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摘要：目的　研究ｍｉＲＮＡ－６３３靶向调控骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）和Ｓｍａｄ蛋白通
路促进牙髓干细胞增殖和成牙本质向分化的作用。方法　将人牙髓干细胞随机
分为对照组、ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组、ＮＣ组、ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和共转染组。
Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和对照组分别转染 ｍｉＲＮＡ－６３３过表达载体和对应对照空
白载体，ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和ＮＣ组分别转染ｍｉＲＮＡ－６３３敲除载体和对应对
照空白载体，共转染组转染 ｍｉＲＮＡ－６３３敲除载体 ＋ｓｈＲＮＡ－Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ。用
ＣＣＫ－８法检测细胞的增殖情况，用实时荧光定量聚合酶链反应法检测Ｎ－黏蛋
白（Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ）的相对表达水平，用蛋白质印迹法检测磷酸化 Ｓｍａｄ１／５／８
（ｐ－Ｓｍａｄ１／５／８）的相对表达水平。结果　对照组、ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组、ＮＣ组、
ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和共转染组的第 ７天增殖活性（光密度值）分别为
１６５±００５、１７９±００８、１５５±００５、１１９±００８和１７６±００７，Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１０９±００３、０６３±００３、１０６±００４、１３１±００９
和０４６±００６，ｐ－Ｓｍａｄ１／５／８蛋白相对表达水平分别为０７９±００５、１２８±００８、
０８０±００９、０６２±００６和１０９±０１８。Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组的上述指标和对照
组比较，共转染组的上述指标和ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组比较，在统计学上差异均有统
计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论　ｍｉＲＮＡ－６３３可以通过抑制Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ表
达，激活ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通路，从而促进牙髓干细胞增殖和成牙本质向分化。
关键词：ｍｉＲＮＡ－６３３；牙髓干细胞；Ｎ－钙黏蛋白；成牙本质向分化；骨形态发生
蛋白／Ｓｍａｄ蛋白通路
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ｓｈＲＮＡ－Ｎ－ＣａｄｈｅｒｉｎＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ－８ｍｅｔｈｏｄ
ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮ－Ｃａｄｈｅｒｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
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　　　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＳｍａｄ１／５／８（ｐ－Ｓｍａｄ１／５／８）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｎｔｈｅ７ｔｈ ｄａｙｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３，ＮＣ，
ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３ａｎｄｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ１６５±００５，１７９±００８，１５５±００５，１１９±００８ａｎｄ
１７６±００７；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮ－ＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡｗｅｒｅ１０９±００３，０６３±００３，１０６±００４，
１３１±００９ａｎｄ０４６±００６；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ－Ｓｍａｄ１／５／８ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０７９±００５，
１２８±００８，０８０±００９，０６２±００６ａｎｄ１０９±０１８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｏｖｍｉＲＮＡ－６３３ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）Ａｎｄｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅａｎｔｉｍｉＲＮＡ－６３３
ｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲＮＡ－６３３ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｄｅｎｔａｌｐｕｌｐ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｔｏｄｅｎｔｉｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＮ－ｃａｄｈｅｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＢＭＰｓ／Ｓｍａｄｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲＮＡ－６３３；ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌ；Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｄｅｎｔｉｎ；ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ／Ｓｍａｄｐｒｏｔｅｉｎｐａｔｈｗａｙ

　　牙髓干细胞（ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＤＰＳＣｓ）自首
次分离以来，因其易于获取、增殖能力强、具备多向分

化潜能而受到广泛关注。在牙髓损伤后，牙髓组织中

ＤＰＳＣｓ增殖并迁移到受伤区域，并分化为成牙本质细
胞样细胞，随后分泌牙本质基质来支持牙髓愈合和牙

本质再生，可见ＤＰＳＣｓ的成牙本质向分化在牙髓组织
损伤修复和再生中起到关键作用。研究发现，Ｎ－钙
黏蛋白（Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ）参与成牙本质细胞的生物学功
能［１－２］。骨 形 态 发 生 蛋 白 （ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）主要通过 ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ信号通路发挥作
用［３－４］。本研究旨在探究 ｍｉＲＮＡ－６３３调控 ＢＭＰ／
Ｓｍａｄ蛋白通路对ＤＰＳＣｓ增殖和成牙本质向分化的作
用机制。

材料与方法

１　材料
组织　收集２０２３年１月至２０２３年６月滁州市第

一人民医院收集的牙髓组织６例。本研究经滁州市
第一 人 民 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 （伦 理 批 号：

ＬＬ２０２２０１５）。所有患者均签署知情同意书。
试剂　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、磷酸

盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ），均由美国
Ｇｉｂｃｏ公司生产；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司生产；Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ抗体，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司生产；
碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）检测试剂盒，
日本ＷａｋｏＰｕｒｅＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司生产；总 ＲＮＡ抽提试
剂盒，德国 ＧｉａｇｅｎＧｍｂＨ公司生产；实时荧光定量聚
合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒，日本 ＴａＫａＲａ公司生产。引物，美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

仪器　Ｃ６流式细胞仪，美国 ＢＤ公司产品；ＩＱ５
ＲＴ－ＰＣＲ仪，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＥＶＯＳＭ５０００
倒置显微镜、ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｋｙＨｉｇｈ酶标仪，均为美国赛默
飞世尔科技公司产品。

２　实验方法
２１　人ＤＰＳＣｓ的体外分离和培养

参考文献［５］的方法，在无菌条件下取出牙髓，用
胶原酶和分散酶联合消化组织，消化１ｈ后，将细胞悬
液过筛，以１２００ｒ·ｍｉｎ－１离心６ｍｉｎ后，收集细胞沉
淀，加入培养基常规培养。培养７ｄ后，在倒置显微镜
下观察，以确定为人ＤＰＳＣｓ。
２２　细胞分组与处置方法［６］

将人ＤＰＳＣｓ随机分为对照组、ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３
组、ＮＣ组、ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和共转染组。按照脂
质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染方法进行操作，重组质粒
分别瞬时转染至ＤＰＳＣｓ。Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和对照
组分别转染ｍｉＲＮＡ－６３３过表达载体和对应对照空白
载体，ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和 ＮＣ组分别转染
ｍｉＲＮＡ－６３３敲除载体和对应对照空白载体，共转染组
是在 ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ －６３３组 的 基 础 上，转 染
ｓｈＲＮＡ－Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ。转染后，５组细胞继续培养４８ｈ。
２３　ＣＣＫ－８法检测细胞的增殖情况［７］

取体外培养的对数生长期人 ＤＰＳＣｓ，用培养基配
制成不同浓度的细胞悬液加入９６孔板中，在培养第
１、３、５、７天后，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液１０μＬ，继续培
养３ｈ后，用酶标仪于 ４５０ｎｍ波长处测定光密度
（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２４　ＲＴ－ＰＣＲ法检测相关ｍＲＮＡ的相对表达水平［８］

收集人 ＤＰＳＣｓ悬液，用 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取总
ＲＮＡ。用反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，按照 ＴａｑＭａｎ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书步骤进行 ＲＴ－ＰＣＲ
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检测。ＰＣＲ体系为２０μＬ，反应条件为９５℃预变性
５ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸５ｓ，
进行 ４０个循环。以甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－ ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）为内参，用２－ΔΔＣＴ法分析 Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＡＬＰ、
牙本质基质蛋白１（ｄｅｎｔｉｎｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ１，ＤＭＰ１）、骨
钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、ＢＭＰ２、ＢＭＰ７和ＢＭＰ９ｍＲＮＡ
的相对表达水平。

２５　蛋白质印迹法检测磷酸化 Ｓｍａｄ１／５／８蛋白的
相对表达水平

人ＤＰＳＣｓ分别按照“２２”中的分组和处理，每组
设置３个复孔，培养各组细胞４８ｈ，收集各组人ＤＰＳＣｓ
悬液，提取总蛋白，按文献［９］的方法进行电泳、转膜，
并在封闭液中进行封闭处理，将 ＰＶＤＦ膜与一抗溶液
（Ｓｍａｄ１／５／８为１∶１０００，ｐ－Ｓｍａｄ１／５／８为１∶８００）孵
育过夜，再加入二抗（比例为１∶２０００）孵育２ｈ，加入
ＥＣＬ，显影，以ＧＡＤＰＨ为内参，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ５０软
件分析目标条带的灰度值。

３　统计学处理
所有实验至少重复３次。用ＳＰＳＳ２３０软件进行

统计分析。符合正态分布的计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，多
组间比较用单因素方差分析，两两比较用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　ｍｉＲＮＡ－６３３对ＤＰＳＣｓ细胞增殖的影响
Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和对照组分别转染ｍｉＲＮＡ－６３３

过表达载体和对应对照空白载体，ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３
组和ＮＣ组分别转染ｍｉＲＮＡ－６３３敲除载体和对应对
照空白载体，共转染组转染 ｍｉＲＮＡ－６３３敲除载体 ＋
ｓｈＲＮＡ－Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ。

Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组在第１、３、５、７天的增殖活性

（ＯＤ值）均显著高于对照组，在统计学上差异均有统
计学意义（均Ｐ＜００５）。Ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组在第
１、３、５、７天的增殖活性（ＯＤ值）均显著低于ＮＣ组，在
统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。共转
染组在第１、３、５、７天的增殖活性（ＯＤ值）均显著高于
ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组，在统计学上差异均有统计学意
义（均Ｐ＜００５）。结果见表１。
２　ｍｉＲＮＡ－６３３对 ＤＰＳＣｓＡＬＰ、ＯＣＮ、ＤＭＰ１、ＢＭＰ
和Ｎ－ＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ相对表达水平的影响

Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组中 ＡＬＰ、ＤＭＰ１、ＯＣＮ、ＢＭＰ２
和ＢＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达水平均显著高于对照组，
ＢＭＰ７和Ｎ－ＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ相对表达水平均显著低
于对照组，在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。Ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组中 ＡＬＰ、
ＤＭＰ１、ＯＣＮ、ＢＭＰ２和 ＢＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达水平均
显著低于ＮＣ组，Ｎ－ＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ相对表达水平显
著高于 ＮＣ组，在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。共转染组的Ｎ－ＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ相
对表达水平显著低于ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组，在统计学
上差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结果见表２。
３　干扰Ｎ－ＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ对Ｓｍａｄ磷酸化水平的
影响

对 照 组、ｏｖ－ ｍｉＲＮＡ －６３３ 组、ＮＣ 组、
ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组和共转染组的 Ｓｍａｄ１／５／８蛋白
相对表达水平分别为 ０９０±００９、０７８±００８、
０８６±００６、０９１±０１０和 ０８３±００７，ｐ－Ｓｍａｄ
１／５／８蛋白相对表达水平分别为 ０７９±００５、
１２８±００８、０８０±００９、０６２±００６和１０９±０１８。
共转染组的 ｐ－Ｓｍａｄ１／５／８蛋白相对表达水平与
ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３组比较，ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３组的
ｐ－Ｓｍａｄ１／５／８蛋白相对表达水平与对照组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见图１。

表１　各组人牙髓干细胞（ＤＰＳＣｓ）增殖情况的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＤＰＳＣｓ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅ

１ｓｔｄａｙ ３ｒｄｄａｙ ５ｔｈｄａｙ ７ｔｈｄａｙ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９ ０４２±００３ ０６９±００９ １２０±０００９ １６５±００５
Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３ ９ ０５８±００２ ０７９±００７ １３９±００３ １７９±００８

ＮＣ ９ ０３９±００１ １１９±００７ １１２±００２ １５５±００５
Ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３ ９ ０２８±００２＃ ０６１±００４＃ ０９±００１＃ １１９±００８＃

Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ９ ０４６±００３△ ０７５±００８△ １２４±００４△ １７６±００７△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ；Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３ｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡ－６３３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ；ＮＣ

ｇｒｏｕｐ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ；Ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３ｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡ－６３３ｋｎｏｃｋｏｕｔｖｅｃｔｏｒ；Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ：

ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡ－６３３ｋｎｏｃｋｏｕｔｖｅｃｔｏｒ＋ｓｈＲＮＡ－Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

表２　各组ＤＰＳＣｓ中碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、骨钙素（ＯＣＮ）、牙本质基质蛋白１（ＤＭＰ１）、骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）和 Ｎ－钙黏蛋白
（Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ）ｍＲＮＡ表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ），ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ（ＯＣＮ），ｄｅｎｔｉｎｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ１（ＤＭＰ１），
ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＭＰ）ａｎｄＮ－ＣａｄｈｅｒｉｎｏｆＤＰＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＡＬＰ ＤＭＰ１ ＯＣＮ ＢＭＰ２ ＢＭＰ７ ＢＭＰ９ Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １１２±００１ １１９±００２ ０８９±００２ １１９±００２ １２９±００１ １１９±００２ １０９±００３
Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ－６３３ ２０８±００３ １２３±００３＃＃ １８０±００１ １６８±００６ １０９±００５＃ １５８±００９ ０６３±００３

ＮＣ １１３±００８ １３０±００９ ０９０±００１ １１６±００６ １０５±００５ １０８±００９ １０６±００４
Ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３ ０７０±０１０＃ １１８±００２＃＃ ０６８±００８＃ ０８０±００１＃ １０２±００７ ０５８±００４＃ １３１±００９＃＃

Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ０７３±００６ １１６±００８ ０７４±００６ ０８３±００３ １０４±０１０ ０５６±００６ ０４６±００６△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图１　用蛋白质印迹法检测各组 ＤＰＳＣｓ中 Ｓｍａｄ蛋白的表达
情况

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｍａｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＤＰＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｏｖ－ｍｉＲＮＡ －６３３ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＮＣ ｇｒｏｕｐ；Ｄ：

Ａｎｔｉ－ｍｉＲＮＡ－６３３ｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

讨　　论

牙髓位于牙本质所包绕的髓腔中，具有分化为成

牙本质细胞的潜能［１０－１１］。ＤＰＳＣｓ在一定条件诱导下
能够分化为成牙本质细胞［１２］。有研究报道，在ＤＰＳＣｓ
增殖和牙本质向分化过程中ｍｉＲＮＡ－６３３的表达水平
会发生明显改变［１３］。有研究证实，ｍｉＲＮＡ－６３３参与
黑色素瘤细胞增殖和迁移［１４］，并通过与转化生长因

子－β１的相互作用参与心肌纤维化［１５］，但其对牙髓

干细胞增殖和成牙本质向分化的影响尚未明确。本

研究结果表明，ｍｉＲＮＡ－６３３过表达能够显著促进
ＤＰＳＣｓ增殖，提高牙本质分化相关基因ｍＲＮＡ的表达，
且进一步研究发现，在 ｍｉＲＮＡ－６３３高表达的 ＤＰＳＣｓ
中Ｓｍａｄ１／５／８表达水平不受影响，而ｐ－Ｓｍａｄ１／５／８
表达水平显著升高，这提示 ｍｉＲＮＡ－６３３具有促进
Ｓｍａｄ磷酸化的功能，进而激活ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通路，从而
实现促进ＤＰＳＣｓ增殖分化的功能［１６］。

研究发现，ＢＭＰ通过经典 Ｓｍａｄ和非经典 Ｓｍａｄ
信号通路调节成牙本质细胞分化和下游基因表

达［１７］。ＢＭＰ与其受体的相互作用并将信号转导至经
典Ｓｍａｄ信号通路和非经典Ｓｍａｄ信息通路（如丝裂原
活化蛋白激酶、ｐ３８、细胞外信号调节激酶、ｃ－Ｊｕｎ氨
基末端激酶和磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶），以在
牙本质发育和稳态过程中调节牙间充质干细胞／祖细
胞的增殖和分化［１８］。ＢＭＰ信号传导紊乱会导致许多
牙齿疾病［１９］。有研究发现，小鼠中 ＢＭＰ信号相关基
因的突变或敲除会导致牙本质缺陷［２０］，Ｓｍａｄ通路激
活活化促进 ＢＭＰ２介导人牙髓干细胞的细胞增殖和
分化［４］，同时，有研究发现，慢病毒介导沉默Ｓｍａｄ２基
因会抑制人牙髓干细胞成骨分化［２１］，上述证据均证

实ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通路对牙本质细胞分化和牙本质形成
的重要性。研究发现，Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ在调节成骨细胞
分化和骨形成中发挥重要作用。为了进一步探讨

Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ是否在 ｍｉＲＮＡ－６３３调节 ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通
路中起作用，本研究进一步检测了 ｍｉＲＮＡ－６３３对
Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ表达的影响，结果表明，在 ＤＰＳＣｓ中
ｍｉＲＮＡ－６３３的高表达能够显著抑制 Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡ的表达。为了进一步验证 Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ对
ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通路的影响，本研究用 ＲＮＡｉ技术沉默
ＤＰＳＣｓ中Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白，结果发现，Ｓｍａｄ１／５／８的
磷酸化水平显著提高。这提示 Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ可能是
ｍｉＲＮＡ－６３３调控 ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通路的关键因子，
ｍｉＲＮＡ－６３３可能通过抑制 Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达来激
活ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通路，进而促进 ＤＰＳＣｓ增殖和牙本质
分化的作用。

本研究提示：Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ可能作为 ｍｉＲＮＡ－６３３
的下游信号分子，对其激活 ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ通路起到关
键作用，这为临床治疗口腔相关疾病提供了一个新的

研究思路，具有巨大的应用前景。
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·科学文摘·

帕博利珠单抗治疗早期三阴性乳腺癌患者的临床研究

引自：ＳＣＨＭＩＤＰ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｗｉｔｈｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂｉｎｅａｒｌｙ－ｓｔａｇｅｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０２４，３９１（２１）：１９８１—１９９１．

伦敦玛丽女王大学的ＳＣＨＭＩＤ团队以２∶１的比例随机分配既往未治疗的Ⅱ期或Ⅲ期三阴性乳腺癌患者接
受新辅助治疗，接受４个周期的帕博利珠单抗（剂量为２００ｍｇ）或安慰剂加紫杉醇和卡铂，然后是４个周期的帕
博利珠单抗或安慰剂加阿霉素－环磷酰胺或表柔比星－环磷酰胺。在接受根治性手术后，患者每３周接受１次
帕博利珠单抗（试验组）或安慰剂（对照组），最多９个周期。主要终点是病理完全缓解和无事件生存期。次要
终点是总生存期。

本研究共入组１１７４例患者，其中，试验组７８４例、对照组３９０例。截至２０２４－０３－２２，中位随访时间为
７５１个月（范围为６５９～８４０个月）。试验组和对照组的估计６０个月总生存期分别为８６６％（９５％置信区间
为８４０～８８８）和８１７％（９５％置信区间为７７５～８５２），在统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。不良事件
与帕博利珠单抗和化疗的既定安全性一致。

该研究提示：帕博利珠单抗可以显著改善早期三阴性乳腺癌患者的总生存期。 （戴荣源　摘录）


