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文题释义：

人根尖牙乳头干细胞：源自人类尚未发育成熟的第三磨牙根尖部的软组织，具有自我更新、克隆和多能分化能力。这类干细胞起源于神经

嵴，具有向神经细胞分化的特性，可分化为神经元和施万细胞，为周围神经损伤的治疗开辟了新路径。

大麻素受体Ⅰ：作为G蛋白偶联受体家族的一员，是中枢神经系统中分布最广泛的G蛋白偶联受体，主要在大脑的神经元和神经胶质细胞

中表达。大麻素受体Ⅰ对神经干细胞的命运具有调控作用，能够影响神经元的生长及功能性突触的形成。

摘要

背景：研究证实大麻素受体Ⅰ能够促进神经干细胞和间充质干细胞的增殖及神经向分化，也可以调节人根尖牙乳头干细胞的增殖和矿化能

力。然而，关于大麻素受体Ⅰ过表达对人根尖牙乳头干细胞神经分化的影响，目前国内外相关研究较少。

目的：探讨大麻素受体Ⅰ在体外环境下对人根尖牙乳头干细胞神经向分化能力的影响。

方法：收集因正畸治疗需要拔除的根尖尚未完全发育成熟的健康第三磨牙，采用组织块法和酶消化法进行原代人根尖牙乳头干细胞的分离

培养。通过慢病毒介导的转染技术，将大麻素受体Ⅰ基因引入人根尖牙乳头干细胞中，设置空白对照组、阴性对照组和过表达大麻素受体

Ⅰ组，通过Western blot验证过表达大麻素受体Ⅰ慢病毒转染效果；设置对照组、阴性对照组、过表达大麻素受体Ⅰ组和过表达大麻素受

体Ⅰ+AM251(大麻素受体Ⅰ拮抗剂)组，分别在成神经诱导第1，5，10天采用CCK-8法检测细胞增殖能力，成神经诱导第10天采用qRT-PCR检
测TH、NeuroD-1、NCAM1基因表达水平以及免疫荧光检测Nestin、TUBB3蛋白表达。

结果与结论：①与空白对照组和阴性对照组相比，过表达大麻素受体Ⅰ组大麻素受体Ⅰ蛋白表达量明显升高，差异有显著性意义(P < 
0.05)；②与空白对照组和阴性对照组相比，成神经诱导第5，10天时，过表达大麻素受体Ⅰ组人根尖牙乳头干细胞的增殖能力最强(P < 
0.05)；③与空白对照组和阴性对照组相比，过表达大麻素受体Ⅰ组人根尖牙乳头干细胞中NeuroD-1、NCAM1、TH mRNA表达量显著增加，

Nestin和TUBB3荧光强度显著增强(P < 0.05)；④与过表达大麻素受体Ⅰ组相比，过表达大麻素受体Ⅰ+AM251组人根尖牙乳头干细胞增殖能

力显著下降，NeuroD-1、NCAM1、TH mRNA表达量以及Nestin、TUBB3荧光强度显著降低(P < 0.05)。结果表明：过表达大麻素受体Ⅰ能促

进人根尖牙乳头干细胞的增殖及神经向分化。
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Abstract
BACKGROUND: Previous studies have demonstrated that the cannabinoid type I receptor can enhance the proliferation and neural differentiation of neural 
stem cells and mesenchymal stem cells. Moreover, cannabinoid type I also governs the proliferation and mineralization capacity of human apical papilla stem 
cells. However, there are relatively few investigations concerning the impact of cannabinoid type I overexpression on the neural differentiation of human apical 
papilla stem cells.  
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0   引言   Introduction
周围神经损伤可造成感觉、运动功能障碍，若不及时有

效进行正确修复治疗，预后效果极差，可导致终身残疾
[1]
。

尽管再生医学取得了显著进展，但自体神经移植仍是恢复受

损神经结构和功能的金标准。然而，由于自体神经的可用性

有限、取材区域神经功能易受到损害，以及取材部位有神经

瘤形成的风险，这些因素限制了自体神经移植在临床实践中

的广泛应用
[2-4]

。

随着干细胞技术的发展，以干细胞为基础的组织再生

疗法治疗周围神经损伤前景广阔
[5]
。牙源性干细胞具有与间

充质干细胞相似的特性，例如自我更新和多向分化潜力，已

成为组织工程领域的重要种子细胞
[6-7]

。牙源性干细胞起源

于神经嵴，在特定条件下能够诱导分化为神经样细胞，而且

由于易获得性和无伦理争议问题，为神经再生提供了新的选 

择
[8-9]

。研究证实，根尖牙乳头干细胞具有向软骨组织、成

骨组织、神经组织分化的潜力
[10-12]

。此外，人根尖牙乳头干

细胞能够释放出调节三叉神经元轴突生长的可溶性因子，在

经过成神经分化后，这些干细胞能有效用于治疗神经退行性

疾病，成为神经组织修复的理想选择
[13-14]

。

内源性大麻素系统在中枢神经系统的发育过程中具有重

要作用，其核心组成部分是大麻素 (cannabinoid，CB) 受体，

主要包含大麻素受体Ⅰ (CB1) 型和大麻素受体Ⅱ (CB2) 型，

它们均属于 G 蛋白偶联受体家族，参与调节神经元的生长、

发育、分化和存活等基本生命过程
[15-16]

。CB1 是中枢神经系

统中表达最多的 G 蛋白偶联受体，主要存在于大脑的神经元

和胶质细胞中，在牙龈成纤维细胞、口腔上皮细胞和牙周韧

带细胞中也均有表达
[17-18]

。研究表明，小鼠神经干细胞经过

CB1 受体激动剂处理后，会引发 ERK1/2 信号通路的持续性

OBJECTIVE: To investigate the effect of cannabinoid type I on neural differentiation of human apical papilla stem cells in vitro. 
METHODS: Healthy third molars with immature root tips that need to be removed for orthodontic treatment were collected, and human apical papilla stem 
cells were isolated and cultured by tissue block method combined with enzyme digestion method. Cannabinoid type I gene was introduced into human apical 
papilla stem cells by lentivirus-mediated transfection technique. A blank control group, a negative control group, and cannabinoid type I overexpression group 
were set up. The transfection effect of overexpression of cannabinoid type I lentivirus on human apical papilla stem cells was verified by Western Blot. The 
control group, negative control group, cannabinoid type I overexpression group and cannabinoid type I overexpression + AM251 (cannabinoid type I receptor 
antagonist) group were set up. Cell proliferation was detected by CCK-8 assay at 1, 5, and 10 days after neural induction. On day 10 of neural induction, the 
expression levels of TH, NeuroD-1, and NCAM1 genes were detected by qRT-PCR, and the protein expression levels of Nestin and TUBB3 were detected by 
immunofluorescence.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with the blank control group and the negative control group, the expression of cannabinoid receptor I protein in 
the cannabinoid receptor I overexpression group was significantly increased, and the difference was significant (P < 0.05). (2) Compared with the blank control 
group and the negative control group, the proliferation ability of human apical papilla stem cells in the cannabinoid type I overexpression group was the 
strongest at 5 and 10 days after neural induction (P < 0.05). (3) Compared with the blank control group and the negative control group, the mRNA expression 
of NeuroD-1, NCAM1, and TH in the stem cells of the human apical papilla in the cannabinoid type I overexpression group was significantly increased, and 
the fluorescence intensity of Nestin and TUBB3 was significantly enhanced (P < 0.05). (4) Compared with the cannabinoid type I overexpression group, 
the proliferation ability, mRNA expression level of NeuroD-1, NCAM1, and TH, as well as the fluorescence intensity of Nestin and TUBB3, were significantly 
decreased in the cannabinoid type I overexpression + AM251 group (P < 0.05). These findings conclude that overexpression of cannabinoid type I promoted the 
proliferation and neural differentiation of human apical dentin papilla stem cells.
Key words: human apical dental papilla stem cell; dental papilla; cannabinoid type I receptor; neural differentiation; proliferation; lentivirus; AM251; nerve 
injury 
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抑制，进而促进神经元分化和成熟
[19]
；大麻二酚可激活人牙

龈间充质干细胞中的 CB1 受体，通过与促分裂原活化蛋白激

酶相互作用，显著上调神经分化相关基因的表达 ( 如 CES1、

CHRM2、NEFM 等 )，促进神经祖细胞分化
[20]
。然而 CB1 对

人根尖牙乳头干细胞神经向分化的影响还未见报道。该研究

拟进行体外细胞实验探讨 CB1 对人根尖牙乳头干细胞增殖活

性及神经向分化的影响，为后续神经再生研究及对周围神经

损伤疾病的治疗提供参考。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外细胞学观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 4 月至 2024 年 4 月在新疆

医科大学第二附属医院自治区重点实验室完成。

1.3   材料   胎牛血清 ( 依科赛，中国 )；α-MEM、青霉素 -链

霉素双抗、0.25% 胰酶 (Gibco，澳大利亚 )；分散酶Ⅱ ( 索莱

宝，北京 )；PBS( 中杉金桥，中国 )；二甲基亚砜 (Sigma，德

国 )；表皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、STRO-1 抗

体 (Proteintech，美国 )；B-27™ 添加剂、Neurobasal™-A 培养

基 ( 赛默飞，美国 )；CB1 拮抗剂 AM251(MCE，美国 )；CB1

过表达慢病毒、阴性对照 ( 和元生物，中国 )；Nestin 抗体

(Affinity，澳大利亚 )；TUBB3 抗体 ( 北京博奥森生物技术有

限公司 )；BCA 试剂盒 ( 全式金，中国 )；RIPA 裂解液、蛋白

酶抑制剂 ( 武汉博士德生物 )；PVDF 膜 (Millipore，美国 )；

山羊抗兔 IgG H&L、山羊抗小鼠 IgG H&L(Abcam，英国 )；

CD24、CD45、CD146 抗体 (Biolegend，美国 )；胶原酶 ( 上海

源叶生物，中国 )；CO2 细胞培养箱、生物安全柜 ( 力康生物，

中国 )；流式细胞仪 ( 优利特，中国 )；荧光倒置显微镜 ( 日

本尼康公司 )；恒温水浴槽 ( 上海精宏实验设备有限公司 )； 
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-20 ℃、-80 ℃低温冰箱 ( 美菱，中国 )。

1.4   实验方法   

1.4.1   人根尖牙乳头干细胞的分离培养   该实验通过新疆

医科大学第二附属医院伦理委员会批准 ( 伦理批准编号：

2022H010)，选取在正畸过程中因治疗需要拔除的根尖尚未

完全发育且无龋坏的第三磨牙 ( 已获取患者签署的知情同意

书 )，通过组织块法和酶消化法进行原代人根尖牙乳头干细

胞的分离培养
[21]
。在无菌超净台中，采用含有青霉素 - 链霉

素双抗的 PBS 反复彻底清洗牙齿，分离根尖牙乳头组织，在

无菌条件下剪碎，剪碎后的组织置于含有 3 mg/mL 胶原酶Ⅰ

和 4 mg/mL 分散酶Ⅱ溶液中，37 ℃消化 50 min，利用细胞

筛过滤消化液以获得单细胞悬液，接种至 6 孔培养板内，在

37 ℃、体积分数为 5% CO2 恒温培养箱中，采用 α-MEM 培养

基 ( 含体积分数为 15% 胎牛血清 +100 U/mL 青霉素 - 链霉素

双抗 )进行培养，每两三天换液 1次，7-10 d后细胞生长融合，

采用胰蛋白酶消化法 (0.2% 胰蛋白酶 +0.02% EDTA) 消化收集

细胞，按 1 ∶ 3 比例传代，3-5 d 传代 1 次，共传 3 代。

1.4.2   人根尖牙乳头干细胞的鉴定   取对数期生长的第 3 代

人根尖牙乳头干细胞，采用有限稀释法克隆化培养纯化人牙

根尖牙乳头干细胞，0.25% 胰蛋白酶消化细胞，PBS 冲洗 3 遍，

加入 α-MEM 培养基重悬细胞，调整细胞浓度为 1×1010 L-1
，

每一 EP 管内加入 100 μL 单细胞悬液，再分别加入适量鼠抗

人 STRO-1、CD24、CD146 和 CD45 单克隆抗体，室温避光孵

育 30 min，上流式细胞仪检测。

1.4.3   实验分组   取对数期生长的第 3 代人根尖牙乳头干细

胞进行实验。第一部分实验：明确慢病毒转染条件，探索

出最适感染条件和慢病毒感染复数，设置常规培养基组、 

HiTransG A 组、HiTransG P 组。第二部分实验：根据第一部分

实验得出的感染复数值，探究 CB1 对人根尖牙乳头干细胞增

殖及神经分化的影响，将细胞随机分为 4 组：①空白对照组：

α-MEM 培养基培养 72 h，随后使用神经源性分化培养基 ( 含

2 mmol/L 谷氨酰胺、100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素、

20 ng/mL 表皮生长因子、40 ng/mL 碱性成纤维细胞生长因子

和 20 μg/mL B27 的 Neurobasal™-A 培养基 ) 培养；②阴性对

照组：α-MEM 培养基中加入阴性对照慢病毒干预 72 h，随

后使用神经源性分化培养基培养；③过表达 CB1 组：α-MEM

培养基中加入过表达 CB1 慢病毒干预 72 h，随后使用神经源

性分化培养基培养；④过表达 CB1+AM251 组：α-MEM 培养

基中加入过表达 CB1 慢病毒干预 72 h，随后使用神经源性分

化培养基培养，同时给予 10 μmol/L AM251 干预。

1.4.4   慢病毒转染条件确定   取对数期生长的第 3 代人根尖

牙乳头干细胞，用0.25%胰蛋白酶消化，吹打使细胞均匀分散，

制备成细胞浓度为 5×107 L-1
的单细胞悬液，接种于 96 孔板

中，每孔 100 μL，在 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱培养 

24 h，倒置显微镜下观察细胞汇合度达到约 30%，将阴性对

照病毒滴度依次稀释至 1×108
，1×107

，1×106 TU/mL，根据感

染复数值 (1，10，100) 向含感染增强液各孔中加入 50 μL 相

应滴度的病毒，充分混匀，继续培养，感染 12 h 后换回标准

培养基，感染 72 h 后使用荧光倒置显微镜观察感染效率达到

约 80%( 绿色荧光亮度较强 )，且细胞生长状态良好时，所对

应的感染复数作为最佳感染条件。

1.4.5   过表达 CB1 慢病毒转染   取对数期生长的第 3 代人根尖

牙乳头干细胞，用 α-MEM培养基将细胞浓度调整至 1×108 L-1
， 

形成单细胞悬液，均匀接种至 6 孔板中，每孔 2 mL，待细

胞生长过夜并贴壁后，按照感染复数为 10 向孔板中加入阴

性对照慢病毒、CB1 过表达慢病毒，同时设立空白对照组；

转染 72 h，PBS 清洗，提取总蛋白，Western blot 法检测 CB1

蛋白的表达。

1.4.6   神经源性分化诱导   各组人根尖牙乳头干细胞在神经

源性分化培养基中诱导分化 1，5，10 d 时，在光学显微镜下

观察各组神经元样细胞形态改变。

1.4.7   CCK-8 检测细胞增殖   将第 3 代人根尖牙乳头干细胞以

5×107 L-1
细胞浓度接种至 96 孔板中，每孔 100 μL，在 37 ℃、

体积分数为 5% CO2 培养箱中培养，贴壁生长 24 h 后，弃去

原有培养基，按照 1.4.3 第二部分实验分组进行干预处理，

每组均进行 5 次重复。各组细胞在成神经诱导培养第 1，5，

10 天，弃去原培养基，每孔加入 100 μL 预先配置好的 10% 

CCK-8 溶液，在 37 ℃、体积分数为 5% CO2 培养箱中继续培

养 1 h，使用酶标仪检测 450 nm 处的吸光度值。

1.4.8   qRT-PCR 检测 TH、NeuroD-1、NCAM1 mRNA 表达   将

第 3 代人根尖牙乳头干细胞以 1×108 L-1
细胞浓度接种至 6 孔

板中，每孔 2 mL，在 37 ℃、体积分数为 5% CO2 培养箱中

培养，贴壁生长 24 h 后，弃去原有培养基，按照 1.4.3 第二

部分实验分组进行干预处理，各组细胞在成神经诱导培养

第 10 天，弃去上清液，向每孔加入 1 mL Trizol，反复均匀

摇晃至贴壁细胞消化下来，将细胞悬液转移至 1.5 mL EP 管

中，按照 TRIzol 说明书提取总 RNA，用核酸蛋白定量仪检测

RNA 浓度及纯度，采用 5× All-In-One RT MasterMix 试剂盒，

以 GAPDH 为内参基因，将总 RNA 反转录为 cDNA。实验所

需 PCR 引物由上海生工生物公司合成，反应条件为：95 ℃

预变性 3 min，1 个循环；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 / 延伸

1 min，40 个循环。实验单独重复 3 次，采用 2-ΔΔCt
法对所得

数据进行统计分析，计算 TH、NeuroD-1 及 NCAM1 基因的相

对表达水平，引物序列见表 1。
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1.4.9   免疫荧光检测 Nestin 和 TUBB3 蛋白表达   将第 3 代人根

尖牙乳头干细胞浓度调整为 1×108 L-1
，取 200 μL 滴加至黏附性

载玻片上，培养 24 h 至细胞贴壁后，按照 1.4.3 第二部分实验分

组进行干预处理后，各组细胞在成神经诱导培养第 10 天，取出

载玻片，PBS 洗涤 1 次；40 g/L 多聚甲醛固定 10 min，PBS 洗涤

3 次，每次 2 min；0.5%Triton X-100 室温通透化处理 20 min， 

PBS 洗涤 3 次，每次 2 min；1%BSA 室温封闭处理 40 min，去除

封闭液；分别滴加 80 μL 质量浓度为 2 μg/mL 的 Anti-Nestin 和

Anti-TUBB3 抗体，4 ℃孵育过夜，PBS 洗涤 3 次，每次 2 min；

向载玻片上滴加 80 μL 2 μg/mL 二抗山羊抗兔 IgG H&L (Alexa  

Fluor® 488) 和山羊抗小鼠 IgG H&L (Alexa Fluor® 594)，避光条件

下37 ℃孵育1 h，PBS 冲洗 3 次，每次 2 min；滴加 80 μL 1 μg/mL  

DAPI 进行细胞核染色，避光室温孵育 5 min，PBS 冲洗 3 次，每次

2 min；50% 甘油封固处理，在激光共聚焦显微镜下观察 Nestin 

和 TUBB3 蛋白表达及亚细胞定位，利用 Image J 软件对荧光强

度进行定量分析。每组重复 3 次。

1.5   主要观察指标   ①流式细胞仪检测人根尖牙乳头干细胞

中 STRO-1、CD24、CD146 和 CD45 的表达；②慢病毒转染条

件的确定，Western blot 验证过表达 CB1 慢病毒转染人根尖

牙乳头干细胞的效果；③ CCK-8 检测各组人根尖牙乳头干细

胞的增殖能力；④ qRT-PCR 检测各组人根尖牙乳头干细胞中

TH、NeuroD-1、NCAM1 基因表达水平；⑤免疫荧光检测各

组人根尖牙乳头干细胞中 Nestin 和 TUBB3 蛋白表达。

1.6   统计学分析   每组实验均至少重复 3 次。运用 SPSS 19.0

统计软件分析各组数据，实验数据均采用 x-±s 表示，比较多

组间数据时，选用单因素方差分析方法进行统计推断，以评

估各组之间的差异是否具有显著性意义，两组间数据差异比

较采用独立样本 t 检验。P < 0.05 为差异有显著性意义。该

文所采用的统计学方法已经过新疆医科大学生物统计学专家

的严格审核，确保其科学性与合理性。

2   结果   Results 
2.1   人根尖牙乳头干细胞形态   组织取材自新鲜拔除的牙根

尚未发育完全的恒牙根尖部，酶消化法联合组织块法培养原

代根尖牙乳头干细胞，培养 3 d 后发现培养瓶底部有少量不

规则多角形细胞爬出 ( 图 1A)，培养 5 d 后可见细胞数量增加，

中央有卵圆形核，胞质向外伸出长短不同的突起 ( 图 1B)，

培养 7 d 后细胞呈现均一的长梭形 ( 图 1C)，培养 10 d 后大

量细胞聚集，相互紧密连接 ( 图 1D)。细胞生长速度快，融

合度在 70%-80% 时，胰酶消化传代，扩大培养。

2.2   人根尖牙乳头干细胞流式鉴定结果   对人根尖牙乳头干

细胞进行流式细胞术分析，结果显示，间充质干细胞标志

物 CD24、CD146 和 STRO-1 表达率分别为 93.5%，44.29% 和

35.79%，而造血干细胞标志物 CD45 表达率为 0.00%，见图 2。

2.3   慢病毒最佳感染条件   荧光显微镜下观察荧光强度，与

其他两组相比，感染 72 h 后，HitransG A 感染增强液、感染

复数 =10 条件下，人根尖牙乳头干细胞感染效率达 80% 以上，

荧光亮度表达最强，且细胞生长状况良好，见图 3。因此，

选取该条件进行后续慢病毒感染实验。

2.4   Western blot 检测人根尖牙乳头干细胞内 CB1 的表达   与

阴性对照组及空白对照组相比，过表达 CB1 组 CB1 蛋白表达

量明显升高，差异有显著性意义 (P < 0.05)。空白对照组与阴

性对照组的 CB1 蛋白表达量无显著差异 (P > 0.05)，见图 4。

2.5   细胞增殖检测结果   CCK-8 检测结果显示：人根尖牙乳头

干细胞成神经诱导第 1 天时，各组间吸光度值无明显差异。

人根尖牙乳头干细胞成神经诱导第 5，10 天时，与空白对照

组及阴性对照组相比，过表达 CB1 组人根尖牙乳头干细胞的

增殖能力显著升高 (P < 0.05)；与过表达 CB1 组相比，过表达

CB1+AM251 组人根尖牙乳头干细胞的增殖能力显著下降 (P < 

0.05)，见图 5，提示 CB1 基因过表达促进人根尖牙乳头干细

胞的增殖，AM251的加入抑制了人根尖牙乳头干细胞的增殖。

2.6   各组人根尖牙乳头干细胞形态   神经分化诱导 1 d 时可

见少数具有细长形突起的星状细胞，细胞分布较为分散，各

组间未见显著差异。神经分化诱导 5 d 时，与阴性对照组及

空白对照组相比，过表达 CB1 组的细胞数量明显增多，细胞

突起长度增长，分支数量增多，突起之间形成网络状连接；

神经分化诱导 10 d 时，细胞增殖速度有所下降，细胞形态由

梭形转变为圆形，形成了具有多极突起的典型神经细胞形态，

表明 CB1 基因可促进人根尖牙乳头干细胞神经突起的生长。

神经分化诱导第 5，10 天时，与过表达 CB1 相比，过表达

CB1+AM251 组细胞数量减少，胞质向外伸出两三个长短不同

的突起，细胞间连接较为松散，神经细胞样形态不明显，提

示 AM251 抑制人根尖牙乳头干细胞向神经细胞分化，见图 6。

2.7   qRT-PCR 检测 TH、NeuroD-1、NCAM1 mRNA 表达   与空

白对照组与阴性对照组相比，过表达 CB1 组 TH、NeuroD-1、 

NCAM1 mRNA 表达量升高，差异有显著性意义 (P < 0.05)；空

表 1 ｜荧光定量 mRNA 检测引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for fluorescent quantitative mRNA assay

基因 引物序列 (5' to 3') 产物大小

TH F：GGG CTG TGT AAG CAG AAC G 107 bp
R：AAG GCC CGA ATC TCA GGC T

NeuroD-1 F：ATG ACC AAA TCG TAC AGC GAG 141 bp
R：GTT CAT GGC TTC GAG GTC GT

NCAM1 F：GGC ATT TAC AAG TGT GTG GTT AC 100 bp
R：TTG GCG CAT TCT TGA ACA TGA

hsa GAPDH F：TGT TGC CAT CAA TGA CCC CTT 202 bp
R：CTC CAC GAC GTA CTC AGC G
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图注：图 A 为培养 3 d，少量不规则多角形细胞爬出；B 为培养 5 d，细

胞数量增加；C 为培养 7 d，细胞呈现均一的长梭形；D 为培养 10 d，大

量细胞聚集。

图 1 ｜原代培养人根尖牙乳头干细胞的形态 (×100)
Figure 1 ｜ Morphology of human apical dental papilla stem cells in 
primary culture (×100)

图 2 ｜流式鉴定人根尖牙乳头干细胞的表面标志物

Figure 2 ｜ Flow cytometric characterization of surface markers of human 
apical dental papilla stem cells

图 3 ｜不同助感染试剂用不同感染复数 (MOI) 转染人根尖牙乳头干细胞

(×100)
Figure 3 ｜ Transfection of human apical dental papilla stem cells with 
different co-infection reagents using different multiplicities of infection 
(×100)

MOI=1                                     MOI=10                                     MOI=100
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图注：图 A 为 CB1 蛋白表达量，
aP < 0.05；B 为 CB1 目的蛋白条带。

图 4 ｜慢病毒转染人根尖牙乳头干细胞中大麻素受体Ⅰ (CB1) 蛋白表达

Figure 4 ｜ Lentiviral transfection of human apical dental papilla stem cells 
with cannabinoid type I (CB1) protein expression
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图注：标尺为 20 μm，箭头所指为细胞。

图 6 ｜各组人根尖牙乳头干细胞成神经诱导分化后的细胞形态 (×100)
Figure 6 ｜ Morphology of human apical papilla stem cells after neural 
differentiation in each group (×100)
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图注：
aP < 0.05。

图 5 ｜过表达大麻素受体Ⅰ (CB1) 对人根尖牙乳头干细胞增殖活性的影

响

Figure 5 ｜ Effect of cannabinoid type I (CB1) overexpression on 
proliferative activity of human apical dental papilla stem cells
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白对照组与阴性对照组间 TH、NeuroD-1、NCAM1 mRNA 表

达量无显著差异；与过表达 CB1 组相比，过表达 CB1+AM251

组 TH、NeuroD-1、NCAM1 mRNA 表达量降低，差异有显著

性意义 (P < 0.05)，见图 7。
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2.8   免疫荧光检测 Nestin 和 TUBB3 蛋白表达   免疫荧光检

测结果显示，与空白对照组与阴性对照组相比，过表达 CB1

组 Nestin 和 TUBB3 蛋白表达升高，荧光亮度表达最强，差

异有显著性意义 (P < 0.05)。与过表达 CB1 组相比，过表达

CB1+AM251 组 Nestin 和 TUBB3 蛋白表达降低，差异有显著

性意义 (P < 0.05)，见图 8。

3   讨论   Discussion
帕金森病、阿尔茨海默病、脊髓损伤是最常见的神经系

统疾病，通常会导致暂时性或永久性的功能改变，主要病理

特征为神经元丧失，这使得神经祖细胞对中枢神经系统进行

内源性修复的能力受到阻碍
[22]
。基于干细胞疗法的外源性干

细胞神经移植术被视为治疗神经退行性疾病最有前景的方法

之一。从未成熟人类第三磨牙根尖中分离的根尖牙乳头干细

胞是神经嵴衍生的间充质干细胞，其成神经诱导分化后在治

疗神经退行性疾病方面展现出了巨大的潜力
[23]
。SHEN 等

[24]

研究证实根尖牙乳头干细胞促进神经再生具有显著优势，由

于其可获得性、能够表达神经元标志物和神经营养因子，以

及具备神经源性分化的潜力，已成为当前生物医学领域的研

究热点。

内源性大麻素系统在人体中参与多种生理和病理调节作

用，包括镇痛、抗炎、神经保护、免疫和内分泌调节
[25-26]

。

CB1 受体主要分布于神经系统，在中枢神经系统中介导疼痛

控制、记忆形成、认知功能维持和体内平衡调节
[27-28]

。多项

研究表明，大麻素具有神经保护特性，在神经退行性疾病如

帕金森病的治疗中展现出潜在的应用价值
[29-31]

。但在一系列

体内和体外兴奋毒性模型中显示，大麻素的神经保护作用可

能依赖于 CB1 受体的介导
[32]
。一项脑损伤小鼠动物实验中，

研究结果揭示了单酰基甘油脂酶失活导致的创伤性脑损伤的

神经保护作用机制，主要归因于 2-AG 信号的增强，而该信

号又进一步激活了 CB1 受体介导的信号通路
[33]
。在口腔医学

领域，有研究发现内源性大麻素系统与根尖牙乳头干细胞存

在密切联系，根尖牙乳头干细胞表达内源性大麻素合成与降

解过程中相关酶的基因，而内源性大麻素参与调控根尖牙乳

头干细胞的活性、矿化能力和基因表达
[34]
。该实验 CCK-8 结

果显示，CB1 过表达可显著促进人根尖牙乳头干细胞的增殖。

QUE 等 [35]
研究发现人牙本质细胞可以表达功能性 CB1 受体，

这些受体在牙齿感觉传导、生物矿化和组织修复中发挥作用。

NeuroD-1 是一种调控神经元命运的强效因子，能够在

体内将反应性神经胶质细胞转化为功能性神经元
[36]
。NCAM1

是主要表达于神经系统中的细胞黏附分子，参与调控神经突

生长，轴突和树突延伸，神经元迁移和细胞定位
[37]
。TH 是

图注：
aP < 0.05。

图 7 ｜各组人根尖牙乳头干细

胞成神经诱导培养 10 d 后 TH、
NeuroD-1、NCAM1 mRNA 表达

Figure 7｜The mRNA expressions 
of TH, NeuroD-1, and NCAM1 in 
human apical dental papilla stem 
cell cells after 10 days of neural 
induction culture in each group

图注：图 A 为各组神经标志物 Nestin( 绿色 ) 及 TUBB3( 红色 ) 免疫荧光

染色及细胞核 DAPI( 蓝色 ) 染色，Merge 为 DAPI 细胞核染色图与目的蛋

白染色图合成图，标尺为 20 μm；B 为各组 Nestin 和 TUBB3 蛋白表达定

量分析 (aP < 0.05)。
图 8 ｜免疫荧光检测各组人根尖牙乳头干细胞成神经诱导 10 d 后 Nestin
和 TUBB3 蛋白表达

Figure 8 ｜ Expression of Nestin and TUBB3 proteins in human apical 
papilla stem cells of each group detected by immunofluorescence after 10 
days of neural induction
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鉴于当前 CB1 调控人根尖牙乳头干细胞神经向分化的研究主要

聚焦于体外实验，而体内环境与体外环境之间存在显著差异，

因此，未来有必要深入探究 CB1 在体内调节人根尖牙乳头干

细胞向神经谱系分化过程中的关键影响因素，旨在为神经系

统损伤性疾病的治疗提供更为科学合理的解决方案。
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