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双效阳离子纳米递送体系的免疫治疗策略用于牙周炎辅助治疗的研究 

朱语萌，柳 岸 

（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 探讨负载小干扰 RNA（siRNA）的双效阳离子核酸递送纳米载体（DCNA）通过

调控 Bruton 酪氨酸激酶（BTK）表达对牙周炎免疫炎症微环境的影响。 方法 采用双乳化

溶剂挥发法制备 DCNAsiBTK，并检测其理化特性及缓释性能。通过细胞计数试剂盒-8（CCK-

8）法评价其细胞毒性；采用涂板法检测其对牙周致病菌的抗菌活性；实时荧光定量反转录

聚合酶链反应（qRT-PCR）及蛋白质免疫印迹（Western blot）检测 BTK 表达；酶联免疫吸

附试验（ELISA）检测炎症因子白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）及肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）水平。构建小鼠牙周炎模型后给予 DCNAsiBTK干预，采用实时荧光定量聚

合酶链反应（qPCR）、显微计算机断层扫描（Micro-CT）、苏木精-伊红（HE）染色及免疫组

织化学（IHC）染色评估其治疗效果及生物安全性。 结果 成功制备粒径（168.8 ± 2.2）nm、

Zeta 电位（17.9 ± 0.8）mV 的稳定 DCNAsiBTK，透射电子显微镜（TEM）显示颗粒规则球形，

具有良好缓释性能。CCK-8 检测显示 DCNAsiBTK 在 0~100 nmol/L 范围内无明显细胞毒性。

体外实验表明，DCNAsiBTK 可显著抑制牙龈卟啉单胞菌（Pg）、伴放线聚集杆菌（Aa）及具

核梭杆菌（Fn）生长，具有广谱抗菌活性。qRT-PCR 和 Western blot 结果显示，DCNAsiBTK

剂量依赖性下调 BTK mRNA 及蛋白表达水平。ELISA 显示 DCNAsiBTK 可显著降低 IL-1β、

IL-6 及 TNF-α 分泌（P<0.0001），减轻炎症反应。体内实验结果显示，DCNAsiBTK 可抑制牙

周袋内厌氧菌增殖，减轻牙槽骨吸收及牙周组织炎症，且未见心、肝、脾、肺、肾等主要脏

器明显病理损伤。 结论 DCNAsiBTK高效负载并释放 siBTK，兼具抗菌与抗炎双重活性，可

通过抑制 BTK 表达缓解牙周炎进展，为牙周炎临床辅助治疗提供新的思路。 
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Zhu Yumeng, Liu An 

(College & Hospital of Stomatology, Anhui Medical University, Anhui Provincial Key Laboratory 

of Oral Diseases Research, Hefei 230032) 

Abstract Objective To investigate the effects of a dual-functional cationic nucleic acid nanodelivery 

system (DCNA) loaded with small interfering RNA targeting Bruton’s tyrosine kinase (siBTK) on 

the immune-inflammatory microenvironment of periodontitis by regulating BTK expression. 

Methods DCNAsiBTK was prepared using a double-emulsion solvent evaporation method, and its 

physicochemical properties and sustained-release performance were characterized. Cytotoxicity 

was evaluated using the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay. Antibacterial activity against 

periodontal pathogens was assessed by colony-forming assays. BTK mRNA and protein expression 

levels were determined by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and Western blotting, respectively. 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed to quantify the levels of 

inflammatory cytokines, including IL-1β, IL-6, and TNF-α. A murine periodontitis model was 

established and treated with DCNAsiBTK. Therapeutic efficacy and biosafety were evaluated using 

qPCR, micro-computed tomography (micro-CT), hematoxylin-eosin (HE) staining, and 

immunohistochemistry (IHC). Results Stable DCNAsiBTK nanoparticles with an average particle 

size of (168.8 ± 2.2) nm and a zeta potential of (17.9 ± 0.8) mV were successfully prepared. 

Transmission electron microscopy (TEM) revealed uniformly spherical morphology with favorable 

sustained-release properties. CCK-8 assays demonstrated no significant cytotoxicity of DCNAsiBTK 

within the concentration range of 0-100 nmol/L. In vitro studies showed that DCNAsiBTK effectively 

inhibited the growth of Porphyromonas gingivalis (Pg), Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

(Aa), and Fusobacterium nucleatum (Fn), indicating broad-spectrum antibacterial activity. qRT-

PCR and Western blotting analyses demonstrated that DCNAsiBTK downregulated BTK mRNA and 

protein expression in a dose-dependent manner. ELISA results showed that DCNAsiBTK significantly 

reduced the secretion of IL-1β, IL-6, and TNF-α, thereby attenuating inflammatory responses. In 

vivo experiments further demonstrated that DCNAsiBTK suppressed anaerobic bacterial proliferation 

within periodontal pockets, alleviated alveolar bone resorption and periodontal inflammation, and 

caused no obvious pathological damage in major organs, including the heart, liver, spleen, lungs, 

and kidneys. Conclusion DCNAsiBTK efficiently encapsulated and released siBTK, and exhibited 

dual antibacterial and anti-inflammatory activities. By suppressing BTK expression, DCNAsiBTK 



effectively attenuated the progression of periodontitis, providing a promising novel strategy for 

adjunctive periodontal therapy. 

Key words periodontitis; nanocarrier; Bruton’s tyrosine kinase; siRNA; antibacterial and anti-

inflammatory 
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牙周炎（Periodontitis，PD）是由牙周致病菌始动的慢性炎症性疾病，以牙周组织炎症

和牙槽骨吸收为主要特征，是全球成年人失牙的首要原因之一[1-3]。目前认为，牙周致病菌

感染诱发的宿主过度免疫是牙周炎持续进展和组织破坏的重要机制[4, 5]。刮治联合根面平整

术是牙周炎临床治疗的基础方案，但受牙周袋深部微生物接触有限及牙齿解剖结构复杂性的

影响[6]，单纯机械治疗难以彻底清除病原体[7]。辅助应用抗菌药物可有效抑制牙周致病菌增

殖，但全身用药会显著增加耐药[8]和不良事件发生风险[9]。因此，开发兼具抗菌和免疫调节

作用的新型治疗策略已成为牙周炎辅助治疗的重要研究方向。 

Bruton 酪氨酸激酶（Bruton’s tyrosine kinase，BTK）是 B 细胞受体（B-cell receptor，

BCR）与 Fc 受体（Fc receptor，FcR）信号通路核心激酶，调控 B 细胞发育活化[10]与 T 细胞

增殖[11, 12]，介导促炎因子分泌。然而，现有 BTK 抑制剂因脱靶效应易引发全身免疫抑制[13]。

小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）具有序列特异性沉默靶基因的优势[14]，但其体

内稳定性差、细胞摄取效率低等问题限制了临床应用[15]。该研究通过构建负载 siBTK 的双

效阳离子核酸递送纳米载体（Dual-functional Cationic Nanodelivery，DCNA），探讨其对牙周

炎免疫炎症微环境、致病菌定植及牙槽骨吸收的调控作用，以期为牙周炎的纳米辅助治疗提

供新的理论依据和实验基础。 

1 材料与方法 

1.1 主要实验材料 

1.1.1 实验动物 

6-8 周龄 C57BL/6 雄性小鼠（体质量 20~25 g）购自杭州子源实验动物科技有限公司，

所有动物饲养及实验操作均遵循《实验动物护理与使用指南》相关规定，并经由安徽医科大

学动物实验伦理委员会批准（编号：LLSC20261935）。 

1.1.2 主要试剂与仪器 



氨基聚乙二醇-聚乳酸-羟基乙酸共聚物（NH2-PEG5K-b-PLGA10K，聚乳酸/羟基乙酸

（Lactic acid/Glycolic acid，LA/GA）摩尔比=50/50，上海炎怡生物科技有限公司，Cat. No.: 

67345K-754210K-1G ），（ 2,3- 二 油 酰 基 - 丙 基 ） - 三 甲 基 氯 化 铵 （ 1,2-Dioleoyl-3-

trimethylammonium-propane chloride，DOTAP）（上海麦克林生化科技股份有限公司，Cat. No.: 

D890287），靶向 BTK 的 siRNA(siBTK)R:5’-AAUCCAGCGCUUUCUCAGCdTdT-3’、乱序的

对照 siRNA(siNC)R:5’-ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT-3’)、Cy5 荧光标记的 siRNA

（Cy5-siRNA，乱序）（定制合成，上海吉玛制药技术有限公司），Lipofectamine 2000（美国

Invitrogen 公司，Cat. No.: 11668019），PrimeScriptTM RT Reagent Kit（日本 TaKaRa 公司，Cat. 

No.: RR037Q），SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒（湖南艾科瑞生物工程有限公

司，Cat. No.: AG11718），anti-mouse-BTK 抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，Cat. No.: 21581-

1-AP），anti-rabbit-IgG-HRP 二抗（武汉亚科因生物技术有限公司，Cat. No.: A25222），细胞

增殖-毒性检测试剂盒(Cat. No.: BS350B)、4%PFA 固定液(Cat. No.: BL539A)（北京兰杰柯科

技有限公司），脑心浸液肉汤(Cat. No.: HB8297-5)、维生素 K1(Cat. No.: 2100501)、氯化血红

素(Cat. No.: 2100500)、L-半胱氨酸盐酸盐(Cat. No.: HB8493a)（青岛海博生物技术有限公司），

脂多糖（Lipopolysaccharides，LPS)（北京索莱宝科技有限公司，Cat. No.: L8880），Mouse IL-

1β(Cat. No.: 1210122)、IL-6(Cat. No.: 1210602)、TNF-α ELISA(Cat. No.: 1217202)检测试剂盒

（深圳市达科为生物技术股份有限公司），DelivectorTM Avertin 阿佛丁 三溴乙醇（上海多沃

生物科技有限公司，Cat. No.: DW3101）、细菌基因组 DNA 提取试剂盒（天根生化科技（北

京）有限公司，Cat. No.: DP302）。 

超声波细胞粉碎机 Scientz-ⅡD（宁波新芝生物科技股份有限公司），旋转蒸发器RE-52AA

（上海亚荣生化仪器厂），Zetasizer Nano ZS90（Malvern 公司，英国），透射电镜 Talos L120C 

G2（Thermo 公司，美国），UV1800 型紫外-可见分光光度计（日本岛津），High-Speed 

Refrigerated Centrifuge CR21N（Himac，日本），C-MAG MS 4 磁力搅拌器（德国 IKA）、Infinite 

200 PRO 酶标仪（瑞士 Tecan），天能 Tanon 5200 发光成像系统（上海天能生命科学有限公

司），Agilent StrataGene Mx3000P 实时荧光定量 PCR 仪（美国安捷伦），Micro-CT VNC-102

（平生医疗科技（昆山）有限公司）。 

1.2 实验方法 

1.2.1 DCNA 的合成与表征 

DCNA 通过双乳化溶剂挥发法制备。取 400 μL NH2-PEG5K-b-PLGA10K（62.5 mg/mL，氯

仿溶液）、100 μL DOTAP（30 mg/mL，氯仿溶液）与 25 μL siRNA（40 μmol/L，水溶液）混



合，在冰浴条件下采用 Scientz-ⅡD 型超声波细胞粉碎机以 80 W 功率超声乳化 1 min，形成

初乳；随后，向初乳液中加入 5 mL DEPC 水，保持冰浴及 80 W 功率条件下超声乳化 2 min，

获得复乳；最后采用 RE-52AA 型旋转蒸发器对复乳进行旋蒸处理，去除有机相。采用 Malvern 

Zetasizer Nano ZS90 纳米粒度仪在 25 ℃下测定纳米颗粒的粒径及 Zeta 电位；通过紫外-可见

分光光度计对 siRNA 的包载率进行定量分析；在真空条件下，采用透射电子显微镜

（transmission electron microscope，TEM）观察颗粒的微观形貌。 

为评估纳米颗粒的稳定性，将 DCNA 分别置于 1×PBS 及含 10% FBS 的 1640 培养基中，

于 37 ℃下孵育 2 d，并使用纳米粒度仪动态监测其粒径变化。为考察 siRNA 的体外释放行

为，将 DCNA 置于 PBS 缓冲液中，在磁力搅拌条件下于 37 ℃进行释放实验。在预设时间

点取样，并同步补充等体积新鲜 PBS。采用紫外-可见分光光度计定量分析 siRNA 的累积释

放率并绘制释放曲线。 

1.2.2 DCNA 体外抗菌活性评价 

将牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis，Pg）、伴放线聚集杆菌（Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans，Aa）及具核梭杆菌（Fusobacterium nucleatum，Fn）菌株的菌液调整

至 1×107  CFU/mL，与对应材料按体积比 1:1 混合，37 ℃厌氧条件下共培养 1 d，以 PBS 处

理组作为对照。取 40 μL 处理后的菌悬液均匀涂布于血琼脂平板，37 ℃厌氧环境孵育 21 d

后，统计菌落形成单位（Colony-Forming Unit，CFU）并记录平板影像。 

1.2.3 细胞培养 

取 6~8 周龄雄性 C57BL/6 小鼠脾脏，经尼龙网过滤及红细胞裂解处理后，将细胞接种

于含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养基，置于 37 ℃、5%CO2 恒温培养箱中孵育 2 d，去除贴壁

细胞后，收集获得悬浮淋巴细胞。 

1.2.4 体外检测 DCNAsiBTK对 BTK mRNA 和蛋白表达的影响 

将 C57BL/6 小鼠脾脏淋巴细胞接种于 12 孔板（1×106 个/孔），培养 24 h 后，分别加入

siRNA 终浓度为 50、100 nmol/L 的 DCNAsiBTK。以 siRNA 终浓度 25 nmol/L 的 Lipofectamine 

2000 介导 siBTK 转染组（LiposiBTK）作为阳性对照；以 siRNA 终浓度 50 nmol/L 的游离 siBTK

组（FreesiBTK）、PBS 及 DCNAsiN.C.组作为阴性对照。孵育 6 h 后，更换为含 10%FBS 的新鲜

培养基，转染 48 h 后收集细胞。采用 RNA 快速提取试剂盒（ES Science）提取总 RNA，使

用 RIPA 裂解液（Beyotime）提取总蛋白。通过实时荧光定量反转录聚合酶链式反应

（quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测 BTK mRNA 表达水平，

Western blot 检测 BTK 蛋白表达水平。 



1.2.5 体外检测 DCNAsiBTK对炎症相关因子分泌的影响 

将 C57BL/6 小鼠脾脏淋巴细胞接种于 6 cm 培养皿（4×106 个/皿），加入 2 mg/mL LPS

体外模拟牙周炎炎症微环境，孵育 2 h 后进行分组干预：分别加入 PBS、游离 siBTK（FreesiBTK）、

Lipofectamine 2000 介导 siBTK 转染组（LiposiBTK）、DCNAsiBTK（siRNA 终浓度 50 nmol/L）、

DCNAsiBTK（siRNA 终浓度 100 nmol/L）及 DCNAsiN.C.。继续培养 10 h 后，采用酶联免疫吸

附试验（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA）试剂盒定量检测各组细胞分泌的炎

症相关因子白细胞介素-1β（Interleukin-1β，IL-1β）、白细胞介素-6（Interleukin-6，IL-6）、肿

瘤坏死因子-α（Tumor Necrosis Factor-α，TNF-α）的表达水平。 

1.2.6 牙周炎动物模型 

小鼠经阿佛丁腹腔注射麻醉后固定于手术操作台。以 5-0 外科缝线浸泡 Pg W83 菌液，

结扎右侧上颌第二磨牙牙颈部，确保缝线位于龈下后于颊侧打结固定。正常饲养 1 周构建实

验性牙周炎模型。建模后采用局部给药方式，每隔 3 d 向牙周袋内注射 20 μL 纳米溶液，共

计给药 5 次，连续治疗 2 周。 

1.2.7 体内检测 DCNA 对牙周炎的抗菌效果 

将小鼠随机分为 3 组（本实验每组初始纳入 5 只小鼠，在牙周炎模型构建过程中，部分

动物未达到预设建模标准或未完成实验流程，最终纳入统计分析的样本量为 3 只）：PBS、

NH2-PEG5K-b-PLGA10K及 NH2-PEG5K-b-PLGA10K/DOTAP 组。每次给药前，使用无菌牙周探

针刮取各组小鼠相同牙周袋位点的菌斑，混悬于 1 mL 生理盐水中；取 100 μL 菌液均匀涂布

于血平板，37 ℃厌氧培养 24 h 后统计各组菌落数。治疗结束后，再次刮取牙周袋菌斑并接

种于 BHI 液体培养基，于 37 ℃厌氧培养 24 h。收集菌体并提取基因组 DNA，通过实时荧

光定量聚合酶链式反应（real-time quantitative polymerase chain reaction，qPCR）检测 Pg W83

菌株特异性基因的表达水平。 

1.2.8 体内检测 DCNAsiBTK对牙周炎的抗炎效果 

将小鼠随机分为 5 组（n=3）：空白对照（Negative Control，NC）组、PD+PBS 组、

PD+FreesiBTK 组、PD+DCNAsiN.C.组、PD+DCNAsiBTK 组。治疗 2 周后，小鼠经安乐死处死，

收集上颌骨进行 Micro-CT 扫描重建，并选取第二磨牙颊侧、腭侧近中、中点及远中 6 个位

点，测量釉牙骨质界至牙槽嵴顶距离（Cementoenamel Junction-Alveolar Bone Crest ，CEJ-

ABC），以评估牙槽骨吸收程度。后续行苏木精-伊红染色（Hematoxylin-Eosin，HE）及炎症

因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 免疫组织化学染色（Immunohistochemical staining，IHC），进一步

评估牙周软组织炎症浸润情况。 



1.2.9 DCNA 体内生物安全性评价 

收集各组小鼠主要脏器（心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏），进行组织学检测以评估生

物相容性。 

1.3 统计学处理 

定量数据以 sx  表示，采用 GraphPad Prism 10.1.2 软件进行统计学分析。多组间比较

采用单因素方差分析（one-way ANOVA），组间两两比较采用 Tukey 多重比较检验。以 P<0.05

为差异具有统计学意义。 

2 结果 

2.1 DCNAsiRNA的合成与表征 

本研究将可降解的高分子材料 PEG5K-b-PLGA10K 末端修饰氨基后辅以阳离子脂质

DOTAP 通过双乳化溶剂挥发法自组装形成 DCNA，结构示意图见图 1A。利用动态光散射仪

检测，纳米颗粒的粒径为（168.8 ± 2.2）nm（图 1B），Zeta 电位为（17.9 ± 0.8） mV（图 1C）。

TEM 显示纳米颗粒呈规则球形，如图 1D。使用紫外分光光度计检测纳米颗粒对 siRNA 的

包载效率约为 92.7%。 

为了评估所制备纳米颗粒的稳定性，将 DCNAsiRNA 分别置于 1×PBS 及含 10% FBS 的

1640 培养基中，48 h 后检测颗粒的分散情况。如图 1E 所示，在 PBS 中 DCNAsiRNA 的粒径

仅发生轻微变化，表明其在单纯缓冲体系中稳定性良好；而在含 FBS 的培养基中，由于带

负电血清蛋白的吸附，粒径呈现先增大后减小的动态变化，最终趋于稳定（纳米颗粒多分散

指数（Polydispersity Index，PDI）为 0.3）（图 1F）。进一步通过体外释放实验模拟生理环境，

结果显示（图 1G），DCNAsiRNA在可在两周内实现 siRNA 的缓慢释放，提示其具备持续发挥

作用的潜力。 



 

图 1 纳米颗粒的合成与表征 

Fig. 1 Preparation and characterization of nanoparticle 

（A）DCNAsiBTK的合成示意图。（B-D）未包载 siRNA（左）和包载 siRNA（右）纳米颗粒

的粒径（B）、Zeta 电位（C）和 TEM 图象（放大倍数：×13,500）（D）。（E-F）DCNAsiRNA 在

PBS（E）和 FBS（F）中的稳定性。（G）DCNAsiRNA在 PBS 中的释放曲线。 

注：A: Schematic diagram depicting the synthesis procedure for DCNAsiBTK; B-D: The diameters 

(B), zeta potential (C), and TEM images (magnification ×13 500) (D) of nanoparticles without 

siRNA encapsulation (left) and with siRNA encapsulation (right); E, F: Stability of DCNAsiRNA in 

PBS (E) and FBS (F); G: In vitro release profile of DCNAsiRNA in PBS. 

2.2 DCNA 在体外有效抑制牙周致病菌的生长 

本研究通过细菌共培养检测正电性对载体抗菌能力的影响，Pg、Aa 及 Fn 的平板菌落

生长结果如图 2A 所示。菌落定量统计结果显示（图 2B），经 DOTAP 修饰的颗粒表现出更

强的抗菌效果，Pg、Aa和Fn的菌落数较 PBS对照组分别显著降低了 94.4%、86.0%及 71.3%，

该增强效应与动态光散射仪检测到的未修饰 DOTAP（10.4 ± 0.4） mV 和修饰 DOTAP 的空

颗粒（20.3 ± 0.7）mV Zeta 电位变化趋势相一致，说明纳米颗粒本身具备明显的广谱抗牙周

致病菌活性。CCK-8 细胞毒性实验结果（图 3）表明，该纳米颗粒作用于淋巴细胞的最大安

全浓度为 100 nmol/L；在此浓度下，颗粒能够在维持淋巴细胞细胞膜完整性的同时实现对牙



周致病菌的有效抑制，体现出良好的生物相容性与抗菌效能的统一。 

 

图 2 DCNA 体外抗菌活性评价 

Fig. 2. Evaluation of the antibacterial efficacy of DCNA in vitro 

注：A: Photographs of bacterial colony formation on agar plates across all experimental groups; B:  

Quantitative analysis of colony forming units (CFUs) for each group; ***P < 0.001, ****P < 0.0001. 

 

图 3 不同浓度 DCNAsiBTK对淋巴细胞活力的影响 

Fig. 3 Effect of different concentrations of DCNAsiBTK on lymphocyte viability 

*P < 0.05, **P < 0.01. 

2.3 DCNAsiBTK 在体外下调 BTK mRNA 和蛋白的表达 

BTK 在 T、B 细胞活化增殖及炎症因子分泌过程中发挥关键调控作用，沉默 T、B 细胞

中 BTK 基因表达有望成为一种扭转失衡的牙周免疫微环境的方案。为了证明 DCNA 能够将

siBTK 递送到 T、B 细胞内发挥效应，本研究将纳米颗粒与小鼠脾源性淋巴细胞共孵育 6 h，

并于转染 48 h后检测BTK的mRNA及蛋白表达水平。qRT-PCR结果显示（图 4A），DCNAsiBTK

可剂量依赖性地抑制淋巴细胞中 BTK mRNA 的表达，解决游离 siRNA 无法被细胞摄取的问



题；在 100 nmol/L 浓度下，BTK mRNA 表达被敲低 72%。进一步通过蛋白质印迹分析证实，

BTK 蛋白水平也呈现相应的剂量依赖性下调（图 4B）。综上，DCNA 纳米载体可将 siBTK

递送至 T、B 细胞内，并有效沉默 BTK 基因的表达和降低 BTK 蛋白的表达水平。 

 

图 4 DCNAsiBTK 在淋巴细胞中的体外基因沉默效率、蛋白表达抑制及抗炎效果评估 

Fig. 4 Assessment of in vitro gene silencing efficiency, protein inhibition, and anti-

inflammatory effects of DCNAsiBTK in lymphocytes 

（A）通过 qRT-PCR 检测淋巴细胞 BTK mRNA 的相对表达水平。（B）通过蛋白质印迹法分

析淋巴细胞 BTK 蛋白的相对表达水平。（C）通过 ELISA 分析细胞上清中 IL-1β、IL-6 及

TNF-α 的浓度。****P<0.0001。 

注：A: Relative BTK mRNA expression levels in lymphocytes analyzed by qRT-PCR; B: Relative 

BTK protein expression levels in lymphocytes evaluated using Western blot technique; C: 

Assessment of IL-1β, IL-6, and TNF-α release into the extracellular medium using quantitative 

ELISA; ****P < 0.0001. 

2.4 DCNAsiBTK 在体外减少炎症因子的分泌 

为了评估 DCNAsiBTK 的体外抗炎效果，本研究使用 LPS 刺激淋巴细胞以模拟牙周炎相

关炎症环境，随后加入纳米颗粒共培养 12 h，并通过 ELISA 检测细胞上清液中炎症因子的

分泌水平。结果如图 4C 所示，与对照组（LPS 组）相比，DCNAsiBTK处理组中 IL-1β、IL-6

及 TNF-α 的分泌量均显著降低，表明该递送系统在体外能有效抑制炎症因子的释放、降低



免疫细胞炎症反应，提示其在调控牙周炎相关炎症反应中具有潜在作用。 

2.5 DCNA 在体内抑制牙周致病菌的生长 

在 Pg W83 诱导的小鼠牙周炎模型中，对不同纳米载体治疗组牙周袋菌斑进行刮取并培

养，各组厌氧菌生长结果如图 5A 所示。菌落定量分析结果显示（图 5B），两组纳米颗粒均

展现出显著的抗菌活性，其中 DOTAP 修饰实验组的抗菌效果更为突出，可有效抑制牙周袋

内厌氧菌增殖，且菌落数量随治疗时间呈持续性下降趋势（实验组首末时间点比较，P<0.05）。

治疗 2 周后，进一步提取牙周袋菌斑总 DNA，通过 qPCR 技术检测主要致病菌 Pg W83 的

相对表达水平。如图 5C 所示，NH2-PEG5K-PLGA10K组与 NH2-PEG5K-PLGA10K/DOTAP 组的

Pg W83 相对表达量较 PBS 对照组显著降低，且后者的抑制作用更为明显。这一结果表明，

DOTAP 可赋予纳米颗粒更具优势的正电性表面结构，从而更有效地抑制 Pg 在牙周局部的

定植与生长。上述体内实验结果与体外抗菌研究结论高度一致，证实本研究设计的纳米颗粒

具有优异的体内抗菌效能。 

 



图 5 DCNA 的体内抗菌效果评估 

Fig. 5 Evaluation of the antibacterial efficacy of DCNA in vivo 

 （A）各组小鼠牙周袋内厌氧菌平板菌落形态图。（B）各组小鼠牙周袋内厌氧菌菌落计数

动态变化折线图。（C）qPCR 检测各组小鼠 Pg W83 菌株特异性基因的相对表达水平。（n=3）

**P<0.01，****P<0.0001。 

注：A: Representative images of anaerobic bacterial colonies in the periodontal pockets of mice 

from each group; B: Dynamic changes in anaerobic bacterial colony counts in the periodontal 

pockets of mice from each group; C: Relative expression level of Pg W83 strain-specific gene in 

mice from each group as measured via qPCR; **P < 0.01, ****P < 0.0001. 

2.6 DCNAsiBTK 在体内减轻牙周组织炎症症状 

在小鼠牙周炎模型中，经不同纳米颗粒处理组治疗 2 周后，采用 IHC 染色检测牙周组

织炎症相关细胞因子的表达，典型染色结果如图 6A 所示。对结果进行定量分析（图 6B-6D）

显示，与未干预的牙周炎模型组（PD+PBS 组）相比，DCNAsiBTK组牙周组织中促炎细胞因

子 IL-1β、IL-6 及 TNF-α 的阳性染色区域面积显著缩小，提示该纳米颗粒可有效抑制促炎因

子在牙周局部组织的浸润与表达，进而发挥抗炎作用。上述结果证实了 DCNAsiBTK能减轻小

鼠牙周组织的炎症症状，为载体在体内的抗炎疗效提供了组织学层面的直接证据。 

 

图 6 DCNAsiBTK 的体内抗炎效果评估 

Fig. 6 Evaluation of the anti-inflammatory efficacy of DCNA in vivo 



 （A）各组小鼠牙周组织炎症相关促炎因子免疫组织化学（IHC）染色代表性图像（放大倍

数：×80）。（B-D）IL-1β、IL-6、及 TNF-α 相对阳性染色面积定量分析结果。（n=3）***P<0.001，

****P<0.0001。 

注：A: Representative images showing IL-1β, IL-6, and TNF-α expression in periodontal tissue 

sections via immunohistochemical (IHC) staining (magnification: ×80); B-D: Quantification of the 

immunopositive area fraction for IL-1β, IL-6, and TNF-α expression; ***P < 0.001, ****P < 0.0001. 

2.7 DCNAsiBTK 在体内抑制牙槽骨吸收 

为了进一步验证 DCNAsiBTK 的体内治疗效果，治疗 2 周后，对各组小鼠上颌骨进行了

Micro-CT 扫描及三维重建，结果如图 7A 所示。健康对照组牙槽嵴顶高度接近釉牙骨质界；

牙周炎模型组中，PBS 组与 FreesiBTK组牙槽骨吸收最为显著，表现为颊侧牙槽骨呈凹坑状吸

收，根分叉区完全暴露；DCNAsiN.C.组及 DCNAsiBTK 组牙槽骨破坏程度均有所缓解，其中

DCNAsiBTK组改善最为明显。定量分析结果显示（图 7B-7D），与牙周炎对照组（PD+PBS 组）

相比，DCNAsiBTK 组的 CEJ-ABC 距离显著降低，而第二磨牙近中区域的骨体积分数（Bone 

Volume/Total Volume，BV/TV）及骨矿物质密度（Bone Mineral Density，BMD）明显升高。

上述定量结果与三维重建图像呈现的趋势一致，证实 DCNAsiBTK 纳米颗粒可显著抑制牙槽

骨吸收进程。此外，HE 染色结果显示（图 7E），与牙周炎对照组相比，DCNAsiBTK纳米溶液

注射组牙周上皮完整性破坏减轻，牙槽骨高度得到一定恢复。综上，DCNAsiBTK纳米颗粒能

有效抑制小鼠牙周炎相关性牙槽骨吸收，显著缓解牙周炎病理进程。 



 

图 7 DCNAsiBTK 治疗小鼠牙周炎 2 周后的 Micro-CT 及组织学分析结果 

Fig.7 Micro-CT imaging and histological staining of periodontal lesions in mice receiving 

DCNAsiBTK therapy for a two-week duration 

（A）治疗 2 周后小鼠上颌骨三维重建图（上）及矢状位截面图（下）。（B）各组小鼠 CEJ-

ABC 的定量统计分析结果。（C）各组小鼠第二磨牙近中区域 BV/TV 定量统计分析结果。

（D）各组小鼠第二磨牙近中区域 BMD 定量统计分析结果。（E）各组小鼠牙周组织 HE 染

色组织学切片结果。（n=3）*P<0.05，****P<0.0001。 

注：A: 3D reconstruction images (top) and sagittal cross-sectional views (bottom) of the maxillae; 

B: Quantitative assessment of CEJ-ABC distances across all experimental cohorts; C: Evaluation 

of BV/TV at the second molar mesial site; D: Determination of BMD localized to the mesial region 

of the second molar; E: Histological assessment of periodontal tissues following HE staining; *P < 

0.05, ****P < 0.0001. 

2.8 纳米颗粒的体内生物安全性评估 

对接受体内治疗的小鼠主要脏器（心、肝、脾、肺、肾）进行 HE 染色观察治疗的安全

性结果显示（图 8），DCNAsiBTK组各脏器组织结构清晰，细胞形态与对照组相比均未观察到



明显病理改变。结果表明，该纳米颗粒在实验条件下未引起显著脏器毒性，表现出良好的生

物安全性，为其进一步临床转化提供了实验依据。 

 

图 8 各组小鼠主要脏器的 HE 染色图像 ×10 

Fig. 8 HE staining images of major organs in mice from each group ×10 

3 讨论 

牙周炎是公认的全球第六大非传染性慢性疾病，在发展中国家尤为高发，是造成成年人

失牙的主要原因，已成为重要的公共卫生负担。其病理机制不仅涉及牙周致病菌感染，更与

宿主免疫异常密切相关，过度活化的 T 细胞和 B 细胞可持续释放促炎因子，加速牙周组织

的破坏。传统以机械刮治联合抗菌药物为主的治疗模式在清除生物膜、控制炎症及避免耐药

方面均存在局限，难以从根本上逆转牙周组织破坏。 

纳米递送体系的设计是本研究的核心创新。本研究以 NH2-PEG5K-b-PLGA10K 为骨架并

辅以阳离子脂质 DOTAP，构建了一种双效阳离子核酸递送纳米载体 DCNAsiBTK，不仅改善

了 siRNA 的稳定性与细胞摄取效率，还通过正电性增强对牙周致病菌（Pg、Aa、Fn）的抑

制作用，实现了抗菌与基因调控的双重治疗模式。这种设计区别于传统纳米载体仅注重递送

或单纯抗菌的策略，为牙周炎局部治疗提供新的解决方案。体外结果显示，DCNAsiBTK在安

全浓度范围内对哺乳动物细胞无明显毒性，同时在炎症模型中实现了有效 BTK 沉默和促炎

因子下降，体现出良好的选择性抗菌能力与生物相容性。 

体内动物实验进一步证实了 DCNAsiBTK的综合治疗潜能。DCNAsiBTK局部注射后，小鼠



牙周袋内厌氧菌的数量显著减少，炎症因子表达下调，Micro-CT 及组织学分析显示牙槽骨

吸收减轻并改善骨结构参数。这表明 DCNAsiBTK不仅通过调控免疫反应缓解炎症，还能间接

保护牙周组织结构，验证了抗菌与免疫调控协同作用的可行性。安全性评价显示未见主要脏

器病理损伤，为其临床转化提供了初步依据。该研究也存在一些局限性。细胞模型无法完全

模拟牙周袋复杂的炎症微环境，未来应关注免疫微环境变化对巨噬细胞、牙龈成纤维细胞的

影响。其次，本研究未对不同剂量 DCNAsiBTK对免疫反应的潜在长期影响进行深入评估，未

来还需关注其在免疫系统的长期作用和可能的副作用。 

综上所述，DCNAsiBTK通过协同抗菌与免疫调控，在体内外实验中均展现出优异的治疗

效果，减轻牙槽骨吸收，显示出潜在临床应用价值，为牙周炎辅助治疗提供了具有潜在临床

转化价值的纳米策略和理论基础。 
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