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【摘要】 目的 探讨miR⁃214对于牙囊细胞（dental follicle cells，DFCs）成骨分化的影响。方法 双向差速传

代法体外培养提纯牙囊细胞，以未转染的DFCs为对照（DFCs组），通过向DFCs中转染miR⁃214⁃3p mimics（miR⁃
214 mimics 组）或miR⁃214⁃3p inhibitor（miR⁃214 inhibitor组）分别上调和下调DFCs中的miR⁃214的表达。成骨

诱导 7 d，qRT⁃PCR检测miR⁃214表达及相关成骨基因碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、骨粘连蛋白（os⁃
teonectin，OSN）、成骨相关转录因子 2（runt⁃related transcription factor⁃2，RUNX⁃2）的mRNA表达，免疫蛋白印迹

检测各组RUNX⁃2、β⁃catenin蛋白表达；成骨诱导 14 d茜素红染色观察矿化结节形成的情况。结果 骨诱导 7
d，相较DFCs组，miR⁃214 mimics组miR⁃214的表达上调，miR⁃214 mimics组成骨相关基因ALP、OSN及RUNX⁃2
的mRNA表达均低于DFCs组，但仅ALP在两组的差异具有统计学意义（P＞0.05），而miR⁃214 inhibitor组成骨

相关基因 ALP、OSN、RUNX⁃2的mRNA表达均高于 DFCs组，且差异均具有统计学意义（P＜0.05）。miR⁃214
mimics组RUNX⁃2、β⁃catenin的蛋白表达均低于miR⁃214 inhibitor组。miR⁃214 mimics组钙化结节明显少于DF⁃
Cs组，而miR⁃214 inhibitor组钙化结节却明显多于DFCs组。结论 miR⁃214 上调可使 β⁃catenin表达下调，并

抑制成骨相关基因 ALP、OSN及RUNX⁃2的表达，抑制成骨分化；下调miR⁃214，结果相反；miR⁃214可能是通过

下调β⁃catenin的表达，抑制DFCs的成骨分化。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of miR⁃214 on the osteogenic differentiation of dental follicle cells
(DFCs). Methods Purified DFCs were cultured in vitro by bidirectional differential passage, with the untransfected
DFCs as the control group (DFCs group). The expression of miR⁃214⁃3p in DFCs was upregulated and downregulated by
transfection of miR⁃214⁃3p(miR⁃214 mimics group) or miR⁃214⁃3p inhibitors(miR⁃214 inhibitor group) into DFCs. The
expression levels of miR⁃214, alkaline phosphatase (ALP), osteonectin (OSN) and runt ⁃ related transcription factor ⁃ 2
(RUNX⁃2) were detected by qRT⁃PCR after 7 days of osteogenesis induction, the protein expression levels of RUNX⁃2
and β⁃catenin were detected by western blot, and the formation of mineralized nodules was observed with alizarin red
staining after 14 days of osteogenesis induction. Results Compared with the DFCs group, in the miR ⁃ 214 mimics
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group, the expression of miR⁃214 was upregulated after 7 days of osteogenesis induction. The mRNA expression of ALP,
OSN and RUNX⁃2 in the miR⁃214 mimics group was lower than that in the DFCs group, but only ALP in the two groups
was statistically significant (P > 0.05); the mRNA expression of ALP, OSN and RUNX⁃2 in the miR⁃214 inhibitor group
was higher than that in the DFCs group, and the difference was statistically significant (P < 0.05). The protein expres⁃
sion of RUNX⁃2 and β⁃catenin in the miR⁃214 mimics group was lower than that in the miR⁃214 inhibitor group. The
number of calcified nodules in the miR⁃214 mimics group was significantly less than that in the DFCs group, while that
in the miR⁃214 inhibitor group was significantly higher than that in the DFCs group. Conclusion The upregulation of
miR⁃214 can downregulate the expression of β⁃catenin, can inhibit the expression of ALP, OSN and RUNX⁃2 related to
osteogenesis, and can inhibit osteogenic differentiation. The downregulation of miR⁃214 demonstrated the opposite re⁃
sults; miR⁃214 may downregulate the expression of β⁃catenin and inhibit the osteogenic differentiation of DFCs.
【Key words】 dental follicle cells; bidirectional differential passage; miR⁃214; Wnt/β⁃catenin; osteogenic dif⁃
ferentiation; alkaline phosphatase; osteonectin; mineralized nodule
J Prev Treat Stomatol Dis, 2020, 28(3): 146⁃152.

牙齿萌出障碍是导致儿童及成人错 畸形的

一大重要原因，牙齿萌出障碍又包括早萌、迟萌、

异位萌出等，具体病因并不十分明确，有待进一步

研究［1］。牙囊调控着牙齿的萌出，是牙齿萌出中必

不可少的条件，在牙胚的两端分别进行着破骨及

成骨的作用，以此提供牙齿萌出的动力。牙囊在

牙齿萌出后期牙根的形成及牙槽骨的形成中发挥

重要作用［2］。微小 RNA（microRNA，miRNA）是一

类由 18～22个核苷酸组成的起源于内源性转录物

的单链非编码 RNA，主要作用是对翻译后期的基

因进行调控，根据互补原则靶向结合于mRNA 3’
的非编码区（3′UTR），通过抑制靶mRNA 的翻译或

降解靶mRNA 起作用，从而调控靶标基因的表达，

参与细胞增殖、分化、凋亡等过程［3］。RNA在进化

中高度保守，其表达既具有时空特异性，也具有组

织和细胞特异性。miRNA分子开关调控功能异常

将导致多种疾病发生，近年研究显示，miRNA 参与

了人类骨与关节组织形成中多条信号通路的调

节［4⁃5］。近年来，有研究报道，miR⁃214在骨代谢的

调控中发挥重要的作用，但其具体机制未阐明。

miR⁃214对骨组织的调节涉及多个调节通路，是一

种复杂的网状的机制［6⁃7］。Wnt信号通路是骨调节

的重要信号通路，Wnt蛋白家族主要包括经典Wnt/
β ⁃catenin 信号途径和非经典 Wnt 信号途径。Mi⁃
croRNA对于Wnt蛋白通路的影响涉及多种方面，

已有的研究证明，miR⁃214对Wnt信号通路的影响

涉及其经典的 β⁃ catenin 途径，可概括为：Wnt →
Frz（卷曲蛋白）→Dsh（蓬乱蛋白）→β⁃catenin的降

解复合物解散→β⁃catenin聚集（细胞质内），进入

细胞核→TCF/LEF（T细胞因子）→基因转录（如 c⁃

myc、cyclin D1）［8］。此外还可通过调节 TAB2影响

其非经典途径以此来调节骨的代谢［9］。本文就

miR⁃214在牙囊细胞成骨过程中的作用做出初步

探讨。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

α⁃MEM培养液、PBS缓冲液、胎牛血清及 2.5 g/
L胰蛋白酶、opti⁃MEM、双抗（Hyclone，美国）；谷氨

酰胺和Ⅰ型胶原酶溶液（Gibco，美国）；β⁃甘油磷酸

钠 、地 塞 米 松 、抗 坏 血 酸（Sigma，美 国）；lipo⁃
fectamine 3000（Invitrogen，美国）；miR⁃214⁃3p mim⁃
ics（5′ ⁃ACAGCAGGCACAGACAGGCAG⁃3′，5′ ⁃GC⁃
CUGUCUGUGCCUGCUGUUU⁃3′）、miR⁃214 ⁃3p in⁃
hibitor（5′⁃CUGCCUGUCUGUGCCUGCUGU⁃3′）和染

料法Hairpin⁃it miRNAs定量和U6校准 qRT⁃PCR试

剂盒（吉玛，上海）；荧光定量试剂盒、反转录试剂

盒和 RIPA 裂解液 、ECl 显色液、AP 显色液（Ther⁃
mo，德国）；RUNX⁃2抗体、β⁃actin抗体、β⁃catenin抗

体、山羊抗兔荧光二抗（Abcam，美国）、兔抗鼠荧光

二抗（中杉金桥，中国），茜素红（北京索莱宝科技

有限公司）。

1.2 牙囊细胞的分离与培养

取 3～4 日龄 SD大鼠的乳鼠（动物合格证号：

SCXK（新）2013⁃0002，新疆医科大学动物实验中

心）脱颈处死，75%酒精浸泡 5 min，取双侧下颌骨，

PBS冲洗，洗净血液，剥除颌骨多余肌肉组织，置于

装有 α⁃MEM 的培养皿中，显微手术器械剥离牙

胚，体视显微镜下剥离牙胚表面牙囊，剪碎，吸取置

15 mL离心管中，以 1 000 r/min离心 5 min，弃去上
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清，置 2 mL胰酶于离心管中重悬组织碎片。将离

心管至于 37 ℃水浴锅中震荡 5 min，加入 4 mLⅠ
型胶原酶。将离心管至于37℃摇床中，200 r/min消化

35min。置4 mL完全培养基终止消化，以1 000 r/min
离心 5 min，弃去上清。以 10 mL完全培养基（含有

15%FBS、1%双抗及 1%谷氨酰胺，以α⁃MEM配制）

重悬离心管底部细胞团块，至于培养瓶中放入

37 ℃，含有饱和湿度及体积分数 5%二氧化碳的细

胞培养箱中，12～15 h换液，双向差速传代法纯化

牙囊细胞，此前本课题组已进行鉴定［10］，传代至第

3～4代备用。

1.3 转染与成骨诱导

转染前一天取 3～4代牙囊细胞接种于 6孔板

中，确保细胞处于对数生长期，24 h 内可生长至

70%，弃去原培养基，PBS冲洗 3次，每孔加入完全

培养基 1.5 mL待用。每孔取 250 μL Opti⁃MEM 与

4 μL Lipofectamin 3000 混合 5 min，250 μL Opti ⁃
MEM与 5 μL miR⁃214 mimics（miR⁃214 mimics组），

miR⁃214 inhibitor（miR⁃214 inhibitor组），混合5 min，
将两种混合液混合 20 min，滴入孔板，轻晃混匀。

5 h后更换成骨诱导液培养（质量分数为 10%FBS、
0.1 μmol/L 地塞米松、10 mmol/L β⁃甘油磷酸钠和

50 mg/L维生素C的α⁃MEM培养液），每 2日换液。

1.4 RNA提取及 qRT⁃PCR
1.4.1 转染效率及成骨诱导后miR⁃214 的表达 转

染 1、2、3 d后，提取miR⁃214 mimics组、miR⁃214 in⁃
hibitor 组和 DFCs 组（正常 DFCs）细胞，利用 Trizol
提取总RNA，qRT⁃PCR检测miR⁃214。以上 3组成

骨诱导 7 d，利用 Trizol 提取总 RNA，进行 qRT ⁃
PCR。逆转录条件：采用 20 μL体系，温度设置为

25 ℃ 30 min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min，4 ℃保存。

PCR反应条件为：20 μL体系，温度设置为：预变性

95 ℃ 3 min，PCR反应 95 ℃ 12 s，62 ℃ 40 s，40个循

环。引物见表 1。
1.4.2 成骨相关基因的检测 上述 3组经成骨诱

导 7 d的细胞，利用 Trizol提取总RNA，使用反转录

试剂盒将所提取RNA反转录为 cDNA，再使用 Syb⁃
er Green检测试剂盒将所得的 cDNA进行扩增，qRT⁃
PCR进行成骨相关基因：成骨相关转录因子 2（runt⁃
related transcription factor⁃2，RUNX⁃2）、碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，ALP）、骨粘连蛋白（osteonec⁃
tin，OSN）的检测。均采用 20 μL体系，引物见表 1。
反应条件为：PCR 反应条件：95 ℃预变性 2 min，
95 ℃ 5 s；60 ℃ 10 s，45个循环。

1.5 蛋白免疫印迹

上述 3组成骨诱导 7 d，培养皿使用 PBS冲洗 3
次后，加入细胞裂解液，置于冰上 30 min；用细胞

刮刀仔细刮擦六孔板底，将刮取的细胞碎片吸入

预冷的微量离心管中，超声裂解细胞；将获得的细

胞裂解液离心 5 min（4 ℃ 120 000 r/min），取上清用

BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，加入蛋白上

样缓冲液后，100 ℃煮沸蛋白 5 min使其变性，冰上

冷却，短暂离心后备用。制胶，电泳后 80 mA转膜

条件 2 h，封闭 2 h后，以脱脂牛奶稀释RUNX⁃2、β⁃
catenin、β⁃actin 一抗 4 ℃孵育过夜。TBST 洗膜 3
次，每次 10 min。二抗孵育 2 h，TBST洗膜 3次，每

次 10 min，β⁃catenin、β⁃actin使用 ECL发光剂液显

色，RUNX⁃2使用 AP显色液显色蛋白凝胶成像系

统分析样品中目标蛋白的相对含量。

1.6 茜素红染色

将miR⁃214 mimics组、miR⁃214 inhibitor组、DF⁃
Cs组细胞接种于 30 mm培养皿中，成骨诱导 14 d，
弃去培养液，使用 PBS冲洗 3次，用多聚甲醛固定

细胞，茜素红染液染色 5 min，ddH2O漂洗 3次，倒置

显微镜下观察。

1.7 统计学分析

实验重复3次，实验结果以 x± s表示，采用SPSS
20.0统计软件，采用单因素方差分析，组间采用Tukey
检验行事后比较，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 牙囊细胞的分离培养

原代细胞接种于培养瓶中 10 d 可生长至

80%～90%，经双向差速法提纯 3～4代可得纯化的

牙囊细胞（图 1）。

表 1 qRT⁃PCR目的基因引物序列

Table 1 qRT⁃PCR target gene primer sequence
Primer
miR⁃214⁃3P⁃F
miR⁃214⁃3P⁃R
U6⁃F
U6⁃R
GAPDH⁃F
GAPDH⁃R
RUNX⁃2⁃F
RUNX⁃2⁃R
ALP⁃F
ALP⁃R
OSN⁃F
OSN⁃R

Sequence（5′→3′）
5′⁃GCATCCACAGCAGGCACA⁃3′
5′⁃CACTTCCTCAGCACTTGTTGGTAT⁃3′
5′⁃CAGCACATATACTAAAATTGGAACG⁃3′
5′⁃CCTACTGTGCGTTTAAGCA⁃3′
5′⁃GACATGCCGCCTGGAGAAC⁃3′
5′⁃TGATTTCCCGTAGGACCCGA⁃3′
5′⁃CCATGCACGGTTGACAGACT⁃3′
5′⁃GTAGTCGCAGTTGTGGTAGT⁃3′
5′⁃GAGGAGACACGGCTGGAGAT⁃3′
5′⁃CGGATGAACACACCGCACTT⁃3′
5′⁃ATGACGACGACGATGACGAC⁃3′
5′⁃CAGGAAGTGACGGTCGTGTG⁃3′
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2.2 qRT⁃PCR
2.2.1 转染效果 经 qRT⁃PCR检测，转染 1 d，miR⁃
214 inhibitor组miR⁃214表达受抑制，较正常 DFCs

下降 43倍（P＜0.01），miR⁃214 mimics组表达上调

41倍（P＜0.01）；转染 2 d及转染 3 d，miR⁃214的转

染效果逐渐弱化（P＜0.05）（图 2）。

a: the primary DFCs; b: the third genera⁃
tion DFCs; DFCs: dental follicle cells
Figure 1 Primary DFCs and DFCs
purified to the third generation by bi⁃
directional differential passaging
图 1 原代 DFCs及经双向差速传

代法提纯至第三代的DFCsa b

*: P＜0.05；***: P＜0.01
Figure 2 Expression of miR⁃214 1, 2 and 3 days after transfec⁃
tion of the miR⁃214 mimics and miR⁃214 inhibitor
图 2 转染 miR⁃214 mimics 及 miR⁃214 inhibitor 后 1、2、3 d
miR⁃214表达情况
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2.2.2 成骨诱导后miR⁃214的表达 成骨诱导 7 d，
miR⁃214 mimics组miR⁃214的表达较正常 DFCs组
高 22倍（P＜0.01），而miR⁃214 inhibitor组miR⁃214

的表达低于正常 DFCs 组，差异具有统计学意义

（P＜0.05）（图 3）。

2.2.3 成骨诱导后成骨相关基因的表达 miR⁃

*：P＜0.05；***：P＜0.01
Figure 3 Expression of miR⁃214 after 7 days of osteogenesis
induction after the transfection of the miR⁃214 mimics and miR⁃
214 inhibitor
图 3 转染miR⁃214 mimics及miR⁃214 inhibitor并成骨诱导

7 d miR⁃214的表达情况
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214 mimics组，成骨相关基因ALP、OSN及RUNX⁃2
的mRNA表达均低于正常DFCs组，但仅ALP在两

组的差异具有统计学意义（P＞0.05），而 miR⁃214

inhibitor 组成骨相关基因 OSN 及 RUNX⁃2、ALP 的

mRNA表达均高于 DFCs组，且差异具有统计学意

义（P＜0.05）（图 4）。
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2.3 免疫蛋白印迹结果

miR⁃214 mimics组，RUNX⁃2、β⁃catenin的蛋白

表达均低于miR⁃214 inhibitor组，但miR⁃214 mimics

组及miR⁃214 inhibitor组RUNX⁃2、β⁃catenin的蛋白

表达均高DFCs组（图 5）。

*: P＜0.05；***: P＜0.01
Figure 4 Expression of ALP, OSN, RUNX⁃2 after 7 days of osteo⁃
genesis induction after the transfection of the miR⁃214 mimics and
miR⁃214 inhibitor
图 4 转染miR⁃214 mimics及miR⁃214 inhibitor并成骨诱导 7 d
ALP、OSN、RUNX⁃2 mRNA表达情况
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Figure 5 Expression of RUNX⁃2 andβ⁃catenin after 7 days of osteogenesis
induction in the miR⁃214 mimics, miR⁃214 inhibitor，DFCs groups
图 5 miR⁃214 mimics 组、miR⁃214 inhibitor 组、DFCs 组成骨诱导 7 d
RUNX⁃2、β⁃catenin蛋白的表达情况
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2.4 茜素红染色结果

成骨诱导 14 d，经茜素红染色可明显观察到，

miR⁃214 mimics 组钙化结节明显少于 DFCs 组，而

miR⁃214 inhibitor 组的钙化结节却明显多于 DFCs
组（图 6）。

a: miR⁃214 mimics group; b: normal DFCs group; c: miR⁃214 inhibitor group
Figure 6 Images of mineralized nodules by alizarin red staining after 14 days of osteogenesis induction in the 3 groups

图 6 成骨诱导 14 d 3组矿化结节茜素红染色图片

a b c

3 讨 论

牙囊在牙齿萌出过程中的作用是不可替代

的，在形成牙齿萌出通道，提供牙齿萌出的动力中

发挥了不可替代的作用，具体表现为牙囊 方的
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破骨现象以及根方的成骨现象［11⁃12］。经典的Wnt
通路对成骨分化的调控取决于细胞的类型，以及

成骨分化的阶段［13⁃14］，在本研究中发现了Wnt/β⁃
catenin经典通路对于牙囊细胞的成骨分化早期的

促进作用，而不是抑制。

Wang等［15］通过切除大鼠卵巢建立骨质疏松模

型，发现其骨组织miR⁃214高表达，在后肢卸载小

鼠卸载模型中，其成骨细胞中miR⁃214水平较基线

小鼠更高。在体内注射 antagomir⁃214（miR⁃214拮

抗剂）后，发现可以逆转上述现象。其体外细胞实

验也得出了相同的结论。并发现miR⁃214与转录

因子 4（activating transcription factor 4，ATF4）呈负

相关，并通过荧光素酶报告法证明了ATF4是miR⁃
214的靶基因。类似的结果在 Yao等［16］的研究中

也得以证明，其利用牙周膜干细胞的干细胞特性

进行成骨诱导，发现miR⁃214的表达在成骨诱导后

下调，而 ATF4 的表达下调。将 miR⁃214 inhibitor
（miR⁃214抑制剂）转染至牙周膜干细胞后行成骨

诱导发现细胞的成骨基因表达上调，而ATF4表达

上调，这与本研究的结果一致。同样，动物实验也

有力的证明了这一点，有研究建立小鼠的胫骨骨

折模型并定期注射 agomir⁃214及 antagomir⁃214，发
现 agomir ⁃ 214 组中小鼠骨折愈合状况差于 an⁃
tagomir⁃214 组，且 Western⁃blot 实验显示 β⁃catenin
的表达也受到抑制［17］。miR⁃214对于 β⁃catenin的

抑制作用还体现在其对于调节人毛囊干细胞的增

殖与分化中［18］。除此之外，有研究还发现抑制miR⁃
214可以促进小鼠成骨细胞MC3T3⁃E1的成活以及

其细胞外基质的形成，而细胞外基质的形成是矿

物质积累以及成骨现象的基础［19］。已有用于治疗

骨质疏松的研究表明，通过纳米粒子向骨吸收表

面传送 anti ⁃miR⁃214 可以改善骨微结构和骨质

量［20⁃21］。本研究证明了牙囊细胞在成骨诱导后其

β⁃catenin表达上调，转染miR⁃214 mimics的牙囊细

胞其成骨分化受到抑制，β⁃catenin的表达呈现抑

制的现象，而转染miR⁃214 inhibitor的牙囊细胞与

之相反。说明miR⁃214对于牙囊细胞的成骨分化

起这抑制的作用，其中有可能是通过下调β⁃catenin
的表达来实现的。本研究有一定的不足之处，未

能进一步检测 Wnt/β ⁃catenin 通路下游基因的表

达，因此未能完全阐述miR⁃214抑制 DFCs成骨分

化的确切机制。

进一步明确miR⁃214对于牙囊的调控作用，将

有助于预防及治疗牙齿萌出障碍，更好造福于

患者。
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