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生物活性玻璃 45S5 通过细胞自噬促进

根尖牙乳头细胞成牙本质方向分化

刘炜林  苏灿  崔彩云

滨州医学院附属医院牙体牙髓科，滨州256600

[摘要]  目的　45S5 促进根尖牙乳头细胞 （APCs） 成牙本质方向分化作用机制仍不明确，本研究旨在探讨细胞

自噬参与生物活性玻璃 45S5 促进 APCs 成牙本质方向分化的作用。方法　体外分离培养 APCs，流式细胞术鉴定

细胞组织来源。配置 1 mg/mL 45S5 浸提培养液，检测 pH 和离子浓度。实验分为对照组、45S5 组和 3-甲基腺嘌呤

（3-MA） 45S5 组，45S5 组为 1 mg/mL 45S5 诱导培养 APCs，3-MA 45S5 组为 1 mg/mL 45S5 中加入自噬抑制剂 （3-

MA）。免疫印迹法 （Western blot） 检测各组诱导培养 24 h 后自噬相关蛋白微管相关蛋白 1 轻链 3β （LC3B） 和

P62 的表达，实时荧光定量聚合酶链反应 （RT-qPCR） 检测诱导培养 7 d 后骨涎蛋白 （BSP）、Runt 相关转录因子

2 （Runx2）、牙本质涎磷蛋白 （DSPP） 和牙本质基质蛋白-1 （DMP-1） 的表达，细胞碱性磷酸酶 （ALP） 染色分

析诱导培养 7 d 细胞 ALP 活性，茜素红染色分析诱导培养 21 d 矿化结节形成。结果　45S5 浸提培养液的 pH 为

8.65±0.01，与对照组差异无统计学意义 （P>0.05）；45S5 诱导培养液的硅离子浓度为 （1.56±0.07） mmol/L，高

于对照组 （0.08±0.01） mmol/L （P<0.05）；45S5 浸提培养液的钙离子浓度为 （1.57±0.15） mmol/L，与对照组差

异无统计学意义 （P>0.05）。Western blot 结果显示，与对照组相比，45S5 组 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值升高、P62 表达降

低 （P<0.05）；与 45S5 组相比，3-MA 45S5 组 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值降低、P62 表达升高 （P<0.05）。RT-qPCR 结果显

示，与对照组相比，45S5 组 BSP、Runx2、DMP-1 和 DSPP 表达增加；与 45S5 组相比，3-MA 45S5 组 BSP、

Runx2、DMP-1 和 DSPP 表达降低 （P<0.05）。ALP 染色和茜素红染色分析结果显示，与对照组相比，45S5 组

ALP 活性增强，矿化结节形成增多；与 45S5 组相比，3-MA 45S5 组 ALP 活性降低，

矿化结节形成减少。结论　1 mg/mL 45S5 体外通过细胞自噬促进 APCs 成牙本质方

向分化。
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Bioactive glass 45S5 promotes odontogenic differentiation of apical papilla cells through autophagy

Liu Weilin, Su Can, Cui Caiyun

Dept. of Cariology and Endodontics, Binzhou Medical University Hospital, Binzhou 256600, China

Supported by: Shandong Provincial Natural Science Foundation (ZR2019PH083)

Correspondence: Cui Caiyun, E-mail: cuicaiyun1987@163.com

[Abstract]  Objective　The mechanism of the odontogenic differentiation of apical papillary cells (APCs) stimulated 

by bioactive glass 45S5 is still unclear. This study aims to investigate the effect of autophagy on the odontogenic differen‐

tiation of APCs stimulated by bioactive glass 45S5. Methods　APCs were isolated and cultured in vitro, and the cell ori‐

gin was identified by flow cytometry. The culture medium was prepared with 1 mg/mL 45S5, and its pH and ion concen‐

tration were determined. The experiments were divided 

into control, 45S5, and 3-methyladenine (3-MA) 45S5 

groups. In the 45S5 group, APCs were induced to culture 

with 1 mg/mL 45S5. In the 3-MA 45S5 group, the autoph‐

agy inhibitor 3-MA was added to 1 mg/mL 45S5. Protein 
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immunoblotting assay (Western blot) was used to detect the expression of autophagy-associated proteins of microtubule-

associated protein 1 light-chain 3β (LC3B) and P62 after 24 h of induction culture in each group. Real-time quantitative 

polymerase chain reaction (RT-qPCR) was used to detect the expression of bone sialoprotein (BSP), Runt-related tran‐

scription factor 2 (Runx2), dentin sialophosphoprotein (DSPP), and dentin matrix protein-1 (DMP-1) after 7 d of induc‐

tion culture. Cellular alkaline phosphatase (ALP) staining analyzed cellular ALP activity at 7 d of induction, and alizarin 

red staining evaluated the formation of mineralized nodules at 21 d of induction. Results　The pH of the 45S5 extract 

culture medium was 8.65±0.01, which was not significantly different from that of the control group (P>0.05). The silicon 

ion concentration of the 45S5 induction culture medium was (1.56±0.07) mmol/L, which was higher than that of the con‐

trol group (0.08±0.01) mmol/L (P<0.05). The calcium ion concentration of the 45S5 induction culture was (1.57±

0.15) mmol/L, which was not significantly different from that of the control group (P>0.05). Western blot results showed 

that LC3B- Ⅱ/Ⅰ ratio increased and P62 expression decreased in the 45S5 group compared with those in the control 

group (P<0.05). By contrast, the ratio decreased and the expression increased in the 3-MA 45S5 group compared with 

those in the 45S5 group (P<0.05). RT-qPCR results showed that the expression of BSP, Runx2, DMP-1, and DSPP en‐

hanced in the 45S5 group compared with that in the control group (P<0.05), but the expression decreased in the 3-MA 

45S5 group compared with that in the 45S5 group (P<0.05). Semi-quantitative analysis of ALP staining and alizarin red 

staining showed that the ALP activity was enhanced, and the formation mineralized nodule increased in the 45S5 group 

compared with those in the control group. The ALP activity weakened, and the formation mineralized nodules were re‐

duced in the 3-MA 45S5 group compared with that those in the 45S5 group. Conclusion　Cell autophagy participates in 

the odontogenic differentiation of APCs induced by 1 mg/mL 45S5 in vitro.
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生物活性玻璃 45S5 因具有良好的生物相容性、

骨诱导和骨传导性能，被广泛用于骨组织再生[1-2]。

近年来，生物活性玻璃类材料逐渐应用于牙髓−牙

本质复合体再生。研究[3-6]表明，生物活性玻璃 45-

S5 可促进牙髓细胞的成牙本质方向分化、血管生

成和小管样牙本质形成。年轻恒牙未闭合的根尖

孔外获取的根尖牙乳头组织中能够分离培养出具

有多向分化潜能的干细胞，即根尖牙乳头干细胞

（stem cell from the apical papilla，SCAP），其与同

一组织来源的牙髓干细胞相比具有更强的端粒酶

活性和形成牙本质能力[7]，是牙髓−牙本质复合体

再生重要的细胞来源。45S5 体外可促进根尖牙乳

头细胞 （apical papilla cells，APCs） 的增殖、成牙

本质方向分化基因的表达和体外矿化结节的形成，

但其作用机制仍未明确[8]。

细胞自噬是细胞利用溶酶体对自身细胞器和

大分子物质进行降解的过程，在细胞代谢、更新

细胞器和维持细胞内稳态等方面发挥着重要作

用[9]。与生物活性玻璃 45S5 化学组成相似的硅酸

盐材料，如 iRoot BP、MTA，均由 SiO2 和 CaO 等

基本成分组成，iRoot BP 通过细胞自噬参与促进

骨髓间充质干细胞成牙本质方向分化[10]，MTA 通

过细胞自噬参与牙髓细胞成牙本质方向分化[11]。本

研究提出假设细胞自噬参与生物活性玻璃 45S5 促

进 APCs 成牙本质方向分化，旨在明确 45S5 促进

APCs 成牙本质方向分化的作用机制，为牙髓牙本

质复合体再生提供研究基础。

1  材料和方法

1.1  主要试剂和仪器

45S5 生物活性玻璃 （B139900，上海阿拉丁生

化科技股份有限公司），胎牛血清 （安徽康源生物

技术有限责任公司），茜素红、BCA 试剂盒、十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 （sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PA-

GE） 蛋白上样缓冲液 （上海碧云天生物技术有限

公司），引物 （上海生工生物工程技术服务有限公

司），氯化十六烷基吡啶、焦碳酸二乙酯 （diethyl 

pyrocarbonate， DEPC） 水 、 BCIP/NBT 显 色 试 剂

盒 （北京索莱宝科技有限公司），10×洗膜缓冲液

（Tris Buffered Saline Tween，TBST）、10×蛋白电

转移缓冲液、10×SDS-PAGE 电泳缓冲液 （北京普

利莱基因技术有限公司），一步法 PAGE 凝胶快速

制备试剂盒 （上海雅酶生物科技有限公司），超

敏电化学发光试剂盒 （苏州新赛美生物科技有限

公司），高血糖 DMEM 培养基、青霉素-链霉素、

胰酶 （Gibco 公司，美国），β-甘油磷酸钠、维生
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素 C、噻唑蓝、地塞米松、二甲基亚砜 （Sigma 公

司，美国），微管相关蛋白 1 轻链 3β （microtubu-

le-associated protein 1 light chain 3 beta，LC3B） 抗

体 （Cell Signaling Technology 公司，美国），SYBR 

green 聚合酶链反应 （polymerase chain reaction，P-

CR） 预混液、TRIzol 试剂 （Invitrogen 公司，美

国）， Premix 型 反 转 录 试 剂 （TaKaRa 公 司 ， 日

本）， 3- 甲 基 腺 嘌 呤 （3-methyladenine， 3-MA）

（Apexbio 公司，美国），P62 抗体 （Proteintech 公

司，美国），Ⅰ型胶原蛋白酶 （Wotthington 公司，

美 国）， CD29、 CD34、 CD45、 CD90、 CD105、

CD146 （BD 公司，美国）。

pH 仪 （上海精密科学仪器有限公司），化学发

光成像系统 （上海勤翔科学仪器有限公司），高温

高压蒸汽消毒锅 （山东新华医疗器械股份有限公

司），超纯水 （ultrapure water，UP 水） 机 （青岛

富勒姆科技有限公司），恒温水浴箱 （嘉兴市欣欣

仪器设备有限公司），玻璃板、制胶器、半干转印

系统、垂直电泳系统、梳子 （BIORAD 公司，美

国），CO2 培养箱、酶标仪 （Thermo 公司，美国），

恒温混匀仪、低温高速离心机 （Eppendorf 公司，

德国），倒置显微镜 （奥林巴斯株式会所，日本）。

1.2  实验方法

1.2.1  APCs 的获得、培养和鉴定

本实验根尖牙乳头组织取自滨州医学院附属

医院口腔颌面外科门诊 12~18 岁因正畸需要拔除

的患者的前磨牙，患者及家属知情同意，实验方

案通过滨州医学院附属医院伦理委员会审查 （伦

理批号：2019-G036-01）。离体牙立即放入无菌培

养液中，超净台内 PBS 冲洗牙齿表面的血液及杂

质，4 h 内完成原代培养。无菌刀片切下牙齿根尖

部牙乳头组织，眼科剪修剪组织至 1 mm3大小，漂

洗 离 心 ， 组 织 块 中 加 入 1 mLⅠ 型 胶 原 蛋 白 酶 ，

37 ℃水浴消化至组织块完全消失，离心后弃上清

液，加入 2 mL 含 20%DMEM 培养液，接种于 6 孔

板 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱中培养。每 3 d 更换

一次培养液，待细胞融合达到 70%~80% 后进行细

胞传代，取第 2 和第 4 代细胞用于后续实验。

取对数生长期的第 2 代 APCs，消化离心后制

备 5.0×106 个/mL 的细胞悬液，依次取 200 μL 加入

EP 管中，避光加一抗 （CD29 20 μL，CD34 20 μL，

CD45 20 μL，CD90 10 μL，CD105 10 μL，CD146 

20 μL；阴性对照为用 PBS 代替一抗孵育），避光

冰上孵育 30 min，PBS 漂洗离心 2 次，细胞悬液通

过 200 目细胞筛过滤收集于流式管内上机检测，

Flowing Software 2.5.1 分析数据。

1.2.2  生物活性玻璃 45S5诱导培养液的配置和 pH、

离子浓度检测

电子天平称量生物活性玻璃 45S5 粉末，锡箔

纸包裹后于 180 ℃干热灭菌 4 h，冷却至室温备用。

将 45S5 按照 1 mg/mL 加入 DMEM 培养液，封口膜

封口后置于 37 ℃培养箱中 24 h，离心取上清经

0.22 μm 无菌针头式过滤器过滤，即 1 mg/mL 的

45S5 浸提培养液；不加入 45S5 的 DMEM 培养液

37 ℃浸提 24 h，离心后上清经 0.22 μm 过滤器过

滤，即 DMEM 浸提培养液。向上述各浸提培养液

内分别加入 10% 胎牛血清和 1% 青霉素—链霉素混

合液，即 45S5 诱导培养液和 DMEM 诱导培养液。

取 45S5 浸提培养液和 DMEM 浸提培养液各

5 mL，使用 pH 仪测定溶液 pH，离子体发射光谱

测定浸提培养液硅离子及钙离子的浓度 （由上海

荟铭检测设备有限公司测定）。

1.2.3  免疫印迹法 （Western blot） 检测自噬相关蛋

白的表达

实验分为对照组、45S5 组和3-MA 45S5组，对

照组为 DMEM 诱导培养液，45S5 组为 1 mg/mL 的

45S5 诱导培养液，3-MA 45S5 组为 1 mg/mL 的 45-

S5 诱导培养液中加入 5 mmol/L 3-MA。取第 4 代

APCs 以 2.0×104个/mL 将细胞接种于 75 cm2培养瓶，

待细胞生长融合达 80% 时记为第 0 天。加入各组诱

导培养液培养 24 h，按照试剂盒说明书提取总蛋

白，BCA 蛋白浓度测定盒测定蛋白样品浓度，加

入 UP 水将蛋白样品浓度稀释为 1.25 μg/μL 的中间

液，加入中间液体积 1/5 的 SDS-PAGE 蛋白上样缓

冲液，配置为 1 μg/μL 的蛋白样品，金属浴 95 ℃，

5 min，使蛋白充分变形，−20 ℃冷冻保存。蛋白

电泳，一抗稀释比例 GAPDH 为 1∶2 000，P62 为

1∶50 000，LC3 为 1∶1 000，二抗稀释比例为 1∶

10 000，曝光条带。使用 ImageJ 软件计算条带灰

度值，以自噬相关蛋白的相对表达量为纵坐标、

组别为横坐标，绘制直方图。

1.2.4  实时荧光定量 PCR （real-time quantitative po-

lymerase chain reaction，RT-qPCR） 检测细

胞自噬对 45S5 诱导 APCs 成牙本质方向分化

相关基因表达的影响

实验分为对照组、45S5 组和 3-MA 45S5 组，

同 1.2.3。取第 4 代 APCs 以 1.5×105 个/孔的密度将

细胞接种于 6 孔板，待细胞生长融合达 80% 时记为

第 0 天。加入各组诱导培养液培养 7 d，提取细胞

总 RNA，测定 RNA 纯度，按照说明书进行反转录
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反应，结束后−20 ℃保存。RT-qPCR 检测骨唾液

酸蛋白 （bone sialoprotein，BSP）、Runt 相关转录

因子 2 （Runt-related transcription factor 2，Runx-

2）、牙本质基质酸性磷蛋白 1 （dentin matrix pro‐

tein 1，DMP-1）、牙本质涎磷蛋白 （dentin sialopho-

sphoprotein，DSPP） 的表达。反应条件为 50 ℃ 

2 min，95 ℃ 10 min （1 个循环，预变性）；95 ℃ 

15 s，60 ℃ 60 s （40 个循环，PCR 反应）；95 ℃ 

15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s （溶解阶段）。BSP、

Runx2、DMP-1、DSPP 及内参的引物序列见表 1。

反应结束后分析扩增曲线和溶解曲线，验证引物

特异性及产物是否单一。以 GAPDH 为内参，用定

量的 2−△△CT 法计算相对 mRNA 表达水平，以细胞

因子为横坐标、RNA 含量为纵坐标，绘制直方图。

1.2.5  细胞碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）

染色及 BCA 半定量检测细胞自噬对 45S5 诱

导 APCs ALP 活性的影响

实验分为对照组、矿化诱导 （OM） 组、45S5

组和 3-MA 45S5 组，对照组为 DMEM 诱导培养液

（即阴性对照组），OM 组为 DMEM 诱导培养液中

加入 10 mmol/L β-磷酸甘油钠、10 nmol/L 地塞米

松和 50 mg/mL 抗坏血酸 （即阳性对照组），45S5

组为 1 mg/mL 的 45S5 诱导培养液，3-MA 45S5 组

为 1 mg/mL 的 45S5 诱导培养液中加入 5 mmol/L 3-

MA。取第 4 代 APCs 以 1.5×105 个/孔的密度将细胞

接种于 12 孔板，待细胞生长融合达 80% 时，记为

第0天。分别加入各组诱导培养液培养 7 d，每 48 h

更换培养液。按照 BCIP/NBT 显色试剂盒说明书染

色，显微镜下观察拍照。提取单层贴壁细胞总蛋

白，BCA 半定量检测蛋白浓度，酶标仪波长调至

562 nm，测定光密度 （optical density，OD） 值。

1.2.6  茜素红染色及氯化十六烷基吡啶半定量分析

细胞自噬对 45S5 诱导 APCs 矿化能力的影响

实验分为对照组、OM 组、45S5 组和 3-MA 

45S5 组，对照组为 DMEM 诱导培养液 （即阴性

对 照 组）， OM 组 为 DMEM 诱 导 培 养 液 中 加 入

10 mmol/L β-磷酸甘油钠、10 nmol/L 地塞米松和

50 mg/mL 抗坏血酸 （即阳性对照组），45S5 组为

1 mg/mL 的 45S5 诱导培养液中加入 10 mmol/L β-磷

酸甘油钠、10 nmol/L 地塞米松和 50 mg/mL 抗坏血

酸，3-MA 45S5 组为 1 mg/mL 的 45S5 诱导培养液

中加入 5 mmol/L 3-MA、10 mmol/L β-磷酸甘油钠、

10 nmol/L 地塞米松和 50 mg/mL 抗坏血酸。取第 4

代 APCs 以 1.5×105 个/孔的密度将细胞接种于 12 孔

板，待细胞生长融合达 80% 时，记为第 0 天，分别

加入各组诱导培养液培养至 21 d，每孔加入 1 mL 

4% 多聚甲醛固定液固定 30 min，0.1% 茜素红染色

液室温下染色 30 min，UP 水轻柔漂洗 3 次，显微

镜下观察并拍照记录。每孔加入 100 mmol/L 氯化

十六烷基吡啶溶液 1 mL，室温下放置 30 min 使待

测孔底色完全溶解，反复吹打充分混匀后，每孔

吸取 120 μL 转移至 96 孔板，每孔 3 个复孔，酶标

仪波长调至 496 nm 处，测定各组 OD 值。

1.2.7  统计分析

采用 SPSS 19.0 软件进行统计分析。浸提液

pH、离子浓度的差别经正性检验和方差齐性检验

后，进行独立样本 t 检验。各组基因、蛋白、ALP

活性和矿化结节半定量分析的差别，经方差齐性

检验方差齐后，采用单因素方差进行分析。组间

差异有统计学意义时，采用 LSD 检验进行两两比

较。双侧检验 P<0.05 认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  APCs 的培养及鉴定

在连续培养过程中，第 1 代至第 3 代 APCs 均

保持间充质细胞的典型的长梭形形态特点 （图 1A、

B）。流式细胞术结果显示，APCs 阳性表达间充质

干细胞的细胞表面标记物 CD90、CD146、CD29

和 CD105，阴性表达造血系统细胞的细胞表面标

记物 CD34、CD45 （图 1C~H）。

2.2  45S5 浸提培养液的 pH 及离子浓度

45S5 浸提培养液与 DMEM 浸提培养液的 pH

及离子浓度见表 2。统计分析表明，45S5 浸提培养

液的 pH、钙离子浓度与 DMEM 浸提培养液相比，

二者间的差异无统计学意义 （P>0.05）。45S5 浸提

培养液的硅离子浓度高于 DMEM 浸提培养液，二

者间的差异有统计学意义 （P<0.05）。

表 1　RT-qPCR 引物序列

Tab 1　RT-qPCR primer sequence

基因

BSP

Runx2

DMP-1

DSPP

GAPDH

引物序列（5’-3’）

F：GATTTCCAGTTCAGGGCAGTAG

R：CCCAGTGTTGTACAGAAAGTG

F：TCTTAGAACAAATTCTGCCCTTT

R：TGCTTTGGTCTTGAAATCACA

F：AGGAAGTCTCGCATCTCAGAG

R：TGGAGTTGCTGTTTTCTGTAGAG

F：CTGTTGGGAAGAGCCAAGATAAG

R：CCAAGATCATTCCATGTTGTCCT

F：GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

R：GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
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2.3  45S5 体外促进 APCs 自噬相关蛋白表达

免疫印迹法检测 45S5 体外对 APCs自噬相关蛋

白表达的影响，结果见图 2。与对照组相比，45S5

组 P62 相对表达降低，差异具有统计学意义 （P<

0.05）；与 45S5 组相比，3-MA 45S5 组 P62 相对表

达增加，但仍低于对照组，差异具有统计学意义

（P<0.05）。与对照组相比，45S5 组 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比

值升高，差异具有统计学意义 （P<0.05）；与 45S5

组相比，3-MA 45S5 组 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值降低，但

仍高于对照组，差异具有统计学意义 （P<0.05）。

结果表明：45S5 增强 APCs 的自噬水平，3-MA 抑

制 45S5 促进自噬的作用。

2.4  45S5 体外通过细胞自噬促进 APCs 成牙本质方

向分化相关基因的表达

RT-qPCR 检测细胞自噬对 45S5 诱导 APCs 成牙

本质方向分化相关基因表达的影响，结果见图 3。

与对照组相比，45S5 组 BSP、Runx2、DMP-1 和

DSPP 表达增加，差异有统计学意义 （P<0.05）；与

45S5 组相比，3-MA 45S5 组 BSP、Runx2、DMP-1

和 DSPP 基因表达降低，差异有统计学意义 （P<

0.05）。结果表明：45S5 促进 APCs 成牙本质方向

分化相关基因 BSP、Runx2、DMP-1 和 DSPP 的表

达，3-MA 抑制 45S5 的促进作用。

A、B：分别为第 1 代、第 3 代 APCs，APCs 均呈长梭形；C~H：第 3 代 APCs 阳性表达 CD90、CD146、CD29 和 CD105，阴性表达

CD34 和 CD45。

图 1 APCs 的培养及鉴定

Fig 1 Culture and identification of APCs

表 2　45S5 浸提培养液与 DMEM 浸提培养液的 pH 及

离子浓度

Tab 2　pH and ion concentration of 45S5 extraction 

culture medium and DMEM extraction culture 

medium

浸提培养液

DMEM

45S5

pH

8.60±0.03

8.65±0.01

Si/（mmol/L）

0.08±0.01

1.56±0.07*

Ca/（mmol/L）

1.65±0.18

1.57±0.15

注：与对照组相比，*P<0.05。

左：P62、LC3B-Ⅰ、LC3B-Ⅱ的表达，内参为 GAPDH；右：灰度值分析，与对照组相比，*P<0.05；与 45S5 组相比，#P<0.05。

图 2 免疫印迹法检测 45S5 体外对 APCs 自噬相关蛋白表达的影响

Fig 2 Western blot detects the effect of 45S5 on the expression of autophagy-related proteins in APCs in vitro
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2.5  45S5 体外通过细胞自噬促进 APCs ALP 活性

细胞自噬对 45S5 诱导 APCs ALP 活性的影响

见图 4。培养 7 d 后，对照组、OM 组与 45S5 组蓝

染，3-MA 45S5 组蓝染较弱。BCA 半定量检测结

果显示，与对照组相比，OM 组和 45S5 组 OD 值升

高，3-MA 45S5 组 OD 值降低，差异有统计学意义

（P<0.05）；与 OM 组相比，45S5 组 OD 值变化差异

无统计学意义，3-MA 45S5 组 OD 值降低，差异有

统 计 学 意 义 （P<0.05）； 与 45S5 组 相 比 ， 3-MA 

45S5 组 OD 值降低，差异有统计学意义 （P<0.05）。

结果表明：45S5 促进 APCs ALP 活性，3-MA 抑制

45S5 的促进作用。

2.6  45S5 体外通过细胞自噬促进 APCs 矿化结节的

形成

茜素红染色及氯化十六烷基吡啶半定量分析

结果见图 5。茜素红染色显示，对照组红染不明

显，OM 组与 45S5 组均有红染，3-MA 组可见少量

红染。氯化十六烷基吡啶半定量分析显示，培养

与对照组相比，*P<0.05；与 45S5 组相比，#P<0.05。

图 3 RT-qPCR 检测细胞自噬对 45S5 诱导 APCs 成牙本质方向分化相关基因表达的影响

Fig 3 RT-qPCR detects the effect of autophagy on the expression of genes related to odontoblast differentiation of APCs induced by 45S5

上：肉眼观察。中：显微镜观察。下：半定量分析，与对照组相比，*P<0.05；与 OM 组相比，#P<0.05；与 45S5 组相比，&P<0.05。

图 4 细胞自噬对 45S5 诱导 APCs ALP 活性的影响

Fig 4 Effect of autophagy on ALP activity of APCs induced by 45S5
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21 d 后，与对照组相比，OM 组、45S5 组和 3-MA 

45S5 组 OD 值 均 升 高 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （P<

0.05）；与 OM 组相比，45S5 组 OD 值升高，3-MA 

45S5 组 OD 值降低，差异有统计学意义 （P<0.05）；

与 45S5 组相比，3-MA 45S5 组 OD 值降低，差异有

统计学意义 （P<0.05）。结果表明：45S5 促进 AP-

Cs 矿化结节形成，3-MA 抑制 45S5 的促进作用。

3  讨论

45S5 的主要成分构成为 Na2O （24.5%）、CaO

（24.5%）、P2O5 （6.0%） 和 SiO2 （45%）。45S 是指

45% 的 SiO2，5 表示 Ca 和 P 的摩尔比为 5∶1。本研

究使用的 45S5 是粒径为 20~50 μm 的不规则颗粒。

生物活性玻璃中，Na+和 K+等与溶液中 H+迅速交换

形成 OH−，导致 pH 升高。本研究中，DMEM 浸提

培养液和 45S5 浸提培养液的 pH 分别为 8.60±0.03

和 8.65±0.01，与细胞活跃增殖的 7.58~8.55 pH 范围

接近。0.5~4 mmol/L 的硅离子可以促进细胞的增

殖和成骨方向分化[8]，本研究中 45S5组硅离子浓度

为 （1.56±0.07） mmol/L，促进 APCs 的分化。本研

究发现 45S5 促进 APCs 成牙本质方向分化有细胞

自噬的参与。细胞成牙本质方向分化的相关基因

主要是 DSPP 和 DMP-1，其中 DSPP 是成牙本质分

化的特异性标志物[12]，主要在成牙本质细胞中表

达。DMP-1 是一种细胞外非胶原基质蛋白，广泛

存在于牙本质与骨骼中[13]。DMP-1 与 DSPP 具有

协同关系，是 DSPP 的下游因子，对牙本质矿化及

成牙本质细胞的分化有着重要作用[14]。本研究中

1 mg/mL 45S5 体外培养 7 d 后，DSPP 和 DMP-1 等

成牙本质方向分化相关基因表达水平上升，45S5

体外促进 APCs 成牙本质方向分化；加入 3-MA 后

DSPP 和 DMP-1 表达水平下降，表明 45S5 促进 AP-

Cs 成牙本质方向分化有细胞自噬的参与。

本研究发现，45S5 体外促进 APCs 矿化结节形

成和 ALP 活性升高。细胞基质中钙盐沉积的情况

能直观反映细胞成骨分化水平，矿化是成牙本质

分化的晚期标志。茜素红可与钙盐反应形成红色

沉积物，定性分析细胞的成骨分化情况可通过观

上：肉眼观察。中：显微镜观察。下：半定量分析，与对照组相比，*P<0.05；与 OM 组相比，#P<0.05；与 45S5 组相比，&P<0.05。

图 5 细胞自噬对 45S5 诱导 APCs 矿化能力的影响

Fig 5 Effect of autophagy on the ability of 45S5 to induce mineralization of APCs
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察不同组之间红色深浅的差异以及显微镜下红色

沉积物的情况来完成。通过表面活性剂氯化十六

烷基吡啶来溶解红色沉积物，可半定量分析细胞

的成骨分化情况[15]。本研究中 1 mg/mL 45S5 诱导

培养 21 d 后，相比 OM 组产生更多的矿化结节，加

入 3-MA 后矿化结节减少，表明 45S5 促进 APCs 体

外矿化能力有细胞自噬的参与。ALP 在牙齿形成

的多种细胞中表达，组织非特异性 ALP 突变引起

的低磷酸酯酶症表现为骨骼与牙齿的牙本质矿化

异常[16]。在矿化过程中无机磷酸盐 （Pi） 与钙离子

结合生成羟磷灰石，核苷酸焦磷酸/磷酸二酯酶 1

和 进 行 性 强 直 蛋 白 同 源 物 的 产 物 无 机 焦 磷 酸

（PPi） 会抑制羟磷灰石的形成，ALP 可以水解 PPi

并将其分解为 Pi 促进羟磷灰石形成[17]。本研究中

1 mg/mL 45S5 诱导培养 7 d 后，APCs ALP 活性升

高，加入 3-MA 后 ALP 活性降低，表明 45S5 促进

APCs ALP 活性有细胞自噬的参与。

本研究发现 45S5 促进 APCs 自噬水平上升，

加入 3-MA 后，45S5 对 APCs 自噬水平的促进作用

被抑制。细胞自噬是一个动态过程，第一步高尔

基体与内质网联合形成双层膜结构的囊泡，即为

吞噬泡；第二步吞噬泡的膜延伸，将细胞质包入

其中形成具有完整囊泡结构的自噬体；第三步溶

酶体与自噬体融合，被包围的细胞质成分降解，

回到细胞质继续发挥作用[18]。评价自噬水平的黄

金标准是 LC3 和 P62。蛋白酶 ATG4 裂解 LC3，在

自噬小泡形成过程中生成 LC3-Ⅰ，LC3-Ⅰ与磷脂

酰乙醇胺结合转化为 LC3-Ⅱ，并定位于自噬小体

的内外膜上，在自噬体膜形成中起着重要作用。

LC3-Ⅱ作为连接蛋白可以与 P62 蛋白结合，使自

噬体与溶酶体融合并吞噬底物。因此在自噬体与

溶酶体融合过程中，LC3 是关键因子。LC3-Ⅱ的

数量可以反映自噬体和自噬相关结构的数量，因

此采用 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值检测自噬水平的变

化，自噬水平越高，比值越高[19-20]。P62 蛋白是细

胞自噬过程中的重要受体，在自噬过程中结合自

噬体膜上的 ATG8 与 LC3-Ⅱ蛋白，并被整合到自

噬体中，参与自噬体与溶酶体结合转化为自噬溶

酶体的过程，是被溶酶体降解的底物。因此 P62 表

达与自噬呈反比，自噬被抑制则 P62 作为底物积累

而表达增加，自噬激活则 P62 表达降低。3-MA 抑

制自噬泡形成，抑制自噬的位点位于 LC3 和 P62 的

上游，因此，加入 3-MA，会在降低 LC3-Ⅱ的数量

同时增加 LC3-Ⅰ的数量，并抑制 P62 的消耗，导

致 P62 堆积，数量上升。

Vitapex 在激活 SCAPs 自噬的同时，促进成牙

与成骨方向分化。0.5 mmol/L氟化钠体外促进 SCA-

Ps 矿化能力提升，成牙本质分化标志物基因和蛋

白表达增强，同时自噬相关蛋白 LC3、ATG5 和

Beclin1 表达上升，沉默 ATG5 阻断自噬后，成牙

本质方向分化相关基因和蛋白表达降低，表明自

噬 参 与 NaF 促 进 SCAPs 成 牙 本 质 方 向 分 化 的 过

程[21]。20 μmol/L 的原硅酸通过促进细胞自噬促进

前成骨细胞分化和矿化[22]，提示硅离子通过自噬

促进细胞成骨方向分化的可能。本研究通过检测

45S5 诱 导 培 养 后 APCs 中 LC3-Ⅱ/Ⅰ 的 比 值 以 及

P62 蛋白的相对表达量，发现 45S5 组的 LC3-Ⅱ/Ⅰ
比值升高，P62 蛋白表达下降，表明 45S5 能够促

进 APCs 的自噬水平。进一步检测成牙本质方向分

化相关基因 DSPP 和 DMP-1 等的表达情况、45S5

对 APCs ALP 活性的影响以及矿化结节的形成情

况，发现 45S5 组中 DSPP 和 DMP-1 等的表达水平

上升，ALP 活性增加，矿化结节数量增多，表明

45S5 体外促进 APCs 成牙本质方向分化；为了验证

细胞自噬在这一过程中的作用使用了自噬抑制剂

3-MA，加入 3-MA 后 DSPP 和 DMP-1 等的表达水

平下降，ALP 活性降低，矿化结节数量减少，表

明 45S5 促进 APCs 成牙本质方向分化中有细胞自

噬参与。

结合上述实验结果，笔者推测 45S5 可能通过

溶解释放适宜浓度的硅离子，促进 APCs 成牙本质

方向分化，且细胞自噬参与该过程。尽管本研究

在探索 45S5 对 APCs 成牙本质方向分化的影响以

及细胞自噬在这一过程中的作用方面取得了初步

成果，但仍存在一些不足。虽然研究中观察到了

45S5 促进 APCs 细胞自噬水平上升的现象，并通过

抑制剂 3-MA 验证了细胞自噬在成牙本质分化中的

参与，但对于自噬如何具体促进细胞分化，以及

45S5 如何调控自噬的分子机制，仍需进一步的实

验验证和深入解析。目前的研究主要集中在体外

细胞培养实验，虽然这些结果为 45S5 的生物学效

应提供了初步证据，但体内环境的复杂性意味着

需要通过动物实验来进一步验证 45S5 促进 APCs

成牙本质方向分化的效果，以及细胞自噬在其中

的作用。未来尚需要设计动物实验，评估 45S5 在

体内对 APCs 成牙本质方向分化的影响以及细胞自

噬在这一过程中的作用，为牙髓牙本质复合体再

生和修复提供新的策略。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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