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白藜芦醇碳化聚合物点对炎症状态下的巨噬细胞
极化及人牙周膜干细胞成骨分化的影响

李诺 1，　王玉龙 2，　柳庆 3，　苗雷英 1

1. 南 京 大 学 医 学 院 附 属 口 腔 医 院 ，南 京 市 口 腔 医 院 牙 体 牙 髓 病 科 ，南 京 大 学 口 腔 医 学 研 究 所 ，江 苏 南 京

（210008）；　2. 牡丹江市第二人民医院口腔科，黑龙江 牡丹江（157000）；　3. 南京大学医学院附属口腔医院，南京

市口腔医院牙周科，南京大学口腔医学研究所，江苏 南京（210008）

【摘要】　目的　探讨白藜芦醇碳化聚合物点（resveratrol-derived carbonized polymer dots，RSV-CPDs）对炎症状

态下的巨噬细胞极化与人牙周膜干细胞（human periodontal ligament stem cells，hPDLSCs）成骨分化的作用及其

机制，为 RSV-CPDs 治疗牙周炎提供实验依据。方法　将白藜芦醇（resveratrol，RSV）在催化剂氨水存在的条

件下通过高温热解法制备成 RSV-CPDs 并且通过透射电镜（transmission electron microscope，TEM）、傅里叶红外

光谱（Fourier transform infrared spectrometer，FTIR）、X 射线衍射（X-ray diffraction，XRD）以及 X 射线光电子能谱

（X-ray photoelectron spectroscopy，XPS）对 RSV-CPDs 进行表征验证；使用 CCK8 检测 RSV-CPDs 的细胞毒性。通

过流式细胞术检测 RSV-CPDs 在牙龈卟啉单胞菌来源的脂多糖（Porphyromonas gingivalis-lipopolysaccharide，P.
g-LPS）刺激条件下对巨噬细胞的凋亡及细胞极化的影响：①细胞凋亡实验分组：将巨噬细胞（RAW264.7）分

为对照组（不做任何处理）、P.g-LPS 组［P.g-LPS（2 μg/mL）处理细胞 24 h］、RSV 组［P.g-LPS（2 μg/mL）+RSV（10 
μg/mL）处理细胞 24 h］以及 RSV-CPDs 组［P.g-LPS（2 μg/mL）+ RSV-CPDs（50 μg/mL）处理细胞 24 h］，；②细胞

极化实验分组：将巨噬细胞（RAW264.7）分为 4 组，分别为对照组（不做任何处理）、P.g-LPS+IFN-γ 组［P.g-LPS
（200 ng/mL）+IFN-γ（20 ng/mL）处理细胞 24 h］、RSV 组［P.g-LPS（200 ng/mL）+IFN-γ（20 ng/mL）+RSV（10 μg/
ml）处理细胞 24 h］、RSV-CPDs 组［P.g-LPS（200 ng/mL）+IFN-γ（20 ng/mL）+ RSV-CPDs（50 μg/mL）处理细胞 24 
h］。收集上述细胞极化实验中各组巨噬细胞上清液并与成骨诱导培养基 1：1 混合，分别用于培养 hPDLSCs，
将 hPDLSCs 对应分组为对照组、P.g-LPS+IFN-γ 组、RSV 组以及 RSV-CPDs 组，采用碱性磷酸酶染色（alkaline 
phosphatase，ALP）、茜素红染色（alizarin red staining，ARS）检测 hPDLSCs 成骨趋势；实时定量 PCR（real-time 
quantitative PCR，RT-qPCR）检测成骨相关基因表达的变化；Western blot 检测 hPDLSCs 的成骨相关蛋白的表达

结果。最后采用转录组学测试探究 RSV-CPDs 对炎症刺激下的巨噬细胞（THP-1）表型影响的机制。结果　

TEM 结果显示 RSV-CPDs 呈现均一的球形结构；FTIR 结果显示，RSV-CPDs 产生新的 O-C=O 峰；XRD 结果证实

新合成的 RSV-CPDs 呈现无定形结构；XPS 结果显示 RSV-CPDs 形成了亲水基团羧基；CCK-8 结果显示 RSV 在

浓度超过 10 μg/mL 时便对 RAW264.7 存在一定的毒性（P=0.011），而 RSV-CPDs 在浓度达到 50 μg/mL 时对细

胞依旧具有良好的生物安全性（P>0.05），因此后续试验浓度 RSV 为 10 μg/mL，RSV-CPDs 为 50 μg/mL。流式

细胞术结果显示：RSV-CPDs 具有抑制炎性刺激状态下巨噬细胞凋亡的效果（P=0.008），且抑制效果优于其前

体 RSV（P=0.009）。RSV 组以及 RSV-CPDs 组 CD86+细胞相较于 P.g-LPS+IFN-γ 组有不同程度的降低（P<0.001，
P=0.004），而 CD206+细胞则存在不同程度的提升（P=0.006，P=0.008），并且 RSV-CPDs 组 CD206+细胞比例高于

RSV 组（P=0.010）。与 P.g-LPS+IFN-γ 组对比，RSV-CPDs 处理过的巨噬细胞上清液显著提升了 hPDLSCs 的

ALP 表达（P=0.005）、ARS 水平（P=0.006），成骨相关基因 RUNX-2、OCN 以及 COL-1 的 mRNA 表达显著上升（P<
0.05），以及 RUNX-2 蛋白水平也显著上升（P=0.001）。转录组学结果显示：与 P.g-LPS+IFN-γ 组对比，RSV-
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CPDs 组的核因子 κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）信号通路以及肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）信

号通路均呈现下调趋势。结论　RSV-CPDs 可抑制炎症状态下的巨噬细胞凋亡及使其向 M2 型极化，促进 hP‐
DLSCs 成骨分化，其机制可能与抑制 NF-κB、TNF 信号通路有关。

【关键词】　巨噬细胞极化；　牙龈卟啉单胞菌；　白藜芦醇；　碳化聚合物点；　脂多糖；　

炎症；　人牙周膜干细胞；　成骨分化
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Effects of resveratrol-derived carbonized polymer dots on macrophage polarization and osteogenic differentia⁃
tion of human periodontal ligament stem cells under inflammatory conditions  LI Nuo1, WANG Yulong2, LIU 
Qing3, MIAO Leiying1. 1. Department of Cariology and Endodontics, Nanjing Stomatological Hospital, Affiliated Hos‐
pital of Medical School, Nanjing University, Research Institute of Stomatology, Nanjing 210008, China; 2. Department 
of Stomatology, The Second People’s Hospital of Mudanjiang, Mudanjiang 157000, China; 3. Department of Periodon‐
tology, Nanjing Stomatological Hospital, Affiliated Hospital of Medical School, Research Institute of Stomatology, Nan‐
jing University, Nanjing 210008, China　
Corresponding author: MIAO Leiying, Email: miaoleiying80@163.com
【Abstract】 Objective　 To investigate the effect and mechanism of resveratrol-derived carbonized polymer dots 
(RSV-CPDs) on macrophage polarization and osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells (hP‐
DLSCs) under inflammatory conditions, and to provide an experimental basis for the treatment of periodontitis with 
RSV-CPDs. Methods　RSV-CPDs were prepared by high-temperature pyrolysis of resveratrol (RSV) in the presence of 
ammonia as a catalyst, and RSV-CPDs were characterized by transmission electron microscope (TEM), Fourier trans‐
form infrared spectrometer (FTIR), X-ray diffraction (XRD), and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). CCK8 was 
used to detect the cytotoxicity of RSV-CPDs. The effects of RSV-CPDs on the apoptosis and cell polarization of macro‐
phages stimulated by Porphyromonas gingivalis-lipopolysaccharide (P.g-LPS) were detected by flow cytometry: ① For 
the apoptosis detection experiment, the macrophages (RAW264.7) were divided into the control group (no treatment), P.

g-LPS group [treated with P.g-LPS (2 μg/mL) for 24 h], RSV group [treated with P.g-LPS (2 μg/mL) + RSV (10 μg/mL) 
for 24 h], and RSV-CPDs group [treated with P.g-LPS (2 μg/mL) + RSV-CPDs (50 μg/mL) for 24 h]. ② For the cell po‐
larization experiment, the macrophages (RAW264.7) were divided into four groups. They were the control group (no 
treatment), P.g-LPS + IFN-γ group [P.g-LPS (200 ng/mL) + IFN-γ (20 ng/mL) treated cells for 24 h], RSV group [P.g-

LPS (200 ng/mL) + IFN-γ (20 ng/mL) + RSV (10 μg / mL) treated cells for 24 h], RSV-CPDs group [P.g-LPS (200 ng / 
mL) + IFN- γ (20 ng / mL) + RSV-CPD (50 μg / mL) treated cells for 24 h]. The supernatant of macrophages in the 
above four groups of cell polarization experiments was collected and mixed with osteogenic induction medium at a 1:1 
ratio to culture hPDLSCs. The hPDLSCs were divided into the control group, P.g-LPS + IFN-γ group, RSV group, and 
RSV-CPDs group. The osteogenic trend of hPDLSCs was detected by alkaline phosphatase (ALP) staining and alizarin 
red staining (ARS). Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was used to detect the expression of osteogenesis-related 
genes. Western blot was used to detect the expression of osteogenesis-related proteins in hPDLSCs. Finally, transcrip‐
tome tests were used to explore the mechanism of the effect of RSV-CPDs on the phenotype of macrophages (THP-1) 
stimulated by inflammation. Results　 TEM results showed that RSV-CPDs exhibited a uniform spherical structure. 
FTIR results showed the O-C=O peak of RSV-CPDs. XRD results confirmed that the newly synthesized RSV-CPDs ex‐
hibited an amorphous structure. XPS results showed that RSV-CPDs formed a hydrophilic carboxyl group. CCK-8 re‐
sults showed that RSV had specific toxicity to RAW264.7 when the concentration exceeded 10 μg/mL (P = 0.011), 
while RSV-CPDs still had good biosafety to cells when the concentration reached 50 μg/mL (P > 0.05). Therefore, the 
concentration of RSV was 10 μg/mL and RSV-CPDs was 50 μg/mL. The results of flow cytometry showed that RSV-

CPDs inhibited the apoptosis of macrophages under inflammatory stimulation (P = 0.008), and the inhibitory effect was 
better than that of its precursor RSV (P = 0.009). Compared with the P.g-LPS + IFN-γ group, CD86+ cells in the RSV 
group and RSV-CPDs group decreased by varying degrees (P < 0.001, P = 0.004), while CD206+ cells increased by 
varying degrees (P = 0.006, P = 0.008), and the proportion of CD206+ cells in the RSV-CPDs group was higher than 
that in the RSV group (P = 0.010). Compared with the P.g-LPS + IFN-γ group, the supernatant of macrophages treated 
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with RSV-CPDs significantly increased the ALP expression (P = 0.005) and ARS level (P = 0.006) of hPDLSCs. The 
mRNA expression of osteogenic-related genes RUNX-2, OCN, and COL-1 significantly increased (P < 0.05), and the 
level of RUNX-2 protein also significantly increased (P = 0.001). Transcriptome results showed that compared with the 
P.g-LPS + IFN-γ group, the nuclear factor kappa-B (NF-κB) signaling pathway and tumor necrosis factor (TNF) signal‐
ing pathway in the RSV-CPDs group showed downward trends. Conclusion　RSV-CPDs can inhibit the apoptosis of 
macrophages in the inflammatory state, promote M2 polarization, and bolster the osteogenic differentiation of hPDLSCs. 
The mechanism involved may be related to the inhibition of NF-κB and TNF signaling pathways.
【Key words】 macrophage polarization; Porphyromonas gingivalis; resveratrol; carbonized polymer dots; lipo‐
polysaccharide; inflammation; human periodontal ligament stem cells; osteogenic differentiation
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慢性牙周炎是一种常见的口腔疾患，全球约

20%～50% 的人受其影响［1］。牙齿出血、口腔异

味、牙齿松动甚至脱落是慢性牙周炎的主要临床

表现［2］。此外，患有严重牙周炎的人更容易患心血

管疾病、糖尿病和阿尔茨海默病等，这些疾病都可

能对全身健康产生影响［3］。在牙周炎病损区，炎性

免疫细胞过度活跃，产生的炎症因子诱发破骨细

胞过度活跃，最终导致牙槽骨的吸收［4］。巨噬细胞

在炎症刺激情况下会极化为 M1 表型，属“经典”型

巨噬细胞，主要分泌促炎因子。而在炎症缓解过

程中会极化为 M2 表型，属于“替换”型巨噬细胞，

发挥抗炎作用［5］。既往研究证实牙周组织内的巨

噬细胞在极化为 M2 表型后，所分泌的细胞因子通

过巨噬细胞与干细胞间的“cross-talk”作用促进 hP‐
DLSCs 分化为成骨细胞［6］。因此，选用合适的策略

抑制牙周病损区过度的炎症反应，促进牙槽骨再

生对于牙周炎的治疗是很有意义的［7-8］。
白藜芦醇（resveratrol，RSV）是一种多酚化合

物，具有良好的抗菌、抗炎、抗氧化以及抗肿瘤的

效果［9］。这些优势为 RSV 应用于牙周炎的治疗提

供了强有力的支持。然而，RSV 水溶性较差，并存

在一定程度的细胞毒性，这些缺陷限制了其进一

步的生物应用［10］。因此，选择合适的策略在提升

RSV 水溶性、生物安全性的同时，保留 RSV 的优势

成为重中之重。碳化聚合物点（carbonized polymer 
dots，CPDs）是一类新兴的碳基纳米颗粒，通常是通

过水热或溶剂热方法从多官能度有机小分子或聚

合物前体中制备而得。其表面的聚合物壳层有丰

富的官能团，赋予 CPDs 良好的水分散性［11-12］。共

价碳骨架结构也增强了 CPDs 的稳定性，并具有更

低的毒性、更低的成本和优异的生物相容性，这些

特点对生物相关领域的实际应用至关重要［13-14］。
本课题组前期关于 RSV 抗炎、抗氧化以及促进骨

再生等效果已经进行过充分的验证［15］，但是将疏

水的 RSV 制备成水分散性良好的碳化聚合物点之

前并未被其他课题组报道，其成骨效果亦未得到

验证。基于以上，本课题组通过对 RSV 施加一定

的温度和压力，诱导形成白藜芦醇碳化聚合物点

（resveratrol-derived carbonized polymer dots，RSV-

CPDs）。将 RSV-CPDs 与炎症状态下的巨噬细胞共

培养并观察其对巨噬细胞表型的影响以及机制探

究，验证了 RSV-CPDs 刺激后的巨噬细胞上清液对

人牙周膜干细胞（human Periodontal Ligament Stem 
Cells， hPDLSCs）成骨分化的促进效果，为 RSV-

CPDs 治疗牙周炎提供实验依据。

1　材料和方法

1.1　主要试剂与仪器

DMEM-高糖（11965118，Gibco，美国），胎牛血

清（FSS500，依 科 赛 ，中 国），青 霉 素/链 霉 素

（SV30010，Hyclone，美国），PBS（G4202，Servicebio，
中国），CCK-8 试剂盒（CK04，同仁，日本），RSV
（R0071，TCI，日本），微孔滤菌过滤器（SLGV004
SL，Sigma-Aldrich，美国），透析袋（02048716，泰坦

科技探索平台，中国），小鼠巨噬细胞系 RAW264.7
细胞、人源性巨噬细胞 THP-1（上海细胞库，中国），
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hPDLSCs（CP-H234，武汉普诺赛生命科技有限公

司，中国），RT-qPCR 试剂盒（RC112，R323，Q711，
诺维赞，中国），Annexin V-PI 试剂盒（BB-4101，
Bestbio，中国），PE-CD206（大鼠抗小鼠）、APC-

CD86（大鼠抗小鼠）、CD16/CD32（人 IgG4 抗小鼠）

（163403，159215，141705，Biolegend，美国），碱性磷

酸酶染色（alkaline phosphatase，ALP）检测试剂盒

（C3206，P0321S 碧云天，中国），茜素红染色（aliza‐
rin red staining，ARS）试剂盒（G1452，Solarbio，中

国），氯化十六烷基吡啶一水合物（6004-24-6，
Sigma-Aldrich，美国），重组 anti-RUNX-2 抗体（兔单

克隆抗体，Abcam，ab236639，美国），β -actin 抗体

（兔多克隆抗体，Proteintech，20536-1-AP，美国），二

抗 山 羊 抗 兔 抗 体（Ab2337913，Jackson，美 国），

SurePAGE ™ 预 制 胶 ，电 泳 缓 冲 液（M42012C，

M00138，金斯瑞，中国），TBST（C006161，生工，中

国），PVDF 膜（IPVH00010，Millipor，美国），牙龈卟

啉 单 胞 菌 来 源 的 LPS（Porphyromonas gingivalis-
lipopolysaccharide，P.g-LPS，InvivoGen，美国），干扰

素-γ（IFN-γ，Z02916-100，金斯瑞，中国）。

聚四氟乙烯内衬不锈钢高压釜（Rs13602，
Shilpa Enterprises，美国），透射电子显微镜（JEM-

F200，JEOL，日 本），红 外 光 谱 仪（iS20，Thermo 
Fisher Scientific Nicolet，美 国 ），拉 曼 光 谱 仪

（LabRAM HR Evolution，Horiba，日本），X 线衍射仪

（D8 Advance，Bruker，美 国），酶 标 仪（Spectra‐
MAXM3，Thermo Scientific，美国），X 射线光电子能

谱仪（ESCALAB 250Xi，ESCALAB 250Xi，美国），流

式细胞仪（FACS Calibur，BD，美国），倒置荧光显微

镜（NikonTi2，Nikon 日本），Nanodrop 核酸检测仪

（One，Thermo Scientific，美国），RNA 逆转录分析仪

（C1000 Touch，Bio-Rad，美国），RT-qPCR 分析仪

（ViiA V7Dx，Thermo，美国），Trizol 试剂（15596026，
Invitrogen，美国），QuantiCyto®小鼠转化生长因子-β
1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）酶联免疫

吸附（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试

剂盒（EMC107b.48，欣博盛，中国）。

1.2　RSV-CPDs 的制备、表征验证及细胞毒性检测

1.2.1　RSV-CPDs 的制备　将 340 mg RSV 和 6 mL
氨水（v/v：25%～28%）通过超声处理溶解在超纯水

（54 mL）中 15 min，得到 RSV 溶液。随后，将每 15 
mL RSV 溶液加入 25 mL 内衬特氟纶的不锈钢高压

釜中，在 200 ℃的烘箱中加热 4 h。反应器自然冷

却至室温后，将反应溶液通过 0.22 μm 微孔膜过滤

以去除大块沉淀物，得到透明的棕色溶液。溶液

最初在截留分子量为 1 kDa 的透析袋中用超纯水

透析，以去除残留的小分子物质和氨，随后用稀释

的氨溶液（pH 值≈9）透析，以完全去除残留的大分

子物质。最后，再次用超纯水透析溶液以去除残

留的氨，可以获得纯化的 RSV-CPDs。取出固定体

积的溶液并冷冻干燥，以测定 RSV-CPDs 的浓度。

1.2.2　RSV 及 RSV-CPDs 的表征验证　TEM 成像在

JEOL JEM-F200 透射电子显微镜上完成。红外光

谱测量是在傅里叶红外光谱（Fourier transform in‐
frared spectrometer，FTIR）光谱仪上进行，光谱分辨

率为 4 cm-1。X 射线衍射（X-ray diffraction，XRD）测

量是通过配备 CuKα 辐射（λ=0.15 406 nm）的 Smart‐
Lab SE 射线衍射仪进行测试。X 射线光电子能谱

（X-ray photoelectron spectroscopy，XPS）是通过赛默

飞世尔科技 ESCALAB 250Xi XPS 系统进行测试，

使用 XPS PEAK41 软件减去 Shirley 背景后，使用高

斯-洛伦兹分量轮廓拟合高分辨率 XPS 光谱。

1.2.3　RSV 及 RSV-CPDs 的细胞毒性测试　小鼠巨

噬细胞（RAW264.7）细胞在含有 10%（v/v）胎牛血

清和 1% 青霉素 -链霉素（P/S）的 Dulbecco's Modi‐
fied Eagle 培养基中培养，温度为 37 °C、二氧化碳

含量 5%、湿度 100%，以每孔 5×103细胞的密度接种

在 96 孔板中，并使其自然贴壁 24 h。待细胞贴壁

后，分别用不同浓度的 RSV-CPDs（0、5、10、20、50 
μg/mL）、不同浓度的 RSV（0、2.5、5、10、20 μg/mL）
处理细胞 24 h，使用 10%（v/v）CCK8 培养基孵育细

胞 2 h，并用酶标仪在 450 nm 吸光度处读数。以

RSV、RSV-CPDs 浓度为 0 μg/mL 时的吸光度值换算

成平均存活率为 100%，并计算其他浓度下的细胞

存活率（%）。

1.3　流式细胞术检测 RSV-CPDs 对巨噬细胞的极

化与凋亡的影响

1.3.1　细胞凋亡　①实验分组：待巨噬细胞贴壁

后，将细胞随机分为对照组（不做任何处理），仅 P.
g-LPS（2 μg/mL）处理细胞 24 h 作为 P.g-LPS 组，P.
g-LPS（2 μg/mL）+RSV（10 μg/mL）处理细胞 24 h 作

为 RSV 组，P.g-LPS（2 μg/mL）+ RSV-CPDs（50 μg/
mL）处理细胞 24 h 作为 RSV-CPDs 组。②实验操

作：24 h 后去除培养基，PBS 清洗残留培养基后加

入 Annexin V—FITC 和 PI 染液在 4 ℃条件下孵育细

胞 30 min，最后用 PBS 洗涤细胞以清除未进入细胞

的荧光标记染料。使用流式细胞仪进行分析，

FlowJo v10 软件进行数据处理。
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1.3.2 细胞极化 ①实验分组：待巨噬细胞贴壁

后，将细胞随机分为对照组（不做任何处理），仅 P.
g-LPS（200 ng/mL）+IFN-γ（20 ng/mL）处理细胞 24 h
作为 P.g-LPS+IFN-γ 组，P.g-LPS（200 ng/mL）+IFN-γ
（20 ng/mL）+RSV（10 μg/mL）处 理 细 胞 24h 作 为

RSV 组，P. g-LPS（200 ng/mL）+IFN- γ（20 ng/mL）+ 
RSV-CPDs（50 μg/mL）处理细胞 24h 作为 RSV-CPDs
组。②实验操作：24 h 后收集 RAW264.7 细胞并用

PBS 洗涤 3 次。然后，首先在 4 ℃下用 CD16/CD32
抗体孵育 15 min，随后加入 APC-CD86 和 PE-CD206
并孵育 30 min，最后用 PBS 洗涤细胞以清除未进入

细胞的荧光标记染料。

1.4　ELISA 检测 RSV-CPDs 处理巨噬细胞后上清

液中的 TGF-β1 水平

巨噬细胞分组与方法 1.3.2 的一致，分别收集 4
组（对照组、P.g-LPS+IFN-γ 组、RSV 组与 RSV-CPDs
组）的 RAW264.7 上清液。依据 ELISA 试剂盒生产

厂家的说明书进行后续操作：首先利用标准品确

定浓度和吸光度的换算公式，然后在涂有 TGF-β1
抗体的空板内依次加入对照组、P.g-LPS+IFN-γ 组、

RSV 组与 RSV-CPDs 组的上清液孵育 90 min。洗去

上清液后依次加入生物素化的抗小鼠 TGF-β1 抗

体和辣根过氧化物酶标记的亲和素。最后加入显

色底物处理 15 min 后再加入反应终止液，酶标仪

于吸光度 450 nm 处记录读数。

1.5　hPDLSCs 的培养及分组

hPDLSCs 用完全培养基 DMEM（含有 10%（v/v）
胎 牛 血 清 和 1% 青 霉 素 - 链 霉 素 P/s）并 培 养 在

37 ℃，5%CO2 的条件下。细胞融合度超过 80% 后

进行传代，P3～P6 代细胞用于后续实验［15］。
收集不同组处理后（同方法 1.3.2）的巨噬细胞

上清液，将 hPDLSCs 分为 4 组，为空白对照组、P.g-

LPS+IFN-γ 组、RSV 组与 RSV-CPDs 组，分别使用对

应组别的巨噬细胞上清液与成骨诱导培养基 1：1
混合培养［16］，以 1×104 的密度接种在 6 孔板中，直

至细胞黏附、融合度超过 90%，每 3 d 换一次液［17］。
1.6　ALP、ARS 实验检测 hPDLSCs 成骨能力

1.6.1　ALP 定量实验　与 hPDLSCs 培养 7 d 后，除

去细胞上清液，hPDLSCs 用 4%（v/v）多聚甲醛固

定，按照试剂盒说明步骤使 ALP 显色试剂盒进行

染色。染色结果使用白光扫描仪观察样品。ALP
定量实验：依据 ALP 检测试剂盒的说明进行测试。

1.6.2　ARS　与 hPDLSCs 培养 14 d 后，除去细胞上

清液，hPDLSCs 在室温下用 70%（v/v）乙醇溶液固

定细胞 30 min，然后进行茜素红染色。每个样品用

2%（w/v）的茜素红 S 染色 30 min。最后使用倒置荧

光显微镜和扫描仪观察样品，并进行染料提取定

量。将染料在 450 μL 10%（w/v）氯化十六烷基吡

啶一水合物中提取 15 min。将溶液等分并转移到

96 孔板（每孔 150 μL）中，使用微孔板读数器测量

波长 562 nm 处的吸光度。

1.7　 RT-qPCR 检 测 hPDLSCs 成 骨 相 关 基 因 的

mRNA 表达

使 用 RNAprep 纯 细 胞 试 剂 盒 提 取 总 RNA，

nanodrop 测定样本的 RNA 含量。随后使用 Prime‐
Script RT 试剂盒通过逆转录制备 cDNA。通过实时

PCR 仪分析成骨相关的因子的基因表达（引物列

见表 1）。比较 2−ΔΔCt 方法用于量化不同 mRNA 表

达的相对水平。所有样本选择 GAPDH 作为内参，

检测骨生成转录因子 2（runt-related transcription 
factor 2，RUNX-2），I 型胶原蛋白（collagen type I ，
COL-1）以及骨钙素（osteocalcin，OCN）的水平。

1.8　Western blot 检测 hPDLSCs 成骨相关蛋白水平

将 hPDLSCs 铺至 6 孔板中，待细胞融合度超

90% 后，加入对照组的 RAW264.7 上清液并与成骨

诱导培养基 1：1 混合作为对照组；加入 P.g-LPS+
IFN-γ 组的 RAW264.7 上清液并与成骨诱导培养基

1：1 混合作为 P. g-LPS+IFN- γ 组；加入 RSV 组的

RAW264.7 上清液并与成骨诱导培养基 1：1 混合作

为 RSV 组；加入 RSV-CPDs 组的 RAW264.7 上清液

表 1　RT-qPCR 引物序列

Table 1　Primer sequences in RT-qPCR
Genes

RUNX-2
COL-1
OCN

GAPDH

Forward primers（5'-3'）
GGAGTGGACGAGGCAAGAGTTT

AGAACAGCGTGGCCT
GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG

CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT

Reverse primers（5'-3'）
AGCTTCTGTCTGTGCCTTCTGG

TCCGGTGTGACTCGT
GATGTGGTCAGCCAACTCGT
CCATGGTGTCTGAGCGATGT

RUNX-2: Runt-related transcription factor 2; COL-1: collagen type I; OCN: osteocalcin; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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并与成骨诱导培养基 1：1 混合作为 RSV-CPDs 组。

培养 7 天后，去除原培养基，PBS 冲洗 3 次，加入

RIPA 裂解液和磷酸酶抑制剂提取细胞总蛋白。测

定蛋白浓度后，加入 1×SDS 上样液并在 95 ℃情况

下充分变性。电泳凝胶内加入等量（30 μg）蛋白，

电泳结束后转至 PVDF 膜并用 5% 脱脂奶粉封闭

1 h。将 RUNX-2 与内参 β -actin 稀释 1 000 倍后均

匀覆盖在 PVDF 膜上。孵育 2 h 后洗膜，并以 1： 
500 的比例稀释和孵育二抗山羊抗兔抗体 1 h，最
后显影并曝光观察蛋白表达情况。

1.9　转录组学分析 RSV-CPDs 对炎症状态下的巨

噬细胞极化作用的机制

选用 P.g-LPS（200 ng/mL）+IFN-γ（20 ng/mL）刺

激人源巨噬细胞（THP-1）24 h，作为 P.g-LPS+IFN-γ
组。加入 P.g-LPS（200 ng/mL）+IFN-γ（20 ng/mL）的

同时再加入 50 μg/mL 的 RSV-CPDs 并与 THP-1 共

培养 24 h 作为 RSV-CPDs 组。24 h 后用 PBS 洗涤细

胞 3 次，使用 Trizol 试剂提取总 RNA。使用 Thermo 
Scientific 分光光度计测量 RNA 纯度和浓度，并用

生物分析仪评估其完整性。随后，根据标准方案，

使用 VAHTS Universal V6 RNA-seq 文库制备试剂

盒制备 RNA-seq 库。Majorbio 公司（上海，中国）执

行了转录组测序，并提供了后续分析支持。

1.10　统计学分析

采用 Prism 9.3.1 软件进行作图和统计学分析，

正态分布的计量资料以平均值±标准差表示。运

用单因素方差分析（one-way ANOVA）对各指标进

行比较。P<0.05 认为差异具有统计学意义。

2　结 果

2.1　RSV-CPDs 的表征验证及细胞毒性检测

TEM 结果显示高温热解法制备的 RSV 碳化聚

合物点（RSV-CPDs）分散良好并呈现均一的球形结

构（图 1a），平均直径小于 3 nm（图 1b）。FTIR 结果

显示，与 RSV 的结果相比（图 1c），RSV-CPDs 在大

约 1 700 cm-1处形成了新的 O-C=O 峰（图 1d）。XRD
结果证实新合成的 RSV-CPDs 呈现无定形结构（图

1e），这与其前体 RSV 呈现的晶体结构（图 1f）差异

较大。XPS 结果显示，与 RSV 相比，RSV-CPDs 的

XPS 碳和氧的精细谱分别在结合能 288.7 eV、532.3 
eV 处新形成了羧基（图 1g＆1h）。上述结果证实了

RSV-CPDs 的成功合成。

CCK-8 实验结果显示，加入 50 μg/mL RSV-

CPDs 共培养的巨噬细胞（RAW264.7）与对照组（0 

μg/mL RSV-CPDs）相比，细胞活力无显著性差异（P
＞0.05）（图 1i）；加入 RSV 浓度为 10 μg/mL 时细胞

活力与对照组（0 μg/mL RSV）相比无显著差异（P
＞0.05），而当 RSV 浓度为 20 μg/mL 时，与对照组

（0 μg/mL RSV）相比，细胞活力显著下降（P=0.017）
（图 1j）。因此，本研究的 RSV 实验浓度设置为 10 
μg/mL，RSV-CPDs 实验浓度为 50 μg/mL。
2.2　RSV-CPDs 抑制 LPS 诱导下的巨噬细胞凋亡

流式细胞术检测细胞凋亡的结果显示（图 2），

P.g-LPS 刺激巨噬细胞 RAW264.7 细胞 24 h 后，与

空白对照组相比，RAW264.7 早期凋亡（Q3）比例明

显 提 升（P=0.015），RSV 组 和 RSV-CPDs 组 的

RAW264.7 早期凋亡（Q3）的比例与 P.g-LPS 组比

较，均显著下降（RSV 组 vs. P.g-LPS 组：P=0.048；
RSV-CPDs 组 vs. P.g-LPS 组：P=0.008），而其中 RSV-

CPDs 组细胞凋亡比例下降作用优于 RSV 组（P=
0.009）。

2.3　 RSV-CPDs 促进炎症状态下巨噬细胞 M2 型

极化

流式细胞术检测细胞极化结果显示（图 3），P.
g-LPS+IFN- γ 刺激后的巨噬细胞 RAW264.7 的 M1
表型标志物（CD86+）（Q1）相比对照组显著提升（P
<0.001），而加入 RSV 和 RSV-CPDs 后 M1 表型标志

物（CD86+）（Q1）相较于 P.g-LPS+IFN-γ 组有着不同

程 度 的 下 降（RSV 组 vs. P. g-LPS+IFN- γ 组 ：P<
0.001；RSV-CPDs 组 vs. P. g-LPS+IFN- γ 组 ：P=
0.004）。此外，RSV 与 RSV-CPDs 处理的 RAW264.7
的 M2 表型标志物（CD206+）（Q3）相较于 P.g-LPS+
IFN-γ 亦有显著提升（RSV 组 vs. P.g-LPS+IFN-γ 组：

P=0.006；RSV-CPDs 组 vs. P. g-LPS+IFN- γ 组 ：P=
0.008），其中 RSV-CPDs 组提升效果优于 RSV 组（P
=0.010）（图 3a～3c）。ELISA 检测以上各组巨噬细

胞上清液的 TGF-β1 含量，结果显示 RSV-CPDs 组

巨噬细胞上清液内所含有的 TGF-β1（M2 型巨噬细

胞分泌的因子）显著高于对照组和 P.g-LPS + IFN-γ
组（RSV-CPDs 组 vs 对照组：P<0.01；RSV-CPDs 组 
vs P.g-LPS + IFN-γ 组：P<0.05）（图 3d）。

2.4　RSV-CPDs 诱导的 M2 表型极化巨噬细胞的上

清液可促进 hPDLSCs 成骨分化

首先对上清液诱导 7 d 后的 hPDLSCs 进行 ALP
染色。结果显示，P.g-LPS+IFN-γ 组刺激后的巨噬

细胞上清液和对照组巨噬细胞上清液诱导的 hP‐
DLSCs 的 ALP 颜色较 RSV-CPDs 组诱导后更弱。同

时，RSV-CPDs 上清液诱导的 hPDLSCs 生成的 ALP
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a-b: TEM images showing the size and shape of RSV-CPDs, with an average diameter of less than 3 nm; c-h: chemical characterization of RSV and 
RSV-CPDs.  Carboxyl groups were newly formed in RSV-CPDs compared with RSV, and the structure of RSV-CPDs was amorphous, while RSV 
exhibited a crystalline structure; c: FTIR results of RSV; d: FTIR results of RSV-CPDs; e: XRD results of RSV-CPDs; f: XRD results of RSV; g: 
high-resolution C1s XPS spectra of RSV and RSV-CPDs; h: high-resolution O1s XPS spectra of RSV and RSV-CPDs.  i– j: viability of RAW 
264.7 cells in different treatment groups; i: viability of RAW 264.7 treated with RSV-CPDs at various concentrations (0, 5, 10, 20, 50 μg/mL); j: 
viability of RAW 264.7 treated with RSV at various concentrations (0, 2. 5, 5, 10, 20 μg/mL).  TEM: transmission electron microscopy; FITR: Fou‐
rier transform infrared spectroscopy; XRD: X-ray diffraction; XPS: X-ray photoelectron spectroscopy; RSV: resveratrol; RSV-CPDs: resveratrol-
carbonized polymer dots.  *P<0.05, NS: P>0.05

Figure 1　Characterization verification and cytotoxicity test results of RSV-CPDs
图 1　RSV-CPDs 的表征验证及细胞毒性检测结果
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颜色深于 RSV 组。说明 RSV-CPDs 和 RSV 具有通

过诱导 RAW264.7 向 M2 表型极化从而促进 hP‐
DLSCs 成骨分化的能力，并且 RSV-CPDs 的诱导效

果强于 RSV。ALP 定量实验结果显示：RSV-CPDs
组 ALP 分泌显著高于对照组（P=0.006）、P.g-LPS+
IFN-γ 组（P=0.005）以及 RSV 组（P=0.020）。而 RSV
组 ALP 分泌情况与对照组无显著差异（P=0.146）。

接下来对上清液诱导 14 d 后的 hPDLSCs 进行

ARS 染色。结果显示，组间颜色趋势差异和 ALP
结果一致：RSV-CPDs 组相对钙沉积量与对照组（P
=0.006）和 P. g-LPS+IFN- γ 组（P=0.006）相比显著

提升。

随后使用 qRT-PCR 检测不同组巨噬细胞上清

液诱导的 hPDLSCs 成骨相关基因表达情况，结果

显 示 ，RSV-CPDs 组 的 RUNX-2、COL-1、OCN 的

mRNA 相较于 P.g-LPS+IFN-γ 组和对照组均有明显

的上调（P<0.05），而 RSV 组的 hPDLSCs 相较于 P.g-

LPS+IFN- γ 组和对照组仅在 COL-1 mRNA 有上调

（P<0.05）。

最后使用 Western blot 实验进一步检测不同组

巨噬细胞上清液诱导的 hPDLSCs 成骨相关蛋白水

平，结果显示，RSV-CPDs 组的 RUNX-2 蛋白表达均

显著高于对照组（P=0.038）和 P.g-LPS+IFN-γ 组（P

=0.001），而 RSV 组的 RUNX-2 蛋白水平与对照组

相比无显著差异（P>0.05）。见图 4。
2.5　RSV-CPDs 影响炎症状态下巨噬细胞极化的

机制

选用转录组学测试分析 RSV-CPDs 对炎症刺

激下的巨噬细胞表型影响的机制。如图 5a 火山图

所示，RSV-CPDs 组与 P.g-LPS+IFN-γ 组对比，共有

1 255 个差异化表达基因（differentially expressed 
genes，DEG），包含 163 个下调的基因和 1 092 个上

调的基因。GO（Gene ontology）富集分析结果显示，

RSV-CPDs 组与 P.g-LPS+IFN-γ 组对比，与炎症相关

的干扰素 - α（interferon-alpha）产生呈现下调趋势

（图 5b）。 KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes）富集分析结果证实，与 P.g-LPS+IFN-γ 组

对 比 ，RSV-CPDs 组 的 核 因 子 κB（nuclear factor 
kappa-B，NF- κB）信 号 通 路 以 及 肿 瘤 坏 死 因 子

（tumor necrosis factor，TNF）信号通路均呈现下调趋

势（图 5c）。
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a-b: the apoptosis of RAW264.7 cells with different treatments was evaluated by flow cytometry. P.

g-LPS successfully provoked apoptosis in RAW264.7 cells compared with the control group. Both 
RSV and RSV-CPDs attenuated LPS-induced apoptosis, and RSV-CPDs exerted better effects than 
RSV. Control group: RAW264.7 cells with no treatment; P.g-LPS group: RAW264.7 cells treated 
with P.g-LPS (2 μg/mL) for 24 h; RSV group: RAW264.7 cells treated with P.g-LPS (2 μg/mL) + 
RSV (10 μg/mL) for 24 h; RSV-CPDs group: RAW264.7 cells treated with P.g-LPS (2 μg/mL) + 
RSV-CPDs (50 μg/mL) for 24 h. RSV: resveratrol; RSV-CPDs: resveratrol-carbonized polymer 
dots. LPS: lipopolysaccharide. *P < 0.05, **P < 0.01

Figure 2　RSV-CPDs inhibited LPS-induced macrophage apoptosis
图 2　RSV-CPDs 抑制 LPS 诱导下的巨噬细胞凋亡
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3　讨 论

慢性牙周炎是口腔临床常见的疾患，局部菌

斑生物膜过度繁殖产生的致炎性物质会导致氧化

应激以及免疫细胞功能受到抑制［18-20］。巨噬细胞

作为牙周组织内免疫细胞群中的重要组成部分，

其表型的变化对于牙周炎症的缓解至关重要［21］。

巨噬细胞主要分为“经典型”（M1）和“替代型”

（M2），在牙周炎处于进展期时，巨噬细胞以促炎型

的 M1 表型为主。而 M2 表型的巨噬细胞具有抗炎

的效果，可以有效抑制炎症的进一步发展［22-23］。因

此，治疗牙周炎的第一要务是控制感染、减轻炎症

浸润。此外，慢性牙周炎会导致牙槽骨丧失，最终

体现为牙齿松动甚至脱落。在控制炎症进展之

后，逐渐减缓牙槽骨的流失则是第二要务［24-25］。综

上，设计治疗慢性牙周炎的方案主要围绕着抗炎

和减缓骨吸收这两个方面进行。

RSV 的临床应用受制于水分散性差所导致的

生物利用率低下［26-27］。本研究采用高温热解法制

备的平均直径小于 3 nm 的 RSV-CPDs 则很好地弥

补了这一缺陷。首先红外光谱证实了 RSV-CPDs
新酚羟基的形成，其次 XPS 数据的 O1s 也证实新羧

酸键的出现［28］。以上结果为 RSV-CPDs 具有良好

水分散性提供了坚实的理论支撑。此外，RSV-

CPDs 的生物安全性同样值得重视。其前体 RSV 在
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The inflammatory cell model was successfully established by P.g-LPS and IFN-γ treatment, as evidenced by the upregulation of CD86 (a marker 
of M1-phenotype macrophages), compared with the control group.  Both RSV and RSV-CPDs were able to alleviate the inflammatory status, as 
shown by the downregulation of CD86 expression and the upregulation of CD206 (a marker of M2-phenotype macrophages).  Notably, RSV-CPDs 
exerted better effects on promoting CD206 expression than RSV.  The expression of TGF-β1 in the RSV-CPDs group was higher than that in the 
control and P.g-LPS + IFN-γ groups.  a: Flow cytometry analysis of the expression of CD86 (a biomarker for M1 macrophages) and CD206 (a bio‐
marker for M2 macrophages) in various experimental groups.  The statistical analysis of CD86+/CD206− cells (b) and CD86−/CD206+ cells (c).  d: 
the expression of TGF-β1 in different groups detected by ELISA.  Control group: RAW264.7 with no additional treatment.  P.g-LPS+IFN-γ group: 
RAW264.7 treated with P.g-LPS (200 ng/mL) and IFN-γ (20 ng/mL) for 24 h.  RSV group: RAW264.7 treated with P.g-LPS (200 ng/mL), IFN-γ 
(20 ng/mL), and RSV(10 μg/mL) for 24 h.  RSV-CPDs group: RAW264.7 treated with P.g-LPS (200 ng/mL), IFN-γ (20 ng/mL), and RSV-CPDs 
(50 μg/mL) for 24 h.  P. g-LPS: Porphyromonas gingivalis-lipopolysaccharide.  IFN- γ: interferon-gamma.  RSV: resveratrol.  RSV-CPDs: 
resveratrol-carbonized polymer dots.  ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay.  *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, NS: P>0.05

Figure 3　RSV-CPDs promote M2 polarization of macrophages under inflammatory conditions
图 3　RSV-CPDs 促进炎症状态下巨噬细胞 M2 型极化
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ALP activity and ARS staining were highest in the RSV-CPD group. The expression of osteogenic genes and proteins in the RSV and RSV-CPDs 
group was higher than in the control group and the P.g-LPS+IFN-γ group. Notably, the RSV-CPDs group exhibited higher expression of both osteo‐
genic genes and proteins compared to the RSV group. Control group: the supernatant of RAW264.7 from the control group was mixed with osteo‐
genic induction medium at a ratio of 1:1; P.g-LPS+IFN-γ group: the supernatant of RAW264.7 from the P.g-LPS+IFN-γ group was mixed with os‐
teogenic induction medium at a ratio of 1:1; RSV group: the supernatant of RAW264.7 from the RSV group was mixed with osteogenic induction 
medium at a ratio of 1:1; RSV-CPDs group: the supernatant of RAW264.7 from the RSV-CPDs group was mixed with osteogenic induction medium 
at a ratio of 1:1; a: Alkaline phosphatase staining of hPDALSCs in various experimental groups after 7 days. b: alizarin red staining of hPDALSCs 
in various experimental groups after 14 days. c: ALP activity test of hPDALSCs in various experimental groups after 7 days. d: quantitative analy‐
sis of the calcium nodules in various experimental groups after 14 days. e: relative gene expression of RUNX-2, COL-1, and OCN of hPDLSCs in 
various experimental groups. f: protein expression of RUNX-2 of hPDLSCs in various treatments. P. g-LPS: P. g-lipopolysaccharide. IFN- γ: 
interferon-gamma. RSV: resveratrol. RSV-CPDs: resveratrol-carbonized polymer dots. RUNX-2: Runt-related transcription factor 2; COL-1: colla‐
gen type Ⅰ; OCN: osteocalcin; hPDLSCs: human periodontal ligament stem cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, NS: P>0.05
Figure 4　Effects of macrophage supernatants treated with different groups on osteogenic effects of periodontal ligament stem cells

图 4　不同组处理的巨噬细胞上清液对牙周膜干细胞成骨效果的影响
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Compared with the P. g-

LPS+IFN- γ group, RSV-

CPDs effectively down-

regulated inflammation-

related pathways, includ‐
ing the NF- κB, interferon-

alpha, and TNF signaling 
pathways. P. g-LPS+IFN- γ 
group: THP-1 cells treated 
with P. g-LPS (200 ng/mL) 
and IFN- γ (20 ng/mL) for 
24 h. RSV-CPD group: 
THP-1 cells treated with P.

g-LPS (200 ng/mL), IF- γ 
(20 ng/mL), and RSV-

CPDs (50 μg/mL) for 24 h. 
a: volcano plots showing 
the upregulated and down‐
regulated genes by the 
RSV-CPDs treatment com‐
pared with the P. g-LPS+
IFN- γ group (p < 0.05, 
|log2(FC)| ≥ 1). b: GO 
analyses of the down-

regulated pathways in the 
RSV-CPDs group com‐
pared with the P. g-LPS+
IFN- γ group. The red box 
denotes the interferon-

alpha production and posi‐
tive regulation of 
interferon-alpha produc‐
tion. c: KEGG analyses of 
the down-regulated path‐
ways in the RSV-CPDs 
group compared with the P.

g-LPS+IFN- γ group. The 
red box denotes the NF-

κB and TNF signaling 
pathways

Figure 5　Transcrip‐
tome test analyzing the 
mechanism of the effect 
of RSV-CPDs on macro‐
phage phenotype under 
inflammatory conditions
图 5　转录组学测试

分析 RSV-CPDs 对炎

症刺激下的巨噬细胞

表型影响的机制
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浓度超过 10 μg/mL 时既对 RAW264.7 存在毒性，而

RSV-CPDs 在浓度 50 μg/mL 时依然保持着良好的

生物安全性。因此，后续实验 RSV 浓度设置为 10 
μg/mL，RSV-CDPs 浓度设置为 50 μg/mL。为了体

外模拟炎症微环境诱导细胞凋亡，本研究首先选

用 P.g-LPS 刺激巨噬细胞［29］。在分别应用 RSV 和

RSV-CPDs 后，巨噬细胞凋亡的趋势均有一定的缓

解，并且 RSV-CPDs 组巨噬细胞凋亡的比例低于

RSV 组。以上结果证明本研究制备的 RSV-CPDs
不仅在水溶性相较于其前体 RSV 有着一定程度的

提升，在生物安全性方面依旧优于 RSV。

炎症微环境中巨噬细胞多呈现 M1 表型［30-32］。
选用合适的策略诱导巨噬细胞极化为 M2 表型对

于调节炎症微环境至关重要［33］。与既往研究报道

趋势一致，流式细胞术证实 RSV-CPDs 可以诱导

RAW264.7 的 M1 型标记物 CD86 显著下调［34］。此

外，RSV 组的巨噬细胞 CD206 表达与炎症刺激（P.
g-LPS+IFN-γ）组相比有显著的统计学差异，证实其

具有一定的诱导 RAW264.7 极化至 M2 表型的能

力。RSV-CPDs 诱导炎症刺激下的 RAW264.7 向 M2
表型极化的能力依然强于 RSV，流式细胞术结果

中巨噬细胞的 CD206 表达和 RSV 组存在显著差异

证实了这一结论。

M2 表型巨噬细胞分泌的细胞因子具有诱导干

细胞成骨分化的作用［35-37］。牙周组织微环境内 M2
型巨噬细胞占比提升对于调节牙周膜干细胞的成

骨分化功能有促进作用［38］。Ni等［39］证实金纳米粒

子诱导 M2 表型的 RAW264.7 上清液可以诱导牙周

膜干细胞的成骨分化。先前的实验已经证实 RSV-

CPDs 具有良好的调节 RAW264.7 极化为 M2 表型的

能力。本研究对收集到的 RAW264.7 上清液进行

了 ELISA 分析，证实 RSV-CPDs 可以诱导巨噬细胞

分泌更多量的 TGF-β1。TGF-β1 已经被证实具有

良好地促进牙周膜干细胞成骨分化的效果［40］。然

后将收集到的 RAW264.7 上清液与牙周膜干细胞

进行共培养，依据 ALP 和 ARS 染色结果，本研究发

现 RSV 组和 RSV-CPDs 组 hPDLSCs 分泌了更多的

ALP 以及钙化物，并且 RSV-CPDs 组效果好于 RSV
组。这一结果初步证实 RSV-CPDs 良好的间接促

进骨再生效果。后续的 qRT-PCR 实验表明 RSV-

CPDs 组具有更高的成骨相关基因表达，包括

RUNX-2、COL-1、OCN。RUNX-2 蛋白作为诱导干

细胞成骨分化的“首要”转录因子［41-42］，在 RSV-

CPDs 处理后的 RAW264.7 上清液培养 7 d 后的 hP‐

DLSCs 表达量最高，上述结果进一步证实 RSV-

CPDs 具有良好的间接促进骨再生的潜力。

为了更好地模拟 RSV-CPDs 应用于人体的效

果，本研究选择了人源巨噬细胞 -THP-1 细胞进行

机制研究［43］。RSV-CPDs 组和 P.g-LPS+INF-γ 组相

比，有很多炎症相关的信号通路呈现下调趋势，如

TNF、NF-κB 信号通路等。这一结果充分说明 RSV-

CPDs 可以下调免疫细胞的炎症相关信号通路，因

而诱导了巨噬细胞极化为 M2 表型［44-45］。
综上所述，本研究通过体外实验证实 RSV-

CPDs 通过抑制炎症相关信号通路诱导巨噬细胞

M2 型极化并发挥抑制炎症的作用，M2 表型巨噬细

胞分泌的细胞因子可以促进 hPDLSCs 成骨相关基

因的上调、ALP 分泌的增加以及钙结节的沉积。考

虑到体内微环境与体外实验存在着较大差异［46］，
尤其是牙槽骨的再生是多重基因蛋白共同作用的

结果，因此在后续的实验过程中将增加动物实验

以及人临床相关的实验来深入探究 RSV-CPDs 的

体内综合治疗效果以及存在的不足。
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