
胞的增殖和凋亡.

MAPKs是一组信号分子,包括p３８、MAPK、ERK 和

JNK[１３],是炎症信号传导中不可或缺的环节,对 MAPKs
通路的靶向调节可以减轻炎症情况下多种疾病 (癌症、自身

免疫性疾病和传染病等)的进展[１３].就机制而言,MAPKs
的激活是信号级联反应的一部分,该级联反应取决于细胞内

上下游分子的磷酸化.一旦在细胞质中激活,MAPKs就会

与锚定蛋白解离,并迅速易位到细胞核中,通过参与该细胞

事件的蛋白质的磷酸化来调节转录,通过这种方式,JNK、

ERK和p３８转录因子被激活,ERK、JNK 和p３８之间在不

同的水平和细胞环境中串扰.p３８直接或通过蛋白磷酸酶

２A (PP２A)的活性下调ERK信号传导,而 ERK对体外和

体内JNK活化有拮抗作用.PI３K 和 MAPK 的串扰可以在

不同的步骤发生.在起始水平,PI３K诱导的PIP３将支架蛋

白募集到质膜,诱导生长因子受体结合蛋白Ｇ鸟苷酸交换因

子复合体 (Grb２ＧSOS)重新定位到膜上,从而增加肾素Ｇ血

管紧张素系统 (RAS)活化,在中间级联水平上,Akt能够

磷酸化并抑制属于JNK 的促分裂原活化的蛋白激酶的激酶

(MAPKKK)上游激活的凋亡信号调节激酶 (ASK１)和磷

酸化丝氨酸/苏氨酸蛋白激 (MLK３)的活性,最终效果是

减少 ASK１和 MLK３介导的细胞死亡[１４].本文结果中,与

对照组相比,苦参碱组的pＧERK、pＧJNK、pＧp３８的相对表

达量均减少;与苦参碱组相比,苦参碱＋shMS４A８组的pＧ
ERK、pＧJNK、pＧp３８的相对表达量均更少.这表明苦参碱

和干扰 MS４A８后可以调节 MAPKs通路,产生相应的细胞

因子,从而影响胃癌细胞的生物学功能.
总之,这些结果表明苦参碱通过 MS４A８ 调控 P１３KＧ

AktＧmTOR和 MAPKs信号通路来抑制细胞增殖和细胞克

隆数形成,增加细胞凋亡.这一发现为苦参碱抑制胃癌生长

提供了新的理解角度,为苦参碱治疗胃癌术后症状提供了理

论基础.P１３KＧAktＧmTOR和 MAPKs信号通路还参与细胞

内质网应激和自噬反应,苦参碱是否通过参与自噬反应来调

控胃癌细胞的凋亡还需要进一步证明.
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􀅰基础研究􀅰

白芦藜醇对牙周炎大鼠OPG/RANKL/RANK信号通路的影响

福州鼓楼维乐口腔门诊部 (福州３５０００１) 　魏晓波

【摘　要】　目的　考察白芦藜醇 (Resveratrol,RSV)对牙周炎大鼠骨保护素 (osteoprotegerin,OPG)/核因子ＧκB受

体活化因子配体 (receptoractivatorofNFＧκBligand,RANKL)/ 核因子ＧκB受体活化因子 (receptoractivatorofNFＧκB,

RANK)(OPG/RANKL/RANK)信号通路相关蛋白的影响.方法　采用不同浓度的 RSV 对牙周炎大鼠进行干预,采用
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RTＧPCR和 Westernblot分别检测牙周组织细胞 OPG、RANKL、ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα和基质金属蛋白酶８ (matrixmetalloＧ
proteinase８,MMPＧ８)的 mRNA水平和蛋白表达水平.结果　牙周炎模型组大鼠牙周组织中 OPG、RANKL、ILＧ１、ILＧ６、

TNFＧα和 MMPＧ８的 mRNA表达强度和蛋白水平高于空白对照组 (P＜０􀆰０５),RSV 低剂量组、RSV 中剂量组、RSV 高剂

量组则依次低于牙周炎模型组 (P＜０􀆰０５).结论　RSV 可以降低牙周炎大鼠牙周组织中 OPG、RANKL、ILＧ１、ILＧ６、

TNFＧα和 MMPＧ８的 mRNA和蛋白表达水平,改善大鼠牙周组织状况.
【关键词】白芦藜醇;牙周炎;OPG/RANKL/RANK;信号通路

【中图分类号】R７８　 【文献标识码】A　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２３)０５Ｇ０１０２Ｇ０４

　　牙周炎作为一种口腔慢性炎症,其患病机理至今尚未完

全阐明,有研究表明,局部和全身性氧化应激增加与牙周组

织的炎症反应有关[１].近年来科学家们发现 OPG/RANKL/

RANK信号通路是破骨细胞与成骨细胞作用的重要通路,
同时与炎症性细胞因子密切相关[２Ｇ３].有研究表明白芦藜醇

(Resveratrol,RSV)作为天然植物抗生素,可通过影响破

骨细胞和成骨细胞来调节骨代谢[４].基于此,本研究采用白

芦藜醇作用于牙周炎大鼠模型,探讨白芦藜醇对牙周炎大鼠

牙周组织中 OPG/RANKL/RANK 信号通路关键蛋白的影

响,为治疗牙周炎提供新思路.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:

１􀆰１􀆰１　实验动物:SPF级雄性大鼠５２只,体质量 (２００±
２０)g,购自中国科学院动物研究所,动物许可证号 SCXK
(京)２０２０Ｇ００２０;质量合格证号１１４０１３０００５３５５７,标准实验

室饲养.

１􀆰１􀆰２　主要试剂及仪器:白芦藜醇 (美国Sigma公司),牙

龈卟啉单胞菌 (上海联迈生物工程有限公司);BHI固体培

养基 (上海沪峰化工有限公司),琼脂糖 (美国 Sigma公

司),ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、OPG、RANKL 和 MMPＧ８ 的

RTＧPCR试剂盒 (大连宝生物工程有限公司),厌氧培养箱

(上海跃进医疗器械厂),QuantStudio实时荧光定量 PCR
(美国 ThermoFisherScientific公司),DYCPＧ３１DN 琼脂糖

水平电泳仪 (北京六一仪器厂),其余试剂均为国产分析纯.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　牙周炎 (EP)大鼠模型的构建:参考文献 [５],将

SPF大鼠进行腹腔麻醉,随后取浸有牙龈卟啉单胞菌的４Ｇ０
无菌丝线,固定于大鼠左侧上颌第二磨牙牙颈部.２周后对

大鼠上颌第一磨牙牙周组织进行苏木精Ｇ伊红染色以确定建

模是否成功.

１􀆰２􀆰２　实验分组:除了确定建模是否成功的２只实验大鼠

外,剩下的５０只实验大鼠随机分为５组,分别为对照组、

EP组、RSV低剂量组、RSV 中剂量组及 RSV 高剂量组,
每组１０只.对照组大鼠不做模型处理,EP 组为模型组,

RSV低剂量组、RSV 中剂量组及 RSV 高剂量组分别为 EP
组处理的基础上每日给大鼠灌胃５mg/ (kg􀅰d)、１０mg/
(kg􀅰d)、１５mg/ (kg􀅰d)的 RSV,每日１次,对照组及

EP组为生理盐水灌胃.连续灌胃１周.

１􀆰２􀆰３　牙周组织中 OPG/RANKL/RANK信号通路蛋白的

mRNA 检 测:取 左 上 颌 实 验 处 新 鲜 牙 周 组 织 放 置 于

eppendorf管中,液氮骤冷后,－７０ ℃冰箱保存.取０􀆰１g
牙周组织标本,用异硫氰酸胍裂解牙周组织细胞,提取细胞

总 RNA,取约５μgRNA 严格按照试剂盒说明书进行逆转

录,取合成的cDNA反应液置于－２０℃保存.以合成的cDＧ
NA为模板,采用ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、OPG、RANKL 和

MMPＧ８引物序列进行PCR扩增 (引物序列见表１),扩增条

件:阶段１９６℃１５s,阶段２５５℃１min,阶段３７２℃ １
min,共计３０个循环.PCR扩增后行琼脂糖凝胶电泳.

表１　各种炎症因子引物序列

炎症因子 引物序列

ILＧ１ 上游:５′ＧTAACTGACTATGTATGATGＧ３′
下游:５′ＧACTGATTCCTACATCGTACＧ３′

ILＧ６ 上游:５′ＧCAACCAGAAACCGTCCＧ３′
下游:５′ＧGCAGATCTGTAATAGCGTＧ３′

TNFＧα 上游:５′ＧTCCATAAGACGGATACGＧ３′
下游:５′ＧCTCAGCTAGGAACCTCAＧ３′

OPG 上游:５′ＧTCACGCAGGAGTATCＧ３′
下游:５′ＧAGAATGCATCACTCTGGＧ３′

MMPＧ８ 上游:５′ＧTACCTACGGTGGATCCGＧ３′
下游:５′ＧCTGAGCGATCAAACTCTＧ３′

RANKL 上游:５′ＧACTAGCATCATCCCAAGＧ３′
下游:５′ＧCCTCAAATGTTGCATCCＧ３′

１􀆰２􀆰４　牙周组织中 OPG/RANKL/RANK 信号通路蛋白的

蛋白检测:左上颌实验处新鲜牙周组织细胞经过处理后,加

入蛋白裂解液,裂解３０min.取裂解后细胞转移到 EP管

中,超声波震荡仪中处理２min.迅速取出后１２０００r/min
离心１０min,用移液枪小心吸取上清液,重复２次.在前述

上清液中加入十二烷基磺酸钠 (SDS)蛋白缓冲液,置于沸

水浴中变形处理５min,置于－７０ ℃超低温冰箱中保存备

用.取处理液５μL行十二烷基磺酸钠Ｇ聚丙烯 (SDSＧPAGE)
凝胶电泳,采用化学发光法曝光后观察结果.

１􀆰３　统计学分析:采用 SPSS２１􀆰０对结果进行数据分析,
计量结果以均数±标准差表示,多组之间的两两比较采用

LSDＧt检验,以P＜０􀆰０５为具有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　不同组大鼠牙周组织中OPG/RANKL/RANK信号通路

的 mRNA水平比较:结果见表２.EP模型组大鼠牙周组织

中ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、OPG、RANKL、MMPＧ８的 mRNA
表达均高于空白对照组 (P＜０􀆰０５).与 EP 模型组比较,

RSV低剂量组、RSV中剂量组、RSV 高剂量组大鼠牙周组

织ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、OPG、RANKL、MMPＧ８中的 mRＧ
NA表达均降低 (P＜０􀆰０５),且 RSV 低剂量组、RSV 中剂

量组、RSV高剂量组ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、OPG、RANKL、

MMPＧ８mRNA表达水平依次逐渐下降,且各组之间差异有
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统计学意义 (P＜０􀆰０５).RSV 中剂量组和 RSV 高剂量组

OPG/RANKL/RANK信号通路相关蛋白的 mRNA 表达低

于 RSV低剂量组 (P＜０􀆰０５),RSV 中剂量组和 RSV 高剂

量组差异无统计学意义.

表２　不同组大鼠OPG/RANKL/RANK信号通路的 mRNA水平 (n＝１０,x±s)

组别
ILＧ１/

(pg/mL)
ILＧ６/

(pg/mL)
TNFＧα/
(pg/mL)

OPG/
(ng/mL)

RANKL/
(pg/mL)

MMPＧ８/
(ng/mL)

对照组 １４􀆰６９±１􀆰９３ ２３􀆰４４±２􀆰５２ ３３􀆰８７±４􀆰９１ ０􀆰５２±０􀆰１７ ８􀆰２７±１􀆰７２ ０􀆰２３±０􀆰１１
EP模型组 １８􀆰６３±２􀆰２４∗ ７１􀆰３６±０􀆰５１∗ ８９􀆰８６±５􀆰１６∗ １􀆰３３±０􀆰２５∗ ４１􀆰９５±２􀆰０１∗ １􀆰０４±０􀆰２３∗

RSV低剂量组 １６􀆰４９±２􀆰１３∗＃ ４６􀆰５４±４􀆰７６∗＃ ５７􀆰４４±４􀆰３２∗＃ ０􀆰９１±０􀆰１５∗＃ ２５􀆰５４±１􀆰９８∗＃ ０􀆰６２±０􀆰２２∗＃

RSV中剂量组 １５􀆰３２±１􀆰９９∗＃△ ３０􀆰６３±３􀆰８７∗＃△ ４０􀆰６９±６􀆰０２∗＃△ ０􀆰７１±０􀆰３３∗＃△ １６􀆰５４±１􀆰７７∗＃△ ０􀆰４１±０􀆰３４∗＃△

RSV高剂量组 １５􀆰００±１􀆰７７＃△ ２４􀆰６５±４􀆰１７＃△ ３４􀆰８９±４􀆰１２＃△ ０􀆰６３±０􀆰２１∗＃△ ９􀆰７８±１􀆰８９＃△ ０􀆰３２±０􀆰１９∗＃△

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５;与 RSV模型组比较,＃P＜０􀆰０５;与 RSV低剂量组比较,△P＜０􀆰０５.

２􀆰３　不同组大鼠牙周组织中OPG/RANKL/RANK信号通路

相关蛋白的表达比较:结果见表３.EP模型组大鼠牙周组

织中ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、OPG、RANKL、MMPＧ８的蛋白

表达高于空白对照组 (P＜０􀆰０５).与EP模型组比较,RSV
低、中、高 剂 量 组 大 鼠 牙 周 组 织 中 ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、

OPG、RANKL、MMPＧ８的蛋白水平均降低 (P＜０􀆰０５),
且 RSV 低、 中、 高 剂 量 组 ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα、OPG、

RANKL、MMPＧ８的蛋白水平依次逐渐下降 (P＜０􀆰０５),

RSV中、高剂量组所有因子的蛋白水平低于 RSV 低剂量组

(P＜０􀆰０５).RSV 中剂量组大鼠牙周组织中ILＧ１、TNFＧα、

RANKL、MMPＧ８的蛋白水平和 RSV 高剂量组之间差异无

统计学意义,而RSV中剂量组大鼠牙周组织中ILＧ６和 OPG
蛋白水平高于 RSV高剂量组 (P＜０􀆰０５).

表３　不同组大鼠OPG/RANKL/RANK信号通路蛋白的蛋白水平 (n＝１０,pg/mL,x±s)

组别 ILＧ１ ILＧ６ TNFＧα OPG RANKL MMPＧ８

对照组 ４９􀆰２１±３􀆰２４ ７８􀆰７５±４􀆰２６ １２􀆰７±１􀆰９２ １􀆰６２±０􀆰４２ ２７􀆰６１±２􀆰８１ ０􀆰８４±０􀆰１１
EP模型组 ６２􀆰３１±６􀆰９２∗ １３４􀆰４５±１５􀆰９２∗ １５􀆰２４±１􀆰８５∗ ６􀆰４４±０􀆰３８∗ １４３􀆰３９±３􀆰４４∗ ３􀆰４７±０􀆰３８∗

RSV低剂量组 ５６􀆰１１±４􀆰７７∗＃ １０９􀆰４６±８􀆰６６∗＃ １４􀆰７７±１􀆰６６∗＃ ３􀆰３２±０􀆰６４∗＃ ５２􀆰５４±１０􀆰１１∗＃ ２􀆰０１±０􀆰２２∗＃

RSV中剂量组 ５２􀆰９６±３􀆰６９∗＃△ ９９􀆰７９±９􀆰８９∗＃△ １４􀆰００±２􀆰１３∗＃△ ２􀆰０１±０􀆰４５∗＃△ ３３􀆰８９±６􀆰３２∗＃△ １􀆰０１±０􀆰４３∗＃△

RSV高剂量组 ５０􀆰３２±３􀆰８６＃△ ９０􀆰７８±１１􀆰６５∗＃△ １３􀆰５４±１􀆰９６＃△ １􀆰８８±０􀆰７７∗＃△ ２９􀆰１１±２􀆰２８＃△ ０􀆰８９±０􀆰１８＃△

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５;与EP模型组比较,＃P＜０􀆰０５;与 RSV低剂量组比较,△P＜０􀆰０５.

３　讨论

１９９０—２０１５年全球疾病负担研究显示,牙周炎的全球

负担增加了５７􀆰３％,在全球疾病负担中排在第１４位[６],因

此牙周炎的临床治疗方法也越来越受到人们的重视.目前牙

周炎的基础治疗方法主要是依靠机械手段来清除牙齿周围的

牙石、菌斑,同时辅以局部或全身用药,但这种常规疗法由

于牙周致病菌的频繁定植和口腔耐药菌的出现已不能满足人

们的需求[７].

RSV作为一种天然植物抗生素,即使在高浓度下也不

会对人体产生有害作用,因此常常被用作膳食补充剂.Dion
等[８]发现 RSV对破骨细胞的骨吸收有抑制作用,同时对成

骨细胞骨形成有促进作用.OPG/RANKL/RANK 系统是牙

周局部骨代谢调节最重要的信号通路之一.成骨细胞分泌的

RANKL可以和破骨前体细胞膜上的 RANK 直接结合,引

起破骨细胞生成,而成骨细胞分泌的 OPG可同 RANK竞争

性结合 RANKL,阻断成熟破骨细胞生成,从而抑制骨吸收

过程[９].目前研究认为在牙周炎发病或复发过程中ILＧ１、

ILＧ６、TNFＧα等能影响 OPG/RANKL/RANK信号通路的表

达,本研究采用 RSV对牙周炎大鼠进行干预,考察 RSV对

牙周炎大鼠 OPG/RANKL/RANK 信号通路相关蛋白的影

响,结果表明 RSV可以降低牙周炎大鼠牙周组织中 OPGA、

RANKL、ILＧ１、ILＧ６、TNFＧα和 MMPＧ８的 mRNA 和蛋白

表达水平.从结果中我们还可以看出,RSV 浓度越高,则

炎症因子的表达也逐渐降低,这为 RSV 的临床用药提供了

参考,也为进一步治疗和预防牙周炎等炎症疾病提供了重要

的理论指导和实验依据.
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Notch信号通路对骨性关节炎软骨细胞凋亡的实验研究
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【摘　要】　目的　探究 Notch信号通路对ILＧ１β诱导软骨细胞凋亡的调控作用.方法　采用 C２８/I２软骨细胞系进行培

养,利用ILＧ１β诱导细胞凋亡,通过 AdＧNICD感染实现 NICD的过表达,通过siＧNICD转染实现 NICD的沉默.采用 RealＧ
timePCR和 Westernblot技术检测过表达和沉默的效果,并评估CaspaseＧ３和CaspaseＧ９的 mRNA和蛋白表达水平.结果　
在 MOI＝１００的siＧNICD转染条件下,NICD的沉默效果最佳;与 AdＧNC组相比,AdＧNICD组的 CaspaseＧ３和 CaspaseＧ９的

mRNA及蛋白表达水平上调 (P＜０􀆰０５);与siRNAＧNC组相比,siRNAＧNICD组的CaspaseＧ３和CaspaseＧ９的 mRNA及蛋白

表达水平下调 (P＜０􀆰０５).结论　激活 Notch通路可以抑制ILＧ１β诱导的 C２８/I２软骨细胞凋亡,而阻遏 Notch通路则能促

进软骨细胞凋亡.
【关键词】骨关节炎;细胞凋亡;Notch信号通路;NICD
【中图分类号】R６８４􀆰３　 【文献标识码】B　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２３)０５Ｇ０１０５Ｇ０４

　　骨性关节炎 (OA)是全球范围内常见的退行性关节疾

病之一,其主要特征包括软骨退化、骨赘形成和关节僵硬.
在维持关节软骨稳定方面,软骨细胞扮演着至关重要的角

色.在 OA的病理过程中软骨细胞的炎症反应和异常凋亡在

疾病的发展中起着重要的作用,可能导致基质降解和软骨破

坏.因此,抑制软骨细胞凋亡被认为是治疗 OA的潜在干预

手段[１].尽管 OA的发病机制尚未完全阐明,但普遍认为关

节软骨损伤及 OA进展与其异常的信号通路转导以及软骨细

胞生理功能的改变有关[２].Notch信号通路被认为是缓解

OA进展的治疗靶点.ILＧ１β是一种常见的炎症介质,其通

过诱导软骨细胞凋亡参与了关节炎的病理过程.然而,目前

对于 Notch信号通路在ILＧ１β诱导软骨细胞凋亡中的作用尚

不完全了解[２Ｇ３].因此,本文以C２８/I２软骨细胞系作为研究

模型,并通过 AdＧNICD 的过表达和 siＧNICD 的 沉 默 实 现

Notch信号通路的激活和抑制,以进一步了解 Notch信号通

路对ILＧ１β诱导软骨细胞凋亡的调控作用,为相关疾病的治

疗提供理论基础和潜在的靶点.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:人关节软骨细胞系 C２８/I２,来自 ATCC 细胞

库.细 胞 系 在 DMEM/F１２ 培 养 基 中 添 加 １０％ 胎 牛 血 清

(FBS)、１％ LＧ谷氨酸和１％青霉素/链霉素进行培养.细胞

在３７℃、５％ CO２ 的湿度控制培养箱中培养.主要试剂与

仪 器:lipofectamin ２０００ (Invitrogen)、ILＧ１β (Sigma)、

CCKＧ８ (MCE)、TRIzol(Invitrogen)、EvoMＧMLVRTKit
withgDNACleanforqPCRII (AG１１７１１)、RIPA 裂 解 液

(碧云 天)、ProteaseInhibitorCocktail (APExBIO)、SDSＧ
PAGELoadingBuffer (康为世纪)、BCA蛋白浓度测定试剂

盒 (碧 云 天)、QuickBlockTM Western 封 闭 液 (碧 云 天)、

PCNA (D３H８P)XP○R RabbitmAb (CST)、AntiＧAggrecan
抗体 (Abcam)、AntiＧCollagenII抗体 (Abcam)、GAPDH
RabbitmAb (ABclonal)、倒置荧光显微镜 (Leica,DMI８)、

RealＧtimePCR (ABI,７５００Fast)、多色荧光/化学发光成像

(ProteinsimpleFluorChem M).

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　炎症模型的建立:为模拟 OA 中的炎症损伤,使用

白细胞介素Ｇ１β (ILＧ１β)处理 C２８/I２细胞.ILＧ１β是一种重

要的促炎因子,可诱导细胞炎症反应.C２８/I２细胞分为以

下组别进行处理:１)对照组:未经处理的 C２８/I２细胞.２)

ILＧ１β处理组:C２８/I２细胞暴露于ILＧ１β (１０ng/mL)处理

液中,持续处理２４h.３)采用 CCK８法检测骨性关节炎软

骨细胞的抑制率,选择抑制率最低的用于后续实验.细胞抑

制率＝ (ILＧ１β诱导组吸光度－空白组吸光度)/ (对照组吸

光度－空白组吸光度)×１００％.

１􀆰２􀆰２　Notch信号通路激活和抑制实验设计:为研究 Notch
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