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  [摘要] 目的 探讨 Wnt/β-连环素(β-catenin)通路激活剂氯化锂对牙髓干细胞(DPSCs)分化能力的影响

及其相关分子机制。方法 体外培养DPSCs,通过茜素红染色评估不同浓度氯化锂(1和10
 

mmol/L)刺激DP-
SCs

 

1、2周后矿化结节的形成情况;采用实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)检测1
 

mmol/L氯化锂对DP-
SCs成牙本质标志基因[牙本质涎磷蛋白(DSPP)、牙本质基质蛋白1(DMP1)、碱性磷酸酶(ALP)、骨涎蛋白

(BSP)、骨钙素(OCN)的 mRNA]表达的影响;采用LY294002抑制磷脂酰肌醇-3激酶/蛋白激酶B(PI3K/
Akt)信号通路,通过茜素红染色和RT-qPCR验证其对DPSCs矿化结节形成及成牙本质标志基因表达的影响。
进一步通过 Western

 

blot分析1
 

mmol/L氯化锂加或不加LY294002
 

(25
 

μmol/L)刺激DPSCs对其下游Akt
磷酸化表达的影响。结果 与0

 

mmol/L氯化锂相比,1
 

mmol/L氯化锂可明显促进DPSCs矿化结节形成和

DSPP、DMP1、BSP、ALP
 

mRNA的表达(P<0.05),而10
 

mmol/L氯化锂则抑制矿化结节形成(P<0.05)。
加入LY294002

 

(25
 

μmol/L)培养DPSCs
 

2周后,抑制了氯化锂(1
 

mmol/L)刺激导致的矿化结节形成增加和

DSPP、DMP1、ALP
 

mRNA 的 表 达,差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P<0.05)。Western
 

blot结 果 显 示,氯 化 锂

(1
 

mmol/L)能够明显促进Akt的磷酸化(P<0.05),并具有时间依赖性,而LY294002可明显抑制Akt的磷酸

化(P<0.05)。结论 氯化锂可通过调控PI3K/Akt信号通路调控DPSCs的成牙本质向分化过程。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

Wnt/β-catenin
 

pathway
 

activator
 

lithium
 

chloride
 

on
 

the
 

differentiation
 

ability
 

of
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cells
 

(DPSCs)
 

and
 

its
 

related
 

molecular
 

mechanism.Methods The
 

formation
 

of
 

mineralized
 

nodules
 

in
 

DPSCs
 

cultured
 

in
 

vitro
 

was
 

evaluated
 

by
 

alizarin
 

red
 

staining
 

after
 

1
 

and
 

2
 

weeks
 

of
 

stimulation
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

lithium
 

chloride
 

(1
 

and
 

10
 

mmol/L).Real-time
 

fluo-
rescent

 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

1
 

mmol/L
 

lithium
 

chloride
 

on
 

the
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

dentin
 

sialophosphoprotein
 

(DSPP),dentin
 

matrix
 

protein
 

1
 

(DMP1),
alkaline

 

phosphatase
 

(ALP),bone
 

sialoprotein
 

(BSP)
 

and
 

osteocalcin
 

(OCN)
 

in
 

DPSCs.LY192004
 

was
 

used
 

to
 

inhibit
 

the
 

phosphoinositide-3-kinase/protein
 

kinase
 

B
 

(PI3K/Akt)
 

signaling
 

pathway,and
 

its
 

effects
 

on
 

the
 

formation
 

of
 

mineralized
 

nodules
 

and
 

mRNA
 

expression
 

of
 

mineralized
 

related
 

proteins
 

in
 

DPSCs
 

were
 

verified
 

508重庆医学2024年3月第53卷第6期

* 基金项目:国家自然科学基金项目(81970932);陕西省自然科学基础研究计划项目(2022JZ-42)。 △  通信作者,E-mail:wangzhi-

hua3544@163.com。
 



by
 

alizarin
 

red
 

staining
 

and
 

RT-qPCR.Further,Western
 

blot
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

analyze
 

the
 

phospho-
rylation

 

expression
 

of
 

Akt
 

in
 

DPSCs
 

stimulated
 

by
 

1
 

mmol/L
 

lithium
 

chloride
 

with
 

or
 

without
 

LY294002.Re-
sults Compared

 

with
 

0
 

mmol/L
 

lithium
 

chloride,1
 

mmol/L
 

lithium
 

chloride
 

significantly
 

promoted
 

the
 

for-
mation

 

of
 

mineralization
 

nodules
 

and
 

the
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

DSPP,DMP1,BSP
 

and
 

ALP
 

in
 

DPSCs
 

(P<
0.05),while

 

10
 

mmol/L
 

lithium
 

chloride
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

formation
 

of
 

mineralization
 

nodules
 

in
 

DP-
SCS

 

(P<0.05).After
 

adding
 

1
 

mmol/L
 

lithium
 

chloride
 

and
 

LY294002
 

(25
 

μmol/L)
 

to
 

culture
 

DPSCs
 

for
 

2
 

weeks,the
 

increased
 

formation
 

of
 

mineralized
 

nodules
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

DSPP,DMP1
 

and
 

ALP
 

mRNA
 

induced
 

by
 

1
 

mmol/L
 

lithium
 

chloride
 

stimulation
 

were
 

inhibited,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

lithium
 

chloride
 

(1
 

mmol/L)
 

significantly
 

promoted
 

the
 

phosphorylation
 

of
 

Akt
 

in
 

a
 

time-dependent
 

manner
 

(P<0.05),while
 

LY294002
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

phosphorylation
 

of
 

Akt
 

(P<0.05).Conclusion Lithium
 

chloride
 

can
 

regulate
 

the
 

odontogenic
 

differentiation
 

of
 

DPSCs
 

by
 

regulating
 

the
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway.
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  牙髓干细胞(dental
  

pulp
  

stem
  

cells,DPSCs)在牙

髓损伤修复过程中发挥着重要作用,但调控
 

DPSCs
成牙本质向分化的信号转导机制仍不完 全 清 楚。
Wnt/β-连环素(β-catenin)信号通路在牙胚生长发育、
牙齿和牙周组织形态发生、牙上皮的增殖发育及成牙

本 质 细 胞 的 生 长 分 化 等 过 程 中 都 发 挥 着 重 要 作

用[1-3]。氯化锂(LiCl)作为 Wnt/β-catenin通路激活

剂,可促进成牙骨质细胞增殖及牙周膜干细胞分

化[4-6]。然而,氯化锂是否可以促进牙髓损伤修复过

程目前尚未见报道。磷脂酰肌醇-3激酶/蛋白激酶B
(phosphoinositide-3-kinase/protein

 

kinase
 

B,PI3K/
Akt)信号通路在整个机体细胞存活、生长和分化等生

物行为的调控中起着核心作用[7-8]。研究发现PI3K/
Akt通路可受到 Wnt配体的调节,二者之间发生复杂

的相互作用,在诱导成骨细胞功能和骨折愈合等方面

发挥重要作用[9]。而PI3K/Akt是否可通过 Wnt/β-
catenin信号通路调控牙髓再生和牙髓损伤修复过程仍

未可知。本研究拟观察氯化锂对人DPSCs生物学行为

的影响及其相关分子机制,这对阐明牙髓损伤修复的分

子机制有重要意义,也可以为将来临床活髓保存治疗和

DPSCs组织工程应用提供新思路。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 人DPSCs培养和鉴定

本研究经空军军医大学第三附属医院伦理委员

会审核通过(IRB-REV-2022065),所有受试者均知情

同意。参照文献[10-11]报道的方法进行DPSCs培养

和鉴定,从新鲜拔除的人(18~20岁)第三磨牙牙冠取

新鲜牙髓组织于6孔板,采用胶原酶和Dispase酶联

合消化牙髓组织20
 

min后进行原代培养,用含20%
胎牛血清的α-最低必需培养液(α-minimum

 

essential
 

medium,α-MEM,美国 Gibco公司)0.7
 

mL重悬组

织,静置培养,3
 

d后补液至1
 

mL,每2天更换培养液

至细胞呈放射状生长,传代后进行单克隆培养。单克

隆筛选获得DPSCs细胞系,进行干细胞鉴定。
1.1.2 主要仪器与试剂

主要仪器:超净工作台(苏州安泰空气技术有限

公司);ELX808全自动酶标仪(美国BioTek公司);倒
置相差显微镜和照相系统(日本Olymous公司);PCR
仪及实时定量

 

PCR系统(美国 Applied
 

Biosystems
公司);电泳仪、全能型蛋白转印系统、转膜仪及化学

发光成像系统(美国 Bio-Rad公司)。主要试剂:α-
MEM

 

培养基、胰蛋白酶(美国 Gibco公司);胶原酶
(德国BioFroxx公司);胎牛血清(杭州四季青生物工

程材料有限公司);β-甘油磷酸钠、Western
 

封闭液、一
抗稀释液、二抗稀释液(上海碧云天生物技术有限公

司);1%茜素红染色液(北京索莱宝科技有限公司);
反转录试剂盒(德国 Qiagen公司);SYBR

 

PCR试剂

盒(日本 TaKaRa公司);PCR仪及 ABI
 

Prism
 

7500
 

real-time
 

PCR系统(美国Applied
 

Biosystems公司);
二喹啉甲酸(BCA)定量试剂盒、RIPA(强)裂解液(西
安赫特生物科技有限公司);超敏电化学发光(electro-
chemiluminescence,ECL)显影液(苏州四正柏生物科

技有限公司);LY294002(美国Sigma公司);小鼠抗

人3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH,武汉三鹰生物技术

有限公司)。
 

1.2 方法

1.2.1 茜素红染色检测矿化结节生成

取克隆生长状态好的P5代 DPSCs,以2×105

个/孔的细胞密度接种于6孔培养板。用含
 

10%胎牛

血清的α-MEM培养基培养细胞达80%以上的汇合率,
更换矿化诱导液(10%胎牛血清、100

 

U/mL青霉素、
100

 

μg/mL链霉素、10
 

nmol/L地塞米松、50
 

mg/L
维生素C和含10

 

mmol/L
 

β-甘油磷酸钠的α-MEM
培养基)。用浓度0、1、10

 

mmol/L的氯化锂加或不

加LY294002(25
 

μmol/L)刺激DPSCs,每3天换液1
次,诱导1或2周后终止。磷酸盐缓冲液(phosphate

 

buffer
 

saline,PBS)清洗细胞3次,4%多聚甲醛固定

细胞15~30
 

min;再用PBS清洗细胞3次,清除残余

固定液;40
 

mmol/L
 

pH
 

4.2的茜素红染色5~10
 

min,用双蒸水(double
 

distilled
 

water,ddH2O)洗去

残留染液,直至洗液变清为止。倒置显微镜下观察并
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拍照记录矿化结节的形成情况。最后,用10%十六烷

基吡啶溶液溶解培养皿里的茜素红,采用ELX808全

自动酶标仪检测562
 

nm波长处的吸光度[A(562)]值
并记录。
1.2.2 实时荧光定量逆转录PCR(real-time

 

fluores-
cent

 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

PCR,RT-
qPCR)检测成牙本质标志基因的表达

以2×105 个/孔的细胞密度将DPSCs接种于6
孔培养板,培养至汇和率达80%左右时,用含浓度0、
1、10

 

mmol/L 氯 化 锂 加 或 不 加 LY294002(25
 

μmol/L)的矿化诱导液刺激 DPSCs,每3天换液1
次,诱 导2周 后 终 止。用 Trizol试 剂 提 取 细 胞 总

RNA,用Omniscript
 

RT反转录试剂盒(德国Qiagen公

司)合成
 

cDNA。将cDNA和SYBR
 

PCR试剂混合,使
用ABI

 

Prism
 

7500
 

real-time
 

PCR系统进行逆转录。
PCR循环条件:95

 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

10
 

s,35个

循环。牙本质涎磷蛋白(dentin
 

sialophosphoprotein,
DSPP)、牙本质基质蛋白1(dentin

 

matrix
 

protein
 

1,
DMP1)、碱性磷酸酶(alkaline

 

phosphatase,ALP)、骨
涎蛋白(bone

 

sialoprotein,BSP)、骨钙素(osteocalcin,
OCN)基因引物序列见表1。以GAPDH基因为内参

基因,将目的基因相对于人GAPDH 和对照(未处理

细胞)水平的相对倍数变化归一化,采用2-ΔΔCt 法表

示目的基因相对表达水平。

表1  PCR引物序列

目的基因 正向
 

(5'-3') 反向(5'-3')

DSPP TGG
 

AGA
 

CAA
 

GAC
 

CTC
 

CAA
 

GAG
 

TGA TGC
 

TGG
 

GAC
 

CCT
 

TGA
 

TTT
 

CTA
 

TTC
DMP1 TGG

 

GGA
 

TTA
 

TCC
 

TGT
 

GCT
 

CT GCT
 

GTC
 

ACT
 

GGG
 

GTC
 

TTC
 

AT
ALP CCA

 

CGT
 

CTT
 

CAC
 

ATT
 

TGG
 

TG AGA
 

CTG
 

CGC
 

CTG
 

GTA
 

GTT
 

GT
BSP AAC

 

TTT
 

TAT
 

GTC
 

CCC
 

CGT
 

TGA TGG
 

ACT
 

GGA
 

AAC
 

CGT
 

TTC
 

AGA
OCN GGC

 

AGC
 

GAG
 

GTA
 

GTG
 

AAG
 

AG CTG
 

GAG
 

AGG
 

AGC
 

AGA
 

ACT
 

GG
GAPDH GCA

 

CCG
 

TCA
 

AGG
 

CTG
 

AGA
 

AC TGG
 

TGA
 

AGA
 

CGC
 

CAG
 

TGG
 

A

1.2.3 Western
 

blot检测Akt及磷酸化Akt(phospho-
rylated

 

Akt,p-Akt)水平

6孔板每孔接种2×105 个DPSCs,细胞汇合度达

到80%左右加入浓度1
 

mmol/L氯化锂(加或不加

LY294002),用不含血清的α-MEM 培养基饥饿培养

6、12、24
 

h后终止培养,以未加入氯化锂和LY294002
处理的细胞为对照(0

 

h)。弃去培养液,加入预冷的

PBS,清 洗 3 次;每 组 加 入 适 量 含 苯 甲 基 磺 酰 氟
(PMSF)的IP裂解液(PMSF终浓度1

 

mmol/L),冰
上裂解10

 

min将细胞刮下收集至 EP管内,4
 

℃、
12

 

000×g离心15
 

min;然后将上清液转移至新的EP
管中进行BCA定量,加入5×十二烷基硫酸钠(SDS)
上样缓冲液,煮沸10

 

min。配制10%分离胶和5%浓

缩胶,每条泳道加样20
 

μg蛋白,220
 

V 恒压电泳

30
 

min分离样品蛋白;聚偏二氟乙烯(PVDF)膜先用

甲醇活化,再半干转膜,25
 

V恒压电泳7
 

min;转膜完

成后,将PVDF膜放入封闭液中封闭
 

0.5
 

h。PI3K/
Akt各磷酸化蛋白和总蛋白抗体按照1∶1

 

000稀释

于5%胎牛血清中,4
 

℃过夜。TBST清洗3次,每次

5
 

min,放入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG二

抗(抗体稀释液1∶5
 

000稀释),37
 

℃孵育1
 

h,TBST
清洗3次,每次5

 

min。ECL液(A、B液以1∶1混

合)均匀涂于膜上,使用增强型化学发光成像系统对

蛋白质条带进行曝光。ImageJ软件分析面板灰度作

图,计算p-Akt/Akt比值。
1.3 统计学处理

所有实验至少重复3次,采用SPSS17.0软件进

行统计分析,计量资料以x±s表示,两组组间比较采

用独立样本t检验,多组间比较采用方差分析,进一

步组间两两比较采用Student-Newman-Keuls检验,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 氯化锂对DPSCs牙本质向分化能力的影响

茜素红染色分析发现:矿化诱导1周后,各组均

形成很少的矿化结节,见图1A、B;矿化诱导2周后,
各组均产生较多的矿化结节,其中1

 

mmol/L氯化锂

刺激可明显促进DPSCs矿化结节的形成(P<0.05),
而10

 

mmol/L氯化锂刺激后矿化结节形成减少(P<
0.05),见图1A、C。RT-qPCR结果发现,1

 

mmol/L
氯化锂刺激DPSCs

 

2周可明显促进成牙本质标志基

因DSPP、DMP1、BSP、ALP
 

mRNA的表达(图1D),
提示1

 

mmol/L氯化锂刺激DPSCs能够诱导其牙本

质向分化。
2.2 PI3K/Akt信号通路对氯化锂调控的DPSCs分

化过程的影响

为了验证PI3K/Akt信号通路是否参与氯化锂

调控的DPSCs成牙本质向分化过程,用PI3K信号通

路抑制剂 LY294002(25
 

μmol/L)加或不加氯化锂
(1

 

mmol/L)刺激DPSCs矿化诱导2周,通过茜素红

染色分析发现,氯化锂(1
 

mmol/L)可明显促进DP-
SCs矿化结节形成(P<0.05),而加入 LY294002
(25

 

μmol/L)明显削弱了氯化锂(1
 

mmol/L)对DP-
SCs矿化结节形成的作用(P<0.05),见图2A、B。
RT-qPCR结果发现,氯化锂(1

 

mmol/L)明显促进

DPSCs牙本质标志基因 DSPP、DMP1、ALP
 

mRNA
的表 达;而 加 入 LY294002(25

 

μmol/L)后 DSPP、
DMP1、ALP

 

mRNA表达明显下调(P<0.05),见图

2C~F。
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  A:茜素红染色;B、C:分别为不同浓度氯化锂刺激DPSCs
 

1、2周后茜素红染色定量分析;D:不同浓度氯化锂刺激DPSCs
 

2周后成牙本质标志

基因定量分析;a:P<0.05,与0
 

mmol/L氯化锂比较。

图1  氯化锂调控DPSCs成牙本质向分化

  A、B:茜素红染色及定量分析;C~F:分别为 DSPP、DMP1、ALP、OCN
 

mRNA定量分析;氯化锂浓度:1
 

mmol/L;a:P<0.05,与氯化锂和

LY294002未处理细胞比较;b:P<0.05,与1
 

mmol/L氯化锂刺激细胞比较。

图2  PI3K/Akt信号通路参与氯化锂调控的DPSCs分化过程
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2.3 PI3K/Akt信号通路对氯化锂诱导的DPSCs内

Akt蛋白活化情况的影响

为了进一步验证PI3K/Akt信号通路的作用,用
1

 

mmol/L氯化锂刺激DPSCs
 

0、6、12、24
 

h(加或不

加LY294002),通过 Western
 

blot检验PI3K通路下

游Akt活化情况,结果显示:氯化锂刺激DPSCs后p-
Akt/Akt比值明显升高(P<0.05),并具有时间依赖

性;而加入LY294002共同刺激24
 

h后,p-Akt/Akt
比值明显下降(P<0.05),LY294002明显抑制 Akt
的磷酸化,见图3。

  A:Akt及p-Akt蛋白表达变化;B:p-Akt/Akt比值比较;氯化锂浓

度:1
 

mmol/L;a:P<0.05,与0
 

h比较;b:P<0.05,与1
 

mmol/L氯化

锂刺激24
 

h比较。

图3  氯化锂刺激DPSCs后Akt活化情况

3 讨  论

  DPSCs成牙本质向分化对于牙髓损伤修复和牙

齿再生,甚至组织再生都起着至关重要的作用,其机

制研究一直是牙髓生物学领域的热点研究问题。氯

化锂是美国食品药品监督管理局(Food
 

and
 

Drug
 

Ad-
ministration,FDA)批准的可通过阻止β-catenin磷酸

化激活 Wnt/β-catenin通路的药物[12]。研究发现,氯
化锂可通过抑制糖原合成酶激酶-3β(glycogen

 

syn-
thasc

 

kinase-3β,GSK-3β)而激活 Wnt/β-catenin通路

促进骨形成[13]。体内研究也发现,氯化锂可促进骨质

疏松大鼠的骨再生[14]。此外,氯化锂可明显降低正畸

治疗导致的牙根吸收[15],促进成牙骨质细胞增殖及牙

周膜干细胞分化[4-6]。本研究结果发现,1
 

mmol/L氯

化锂刺激 DPSCs可明显促进矿化结节的形成,而
10

 

mmol/L氯化锂刺激后矿化结节明显减少。进一

步通过RT-qPCR检测发现,1
 

mmol/L氯化锂刺激

DPSCs后成牙本质标志基因 DSPP、DMP1、BSP及

ALP
 

mRNA表达明显上调。以上结果提示,低浓度

氯化锂可促进DPSCs成牙本质向分化。
间充质干细胞的分化是一个非常复杂的过程,涉

及大量的信号通路、细胞因子和转录因子的调控。其

中,Wnt和PI3K/Akt信号通路对干细胞分化过程的

调控发挥着重要作用。在典型的 Wnt通路中,β-cate-
nin作为关键的转录辅激活因子,将细胞外信号传递

到细胞核内,从而激活靶基因的表达[16]。如GSK-3β
失活可导致β-catenin在细胞质大量聚集而转位至细

胞核,从而作用于下游的靶基因如Runx2和过氧化物

酶增殖物活化受体γ(peroxisome
 

proliferator-activa-
ted

 

receptorγ,PPARγ)基因,继而调控干细胞成骨或

成脂向分化[16-18]。在间充质干细胞则主要通过抑制

GSK-3β活化而激活β-catenin,最终促进成骨分化,抑
制成脂向分化[19]。体内或体外实验发现,间充质干细

胞内β-catenin失活导致成骨分化能力下降[20-21]。由

此可见,β-catenin激活有利于间充质干细胞成骨向分

化,本研究结果低浓度氯化锂促进DPSCs成牙本质

向分化与大部分研究报道一致。Wnt信号在骨再生

中的重要作用已经得到了很好的研究[22-23]。有研究

发现,Wnt和PI3K/Akt信号转导通路可促进成骨细

胞增殖,抑制破骨细胞分化[24-25]。也有报道指出,
Wnt蛋白可通过激活Src/细胞外信号调节激酶(ex-
tracellular

 

signal-regulated
 

kinase,ERK)和 PI3K/
Akt信号级联来延长成骨细胞和成骨祖细胞的存活

时间[26]。然而,PI3K/Akt是否通过与 Wnt/β-catenin
通路的相互作用促进牙本质再生仍未知。本研究发

现,PI3K/Akt信号通路抑制剂LY294002明显减弱

了氯 化 锂 诱 导 的 DPSCs矿 化 结 节 形 成 和 DSPP、
DMP1、ALP矿化基因表达水平。由此可见,PI3K/
Akt信号通路可能参与氯化锂诱导的DPSCs成牙本

质向分化的调控。此外,本研究进一步发现氯化锂能

够明显促进 Akt的磷酸化,并具有时间依赖性,而
LY294002可明显抑制氯化锂刺激导致的 Akt磷酸

化,证明PI3K/Akt信号通路确实参与调控氯化锂刺

激的DPSCs成牙本质向分化过程。
  

综上所述,本研究发现低浓度氯化锂(1
 

mmol/L)
可明显促进DPSCs成牙本质向分化,PI3K/Akt信号通

路在此过程中可能发挥着重要调控作用。针对这些信

号通路的研究将为龋源性感染的治疗提供新的靶点。
氯化锂也可能用作具有生物活性的下一代活髓保存剂,
但尚需进一步的研究。
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