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miR-26b 对人脱落乳牙牙髓干细胞向神经及血管分化的影响
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文题释义：

miR-26b：是一种微小RNA，长度约为22个核苷酸。miR-26b在神经发育、肿瘤发生和心血管系统中的作用受到了广泛关注，主要包括促进

细胞分化、调控细胞周期和凋亡，以及参与疾病的发展。

人脱落乳牙牙髓干细胞：是从儿童自然脱落的乳牙中提取的成体干细胞，具有自我更新和多向分化潜能，能够分化成多种细胞类型，如成

骨细胞、成牙本质细胞和神经细胞等，在再生医学和组织工程领域具有应用潜力。

摘要

背景：人脱落乳牙牙髓干细胞广泛应用于组织修复再生领域，但‌组织再生效果在实际应用中存在局限性。‌利用miRNA干预人脱落乳牙牙髓

干细胞的定向分化是未来组织修复再生的重要发展方向。

目的：探讨miR-26b对乳牙牙髓干细胞成神经及成血管分化能力的影响。

方法：从人脱落乳牙中分离提取乳牙牙髓干细胞，并将其向神经及血管方向诱导分化，分别检测成神经标志物Nestin、NSE、βⅢ- Tubulin
和成血管标志物CD31、VEGFR2、ANG-1及miR-26b的表达。然后将乳牙牙髓干细胞分为空白对照组、miR-26过表达组和阴性对照组， 

RT-qPCR、细胞免疫荧光染色及Western blot检测各组乳牙牙髓干细胞成神经及成血管诱导后相关标志物的表达变化。

结果与结论：①乳牙牙髓干细胞具有多向分化潜能，能向成骨、成脂、成神经及成血管方向分化；②在乳牙牙髓干细胞成神经及成血管

分化过程中miR-26b表达水平升高；③相较于空白对照组和阴性对照组，miR-26b过表达组乳牙牙髓干细胞成神经相关基因βⅢ-Tubulin、
Nestin、NSE及成血管相关基因CD31、VEGFR2、ANG-1的mRNA表达显著升高(P < 0.01)，βⅢ-Tubulin、Nestin及CD31、VEGFR2蛋白表达显著

升高(P < 0.01)。以上结果表明，miR-26b过表达能促进人脱落乳牙牙髓干细胞成神经和成血管诱导分化。
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Abstract
BACKGROUND: Stem cells from human exfoliated deciduous teeth are widely used in the field of tissue repair and regeneration, but the tissue regeneration 
effect has limitations in practical applications. Using miRNA to intervene in the directional differentiation of stem cells from human exfoliated deciduous teeth 
is an important development direction for tissue repair and regeneration in the future. 
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0   引言   Introduction
牙髓根尖周病是口腔中多发性疾病，通常是由剧烈刺

激 ( 如龋齿、意外创伤或医源性原因 ) 对牙髓的不可逆损

伤所造成，可引起牙齿及颌面部剧烈的疼痛、肿胀甚至患

牙缺失
[1]
。据统计全球患病率高达 52%[2]

，这意味着全世

界一半人口都至少有一颗牙齿患有牙髓根尖周病。根管治

疗是目前临床上牙髓根尖周病的主要治疗方法
[3]
，尽管现

阶段根管治疗方法有了很大的改善，但在各种因素的影响

下，仍存在较高的失败率
[4]
，且根管治疗后的牙齿会丢失

原有的富含神经及血管的牙髓组织，丧失牙髓生理功能。

近些年随着组织工程技术的发展，利用牙髓再生技术重建

牙髓血管及神经并恢复其应有的防御以及感觉功能成为可

能
[5]
，牙髓再生技术也愈发受到研究者的关注。

人脱落乳牙牙髓干细胞 (stem cells from human exfoliated  

deciduous teeth，SHEDs) 存在于乳牙牙髓组织，来源于外

胚层神经嵴结构
[6]
，具有较其他来源间充质干细胞更强的

神经向分化能力，同时 SHEDs 位于血管周围生态位，具

有较强的成血管分化能力，是极具潜能的牙髓再生种子

细胞，自从被发现以来一直是研究热点
[7]
。miRNA 与干细

胞增殖、迁移、分化等多种功能密切相关
[8]
。miR-26b 是

miRNA 大家族的一员，过表达 miR-26b 可以促进内皮细胞

的生长和存活，以增强血管内皮细胞增殖、迁移和血管

形成能力
[9]
。此外，多项研究表明 miR-26b 参与调控间充

质干细胞生物学特性，如 miR-26 促进 SHEDs 的增殖
[10]
。

鉴于 SHEDs 具有出色的多向分化能力，以及 miR-26b 在

间充质干细胞生物学中的重要调节作用，该实验在体外

探究 miR-26b 对 SHEDs 成神经和成血管分化能力的影响，

旨在为牙髓根尖周病的治疗提供新的策略。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞生物学体外实验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 11 月至 2023 年 1 月在

贵州医科大学组织工程与干细胞实验中心及贵州医科大

学附属医院临床医学研究中心完成。

1.3   材料   DMEM 低糖培养基 (Gibco，美国 )；成骨诱导

培养基和茜素红染色试剂盒 ( 赛业，广州 )；血管内皮细

胞诱导培养基 (Lonza，瑞士 )；胎牛血清 (Gibco，美国 )；

无血清神经诱导培养基 (Gibco，美国 )；B27(Gibco，美国 )；

表皮细胞生长因子 (Pepro Tech，美国 )；碱性成纤维细胞

生长因子 (Pepro Tech，美国 )；成脂诱导培养基 (Biological 

Industries，以色列 )；Lipofectamine 2000(Invitrogen，美国 )；
miR-26b mimics miRNAs(吉玛制药，上海 )；mimics对照 (吉

玛制药，上海 )；反转录试剂盒 (TaKaRa，日本 )；RT-qPCR

试剂盒 (TaKaRa，日本 )；Rabbit anti-Nestin(Proteintech，

美 国 )；Rabbit anti-β Ⅲ -Tubulin (Affinity，美 国 )；Rabbit  

anti-CD31(Affinity，美国 )；Rabbit anti-VEGFR2(Proteintech， 

美国 )；Rabbit anti-GAPDH(Abcam，英国 )；Cy3 标记羊抗兔

IgG(H+L) (Biosharp，广州 )；ECL 化学发光试剂盒 ( 碧云天，上

海 )；BCA 蛋白浓度测定试剂盒 ( 碧云天，上海 )；流式细胞仪

(Beckman，美国 )；SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 ( 碧云天，上 

海 )；CFX96 实时荧光定量 PCR 仪 (BIO-RAD，美国 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   SHEDs 的分离与培养   在 2021 年 11 月至 2022 年 3

月期间，从贵州医科大学附属口腔医院收集 6-10 岁儿童

因未能正常脱落而拔除的乳牙样本，共计 4 颗。首先用

体积分数 75% 乙醇对这些乳牙进行消毒，随后用 PBS 反

复清洗，以去除残留杂质。清洗完毕后，在超净台内将牙

冠与牙根分开，取出牙髓腔内的牙髓，用手术剪将牙髓

组织剪碎，转移至含Ⅰ型胶原酶的离心管中，37 ℃水浴

消化 30 min，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入含体

积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基重悬，接种于 T25

培养瓶中，在 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱进行原代培

养，待细胞生长融合率达到 60%-80% 时，加入 0.25% 胰

蛋白酶消化，以 1 ︰ 2 比例传代，传代扩增至第 3-5 代，

用于后续研究。

该研究的实施符合贵州医科大学的相关伦理要求，

OBJECTIVE: To investigate the effect of miR-26b on the neurogenic and angiogenic differentiation of stem cells from human exfoliated deciduous teeth.
METHODS: Dental pulp stem cells were isolated and extracted from human exfoliated deciduous teeth, and induced to differentiate into nerves and blood 
vessels. The expressions of neurogenic markers Nestin, NSE, βIII-Tubulin, and angiogenic markers CD31, VEGFR2, ANG-1 and miR-26b were detected. Dental 
pulp stem cells were divided into blank control group, miR-26 overexpression group, and negative control group. RT-qPCR, cell immunofluorescence staining, 
and western blot assay were used to detect the expression changes of related markers of neurogenic and angiogenic induction of stem cells from human 
exfoliated deciduous teeth in each group.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Stem cells from human exfoliated deciduous teeth had multi-directional differentiation potential and could differentiate 
into osteogenesis, adipogenesis, neurogenesis, and vasculogenesis. (2) The expression level of miR-26b increased during the neurogenic and angiogenic 
differentiation of stem cells from human exfoliated deciduous teeth. (3) Compared with the blank control group and negative control group, the mRNA 
expression of neuroblast-related genes βIII-Tubulin, Nestin, NSE and angiogenesis-related genes CD31, VEGFR2, and ANG-1 in stem cells from human exfoliated 
deciduous teeth in the miR-26b overexpression group was significantly increased (P < 0.01), βIII-Tubulin, Nestin, CD31, and VEGFR2 protein expression was 
significantly increased (P < 0.01). The above results show that overexpression of miR-26b can promote the neurogenic and angiogenic differentiation of stem 
cells from human exfoliated deciduous teeth.
Key words: stem cells from deciduous teeth; miR-26b; neurogenic differentiation; angiogenic differentiation; pulp regeneration; engineered stem cells
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1.4.2   SHEDs 鉴定及多向分化能力检测   取第 3 代 SHEDs，

用胰酶消化后进行离心，加入5 mL PBS制备成单细胞悬液，

以 1 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液，用 PBS 重悬细

胞，将细胞浓度调整为 1×109 L-1
，分别加入 5 μL 含有 FITC

荧光标记的鼠抗人 CD90、CD105 抗体，以及含有 PE 荧光

标记的鼠抗人 CD34、CD45 抗体，在 4 ℃条件下避光孵育

30 min，1 000 r/min 离心 5 min，去除上清液，用 300 μL 

PBS 重悬细胞，然后转移至流式细胞仪检测。

第 3-5 代 SHEDs 以每孔 6×104
个细胞密度接种于 6

孔板，待其生长融合至 60%-70% 时，成骨诱导组加入 

2 mL 成骨诱导培养基，成脂诱导组加入 2 mL 成脂诱导培

养基，每 3 d 换液 1 次，成脂诱导 21 d 进行油红 O 染色，

成骨诱导 28 d 进行茜素红染色。

1.4.3   SHEDs 成神经及成血管向诱导分化   第 3-5 代 SHEDs

以每孔 3×104
个细胞密度接种于 6 孔板，待细胞长至板底

60% 融合度时，成神经诱导组加入无血清神经诱导培养

基 (Neurobasal A 培养基，2%B27 添加剂、20 μg/L 碱性成

纤维细胞生长因子、20 μg/L 表皮细胞生长因子及 1% 双

抗 )，成血管诱导组加入 2 mL 血管内皮细胞诱导培养基，

每 2 d 换液 1 次，在诱导 7，14 d 通过 RT-qPCR 检测成神

经相关基因 Nestin、β Ⅲ -Tubulin、NSE 和成血管相关基

因 CD31、VEGFR2、ANG-1 的表达，在诱导 14 d 通过细胞

免疫荧光染色检测早期神经元标志物 β Ⅲ -Tubulin 及成血

管相关蛋白 CD31 的表达。

1.4.4   细胞转染及分组   第 3 代 SHEDs 以每孔 1.5×105
个细

胞密度接种于 6 孔板，当细胞融合约 50% 时开始转染，将

带有羧基荧光素 (FAM) 标记的 miR-26b mimics 和 miRNAs  

mimics 按照说明转染至 SHEDs。过表达组为转染 miR-26b 

mimics 的 SHEDs，阴性对照组为转染 miRNAs mimics 的
SHEDs，未进行转染的细胞设为空白对照组。转染 6 h 后，

使用荧光显微镜观察荧光表达，然后继续在常规条件下

培养 24-48 h，进行后续诱导实验。

1.4.5   RT-qPCR 检测转染效率   使用 Trizol 试剂提取各组

SHEDs 的总 RNA，根据反转录试剂盒使用说明将 RNA 反

转录为 cDNA，采用 SYBR Green 法进行 RT-qPCR 扩增，

PCR 程序设置为：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 

30 s，共 40 个循环。以 U6 作为内参基因，使用 2-ΔΔCt
法

计算 miR-26b 的相对表达量。引物序列见表 1。
1.4.6   RT-qPCR 检测过表达 miR-26b 后 SHEDs 成神经及成

血管相关基因的表达   第 3-5 代 SHEDs 以每孔 3×104
个细

胞密度接种于 6 孔板，当细胞融合度达到 70% 时，分别

加入无血清神经诱导培养基和血管内皮细胞诱导培养基，

分别在第 3，7，14 天终止诱导，然后提取细胞总 RNA，

通过 RT-qPCR 检测 miR-26b 的表达水平。

转染 SHEDs 生长融合约 70% 时，空白对照组、过表达

组及阴性对照组细胞进行成神经及成血管向诱导分化，分

别在第 7，14 天终止诱导，提取总 RNA，通过 RT-qPCR 检测

成神经标志物 Nestin、NSE、β Ⅲ -Tubulin 以及成血管标志物

CD31、VEGFR2、ANG-1 mRNA 表达水平。引物序列见表 1。
1.4.7   免疫荧光检测过表达 miR-26b 后 SHEDs 成神经及成

血管相关蛋白的表达   转染 SHEDs 生长融合至 70%-80%

后，过表达组及阴性对照组细胞进行成神经及成血管向诱

导分化，在第14天终止诱导。制备细胞爬片，PBS洗涤3次，

每次 2 min，40 g/L 多聚甲醛固定 15 min，PBS 洗涤 3 次，

每次 2 min；0.1%Triton X-100 通透 15 min，PBS 洗涤 3 次，

每次 3 min；用 3% BSA 在室温下封闭 30 min，然后孵育

不同的一抗 (Rabbit anti-β Ⅲ -Tubulin、Rabbit anti-CD31，

稀释比例 1 ∶ 100)，于 4 ℃孵育过夜，PBS 清洗 3 次，每

次 5 min；加入二抗，于室温孵育 1 h，PBS 洗 3 次，每次 

5 min；加入抗荧光淬灭剂封固液进行封固，在荧光显微

镜下观察，使用 Image J 软件定量分析荧光强度。

1.4.8   Western blot 检测过表达 miR-26b 后 SHEDs 成神经

及成血管相关蛋白的表达   转染 SHEDs 生长融合至 70%-

80% 后，空白对照组、过表达组及阴性对照组细胞进行成

神经及血管向诱导分化，在第 14 天终止诱导，弃原培养

基，PBS 清洗，加入高效蛋白裂解液使细胞充分裂解，离

心收集上清，利用 BCA 法测定蛋白浓度，加入蛋白缓冲

液，煮沸变性，每个泳道加入等量蛋白，进行 SDS-PAGE

电泳，转膜，5% 脱脂牛奶封闭 1 h，加入一抗 (Rabbit 

anti-β Ⅲ -Tubulin、Rabbit anti-Nestin、Rabbit anti-CD31、
Rabbit anti-VEGFR2，稀释比例 1 ∶ 3 000)4 ℃孵育过夜，

洗膜，加入二抗 ( 1 ∶ 3 000) 常温孵育 1 h，ECL 曝光液曝

光，保存图像，使用 Image J 进行定量分析。

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 引物序列 (5’-3’)

miR-26b F：GCC GCT TCA AGT AAT TCA GG
R：TAT GGT TTT GAG GAC TGT GTA T

U6 F：CTC GCT TCG GCA GCA CA
R：AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT

NSE F：GAA TTC ATG TCC ATA GAG AAG ATC TG
R：TCT AGA AGA GGA ATC ACA GCA CAC TG

Nestin F：CAA GGT GTT GTG CGA TGA CG
R：GGG CTC TGA TCT CTG CAT CTA C

β Ⅲ -Tubulin F：GGC CAA GGG TCA CTA CAC G
R：GCA GTC CGC AGT TTT CAC ACT C

CD31 F：ACG GAA GTT CAA GTG TCC TCA G
R：GCT TTC CAC GGC ATC AGG GA

VEGFR2 F：CTG CCT ACC TCA CCT GTT TCC
R：CTG TCC GTC TGG TTG TCA TCT G

ANG-1 F：TCG TGA GAG TAC GAC AGA CCA
R：TCT CCG ACT TCA TGT TTT CCA C

GAPDH F：CAG GAG GCA TTG CTG ATG AT
R：GAA GGC TGG GGC TCA TTT
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1.5   主要观察指标   ①SHEDs成神经及成血管诱导分化第7，
14 天成神经标志物 Nestin、NSE、β Ⅲ -Tubulin 以及成血管

标志物 CD31、VEGFR2、ANG-1 的表达；② SHEDs 诱导分化

过程中 miR-26b 的表达；③过表达 miR-26b 后 SHEDs 成神

经及成血管诱导分化第 14 天成神经标志物 Nestin、NSE、
β Ⅲ -Tubulin 以及成血管标志物 CD31、VEGFR2、ANG-1 的

表达；④过表达 miR-26b 后 SHEDs 成神经及成血管诱导分

化第 14 天 β Ⅲ -Tubulin 及 CD31 蛋白荧光定量。

1.6   统计学分析   使用 SPSS 21.0 统计软件进行所有数

据的处理分析，计量资料以 x-±s 表示，两组间比较采用 

Student’s t test，P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计

学方法通过贵州医科大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   SHEDs 的培养和鉴定结果   原代培养 3-7 d，显微镜下

观察到细胞从组织块周边爬出，贴壁生长，多呈长梭形，

以组织块为中心呈放射状向四周生长。细胞传代后 2-4 h

开始贴壁生长，两三天融合至 80%，细胞形态较为均一，

相互间多以平行排列的方式生长 ( 图 1)。流式细胞术检测

SHEDs 表面抗原 CD34、CD45 表达为阴性，CD90、CD105

表达为阳性 ( 图 2)。成骨诱导 28 d 茜素红染色，镜下可观

察到红染的矿化结节形成；成脂诱导 21 d 油红 O 染色，镜

下可观察到红染发亮的圆形脂滴形成，脂滴大小不一 (图3)。
2.2   SHEDs 成神经及成血管分化潜能   在成神经及成血管

诱导分化后成神经相关基因 β Ⅲ -Tubulin、Nestin、NSE 和

成血管相关基因 CD31、VEGFR2、ANG-1 的表达逐步上调 

(P < 0.05)( 图 4A，B)。诱导 14 d 后免疫荧光染色可见神经

元早期标志物 β Ⅲ -Tubulin 及成血管相关标志物 CD31 的

表达 ( 图 4C)。
SHEDs 成神经和成血管诱导过程中 miR-26b 的表达逐

步上调 (P < 0.01)( 图 5)，这一结果提示 miR-26b 的差异表

达可能与 SHEDs 成神经元样细胞及成血管内皮样细胞分

化相关。

2.3   miR-26b 过表达模型的验证   转染 miR-26b mimics 6 h

后，通过荧光显微镜观察到大部分细胞的胞体内有绿色荧

光。转染 48 h 后，提取细胞总 RNA，通过 RT-qPCR 检测

miR-26b 的表达变化。如图 6 所示，过表达组中 miR-26b

的表达量比对照组提高了约 20 倍 (P < 0.001)，说明 miR-

26b mimics 可有效提高 miR-26b 在 SHEDs 中的表达。

2.4   过表达 miR-26b 促进 SHEDs 向神经及血管分化   在诱

导分化第 7，14 天，与空白对照组、阴性对照组比较，

过表达组成神经相关基因 β Ⅲ -Tubulin、Nestin、NSE 和

成血管相关基因 CD31、VEGFR2、ANG-1 的 mRNA 水平均

显著增加 (P < 0.01)( 图 7)。

在诱导分化第 14 天，与空白对照组、阴性对照组比

较，过表达组成神经相关蛋白 β Ⅲ -Tubulin、Nestin 和成

血管相关蛋白 CD31、VEGFR2 的表达水平均显著增加 (P < 

0.01)( 图 8)。在诱导分化第 14 天，免疫荧光染色显示过

表达组神经元早期标志物 β Ⅲ -Tubulin 及成血管相关标志

物 CD31 的荧光强度较阴性对照组增强 ( 图 9)。

3   讨论   Discussion
随着再生医学与组织工程研究的发展，利用干细胞

实现牙髓再生已成为可行的研究方向
[11-12]

。牙髓是高度血

管化和神经支配的组织，这两者的共同作用可能是促使牙

髓再生成功的关键
[13-14]

。SHEDs 起源于外胚间充质神经嵴，

具有较强的成神经分化能力，研究发现 SHEDs 可通过多

方面的神经再生活性促进脊髓损伤后的神经功能恢复
[15]
。

不仅如此，SHEDs 位于血管周围生态位，具有较强的成血

管分化能力，不仅可以分化为血管内皮细胞，还可以分

泌许多促进血管生成和神经发生的调节蛋白
[16-18]

。基于这

一研究背景，该研究首先成功分离提取 SHEDs，所提取的

SHEDs 具有与间充质干细胞相似的基本形态、免疫表型和

生物学特性
[19-21]

，然后通过细胞因子成功诱导 SHEDs 成

神经及成血管分化，检测到成神经相关因子及成血管相

关因子的显著表达，与之前的研究结果一致
[16，22-23]

，提

示 SHEDs 在成神经及成血管方面的良好开发潜能，SHEDs

可能是牙髓再生的潜在种子细胞。

 牙髓再生治疗中，干细胞的定植与分化受局部微

环境的调控，miRNA 作为一类短小的非编码 RNA 分子，

广泛存在于生物体内，转录后 miRNA 可以与靶基因的

mRNA 结合，导致 mRNA 降解或者抑制其翻译，从而参与

细胞的生长、分化、凋亡等生物过程
[24-26]

。有学者通过

基因芯片筛选发现 16 个 miRNAs 在间充质干细胞趋化迁

移中的差异表达，其中 miR-26b 的表达显著上调
[27]
，提

示 miR-26b 在间充质干细胞中可能发挥着重要的作用。

miR-26b 是一种高度保守的 miRNA，已有研究发现 miR-

26b 的差异表达与多种细胞的增殖、分化密切相关，过表

达 miR-26b 促进骨髓间充质干细胞的成骨及成软骨分化、

促进脂肪间充质干细胞的成脂分化及胚胎干细胞的成神

经元分化
[28-29]

。此外，课题组前期研究发现，miR-26b 过

表达促进 SHEDs 的增殖及迁移，因此推测 miR-26b 具有

调控 SHEDs 定向分化的潜能
[10]
。

为验证 miR-26b 对 SHEDs 分化的影响，通过 RT-qPCR

检测 miR-26b 在成神经及成血管诱导分化过程中的表达，

结果显示 miR-26b 的表达呈上调趋势且有明显时间依赖

性，提示 miR-26b 参与 SHEDs 成神经及成血管分化的调

控过程，这与之前的研究报道相一致
[9，30]

。为进一步验

证 miR-26b 是否会影响 SHEDs 成神经和成血管分化能力，

通过脂质体转染法上调 SHEDs 中 miR-26b 的表达量，并
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进一步诱导细胞向神经和血管方向分化。在 miR-26b 的作

用下，与成神经及成血管密切相关的基因及蛋白表达均相

应升高，证明 miR-26b 具有促进 SHEDs 成神经及成血管分

化的能力。值得注意的是，相对于成神经相关因子的表达，

成血管相关因子的表达总体上偏低，推测这可能与 SHEDs

来源于神经嵴，具有神经胚层的特性有关，这使得它们在

神经分化方向上更具有潜力。以上结果提示 miR-26b 的调

控可能成为一种潜在的治疗策略，用以促进牙髓组织再生

和修复。 

该研究证明 miR-26b 可增强 SHEDs 的成神经及成

血管分化能力，但干细胞的分化过程是一个高度协调、

精密调控的生物学过程，这个过程牵涉到复杂的分子网

络，包括转录因子、靶基因和多种信号通路的协同作

用。近期有学者发现，磷脂酰肌醇 3 激酶 / 蛋白激酶 B 

(phosphoinositide 3 kinase/protein kinase B/mammalian target  

of rapamycin，PI3K/Akt) 信号通路与牙髓干细胞的增殖及

迁移
[31-32]

、间充质干细胞的血管生成及神经分化密切相 

关
[33-34]

，它被认为是细胞内一个重要的信号传导通路。

PI3K 是一种磷脂激酶，活化的 PI3K 会将细胞膜上的 PIP2

转化为 PIP3，当细胞内的 PIP3 水平增加时，Akt 被磷酸

化并激活，激活的 Akt 可以通过磷酸化一系列底物蛋白，

参与调控细胞增殖、分化、运动和代谢等多种生物学过

程。而 miR-26b 可通过抑制 PI3K/Akt 信号通路的负调控因

子如 PTEN 间接激活该信号通路
[35-36]

，揭示 miR-26b 调控

SHEDs 分化的潜在机制。PTEN 是磷酸酶，其主要功能是

去除 PIP3 的磷酸基团，将其还原为 PIP2，这个过程抑制

了 PI3K/Akt 信号通路的活性，因此 PTEN 被认为是 PI3K/

Akt 信号通路的重要负调控因子，可通过抑制 PI3K/Akt 信

号通路的激活进而抑制细胞的分化潜能
[37-39]

。miR-26b 对

PENT 具有抑制作用，PTEN 是 miR-26b 的直接靶标，miR-

26b 可以结合到 PTEN mRNA 的 3’ UTR，导致 PTEN mRNA

的降解，从而减少 PTEN 蛋白的表达
[36-38]

。结合以上学

者的研究及该实验的结果，推测 miR-26b 上调可能抑制

PTEN 的表达，从而增强 PI3K/Akt 信号通路的活性，最终

增强 SHEDs 成神经及成血管分化的能力。总体而言，miR-

26b 的过表达可以促进 SHEDs 向神经和血管方向分化，表

现为成神经相关因子及成血管相关因子的 mRNA 和蛋白表

达水平显著升高。这些结果为深入探究 miR-26b 在 SHEDs

分化过程中的调控机制提供重要线索。

综上所述，过表达 miR-26b 促进 SHEDs 向神经和血

管分化。然而，由于体内环境及牙髓组织的成分相对复

杂，成神经及成血管分化的调控因子众多，体外实验虽提

示 miR-26b 具有促进 SHEDs 成神经及成血管的潜能，却仍

存在局限性，有待后续体内实验进一步论证。此外，后

续也将深入研究 miR-26b 是否通过 PTEN 负反馈激活 PI3K/

Akt 信号通路从而促进 SHEDs 成神经及成血管分化。但总

体而言，该研究证明了 SHEDs 在牙髓再生性治疗中的潜

在价值，为临床治疗牙髓根尖周病提供新的契机。
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图注：图 A 为培养 10 d 时原代人脱落乳牙牙髓干细胞 ( 标尺为 500 μm)； 
B 为第 3 代人脱落乳牙牙髓干细胞 ( 标尺为 100 μm)。
图 1 ｜倒置显微镜下观察人脱落乳牙牙髓干细胞形态

Figure 1 ｜ Morphology of stem cells from human exfoliated deciduous 
teeth obtained under inverted microscope

图注：图 A 为成神经诱导分化过程中 miR-26b 的表达水平；B 为成血管

诱导分化过程中 miR-26b 的表达水平。
aP < 0.01，bP < 0.001。

图 5 ｜人脱落乳牙牙髓干细胞成神经分化及成血管分化过程中 miR-26b
的表达水平

Figure 5 ｜ Expression levels of miR-26b during neurogenic and angiogenic 
differentiation of stem cells from human exfoliated deciduous teeth

图注：图 A 为成骨诱导 28 d 茜素红染色，可见钙结节 ( 标尺为 500 μm)； 
B 为成脂诱导 21 d 油红 O 染色，可见脂滴 ( 标尺为 50 μm)。
图 3 ｜人脱落乳牙牙髓干细胞的成骨、成脂分化潜能

Figure 3 ｜ Osteogenic and adipogenic differentiation ability of stem cells 
from human exfoliated deciduous teeth

图注：间充质干细胞标志物 CD90、CD105 阳性表达率分别为 99.60%，

99.80%，造血干细胞标志物 CD34、CD45 阳性表达率为 0.084%，0.012%。

图 2 ｜人脱落乳牙牙髓干细胞的流式细胞术鉴定结果

Figure 2 ｜ Results of flow cytometry identification of stem cells from 
human exfoliated deciduous teeth

图 6 ｜人脱落乳牙牙髓干细胞中羧基荧光素 (FAM) 荧光表达及 miR-26b
细胞转染率

Figure 6 ｜ Carboxyfluorescein (FAM) fluorescence expression and miR-26b 
cell transfection rate in stem cells from human exfoliated deciduous teeth 
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图注：图 A 为 RT-qPCR 检测成神经相关基因的表达水平；B 为 RT-qPCR
检测成血管相关基因的表达水平；C 为免疫荧光检测 β Ⅲ -tubulin 及

CD31 蛋白的表达 ( 标尺为 100 μm)。aP < 0.05，bP < 0.01。
图 4 ｜人脱落乳牙牙髓干细胞的成神经、成血管分化潜能

Figure 4 ｜ Neurogenic and angiogenic differentiation ability of stem cells 
from human exfoliated deciduous teeth 
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图注：图 A 为人脱落乳牙牙髓干细胞转染

miR-26b mimics 6 h 后荧光显微镜下观察的

明场图、荧光图 ( 标尺为 200 μm)；B 为转染

miR-26b mimics 48 h 后，细胞内 miR-26b 的

相对表达量 (aP < 0.001)。
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图注：图 A 为转染 miR-26b 后人脱落乳

牙牙髓干细胞成神经分化第 7，14 天成

神经相关基因的表达；B 为转染 miR-26b
后人脱落乳牙牙髓干细胞成血管分化第

7，14 天成血管相关基因的表达。
aP < 

0.01，bP < 0.001。
图 7 ｜ RT-qPCR 检测 miR-26b 过表达人

脱落乳牙牙髓干细胞成神经和成血管相

关基因的表达变化

Figure 7 ｜ Expression changes of 
neural-related genes and angiogenesis-
related genes of stem cells from human 
exfoliated deciduous teeth in miR-26b 
overexpression detected by RT-qPCR

图注：
aP < 0.05，bP < 0.01。

图 8 ｜ Western blot 检测 miR-26b 过表达人脱落乳牙牙髓干

细胞成神经和成血管相关蛋白的表达变化

Figure 8 ｜ Western blot analysis showing changes in 
expression of neurogenic and angiogenic proteins in stem 
cells from human exfoliated deciduous teeth in miR-26b 
overexpression 

图注：图 A，C 为 CD31、β Ⅲ -Tubulin 荧光表达 ( 标尺为 100 μm)；B，D 为 CD31、β Ⅲ -
Tubulin 蛋白的相对荧光强度，β Ⅲ -Tubulin 过表达组的相对荧光强度约是阴性对照组

的 2.3 倍，CD31 过表达组的荧光强度约是阴性对照组的 1.9 倍。
aP < 0.05，bP < 0.01。

图 9｜转染 miR-26b 后人脱落乳牙牙髓干细胞成神经和成血管诱导分化 14 d β Ⅲ -
Tubulin 及 CD31 免疫荧光染色

Figure 9｜Fluorescence quantification of βIII-Tubulin and CD31 proteins in stem cells 
from human exfoliated deciduous teeth after miR-26b transfection for 14 days after 
neurogenesis and vasogenesis
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