
外胚间充质干细胞(EMSCs)来源于颅神经嵴，是牙

齿发育的始祖细胞［1-3］。向平滑肌和成骨细胞分化的特

点限制了它在牙发育中的应用［4, 5］。为了促使EMSCs

发挥最大效能，本课题组利用颅神经嵴细胞中高表达的

p75神经营养因子受体（p75NTR）对EMSCs进行分选

纯化［6］，成功获得p75NTR阳性EMSCs［7］，并发现其正向

调控了EMSCs在牙发育过程中的矿化［8］。p75NTR是

神经生长因子(NGF)的低亲和力受体，属Ⅰ型跨膜肿瘤
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摘要：目的 检测Mage-D1与活化后p75NTR的结合及对外胚间充质干细胞（EMSCs）矿化的调控。方法 取孕19.5 d SD大鼠牙

胚，组织贴壁法获取EMSCs，流式细胞术检测细胞表面抗原。设置实验分组：空白对照组（NC），100 ng/mL NGF刺激组（100 ng/

mL NGF）、慢病毒干扰Mage-D1组（SH-Mage-D1）。邻位连接技术检测Mage-D1与经NGF活化后p75NTR结合的变化，并比较

不同分组间的结合强度差异。茜素红与ALP染色观察染色，RT-PCR与Western blot检测ALP、Runx2、OCN、BSP、OPN、Col1、

Msx1及Dlx1的表达水平。结果 组织块贴壁法获得孕 19.5 dEMSCs，流式细胞术检测细胞表面抗原结果为CD44、CD90、

CD29、CD146，CD105高表达，CD45低表达；邻位连接法检测Mage-D1与经NGF活化后p75NTR的结合随着时间的延长而增

多，且实验组与对照组相比结合强度差异具有统计学意义（P<0.05）；茜素红与ALP染色结果显示矿化结节与碱性磷酸酶与强度

变化一致；RT-PCR与Western blot检测ALP、Runx2、OCN、BSP、OPN、Col1、Msx1及Dlx1在100 ng/mL NGF组最高（P<0.05）。

结论 Mage-D1在外胚层间充质细胞中可与经NGF活化后的p75NTR直接结合，且二者的结合对EMSCs的矿化有正向调节作用。
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Abstract: Objective To detect the binding of Mage-D1 with activated p75NTR and explore their role in regulating
mineralization of ectomesenchymal stem cells (EMSCs). Methods EMSCs were isolated from the tooth germs of embryonic SD
rats (19.5 days of gestation) by tissue explant culture and were identified for surface markers using flow cytometry. The
cultured cells were divided into blank control group, 100 ng/mL nerve growth factor (NGF) stimulation group, and
lentivirus-mediated Mage-D1 interference (SH-Mage-D1) group. Proximity ligation assay was used to detect the binding of
Mage-D1 with activated p75NTR in the EMSCs, and the binding strength was compared among the 3 groups. Alizarin red
staining and ALP staining were used to observe mineralization of the induced cells. The expressions of ALP, Runx2, OCN, BSP,
OPN, Msx1 and Dlx1 at both the mRNA and protein levels were detected using RT-PCR and Western blotting. Results The
isolated EMSCs expressed high levels of cell surface markers CD44, CD90, CD29, CD146, and CD105 with a low expression of
CD45. The results of proximity ligation assay showed that the binding of Mage-D1 with activated p75NTR in the cells
increased over time, and the binding strength was significantly greater in NFG-treated cells than in the cells in the other two
groups (P<0.05). Alizarin red staining and ALP staining of the induced cells showed that the changes in the mineralization
nodules were consistent with those of ALP activity. The cells treated with 100 ng/mL NGF exhibited significantly increased
expressions of ALP, Runx2, OCN, BSP, OPN, Col1, Msx1 and Dlx1 as compared with the cells in the other two groups (P<0.05).
Conclusion Mage-D1 directly binds to activated p75NTR in embryonic rat EMSCs to positively regulate the mineralization of
the EMSCs.
Keywords: p75NTR; Mage-D1; ectomesenchymal stem cells; mineralization

Mage-DMage-D11与活化后的与活化后的pp7575神经营养因子受体神经营养因子受体结合可正向调节大结合可正向调节大
鼠外胚间充质干细胞的矿鼠外胚间充质干细胞的矿化化
罗玉婷 1，2，3，杨正艳 1，李 蒙 1，2，3，赵曼竹 2，温秀杰 4，周 智 1

1 重庆医科大学附属口腔医院，重庆 401147；2口腔疾病与生物医学重庆市重点实验室，重庆 401147；3重庆市高
校市级口腔生物医学工程重点实验室，重庆 401147；4四川省泸州市西南医科大学附属口腔医院正畸科，四川
泸州 646000

收稿日期：2021-04-22

基金项目：国家自然科学基金（82000997）；重庆自然科学基金

（cstc2019jcyj-msxmX0191、cstc2020jcyj-msxmX0018）；重庆市卫生委员

会科学 (2021MSXM31)；2016 年重庆高等院校创新团队建设计划

（CXTDG201602006）

Supported by National Natural Science Foundation of China (82000997).

作者简介：罗玉婷，硕士，E-mail: 920949288@qq.com

通信作者：温秀杰，教授，博士生导师，E-mail: wenxiujie@tom.com；

周 智，教授，博士生导师，E-mail: 500119@hospital.cqmu.edu.cn

J South Med Univ, 2021, 41(10): 1547-1553 doi 10.12122/j.issn.1673-4254.2021.10.14 ·· 1547



坏死受体超家族成员［9］。前期研究发现p75NTR可能参

与牙发育初期上皮与间充质相互作用的调控［10］。它与

小鼠牙齿硬组织形成的的昼夜节律有关，其缺失会降

低牙槽骨的骨量［11］。此外，它还协同参与多条信号通路

调控EMSCs成骨分化［11, 12］。

p75NTR可能通过改变Dlx和Msx的转录活性从

而进一步调控牙齿的发育，但中间信使是什么尚不清

楚。查阅文献发现黑色素瘤相关抗原Mage-D1可能是

p75NTR参与调控的下游因子［13］。Mage-D1属黑色素

抗原蛋白家族Ⅱ型蛋白，介导了多种细胞生理功能，它

与p75NTR的胞内域结合发挥调控作用［14］，还能调控

Dlx/Msx 转录活性［15］。前期实验发现：Mage- D1 与

p75NTR的组织学表达模式相近，免疫共沉淀结果也显

示随着矿化天数增加，二者结合呈增多趋势，矿化相关

基因表达增高［16］。基于以上，我们提出p75NTR-Mage-

D1-Dlx/Msx信号通路假说。本研究通过高灵敏度的邻

位连接法确证Mage-D1与活化后的p75NTR在EMSCs

中的结合，使结合部位在细胞中可视化，并进一步研究

二者结合对EMSCs矿化的调控作用，以期为颌骨及牙

齿发育提供新依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物与主要试剂

SD大鼠由重庆医科大学实验动物中心提供，实验

过程及动物处死方法均经实验动物福利伦理审查委员

会审查通过（201903-187）。

DMEM-F12培养基（Hyclone），胰酶（Hyclone），胎

牛 血 清（Hyclone），CD44、CD90、CD29、CD146、

CD105、CD45（Santa Cruz）、p75NTR抗体（Invitrogen），

Mage-D1 抗体（Biorbyt），山羊抗小鼠 IgG，山羊抗兔

IgG，CCK-8 试 剂（碧 云 天），NGF（Peprotech），

DUOLINK PLA试剂盒（Sigma），0.2%茜素红溶液（碧

云天），碱性磷酸酶显色试剂盒（上海生工），TRIzol

Reagent RNA 提取试剂盒（Invitrogen），TB Green

Premix EX TaqⅡ（Takara），Western blot凝胶试剂盒（康

为世纪）。

1.2 方法

1.2.1 E19.5 d EMSCs培养及表面抗原鉴定 SD大鼠

胚胎发育至第19天时处死，取出胚胎，分离上下颌，于

体视显微镜下取出牙胚组织，置于培养瓶中，加入含

10%FBS的DMEM-F12。置于37 ℃含5% CO2的恒温

箱中静置贴壁培养，约24 h后可观察到组织块周围细胞

呈放射状生长。视细胞生长情况进行传代。

取生长状态良好的第3代EMSCs，胰酶消化离心

后于4 ℃冰箱固定30 min，12000 r/min离心5 min，PBS

清洗并重悬，稀释为每1.5 mLEP管1×106 细胞，加入

CD44、CD90、CD29、CD146、CD105、CD45单克隆抗体

2 µL，4 ℃冰箱过夜孵育。次日加入相应荧光二抗避光

孵育2 h，清洗后加3% FBS-PBS重悬，流式细胞仪检测。

1.2.2 邻位连接法检测Mage-D1与p75NTR在EMSCs

中的结合 选择生长良好的第3代EMSCs制备成密度

为5×103 /mL的悬液，接种至含细胞爬片的孔板中。4%

多聚甲醛室温于加入100 ng/mL NGF的不同时间点（0、

2、12、24、72 h）固定，封闭，加入Mage-D1与p75NTR一

抗4 ℃过夜。次日，加入PLA探针37 ℃孵育1 h，缓冲

液A清洗。随后加入连接酶溶液37 ℃反应30 min，缓

冲液A清洗。避光加入扩增酶溶液37 ℃反应100 min，缓

冲液B清洗。干燥，DAPI染核5 min；显微镜分析。具

体操作按试剂盒说明书进行。

以未加入任何干预为空白对照组（NC），实验组为：

100 ng/mL NGF 组和 SH-Mage-D1 组。即，仅使用

100 ng/mL NGF刺激EMSCs，及仅加入慢病毒液干扰

Mage-D1，嘌呤霉素筛选出稳定表达的EMSCs。待各

组细胞汇集率达80%时按上述同样方法进行检测，并比

较结合强度的差异。

1.2.3 茜素红及ALP染色 常规消化第3代EMSCs，以

5×104/孔的密度接种于孔板中。在矿化诱导（配方为含

10 mmol/Lβ-甘油磷酸钠，50μg/mL维生素C，1×10-8 mol/L

地塞米松、10%FBS的α-MEM培养基）第14天时，对各

组进行多聚甲醛固定，染色。

1.2.4 RT-PCR与Western blot检测基因与蛋白表达 收

集各组矿化诱导第7天后的细胞，按TRIzol说明书方法

提取总RNA，并用反转录试剂盒合成cDNA。以甘油

醛-3-磷酸脱氢（GAPDH）为内参照，采用RT-PCR检

测。所用引物均由Takara公司合成（表1）。成骨诱导第

14天提取细胞蛋白，BCA法测定蛋白浓度，以 GAPDH

为内参，进行Western blot检测蛋白表达情况。

1.2.5 统计学方法 实验数据使用 Graphpad Prism 8软

件统计分析与作图，定量资料以均数±标准差表示，NGF

刺激组与空白组，以及SH-Mage-D1与空白组间分别采

用独立样本 t检验，P<0.05认为差异有统计学意义。所

有实验均独立重复3次。

2 结果

2.1 E19.5d EMSCs的分离培养与表面分子鉴定

通过组织块贴壁法成功获得E19.5 d原代EMSCs，

并培养至第3代E19.5 d，细胞形态规则，为间充质干细

胞纺锤样形态，呈梭形或多边形（图1A）。流式细胞仪

检测细胞表面分子情况：CD44（98.0%）、CD90（98.2%）、

CD29（97.7%）、CD146（97.9%）、CD105（97.8%）、CD45

（0.3%）（图1B）。

2.2 Mage-D1与p75NTR在EMSCs的结合
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邻位连接法检测显示随着加入100 ng/mL NGF

时间的延长Mage-D1与活化后p75NTR的结合也愈多，

且大部分集中在胞浆，极少部分位于细胞核内（图2A）；

当慢病毒干扰Mage-D1后二者结合也随之减弱（图

2B），且实验组荧光强度与对照组相比具有统计学意义

（图2C）。

2.3 茜素红与ALP染色

对矿化诱导液14 d后的细胞进行茜素红与ALP发

现，100 ng/mL NGF组细胞矿盐沉积与碱性磷酸酶均最

强，SH-Mage-D1组最弱（图3）。

2.4 RT-PCR与Western blot检测基因与蛋白水平

RT-PCR 与 Western blot 检测 ALP、Runx2、OCN、

BSP、OPN、Col1、Dlx1及Msx1基因与蛋白水平发现，

100 ng/mL NGF组的基因与蛋白表达最强，SH-Mage-

D1组最弱，与对照组相比差异均具有统计学意义（图

4A，4B）。

3 讨论

神经嵴是脊椎动物胚胎发育过程中的暂时性结

构［17］。当颅神经嵴向腹外侧迁移至面突中胚层后被称

为外胚间充质。颅颌面部的大部分组织结构都可由神

经嵴来源的外胚间充质组织发育而来［18, 19］，因此被认为

是颌面部发育的始祖细胞。

它是首个被发现的NGF低亲和力受体，可发挥多

种生物学效应，不仅在整个生命过程中对神经损伤修复，

促进细胞生长分化等过程中具有极重要作用［20］，还参与

了牙齿形态形成、牙齿硬组织的矿化［21］以及牙发育初期

的调控［13］。p75NTR是由胞内结构域、跨膜域和胞外结

构域构成的跨膜蛋白，其胞外结构域可与NGF结合［22］。

当加入外源性NGF后，发现p75NTR敲除小鼠的成骨

分化能力不如野生型小鼠，这说明NGF可激活p75NTR

从而正向调控的EMSCs成骨分化［11］。本研究结果也证

实，当p75NTR被外源性NGF激活后，EMSCs的矿化能

力增强。

p75NTR发挥生物学功能主要是靠配体类型及所

激活的信号通路。因其胞内域不具有固有的酶活性，因

此依赖于与胞浆结合蛋白的相互作用来诱导下游效

应。Mage-D1能与多种胞内胞外蛋白结合，并介导多种

细胞生理功能，如凋亡［23］、转录［15］等。Salehi［14］发现，

Mage-D1 可通过其同源结构域与 NGF 的另一受体

Gene

ALP

Runx2

OCN

BSP

OPN

Msx1

Dlx1

GAPDH

Primer sequence

Forward:5'-AGATGTGGCGGTCTTTGC-3'

Reverse:5'-TCAGAACAGGGTGCGTAGG-3'

Forward:5'-GGCGTATTTCAGATGATGACACT-3'

Reverse:5'-AAGTGAAGGTGGCTGGATAGTG-3'

Forward:5'-AGGGCAGTAAGGTGGTGAATAG-3'

Reverse:5'-CCATAGATGCGCTTGTAGGC-3'

Forward:5'-GAACGGGTTTCAGCAGACG-3'

Reverse:5'-TACTCGTTGCCTATTTGTTCGT-3'

Forward:5'-TGAACAGTATCCCGATGCCAC-3'

Reverse:5'-CTGGTCTTCCCGTTGCTGTC-3'

Forward:5'-CACCCTACGCAAGCACAAGAC-3'

Reverse:5'-CGCTCGGCAATAGACAGGTAC-3'

Forward:5'-GCAGAACTTACGACCCTCACC-3'

Reverse:5'-TGGGCACCTTCGTGTAGTCTT-3'

Forward:5'-ACAGCAACAGGGTGGTGGAC-3'

Reverse:5'-TTTGAGGGTGCAGCGAACTT-3'

表1 引物基因序列
Tab.1 Primer sequence for qRT-PCR
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TrkA竞争结合p75NTR。当Mage-D1与p75NTR的胞

内域结合后，在下游信号传递中发挥直接作用或通过促

进p75NTR胞内域的生成来介导生物学效应。并且研

究显示TrkA在EMSCs和大鼠胚胎第一磨牙的发育中

未见表达，因此 p75NTR 失去 TrkA 的竞争从而与

Mage-D1结合发挥调控功能［24］。在本研究中，通过邻位

连接法检测发现，当p75NTR被活化后直接与Mage-D1

结合，且发现二者结合信号多聚集在胞浆中，极少部分

位于细胞核中。这说明，当p75NTR被活化后，产生水

解效应［25］，裂解后释放其胞内段至胞浆内［26］与Mage-D1

结合，之后二者共同作用调节生物学功能。为了进一步

验证，我们利用慢病毒干扰Mage-D1，当Mage-D1表达

水平的下降，p75NTR与Mage-D1结合的信号强度也下

降，染色与基因蛋白的表达水平均降低，更加确证了

p75NTR与Mage-D1在EMSCs中的结合及对EMSCs

成骨分化的调控作用。

在牙齿早期发育中有许多转录因子表达，这些转录

因子通过调节生长因子进一步调控牙发育。Dlx和Msx

属于同源盒基因家族，被广泛认为是颅面和牙齿发育的

关键因子［27-29］。已经证实Mage-D1可通过自身的六肽

重复序列与Dlx、Msx结合从而发挥调控作用［30, 31］。在

本研究中，RT-PCR检测发现，Dlx1和Msx1的基因表达

水平随着p75NTR与Mage-D1结合强度变化而出现变

化，并且相应的成骨分化能力出现改变。这进一步说明

Mage-D1与p75NTR结合后，结合信号由胞外传至胞

内。在胞内，Mage-D1与Dlx/Msx家族结合，再向细胞

核内转移上调Dlx/Msx的转录活性，从而促进成骨细胞

分化［32］。

本研究初步验证了Mage-D1与p75NTR在EMSCs

的结合及对矿化正向调控的作用。通过 100 ng/mL

NGF刺激EMSCs后，Mage-D1与p75NTR结合随时间

延长而增多，而当慢病毒干扰Mage-D1使其表达降低
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图1 E19.5d EMSCs的分离培养与表面分子鉴定
Fig.1 Isolation, culture and characterization of E19.5 d EMSCs. A: Primary and third-passage EMSCs (Scale
bar=100 µm). B: The cells show high expressions of the MSC markers CD44, CD90, CD29, CD146 and CD105
while CD45 expression is hardly detected.
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图2 邻位连接法检测Mage-D1与p75NTR在EMSCs的结合
Fig.2 Binding of Mage-D1 and p75NTR in the EMSCs. A: Proximity ligation assay for detecting the binding of
the Mage-D1 and p75NTR in cells treated with 100 ng/mL NGF for 0, 2, 12, 24 and 72 h (Scale bar=50 µm). B:
Binding of Mage-D1 and p75NTR in the cell in the control, 100 ng/mL NGF and SH-Mage-D1 groups (Scale bar=
50 µm); C: Quantitative analysis of PLA fluorescence signals (*P<0.05 vs NC).
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图3 茜素红与ALP染色
Fig.3 Alizarin red staining (A) and ALP staining (B, C) of the EMSCs after 14 days of
osteogenic induction (scale bar=100 μm).
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后，结合也随之降低。并且随着结合强度的变化，成骨

分化能力也发生改变。虽然以往研究通过免疫共沉淀

初步证明了Mage-D1与p75NTR的结合，但本研究使用

具有高灵敏度的邻位连接法进一步确证了二者的结合，

并且可以直观的观察到Mage-D1与p75NTR结合的部

位，使得结合可视化［33］。综上所述，本研究证明Mage-

D1可与活化后的p75NTR相结合，影响了Dlx/Msx的

转录活性，从而调控EMSCs的矿化。但本研究仅从细

胞水平证明二者的结合，还需借助敲除小鼠等多种研究

方法验证p75NTR-Mage-D1-Dlx/Msx信号通路假说，

以期揭示牙发育的复杂机制，为推进牙齿组织工程化进

程提供新的科学依据。
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