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【摘要】 目的 探讨钙离子对成釉细胞中激肽释放酶 4（kallikrein⁃4，KLK4）表达及细胞生长的影响，为钙离

子促进牙釉质正常矿化提供实验依据。方法 采用不同浓度 CaCl2（0、2.0、2.5、3.0、3.5 mmol/L）处理成釉细胞

株 ALC（ameloblast⁃lineage cell） 24 h、48 h，qRT⁃PCR 和 Western blot 检测 KLK4 mRNA 和蛋白表达水平；CCK⁃8 检

测细胞相对活力；流式细胞术、Hoechst 33342 染色检测钙离子对细胞周期和细胞凋亡的影响；Western blot 检
测葡萄糖调节蛋白 78（glucose⁃regulated protein 78，GRP78）的蛋白表达水平。结果 与对照组（0 mmol/L CaCl2）相

比，2.5、3.0、3.5 mmol/L CaCl2 处理细胞 24 h 后，KLK4 mRNA 表达上升（P＜0.05），2.0、2.5、3.0、3.5 mmol/L Ca⁃
Cl2处理细胞 24 h 后，KLK4 蛋白表达上升（P＜0.05）；3.0、3.5 mmol/L CaCl2处理细胞 48 h 后，KLK4 mRNA 和蛋

白表达上升（P＜0.05）。与对照组相比，2.0、2.5、3.0 mmol/L CaCl2 处理 ALC 细胞 24 h、48 h 后，细胞活力增加

（P＜0.05），其中 2.5 mmol/L CaCl2组中细胞活力最高。Hoechst 33342 染色结果显示，3.0、3.5 mmol/L CaCl2促使

ALC 细胞发生凋亡。流式细胞仪检测结果显示，与 0、2.0、2.5、3.0 mmol/L CaCl2 组相比，3.5 mmol/L CaCl2 处理

ALC 细胞 24 h 后，G2/M 期细胞比例增加，细胞凋亡率上升（P＜0.05）。3.0、3.5 mmol/L CaCl2处理细胞 24 h 后，

与对照组相比，GRP78 蛋白表达下降（P＜0.05）；2.5 mmol/L CaCl2处理细胞 48 h 后，与对照组相比，GRP78 蛋白

表达下降（P＜0.05）。结论 钙离子促进 ALC 细胞中 KLK4 表达上升、细胞活力增加，但较高浓度的钙离子可

使 ALC 细胞的 G2/M 期阻滞，诱发 ALC 细胞凋亡，降低凋亡相关蛋白 GRP78 的表达。

【关键词】 成釉细胞； ALC 细胞； 钙离子； 激肽释放酶 4； 细胞生长； 细胞活力； 
细胞周期； 细胞凋亡； 葡萄糖调节蛋白 78
【中图分类号】　R78　【文献标志码】 A　【文章编号】　2096⁃1456（2024）10⁃0746⁃10
【引用著录格式】 刘晓静， 高美丽， 阮建平 . 钙离子调控 KLK4 表达对成釉细胞生长的影响 [J]. 口腔疾病防

治, 2024, 32(10): 746⁃755. doi:10.12016/j.issn.2096⁃1456.2024.00.00.
Effect of calcium ion regulating KLK4 expression on the growth of ameloblast  LIU Xiaojing1, GAO Meili2, 
RUAN Jianping3 1. Department of Stomatology, the First Hospital of Yulin, Yulin 719000, China; 2. Key Laboratory 
of Biomedical Information Engineering of Ministry of Education, School of Life Science and Technology, Xi'an Jiaotong 
University, Xi'an 710049, China; 3. Clinical Research Center of Shaanxi Province for Dental and Maxillofacial Diseases 
& Department of Preventive Dentistry, College of Stomatology, Xi’an Jiaotong University, Xi’an 710004, China
Corresponding author: RUAN Jianping, Email: ruanjp@xjtu.edu.cn, Tel: 86⁃13571960667
【Abstract】 Objective To investigate the effect of calcium ions on the expression of kallikrein⁃ 4 (KLK4) and cell 
growth of ameloblast, and to provide an experimental basis for calcium ion promoting normal mineralization of enamel. 
Methods ALC cells were treated with 0, 2.0, 2.5, 3.0, and 3.5 mmol/L CaCl2 for 24 and 48 h. KLK4 expression was 
analyzed by qRT⁃PCR and Western blot analysis. The viability of ALC cells was determined by using CCK⁃8. Annex⁃
inV⁃FITC/PI dual staining combined with flow cytometry and Hoechst 33342 staining were used to detect the ALC cell 
cycle and cell apoptosis. The protein expression level of glucose⁃regulated protein 78 (GRP78) was measured by West⁃
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ern blot analysis. Results After 24 h of treatment with 2.5, 3.0, and 3.5 mmol/L CaCl2, the expression of KLK4 mRNA 
was increased (P＜0.05), and after 24 h of treatment with 2.0, 2.5, 3.0, and 3.5 mmol/L CaCl2, the expression of KLK4 
protein was increased (P＜0.05). After 48 h of treatment with 3.0 mmol/L and 3.5 mmol/L CaCl2, the expression of 
KLK4 mRNA and protein was increased (P＜0.05). Compared with the control group, the viability of ALC cells was in⁃
creased after 24 and 48 h of treatment with 2.0, 2.5, and 3.0 mmol/L CaCl2 (P＜0.05), and the highest cell viability was 
observed with 2.5 mmol/L CaCl2. Hoechst 33342 staining results showed that 3.0 mmol/L and 3.5 mmol/L CaCl2 may 
promote apoptosis in ALC cells. Flow cytometry showed that the proportion of G2/M phase cells and the apoptosis rate 
increased after 3.5 mmol /L CaCl2 treatment for 24 h (P＜0.05), compared with the 0, 2.0, 2.5, and 3.0 mmol/L CaCl2 
groups. After 24 h of treatment with 3.0 mmol/L and 3.5 mmol/L CaCl2, the expression of GRP78 protein was re⁃
duced (P＜0.05), and after 48 h of treatment with 2.5 mmol/L CaCl2, the expression of GRP78 protein was reduced (P＜

0.05). Conclusion Calcium ions can promote the increase of KLK4 expression and cell viability in ALC cells, but a 
higher concentration of calcium ions can block the G2/M phase of ALC cells, thus inducing apoptosis of ALC cells and 
reducing the expression of apoptosation⁃related protein GRP78.
【Key words】 ameloblast; ALC cells; calcium ion; kallikrein⁃4; cell growth; cell viability; cell cycle; cell 
apoptosis; glucose⁃regulated protein 78
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成釉细胞在牙釉质的形成中起着重要的作

用，它通过合成、分泌、重吸收和降解釉基质蛋白

引导釉质矿化［1⁃2］。研究显示，当机体处于营养不

良时易引起分泌期成釉细胞活动紊乱，导致釉质

发育不全、氟牙症等［3⁃4］。钙是人体必需的营养元

素，它参与釉质矿化、晶体形成及釉质成熟等［5⁃6］。

在釉质成熟或矿化阶段，成釉细胞有机基质吸收

过程中，随着晶体的宽度和厚度的增大，钙的需求

相应增加［7⁃8］。成釉细胞将钙离子转运到细胞外，

为其矿化提供所需的离子源，而钙库操纵的钙离

子内流（store⁃operated calcium entry，SOCE）在成釉

细胞分化中起着关键调节作用［9］。研究显示低钙

成为基质相互作用分子 1（stromal interaction mole⁃
cule 1，STIM1）或钙离子释放激活钙通道蛋白 1
（calcium release⁃activated calcium channel protein 1，
ORAI1）突变患者牙釉质缺陷的重要原因，STIM1
导致的牙釉质缺陷是通过 SOCE 影响成釉细胞的

分子昼夜节律时钟来实现的［10⁃11］。

研究表明，钙离子促进成釉细胞的分化及影

响釉基质蛋白的分泌［12］。激肽释放酶 4（kallikrein⁃
4，KLK4）是一种糖基化的丝氨酸蛋白酶，由成熟期

成釉细胞表达和分泌，是釉质矿化成熟的关键酶，

其主要功能是在釉质成熟过程中清除釉基质蛋白

和促进晶体彻底成熟。在小鼠中敲除 KLK4 后导

致牙釉质硬度降低，蛋白质含量高于正常值［13⁃14］。

Le 等［15］研究发现氟诱发 KLK4 下调，与雄激素受体

（androgen receptor，AR）和孕激素受体（progesterone 
receptor，PR）核转位减少相关。氟化钠处理小鼠成

釉细胞株 LS8 细胞后，叉头转录因子 O1（forkhead 
transcription factor 1，FoxO1）激活导致 KLK4 上调，

FoxO1 基因敲除降低了 KLK4 和 MMP⁃20 在 mRNA
水平上的表达，与氟化钠联合使用时，对 KLK4 的

抑制作用增强，而成釉细胞内 FoxO1 缺失导致形成

的釉质矿化程度降低［16］。细胞的生长和增殖需要

适宜的细胞外钙环境［17⁃18］。GRP78 在调节和维持

内质网稳态中发挥着重要作用，并参与内质网中

钙离子的调节［19⁃20］。因此，本研究采用不同浓度的

钙离子作用于体外培养的成釉细胞株 ALC（amelo⁃
blast⁃lineage cell），探究其对 KLK4 的表达及细胞生

长的影响，为钙离子促进牙釉质正常矿化提供实

验数据。

1  材料和方法

1.1  主要试剂与仪器

ALC 细胞由滨州医学院高玉光教授馈赠。

CaCl2（天津市天力化学试剂有限公司，中国）；高糖

DMEM培养基、青链霉素双抗（SH30243.01、sv30010，
Hyclone，美国）；胎牛血清（04⁃001⁃1ACS，BI，以色

列）；胰 蛋 白 酶 、Hoechst 33342 试 剂 盒（C0201、
C1027，上海碧云天生物技术有限公司，中国）；二
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甲基亚砜（D2650，Sigma，美国）；CCK ⁃ 8 试剂盒

（BS350A，Biosharp，中国）；细胞凋亡检测试剂盒、

细胞周期检测试剂盒（KGA105、KGA511，江苏凯基

生物技术有限公司，中国）；BCA 蛋白定量试剂盒

（P0010S，上海碧云天生物技术有限公司，中国）；

β⁃actin 抗体（20536⁃1⁃AP，Proteintech ，中国）；KLK4
抗体、GRP78 抗体（ab231048、ab21685，Abcam，英

国）；HRP 标记山羊抗兔 lgG 抗体（bs⁃0295G⁃HRP，
Bioss，中国）；ECL化学发光检测试剂盒（WBKLS0500，
Millipore，美国）。

全 波 长 酶 标 仪（Infinite M Nano，TECAN，瑞

士）；荧光倒置显微镜（ECLIPSE Ti ⁃ S，Nikon，日

本）；流式细胞仪（FACSVerse，BD，美国）；实时荧光

定量 PCR 仪（CFX Connect，Bio⁃Rad，美国）；化学发

光 成 像 分 析 仪（ImageQuant LAS 4000，Cytiva，
美国）。

1.2  实验方法

1.2.1 ALC 细胞培养 用含 10% 胎牛血清和 1%
青霉素/链霉素的高糖 DMEM 培养基，在 37 ℃，5% 
CO2 浓度的培养箱中培养。待细胞融合到培养皿

的 80% 时，0.25% 胰酶消化细胞，传代培养。

1.2.2 qRT⁃PCR 检测 KLK4 mRNA 表达 将 ALC 细

胞以 3 × 105个/mL 密度接种于 6 孔板中，待细胞贴

壁稳定后，吸弃旧培养液，每孔加入终浓度为 0、
2.0、2.5、3.0、3.5 mmol/L 的含 CaCl2 培养液 2 mL，培

养 24 h、48 h 后，Trizol 法提取总 RNA，按照逆转录

试剂盒说明书操作将 RNA 逆转录为 cDNA，qRT⁃
PCR 检测 KLK4 基因表达变化，以 β⁃actin 作为内参

基因，采用 2-ΔΔCT法计算目的基因的相对表达值，引

物序列见表 1。
表 1 PCR 引物序列

Table 1 PCR primer sequences
Primer
KLK4⁃Forward
KLK4⁃Reverse
β⁃actin⁃Forward
β⁃actin⁃Reverse

Sequence
CCGGATCATACAAGGCCAGG
TGCGGATGCACCAAGACTC
GGCTGTATTCCCCTCCATCG
CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

1.2.3 Western blot 检测 KLK4 和 GRP78 蛋白表达 
细胞加药处理同 1.2.2。培养 24 h、48 h 后，提取细

胞总蛋白，BCA 法进行蛋白定量。制备 SDS⁃PAGE
胶，蛋白等量上样，电泳，转膜，5% 的脱脂牛奶封

闭。分别加入一抗工作液 KLK4（1∶500），GRP78
（1∶1 000），4 ℃慢速摇床孵育过夜，洗膜 3 次，加入

二抗工作液（1∶5 000），室温孵育 2 h，将膜放入

ECL 显色液中，发光显影，采用 Quantity One 软件分

析灰度值。

1.2.4 CCK⁃8 检测细胞活力 将 ALC 细胞以 2 × 
103个/孔的密度接种于 96 孔板中，待细胞贴壁稳定

后，吸出旧培养液，每孔中加入终浓度为 0、2.0、
2.5、3.0、3.5 mmol/L 的含 CaCl2培养液 100 µL，培养

24 h、48 h 后，每孔加入 10 µL CCK⁃8 工作液，培养

箱孵育 4 h，酶标仪检测 450 nm 波长处吸光度值。

1.2.5 Hoechst 33342染色 细胞加药处理同 1.2.2。
培养 24 h、48 h 后，吸出培养液，加入 Hoechst 33342
染料，使其终浓度为 5 µg/mL，37 ℃培养箱中避光

染色 15 min。吸弃染液，荧光显微镜下观察细胞核

型变化，并拍照记录。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞周期 细胞加药处理

同 1.2.2。培养 24 h、48 h后，消化收集细胞到 1.5 mL
离心管中。1 000 rpm，离心 10 min，弃上清液。重

悬细胞于 0.2 mL PBS 中，加入 0.8 mL 70% 的预冷

乙醇，震荡混匀，封口膜封口，4 ℃固定过夜。检测

前，1 000 rpm，离心 10 min，弃乙醇，PBS 洗涤两次，

离心，弃上清。每个离心管中加入RNA酶（50 µg/mL）
和碘化丙啶 PI 染液（50 µg/mL）混合液 500 µL，避
光染色 30 min。流式细胞仪检测细胞 DNA 含量变

化，记录细胞周期各时相的比例。

1.2.7 流式细胞仪检测细胞凋亡 细胞加药处理

同 1.2.2。培养 24 h、48 h 后，消化收集细胞，4 ℃，

1 000 rpm，离心 5 min，弃上清，1 × Binding Buffer 
500 µL 重悬细胞沉淀，分别加入 Annexin V⁃FITC 和

PI 染液各 5 µL，混合均匀，室温避光染色 10 min，
流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3  统计学分析

采用 Graphpad Prism 6.0 软件进行统计分析。

数据以均值±标准差表示，两组间比较采用 t 检验；

多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用 LSD⁃t 检验；采用两因素重复测量方差分析方

法对浓度和时间的交互效应进行分析。P＜0.05
时差异具有统计学意义。

2  结  果
2.1  钙离子对 ALC 细胞中 KLK4 表达的影响

不同浓度 CaCl2处理 ALC 细胞 24 h、48 h 后，各

组间 KLK4 mRNA 表达水平差异有统计学意义

（F = 45.44，P＜0.001；F = 5.976，P = 0.01），组间两

两比较结果见图 1。与对照组（0 mmol/L CaCl2）相
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KLK4 expression was detected by qRT⁃PCR and Western blot analysis of calcium ion treatment in ALC cells for 24 and 48 h. a⁃b: quanti⁃
tative analysis of mRNA levels; c⁃f: representative photographs of the Western blot band and quantitative analysis of protein levels. α: vs. 
control group, P＜0.05; β: vs. 2.0 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05; γ: vs. 2.5 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05; δ: vs. 3.0 mmol/L CaCl2 group, 
P＜0.05. Calcium ion from calcium chloride is indicated as Ca2+. KLK4: kallikrein⁃4; ALC: ameloblast⁃lineage cell

Figure 1　Effect of different concentrations of calcium ions on the KLK4 expression in ALC cells
图 1　不同浓度钙离子处理对 ALC 细胞中 KLK4 表达的影响

比，2.5、3.0、3.5 mmol/L CaCl2处理 ALC 细胞 24 h 后，

KLK4 mRNA 表达上升（P＜0.05）。3.0、3.5 mmol/L 
CaCl2处理细胞 48 h 后，KLK4 mRNA 表达上升（P＜

0.05）。同一浓度 CaCl2处理 ALC 细胞后，与 24 h 组

相比，3.0 mmol/L CaCl2 处理细胞 48 h 后，KLK4 
mRNA 表达下降（t = 9.371，P = 0.011）。两因素重

复测量方差分析结果显示，浓度和时间存在交互

效应（F = 5.676，P = 0.018）。

不同浓度 CaCl2处理 ALC 细胞 24 h、48 h 后，各

组间 KLK4 蛋白表达水平差异有统计学意义（F = 
107.3，P＜0.001；F = 7.322，P = 0.026）。组间两两

比较结果见图 1。与对照组（0 mmol/L CaCl2）相比，

2.0、2.5、3.0、3.5 mmol/L CaCl2 处理 ALC 细胞 24 h
后，KLK4蛋白表达上升（P＜0.05）。3.0、3.5 mmol/L 

CaCl2 处理细胞 48 h 后，KLK4 蛋白表达上升（P＜

0.05）。同一浓度 CaCl2处理 ALC 细胞后，与 24 h 组

相比，0、2.0、3.0、3.5 mmol/L CaCl2处理ALC细胞 48 h
后，KLK4 蛋白表达上升（P＜0.05）。两因素重复测

量方差分析结果显示，浓度和时间存在交互效应

（F = 7.763，P = 0.036）。

2.2  钙离子对 ALC 细胞形态及细胞活力的影响

2.2.1　钙离子对 ALC 细胞形态的影响　不同浓度

CaCl2 处理 ALC 细胞 24 h、48 h，细胞形态变化见

图 2。正常 ALC 细胞呈“铺路石”状，椭圆形或多边

形，成簇排列，彼此紧密相连。随着 CaCl2处理浓度

的增加，ALC 细胞形态未见明显改变，但可见少量

漂浮细胞，说明 CaCl2 处理会影响 ALC 细胞的黏

附性。
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Cells morphology was observed by microscope after treatment with different concentrations of calcium ions for 24 h and 48 h. The cells in the 
0 mmol/L CaCl2 treatment group were elliptic or polygonal, arranged in clusters, and closely connected. No obvious changes cell morphology 
were observed, except that a small number of floating cells were found in the 2.0⁃3.5 mmol/L CaCl2 treatment group. The magnification is 10× 
to 20× and the bar value is 25 µm. ALC: ameloblast-lineage cell

Figure 2　Effect of different concentrations of calcium ions on the morphology of ALC cells
图 2　不同浓度钙离子处理对 ALC 细胞形态的影响

24 h

48 h

0 mmol/L 2.0 mmol/L 2.5 mmol/L 3.0 mmol/L 3.5 mmol/L

2.2.2　钙离子对 ALC 细胞相对活力的影响　不同

浓度 CaCl2处理 ALC 细胞 24 h 后，各组间细胞相对

活力差异有统计学意义（F = 3.149，P = 0.046），其

中 2.5 mmol/L CaCl2组细胞活力最高，见表 2。不同

浓度 CaCl2处理 ALC 细胞 48 h 后，各组间细胞相对

活力差异有统计学意义（F = 5.580，P = 0.006），其

中 2.5 mmol/L CaCl2组细胞活力最高。同一浓度的

CaCl2 处理 ALC 细胞，与 24 h 组相比，2.5 mmol/L 
CaCl2 处理细胞 48 h 后，细胞相对活力升高（t = 
4.014，P = 0.028）。两因素重复测量方差分析结果

显示，浓度和时间不存在交互效应（F = 1.964，P = 
0.164）。

2.3  钙离子对 ALC 细胞周期的影响

不同浓度 CaCl2处理 ALC 细胞 24 h 后，在 G2/M

期，各组间细胞比例差异有统计学意义（F = 10.48，
P = 0.001）。组间两两比较结果见图 3，与 0、2.0、
2.5、3.0 mmol/L CaCl2 组相比，3.5 mmol/L CaCl2 组

G2/M 期细胞比例增加，差异具有统计学意义（P＜

0.05）。不同浓度 CaCl2处理细胞 48 h 后，细胞各周

期时相所占的比例未见明显变化（P＞0.05）。

2.4  钙离子对 ALC 细胞凋亡的影响

2.4.1 Hoechst 33342 染色对细胞核的影响 采用

不同浓度 CaCl2 处理 ALC 细胞后，Hoechst 33342
染 色观察钙离子对细胞凋亡的影响，见图 4。
3.0 mmol/L CaCl2 处理细胞 24 h 后，促使部分 ALC
细胞核出现亮蓝色碎块状染色，随着处理时间延

长到 48 h，3.5 mmol/L CaCl2 处理组 ALC 细胞核出

现亮蓝色碎块状染色，表明 3.0、3.5 mmol/L CaCl2促

使 ALC 细胞发生细胞凋亡。

2.4.2 AnnexinV⁃FITC/PI 双染流式细胞仪检测细胞

凋亡 不同浓度 CaCl2 处理 ALC 细胞 24 h 后，各组

间细胞凋亡率差异有统计学意义（F = 10.26，P = 
0.001）。组间两两比较结果见图 5，与 0、2.0、2.5、
3.0 mmol/L CaCl2组相比，3.5 mmol/L CaCl2组细胞凋

亡率升高（P＜0.05）。不同浓度 CaCl2 处理 ALC 细

胞 48 h 后，各组间细胞凋亡率差异无统计学意义

（P＞0.05）。同一浓度 CaCl2 处理 ALC 细胞后，在

24 h 和 48 h，细胞凋亡率差异无统计学意义（P＞

0.05）。两因素重复测量方差分析结果显示，浓度

和时间存在交互效应（F = 6.408，P = 0.013）。

表 2 不同浓度钙离子处理对 ALC 细胞相对活力的影响

Table 2 Effect of different concentrations of calcium ions on 
the relative viability of ALC cells

Groups
0 mmol/L CaCl2
2.0 mmol/L CaCl2
2.5 mmol/L CaCl2
3.0 mmol/L CaCl2
3.5 mmol/L CaCl2
F
P

OD value (450 nm)
24 h

1.00 ± 0.00
1.17 ± 0.16α

1.24 ± 0.08α

1.22 ± 0.10α

1.18 ± 0.11α

3.149
0.046

48 h
1.00 ± 0.00
1.35 ± 0.08α

1.51 ± 0.10α

1.44 ± 0.34α

1.23 ± 0.10γ

5.580
0.006

t

⁃
1.495
4.014
1.288
0.740

 

P

⁃
0.232
0.028
0.288
0.513

α: vs. control group (0 mmol/L CaCl2 ), P＜0.05; γ: vs. 2.5 mmol/L Ca⁃
Cl2 group, P＜0.05. ALC: ameloblast-lineage cell
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0 mmol/L 2.0 mmol/L 2.5 mmol/L 3.0 mmol/L 3.5 mmol/L

ALC cells apoptosis was observed by Hoechst 33342 staining after treatment with different concentrations of calcium ions for 24 h and 48 h. 
After the cells were treated with 3.0 mmol/L CaCl2 for 24 h, the nuclei were stained with bright blue fragments. After the cells were treated 
with 3.5 mmol/L CaCl2 for 48 h, the nuclei were stained with bright blue fragments. The white arrow indicates the apoptotic nucleus. The mag⁃
nification is 10× to 40× and the bar value is 50 µm. ALC: ameloblast-lineage cell

Figure 4 Effect of different concentrations of calcium ions on the apoptosis of ALC cells
图 4 不同浓度钙离子处理对 ALC 细胞凋亡的影响

0 mmol/L 2.0 mmol/L 2.5 mmol/L 3.0 mmol/L 3.5 mmol/L

24 h

48 h

a

b c
24 h 48 h

G2/M
S
G0/G1

G2/M
S
G0/G1

The cell cycle distribution of ALC after 24 and 48 h was detected by flow cytometer. a: representative photographs of flow cytometer; b: com⁃
pared with the 0⁃3.0 mmol/L CaCl2 group, the G2/M phase cells increased after treatment with 3.5 mmol/L CaCl2 for 24 h; c: there was no sig⁃
nificant difference in the proportion of cell cycle phase among groups treated with different concentrations of CaCl2 for 48 h. α: vs. control 
group, P＜0.05; β: vs. 2.0 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05; γ: vs. 2.5 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05; δ: vs. 3.0 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05. 
Calcium ion from calcium chloride is indicated as Ca2+. ALC: ameloblast-lineage cell

Figure 3 Effect of different concentrations of calcium ions on the cycle of ALC cells
图 3 不同浓度钙离子处理对 ALC 细胞周期分布的影响
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Apoptotic cells were detected by flow cytometer following calcium ion treatment in ALC for 24 and 48 h. a: representative photographs of the flow 
cytometer; b: after 24 h of treatment with 3.5 mmol/L CaCl2, the cell apoptosis rate was increased compared with the 0⁃3.0 mmol/L CaCl2 treat⁃
ment group; c: there was no significant difference in cell apoptosis rate with different concentrations of CaCl2 for 48 h. α: vs. control group, P＜

0.05; β: vs. 2.0 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05; γ: vs. 2.5 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05; δ: vs. 3.0 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05. Calcium ion 
from calcium chloride is indicated as Ca2+. ALC: ameloblast-lineage cell

Figure 5　Effect of different concentrations of calcium ions on the apoptosis of ALC cells by flow cytometer
图 5 流式细胞仪检测不同浓度钙离子处理对 ALC 细胞凋亡的影响
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2.5  钙离子对 ALC 细胞中 GRP78 表达的影响

不同浓度 CaCl2处理 ALC 细胞 24 h、48 h 后，各

组间 GRP78 蛋白表达水平差异有统计学意义（F = 
8.684，P = 0.003；F = 4.699，P = 0.022）。组间两两

比较结果见图 6，与对照组相比，3.0、3.5 mmol/L 
CaCl2 处理细胞 24 h 后，GRP78 蛋白表达下降（P＜

0.05）。与对照组相比，2.5 mmol/L CaCl2 处理细胞

48 h 后，GRP78 蛋白表达下降（P＜0.05）。

同一浓度 CaCl2处理 ALC 细胞 24 h、48 h 后，与

24 h 组相比，3.0 mmol/L CaCl2 处理细胞 48 h 后，

GRP78 蛋白表达上升（t = 5.257，P = 0.034）。两因

素重复测量方差分析结果显示，浓度和时间存在

交互效应（F = 17.69，P = 0.001）。

3  讨 　论
KLK4 是成熟期成釉细胞的标记物，如 HAT⁃7

球体中的成釉细胞标记物 KLK4 增加 70 倍［21］。钙

离子处理 LS8 细胞后，除了 2.0 mmol/L CaCl2 处理

24 h 组的 KLK4 蛋白表达没有明显变化外，其他浓

度钙离子处理组的 KLK4 和釉成熟蛋白表达均显

著增加，这表明钙离子可以上调 LS8 细胞中 KLK4
和釉成熟蛋白的表达［22］。本研究发现，CaCl2 处理

ALC 细胞 24 h，KLK4 表达水平显著升高，随着处理

时间的延长（48 h），3.0、3.5 mmol/L CaCl2 处理使

KLK4 表达水平升高。本研究中 KLK4 mRNA 和蛋

白表达的结果亦提示，3.0、3.5 mmol/L CaCl2处理使

ALC 细胞中 KLK4 过度表达。相反地，氟化物处理

成釉细胞引起 KLK4 表达抑制时细胞生长也受到

抑制，漂浮细胞增加，显示 KLK4 表达抑制降低细

胞的生长［15］。KLK4 的分泌促进牙釉质的矿化成

熟，因而也可能促使 ALC 细胞成熟［23⁃24］，具体是何

种效应还有待进一步研究。

为探索钙离子处理对 KLK4 调控的机制，本研

究分析了不同浓度钙离子对 ALC 细胞生长的影
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Protein expression of GRP78 was detected by Western blot analysis of calcium ion treatment in ALC cells for 24 and 48 h. a⁃b: representative 
photographs of Western blot band; c: after 24 h of treatment with 3.0 mmol/L CaCl2, the expression of GRP78 protein was reduced compared with 
the 0⁃2.5 mmol/L CaCl2 treatment group; after 24 h of treatment with 3.5 mmol/L CaCl2, the expression of GRP78 protein was reduced compared 
with the 0⁃2.0 mmol/L CaCl2 treatment group; d: after 48 h of treatment with 2.5 mmol/L CaCl2, the expression of GRP78 protein was reduced 
compared with the 0⁃2.0 mmol/L CaCl2 treatment group; after 48 h of treatment with 3.0⁃3.5 mmol/L CaCl2, the expression of GRP78 protein was 
increased compared with the 2.5 mmol/L CaCl2 treatment group. α: vs. control group, P＜0.05; β: vs. 2.0 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05; γ: vs. 
2.5 mmol/L CaCl2 group, P＜0.05. Calcium ion from calcium chloride is indicated as Ca2+. ALC: ameloblast-lineage cell

Figure 6　Effect of different concentrations of calcium ions on the protein expression of GRP78 in ALC cells
图 6　不同浓度钙离子处理对 ALC 细胞中 GRP78 蛋白表达的影响

响，包括对细胞形态、细胞活力、细胞周期、细胞凋

亡及凋亡调控分子 GRP78 的影响。钙离子是一种

多功能的第二信使，具有广泛的生理作用，包括肌

肉收缩、细胞运动和囊泡转运，细胞生长或增

殖［17, 25］。研究发现当 MC3T3⁃E1 细胞在不同的细胞

外钙离子浓度（1.8 ~ 7.2 mmol/L）下培养 30 min 时，

其增殖显著增加，显示细胞外钙离子促进 MC3T3⁃
E1 细胞的增殖［26］。本研究中发现 ALC 细胞在不同

浓度的 CaCl2处理后相对活力增加，但并非一直增

加，其中 2.5 mmol/L CaCl2 处理组细胞活力最高。

然 而 ，前 期 研 究 采 用 CaCl2（0、2.0、2.5、3.0、3.5 
mmol/L）处理小鼠成釉细胞株 LS8 细胞 24 h、48 h，
结果显示随着钙离子浓度的增加，LS8 细胞的存活

率略有下降［22］，说明钙离子对成釉细胞的影响还

与细胞种类有关。

细胞周期的正常运转是细胞有序分化的必要

保障［27］。本研究发现，3.5 mmol/L CaCl2 处理 ALC
细胞 24 h后，G2/M期细胞比例增加，其他浓度 CaCl2
处理细胞后细胞周期时相无明显变化，表明一定

浓度的 CaCl2 促进成釉细胞分裂的阻滞。前期对

CaCl2 处理 LS8 细胞的研究发现，随着钙离子浓度

的升高，LS8 细胞的 S 期细胞比例增加，G2/M 期细

胞比例降低，尤其在 3.0、3.5 mmol/L 钙离子浓度处

理后降低更明显，这些发现表明，钙离子处理可刺

激 LS8 细胞的 S 期阻滞［22］。研究揭示 CaCl2对不同

种类成釉细胞的细胞周期的影响不同。

成釉细胞在釉质形成和釉质矿化中起着重要

作用［28］。在釉质发育的分泌期、转化期和成熟期

均可检测到成釉细胞凋亡。在釉质形成过程中，

50% 的成釉细胞在分泌后期和成熟后期发生细胞

死亡。在成釉细胞有丝分裂过程中，凋亡可能通

过消除子细胞的方式来调节细胞数量。在转化

期，成釉细胞由高分泌期细胞转变为成熟期细胞

并开始凋亡，在这一过程中，成釉细胞逐步退化，

形成结构坚硬的釉质［29⁃31］。因此，成釉细胞凋亡将

诱发釉质发育异常。本研究中发现 3.5 mmol/L 
CaCl2处理 ALC 细胞 24 h 后，可促使细胞凋亡，随着

时间的延长，细胞对钙离子处理的适应性增强，引

起的凋亡作用基本消失。当机体缺钙时补充一定

剂量的钙有利于改善体内钙平衡，但也要注意避
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免过量补充引发的一些负效应［32］。

钙离子是细胞存活/死亡过程中最重要的调节

因子之一，能够激活或失活各种调节蛋白，如酶、

转录因子或分子伴侣等［33］。GRP78 是一种重要的

分子伴侣，不仅参与蛋白质的正确折叠，还参与蛋

白质在内质网膜上的转运，调节增殖、肿瘤进展、

血管生成、自噬、化疗敏感性及细胞凋亡等［34⁃35］。

在细胞损伤因素的刺激下，诱发内质网应激，

GRP78 活化后减轻内质网应激状态，减少细胞凋

亡［36］。本研究中发现，2.5 mmol/L CaCl2 处理细胞

48 h 后 GRP78 蛋白表达显著降低，而细胞相对活

力在此浓度处理组最高。3.5 mmol/L CaCl2 处理细

胞 24 h 后 GRP78 表达显著降低，且明显引起 ALC
细胞凋亡，这揭示钙离子处理早期可能还有其他

相关凋亡分子参与调控，随着作用时间的延长，其

他效应分子对凋亡的调控效应更加明显，因此，不

同浓度 CaCl2 处理细胞 48 h，细胞凋亡率无明显变

化，而其他参与调控的凋亡分子还需进一步研究。
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