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牙龈干细胞外泌体对牙周炎大鼠 IL-6和TNF-α
表达的影响
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摘要：目的 探讨牙龈干细胞外泌体（GMSC-Exos）对牙周炎大鼠白细胞介素-6（IL-6）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）
表达的影响，为牙周炎治疗提供参考。方法 40只8周龄SPF大鼠随机分为空白组、牙周炎组、GMSC-Exos组和磷酸

盐缓冲液（PBS）组，除空白组外的其他3组大鼠采用结扎丝法构建牙周炎模型，造模成功后空白组和牙周炎组大鼠不

进行治疗，GMSC-Exos组和PBS组大鼠分别注射20 μL GMSC-Exos和PBS。4周后进行大鼠牙周探诊检查，采用酶联

免疫吸附试验（ELISA）检测外周血TNF-α和 IL-6浓度；采用实时荧光定量PCR技术检测TNF-α和 IL-6相关基因；取

左上颌牙周组织进行病理检查。比较各组大鼠牙周临床指标、IL-6和TNF-α水平。结果 4周后，GMSC-Exos组大鼠

龈沟出血指数、牙龈指数、探诊深度和菌斑指数（1.87±0.41，1.03±0.19，1.91±0.09和 1.11±0.17）高于空白组大鼠

（0.96±0.31，0.83±0.31，1.09±0.05，1.01±0.38），但低于牙周炎组（2.65±0.50，1.36±0.22，2.61±0.07和 1.51±0.26）和

PBS组大鼠（2.44±0.50，1.23±0.20，2.49±0.10和1.39±0.28）；GMSC-Exos组大鼠外周血 IL-6和TNF-α浓度［（205.97±
11.47） 和 （90.11 ± 8.57） pg /mL］ 高于空白组大鼠 ［（143.10 ± 4.87） 和 （80.07 ± 5.13） pg /mL］，低于牙周炎组

［（367.33±13.89）和（158.29±13.10） pg/mL］和PBS组大鼠［（364.23±13.62）和（140.60±11.73） pg/mL］；GMSC-
Exos组大鼠牙龈组织 IL-6和TNF-α mRNA表达量（1.09±0.14和1.61±0.29）高于空白组大鼠（0.99±0.10和1.06±0.14），

低于牙周炎组（1.63±0.09和3.63±0.26）和PBS组大鼠（1.58±0.11和3.79±0.32），差异均有统计学意义（均P<0.05）。病

理检查结果显示，与牙周炎组和PBS组比较，GMSC-Exos组大鼠牙周组织破坏程度、炎症细胞浸润程度及牙槽骨吸收

程度减轻，结合上皮未见明显的根方增殖。结论 GMSC-Exos可降低牙周炎大鼠 IL-6和TNF-α基因表达，减轻牙周炎

症和牙槽骨吸收。
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Effect of gingival stem cells-derived exosomes on interlukin (IL)-6 and
tumor necrosis factor (TNF)-αα expression in rats with periodontitis
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Abstract: Objective To evaluate the effect of gingival stem cells-derived exosomes (GMSC-Exos) treatment on the ex⁃
pression of interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in rats with periodontitis, so as to provide the
evidence for periodontitis treatment. Methods Forty specific pathogen-free (SPF) rats at ages of 8 weeks were random⁃
ly divided into 4 groups, including the blank group, periodontitis group, GMSC-Exos group and PBS group. Rats in
the periodontitis group, GMSC-Exos group and PBS group were modeled for periodontitis using the ligature method.
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Rats in the blank group and periodontitis group were given no treatment, while rats in the GMSC-Exos group and
PBS group were given 20 μL GMSC-Exos and PBS by injection, respectively. The periodontal index was measured
in all rats 4 weeks post-treatment, and the TNF-α and IL-6 levels were measured in rat serum samples using en⁃
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The TNF- α and IL-6 gene expression was quantified using the poly⁃
merase chain reaction (PCR) assay in the gingival tissues of the rat left upper maxillary area, and the periodontal tis⁃
sues in the left upper maxillary areas were sampled for pathological examinations. Periodontal clinical indexes, IL-6
and TNF-α levels were compared in each group. Results The gingival sulcus bleeding index, gingival index, prob⁃
ing depth, and plaque index in the GMSC-Exos group (1.87±0.41, 1.03±0.19, 1.91±0.09 and 1.11±0.17) were higher
than those in the blank group (0.96±0.31, 0.83±0.31, 1.09±0.05 and 1.01±0.38), but lower than those in the periodon⁃
titis group (2.65±0.50, 1.36±0.22, 2.61±0.07 and 1.51±0.26) and PBS group (2.44±0.50, 1.23±0.20, 2.49±0.10 and
1.39±0.28) (all P<0.05). The serum IL-6 and TNF-α levels in the GMSC-Exos group [(205.97±11.47) and (90.11±
8.57) pg /mL] were higher than those in the blank group [(143.10±4.87) and (80.07±5.13) pg /mL], but lower than
those in the periodontitis group [(367.33±13.89) and (158.29±13.10) pg /mL] and PBS group [(364.23±13.62) and
(140.60±11.73) pg/mL] (all P<0.05). The IL-6 and TNF- α mRNA expression in the rat gingival tissues in the
GMSC-Exos group (1.09±0.14 and 1.61±0.29) was higher than that in the blank group (0.99±0.10 and 1.06±0.14),
but lower than that in the periodontitis group (1.63±0.09 and 3.63±0.26) and PBS group (1.58±0.11 and 3.79±0.32)
(all P<0.05). Pathological examinations showed alleviation of periodontal tissue destruction, inflammatory cell infiltra⁃
tion and alveolar bone resorption, and no obvious root dental root regeneration in the junctional combined epithelium
in the GMSC-Exos group relative to the periodontitis group and the PBS group. Conclusion Administration of
GMSC-Exos may reduce periodontal inflammation and alveolar bone resorption by inhibiting IL-6 and TNF-α expres⁃
sion in rats with periodontitis.
Keywords: gingival stem cell; exosome; periodontitis; interleukin-6; tumor necrosis factor-α; inflammatory factor

炎症和牙槽骨吸收是牙周炎的标志症状，在牙

周炎初期，牙龈组织首先受到损伤，牙龈成纤维细

胞在脂多糖刺激下，产生白细胞介素-6 （interleu⁃
kin-6， IL-6） 和肿瘤坏死因子-α （tumor necrosis
factor-α，TNF-α） 等炎症因子，进而引起破骨细

胞分化和牙槽骨吸收［1］。实验表明牙周炎患者血清

及龈沟液中 IL-6、TNF-α 水平均高于普通人群［2］。

因此，抑制炎性细胞募集和促炎性介质的产生是牙

周炎治疗的重要靶点。临床上常使用抗生素治疗，

但全身使用抗生素会干扰正常生理系统，并可能引

起不良反应［3］。近年来干细胞研究为牙周炎治疗提

供了新思路。干细胞通过多囊体与细胞膜融合，将

含有 RNA、蛋白质、脂质和代谢产物的外泌体释

放到细胞外环境，通过外泌体发挥重要的免疫调节

作用［4］。研究表明，牙龈干细胞外泌体 （gingival
mesenchymal stem cells derived exosomes， GMSC -
Exos） 可有效抑制 TNF-α 表达，通过抑制 CD4+T
淋巴细胞影响 T 细胞功能活化，促进 Treg 细胞形

成并抑制干扰素 γ （interferon gamma， IFN-γ） 的

产生，也可触发 M1 巨噬细胞向 M2 巨噬细胞转

化，减少 M1 巨噬细胞释放促炎物质，防止破骨

细胞形成［5-6］。本研究构建牙周炎大鼠模型，探

究 GMSC-Exos 对 IL-6 和 TNF-α 表达的影响，为

GMSC-Exos 通过抑制炎症治疗牙周炎提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

江苏集萃药康生物科技有限公司提供的 8 周龄

SPF 级大鼠 40 只，雌雄不限，体重约 300 g，由浙

江省人民医院饲养于 SPF 级环境中，22 ℃恒温，湿

度 50%，标准饲料喂养。所有实验程序遵守蚌埠医

学院动物保健和使用委员会的指导原则，符合 3R 原

则，伦理审批号：伦动科批字［2023］第 503 号。

1.2 试剂与器材

DMEM 培养基、胎牛血清、青链霉素双抗（Gib⁃
co 公司）；Ⅰ型胶原酶（美国 Sigma 公司）；多聚甲

醛、水合氯醛（碧云天公司）；胰蛋白酶消化液、磷

酸盐缓冲液（PBS）（索莱宝公司）；酶联免疫吸附试

验（ELISA）试剂盒（上海江莱生物科技公司）；反

转录试剂盒（日本 Takara 公司）；trizol 裂解液（美

国 Invitrogen 公司）；培养板、培养瓶、冻存管、离

心管（美国 Corning 公司）。倒置荧光显微镜（日本

Sigma 公司）；电热恒温培养箱（上海一恒科学仪器

有限公司）；实时荧光定量 PCR 仪（赛默飞公司）；

超速离心机（美国 Beckman 公司）；流式细胞仪（美

国安捷伦公司）。
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1.3 GMSC-Exos 提取

征得医院口腔科需要切除牙龈组织患者的知情同

意后，取其部分废弃健康牙龈组织，采用酶消化

法［7］提取 GMSCs。研究通过蚌埠医学院伦理委员会

审查，伦理审批号：伦科批字［2023］ 301 号。选取

第 3～6 代 GMSCs，待细胞融合率达到 60%、活性

较强时，更换为无血清细胞培养液，继续培养 48 h
后收集上清液，采用差速离心法提取 GMSC-Exos。
1.4 牙周炎大鼠模型建立和干预

大鼠随机分为 4 组：空白组，健康大鼠；牙周

炎组，牙周炎大鼠不进行任何干预；GMSC-Exos 组，

牙周炎大鼠+GMSC-Exos 注射；PBS 组，牙周炎大

鼠+PBS 注射。除空白组外，其余组大鼠采用结扎丝

法［8］构建牙周炎模型。腹腔注射 10% 水合氯醛按

30 mg/kg 体重麻醉大鼠，用结扎丝绕左侧上颌第一

磨牙牙颈部结扎一圈，将结扎丝充分压入龈沟内，

远中腭侧打结；术后给予高糖黏性饲料，持续 4
周。牙周炎会导致牙龈红肿、探诊出血、牙周袋形

成和牙槽骨吸收等局部病理变化［9］，当大鼠结扎区

出现明显的此类病理现象即代表大鼠牙周炎造模成

功。造模成功后，GMSC-Exos 组大鼠拆除结扎丝，

牙龈颊腭侧近中、中央、远中分别注射 10 μg/mL 的

GMSC-Exos 悬浊液 20 μL，每周 3 次，连续注射

4 周；PBS 组大鼠拆除结扎丝后于相同部位注射相同

体积的 PBS。
1.5 GMSC-Exos 注射治疗后效果评估

1.5.1 牙周探诊检查

末次给药 24 h 后，每组大鼠随机抽取 6 只进行

牙周探诊检查，记录牙周炎临床指标，包括龈沟出血

指数（sulcus bleeding index，SBI）、牙龈指数（gingi⁃
val index，GI）、探诊深度（probing depth，PD）和菌

斑指数（plaque index，PLI）。
1.5.2 外周血 IL-6、TNF-α 浓度检测

末次给药 24 h 后麻醉大鼠，腹主动脉取血 5 mL，
4 ℃静止 2 h，离心 10 min（4 ℃ 3 000 r/min，离心

半径 99 mm），取上层血清，-80 ℃保存。按照 ELI⁃
SA 试剂盒说明书检测血清 IL-6、TNF-α 浓度。

1.5.3 IL-6、TNF-α 相关基因表达检测

末次给药后处死所有大鼠，部分大鼠分离左侧上

颌骨，取第一磨牙颊腭侧新鲜牙龈组织，-80 ℃冻

存。采用 Trizol 法提取牙龈组织总 RNA，反转录获

得 cDNA，反应条件：65 ℃，5 min; 42 ℃，60 min；
85 ℃，10 min。采用实时荧光定量 PCR 扩增，反应

条件：95 ℃，3 min；95 ℃，15 s；60 ℃，30 s；39

个循环。 IL - 6 上游引物序列：CCACCAGGAAC⁃
GAAAGTCAAC，下游引物序列：GGCAGTGGCTGT⁃
CAACAACA； TNF - α 上 游 序 列 ： GTTCCATG⁃
GCCCAGACCCT，下游序列：AGCTGCTCCTCCGCTT⁃
GGTG。

1.5.4 大鼠牙周组织病理检查

剥离大鼠左上颌骨，用 4% 多聚甲醛固定液将组

织标本固定 2 d，组织脱钙后冲洗，修剪标本，放入

包埋盒，经无水乙醇、二甲苯脱水处理过夜后石蜡包

埋，冷冻石蜡包埋盒后组织切片，烘干后进行苏木

精-伊红（HE）染色，光镜下观察结合上皮位置、炎

症细胞浸润和牙槽嵴高度。

1.6 统计分析

采用 SPSS 26.0 软件统计分析。定量资料服从正

态分布，采用均数±标准差（x̄ ± s）描述，组间比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t
检验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 大鼠牙周炎临床指标检查结果

牙周炎组、PBS 组和 GMSC-Exos 组大鼠 SBI、
GI、PD 和 PLI 均高于空白组大鼠；GMSC-Exos 组大

鼠 SBI、GI、PD 和 PLI 均低于牙周炎组和 PBS 组大

鼠（均 P<0.05）。见表 1。

表 1 4 组大鼠牙周炎临床指标比较（x±s）
Table 1 Comparison of clinical indexes of periodontitis in rats

in four groups (x±s)
组别

空白组

牙周炎组

PBS组
GMSC-Exos组
F值

P值

SBI
0.96±0.31
2.65±0.50①

2.44±0.50①

1.87±0.41①②

26.658
<0.001

GI
0.83±0.31
1.36±0.22①

1.23±0.20①

1.03±0.19②

8.735
<0.001

PD
1.09±0.05
2.61±0.07①

2.49±0.10①②

1.91±0.09①②③

698.045
<0.001

PLI
1.01±0.38
1.51±0.26①

1.39±0.28①

1.11±0.17②③

6.260
0.002

注：①表示与空白组比较 P<0.05；②表示与牙周炎组比较 P<

0.05；③表示与PBS组比较P<0.05。

2.2 大鼠外周血 IL-6 和 TNF-α 浓度

牙周炎组、PBS 组和 GMSC-Exos 组大鼠外周血

IL-6 和 TNF-α 浓度高于空白组大鼠；GMSC-Exos
组大鼠外周血 IL-6 和 TNF-α 浓度低于牙周炎组和

PBS 组大鼠（均 P<0.05）。见表 2。
2.3 大鼠牙龈组织 IL-6 和 TNF-α 表达
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表 2 4 组大鼠血清 IL-6 和 TNF-α 浓度比较（x±s，pg/mL）
Table 2 Comparison of serum IL-6 and TNF-α levels in rats in

four groups (x±s, pg/mL)
组别

空白组

牙周炎组

PBS组
GMSC-Exos组
F值

P值

IL-6
143.10±4.87
367.33±13.89①

364.23±13.62①

205.97±11.47①②③

896.557
<0.001

TNF-α
80.07±5.13

158.29±13.10①

140.60±11.73①

90.11±8.57①②③

56.690
<0.001

注：①表示与空白组比较 P<0.05；②表示与牙周炎组比较 P<

0.05；③表示与PBS组比较P<0.05。

牙周炎组、PBS 组和 GMSC-Exos 组大鼠牙龈组

织 IL-6 和 TNF-α mRNA 表达水平均高于空白组大

鼠；GMSC-Exos 组大鼠 IL-6 和 TNF-α mRNA 表

达水平低于牙周炎组和 PBS 组大鼠 （均 P<0.05）。

见表 3。

表 3 4 组大鼠牙龈组织 IL-6 和 TNF-α mRNA 表达量比较（x±s）
Table 3 Comparison of expression differences between IL-6 and

TNF-α in rat gingival tissues in four groups (x±s)
组别

空白组

牙周炎组

PBS组
GMSC-Exos组
F值

P值

IL-6
0.99±0.10
1.63±0.09①

1.58±0.11①

1.09±0.14①②③

24.335
<0.001

TNF-α
1.06±0.14
3.63±0.26①

3.79±0.32①

1.61±0.29①②③

111.793
<0.001

注：①表示与空白组比较 P<0.05；②表示与牙周炎组比较 P<

0.05；③表示与PBS组比较P<0.05。

2.4 大鼠牙周组织病理学结果

如图 1 所示，空白组大鼠牙周组织结构完整，

牙龈紧密附着于牙面，结合上皮附着于釉牙骨质界

处，未见炎症细胞浸润。牙周炎组和 PBS 组大鼠可

见牙周组织结构破坏，炎症细胞数目增加，结合上皮

向根方伸展形成深的牙周袋，牙槽嵴的顶部破坏。

GMSC-Exos 组大鼠牙周组织破坏程度减轻，结合上

皮未见明显的根方增殖，炎症细胞浸润程度减轻，未

见明显炎症细胞。

3 讨 论

牙龈干细胞起源于神经嵴，易于培养，在传代数

量较高时也可表现出较强的免疫调节和增殖能力，且

具有稳定的功能特征，因此被广泛用于牙周炎治

疗［10-12］。传统牙周病治疗方法侧重于通过机械清创

术减少牙周袋中的细菌负荷，而调节宿主免疫炎症

反应可能在阻止疾病进展、促进愈合修复方面发挥

重要作用［13］，因此抑制炎性细胞募集和促炎性介质

产生被认为是牙周炎治疗的重要靶点。 IL-6 和

TNF-α 是牙周炎主要的促炎细胞因子［14］，TNF-α
可提高中性粒细胞黏附因子水平，促进中性粒细胞

黏附，损伤内皮细胞；IL-6 可刺激骨吸收、破坏牙

周组织、抑制金属蛋白酶抑制因子，导致牙槽骨破

坏和吸收［15］。

在本研究中，采用结扎丝法致大鼠牙周炎，造模

4 周后大鼠结扎区菌斑堆积、牙龈红肿、探诊出血和

牙周袋形成，表明已成功建立了大鼠牙周炎模型；空

白组、牙周炎组、PBS 组和 GMSC-Exos 组的病理检

查、牙周临床指标检查结果存在差异，证实了该牙周

炎模型的科学性。牙周炎大鼠经 GMSC-Exos 治疗

后，牙周炎区域牙龈组织及外周血中 IL-6、TNF-α
水平降低，同时病理检查显示牙龈组织炎症程度减

轻，牙周情况改善，牙槽骨吸收程度降低，而 PBS
组大鼠上述指标并未发生明显变化。以上结果提示

GMSC-Exos 可降低炎症因子 IL-6 和 TNF-α 表达，

改善牙周炎症，减缓牙槽骨吸收，保护牙周支持组

织，为牙周炎治疗提供了新的辅助治疗手段。
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