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·论著·

脂多糖通过促进透明质酸受体CD44向核转移
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【摘要】 目的 初步探讨炎症状态下人牙周膜细胞（hPDLC）炎症反应的分子作用机制。

方法 利用细胞免疫荧光法鉴定原代培养 hPDLC波形丝蛋白、角蛋白，使用不同浓度（0、0.1、10和
100 μmol/L）的脂多糖（LPS）刺激 hPDLC，流式细胞术检测细胞凋亡水平。选择不同的 LPS刺激时

间，酶联免疫检测方法（ELISA）检测细胞培养上清中透明质酸受体CD44的表达。使用ELISA、蛋白

免疫印迹（Western blot）及细胞免疫荧光法等实验技术检测hPDLC在炎症环境下细胞质与细胞核中

CD44、基质金属蛋白酶 14（MMP⁃14）的表达变化，微量样本多指标流式蛋白定量技术（CBA）检测炎

症因子的表达。进一步在炎症环境下加入MMP⁃14、Importin β抑制剂，使用ELISA法检测细胞核内

CD44的表达及定量反转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）法检测细胞白细胞介素 6（IL⁃6）mRNA表达水

平。结果 不同浓度（0.1、1、10、100 μmol/L）LPS不会对 hPDLC的凋亡产生影响。在 1 μmol/L LPS
刺激 hPDLC 4 h后，MMP⁃14荧光强度表达明显增强（233.75），对照组为 107.53，差异有统计学意义

（t = 10.10，P＜0.001）。CD44荧光强度为 106.7，对照组为 84.58，差异有统计学意义（t = 3.13，P =
0.02）。使用MMP⁃14抑制剂能够明显抑制细胞培养上清中CD44的表达，LPS+MMP⁃14抑制剂组较

LPS组CD44表达明显下调，差异有统计学意义（t=5.03，P=0.001）。LPS刺激 hPDLC会导致细胞核

内 CD44与 Importin β表达量增加，差异有统计学意义（P＜0.001）。LPS刺激后细胞核内 CD44与

Importin β也有上调表达的趋势，LPS会导致 IL⁃6表达量增加，差异有统计学意义（P＜0.001），并且

LPS加入 Importin β抑制剂后细胞中 IL⁃6 mRNA的表达量较LPS处理组明显减少，差异有统计学意义

（t=16.79，P＜0.001）。结论 LPS能够导致hPDLC CD44、Importin β与 IL⁃6的上调表达，核内CD44上
调表达显著，MMP⁃14、Importin β抑制剂能够抑制炎症环境下CD44入核，抑制 IL⁃6上调表达。提示

在炎症状态下MMP⁃14与CD44参与hPDLC炎症反应，CD44能够向细胞核内转移介导 IL⁃6的释放。
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牙周健康是牙齿维持正常功能的基础，进展性

牙周炎破坏牙周组织环境并导致牙齿松动脱落［1］。

人 牙 周 膜 细 胞（human periodontal ligament cell，
hPDLC）作为牙周组织的重要组成部分，在牙周炎的

进展和牙周组织的再生［2］，以及维持牙周微环境稳态

方面发挥着重要的作用［3］。hPDLC处于一个与细菌

共存的特殊微环境中，牙周细菌不断干扰牙周防御

系统，与宿主达成一个长期的动态平衡［4］。众所周

知，牙周炎是公认的多因素慢性炎性疾病［5］，牙周组织

内的细菌失调是牙周组织疾病的起始因素［6］。细菌

感染伴随着牙龈上皮细胞和牙周膜细胞大量释放促

炎细胞因子和趋化因子，包括白细胞介素（IL）⁃1β、
IL⁃6、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）、
趋化因子［（C⁃C motif）ligand⁃5，CCL⁃5］和CXC趋化

因子配体⁃12（CXC chemokine ligand⁃12，CXCL⁃12）
等［7］。这种促炎活性和细菌感染会引发先天免疫细

胞的快速反应，包括自然杀伤（natural killer，NK）细

胞、巨噬细胞、树突状细胞和中性粒细胞等［8］，最终
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【Abstract】 Objective To investigate the molecular mechanism of inflammatory response in human
periodontal ligament cells（hPDLCs）under inflammatory conditions. Methods Vimentin and keratin
were identified by immunofluorescence. hPDLCs were stimulated with different concentrations（0，0.1，
10，100 μmol/L） of lipopolysaccharide（LPS），and apoptosis was detected by flow cytometry. The
expression of hyaluronan receptor CD44 in cell culture supernatant was detected by enzyme ⁃ linked
immune sorbent assay （ELISA） after the LPS stimulation. The expression of CD44 and matrix
metalloproteinase（MMP）⁃14 in the cytoplasm and nucleus of hPDLCs in inflammatory environment was
detected by ELISA，Western blot and cell immunofluorescence. The expression of inflammatory factors
was detected by Cytometric Bead Array（CBA）. Furthermore，MMP ⁃ 14 and Importin β inhibitor were
added in the inflammatory environment，and the expression of CD44 and interleukin⁃6（IL⁃6）mRNA was
detected by ELISA and RT⁃PCR，respectively. Results LPS did not affect the apoptosis of hPDLCs at
different concentrations （0.1，1，10，100 μmol/L）. After 4 h stimulation with 1 μmol/L LPS，the
fluorescence intensity of MMP⁃14 in hPDLCs significantly increased（233.75），while that in control group
was 107.53，and the difference was statistically significant（t = 10.10，P＜0.001）. CD44 fluorescence
intensity was 106.7 in the LPS group and 84.58 in the control group，and the difference was statistically
significant（t= 3.13，P= 0.02）. MMP⁃14 inhibitor could significantly inhibit the expression of CD44 in cell
culture supernatant，and the expression of CD44 in the LPS+MMP⁃14 inhibitor group was significantly
lower than that in the LPS group，and the difference was statistically significant（t = 5.03，P = 0.001）. LPS
stimulation of hPDLCs increased the expression of CD44 and Importin β in the nucleus，and the difference
was statistically significant（P＜0.001）. After LPS stimulation，the expression of CD44 and Importin β in
the nucleus was also up ⁃ regulated. LPS increased the expression of IL ⁃ 6，and the difference was
statistically significant（P＜0.001），and the expression of IL⁃6 mRNA in the cells treated with LPS plus
Importin β inhibitor was significantly lower than that in the LPS treatment group. The differences were
statistically significant（t= 16.79，P＜0.001）. Conclusions LPS can up⁃regulate the expression of CD44，
Importin β and IL⁃6 in hPDLCs. MMP⁃14 and Importin β inhibitor can inhibit the nuclear translocation of
CD44 and the up⁃regulated expression of IL⁃6 in inflammatory environment. These results suggested that
MMP⁃14 and CD44 participated in the inflammatory response of hPDLCs under inflammatory conditions，
and CD44 can transfer to the nucleus and mediate the release of IL⁃6.

【Key words】 Periodontitis；Human periodontal ligament cells； Lipopolysaccharide；Hyaluronan
receptors； CD44； Interleukin⁃6
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导致进展性牙周炎。而革兰氏阴性厌氧杆菌是牙

周炎的主要致病菌，脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）是其细胞外膜的主要成分，是一种重要的毒力

因子，口腔微生物产生的LPS被认为是牙周炎的主

要原因［9］，可以刺激牙周组织产生多种炎症介质参

与免疫反应，在牙周病的病理过程中发挥着重要作

用［10⁃11］，对于细菌激活牙周膜细胞产生炎症因子的

具体机制尚不清楚。

越来越多的证据表明，黏附分子不仅介导细胞

黏附，而且参与信号传输到细胞中的各种过程。作

为细胞主要的黏附分子，CD44在大多数类型细胞中

表达，并涉及多项生理和病理进程，包括淋巴细胞

归巢和激活、创面愈合、免疫细胞趋化和转移、调节

肿瘤的细胞分裂和迁移等［12 ⁃ 13］。多项研究表明，

CD44能向核内转导信号，Okamoto等［14］首次报道了

CD44向核内转移并参与激活转录，并且细胞核质转

运受体 Importin β被发现是CD44向核转移的转运蛋

白［15］。CD44在核膜表面通过ERM（埃兹蛋白 ezrin/
根蛋白 radixint/膜突蛋白moesin）与纤维型肌动蛋白

F⁃actin链接，参与细胞的黏附与迁移［16］。基质金属

蛋白酶 14（matrix metalloproteinase⁃14，MMP⁃14）是

一种定位在膜上的蛋白酶，能够结合细胞外基质酶，

降解细胞外的基质成分［17］。IL⁃6和CD44水平之间存

在显著的相关性。阻断 IL⁃6/信号转导子和转录激活

子 3（signal transducer and activator of transcription 3，
STAT3）信号通路能够减弱CD44的表达［18］。本研究

通过使用LPS刺激hPDLC，也发现CD44有向核转移

的现象，并对其机制进行深入的研究，希望找到相

关通路并进行干预。

材料与方法

一、伦理声明

本研究获得了南京医科大学医学伦理委员会

审核批准（伦审批第K2016051号）。对于实验中涉

及的人体样本，均获得所有患者和健康志愿者书面

签署的知情同意书。所有的实验方法都是按照批

准的指导方针进行的。

二、牙周膜细胞的原代培养

选取 2022年 1—9月在苏州市立医院口腔科就

诊的12~15岁患者，获取由于正畸需求拔除的双尖牙

（无牙周疾病），立即置于0.9%氯化钠溶液中浸泡，于

超净工作台中使用于 0.9%氯化钠溶液冲洗离体牙

上残留的血液。使用解剖刀片刮取牙根 1/3处的牙

周膜组织，置于含 500 μLⅠ型胶原酶（C8140；北京

索莱宝生物科技有限公司）的1.5 mL离心管中，每隔

5 min涡旋振荡1次，在37 ℃培养箱中消化30 min。离

心，弃上清，使用含 10%血清和青霉素链霉素双抗

（100 U/mL）的 DMEM 高糖培养基（SH30243.01，
HyClone，美国）重悬沉淀组织，于60 mm培养皿中在

37 ℃含 5% CO2培养箱中培养，直至原代细胞爬出。

待细胞生长密度增至覆盖皿底 80%左右，弃培养

液，使用磷酸盐缓冲液（PBS）轻轻冲洗，胰酶消化细

胞，离心弃去胰酶后使用DMEM完全培养基对细胞

进行传代培养，使用细胞免疫荧光法鉴定波形丝蛋

白Vimentin（abs130228，上海爱必信生物科技有限

公司）与角蛋白CK14（60320⁃1⁃1g，武汉三鹰生物技

术有限公司）表达来确定细胞来源。

三、流式细胞术检测细胞蛋白表达

取第四代hPDLC约1×105个细胞/孔于6孔细胞

培养板中培养过夜。1 μmol/L LPS（HY⁃D1056，
MCE，美国）刺激4 h后使用无菌的EP管收集对照组

（0 μmol/L LPS组）及 1 μmol/L LPS组细胞，使用预

冷过的 PBS清洗细胞2遍，25 ℃，400 ×g离心5 min。
然后用预先配置好的MMP⁃14（FAB9181G，NOVUS，
美国）和CD44（F10⁃44⁃2，武汉三鹰生物技术有限公

司）流式抗体 100 μL，轻柔重悬细胞，混匀后避光，

在室温下孵育30 min。再次使用PBS清洗细胞2遍，

25 ℃，400 ×g离心 5 min。最后使用 300 μL PBS重

悬细胞，在流式细胞仪上选择相应激发光检测细胞

表面MMP⁃14及CD44的表达量及变化。继续使用

300 μmol/L 的 MMP⁃14 活性抑制剂（NSC 405020，
MCE，美国）预孵育hPDLC，分别检测对照组、1 μmol/L
LPS组及LPS+MMP⁃14抑制剂组CD44的表达。

四、流式细胞术检测人牙周膜细胞凋亡

对第四代 hPDLC进行不同浓度（0、0.1、1、10和
100 μmol/L）LPS刺激4 h后使用无菌管收集1×105个

细胞。用预冷过的PBS清洗细胞2遍，25 ℃，400 ×g
离心 5 min，弃去EP管中的上清液。使用细胞凋亡

检测试剂盒（556547 Annexin V，BD，美国）每管加入

100 μL预先配置的流式抗体（100 μL binding buffer +
5 μL Annexin⁃V），轻柔重悬细胞并在避光条件下室温

孵育15 min，再次加入300 μL binding buffer重悬细胞，

在流式细胞仪上选择相应的激发光检测死亡率，统计

各组碘化丙啶（propidium iodide，PI）平均荧光强度。

五、细胞免疫荧光染色

使用 24孔板，底部铺相应直径的圆形细胞爬
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片，每孔内加入 1 ~ 2×105个细胞左右，1 μmol/L LPS
处理 4 h后，对照组（0 μmol/L LPS 组）及 1 μmol/L
LPS组细胞使用 PBS清洗 3遍。室温下，每孔加入

500 μL的4%多聚甲醛（BL539A，安徽白鲨生物科技

有限公司），固定细胞 15 min，清洗 3遍。每孔加入

500 μL 0.1% Triton X⁃100（P0096，上海碧云天生物

技术有限公司），通透细胞10 min，清洗3遍。每孔加

入 200 μL 5%牛血清白蛋白（bovine serum albumin，
BSA），封闭细胞 1 h，清洗 3遍。接着根据试剂说明

书推荐的免疫荧光染色比例，每孔加入500 μL的一

抗稀释液（波形丝蛋白、角蛋白、CD44及 Importin β
蛋白），4 ℃摇床孵育过夜，孵育结束后PBST清洗细

胞 3 ~ 5遍。在每孔加入与一抗种属相对应的荧光

二抗，羊抗兔（ab150077，Abcam，英国），羊抗鼠

（ab150116，Abcam，英国），使用 5% BSA 按说明书

稀释，室温摇床避光孵育1 h，随后PBST轻柔清洗细

胞3 ~ 5遍。将圆形玻片取出至载玻片，使用封片液

固定圆形玻片四周，将载玻片置于激光共聚焦显微

镜下观察拍摄图像进行分析。

六、检测细胞培养上清中炎症因子表达

收集对照组（0 μmol/L LPS组）及 1 μmol/L LPS
组 hPDLC培养上清，根据BDTM微量样本多指标流

式蛋白定量技术（BDTM Cytometric Bead Array，CBA，
美国）人Th1/Th2/Th17细胞因子试剂盒说明书，将每

种捕获珠各5 μL混合在一起。200 ×g离心5 min后，

轻弃上清液，用等量 serum enhancement buffer重悬，

混合捕获珠室温孵育避光30 min。在流式管中加入

25 μL珠子+25 μL样品+25 μL抗体（Reagent），室温

下避光孵育 3 h。然后，在每个样品中加入 1 mL洗

涤缓冲液，在 200 ×g离心 5 min，小心丢弃上清液。

每个样品中加入300 μL洗涤缓冲液，使用流式细胞

仪（BD FACS Canto Ⅱ，美国）收集细胞培养上清中

炎症因子 IL⁃2、IL⁃4、IL⁃6、IL⁃10、TNF⁃α、γ干扰素

（interferon⁃gamma，IFN⁃γ）和 IL⁃17A表达的数据。

七、核蛋白提取

使 用 NE ⁃ PER（R）Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Reagents（78833，Thermo，美国）试剂盒提

取 hPDLC的细胞核与细胞质。1 μmol/L LPS刺激

hPDLC 24 h后，分别收集对照组（0 μmol/L LPS组）、

1 μmol/L LPS组 2×106个细胞，加入 200 μL CERⅠ，

重悬细胞充分混匀，冰上孵育10 min。继续向EP管

加入 11 μL CERⅡ，重悬细胞充分混匀，冰上孵育

1 min。重悬细胞充分混匀，在4 ℃条件下16 000 ×g

高速离心5 min。立即将EP管中的上清（胞质蛋白）

移至新的EP管中，放置在-80 ℃冰箱内保存待用。

用预冷的NER重悬离心后的沉淀物，冰上孵育，每

10 min 重悬 1次，共孵育 40 min。在 4 ℃条件下，

16 000 ×g高速离心 10 min，立即取 EP管中的上清

（核蛋白）移至新的 EP 管中，-80 ℃冰箱中保存

待用。

八、酶联免疫吸附剂测定（ELISA）法
使用1 μmol/L LPS分别处理第四代hPDLC 0、1、

2、3和4 h后收集细胞培养上清，分离细胞核与细胞

质，分别检测CD44的表达。加入10 μmol/L MMP⁃14
抑制剂（NSC 405020，MCE，美国）后，收集对照组

（0 μmol/L LPS组）、1 μmol/L LPS组及LPS+MMP⁃14
抑制剂组细胞培养上清检测 CD44的表达。使用

10 μmol/L转运蛋白 Importin β抑制剂（Importazole，
HY⁃101091，MCE，美国）预孵育 hPDLC，检测对照

组、1 μmol/L LPS 组、Importin β抑制剂组及 LPS+
Importin β抑制剂组细胞培养上清中CD44的表达。

1 μmol/L LPS 处理 hPDLC，检测对照组、1 μmol/L
LPS组细胞培养上清中 IL⁃6的表达。准备好所有实

验 试 剂 、CD44（ab45912，Abcam，英 国）及 IL ⁃ 6
（EK106，杭州联科生物技术股份有限公司）的标准

品、当次实验所需数量的孔板条。每孔加入100 μL
检测抗体。使用封板膜封板，防止孔内液体因渗

出或蒸发而丢失，室温条件下，孵育 2 h；洗涤 3遍。

每孔加入 100 μL辣根过氧化物酶标记的链霉亲和

素，室温条件下，孵育 20 min；洗涤 3次；加底物显

色：每孔加入 100 μL显色底物 TMB室温并且避光

孵育 5 ~ 30 min，加终止液：显色最佳状态下立即在

每孔加入 100 μL终止液，孔内液体颜色由蓝色变

为黄色，如变色不明显可轻轻叩击板框，使终止液

与孔内液体充分混匀；检测读数：终止反应后，尽

快使用酶标仪进行双波长检测（30 min内），测定

450 nm最大吸收波长的吸光度值（A450）。构建相应

检测指标各自的标准曲线，并计算出各组样品相

应的浓度。

九、蛋白免疫印迹法（Western blot）
1 μmol/L LPS处理hPDLC 24 h后，使用RIPA裂

解液收集对照组（0 μmol/L LPS组）及 1 μmol/L LPS
组细胞蛋白，取出-80 ℃冻存的核质蛋白，加入蛋白

5×Loading Buffer（上海碧云天生物技术有限公司），

100 ℃煮 5 min。制备 10%的聚丙烯酰胺蛋白凝胶

（PG112，上海雅酶生物医药科技有限公司），加样，
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电压 70 V条件下跑至Marker各条带分离。后加压

至 110 V直至实验完成。准备 PVDF膜（Millipore，
美国）进行转膜，使用 5%脱脂奶粉进行 PVDF膜封

闭，孵育CD44（15675⁃1⁃AP，武汉三鹰生物技术有限

公司），Importin β（E1F1G，CST，美国），GAPDH
（D16H11，CST，美国）一抗过夜，使用PBST洗膜3次，

孵育相应羊抗兔二抗（GAR007，杭州联科生物技术

股份有限公司）室温孵育1 h，使用PBST洗膜3次，制

备ECL发光液（180⁃501；上海天能生命科学有限公

司），使用蛋白曝光仪（5200Multi；上海天能生命科

学有限公司）检测蛋白表达强度。

十、RNA提取、反转录与实时荧光定量PCR
使用 1 μmol/L LPS 处理 hPDLC 4 h 后，加入

Importin β抑制剂，使用 1 mL Trizol 收集对照组

（0 μmol/L LPS组）、LPS组、Importin β抑制剂组及

LPS+Importin β抑制剂组细胞，加入 200 μL三氯甲

烷，混匀后静置 5 min，4 ℃ 12 000 ×g离心 10 min。
取上清，加入同比例的异丙醇，混匀后室温静置

30 min，4 ℃ 12 000 ×g离心 10 min。弃上清，加入

75%乙醇溶液，4 ℃ 12 000 ×g离心 10 min。小心吸

弃乙醇，自然风干 10 min。加入适量的无 RNA酶

水。使用超微量分光光度计Nanodrop Lite（Thermo，
美国）测量RNA浓度。使用反转录试剂（RR036A，

TaKaRa，日本）将RNA反转录为cDNA。SYBR Premix
Ex Taq实时荧光定量试剂（RR820A，TaKaRa，日本）

进行荧光定量PCR检测 IL⁃6 mRNA表达，IL⁃6序列

为：正向5′⁃AGACAGCCACTCACCTCTTC⁃3′，反向5′⁃
AGTGCCTCTTTGCTGCTTTC⁃3′；内参为：细胞骨架

蛋白β⁃actin（ACTB），序列为：正向 5′⁃CACGAAAC
TACCTTCAACTCC⁃3′，反向 5′⁃CATACTCCTGCTTG
CTGATC⁃3′。总反应体系为 20 μL：SYBR Premix
Ex TaqⅡ（2×）10 μL，双蒸水 6.4 μL，正反向引物各

0.8 μL，cDNA模板 2 μL，每组设 3个平行，于 Light
Cycler480 Ⅱ（罗氏，美国）进行定量PCR扩增反应。

扩增条件为：95 ℃预变性30 s；95 ℃反应5 s和60 ℃反

应30 s，循环40次；95 ℃反应5 s和60 ℃反应1 min，
95 ℃分析溶解曲线。根据 2-ΔΔCT方法计算 IL⁃6基因

的相对表达量。

十一、统计学处理方法

使用Graph Pad 7.0进行数据统计分析。采用重

复测量资料的数据进行One⁃Way ANOVA单因素方

差分析。若方差齐则采用Dunnett′s法进行实验组

与对照组间差异比较；若方差不齐，则采用Dunnett′s
T3方法进行组间差异比较。实验中两组间均数采

用重复测量，在每个时间点采用独立样本非配对 t检

验进行比较，P＜0.05为组间统计差异具有统计学

意义。

结 果

一、人牙周膜细胞的鉴定

hPDLC为长梭形，形态均一，核圆形（图 1A ~
1B）。细胞生长速度较快，每2~3天传代1次。免疫

荧光结果显示，原代培养的hPDLC波形丝蛋白染色

阳性（图 1C）、角蛋白阴性（图 1D），符合牙周膜的生

物学特性，结合细胞来源可以判定原代细胞培养成

功，可以用于后续的研究。

图1 人牙周膜细胞（hPDLC）形态观察与鉴定 A：原代细胞（倒置显微镜）；B：第三代细胞（倒置显微镜）；C：原代细胞波形丝蛋白阳性（免疫

荧光，共聚焦显微镜）；D：原代细胞角蛋白阴性（蓝色为DAPI核染色，免疫荧光，共聚焦显微镜）。

A C

B D
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二、脂多糖通过刺激人牙周膜细胞MMP⁃14表

达切割CD44
本研究分别使用不同浓度（0、0.1、1、10 和

100 μmol/L）的 LPS刺激 hPDLC 4 h，使用流式细胞

术检测细胞凋亡水平（图 2A）。实验结果显示，0、
0.1、1、10和100 μmol/L各组PI平均荧光强度分别是

163.67、183.67、178.33、182和178.33，相较于0 μmol/L
组差异均无统计学意义（t0.1=0.88，P0.1=0.43；t1=0.58，

P1 = 0.59；t10 = 0.65，P10 = 0.55；t100 = 0.51，P100 = 0.64，
图 2B）。说明不同浓度的 LPS对 hPDLC处理 4 h均

不会引起细胞凋亡。

然而，在使用 1 μmol/L LPS刺激 hPDLC 4 h后，

使用流式细胞术检测hPDLC MMP⁃14（图3A）与CD44
（图3C）表达，对荧光强度进行统计，MMP⁃14对照组

荧光强度为 107.53，MMP⁃14组荧光强度为 233.75，
MMP⁃14 组与对照组相比差异有统计学意义（t =

A B

图2 流式细胞术检测不同浓度脂多糖（LPS）刺激人牙周膜细胞（hPDLC）凋亡情况 A：流式细胞术检测细胞凋亡图；B：细胞凋亡数据碘化丙

啶（PI）平均荧光强度统计图。

A

C D

B

图3 流式细胞术检测1 μmol/L脂多糖（LPS）刺激人牙周膜细胞（hPDLC）4 h后的蛋白表达 A：MMP⁃14表达的流式细胞单参数图；B：MMP⁃14
平均荧光强度统计图；C：CD44表达的流式细胞单参数图；D：CD44平均荧光强度统计图；黑色小圆点代表各组的重复数值，采用One⁃Way
ANOVA分析统计组间差异，aP＜0.001，bP＜0.05。
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10.10，P＜0.001，图 3B）。CD44对照组荧光强度为

84.58，CD44组荧光强度为 106.7，CD44组荧光强度

与对照组相比差异具有统计学意义（t = 3.13，P =
0.02，图3D）。

通过 ELISA方法，检测结果发现 1 μmol/L LPS
分别处理 hPDLC 0、1、2、3 和 4 h 后，培养上清中

CD44表达量分别为409.75、408.45、407.69、428.56和
436.62 pg/mL。相较于0 h组，仅LPS处理hPDLC 4 h
组 CD44相对表达量差异有统计学意义（t1 = 0.25，
P1 = 0.81；t2 = 0.46，P2 = 0.66；t3 = 2.03，P3 = 0.11；t4 =
5.11，P4 = 0.007，图 4A），说明LPS处理 hPDLC 4 h后
一部分CD44被释放。加入LPS+MMP⁃14抑制剂后，

对照组、LPS组及 LPS+MMP⁃14抑制剂组细胞培养

上清中 CD44 的表达量分别为 396.00、464.00 和

406.60 pg/mL，LPS+MMP⁃14抑制剂组较LPS处理组

明显下调，差异具有统计学意义（t=5.03，P=0.001，
图 4B）。说明，MMP⁃14的活性抑制剂能够抑制LPS

引起的CD44的释放。

三、脂多糖刺激人牙周膜细胞CD44向核内转移

在本研究中，使用1 μmol/L LPS分别刺激hPDLC
0 ~ 4 h，ELISA检测结果显示胞质内 0、1、2、3和 4 h
CD44表达量分别为37 000.18、36 723.51、36 532.23、
37 060.72 和 36 765.31 pg/mL。LPS 刺激 hPDLC 1、
2、3和4 h相较于0 h 差异均无统计学意义（t1 = 0.18，
P1=0.87；t2=0.35，P2=0.75；t3=0.05，P3=0.96；t4=0.23，
P4 = 0.83，图5A）。LPS刺激hPDLC 0 ~ 4 h细胞核内

0、1、2、3和4 h CD44表达量分别为3 726.64、5 125.54、
12 570.15、14 091.70和 14 050.91 pg/mL，相较 0 h组

差异均有统计学意义（t1 =19.10，P＜0.001；t2 =53.09，
P＜0.001；t3 = 25.74，P＜0.001；t4 = 24.93，P＜0.001，
图5B）。

蛋白免疫印迹实验（图 6A）显示对照组与 LPS
刺激组细胞总CD44相对表达量分别为 0.77和 0.90
（图 6B），Importin β相对表达量分别为 0.85和 0.99

A B

图 4 ELISA法检测人牙周膜细胞（hPDLC）培养上清CD44表达 A：不同时间条件下 1 μmol/L脂多糖（LPS）刺激 hPDLC后细胞培养上清中

CD44含量检测；B：对照组、LPS组及LPS+MMP⁃14抑制剂组 hPDLC细胞培养上清中CD44含量检测；黑色小圆点代表各组的重复数值，采用

One⁃Way ANOVA分析统计组间差异，aP＜0.05，bP＜0.001。
A B

图5 脂多糖（LPS）刺激CD44入核相关指标检测 A：不同时间条件下1 μmol/L LPS刺激人牙周膜细胞（hPDLC），ELISA检测胞质CD44相对

表达量变化；B：不同时间条件下 1 μmol/L LPS刺激 hPDLC，ELISA检测细胞核中CD44相对表达量变化；黑色小圆点代表各组的重复数值，采

用One⁃Way ANOVA分析统计组间差异，aP＜0.001。
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（图 6C）。说明，LPS 会导致 hPDLC 中 CD44 及

Importin β上调表达。对照组与 LPS刺激组细胞核

内CD44表达量分别为 0.41和 0.68，LPS刺激后细胞

核内CD44相对表达量较对照组明显增加，差异有

统计学意义（t=3.10，P=0.04，图6D）。说明CD44在
向细胞外脱落的同时也向胞质内脱落，并进一步向

核内转移，Importin β可能在其中扮演着重要的角色。

通过细胞免疫荧光检测，结果显示1 μmol/L LPS
刺激hPDLC 4 h后，CD44与转运蛋白 Importin β表达

增加（图7A）。并且使用 Importin β抑制剂后，ELISA

检测结果显示对照组、LPS组、Importin β抑制剂组

及 LPS+Importin β抑制剂组核内 CD44的表达量分

别为3 566.00、10 445.33、3 398.33和6 553.33 pg/mL。
Importin β抑制剂组较LPS组核内CD44表达明显降

低，差异具有统计学意义（t=11.13，P＜0.001，图7B）。
说明CD44向核转移明显减少。

四、CD44向核内转移进一步促进白细胞介素 6
的表达

本研究使用CBA法检测培养上清中炎症因子

的表达，结果发现 1 μmol/L LPS处理 hPDLC后 IL⁃6
A

C D

B

图6 蛋白免疫印迹法检测细胞及细胞核对照组及1 μmol/L脂多糖（LPS）组中蛋白表达 A：蛋白免疫印迹法检测结果；B：对A图中对照组及

LPS组细胞总CD44蛋白表达灰度值进行数据统计分析；C：对A图中对照组及LPS组 Improtin β蛋白表达灰度值进行数据统计分析；D：对A图

中对照组及LPS组细胞核CD44蛋白表达灰度值进行数据统计分析；采用One⁃Way ANOVA分析统计组间差异，aP＜0.05。

BA

图 7 细胞免疫荧光检测及CD44表达ELISA法检测 A：细胞免疫荧光检测人牙周膜细胞（hPDLC）中CD44与 Importin β表达（高倍放大）；

B：ELISA法检测对照组、脂多糖（LPS）组、Importin β抑制剂组及 LPS+Importin β抑制剂组 hPDLC细胞核中 CD44含量检测；采用One⁃Way
ANOVA分析统计组间差异，aP＜0.001。
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的表达量为 470.1 pg/mL，对照组 IL⁃6的表达量为

194.04 pg/mL，LPS处理组较对照组中 IL⁃6的表达明

显上调，差异具有统计学意义（t = 22.76，P＜0.001，
图 8A ~ 8B），而其他炎症因子表达量变化不大。同

时，ELISA法结果显示LPS处理hPDLC后培养上清中

IL⁃6的表达量为 474.5 pg/mL，对照组 IL⁃6的表达量

为 179.4 pg/mL，LPS处理组较对照组中 IL⁃6的表达

明显上调，差异具有统计学意义（t=12.13，P＜0.001，
图 8C），说明 LPS会导致 hPDLC分泌更多的 IL⁃6。
同时，进一步使用LPS+Importin β抑制剂孵育hPDLC，
对照组、LPS组、Importin β组及LPS+Importin β抑制

剂相对表达量分别为1.27、9.39、1.15和4.34，发现加

入LPS+Importin β抑制剂后细胞中 IL⁃6 mRNA的表

达量较LPS处理组明显减少，差异具有统计学意义

（t = 16.79，P＜0.001，图 8D），说明 Importin β抑制剂

能够抑制LPS引起的 IL⁃6的上调表达。

讨 论

口腔是一个菌群丰富的部位，牙周组织长期处

在一个菌群平衡的微妙状态［19］。局部细菌对宿主

轻微的刺激可以维持牙周膜细胞的抑炎模式［20］。

牙周炎可能会导致 hPDLC进入促炎模式［21］。多种

炎症因子分泌吸引大量免疫细胞浸润，进一步加重

牙周炎进展。因此，维持牙周细胞稳态是防止牙周

炎进展的一种有前景的方法。

本研究发现，内毒素LPS可以导致 hPDLC释放

大量 IL⁃6（图8A~C），促进炎症发展，这与之前的研

究是相似的；进一步发现这种促炎反应在使用

Importin β抑制剂后明显降低（图 8D）。同时本研究

也在 LPS 刺激 hPDLC 后发现核内 CD44 明显升高

（图 5B、6D、7A），进一步说明 LPS 通过增加核内

CD44促进 IL⁃6的表达。

同时，本研究还发现LPS导致 hPDLC黏附性降

低，并且首次提出这与 hPDLC分泌MMP⁃14切割牙

周膜细胞表面黏附分子CD44有关，抑制MMP⁃14表
达能减少CD44的分泌（图 4B）。CD44被认为是经

典的黏附分子，在多种细胞膜上表达。然而近年来

在对多种细胞的研究中发现CD44作为一种信号分

子可以进入核内［22⁃23］。有趣的是，本研究在 hPDLC
上也发现CD44被切割后一部分进入胞质，并最终

A

C D

B

图8 脂多糖（LPS）影响白细胞介素6（IL⁃6）的表达 A：对照组及1 μmol/L LPS组刺激人牙周膜细胞（hPDLC）培养上清中炎症因子表达CBA
流式细胞图；B：对照组及1 μmol/L LPS刺激组刺激hPDLC培养上清中 IL⁃6的表达量统计图；C：ELISA检测对照组及1 μmol/L LPS组hPDLC培

养上清中 IL⁃6的分泌；D：使用 Importin β抑制剂后检测对照组、LPS组、Importin β抑制剂组及 LPS+Importin β抑制剂组细胞中 IL⁃6 mRNA表

达；采用One⁃Way ANOVA分析统计组间差异，aP＜0.001。
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在转运蛋白 Importin β的协助下进入核内。而抑制

Importin β的活性，可有效抑制CD44的分泌（图7B），
进而抑制牙周膜细胞 IL⁃6的表达（图8D）。因此，本

研究认为LPS通过CD44的向核转运进一步促进了

IL⁃6的表达，导致hPDLC进一步向促炎模式转化。

综上所述，本研究成功分离了原代牙周膜细

胞，并通过实验发现 LPS能够促进 hPDLC分泌，通

过转运蛋白 Importin β促进CD44向核转移，进而促

进 IL⁃6的分泌。进一步阐明了LPS介导牙周炎症的

机制，这能够为临床牙周炎症的研究提出新的治疗

靶点和思路。
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