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[摘要]　目的　探讨巨噬细胞炎性蛋白-1α(MIP-1α)对人牙周膜干细胞(hPDLSCs)增殖、迁移、骨向分化的影响及

其可能的机制。方法　收集2020年11月－2021年10月在新疆医科大学第二附属医院口腔科门诊就诊的12~25岁患者拔

除的健康牙(正畸减数前磨牙或阻生的第三磨牙)共16颗，组织块法联合酶消化法培养原代干细胞，并采用流式细胞术

鉴定细胞表型。(1)细胞生物学特性实验：第3代hPDLSCs分为0(对照组)、1、10 μg/ml MIP-1α组，各组再分别加入含

体积分数为10%胎牛血清、100 U/ml青链霉素、2 mmol/L谷氨酰胺的α-MEM培养基，干预24、48、72 h后采用CCK-8法

检测各组细胞增殖能力，干预24 h后采用划痕实验检测各组细胞横向迁移能力。(2)对骨向分化的影响及可能的机制：

第3代hPDLSCs分为0(对照组)、1、10 μg/ml MIP-1α组，分别加入成骨诱导液，干预7 d后采用碱性磷酸酶(ALP)染色及

半定量分析、干预14 d后采用茜素红染色及半定量分析检测细胞成骨能力；干预7 d后采用qRT-PCR和Western blotting检

测成骨相关基因Runt相关转录因子2(Runx2)、骨桥蛋白(OPN)、转录因子SP7(Osterix)及Notch信号通路相关分子Notch1

受体、Jagged1配体及下游因子Hey1的mRNA及蛋白表达情况。结果　流式细胞术检测结果显示，hPDLSCs STRO-1、

CD146呈阳性表达，CD34呈阴性表达。(1)细胞生物学特性实验中，CCK-8法结果显示，与对照组比较，24、48 h时

1、10 μg/ml MIP-1α组hPDLSCs OD值差异无统计学意义(P>0.05)；72 h时，与对照组比较，1 μg/ml MIP-1α组hPDLSCs 

OD值差异无统计学意义(P>0.05)，而10 μg/ml MIP-1α组hPDLSCs OD值明显增高(P<0.05)。划痕实验结果显示，与对

照组比较，1 μg/ml MIP-1α组细胞划痕愈合率差异无统计学意义(P>0.05)，而10 μg/ml MIP-1α组划痕愈合率明显增高

(P<0.05)。(2)对骨向分化的影响及可能的机制实验中，ALP染色及半定量结果显示，1、10 μg/ml MIP-1α组ALP活性

均明显低于对照组(P<0.05)。茜素红染色及半定量结果显示，1、10 μg/ml MIP-1α组矿化结节数量均明显少于对照组

(P<0.05)。qRT-PCR和Western blotting结果显示，与对照组比较，1 μg/ml MIP-1α组hPDLSCs的成骨相关基因Runx2、OPN

及Osterix mRNA及蛋白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)，而10 μg/ml MIP-1α组均明显降低(P<0.05)。1、10 μg/ml 

MIP-1α组Notch1 mRNA及蛋白表达水平均明显低于对照组(P<0.05)；与对照组比较，10 μg/ml MIP-1α组Jagged1、Hey1 

mRNA及蛋白表达水平均低于对照组(P<0.05)，而1 μg/ml MIP-1α组差异无统计学意义(P>0.05)。结论　MIP-1α可促进

hPDLSCs增殖，抑制hPDLSCs骨向分化，其机制可能与抑制Notch信号通路的激活相关。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect of macrophage inflammatory protein-1α (MIP-1α) on proliferation, 

migration and osteo-differentiation of human periodontal stem cells (hPDLSCs) and its possible mechanism. Methods　A total 

of 16 healthy teeth (orthodontic minus premolar or blocked third molar) extracted from patients aged 12 to 25 years attending the 

outpatient clinic of the Department of Stomatology, the Second Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University from November 

2020 to October 2021 were collected and primary stem cells were cultured by tissue block method combined with enzymatic 

digestion, and the cell phenotype was identified by flow cytometry. (1) Cell biological characteristics experiment: the 3rd generation 

hPDLSCs were divided into 0 (control group), 1 and 10 μg/ml MIP-1α groups, and each group was then added with α-MEM 

medium containing volume fraction of 10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, and 2 mmol/L glutamine, respectively, and 

the proliferation ability of each group was detected by CCK-8 method after 24, 48 and 72 h of intervention. The lateral migration 

ability of cells in each group was detected by scratch assay after 24 h of intervention. (2) Effect and possible mechanism of osteo-

differentiation: 3rd generation hPDLSCs were divided into 0 (control group) 1 and 10 μg/ml MIP-1α groups, and osteogenic 

induction solution was added to each group, and osteogenic ability of cells was detected by alkaline phosphatase (ALP) staining and 

semi-quantitative analysis 7 d after intervention and by alizarin red staining and semi-quantitative analysis 14 d after intervention; 

osteogenic ability of cells was detected by qRT-PCR and Western blotting. The mRNA and protein expression of osteogenic genes 

Runt-related transcription factor 2 (Runx2), bone bridge protein (OPN) and transcription factor SP7 (Osterix) and Notch1 receptor, 

Jagged 1 ligand and downstream factor Hey1 were detected by qRT-PCR and Western blotting 7 d after intervention. Results　Flow 

cytometry results showed that hPDLSCs STRO-1 and CD146 showed positive expression, and CD34 showed negative expression. 

(1) In the experiment of cell biological characteristics, the results of CCK-8 method showed that the differences in OD values of 

hPDLSCs were not statistically significant (P>0.05) in 1 μg/ml and 10 μg/ml MIP-1α groups at 24 h and 48 h compared with 

control group; at 72 h, the differences in OD values of hPDLSCs were not statistically significant (P>0.05) in 1 μg/ml MIP-1α group 

compared with control group, while the differences in OD values of hPDLSCs in 10 μg/ml MIP-1α group were significantly higher 

(P<0.05). The results of scratch assay showed that the difference of scratch healing rate of cells in 1 μg/ml MIP-1α group was not 

statistically significant compared with that in control group (P>0.05), while the scratch healing rate of 10 μg/ml MIP-1α group was 

significantly higher (P<0.05). (2) In the experiments of the effect of osteo-differentiation and possible mechanism, ALP staining 

and semi-quantitative results showed that the ALP activity was obviously lower in 1 μg/ml and 10 μg/ml MIP-1α groups than 

that in control group (P<0.05). The results of alizarin red staining and semi-quantification showed that the number of mineralized 

nodules in 1 μg/ml and 10 μg/ml MIP-1α groups were significantly less than that in control group (P<0.05). qRT-PCR and Western 

blotting results showed that the osteogenesis-related genes Runx2, OPN and Osterix mRNA and protein expression levels in 1 μg/ml 

MIP-1α group of hPDLSCs were not statistically significant compared with control group, while those in the 10 μg/ml MIP-1α 

group were significantly lower (P<0.05). Notch1 mRNA and protein expression levels in 1 μg/ml and 10 μg/ml MIP-1α groups were 

significantly lower than those in control group (P<0.05); Jagged1 and Hey1 mRNA and protein expression levels in 10 μg/ml MIP-1α 

group were lower than those in control group (P<0.05). while the differences were not statistically significant in the 1 μg/ml MIP-1α 

group (P>0.05). Conclusion　MIP-1α can promote proliferation and inhibit the osteo-differentiation of hPDLSCs, and the 

mechanism may be related to the inhibition of Notch signaling pathway activation.

[Key words]　human periodontal membrane stem cells; Notch signaling pathway; macrophage inflammatory protein-1α; 

osteogenesis differentiation

牙周炎是以牙周支持组织进行性破坏为主的

慢性炎症性疾病，可导致牙槽骨吸收、牙齿松动、

移位等，严重影响患者的面形美观和生活质量[1]。

随着炎症介质的募集，破骨细胞的骨吸收增加，成

骨细胞的骨形成被抑制，造成牙槽骨平衡失调。

修复牙槽骨缺损是口腔临床治疗的难点，引导组

织再生术、牙周手术等传统治疗方法不能从根本上

恢复牙周组织。近年来基于干细胞的组织工程替代

疗法已成为研究热点，以干细胞、生物学因子、骨

替代材料及支架为基础的组织工程技术已被证实是

有效的[2]。既往的研究着重于筛选种子干细胞[3]，

比较不同骨替代材料 [4]，不同细胞因子的成骨效 

果 [ 5 ]。 研 究 证 实 ， 人 牙 周 膜 干 细 胞 ( h u m a n 
periodontal ligament stem cells，hPDLSCs)具有较

强的自我更新能力、多向分化潜能力，是修复牙

槽骨缺损的首选种子细胞，并有望通过成骨向分

化潜能促进牙周骨组织缺损的再生修复[6-8]。近年

来研究发现，牙周组织中多种细胞(如成纤维细

胞、内皮细胞、巨噬细胞等)均可表达并分泌趋化

因子至牙龈组织和龈沟液中 [9]。巨噬细胞炎性蛋

白-1α(macrophage inflammatory protein-1α，MIP-1α)
是C-C趋化因子家族成员之一，又名CCL3，是一

类能够激活和促进多种白细胞及骨细胞迁移的炎性

细胞因子[10]。MIP-1α对骨髓微环境中破骨细胞的



Med J Chin PLA, Vol. 48, No. 3, March 28, 2023 285

聚集及分化起关键作用[11-12]，可通过刺激骨吸收及

诱导组织损伤的方式参与牙周组织破坏。然而，

它与hPDLSCs的关系和作用机制尚不明确。Notch
信号通路直接参与不同类型细胞的生存和功能重

塑，同时也是炎症微环境下影响干细胞成骨分化的

重要调节途径，如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α，TNF-α)、白细胞介素-1(interleukin-1，
IL-1)[13]等多种炎性因子可激活或抑制Notch信号通

路调控相关基因的表达，但MIP-1α介导的Notch信
号通路对hPDLSCs的具体作用机制尚不明确。本研

究采用不同浓度MIP-1α进行干预，探讨MIP-1α对

hPDLSCs增殖、迁移、骨向分化的影响及可能的机

制，旨在为牙周组织再生研究提供依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　胎牛血清购自美国Gibco公
司，Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶购自美国Corning公司，

α-MEM培养基、PBS、0.25%胰蛋白酶、100 U/ml 
青链霉素、2 mmol/L谷氨酰胺均购自以色列BI公
司，基质细胞抗原1(stromal cells antigen 1，STRO-1)、 
PE标记的抗人CD146抗体(CD146)、FITC标记的

抗人CD34抗体(CD34)购自美国Inv itrogen公司，

CCK-8试剂盒购自武汉博士德公司，成骨诱导液

购自广州赛业公司，茜素红染色液、RIPA细胞裂

解液购自北京索莱宝公司，碱性磷酸酶(ALP)染色

液购自武汉赛维尔公司，Runx2、OPN、Osterix、
Notch1、Jagged1、Hey1、GAPDH引物均购自上海

生工生物工程股份有限公司，反转录试剂盒、

Pr i m e Sc r i p t TM RT  reage n t  K i t试剂盒均购自日本

TaKaRa公司，兔抗OPN、Osterix、Notch1、Jagged1
及β-actin抗体均购自美国Abcam公司，兔抗Runx2
抗体购自美国Cell Signaling Technology公司，兔抗

Hey1抗体购自中国Affinity公司。流式细胞仪购自

美国艾森公司，正置显微镜、倒置显微镜购自德国

Leica公司，恒温水浴槽购自上海一恒科技有限公

司，荧光定量PCR仪购自美国Bio-Rad公司。

1.2　hPDLSCs的分离培养及鉴定　人牙周膜干细胞

取自于2020年11月－2021年10月在新疆医科大学第

二附属医院口腔科门诊就诊的12~25岁[14]患者拔除

的健康牙(正畸减数前磨牙或阻生的第三磨牙)共16
颗。本研究获新疆医科大学第二附属医院伦理委员

会批准(20190712-07)，且所有患者均签署知情同意

书。在无菌超净台中，通过组织块法联合酶消化法

提取原代细胞，分离刮取牙根中1/3处牙周膜组织

并剪碎，Ⅰ型胶原酶6 mg溶于2 ml PBS(3 mg/ml)， 
过滤备用，37 ℃、水浴15 min摇床，加入2 ml完
全培养基(含体积分数为10%胎牛血清，100 U/ml

双抗，2 mmol/L谷氨酰胺的DMEM培养基)终止消

化，1000 r/min离心5 min，1 ml完全培养基重悬，

将细胞接种于T25细胞培养瓶，十字摇匀，37 ℃、

5%CO2条件下培养，每3 d换液1次，倒置显微镜观

察其生长形态，待细胞生长汇合至接近80%时，消

化传代。将第3代hPDLSCs以每孔1×106个细胞接

种于6孔板，37 ℃、5%CO2培养过夜，消化收集细

胞，100 μl PBS重悬，加入1 μl STRO-1-PE、CD146-
PE、CD34-FITC抗体，4 ℃避光孵育30 min，加入

2 ml PBS洗涤1次，4 ℃下400×g离心5 min，弃上

清，加入400 μl PBS重悬细胞，4 ℃避光保存。采用

流式细胞仪检测确定其干细胞特性，分选细胞，选

择第3代hPDLSCs进行后续实验。

1.3　MIP-1α对hPDLSCs生物学特性的影响

1.3.1　CCK-8法检测hPDLSCs增殖能力　将第3代
hPDLSCs以5×103个细胞/孔接种于96孔板，设4个
复孔，37 ℃、5%CO2条件下培养，隔夜待细胞贴

壁后，弃原培养液，分别给予含0(对照组)、1、
10 μg/ml MIP-1α完全培养基，继续培养，每3 d换
液1次，分别在24、48、72 h随机取出一块96孔板，

每孔加入10 μl CCK-8液，37 ℃、5%CO2条件下避

光孵育1 h后，酶标仪检测450 nm波长处的吸光度

(OD)值。

1.3.2　划痕实验检测hPDLSCs迁移能力　将第3代
hPDLSCs以1×105个细胞/孔接种于6孔培养皿中，

待细胞融合至70%~80%时，用200 μl枪头在孔内划

线，PBS洗3次，标记拍照。更换为含0(对照组)、
1、10 μg/ml MIP-1α及2%血清的完全培养基培养，

于37 ℃、5%CO2条件下孵育24 h，在倒置显微镜下

观察细胞迁移情况并拍照。使用ImageJ软件测定划

痕宽度，计算划痕愈合率。划痕愈合率=(0 h划痕宽

度－24 h划痕宽度)/0 h划痕的宽度×100%。实验重

复3次。

1.4　MIP-1α对hPDLSCs骨向分化的影响及可能的

机制

1.4.1　ALP染色及半定量分析　将第3代hPDLSCs以
6×104个细胞/孔接种于6孔培养皿中，待细胞融合

至70%~80%时，更换为含0(对照组)、1、10 μg/ml 
MIP-1α的成骨诱导液培养，每3 d换液1次，诱导

7 d后，PBS洗涤2次，加入1 ml  4%多聚甲醛固定

30 min，蒸馏水洗涤2次，每孔加入1 ml ALP染色

液，室温染色20 min，双蒸水洗涤3次至无色，加

入蒸馏水覆盖细胞，于倒置显微镜下观察，采用

Image Pro Plus 6.0软件对ALP染色图像进行分析。实

验重复3次。

1 . 4 . 2 　茜素红染色及半定量分析　将第 3 代

hPDLSCs以1×105个细胞/孔接种于6孔培养皿中，
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待细胞融合至70%~80%时，更换为含0(对照组)、
1、10 μg/ml MIP-1α的成骨诱导液培养，每3 d换液

1次，诱导14 d后，PBS洗2次，加入1 ml 40 g/L多聚

甲醛固定30 min，蒸馏水洗涤2次，每孔加入1 ml 
1%茜素红S染液室温染色20 min，双蒸水洗涤3次至

无色，加入蒸馏水覆盖细胞，于倒置显微镜下观察

矿化结节形成情况。采用Image Pro Plus 6.0软件对

茜素红染色图像进行分析。实验重复3次。

1.4.3　qRT-PCR检测成骨及Notch信号通路相关基

因表达情况　将第3代hPDLSCs以6×104个细胞/孔
接种于6 cm培养皿中，待细胞融合至70%~80%时，

更换为含0(对照组)、1、10 μg/ml MIP-1α的成骨

诱导液培养，于第7天终止培养，PBS洗1次，采用

Trizol法提取总RNA，分光光度计检测mRNA浓度及

纯度，使用PrimeScriptTM RT reagent Kit试剂盒合成

cDNA。所用引物均由上海生工生物公司合成。反

应条件如下：预变性 95 ℃ 30 s；变性95 ℃ 5 s，退

火及延伸60 ℃ 34 s，40个循环。实验重复3次，采

用2–ΔΔCt法计算各组间成骨相关因子Runx2、OPN、

Osterix及Notch信号通路受体Notch1、配体Jagged1和
下游因子Hey1的相对表达水平。引物序列见表1。

(Runx2、OPN、Osterix、Notch1、Jagged1、Hey1、
β-actin，稀释比例1:1000)孵育过夜，次日加二抗

(H PR标记山羊抗兔抗体，稀释比例1:5000)孵育

2 h，使用ECL化学发光法曝光显色，并使用Image J
软件分析其灰度值，以β-actin为内参蛋白，计算目

的蛋白(Runx2、OPN、Osterix、Notch1、Jagged1、
Hey1)的相对表达量。

1.5　统计学处理　采用GraphPad Prism 8及SPSS 
24.0软件进行统计分析。实验数据以x±s表示，多组

间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　hPDLSCs的分离培养及鉴定　牙周膜组织块

培养至第8天，见细胞呈长梭形，簇样漩涡状生

长(图1A)；当组织团块周围细胞融合至80%~90%
时，即可传代，细胞传至第3代时呈长梭形，漩涡

状生长，细胞状态良好(图1B)。细胞鉴定结果显

示其CD146、STRO-1呈阳性表达，阳性率分别为

97.36%、98.24%，CD34呈阴性表达，阳性率仅为

1.77%(图2)。

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　qRT-PCR primer sequences

基因 引物序列(5'-3')

Runx2
正义：AGGCAGTTCCCAAGCATTTCATCC

反义：TGGCAGGTAGGTGTGGTAGTGAG

OPN
正义：CAGCCGTGGGAACAGTTATG

反义：TCACATCGGAATGCTCATTGCTCTC

Osterix
正义：ATAGTGGGCAGCTAGAAGGGAGTG

反义：ATTAGGGCAGTCGCAGGAGGAG

Notch1
正义：TCCACCAGTTTGAATGGTCAAT

反义：CGCAGAGGGTTGTATTGGTTC

Jagged1
正义：ATTACCAGGATAACTGTGCGAA

反义：CAAATGTGCTCCGTAGTAAGAC

Hey1
正义：GAAGTTGCGCGTTATCTGAG

反义：GTTGAGATGCGAAACCAGTC

GAPDH
正义：ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG

反义：GCCATCACGCCACAGTTTC

1.4.4　Western blotting检测成骨及Notch信号通路相关

蛋白表达情况　将第3代hPDLSCs以6×104个细胞/孔 
接种于6 cm培养皿中，待细胞融合至70%~80%时，

更换为含0(对照组)、1、10 μg/ml MIP-1α的成骨诱

导液培养，于第7天终止培养，PBS洗1次，用RIPA
裂解提取总蛋白，BCA法检测蛋白浓度并定量，

加上样缓冲液，煮沸变性，上样行S D S -PAG E电

泳，湿转PVDF膜，5%脱脂牛奶封闭2 h。4 ℃一抗

图1　倒置相差显微镜下观察hPDLSCs原代(A)及第3代

(B)细胞形态

Fi g. 1　Mor pholog y of  hPDL SCs pr imar y  (A) and 3rd 

generation cells (B) (Inverted phase contrast microscope)
　　hPDLSCs. 人牙周膜干细胞；A. 原代细胞，第8天；B. 第3代

细胞

A B100 μm 100 μm

2.2　MIP-1α对hPDLSCs生物学特性的影响

2.2.1　各组hPDLSCs增殖活性比较　CCK-8法检测

结果显示，MIP-1α处理24、48 h时，与对照组比

较，1、10 μg/ml MIP-1α组hPDLSCs OD值差异无统

计学意义(P>0.05)。MIP-1α处理72 h时，与对照组

比较，1 μg/ml MIP-1α组hPDLSCs OD值差异无统计

学意义(P>0.05)，10 μg/ml MIP-1α组hPDLSCs OD
值明显增高(P<0.05)(图3)。
2.2.2　不同浓度MIP-1α对hPDLSCs划痕愈合率的

影响　划痕实验结果显示，干预24 h时，与对照组

(27.9%±3.7%)比较，1 μg/ml MIP-1α组划痕愈合

率(41.3%±4.9%)差异无统计学意义(P>0.05)，而

10 μg/ml MIP-1α组(79.5%±3.4%)划痕愈合率明显

增高(P<0.05)(图4)。
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图2　hPDLSCs表面标志物的表达情况(n=3)

Fig.2　Cell surface markers of human periodontal ligament stem cells (n=3)
hPDLSCs. 人牙周膜干细胞
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图3　MIP-1α对hPDLSCs增殖的影响(x±s, n=4)

Fig.3　Effect of MIP-1α on the proliferation of hPDLSCs (x±s, 

n=4)
　　MIP-1α .  巨噬细胞阳性蛋白-1α；hPDLSCs. 人牙周膜干细

胞；与对照组比较，(1)P<0.05
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图4　MIP-1α对hPDLSCs划痕愈合率的影响

Fig.4　Effect of MIP-1α on the migration of hPDLSCs
MIP-1α. 巨噬细胞阳性蛋白-1α；hPDLSCs. 人牙周膜干细胞；A. 划痕实验；B. 划痕愈合率(x±s, n=3)；与对照组比较，(1)P<0.05
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2.3　MIP-1α对hPDLSCs骨向分化的影响及其可能

的机制

2.3.1　各组hPDLSCs的ALP染色及半定量分析结

果　在成骨诱导第7天，ALP染色结果显示，各组

均可见A LP染色阳性细胞，胞质呈棕黑色，细胞

核呈浅蓝色(图5A)。脱色后A LP的相对表达水平

结果显示，与对照组比较，1、10 μg/ml MIP-1α
组hPDLSCs的ALP表达水平均明显降低(P<0.05或
P<0.01)(图5B)。
2.3.2　各组茜素红染色结果比较　在成骨诱导第

14天，茜素红染色结果显示，各组均可见阳性骨

基质沉积的矿化结节(图6A)。脱色后对钙盐沉积量

的相对表达水平进行分析显示，与对照组比较，

1、10 μg/ml MIP-1α矿化结节数目减少、钙盐沉积

含量降低，差异均有统计学意义(P<0.05或P<0.01) 
(图6B)。

2.3.3　各组成骨及Notch信号通路相关基因mRNA
表达情况　qRT-PCR检测结果显示，成骨诱导7 d
后，与对照组比较，1 μg/ml MIP-1α组中Runx2、
OPN及Osterix  mRNA的表达水平差异无统计学意

义(P>0.05)，但10 μg/ml  MI P-1α组则明显降低

(P<0.05)；与对照组比较，1、10 μg/ml MIP-1α组

中Notch1 mRNA表达水平降低(P<0.05)，10 μg/ml 
M I P- 1 α组 Ja g 1、He y 1  m R N A表达水平明显降低

(P<0.05)，而1 μg/ml MIP-1α组差异无统计学意义

(P>0.05)(图7)。
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图5　MIP-1α对hPDLSCs作用7 d后ALP染色及半定量结果

Fig.5　Effect of MIP-1α on alkaline phosphatase of hPDLSCs for 7 days
　　MIP-1α. 巨噬细胞阳性蛋白-1α；hPDLSCs. 人牙周膜干细胞；ALP. 碱性磷酸酶；A. ALP染色；B. ALP的相对表达水平(x±s, n=3)；

与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01

图6　MIP-1α对hPDLSCs作用14 d后茜素红染色及半定量结果

Fig.6　Effect of MIP-1α on the staining of human periodontal membrane stem cells for 14 days
　　MIP-1α. 巨噬细胞阳性蛋白-1α；hPDLSCs. 人牙周膜干细胞；A. 茜素红染色结果；B. 钙盐沉积量的相对表达水平(x±s, n=3)；与对

照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01

10 μg/ml MIP-1α组对照组 1 μg/ml MIP-1α组

100 μm 100 μm 100 μm

2.0

1.5

1.0

0.5

0

钙
盐

沉
积

量
的

相
对

表
达

水
平

对照组
1 μg/ml MIP-1α组
10 μg/ml MIP-1α组

(1)

(2)

A B

图7　MIP-1α对hPDLSCs成骨及Notch信号通路相关基因mRNA表达的影响(x±s, n=3)

Fig.7　Effects of MIP-1α on the mRNA expression of osteogenic- and Notch signaling pathway-related genes in hPDLSCs (x±s, n=3)
MIP-1α. 巨噬细胞阳性蛋白-1α；hPDLSCs. 人牙周膜干细胞；与对照组比较，(1)P<0.05
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2.3.4　各组成骨及Notch信号通路相关蛋白表达情

况　Western blotting检测结果显示，成骨诱导7 d
后，与对照组比较，1 μg/ml MIP-1α组中成骨相关

蛋白Runx2、OPN及Osterix的表达水平差异无统计

学意义(P>0.05)，而10 μg/ml MIP-1α组明显降低

(P<0.05)；与对照组比较，1、10 μg/ml MIP-1α组

Notch1蛋白表达水平明显降低(P<0.05)，10 μg/ml 
M I P - 1 α组 J a g 1 、 H e y 1 蛋白表达水平明显降低

(P<0.05)，而1 μg/ml MIP-1α组Jag1、Hey1蛋白表达

水平差异无统计学意义(P>0.05)(图8)。

3　讨　　论

口腔来源干细胞的增殖、分化是牙周组织再生

的关键[15]，其过程受微环境中细胞因子、信号通路

的调节[16-17]。本课题组袁萍等[18]的前期研究发现，

正常来源和炎症来源hPDLSCs在细胞生物学特性

和Notch信号通路相关分子表达方面均存在明显差

异。马玉等[14]在以TNF-α为炎性刺激因子的实验中

发现，10 ng/ml TNF-α可促进hPDLSCs增殖，抑制

其骨向分化能力，同时抑制Notch信号通路相关分

子的表达。另有研究发现，炎性因子可调节趋化因
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子，通过刺激骨吸收和诱导组织损伤的方式参与牙

周组织破坏，加剧局部炎症反应[19]。本研究以趋化

因子MIP-1α作为研究对象，观察MIP-1α对hPDLSCs
骨向分化的影响及可能的机制。

本研究体外分离培养hPDLSCs，流式细胞术鉴

定细胞表型结果显示，STRO-1和CD146表达阳性，

CD34表达阴性，表明其为间充质干细胞。Sheng等[20] 

发现，MIP-1α可调节干细胞增殖和迁移。此外，在

干细胞的再生医学领域中，利用适宜浓度的生长因

子调控干细胞的增殖、迁移、分化也一度成为研究

的热点[21]。王斌等[22]发现，MIP-1α可促进成纤维

细胞增殖。此外，还有研究发现MIP-1α在口腔来

源的炎症牙髓组织中高表达[23]。本研究结果显示，

MIP-1α可调节hPDLSCs的增殖活性及迁移能力，

10 μg/ml MIP-1α干预72 h后hPDLSCs的增殖能力

明显增强，干预24 h后hPDLSCs的迁移能力明显增

强，与马玉等[14]、程实等[24]以10 μg/ml TNF-α作用

于hPDLSCs的结果相似。目前，牙周病的干细胞治

疗主要是将细胞培养物输送至牙周缺损处，促进伤

口愈合及组织修复和再生。

茜素红染色及半定量分析可评估细胞矿化和

骨基质钙盐沉积能力，而矿化结节的形成是成骨

晚期的重要标志。ALP形成于成骨细胞分化的早期

阶段，其表达水平可反映细胞的矿化能力和成骨

分化趋势。Vallet等[25]发现，MIP-1α具有分解代谢

能力和抑制成骨细胞的作用，从而可减少骨形成。

本研究发现，1、10 μg/ml MIP-1α均可明显降低

hPDLSCs的钙盐沉积和ALP表达水平，其中10 μg/ml 
MIP-1α抑制作用更强。Runx2是成骨细胞分化和软

骨细胞成熟所必需的转录因子[26]。Osterix是骨形成

调控中必不可少的成骨细胞特异性转录因子。OPN
可发挥催化剂作用，加速钙盐沉积、骨质矿化及促

进成骨细胞形成，常存在于骨细胞中 [27]。本研究

选择Runx2、Osterix和OPN 3个成骨相关基因进行分

析，结果显示，与对照组比较，1 μg/ml MIP-1α组

hPDLSCs Runx2、OPN及Osterix的mRNA及蛋白表达

水平差异无统计学意义(P>0.05)，而10 μg/ml MIP-1α 
组则明显降低  (P<0.05)。此外，本研究结果还发

现，MIP-1α可抑制hPDLSCs的钙盐沉积及矿化结节

形成，抑制ALP活性，且10 μg/ml MIP-1α还可抑制

成骨相关基因的表达。趋化因子MIP-1α是导致牙槽

骨缺损的重要影响因素[28-29]。Notch信号通路在修

复牙槽骨缺损中也发挥重要作用，其具体作用和分

子机制可能与种属、供体来源、细胞状态及特异性

有关[30-31]。Notch信号通路可调控细胞增殖、成骨

分化、炎症反应等多个生理病理过程[32]。Notch信
号系统被激活可使hPDLSCs发生增殖分化[33]。有研

究发现，Notch信号通路受体Notch1在间充质干细

胞的成骨分化过程中起重要作用[34-35]。

本研究检测了No tc h信号通路相关分子的表

达，发现1、10 μg/ml MIP-1α组Notch1  mRNA及

蛋白的表达水平，以及10 μg/ml MIP-1α组Jag1、

图8　MIP-1α对hPDLSCs 成骨及Notch信号通路相关分子蛋白表达的影响

Fig.8　Effect of MIP-1α on the expression of osteogenic and Notch signaling pathway-related molecules in hPDLSCs
　　MIP-1α. 巨噬细胞阳性蛋白-1α；hPDLSCs. 人牙周膜干细胞；A. Western blotting检测；B. 各相关分子蛋白的表达水平(x±s, n=3)；

与对照组比较，(1)P<0.05
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He y 1  m R N A及蛋白表达水平较对照组明显降低

(P<0.05)，提示10 μg/ml MIP-1α可抑制Notch信号通

路相关分子的表达，可能与抑制hPDLSCs骨向分化

之间存在相关性，其机制可能与Notch信号通路的

抑制有关，与国内学者的研究结果[14,33,36-38]一致。

综上所述，本研究通过体外培养hPDLSCs，探

讨了MIP-1α对hPDLSCs增殖、迁移及成骨分化能力

的影响及可能的机制，结果显示10 μg/ml MIP-1α
可促进hPDLSCs的增殖及迁移能力，同时可抑制成

骨，抑制Notch信号通路的激活，为进一步阐明牙

槽骨缺损修复的分子机制提供了新线索。但本研究

尚存在不足之处，如缺少更长时间的成骨诱导实验

观察，同时Notch信号通路直接或间接参与MIP-1α
对hPDLSCs成骨分化的调控过程尚不明确。后续本

课题组将进行体内实验，以进一步寻找临床治疗牙

槽骨缺损的潜在靶点。
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