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原儿茶酸调节MEK/ERK信号通路对LPS诱导的

牙周膜干细胞炎性损伤的影响
李素霞  俞逸峰  袁芳*

(联勤保障部队第九OO医院仓山院区口腔科, 福州 350002)

摘要      该研究探讨原儿茶酸(PCA)调节丝裂原活化蛋白激酶激酶(MEK)/细胞外信号调节

激酶(ERK)信号通路对LPS诱导的牙周膜干细胞(PDLSCs)炎性损伤的影响。该研究将PDLSCs分
为对照组、LPS(1.0 μg/mL)组、LPS+5 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/L 
PCA+U0126(20 μmol/LMEK抑制剂U0126)组, 24 h后, CCK-8法检测细胞增殖; ELISA试剂盒检测炎

症因子(IL-1β、IL-6和TNF-α)水平; 流式细胞术检测凋亡; 各组PDLSCs在成骨诱导培养基中孵育, 
随后以茜素红染色检测矿化结节; ALP试剂盒检测其含量; qRT-PCR检测成骨因子及炎症因子表达

水平; Western blot检测MEK/ERK通路相关蛋白表达水平。实验结果显示, 与对照组相比, LPS组
D450、ALP、染色强度/D562、runt相关转录因子2(RUNX2) mRNA及蛋白、骨钙素(OCN) mRNA及

蛋白、MEK、p-ERK/ERK表达水平降低, 凋亡率、IL-1β、IL-6和TNF-α水平及mRNA表达水平增加

(P<0.05); 与LPS组相比, LPS+5 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/L PCA组D450、ALP、染色强度/D562、

RUNX2 mRNA及蛋白、OCN mRNA及蛋白、MEK、p-ERK/ERK表达水平增加, 凋亡率、IL-1β、
IL-6和TNF-α水平及mRNA表达水平降低, 组间差异显著(P<0.05); 与LPS+10 μmol/L PCA组相比, 
LPS+10 μmol/L PCA+U0126组D450、ALP、染色强度/D562、RUNX2 mRNA及蛋白、OCN mRNA及

蛋白、MEK、p-ERK/ERK表达水平降低, 凋亡率、IL-1β、IL-6和TNF-α水平及mRNA表达水平增

加(P<0.05)。PCA激活MEK/ERK信号通路减轻LPS诱导的PDLSCs炎性损伤。
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The Effect of Protocatechuic Acid on LPS Induced Inflammatory Injury in Peri-
odontal Ligament Stem Cells by Regulating the MEK/ERK Signaling Pathway

LI Suxia, YU Yifeng, YUAN Fang*
(Department of Stomatology, Cangshan Campus, Joint Logistics Support Force Ninth 00 Hospital, Fuzhou 350002, China)

Abstract       This study was to explore the effect of PCA (protocatechuic acid) on LPS induced inflammatory inju-
ry in PDLSCs (periodontal ligament stem cells) by regulating the MEK (mitogen-activated protein kinase kinase)/ERK 
(extracellular signal-regulated kinase) signaling pathway. In this study, PDLSCs were divided into the control group, 
LPS (1.0 μg/mL) group, LPS+5 μmol/L PCA group, LPS+10 μmol/L PCA group, and LPS+10 μmol/L PCA+U0126 
(20 μmol/L MEK inhibitor U0126) group. After 24 h, cell proliferation was detected by the CCK-8 method; levels 
of inflammatory factors (IL-1β, IL-6, and TNF-α) were measured using ELISA kits; apoptosis was detected by flow 
cytometry. PDLSCs from each group were incubated in osteogenic induction medium, subsequently, alizarin red 
staining was used to detect mineralized nodules; the content was measured by ALP kit; the expression levels of os-
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teogenic factors and inflammatory factors were detected by qRT-PCR; and the expression levels of proteins related 
to the MEK/ERK pathway were detected by Western blot. The experimental results showed that, compared with the 
control group, the LPS group showed a decrease in D450, ALP, staining intensity/D562, RUNX2 (runt related transcrip-
tion factor 2) mRNA and protein, OCN (osteocalcin) mRNA and protein, MEK, and p-ERK/ERK expression, and an 
increase in apoptosis rate, IL-1β, IL-6, and TNF-α levels and mRNA expression (P<0.05). Compared with the LPS 
group, the LPS+5 μmol/L PCA group and LPS+10 μmol/L PCA group showed an increase in D450, ALP, staining in-
tensity/D562, RUNX2 mRNA and protein, OCN mRNA and protein, MEK, and p-ERK/ERK expression, and a de-
crease in apoptosis rate, IL-1β, IL-6, and TNF-α levels and mRNA expression, with prominent differences between the 
groups (P<0.05). Compared with the LPS+10 μmol/L PCA group, the LPS+10 μmol/L PCA+inhibitor group showed 
a decrease in D450, ALP, staining intensity/D562, RUNX2 mRNA and protein, OCN mRNA and protein, MEK, and p-
ERK/ERK expression, and an increase in apoptosis rate, IL-1β, IL-6, and TNF-α levels and mRNA expression (P<0.05). 
PCA activates the MEK/ERK signaling pathway to alleviate LPS induced inflammatory injury in PDLSCs.

Keywords       protocatechuic acid; MEK/ERK signaling pathway; lipopolysaccharide; periodontal ligament 
stem cells; inflammatory injury

牙周炎是一种慢性炎症, 严重威胁着患者口腔健

康 , 其病理特征为牙槽骨和牙齿支持组织的破坏 , 使
牙周韧带退化和丧失 , 最终可能导致牙齿脱落 [1]。牙

周炎患者局部牙周组织中 , 脂多糖 (lipopolysaccha-
ride, LPS)是常见的毒力因子, 其作用于牙周组织, 可
促使炎症因子的产生, 破坏牙周微环境, 损害牙周组

织, 甚至可能通过体循环影响其他器官和系统, 增加

患慢性疾病如心血管疾病、糖尿病和类风湿性关

节炎的风险 [2]。牙周膜干细胞 (periodontal ligament 
stem cells, PDLSCs)是间充质干细胞的一个特殊亚

群, 具有自我更新能力和多向分化潜力, 在牙周组织

工程领域 , PDLSCs被视作最具应用前景的细胞类

型之一, 能够有效促进牙周组织再生, 然而在炎症微

环境下 , PDLSCs的功能会受到影响 , 如何保护其功

能成为亟待解决的问题 [3]。原儿茶酸 (protocatechuic 
acid, PCA)是一种天然存在的酚酸, 在水果、蔬菜以

及某些中草药中最为常见, 研究已证实, PCA具有抗

氧化、抗肿瘤以及抗炎等多种生物活性[4], 如已有研

究显示其在LPS诱导的人牙龈成纤维细胞炎症反应

中发挥抗炎作用 [5]。但在牙周炎中 , PCA对PDLSCs
的影响尚未得到充分研究。丝裂原活化蛋白激酶

家族由一组细胞内丝氨酸 /苏氨酸激酶组成 , 其包括

细胞外信号调节激酶 (extracellular signal-regulated 
kinase, ERK)、p38和c-Jun氨基末端激酶家族 , 能够

触发多种细胞过程, 包括增殖、炎症和细胞死亡, 以
响应不同的细胞外刺激 , 丝裂原活化蛋白激酶激酶

(mitogen-activated protein kinase kinase, MEK)/ERK通

路在炎症中具有特别重要的意义 , 当细胞受到外界炎

症刺激时 , MEK被激活 , 并磷酸化ERK使其进入到细

胞核内 , 激活转录因子 , 调控下游炎症相关基因的表

达, 促进促炎细胞因子的合成与释放, 加重炎症反应[6]。

最近研究发现牙周病的发生与MEK/ERK信号通路

有关 , 激活该通路有助于炎性细胞因子表达 [7]。但

PCA能否通过MEK/ERK信号通路减轻LPS诱导的

PDLSCs炎性损伤尚未报道 , 本研究通过建立LPS诱
导的PDLSCs牙周炎体外模型 , 旨在深入探索PCA对

PDLSCs炎性损伤的影响及潜在作用机制。与以往研

究相比 , 本研究的创新点在于首次将PCA、PDLSCs
以及MEK/ERK信号通路三者联系起来, 研究PCA在

牙周炎炎症微环境下对PDLSCs炎性损伤的保护作

用及机制 , 有望为牙周炎的治疗提供新的潜在靶点

和治疗策略。

1   材料与方法
1.1   细胞来源

美国模式培养物集存库(American Type Culture 
Collection, ATCC)提供PDLSCs, 采用DMEM培养

基培养 , 培养条件为37 °C、5% CO2, 当细胞扩增至

80%融合时进行传代, 每3天更换一次培养基。

1.2   主要材料

PCA(货号 : YT-P001)、LPS(货号 : YT-L003)、
茜素红(货号: YT-A005)购自北京伊塔生物科技有限

公司 ; MEK抑制剂U0126(货号 : RWD-U0126-10mg)
购自上海嵘崴达实业有限公司 ; 碱性磷酸酶 (alka-
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line phosphatase, ALP)试剂盒 (货号 : SHR-ALP-001)
购自南京赛泓瑞生物科技有限公司; MEK(货号 : 
ab32091)、ERK(货号: ab17942)、p-ERK(货号 : 
ab201015)抗体 , HRP偶联二抗 (货号: ab6721)购自

Abcam公司 ; 炎性因子 (IL-1β、IL-6和TNF-α)ELISA
试剂盒 (货号 : EKS-001、EKS-002、EKS-003)购自

上海吉泰依科赛生物科技有限公司 ; CCK-8试剂盒

(货号 : GK10001)购自上海吉至生化科技公司 ; 十六

烷基氯化吡啶(批号: C8510)购自Sigma-Aldrich公司; 
Triton X-100(批号 : T8200)购自北京索莱宝科技有限

公司 ; RIPA裂解液 (批号 : P0013B)购自上海碧云天

生物技术有限公司 ; 10% SDS-PAGE 凝胶制备试剂

盒 (批号 : C600522)购自南京金斯瑞生物科技有限公

司 ; ECL发光试剂 (批号 : WBKLS0500)购自Millipore
公司 ; 总RNA提取试剂盒 (批号 : DP430)购自北京天

根生化科技有限公司; 反转录试剂盒(批号: RR047A)
购自TaKaRa公司 ; SYBR Green Pro Taq HS预混型

qPCR试剂盒(批号: ES008)购自广州东盛生物科技有

限公司 ; 抗坏血酸 (批号 : A101214)、地塞米松 (批号 : 
D104422)、β-甘油磷酸钠 (批号 : G100222)购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司 ; Annexin V-异硫氰酸

荧光素(annexin V-fluorescein isothiocyanate, Annexin V-
FITC)/碘化丙啶 (propidium iodide, PI)凋亡试剂盒 (批
号: KGA108)购自南京凯基生物科技发展有限公司。

酶标仪(型号 : Elx800™ Absorbance Microplate 
Reader)、qRT-PCR仪 (型号 : CFX96™ Real-Time 
System)购自Bio-Rad公司 ; 全自动凝胶成像系统 (型
号 : OI1000型 )购自广州光仪生物科技有限公司 ; 倒
置显微镜 (型号 : CKX53型 )购自Olympus公司 ; 流
式细胞仪 (型号 : BD FACSCanto™ II)购自BD公司 ; 
CO₂培养箱(型号: Heracell™ 150i)购自ThermoFisher 
Scientific公司 ; 高速离心机 (型号 : Allegra™ X-30R)
购自Beckman Coulter公司。

1.3   细胞分组及处理

PDLSCs进行分组处理。对照 (control)组 : 
PDLSCs常规培养 , 不做处理 ; LPS组 : 以1.0 μg/mL 
LPS诱导PDLSCs 24 h[8]; LPS+5 μmol/L PCA组 : 以
1.0 μg/mL LPS诱导PDLSCs, 同时加入5 μmol/L PCA
处理24 h; LPS+10 μmol/L PCA组: 以1.0 μg/mL LPS
诱导PDLSCs, 同时加入10 μmol/L PCA处理24 h[5]; 
LPS+10 μmol/L PCA+U0126组: 以1.0 μg/mL LPS诱
导PDLSCs, 同时加入10 μmol/L PCA、20 μmol/L的

MEK抑制剂U0126处理24 h[9]。

1.4   CCK-8法检测细胞增殖

以每孔1×104个PDLSCs接种于96孔板中, 根据分

组更换培养基, 培养24 h, 加入10 μL CCK-8溶液, 进一

步孵育2 h(37 °C、5% CO2), 使用酶标仪测量450 nm
的吸光度(D)值。

1.5   ELISA试剂盒检测炎症因子水平

以每孔5×104个细胞接种PDLSCs, 根据分组更

换培养基 , 培养24 h, 收集上清液 , 并按照试剂盒说

明操作 , 加入终止溶液后 , 在450 nm处测量吸光度

值, 并使用标准曲线数据进行线性回归, 计算样品中

IL-1β、IL-6和TNF-α水平。

1.6   流式细胞术检测细胞凋亡

将处理PDLSCs重悬于结合缓冲液中 , 然后加

入Annexin V-异硫氰酸荧光素和碘化丙啶, 经流式仪

检测细胞凋亡率。

1.7   茜素红染色检测矿化结节

将PDLSCs以每孔 2×10⁵个细胞的密度接种在

6孔板中 , 根据分组更换培养基 , 在成骨诱导培养基

(100 nmol/L地塞米松、10% FBS、50 μg/mL抗坏血

酸和10 mmol/l β-甘油磷酸钠组成 )中培养21天 , 每3
天更换一次成骨诱导培养基, 加入4%多聚甲醛溶液, 
在室温下固定30 min; 固定完成后, 弃去固定液, 用蒸

馏水冲洗 , 加入2%茜素红溶液在室温下染色30 min, 
用蒸馏水冲洗PDLSCs, 采用CKX53型倒置显微镜拍

摄染色结果 , 然后通过添加10%十六烷基氯化吡啶

进行溶解并定量染色强度。

1.8   ALP试剂盒检测ALP含量

各组 PDLSCs在成骨诱导培养基 (成分组成

同上 )中培养 ,  使用聚乙二醇辛基苯基醚中裂解

PDLSCs, 提取上清液 , 并取适量细胞裂解液接种在96
孔板中, 与显色底物在37 °C避光孵育30 min, 终止溶液

终止反应, 在405 nm处检测吸光度值以计算ALP活性。

1.9   qRT-PCR检测成骨因子及炎症因子表达水平

提取接受14天成骨诱导的PDLSCs细胞中的总

RNA, 采用反转录试剂盒将RNA反转录成cDNA, 利
用SYBR GreenPro Taq HS预混型qPCR试剂盒进行

qRT-PCR, 相对定量法计算基因mRNA的相对表达 , 
引物序列见表1。
1.10   Western blot检测MEK/ERK通路相关蛋白

表达情况

各组PDLSCs经成骨诱导培养基培养 , 用RIPA



3195李素霞等: 原儿茶酸调节MEK/ERK信号通路对LPS诱导的牙周膜干细胞炎性损伤的影响

裂解物分离总细胞蛋白 , 使用10% SDS-PAGE凝胶

分离等量总蛋白 , 随后转膜、封闭 , 在 4 °C下用一

抗 (MEK、p-ERK、ERK)探测过夜 , 一抗稀释比为

随后在室温下与适当的HRP偶联二抗孵育 ,000 1׃1

2 h, 二抗稀释比为1000 2׃, ECL发光试剂曝光, 使用

ImageJ分析每个蛋白质条带灰度值。

1.11   统计分析

SPSS 26.0软件分析结果 , 以均数±标准差 (x
_
±s)

表示数据, 数据均满足状态分布及方差齐性, 采用单

因素方差分析 , 当单因素方差分析结果显示组间存

在统计学差异, 两两比较行SNK-q检验; P<0.05表示

差异有统计学意义。

2   结果
2.1   PCA提高PDLSCs中D450值

与对照组相比 , LPS组D450降低 (P<0.05); 与
LPS组相比 , LPS+5 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/
L PCA组D450增加 (P<0.05); 与LPS+5 μmol/L PCA
组相比 , LPS+10 μmol/L PCA组D450增加 (P<0.05); 
与LPS+10 μmol/L PCA组相比 , LPS+10 μmol/L 
PCA+U0126组D450降低(P<0.05); 见图1。
2.2   PCA抑制PDLSCs凋亡

与对照组相比 , LPS组凋亡率增加 (P<0.05); 与
LPS组相比, LPS+5 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/L 
PCA组凋亡率降低 (P<0.05); 与LPS+5 μmol/L PCA
组相比, LPS+10 μmol/L PCA组凋亡率降低(P<0.05); 
与LPS+10 μmol/L PCA组相比 , LPS+10 μmol/L 

PCA+U0126组凋亡率增加(P<0.05); 见图2和图3。
2.3   PCA抑制PDLSCs中 IL-1β、IL-6和TNF-α 
mRNA表达

与对照组相比 , LPS组 IL-1β、IL-6、TNF-α 
mRNA表达水平增加 (P<0.05);  与 LPS组相比 , 
LPS+5 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/L PCA组 IL-
1β、IL-6、TNF-α mRNA表达水平降低 (P<0.05); 与
LPS+5 μmol/L PCA组相比 , LPS+10 μmol/L PCA组

IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA表达水平降低 (P<0.05); 
与LPS+10 μmol/L PCA组相比 , LPS+10 μmol/L 
PCA+U0126组IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA表达水平

增加(P<0.05); 见图4。
2.4   PCA上调PDLSCs中RUNX2、OCN mRNA
的表达

与对照组相比, LPS组RUNX2、OCN mRNA表达

水平降低(P<0.05); 与LPS组相比, LPS+5 μmol/L PCA
组、LPS+10 μmol/L PCA组RUNX2、OCN mRNA
表达水平增加 (P<0.05); 与LPS+5 μmol/L PCA组相

比 , LPS+10 μmol/L PCA组RUNX2、OCN mRNA表

达水平增加 (P<0.05); 与LPS+10 μmol/L PCA组相

比 , LPS+10 μmol/L PCA+U0126组RUNX2、OCN 
mRNA表达水平降低(P<0.05); 见图5。
2.5   PCA降低PDLSCs中IL-1β、IL-6和TNF-α的
水平

与对照组相比 , LPS组 IL-1β、IL-6和TNF-α增
加 (P<0.05); 与LPS组相比 , LPS+5 μmol/L PCA组、

LPS+10 μmol/L PCA组IL-1β、IL-6和TNF-α降低(P<0.05); 

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   Sequences of qRT-PCR primers
引物名称(NCBI核酸序列登录号)
Primer name (NCBI nucleic acid sequence accession 
number)

方向

Direction
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

碱基数/bp
Base number /bp

TNF-α (NM_000594.4) F CCC AGG GAC CTC TCT CTA ATC 125

R ATG GGC TAC AGG CTT GTC ACT

IL-6 (NM_000600.4) F AGG AGA CTT GCC TGG TGA AA 185

R GCA TTT GTG GTT GGG TCA GG

IL-1β (NM_000576.4) F GGA CAG GAT ATG GAG CAA CAA GTG G 143

R TCA TCT TTC AAC ACG CAG GAC AGG

RUNX2 (NM_004348.4) F CCA CCG AGA CCA ACA GAG TC 164

R TCA CTG TGC TGA AGA GGC TG

OCN (NM_007541.4) F CCA CCG AGA CAC CAT GAG AG 137

R CGC CTG GGT CTC TTC ACT AC

β-actin (NM_001101.5) F CTT CGC GGG CGA CGA T 125

R CCA CAT AGG AAT CCT TCT GAC C
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与LPS+5 μmol/L PCA组相比, LPS+10 μmol/L PCA组IL-
1β、IL-6和TNF-α降低(P<0.05); 与LPS+10 μmol/L PCA
组相比 , LPS+10 μmol/L PCA+U0126组 IL-1β、IL-6
和TNF-α增加(P<0.05); 见图6。

2.6   PCA增加PDLSCs中矿化结节、染色强度及

ALP水平

与对照组相比 , LPS组矿化结节形成能力显著降

低 , ALP、染色强度 /D562降低(P<0.05); 与LPS组相比 , 

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与LPS组比较; &P<0.05, 与LPS+5 μmol/L PCA组比较;  $P<0.05, 与LPS+10 μmol/L PCA组比较。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the LPS group; &P<0.05 compared with the LPS+5 μmol/L PCA group; $P<0.05 
compared with the LPS+10 μmol/L PCA group.

图1   PDLSCs中D450变化

Fig.1   The D450 changes in PDLSCs
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图2   各组PDLSCs的凋亡变化

Fig.2   The changes in apoptosis of PDLSCs in each group
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*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与LPS组比较; &P<0.05, 与LPS+5 μmol/L PCA组比较;  $P<0.05, 与LPS+10 μmol/L PCA组比较。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the LPS group; &P<0.05 compared with the LPS+5 μmol/L PCA group; $P<0.05 
compared with the LPS+10 μmol/L PCA group.

图3   PDLSCs中凋亡率变化

Fig.3   The changes in apoptosis rate in PDLSCs
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LPS+5 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/L PCA组矿化结节

形成能力显著增加, ALP、染色强度/D562增加(P<0.05); 
与LPS+5 μmol/L PCA组相比 , LPS+10 μmol/L PCA组矿

化结节形成能力显著增加 , ALP、染色强度 /D562增加

(P<0.05); 与LPS+10 μmol/L PCA组相比, LPS+10 μmol/L 
PCA+U0126组矿化结节形成能力显著降低 , ALP、
染色强度/D562降低(P<0.05); 见图7和图8。
2.7   PCA上调PDLSCs中MEK、p-ERK/ERK、

RUNX2、OCN的蛋白表达

与对照组相比 , LPS组 MEK、p-ERK/ERK、

RUNX2、OCN表达水平降低 (P<0.05); 与LPS组相

比 , LPS+5 μmol/L PCA组、LPS+10 μmol/L PCA组

MEK、p-ERK/ERK、RUNX2、OCN表达水平增

加 (P<0.05); 与LPS+5 μmol/L PCA组相比 , LPS+10 
μmol/L PCA组MEK、p-ERK/ERK、RUNX2、OCN
表达水平增加(P<0.05); 与LPS+10 μmol/L PCA组相比, 
LPS+10 μmol/L PCA+U0126组MEK、p-ERK/ERK、

RUNX2、OCN蛋白表达水平降低(P<0.05); 见图9和
图10。

3   讨论
牙周炎属于常见的口腔炎症性疾病 , 其可能在

全身性疾病的发生或进展中发挥作用 , 对人类的生

活质量产生重大影响 [10]。目前牙周炎的治疗选择包

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与LPS组比较; &P<0.05, 与LPS+5 μmol/L PCA组比较;  $P<0.05, 与LPS+10 μmol/L PCA组比较。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the LPS group; &P<0.05 compared with the LPS+5 μmol/L PCA group; $P<0.05 
compared with the LPS+10 μmol/L PCA group.

图4   PDLSCs中IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA表达变化

Fig.4   The mRNA expression changes of IL-1β, IL-6, and TNF-α in PDLSCs
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*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与LPS组比较; &P<0.05, 与LPS+5 μmol/L PCA组比较;  $P<0.05, 与LPS+10 μmol/L PCA组比较。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the LPS group; &P<0.05 compared with the LPS+5 μmol/L PCA group; $P<0.05 
compared with the LPS+10 μmol/L PCA group.

图5   PDLSCs中RUNX2、OCN mRNA表达变化

Fig.5    The mRNA expression changes of RUNX2 and OCN in PDLSCs
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括龈上洁治术、龈下刮治术等 , 但其治疗往往需要

联合药物辅助治疗, 目前辅助药物以抗菌药为主, 存
在易诱导细菌耐药性、对炎症微环境作用有限等不

足 , 故探索发病机制、研发新型辅助治疗药物是临

床关键任务[11]。

中草药因其使用历史悠久、成本低且安全性高

受到人们的关注 , PCA是一种广泛分布的天然酚酸 , 
具有抗炎、抗氧化和抗肿瘤等多种药理活性 [12], 在
牙周炎中 , LPS被认为是导致牙周组织炎症和细胞

损伤的常见因素 , LPS是革兰氏阴性菌细胞壁的主

要成分 , 导致牙周组织中中性粒细胞、单核细胞和

淋巴细胞浸润 , 释放大量 IL-1β、TNF-α、IL-6等炎
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*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与LPS组比较; &P<0.05, 与LPS+5 μmol/L PCA组比较;  $P<0.05, 与LPS+10 μmol/L PCA组比较。n=6。
*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05, compared with the LPS group; &P<0.05 compared with the LPS+5 μmol/L PCA group; $P<0.05 
compared with the LPS+10 μmol/L PCA group. n=6.

图6   PDLSCs中IL-1β、IL-6和TNF-α变化

Fig.6   The changes of IL-1β, IL-6 and TNF-α in PDLSCs 

图7   茜素红染色观察PDLSCs中矿化结节变化

Fig.7   Observation of mineralized nodule changes in PDLSCs by alizarin red staining 
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*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与LPS组比较; &P<0.05, 与LPS+5 μmol/L PCA组比较;  $P<0.05, 与LPS+10 μmol/L PCA组比较。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the LPS group; &P<0.05 compared with the LPS+5 μmol/L PCA group; $P<0.05 
compared with the LPS+10 μmol/L PCA group.

图8   PDLSCs中ALP、染色强度/D562变化

Fig.8   ALP and staining intensity/D562 changes in PDLSCs
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症因子, 加重炎症反应, 使得牙周组织聚集更多的免

疫细胞 , 同时破坏牙槽骨中骨吸收和骨再生之间的

平衡, 导致牙槽骨吸收, 因此炎性反应在牙周炎中至

关重要 [13-14]。PDLSCs具备干细胞特性如分化、免

疫调节、克隆和增殖及再生潜能 , 在牙周组织再生

及免疫调节过程中发挥关键作用 , 在牙周炎发展过

程中, 炎症微环境可抑制PDLSCs的自我更新与成骨

分化 , 影响牙槽骨再生与重塑 , 研究PDLSCs对治疗

牙周炎至关重要[15-16]。本研究通过LPS处理PDLSCs
模拟牙周炎的炎症微环境 , 结果显示 IL-1β、IL-6、
TNF-α水平增加 , 细胞活力降低 , 凋亡增加 , 提示体

外成功构建了牙周炎细胞模型。而PCA处理显著降

低了LPS诱导的PDLSCs释放的IL-1β、IL-6、TNF-α
水平 , 这与PCA其他炎症模型中的抗炎作用相符。

例如 , PCA可抑制LPS诱导的神经炎症和肾脏损伤

中的炎症反应 [12,17], 其机制可能与抑制炎症信号通

路的激活有关。马涛等 [5]发现PCA可抑制LPS诱导

的牙周膜成纤维细胞炎症反应 , 本研究进一步扩展

了PCA在牙周组织中的抗炎作用范围 , 表明了其对

炎症环境中的PDLSCs也具有保护作用。牙周炎导

致PDLSCs成骨能力下降, 抑制其成骨分化相关基因

的表达 , 阻碍牙槽骨再生 , 如 IL-1β和TNF-α能抑制

成骨转录因子RUNX2的表达 , RUNX2是PDLSCs向
成骨细胞分化的关键调控因子 , 其表达受抑制会阻

OCN 11 kDa

57 kDaRUNX2

44 kDap-ERK

ERK 44 kDa

70 kDa

42 kDaβ-actin

MEK

А C EB D

A: 对照组; B: LPS组; C: LPS+5 μmol/L PCA组; D: LPS+10 μmol/L PCA组; E: LPS+10 μmol/L PCA+U0126组。

A: the control group; B: the LPS group; C: the LPS+5 μmol/L PCA group; D: the LPS+10 μmol/L PCA group; E: the LPS+10 μmol/L PCA+U0126 
group.

图9   PDLSCs中MEK、p-ERK、ERK、RUNX2、OCN蛋白表达

Fig.9   Protein expression of MEK, p-ERK, ERK, RUNX2 and OCN in PDLSCs 
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*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与LPS组比较; &P<0.05, 与LPS+5 μmol/L PCA组比较;  $P<0.05, 与LPS+10 μmol/L PCA组比较。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the LPS group; &P<0.05 compared with the LPS+5 μmol/L PCA group; $P<0.05 
compared with the LPS+10 μmol/L PCA group.

图10   PDLSCs中MEK、p-ERK/ERK、RUNX2、OCN蛋白表达变化

Fig.10   Protein expression changes of MEK, p-ERK/ERK, RUNX2, and OCN in PDLSCs
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碍PDLSCs成骨分化发展 [18]。OCN是一种在骨组织中

特异性表达的非胶原蛋白 , 其水平在成骨分化过程中

可作为成骨分化成熟度的标志 [19]。ALP对骨形成过

程中的矿化至关重要, 是成骨分化的标志物[20]。本研

究结果显示 , PCA处理后 , ALP、RUNX2、OCN的

表达得到了恢复 , 促进了PDLSCs的成骨分化 , 首次

证实其在牙周炎模型中能促进PDLSCs成骨分化, 进
一步拓展了PCA的药理应用应用范围 , 同时也表明 
PCA凭借其调控PDLSCs成骨分化的独特作用可能

成为治疗牙周炎的候选药物。

MEK/ERK级联反应是一条重要的多功能信号

通路 , 参与炎症和免疫的调节 , 其中ERK通路属于

MAPK家族 , 介导细胞生物学过程及氧化应激、炎

症等各种生理和病理过程 , ERK可激活下游转录因

子NF-κB, 影响炎性细胞因子的分泌 , 导致炎症性疾

病的发生 [21-22]。本研究结果显示LPS处理PDLSCs
后 , MEK、p-ERK/ERK表达及成骨分化被抑制 , 促
进炎性反应 , 提示MEK/ERK通路参与牙周炎发展 , 
与先前研究结果吻合 [7]。JIANG等 [23]研究表明激活

ERK表达 , 从而缓解炎症 , 促进间充质干细胞增殖

和成骨分化 , 为本研究中MEK/ERK通路在牙周炎

中的作用提供了支持。已有研究显示 PCA可通过

调节 MEK/ERK通路在肾损伤等多种疾病中发挥作

用 , 如在LPS诱导的小鼠肾损伤模型中 , PCA可通过

下调TLR-4介导的 IKBKB/NF-κB和MAPK/ERK信

号通路 , 减轻肾脏损伤 [17]。在Aβ1-42诱导的海马神

经元损伤中 [24], 神经元生存率下降 , ERK蛋白表达下

调 , 而添加PCA后 , 细胞存活率提高 , 且ERK蛋白表

达上调 , 以上结果提示PCA可能通过调节MEK/ERK
通路在疾病中发挥作用。本研究结果显示 PCA处

理上调MEK、p-ERK/ERK表达 , 增加炎症微环境

下PDLSCs活力 , 促进其成骨分化 , 推测其可能激活

MEK/ERK通路 , 减少炎性细胞因子的产生 , 进而在

牙周炎中发挥抗炎作用; 同时PCA激活的MEK/ERK
通路 , 可能通过上调成骨相关转录因子 , 如ALP、
RUNX2、OCN等的表达 , 促进PDLSCs向成骨细胞

分化, 增强其成骨能力, 这有助于牙周组织的修复与

再生。为验证该机制, 实验引入MEK抑制剂, 结果显

示其加入在一定程度上逆转了LPS诱导的PDLSCs
炎性损伤 , 且削弱了PCA对该炎性损伤的抑制效应 , 
但并未完全消除这一效应, 这表明MEK/ERK通路可

能仅是PCA发挥作用的部分通路 , PCA或许还通过

其他信号通路共同参与对LPS诱导的PDLSCs炎性

损伤的保护过程 , 这一推测有待后续进一步研究证

实。

综上所述 , 本研究首次明确了PCA对LPS诱导

的PDLSCs炎性损伤的保护作用及对成骨分化的促

进作用 , 且初步探究了其与MEK/ERK通路的关联 , 
为阐明PCA在牙周炎治疗中的作用机制提供了实验

依据。然而本研究仍存在一些局限性 , 如未在动物

模型中验证其疗效 , 对于是否存在其他协同作用的

信号通路也未进行研究 , 未来将构建牙周炎动物模

型 , 评估PCA的体内治疗效果 ; 进一步通过基因敲

除、过表达等手段明确MEK/ERK信号通路及下游

因子在PCA调控PDLSCs成骨分化过程中的作用机

制, 并探寻可能参与其中的其他信号通路; 开展PCA
的药物剂量的优化研究 , 明确其有效治疗剂量范围 , 
探究是否具有转化意义 , 为其临床应用提供更充分

的证据。
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