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#摘要$

!

目的
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研究甲状旁腺素相关肽!

XWEAX

#核定位序列和
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末端在小鼠下颌磨牙中的作用$

方法
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选取野生型!
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#小鼠!
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组#和
XWEAXF.)>C0*.

小鼠!

XWEAXF4

组#各
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只"使用
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扫描三维重

建'苏木精
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伊红!

EJ

#'免疫组织化学染色等方法分析
XWEAXF4

小鼠和
]W

小鼠的下颌第一磨牙的差异$

结果
!

]W

组小鼠的下颌第一磨牙明显长于
XWEAXF4

组小鼠"前期牙本质占总牙本质比例明显小于
XWEAX

F4

组小鼠"差异均有统计学意义!
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组小鼠
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型胶原!
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阳性比例明显高于
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阳性比例低于
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甲状旁腺素相关肽!
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XWEAX

"的结构和作用均和甲状旁腺素

!

XWE

"相类似*

!

+

$

XWEAX

和
XWE

有相同的受体#并

且
XWEAX

通过自分泌(旁分泌方式发挥多种生理功

能*

3

+

$

XWEAX

的
M0

末端!

!

"

&#

"和
XWE

的功能基

本相同)而
XWEAX

核定位序列!

1/

"

!$#

"和
50

末端

共同通过细胞内分泌的方式达到促进细胞增殖的功

能*

&

+

$为了研究
XWEAX

核定位序列及
5

末端的功

能#利用基因工程在
XWEAX

的第
12

位氨基酸序列后

敲入一个终止密码
WU8

#制备了不表达
XWEAX

核定

位序列及
50

末端的小鼠模型#称为
XWEAXF.)>C0*.

!

XWEAXF4

"小鼠$这种小鼠的表型有生存时间变

短#以及骨骼,脑组织和皮肤发育不良等表现*
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$为

了研究
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核定位序列及
5

末端缺失对小鼠下颌
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磨牙发育是否存在影响#本研究利用出生后
3

周的

XWEAXF4

小鼠和野生型小鼠的下颌磨牙进行比较#

研究
XWEAX

核定位序列及
5

末端缺失对小鼠下颌磨

牙发育和矿化的影响$

!

!

材料与方法

!+!

!

实验动物
!

使用雄性
XWEAXF4

杂合子小鼠和

雌性
XWEAXF4

杂合子小鼠交配!小鼠购自江苏省实

验动物中心"#获得同窝的野生型!

S*=(;

D:

B

#

]W

"小

鼠和
XWEAXF4

纯合子!

XWEAXF4

"仔鼠$仔鼠由母

鼠喂养#母鼠使用普通饲料进行喂养$待小鼠生长至

3

周后取材#

]W

小鼠!

]W

组"和
XWEAXF4

小鼠

!

XWEAXF4

组"分别取
!$

只进行后续的影像学,组织

学和分子生物学实验$本次实验经江苏医药职业学

院伦理委员会审核通过$

!+"
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方法

!+"+!

!

动物基因型鉴定
!

小鼠出生后剪取鼠尾#使

用蛋白酶
F

进行消化#提取
HM8

后利用
X57

进行目

标片段扩增反应#产物使用
Z-;J

$

内切酶进行酶切反

应后行琼脂糖凝胶电泳#

]W

小鼠条带为
232N

:

#

XWEAXF4

小鼠条带为
3'1N

:

和
!##N

:
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取材
!

]W

小鼠和
XWEAXF4

小鼠生长至
3

周后#颈椎脱臼处死#解剖分离左右两侧下颌骨#使用

免疫电镜固定液固定后行
5W

扫描#使用乙二胺四乙

酸!

JHW8

"脱钙后石蜡包埋#切片$

!+"+#

!

影像学检查
!

使用
KC

D

K><.!$/3-><..BA5W

扫描仪对
]W

小鼠和
XWEAXF4

小鼠下颌骨进行扫

描#通过
5W

检查观察#沿着下颌第一磨牙近中根管方

向进行三维重建$
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苏木精
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伊红!
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"染色
!

石蜡切片分别使用

!$$G

,

/'G

和
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乙醇进行脱蜡#苏木精染色
1T*.

#

伊红染色
3T*.

#分别使用
'$G

,

/'G

,

!$$G

乙醇脱

水#二甲苯透明#中性树胶封片$在光学显微镜下观

察放大
!$$

倍
EJ

染色切片#测量两种小鼠下颌第一

磨牙长度#放大
2$$

倍
EJ

染色切片测量两种小鼠的

下颌第一磨牙前期牙本质占总牙本质的比例$

!+"+E

!

免疫组织化学检查
!

石蜡切片使用牛睾丸透

明质酸酶消化#

)

型胶原!
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"一抗为免抗鼠

多克隆抗体!美国
K<.;<5A@*b

公司生产"#二抗为生

物素标记的羊抗兔二抗!美国
K<.;<5A@*b

公司生

产"#使用生物素
0

亲和素
0

桥联碱性磷酸酶酶标法

!

8Z508X

#美国
dB>;)A

公司生产"孵育#碱性磷酸酶

染色液染色后使用甲基绿复染$牙本质涎蛋白!
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;*.-*<=)
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HKX
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F*0#/
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一抗均为兔抗多

克隆抗体!美国
K<.;<5A@*b

公司生产"#二抗为辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔二抗!美国
K<.;<5A@*b

公

司生产"#链霉菌抗生物素蛋白
0

过氧化物酶连结法
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J=*;B08X

#美国
dB>;)A

公司生产"孵育后使用二氨基

联苯胺!

H8Z

"染色液染色#

HKX

使用苏木精复染$
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!

统计学处理
!

采用
KXKK!1+$

统计软件进行统

计分析#计量资料以
Hg>

表示#组间比较采用两独立

样本
0

检验#以
$

&

$+$'

为差异有统计学意义$
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结
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果
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影像学检查
!

[*>A)05W

扫描三维重建结果显

示#

XWEAXF4

组小鼠的下颌第一磨牙牙根长度明显

小于
]W

组小鼠#见图
!
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组小鼠)

Z
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XWEAXF4

组小鼠

图
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两组小鼠
5W

扫描和三维重建
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!

EJ

染色
!

]W

组小鼠的下颌第一磨牙长度较

XWEAXF4

组小鼠长#差异有统计学意义!
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]W

组小鼠的前期牙本质占总牙本质比例

小于
XWEAX F4

组小鼠#差异有统计学意义!
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组小鼠下颌骨!
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Z
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XWEAXF4

组小鼠下颌骨!

j
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5

'

]W

组小鼠下颌第一磨牙牙颈部!

j2$$
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H

'

XWEAXF4

组小

鼠下颌第一磨牙牙颈部!

j2$$

"

图
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两组小鼠
EJ

染色

表
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!!

两组小鼠下颌第一磨牙长度和前期牙本质

!!!

占总牙本质比例比较(

Hg>

)

组别
#

下颌第一磨牙

长度!

TT

"

前期牙本质占

总牙本质比例!

G
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组
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两组小鼠下颌第一磨牙
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阳性表达比较(
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G

)

组别
#

5)==<

I

B.0
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占

下颌第一磨牙阳性比例

HKX

占

牙本质阳性比例

F*0#/

阳性

细胞比例
:

3/

阳性细胞比例

]W

组
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XWEAXF4

组
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免疫组织化学染色
!

]W

组小鼠
5)==<

I

B.0

)

占

下颌第一磨牙阳性比例,

F*0#/

阳性细胞比例和
HKX

占牙本质阳性比例均高于
XWEAXF4

组小鼠#

:

3/

阳

性细胞比例低于
XWEAXF4

组小鼠#差异均有统计学

意义!
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"#见图
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两组小鼠磨牙中
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I

B.04

'

HKX

'

F*0#/

和

:

3/

阳性表达

#

!

讨
!!

论

!!

在牙齿的发育,萌出和矿化过程中#多种钙,磷调

节激素如
!

#

3'

!

VE

"

3

H

&

*

#

+

,成纤维细胞生长因子
03&

!

L*NA)N=<-;

I

A)S;9L<>;)A03&

#

OUO03&

"

*

/

+的缺乏或者

过表达都有可能干扰牙齿细胞外基质的分泌和矿化#

最终导致牙齿发育异常$

本研究结果显示#

5W

扫描后重建结果表明与

]W

小鼠比较#

XWEAXF4

小鼠下颌第一磨牙的长度

缩短)通过对下颌第一磨牙进行
EJ

染色,分析#结果

发现
XWEAXF4

小鼠下颌第一磨牙的长度明显缩短)

进一步分析表明#

XWEAXF4

小鼠下颌第一磨牙前期

牙本质的比例明显高于
]W

小鼠$在牙本质的发育

阶段#成牙本质细胞分泌细胞外基质形成前期牙本

质#前期牙本质在不断矿化之后形成牙本质#如果前

期牙本质的矿化过程受阻#则前期牙本质占总牙本质

的比例就会明显升高*

#

+

$本研究
EJ

染色结果表明#

小鼠
XWEAX

核定位序列和
5

末端缺失可能导致了牙

本质基质生成减少和矿化的异常$

应用免疫组织化学法进行分析#结果发现#

XWEAXF4

小鼠的
5)==<

I

B.0

)

在磨牙区的阳性表达

比例明显小于
]W

小鼠$

5)==<

I

B.0

)

是成牙本质细

胞分泌的细胞外基质的主要成分#并且在牙本质矿化

过程中能够作为羟基磷灰石沉积的框架*

1

+

$研究结

果表明#小鼠
XWEAX

核定位序列和
50

末端缺失导致

了小鼠磨牙细胞外基质形成减少$

XWEAXF4

小鼠

下颌第一磨牙牙本质中
HKX

的阳性面积明显小于

]W

小鼠#

HKX

是由牙本质涎磷蛋白!

(B.;*.-*<=)0

:

9)-

:

9)

:

A);B*.

#

HKXX

"基因转录后进行编辑合成#不

仅能够促进成牙本质细胞的分化#而且还能够在牙本

质的矿化过程中调节羟基磷灰石晶体的形成#而且能

够促进前期牙本质形成牙本质#因此#

HKX

也被认为

是牙本质矿化的重要指标*

"

+

$本研究结果表明#

XWEAX

核定位序列和
5

末端缺失导致了
HKX

合成

减少#进而阻止了前期牙本质的矿化过程$免疫组织

化学结果发现#

XWEAXF4

小鼠下颌第一磨牙牙髓和

上皮根鞘处
:

3/

的阳性细胞比例明显增加#而
F*0#/

的阳性细胞比例则有所降低$在有丝分裂期#

F*0#/

表达水平最高#因此可以把
F*0#/

作为细胞增殖状态

重要细胞因子*

!$0!!

+

$

:

3/

是细胞周期蛋白依赖性激酶

抑制因子!

>

D

>=*.(B

:

B.(B.;C*.<-B*.9*N*;)A-

#

5HF4

"

家族成员#

5HF4

能够和细胞周期蛋白
0

细胞周期蛋白

依赖性激酶!

5HF

"复合物结合#抑制
5HF

的活性#从

而阻断细胞的增殖过程*

!3

+

$而
:

3/

是
XWEAX

的下

游靶标#当
XWEAXF4

小鼠体内表达
XWEAX

蛋白中

核定位序列和
50

末端缺失#导致残缺的
XWEAX

蛋白

不能进入细胞核#丧失了对
:

3/

的调控抑制作用#从

而导致了
:

3/

表达水平上调*

!&

+

$

XWEAX

发挥促进细胞增殖,抑制细胞凋亡的作

用是通过其蛋白的
MRK

和
50

末端以细胞内分泌的方

$'/&
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式进入细胞核后实现的#而
XWEAXF4

小鼠体内的

XWEAX

蛋白缺失了核定位序列和
50

末端$体外研究

表明#

XWEAX

缺失核定位序列和
50

末端片段能调控

细胞周期相关细胞因子的表达#从而使得细胞凋亡明

显增加*

!2

+

$研究发现#

XWEAX

在牙齿间充质细胞,牙

乳头,上皮根鞘等处均有表达*

!'

+

#而
XWEAXF4

小鼠

分泌的
XWEAX

蛋白因为缺失核定位序列和
50

末端#

失去了通过细胞内分泌方式进入细胞核来发挥促细

胞增殖的作用#导致牙髓
:

3/

蛋白表达水平上调#

F*0

#/

蛋白表达水平下降#导致牙髓间充质细胞的凋亡增

加和向成牙本质细胞的分化减少#进而导致成牙本质

细胞胞外基质分泌减少#并且进一步影响了牙本质的

生成和矿化)此外#牙根的形成和上皮根鞘密切相

关*

!#0!/

+

#同样#

XWEAX

蛋白核定位序列和
50

末端缺失

还可能导致了小鼠磨牙上皮根鞘处的细胞凋亡增加#

进而导致了
XWEAXF4

小鼠磨牙牙根发育障碍$

综上所述#

XWEAX

核定位序列和
50

末端缺失导

致小鼠磨牙细胞增殖受阻#牙本质细胞外基质分泌减

少#矿化障碍#最终导致了小鼠磨牙的发育异常$
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