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Abstract Objective To study the effect of HMGA1-siＲNA gene on proliferation of K1 cells in papillary thyroid
carcinoma． Methods Experimental group was transfected with HMGA1 by small interfering ＲNA ( siＲNA) ; the
negative contrast group was transfected with HMGA1 nonrelevant sequence，and transfected with K1 cells of thyroid
papillary carcinoma． The impact on the proliferation of K1 cells after the transfection of HMGA1-siＲNA was tested
by CCK-8． The HMGA1-mＲNA expression in the normal group was tested by ＲT-PCＲ． The HMGA1 protein ex-
pression in the three groups was tested by Western blot． The invasion of K1 cells transfected with HMGA1-siＲNA
gene was detected by Transwell invasion assay in three groups． Ｒesults The effect of HMGA1-siＲNA gene on the
proliferation of K1 cells was obvious，which was relevant to time and dosage． The expression of mＲNA and protein
in K1 cells was significantly lower than that in normal in HMGA1-siＲNA cells． The expression of mＲNA and pro-
tein in K1 cells was significantly lower than that in the normal group and the negative control group． The invasion a-
bility of K1 cells in HMGA1-siＲNA group was significantly lower than that in the normal group and the negative
control group． Conclusion siＲNA can silence HMGA1 gene，and slow down the proliferation of papillary thyroid
carcinoma K1 cells．
Key words HMGA1-siＲNA gene; papillary thyroid carcinoma; K1 cell; ＲNA interference technology
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牙龈卟啉单胞菌对牙周膜成纤维细胞活性、
炎性因子与骨代谢基因表达的影响研究
杨 洋1，徐 燕1，孟明理1，汪 晨1，王 敬1，王晓静1，周永敏1，沈继龙2

摘要 目的 探讨牙龈卟啉单胞菌( P． gingivalis) 活菌感染
牙周膜成纤维细胞( PDLF) 后对细胞活性、炎性因子和骨代
谢相关基因表达的影响。方法 P． gingivalis 活菌分别以
109、108、107、106、105 CFU /ml浓度感染 PDLF 6 h，检测细胞
活性和白细胞介素-6 ( IL-6 ) 、IL-8、IL-1β、肿瘤坏死因子-α
( TNF-α) 、ＲANKL、骨保护素( OPG) 的基因表达。结果 P．
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gingivalis攻击 PDLF 6 h 后，细胞活性差异无统计学意义。
与对照组比较，P． gingivalis浓度分别达到 108 CFU /ml和 107

CFU /ml时，IL-6 和 IL-8 基因表达上升，差异有统计学意义
( P ＜ 0. 01 ) ，P． gingivalis 浓度达到 109 CFU /ml 时，IL-1β、
TNF-α基因表达上升，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。各实
验组 OPG基因表达均下降，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，
ＲANKL基因表达差异无统计学意义。结论 P． gingivalis活
菌感染 PDLF后，可产生一系列的细胞因子，参与牙周组织
的破坏与改建。
关键词 牙龈卟啉单胞菌;牙周膜成纤维细胞;细胞因子;破

骨细胞
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牙龈卟啉单胞菌 ( Porphyromonas gingivalis，P．
gingivalis) 是慢性牙周炎的主要致病菌，含有一系列
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的毒力因子。其中脂多糖、菌毛、牙龈素等是 P． gin-
givalis表面最重要的致病因子。脂多糖可刺激巨噬
细胞分泌多种细胞因子和炎症介质，牙龈素可通过

大量的蛋白水解活动侵袭破坏宿主组织。P． gingi-
valis可侵入宿主细胞、抵抗宿主先天性免疫系统、分
泌大量毒力因子、引发机体的免疫炎症反应，进而导
致牙周组织的破坏［1］。牙周膜成纤维细胞 ( perio-
dontal ligament fibroblasts，PDLF) 是牙周膜中最主要
的细胞［2］，对于牙周炎的发生发展以及组织修复和

改建具有重要作用。炎症状态下，PDLF 可表达细
胞因子并与破骨前体细胞表面的受体连接进而刺激

其向破骨细胞分化［3］。该研究旨在观察 P． gingival-
is体外对 PDLF 的攻击，探讨 P． gingivalis 对 PDLF
活性、细胞因子和骨代谢的基因表达的影响，以期为
进一步研究 P． gingivalis 对 PDLF 的作用机制奠定
基础。

1 材料与方法

1． 1 主要材料和试剂 DMEM 培养基、胰蛋白酶
( 美国 Gibco公司) ;胎牛血清( FBS) ( 杭州四季青公
司) ; ＲT-PCＲ 试剂盒 ( 日本 TaKaＲa 公司) ; 台盼蓝
( 美国 Sigma公司) ;倒置相差显微镜( 德国 Leica 公
司) ; P． gingivalis( ATCC33277，本课题组平行实验赠
予) ;紫外可见分光光度计 UV-7504 ( 上海欣茂仪器
有限公司) ; Countstar细胞计数仪( 上海睿钰生物科
技有限公司) 。
1． 2 PDLF的分离培养取 12 ～ 22 岁因正畸减数
拔除的健康前磨牙，运用组织块法用刀片刮取根中

1 /3 部位的牙周膜，将组织块置于含 10%胎牛血清
的 DMEM培养液中于 37 ℃、5% CO2 培养箱中进行

培养［2］。
1． 3 P． gingivalis活菌体外感染 PDLF 取第 3 ～ 4
代 PDLF，胰酶消化离散细胞，含 10% FBS的 DMEM
重悬，以 2 × 105 /ml密度接种于 6 孔板( 每孔 2 ml) ，
培养 24 h后待细胞贴壁，换不含双抗的 DMEM培养
基培养，待细胞汇合，分为 6 组( 5 组实验组，1 组对
照组) 。将 P． gingivalis用 PBS 重悬，紫外可见分光
光度计测量浓度，调整至 109 CFU /ml，当光密度( op-
tical density，OD) 值 OD660 = 0. 8 时，细菌浓度为 109

CFU /ml［4］，1 000 r /min 离心 5 min 后加入等量不
含双抗的 DMEM培养基重悬。将含 P． gingivalis 的
DMEM培养基稀释制成不同浓度: 109、108、107、106、
105 CFU /ml，分别加入 PDLF 中培养 6 h，对照组
PDLF以等量 DMEM 培养基培养相同时间［5］，观察

细胞形态。
1． 4 台盼蓝染色法检测细胞活性 参考文献［6］报
道，采用台盼蓝染色检测细胞活性。取第 3 ～ 4 代
PDLF，胰酶消化，以 1 × 105 /ml 接种于 24 孔板中，
待细胞汇合，P． gingivalis活菌感染 6 h 后，PBS 冲洗
3 次，胰酶消化，加等量含 10% FBS 的 DMEM 培养
基终止消化。取 10 μl细胞悬液与 10 μl 0. 2%台盼
蓝染液混合，细胞计数仪计数，计算细胞活率。
1． 5 实时定量 PCＲ 法检测 分别取 P． gingivalis
活菌体外感染 6 h 后的 PDLF，加入 TＲIzol 裂解细
胞，Ex TaqTMⅡ反应体系测定白细胞介素-6( interleu-
kin 6，IL-6 ) 、白细胞介素-8 ( interleukin-8，IL-8 ) 、白
细胞介素-1β ( interleukin 1β，IL-1β) 、骨保护素( os-
teoprotegerin，OPG ) 、ＲANKL 和肿瘤坏死因子-α
( tumor necrosis factor-a，TNF-α) 的 mＲNA 表达。95
℃预变性 10 min，95 ℃、30 s，58 ℃、1 min，72 ℃、1
min ，共 40 个循环［7］。实验所用引物见表 1，引物由
生工生物工程上海有限公司和宝生物工程 ( 大连)

有限公司合成，以 β-actin 为内参，其他各基因产物
分别与相应 β-actin产物作比较，所得比值为相关基
因 mＲNA的相对水平。

表 1 炎性因子和骨代谢基因表达的相关引物序列

基因 引物序列( 5'-3') 引物长度( bp)
IL-6 F: CTTCGGTCCAGTTGCCTTCT 40

Ｒ: GTGAGTGGCTGTCTGTGTGG
IL-8 F: TTTCAGAGACAGCAGAGCACA 40

Ｒ: GCCAGCTTGGAAGTCATGTT
TNF-α F: TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT 43

Ｒ: CAGAGGGCTGATTAGAGAGAGGT
IL-1β F: TGAAGCAGCCATGGCAGAAG 41

Ｒ: GGTCGGAGATTCGTAGCTGGA
OPG F: GGCATTCTTCAGGTTTGCTG 43

Ｒ: TCCTCTCTACACTCTCTGCGTTT
ＲANKL F: GCCTTTCAAGGAGCTGTGCAA 45

Ｒ: ATCTAACCATGAGCCATCCACCAT

1． 6 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件对数据进
行方差分析，检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 P． gingivalis活菌感染 PDLF 后的细胞形态学
观察 接种 P． gingivalis活菌 6 h 后，倒置相差显微
镜下观察，细胞形态呈梭形或多角形。当细菌浓度
达到 109 CFU /ml时，肉眼观察可见培养基浑浊，倒
置相差显微镜下观察，细胞形态不规则，胞膜不完

整，胞核不清晰。见图 1。
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图 1 109 CFU /ml P． gingivalis感染 PDLF 6 h

后于倒置相差显微镜下观察 × 200

2． 2 台盼蓝染色检测细胞活性 与对照组比较，
P． gingivalis 活菌感染 PDLF 6 h 后，细胞活率均下
降，随着细菌浓度的升高，细胞活率逐渐下降，109、
108、107、106、105 CFU /ml及对照组的细胞活率分别
为 ( 75. 5 ± 2. 55 ) %、( 76. 2 ± 9. 98 ) %、( 78. 0 ±
7. 77) %、( 78. 8 ± 4. 95) %、( 79. 9 ± 4. 61) %、( 91. 9
± 6. 27 ) %，但各组间差异无统计学意义 ( F =
2. 595，P ＞ 0. 05) 。
2． 3 实时定量 qＲT-PCＲ法检测 P． gingivalis 活菌
感染 PDLF 6 h 后的 mＲNA 表达 采用 qＲT-PCＲ
法检测 P． gingivalis 活菌感染 PDLF 6 h 后 IL-6、IL-
8、OPG、ＲANKL、IL-1β、TNF-α的 mＲNA相对表达情
况。qＲT-PCＲ结果显示 P． gingivalis活菌浓度从 105

CFU /ml升高至 109 CFU /ml，促炎细胞因子 IL-6 ( 图
2A) 、IL-1β ( 图 2B) 、TNF-α ( 图 2D) 和 ＲANKL ( 图
2E) 的 mＲNA表达呈相对升高趋势。P． gingivalis浓
度达到 108 CFU /ml时，IL-6 的 mＲNA相对表达量与
对照组比较差异有统计学意义 ( F = 30. 960，P ＜
0. 01) ，P． gingivalis浓度达到 109 CFU /ml时，IL-1β、
TNF-α的 mＲNA相对表达量与对照组比较差异有
统计学意义( F = 11. 021、6. 537，P ＜ 0. 01) 。P． gin-
givalis活菌感染 PDLF 6 h后趋化因子 IL-8 ( 图 2C)
的 mＲNA相对表达量相对升高，当 P． gingivalis活菌
浓度达到 107 CFU /ml 时，差异有统计学意义 ( F =
128. 297，P ＜ 0. 01) 。此外，P． gingivalis 活菌浓度从
105 CFU /ml 升高至 109 CFU /ml，ＲANKL 的 mＲNA
表达亦呈升高趋势，于 108 CFU /ml浓度下相对表达
量最高，与对照组比较差异无统计学意义 ( F =
5. 082，P ＞ 0. 05 ) 。P． gingivalis活菌感染 PDLF 6 h
后所有实验组 OPG( 图 2F) 的 mＲNA 表达均明显下
降，差异有统计学意义 ( F = 39. 839，P ＜ 0. 01 ) ，当
P． gingivalis活菌浓度为 109 CFU /ml时，OPG的 mＲ-
NA相对表达量最低。

3 讨论

近年来关于 P． gingivalis 活菌及其各毒力因子
感染机体细胞的研究日益增多。作为牙周炎的主要
致病菌之一，探讨 P． gingivalis活菌对牙周组织细胞
的作用对于研究牙周炎的发生、发展至关重要。本
实验结果显示 P． gingivalis 活菌感染 PDLF 6 h 后，
细胞活率虽然有所下降，但差异无统计学意义。与
P． gingivalis活菌不同，分别用脂多糖或者高温灭活
后的 P． gingivalis感染牙龈上皮细胞，可诱发程序性
细胞死亡，但是含有大量 P． gingivalis 的牙龈上皮细
胞并未发生程序性细胞死亡或者坏死，其原因在于

P． gingivalis活菌可通过内源性信号通路抑制牙龈
上皮细胞程序性死亡［8］。由此推测，P． gingivalis 活
菌侵入 PDLF中，可抑制细胞程序性死亡，进而逃避
宿主免疫防御机制，从而使自身能在宿主细胞内长

期存留，引发深层感染。
单纯的牙周致病菌存在并不是导致牙周组织破

坏的唯一原因［9］，宿主对菌斑生物膜的免疫炎症反

应是导致牙周软硬组织破坏的主要原因［10］。本实
验检测了 P． gingivalis 活菌感染 PDLF 6 h 后，促炎
细胞因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 和趋化因子 IL-8 的基
因表达。当 P． gingivalis 活菌浓度达到 108 CFU /ml
和 107 CFU /ml 时，IL-6 和 IL-8 的 mＲNA 相对表达
量均升高，差异有统计学意义。由于 P． gingivalis 脂
多糖和 P． gingivalis 产生的硫化氢气体均可促进牙
周膜细胞 IL-6、IL-8 的 mＲNA表达，同时二者还能协
同促进牙周膜细胞 IL-6、IL-8 的 mＲNA 表达［11］，故
而推测本实验中 IL-6、IL-8 基因表达的升高可能是
P． gingivalis 活菌表面的毒力因子( 如脂多糖) 以及
其产生的毒性产物( 如硫化氢气体) 共同作用的结

果。当 P． gingivalis 活菌浓度达到 109 CFU /ml 时，
IL-1β、TNF-α 的 mＲNA 表达升高，差异有统计学意
义。Kato et al［12］发现 P． gingivalis 脂多糖可促进牙
周膜干细胞 IL-6、IL-8、IL-1β 的产生。研究［13］表明
利用 P． gingivalis超声提取物作用肝癌细胞系 Hepa-
1. 6 6 h后，细胞的 TNF-α的 mＲNA亦升高。P． gin-
givalis属口腔正常菌群，达到一定的数量可成为致
病优势菌。本实验结果亦提示炎性因子相对表达量
的多少可能与 P． gingivalis活菌的浓度有关。
本实验结果显示，P． gingivalis活菌感染 PDLF 6

h后，ＲANKL的 mＲNA相对表达量虽有升高但差异
无统计学意义，而所有实验组 OPG的 mＲNA相对表
达量均降低，差异有统计学意义。Scheres et al［5］以
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图 2 P． gingivalis活菌感染 PDLF 6 h后 IL-6、IL-1β、IL-8、TNF-α、ＲANKL、OPG 的 mＲNA表达
A: IL-6 mＲNA; B: IL-1β mＲNA; C: IL-8 mＲNA; D: TNF-α mＲNA; E: ＲANKL mＲNA; F: OPG mＲNA;与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

108 CFU /ml的 P． gingivalis 活菌攻击 PDLF 6 h 后，
ＲANKL的 mＲNA表达与对照组比较差异无统计学
意义。ＲANKL /OPG是一对与牙槽骨吸收和改建密
切相关的细胞因子。ＲANKL 是破骨生成的关键因
子，可与核因子 κB 受体活化因子( receptor activator
of NF-κB，ＲANK) 结合，促进破骨细胞的分化、活化

和成熟。OPG可作为诱骗受体与 ＲANKL 结合竞争
性抑制 ＲANKL /ＲANK 信号系统，抑制破骨细胞的
分化和活化并促进破骨细胞凋亡，是破骨细胞生成

的负相调节因子［14］。由此推测 P． gingivalis 感染 6
h内，PDLF 可通过下调 OPG 的基因表达参与骨代
谢的调控。
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综上所述，PDLF 可在 P． gingivalis 感染后产生
一系列不同的细胞因子，参与牙周组织的破坏与改

建。PDLF在牙周炎的炎性与骨代谢相关的细胞因
子产生中具有重要的作用。但是 PDLF 产生这些细
胞因子的具体机制，如何调控其基因表达使其产生

更有利于牙周组织修复与改建的细胞因子尚需进一

步研究。
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Effects of viable Porphyromonas gingivalis
on the viability and gene expression of inflammatory

cytokines and bone metabolism of periodontal ligament fibroblasts
Yang Yang，Xu Yan，Meng Mingli，et al

( Stomatologic College of Anhui Medical University，The Affiliated Stomatologic Hospital of Anhui Medical University，
Key Lab． of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the cell viability and gene expression of inflammatory cytokines and bone metabo-
lism of periodontal ligament fibroblasts( PDLF) upon challenge by viable Porphyromonas gingivalis( P． gingivalis) ．
Methods Human PDLF was challenged in vitro by viable P． gingivalis for 6 hours and then the cell viability and
gene expression of inflammatory cytokines such as IL-6，IL-8，IL-1β，TNF-α，ＲANKL，OPG were analyzed． Ｒe-
sults No obvious change in cell viability was observed before and after challenged by viable P． gingivalis． The ex-
pressions of both IL-6 and IL-8 were strongly induced when the concentration of viable P． gingivalis was 108 CFU /
ml and 107 CFU /ml． The expression of IL-1β and TNF-α also increased significantly when the concentration of via-
ble P． gingivalis was 109 CFU /ml． The expression of OPG was suppressed significantly by P． gingivalisin in PDLF
while the gene expression of ＲANKL remained unchanged． Conclusion When challenged by P． gingivalis，PDLF
participates in the regeneration and remodeling of periodontal tissue by producing cytokines．
Key words Porphyromonas gingivalis; periodontal ligament fibroblasts; cytokines; osteoclast
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