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【摘要】 目的 研究巨噬细胞介导的炎性微环境对牙周膜细胞（periodontal ligament cells，PDLCs）增殖和成骨

分化的影响。方法 通过 1 mg/mL脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）激活RAW264.7巨噬细胞得到含炎性因子的

条件培养基模拟体内炎性微环境，原代分离培养 PDLCs，分别在条件培养基（LPS⁃CM组），普通培养基（Ctrl
组）下培养 PDLCs，MTT法检测 PDLCs 的增殖情况；加入成骨诱导剂共培养 3 d、7 d，碱性磷酸酶（alkaline phos⁃
phatase，ALP）试剂盒检测 ALP 活性，Real⁃ time PCR 检测 Runt 相关基因 2（runt⁃related transcription factor 2，
RUNX2）、骨钙素（osteocalcin，OCN）、I型胶原（collagen I，COL⁃I）mRNA的表达，Western Blot检测RUNX2、OCN、

COL⁃I蛋白表达水平；成骨诱导 14 d茜素红染色观察钙化结节。分析比较 2组 PDLCs增殖和成骨分化的差

异。 结果 MTT法检测，LPS⁃CM组 PDLCs的OD值低于 Ctrl组（P < 0.05）；相同时间点 LPS⁃CM组的RUNX2、
OCN、COL⁃I基因的mRNA表达均低于 Ctrl组（P < 0.05），蛋白表达，除了OCN 3 d两组比较无统计学意义（t =
2.75，P＝0.056）外，其余显示相应的RUNX2、OCN、COL⁃I的蛋白表达量 LPS⁃CM组低于 Ctrl组（P < 0.05）；ALP
活性检测，LPS⁃CM组ALP活性高于Ctrl组，分别是 3 d时 1.58倍（t＝5.91，P＝0.030）；7 d时为 1.29倍（t＝6.01，
P＝0.046）；14 d钙化结节 LPS⁃CM组少于Ctrl组，差异有统计学意义（t＝8.63，P＝0.048）。结论 巨噬细胞介

导的炎性微环境抑制PDLCs 的增殖与成骨分化。
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【Abstract】 Objective The present study investigated the effects of the inflammatory microenvironment mediated
by macrophages on the proliferation and osteogenic differentiation of periodontal ligament cells (PDLCs). Methods
Conditioned medium containing inflammatory factors was collected following macrophage activation with 1 μg/mL lipo⁃
polysaccharide (LPS). PDLCs were isolated from healthy teeth and cultured in conditioned medium (LPS⁃CM group) or
normal medium (control group), and the proliferation of PDLCs was detected using the MTT assay. The cells were cocul⁃
tured with an osteogenic inducer for 3 d and 7 d, and the alkaline phosphatase (ALP) activity of PDLCs was detected us⁃
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牙周膜细胞（periodontal ligament cells，PDLCs）
是牙周膜的主体细胞，具有自我更新和多向分化

的能力［1］，其数量和活性是牙周组织再生的关键。

众所周知牙周炎发展过程中细菌介导的免疫应答

是牙周组织破坏迅速和再生修复困难的主要原

因，而单核/巨噬细胞在机体促炎和抗炎的免疫平

衡中起了控制开关的作用［2］，其与牙周组织吸收破

坏的关系早已引起人们的重视［3］，但与牙周组织再

生的关系鲜有报道。本文用脂多糖激活巨噬细

胞，收集含巨噬细胞细胞因子的上清液模拟体内

炎性微环境，检测其对 PDLCs增殖和成骨分化的

影响，从免疫方面为牙周病的治疗提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 主要实验试剂和仪器

巨噬细胞 RAW264.7（ATCC，美国）；a⁃MEM、

DMEM、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、胰蛋白

酶（Gibco，美国）；噻唑盐［3⁃（4，5⁃Dimethylthiazol⁃2⁃
yl）⁃2，5⁃diphenyltetrazolium bromide，MTT］（Sigma，
美国）；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）（Ther⁃
mo Fisher Scientific，美国）；SYBR Premix Ex Taq TM
试剂盒（Takara，日本）；蛋白定量试剂盒（Thermo Sci⁃
entific，美国）；碱性磷酸酶活性试剂盒（Abcam，美

国）；E.coli脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）（Sigma，美
国）；倒置相差显微镜及照相系统（Olympus，日本）；

CO2 细胞培养孵箱（Sanyo，日本）；实时荧光定量PCR
仪（QuantStudio 7 Flex，美国）。

1.2 细胞培养基和矿化诱导剂

DMEM培养巨噬细胞，a⁃MEM培养PDLCs。所

用培养基均加入100 U/ mL青霉素、100 mg/ mL链霉

素和 10%FBS。PDLCs矿化诱导剂为 1.8 mM β⁃甘
油磷酸钠、50 mg/ mL维生素C、10 nM 地塞米松。

1.3 收集脂多糖条件培养基（LPS conditioned me⁃
dium，LPS⁃CM）

将小鼠来源巨噬细胞 RAW264.7 按照 2 ´ 105

个 /mL 接 种 于 T175 培 养 瓶 ，待 细 胞 贴 壁 后 用

1 mg/mL的 LPS 刺激 4 h，弃去瓶内培养基和未贴

壁的细胞，PBS 清洗两遍，换用 15 mL 无 FBS 的

DMEM 培养基孵育 12 h 后收取瓶内培养基，在

离心机中以 5 000 rpm 离心 10 min 后收取上清液

即为本实验所用 LPS ⁃CM，分装于 -80 ℃冰箱

备用。

1.4 检测巨噬细胞细胞因子mRNA表达

收集 LPS⁃CM 后，取部分贴壁的巨噬细胞用

Trizol 细胞裂解液消化，氯仿分离，异丙醇沉淀，

75%乙醇清洗提取RNA，测定RNA浓度，分别逆转

录为 cDNA，采用 SYBR Green试剂盒进行Real⁃time
PCR检测巨噬细胞细胞因子mRNA的相对表达量，

目的基因白细胞介素 6（interleukin⁃6，IL⁃6）、白细

胞介素 1b（interleukin⁃1β，IL⁃1b）、白细胞介素 10
（interleukin 10，IL⁃10）、肿瘤坏死因子 a（tumor ne⁃
crosisfactor⁃a，TNF⁃a）、转化生长因子β1（transform⁃
ing growth factor⁃β1，TGF⁃β1）、精氨酸酶 1（arginase⁃
1，Arg⁃1）等及管家基因 β⁃actin在不同的反应管中

进行扩增，反应体系均为 20 μL。反应条件：95 ℃
变性 20 min，95 ℃ 30 s，60 ℃ 1 min，40个循环。根

据标准曲线由软件自动计算得出Ct值后计算每种

细胞因子mRNA相对表达量。验证该方法的重复

ing an ALP kit. The mRNA expression levels of runt⁃related transcription factor 2 (RUNX2), osteocalcin (OCN), and col⁃
lagen I (COL⁃I) were detected using real⁃time PCR, and the protein levels of RUNX2, OCN, and COL⁃I were detected
using Western blotting. Mineralization nodules were observed using Alizarin red staining after osteoinduction for 14 d.
Results The OD value of PDLCs in the LPS⁃CM group was lower than that in the control group (P < 0.05). The mRNA
levels of RUNX2, OCN, and COL⁃I in the LPS⁃CM group were lower than those in the control group (P < 0.05). In addi⁃
tion to the OCN 3 d group (t = 2.75, P = 0.056), the protein expression of RUNX2, OCN, and COL⁃I in the LPS⁃CM
group was lower than that in the control group (P < 0.05). However, the ALP activity of the LPS⁃CM group was higher
than that of the control group, which was 1.58⁃fold greater (t = 5.91, P = 0.030) at 3 d and 1.29⁃fold greater (t = 6.01,
P = 0.046) at 7 d. The number of calcified nodules in the LPS⁃CM group was significantly less than that in the control
group (t = 8.63, P = 0.048). Conclusion The inflammatory microenvironment mediated by macrophages may inhibit
the proliferation and osteogenic differentiation of PDLCs.
【Key words】 Macrophage; Lipopolysaccharide; Periodontal ligament cells; Inflammatory microenvironment;
Osteogenic differentiation; Alkaline phosphatase; Osteocalcin; Collagen I
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性和扩增效率，本实验重复 3 次。

IL⁃1β引物序列：上游 5′⁃TGGAGAGTGTGGATC
CCAAG⁃3′；下游 5′⁃GGTGCTGATGTACCAGTTGG ⁃
3′。 IL ⁃6 引物序列：上游 5′ ⁃ACGCGGAAGGTCC⁃
GATATGGT ⁃3′；下游 5′⁃TGCCTGACTTTCGCATTA
GC⁃3′。TNF⁃α 引物序列：上游 5′⁃ATGAGCACTG
AAAGCATGATCCGG ⁃3′；下游 5′⁃GCAATGATCCCA
AAGTAGACCTGC⁃3′。Arg ⁃1 引物序列：上游 5′ ⁃
GGAATCTGCATGGGCAACCTGTGT ⁃ 3′ ；下 游 5′ ⁃
AGGGTCTACGTCTCGAAGCCA⁃ 3′。 IL ⁃ 10 引物序

列：上游 5′⁃CAACATACTGCTAACCGACTC⁃3′；下游

5′⁃AATGCTCCTTGATTTCTGG⁃3′。TGF⁃β1引物序

列：上游 5′ ⁃ GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA ⁃
3′；下游 5′⁃CGCTGAATCGAAAGCCCTGTA⁃3′。β⁃
actin 引物序列：上游 5′⁃AGGATTCCTATGTGGGC⁃
GAC⁃3′；下游 5′⁃ATAGCACAGCCTGGATAGCAA⁃3′。
1.5 分离培养PDLCs

收集临床上 13～18 岁身体健康的正畸志愿

者，原代分离培养牙周膜细胞，传至第三代为本实

验所用。

1.6 MTT法检测PDLCs的增殖

收集 PDLCs接种于 96孔平底板，调整细胞密

度至 1 × 104个/孔，LPS⁃CM组为 a⁃MEM与 LPS⁃CM
按 1∶1调配的培养基（提示炎性微环境），Ctrl组为

常规培养基，37 ℃、5% CO2孵育。检测时每孔加入

10 mL MTT溶液（0.5 g/L），继续培养 4 h后吸去孔内

培养基，每孔加入 100 mL二甲基亚砜（DMSO），每

组设 5个复孔，置摇床上低速振荡 10 min，酶联免

疫测定仪检测波长 490 nm的光密度（optical densi⁃
ty，OD）值。连续检测 6 d。
1.7 矿化诱导PDLCs及检测成骨分化指标

将 PDLCs 以 1 × 105个/mL接种于 6孔板，按上

述分 LPS⁃CM组和Ctrl组，加入矿化诱导剂。诱导

培养 3 d、7 d后取细胞按 ALP assay试剂盒的使用

说明检测 ALP 活性；取 3 d、7 d 细胞提取 RNA，

Real ⁃ time PCR 检测 Runt 相关基因 2（runt ⁃ related
transcription factor 2，RUNX2）、骨钙素（osteocalcin，
OCN）、Ⅰ型胶原（collagenI，COL⁃I）mRNA 的表达

量，操作流程同上。

RUNX2 引 物 序 列 ：上 游 5′ ⁃ TCCAACCCAC⁃
GAATGCACTAC⁃3′；下游 5′⁃GTAGTGAGTGTGGCG⁃
GACT ⁃ 3′ 。 OCN 引 物 序 列 ：上 游 5′ ⁃ ACGCG⁃
GAAGGTCCGATATGGT ⁃ 3′ ；下 游 5′ ⁃ TGCCT⁃
GACTTTCGCATTAGC ⁃3′。COL⁃I引物序列：上游5′⁃

GGACACAATGGATTGCAAGG ⁃ 3′；下游 5′ ⁃ TAAC⁃
CACTGCTCCACTCTGG⁃3′。GAPDH 引物序列：上

游 5′⁃TGTGTCCGTCGTGGATCTGA⁃3′；下游 5′⁃TT⁃
GCTGTTGAAGTCGCAGGAG⁃3′。

取 3 d、7 d细胞，Western Blot检测蛋白表达水

平，用 RIPA裂解细胞后提取细胞总蛋白，用蛋白

定量试剂盒测定蛋白浓度，每个样本取 50 μg 蛋

白，经 SDS⁃PAGE 电泳后，将凝胶中的蛋白转至

PVDF膜上后在 blockingbuffer 中封闭 1 h。然后分

别滴加 RUNX2、OCN、Col⁃I、GAPDH 一抗（稀释

比均为 1∶1 000），4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜，滴

加 1∶3 000 稀释的辣根过氧化酶标记的二抗，37 ℃
孵育 2 h；再用 TBST洗膜后，用 ECL系统进行化学

发光显色；最后用 Image J 软件对各条带的灰度值

进行分析，并统计各蛋白的相对表达量。诱导培

养 14 d后用 4%多聚甲醛固定细胞 20 min，PBS清

洗后，用 2%茜素红染色 15 min，倒置显微镜下拍

照观察钙化结节量，后加入氯化十六烷基于室温

下 30 min后吸取上清液，酶联免疫测定仪检测波长

562 nm的OD值，检测2组钙化量差异。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 16.0统计软件进行数据分析，计量

数据以 x ± s表示，两组间比较采用 t检验，P < 0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 巨噬细胞形态观察

倒置相差显微镜下观察细胞，实验所用巨噬

细胞呈圆形（图 1a），LPS刺激后体积增大，胞浆丰

富（图 1b）。

2.2 LPS 刺激后巨噬细胞相关细胞因子mRNA 的

表达

图 2所示 Real⁃time PCR 结果显示经 LPS刺激

4 h后巨噬细胞表达大量的促炎性因子，如 TNF⁃a、
IL⁃1b、IL⁃6，而免疫调节和促组织修复的细胞因子如

IL⁃10、TGF⁃β1、Arg⁃1表达量少。

2.3 PDLCs增殖的检测

连续检测 6 d发现 2组细胞随时间增加OD值

逐渐增大，总体趋势 LPS⁃CM组低于 Ctrl组，前 2 d
差异无统计学意义（P＞0.05），3 d时Ctrl组 0.428 ±
0.024 高于 LPS⁃CM 组 0.354 ± 0.031（t＝4.88，P＝
0.015），差异有统计学意义，之后 3 d（4 d、5 d、6
d）的数据统计结果 P值分别为 0.012、0.015、0.002
（图 3），差异均有统计学意义。
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IL⁃1β：白细胞介素⁃1β；TNF⁃α：肿瘤坏死因子⁃α；IL⁃6：白细

胞介素⁃6；TGF⁃β1：转化生长因子⁃β1；Arg⁃1：精氨酸酶⁃1；
IL⁃10：白细胞介素⁃10。

图 2 巨噬细胞相关细胞因子mRNA表达

Figure 2 Gene expression of macrophage⁃related
cytokines

a b

a和 b：巨噬细胞呈圆形（a），LPS 刺

激后体积增大，胞浆丰满（b）。

图 1 巨噬细胞形态 倒置相差

显微镜 × 100
Figure 1 Morphology of macro⁃
phage under inverted phase mi⁃
croscope × 100

2.4 PDLCs成骨分化检测

ALP 活性检测结果如图 4 所示，LPS⁃CM 组

ALP 活 性 高 于 Ctrl 组 ，分 别 是 3 d 时 1.58 倍

（t＝ 5.91，P＝ 0.03）；7 d 时为 1.29 倍（t＝ 6.01，
P＝ 0.046），2 个时段比较差异有统计学意义。

Real⁃time PCR 检测结果如图 5 所示，同一组

RUNX2、OCN、COL⁃I mRNA的表达量均是 7 d高于

3 d，与 Ctrl组相比，相同时段 LPS⁃CM组成骨相关

蛋白 RUNX2、OCN、COL⁃I 的 mRNA 相对表达量均

明显低于Ctrl组，差异均有统计学意义（P < 0.05）。

Western Blot检测结果与相应的mRNA表达趋

势基本一致，除了OCN 3 d组时（t = 2.75，P＝0.056）
外，其余显示相应的 RUNX2、OCN、COL⁃I 的蛋白

表达量 LPS⁃CM 组低于 Ctrl 组（P < 0.05），差异有

统计学意义（图 6）。成骨诱导 14 d茜素红染色及

钙盐半定量检测对比 Ctrl组与 LPS⁃CM组比较，钙

化 结 节 LPS ⁃ CM 组 少 于 Ctrl 组（t＝8.63，P＝

0.048），差异有统计学意义（图 7）。

3 讨 论

3.1 体内炎性微环境的模拟

炎性微环境是一个涉及多种炎性因子（如

TNF⁃a、IL⁃1b、IL⁃6、IL⁃10）、生长因子、胞外基质、转

录活化因子及多种细胞（如单核/巨噬细胞、成纤

维细胞）共同作用的复杂的液体环境。单核/巨噬

细胞作为免疫系统的重要成员调节体内的炎性微

环境，Mosser 等［4］按功能将活化的巨噬细胞分为

两类，一是 M1 型巨噬细胞，分泌大量的炎性因

子，在致炎和促炎过程中引发组织的继发性损

伤，对炎症过程的扩大与恶化起了极其重要的作

1 2 3 4 5 6
时间（d）

Ctrl组 LPS⁃CM组1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

光
密

度
值

MTT检测 6 d发现 2组细胞随时间增大光密度值逐渐增大，

3 d开始 LPS⁃CM组光密度值明显低于 Ctrl组，差异有统计

学意义（P＜0.05）。

图 3 2组牙周膜细胞的生长曲线

Figure 3 Growth curves of PDLCs of two groups
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用，主要有 TNF⁃a、IL⁃1β、IL⁃6等；二是M2型巨噬

细胞，分泌的细胞因子抑制炎症，可以产生胶原，

促进创伤愈合和组织修复，主要有 IL⁃10、TGF⁃b1、
Arg⁃1等。

健 康 人 血 液 中 单 核/巨 噬 细 胞 约（17.1 ±
3.2）%表达 M2 型细胞因子，几乎不表达 M1 型细

胞因子。而肥胖、高血糖人群体内可能出现巨噬

细胞活性改变［5］，表达较多的促炎性 M1 型细胞

因子，可高达（92.3 ± 1.7）%，M2型细胞因子的表

达量低，约占（2.0 ± 1.5）%。

课题组在预实验中发现 LPS持续刺激巨噬细

胞 4 h、12 h 后分泌大量的 M1 型促炎细胞因子，

微量的免疫调节和促组织修复的 M2 型细胞因

子，故用此模拟体内巨噬细胞介导的炎性微环

境［6］，不同于加入定量的炎症因子，而是多炎症

因子组合在一起共同作用。
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图 4 成骨诱导 3 d、7 d后ALP活性检测结果

Figure 4 ALP activity after osteogenic induction for
3 d and 7 d
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a：3 d（t＝6.01，P＝0.03）和 7 d（t＝10.01，P＝0.01）时，LPS⁃CM组RUNX2 mRNA相对表达量低于 Ctrl组，差异有统计学意义；b：3 d
（t＝9.98，P＝0.012）和 7 d（t＝15.76，P＝0.002）时，LPS⁃CM组 OCN mRNA相对表达量低于 Ctrl组，差异有统计学意义；c：3 d（t＝

19.01，P＝0.001）和 7 d（t＝14.69，P＝0.007）时，LPS⁃CM组COL⁃I mRNA相对表达量低于Ctrl组，差异有统计学意义。*为P＜0.05。
RUNX2：Runt相关基因 2；OCN：骨钙素；COL⁃1：Ⅰ型胶原。

图 5 成骨诱导 3 d、7 d后RUNX2、OCN、COL⁃1的基因表达情况

Figure 5 mRNA expression of Runx2，OCN and COL⁃1

3.2 炎性微环境对细胞增殖的影响

细胞增殖是组织再生修复的要素，LPS⁃CM组

中PDLCs受炎性因子影响，增殖率显著低于Ctrl组，

Lacey等［7］对滑膜细胞增殖的研究中发现，TNF⁃α、
IL⁃1β 通过调节NF⁃kB信号通路，介导细胞产生各

种细胞因子、黏附因子和生长因子，影响细胞周

期，抑制细胞的增殖。Pacios等［8］研究伴放线杆菌

引起的牙周炎症糖尿病动物模型中发现，炎性因

子通过促进细胞的凋亡增加骨损伤，所以炎性组

的 OD 值在 3 d 时与对照组差异显著可能是增殖

受抑制且伴有凋亡，具体机制需进一步研究。

3.3 炎性微环境对成骨分化的影响

体外培养的 PDLCs 在矿化诱导液的作用下，

可分化成骨，产生钙化结节，并且表达多种成骨

相关蛋白［9］，证实了牙周膜细胞成骨分化潜能。

实验检测 PDLCs成骨分化早期RUNX2、OCN、COL
⁃I、ALP 4 个标记骨组织形成的经典指标，尤其

RUNX2 在骨形成过程及成骨细胞分化中起着控

制作用，是骨形成的关键基因［10］。实验结果显示除

了OCN蛋白 3 d的相对表达量外，炎性组RUNX2、
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OCN、COL⁃I mRNA和蛋白的表达均显著低于对照

组，提示成骨受到抑制。传统的 LPS直接作用于

牙周膜干细胞模拟炎性微环境［11］，然后检测细胞

成骨分化各指标，结论也是成骨分化受抑制［12-13］，

与本实验结果基本一致。OCN 蛋白 3 d的相对表

达量无差异主要可能因为 OCN 在成骨中的表达

位于 RUNX2 的下游，而蛋白表达的变化又晚于

mRNA表达的变化，故 3 d未能体现差异。ALP为

骨矿化提供磷酸盐，ALP活性与骨组织矿化呈正

相关，本实验的ALP活性检测结果 LPS⁃CM组高于

Ctrl组，提示炎性上调矿化能力，而没有胶原COL⁃I
分泌情况下并不能完成骨组织再生。Ding等［14］也发
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a：Western Blot 所得 RUNX2、OCN、COL⁃1蛋白条带；b、c和 d：Image J 灰度值分析得 RUNX2、OCN、COL⁃1蛋白相对表达

量，对照组高于 LPS⁃CM组，*为P < 0.05。RUNX2：Runt相关基因 2；OCN：骨钙素；COL⁃1：Ⅰ型胶原。

图 6 成骨诱导 3、7 d后RUNX2、OCN、COL⁃1蛋白表达

Figure 6 Protein expression of Runx2，OCN and COL⁃1 after osteogenic induction for 3，and 7 d
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a和 b：Alizarin Red染色（ × 100）可见 Ctrl组(a)钙化结节多于 LPS⁃CM组(b)；c：钙盐半定量测量对比，LPS⁃CM组低于 Ctrl组，*为 P <
0.05。

图 7 牙周膜细胞成骨诱导 14 d后茜素红染色观察及钙盐半定量检测

Figure 7 Alizarin red staining results of PDLCs after osteogenic induction for 14 d and semi⁃quantitative analysis of calcium
mineralization
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现在引入TNF⁃a、IL⁃1b后，间充质干细胞成骨分化

的 COL⁃I表达减少，但ALP活性显著增强，并以此

解释关节炎可同时出现骨质疏松和骨质硬化。而

茜素红染色及钙盐半定量分析最终得出 LPS⁃CM
组钙化结节少于 Ctrl 组，故成骨分化还是明显受

到抑制。炎性微环境对骨再生的影响十分复杂，

可通过自身促成骨细胞因子，如骨形态发生蛋白⁃
2（bone morphogenetic protein⁃2，BMP⁃2）减少抑制

骨再生［15］，近年来也研究发现 TNF⁃a、IL⁃1b可磷

酸化 GSK3β 激酶，从而抑制经典 Wnt/b⁃catenin 通

路的表达，进而抑制间充质干细胞的成骨分

化［16⁃17］，当然对于抑制牙周膜细胞成骨分化的具

体机制还需进一步研究。本实验在巨噬细胞介导

的炎性微环境下成骨诱导 PDLCs，结果显示了牙

周组织再生修复是受到抑制的。

炎症是骨组织工程的起始因子，正常且适度

的炎性反应是机体的一种防御反应，但长期慢性

炎性反应则对机体不利，牙周的再生修复与免疫

微环境紧密相关，高炎症性单核/巨噬细胞造成更

大牙周组织损害的同时进一步抑制再生修复。因

此，通过免疫手段改善炎性微环境能够为牙周炎

的再生治疗提供新的治疗策略。
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