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摘要：目的　探讨川陈皮素（ＮＯＢ）介导环状 ＲＮＡＲＡＳｐ２１蛋白激活因子 ２
（ｃｉｒｃＲＡＳＡ２）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导下牙周膜细胞 ｈＰＤＬＣｓ的作用及其机制。
方法　将ｈＰＤＬＣｓ细胞分为对照组、模型组（ｈＰＤＬＣｓ细胞以１０μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ处
理２４ｈ）、ＮＯＢ－Ｈ组（基于模型组，给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理２４ｈ）、ＮＯＢ＋
ｏｅ－ＮＣ组（２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理转染 ｏｅ－ＮＣ的模型组 ｈＰＤＬＣｓ细胞）和
ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组（２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理转染ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２的模型组
ｈＰＤＬＣｓ细胞）。用实时定量反转录聚合酶链反应法检测 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２的相对表达
水平，用酶联免疫吸附试验法检测炎症相关因子的分泌水平，用蛋白质印迹法检

测ＳＬＩＴ同源物２（Ｓｌｉｔ２）／丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路相关蛋白相对
表达水平。结果　对照组、模型组和 ＮＯＢ－Ｈ组的 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２相对表达水平分
别为１００±０１５、２８３±０５０和 １３６±０２７。对照组、模型组、ＮＯＢ－Ｈ组、
ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组和 ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组的白细胞介素 －１β水平分别为
（１４４８２±２４８９）、（３６７５４±６５７３）、（２２８５１±４０２４）、（２１９７８±３６９４）和
（３２４２５±６１５７）ｍｇ·ｍＬ－１，白细胞介素 －１８水平分别为（１６７５０±２７３３）、
（３９４６８±７４９６）、（２１２４７±３９５１）、（２０５９３±４１１８）和（３５８１１±６６２７）
ｍｇ·ｍＬ－１，Ｓｌｉｔ２蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为 １００±０１８、２３５±０４１、
１６１±０２９、１５７±０２７和２１４±０３８，磷酸化 －ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶／ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶蛋白比值分别为 １００±０１６、２０８±０３７、１３９±０２５、
１３３±０２１和１９２±０３４。模型组的上述指标与对照组比较，ＮＯＢ－Ｈ组的上
述指标与模型组比较，ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组的上述指标与 ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组
比较，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　ＮＯＢ通过抑制
ｃｉｒｃＲＡＳＡ２表达，减轻ＬＰＳ诱导的ｈＰＤＬＣｓ细胞炎症水平，抑制细胞焦亡，可能是
通过抑制Ｓｌｉｔ２／ＭＡＰＫ信号通路实现的。
关键词：川陈皮素；环状ＲＮＡＲＡＳｐ２１蛋白激活因子２；牙周膜细胞；细胞焦亡；
ＳＬＩＴ同源物２／丝裂原活化蛋白激酶信号通路
ＤＯＩ：１０１３６９９／ｊｃｎｋｉ１００１－６８２１２０２５０６００６
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ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１５，２８３±０５０ａｎｄ１３６±０２７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１βｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ＮＯＢ－Ｈｇｒｏｕｐ，ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（１４４８２±２４８９），
（３６７５４±６５７３），（２２８５１±４０２４），（２１９７８±３６９４）ａｎｄ（３２４２５±６１５７）ｍｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１８ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１６７５０±２７３３），（３９４６８±７４９６），（２１２４７±３９５１），（２０５９３±４１１８）ａｎｄ
（３５８１１±６６２７）ｍｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳｌｉｔ２ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１８，
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ａｌｌｅｖｉａｔｅｓＬＰＳ－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈＰＤＬＣｓｃｅｌｌｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｉｒｃＲＡＳＡ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ｐｏｓｓｉｂｌｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＳｌｉｔ２／ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ；ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡＲＡＳｐ２１ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒ２；ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｃｅｌｌ；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｓｌｉｔｈｏｍｏｌｏｇ２／
ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐａｔｈｗａｙ

　　牙周炎由菌斑微生物等多因素共同导致，是
成年人牙齿松动和脱落的主要原因，被认为是

世界上最常见且严重的口腔疾病之一。促炎细

胞因子在细菌刺激和组织破坏中起着重要作

用［１］。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）作为菌
斑微生物的主要成分之一，能够诱导牙周膜细

胞产生炎症反应，进而促进牙周炎的发展。近

年来，有 研 究 指 出，环 状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ，
ｃｉｒｃＲＮＡ）作为一类具有共价闭合结构的非编码
ＲＮＡ分子，在牙周炎病理过程中参与炎症反应、细胞
凋亡及骨代谢失衡的调控［２］。川陈皮素（ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ，
ＮＯＢ）是一种主要存在于柑橘类水果中的多甲氧
基黄酮，近年来因其显著的抗氧化、抗炎及抗癌

等活性而备受瞩目［３］。有研究表明，ＮＯＢ能够
抑制多种炎症介质的释放，减轻组织损伤，其抗

炎作用机制与抑制核因子 κＢ和丝裂原活化蛋
白 激 酶 （ｍｉｔｏｇｅｎ－ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）等信号通路的活化密切相关［４］。本研究

旨在探讨 ＮＯＢ通过介导 ｃｉｒｃＲＡＳｐ２１蛋白激活
因子 ２（ＲＡＳｐ２１ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒ２，ＲＡＳＡ２）调
控 ＳＬＩＴ同源物 ２（ｓｌｉｔｈｏｍｏｌｏｇ２，Ｓｌｉｔ２）／ＭＡＰＫ
信号通路对 ＬＰＳ诱导下牙周膜细胞的抗炎作用
与细胞焦亡的机制，以期为牙周炎的防治提供

新的策略和思路。

材料与方法

１　材料
细胞　人牙周膜细胞 ｈＰＤＬＣｓ，购自武汉赛奥斯

生物科技有限公司。

药品与试剂　ＮＯＢ，规格：每瓶 ５０ｍｇ，批号：
８７２５７，纯度：９８２９％，美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司生
产。ＬＰＳ，规格：每瓶 １０ｍｇ，批号：１２３３２２，美国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司生产。细胞计数试剂 －８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）试剂盒，上海吉至生化科技有
限公司生产；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时定量反转录聚合酶链反
应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ
－ＰＣＲ）试剂盒，北京百奥莱博科技有限公司生产；白
细胞介素 －１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）酶联免疫吸附
试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂
盒，上海原鑫生物科技有限公司生产；白细胞介素 －
１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１８，ＩＬ－１８）ＥＬＩＳＡ试剂盒，上海研

!

生物技术有限公司生产；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）ＥＬＩＳＡ试剂盒，常达恩生物科技（上海）
有限公司生产；２′，７′－二氯荧光素二乙酸酯（２′，７′－
ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ－ＤＡ）活性
氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）荧光探针，上海贝博
生物科技有限公司生产；ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ－Ｎ端片段
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

（ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｄｏｍａｉｎ，ＧＳＤＭＤ－ＮＴ）、ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ＭＡＰＫ）、磷酸化 －ｐ３８丝裂原活化蛋白激
酶（ｐｈｏｓｐｈｏ－ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ｐ－Ｐ３８ＭＡＰＫ）、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ
ｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体，均
为英国Ａｂｃａｍ公司生产。

仪器　ＳＰｅｃｔｒａＭａｘＭ２多功能酶标仪，美谷分子
仪器（上海）有限公司产品；ＣＦＸ９６荧光定量分析仪，
美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＣＫＸ４１ＳＦ生物显微镜，日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养［５］、细胞分组与给药方法

用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基在
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内常规培养 ｈＰＤＬＣｓ细胞。将
ｈＰＤＬＣｓ细胞分为对照组、模型组、ＮＯＢ－Ｌ组、ＮＯＢ－Ｍ
组、ＮＯＢ－Ｈ 组、ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组 和 ＮＯＢ＋
ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组。对照组ｈＰＤＬＣｓ细胞正常培养，不
做处理；模型组 ｈＰＤＬＣｓ细胞以１０μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ处
理２４ｈ；ＮＯＢ－Ｌ组在模型组的基础上，给予
５μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理２４ｈ；ＮＯＢ－Ｍ组在模型组的
基础上，给予１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理２４ｈ；ＮＯＢ－Ｈ
组在模型组的基础上给予 ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理
２４ｈ；ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组用２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理转
染 ｏｅ－ＮＣ 的 模 型 组 ｈＰＤＬＣｓ细 胞；ＮＯＢ ＋
ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组用２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＯＢ处理转染
ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２的模型组ｈＰＤＬＣｓ细胞。
２２　ＣＣＫ－８法检测各组细胞存活率［６］

将 ｈＰＤＬＣｓ细胞按 ３０００个的密度接种于 ９６
孔板，置于含１０％胎牛血清的培养基中，在３７℃、
５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ２４ｈ。待细胞贴壁后，各
组细胞分别用５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理，继续
培养２４ｈ。每组设６个复孔。培养完成后，吸弃原
培养基，每孔中加入１０％ ＣＣＫ－８工作液１００μＬ，
３７℃避光孵育 ２ｈ，用酶标仪在 ４５０ｎｍ波长处测
定光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），并以空白组（无细
胞孔）调零。细胞存活率（％）＝（实验组 ＯＤ值 －
空白 ＯＤ值）／（对照组 ＯＤ值 －空白组 ＯＤ值）×
１００％。
２３　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２、炎症、氧化应激
和焦亡相关ｍＲＮＡ的表达情况［６］

收集各组细胞，裂解并提取总 ＲＮＡ，逆转录为
ｃＤＮＡ，然后进行扩增反应。扩增程序：预变性，９５℃，
２ｍｉｎ；变性，９５℃，１５ｓ，退火／延伸９５℃，２０ｓ，４５个

循环。以ＧＡＰＤＨ为内参，用２－△△ＣＴ法计算ｃｉｒｃＲＡＳＡ２、
Ｔｏｌｌ样受体２（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ－２）、ＴＬＲ－４、
ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３）、含
ＣＡＲＤ的凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｐｅｃｋ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）、胱天蛋
白酶 －１、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）相对表达水平。
２４　ＥＬＩＳＡ法检测炎症相关因子与 ＬＤＨ的分泌
水平［６］

将各组 ｈＰＤＬＣｓ细胞以 １２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，去除细胞碎片及杂质，吸取上清液分装冻存于
－８０℃备用。按照相应 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测 ＩＬ－１β、
ＩＬ－１８与ＬＤＨ的水平：预先用标准品稀释液配制浓
度梯度，随后进行加样，３７℃避光孵育４５ｍｉｎ。洗
涤液清洗５次后，每孔加入显色底物，室温避光反
应１５ｍｉｎ，终止液终止反应，用酶标仪在４５０ｎｍ处
测定 ＯＤ，通过标准曲线计算样本中炎症因子及
ＬＤＨ浓度。
２５　ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针法检测ＲＯＳ水平［７］

将 ｈＰＤＬＣｓ细胞以每孔 ５×１０５个的密度接种
于６孔板，于在３７℃、５％ ＣＯ２在含 １０％胎牛血清
的培养基中培养 ２４ｈ至细胞贴壁。弃去培养基，
每孔加入含１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针的
无血清培养基，３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ。弃去探针
溶液，用预冷磷酸盐缓冲溶液轻柔洗涤３次以去除
未内化探针。用荧光显微镜观察，随机选取５个视
野拍摄绿色荧光图像。用 ＩｍａｇｅＪ软件定量分析荧
光强度。

２６　蛋白质印迹法检测 ＧＳＤＭＤ－ＮＴ、Ｓｌｉｔ２／ＭＡＰＫ
信号通路相关蛋白表达水平［８］

将各组 ｈＰＤＬＣｓ细胞弃去培养基，预冷洗涤
３次后，加入裂解液冰上裂解 ３０ｍｉｎ。提取总蛋
白，定量总蛋白浓度。取等量蛋白（３０μｇ）经十二
烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，湿转法
转至聚偏二氟乙烯膜。５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ。
加入一抗４℃孵育过夜，洗膜 ３次，加入二抗室温
孵育１ｈ。化学发光显影，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析条带
灰度值，以 ＧＡＰＤＨ为内参计算各蛋白的相对表达
水平。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２４０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用独立样本 ｔ检验，多组间比较
用单因素方差分析。
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结　　果

１　ＮＯＢ对各组ｈＰＤＬＣｓ细胞活性的影响
对照组ｈＰＤＬＣｓ细胞正常培养，不做处理；模型组

ｈＰＤＬＣｓ细胞以１０μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ处理２４ｈ；ＮＯＢ－Ｌ
组基于模型组，给予 ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理 ２４ｈ；
ＮＯＢ－Ｍ组基于模型组，给予１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处
理２４ｈ；ＮＯＢ－Ｈ组基于模型组，给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＮＯＢ处理２４ｈ。
模型组与对照组相比，细胞存活率显著降低

（Ｐ＜００１）；不同浓度ＮＯＢ处理下，与模型组相比，药
物处理各组细胞存活率不同程度升高，其中 ＮＯＢ－Ｈ
组差异最为显著（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表１。

表１　不同浓度川陈皮素（ＮＯＢ）处理下各组细胞存活率的比
较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｎｏｂｉｌｅｔｉｎ（ＮＯＢ；珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １００００±１１９

Ｍｏｄｅｌ ６ ６０１７±８３２

ＮＯＢ－Ｌ ６ ７１９５±９１６＃

ＮＯＢ－Ｍ ６ ８０２４±１２６５＃＃

ＮＯＢ－Ｈ ６ ９０１２±１６０４＃＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ｈＰＤＬＣｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙｗｉｔｈｏｕｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：ｈＰＤＬＣｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０μｇ·ｍＬ－１ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ

ｒｉｄｅｆｏｒ２４ｈ；ＮＯＢ－Ｌｇｒｏｕｐ：Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＮＯＢｗａｓｇｉｖｅｎｆｏｒ２４ｈ；ＮＯＢ－Ｍｇｒｏｕｐ：Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢｗａｓｇｉｖｅｎｆｏｒ２４ｈ；ＮＯＢ－Ｈｇｒｏｕｐ：Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢｗａｓｇｉｖｅｎｆｏｒ２４ｈ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，
＃＃Ｐ＜００１

２　ＮＯＢ对各组 ｈＰＤＬＣｓ细胞中 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２表达水
平的影响

对照组、模型组、ＮＯＢ－Ｌ组、ＮＯＢ－Ｍ组和ＮＯＢ－Ｈ
组的 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２相对表达水平分别为１００±０１５、
２８３±０５０、２２５±０３９、１６７±０３２和１３６±０２７。
模型组与对照组相比，ｃｉｒｃＲＡＳＡ２相对表达水平显著升
高；与模型组相比，不同浓度 ＮＯＢ处理下，各组中
ｃｉｒｃＲＡＳＡ２相对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜００５），其
中ＮＯＢ－Ｈ组差异最显著，故选用２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ
进行后续实验。

３　ＮＯＢ通过 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２影响各组 ｈＰＤＬＣｓ细胞炎
症水平

ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组用２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ处理转染
ｏｅ － ＮＣ 的 模 型 组 ｈＰＤＬＣｓ细 胞；ＮＯＢ ＋
ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组用 ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＯＢ处理转染
ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２的模型组ｈＰＤＬＣｓ细胞。

模型组与对照组相比，ＩＬ－１β、ＩＬ－１８与 ＬＤＨ水
平均显著升高（均 Ｐ＜００１）；ＮＯＢ－Ｈ组与模型组相
比，ＩＬ－１β、ＩＬ－１８与 ＬＤＨ水平均显著降低（均
Ｐ＜００１）；ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组与 ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ
组相比，ＩＬ－１β、ＩＬ－１８与 ＬＤＨ水平均显著升高（均
Ｐ＜００１），见表２。

模型组、对照组、ＮＯＢ－Ｈ组、ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组和
ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组的 ＴＬＲ－２ｍＲＮＡ相对表达
水平分别为 １００±０１７、３８３±０７０、２０５±０３６、
１９７±０３和３５９±０６７，ＴＬＲ－４ｍＲＮＡ相对表达水
平分别为１００±０１６、３２７±０５９、１８２±０３４、
１７４±０３１和 ２９１±０５４。模型组与对照组相比，
ＴＬＲ－２、ＴＬＲ－４ｍＲＮＡ相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜００１）；ＮＯＢ－Ｈ组与模型组相比，ＴＬＲ－２、ＴＬＲ－４
ｍＲＮＡ相对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；
ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组与 ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，
　　

表２　各组细胞中白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、ＩＬ－１８和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β），ＩＬ－１８ａｎｄｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ）ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＩＬ－１β（ｍｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１８（ｍｇ·ｍＬ－１） ＬＤＨ（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １４４８２±２４８９ １６７５０±２７３３ ４５６１±８４５

Ｍｏｄｅｌ ６ ３６７５４±６５７３ ３９４６８±７４９６ １１２３６±２０６５

ＮＯＢ－Ｈ ６ ２２８５１±４０２４＃＃ ２１２４７±３９５１＃＃ ５０５９±９１８＃＃

ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ ６ ２１９７８±３６９４ ２０５９３±４１１８ ４７３２±９２６

ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ ６ ３２４２５±６１５７ΔΔ ３５８１１±６６２７ΔΔ ９６１７±１５２３ΔΔ

ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ｈＰＤＬＣｓｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＮＣｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ；ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ｇｒｏｕｐ：ｈＰＤＬＣｓ

ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＯＢ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

ＴＬＲ－２、ＴＬＲ－４ｍＲＮＡ相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜００１）。
４　ＮＯＢ通过 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２影响各组 ｈＰＤＬＣｓ细胞氧
化应激水平

模型组与对照组相比，ＲＯＳ荧光强度显著升高，
ＳＯＤｍＲＮＡ相对表达水平显著降低（均 Ｐ＜００１）；
ＮＯＢ－Ｈ组与模型组相比，ＲＯＳ荧光强度显著降低，
ＳＯＤｍＲＮＡ相对表达水平显著升高（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）；ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组与 ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ
组相比，ＲＯＳ荧光强度显著升高，ＳＯＤｍＲＮＡ相对
表达水平显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结果
见表３。
５　ＮＯＢ通过 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２影响各组 ｈＰＤＬＣｓ细胞焦
亡水平

模型组与对照组相比，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、胱天蛋白酶－１
ｍＲＮＡ相对表达水平显著升高；ＮＯＢ－Ｈ组与模型
组相比，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、胱天蛋白酶 －１ｍＲＮＡ相对
表达水平均显著降低（均 Ｐ＜００１）；ＮＯＢ＋
ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组 与 ＮＯＢ ＋ｏｅ－ＮＣ 组 相 比，
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、胱天蛋白酶 －１ｍＲＮＡ相对表达水平
均显著升高（均Ｐ＜００１），见表４。

模型组与对照组相比，ＧＳＤＭＤ－ＮＴ蛋白相对
表达水平显著升高（Ｐ＜００１）；ＮＯＢ－Ｈ组与模
型组相比，ＧＳＤＭＤ－ＮＴ蛋白相对表达水平显著
降低（Ｐ＜００１）；ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组与 ＮＯＢ
＋ｏｅ－ＮＣ组相比，ＧＳＤＭＤ－ＮＴ蛋白相对表达水
平显著升高（Ｐ＜００１），见表 ４。
６　川陈皮素通过ｃｉｒｃＲＡＳＡ２介导Ｓｌｉｔ２／ＭＡＰＫ信号
通路

模型组、对照组、ＮＯＢ－Ｈ组、ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组和
　　

ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２组的Ｓｌｉｔ２蛋白相对表达水平分
别为 １００±０１８、２３５±０４１、１６１±０２９、
１５７±０２７和２１４±０３８，ｐ－Ｐ３８ＭＡＰＫ／Ｐ３８ＭＡＰＫ
分别 为 １００±０１６、２０８±０３７、１３９±０２５、
１３３±０２１和１９２±０３４。模型组与对照组相比，
Ｓｌｉｔ２蛋白相对表达水平和 ｐ－Ｐ３８ＭＡＰＫ／Ｐ３８
ＭＡＰＫ比值均显著升高（均Ｐ＜００１）；ＮＯＢ－Ｈ
组与对照组相比，Ｓｌｉｔ２蛋白相对表达水平和
ｐ－Ｐ３８ＭＡＰＫ／Ｐ３８ＭＡＰＫ比值均显著降低（均
Ｐ＜００１）；ＮＯＢ ＋ ｏｅ － ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ 组 与

ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，Ｓｌｉｔ２、ｐ－Ｐ３８ＭＡＰＫ／Ｐ３８
ＭＡＰＫ比值均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），
见图 １。

表３　各组细胞中活性氧（ＲＯＳ）相对荧光强度和超氧化物歧
化酶（ＳＯＤ）ｍＲＮＡ相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ
ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珔ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＲＯＳ
ＳＯＤｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１９ １００±０１７

Ｍｏｄｅｌ １７８±０３２ ０６４±００８

ＮＯＢ－Ｈ １３１±０２５＃ ０９１±０１５＃＃

ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ １２６±０２２ ０９３±０１２

ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ １７２±０３０Δ ０７０±０１１ΔΔ

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１

表４　各组细胞中焦亡相关基因ｍＲＮＡ相对表达水平和ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ－Ｎ端片段（ＧＳＤＭＤ－ＮＴ）蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ
Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌｄｏｍａｉｎ（ＧＳＤＭＤ－ＮＴ）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ ＡＳＣｍＲＮＡ ｃａｓｐａｓｅ－１ｍＲＮＡ ＧＳＤＭＤ－ＮＴ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１８ １００±０２０ １００±０１７ １００±０２０

Ｍｏｄｅｌ ３７１±０６３ ４９６±０９１ ４５３±０８５ １７１±０２８

ＮＯＢ－Ｈ １９５±０３７＃＃ ２１１±０３８＃＃ １６４±０２７＃＃ １１３±０２０＃＃

ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣ ２０４±０３４ ２１５±０４２ １７１±０３１ １１０±０１７

ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ ３５８±０６９ΔΔ ４７４±０８７ΔΔ ４１９±０７４ΔΔ １６７±０３１ΔΔ

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ２；ＮＬＲＰ３：ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３；ＡＳＣ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａ

ＣＡＲＤ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１
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图１　各组细胞中ＳＬＩＴ同源物２（Ｓｌｉｔ２）／丝裂原活化蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）信号通路蛋白水平的比较
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｌｉｔｈｏｍｏｌｏｇ２（Ｓｌｉｔ２）／ｍｉｔｏｇｅｎ－
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＭＡＰＫ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｓｌｉｔ２：Ｓｌｉｔｈｏｍｏｌｏｇ２；ｐ－Ｐ３８ＭＡＰＫ／Ｐ３８ＭＡＰＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏ－ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎ－

ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ／ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：ＮＯＢ－Ｈｇｒｏｕｐ；４：ＮＯＢ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ；

５：ＮＯＢ＋ｏｅ－ｃｉｒｃＲＡＳＡ２ｇｒｏｕｐ

讨　　论

牙周炎是由口腔细菌感染引起的牙周组织炎症

性疾病，这些细菌诱导产生的活性氧及自由基不仅会

引发炎症反应，还会促使破骨细胞活化增殖，最终导

致牙周组织退化、牙槽骨吸收、牙齿松动，甚至脱

落［９］。有研究发现，ｃｉｒｃＲＡＳＡ２在牙周炎患者的牙周
组织中表达上调，促进了牙周炎的进展［１０］。ＮＯＢ是
传统中药陈皮的活性成分之一，有抗炎和抗糖尿病的

作用，还可以减轻细胞氧化应激损伤［１１］。本研究发

现，不同浓度 ＮＯＢ处理后，各组细胞存活率不同程度
升高，ｃｉｒｃＲＡＳＡ２相对表达水平均显著降低，提示 ＮＯＢ
可能通过抑制 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２表达，进而改善 ＬＰＳ诱导的
ｈＰＤＬＣｓ细胞损伤，提高细胞活性。分析其作用可能是
ＮＯＢ通过抑制 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２表达，阻断其介导的下游信
号通路，从而减轻炎症反应，促进牙周组织细胞的修

复和再生。

当炎症反应发生时，细胞脂质以及蛋白质代谢异

常，ＬＤＨ水平升高［１２］。有研究发现，ＴＬＲ－４在牙周
炎中高表达，其介导的炎症通路参与牙周炎的发病机

制［１３］。此外，牙周炎患者的牙龈组织中产生的大量

ＲＯＳ导致氧化还原失衡，引起组织破坏，加剧氧化应
激，进而加重炎症反应［１４］。ＮＬＲＰ３炎症小体复合物
是宿主先天免疫的关键组成部分，包含 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ
及胱天蛋白酶－１前体蛋白，在炎症反应的多个环节
中发挥作用，能够触发白细胞介素等炎症细胞因子的

表达，加剧机体的炎症反应，从而加速牙周组织的损

伤及牙槽骨的吸收过程［１５－１７］。王晓雨等［１８］研究发

现，慢性牙周炎牙周组织的细胞焦亡水平高于健康

人，ＧＳＤＭＤ－ＮＴ、胱天蛋白酶 －１、ＮＬＲＰ３、ＩＬ－１β
ｍＲＮＡ的表达量明显上调。董传莹等［１９］研究发现，

ＮＯＢ处理能降低 ＩＬ－１β、胱天蛋白酶 －１、ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ水平，改善 ｈＰＤＬＣｓ细胞损伤。本研究发现，
ＮＯＢ－Ｈ组的ＩＬ－１β、ＩＬ－１８、ＬＤＨ、ＲＯＳ、ＧＳＤＭＤ－ＮＴ
水平和ＴＬＲ－２、ＴＬＲ－４、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、胱天蛋白酶 －１
ｍＲＮＡ相对表达水平均较模型组显著降低，说明 ＮＯＢ
能够抑制炎症反应，减轻氧化应激水平，并通过抑制

ＮＬＲＰ３炎症小体，改善 ＬＰＳ诱导的 ｈＰＤＬＣｓ细胞损
伤。分析其调控机制可能是 ＮＯＢ通过直接抑制
ＮＬＲＰ３炎症小体的组装和激活，减少炎症细胞因
子的释放，从而减轻牙周组织的炎症反应。此外，

ＮＯＢ对 ＮＬＲＰ３炎症小体的抑制作用可能与其抗氧
化活性有关，通过清除 ＲＯＳ，减轻氧化应激，间接抑
制 ＮＬＲＰ３的激活。

ＭＡＰＫ是重要的炎症调控信号。有研究发现，雷
公藤甲素能通过抑制 Ｐ３８ＭＡＰＫ等通路减轻大鼠牙
周炎症，改善骨吸收［２０］。Ｓｌｉｔ２在炎症环境中进一步
上调，其过表达可增加炎症介质表达，加重牙周炎。

代?颖等［２１］发现，大豆异黄酮能通过抑制 Ｓｌｉｔ２／Ｐ３８
ＭＡＰＫ信号通路，减少牙周炎大鼠牙周组织炎症反应
和牙槽骨吸收。本研究发现，ＮＯＢ可能通过抑制
Ｓｌｉｔ２／ＭＡＰＫ信号通路，减少炎症介质的释放，从而发
挥抗炎和保护作用。值得注意的是，ＮＯＢ对 Ｓｌｉｔ２／
ＭＡＰＫ信号通路的抑制作用可能与其对ｃｉｒｃＲＡＳＡ２的
调控密切相关，ｃｉｒｃＲＡＳＡ２可能作为上游调控因子，影
响Ｓｌｉｔ２的表达和活性，进而影响 ＭＡＰＫ通路的激活
状态。因此，深入研究ｃｉｒｃＲＡＳＡ２、Ｓｌｉｔ２和 ＭＡＰＫ之间
的相互作用关系，将有助于更全面地理解 ＮＯＢ在牙
周炎治疗中的作用机制。

本研究提示：ＮＯＢ通过抑制 ｃｉｒｃＲＡＳＡ２表达，减
轻ＬＰＳ诱导的ｈＰＤＬＣｓ细胞炎症水平，抑制细胞焦亡，
可能是通过抑制Ｓｌｉｔ２／ＭＡＰＫ信号通路实现的。
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