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成纤维生长因子10（fibroblast growth factor 10，
Fgf10）及其受体（fibroblast growth factor receptor 2b，
Fgfr2b）在哺乳动物继发腭发育早期有重要作用：
介导胚胎腭突上皮和间充质之间的相互作用，调节

细胞的迁移、增殖、分化和维持细胞生存。哺乳动
物的腭发育是一个连续的、多步骤的过程，在整个

胚胎发育中为晚期事件，故发育过程易受到外界因

素的干扰。本研究旨在探明外源性糖皮质激素地塞
米松（dexamethasone，DEX）和维生素B12（vitamin B12，

VitB12）对哺乳动物腭发育早期Fgf10和Fgfr2b信号的
影响。

1 材料和方法

1.1 实验动物和分组给药
SPF级C57BL/6J小鼠购自四川大学华西动物实

验中心，8~10周龄，体重均在20 g以上。C57BL/6J
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[摘要] 目的 观察地塞米松和维生素B12作用后小鼠胚胎腭突成纤维生长因子10（Fgf10）及成纤维生长因子2b受
体（Fgfr2b）信号的变化。方法 将孕鼠分为致畸组、拮抗组和对照组，各组孕鼠分别注射地塞米松、地塞米松和维
生素B12、生理盐水，胚胎12.5和13.5 d处死孕鼠并获取胚胎腭突，采用免疫印迹和BrdU染色的方法检测胚胎腭突
Fgf10和Fgfr2b信号和间充质细胞增殖的变化。结果 地塞米松作用后，小鼠胚胎腭突Fgf10和Fgfr2b表达显著下调，
间充质细胞增殖抑制；维生素B12拮抗后，虽然Fgf10和Fgfr2b表达仍然下调，但间充质细胞增殖恢复。结论 地塞
米松和维生素B12影响小鼠胚胎腭突Fgf10和Fgfr2b表达和间充质细胞增殖，但二者的变化并不协调一致。
[关键词] 胚胎腭突； 地塞米松； 维生素B12

[中图分类号] R 782.2 [文献标志码] A [doi] 10.3969/j.issn.1000-1182.2010.05.025

Effects of dexamethasone and vitamin B12 on expression of fibroblast growth factor 10 and fibroblast
growth factor receptor 2b during early palatogenesis HE Wei1，2, LU Sheng -jun1，3, LI Cheng -hao1，3, ZHOU
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[Abstract] Objective To observe the alteration of fibroblast growth factor 10（Fgf10） and fibroblast growth factor
receptor 2（Fgfr2b） signal in mouse embryonic palate after dexamethasone and vitamin B12 exposure. Methods Dams
were divided teratogenetic group, antagomistic group and control group and were respectively injected dexamethasone, de-
xamethasone and vitamin B12, and normal sodium. Dams were killed and fetus was collected at embryo 12.5 and 13.5 day.
The expression of Fgf10 and Fgfr2b and mesenchymal cells proliferation of mouse embryonic by western blotting and
BrdU assay were checked. Results Fgf10 and Fgfr2b expression was down-regulated and mesenchymal cells proliferation
was inhibited significantly after dexamethasone exposure. After vitamin B12 treatment, Fgf10 and Fgfr2b expression did
not restore, but cells proliferation was recovered. Conclusion Dexamethasone and vitamin B12 affected the expression of
Fgf10 and Fgfr2b of mouse embryonic palate and mesenchyme cells proliferation, but the change was disaccord.
[Key words] embryonic palate； dexamethasone； vitamin B12
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雌雄小鼠以2∶1比例合笼过夜，次日晨检查雌鼠有阴
道栓者，记为胚胎0 d（embryo，E0），并称重标记。
实验动物分为对照组、致畸组和拮抗组，每组3只
孕鼠，分别在E10~E12每天腹膜下注射生理盐水
（normal sodium，NS），每只0.1 mL，6 mg·kg-1 DEX、
DEX 6 mg·kg-1和VitB12 10 mg·kg-1。3只孕鼠于E12.5
和E13.5处死并收集胚胎腭突，处死前2 h腹腔注射
BrdU 50 mg·kg-1，检测胚胎腭突细胞增殖。
1.2 主要实验试剂及器材
生理盐水（湖南科伦制药有限公司），DEX（Sigma
公司，美国），VitB12（Sigma公司，美国），Trizol
（Invitrogen公司，美国），BCA蛋白定量试剂盒
（Millpore公司，美国），兔抗鼠多克隆抗体Fgf10/
Fgfr2b/GAPDH（Santa Cruz公司，美国）。
电泳仪和半干转膜仪（Bio-RAD公司，美国），

聚偏二氟乙烯（polyvinylidene difluoride，PVDF）膜
（Millpore公司，美国），凝胶成像分析系统（Bio-
RAD公司，美国）。
1.3 免疫印迹检测
分别于E12.5和E13.5断颈处死孕鼠，取出胚胎

后在体式显微镜剪取小鼠胚胎腭突，Trizol法提取总
蛋白质后，用BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白含量。
配制10％/12％分离胶和5％浓缩胶，取含30 μg小鼠
胚胎腭突蛋白的细胞裂解上清液，加入5×SDS上样
缓冲液至终浓度为1倍，沸水中煮5 min使蛋白变性，
然后加入电泳胶电泳槽，浓缩胶80 V，电泳时间
30 min，分离胶100 V，电泳时间根据目的蛋白相对
分子质量大小以及蛋白标志物指示调整。纯甲醇活
化孔径为0.45 μm PVDF膜1 min，水洗30 s，取出电
泳后的凝胶，然后将胶、滤纸和PVDF膜放入转膜
缓冲液中浸泡30 min。在半干转膜仪器中按滤纸-
膜-凝胶-滤纸顺序叠放，电压25 V，转膜时间根据
目的蛋白相对分子质量大小调整。转膜完毕后取出
PVDF膜，标记后含5%脱脂奶粉TBST缓冲液封闭
PVDF膜，37℃摇2 h后，加入适量适当浓度的一抗，
室温孵育1 h后，4 ℃冰箱过夜，次日室温下TBST洗
3次；同上方法准备二抗稀释液并与膜接触，室温
下孵育1～2 h后，室温下TBST洗3次，将膜滴干后放
在Bio-Rad凝胶成像系统的检测仪板上，将等量混
匀的A和B两种试剂滴加于膜上，曝光并拍照。凝胶
图像分析：用凝胶图像处理系统分析目标带的净光

密度值。
1.4 BrdU染色
将标本玻片放入68 ℃烤箱中烤片，然后常规二

甲苯脱蜡和梯度乙醇依次脱水，3%H2O2 37 ℃孵育
以阻断灭活内源性过氧化物酶，2 mol·L-1 HCl变性

DNA，37 ℃孵育30 min，0.125%胰蛋白酶室温消化
10 min，正常羊血清工作液37 ℃封闭后滴加一抗
（1 ∶400），37 ℃孵育2 h，室温30 min，然后4 ℃过
夜，次日滴加二抗37 ℃孵育30 min，然后DAB显色
1~2 min，自来水充分冲洗后，苏木素复染30 s，常
规脱水、透明、干燥和封片，光学显微镜下观察拍
照，并计数BrdU阳性细胞。
1.5 统计分析
数据统计分析用SPSS 13.0统计软件包。所有结

果用平均数±标准差表示，作t检验和掊2分析，P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫印迹分析
免疫印迹分析结果见图1和图2。

C：对照组；T：致畸组；A：拮抗组。
图 1 E12.5和E13.5鼠胚胎腭突Fgf10和Fgfr2b免疫印迹

Fig 1 Western blotting assay of Fgf10 and Fgfr2b of mouse em-
bryonic palate at E12.5 and E13.5

上：E12.5；下：E13.5。
图 2 对照组、致畸组和拮抗组小鼠胚胎腭突Fgf10和Fgfr2b的
表达差异（*表示P<0.05）

Fig 2 The expression difference of Fgf10 and Fgfr2b of mouse
embryonic palate among control group, teratogenetic group
and antagomistic group（*P<0.05）
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从图1和图2可以看出：E12.5致畸组Fgf10在小
鼠胚胎腭突的表达较对照组升高，但两组间差异没

有统计学意义（P>0.05），而在拮抗组显著降低（P<
0.05）；与对照组比较，致畸组Fgfr2b在小鼠胚胎腭突
的表达显著降低（P<0.05），在对照组和拮抗组间比
较没有显著差异（P>0.05）；E13.5时，与对照组比较，
Fgf10的表达在致畸组和拮抗组降低，致畸组及拮抗
组与对照组比较均有显著性差异（P<0.05）；Fgfr2b
表达在致畸组和拮抗组均较对照组降低（P<0.05），
而致畸组和拮抗组间比较没有显著差异（P>0.05）。

2.2 细胞增殖分析
图3表示小鼠胚胎腭突冠状位切片BrdU染色计

数细胞增殖，图4表示E12.5和E13.5时，对照组、致
畸组和拮抗组小鼠胚胎腭突间充质增殖细胞比较。
图3显示E12.5对照组小鼠胚胎腭突检测到较多BrdU
（+）细胞，DEX干预后小鼠胚胎腭突的BrdU（+）细胞
显著下降（P<0.01，图4），VitB12拮抗后BrdU（+）细胞
没有明显增加。E13.5对照组、DEX和VitB12共干预

组相比，DEX干预后小鼠胚胎腭突的BrdU（+）细胞
显著下降（P<0.01，图4）。

图 4 E12.5和E13.5，对照组、致畸组和拮抗组小鼠胚胎腭突间
充质增殖细胞比较（*表示P<0.05）

Fig 4 The difference of proliferation cells of mouse embryonic
palatal mesenchyma among control group, teratogenetic
group and antagomistic group at E12.5 and E13.5（*P<
0.05）

3 讨论

哺乳动物继发腭的发育在整个胚胎发育过程中

属晚期事件，是一个多步骤连续的过程：胚胎腭突

从两侧上颌突延伸，在舌两侧垂直生长，上抬于舌

上方，在中线位置接触、黏附和融合。这些因素导
致腭发育非常易受外界环境和内在遗传因素的影响，

如果其中任何一步受到干扰，都有可能使腭发育延

迟导致腭裂的发生。在小鼠，继发腭在E12.5从两侧
上颌突延伸出来，E13.5在舌两侧垂直位生长，接着
E14.0上抬于舌之上，于E14.5在中线位置接触，最
后融合[2]。

DEX可使多个器官的重量减轻，如胸腺、脾、
肾上腺、肝和肺等[3]，并且能诱导包括唇腭裂和神经

管畸形在内的多种实验室动物畸形[4-5]。DEX干预孕
期啮齿动物后，胚胎的腭板间充质细胞增殖下降，

腭板变小，上抬延迟，相对腭突无法在中线接触，

进而影响其融合，形成腭裂[5]。
B族维生素，如叶酸、VitB6、VitB12等可降低实

验动物和人群唇腭裂的发生 [6-7]。同时有研究 [8-11]提

示，B族维生素能降低药物（可的松、苯妥英钠、环
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磷酰胺等）诱导的实验动物腭裂发生的风险。动物
实验[12]显示，孕期大鼠血液和羊水中VitB12水平均降

低，羊水中含量更低，孕期对维生素的需求较平时

更大，说明胎儿有可能因没有充足的维生素而产生

疾病，如神经管畸形、面裂畸形等。而孕鼠注射
DEX的同时给予不同质量浓度的VitB12，胎鼠的腭裂

发生率显著降低[9]。笔者[13]先前的实验结果显示，予

孕鼠6 mg·kg-1 DEX后，胚胎腭裂发生率从3.1%升高
至42.1%，而用VitB12拮抗后，胚胎腭裂发生率又显

著降低（42.1%~18.4%）。
DEX诱导的小鼠腭裂表型与Fgf10和Fgfr2b-/-小

鼠腭裂表型相似 [14-15]。Fgf10和Fgfr2b在继发腭早期
发育中有重要作用：表达于腭间充质的Fgf10与表达
于腭上皮的Fgfr2b结合，激活下游信号Shh和Bmp2表

达，进而诱导间充质细胞的增殖。扰乱Fgf10和
Fgfr2b信号通路将影响上皮—间充质间的相互作用，
导致细胞增殖降低并影响上皮间充质细胞的存活情

况[14-15]。
本研究通过免疫印迹检测DEX和VitB12干预后，

E12.5和E13.5 Fgf10和Fgfr2b信号的变化，结果显示
Fgf10和Fgfr2b信号的变化并不完全一致。Fgf10和
Fgfr2b主要调控间充质细胞生存和增殖，Fgf10-/-小

鼠胚胎腭突间充质增殖细胞数与野生型小鼠的无显

著差异，但凋亡细胞显著增加，Fgfr2b表达无变化，
说明Fgf10对细胞的增殖没有直接影响，仅维持细胞
的生存且不直接调控Fgfr2b的表达[15]。Spry2-/-小鼠胚

胎腭突间充质Fgfr2b表达增高，增殖细胞数增加[16]，

说明Fgfr2b与细胞增殖密切相关，并与Spry2的表达
呈负相关关系。除此之外，胚胎腭突间充质细胞增
殖还受Msx1信号通路调控[17]。

E12.5 DEX作用后，对小鼠胚胎腭突Fgf10表达
无显著影响，DEX通过激活Spry2表达或抑制Msx1表
达来降低Fgfr2b表达，没有足够的Fgfr2b诱导下游信
号因子Shh表达，故细胞增殖受抑制。VitB12作用后

Fgf10表达抑制，Fgfr2b表达无显著变化，VitB12通过

抑制Spry2的表达，从而使Fgfr2b表达受抑制程度减
轻，但Shh的表达除受Fgfr2b调控外还受Msx1调控，
VitB12可能对Msx1信号无影响，且Fgfr2b的表达恢复
不足以补偿Msx1的表达抑制，故细胞增殖抑制并未
缓解。

E13.5 DEX干预母鼠后，胚胎腭突间充质细胞
Fgf10和Fgfr2b表达显著降低，E11.5～E13.5 Fgf10表
达在小鼠胚胎腭突[15]，其表达降低可能是生理性的

变化，而Fgfr2b表达贯穿于腭融合的全过程[1]，此时

仍受到DEX作用的影响，故表达仍受抑制，细胞增
殖降低。VitB12作用后，小鼠胚胎腭突细胞增殖显著

恢复，由于Spry2的表达由腭前部间充质逐渐转移到
口腔面上皮，所以，VitB12虽然作用于Spry2，但对
Fgfr2b的调控减弱，表达仍显著降低。说明Fgfr2b并
不直接调控间充质细胞增殖，而是通过Shh促进增
殖，而此时Shh上游除被调控外，尚受Msx1影响，
其下游信号表达增强，恢复细胞增殖。Fgf10表达同
E12.5。
以上结果说明DEX和VitB12可影响Fgf10和Fgfr2b

的表达及小鼠胚胎腭突间充质细胞的增殖，但是

Fgf10和Fgfr2b并不直接调控细胞增殖，而是通过对
下游信号因子如Shh的表达调控从而影响细胞增殖，
但是DEX和VitB12作用广泛，且腭发育过程受众多信

号调控，信号网络间关系复杂，细胞增殖还受其信

号因子调控，如Msx1、Bmp4和Bmp2，因此DEX和
VitB12作用后的Fgfr2b和Fgf10表达变化与细胞增殖并
不完全协调一致。因此，以后还需进一步深入研究
DEX和VitB12对小鼠胚胎腭突发育期间其他信号因子

的影响。
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超声领域领先制造商法国赛特力公司于2005年推出了用于口腔外科的超声设备：PiezotomeTM超声骨刀。注册证号：国食
药监械（进）字2007第2230109号。超声骨刀主要用于骨切开术、骨整形术、骨嵴扩张、韧带切开术、上颌窦提升等棘手的精细
手术。使用PiezotomeTM超声骨刀，可以毫不费力地进行精细的切割手术并且不会损伤软组织。术后创口疼痛轻微，愈合迅速。
而且，切割不用十分费力，即可获得清晰的切割刀口。
由于选定的频率在28～36 kHz之间，所以PiezotomeTM超声骨刀只对硬组织有效，从而降低了软组织受损的危险。发生器间
歇产生低幅值超声振动，这种经调谐的超声切割可使组织放松并使其微结构得到最佳的修复，因而切割创面清晰整齐，有利

于创口更好地愈合。
超声骨刀的工作尖坚固耐用，且振幅受到控制，因而切割精度非常高。另外，手柄操纵非常灵活，工作尖的设计符合解
剖形态，易于进行非常棘手的手术。

PiezotomeTM超声骨刀还对切割表面有止血作用。超声空化作用可以限制血液渗出且利于从工作区清除骨屑，使医师能非
常清楚地看到手术区，并可避免可能导致组织退化的术区温度升高及骨灼伤。
得益于最尖端的双向动力超声发生器SP NewtronR技术的推动，PiezotomeTM超声骨刀有如下出众的特性：1）实时自动频率
调节，可有效地感知手术操作；2）推拉电路，功率强大并可准确连续控制工作尖振幅以保护脆弱的组织；3）反馈机制，让使用
和操作更轻松、精确。这3个特点构成了巡航控制系统TM，使临床医师可轻松控制局面，确保手术绝对安全。
赛特力公司研发部门与口腔专家合作，独家推出专利产品———IntralLift上颌窦内提升套装，利用水动力提升斯奈德膜，可
实现上颌窦提升和植入种植体同期进行，大大缩短了治疗时间，令患者更加安全、舒适。
在原有LC拔牙尖基础上，又研制出了Extraction拔牙套装。拔牙尖可以用于拔除阻生齿，还可以完成根尖剥离、牙半切及
截根术等。纤细的拔牙尖结合超声技术，能够轻松通过牙周膜间隙，剥离牙周膜。工作尖规则线性运动，避免了惯性碰撞，
降低了邻牙损伤的危险，实现了快速微创治疗。

PiezotomeTM超声骨刀是进行预种植手术（骨切开术、上颌窦提升、拔牙）时的首选工具，此外还可用于传统的超声治疗。
只要接上超声手柄，就可以使用超声领域的近80多个赛特力专业超声工作尖进行牙周病、牙髓病、洁牙及修复等治疗。
PiezotomeTM超声骨刀———口腔外科手术成功和安全的保证。
更详尽的产品信息请咨询法国艾龙集团北京办事处（原法国赛特力-碧兰公司）。电话：010-64657011/2/3/4；电子邮件：

beijing@cn.acteongroup.com；网站: www.cn.acteongroup.com。
法国艾龙集团北京办事处

口腔外科新利器———赛特力公司超声骨刀
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