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  [摘要] 目的 研究微RNA-126(miR-126)对人乳牙牙髓干细胞(SHED)成血管分化的影响。方法 选

取2018年1月至2019年9月该院口腔科收治的30例健康儿童滞留乳牙,采用Ⅰ型胶原酶消化分离SHED,采
用诱导培养基进行成血管定向诱导分化,分组:空白对照组(正常成血管分化SHED)、阴性对照组(转染 miR-
126

 

mimics对照序列成血管分化SHED)、过表达组(转染 miR-126
 

mimics序列成血管分化SHED)。采用实

时定量PCR(RT-PCR)检测3组SHED中miR-126及成血管相关基因血小板-内皮细胞黏附分子-1(PECAM-
1,又称CD31)、血管内皮细胞生长因子受体2(VEGFR2)、血管生成素-1(ANG-1)mRNA相对表达水平。采用

Western
 

blot法检测蛋白CD31、VEGFR2、ANG-1表达水平。结果 显微镜下形态观察结果显示,SHED经定

向诱导分化后呈长梭型典型血管内皮样细胞;与空白对照组、阴性对照组比较,过表达组SHED中 miR-126
 

mRNA,CD31、VEGF、ANG-1
 

mRNA及蛋白表达水平显著增加(P<0.05),SHED血管样结构明显增多。结

论 过表达miR-126可能通过上调CD31、VEGF、ANG-1表达促进人SHED成血管分化。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

microRNA-126
 

(miR-126)
 

on
 

the
 

angiogenic
 

differentiation
 

of
 

human
 

deciduous
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cells
 

(SHED).Methods From
 

January
 

2018
 

to
 

September
 

2019,30
 

healthy
 

children
 

with
 

retained
 

deciduous
 

teeth
 

in
 

the
 

Department
 

of
 

Stomatology
 

of
 

this
 

hospital
 

were
 

select-
ed,SHED

 

was
 

digested
 

and
 

separated
 

by
 

type
 

Ⅰ
 

collagenase,the
 

induction
 

medium
 

was
 

used
 

for
 

the
 

direction-
al

 

induction
 

and
 

differentiation
 

of
 

angiogenesis,and
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

three
 

groups:the
 

blank
 

control
 

group
 

(normal
 

angiogenic
 

differentiation
 

SHED),the
 

negative
 

control
 

group
 

(transfected
 

the
 

angiogenic
 

dif-
ferentiation

 

SHED
 

with
 

miR-126
 

mimics
 

control
 

sequence),the
 

over
 

expression
 

group
 

(transfected
 

the
 

angio-
genic

 

differentiation
 

SHED
 

with
 

miR-126
 

mimics
 

sequence).Real-time
 

PCR
 

(RT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

relative-mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-126
 

mRNA,vascular
 

endothelial
 

cell
 

adhesion
 

molecule-1
 

(PECAM-
1,also

 

known
 

as
 

CD31),vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

receptor
 

2
 

(VEGFR2)
 

and
 

angiopoietin-1
 

(Ang-1)
 

in
 

SHED
 

of
 

three
 

groups.The
 

expression
 

levels
 

of
 

CD31,VEGFR2
 

and
 

Ang-1
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
Results SHED

 

showed
 

long-spindle
 

typical
 

vascular
 

endothelial-like
 

cells
 

after
 

directional
 

induction
 

and
 

dif-
ferentiation;compared

 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

negative
 

control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-126,CD31,VEGF,Ang-1
 

mRNAs
 

and
 

proteins
 

of
 

SHED
 

in
 

the
 

over
 

expression
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

vascular
 

structure
 

of
 

SHED
 

was
 

significantly
 

increased.Conclusion Overexpression
 

of
 

miR-126
 

may
 

promote
 

the
 

angiogenic
 

differentiation
 

of
 

SHED
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CD31,VEGF
 

and
 

ANG-1.
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  研究发现,人乳牙牙髓干细胞(stem
 

cells
 

from
 

pulp
 

of
 

deciduous
 

teeth,SHED)是一种多能干细胞,
可在体外不同诱导物作用下定向诱导分化为神经细

胞、软骨细胞、脂肪细胞、成骨细胞及血管内皮细胞,
且可分化为与宿主血脉相连的功能性血管,这对肿

瘤、创伤、心血管疾病、器官移植等血管移植技术有重

大意义[1-2]。牙髓血管系统是为牙髓提高营养物质及

排出代谢废物的通道,牙髓血管组织再生可有效恢复

牙髓生理功能,可有效治疗牙髓病、根尖周病等常见

口腔疾病。血管内皮细胞是一类多功能细胞,对机体

内环境稳定及免疫功能的维持起重要作用,但自体来

源SHED有限且增殖能力不强,在临床应用中严重受

限[3-5]。微RNA-126(microRNA-126,miR-126)是一

个血管内皮细胞损伤标志物,可在人类心脏、内皮系

统、人脐静脉内皮细胞(human
 

umbilical
 

vein
 

endo-
thelial

 

cells,HUVEC)中高度表达,与缺血相关管腔

形成密切相关,然而关于miR-126与人SHED成血管

分化 的 关 系 尚 鲜 有 报 道[6-8]。因 此 本 研 究 拟 以 人

SHED为载体,探究 miR-126对其成血管分化的影

响,以期为快速有效诱导血管生成、提高临床应用价

值提供一定参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2018年1月至2019年9月本院口腔科收治

的30例健康儿童滞留乳牙,纳入标准:(1)儿童年龄

6~10岁;(2)样本采集及资料收集均取得研究对象及

其监护人同意,并签字确认;(3)所有乳牙拔除前牙体

周围组织均经充分消毒,拔除乳牙置于预冷含3倍青

链霉素DMEM培养基中短暂密封保存,且在4
 

h内

于无菌细胞室内进行原代SHED细胞提取。排除标

准:(1)有牙髓炎症或感染性疾病者;(2)牙根吸收大

于乳前牙一半者;(3)有严重呼吸、消化、血液等系统

疾病者。
1.2 主要试剂及仪器

Ⅰ型胶原酶(货号S00053)、胎牛血清(FBS,货号

10099141)均购自美国Gibco公司;H-DMEM 培养基

(货号12491-023)购 自 美 国 Thermo
 

Fisher公 司;
miR-126

 

mimics、miR-126
 

mimics对照序列及引物均

由上海吉玛生物科技有限公司合成;TRIzol试剂(货
号 R0016)购 自 上 海 碧 云 天 公 司;

 

Mir-X
 

miRNA
 

qRT-PCR
 

SYBR试剂盒(货号68314)、TB
 

Green􀆿
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

(Tli
 

RNaseH
 

Plus,货 号

RR820A)、Mir-X
 

miRNA
 

First-Strand
 

Synthesis
 

试

剂盒(货号68315)、PrimeScriptTM
 

Ⅱ
 

1st
 

Strand
 

cD-
NA

 

Synthesis
 

试剂盒(货号6210A)均购自大连宝生

物科技有限公司;Lipofectamine􀆿
 

2000转染试剂盒

(货号11668-1.5
 

mL)购自美国Invitrogen公司;兔抗

血小板-内皮细胞黏附分子-1(PECAM-1,又称CD31,
货号ab32457)、兔抗血管内皮细胞生长因子受体2

(VEGFR2,货号ab11939)、兔抗血管生成素-1(ANG-
1,货号ab8451)、兔抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAP-
DH,货号ab181602)、山羊抗兔IgG(货号ab205718)
购自英国Abcam公司。FC酶标仪、Forma

 

Steri-Cy-
cle

 

i160
 

5%
 

CO2 培养箱购自美国Thermo
 

Fisher公

司;IX75倒置相差显微镜购自日本Olympus公司。
1.3 方法

1.3.1 SHED细胞分离、培养及鉴定

无菌环境下提取乳牙牙髓组织,剪碎置于Ⅰ型胶

原酶、中性蛋白酶混合液中37
 

℃消化1
 

h,然后用200
目细胞筛过滤,1

 

000
 

r/min离心5
 

min,DMEM 生长

培养基(含10%
 

FBS、1%青链霉素)重悬细胞沉淀然

后转入25
 

cm2 细胞培养瓶并添加5
 

mL生长培养基,
于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,每3天换液1次,待
细胞汇合至70%时用0.25%胰蛋白酶消化传代、扩
大培养,传至3~5代SHED细胞进行后续试验。用

倒置相差显微镜观察并拍照,记录SHED细胞生长状

况及形态。
1.3.2 SHED细胞转染及分组

取生长状态良好的3~5代SHED细胞消化计数

后以1×105/mL接种于6孔板,待SHED细胞完全

贴壁后,将生长培养基更换为诱导培养基(2%
 

FBS+
1%青链霉素+50

 

μg/L血管内皮生长因子+10
 

μg/L
成纤维细胞生长因子+0.1

 

mg/L地塞米松+2
 

g/L
牛血清清蛋白),培养2

 

d后转染 miR-126
 

mimics对

照序列(阴性对照组)及 miR-126
 

mimics序列(过表

达组),之后每2天换液1次至培养第14天,收集细

胞进行后续试验。另以无转染的诱导培养基培养的

SHED细胞作为空白对照组,每组均设6个复孔。转

染采用Lipofectamine􀆿
 

2000转染法,具体步骤严格

按照试剂盒说明书进行。
1.3.3 Matrigel血管生成实验

试验前1天将-80
 

℃保存的 Matrigel胶转移至

4
 

℃冰箱缓慢融化,于冰上用预冷枪头将 Matrigel胶

移至预冷48孔板,每孔200
 

μL,迅速置于37
 

℃培养

箱中孵育30
 

min,消化3组SHED细胞,制成3×
105/mL单细胞悬液,分别取100

 

μL滴入已凝固 Ma-
trigel表面,并继续于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱常规培养,
倒置显微镜下观察3组SHED细胞成血管分化情况。
1.3.4 SHED细胞中 miR-126水平及血管生成相关

基因mRNA水平检测

收集3组SHED细胞,采用TRIzol试剂提取总

RNA,并反转录得到cDNA,分别以cDNA为模板进

行实时定量 PCR(real-time
 

quantitative
 

PCR,RT-
PCR)扩增,引物序列详见表1。RT-qPCR采用20

 

μL
反应体系:SYBR

 

Green
 

Premix(2×)
 

10
 

μL,ROX
 

Reference
 

Dye
 

Ⅱ(50×)0.4
 

μL,cDNA(50
 

ng/μL)
 

2
 

μL,正、反向引物(10
 

μmol/L)各0.8
 

μL,ddH2O
 

6.0
 

μL。反应条件为:95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

34
 

s,
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表1  RT-qPCR引物序列

基因 上游引物序列(5'-3') 下游引物序列(5'-3') 产物大小(bp)

miR-126 GCTGTCAGTTTGTCAAATAC GTGCAGGGTCCGAGGT 189

U6 ATTGGAACGATACAGAGAAGATT GGAACGCTTCACGAATTTG 214

CD31 CCTCCAGCCCTAGAAGCCAATTA GTGACCGGACTGAGTCAGAAACTC 257

VEGFR2 TTCTGACTGCACAAACCAGCTTC CACTTCGACACACACCACAGTTT 263

ANG-1 AGCGCCGAAGTCCAGAAAAC TACTCTCACGACAGTTGCCAT 277

GAPDH GTCGATGGCTAGTCGTAGCATCGAT TGCTAGCTGGCATGCCCGATCGATC 239

40个循环。采用2-ΔΔCT 法分析3组SHED细胞中

miR-126及成血管相关基因CD31、VEGFR2、ANG-1
 

mRNA相对表达水平。

1.3.5 SHED细胞中血管生成相关蛋白表达水平

检测

采用 Western
 

blot法检测3组SHED细胞中蛋

白CD31、VEGFR2、ANG-1表达水平。提取3组细胞

总蛋白,并检测样品蛋白浓度。行十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),恒压转至聚偏氟乙

烯(PVDF)膜后,5%脱脂奶粉室温封闭120
 

min,

TBST洗3次,每次15
 

min,分别添加一抗(CD31按

1∶500,VEGFR2 按 1∶500,ANG-1 按 1∶500,

GAPDH按1∶1
 

000稀释),4
 

℃孵育过夜,TBST洗

3次,每次
 

20
 

min,用含2%脱脂奶粉的PBS稀释辣

根过氧化物酶标记的二抗IgG(按1∶5
 

000稀释),室
温孵育二抗1

 

h后,洗膜,显色,暗室滴加ECL发光

液,曝片拍照,Image
 

J图像软件分析各靶蛋白条带灰

度值。

1.4 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行统计学分析,符合正态

分布的计量资料采用x±s表示,多组数据比较采用

单因素方差分析,组内比较采用SNK-q检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SHED分离鉴定结果

倒置相差显微镜下显示原代SHED体积小,大都

呈长梭形或多角形,少数为卵圆形(图1A)。成血管

分化定向诱导14
 

d后 SHED 呈长梭形紧密排列

(图1B)。

2.2 血管生成实验结果

与空 白 对 照 组 (1.05±0.13)、阴 性 对 照 组

(1.11±0.16)比较,miR-126过表达组(6.84±1.32)

SHED中 miR-126相 对 表 达 水 平 显 著 增 加(F=
111.537,P<0.001),SHED血管样结构明显增多

(图2)。

  A:原代分离培养SHED
 

2
 

d;B:成血管分化诱导SHED
 

14
 

d。

图1  SHED鉴定图(×40)

图2  血管生成实验结果(×10)
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表2  各组细胞CD31、VEGFR2、ANG-1
 

mRNA及蛋白相对表达水平比较(x±s,n=6)

组别
CD31

mRNA
 

蛋白

VEGFR2

mRNA 蛋白

ANG-1

mRNA 蛋白

空白对照组 1.12±0.15 0.34±0.05 1.02±0.11 0.23±0.04 1.00±0.10 0.27±0.06

阴性对照组 1.17±0.18 0.35±0.06 1.04±0.12 0.26±0.05 1.01±0.12 0.25±0.04

过表达组 4.72±1.11ab 0.71±0.08ab 3.95±1.03ab 0.58±0.07ab 3.68±1.01ab 0.54±0.06ab

F 59.592 63.984 47.048 163.268 41.105 53.659

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与阴性对照组比较。

2.3 血管分化相关基因及蛋白相对表达水平比较

与空白对照组、阴性对照组比较,miR-126
 

过表

达组SHED中CD31、VEGFR2、ANG-1
 

mRNA及蛋

白表达水平均显著增加(P<0.05),见表2、图3。

  A:空白对照组;B:阴性对照组;C:过表达组。

图3  Western
 

blot检测CD31、VEGFR2、ANG-1表达

3 讨  论

  SHED由2003年 MIURA等[9]首次分离完成,
其具有间充质干细胞的生物学特征,可自我更新和高

度增殖,还具有向内皮细胞分化的潜能,诱导物决定

其分化方向。SHED可在适宜体内或体外诱导环境

下具有分化为牙本质细胞、肌细胞、成骨细胞、内皮细

胞、干细胞、脂肪细胞、基质细胞等多种子代组织细胞

的能力。SHED可无创取材,患儿及家长接受度高,
不受伦理学争议,且相对于成人牙髓干细胞,其凋亡

性衰老性低,增殖活性高,短期内可获得研究需要细

胞量且可传至10代[10],在干细胞治疗应用时可避免

交叉感染,降低免疫排斥反应[11-12],可为临床常见牙

髓炎、根尖病等治疗,促进牙髓活力恢复提供新的思

路,应用前景广阔。因此本研究选择SHED作为研究

材料,具有可行性,以期能为SHED研究进展及未来

乳牙干细胞在牙周炎治疗中成熟应用提供基础。本

研究在倒置相差显微镜下鉴定SHED发现采用成血

管诱导培养基定向分化诱导14
 

d后SHED呈长梭形

紧密排列,为典型血管内皮样细胞,提示细胞分离诱

导成功,可用于下游试验。
微RNA(microRNA,miRNA)是一类内源性非

编码小RNA,可通过抑制其靶蛋白翻译发挥作用,人
类至少有30%基因受miRNA调控,其在机体多种生

理病理过程中发挥重要作用。miR-126是一种调节

血管发展的 miRNA,有保护血管和粥样硬化的功

能[13-14]。王璐等[6]研究报道,miR-126过表达可上调

HUVEC中VEGF、ANG-1表达促进其体外管腔形成

能力及血管形成率。CHEN等[15]研究报道,过表达

miR-126可通过激活PI3K/AKT通路进而上调其下

游Caspase-9、Bax、基质金属蛋白-2(MMP-2),下调B
淋巴细胞瘤-2基因(Bcl-2),抑制血管内皮细胞(VEC)
凋亡。本研究结果发现,与空白对照组及阴性对照组

比较,过表达组SHED细胞血管样结构明显增多,提
示过表达miR-126可能促进SHED细胞成血管分化。
血管网络的建立需要多种细胞因子调节共同促进血

管再生和分化,局部微血管新生和稳定对牙槽骨缺损

修复再生有重要意义。血管生成因子包括血管内皮

生长因子(VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bG-
FG)和ANG等,VEGF可通过与其受体VEGFR2结

合,增加血管通透性,引起内皮细胞迁移,促进新生血

管形成,而血管构建、成熟及稳定需要 ANG-1及Tie
家族参与[16-19]。郑茜等[20]研究报道,miR-126过表达

可通过 抑 制 MAPK 信 号 通 路 下 调 Ki-67、PCNA、

MMP-9、VEGF,抑制oxLDL处理的血管平滑肌细胞

增殖和迁移。本研究结果发现,与空白对照组、阴性

对照组比较,过表达组SHED
 

CD31、VEGF、ANG-1
 

mRNA及蛋白表达水平显著增加,CD31是免疫球蛋

白超家族成员,可在成熟和未成熟血管中表达,是临

床常见新生血管标志物,提示过表达 miR-126可能通

过诱导CD31表达,上调 VEGF、ANG-1表达,促进

SHED成血管分化。
综上所述,过表达miR-126可能通过上调CD31、

VEGF、ANG-1表达促进SHED成血管分化,可能对

临床牙髓疾病治疗及血管组织工程技术发展有一定

参考价值。但关于 miR-126影响SHED成血管分化

的具体信号通路尚不清楚,有待进一步深入探究。
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