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新型二甲双胍碳点促进炎症微环境下人牙周膜干细胞成骨分化
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［摘要］ 目的 拟制备一种新型二甲双胍碳点（metformin carbon dots， MCDs），以促进炎症微环境

下人牙周膜干细胞（human periodontal ligament stem cells， hPDLSCs）的成骨分化潜能。方法 以二甲双

胍（metformin， Met）为前体，分别联合柠檬酸（citric acid， CA）、抗坏血酸（ascorbic acid， AA）或羧甲基壳

聚糖（carboxymethyl chitosan， CS）通过一步水热法合成 3 种不同类型的 MCDs（分别记为 MCDsCA、

MCDsAA、MCDsCS），通过透射电镜、傅里叶变换红外光谱仪和紫外-可见分光光度计等表征其理化特

性。使用 CCK-8、激光共聚焦显微镜评估 3种 MCDs的生物相容性及其细胞摄取能力。采用碱性磷酸

酶（alkaline phosphatase， ALP）染色和 ALP 活性测定筛选出在炎症微环境下促进 hPDLSCs成骨分化效

果最佳的MCDs类型。通过ALP和茜素红S（alizarin red S，ARS）染色、qRT-PCR、Western blot等实验评估

最适浓度下MCDsCS及其原料（Met+CS）对炎症微环境下hPDLSCs成骨分化的影响。结果 成功合成3种
具备良好理化性质和生物相容性的纳米级MCDs，且其均能被hPDLSCs成功摄取。MCDsCA和MCDsAA
在较低浓度（0~0. 50 mg/mL）内均能显著促进 hPDLSCs的增殖，MCDsCS在较宽浓度（0~2. 00 mg/mL）内

表现出优异的细胞相容性；在炎症微环境下，MCDsCA和MCDsAA对 hPDLSCs的ALP表达无明显改善，

而 MCDsCS 则以浓度依赖性方式显著促进 hPDLSCs 的 ALP 表达，以 0. 10 mg/mL 效果最佳（P<0. 05）。

0. 10 mg/mL 的 MCDsCS 相较于 Met+CS 更能显著促进炎症微环境下 hPDLSCs 的 ALP 表达和钙结节形

成，提高成骨相关基因（ALP、Runt相关转录因子 2、Ⅰ型胶原、骨钙素）和蛋白质（ALP、Runt相关转录因

子 2、骨钙素）的表达（P<0. 01），降低炎症因子白细胞介素-1β和白细胞介素-6的水平（P<0. 01）。结论 
成功制备出一种生物相容性良好的新型MCDsCS，可有效促进炎症微环境下 hPDLSCs的成骨分化，并发

挥抗炎作用，有望成为牙周炎治疗的潜在纳米材料。
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［Abstract］ Objective　To develop novel metformin carbon dots (MCDs) with superior performance to 
enhance the osteogenic differentiation potential of human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) under 
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inflammatory conditions.  Methods　Three types of MCDs-MCDsCA, MCDsAA, and MCDsCS were 
synthesized via a one-step hydrothermal method using metformin (Met) in combination with citric acid (CA), 
ascorbic acid (AA), and carboxymethyl chitosan (CS), respectively.  Their physicochemical properties were 
characterized by transmission electron microscopy (TEM), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), and 
UV-visible spectrophotometry.  The biocompatibility and cellular uptake of the MCDs were assessed using CCK-8 
assay and confocal laser scanning microscopy.  Alkaline phosphatase (ALP) staining and ALP activity assay 
were conducted to identify the most effective MCDs type in promoting osteogenic differentiation of hPDLSCs 
under inflammatory conditions.  Subsequently, ALP and Alizarin Red S (ARS) staining, qRT-PCR, and Western 
blotting were performed to assess the effects of the optimal concentration of MCDsCS and its raw material (Met+
CS) on osteogenic differentiation under inflammatory conditions.  Results　All 3 types of nanoscale MCDs 
exhibited favorable physicochemical characteristics and biocompatibility, and could be effectively internalized 
by hPDLSCs.  Both MCDsCA and MCDsAA significantly promoted hPDLSCs proliferation at lower 
concentrations (0~0. 50 mg/mL), while MCDsCS exhibited excellent cytocompatibility over a broader range 
(0~2. 00 mg/mL).  Under inflammatory conditions, MCDsCA and MCDsAA showed no significant effect on ALP 
expression in hPDLSCs, whereas MCDsCS significantly enhanced ALP expression in a dose-dependent manner, 
with the optimal effect observed at 0. 10 mg/mL (P<0. 05).  Compared to Met+CS, 0. 10 mg/mL MCDsCS 
significantly enhanced ALP expression and calcium nodule formation under inflammatory conditions.  It also 
upregulated the expression of osteogenesis-related genes (ALP, RUNX2, COL-1, OCN) and proteins (ALP, 
RUNX2, OCN) (P<0. 01), while reducing the levels of inflammatory cytokines IL-1β and IL-6 (P<0. 01).  
Conclusion　A novel MCDsCS with sound biocompatibility is successfully developed, and can effectively 
promote osteogenic differentiation of hPDLSCs and exerts anti-inflammatory effects under inflammatory 
conditions, indicating its potential as a nanotherapeutic agent for periodontitis-associated bone regeneration.  

［Key words］ metformin； carbon dots； human periodontal ligament stem cells； osteogenic 
differentiation； inflammatory microenvironment

Sponsored by the Natural Science Foundation of Chongqing （CSTB2022BSXM-JCX0047）.  Corresponding author： WEI Jingjing， E-mail： 
xiaojingling@hospital. cqmu. edu. cn

牙周炎是一种由菌斑微生物引起的慢性牙周支

持组织炎症，它可引起牙槽骨吸收，牙齿松动脱落，严

重影响人们的咀嚼功能和生活质量［1-2］。牙槽骨吸收

是牙周炎引起牙齿缺失的主要因素［3］。牙周炎治疗的

核心在于有效控制炎症的基础上使已破坏的牙周组

织再生，尤其是实现牙槽骨的修复与再生。然而，常

规治疗方法（如洁治术、根面平整术、翻瓣术等）虽然

能够去除局部菌斑，控制炎症进展，但对重度牙周炎

患者的牙槽骨再生潜力有限［4-5］。
近年来，内源性牙周组织再生作为一种激活机体

自我修复潜能、诱导内源性干细胞定向分化以促进牙

周组织再生的新策略而备受关注。人牙周膜干细胞

（human periodontal ligament stem cells， hPDLSCs）具备

优异的自我更新和多向分化潜能，在体内参与牙槽

骨、牙周膜等组织的形成与修复，被认为是牙周组织

工程中的种子细胞［6-7］。然而，在持续的慢性炎症状

态下，促炎因子和去泛素化酶的高表达显著抑制

hPDLSCs的成骨潜能，从而阻碍牙周骨组织的再生与

修复［8-9］。因此，开发能够在炎症微环境下增强

hPDLSCs成骨潜能的策略，对于实现内源性牙周组织

再生具有重要意义。

二甲双胍（metformin，Met）具有降糖、抗炎、抗氧

化作用［10］，还可降低糖尿病患者的骨折风险［11］，但其

促成骨功能仍存在争议［12-13］。近年来新兴的碳点

（carbon dots，CDs）材料，尤其是药物衍生 CDs 因其不

仅保留原药物的药理活性，还具备 CDs 优异的水溶

性、生物相容性以及表面易功能化等优点，引起广泛

关注［14］。例如，由阿司匹林衍生的荧光CDs不仅保留

较强的抗炎活性及良好的血脑屏障穿透能力，还可作

为功能性载体用于药物的靶向输送与可控释放［15］；地
塞米松碳点能够调节骨免疫微环境，促进大鼠骨髓间

充质干细胞的成骨分化［16］。鉴于 Met 兼具多重生物

活性，其作为CDs前驱体在牙周炎骨组织再生中的应

用潜力值得深入探究［13］。然而，前体物质的种类对

CDs的理化性质及生物功能具有显著影响，不同碳源

可引起合成 CDs 在结构与性能上的明显差异［17］。因

此，本研究基于一步水热法，以 Met 分别联合柠檬酸

（citric acid， CA）、抗坏血酸（ascorbic acid， AA）或羧甲
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基壳聚糖（carboxymethyl chitosan， CS）合成3种不同类

型的新型二甲双胍碳点（metformin carbon dots， MCDs），

并系统评估其理化特性、生物安全性及其在炎症微环

境下对 hPDLSCs成骨分化的调控作用，旨在筛选出促

进炎症微环境下 hPDLSCs成骨分化效果最佳的MCDs
类型及其浓度，为其后期应用于牙周炎骨缺损的研究

奠定理论基础。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

Met、明胶、AA、油红 O 染色试剂盒购自中国

Solarbio 公司；CS 购自中国 ALADDIN 公司；牙龈卟啉

单胞菌（porphyromonas gingivalis， P.  gingivalis）衍生

脂 多 糖（lipopolysaccharide，LPS）购 自 美 国 Sigma-

Aldrich公司；成骨和成脂诱导培养基购自中国 Procell
公司；碱性磷酸酶（alkaline phosphatase， ALP）活性检

测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；PE 抗人类

CD29、CD34、CD45、CD90 抗体购自美国 BioLegend 公

司；BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂盒（ALP 染色试

剂盒）、茜素红 S（alizarin red S，ARS）染色液、RIPA 裂
解液、快速免疫印记封闭液、彩色预染蛋白分子量标

准、DAPI染色液、BCA蛋白浓度快速测定试剂盒、结晶

紫染色液等购自中国Beyotime公司；快速RNA提取试

剂盒、Evo M-MLV 反转录试剂盒购自中国 Accurate 
Biology公司；PCR扩增试剂盒购自中国Abclonal公司；

引物由上海生工生物工程有限公司合成；GAPDH 一

抗、ALP 一抗购自武汉三鹰生物技术有限公司；骨特

异 性 转 录 因 子 2（runt-related transcription factor 2，
RUNX2）一抗、骨钙素（osteocalcin， OCN）一抗购自美

国 Cell Signaling Technology 公 司 ；白 细 胞 介 素 -1β
（interleukin-1 β， IL-1β）和白细胞介素-6（interleukin-6， 
IL-6）一抗购自中国Bioss公司。

1. 2　MCDs的合成与表征

将 500 mg Met分别与 200 mg CA、AA或CS充分溶

解于 10 mL超纯水中，随后转移至 100 mL聚四氟乙烯

内衬的不锈钢高压反应釜中，200 ℃反应4 h，自然冷却

至室温后，所得棕黑色溶液经 0. 22 μm滤膜过滤获得

澄清滤液。将滤液置于截断分子量为1 000 Da的纤维

素酯膜透析袋中透析24 h，所得产物经冷冻干燥得到棕

色粉末状CDs，分别记为MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS，
4 ℃保存备用（图 1）。采用Hitachi H-7500透射电子显

微镜（transmission electron microscopy，TEM）和 JEOL 
JEM-2100F 高分辨率透射电子显微镜（high-resolution 
transmission electron microscopy，HRTEM）观察 CDs 的
形貌与晶格结构，并利用 Image J软件测量粒径分布。

采 用 Nicolet iS20 傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱（Fourier 
transform infrared spectrometer，FTIR）仪分析 CDs 及其

前驱体的化学官能团，采用UV2500紫外-可见分光光

度计（ultraviolet-visible spectrophotometry，UV-Vis）测

定3种CDs的吸收光谱特征。

1. 3　hPDLSCs的分离、培养与鉴定

本研究经重庆医科大学附属口腔医院伦理委员

会批准［CQHS-REC-2023（LSNo. 200）］，样本来源于因

正畸拔除前磨牙的 10~14岁健康志愿者，所有受试者

签署知情同意书，纳入的牙齿均为无龋、无牙周炎的健

康恒牙。采用组织块及酶消化法分离培养 hPDLSCs，
将牙根中下 1/3区域牙周膜组织置于Ⅰ型胶原酶中于

37 ℃消化30 min后，组织块贴壁培养，传代至第3~4代

二甲双胍 抗坏血酸

羧甲基壳聚糖

柠檬酸

200 ℃ 4 h

200 ℃ 4 h

200 ℃ 4 h

纯化

纯化

纯化

MCDsCA

MCDsAA

MCDsCS

图1　MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS的合成路线
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细胞用于实验。为评估其多向分化潜能，对细胞分别

行成骨和成脂诱导 14 d后，进行ALP、ARS及油红O染

色，通过光学显微镜观察染色结果。

将细胞以 1×10⁶个/mL 重悬于 PBS中，洗涤 2~3次

后，取 100 μL 细胞悬液分别加入 5 μL 的荧光标记抗

体（CD34、CD45、CD29、CD90），于 37 °C 避光孵育

30 min。PBS作为阴性对照，通过流式细胞仪（Beckman 
Coulter，美国）检测各表面标志物的表达情况。

1. 4　MCDs的生物相容性和细胞摄取能力的评价

将细胞接种于 96 孔板，采用不同浓度（0、0. 01、
0. 02、0. 05、0. 10、0. 20、0. 50、1. 00、2. 00 mg/mL）的3种

MCDs分别处理细胞后，于第 0、1、3、5、7天加入CCK-8
试剂孵育后测定吸光度［OD（450）］值，每次测定后更

换新鲜培养基。采用激光共聚焦显微镜（confocal 
laser scanning microscopy，CLSM，OXFORD，英国）对孵

育 12 h 后的细胞进行荧光成像，观察 hPDLSCs 对

MCDs（0. 20 mg/mL）的摄取情况。

1. 5　MCDs 促进 hPDLSCs 成骨分化的最佳 CDs 类型

及浓度筛选

将 hPDLSCs接种于 24孔板中，加入牙龈卟啉单胞

菌来源的 LPS（10 μg/mL）模拟炎症状态，未添加 LPS
的作为对照组，使用不同浓度（0. 01、0. 05、0. 10、
0. 50、1. 00 mg/mL）的 MCDsCA、MCDsAA 及 MCDsCS
分别处理各组细胞，7 d后收集各组上清液，按ALP活

性检测试剂盒说明书配制反应液与标准液，依照操作

步骤检测ALP活性。同时依照BCIP/NBT碱性磷酸酯

酶显色试剂盒说明进行ALP染色，染色结束后在倒置

显微镜下观察染色情况。

1. 6　ALP与ARS染色

将 hPDLSCs 接种至 24 孔板，分为对照组、LPS 组

（10 μg/mL）、LPS+MCDsCS 组（0. 10 mg/mL MCDsCS）、

LPS+Met+CS 组（0. 071 mg/mL Met+0. 029 mg/mL CS），

浓度同原料比为 Met∶CS=5∶2［13］。成骨诱导过程中每

2~3天更换新鲜培养基。分别在第 7和 14天进行ALP
染色，第 21天行ARS染色。ALP染色按照试剂盒说明

书操作，室温避光染色后用去离子水冲洗并显微镜观

察；ARS 染色使用染色液（pH=4. 2）处理 10 min，洗涤

后观察钙结节形成。

1. 7　qRT-PCR
将 hPDLSCs 接种至 6 孔板，参照上述 1. 6 的分组

方法进行处理，7 d 后采用 RNA 提取试剂盒提取总

RNA，并 使 用 NanoDrop 2000 分 光 光 度 计（Thermo 
Fisher Scientific，美国）检测其浓度及纯度。

提取的 RNA 经 Evo M-MLV 反转录试剂盒反转录

为 cDNA，并在 CFX Opus96 实时荧光定量 PCR 系统

（Bio-Rad，美国）上使用 PCR 试剂盒进行 qRT-PCR 扩

增反应。检测的成骨相关基因包括 ALP、Ⅰ型胶原蛋

白（collagen type Ⅰ，COL-1）、 RUNX2、OCN，炎症相关

基因包括 IL-1β、IL-6，GAPDH 作为内参基因。基因表

达水平使用 2−ΔΔCt方法进行计算，结果用于评估不同基

因在各处理组中的相对表达水平。

1. 8　Western blot实验

细胞分为对照组、LPS组（10 μg/mL）、LPS+MCDsCS
组（LPS+0. 10 mg/mL MCDsCS）。成骨诱导 7 d 后，收

集hPDLSCs，用含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液提取总

蛋白，并经BCA法测定浓度。蛋白样品变性后经 10%
十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel，SDS-PAGE）系统中

进行电泳分离，湿转至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene 
fluoride membrane，PVDF）膜上。封闭后分别与一抗

GAPDH、ALP、RUNX2、OCN、IL-1β 和 IL-6 在 4 ℃下孵

育过夜，GAPDH作为内参。次日洗膜后加入二抗，室

温孵育 1 h，使用 ECL 显影液通过 BeyoECL Moon 分析

仪（Bio-Rad，美国）检测蛋白条带，并用 Image J软件分

析蛋白条带的灰度值，对结果进行定量分析。

1. 9　统计学分析

本研究采用 GraphPad Prism 9. 0进行数据统计分

析和图表绘制，实验数据以 x̄±s表示，每个独立实验至

少重复 3 次以获得平均值，并通过单因素方差分析

（ANOVA）进行组间差异统计分析，P<0. 05 表示差异

具有统计学意义。

2　结果

2. 1　基于不同前驱体的 MCDs 的成功构建及其理化

特性比较

本研究以 Met 分别与 CA、AA 和 CS 为前驱体，成

功合成 3 种 CDs，分别命名为 MCDsCA、MCDsAA 和

MCDsCS。TEM及HRTEM表征结果显示，3种MCDs均
呈类球形，分散性良好，粒径为3. 82~4. 07 nm，晶格条纹

清晰，间距为0. 21~0. 28 nm（图2A、B）。

Met的FTIR谱图中，N-H伸缩振动峰位于 3 165和

3 373 cm⁻¹，C=N伸缩振动峰出现在1 575和1 630 cm⁻¹， 
C-N弯曲振动峰位于 1 171 cm⁻¹，表明其分子中含有丰

富的氨基基团。CA 在 1 300~1 400 cm ⁻ ¹和 1 700~
1 750 cm⁻¹处分别出现 C-O弯曲振动和 C=O伸缩振动

峰，3 200~3 500 cm ⁻ ¹的宽峰对应其羟基官能团；

MCDsCA在3 419 cm⁻¹显示O-H/N-H伸缩振动峰，1 391
和 1 569 cm⁻¹分别为C-N弯曲振动和N-H伸缩振动峰，

提示Met的胍基参与CDs的构建（图2C）。AA在3 525、
3 410和 3 218 cm⁻¹处显示O-H伸缩振动峰，1 754 cm⁻¹
为 C=O 伸缩振动峰；MCDsAA 在 3 411 cm⁻¹处表现为

O-H/N-H 伸缩振动峰，1 627 cm⁻¹处的峰指示 C=N 或
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C=O振动，说明 Met为 CDs引入吡啶环或胺/酰胺结构
（图 2C）。CS 在 3 418 cm⁻¹处显示 O-H/N-H 伸缩振动
峰，2 912和 1 609 cm⁻¹分别为C-H和C=O伸缩振动峰，
同时 1 071 cm⁻¹的峰归属于 C-O-C醚键；MCDsCS谱图
在 3 432 cm⁻¹处出现 O-H/N-H 伸缩振动峰，1 624 和
1 076 cm⁻¹分别为 C=O 和 C-O 伸缩振动峰，1 322 cm⁻¹
为 N-H 弯曲振动峰，进一步证实其表面富含羟基、羧
基、氨基及醚键等极性官能团（图 2C）。FTIR 谱图显
示 3 种 MCDs 均具有典型的 CDs 特征，包括宽泛的
O-H/N-H 振动峰和 C-N/C=O/N-H 相关振动，同时保留
部分前驱体的官能团结构，表明成功合成CDs，且其具
备良好的亲水性与化学反应活性。

此外，3 种 MCDs 在 220 nm 处均呈现紫外吸收特
征峰，MCDsCA 在 300~350 nm 间出现双峰，具有一定
光学差异性。在紫外光下，三者发出蓝色荧光，荧光
强度无显著差异，进一步验证CDs的成功合成及其优
异的荧光性质（图2D、E）。
2. 2　hPDLSCs 的分离培养及其多向分化能力与表面

标志物的验证

采用组织块及酶消化法分离培养 hPDLSCs，于培
养第 3 天可见原代细胞自组织块边缘迁出并贴壁生
长，呈典型长梭形形态，随后在周围区域逐渐扩增。

成骨诱导后，ALP染色显示细胞呈深蓝色，ARS染色可
见明显的钙化结节，表明其具备成骨分化能力；成脂
诱导培养后，油红 O 染色检测到脂滴形成，提示细胞
亦可向脂肪方向分化（图 3A）。流式细胞术结果显示，
hPDLSCs 高表达间充质干细胞相关表面标志物 CD29
和 CD90，而造血干细胞标志物 CD34 和 CD45 表达阴
性（图 3B），进一步证实其来源于间充质组织，且具备
多向分化潜能。
2. 3　MCDs 在 hPDLSCs 中表现出优异的细胞相容性

与可摄取性

采用 CCK-8 法评估 3 种 MCDs 在不同浓度（0~
2. 00 mg/mL）下对 hPDLSCs 的生物相容性。结果显

示，MCDsCA与MCDsAA在 0~0. 50 mg/mL内可促进细

胞增殖，浓度超过 1. 00 mg/mL 后增殖作用减弱，表现

出一定的剂量依赖性抑制效应。相比之下，MCDsCS
虽无明显促增殖作用，但在较宽浓度（0~2. 00 mg/mL）
内均未表现出细胞毒性，细胞相容性较好（图 4A）。

CLSM 结果显示，3 种 CDs 均可被 hPDLSCs 有效摄取，

胞内可见蓝色荧光，细胞形态完整，无明显损伤，提示

其具备良好的细胞摄取能力和生物相容性，为后续功

能研究奠定基础（图4B）。
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A： MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS 的 TEM 和 HRTEM 图像；B：MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS 的粒径分布；C：MCDsCA、

MCDsAA、MCDsCS 及其原料的 FTIR 光谱；D：MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS 的 UV-Vis 吸收光谱；E：MCDsCA、MCDsAA、

MCDsCS在明场下（左）和紫外光下（右）的照片

图2　MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS的形貌、结构与光学性质表征

1764



陆军军医大学学报，2025，47（15）http：//aammt. tmmu. edu. cn

A
300 μm

原代hPDLSCs第3天

300 μm

ARS

300 μm

ALP

300 μm

油红O

B

CD45 CD34PBS CD29 CD90

计
数

计
数

计
数 计
数

计
数

A：初代 hPDLSCs 培养第 3 天的镜下形态以及成骨诱导 14 d 后的 ARS、ALP 染色图像和成脂诱导 14 d 后的油红 O 染色图

像；B：流式细胞术检测hPDLSCs表面标志物的表达

图3　hPDLSCs的形态观察、多向分化能力及表面标志物表达分析
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图4　MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS的细胞相容性及胞内摄取能力的评价
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2. 4　MCDs 促进 hPDLSCs 成骨分化的最佳 CDs 类型

及浓度筛选

为筛选出促进 hPDLSCs 成骨分化的最佳 CDs 类
型及浓度，用LPS诱导构建炎症模型，并设定不同浓度

（0. 01~1. 00 mg/mL）的MCDs处理hPDLSCs。第7天进

行ALP染色及活性检测。染色结果显示，与对照组相

比，LPS显著抑制ALP表达，提示炎症对成骨分化具有

抑制作用。MCDsCA 和 MCDsAA 在 0~0. 10 mg/mL 内

未能明显改善 LPS诱导下的 ALP表达水平，促成骨作

用有限。而 MCDsCS 在 0. 01~0. 10 mg/mL 内可见 ALP
阳性细胞数量逐渐增多，染色程度增强，呈现良好的

浓度依赖性促成骨趋势，以 0. 10 mg/mL 效果最显著。

此外，当 MCDsCS 浓度高于 0. 50 mg/mL 时，出现染色

强度减弱，提示其高浓度可能对成骨分化产生抑制效

应（图 5A），ALP活性定量检测与ALP染色的结果一致

（图 5B）。综上所述，MCDsCS在低浓度下可有效逆转

炎症微环境对 hPDLSCs成骨分化的抑制作用，尤其在

0. 10 mg/mL下表现出最佳的促成骨效果，后续实验采

用此浓度作为最适剂量。

2. 5　MCDsCS促进炎症环境下hPDLSCs的成骨分化

为进一步验证MCDsCS在炎症微环境下的促成骨

作用并比较 MCDsCS与其原料的促骨效果差异，选用

最适浓度下的 MCDsCS 以及 Met+CS 处理炎症微环境

下的 hPDLSCs，分别行 ALP 和 ARS 染色。结果显示，

LPS组 ALP染色深度显著浅于对照组，提示炎症微环

境抑制 hPDLSCs 的成骨分化。LPS+MCDsCS 组 ALP
表达明显增强，染色加深，表现出良好的促成骨能力；

而 LPS+Met+CS 组却无明显改善。ARS 染色结果与

ALP 染色趋势一致，与 LPS 组和 LPS+Met+CS 组相比，

LPS+MCDsCS 组形成更多且染色更深的钙结节，进一

步佐证其促进成骨作用（图6A）。

qRT-PCR结果显示，与 LPS组相比，LPS+MCDsCS
组有效降低炎症因子（IL-1β、IL-6）的水平（P<0. 01），

促进成骨相关基因（RUNX2、ALP、COL-1、OCN）的表达

（P<0. 01），而LPS+Met+CS组虽然缓解 IL-6的水平（P<
0. 05），但对成骨相关基因的表达无明显改善（图 6B）。

Western blot 结果从蛋白水平上验证 MCDsCS 优异的

抗炎促成骨效果，表现为经MCDsCS处理后，炎症因子

（IL-1β 与 IL-6）表达显著下降（P<0. 01），成骨蛋白表

达（ALP、RUNX2、OCN）明显回升（P<0. 01，图 6C、D）。

以 上 结 果 充 分 表 明 ，与 单 独 使 用 Met+CS 相 比 ，

MCDsCS 在抗炎性能方面表现更加优越，且在炎症微

环境中显著增强 hPDLSCs的成骨分化能力，显示出其

在牙周组织再生中的应用价值。
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组比较；d： P<0. 05，与0. 05 mg/mL MCDsCS比较；e： P<0. 05，与0. 5 mg/mL MCDsCS比较

A：不同浓度的MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS处理炎症微环境下hPDLSCs 第7天的ALP染色结果；B：ALP活性定量分析

图5　ALP染色和ALP活性检测评价不同浓度MCDs在炎症微环境下的促成骨效果
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3　讨论

3. 1　CDs在牙周再生中的应用潜力

牙周炎是由牙菌斑引起的常见炎症性疾病，可导

致牙槽骨吸收，牙齿松动脱落［18］。近年来，基于干细

胞的组织工程策略在牙周再生领域引起广泛关注。

hPDLSCs 因具备良好的自我更新能力和多向分化潜

能，尤其在成骨方面表现突出，被认为是牙周骨再生

的理想种子细胞。然而，慢性炎症显著抑制 hPDLSCs
的成骨分化能力，阻碍牙周组织的内源性修复［19］。因

此，开发在炎症微环境中有效增强 hPDLSCs成骨潜能

的干预策略，已成为牙周再生医学的重要研究方向。
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图6　MCDsCS在炎症微环境下促进hPDLSCs成骨分化
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CDs是一类新兴的碳基纳米材料，具备优良的水溶性、

生物相容性、表面修饰能力及荧光特性，已广泛应用

于药物递送、生物成像与组织工程等领域［20］。近年

来，多项研究表明CDs在骨组织修复方面具有显著潜

力，如阿仑膦酸修饰CDs可实现骨靶向定位并调节骨

免疫环境，有效促进牙槽骨再生［21］；白藜芦醇负载CDs
可通过诱导巨噬细胞M2极化、清除ROS，调节炎症环

境，促进骨形成［22］；此外，抗坏血酸碳点可通过激活

PERK/eIF2α/ATF4 通路增强成骨基因表达［23］。这些

研究显示 CDs 在抗炎与促成骨的双重功能方面具有

天然优势，为其在牙周再生医学中的应用奠定基础。

3. 2　MCDs具备良好的理化性质和生物相容性

本研究以 Met 为核心药物，分别与 3 种不同前驱

体合成 3 类 MCDs（MCDsCA、MCDsAA、MCDsCS）。三

者均具有纳米级尺寸（3. 82~4. 07 nm）以及良好的分

散性，为其与细胞的相互作用提供良好的结构基

础［24］。在其 HRTEM 图像中观察到清晰的晶格条纹，

表明 MCDs 具有一定程度的石墨化结构，这种有序结

构有助于提升其光电性能与结构稳定性［25］。FTIR分

析进一步验证前驱体在MCDs结构构建过程中的保留

与重组过程。MCDsCA 中保留 CA 羧基与 Met 胍基的

特征峰，MCDsAA 中呈现 AA 羟基、酮基以及 Met胍基

等结构特征，而 MCDsCS 中明显观察到 CS 的羟基、羧

基及氨基等功能基团。这一结果提示在水热碳化过

程中，不同前驱体不仅参与碳骨架的构建，还决定CDs
表面官能团的种类与密度，从而赋予各类 MCDs 差异

化的理化特性和生物学功能［26-27］。
生物相容性是生物材料发挥功能的前提，本研

究制备的 MCDsCA 和 MCDsAA 在 0~0. 50 mg/mL 内

呈现一定的促增殖作用，而 MCDsCS 则在较宽浓度

（0~2. 00 mg/mL）内保持良好的细胞相容性，这与前人

的研究结果一致，验证该CDs材料具备良好的生物相

容性［28］。随后，利用 MCDs 独特的荧光特性［29］，观察

到 MCDs 在与 hPDLSCs 共培养后成功被细胞摄取，这

将有利于MCDs发挥其生物学作用。

3. 3　MCDsCS 在炎症微环境中显著增强 hPDLSCs 的

成骨分化潜能

牙周病病原体（以牙龈卟啉单胞菌为主）是牙周

炎的始动因素［30］。LPS作为革兰氏阴性菌的主要毒力

因子，它可诱导炎症介质过度表达，并抑制 hPDLSCs
的成骨分化作用［8］。因此，在本研究中，在培养基中添

加 10 μg/mL 的牙龈卟啉单胞菌来源的 LPS 以维持牙

周炎的炎症状态［31］。在该环境下，MCDsCS 显著改善

hPDLSCs 的成骨能力，表现出浓度依赖性促进作用，

而高浓度则出现轻微抑制趋势，提示其存在剂量门控

效应，以 0. 10 mg/mL为最适促成骨浓度。这一结论与

REN等［13］得出的 1 mg/mL 的Met-CDs具备最优的促成

骨效果存在差异，可能源于反应条件、细胞类型及摄

取机制的差异［17］。
为进一步明确 MCDsCS 的构建优势，本研究对

MCDsCS及其原料在炎症环境中的成骨效应进行对比

分析。已有研究表明，Met有一定的抗炎活性［32］，可通

过激活AMPK信号通路调节免疫反应，并参与骨形成

过程［33-34］；而 CS 因其良好的生物粘附性及一定的成

骨诱导潜能，已被广泛应用于骨组织工程领域［35］。然

而，部分学者也指出，Met在炎症环境下的促成骨能力

较弱，其作用效果存在较大争议［13］。此外，单独使用

Met或CS对干细胞成骨分化潜能的促进作用有限，且

其对药物浓度和细胞所处微环境的依赖性较强，通常

需要较高剂量方可显效［36-37］。因此，本研究设置LPS+
Met+CS组以间接评估二者简单混合后的协同效果，成

骨实验结果显示，LPS+MCDsCS 组有效改善炎症环境

下 hPDLSCs 受损的成骨分化潜能，而 LPS+Met+CS 组

在抗炎及成骨方面改善有限，显著弱于 LPS+MCDsCS
组，说明制备的纳米CDs结构提供了额外的生物学功

能优势。一方面，MCDsCS 作为纳米颗粒具有更大的

比表面积和表面活性，可促进细胞对药物的摄取并实

现更稳定的药物释放［18］；另一方面，MCDsCS具有独特

的表面官能团和氧化还原特性，可能通过调控细胞信

号通路改善炎症微环境进一步促进成骨相关信号的

激活。Western blot 结果从蛋白层面上进一步验证

MCDsCS 的抗炎和促成骨的双重功能。因此，本研究

所合成的MCDsCS不仅保留Met的抗炎药理活性，还赋

予其新的生物功能，显著改善炎症微环境下 hPDLSCs
受损的成骨分化能力，充分体现了 MCDsCS合成的科

学价值与应用潜力。

综上所述，本研究系统比较 3种不同前驱体（CA、

AA及 CS）合成的 MCDs的理化性质与成骨相关功能，

成功筛选出兼具抗炎与促成骨双重功能的 MCDsCS。
该材料具有优良的生物相容性和细胞摄取能力，能够

在炎症微环境下显著促进 hPDLSCs的成骨分化，缓解

炎性损伤，显示出其在牙周炎相关骨缺损治疗中的应

用潜力，为牙周组织内源性再生提供一种新型有效的

纳米材料策略。然而，本研究仍存在一定局限性：

①尽管本研究已设置LPS+Met+CS组作为LPS+MCDsCS
组的对照，以验证 CDs 结构的协同优势，但未设置单

独 LPS+Met 组与 LPS+CS 组，可能在一定程度上限制

对单药成分作用机制的剖析；②缺乏对 MCDsCS促成
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骨的体内验证及其机制的深入探讨。本课题组将在

后续动物实验及机制研究中同时补充单药对照组，进

一步厘清其相关作用机制，并探索 MCDsCS与精准给

药系统及多功能支架的协同应用，以期推动其在组织

工程和临床牙周再生治疗中的转化与应用。
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