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Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ２ 经 ＮＦ⁃κＢ 信号通路
加重脂多糖诱导的牙周骨组织炎症
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（安徽医科大学口腔医学院，安徽医科大学附属口腔医院，安徽省口腔疾病研究重点实验室，合肥　 ２３００３２）

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 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 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
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃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⁃
ｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃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（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ２，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（ｏｒａｌ ｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａ，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（ａ ｍｏｕｓｅ ｃａｌｖａｒｉａ⁃ｄｅ⁃
ｒｉｖｅｄ ｐｒｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ， ｓｕｂｃｌｏｎｅ Ｅ１，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（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌ⁃
ｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，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⁃
ｐｈａ ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｍｅｄｉｕｍ，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

（ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）、含 Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 的 Ｔｒｉｓ
缓冲 盐 溶 液 （ ｔｒｉｓ⁃ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ⁃２０，
ＴＢＳＴ） （北京索莱宝公司）；ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
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（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，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（ ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ） （上海

碧云天公司）；胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，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⁃κＢ ｐ６５ 抗

体、磷酸化 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ Ｓｅｒ５３６ 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（４０ ｍｇ ／
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，１４ ｄ 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，２４ ｈ 后放

入乙二胺四乙酸中脱钙，以 ３０％蔗糖脱水 ４８ ｈ， 然

后以冰冻切片包埋剂 ＯＣＴ 包埋，切片（厚 ４ μｍ），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 ℃ ３０ ｓ，１ 个循环；９５ ℃ ５ ｓ，５５ ℃
１０ ｓ，扩增 ４０ 个循环。

表 １　 引物序列列表

Ｔａｂ． １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ 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. ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激细

胞 １２ ｈ 后，加入 ４％多聚甲醛，清洗后加入 ０. ２％的

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃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 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 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（１５ μｇ）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 ２ ｈ，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 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７
软件进行统计分析。 数值表示为 �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 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 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. ０００ １；ＰＨＢ２： ｔ ＝ ３８，Ｐ ＜ ０. ０００ １），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. ５ μｇ ／ ｍＬ，ＰＨＢ２ ｍＲＮＡ
表达量显著上调［（４. ００ ± ０. １０） 倍，Ｆ ＝ ９０３，Ｐ ＜
０. ０００ １］，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. ０００ １）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果进一步证实，０. ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激可使

ＰＨＢ２ 蛋白表达量增加（２. １０ ± ０. １０） 倍（Ｆ ＝ ４３，
Ｐ ＜ ０. ０００ １）。
　 　 基于上述结果，该实验选择 ０. ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 进

行时间梯度实验（图 ２Ｂ）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析表明，１２ ｈ
刺激可诱导 ＰＨＢ２ ｍＲＮＡ 表达达到峰值［（３. ９６ ±
０. １０）倍，Ｆ ＝ ６３７，Ｐ ＜ ０. ０００ １］，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. ０００ １］。 蛋白水平检测显示，ＰＨＢ２ 表达量在 １２ ｈ
时增加（２. ６３ ± ０. ３２）倍（Ｆ ＝ ３７，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。
　 　 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. ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ 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　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＰＨＢ２ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｂｏｎｅ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ
　 　 Ａ： Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ （ＩＨＣ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ＰＨＢ２ ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｂｏｎｅ， Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２００ μｍ； Ｂ：Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＰＨＢ２ ｉｎ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＨＢ２ ｉｎ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；Ｈ：Ｈｅａｌｔｈ ｇｒｏｕｐ； Ｐ： Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓ ｇｒｏｕｐ；∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｈｅａｌｔｈ ｇｒｏｕｐ．
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图 ２　 细胞炎症模型的建立

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＬＰＳ ｆｏｒ １２ ｈ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＨＢ２ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍ⁃
ｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ０． ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＨＢ２ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；
∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

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 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组分中 ＰＨＢ２ 的表达（图
３Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 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（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因组百科

全书 （ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，
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 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细

胞 中 ｐ６５ 和 磷 酸 化 ｐ６５ 蛋 白 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
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图 ３　 ＰＨＢ２ 在 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞系中的定位

Ｆｉｇ． ３　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＨＢ２ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ
　 　 Ａ： Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＨＢ２ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ４０； Ｂ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬａｍｉｎＢ１ ａｎｄ ＰＨＢ２ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｆｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ．

图 ４　 过表达 ／敲低 ＰＨＢ２ 后炎症因子和 ＰＨＢ２ 的表达情况

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ＰＨＢ２ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ／ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＰＨＢ２
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＰＨＢ２ ｍＲＮＡ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＨＢ２ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β⁃ａｃｔｉｎ ａｎｄ ＰＨＢ２； Ｂ： Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＰＨＢ２ ｍＲＮＡ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＰＨＢ２ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β⁃ａｃｔｉｎ ａｎｄ ＰＨＢ２；ａ：ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＯＥ⁃ＮＣ
＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＯＥ⁃ＰＨＢ２ ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＯＥ⁃ＰＨＢ２ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｅ：ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ；ｆ：ｓｉ⁃ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｇ：ｓｉ⁃ＰＨＢ２ ｇｒｏｕｐ；ｈ：ｓｉ⁃ＰＨＢ２ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．
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ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ，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⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＯＥ⁃ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＯＥ⁃ＰＨＢ２ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ
　 　 Ａ： ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｐ； Ｂ： ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍａｐ； Ｃ： ＧＳＥＡ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ； Ｄ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ
ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＨＢ２；Ｅ： Ｕｐ⁃ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｖｏｌｃａｎｉｃ ｐｌｏｔ ｃｅｌｌｓ；ａ：ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＯＥ⁃ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；

ｃ：ＯＥ⁃ＰＨＢ２ ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＯＥ⁃ＰＨＢ２ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＯＥ⁃ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．
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图 ６　 ＰＨＢ２ 通过调节 ＣＸＣＬ１０ 影响炎症因子的表达

Ｆｉｇ． ６　 ＰＨＢ２ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＣＸＣＬ１０
　 　 Ａ： ＣＸＣＬ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＰＨＢ２； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＣＸＣＬ１０， ａｎｄ ＰＨＢ２ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１０；Ｃ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＣＸＣＬ１０， ａｎｄ ＰＨＢ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
ｏｆ ＣＸＣＬ１０；ａ：ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＯＥ⁃ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＯＥ⁃ＰＨＢ２ ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＯＥ⁃ＰＨＢ２ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｅ：ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ；ｆ：ｓｉ⁃ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｇ：ｓｉ⁃ＰＨＢ２
ｇｒｏｕｐ；ｈ：ｓｉ⁃ＰＨＢ２ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｉ：ＯＥ⁃ＣＸＣＬ１０ ｇｒｏｕｐ；ｊ：ＯＥ⁃ＣＸＣＬ１０ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｋ：ｓｉ⁃ＣＸＣＬ１０ ｇｒｏｕｐ；ｌ：ｓｉ⁃ＣＸＣＬ１０ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜
０. ０１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ；＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮＣ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．
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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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ｃａｌｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １０ （ＣＸＣＬ１０）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　 ＰＨＢ２ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｎｅｗ ｉｎ⁃
ｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＰＨＢ２； ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ； ＮＦ⁃κＢ； ＬＰＳ； ＣＸＣＬ１０
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ３１９７０６７７）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ２３０８０８５Ｙ２３）； Ｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ “Ｆｅｎｇｙｕａｎ” Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｏｌｌｅｇｅ ＆
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｎｏｓ． ２０２３ｘｋｆｙｔｓ０９，２０２２ｘｋｆｙｈｚ０６）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｓｕｎ Ｘｉａｏｙｕ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２０１１５２０００１＠ ａｈｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
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