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人牙髓干细胞与骨髓间充质干细胞基因表达谱分析

高小丽,王左敏,程茜 (首都医科大学附属北京朝阳医院口腔科,北京
 

100024)

【摘要】 目的 探究牙髄干细胞 (dental
 

pulp
 

stem
 

cells,DPSCs)作为组织工程种子细胞的分子遗传学优势和临床应用潜

能。方法 从基因表达综合数据库 (Gene
 

Expression
 

Onibus,GEO)中下载包含DPSCs与骨髓间充质干细胞 (bone
 

mar-
row

 

mesenchymal
 

stem
 

cells,BM-MSCs)的基因表达微阵列数据集GSE217636。使用R软件中的 “limma”包筛选DPSCs
与BM-MSCs的差异表达基因;对DPSCs高表达差异基因进行基因本体论 (Gene

 

Ontology,GO)和京都基因与基因组百

科全书 (Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,KEGG)途径富集分析;建立蛋白质相互作用 (protein-protein
 

interac-
tion,PPI)网络,筛选关键差异基因;最后结合文献筛选DPSCs表达谱中归一化值大于4的各组织细胞特征性 mRNA。

结果 与BM-MSCs相比,DPSCs显著高表达肺部发育相关基因膜金属内肽酶 (membrane
 

metallo
 

endopeptidase,MME)以及

抗氧化相关的基因硫氧还蛋白 (thioredoxin,TXN);DPSCs高表达差异基因的功能主要富集在细胞增殖以及蛋白质、脂质、

核酸代谢上。结论 DPSCs与BM-MSCs相比在分子遗传学上存在优势,DPSCs可能是潜在的组织工程理想种子细胞。
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【Abstract】 Objective To

 

explore
 

the
 

molecular
 

genetic
 

advantages
 

and
 

clinical
 

application
 

potential
 

of
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cell
(DPSCs)as

 

tissue
 

engineering
 

seed
 

cells.Methods Download
 

DPSCs
 

and
 

Bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells(BM-MSCs)
from

 

GEO
 

database
 

gene
 

expression
 

microarray
 

dataset
 

GSE217636
 

of
 

BM-MSCs.The
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

of
 

DPSCs
 

and
 

BM-MSCs
 

were
 

screened
 

using
 

the
 

“limma”
 

package
 

in
 

R
 

software.The
 

high-expression
 

differential
 

genes
 

of
 

DPSCs
 

were
 

analyzed
 

through
 

Gene
 

Ontology(GO)and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes(KEGG)approaches.The
 

Protein-protein
 

interaction(PPI)network
 

was
 

established
 

to
 

screen
 

key
 

differential
 

genes.Finally,according
 

to
 

the
 

literature,the
 

characteristic
 

mRNA
 

of
 

each
 

tissue
 

with
 

normalized
 

value
 

greater
 

than
 

4
 

in
 

the
 

expression
 

profile
 

of
 

DPSCs
 

was
 

screened.Results Compared
 

with
 

BM-MSCs,DPSCs
 

significantly
 

expressed
 

Membrane
 

metallo
 

endopeptidase(MME)which
 

was
 

related
 

to
 

lung
 

development
 

and
 

Thioredoxin(TXN)which
 

was
 

related
 

to
 

antioxidant.The
 

functions
 

of
 

highly
 

expressed
 

differential
 

genes
 

in
 

DPSCs
 

are
 

mainly
 

concentrated
 

in
 

cell
 

proliferation
 

and
 

metabolism
 

of
 

proteins,lipids
 

and
 

nucleic
 

acids.Conclusions DPSCs
 

have
 

molecular
 

genetic
 

advantages
 

over
 

BM-MSCs,and
 

DPSCs
 

may
 

be
 

potential
 

seed
 

cells
 

for
 

tissue
 

engineering.
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  干细胞是一类具有自我更新和多向分化潜能

的未分化细胞,不同组织来源的干细胞其免疫表

型和形态学没有明显差异,但其增殖能力和分化

潜能有所不同。2000年,Gronthos等[1]采用酶消

化法成功分离出牙髄干细胞 (dental
 

pulp
 

stem
 

cells,DPSCs),相对于传统骨髓间充质干细胞

(bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,BM-

MSCs),DPSCs具有更强的增殖活力,可在体外

长期低温储存,不丧失其多向分化潜能,且来源

广泛、易培养、无道德伦理学问题。近年来,利

用MSCs作为递送载体的细胞疗法已被应用于治疗

糖尿病[2]、神经疾病[3]、肺部疾病[4]以及骨和软骨
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疾病[5]等。

基因芯片是近几年兴起的一项高新技术,与

传统方法一次只能研究某个基因的表达情况不同,

利用基因芯片高通量的特性,可以在很短时间内

同时观测成千上万个基因在不同状态下的表达水

平 (基因表达谱),通过对数据进行筛选和聚类,

发现基因表达谱与功能之间可能存在的联系,大

大提高对相关基因研究的效率。

本研究拟采用基因表达综合数据库 (gene
 

ex-

pression
 

omnibus,GEO)中 的 DPSCs 与 BM-

MSCs的基因表达谱比较二者在基因水平上的差

异,利用生物信息学技术分析差异基因表达、功

能富集,并结合文献报道探究DPSCs中多组织细

胞系特征性mRNA的表达,探讨DPSCs作为组织

工程种子细胞的分子遗传学优势。

1 资料与方法

1.1 微阵列数据下载与处理

从 GEO 数 据 库 (https:/www.ncbi.nlm.
 

nih.gov/geo/)中以 “牙髓干细胞”“骨髓间充质干

细胞”为关键词,筛选并下载基于 GPL6244平台

(Affymetrix
 

Human
 

Gene
 

1.0
 

ST
 

Array)的数据集

GSE217636,其包含了健康男性受试者的牙髓干细

胞与骨髓间充质干细胞基因表达谱。将下载的数据

集依据平台提供的注释文件进行注释。为了尽量降

低技术上的可变性,使用R语言中的 “normalizeBe-

tweenArrays”函数对原始表达矩阵进行了规一化处

理,最终得到了标准化的基因表达矩阵文件。

1.2 主成分分析

主成分分析是一种对数据进行旋转变换的统

计学方法,它可以在一个较低维度的子空间中尽

可能地表示原有数据的性质[6]。为了评估不同干细

胞基因表达谱的差异,本研究将基因表达矩阵文

件上传 在 线 分 析 软 件 “悟 空”平 台 (https://

www.omicsolution.com/wkomics/main/)进行主

成分分析。

1.3 差异基因的筛选

R语言中的 “limma”软件包可用于差异基因

的筛选[7]。利用limma包中的 “lmFit”函数筛选

DPSCs与BM-MSCs中差异表达的 mRNA。为降

低假阳性率,采用Benjamini-Hochberg法对P 值进

行校正,基因表达的差异倍数用差异倍数 (Fold-

change,FC)来表示。本研究设定的差异基因的筛

选标准为:校正后P 值<0.05且|log
 

FC|≥2。

“ggplot2”和 “pheatmap”软件包用于绘制出差异

基因的火山图和热图。

1.4 差异基因富集分析

目前常用的基因功能分析数据库有基因本体

论 (Gene
 

Ontology,GO)数据库和京都基因与基

因组百科全书 (Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,KEGG)数据库[8-9]。其中 GO 富集分

析是从3个层面描述基因的生物过程 (biological
 

process,BP)、分 子 功 能 (molecular
 

function,

MF)和 细 胞 组 分 (cellular
 

component,CC);

KEGG通路富集分析常常应用于差异表达基因的

功能注释,了解差异表达基因的相关功能与作用通

路。利用R语言中的 “clusterProfiler”软件包分别对

筛选出的DPSCs高表达差异基因进行GO功能注释和

KEGG信号通路富集分析。分析结果以条形图和气泡

图的方式展示。以校正后的P 值<0.05为阈值。

1.5 蛋白与蛋白互作网络构建与关键基因筛选

将前100位差异表达基因上传至STRING数

据库 (https://string-db.org/)建立蛋白与蛋白

互作 (protein-protein
 

interaction,PPI)网络。然

后将结果导入Cystoscope
 

v.3.8.2可视化,节点代

表不同蛋白,边代表不同蛋白之间的相互关系网

络。最后通过CytoHubb插件计算每个蛋白质节点

的连接度并按照降序排列,以排序前
 

10的基因作

为DPSCs区别BM-MSCs的关键基因。

1.6 多组织细胞特征性mRNA的表达

结合文献探索DPSCs中多组织细胞 (骨组织、

肌肉组织、神经组织、造血支持基质、上皮)中

特征性mRNA的表达[10-12],纳入标准为基因的归

一化值>4。

1.7 qRT-PCR验证关键差异基因

DPSCs与BM-MSCs的来源及培养方法如前

所述[13]。使用动物RNA抽提试剂盒 (上海碧云天

生物技术股份有限公司)提取总RNA,通过 HiS-

cript
 

II
 

RT
 

SuperMixforqPCR (+gDNA
 

wiper)

(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)将总 RNA
反转录成cDNA,使用7500荧光定量PCR仪 (美
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国Applied

 

Biosystems公司)进行qRT-PCR。引

物 序 列 如 下:GAPDH,5􀆳-AGAAGGTGGT-

GAAGCAGGCATC-3􀆳(正向
 

),5􀆳-CGAAGGTG-

GAAGAGTGGGAGTTG-3􀆳(反向
 

);MME,5􀆳-

AGAAGAAACAGCGATGGACTCC-3􀆳(正 向
 

),

5􀆳-CATAGAGTGCGATCATTGTCACA-3􀆳 (反

向 ); TXN, 5􀆳-GTGAAGCAGATCGAGAG-

CAAG-3􀆳 (正 向
 

),5􀆳-CGTGGCTGAGAAGT-

CAACTACTA-3􀆳(反向)。

2 结果

2.1 主成分分析结果

首先为了评估干细胞类型之间差异,进行了

主成分分析。如图1所示,可以看出两种干细胞明

显分开,每种干细胞的4个独立样本聚集在一起,

BM-MSCs的样本之间差距更小 (红色圆形平面),

而DPSCs的样本之间则更发散 (蓝色平面)。

图1 通过主成分分析分析不同干细胞类型之间的差异

注:B1,B2,B3,B4为4个骨髓间充质干细胞样本;D1,

D2,D3,D4为4个骨髓间充质干细胞样本。

2.2 差异与重叠基因

韦恩图展示了BM-MSCs与DPSCs的重叠与

差异基因 (图2),结果可以看出2种干细胞均表

达的基因数为14
 

932,占所有注释基因的74.7%。

此外,在所有注释基因中,DPSCs特有表达的基

因有2
 

417个;BM-MSCs特有表达基因有362个。

2.3 关键差异基因筛选

将|log
 

FC|≥2,调整P<0.05作为差异基

因的筛选条件。DPSCs与BM-MSCs之间共有1
 

993
个差异表达的基因,其中DPSCs高表达的基因有

图2 DPSCs与BM-MSCs基因表达的差异和重叠

注:紫色区域为牙髓干细胞特有表达的基因数,粉色区域为

骨髓间充质干细胞特有表达基因数,中间暗红色区域为2种干细胞

均表达的基因数。

1
 

930个,BM-MSCs高表达的基因有63个。火山图

及热图如图3及图4所示。表1展示了DPSCs与

BM-MSCs差 异 表 达 前19位 基 因,包 括 MME、

SNORD28、SNORD13、TXN、SNORD41、B2M、

IL1R1、 HSP90AA1、SNORD13P3、SNORD76、

SNORD33、C1S、TNFRSF11B、LPAR1、SNORD44、

GLIPR1、RPS24、SNORD5、SNORD116-14。

图3 DPSCs与BM-MSCs差异基因火山图

注:红点为牙髓干细胞高表达基因,绿点为骨髓间充质干细

胞高表达基因。

2.4 差异表达基因的GO功能富集分析

利用 R语言中的cluster
 

Profiler包,从分子

功能、细胞组成、生物过程3个方面对DPSCs高

表达差异表达基因进行富集分析。GO富集结果表

明,差异基因在生物过程方面主要富集在核糖体

生物合成、核糖核蛋白复合物生物合成、rRNA合

成、rRNA代谢过程、细胞质翻译;在细胞组成方

面主要富集在核糖体亚基、核糖体、焦点黏附、

细胞基质连接、胞质核糖体;在分子功能方面主
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要富集在核糖体的结构成分、钙黏蛋白结合、未

折叠蛋白结合、蛋白质折叠伴侣 (图5)。

2.5 差异表达基因的KEGG富集分析

对DPSCs高表达的差异基因进行KEGG富集

分析,结果发现DPSCs高表达的差异基因主要富

集在核糖体,铁死亡,内质网蛋白质加工,脂肪

酸代谢,溶酶体,不饱和脂肪酸的生物合成,类

固醇生物合成,其他聚糖降解等通路 (图6)。

图4 DPSCs与BM-MSCs差异基因热图

表1 DPSCs与BM-MSCs差异表达前19位基因

基因名 |log
 

FC| P 值 调整P 值

MME 7.22 6.22E-16 1.99E-13
SNORD28 7.13 2.16E-17 6.15E-14
SNORD13 7.13 7.98E-14 5.17E-12
TXN 6.92 1.15E-13 6.58E-12
SNORD41 6.89 5.15E-17 6.43E-14
B2M 6.88 4.27E-16 1.63E-13
IL1R1 6.77 1.33E-16 9.54E-14
HSP90AA1 6.65 1.42E-16 9.54E-14
SNORD13P3 6.63 2.13E-17 6.15E-14
SNORD76 6.44 1.53E-17 6.15E-14
SNORD33 6.38 1.40E-16 9.54E-14
C1S 6.35 2.02E-16 1.19E-13
TNFRSF11B 6.35 1.69E-13 8.89E-12
LPAR1 6.31 8.81E-16 2.39E-13
SNORD44 6.17 1.43E-16 9.54E-14
GLIPR1 6.16 5.86E-17 6.51E-14
RPS24 6.03 3.38E-14 2.85E-12
SNORD5 6.02 3.16E-17 6.43E-14
SNORD116-14 6.00 3.99E-15 6.59E-13

2.6 蛋白质互作网络

从STRING数据库下载了由前100位差异基

因编码蛋白组成的PPI网络,包括61个节点和

121条边。经Cytoscape软件进行可视化分析,结

果如图7所示,均为 DPSCs高表达基因。利用

CytoHubba插件得到排序前十的关键差异基因编
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图5 DPSCs高表达差异基因的GO功能富集分析图

图6 DPSCs高表达差异基因的KEGG富集分析图

码蛋白为:HSP90AA1、ANXA5、CANX、CD9、

TFRC、 TXN、 PDIA6、 NT5E、 CD59、 B2M
(图8)。

2.7 牙髓干细胞表达的各类组织细胞的特征性基因

根据文献筛选DPSCs基因表达谱中多种类型组

织细胞特征性mRNA的表达[10-12],结果发现DPSCs
表达多种类型组织细胞的特征性 mRNA,包括骨

组织、肌肉组织、神经组织、造血支持基质、上

皮或内皮 (表2)。

2.8 qRT-PCR验证关键差异基因

对膜 金 属 内 肽 酶 (membrane
 

metallo
 

endo-

peptidase,MME)以及硫氧还蛋白 (thioredox-

in,TXN)进 行qRT-PCR
 

实 验 验 证,结 果 显

示,牙髓干细胞中 MME 和 TXN
 

的 mRNA
 

表

达量均显著高于骨髓间充质干细胞 (P<0.05)

(图9)。
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表2 牙髓干细胞表达的各类组织细胞的代表性基因

组织 基因 基因功能

骨 SPARC 该基因编码的蛋白质是骨中胶原蛋白钙化所必需的,同时也参与细胞外基质合成、促进细胞形变

COL5A2 该基因编码的Ⅴ型胶原蛋白存在于含有Ⅰ型胶原蛋白的组织中,可以调节异形纤维的组装

COL1A2 该基因编码的胶原蛋白存在于大多数结缔组织中,在骨骼、角膜、真皮和肌腱中含量丰富

BMP6 广泛调节铁稳态、脂肪、骨骼发育、排卵等生物过程

肌肉 ACTA1 该基因编码的产物属于肌动蛋白家族,是一种高度保守的蛋白质,在细胞的运动、结构和完整性中发挥作用

LMOD1 该基因在甲状腺、眼肌、骨骼肌和卵巢中表达量最高

ATP2A2 该基因编码一种位于骨骼肌肌浆的SERCA
 

Ca(2+)-ATP酶

MYH9 该基因编码一种常规的非肌肉肌球蛋白

CD81 该基因编码蛋白是一种细胞表面糖蛋白,能促进肌肉细胞融合,并支持肌管的维护

TAGLN 该基因编码一种肌动蛋白结合蛋白,属于钙调节蛋白家族

造血 MIF 该基因编码一种参与细胞免疫、免疫调节与炎症的因子

FBLN1 Fibulin
 

1是一种分泌的糖蛋白,与纤维细胞外基质结合

CSF3R 该基因编码的蛋白质是集落刺激因子3的受体,是一种控制粒细胞产生、分化和功能的细胞因子

COL6A3 该基因编码Ⅳ型胶原蛋白的α-3链

CD36 该基因编码的蛋白质是血小板表面的第四个主要糖蛋白,在血小板和各种细胞系中作为血栓反应蛋白的受体

神经 BDNF 该基因编码的蛋白质与其同源受体结合促进了成人大脑中神经元的存活

CHRNB1 该基因编码乙酰胆碱受体的β亚基

CDH2 该基因编码的蛋白在神经系统的发育以及软骨和骨骼的形成中起着重要作用

ENO2 该基因编码蛋白质的同工酶出现在成熟神经元和神经元起源的细胞中

上皮 COL4A6 该基因编码Ⅳ型胶原蛋白的6个亚基之一,Ⅳ型胶原蛋白是基底膜的主要结构成分

COL4A5 该基因编码Ⅳ型胶原蛋白的6个亚基之一,Ⅳ型胶原蛋白是基底膜的主要结构成分

KDR 该基因编码血管内皮生长因子的2个受体之一

LAMB2 该基因编码的层粘连蛋白是构成基底膜的主要非胶原成分

LAMB1 该基因编码的层粘连蛋白是构成基底膜的主要非胶原成分

PROCR 该基因编码蛋白是一种N-糖基化Ⅰ型膜蛋白

EDF1 该基因编码的蛋白可调节内皮细胞分化、脂质代谢以及激素诱导的心肌细胞肥大

VCAM1 该基因编码由内皮细胞表达的细胞表面唾液糖蛋白

KRT19 这种基因编码的蛋白质是角蛋白家族的一员,负责上皮细胞结构完整性

图7 排名前100位差异基因编码蛋白的PPI网络图

图8 排名前十的关键差异基因编码蛋白

图9 MME和TXN的相对表达水平

注:MME,膜金属内肽酶;TXN,硫氧还蛋白。

3 讨论

自2000年DPSCs发现以来,其已成为再生治

疗中最常讨论的间充质干细胞之一。DPSCs具有

来源广泛、增殖能力强、低免疫原性、获取容易、

自体移植方便等特点,不涉及免疫排斥反应和伦

理道德问题,克服了胚胎干细胞的两大致命弱

点[14]。有证据表明,间充质干细胞的起源是其生

物学特性和治疗效果的决定因素之一。本部分实

验通过从GEO数据库中下载DPSCs与BM-MSCs
基因表达芯片,探讨二者在基因表达中的差异,

结果发现DPSCs与BM-MSCs的基因表达谱整体
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相近,但存在一些显著的差异,这表明干细胞根

据其来源具有不同的特征。

本研究发现DPSCs基因表达谱中与肺部发育

相关基因MME、TXN 显著高于BM-MSCs。DP-

SCs基因表达谱中MME 的表达较BM-MSCs显著

提高了14倍多。MME,也称为CD10,被认为是

干细胞的关键生物标志物[15]。Sunday等[16]研究发

现CD10在气道上皮发育前沿表达,并参与介导胎

儿肺部生长调节。King等[17]研究发现CD10通过

增强内源性bombesin样肽调控胎儿肺部生长和成

熟。此外,DPSCs表达谱中 TXN 的表达量也是

BM-MSCs的近14倍。TXN 是一种氧化还原调节

蛋白,在调节转录因子活性和抑制细胞凋亡方面

起多 种 作 用[18]。Suresh 等[19]研 究 发 现 过 表 达

TXN-1的间充质干细胞可促进心肌梗死大鼠促血

管生成因子的表达,改善纤维化以及心脏功能。

GO富集分析结果显示DPSCs高表达差异基

因主要富集在核糖体生物合成,核糖核蛋白复合

物的生物合成,rRNA加工,rRNA代谢,细胞质

基因翻译等过程。核糖体的生物合成在细胞的生

长、增殖过程中占有重要地位,这与王亦菁等[20]

研究发现DPSCs的增殖能力较BM-MSCs更强是

一致的。干细胞的高度增殖能力对于组织修复和

器官再生具有重要意义。细胞通过分裂增殖产生

子细胞的过程必须依赖于细胞内蛋白质、脂质、

核酸的新生与积累,KEGG 结果也提示核糖体、

内质网蛋白质加工、脂肪酸代谢、不饱和脂肪酸

的生物合成通路显著富集。大分子物质的合成主

要是通过细胞代谢网络实现的,细胞代谢提供了

细胞分裂增殖所需的物质基础[21]。此外,研究发

现间充质干细胞可以通过促进内质网应激来改善

博来霉素小鼠肺部纤维化[22];间充质干细胞通过

减少肝细胞的线粒体损伤来改善脂质代谢,治疗

肝切除术后的肝衰竭[23]。综上所述,DPSCs高表

达的基因功能主要表现在细胞增殖以及蛋白质、

脂质、核酸代谢上,对于组织修复具有重要意义。

PPI 网 络 筛 选 了 HSP90AA1、ANXA5、

CANX、CD9、TFRC等10个蛋白编码基因作为

DPSCs与BM-MSCs的关键差异基因。热休克蛋

白90α [heat
 

shock
 

protein
 

90kda
 

alpha (cytosol-

ic),class
 

a
 

member
 

1,HSP90AA1]不仅在细胞

内发挥作用,还被认为是在伤口愈合和炎症中发

挥分泌作用的细胞外剂[24]。研究发现在大鼠缺血

再灌注模型中,过表达 Hsp90aa1可减弱葡萄糖剥

夺诱导的心肌细胞凋亡[25]。膜联蛋白A5 (annex-

in
 

A5,ANXA5)通过结合表达磷脂酰丝氨酸的

细胞,发挥抗炎,抗凝血和抗凋亡作用,ANXA5
的短期治疗可能通过干扰单核细胞在病变部位的

募集与活化来减少动脉粥样硬化的斑块炎症[26]。

本研究发现 DPSCs表达多种组织细胞的特征性

mRNA,反映出其高度可塑性和分子功能的异质

性,是多种成熟细胞的一种中间分化状态,为DP-

SCs的多向分化潜能提供了 mRNA水平的分子理

论依据,为更好地利用DPSCs作为组织工程的种

子细胞奠定了坚实的理论基础。近年来,研究发

现移植牙髓干细胞在治疗多种系统损伤性疾病中

发挥着重要的作用,如脊髓损伤、阿尔茨海默病、

糖尿病、眼部疾病、肝病及心肌梗死等疾病;然

而,DPSCs的研究尚处于初级阶段,仍存在着诸

多问题,如再生效应的长期稳定性、移植风险、

质量控制以及工业化的制备流程,因此需要学者

们通过更多的有效临床前和临床研究去探讨DP-

SCs的特性及其治疗机制。

综上所述,本研究结果表明与BM-MSCs相

比,DPSCs显著高表达肺部发育相关基因 MME
以及抗氧化相关的基因TXN;DPSCs高表达差异

基因的功能主要富集在细胞增殖以及蛋白质、脂

质、核酸代谢上;因此DPSCs作为组织工程种子

细胞可能更具有优势,为DPSCs用于组织工程奠

定了理论基础。
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