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摘要:目的　 探索牵张加载下牙周膜细胞(periodontal
 

ligament
 

cells,PDLCs)外泌体对成骨细胞分化的影响,以及牵

张加载下 PDLCs 外泌体在力相关牙周组织改建中的调控作用。 方法 　 对体外培养人 PDLCs 施加 20% 牵张应变

后,提取上清中的外泌体与成骨细胞共培养,检测成骨细胞分化情况,并探索外泌体中发挥调控作用的 miRNA。
结果　 牵张加载下 PDLCs 分泌的外泌体可上调成骨细胞中碱性磷酸酶( alkaline

 

phosphatase,ALP)、转录因子

Osterix(Osx)、I 型胶原蛋白 ( type
 

I
 

collagen, COL-1)、 Runt 相关转录因子 2 ( Runt-related
 

transcription
 

factor
 

2,
 

Runx2)、骨钙素(osteocalcin,OCN)和骨形态发生蛋白 2( bone
 

morphogenetic
 

protein
 

2,
 

BMP
 

2)等成骨相关因子表

达,促进细胞成骨向分化。 牵张加载下 PDLCs 外泌体差异表达 miRNA 中,miRNA-181d-5p 表达量上调达 107 倍,将
其转染成骨细胞后,成骨细胞中 ALP、Osx、Col-1、Runx2、Ocn 和 BMP2 等成骨相关因子表达亦增加。 结论　 本研究

初步揭示了牵张加载下 PDLCs 外泌体 miR-181d-5p 在调控成骨细胞分化中的作用,对于明确力相关牙周组织改建

中的信号通路具有重要科学意义。
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Abstract:
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

exosomes,
 

derived
 

from
 

periodontal
 

ligament
 

cells
 

(PDLCs)
 

under
 

stretch
 

loading
 

on
 

osteoblast
 

differentiation,
 

and
 

the
 

role
 

of
 

these
 

exosomes
 

in
 

force-related
 

periodontal
 

019



tissue
 

remodeling.
 

Methods　 After
 

20%
 

strain
 

was
 

applied
 

to
 

human
 

PDLCs
 

cultured
 

in
 

vitro,
 

exosomes
 

from
 

the
 

supernatant
 

were
 

extracted
 

and
 

co-cultured
 

with
 

osteoblasts,
 

then
 

the
 

differentiation
 

of
 

osteoblasts
 

was
 

detected,
 

and
 

miRNA
 

which
 

played
 

a
 

regulatory
 

role
 

in
 

exosomes
 

was
 

explored.
 

Results　 Exosomes
 

secreted
 

by
 

PDLCs
 

under
 

stretch
 

loading
 

could
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

osteogenic-related
 

factors
 

including
 

alkaline
 

phosphatase ( ALP ),
 

transcription
 

factor
 

osterix ( osterix,
 

Osx ),
 

type
 

I
 

collagen
 

( Col-1 ),
 

Runt-related
 

transcription
 

factor
 

2
 

(Runx2),
 

osteocalcin
 

(Ocn),
 

and
 

bone
 

morphogenetic
 

protein
 

2
 

(BMP2)
 

in
 

osteoblasts,
 

as
 

well
 

as
 

promote
 

osteogenic
 

differentiation
 

of
 

cells.
 

Among
 

the
 

miRNAs
 

differentially
 

expressed
 

in
 

PDLCs
 

exosomes
 

under
 

stretch
 

loading,
 

the
 

expression
 

of
 

miRNA-181d-5p
 

was
 

up-regulated
 

by
 

107
 

times,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

osteogenic-related
 

factors
 

including
 

ALP,
 

Osx,
 

Col-1,
 

Runx2,
 

Ocn
 

and
 

BMP2
 

was
 

also
 

increased
 

in
 

osteoblasts
 

transfected
 

with
 

miRNA-181d-5p.
 

Conclusions　 This
 

study
 

preliminarily
 

reveals
 

the
 

role
 

of
 

exosome
 

miR-181d-5p
 

secreted
 

by
 

PDLCs
 

under
 

stretch
 

loading
 

in
 

regulating
 

the
 

differentiation
 

of
 

osteoblast,
 

which
 

is
 

of
 

scientific
 

significance
 

for
 

clarifying
 

the
 

signaling
 

pathway
 

in
 

force-related
 

periodontal
 

tissue
 

remodeling.
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　 　 健康的牙周组织对于正常行使咀嚼功能至关

重要。 人体在咀嚼运动以及一些疾病诊疗过程中,
牙齿不可避免地受到多种力学刺激,这些力学刺激

在牙齿中产生应力并传递到牙周组织,可以导致牙

周组织发生改建[1-6] 。 牙周膜是口颌系统中特殊的

应力感受组织,与人体感知牙齿所受力学刺激关系

密切[7-8] 。 牙周膜对力学刺激极为敏感,可以感知

和判断牙齿所受应力的大小、位置和方向,将其分

散传递到周围组织,参与牙周组织的改建[9-13] 。
牙周膜细胞(periodontal

 

ligament
 

cells,PDLCs)
和成骨细胞在牙周组织改建的过程中具有重要作

用。 首先,PDLCs 能感知力学信号并将其转导为生

物信号[14] 。 研究显示,力刺激下 PDLCs 能够感受

力学信号进而调控牙周组织改建[7-8] ;力学刺激可

以促进 PDLCs 中 Yes 相关 蛋 白 ( Yes-associated
 

protein, YAP ) 的表达上调和核移位, 从而促进

PDLCs 的成骨分化和牙槽骨的形成[15] 。 成骨细胞

是主要的骨质形成细胞,能够产生多种骨质形成所

需要的蛋白,如碱性磷酸酶( alkaline
 

phosphatase,
ALP)、骨钙素

 

( osteocalcin,OCN) 和 I 型胶原蛋白

(type
 

I
 

collagen,COL-1)等,还能表达丰富的促成骨

转录因子如 Runt 相关转录因子 2 ( Runt-related
 

transcription
 

factor
 

2, Runx2) 和
 

转录因子( osterix,
 

Osx)等。 成骨细胞还会分泌破骨细胞形成所需的

巨噬细胞集落刺激因子( macrophage
 

colony
 

stimula-
ting

 

factor,M-CSF)。 此外,成骨细胞还通过分泌细

胞核因子-κB 受体活化因子 ( receptor
 

activator
 

of
 

NF-κB
 

ligand,RANKL)和骨保护素(osteoprotegerin,

OPG)来调控破骨细胞的分化,RANKL / OPG 的比值

决定了破骨细胞对骨质破坏和吸收的能力[16-17] 。
然而,力学信号在 PDLCs 和成骨细胞之间的转导途

径尚不清楚。
外泌体介导的细胞间信号通讯逐渐引起学界

的注意[18] 。 理论上,所有细胞都可以分泌外泌体,
这些外泌体广泛存在于体液中[19] 。 外泌体携带了

细胞主动分泌的蛋白质、脂质和核酸等分子,通过

自分泌和旁分泌在多种生理病理过程中发挥作

用[18] 。 其中,外泌体携带的 miRNA 具有极其重要

的信号调控作用,在许多生物学过程中发挥作用。
例如:结直肠癌细胞分泌的外泌体能够被人肝癌细

胞和肺癌细胞等吸收,促进癌细胞生长、增殖和侵

袭[20] ;脂肪间充质干细胞来源的外泌体通过抑制

miR-342-5p 来保护内皮细胞,从而抑制动脉粥样硬

化[21] 。 但是,在力相关的牙周组织改建中,外泌体

是否作为信号分子介导 PDLCs 和成骨细胞之间的

信号通讯尚需进一步探索。 本文探究了在牵张力

刺激下 PDLCs 分泌的外泌体及其携带的生物信号

分子对成骨细胞分化的影响,研究结果对于进一步

揭示力学刺激引起牙周组织改建中的信号调控机

制具有科学意义。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞株　 MC3T3-E1 细胞(中国科学院细胞

库
 

GNM15)。
1. 1. 2　 材料和试剂 　 无外泌体血清培养基( EXO-

119

张轶凡,等.
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FBS-50A-1, SBI 公 司, 美 国 ); 双 抗 ( SV30010,
Hyclone

 

公司, 美国); 胎牛血清 ( FBSAD-01011,
Cyagen 公 司, 美 国 ); DMEM 高 糖 培 养 基

(SH30243. 01,Hyclone
 

公司,美国);α-MEM 培养基

( H30265. 01B, Hyclone
 

公 司, 美 国 ); 地 塞 米 松

(D4902,Sigma
 

公司,美国);β-甘油磷酸钠(G9422,
Sigma

 

公司,美国);抗坏血酸( A4403,Sigma
 

公司,
美国);PKH67 荧光染液(PKH67GL,Sigma

 

公司,美
国);BCA 蛋白定量试剂盒(P0010S,上海碧云天生

物技术有限公司);ALP 染色试剂盒( P0321S,上海

碧云天生物技术有限公司);DAPI 染液(MBD0015,
Sigma

 

公司,美国);鬼笔环肽染液( FAK100,Sigma
 

公司,美国);Trizol 试剂(15596026,Invitrogen 公司,
美国);Real-time

 

PCR 试剂盒( RR037Q,Takara
 

公

司,日本);miRNA 转染试剂盒( C10511-05,广州锐

博生物技术有限公司);抗 GAPDH 抗体 ( Yeasen
 

30202ES40,翌圣生物科技(上海)股份有限公司);
抗 Runx2 抗体 ( ab23981, Abcam 公司, 美国); 抗

BMP2 抗体( ab284387,Abcam 公司,美国);抗 Ocn
抗体(ab93876,Abcam 公司,美国)。
1. 2　 细胞培养和处理

　 　 征求患者或其家长同意后,无菌收集因正畸原

因拔除的双尖牙,在超净工作台内将根中 2 / 3 部分

的牙周膜刮下,通过组织块法用含 1% 双抗和 10%
胎牛血清的高糖培养基培养人牙周膜原代细胞,培
养成功后进行传代培养。 本研究已通过上海交通

大学医学院附属第九人民医院伦理委员会审核

批准。
将第 3 ~ 6 代 PDLCs 接种于 6 孔弹性基底细胞

培养板中, 更换无外泌体血清培养基后, 采用

FX-5000 力学加载仪(Flexcell
 

公司,美国)加载 20%
动态牵张应变,加载周期为 10

 

s( 5
 

s 牵张,5
 

s 松

弛),加载频率为 0. 1
 

Hz,加载时长为 6
 

h。
采用 MC3T3-E1 细胞经过成骨分化诱导得到成

骨细 胞。 即 在 含 1% 双 抗 和 10% 胎 牛 血 清 的

α-MEM 培养基中添加地塞米松 ( 0. 1
 

μmol / L)、
β-甘油磷酸钠(10

 

mmol / L)和抗坏血酸(50
 

μg / mL),
形成分化培养基, 随后用分化培养基培养诱导

MC3T3-E1 细胞成骨向分化,诱导后的成骨细胞用

于后续实验。

1. 3　 外泌体提取、鉴定和检测

　 　 牵张加载 PDLCs 后,收集细胞培养上清,使用

超速离心法抽提外泌体,再通过形态、粒径分布和

表面标志 3 个关键指标对抽提物进行外泌体鉴定。
若抽提物鉴定为外泌体,采用 BCA 法检测外泌体

浓度。
1. 4　 外泌体染色以及与成骨细胞共孵育

　 　 用 PKH67 荧光染液标记牵张加载后 PDLCs 分

泌的外泌体,将荧光标记的外泌体与成骨细胞共孵

育 24
 

h,随后用 4% 多聚甲醛固定成骨细胞,最后用

DAPI 染液和鬼笔环肽染液分别对固定后的成骨细

胞细胞核和细胞骨架进行染色,激光共聚焦显微镜

下观察成骨细胞对 PDLCs 外泌体的摄取情况。
为了观察牵张加载下 PDLCs 外泌体对成骨细

胞分化的影响,将牵张加载后 PDLCs 分泌的外泌

体按 20
 

μg / mL 与成骨细胞共孵育,对照组添加

20
 

μg / mL 未施加牵张力的 PDLCs 外泌体提取物,
每 3

 

d 更换培养液并添加外泌体,2 周后检测成骨

细胞分化情况。
1. 5　 miRNA 测序和筛选

　 　 Trizol 法提取外泌体总 RNA,3’和 5’加接头,
逆转录后扩增并构建 miRNA 文库,随后对文库数据

进行 2 代 illumina
 

HiSeq 高通量测序。 对原始 reads
数据去接头、去低质量,利用 miRDeep2

 

2. 0. 0. 5 进

行新 miRNA 预测。 通过 Novoalign
 

3. 02. 12 将每个

样品的 reads 数据比对到合并的人类 pre-miRNAs 数

据库上(miRBase
 

pre-miRNAs( v22) +新预测的 pre-
miRNAs),最多允许 1 处错配。 统计比对到每条成

熟 miRNA 上的 tag 数作为该 miRNA 的原始表达量,
使用 TPM(tag

 

counts
 

per
 

million
 

aligned
 

miRNAs)方

法进行标准化。 计算两样品间的倍数变化,按照牵

张组 和 对 照 组 之 间 表 达 量 差 异 具 有 显 著 性

(P<0. 05)、错误发现率(false
 

discovery
 

rate,
 

FDR)≤
0. 001 且差异倍数≥2. 0 的标准来筛选差异表达

miRNA。
1. 6　 real-time

 

q-PCR
　 　 用 Trizol 试剂从细胞中提取总 RNA,再使用反

转录试剂盒合成 cDNA,最后通过 SYBR 试剂完成

定量聚合酶链反应,检测相关靶基因 mRNA 的表达

情况。
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1. 7　 蛋白质印记(Western
 

Blotting)
　 　 将细胞用裂解液裂解后,离心提取上清,BCA
法测量蛋白浓度,电泳后将样本蛋白转移到 PVDF
膜上,使用封闭液封闭后孵育 1 抗过夜,最后孵育

2 抗后显影观察结果。
1. 8　 ALP 染色

　 　 将成骨细胞轻轻冲洗 3 次后,使用 4% 多聚甲

醛固定细胞,随后用 ALP 染色试剂盒对细胞进行染

色,最后使用扫描仪扫描染色后的细胞得到细胞

ALP 染色图像。
1. 9　 统计学方法

　 　 所有数据使用
 

SPSS
 

23. 0 软件进行录入和分

析,并以平均值±标准差表示。

2　 结果

2. 1　 牵张加载下 PDLCs 分泌外泌体的提取、鉴定

和检测

　 　 提取牵张加载后的人 PDLCs 培养上清中的外

泌体,对提取物进行透射电镜扫描、粒径分析和蛋

白质免疫印记检测。 结果发现,提取物呈典型的双

层囊泡状结构,符合外泌体形态特点,直径集中在

111. 7、145. 7
 

nm 附近,外泌体提取物高表达 CD81
和 TSG101(见图 1)。 上述结果证实,牵张加载后的

人 PDLCs 培养上清提取物为外泌体。

图 1　 外泌体鉴定结果

Fig. 1　 Identification
 

results
 

of
 

exosomes　 (a)
  

Structure
 

of
 

exosomes
 

under
 

transmission
 

electron
 

microscope,
 

(b)
 

Particle
 

size
 

distributions
 

of
 

exosomes,
 

(c)
 

Changes
 

in
 

protein
 

expression

2. 2　 牵张加载下 PDLCs 外泌体促进成骨细胞

成骨向分化

　 　 PKH67 标记的牵张加载后 PDLCs 外泌体与成

骨细胞共同孵育,成骨细胞中用 DAPI 染液(蓝色)
标记细胞核,鬼笔环肽染液(红色)标记细胞骨架。
结果发现 PKH67 染液(绿色)标记的外泌体进入到

成骨细胞中,成骨细胞摄取了与其共孵育的外泌体

[见图 2(a)]。
qRT-PCR 结果发现,成骨细胞与牵张加载后

PDLCs 外 泌 体 共 孵 育 后, ALP、 Osx 和 Col-1 的

mRNA 表达水平较对照组明显提高[见图 2( b) ] 。
Western

 

Blotting 结果显示,牵张加载后 PDLCs 外

泌体可以促进成骨细胞表达 Runx2、Ocn 和 BMP2
蛋白[见图 2( c) ] 。 ALP 染色结果发现,成骨细胞

与牵张加载后 PDLCs 外泌体共孵育后,ALP 表达

增多[见图 2
 

( d) ] 。

2. 3　 PDLCs 外泌体 miRNA 促进成骨细胞成骨向

分化

　 　 对牵张加载 6
 

h 人牙周膜外泌体中差异表达

miRNA 进行分析。 结果发现,在共计 72 个差异表

达的 miRNA 中, 有 26 个下调, 46 个上调, 其中

miR-181d-5p 上调明显,达到了 107 倍,而且其功能

与成骨分化关系密切,故选取该 miRNA 进一步探索

其在牵张加载下 PDLCs 外泌体促进成骨细胞成骨

向分化中的作用。
使用 FAM(绿色)标记的 miRNA-181d-5p

 

mimics
转染 DAPI(蓝色)染液标记细胞核的成骨细胞。 结

果发现,miRNA-181d-5p
 

mimics 转染到了成骨细胞中

[见图 3(a)]。 对成骨细胞分别转染 50
 

nmol / L 的

miRNA-181d-5p
 

mimics 和 50
 

nmol / L 的 miRNA
 

mimics
 

nc,24
 

h 后检测其分化情况。 qRT-PCR 结果

表明,和对照组相比,miRNA-181d-5p
 

mimics 转染成
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图 2　 牵张加载下牙周膜细胞外泌体对成骨细胞成骨分化的促进作用( ∗∗P<0. 01)
Fig. 2　 Exosomes

 

secreted
 

by
 

PDLCs
 

under
 

stretch
 

loading
 

promote
 

osteogenic
 

differentiation
 

of
 

osteoblasts
(a)

  

Co-incubation
 

of
 

exosomes
 

with
 

osteoblasts,
 

( b)
 

Changes
 

in
 

mRNA
 

expression,
 

( c)
 

Changes
 

in
 

protein
 

expression,
 

(d)
 

Alkaline
 

phosphatase
 

staining

骨细胞后,成骨细胞 ALP、Osx 和 Col-1 的 mRNA 表达

水平明显提高[见图 3(b)]。 Western
 

Blotting 结果显

示,miRNA-181d-5p 可以促进成骨细胞表达 Runx2、
　 　

Ocn 和 BMP2 蛋白[见图 3(c)]。 ALP 染色结果显

示,miRNA-181d-5p
 

mimics
 

转染成骨细胞后,成骨细

胞 ALP 表达增多[见图 3(d)]。

图 3　 miRNA-181d-5p 促进成骨细胞分化( ∗∗P<0. 01)
Fig. 3　 miRNA-181d-5p

 

promotes
 

the
 

osteogenic
 

differentiation
 

of
 

osteoblasts　 (a)
 

Results
 

of
 

transfection,
 

(b)
 

Changes
 

in
 

mRNA
 

expression,
 

(c)
 

Changes
 

in
 

protein
 

expression,
 

(d)
 

Alkaline
 

phosphatase
 

staining

3　 讨论

　 　 人体维持牙齿稳固、正常行使咀嚼功能离不开

健康的牙周组织,在日常生活和临床诊疗中,牙周

组织不可避免地受到多种力学刺激。 作为应力感

受组织,牙周膜可以感知力学刺激,并将信号传递

给成骨细胞等周围组织细胞,调控其完成牙周组织

的改建。 力信号在牙周组织中的传递途径众说纷

纭,目前对其尚缺少统一的认知。 随着外泌体的发

现,这种潜在的力信号传导的新途径引起了学界的

兴趣。 外泌体是平均直径 100
 

nm 的具有脂质双分

子层结构的细胞外囊泡,来源于胞内的多泡体,由

体内多种细胞分泌。 作为一种近年来发现的新兴

细胞间通讯方式,外泌体携带了细胞主动分泌的蛋

白质、脂质和核酸等需要避免被降解的物质,通过

自分泌和旁分泌的作用来介导细胞间信号交流,其
在牙周组织改建中的作用具有进一步探索的价值。
基于外泌体在细胞间通讯中的重要作用,本文探究

了力学刺激导致牙周组织改建过程中,外泌体及其

携带的 miRNA 作为信号传递分子发挥的细胞间通

讯作用以及潜在机制。
在本研究中,对体外培养的 PDLCs 进行牵张力

刺激后提取上清中的外泌体,将其与诱导得到的成

骨细胞共孵育,发现与外泌体共孵育后的成骨细胞
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可以加速成骨向分化,表现为 ALP、Osx 和 Col-1 等

mRNA 表达水平,以及 Runx2、Ocn 和 BMP2 等蛋白

表达水平较对照组明显提高。 同样,ALP 染色结果

也呈现相同的趋势。 以上结果证实了外泌体在力

刺激相关牙周组织改建中的信号传递作用。 除了

传导力信号,牵张加载下 PDLCs 分泌的外泌体还能

介导牙周组织的其他生理、病理过程。 Wang 等[22]

研究发现,牵张刺激下 PDLCs 外泌体可以抑制巨噬

细胞中的 NF-κB 信号通路,进而抑制巨噬细胞中生

成 IL-1β,减轻牙周炎症反应。 不仅如此,除了本研

究中提到的 PDLCs,骨细胞也可以感受应力刺激。
研究表明,牵张加载会促进骨细胞分泌外泌体,且
该外泌体可以通过 miR-181b-5p / PTEN / AKT 信号

通路来促进牙周膜干细胞增殖和成骨向分化[23] 。
压应力作用下,破骨细胞外泌体抑制了人牙周膜干

细胞的成骨分化潜能[24] 。 这些研究结果都显示,外
泌体通过旁 / 自分泌参与多种细胞间通讯,进而介

导了力相关牙周组织改建。
在外泌体携带的诸多“货物”中,miRNA 的功能

和作用机制尤为值得关注。 本文从外泌体中共计

72 个差异表达的 miRNA(其中 26 个下调,46 个上

调)中筛选了可能与成骨细胞分化相关的 miRNA,
发现 miR-181d-5p 上调达 107 倍,并推测其很可能

在上述外泌体诱导成骨细胞分化过程中发挥重要

作用。 将其转染成骨细胞后发现,与牵张刺激下

PDLCs 外泌体的作用一致,miR-181d-5p
 

mimics 转

染后 ALP、Osx 和 Col-1 等 mRNA 表达水平,以及

Runx2、Ocn 和 BMP2 等蛋白表达水平相比对照组

(mimics
 

nc) 显著升高。 ALP 染色结果也显示,
miR-181d-5p

 

mimics 具有促进成骨分化的作用。
miR-181d-5p 与成骨分化关系密切。 Sun

 

等[25] 研究

发现, miR-181d-5p 可以靶向抑制 OPG, 故阻断

miR-181d-5p 可以解除其对 OPG 的抑制作用,从而

避免骨吸收。 不仅如此,miR-181d-5p 还被发现在

多种信号通路中都具有重要作用。 Zhang
 

等[26] 研

究发现,miR-181d-5p 可以靶向抑制
 

Krueppel 样因

子 6(KLF6),避免 KLF6 对肾小管上皮细胞的损伤

以及肾脏急性肾缺血 / 再灌注损伤炎症反应,实现

对肾脏的保护作用。 此外,miR-181d-5p 在一些肿

瘤的诊治中也有巨大前景。 例如:miR-181d-5p 可

以通过靶向 T 细胞转录因子-1 在骨肉瘤中充当肿

瘤抑制因子[27] ,还可以通过靶向神经钙素 δ 抑制结

直肠癌细胞的 5-FU 敏感性[28] 。 除了本研究中发现

的 miR-181d-5p,Atsawasuwan
 

等[29] 研究发现,正畸

患者龈沟液外泌体中 miRNA-29 家族的表达量明显

升高,提示 miRNA-29 家族也可能参与了力学刺激

作用下外泌体介导的牙周组织炎症反应。 本文认

为,在牙周微环境中,常驻细胞的外泌体 miRNA 与

力相关的牙周组织改建关系密切。 综上所述,牵张

加载下 PDLCs 外泌体通过 miRNA-181d-5p 促进成

骨细胞分化,进而参与力作用下的牙周组织改建。
本文结果对于今后探索促进牙周组织缺损再生和

修复具有重要的科学意义和潜在的临床价值。

4　 结论

　 　 牵张刺激下 PDLCs 可以通过外泌体促进成骨

细胞成骨向分化,而这种作用很可能与外泌体携带

的 miR-181d-5p 有关,其中涉及的相关信号通路和

机制尚有待进一步研究。
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