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【摘要】 目的 探讨 Notch信号及自噬在三氧化矿化聚合物（mineral trioxide aggregate，MTA）促人牙髓细胞

（human dental pulp cells，hDPCs）体外分化的作用。方法 体外培养 hDPCs，采用荧光定量 PCR法检测MTA作

用不同时间（24 h、3 d、7 d）对 hDPCs碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、核心结合蛋白因子 2（runt⁃related
transcription factor 2，Runx2）及牙本质涎磷蛋白（dentin sialophoprotein，DSPP）表达的影响；Von Kossa染色观察

细胞钙化结节形成的变化；Western Blot法检测MTA作用下hDPCs Notch信号及自噬相关蛋白表达的变化。结果

0.1 mg/mL MTA 即可促进体外培养 hDPCs 的分化。与未处理 hDPCs 的空白对照组相比，MTA 组 hDPCs 的
Notch 信号成分Notch1、Hes1、Jagged1及自噬相关蛋白 p62表达均明显增高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。

以自噬体与溶酶体融合抑制剂 Bafilomycin A1（BAF）刺激细胞，自噬潮受抑制，Notch1表达升高，MTA具有类

似作用。结论 MTA可显著促进 hDPCs的体外分化，其作用机制可能与Notch1⁃Jagged1⁃Hes1信号转导途径激

活及自噬抑制有关。
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【Abstract】 Objective The aim of this study is to investigate the roles of Notch signaling and autophagy on mineral
trioxide aggregate (MTA) induced differentiation of human dental pulp cells (hDPCs). Methods Third molars from
healthy human were collected and hDPCs were isolated by a combined digestion of collagenase Ⅰ and dispaseⅡ. Real
time PCR were used to test the mRNA expression levels of alkaline phosphatase (ALP), runt⁃related transcription factor
2 (Runx2) and dentin sialophoprotein (DSPP) in MTA treated hDPCs in different time (24 h, 3 d and 7 d). The mineral⁃
ization nodules formed by hDPCs with or without MTA treatment were detected by Von Kossa staining. Expressions of
Notch1, Jagged1, Hes1, LC3Ⅱ/LC3 Ⅰand p62 in wild type and MTA treated hDPCs were detected by western blotting.
Results MTA extracted in a concentration of 0.1 mg/mL could promote the differentiation of hDPCs. Compared with
that of wild type hDPCs, the expressions of Notch1, Hes1, or Jagged1 and p62 (P＜0.01) in MTA treated hDPCs were
significantly increased. MTA treatment showed inhibition effects on autophagy flux similar to Bafilomycin A1, a specific
inhibitor of fusion between autophagosomes and lysosomes. Conclusion MTA could promote hDPCs differentiation
with highly relevant in stimulating Notch1⁃Jagged1⁃Hes1 signaling and inhibition of autophagy flux.
【Key words】 Mineral trioxide aggregate; Dental pulp cells (DPCs); Differentiation; Notch; Autophagy

三氧化矿化聚合物（mineral trioxide aggregate，
MTA）是近些年常用的盖髓剂，具有优良的封闭性及

诱导牙本质桥形成能力［1⁃3］。但目前对MTA促牙髓

损伤修复的作用机制尚不明确，可能与钙离子释放

及MAPK、Wnt/β⁃catenin和NF⁃κB等信号分子作用

有关［4⁃7］。Notch信号是调节细胞分化的关键信号之

一［8⁃9］，它通过对牙髓干细胞的增殖和分化的调控，

参与牙髓损伤修复过程［10⁃11］。最新研究显示，Notch1
还可作为自噬的底物，参与机体自噬过程［12］。本研

究通过研究MTA对牙髓细胞的成牙本质分化相关

因子，碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、核心

结合蛋白因子 2（runt ⁃ related transcription factor 2，
Runx2）、牙本质涎磷蛋白（dentin sialophoprotein，
DSPP）及Notch信号成份（受体Notch1、配体 Jagged1、
靶蛋白Hes1），以及自噬相关蛋白微管相关蛋白1轻
链 3（Microtubule ⁃ associated protein1 light chain 3，
LC3）、p62的表达影响，探讨MTA的作用机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料

MTA（Dentsply公司，美国）；α⁃MEM培养基、胰

蛋白酶（Gibco公司，美国）；胎牛血清（Hyclon公司，

美国）；Ⅰ型胶原蛋白酶、DispaseⅡ、Bafilomycin A1
（BAF）（Sigma 公 司 ，美 国）。 荧 光 定 量 PCR 仪

qTOWER2.2（Analytik，Jena，德国）；SYBR GREEN

PCR MASTER MIX（ABI公司，美国）。Notch1抗体

（Abcam，英国），Jagged1抗体（Abcam，英国），Hes1
抗体（CST，美国），p62抗体（MBL，日本），LC3抗体

（Sigma，美国），GAPDH抗体（Proteintech，美国）

1.2 人牙髓细胞（human dental pulp cells，hDPCs）
培养

牙髓取自临床上因阻生而完整拔除的健康第三

磨牙，患者知情同意，项目取得深圳市人民医院伦理

委员会批准。hDPCs的分离和培养参见文献［13］。

1.3 MTA浸提液的制备

称取一定量的MTA，加入适量的无血清培养

基，调节其终浓度至 20 mg/mL。37 ℃摇床上震荡

48 h，37 ℃孵育 3 d。过滤，4 ℃保存备用［14］。

1.4 钙质结节染色

细胞浓度为 1 × 104个/孔接种 6孔培养板，培

养 24 h后加含浓度 0.1 mg/mL MTA的培养基，以无

MTA为空白对照组，细胞在 37 ℃、5% CO2培养箱

培养 21 d，Von Kossa法进行钙质结节染色。

1.5 荧光定量PCR
牙髓细胞以 1 × 105个/孔接种于 6孔培养板，

培养 3～5 d后分为 2组，MTA组加入含 0.1 mg/mL
MTA 的培养基，以无 MTA 为空白对照组，细胞在

37 ℃、5% CO2培养箱分别培养 24 h、3 d及 7 d，实
验结束后Trizol法提取总RNA，合成 cDNA，以GAP⁃
DH为内参，SYBR Green试剂盒检测ALP、Runx2及
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图 1 0.1 mg/mL MTA作用下体外培养人牙髓细胞ALP、Runx2及DSPP mRNA的表达

Figure 1 The relative mRNA expression levels of ALP、Runx2 and DSPP in hDPCs treated with 0.1 mg/mL MTA extracts in differ⁃
ent time

DSPP mRNA相对表达水平。

ALP引物序列：上游 5′⁃AACATCAGGGACATT⁃
GACGTG ⁃ 3′ ；下 游 ：5′ ⁃ GTATCTCGGTTTGAAGCT
CTTCC ⁃ 3′。Runx2 引物序列：上游 5′ ⁃ CCGCCT⁃
CAGTGATTTAGGGC ⁃ 3′ ；下 游 5′ ⁃ GGGTCTGTA⁃
ATCTGACTCTGTCC⁃3′。 DSPP引物序列：上游 5′⁃
CCTAAAGAAAATGAAGATAATT ⁃ 3′；下游 5′ ⁃ TAG
AAAAACTCTTCCTCCTAC⁃3′。 GAPDH 引物序列：

上 游 5′ ⁃ GGATTTGGTCGTATTGGG ⁃ 3′ ；下 游 5′ ⁃
GGAAGATGGTGATGGGATT⁃3′。
1.6 Western blot检测

牙髓细胞以 1 × 104个/mL细胞接种，培养 5～
7 d后按设计分组，分别加入含不同浓度MTA（0.1、
0.5、1.0 mg/mL）或 Bafilomycin A1（BAF）（100 nM）的

培养基，以单纯培养基为空白对照组，细胞在37 ℃、

5% CO2培养箱培养24 h或48 h，实验结束后弃上清，

以冷 PBS清洗 2次后裂解法提取细胞总蛋白，测定

提取物的蛋白浓度，SDS⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳

结束后取出凝胶，转印至硝酸纤维素（nitrocellulose，
NC）膜，转印结束后将NC膜置于封闭液中，以阻止

非特异性结合；一抗室温孵育 2 h；清洗后二抗室温

孵育1 h；HRP显色，观察结果；用凝胶扫描仪对蛋白

条带进行扫描，Image J软件进行灰度分析，其中LC3

Ⅱ/LC3 I比值为条带灰度值除以内参灰度值后的比

值。所用抗体：Notch1抗体（1∶200），Jagged1抗体

（1∶200），Hes1抗体（1∶1 000），p62抗体（1∶2000），

LC3 抗体（1∶2000），GAPDH抗体（1∶10 000）。
1.7 统计学分析

采用 SPSS 21.0软件进行数据分析，实验数据

均采用 x ± s表示，两组间比较采用ｔ检验，检验水

平α ＝ 0.05。

2 结 果

2.1 MTA 作 用 下 hDPCs 的 ALP、Runx2 及 DSPP
mRNA表达变化

浓度为 0.1 mg/mL MTA 作用不同时间，hDPCs
ALP、Runx2 及 DSPP mRNA 相对表达水平不同。

MTA作用 24 h，与空白对照组相比，细胞 DSPP的

表达量无显著变化，而 ALP（t＝3.55，P＝ 0.015）、

Runx2（t＝6.12，P＝0.001 2）表达降低（图 1a）；

MTA 作 用 3 d，ALP（t＝3.06，P＝0.028）、Runx2
（t＝3.01，P＝0.033）及 DSPP（t＝3.50，P＝0.004）
表达均升高（图 1b）；至 7 d 时 ALP（t＝5.85，P＝

0.001 3）、Runx2（t＝4.15，P＝0.026）及 DSPP（t＝

13.21，P < 0.001）表达水平均较对照组均增强，且

差异具有统计学意义（图 1c）。

hDPCs体外连续培养 21 d，Von Kossa钙质染色

示MTA组较空白对照组钙化结节数量增多，体积

增大（图 2）。

2.2 MTA作用下hDPCs Notch信号成分的蛋白表达

Western Blot 法检测 0.1 mg/mL MTA 作用 24 h
hDPCs的Notch信号成分的蛋白表达，如图 3所示，
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图 3 MTA作用下培养人牙髓细胞Notch1、Jagged1、Hes1、LC3 Ⅱ/LC3Ⅰ及 p62的蛋白表达

Figure 3 Relative expression of Notch1，Jagged1，Hes1，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and p62 in MTA treated hDPCs

a b
100 μm 100 μm

a：空白对照组；b：MTA组。

图 2 体外培养 21 d 人牙髓细胞 Von
Kossa染色 倒置显微镜 × 100
Figure 2 Von Kossa staining of hDPCs
treated with 0.1 mg/mL MTA extracts for
21 d inverted microscope × 100

与对照组相比，MTA 组 Notch1 受体（t＝4.03，P＝
0.036）、Jagged1 配体（t＝6.02，P＝0.007 8）及其主

要靶蛋白 Hes1（t＝2.98，P＝0.044）的蛋白表达均

明显增强，差异均有统计学意义。

2.3 MTA对自噬的影响

0.1 mg/mL MTA处理 24 h，hDPCs p62蛋白表达

较对照组显著增加（P < 0.01）；LC3I及LC3Ⅱ表达量

亦增加，但LC3 Ⅱ/LC3 I比值未见显著变化（图4）。
当 MTA 浓度变化（0.1～1.0 mg/mL），p62 蛋白

表达随 MTA 浓度变化而变化；0.1 mg/mL 组（t＝

4.87，P＝0.009）、0.5 mg/mL组（t＝5.68，P＝0.000 5）、

1.0 mg/mL组（t＝4.24，P＝0.023）与对照组比较，差

异均有统计学意义；LC3I及 LC3Ⅱ表达量升高，但

LC3Ⅱ/LC3 I比值无明显变化（图 4a、图 4b）。

0.1 mg/mL MTA作用下 p62表达 12～24 h达到

峰值，至 48 h下降至对照组水平，LC3 Ⅱ/LC3 I比
值仍未见显著变化（图 4c、图 4d）。以自噬体与溶

酶体融合抑制剂 Bafilomycin A1（BAF）刺激细胞

24 h，自噬潮受阻，p62及Notch1表达升高，MTA具

有类似作用（图 4e、图 4f）。

3 讨 论

3.1 MTA对成牙本质分化指标的影响

3.1.1 MTA可促进 hDPCs钙化结节形成及DSPP的

表达 牙髓损伤后存在一定的自我修复能力［13］，

利用盖髓剂施行盖髓术正是要尽可能地保存或促

进牙髓的自我修复功能，达到保存活髓的目标。
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图 4 MTA对人牙髓细胞自噬的影响

Figure 4 MTA inhibited autophagy flux in hDPCs

盖髓剂具有的诱导修复性牙本质形成的作用越

强，则临床效果越好。MTA作为近年公认有效的

盖髓剂，其促 hDPCs分化作用已被以往许多研究

证实［3，5，7］。本研究结果也支持这一观点，MTA可

促进牙髓细胞钙化结节的形成及DSPP的表达。

3.1.2 MTA 对 hDPCs ALP、Runx2 表 达 的 影 响

MTA对ALP及Runx2的影响尚存在不同观点。多

数研究认为MTA可提高牙髓细胞ALP、Runx2的表

达［3，5，7］。与此相类似，本研究观察到MTA作用初

期（24 h）hDPCs ALP及Runx2的表达短暂降低，但

随着作用时间延长，细胞 ALP、Runx2 表达升高。

有研究发现，MTA所释放的钙离子浓度是影响上

述两指标变化的关键因素。多数实验所使用的

MTA的钙离子浓度较低（近似本实验中 Ca离子浓

度 393.5 mg/L），而高浓度钙离子（约 3～9倍于本实

验钙离子浓度）在促进DPCs分化同时却显著抑制

其 ALP及 Runx2 mRNA的表达［15］。本研究所使用

的是特定浓度的MTA浸提液，并不能完全反映材

料在体内的情况，因此，需要设计更符合材料在体

内情况的实验进一步验证。

3.2 MTA 对 hDPCs Notch 信号及自噬相关蛋白表

达的影响

Notch信号参与了牙髓损伤修复全过程，是调

节牙髓干细胞增殖和分化的关键信号［10⁃11］。本研究
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结果显示，低浓度MTA 处理后 hDPCs Notch1、Jag⁃
ged1及Hes1表达即显著增强。有研究表明，与另一

Notch⁃Dll1途径相比，Notch⁃Jagged1途径具有更强

的促牙髓细胞成骨分化能力［16］。因此，我们推测，

MTA的促 hDPCs分化作用与Notch1⁃Jagged1信号转

导增强有关。另外，Notch1可通过机体自噬过程降

解，直接受到自噬机制的调控［13］。细胞自噬是细胞

将自身一些蛋白质和细胞器包裹在特定的膜结构

中，由溶酶体降解，产生能量和小分子供细胞再次

利用的过程。对细胞维持内部稳态起重要作用，并

参与细胞的多种生理、病理变化过程［17⁃18］。那么，

MTA作用下Notch表达增强是否与自噬有关？本研

究选取LC3和p62两指标对牙髓细胞自噬进行初步

探讨。在自噬启动时，胞浆型 LC3⁃I转变为自噬体

膜型即 LC3⁃Ⅱ，后者含量与自噬体数量成正比，是

常用的自噬起始阶段的分子标记物。p62是一种多

功能泛素结合蛋白，参与泛素蛋白酶体系统和自噬⁃
溶酶体系统两种蛋白降解过程，通常作为自噬潮的

监测指标，表达量越高，自噬功能越弱［19］。通过实

验发现，在一定范围内，随MTA浓度的升高，p62表

达显著升高，提示MTA对自噬潮有抑制作用；使用

自噬体与溶酶体融合抑制剂BAF刺激细胞，可产生

与MTA相似的作用，二者均可使细胞 p62及Notch1
受体表达升高。因此，我们推测，MTA可能通过阻

碍自噬潮，抑制自噬作用，减少Notch1降解，间接促

进Notch信号转导，发挥其促 hDPCs分化作用。自

噬过程短暂，本研究中MTA作用后48 h自噬抑制即

解除，因此，时间和浓度可能是MTA作用的关键因

素，值得进一步深入研究。

综上所述，MTA具有促进 hDPCs体外分化的作

用，其作用机制与Notch信号激活及自噬抑制相关。
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