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摘要　目的　阐明抗增殖蛋白２（ＰＨＢ２）通过调控核因子 κＢ（ＮＦκＢ）信号通路介导牙周炎骨组织炎症反应的具体分子机
制，揭示其在牙槽骨不可逆吸收这一关键病理过程中的作用。方法　本研究通过体内实验，采用实时荧光定量逆转录聚合酶
链反应（ｑＲＴＰＣＲ）和免疫组织化学技术（ＩＨＣ）技术检测牙周炎模型小鼠的牙槽骨组织中炎症因子及 ＰＨＢ２的表达差异。体
外实验中，用脂多糖（ＬＰＳ）诱导小鼠胚胎成骨细胞前体细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１炎症模型，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ明确ＰＨＢ２与
炎症因子的调控关系，并观察ＰＨＢ２亚细胞定位变化。通过分子克隆构建ＰＨＢ２过表达质粒，用ＲＮＡ干扰敲低ＰＨＢ２表达，评
估其对炎症反应的调控作用。基于ＲＮＡｓｅｑ数据，采用基于负二项分布的差异表达分析２（ＤＥＳｅｑ２）进行差异表达分析，结合
京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）通路富集分析和基因本体（ＧＯ）功能注释，分析并筛选关键信号通路及差异表达基因。
结果　在实验性小鼠牙周炎模型中，ＰＨＢ２在牙周炎组小鼠的牙槽骨组织中的表达量明显上调。在体外细胞炎症模型中，
ＰＨＢ２与白细胞介素（ＩＬ）６、ＩＬ１β和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）炎性因子表达量呈正相关，且随着炎症的发生，ＰＨＢ２在炎症细
胞中的亚定位发生了变化；最后，通过高通量测序检测各组细胞磷酸化ｐ６５蛋白（ｐｐ６５）表达量变化及上下游基因表达，结果
显示，ＰＨＢ２通过ＮＦκＢ信号通路加重了细胞的炎性反应，并且与上游ＣＸＣ基序趋化因子配体１０（ＣＸＣＬ１０）基因的表达水
平有关联。结论　ＰＨＢ２通过ＮＦκＢ信号通路加重ＬＰＳ诱导的牙周炎炎症，为进一步研究牙周炎发生发展过程的分子机制提
供了新的研究方向。
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　　牙周炎是由菌斑微生物引发的慢性炎症性疾
病，其病理进程与免疫炎症反应密切相关［１］。菌斑

微生物膜的主要毒力因子脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）可激活固有免疫系统，促进白细胞介素
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）６、ＩＬ１β、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）等促炎细胞因子的释
放，进而通过调控核因子κＢ受体活化因子配体（ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ ｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）／骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）系统，诱
导破骨细胞分化与活化，最终导致不可逆性牙槽骨

吸收能 ［２］，此为牙周炎进展的核心特征及治疗难

点。

　　抗增殖蛋白２（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２，ＰＨＢ２）是高度保守
的多功能蛋白，参与炎症反应与信号转导［３］。有研

究［４］表明，ＰＨＢ２在炎症性疾病的调控中发挥重要
作用。例如，在口腔白斑（ｏｒａｌｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａ，ＯＬＫ）中，
ＰＨＢ２通过与过氧化物还原蛋白１（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ１，
Ｐｒｘ１）结合来减轻氧化应激并延缓疾病进展。此外，
多项研究［５－７］表明 ＰＨＢ２能够调控免疫炎症反应，
但其在牙周炎中的具体作用机制尚不明确 。基于

此，本研究拟通过建立小鼠牙周炎模型和 ＬＰＳ诱导
的小鼠胚胎成骨细胞前体细胞（ａｍｏｕｓｅｃａｌｖａｒｉａｄｅ
ｒｉｖｅｄｐｒｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｃｅｌｌｌｉｎｅ，ｓｕｂｃｌｏｎｅＥ１，ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１）炎症模型，结合体内外实验，系统探究 ＰＨＢ２对
牙周炎骨组织炎症的影响及分子机制，为靶向治疗

提供新依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　小鼠胚胎成骨细胞前体细胞ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１购自美国模式培养物集存库（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌ
ｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），通过北京中源公司（授权代
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理商）获取；

１．１．２　实验动物　１６只６～８周龄，体质量（２５±
５）ｇ的雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，饲养于安徽医科大学实
验动物中心。

１．１．３　主要试剂和仪器　α最小必需培养基（ａｌ
ｐｈａｍｉｎｉｍｕｍｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ，αＭＥＭ）、青 －链霉
素溶液（北京兰杰柯科技有限公司）；焦碳酸二乙酯

（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）、含 Ｔｗｅｅｎ２０的 Ｔｒｉｓ
缓冲盐溶 液 （ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈｔｗｅｅｎ２０，
ＴＢＳＴ）（北京索莱宝公司）；ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ、逆转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）；放射
免疫沉淀法裂解缓冲液、十二烷基硫酸钠 －聚丙烯
酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）、胰蛋白酶、蛋白磷酸
酶抑制剂混合液（×５０）、蛋白上样缓冲液、苯甲基
磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）（上海
碧云天公司）；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；ＥＣＬ化学发光底物试剂、聚偏
二氟乙烯膜（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；辣根过氧化酶标
记山羊抗鼠 ＩｇＧ、辣根过氧化酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（北京中杉金桥公司）；细胞核因子 ＮＦκＢｐ６５抗
体、磷酸化ＮＦκＢｐ６５Ｓｅｒ５３６抗体（美国Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ
公司）；ＰＨＢ２蛋白抗体（英国 ａｂｃａｍ公司）；ｐｃＤ
ＮＡ３１为载体的 ＰＨＢ２质粒、ｐｃＤＮＡ３１、ｓｉＲＮＡ
ＰＨＢ２（上海生工生物工程公司）。高速常温离心
机、移液枪、高速低温离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）；离心管、培养皿、细胞冻存管（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ
Ｃｏｓｔａｒ公司）；实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国安捷伦公
司）；显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）；电泳仪、蛋白转膜仪
（北京六一公司）。

１．２　方法
１．２．１　建立小鼠牙周炎　采用６～８周龄，体质量
（２５±５）ｇ的雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，饲养于安徽医科
大学实验动物中心。所有程序均符合实验动物护理

标准，并经安徽医科大学医学伦理委员会批准（动

物伦理号：２０２４１４４４）。将小鼠随机分为２组，每组
各８只：① 健康对照组；② 实验性牙周炎组。首先，
适应性喂养小鼠２周，采用１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／
ｋｇ）麻醉小鼠，将５０丝线固定结扎于小鼠双侧的上
颌第二磨牙的牙颈部，１４ｄ后检查小鼠牙周组织，
若出现牙龈红肿、探诊出血和深牙周袋，提示牙周炎

模型建立成功，从而建立小鼠实验性牙周炎模型。２
周后，所有老鼠都被安乐死。取上颌第二磨牙牙槽

骨标本，一部分置于４％多聚甲醛固定液中固定，另

一部分放于－８０℃保存，以备后续实验检测。
１．２．２　小鼠牙槽骨组织 ＨＥ染色　已提取的小鼠
牙槽骨组织清洗后放入１０％甲醛中固定，２４ｈ后放
入乙二胺四乙酸中脱钙，以３０％蔗糖脱水４８ｈ，然
后以冰冻切片包埋剂ＯＣＴ包埋，切片（厚４μｍ），遵
循ＨＥ染色试剂盒说明书中方法进行染色，清洗、封
片、显微镜下观察并拍摄。

１．２．３　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养　用含１０％胎牛血清
的αＭＥＭ培养基培养于３７℃含５％ ＣＯ２的培养箱
内。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ实验　收集各组细胞，ＲＮＡ快提
试剂盒提取细胞总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，实时荧
光定量 ＰＣＲ仪进行扩增，加入相对应的引物（表
１），检测各目的基因，采用 ２－ΔΔＣＴ方法计算其表达
量。反应程序：９５℃３０ｓ，１个循环；９５℃５ｓ，５５℃
１０ｓ，扩增４０个循环。

表１　引物序列列表

Ｔａｂ．１　Ｌｉｓｔｏｆｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
βａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ

Ｒ：ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ
ＩＬ１β Ｆ：ＣＡＣＴＡＣＡＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＡＡＣ

Ｒ：ＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＡＣ
ＩＬ６ Ｆ：ＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣ

Ｒ：ＴＣＴＧＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣＴＧＴＧ
ＴＮＦα Ｆ：ＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣＴＴＣＧＧ

Ｒ：ＧＴＧＧＴＴＴＧＴＧＡＧＴＧＴＧＡＧＧＧＴＣＴＧ
ＰＨＢ２ Ｆ：ＧＡＡＧＡＴＴＧＴＧＣＡＧＧＣＴＧＡＧＧ

Ｒ：ＣＣＡＧＧＡＴＴＣＴＴＧＣＴＣＡＧＴＧＣ
ＣＸＣＬ１０ Ｆ：ＣＣＡＡＧＴＧＣＴＧＣＣＧＴＣＡＴＴＴＴＣ

Ｒ：ＧＧＣＴＣＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＴＴＣＡＡ

１．２．５　免疫荧光定位实验　以每孔１×１０５个细胞
接种于放有爬片６孔板中，０５μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激细
胞１２ｈ后，加入４％多聚甲醛，清洗后加入０２％的
ＴｒｉｔｏｎＸ１００，清洗后加入５％的 ＢＳＡ液封闭，加入
按１∶２００比例稀释的一抗孵育过夜。清洗后加入
荧光二抗，避光孵育后加入 ＤＡＰＩ和 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ
液染色，防荧光淬灭液封片，置于荧光显微镜下观察

拍照，每组设３个复孔。
１．２．６　核质分离实验　以每孔２×１０５个细胞接种
于６孔板中，经处理后，提取细胞悬液，细胞质和细
胞核抽提盒分别提取实验组和对照组细胞质和细胞

核蛋白，进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　经处理后的细胞提取总
蛋白，采用 ＢＣＡ法测定总蛋白浓度，然后将４×蛋
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白上样缓冲液与蛋白样品混匀后，１００℃水浴 １０
ｍｉｎ。在垂直电泳仪上用相同体积（１５μｇ）的蛋白
质样品经 ＳＤＳＰＡＧＥ分离后转移至 ＰＶＤＦ膜。５％
脱脂牛奶封闭后，用ＰＨＢ２、ｐ６５和 ｐｐ５稀释后的一
抗液体，４℃孵育过夜后用 ＴＢＳＴ洗涤３次，室温孵
育二抗２ｈ，再次用ＴＢＳＴ充分洗涤后进行ＥＣＬ化学
发光显影。

１．３　统计学处理　所有数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７
软件进行统计分析。数值表示为 珋ｘ±ｓ，组间差异采
用单因素方差分析，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＨＢ２对小鼠牙周炎模型骨组织炎症进程的
影响　为了研究ＰＨＢ２在小鼠牙周骨组织炎症模型
中的表达量变化，将收集的小鼠牙槽骨组织免疫组

化染色（图１Ａ），ｑＲＴＰＣＲ检测 ＩＬ６和 ＰＨＢ２表达
量以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＨＢ２表达量（图１Ｂ），结
果显示与对照组相比，小鼠实验性牙周炎模型的牙

槽骨中 ＩＬ６和 ＰＨＢ２的表达量明显上调（ＩＬ６：ｔ＝
２９，Ｐ＜００００１；ＰＨＢ２：ｔ＝３８，Ｐ＜００００１），该研究
结果揭示了在小鼠牙周炎骨组织炎症模型中 ＰＨＢ２
呈现出高水平的表达。

２．２　建立ＬＰＳ诱导的体外牙周骨组织炎症的模型
　为建立体外实验模型并确定最佳实验条件，该实
验首先评估了不同浓度 ＬＰＳ对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中

ＰＨＢ２及炎症因子表达的影响（图 ２Ａ）。ｑＲＴＰＣＲ
分析显示，当 ＬＰＳ浓度为０５μｇ／ｍＬ，ＰＨＢ２ｍＲＮＡ
表达量显著上调［（４００±０１０）倍，Ｆ＝９０３，Ｐ＜
００００１］，同时伴随炎症因子 ＩＬ６［（３８７±０１３）
倍］、ＩＬ１β［（８５８±０５０）倍］和 ＴＮＦα［（３５７±
０４１）倍］的显著升高（均 Ｐ＜００００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果进一步证实，０５μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激可使
ＰＨＢ２蛋白表达量增加（２１０±０１０）倍（Ｆ＝４３，
Ｐ＜００００１）。
　　基于上述结果，该实验选择０５μｇ／ｍＬＬＰＳ进
行时间梯度实验（图２Ｂ）。ｑＲＴＰＣＲ分析表明，１２ｈ
刺激可诱导 ＰＨＢ２ｍＲＮＡ表达达到峰值［（３９６±
０１０）倍，Ｆ＝６３７，Ｐ＜００００１］，同时炎症因子表达
亦显著升高［ＩＬ６：（８５８±０５０）倍；ＩＬ１β：（３８７±
００７）倍；ＴＮＦα：（３５７±０４１）倍；均 Ｐ ＜
００００１］。蛋白水平检测显示，ＰＨＢ２表达量在１２ｈ
时增加（２６３±０３２）倍（Ｆ＝３７，Ｐ＜００００１）。
　　以上结果表明，在体外牙周炎模型中，ＰＨＢ２的
表达受ＬＰＳ刺激呈时间 －浓度依赖性上调，且其表
达变化与炎症因子水平呈正相关。基于此，后续实

验采用０５μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激１２ｈ作为该实验的标
准条件。

２．３　在牙周炎的发生过程中，ＰＨＢ２的亚细胞定位
发生了变化　为探究炎症状态下ＰＨＢ２的亚细胞定
位变化，该实验首先通过免疫荧光染色观察了

图１　ＩＬ６和ＰＨＢ２在小鼠牙槽骨中的表达

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６ａｎｄＰＨＢ２ｉｎａｌｖｅｏｌａｒｂｏｎｅｏｆａｍｏｕｓｅ

　　Ａ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ（ＩＨＣ）ｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄＰＨＢ２ａｎｄＩＬ６ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅａｌｖｅｏｌａｒｂｏｎｅ，Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２００μｍ；Ｂ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｏｆＩＬ６ａｎｄＰＨＢ２ｉｎｔｈｅａｌｖｅｏｌａｒｂｏｎｅｏｆｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｉｎｔｈｅａｌｖｅｏｌａｒｂｏｎｅｏｆｔｈｅｍｉｃｅ

ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｈ：Ｈｅａｌｔｈｇｒｏｕｐ；Ｐ：Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００００１ｖｓＨｅａｌｔｈｇｒｏｕｐ．
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图２　细胞炎症模型的建立

Ｆｉｇ．２　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆａｃｅｌｌｕｌａｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｍｏｄｅｌ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ６，ＩＬ１β，ａｎｄＴＮＦαｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬＰＳｆｏｒ１２ｈｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｑＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＨＢ２ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ６，ＩＬ１β，ａｎｄＴＮＦαｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓｓｔｉｍ

ｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ０．５μｇ／ｍＬＬＰＳａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＨＢ２ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；
Ｐ＜００００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 ＰＨＢ２的分布情况。结果显示
（图３Ａ），在未受刺激的对照组细胞中，ＰＨＢ２信号
主要集中于细胞核内，表现出典型的核定位模式。

然而，经ＬＰＳ处理诱导炎症状态后，ＰＨＢ２的荧光信
号分布发生显著改变：绝大多数 ＰＨＢ２从细胞核转
移至细胞质及线粒体中，核内信号明显减弱。为进

一步验证这一现象，该研究进行了核质分离实验并

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组分中 ＰＨＢ２的表达（图
３Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相比，ＬＰＳ刺
激组的核组分中 ＰＨＢ２条带强度明显减弱，而胞质
组分中ＰＨＢ２条带强度相应增强。这一趋势与免疫
荧光观察结果一致，共同表明 ＬＰＳ刺激可促进
ＰＨＢ２从细胞核向细胞质的转位。
２．４　ＰＨＢ２调控 ＬＰＳ诱导的炎症反应　为阐明
ＰＨＢ２在炎症反应中的调控作用，该研究通过基因
操作技术构建ＰＨＢ２过表达质粒（ＯＥＰＨＢ２）及对照
质粒，设计ＰＨＢ２特异性 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＰＨＢ２）及阴性对
照（ｓｉＮＣ），将其作用于ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞。
２．４．１　过表达ＰＨＢ２加重细胞炎症反应　将ＰＨＢ２
过表达质粒（ＯＥＰＨＢ２）及对照质粒作用于 ＭＣ３Ｔ３

Ｅ１细胞，结果显示（图 ４Ａ），与对照组相比，ＯＥ
ＰＨＢ２组基础状态下，ＰＨＢ２表达量增加。ＬＰＳ刺激
后，ＯＥＰＨＢ２＋ＬＰＳ组与对照 ＯＥＮＣ＋ＬＰＳ组相比
炎症因子（ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα）表达显著上调。
２．４．２　敲低 ＰＨＢ２减轻细胞炎症反应　将 ＰＨＢ２
特异性ｓｉＲＮＡ（ｓｉＰＨＢ２）及阴性对照（ｓｉＮＣ）作用于
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，结果显示（图４Ｂ），与对照组相比，
ｓｉＰＨＢ２组基础状态下，ＰＨＢ２表达量减少。ＬＰＳ刺
激后，ｓｉＰＨＢ２＋ＬＰＳ组与对照 ｓｉＮＣ＋ＬＰＳ组相比
炎症因子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα表达显著减少。
２．５　ＰＨＢ２在体外牙周炎症模型中激活 ＮＦκＢ信
号通路中ｐ６５磷酸化　为了进一步研究ＰＨＢ２加重
ＬＰＳ诱导细胞炎症反应的机制，该研究对 ＯＥＮＣ＋
ＬＰＳ和ＯＥＰＨＢ２＋ＬＰＳ组细胞转录组测序后的基因
本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因组百科
全书 （ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）通路分析显示（图５Ａ、５Ｂ），ＮＦκＢ通路富集
明显，结合对ＧＥＯ数据库中的 ＧＳＥ１６１３４数据进行
ＧＳＥＡ分析 （图５Ｃ），结合 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细
胞 中 ｐ６５和 磷 酸 化 ｐ６５蛋 白 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆ
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图３　ＰＨＢ２在ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞系中的定位

Ｆｉｇ．３　ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｉｎｔｈｅＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｌｉｎｅ

　　Ａ：ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ×４０；Ｂ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬａｍｉｎＢ１ａｎｄＰＨＢ２ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｆｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｉｓｏｌａｔｉｏｎ．

图４　过表达／敲低ＰＨＢ２后炎症因子和ＰＨＢ２的表达情况

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓａｎｄＰＨＢ２ａｆｔｅｒｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ／ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＰＨＢ２

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＩＬ１β，ＴＮＦα，ａｎｄＰＨＢ２ｍＲＮＡｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＨＢ２ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆβａｃｔｉｎａｎｄＰＨＢ２；Ｂ：Ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＩＬ１β，ＴＮＦα，ａｎｄＰＨＢ２ｍＲＮＡａｆｔｅｒｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＰＨＢ２ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆβａｃｔｉｎａｎｄＰＨＢ２；ａ：ＯＥＮＣ；ｂ：ＯＥＮＣ＋ＬＰＳ；

ｃ：ＯＥＰＨＢ２；ｄ：ＯＥＰＨＢ２＋ＬＰＳ；ｅ：ｓｉＮＣ；ｆ：ｓｉＮＣ＋ＬＰＳ；ｇ：ｓｉＰＨＢ２；ｈ：ｓｉＰＨＢ２＋ＬＰＳ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜００００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；
＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＮＣ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ．
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ｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎ，ｐｐ６５）的蛋白含量变化，结果显示（图
５Ｄ），过表达 ＰＨＢ２后，ｐｐ６５／ｐ６５值增大，加重了
ｐ６５的磷酸化反应，激活ＮＦκＢ通路。
　　为探究ＰＨＢ２通过ＮＦκＢ信号通路加重ＬＰＳ诱
导的细胞炎症反应过程中其他基因的调控作用，该

研究对测序中上调和下调的基因进行筛选（图５Ｅ），
并构建相关过表达及敲低质粒，作用于细胞待其稳

定表达后，ＬＰＳ刺激细胞后进行验证，结果显示（图
６），细胞中 ＰＨＢ２的表达量与 ＣＸＣＬ１０和炎症因子
（ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα）的表达量呈正相关。综合上述
结果表明ＰＨＢ２通过ＮＦκＢ通路加重ＬＰＳ诱导牙周

骨组织炎症，并且 ＣＸＣＬ１０作为该通路下游基因参
与其过程。

３　讨论

　　牙周炎与多种人类全身系统性疾病密切相
关［８－９］，如心脑血管疾病、类风湿关节炎、糖尿病等。

其病因复杂，牙菌斑生物膜引发的宿主免疫炎症反

应是导致牙周软硬组织破坏的核心机制。值得注意

的是，在牙周炎进展过程中，牙槽骨的吸收往往呈不

可逆性，而牙龈软组织的炎症在有效干预后可部分

修复。因此，深入探究成骨细胞在炎症微环境中的

图５　ＯＥＮＣ＋ＬＰＳ组ＯＥＰＨＢ２＋ＬＰＳ组细胞的高通量测序结果及ＮＦκＢ通路蛋白

Ｆｉｇ．５　ＨｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｎｄＮＦκＢｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎＯＥＮＣ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐａｎｄＯＥＰＨＢ２＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ
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图６　ＰＨＢ２通过调节ＣＸＣＬ１０影响炎症因子的表达
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生物学行为，对于阐明牙周炎骨破坏的分子机制具

有重要的临床意义。本研究选用ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞作
为研究对象，该细胞系作为经典的成骨前体细胞，在

骨代谢及炎症相关研究中具有广泛的应用。

　　ＰＨＢ２是一种高度保守的蛋白质，在调控多种
细胞功能中发挥作用，其中之一是参与细胞免疫炎

症反应，在对缺血再灌注诱导的急性肝损伤及心肌

模型中［１０－１１］，ＰＨＢ２的表达下降可抑制小鼠组织中
的炎症浸润和细胞死亡，这与该研究结果一致，过表

达ＰＨＢ２后加重牙周炎症反应。ＰＨＢ２最初在细胞
线粒体中被发现，参与维持线粒体功能，随后的研究

揭示了其序列羧基端存在一个雌激素依赖的核定位

信号序列，因此，它能够自由地在线粒体和细胞核之

间穿梭，不同亚细胞位置的 ＰＨＢ２具有不同生物学
功能，其中ＰＨＢ２定位在细胞核中主要作为辅助转
录因子调节转录因子活性进而影响功能［１０］，在本研

究中，ＰＨＢ２表达水平与 ＬＰＳ诱导的炎症反应呈正
相关且ＰＨＢ２在牙周骨组织炎症发病机制中发挥促
炎作用，在这个过程中 ＰＨＢ２从细胞核中定向迁移
至细胞质中加重牙周炎症反应可能是其通过影响线

粒体功能以及线粒体自噬来影响细胞功能。

　　为了深入研究ＰＨＢ２在牙周骨组织炎症中的调
控机制，该研究通过对过表达表型高通量测序，结果

显示，ＰＨＢ２参与了ＮＦκＢ信号通路的调控，并通过
促进ｐ６５的磷酸化来激活 ＮＦκＢ通路信号传递，从
而促进相关炎性因子的表达。ＮＦκＢ是一种可诱导
的转录因子家族，参与多种炎症反应和免疫反应，该

信号通路激活过程发生在细胞质中［１２－１３］，当细胞膜

上的模式识别受体，如ｔｏｌｌ样受体被ＬＰＳ激活后，通
过信号转导，ＩＫＫｓ会使 ＩκＢ发生磷酸化作用，并且
ＩκＢ会被泛素连接酶泛素化并降解于２６Ｓ蛋白酶体
中。这进而剥离了 ＮＦκＢ与 ＩκＢ结合的能力，使得
ＮＦκＢ从ＮＦκＢ／ＩκＢ复合物中分离出来并迁移到
细胞核内，在 ＤＮＡ上靶向基因启动子区域结合，并
启动靶基因的转录过程，促进细胞分泌多种炎症因

子（ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα），同时引发免疫反应［１４－１５］。

根据一项关于骨和脂肪组织相互作用的研究［１６］结

果显示，ＰＨＢ２通过激活 ＮＦκＢ信号通路促进细胞
免疫炎症因子释放，这与该研究结果一致。该研究

在高通量测序的上调基因中筛选出趋化因子 ＣＸ
ＣＬ１０参与 ＰＨＢ２经 ＮＦκＢ信号通路加重 ＬＰＳ诱导
的牙周骨组织炎症生物学过程，但其具体机制还有

待深入研究。

　　综上所述，本研究通过体内外实验探讨了

ＰＨＢ２在牙周炎中的作用机制，结果显示，ＰＨＢ２通
过激活ＮＦκＢ信号通路加剧了 ＬＰＳ诱导的牙周炎
症反应，且 ＣＸＣＬ１０基因可能参与该调控过程。初
步阐释了ＰＨＢ２与牙周骨组织炎症之间的关系，进
一步加深了研究者对 ＰＨＢ２蛋白生物学作用的理
解，也为深入理解牙周炎的发病机制提供了新的实

验依据，同时也为未来靶向干预牙周炎相关骨破坏

提供了潜在的研究方向。然而，牙周炎的病理过程

涉及多种细胞及分子网络的复杂调控，未来研究将

在体外实验研究的基础上对 ＮＦκＢ信号通路的上
下游调控因子进行分析，同时进一步结合牙周膜成

纤维细胞或牙龈成纤维细胞，以更全面地解析牙周

组织破坏与修复的分子机制，为临床防治提供更精

准的理论基础。
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