ２ × １０５ ／孔接种于在六孔板中，
培养至汇合度达 ８０ ％时，改用新鲜配置的成骨诱导

液（含 １０ ％ ＦＢＳ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸钠，５０ μｇ ／
ｍＬ 维生素 Ｃ，０. １ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松）分别诱导 ７、

１４、２１ ｄ，ＰＢＳ 洗涤，加入 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 茜素红染液 １
ｍｌ，室温静置 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤至呈淡红色，倒
置显微镜下察看、拍摄。

图 ４　 Ｌｉｎ２８ 过表达对 ｈＤＰＳＣｓ 增殖的影响

与 ＬＶ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

１． ３　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２７. ０ 进行统计学分

析，实验所得数据用 �ｘ ± ｓ 表示，采用 ｔ 检验进行两两

比较，单因素方差分析及 ＳＮＫ 法进行多组间比较，
以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｌｉｎ２８ 过表达对 ｈＤＰＳＣｓ 增殖活性的影响 　
ＣＣＫ⁃８ 结果表明：与 ＬＶ⁃ＮＣ 组相比，ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组的

ＯＤ４５０ｎｍ值在 ２４ 、４８ 、７２ ｈ 三个时间点呈逐渐上升趋

势，且 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组的 ＯＤ４５０ｎｍ值明显高于 ＬＶ⁃ＮＣ 组，
差异有显著性意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 提示 Ｌｉｎ２８ 基因过

表达促进了 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖活性。 （见图 ４）。
２． ２　 Ｌｉｎ２８ 过表达对 ｈＤＰＳＣｓ 成骨分化能力的影

响　 在 ｈＤＰＳＣｓ 成骨诱导后的第 ２１ ｄ 对细胞样本进

行茜素红染色，并检测各组细胞成骨相关基因及蛋

白的表达水平。 如图 ５Ａ 所示，在相同条件下进行

成骨诱导，染色后于倒置显微镜下观察到 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８
组形成橘红色矿化结节的大小与数目均显著低于

ＬＶ⁃ＮＣ 组；采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法对细胞成骨相关基因进

行检测，可见 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组 ＡＬＰ，ＯＰＮ，ＯＣＮ ｍＲＮＡ 相

对表达水平均显著低于 ＬＶ⁃ＮＣ 组，差异显著（０. ０７５
± ０. ００５； ０. ２７９ ± ０. １２３； ０. ２０７ ± ０. ０１５； Ｐ ＜ ０. ０５，
图 ５Ｂ）；由 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果可知，ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组

的细胞 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ 蛋白的相对表达水平与对照

组相比呈明显降低趋势（ＡＬＰ：０. ９６１ ± ０. ００７，Ｆ ＝
１０. ９５１； ＯＰＮ： ０. ５０７ ± ０. ０１７， Ｆ ＝ １５. ７４０； ＯＣＮ：
０. ８２０ ± ０. ０２３，Ｆ ＝ １５. ９５６，Ｐ ＜ ０. ０５，图 ５Ｃ）。 由此

可知，Ｌｉｎ２８ 过表达抑制 ｈＤＰＳＣｓ 的成骨分化。
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图 ５　 Ｌｉｎ２８ 过表达对 ｈＤＰＳＣｓ成骨分化能力的影响

　 　 Ａ：成骨诱导 ２１ ｄ 后茜素红染色，１：ｃｏｎｔｒｏｌ 组，２：Ｌｉｎ２８ 组；ａ：肉眼观察，ｂ：显微镜下观察矿化结节形成情况 × １０；Ｂ：成骨诱导 ２１ ｄ 后 ｑＲＴ⁃

ＰＣＲ 检测 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ ｍＲＮＡ 相对表达量；与 ＬＶ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｃ：成骨诱导 ２１ｄ 后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ 蛋白表达情

况；与 ＬＶ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 ｍＴＯＲ 信号通路对 ｈＤＰＳＣｓ 增殖活性的影响

　 为进一步探究 ｍＴＯＲ 信号通路对 ｈＤＰＳＣｓ 增殖的

影响，实验中使用 ｍＴＯＲ 信号通路靶向抑制剂 ｒａｐａ⁃
ｍｙｃｉｎ 并进行细胞增殖活性的检测。 ＣＣＫ⁃８ 结果显

示，ｒａｐａｍｙｃｉｎ 处理的 ｈＤＰＳＣｓ 在 ４８ ｈ、７２ ｈ 时间点处

的增殖活性均显著低于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 此外，
４８ ｈ 和 ７２ ｈ 时的 ＯＤ４５０ｎｍ值随着 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 的浓度升

高呈不同程度的下降趋势， 且 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 处的

ＯＤ４５０ｎｍ 值已存在明显差异 （ ｃｏｎｔｒｏｌ 组： １. ２５７ ±
０. １１０，１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组：０. ８７６ ± ０. ００６，Ｆ ＝
１１. ９１２，Ｐ ＜ ０. ０５）。 因此，为降低抑制剂对细胞的

毒性作用，选取浓度为 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 作为

抑制细胞增殖活性的最优浓度。 （见图 ６）。
２． ４　 ｍＴＯＲ 信号通路对 ｈＤＰＳＣｓ 成骨分化能力的

影响　 根据 ２. ３ 实验结果，选取 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙ⁃
ｃｉｎ 进行后续实验，探究 ｍＴＯＲ 信号通路是否会对

图 ６　 加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 后对 ｈＤＰＳＣｓ增殖活性的影响

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ７　 加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 对 ｈＤＰＳＣｓ成骨分化能力的影响

　 　 Ａ：成骨诱导 ２１ 天后茜素红染色；１：ｃｏｎｔｒｏｌ 组，２：Ｌｉｎ２８ 组；ａ：肉眼观察；ｂ：显微镜下观察矿化结节形成情况 × １０；Ｂ：成骨诱导 ２１ ｄ 后 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ ｍＲＮＡ 相对表达量；与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｃ：成骨诱导 ２１ ｄ 后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ 蛋白表达情况

ｈＤＰＳＣｓ 成骨分化能力产生影响。 各组细胞在相同

环境下成骨诱导 ２１ ｄ 后进行茜素红染色，结果表

明，ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组的颜色浅于对照组，且形成的矿化

结节大小和数目均显著低于对照组 （见图 ７Ａ）；
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与对照组相比，ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组成

骨相关基因 ＡＬＰ，ＯＰＮ，ＯＣＮ 表达水平均显著降低

（０. ０４９ ± ０. ０２６； ０. ５４７ ± ０. １２９； ０. ６１０ ± ０. ０６２；Ｐ ＜
０. ０５，见图 ７Ｂ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， ｒａｐａｍｙｃｉｎ
组 ＡＬＰ 与 ＯＰＮ 蛋白相对表达水平与对照组相比均

呈降低趋势（ＡＬＰ：０. ８４９ ± ０. ００５，Ｆ ＝ １０. ４４２；ＯＰＮ：
０. ３８０ ± ０. ０１４，Ｆ ＝ １０. ８４５，Ｐ ＜ ０. ０５，见图 ７Ｃ），ＯＣＮ
未见明显改变。 综上所述，抑制 ｍＴＯＲ 信号通路与

ｈＤＰＳＣｓ 成骨分化能力的降低密切相关。
２． ５　 Ｌｉｎ２８ 过表达通过 ｍＴＯＲ 信号通路对 ｈＤＰ⁃
ＳＣｓ 增殖与成骨分化的影响　 上述结果证实，Ｌｉｎ２８
过表达促进 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖、抑制成骨分化。 为进

一步探索此过程是否涉及 ｍＴＯＲ 信号通路，选取 １０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 对 Ｌｉｎ２８ 过表达的 ｈＤＰＳＣｓ 进行处

理，发现相比 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组，加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 后过表达

Ｌｉｎ２８ 的 ｈＤＰＳＣｓ 增殖能力降低，但在 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ
的时间点仍比 ＬＶ⁃ＮＣ 组增强 （ Ｆ ＝ １２. ４９０， Ｐ ＝
０. ０４６；Ｆ ＝ ３. １０６，Ｐ ＝ ０. ０４３，Ｐ ＜ ０. ０５，见图 ８Ａ）。
此外，采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法对成骨相关基因进行检测，
与 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组相比，加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 后的 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８
＋ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组细胞中 ＯＰＮ 及 ＯＣＮ ｍＲＮＡ 表达水平

均升高（Ｆ ＝ ６. ３２１，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ５. ５８７，Ｐ ＜ ０. ００１，
见图 ８Ｂ），但 ＡＬＰ 表达水平无增强，仍低于对照组

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 提示 Ｌｉｎ２８ 过表达组加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ
后成骨分化能力得以增强。 综合考虑上述结果，
Ｌｉｎ２８ 过表达可能部分激活了 ｍＴＯＲ 信号通路，从
而促进 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖与抑制成骨分化。

３　 讨论

　 　 ｈＤＰＳＣｓ 作为间充质干细胞的成员之一，在组织

器官再生中的应用研究越来越受到人们关注［９ － １０］。
ＤＰＳＣｓ 主要通过由细胞因子调控的一系列级联反应
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图 ８　 Ｌｉｎ２８ 过表达部分通过 ｍＴＯＲ 信号通路对 ｈＤＰＳＣｓ增殖与成骨分化产生影响

　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测随时间变化细胞的增殖情况；Ｂ：成骨诱导 ２１ ｄ 后 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ ｍＲＮＡ 相对表达量； 与 ＬＶ⁃ＮＣ 组比较：
∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＬＶ⁃Ｌｉｎ２８ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０５

和一些外源性诱导刺激而产生应答，但具体机制尚

不清晰。 研究［１１］表明，干性因子和信号通路相关分

子，为组织再生提供稳定适宜的微环境。
　 　 拥有“青春基因”称号［１２］ 的 Ｌｉｎ２８ 基因作为一

种高度保守的 ＲＮＡ 结合蛋白。 通过与下游 Ｌｅｔ⁃７
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 特定序列的结合有效阻止转录后的加工

过程，提高细胞的增殖活性，改善机体组织器官的代

谢功能，可在一定程度上促进损伤的修复、组织器官

的再生、血液的自我更新等［１２］。 但 Ｌｉｎ２８ 家族是一

种“致癌基因”，在人类的原发肿瘤和肿瘤细胞系中

均呈高表达水平，如慢粒白血病、 ｗｉｌｍｓ 瘤、肝癌

等［１３］。 因此，临床中应重视损伤后组织器官的

Ｌｉｎ２８ 基因稳定、持续、高效地表达，避免因细胞“干
性”的异常表达而失去对正常细胞的监控作用。
　 　 本实验通过细胞增殖活性和分化能力的检测，
发现 Ｌｉｎ２８ 过表达可促进 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖。 ＡＬＰ、
ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 作为矿化组织特异性蛋白，研究［１４］ 证

实，ＡＬＰ 和 ＯＣＮ 是骨形成的生化标志物。 ＡＬＰ 参与

骨的形成，是成熟成骨细胞及具备活性的标志，被视

作骨形成的最精确标志物之一。 同时，ＯＣＮ 主要是

由成骨细胞、成牙本质细胞及成牙骨质细胞生成，在
骨组织非胶原蛋白含量中最为丰富，反映骨代谢的

总体水平。 此外，ＯＰＮ 也是一种非胶原蛋白，约占

骨基质的 ２ ％ ，是联系 ＨＡ（羟基磷灰石）与细胞的

桥梁。 在不同的条件下，具有促进成骨与激活破骨

的双重作用。 因此，ＯＰＮ 在骨改建中也起着重要的

作用。 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对其进行检测，发现 Ｌｉｎ２８ 过

表达使 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ ｍＲＮＡ 的表达水平均降低，
且茜素红染色实验结果与之相一致，提示 Ｌｉｎ２８ 过

表达抑制了 ｈＤＰＳＣｓ 的成骨分化。

　 　 ｍＴＯＲ 是一种 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 激酶，具有调节细胞生

长、增殖、分化和自噬［１５］ 等多种代谢过程。 本实验

为研究 Ｌｉｎ２８ 是否可通过 ｍＴＯＲ 信号通路影响

ｈＤＰＳＣｓ 的增殖与分化，采用靶向抑制剂 ｒａｐａｍｙｃｉｎ
抑制 ｍＴＯＲ 通路，探究其对 ｈＤＰＳＣｓ 生物学特性的

影响。 ＣＣＫ⁃８、茜素红染色、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
实验结果显示，ｒａｐａｍｙｃｉｎ 抑制 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖与成

骨分化。 选取 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 最优浓度处理 Ｌｉｎ２８ 过表

达的 ｈＤＰＳＣｓ 发现，细胞的增殖能力下降。 然而，在
Ｌｉｎ２８ 过表达的 ｈＤＰＳＣｓ 中加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 后 ＡＬＰ、
ＯＰＮ、ＯＣＮ 三者 ｍＲＮＡ 表达水平变化不一致。 ＯＰＮ
与 ＯＣＮ ｍＲＮＡ 表达水平提高，但 ＡＬＰ ｍＲＮＡ 表达水

平仍低于对照组（ＬＶ⁃ＮＣ）。 由此可知，Ｌｉｎ２８ 过表

达的 ｈＤＰＳＣｓ 加入 ｒａｐａｍｙｃｉｎ 后，其成骨分化能力有

所增强，但仍弱于对照组（ＬＶ⁃ＮＣ）。 这表明 Ｌｉｎ２８
过表达可能部分通过 ｍＴＯＲ 信号通路影响 ｈＤＰＳＣｓ
的增殖与分化。
　 　 综上所述，本实验证实 Ｌｉｎ２８ 过表达部分通过

ｍＴＯＲ 信号通路促进 ｈＤＰＳＣｓ 的增殖，抑制其分化，
为 ｈＤＰＳＣｓ 应用于组织工程学及再生医学提供更多

的思路。 但是，在临床应用中，为避免癌症的发生发

展，如何在合适的范围内调控 Ｌｉｎ２８ 的表达有待进

一步研究。 此外，在该过程中 ｍＴＯＲ 信号通路可能

与其他信号通路存在交叉作用，因此有必要对相关

通路进行深入研究及鉴别。 最后，由于 ｈＤＰＳＣｓ 再

生领域的体外实验和动物实验远远多与临床实验，
尚且具有一定的偏差性，需要积极推进相关体内实

验来进行验证，以充分发挥临床应用的优势。
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