
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.5 FEB.2017

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.05.002

牙本质基质蛋白 1在口腔鳞癌细胞中的表达 *
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摘要 目的：观察牙本质基质蛋白 1（dentin matrix protein 1, DMP1）在舌鳞癌细胞 Cal-27、Tca-8113以及人永生化表皮细胞 Hacat

中的表达情况，初步探讨 DMP1与口腔鳞癌的相关性。方法：免疫荧光染色用于人永生化表皮细胞 Hacat与舌鳞癌细胞 Cal-27

中，于共聚焦显微镜下观察 DMP1在两组细胞的染色情况；采用 Western blot方法，分别提取 Hacat, Cal-27和人舌鳞癌细胞

Tca-8113中 DMP1蛋白并检测其含量。结果：通过免疫荧光实验观察到 DMP1在 Cal-27细胞及 Hacat细胞中都表达于细胞质，同

时发现 DMP1 在 Hacat 细胞中的荧光强度为 41.2，高于 Cal-27 细胞荧光强度 26.5；Western blot 实验结果显示 Hacat细胞中

DMP1蛋白的灰度分析值为 100和 109，明显高于 Cal-27和 Tca-8113细胞的 40.8和 37.6。结论：DMP1在口腔鳞癌细胞和 Hacat

细胞中的表达存在差异，提示 DMP1可能与口腔鳞癌的发生相关。
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The Expression of Dentin Matrix Protein 1 in Oral Squamous Cancer Cells*

To detect the expression of dentin matrix protein 1 in tongue squamous cell carcinoma Cal-27, Tca-8113

and immortalized human epidermal cells Hacat, then analysis the relationship between DMP1 and oral squamous cell carcinoma.

Immunofluorescence was used to detect the expression of DMP1 in Hacat and Cal-27 cells by the confocal microscopy. DMP1 protein

would be extracted in squamous carcinoma Tca-8113, Cal-27 and Hacat cells respectively, the western blot was used to detect the protein

content of DMP1 in the two groups. In immunofluorescence, the expression of DMP1 protein in the cytoplasm, the fluorescence

intensity of DMP1 in Hacat cells is 41.2, higher than the fluorescence intensity of DMP1 in Cal-27 cells is 26.5. Western blot experiments

have shown, DMP1 protein fold change is 100 and 109 in Hacat cells, higher than DMP1 protein fold change is 40.8 and 37.6 in the

Cal-27 and Tca-8113 cells. The expression between oral squamous cell carcinomas and normal tissue have differences,

prompt DMP1 may be associated with the occurrence of oral squamous cell carcinomas.
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前言

口腔颌面部的恶性肿瘤中以鳞状细胞癌最为多见，一般占

80 %以上，我国口腔颌面部鳞状细胞癌多发生于 40～60岁的

成人，男性多于女性，以舌、颊、牙龈、腭、上颌窦为常见。口腔鳞

癌由于其治愈难度较大，预后较差，一直作为临床及科研的重

点研究对象[1]。

DMP1是 George等[2]由大鼠成牙质细胞 cDNA克隆中发

现的一种高度磷酸化的非胶原蛋白，其属于小整合素结合配体

N 端联结糖蛋白家族（small integrin-binding ligand，N-linked

glycoprotein family，SIBLING）成员，是矿化组织当中非胶原蛋

白的重要构成部分。该蛋白最初被认为仅仅存在于牙本质当

中，后来研究发现在骨[3]以及非矿化组织，如脑[4]、唾液腺[5]等软

组织也出现相应表达，也可表达于恶性肿瘤[6]。而该蛋白在口腔

鳞癌中的研究尚未见报道，故本实验拟检测 DMP1在口腔鳞癌

细胞中的表达情况，初步探讨 DMP1与口腔鳞癌的相关性。

1 材料与方法

1.1 实验试剂和仪器

口腔鳞癌细胞系 cal-27和 Tca-8113（北方转化中心实验

室）、人永生化表皮细胞 Hacat（一研生物科技，上海）；高糖型改

良 Eagle培养基（Dulbecco's modified eagle medium，DMEM），

胎牛血清和青链霉素（Gibco，美国），二氧化碳培养箱（Heal

Force，中国），小鼠抗人 DMP1（LFMb-31）单克隆抗体（Santa

Crus Biotechnology，美国），山羊抗鼠 IgG-FITC 二抗（博士德，

武汉），BSA-AR1006 封闭液（博士德，武汉），荧光封片胶
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（DAKO，丹麦），ECL发光液及 BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧

云天，上海），RIPA蛋白裂解液（碧云天，上海），Zeiss LMD 800

共聚焦显微镜。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 Cal-27细胞和 Hacat细胞用含 10 %胎血清、

1 %青链霉素的 DMEM，在 37℃、5 % CO2的培养箱中常规培

养，3 d更换一次培养液，取对数生长期的细胞用于实验。

1.2.2 免疫荧光染色 将细胞接种至装有载玻片的孔板中，4

%多聚甲醛固定 15 min，PBS浸洗 3次，0.1 % Triton X-100室

温通透 10 min，PBS浸洗 3次，1 % BSA封闭 30分钟，一抗 4

℃湿盒内过夜。次日取出后 PBS冲洗 3次，二抗 37℃孵育 1

小时，PBS冲洗 3次，行 DAPI细胞核染色，封片，于共聚焦显

微镜下观察，随机选取 10个视野，应用 Image J软件行荧光定

量分析，将取得结果进行统计学分析。

1.2.3 Western bolt 检测 DMP1 蛋白表达 分别取 cal-27 和

Hacat细胞，RIPA蛋白裂解液试剂盒提取总蛋白，BCA比色法

测定蛋白质浓度，取相同质量的细胞裂解液，配置 12 %

SDS-PAGE分凝胶和 4 %的浓缩胶，80 v 30 min，120 v 1 h电泳

分离，转至 PVDF膜上 5 %脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入 DMP1

抗体（1:1000），4 ℃孵育过夜，次日 TBST洗膜，加二抗（1:

5000）室温孵育 1 h，漂洗，ECL显色，分析比较记录。应用 Im-

gae J软件对结果进行定量灰度分析。

1.3 统计学分析

应用 SPSS19.0统计软件，采用 t检验对以上实验数据结果

进行统计学分析，P＜0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫荧光蛋白显色及定位

共聚焦显微镜下观察，在 Hacat细胞中，胞核呈蓝色（如图

1a），DMP1蛋白于细胞质显色，胞质呈绿色，显色程度较明显，

胞核形态完整，染色均匀一致（如图 1b）；在 Cal-27细胞中，胞

核呈蓝色（如图 1d），DMP1蛋白于细胞质显色，胞质色绿，显色

程度较弱，亮度不均匀（如图 1e）；故 DMP1 蛋白在 Cal-27 及

Hacat细胞中的阳性表达有差异性。荧光定量分析显示 Hacat

细胞的荧光强度为 41.2，Cal-27 细胞中 DMP1 荧光强度为

26.5，Hacat细胞的荧光强度明显高于 Cal-27细胞，差异具有统

计学意义（P＜0.05，如图 2）。

图 1 免疫荧光显色结果图

Fig.1 The results of DMP1 protein immunofluorescence chromogenic

2.2 Western blot检测口腔鳞癌中 DMP1蛋白表达水平

定量 western-blot检测结果，灰度分析值显示 DMP1蛋白

在 Hacat细胞中的表达分别为 100和 109，显著高于 Cal-27细

胞和 Tca-8113细胞中的表达 40.8和 37.6 (如图 3)，Hacat细胞

中 DMP1 蛋白表达水平为 Cal-27 和 Tca-8113 的 2.45 倍和

2.90倍（如图 4）。

3 讨论
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图 2 免疫荧光定量图

Fig.2 Immunofluorescence quantitative figure

研究证明 DMP1主要参与牙本质及骨的形成和矿化过程，

DMP1基因敲除动物可表现牙本质和全身骨组织的明显异常，

并发现其在成牙本质细胞、成牙骨质细胞、成釉细胞、成骨细

胞、骨细胞前体细胞、骨细胞以及某些非矿化组织中均有表达，

其对启动矿化结晶、维持矿化结构起着重要作用[7,8]。除了参与

矿化过程，DMP1可以作为转录因子调节相关基因表达。

Fisher[6]等在九种不同的恶性肿瘤中均检测到 SIBLING家

族蛋白的存在，认为这些蛋白可以作为肿瘤早期诊断的标记

物，DMP1作为 SIBLING家族蛋白的成员之一，现已被发现作

为一种特殊的肿瘤抑制因子，其能够促使依赖 Arf/p53的细胞

周期停滞。Mallakin[9]等研究发现 DMP1缺失可损害 Arf/p53对

细胞周期调控的抑制作用，从而促进 K-ras介导的肺肿瘤的发

生。DMP1对 Arf-p53调控同时，能够被 E2F和 NF-资B抑制其

表达，从而促进肿瘤的发生[8]。同时 DMP1能通过激活基质金

属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase 9，MMP9）降解基底膜的

IV 型胶原和血管内皮钙粘蛋白，肿瘤坏死因子 琢（Tumor
Necrosis Facto，TNF）能促进 MMP9 的表达，故 TNF-琢 与
DMP1可能共同参与了渗透性增高过程[11]。

在软组织中，DMP1广泛分布于大脑、乳腺、结肠、肺和口

腔癌组织中[12-16]，特异性的激活 proMMP-9并与之结合，进而促

进肿瘤细胞的侵袭[12]。而对涎腺肿瘤的研究发现，在多型性腺

瘤和粘液表皮样癌中均可见其表达，并存在部位差异性，提出

DMP1 C末端可能参与涎腺肿瘤不同的发展过程。而对乳腺癌

的研究 [15] 中发现，DMP1 存在三种不同的剪切变异形式，

DMP1-琢、茁、酌，并通过实验证实在乳腺癌中，三种编码形式的
表达存在差异，DMP1-茁 过表达，DMP1-琢 低表达，DMP1-酌几
乎不表达，这对该蛋白的研究开拓新的方向。

本实验的研究结果显示：免疫荧光实验中，在 Hacat细胞

中，DMP1于细胞质显色，胞质呈现绿色，显色程度明显，胞核

形态完整，染色均匀一致，胞核呈蓝色；而在 Cal-27细胞中

DMP1蛋白亦于细胞质显色，显色程度较弱，亮度不均匀，胞核

呈蓝色。免疫荧光定量分析显示，Hacat细胞中 DMP1荧光显

色强度明显高于 Cal-27细胞，差异有统计学意义（P＜0.05）。在

Western blot实验中，我们分别检测 Hacat细胞、Cal-27细胞与

Tca-8113细胞中的 DMP1表达，通过定量分析，Hacat细胞中

DMP1 蛋白表达水平为 Cal-27 和 Tca-8113 的 2.45 倍和 2.90

倍。上述实验证实了 DMP1蛋白在正常细胞中的表达高于口腔

鳞癌中的表达。

DMP1作为肿瘤抑制因子，其活性可以被多种转录因子如

E2F[17]，药物如蒽环类抗癌药或多种蛋白如 p56抑制[18]，并且受

多条通路调控和影响，我们对 DMP1在矿化过程中的作用及机

制有了一定的了解 [19]，其在牙和骨发育过程中扮演着重要作

用，但对其在肿瘤中的作用机制尚不明确。本研究初步探究了

其在口腔鳞癌和正常细胞中的表达情况，这一现象提示 DMP1

可能与口腔鳞癌的发生具有相关性，但其在肿瘤的发生、发展、

转移及预后中的功能和机制尚有待研究，故而 DMP1在口腔鳞

癌中具有一定的研究前景和研究价值。
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