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【摘要】 目的 探讨炎症环境下含有 Src 同源结构域 2 的蛋白酪氨酸磷酸酶 2（Src homology⁃2 domain contain⁃
ing protein tyrosine phosphatase⁃2，SHP2）对人牙周膜干细胞（human periodontal ligament stem cells，hPDLSCs）增

殖及成骨分化的调节作用和相关机制，为牙周炎治疗提供新的靶点。方法 使用慢病毒感染构建敲低 SHP2
基因的 hPDLSCs细胞系，通过RT⁃qPCR、Western blot验证 SHP2的敲低水平；使用肿瘤坏死因子⁃α（tumor necro⁃
sis factor⁃α，TNF⁃α）和白细胞介素⁃1β（interleukin⁃1β, IL⁃1β）在体外模拟炎症环境；CCK⁃8检测正常及炎症条

件下敲低 SHP2对 hPDLSCs增殖的影响；碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）染色、ALP活性检测、ARS染

色、RT⁃qPCR以及Western blot检测成骨指标；Western blot检测敲低 SHP2在炎症条件下，对丝裂原活化蛋白激

酶/核因子 κB（mitogen-activated protein kinase/nuclear factor-κB，MAPK/NF-κB）通路蛋白的影响。结果 慢病

毒感染细胞 72 h 后在荧光显微镜下显示出明显的绿色荧光，测得 SHP2 shRNA 重组慢病毒的滴度为 2.9×
108 TU/mL；Western blot及RT⁃qPCR检测发现，SHP2敲低组的 SHP2蛋白及基因的表达显著降低（P＜0.001）；

在正常条件下，敲低 SHP2在一定程度上抑制了 hPDLSCs的增殖；敲低 SHP2后，hPDLSCs的早期成骨指标增

高，包括ALP活性显著增高，ALP和COL⁃1的表达增加（P＜0.05），然而敲低 SHP2对 hPDLSCs最终产生钙结节

的量无明显影响。在 TNF⁃α和 IL⁃1β诱导的炎症环境下，敲低 SHP2对 hPDLSCs的增殖无明显影响（P＞0.05），

敲低 SHP2后，hPDLSCs成骨相关指标均增加（P＜0.05），钙结节形成的量增多（P＜0.05）；炎症环境下，敲低

SHP2后，hPDLSCs中 p65的磷酸化和 IκB⁃α的降解降低，并且NF⁃κB上游MAPK通路蛋白 p⁃p38和 p⁃JNK的表

达降低（P＜0.05）。结论 炎症环境下，敲低 SHP2对 hPDLSCs的增殖无明显影响，但可通过抑制MAPK/NF⁃
κB通路促进 hPDLSCs成骨分化。
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【Abstract】 Objective The purpose of this study was to clarify the regulatory effect and mechanism of Src homology⁃
2 domain containing protein tyrosine phosphatase⁃2 (SHP2) on human periodontal ligament stem cell (hPDLSC) prolifer⁃
ation and osteogenic differentiation under inflammatory environment and to provide a new target for the treatment of
periodontitis. Methods SHP2 was knocked down in hPDLSCs, and the transfection efficiency of SHP2 was detected by
RT⁃qPCR and Western blot. An in vitro inflammatory environment was created using tumor necrosis factor⁃α (TNF⁃α)
and interleukin⁃1β (IL⁃1β). The effect of SHP2 knockdown on hPDLSC viability under normal and inflammatory condi⁃
tions was detected by CCK⁃8, and the osteogenic capacity of hPDLSCs under normal and inflammatory conditions was
detected by ALP staining, ALP activity, ARS staining, RT–qPCR and Western blot. The mechanism by which SHP2
knockdown affected the MAPK pathway and its downstream NF ⁃ κB pathway under inflammatory conditions was as⁃
sessed by Western blot. Results Green fluorescence was observed after transfection for 72 h, and the titer of SHP2
shRNA recombinant lentivirus was 2.9×108 TU/mL. SHP2 expression was significantly downregulated in lentivirus⁃trans⁃
fected cells, as demonstrated by Western blot and RT–qPCR (P＜0.001). SHP2 knockdown inhibited hPDLSC prolifer⁃
ation to a certain extent and increased the expression of early osteogenic markers under normal conditions, including in⁃
creased ALP activity and increased ALP and COL⁃1 expression (P＜0.05). However, SHP2 knockdown exerted no ef⁃
fect on mineralized nodule formation. In the TNF⁃α⁃ and IL⁃1β⁃induced inflammatory environment, SHP2 knockdown
exerted no effect on hPDLSC proliferation (P＞0.05). Osteogenic markers were upregulated (P＜0.05), and mineralized
nodules were significantly increased (P＜0.05) after SHP2 knockdown. Western blot analysis showed that p65 phosphor⁃
ylation and IκB⁃α degradation were reduced in SHP2⁃knockdown hPDLSCs in the inflammatory environment. Moreover,
SHP2 knockdown significantly inhibited the expression of p⁃p38 and p⁃JNK MAPK, which represent pathways upstream
of the NF⁃κB pathway (P＜0.05). Conclusion SHP2 knockdown did not affect cell viability but promoted the osteo⁃
genic potential of hPDLSCs by inhibiting the MAPK/NF⁃ κB⁃mediated signaling pathway under inflammatory environ⁃
ment.
【Key words】 periodontal ligament stem cell; proliferation; periodontitis; tumor necrosis factor⁃α; interleukin⁃
1β; inflammatory environment; Src homology ⁃ 2 domain containing protein tyrosine phosphatase ⁃ 2(SHP2); gene
sliencing; osteogenesis; alkaline phosphatase; COL⁃1; MAPK/NF⁃κB signaling pathway
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牙周炎是细菌感染引起的慢性炎症性疾病，

可激活宿主的免疫反应，破坏牙齿的支持组织，最

终导致牙齿脱落［1］。牙周炎的现有治疗方法旨在

去除菌斑和控制局部炎症，然而恢复已经丧失的

牙周组织依旧是一个挑战。基于干细胞的组织工

程策略为牙周再生带来新的希望，人牙周膜干细

胞（human periodontal ligament stem cells, hPDLSCs）
是形成牙槽骨的理想细胞来源，但局部炎症微环

境抑制了 hPDLSCs 成骨分化能力，因此明确 hP⁃
DLSCs的成骨分化机制，尤其是在炎症环境下的成

骨分化，对牙周炎治疗至关重要。含有 Src 同源结

构域 2 的蛋白酪氨酸磷酸酶 2（Src homology⁃2 do⁃
main containing protein tyrosine phosphatase⁃2, SHP2）
是一种由非受体型酪氨酸蛋白磷酸酶 11（tyrosine⁃

protein phosphatase non⁃receptor type 11，PTPN11）基

因编码，并广泛表达的非受体蛋白酪氨酸磷酸酶

（protein tyrosine phosphatase，PTP）。越来越多的证

据表明，SHP2在骨骼发育和形成中起着至关重要

的作用，同时 SHP2 与骨髓间充质干细胞（bone
mesenchymal stem cells, BMSCs）的体外成骨和体内

骨形成密切相关［2⁃3］。但目前 SHP2对干细胞的骨

形成作用尚有争议，SHP2在不同环境以及不同的

细胞可能对成骨有着不同作用［4⁃5］。SHP2与炎症

反应同样关系密切。SHP2与干扰素⁃β的产生［6］以

及促炎细胞因子和趋化因子（包括 IL⁃1β）的产生密

切相关［7］。SHP2也被证实可能在不同的炎症通路

中表现出正或负调节功能。由于 SHP2同时参与

成骨和炎症过程，笔者猜测 SHP2 可能参与调节
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hPDLSCs的成骨分化。SHP2目前在炎症条件下是

否调节 hPDLSCs的成骨分化以及通过何种方式调

节，目前尚无报道。本研究通过慢病毒感染敲低

hPDLSCs中的 SHP2基因，旨在探讨敲低 SHP2对炎

症环境下 hPDLSCs 增殖和成骨分化的影响，并研

究相关机制。

1 材料和方法

1.1 主要材料及仪器

hPDLSCs（Sciencell，美国）；SHP2 shRNA 慢病

毒表达载体［pSLenti ⁃U6⁃shRNA（PTPN11）⁃CMV⁃
EGFP⁃F2A⁃Puro⁃WPRE，和元生物，中国］；胎牛血

清（Gibco，美国）；青链霉素（Hyclone，美国）；高糖

DMEM培养基（Gibco，美国）；PBS（Gibco，美国）；甲

醇（CNW，德国)；蛋白酶抑制剂（碧云天，中国）；RI⁃
PA裂解液（碧云天，中国）；转膜缓冲液（苏州新赛

美生物科技有限公司，中国）；电泳缓冲液（南京金

斯瑞生物科技有限公司，中国）；TBS缓冲液（上海

生物工程有限公司，中国）；蛋白酶抑制剂（碧云

天，中国）；CCK⁃8试剂盒（Dojindo，日本）；碱性磷

酸酶染色试剂盒（碧云天，中国）；茜素红 S（Sigma，
美国）；氯化十六烷基吡啶（Sigma，美国）；COL⁃1抗

体（1∶1 000，Abcam，美国)；RUNX2抗体（1∶1 000，
Abcam，美国)；ALP 抗体（1∶1 000，proteintech，美

国）；GAPDH抗体（1∶5 000，Proteintech，美国)；核因

子 κB（nuclear factor kappa⁃B，NF⁃κB）抗体（p⁃p65、
p65 和 IκBα，1∶1 000，Affinity Biosciences，美国）；

MAPK 抗体（p⁃ERK、ERK、p⁃p38、p⁃38、p⁃JNK 和

JNK，1∶1 000，Cell Signaling Technology，美国）；兔

源及鼠源二抗（1︰5 000, Proteintech，英国）；ECL试

剂盒（苏州新赛美生物科技有限公司，中国）；总

RNA提取试剂盒（诺唯赞生物，中国）；HiScript Ⅲ
RT SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）（诺唯赞生物，

中国）；ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix（诺

唯赞生物，中国）；多聚甲醛（博士德生物，中国）；

地塞米松（Sigma，美国）；β⁃甘油磷酸钠（Sigma，美
国）；抗败血酸（Sigma，美国）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 按照低糖DMEM培养基+10%胎

牛血清+1%双抗（青霉素/链霉素）配置完全培养基

用于 PDLSCs 的培养。成骨诱导液为完全培养基

额外添加成骨诱导成分（50 μM抗坏血酸, 10 mM β⁃
磷酸甘油和 100 nM地塞米松）。根据预实验及既

往研究［8⁃9］，使用 10 ng/mL 肿瘤坏死因子⁃α（tumor
necrosis factor⁃α，TNF⁃α）和 10 ng/mL 白细胞介素⁃

1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）刺激 hPDLSCs 创建炎症

微环境。

1.2.2 SHP2 shRNA 慢病毒载体的构建 SHP2
shRNA慢病毒载体由和元生物公司构建，根据Hu⁃
man PTPN11基因的转录本设计 siRNA靶点，安排

引物合成。将单链的引物退火成双链 oligo序列，

连接入双酶切线性化的RNA干扰载体，替换原有

ccdB毒性基因。菌落 PCR筛选转化子，筛选的阳

性克隆进行测序验证。测序验证正确的克隆，进

行高纯度质粒抽提。

1.2.3 重组质粒的包装和滴度测定 将构建的

SHP2 shRNA 慢病毒载体和包装质粒共转染进人

肾上皮细胞系HEK 293T细胞，换液、培养后，收集

细胞上清液，进一步离心获得病毒浓缩液。使用

有限稀释法稀释病毒浓缩液，用不同浓度梯度感

染HEK 293T细胞，荧光显微镜下观察各孔荧光细

胞数量，结合稀释倍数计算病毒滴度。

1.2.4 慢病毒转染 以 5×104个/mL的密度将 hP⁃
DLSCs 接种于 6 孔培养板中，待细胞融合度达到

60%~80%之间时加入慢病毒感染（MOI=20）。培养

箱中培养 4 h 后观察细胞状态，将无血清培养基更

换为完全培养基，继续培养。细胞培养 72 h后在

荧光显微镜下观察转染效率。加入嘌呤霉素培养

筛选，经增殖传代后，通过 RT⁃qPCR 、Western blot
验证敲低效率，用于后续实验。SHP2低表达慢病

毒（shSHP2）的靶序列为 5′ ⁃ACACTGGTGATTAC⁃
TATGA⁃3′。敲低 SHP2的 hPDLSCs组用 shSHP2表

示，空载病毒组用 shSHP2⁃NC表示。

1.2.5 CCK⁃8 检测细胞增殖 在 96 孔板中加入

100 μL不同处理后的细胞悬液（5×104个/孔），置于

培养箱（37 ℃，5% CO2）中孵育 24 h，使细胞贴壁。

在培养箱中孵育适当的时间（1、3、5、7 d）后每孔

加入 10 μL CCK⁃8 溶液，孵育 1 h 后酶标仪测量

450 nm处的吸光度并绘制生长曲线。

1.2.6 碱性磷酸酶（alkaline phosphatase , ALP）染

色及ALP活性检测 hPDLSCs成骨诱导 3、7 d后，

去除孔板内的培养基，用 PBS洗涤细胞样品 5次，

每次 5 min。加入适量染色工作液，将样品置于室

温下，避光孵育 30 min。去除染色工作液，蒸馏水

洗涤 2次，终止显色反应。

hPDLSCs成骨诱导 3、7 d后，去除孔板内的培

养基，用 PBS洗涤细胞样品 3次，每次 5 min。使用

细胞裂解液裂解细胞。每毫克蛋白样品每分钟生

产的对硝基苯酚毫摩尔数作为ALP活性进行统计

分析。
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1.2.7 茜素红染色（alizarin red staining, ARS）及钙

离子浓度分析 hPDLSCs成骨培养 21 d后，用 4%
多聚甲醛固定 15 min并用茜素红 S染色液在室温

下染色 30 min，显微镜下观察并拍照。每孔加入

1 mL 10%氯化十六烷基吡啶，在室温下充分溶

解。使用酶标仪测量 562 nm处的吸光度作为钙结

节的半定量分析结果。

1.2.8 RT⁃qPCR 使用 Vazyme RNA extraction kit
提取总 RNA，用 HiScript Ⅲ RT SuperMix for qPCR
（+gDNA wiper）反转录试剂盒对RNA进行逆转录，

获得 cDNA，以 cDNA为模板，用实时荧光定量 PCR
仪扩增。引物序列见表 1。采用 2-△△Ct相对定量法

分析目标基因的相对表达水平。

表 1 PCR 引物序列

Table 1 Sequences of PCR primers
Gene (human)
IL⁃6

IL⁃1β

IL⁃8

TNF⁃α

SHP2

ALP

COL⁃1

RUNX⁃2

OCN

GAPDH

Primer sequence
Forward 5'⁃GGTGTTGCCTGCTGCCTTCC⁃3'
Reverse 5'⁃GTTCTGAAGAGGTGAGTGGCTGTC⁃3'
Forward 5'⁃TGATGGCTTATTACAGTGGC⁃3'
Reverse 5'⁃TGTAGTGGTGGTCGGAGATT⁃3'
Forward 5'⁃ACTCCAAACCTTTCCACC⁃3'
Reverse 5'⁃CTTCTCCACAACCCTCTG⁃3'
Forward 5'⁃CGTGGAGCTGGCCGAGGAG⁃3'
Reverse 5'⁃AGGAAGGAGAAGAGGCTGAGGAAC⁃3'
Forward 5'⁃AGTTACATTGCCACTCAAGGCTGC⁃3'
Reverse 5'⁃TTGACGTTCCTAACACGCATGACC⁃3'
Forward 5'⁃GACCCTTGACCCCCACAAT⁃3'
Reverse 5'⁃GCTCGTACTGCATGTCCCCT⁃3'
Forward 5'⁃AGAACAGCGTGGCCT⁃3'
Reverse 5'⁃TCCGGTGTGACTCGT⁃3'
Forward 5'⁃GGAGTGGACGAGGCAAGAGTTT⁃3'
Reverse 5'⁃AGCTTCTGTCTGTGCCTTCTGG⁃3'
Forward 5'⁃GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG⁃3'
Reverse 5'⁃GATGTGGTCAGCCAACTCGT⁃3'
Forward 5'⁃CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT⁃3'
Reverse 5'⁃CCATGGTGTCTGAGCGATGT⁃3'

IL⁃6: interleukin⁃6; IL⁃1β: interleukin⁃1β; IL⁃8: interleukin⁃8; TNF⁃α:
tumor necrosis factor⁃α; SHP2: Src homology⁃2 domain containing pro⁃
tein tyrosine phosphatase⁃2; ALP: alkaline phosphatase; COL⁃1: type⁃I
collagen; RUNX⁃2: runt ⁃ related transcription factor 2; OCN: osteocal⁃
cin; GAPDH: glyceraldehyde⁃3⁃phosphate dehydrogenase

1.2.9 蛋白提取以及 Western blot 实验 提取总蛋

白并按BCA蛋白浓度测定试剂盒说明书测定蛋白

浓度。根据 BCA所测得蛋白浓度，上样不同体积

的蛋白。蛋白分离后转移至 PVDF膜，并置入封闭

液内，室温下摇床封闭 10 min。随后 4 ℃过夜孵育

一抗。TBST摇床洗涤 3次，10 min/次。按照一抗

的源性选择不同的兔源或鼠源二抗，室温孵育

1 h，通过化学成像发光仪曝光。用 Image J软件进

行灰度值分析。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行统计学分

析，采用 Shapiro⁃Wilk 法进行正态性检验，数据用

均数 ± 标准差表示，两样本比较采用 t检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SHP2 shRNA慢病毒载体的测序结果

经过比对，重组克隆中插入的片段序列与选

用的 oligo 序列完全一致（图 1），表明 SHP2 shRNA
慢病毒载体构建成功。

2.2 慢病毒原液滴度测定结果

慢病毒感染HEK 293T 细胞 72 h 后通过倒置

荧光显微镜观察到绿色荧光（图 2），测得 SHP2
shRNA 重组慢病毒的滴度为 2.9×108 TU/mL，表明

转染成功。

2.3 建立体外炎症模型

使用 10 ng/mL TNF⁃α、IL⁃1β刺激 hPDLSCs 24 h
后，通过 RT⁃qPCR检测炎症因子 IL⁃6、IL⁃1β、IL⁃8
和 TNF⁃α基因转录水平表达。如图 3a所示，TNF⁃α
和 IL⁃1β刺激 hPDLSCs的炎症组 IL⁃6（t = 14.84，P＜
0.001）、IL⁃1β（t = 130，P＜0.001）、IL⁃8（t = 26.751，
P＜0.001）和 TNF⁃α（t = 6.775，P =0.003）基因表达

水平均明显提高。诱导 7 d后，RT⁃qPCR显示炎症

刺激组成骨相关基因COL⁃1（t = 68.42，P＜0.001）、

RUNX2（t = 5.359，P = 0.006）的表达降低（图 3b）。

成骨诱导 7 d后，炎症组 hPDLSCs的ALP染色浅于

对照组，ALP活性也更低（t = 22.65，P = 0.002）（图

3c、3d）。成骨诱导 21 d后，ARS染色同样显示相

似结果，即炎症状态下 hPDLSCs 的钙结节矿化形

成远少于对照组（t = 23.42，P＜0.001）（图 3e）。上

述结果均证明炎症微环境会损伤 hPDLSCs成骨分

化潜力。

2.4 SHP2敲低效率的检测

SHP2敲低组和空载病毒组细胞在荧光显微镜

下均显示出明显的绿色荧光（图 3f），提示病毒转

染成功。通过Western blot及 RT⁃qPCR检测发现，

SHP2敲低组的 SHP2蛋白及基因的表达显著降低

（t = 9.739，P＜0.001；t = 8.474，P＜0.001），并且与

空载病毒组相比，SHP2表达量降低达 70%以上（图

3g、3h）。
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Green fluorescence was observed by inverted fluorescence microscopy, which
demonstrated that the transfection was successful
Figure 2 Fluorescence microscopic observation of HEK 293T cells af⁃
ter transfection for 72 hours (×100)
图 2 慢病毒感染 HEK 293T 细胞 72 h 后荧光显微镜图（×100）

GFP Bright

The sequencing of SHP2 shRNA re⁃
combinant plasmids were consistent
with the selected sequence
Figure 1 Sequencing of SHP2
shRNA recombinant plasmids
图 1 SHP2 shRNA 慢病毒载

体的测序结果

2.5 敲低 SHP2对 hPDLSCs增殖活力的影响

在培养 1 d后细胞增殖暂无明显改变，而 3、5、
7 d 后，SHP2 敲低组细胞活力低于对照组（P＜

0.05, 图 3i）。提示 SHP2对 hPDLSCs的增殖有一定

的潜在作用。炎症条件下，SHP2敲低对 hPDLSCs
的增殖活力并无明显影响（P＞0.05）。

2.6 正常环境下敲低 SHP2 对 hPDLSCs 成骨分化

的影响

成骨诱导 3 d时，与对照组相比，SHP2敲低组

ALP、COL ⁃ 1 基因表达均有增高（t = 3.628，P =
0.022；t = 11.010，P＜0.001），而 RUNX2 和 OCN 基

因表达无明显差异（图 4a）；在成骨培养 3 d 后

SHP2 敲低组 ALP 活性高于对照组（t = 5.423，P =
0.032）（图 4b）。在成骨诱导 7 d时，SHP2敲低后相

较对照组，只有COL⁃1基因表达增高（t = 4.402，P =
0.022），其他基因均无明显变化（图 4c），而成骨诱

导 7 d后的ALP活性检测显示，SHP2敲低后ALP活

性提高（t = 6.947，P = 0.020）（图 4d）。在成骨诱导

14 d后，SHP2敲低组的COL⁃1表达增高（t = 13.32，
P＜0.001），但RUNX2，ALP的表达无明显变化（图

4e、4f）。ALP染色结果显示，与诱导 3 d相比，诱导

7 d的对照组及 SHP2敲低组染色均加深，说明随着

时间增加 ALP在细胞质中进一步积累。此外，在

成骨培养 3 d 后 SHP2 敲低组 ALP 染色深于对照

组，但成骨诱导 7 d后两组ALP的着色深度无明显

差异（图 4g、4h）。经ARS染色实验证明 SHP2敲低

组的着色及钙结节的形成量与对照组无明显差异

（图 4i）。

2.7 炎症环境下敲低 SHP2 对 hPDLSCs 成骨分化

的影响

成骨诱导 3 d时，相较于对照组，SHP2敲低组

的ALP（t = 6.823，P = 0.006）、COL⁃1（t = 8.249，P =
0.004）、RUNX2（t = 4.589，P = 0.019）基因表达增

高，OCN作为晚期成骨指标在 3 d时并未表现出明

显差异（图 5a）；SHP2敲低后，hPDLSCs的ALP活性

升高（t = 5.064，P = 0.037）（图 5b）。成骨诱导 7 d
后，与对照组相比，SHP2 敲低后 ALP（t = 6.987，
P＜0.001）、COL⁃1（t = 8.992，P＜0.001）、RUNX（t =
3.751，P = 0.033）、OCN（t = 4.737，P = 0.018）的表

达增高（图 5c）。成骨诱导 7 d的ALP活性升高，与

3 d的结果相同（t = 4.760，P = 0.041）（图 5d）。在

成骨诱导 14 d后，与对照组相比，SHP2敲低组的

COL⁃1（t = 8.767，P＜0.001）、ALP（t = 3.418，P =
0.027）、RUNX2（t = 8.224，P = 0.004）的蛋白表达均

增高，这与RT⁃qPCR结果保持一致（图 5e、5f）。从

ALP染色结果上可见，成骨诱导 3 d和 7 d的 SHP2
敲低组着色均深于对照组（图 5g、5h）。SHP2敲低

组经 ARS染色后，着色深度及钙结节的形成量高

于对照组（t = 87.88，P＜0.001）（图 5i）。
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2.8 炎症环境下敲低 SHP2通过抑制MAPK/NF⁃κB
通路促进 hPDLSCs成骨分化

与非炎症组相比，炎症组 p⁃p65 的水平增高

（t = 36.34，P＜0.001），IκBα水平降低（t = 12.79，P＜
0.001），说明炎症因子（TNF⁃α和 IL⁃1β）刺激 30 min
时已能够激活 NF⁃κB 通路；而炎症环境下，敲低

SHP2可下调 p⁃p65（t = 12.17，P＜0.001），并且提高

IκBα的表达水平（t = 8.979，P＜0.001）（图6a）。如图

6b所示，与非炎症组相比，炎症组p⁃p38和 p⁃JNK的表

达增高（t = 67.30，P＜0.001；t = 9.712，P＜0.001）；

而炎症环境下，敲低SHP2基因可抑制p⁃p38和p⁃JNK
的表达（t = 25.99，P＜0.001；t = 12.79，P = 0.002）。

a : the relative mRNA expression of inflammatory cytokines after culturing for 24 hours; b: the relative mRNA expression of osteogenic⁃relat⁃
ed genes on Day 7; c: ALP staining on Day 7 after osteogenic induction; d: ALP activity assays on Day 7 after osteogenic induction; e: ARS
and calcium deposition assays of hPDLSCs after 21 d of osteogenic induction; f: fluorescence microscopy was used to observe the intracellu⁃
lar fluorescence intensity of GFP; g: SHP2 mRNA expression was significantly decreased in the Lv⁃SHP2 group; h: SHP2 protein levels were
significantly decreased in the Lv⁃SHnP2 group, GAPDH served as an internal control; i: cell viability was examined using the CCK⁃8 assay.
Scale bar: 400 μm. *: P＜0.05; **: P＜0.01; ***: P＜0.001. hPDLSCs : human periodontal ligament stem cells; IL⁃6: interleukin⁃6; IL⁃1β: in⁃
terleukin⁃1β; IL⁃8: interleukin⁃8; TNF⁃α: tumor necrosis factor⁃α; COL⁃1: type⁃I collagen; RUNX⁃2: runt⁃related transcription factor 2; ALP:
alkaline phosphatase; ARS: Alizarin red staining; SHP2: Src homology⁃2 domain containing protein tyrosine phosphatase⁃2; shSHP2⁃NC: neg⁃
ative control group; shSHP2: SHP2 knockdown group; shSHP2⁃NC + (TNF⁃α+IL⁃1β): negative control group cultured in an environment con⁃
taining TNF⁃α and IL⁃1β; shSHP2 + (TNF⁃α+IL⁃1β): SHP2 knockdown group cultured in an environment containing TNF⁃α and IL⁃1β

Figure 3 Establishment of an inflammatory environment for hPDLSCs with TNF-α and IL-1β and SHP2 knockdown
efficiency of hPDLSCs

图 3 TNF-α和 IL-1β刺激 hPDLSCs建立体外炎症环境及 SHP2敲低效率检测
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3 讨 论

牙周炎是一种常见的破坏牙周支持组织的慢

性炎症性疾病，在牙周炎期间，促炎细胞因子在牙

周组织中大量分泌［10⁃12］，抑制 PDLSCs的成骨能力，

进一步造成牙周硬组织再生的困难。由于临床上

大多数牙周组织的愈合阶段都发生在牙周炎症微

环境下，因此研究炎症细胞因子对牙周病和干细

胞介导的愈合过程的影响，对理解牙周再生机制

及临床上进一步指导和优化牙周再生方法至关

重要。

ALP在钙化过程中作为第一批功能基因，在骨

骼发育早期表达。在骨矿化过程中，ALP增加局部

无机磷的浓度，同时可水解抑制矿化结晶的焦磷

酸盐，最终促进羟基磷灰石的形成。COL⁃1是骨骼

中有机细胞外基质中最丰富的成分，其主要功能

是和其他胶原蛋白一同充当骨细胞的支架，并起

着支撑作用。因此ALP、COL⁃1在早期成骨中意义

重大，也是经典的早期成骨指标［13］。本实验证明

敲低 SHP2 可促进 ALP、COL⁃1 的表达，表明 SHP2
参与了上述早期矿化过程。

然而，牙周炎修复过程中的骨再生与正常状

况下的不一样，牙周炎局部具有特殊的炎症环境

影响了 hPDLSCs 再生牙周组织的能力，在炎症状

态下 hPDLSCs 成骨能力减弱，显然不利于牙周硬

组织的修复。研究表明，来源牙周炎患者的 hP⁃
DLSCs成骨能力受损，表现为成骨细胞基因表达降

低以及钙化结节沉积物和ALP活性减少［14⁃15］。本

实验也证明相比正常环境，在 TNF⁃α和 IL⁃1β诱导
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a: relative mRNA levels of osteogenic genes after 3 days of osteogenic induction; b: ALP activity of hPDLSCs was determined by ALP stain⁃
ing after osteogenic induction for 3 days; c: relative mRNA levels of osteogenic genes after 7 days of osteogenic induction; d: ALP activity of
hPDLSCs after 7 days of osteogenic induction; e: CoL⁃1, Runx2 and ALP protein accumulation determined by Western blot after 14 d of os⁃
teogenic induction; f: quantitative data represent the levels of analyzed proteins in e; g⁃h: ALP staining on Day 3 (g) and Day 7 (h); i: ARS
staining on Day 21 and its semiquantitative results. Scale bar: 400 μm. *: P＜0.05, **: P＜0.01, ***: P＜0.001. hPDLSCs : human peri⁃
odontal ligament stem cells; ALP: alkaline phosphatase; COL⁃1: type⁃I collagen; RUNX⁃2: runt⁃related transcription factor 2; OCN: osteocal⁃
cin; ARS: alizarin red staining; shSHP2⁃NC: negative control group; shSHP2: SHP2 knockdown group

Figure 4 Effects of SHP2 knockdown on osteogenic differentiation of hPDLSCs under normal environment
图 4 正常环境下敲低 SHP2对 hPDLSCs成骨分化的影响
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a: relative mRNA levels of osteogenic genes after 3 days of osteogenic induction; b: ALP activity of hPDLSCs was determined by ALP stain⁃
ing after osteogenic induction for 3 days; c: relative mRNA levels of osteogenic genes after 7 days of osteogenic induction; d: ALP activity of
hPDLSCs after 7 days of osteogenic induction; e: CoL⁃1, Runx2 and ALP protein accumulation determined by Western blot after 14 d of os⁃
teogenic induction; f: quantitative data represent the levels of analyzed proteins in e; g⁃h: ALP staining on Day 3 (g) and Day 7 (h); i: ARS
staining on Day 21 and its semiquantitative results. Scale bar: 400 μm. *: P＜0.05, **: P＜0.01, ***: P＜0.001. hPDLSCs: human peri⁃
odontal ligament stem cells; ALP: alkaline phosphatase; COL⁃1: type⁃I collagen; RUNX⁃2: runt⁃related transcription factor 2; OCN: osteocal⁃
cin; ARS: alizarin red staining; shSHP2⁃NC + (TNF⁃α+IL⁃1β): negative control group cultured in an environment containing TNF⁃α and IL⁃
1β; shSHP2 + (TNF⁃α+IL⁃1β): SHP2 knockdown group cultured in an environment containing TNF⁃α and IL⁃1β

Figure 5 SHP2 knockdown enhanced the osteogenic differentiation of hPDLSCs in an inflammatory environment
图 5 炎症环境下敲低 SHP2可促进 hPDLSCs早期成骨分化

***

炎症环境下，hPDLSCs成骨能力明显下降。因此，

如何提高 hPDLSCs在牙周炎环境中的成骨分化能

力，使其受损的成骨能力得以恢复，是干细胞治疗

获得满意治疗效果的重要因素。于是笔者研究了

SHP2敲低在炎症条件下对 hPDLSCs增殖及成骨分

化的影响，发现 SHP2敲低在炎症条件下增加了成

骨标志物（ALP、COL⁃1和 RUNX2）的表达，证实了

SHP2敲低在炎症环境下可以促进早期成骨。而在

成骨诱导 21 d后，通过ARS评估钙沉积水平，以及

在 14 d 时通过 Western Blot 评估成骨相关蛋白水

平，证明了 SHP2敲低对晚期成骨指标也有促进作

用。相较于正常环境，SHP2敲低在炎症环境下对

hPDLSCs成骨分化的促进作用更为显著，这意味着

SHP2 对于炎症下 hPDLSCs 的成骨分化起着重要

作用。

NF⁃κB是一种转录因子，在炎症发作中起重要

作用［16］。在炎症状况下，NF⁃κB通路下游产生炎

症因子（如 TNF⁃α）可抑制骨形成［17］。在牙周炎疾

病背景下，炎症环境也被证实可通过 NF⁃κB通路

抑制 hPDLSCs 的成骨修复效果。据现有研究表

明，SHP2与 NF⁃κB信号通路关系密切［18］。因此，

笔者认为 NF⁃κB 信号通路可能参与炎症条件下

SHP2介导的 hPDLSCs成骨分化。本实验发现，炎

症刺激能够激活NF⁃κB通路，而 SHP2敲低能够抑
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Protein levels of key molecules of the NF⁃κB and MAPK signaling pathways after treatment for 30 minutes were determined by Western blot⁃
ting. a: TNF⁃α and IL⁃1β increased p65 phosphorylation and IκB⁃α degradation, and SHP2 knockdown alleviated these effects; b: TNF⁃α
and IL⁃1β significantly increased the phosphorylation of p38 and JNK, whereas SHP2 knockdown decreased the phosphorylation of p38 and
JNK. hPDLSCs : human periodontal ligament stem cells; shSHP2⁃NC: negative control group; shSHP2: SHP2 knockdown group; shSHP2⁃NC
+ (TNF⁃α+IL⁃1β): negative control group cultured in an environment containing TNF⁃α and IL⁃1β; shSHP2 + (TNF⁃α+IL⁃1β): SHP2 knock⁃
down group cultured in an environment containing TNF⁃α and IL⁃1β

Figure 6 Possible mechanism by which SHP2 knockdown promotes the osteogenic differentiation of hPDLSCs under
inflammatory environment

图 6 SHP2敲低促进炎症环境下 hPDLSCs成骨分化的机制
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制炎症状态下激活的 NF⁃κB通路。MAPK通路位

于 NF⁃κB 上游，有 3 条主要的分支路线即 ERK、

JNK、p38［19］。多项研究证实了在炎症环境下，

MAPK通路中的 JNK、p38由炎症反应激活，而通过

各种生物分子或药物抑制 JNK / p38激活可有效下

调促炎细胞因子、抑制炎症反应，实现多种炎症疾

病的治疗［20 ⁃22］。本实验同样发现 SHP2 可以调控

MAPK通路中的 p38、JNK磷酸化。

基于本实验，笔者发现敲低 SHP2基因后，炎

症条件下 MAPK⁃NF⁃κB 通路部分受到抑制，hP⁃
DLSCs的成骨分化似乎得到恢复。已有研究证明，

p38、JNK及NF⁃κB通路在炎症状态下激活，这些通

路被抑制后能够减轻炎症反应。此外，较低的炎

症水平可促进干细胞的成骨分化，因此笔者推断

高水平炎症环境下，敲低 SHP2 后，p38、JNK 及

NF⁃κB通路被抑制，减轻了炎症反应，从而恢复干

细胞的成骨分化能力。有趣的是，与 SHP2对大多

数细胞中NF⁃κB通路的影响相反，在正常条件下，

SHP2敲低导致 hPDLSCs中NF⁃κB通路激活。未来

的研究需要进一步探索这种差异的潜在机制。

综上，本研究证明了在炎症条件下，敲低 SHP2
可能通过MAPK/NF⁃κB介导的信号传导，促进炎症

环境中 hPDLSCs的成骨分化。SHP2可能是治疗炎

症相关骨骼疾病（如牙周炎）的潜在靶标，并为临

床上牙周再生的干细胞治疗提供新的思路。
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