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【摘要】 目的 探讨载脂蛋白 D（apoliprotein D，APOD）在人牙髓细胞增殖及迁移过程中的作用，为运用

APOD促进牙髓组织再生提供基础。方法 设置阴性对照（NC）组及抑制APOD表达（si⁃APOD）组，以 siRNA
抑制APOD在人牙髓细胞的表达，qPCR与Western blot检测APOD表达水平；通过细胞克隆形成实验、CCK8实

验检测抑制APOD表达后牙髓细胞的增殖能力；Transwell实验检测抑制APOD表达后牙髓细胞迁移能力的变

化。结果 抑制 APOD 表达后，si⁃APOD 组较 NC 组克隆形成数量降低，差异有统计学意义（t＝7.624, P＝
0.002）；CCK8实验显示 si⁃APOD组 OD值在 3、5、7 d时间点与 NC组相比均降低（P < 0.05）；Transwell结果表

明，si⁃APOD 组细胞穿孔数量 57.25 ± 4.03，NC 组细胞穿孔数量 154.50 ± 8.39，差异有统计学意义（t＝10.45,
P < 0.001）。结论 抑制牙髓细胞APOD的表达可抑制其增殖与迁移能力。

【关键词】 载脂蛋白D； 牙髓组织再生； 牙髓细胞； 增殖； 迁移； CCK8
【中图分类号】 R781.3 【文献标志码】 A 【文章编号】 2096⁃1456（2019）06⁃0355⁃05
【引用著录格式】 徐帅妹，曾雄群，元佩燕，等 . 载脂蛋白D在人牙髓细胞增殖及迁移中的作用[J]. 口腔疾病

防治, 2019, 27(6): 355⁃359.
The role of APOD in the proliferation and migration of human dental pulp cells XU Shuaimei, ZENG Xion⁃
gqun, YUAN Peiyan, LIU Zhongjun，ZENG Shuguang. Departments of Endodontics, Stomatological Hospital, South⁃
ern Medical University, Guangzhou 510280, China.
Corresponding author: LIU Zhongjun，Email: 153093518@qq.com，Tel: 0086⁃20⁃84403983；ZENG Shuguang，Email:
sunrisezdoctor@163.com，Tel: 0086⁃20⁃84426974
【Abstract】 Objective To explore the role of apoliprotein D (APOD) in the proliferation and migration of human
dental pulp cells (DPCs) and to provide a basis for the use of APOD to promote pulp regeneration. Methods APOD ex⁃
pression in human dental pulp cells was inhibited by siRNA. The inhibition effect of APOD was confirmed by qPCR
and Western blot. After APOD inhibition, colony formation experiments and CCK8 assays were employed to confirm the
proliferation ability of dental pulp cells. Transwell assays were used to verify the cell migration ability after the inhibi⁃
tion of APOD expression. Results After inhibiting APOD expression, the colony formation rate in the si⁃apod group
was reduced compared with the NC group, and the difference was statistically significant (t＝7.624, P＝0.002). The
CCK8 experiment showed that the OD value in the si⁃apod group decreased at 3, 5 and 7 d compared with that in the
NC group (P < 0.05). Transwell results showed that the number of cell divisions was 57.25 ± 4.03 in the si⁃apod group
and 154.50 ± 8.39 in the NC group, and the difference was statistically significant (t＝10.45, P < 0.001). Conclusion
Inhibition of APOD expression in dental pulp cells inhibits their proliferation and migration ability.
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在牙髓组织的损伤修复过程中，牙髓细胞

（dental pulp cells，DPCs）的正常生长与增殖是其发

挥功能的重要基础，同时，细胞接受信号并准确迁

移至指定受损伤区域，是其参与组织损伤修复过

程的重要保障。载脂蛋白D（apoliprotein D，APOD）
是一种分子量为 29 kD的糖蛋白［1］。其他类型的

载脂蛋白主要局限于肝脏或肠道中表达，而APOD
表达的组织器官更为广泛。研究发现APOD在大

脑、小脑和脊髓等中枢神经系统中高度表达，在肾

脏、脾脏等内脏器官以及卵巢、睾丸等生殖器官中

也有不同程度的表达［2］。有研究表明，过表达

APOD或加入外源性的APOD可以协同血小板衍生

生长因子（platelet derived growth factor，PDGF）调节

血管平滑肌细胞的迁移［3］；APOD可以抑制 PDGF⁃
BB对血管平滑肌细胞的促增殖作用［4］。APOD是

否在牙髓细胞中表达及促进其再生，尚未见报

道。本课题组前期已经通过 qPCR验证了APOD在

人牙髓细胞中的表达，本研究探讨APOD在人牙髓

细胞增殖及迁移过程中的作用，为运用APOD促进

牙髓组织再生提供基础。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂

胎牛血清、低糖 DMEM（Hyclone，美国）；结晶

紫（Sigma，美国）；CCK8试剂盒（恩晶，中国）；tran⁃
swell小室（Corning，美国）；TRIzol、PrimeScript®RTre⁃
agent Kit、SYBR®PremixDimerEraserTM kit（Takara，日
本）；APOD siRNA（h）（santacruz，sc⁃45518，美国）；

lipofectamine 2000（Thermo fisher，美国）；APOD 一抗

（Cloud⁃Clone Crop，PAB968Hu01，美国）。

1.2 原代骨髓细胞培养

收集 18～25岁自愿者因正畸或阻生需要拔除

的完整、健康第三磨牙（获得南方医科大学口腔医

院伦理委员会的同意及患者知情同意），无菌条件

下取出牙髓，剪成 1 mm ×1 mm ×1 mm 的组织块，

用 3 g /L Ⅰ型胶原酶 37 ℃消化 15 min后，接种于 6
孔板，盖玻片固定；加入含 10%胎牛血清、100 U/mL
青、链霉素的DMEM 培养基，37 ℃、5% CO2条件下

培养。待细胞贴壁后每 3 d 换液 1 次；细胞生长融

合约 80%时传代扩大培养。

1.3 APOD siRNA 转染牙髓细胞，qPCR、western
blot检测APOD表达

取第 3 代对数生长期DPCs，将细胞接种在六

孔板中，待细胞密度至 60%，准备转染。设置 NC

组与 si⁃APOD组。遵照说明书制备转染复合物（si⁃
APOD 组 50 pmol APOD siRNA 为三条序列的混合

物：① 5′ ⁃ GAAGAUGGUACGAAAUUGAtt ⁃ 3′，5′ ⁃
UCAAUUUCGUACCAUCUUCtt ⁃3′ ；②5′⁃CUGAUG⁃
GAACUGUGAAUCAtt ⁃ 3′，5′ ⁃ UGAUUCACAGUUC⁃
CAUCAGtt ⁃3′ ；③5′⁃GUACCUGCAUCAUCCAACUtt
⁃3′，5′⁃AGUUGGAUGAUGCAGGUACtt ⁃3′），NC 组

使用阴性对照 siRNA，10 μL/孔 lipofectamine 2000，
将转染复合物滴加至孔板中，补充培养基至 2 mL，
继续培养 48 h。
1.3.1 qPCR检测 APOD mRNA表达 两组分别加

入 Trizol，提 取 两 组 细 胞 总 RNA，按 Prime⁃
Script®RTreagent Kit说明书进行逆转录，按SYBR®Pre⁃
mix DimerEraserTM kit 说明书进行 PCR 扩增反应，

GAPDH 引物序列：5′ ⁃ CCAGGTGGTCTCCTCTGAC
TTC ⁃3′，5′⁃GTGGTCGTTGAGGGCAAT⁃3′；APOD引

物序列：5′ ⁃ ATCCAGGCCAACTACTCACT ⁃ 3′，5′ ⁃
GATTCACAGTTCCATCAGCT⁃3′。检测APOD mRNA
表达水平。

1.3.2 Western blot 检测 APOD 蛋白表达 两组分

别提取总蛋白，经煮沸变性后进行电泳，5%浓缩胶，

10%分离胶，80 V 30 min后 120 V 45 min。转 PVDF
膜：300 mA，90 min，50 g/L 脱脂奶粉室温封闭 90
min，APOD一抗（1∶500）孵育过夜；TBST洗膜 3次，

HRP 标记羊抗兔二抗（1∶5 000）室温孵育 1 h；
TBST洗膜 3次 ，加入ECL发光试剂显影。

1.4 克隆形成、CCK8检测抑制APOD表达对牙髓

细胞增殖的影响

1.4.1 观察克隆形成 取第 3 代对数生长期

DPCs，抑制 APOD表达，设置 NC组与 si⁃APOD组，

以 100个/孔的密度接种于 6孔板内，37℃、5%CO2

培养，21 d计算形成克隆数（以 ≥ 50 个细胞为一个

克隆），多聚甲醛固定，结晶紫染色，倒置显微镜下

观察克隆形成情况。

1.4.2 CCK8检测 取第 3 代对数生长期DPCs，抑
制APOD表达，设置NC组与 si⁃APOD组，在 96孔板

中配置 100 μL/孔（约 103个）细胞悬液，37 ℃、5%
CO2 条件下培养。1、3、5、7 d 分别加入 10 μL/孔
CCK8溶液，继续培养 2 h后酶标仪测定 450 nm吸

光度。

1.5 Transwell 检测抑制 APOD 表达对牙髓细胞迁

移的影响

取第 3 代对数生长期DPCs，抑制APOD表达，

设置NC组与 si⁃APOD、空白对照组，细胞更换无血
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清培养基，24 h后胰酶消化，上室使用无血清培养

基，细胞计数板计数，加入 5 × 104个细胞；下室加

入含 10%胎牛血清培养基，37 ℃、5%CO2培养 24 h，
甲醇固定，0.1%结晶紫染色，倒置显微镜下观察、

拍照。随机选择 4个视野进行统计分析。

1.6 统计分析

采用 SPSS 22.0统计软件进行统计分析，数据

以 x ± s 表示，采用两样本 t 检验进行比较。P <
0.05表明差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功分离培养牙髓细胞并抑制APOD在牙髓

细胞的表达

接种组织块 5～10 d 后可见部分组织块有细

胞游出，细胞呈短梭形或纤维细胞状，放射状或漩

涡状围绕在组织块周围，见图 1。本课题组前期已

经对分离的牙髓细胞行流式细胞术检测发现，牙

髓细胞的间充质干细胞表面标记物 CD29、CD44、
CD90 和 CD105 的 阳 性 表 达 率 分 别 为 90.82%、

99.45%、98.79%、97.92% ［5］。qPCR 结果提示转染

APOD siRNA后，与NC组相比，si⁃APOD组的APOD

图 1 牙髓细胞从牙髓组织块中游出 × 100
Figure 1 Dental pulp cells were derived from dental

pulp tissue explants × 100
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图 2 转染APOD siRNA后牙髓细胞中APOD的RNA和蛋白表达水平

Figure 2 RNA and protein expression levels following transfection with siRNA in dental pulp cells

b ca

表达量在mRNA水平降低，差异有统计学意义（P <
0.001），实验重复3次，结果见图2a；与NC组相比，si⁃
APOD组的APOD蛋白表达水平降低（图2b～c）。

2.2 抑制 APOD 在牙髓细胞的表达，牙髓细胞增

殖能力降低

克隆形成实验结果提示，si⁃APOD组较 NC组

克隆形成数量降低，差异有统计学意义（P <
0.05），si⁃APOD组克隆形成数量/NC组克隆形成数

量比值为 0.35 ± 0.07（图 3）。CCK8检测结果可见

si⁃APOD组OD值在 3、5、7 d时间点与NC组相比均

降低（P < 0.05，图 4）。

2.3 抑制 APOD 在牙髓细胞的表达，牙髓细胞迁

移能力降低

Transwell 结果提示 si⁃APOD 组细胞穿孔数量

57.25 ± 4.03，NC组细胞穿孔数量 154.50 ± 8.39，差
异具有统计学意义（P < 0.05，图 5）。

3 讨 论

随着对APOD研究的深入，人们逐渐开始对其

较为关注，这主要是源于APOD的表达与许多临床

病理症状的关联性。研究者注意到APOD在正常

的中枢神经系统中由星形角质细胞分泌并高度表

达，并与花生四烯酸的转运、代谢和信号转导存在

这一定的联系［6］。Sasaki等［7］的研究发现，异位表

达Tap73，同时在培养基中加入人的APOD重组体，

可介导人骨肉瘤 Saos⁃2细胞的成骨向分化过程；重

要的是，敲除APOD可以终止 P53家族介导的碱性

磷酸酶反应（ALP），进而影响成骨过程。过表达

APOD 或加入外源性的 APOD 可以协同 PDGF⁃BB
（血小板衍生生长因子）调节血管平滑肌细胞的迁

移［8］，APOD可以抑制 PDGF⁃BB对血管平滑肌细胞

的促增殖作用［4］。Martineau等［9］发现，APOD与小

鼠的骨代谢有关，APOD基因敲除的小鼠，其破骨

***
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作用增强，而成骨作用明显减弱，通过加入外源性

的APOD，可部分补偿成骨作用。

牙髓内的未分化间充质细胞在受到深龋、磨

损、外伤等刺激时被激活并诱导分化为成牙本质

细胞，形成修复性牙本质从而阻止病变进展保存

牙髓活力。牙髓组织的这种修复潜能为研究牙髓

牙本质复合体再生提供了可靠的生物学基础［10］。

在牙髓组织收到外界刺激时，牙髓细胞正常的生

长及增殖，并准确的迁移至受损区域，是完成该生

物过程的重要基础。本课题组之前研究发现整合

素 α5（Integrin⁃α5 ，ITGA5）可促进DPCs 的增殖与

迁移［5］，抑制 ITGA5的表达可促进DPCs 成牙本质

向分化［11］，研究表明还证实瞬时受体电位通道M7
（transient receptor potential melastain 7，TRPM7 ）在

DPCs 增殖、迁移过程中发挥了重要作用［12］。研究

发现通过脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）与变形

链 球 菌 激 活 Toll 样 受 体 4（Toll ⁃ like receptor 4，
TLR4）可以引导人DPCs 的增殖及迁移能力［13］。然

而，目前对参与牙髓细胞增殖与迁移过程的研究

阐述仍不充分，对于参与其中的信号分子及调控

过程仍需进一步研究。

牙髓细胞高度的增殖能力在牙髓组织的损伤

修复过程中扮演着重要角色［14］。本研究证实了

APOD在人牙髓细胞中表达，并对其在增殖、迁移

分化过程中的作用进行了探讨。研究结果表明，

抑制 APOD的表达，细胞贴壁生长的第 3、5、7天，

其增殖能力明显降低，且细胞克隆形成能力显著

下降，说明APOD对于牙髓细胞正常的生长增殖过

程中具有发挥了重要作用。有研究报道，通过构

建APOD 基因敲除小鼠获取的骨髓间充质干细胞，

其增殖能力较野生型小鼠明显偏低。同时该研究

还发现APOD 基因敲除加速了小鼠的骨转化过程，

造成了成骨过程缩短，骨量减少［9］。在本研究中，

通过 siRNA干扰牙髓细胞的APOD 的表达，降低了

牙髓细胞增殖能力，这与上述研究的结果相近。

另外有研究报道A10细胞中过表达APOD，细胞增

殖数量有所上升，但并无统计学差异。而在经过

血清饥饿的 A10细胞中，APOD可以抑制 PDGF对

该细胞的促增殖作用，该研究认为APOD在细胞内

的累积可以通过影响 ERK1/2 磷酸化选择性抑制

PDGF⁃BB引起的血管平滑肌细胞增殖［15］。因此，

对于APOD在不同细胞以及不同状态的细胞，其对

增殖的作用未必相同，本研究仅讨论了通过 siRNA
抑制牙髓细胞APOD表达的情况，因此需要进一步

研究APOD对牙髓细胞增殖的作用及可能存在的

机制进一步探讨。

细胞的迁移对于组织、器官的再生是极其重

要的，细胞只有迁移到受损区域才能发挥其应有

当 APOD 被抑制后，通过 CCK8 检测实验发现，第 3、5、7 天

时，牙髓细胞的组织明显受抑制, si⁃APOD 组的 OD 值低于

NC组，** 表示P＜0.01，*** 表示P＜0.001
图 4 CCK8实验检测牙髓细胞的增殖能力

Figure 4 CCK8 assay for detecting the proliferative
capacity of dental pulp cells
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图 5 Transwell实验检测牙髓细胞的迁移能力

Figure 5 Transwell assay for detecting migration of
dental pulp cells

NC si⁃APOD

**

bNC si⁃APOD a

相
对

克
隆

数
量

1.5
1.0
0.5
0.0

a：si⁃APOD组较NC组，克隆形成数量降低；b: 计数克隆数量，si⁃
APOD组克隆形成数量相较 NC组克隆形成数量降低，** 表示

P＜0.01
图 3 克隆形成实验

Figure 3 Colony formation experiment
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的功能。目前，已证实多种生长因子参与了牙髓

细胞的迁移过程，包括胰岛素样生长因子⁃1，血管

内皮生长因子、转化生长因子⁃β1等［16⁃17］。在本研

究中，抑制APOD表达，transwell结果提示，穿孔细

胞数量显著降低，细胞迁移能力降低。说明APOD
参与了牙髓细胞的迁移过程。有研究表明APOD分

布于细胞核周围区域，在细胞迁移过程中向细胞尾

部延伸分布，在迁移过程中 APOD 可能直接影响

Rac 家族小 GTP 酶 1（Rac family small GTPase 1，
Rac1）活性，而Rac1活性与细胞板状伪足的延伸有

关［18］。APOD还可以影响与细胞骨架重排相关的细

胞后部的回缩，这可能与调节分子如Ras同源家庭

成员A（Ras homolog family member A，rhoA），钙调神

经磷酸酶和酪氨酸激酶有关。对于APOD在牙髓细

胞影响其迁移的具体机制需进一步研究［19］。

综上所述，本研究结果表明APOD在牙髓细胞

增殖、迁移过程中发挥了重要作用；为进一步探讨

APOD在牙髓组织再生中发挥的作用奠定了基础。
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