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牙髓炎是口腔科常见病和多发病。其发病机制
一直是人们关注的热点，目前研究多针对个别蛋白

质展开，存在一定的局限性，无法从整体上探讨牙

髓细胞的生物应答反应。蛋白质组学的出现弥补了
上述研究的弊端，以整体观点来解析生命现象。本
研究利用正常人牙髓细胞和重组人白细胞介素-1β
（recombinant human interleukin-1β，rhIL-1β）诱导
人牙髓细胞，通过蛋白质组学的方法，发现2组细
胞间蛋白质表达的差异，并对差异蛋白质点进行分

析和鉴定。

重组人白细胞介素-1β诱导
人牙髓细胞蛋白质组的差异分析

郭世梁1 张颖丽1 黄洋2

（1.吉林大学口腔医院 牙体牙髓病科； 2.儿童牙病科， 吉林 长春 130021）

[摘要] 目的 分析重组人白细胞介素-1β（rhIL-1β）诱导前后牙髓细胞蛋白质的差异，鉴定2组间差异表达的蛋白
质。方法 采用双向凝胶电泳技术分离牙髓细胞全蛋白，获得对照组和诱导组牙髓细胞蛋白质图谱，Image Master
2D Elit 5.0软件分析确认差异表达蛋白。通过基质辅助的激光解吸飞行时间质谱对差异表达的蛋白质点进行质谱
鉴定，得到肽质量指纹图谱。结果 比较对照组和诱导组蛋白质图谱，发现了39个蛋白质点差异明显。其中15个
蛋白质点在诱导组高表达，新增13个蛋白质点，7个蛋白质点低表达，4个蛋白质点仅在对照组中表达；质谱鉴定
后，10个蛋白得到确认。结论 牙髓细胞对rhIL-1β的应答反应是一个非常复杂的过程，多种蛋白质分子涉及其
中。鉴定了牙髓细胞中与rhIL-1β作用密切相关的2个差异蛋白，为探索早期牙髓炎的应答机制提供了新的线索和
思路。
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Differential proteomics analysis of dental pulp cell induced by recombinant human interleukin -1β GUO
Shi -liang1, ZHANG Ying-li1, HUANG Yang2. （1. Dept. of Endodontics, College of Stomatology, Jilin University,
Changchun 130021, China; 2. Dept. of Pediatric Dentistry, College of Stomatology, Jilin University, Changchun
130021, China）
[Abstract] Objective To compare the proteomics change of human dental pulp cells induced by recombinant human
interleukin -1β（rhIL -1β）. Methods The dental pulp cell entire protein was separated by a two -dimensional
electrophoresis（2-DE） technique. The rhIL-1β induction and the normal dental pulp cell protein 2-DE atlas were
established. Difference expression protein was confirmed by ImageMaster 2D Elite 5.0 software analysis. To identify
differentially expressed proteins spot by matrix -assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry,
and get peptide mass fingerprinting. Results Comparing the two groups of protein 2 -DE atlas, 39 protein spots
were obviously different. Including 15 points in the induction of protein expression were higher, 13 new protein spots,
7 protein points expressions were lower, there were only four points in the control group. After mass spectra
identification, 10 protein spots were confirmed at last. Conclusion Pulp cells to rhIL-1β responsiveness is a very
complex process, which involve a variety of protein molecules. rhIL-1β related 10 protein spots have been identified
in the dental pulp cell for the first time. To explore pulpitis′s early response mechanism provides a new clue and
ideas.
[Key words] recombinant human interleukin-1β； two-dimensional electrophoresis； proteome； dental pulp cells；
peptide mass fingerprint
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1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器
rhIL-β（北京邦定生物公司），DMEM培养基、

胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、乙二胺四乙酸
（ethylenediamine tetraacetic acid，EDTA）、胰蛋白
酶（Gibco公司，美国），固相pH梯度干胶条（IPG
strip）、固相pH梯度缓冲液（IPG buffer）、两性电解
质（Pharmalyte）（Amersham公司，瑞典），超纯尿素、
丙烯酰胺、甲双丙烯酰胺（Promega公司，美国），
CHAPS+、二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT）、碘乙酰
胺、蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（phenylmethylsul-
fonyl fluoride，PMSF）、过硫酸铵（ammonium per-
sulfate，AP）、四甲基乙二胺（Sigma公司，美国），
其余试剂为国产分析纯。低温高速离心机（Kubota公
司，日本），紫外分光光度计（日本岛津公司）。
1.2 方法
1.2.1 细胞的培养 取第4代处于对数增殖期的人
牙髓细胞（由吉林大学畜牧兽医学院重点实验室提

供）用0.25%胰酶消化后，接种到100 cm2培养瓶中。
实验分为2组，分别为对照组和诱导组，每组3份，
共6瓶细胞。每瓶中细胞数达5×104个，在10%FBS的
DMEM培养基中，37 ℃、5%条件下培养24 h。观察
细胞生长情况，按时更换培养液，直到每瓶中细胞

数达到5×107个。对照组更换无血清的DMEM培养液
10 mL，诱导组更换无血清的DMEM培养液5 mL，然
后加入200 ng·mL-1 rhIL-1β 5 mL，继续在37 ℃、
5%条件下培养12 h。
1.2.2 细胞总蛋白的制备 收集各组细胞，用4 ℃
预冷的PBS洗涤3次，加入500 μL细胞裂解液，再分
别加入10 μL终浓度为1 mmol·L-1 PMSF、1 mmol·L-1

EDTA摇匀置于冰上裂解，最后加入10 μL终浓度为
10 mmol·L-1 DTT。冰盒上4 ℃静置30 min，用细胞
刮刮取并收集细胞裂解液，在冰浴条件下超声破碎

5 min，工作2 s，间隔3 s，共60次，至溶液清亮。
于4 ℃下40 000 g离心1 h，取少量上清液用Bradford
法测定总蛋白质的浓度，其余上清液置-70 ℃冰箱
内保存备用。
1.2.3 固相pH梯度双向凝胶电泳 等电聚焦主要按
G觟rg等[1]的方法和IPGphorTM等电聚焦指南进行。取含
125 μg细胞总蛋白液加入水化液至总体积250 μL，
加入IPGphor水平电泳仪的胶条槽中。将IPG干胶条
去保护膜胶面朝下，轻轻置入胶槽中，覆盖一层矿

物油，盖好持胶槽盖，关上安全盖。水化和聚焦参
数为：总电压时间为16 000 Vh，其中水化30 V，
6 h；60 V，6 h。聚焦500 V，1 h；8 000 V，2 h。

等电聚焦结束后，将每根IPG干胶条分别放入10 mL
平衡液A（含1%DTT）和10 mL平衡液B（含2.5%碘乙
酰胺）中，各平衡15 min。然后转入第二向电泳
SDS-PAGE，凝胶浓度为12.5%，将平衡后的IPG胶
条移至凝胶的上方，胶条一端放入低相对分子质量

标准蛋白质Marker，0.5%的琼脂糖封闭 [2]。上下槽
加入电极缓冲液，电泳参数为：初始电流为每块胶

10 mA，电泳15 min后，电流提高至每块胶20 mA，
直至溴酚蓝前沿抵达胶边缘处为止[3]。
1.2.4 银染方法 采用Amersham Biosciences公司
《双向电泳实验手册》中推荐的硝酸银染色方法，同
时结合相关文献[4]将其改进。
1.2.5 凝胶图像分析 凝胶通过ImageScanner扫描
仪进行扫描获取图像，利用ImageMaster 2D Elite软
件对图像进行强度校正、点检测、背景消减、匹配
等分析，根据图像分析结果，获取有2倍差异的蛋
白质点作为差异表达蛋白质。
1.2.6 质谱鉴定 所用仪器为EtanTM MALDI-TOF质
谱仪，加大总蛋白质上样量，选取表达有质或量差

异的蛋白质点，标记后用过火灭菌的手术刀片沿凝

胶边缘切下，置于1.5 mL Eppendorf管中，送交中国
人民解放军军事医学科学院国家生物医学分析中心

进行质谱分析。
1.2.7 数据库查询 将质谱鉴定结果在互联网上相
应数据库中（http://www.matrixscience.com）查询，以
鉴定蛋白。

2 结果

2.1 对照组和诱导组牙髓细胞蛋白质组双向电泳
（two-dimensional electrophoresis，2-DE）图谱
及其差异表达分析结果

对照组和诱导组人牙髓细胞总蛋白质双向电泳

图谱见图1。根据Cartesin坐标系统，横坐标从左到
右等电点（pH）增加，纵坐标从下往上相对分子质量
（×103）增加。各点染色深浅和面积差异很大，示意
蛋白质量各不相同。大部分蛋白分布集中于等电点
5～8，相对分子质量25×103～97×103的区域内，极酸

性和极碱性蛋白很少。经软件进行匹配分析，结果
显示，其中39个匹配的蛋白质点存在表达量上的差
异，与对照组相比，诱导组蛋白质表达量上调的蛋

白质点有28个，下调的有11个。其中15个蛋白质点
在诱导组高表达，新增13个蛋白质点，7个蛋白质
点低表达，4个蛋白质点仅在对照组中表达。质谱
鉴定后，10个蛋白得到确认。
2.2 差异蛋白质点的肽质量指纹图谱
经过质谱鉴定、分析以及数据库的查询，鉴定
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了10个蛋白质点（表1）。

上：对照组；下：诱导组；1～23、30～33、35为上调的蛋白质斑
点；24～29、34、36～39为下调的蛋白质斑点。

图 1 差异蛋白质点在2-DE图谱上的分布
Fig 1 Differentially expression protein spots were indicated by

numbers on the 2-DE atlas

确定单位的蛋白质分别为：锌指蛋白（zinc fin-
ger protein）、膜联蛋白（annexin，ANX）-I、尿嘧啶
脱氧核糖核酸转葡糖基酶（uracil DNA glycosylase）、
免疫球蛋白重链可变区EV4-14-VH3-15（immuno-
globulin heavy chain variable region EV4-14-VH3-
15）、锰超氧化物歧化酶（manganese superoxide dis-
mutase，Mn -SOD）、焦磷酸酶（pyrophosphatase）、
GDP解离抑制因子 α（GDP dissociation inhibitor
alpha）、重组人磷酸丙糖异构酶晶体结构A链（chain
A， crystal structure of recombinant human triose -
phosphate isomerase）、 GATAD2A蛋白（GATAD2A
protein）和免疫球蛋白G重链（immunoglobulin G heavy
chain）。其中，ANX-I和Mn-SOD是牙髓细胞中与白
细胞介素（interleukin，IL）-1β作用密切相关的2个差
异蛋白。

3 讨论

目前对于牙髓炎发病机制的研究从蛋白质水平

尚未取得突破性进展，这一方面说明牙髓炎发病机

制的复杂性，另一方面也说明传统研究手段的局限

性，迫切需要寻找更先进的技术进一步揭示牙髓炎

的发生发展规律。
有研究证实IL-1β能够诱导人牙髓细胞产生炎

症，陆群等[5]运用rhIL-1β作用于体外培养的人牙髓
细胞，半定量逆转录聚合酶链反应（reverse tran-
scription polymerase chain reaction，RT-PCR）结果
显示基质金属蛋白酶-1（matrix metalloproteinases-1，
MMP-1）和环氧化酶2（cyclooxygenase 2，COX2）的
mRNA于牙髓细胞中表达较未刺激组明显增多，说
明IL-1β致炎是引发诸多酶参与的级链式过程，发
现IL-1β是早期炎症介质，参与牙髓炎的病理过程，
其作为重要的炎症调节因子参与慢性牙髓炎症过

程。Lu等[6]使用IL-1受体拮抗剂可抑制IL-1β在牙髓
组织中的表达，表明IL-1β及其受体在牙髓炎症中
发挥了重要的生物学功能。本研究建立牙髓细胞炎
症状态，以蛋白质组学技术为平台，试图从细胞蛋

白质表达的整体水平来探讨rhIL-1β诱导牙髓细胞发
生炎症的机制。通过蛋白质2-DE分离对照组与诱导
组牙髓细胞全蛋白，凝胶图谱对比发现39种蛋白在
诱导后发生了明显而稳定的改变，鉴定确认了其中

10种蛋白，2种蛋白密切相关，分别为ANX-I和Mn-
SOD。这些成果为牙髓炎发病机制的研讨带来新的
启示。这些蛋白质很有可能在牙髓炎的发病过程中
起到非常重要的作用，参与炎症的调控。

ANX是表达在真核细胞中与钙离子紧密相关的
可与膜磷脂结合的蛋白家族，分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ等多

表 1 肽质量指纹图谱分析差异蛋白质
Tab 1 Identification of protein spots by peptide

mass fingerprint

6 70 6/42 gi|119592803 7.98 14 836

8 155 13/45 gi|4502101 6.57 38 690

9 92 12/38 gi|35053 8.22 35 470

10 64 5/64 gi|84798112 5.89 12 965

11 68 5/28 gi|67782309 8.36 20 711

18 125 14/60 gi|11056044 5.54 32 639

19 68 7/34 gi|4757768 5.02 23 193

21 209 20/81 gi|999892 6.51 26 522

22 56 5/25 gi|32425589 5.87 29 000

31 73 6/44 gi|1552302 4.61 13 895

蛋白

斑点

Mowse
评分

蛋白中肽段

覆盖率
登记号 等电点

相对分子

质量（×103）
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种。尽管ANX家族结构和生化特性相似，但是功能
不同。在细胞中参与膜转运及膜表面一系列依赖于
钙调蛋白的活动，包括调控炎症反应、囊泡运输、
胞吐作用中的膜融合、细胞分化、增殖和细胞骨架
蛋白间的相互作用等[7]。ANX-I就是其中的一种，参
与了磷脂囊泡聚集的调控、炎症反应、磷脂酶A2
（phospholipase A2，PLA2）活性的抑制、细胞信号
传导、DNA修复、细胞转化、膜融合、离子通道形
成和细胞凋亡等多种细胞生理过程 [8]。研究发现，
风湿性关节炎等自身免疫性疾病中，患者口服糖皮

质激素后能够产生抗ANX-Ⅰ的抗体，即ANX-Ⅰ可
以作为一种疾病状态下的自身性抗原存在于体内[9]。
在炎性疾病中，ANX-Ⅰ通过阻止前炎症物质的形
成来发挥抗炎作用[10]。同时ANX-Ⅰ能够抵抗由细胞
因子如IL-1、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor
α，TNF-α）刺激产生的炎症反应。ANX-Ⅰ抗炎效
应具有多面性并且影响炎症反应的很多成分。Solito
等[11]认为ANX-Ⅰ能够促进单核髓细胞凋亡，这一促
进细胞凋亡的效应能发挥抗炎作用。ANX-Ⅰ也可
通过直接抑制PLA2的活性、降低环氧合酶和一氧化
氮合酶的表达来阻断炎症介质的释放，从而起到抗

炎功能。同时，ANX-Ⅰ也通过减少中性白细胞以
及单核细胞黏附于血管内皮组织来抑制白细胞的迁

移 [12]。IL-10也参与介导ANX-Ⅰ的抗炎过程，即
ANX-Ⅰ刺激组织释放IL-10，然后IL-10抑制诱导型
一氧化氮合酶的表达，从而减少一氧化氮释放 [7]。
由此认为，ANX-Ⅰ在牙髓炎的发病过程中起到重
要的保护作用，其可能通过上述所说的多种方式共

同参与调节炎症，达到抗炎的目的。
超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）是

一种重要的抗过氧化物毒性的抗氧化物酶（antioxi-
dant enzyme，AOE），能够催化所有过氧化物，通常
把铜、锰、铁或镍作为起触酶作用的金属[13]。人超
氧化物歧化酶按其所含的金属种类不同可分为3类，
即位于胞浆的hCuZn-SOD、位于线粒体的hMn-SOD
和分泌到细胞外的hEC-SOD，3类酶均催化相同的
岐化反应2O2

++2H+→H2O2+O2，通过这一化学反应能

够将超氧游离基清除 [14]。Mn-SOD是一个四聚体蛋
白，由于Mn-SOD的合成是诱导性的，其活性能够
被多种刺激剂（如IL-1、TNF-α和氧自由基）诱导，
且Mn-SOD主要位于线粒体，线粒体是细胞内能量
产生和氧代谢的重要场所，含有大量产生活性氧簇

（reactive oxygen species，ROS）的酶系统和非酶系
统，是自由基产生的场所，因而线粒体又是氧损伤

的主要靶细胞器，由此决定了hMn-SOD在抗氧化酶
中的特殊地位[15]。Mn-SOD基因的表达既可因细胞受

到辐射、氧化或还原试剂、细胞因子、病毒感染等
因素的刺激而显著提高，也可随细胞的癌变而大幅

度降低，表明Mn-SOD的诱导表达对机体防护氧损
伤具有重要作用 [16]。ROS是含氧分子，包括过氧化
物、羟基、过氧化氢、过氧化亚硝酸盐，能够和蛋
白质、脂质和核酸发生化学反应，而且已被鉴定为
细胞死亡、组织损伤和机体功能改变的罪魁祸首[17]。
研究睡眠呼吸暂停综合症患者时发现Mn-SOD高表
达，高表达的Mn-SOD能够降低慢性间歇性缺氧介
导的氧化损伤，减少慢性间歇性缺氧诱导的皮质凋

亡，改善慢性间歇性缺氧介导的机能障碍[18]。另有
研究发现，Mn-SOD是超氧游离基的清除剂，能使
线粒体中的ROS失活，该研究运用外源性的Mn-
SOD作用于肺部有炎症的患者，结果显示Mn-SOD
能够改善含氧量过高的肺损伤[19]。总之，炎症发生
时线粒体内会产生大量的ROS，而ROS是导致组织
和细胞损伤的主要原因，Mn-SOD是一种很重要的
抗氧化物酶，目前国内外有大量关于应用Mn-SOD
防止组织损伤、细胞死亡的报道。因此，推断Mn-
SOD基因表达的应激性波动现象与炎症发生有相关
性，认为Mn-SOD在牙髓组织炎症氧化损伤的防御
和修复过程中扮演了至关重要的作用，同样是通过

Mn-SOD参与的歧化反应，清除超氧游离基以及
ROS来发挥其抗氧化损伤作用。因此，将Mn-SOD
作为抗氧化剂用于治疗牙髓炎是一个大胆设想，为

临床上开发新药提供了实验依据和新的启示。
综上所述，ANX具有调控炎症反应的功能，

SOD具有诱导细胞死亡、抗组织损伤和促使机体功
能改变的作用。因此，笔者大胆地推测这2种蛋白
质在牙髓炎症中扮演了非常重要的角色，发挥了密

切相关的作用。它们与牙髓炎症是如何密切相关
的，仍需在今后的研究中更进一步探讨。从以上鉴
定的部分蛋白质可以初步说明, 在rhIL-1β处理的人
牙髓细胞中，细胞蛋白表达谱发生了相应的改变，

一些差异表达的蛋白质参与了牙髓炎的调控。这些
差异表达蛋白涉及物质代谢、抗氧化、蛋白质的翻
译、细胞信号传导、细胞的增殖等，因此，为揭示
牙髓炎的发生发展机制提供了有意义的新线索和新

依据。随着新技术新方法的发展，尚需对其他差异
蛋白质点进行鉴定，为牙髓炎的诊断和治疗提供更

充分的理论依据。
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