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摘　 要 目的 分析牙髓干细胞(DPSC)来源外泌体(Exos)减轻牙周炎和促进牙周组织再生的作用。 方法

选择 30 只 SPF 级 SD 大鼠,分为对照组、模型组、实验组,其中对照组不给予处理,模型组、实验组建立慢性牙周

炎(CP)大鼠模型,每组各 10 只大鼠。 实验组选择上颌双侧第一磨牙腭侧牙龈给予 DPSC-Exos 注射。 比较 3 组

大鼠釉牙骨质界至牙槽嵴顶(CEJ-ABC)距离及牙周组织变化。 培养牙周膜干细胞(PDLSCs),分为对照组、实验

组,对照组不给予处理,实验组培养皿中加入 DPSC-Exos,比较两组细胞的迁移能力、增殖能力、钙结节数量,检
测两组细胞 Runt 相关转录因子-2(Runx-2)

 

mRNA、骨涎蛋白(BSP)mRNA 及蛋白表达情况。 结果 对照组大鼠

牙周组织未见异常情况;模型组大鼠牙周组织可见胶原纤维排列紊乱,出现大量炎症细胞浸润,袋内上皮增生明

显且呈向根方偏移的情况,同时存在牙槽骨吸收情况;实验组大鼠牙周组织炎症细胞浸润较模型组减轻,龈沟上

皮未见明显增生及向根方偏移的情况。 模型组大鼠 CEJ-ASC 距离相较于对照组明显升高;实验组大鼠 CEJ-ASC
距离相较于模型组明显降低(P<0. 05)。 24h、72h 时点时,实验组细胞 OD 值相较于对照组明显升高;12h、24h 时

点中,实验组细胞迁移率相较于对照组明显升高(P< 0. 05)。 实验组细胞钙结节数量相较于对照组明显升高

(P<0. 05)。 实验组细胞 Runx-2
 

mRNA、BSP
 

mRNA、Runx-2 蛋白、BSP 蛋白相较于对照组明显升高(P<0. 05)。
结论 DPSC-Exos 可减轻牙周炎大鼠炎症症状,降低骨吸收程度,同时 DPSC-Exos 可促进 PDLSCs 细胞的增殖及

迁移活动,增强 PDLSCs 细胞的成骨分化能力,其机制可能与其介导 Runx-2、BSP 表达有关。
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Abstract:Objective To
 

analyse
 

the
 

role
 

of
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cell
 

(DPSC)-derived
 

exosomes
 

(Exos)
 

in
 

alleviating
 

periodontitis
 

and
 

promoting
 

periodontal
 

tissue
 

regeneration. Methods Thirty
 

SPF-grade
 

SD
 

rats
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

control,model
 

and
 

experimental
 

groups,
 

in
 

which
 

the
 

control
 

group
 

was
 

not
 

given
 

treatment,the
 

model
 

and
 

experi-
mental

 

groups
 

were
 

established
 

as
 

chronic
 

periodontitis
 

(CP)
 

rat
 

models,with
 

10
 

rats
 

in
 

every
 

group
 

and
 

the
 

experimen-
tal

 

group
 

received
 

DPSC-Exos
 

injections
 

into
 

the
 

palatal
 

gingiva
 

of
 

the
 

bilateral
 

maxillary
 

first
 

molars. The
 

distance
 

from
 

the
 

enamel
 

bone
 

boundary
 

to
 

the
 

top
 

of
 

the
 

alveolar
 

ridge
 

( CEJ-ABC)
 

and
 

periodontal
 

tissue
 

changes
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

rats. Periodontal
 

ligament
 

stem
 

cells
 

(PDLSCs)
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group
 

and
 

an
 

experimental
 

group,no
 

treatment
 

was
 

given
 

to
 

the
 

control
 

group,and
 

DPSC-Exos
 

was
 

added
 

to
 

the
 

petri
 

dish
 

of
 

the
 

experimental
 

group,to
 

compare
 

the
 

migration
 

ability,proliferation
 

ability,and
 

the
 

number
 

of
 

calcaneal
 

nodules
 

of
 

the
 

two
 

groups,and
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Runt-related
 

transcription
 

factor-2
 

( Runx-2)
 

mRNA, Bone
 

Salivary
 

Protein
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(BSP)
 

mRNA,and
 

protein
 

expression
 

of
 

the
 

cells
 

in
 

the
 

two
 

groups.
 

Results No
 

abnormalities
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

periodontal
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

group;in
 

the
 

periodontal
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group,there
 

were
 

disorders
 

in
 

the
 

arrangement
 

of
 

collagen
 

fibres,a
 

large
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,obvious
 

proliferation
 

of
 

epithelium
 

in
 

the
 

pocket
 

with
 

a
 

shift
 

towards
 

the
 

root,and
 

resorption
 

of
 

the
 

alveolar
 

bone;in
 

the
 

periodontal
 

tissues
 

of
 

the
 

experimental
 

group,there
 

was
 

a
 

reduction
 

in
 

the
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

compared
 

with
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

epithelium
 

of
 

the
 

gingival
 

sulcus
 

did
 

not
 

have
 

obvious
 

proliferation
 

and
 

shift
 

towards
 

the
 

root. The
 

CEJ-ASC
 

distance
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group;
 

the
 

CEJ-ASC
 

distance
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

exper-
imental

 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 05). The
 

OD
 

value
 

of
 

the
 

cells
 

in
 

the
 

experi-
mental

 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

in
 

the
 

12h,24h
 

and
 

72h
 

time
 

points;the
 

migration
 

rate
 

of
 

the
 

cells
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

in
 

the
 

12h
 

and
 

24h
 

time
 

points
 

(P < 0. 05). The
 

number
 

of
 

cellular
 

calcium
 

nodules
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05). The
 

number
 

of
 

cellular
 

Runx-2
 

mRNA,BSP
 

mRNA,Runx-2
 

protein,and
 

BSP
 

protein
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05). Conclusion
DPSC-Exos

 

can
 

reduce
 

inflammatory
 

symptoms
 

and
 

decrease
 

the
 

degree
 

of
 

bone
 

resorption
 

in
 

periodontitis
 

rats,
 

while
 

DPSC-Exos
 

can
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

activities
 

of
 

PDLSCs
 

cells,and
 

enhance
 

the
 

osteogenic
 

differenti-
ation

 

ability
 

of
 

PDLSCs
 

cells,the
 

mechanism
 

of
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

its
 

mediation
 

of
 

Runx-2
 

and
 

BSP
 

expression.
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　 　 慢性牙周炎( chronic
 

periodontitis,CP)是一种

以细菌引起的炎症为特征的疾病,是一种慢性炎

症、非传染性疾病,并伴有牙周袋的形成、牙周结构

破坏,骨质流失甚至易感人群牙齿脱落等,CP 不仅

造成牙周组织不可逆损害,还影响患者咀嚼功能及

语言功能,同时会影响患者容貌,对患者生活质量

造成严重影响[1-2] 。 CP 通常症状较轻微,不易引起

患者重视,牙周洁治术是临床预防及控制 CP 进展

的主要方式[3-4] ,但对于牙周组织再生无明显作用,
如何使 CP 患者牙周组织再生成为目前研究的重

点。 既往研究认为,牙髓干细胞( dental
 

pulp
 

stem
 

cells,DPSC)可促进成骨分化诱导骨组织再生,有
助于维持完整牙周组织结构[5-6] 。 DPSC 外泌体

(exosomes,Exos) 是 DPSC 细胞分泌的胞外囊泡,
具有组织修复、免疫调控等多种生物学作用[7-8] ,但
DPSC-Exos 对于牙周组织再生机制尚不明确,因此

本实验选择 SPF 级 SD 大鼠及 PDLSCs 细胞为观察

对象,旨在分析 DPSC-Exos 对减轻 CP 和促进牙周

组织再生的作用。

1　 资料与方法

1. 1　 一般资料

选择 30 只 SPF 级 SD 大鼠,购于成都达硕实

验动物有限公司(实验动物生产许可证号:SCXK
(川)2020-030),饲养方式:温度(24 ~ 27)℃ 、湿度

(40 ~ 60)%,12h 光照 / 12h 黑暗环境,自由饮食饮

水。 我院伦理委员会审批通过(202205A051)。
选择牙周膜干细胞( periodontal

 

ligament
 

stem
 

cells,PDLSCs),购于上海毕合生物化学技术有限

公司,于 10%FBS 的 DMEM / F12 培养基培养,置于

37℃ 、5%CO2 培养箱中培养。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 DPSC-Exos 提取　 取因阻生等原因拔除的

人健康完整牙齿,无菌条件下取出牙髓、剪碎,制备

细胞悬液,于 37℃ 、5%CO2 培养箱中培养,待细胞

生长至 60% ~ 80%时加入胰蛋白酶消化传代,取第

5 代 DPSC 细胞,加入 LPS 溶液 24h,PBS 清洗,无
血清 培 养 48h, 收 取 细 胞 上 清 液, 3000g 离 心

30min,采集上清 5000g / min 离心 30min,得上清浓

缩液,后加入外泌体提取试剂,混匀后 4℃ 孵育过

夜,1000g / min 离心 60min,沉淀即为 Exos,Exos 溶

解至 RIPA 裂解缓冲液中,调整浓度为 1μg / μL。
1. 2. 2　 实验方式　 1)动物实验。 选择 30 只 SPF
级 SD 大鼠,分为对照组、模型组、实验组,其中对

照组不给予处理,模型组、实验组建立 CP 大鼠模

型,两组大鼠腹腔注射水合氯醛麻醉,取 4mg / mL
 

LPS 溶液给予大鼠上颌双侧第一磨牙腭侧牙龈注

射,5μL / 3d,共注射 28d,实验组选择上颌双侧第一

磨牙腭侧牙龈给予 DPSC-Exos 溶液注射,1 次 / 1
周,共注射 4 次。 2) 细胞实验。 选择 PDLSCs 细

胞,分为对照组、实验组,对照组不给予处理,实验

组培养皿中加入 10μg / mL 的 DPSC-Exos 溶液,诱

·764·



济宁医学院学报 2024 年 12 月第 47 卷第 6 期　 J
 

Jining
 

Med
 

Univ,December
 

2024,Vol. 47,No. 6

导 7d 后进行其他检查。 每组均设置 6 个复孔,且
完成 3 次独立重复实验。
1. 3　 观察指标

1)Micro-CT 扫描检测。 处死大鼠,取大鼠上颌

双侧磨牙区,4%多聚甲醛固定 48h,采用 Micro-CT
扫描,三维重建后测量并比较 3 组大鼠釉牙骨质界

至牙槽嵴顶(cementoenamel
 

junction
 

and
 

alveolar
 

bone
 

crest,CEJ-ABC)距离。
2) HE 染色检测。 取大鼠磨牙区标本,采用

10%EDTA 二钠溶液进行脱钙处理,梯度乙醇脱

水,石蜡包埋,进行切片,给予苏木精-伊红染色,显
微镜观察并保留图片。

3)CCK-8 实验检测。 取 PDLSCs 细胞,去除旧

培养液,加入 90μL 新鲜培养基,加入 10μL
 

CCK-8
溶液,37℃ 孵育 2h,酶标仪于 450nm 处测量 OD
值,比较两组细胞 12、24、72h 增殖能力。

4)划痕实验检测。 选择 PDLSCs 细胞常规消

化计数,调整为 1×105 个 / 孔的密度接种于 24 孔板

中,按分组给予处理孵育,分别于 0、12、24h 显微镜

拍照,采用细胞划痕法和 Image
 

J 计算并分析两组

PDLSCs 细胞迁移率。 12 / 24h 细胞迁移率= (0h 划

痕宽度-12 / 24h 划痕宽度) / 0h 划痕宽度×100%。
5)细胞茜素红染色。 选择 PDLSCs 细胞常规

消化计数,调整为 1×105 个 / 孔的密度接种于 6 孔

板中,分组处理 14d 后弃去诱导液,PBS 清洗,给予

4%多聚甲醛固定, PBC 清洗, 给予茜素红染色

5min,PBS 清洗,显微镜下观察并比较两组细胞钙

结节数量。
6)PT-PCR 检测。 PDLSCs 细胞分组处理后提

取总 RNA,逆转录后设计引物,其中 RUNX2 序列

(上游: 5 ’-CTTTACTTACACCCCGCCAGTC-3’; 下

游:5’-AGAGATATGGAGTGCTGGTC-3’);BSP 序列

(上游:5’-CGAACAAGGCATAAACGGCACCAG-3’;下
游:5’-TTCTCCATTGTCTCCTCCGCTGCT-3’) 冰浴

条件下配置 PCR 反应液(10μL
 

TB
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

TaqII、0. 8μL
 

PCR
 

Forward
 

Primer ( 10μM)、 0. 8μL
 

PCR
 

Reverse
 

Primer(10μM)、0. 4μL
 

Rox
 

Reference
 

DyeII
 

(50 ×) +2、2μLDNA 模板、6μL 灭菌水、20μL
 

Total
 

RNA),离心 30s 混匀,Stage1(预变性):1 个

循环, 95℃
 

30s; Stage2 ( PCR 反应): 40 个循环,
95℃变性 5s,60℃退火延伸 34s,进行反应,记录各

基因 CT 值,比较两组细胞 Runt 相关转录因子-2
(Runt-related

 

transcription
 

factor
 

2,Runx-2)
 

mRNA、

骨涎蛋白(Bone
 

sialoprotein,BSP)
 

mRNA 表达。
7)Western

 

Blot 检测 Runx-2 蛋白、BSP 蛋白表

达。 PDLSCs 细胞分组处理后给予 PBS 清洗,RIPA
裂解,BCA 法检测蛋白浓度,制备 SDS-PAGE 胶,
电泳并转至 PVDF 膜,置于 5%脱脂牛奶中行封闭

处理,加一抗、二抗孵育后洗膜,BIORAD 凝胶成像

系统进行显影,分析 Runx-2 蛋白、BSP 蛋白表达量。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS20. 0 进行分析。 以 x±s 表示计量资

料,两组比较采用独立样本 t 检验,两组不同时间

点比较采用重复测量方差分析;3 组间比较采用单

因素方差分析 (F 检验),进一步两两比较采用

SNK 法。 以 P<0. 05 为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠炎症情况

对照组大鼠牙周组织未见异常情况;模型组大

鼠牙周组织可见胶原纤维排列紊乱,出现大量炎症

细胞浸润,袋内上皮增生明显且呈向根方偏移的情

况,同时存在牙槽骨吸收情况;实验组大鼠牙周组

织炎症细胞浸润较对照组减轻,龈沟上皮未见明显

增生及向根方偏移的情况。 见图 1。

注:A 为对照组大鼠牙周组织;B 为模型组大鼠牙周组

织;C 为实验组大鼠牙周组织。
图 1　 不同组别大鼠牙周组织(HE 染色

 

×100)

2. 2　 各组大鼠 CEJ-ASC 距离

模型组大鼠 CEJ-ASC 距离相较于对照组明显

升高;实验组大鼠 CEJ-ASC 距离相较于模型组明

显降低(P<0. 05)。 见表 1。

表 1　 各组大鼠 CES-ASC 距离比较(mm,x±s)

组别 n CEJ-ASC 距离

对照组 10 0. 15±0. 03

模型组 10 0. 32±0. 08a

实验组 10 0. 21±0. 06ab

F 21. 849
P <0. 001

注:与对照组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05。
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2. 3　 两组 PDLSCs 细胞增殖及迁移情况

两组间 12h
 

OD 值无统计学意义。 随着时间

推移,相对于对照组,实验组细胞 OD 值逐渐明显

升高(P<0. 05);12h、24h 时点中,实验组细胞迁移

率相较于对照组明显升高(P<0. 05)。 见表 2,图 2。
2. 4　 两组 PDLSCs 细胞成骨分化基因、蛋白表达

及钙结节表达情况

实验组细胞 Runx-2
 

mRNA、BSP
 

mRNA、Runx-2
蛋白、BSP 蛋白相较于对照组明显升高(P<0. 05),
实验组细胞钙结节数量相较于对照组明显升高

(P<0. 05)。 见表 3,图 3,4。

表 2　 两组细胞 PDLSCs 细胞增殖情况及迁移率比较(x±s)

组别
OD 值

12h 24h 72h

迁移率 / %

12h 24h

对照组 0. 19±0. 09 0. 30±0. 11 1. 81±0. 23 12. 09±2. 14 29. 37±9. 18
实验组 0. 23±0. 10 0. 38±0. 14 2. 29±0. 28 25. 18±5. 07 47. 20±10. 16
组间效应(F / P) 25. 516,<0. 001 23. 196,<0. 001
组内效应(F / P) 18. 125,<0. 001 18. 560,<0. 001
交互效应(F / P) 19. 755,<0. 001 20. 577,<0. 001

图 2　 两组 PDLSCs 细胞迁移情况比较(×100)

表 3　 两组 PDLSCs 细胞成骨分化基因、
相关蛋白及钙结节表达比较(x±s)

组别 Runx-2
 

mRNA BSP
 

mRNA Runx-2 蛋白 BSP 蛋白 钙结节数量

对照组 1. 02±0. 21 1. 01±0. 23 0. 68±0. 18 0. 51±0. 22 1. 92±0. 76
实验组 1. 40±0. 36 2. 85±0. 16 1. 09±0. 25 1. 58±0. 43 2. 36±0. 70
t 4. 547 32. 660 6. 642 11. 101 2. 130
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 0. 038

　 对照组　 　 实验组

图 3　 两组 PDLSCs 细胞成骨分化相关蛋白表达蛋白

注:A 为对照组;B 为实验组。
图 4　 两组细胞茜素红染色情况(×100)

3　 讨论

CP 是临床最常见的非器械慢性生物膜相关疾

病,近年来发病率持续上升,已逐渐成为成人牙齿

脱落的重要原因,对患者的日常生活及面部美观影

响较大[9] ,去除牙石(矿化生物膜)是 CP 的根本治

疗方法[10] ,但牙周骨缺损的重建仍是目前研究的

难点。
DPSC 是成体间充质干细胞,具有成骨向分化

能力,王新民等[11] 研究发现,DPSC 联合髓芯减压

治疗早期股骨头坏死优于单纯髓芯减压,可帮助改

善骨体积分数、骨小梁数量、骨密度等,具有促进骨

组织再生的作用。 Exos 是用于递送小分子的高效

货物系统,含有 miRNA 的 Exos,可传递细胞信息并

调节受体细胞的基因表达等。 Lu 等[12] 研究显示,
PDLSCs 来源 Exos 通过 miR-31-5p / eNOS 信号通路

减少了牙槽骨破坏并减少了牙槽骨表面破骨细胞

的数量。 因此本研究推测,DPSC-Exos 可能具有促

进牙周组织再生作用。 本文结果示,模型组大鼠牙

周组织可见胶原纤维排列紊乱,出现大量炎症细胞

浸润,袋内上皮增生明显且呈向根方偏移的情况,
同时存在牙槽骨吸收情况;实验组大鼠牙周组织炎

症细胞浸润较模型组减轻。 模型组大鼠 CEJ-ASC
距离相较于对照组明显升高;实验组大鼠 CEJ-ASC
距离相较于模型组明显降低。 说明 DPSC-Exos 处

理可改善 CP 大鼠牙周组织炎症,减轻牙槽骨持续

性丧失,从而改善 CP 大鼠症状。 与张青等[13] 研
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究结果相近,该研究显示,以 SHED 等聚合体来源

的 Exos 可以通过显著促进血管、神经再生等途径

促进小型猪牙髓腔原位移植和裸鼠背部皮下异位

移植牙髓组织再生,可用于根尖已闭合恒牙牙髓再

生的临床治疗。
牙周组织再生主要包括牙骨质、牙周膜及牙槽

骨等的软硬组织再生[14] ,因此 PDLSCs 细胞的增

殖、迁移及成骨分化能力对于牙周组织的再生具有

重要意义。 本研究 24h、72h 时,实验组细胞 OD 值

相较于对照组明显升高;12h、24h 时点中,实验组

细胞迁移率相较于对照组明显升高。 实验组细胞

OD 值及迁移率相较于对照组明显升高。 实验组

细胞钙结节数量相较于对照组明显升高。 说明

DPSC-Exos 可促进 PDLSCs 细胞的增殖及迁移活

动,促进 PDLSCs 细胞的体外成骨分化。 同时本研

究发现,实验组细胞 Runx-2
 

mRNA、 BSP
 

mRNA、
Runx-2 蛋白、 BSP 蛋白相较于对照组明显升高。
Runx-2 是成骨相关蛋白,作为早期转录因子可调

控细胞的成骨细胞过程,BSP 也参与骨再生过程,
其水平变化可影响破骨细胞活性及新骨形成能

力[15] ,DPSC-Exos 可能通过介导 Runx-2
 

mRNA、
BSP

 

mRNA 的表达调控 PDLSCs 细胞的成骨分化

能力,从而促进牙周组织再生。
综上所述,DPSC-Exos 可减轻 CP 大鼠炎症症

状,降低骨吸收程度, 同时 DPSC-Exos 可促进

PDLSCs 细胞的增殖及迁移活动,增强 PDLSCs 细

胞的成骨分化能力,其机制可能与其介导 Runx-2、
BSP 表达有关。

利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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