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摘要 目的 探讨 Kv1. 3 在人牙周膜成纤维细胞(hPDLFs)
增殖和分化成骨能力中的作用。方法 通过体外分离并培
养健康人和牙周炎患者牙周膜成纤维细胞，应用细胞免疫荧

光法、Q-PCR和Western blot检测 Kv1. 3 在牙周炎 hPDLFs中
表达变化;并通过 siRNA沉默抑制 Kv1. 3 表达，使用 MTT和
流式细胞仪观察对 hPDLFs 的增殖和分化成骨能力的作用。

结果 细胞免疫荧光结果显示与健康组比较，牙周炎组 hP-
DLFs中 Kv1. 3 显著低表达(P ＜ 0. 05);Western blot 结果显
示 Kv1. 3-siRNA能够明显抑制细胞周期蛋白 D1(CyclinD1)

和 C-myc蛋白表达(P ＜ 0. 05);流式细胞仪检测显示 Kv1. 3-
siRNA能够显著抑制细胞 G2 /M 期;同时，Western blot 结果
显示 Kv1. 3-siRNA 明显降低碱性磷脂酶(ALP) 和骨钙素
(OCN)蛋白表达。结论 抑制 Kv1. 3 表达能够明显抑制
hPDLFs的增殖和分化成骨能力。
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人牙周膜成纤维细胞( human periodontal liga-
ment fibroblasts，hPDLFs)是牙周组织再生的主要效
应和反应细胞，其增殖和分化成骨能力则反映牙周

组织健康的指标
［1］。发生牙周炎或牙周组织受到

创伤时，hPDLFs增殖和分化成骨能力的降低抑制了
牙周组织的再生，从而降低牙根和牙槽骨之间的连

接导致牙齿脱落
［1 － 3］。研究［3］表明，增加 hPDLFs

增殖和分化成骨能力能够修复或重构牙周组织中的

损伤，近年来如何增加 hPDLFs 增殖和分化能力也
是治疗牙周病的研究热点。

Kv1. 3 通道是钾离子通道家族中钾离子选择性
通道，其广泛分布在机体组织中，通过调控钾离子浓

度参与细胞的增殖、迁移、凋亡等多种生理病理过
程
［4］。众多文献［5 － 6］

报道，抑制 Kv1. 3 表达能够通
过调节细胞内离子稳态调节降低 T 细胞、巨噬细胞
等增殖和炎症因子的分泌，但是 Kv1. 3 在 hPDLFs
中的作用未被阐明。该研究通过 siRNA 沉默技术
抑制 Kv1. 3 的表达，探讨其对 hPDLFs 的增殖和分
化成骨能力的影响，为治疗牙周病提供基础研究。

1 材料与方法

1． 1 材料和器材
1． 1． 1 实验材料 胎牛血清购于美国 Cyagen 公
司; Opti-MEM购于美国 Gibco 公司;DMEM 高糖培
养基购于美国 Hyclone 公司;Reverse Transcription
System逆转录试剂盒均购于日本 TaKaRa 公司;Li-
pofectamineTM 2000 Reagent和 TRIzol均购于美国 In-
vitrogen公司; 胰酶细胞消化液、RIPA 裂解液和细
胞周期与细胞凋亡检测试剂盒均购于上海碧云天生

物技术有限公司;TransStart Tip Green qPCR Super
Mix购于北京全式金生物技术有限公司; Kv1. 3 抗
体购于美国 Abcam 公司;小鼠抗 β-actin 抗体购于
美国 Santa Cruz 公司;波形蛋白(Vimentin)、C-myc
和细胞周期蛋白 D1(CyclinD1)抗体购于美国 Cell
signaling 公司;碱性磷脂酶( alkaline phosphatase，
ALP)和骨钙素(osteocalcin，OCN)抗体均购于武汉
博士德生物工程有限公司;Q-PCR 引物合成由上海
生工生物工程股份有限公司提供。
1． 1． 2 实验器材 MK3 型酶标仪由荷兰雷勃公司
生产;SW-CJ-IF 型超净工作台由江苏苏净集团苏州
安泰空气技术有限公司生产;Bio-Rad电泳仪购于美
国伯乐公司;PCR 扩增仪购于德国 Eppendorf 公司;
COULTZER EPICS XL-MCL 流式细胞仪购于美国
Beck-man Counter公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 hPDLFs 的原代培养 选取临床中 9 ～ 18
(16 ± 1. 8)岁的健康人和牙周炎患者，拔出其恒牙。
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在超净工作台中的无菌条件下，轻轻刮取牙根部位

1 /3 的牙周膜组织，用生理盐水清洗 2 次，将分离下
的组织剪成小组织块(大小约 1 mm3)。将剪下的组
织块贴种于培养瓶底板上，加入含 20%血清培养
基，在 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养瓶倒置培养 6 ～
8 h后，摆正培养瓶继续培养。选取第 3 ～ 8 代细胞
进行实验。取于健康人的 hPDLFs 为健康组，取于
牙周炎患者的 hPDLFs为牙周炎组。
1． 2． 2 将 Kv1. 3-siRNA转染到 hPDLFs 在第 3 ～ 8
代对数期取 hPDLFs细胞，胰酶消化后用培养基(含
20%胎牛血清)在培养瓶中继续培养，注意调整细
胞浓度为(1. 0 ～ 2. 0) × 105 /ml;24 h 后弃去培养基
并进行转染，转染步骤为用 500 μl Opti-MEM 分别
稀释 8 μl LipofectamineTM 2000 与 16 μl的 siRNA，室
温下孵育 5 min后混合，再静置 20 min 后加入培养
瓶中，补充 Opti-MEM至 4 ml，常规培养 6 h，换用培
养基(含 20%胎牛血清)继续培养 48 h，再用于实
验。Kv1. 3-siRNA 的序列为: 5'-CCAUGACAACU-
GUUGGUUATT-3'; 5'-UAACCAACAGUUGUCAUGG
TT-3'。
1． 2． 3 细胞增殖试验 取 hPDLFs 细胞(处于对数
生长期)制成单细胞悬液，接种于 96 孔板，控制其
密度为 1 × 104 /ml，每孔加入约 100 μl 悬液，在 37
℃环境中过夜。当细胞完全贴壁时，用 Kv1. 3-siR-
NA处理细胞 48 h，然后每孔加入 5 mg /ml 的 MTT
溶液 20 μl，37 ℃环境中孵育 4 h 后，弃去上清液。
通过每孔加入 150 μl DMSO 来溶解细胞内结晶后，
室温下振荡溶解约 10 min，用紫外分光光度计在
492 nm 波长处测其吸光度(A) 值。细胞存活率
(% ) = Kv1. 3-siRNA组 /对照组 × 100%。
1． 2． 4 流式细胞术检测细胞周期 将对数期的
hPDLFs细胞接种在培养瓶中并用 Kv1. 3-siRNA 处
理 48 h。用 PBS清洗收集的细胞 3 次，用 70%冷乙
醇固定一夜。再次用 PBS 洗涤收集的细胞 1 次。
用 PI染液在室温下 DNA 染色 30 min，使用流式细
胞仪进行检测。
1． 2． 5 Q-PCR 检测 Kv1. 3 mRNA 的表达 用 TR-
Izol溶液从 hPDLFs提取总 RNA 并逆转录得到 cD-
NA。按照 TransStart Tip Green qPCR Super Mix说明
书指示将 Kv1. 3 引物与 SYBR Green 混合，通过 Q-
PCR检测 Kv1. 3 的 mRNA 的表达。Kv1. 3 引物序
列为: 5'-GTACTTCGACCCGCTCCGCAATGA-3'，5'-
GGGCAAGCAAAGAATCGCACCAG-3'; β-actin 引物
序列为:5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3';5'-CT-

TCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'。
1． 2． 6 Western blot 法检测 Kv1. 3、CyclinD1、C-
myc、ALP和 OCN的蛋白表达 向处理后的 hPDLFs
细胞加入 400 μl的 RIPA细胞裂解液(含 PMSF)，置
于冰上，自然裂解 30 min 后;置于离心机离心 30
min(4 ℃、12 000 r /min);取上清液，向其中加入
SDS上样缓冲液后在 99. 9 ℃环境下变性 10 min。
用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离样品，电泳结束后
通过电转将蛋白转移至 PVDF 膜上，用 5%脱脂牛
奶在室温下孵育 3 h后，用 TBST 洗膜 3 次，每次 15
min;一抗(Kv1. 3(1 ∶ 500)、CyclinD1(1 ∶ 1 000)、C-
myc(1 ∶ 1 000)、ALP(1 ∶ 200)和 OCN(1 ∶ 200)孵
育过夜后，再用 TBST 洗膜 4 次，每次 10 min，室温
下二抗(浓度均为 1 ∶ 10 000)再孵育 1 h。最后用
ECL发光试剂盒于暗室中显影。
1． 2． 7 细胞免疫荧光 将 hPDLFs 细胞(对数期)
种于 6 孔板中，接种后 24 h，用冷丙酮固定取出的盖
玻片并用 10% FBS 封闭 10 min 后，用 PBS 清洗 3
次。滴加抗体混合液(Vimentin和 Kv1. 3)孵育过夜
后，再用 PBS洗 3 次。滴加荧光标记二抗后，PBS洗
3 次。滴加 DAPI后，PBS洗 1 次。最后置于荧光显
微镜下观察并拍照。
1． 3 统计学处理 实验数据采用 SPSS 17. 0 软件
进行统计学处理，所有数据结果均以 珋x ± s 表示，组
间比较采用 One-Way ANOVA 检验，检验水准 α =
0. 05，所有检验均为双侧检验。

2 结果

2． 1 Kv1. 3 在牙周炎 hPDLFs 中低表达 通过体
外培养法，分离 hPDLFs，并使用细胞免疫荧光染色，
结果显示细胞均呈长梭形，并且抗波形丝蛋白显示

为阳性，表明为 hPDLFs，见图 1A;并且牙周炎 hP-
DLFs中 Kv1. 3 的荧光强度明显降低;由图 1B 和 1C
得出 Western blot 和 Q-PCR 结果显示，牙周炎 hP-
DLFs中 Kv1. 3 表达显著降低(F = 55. 63、51. 10，P
＜ 0. 01)。
2． 2 Kv1. 3-siRNA 沉默 Kv1. 3 表达后抑制 hP-
DLFs 增殖 取健康组 hPDLFs 细胞，使用 Kv1. 3-
siRNA沉默 Kv1. 3 表达后，Q-PCR和Western blot结
果显示，Kv1. 3 mRNA 和蛋白表达明显降低(F =
58. 20、48. 89，P ＜ 0. 01)。由图 2 所示，Kv1. 3-siR-
NA能够显著降低 CyclinD1 和 C-myc蛋白表达(F =
39. 20、48. 89，P ＜ 0. 01);流式细胞仪检测结果显
示，对照组 G2 /M期为(10. 31 ± 0. 98)，Kv1. 3-siRNA
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图 1 Kv1. 3 在牙周炎 hPDLFs中低表达
A:细胞免疫荧光法检测 Kv1. 3 和波形丝蛋白表达 × 40;B:

Western blot法检测 Kv1. 3 蛋白表达;C:Q-PCR法检测 Kv1. 3 mRNA

表达。与健康组比较:##P ＜ 0. 01

组显著降低 G2 /M期为(5. 32 ± 0. 52 )(F = 53. 12，
P ＜ 0. 05);同时，MTT 结果表明，与对照组存活率
100%比较，Kv1. 3-siRNA组细胞存活率为(71. 83 ±
1. 23)% (F = 26. 74，P ＜ 0. 05)，表明抑制 Kv1. 3 表
达能够抑制 hPDLFs细胞的增殖。
2． 3 Kv1. 3-siRNA 沉默 Kv1. 3 表达后抑制 hP-
DLFs分化成骨 Western blot 结果表明，在对照组
hPDLFs细胞中使用 Kv1. 3-siRNA 沉默 Kv1. 3 表达
后，hPDLFs分化成骨的指标蛋白 ALP和 OCN表达明
显降低(F =53. 12、44. 91，P ＜ 0. 01)，表明抑制 Kv1. 3
表达能够抑制 hPDLFs细胞分化成骨。见图 3。

3 讨论

牙周炎是常见的牙周组织感染并引起牙周组织

损伤甚至坏死的疾病。hPDLFs 作为牙周膜组织中
的主要细胞，不仅可以增殖改善牙周组织环境，还可

向骨细胞、软骨细胞分化，具有成纤维样细胞和成骨
细胞的双重特征

［7］，显著改善牙周炎等疾病。
Kv1. 3 通道是钾离子通道家族中钾离子选择性

通道，在动脉粥样硬化、胰腺癌、乳腺癌等疾病中异
常表达，已经成为治疗疾病的重要靶点。本研究显
示，Kv1. 3 在牙周炎 hPDLFs细胞中低表达。同时使
用 siRNA沉默 Kv1. 3 表达后能够显著抑制细胞周
期蛋白 CyclinD1 和癌基因 c-myc表达。CyclinD1 和
c-myc 表达能够反映细胞增殖情况［8］，其表达随着
细胞增殖增加而增加。为了进一步观察 Kv1. 3 对
hPDLFs细胞增殖的作用，本课题使用 PI 单标经流
式细胞仪检测，结果显示与阴性对照组比较，Kv1. 3-
siRNA能够显著抑制 hPDLFs 细胞 G2 /M，同时 MTT
也证实了这一结果。表明抑制Kv1. 3表达能够明显
抑制 hPDLFs细胞增殖。牙周病发生后，hPDLFs 的
增殖受到抑制，降低牙周组织损伤的修复能力，而
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图 2 Kv1. 3-siRNA沉默 Kv1. 3 表达后抑制 hPDLFs增殖
A:Q-PCR法检测 Kv1. 3 mRNA表达;B:Western blot法检测 Kv1. 3、CyclinD1 和 C-myc蛋白表达;C:流式细胞术检测 hPDLFs细胞周期;1:

对照组;2:Kv1. 3-siRNA组;与对照组比较:##P ＜ 0. 01

本研究显示增加 Kv1. 3 表达能够诱导 hPDLFs 增
殖，从而增加其修复能力。李卫红 等［1］研究发现，
尼古丁能够抑制 hPDLFs 细胞增殖能力，本研究显
示增加 Kv1. 3 表达有可能增加 hPDLFs 细胞增殖，
改善吸烟造成的牙周疾病。
研究
［9］
表明，牙周病的骨丢失主要是细胞成骨

因子的下调，而不是炎性因子的分泌增加。如何使
牙周细胞的增殖和分化成骨能力提高将显著改善或

修复损伤的牙周组织一直是研究的热点。hPDLFs
细胞增殖数量到一定程度时会分化成骨改善牙骨

质。ALP和 OCN分别作为细胞分化为早期成骨细

胞和成熟成骨细胞的标志，能够通过与钙等矿物质

形成矿化相关蛋白，组建并分化成骨
［10］。ALP能够

随着细胞分化成骨细胞数目的增加而增加，是骨形

成所必需的关键酶;随着分化成骨的增加，细胞逐渐

钙化，OCN 是骨质钙化的必要成分。本研究中
Western blot结果显示，抑制 Kv1. 3 表达能够明显降
低 ALP和 OCN 表达，表明抑制 Kv1. 3 表达能够显
著降低 hPDLFs细胞分化成骨能力。Kv1. 3 作为钾
离子膜通道，能够通过调控细胞膜内外钾离子浓度

来改变细胞的生理功能，笔者认为 Kv1. 3 可能是通
过调控钾离子浓度从而影响hPDLFs细胞的增殖和
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图 3 Kv1. 3-siRNA沉默 Kv1. 3 表达后抑制 hPDLFs分化成骨

A:对照组;B:Kv1. 3-siRNA组;与对照组比较:##P ＜ 0. 01

分化能力。
综上所述，本研究结果首次证明 Kv1. 3 在 hP-

DLFs细胞中具有重要作用，抑制 Kv1. 3 表达能够抑
制 hPDLFs细胞增殖和分化能力，可能与细胞内钾
离子浓度有关，但具体机制尚需进一步研究。
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Inhibition expression of Kv1. 3 could reduce human periodontal
ligament fibroblasts proliferation and osteogenic differentiation capacity

Zhu Qinyong1，Chen Wenjun1，Zhu Hui2，et al
( 1Dept of Stomatology，2Dept of Clinical Laboratory，The 105th Hospital of PLA，Hefei 230031)

Abstract Objective To investigate the value of Kv1. 3 on proliferation and osteogenic differentiation capacity in
human periodontal ligament fibroblasts(hPDLFs) ． Methods hPDLFs were isolated and cultured in vitro from nor-
mal and periodomtitis，the differential expression of Kv1. 3 was evaluated by immunofluorescence，Q-PCR and
Western blot． With siRNA silencing Kv1. 3 expression，the proliferation and osteogenic differentiation was evalua-
ted in hPDLFs by flow cytometry and MTT． Results Compared with normal controls，Kv1. 3 expression was signifi-
cantly lower in periodontitis hPDLFs by immunofluorescence assay． Western blot results showed that Kv1. 3-siRNA
could inhibit CyclinD1 and C-myc protein expression(P ＜ 0. 05); Flow cytometry results showed that Kv1. 3-siRNA
could significantly inhibit cell G2 /M phase; Western blot results showed that Kv1. 3-siRNA decreased expression of
ALP and OCN． Conclusion The expression of Kv1. 3 silencing can inhibit the proliferation and differentiation of
osteogenic in hPDLFs significantly．
Key words Kv1. 3; human periodontal ligament fibroblasts; proliferation; differentiation
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