
牙周炎会损害牙龈、牙周韧带和牙槽骨，并导致成 骨能力下降和牙周骨组织损伤［1,2］。目前临床治疗慢性牙

周炎主要通过洗牙和牙周刮治清楚牙周细菌［3］，对于较

严重的患者还可服用抗生素。然而目前的治疗方法对30%

以上的重度牙周炎患者是无效的［4］，因此亟需新的治疗

方式。近来利用人牙周膜干细胞（hPDLSCs）增殖和分化

为牙周组织已经成为治疗牙周病的新手段［5, 6］，然而在炎

症状态下hPDLSCs的增殖和再生能力不足以修复牙周
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摘要：目的 探讨人骨髓间充质干细胞（hBMMSCs）外泌体来源的 miR-335-5p 调控 DKK1 对人牙周炎中牙周膜干细胞

（PDLSCs）成骨分化的影响及其作用机制。方法 提取hBMMSCs外泌体，通过透射电镜、Western blot以及PKH67标记鉴定外

泌体，通过TNF-α诱导PDLSCs构建牙周炎细胞模型。提取的外泌体与TNF-α诱导的PDLSCs共同培养。qRT-PCR检测miR-

335-5p，促炎因子 IL-1β、IL-6、IL-8 和成骨标志基因 RunX2、OCN、BMP-2 mRNA 表达。茜素红和 ALP 染色检测钙结节，

Western blot检测DKK1蛋白表达，双荧光素酶报告实验验证miR-335-5p与DKK1的靶向关系。结果 提取的hBMMSCs外

泌体中CD9和CD81显著表达（P<0.05）。hBMMSC外泌体降低TNF-α诱导的hPDLSCs中促炎细胞因子 IL-1β（P<0.01）、IL-

6（P<0.05）、IL-8（P<0.05）的mRNA表达并促进成骨标志基因RunX2（P<0.01）、OCN（P<0.05）、BMP-2（P<0.001）mRNA和钙结

节生成。miR-335-5p在hBMMSCs外泌体中高表达，过表达miR-335-5p靶向下调DKK1（P<0.001），抑制促炎细胞因子 IL-1β、

IL-6、IL-8的表达（P<0.001），促进成骨标志物BMP-2、OCN、RunX2的 mRNA表达以及钙结节生成（P<0.001）。结论 hBMMSC

外泌体来源的miR-335-5p靶向下调DKK1，促进hPDLSCs成骨分化，抑制牙周炎的发展进程。
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Abstract: Objective To observe the effect of miR-335-5p derived from human bone marrow mesenchymal stem cell
(hBMMSCs) exosomes on osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cell (PDLSCs) model of periodontitis
and explore its mechanism. Methods The exosomes extracted from hBMMSCs were identified by transmission electron
microscopy, Western blotting and PKH67 labeling. The human PDLSC model of TNF-α-induced periodontitis were co-cultured
with the extracted exosomes, and qRT-PCR was performed to detect the changes in the expressions of miR-335-5p and the
mRNA levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6, and IL-8) and the osteogenic marker genes (RunX2, OCN and BMP-2).
Alizarin red staining and ALP staining were used to detect the formation of calcium nodules in the treated cells, and the
expression level of DKK1 protein was detected with Western blotting. Dual luciferase reporter gene assay was used to verify
the targeting relationship between miR-335-5p and DKK1. Results High expressions of CD9 and CD81 were detected in the
extracted hBMMSC exosomes (P<0.05). In TNF-α-induced hPDLSCs, treatment with the extracted exosomes significantly
reduced the mRNA expressions of IL-1β, IL-6 and IL-8, enhanced the mRNA expressions of RunX2, OCN, and BMP-2, and
promoted the formation of calcium nodules. MiR-335-5p was highly expressed in hBMMSC-derived exosomes, and
overexpression of miR-335-5p significantly downregulated DKK1 protein expression, inhibited the mRNA expressions of IL-
1β, IL-6 and IL-8, and promoted the mRNA expressions of osteogenic markers and the formation of calcium nodules in
hPDLSCs. Conclusion HBMMSC exosome-derived miR-335-5p promotes osteogenic differentiation of hPDLSCs and inhibits
the development of periodontitis by downregulating DKK1.
Keywords: periodontitis; bone marrow mesenchymal stem cells; exosomes; miR-335-5p; periodontal ligament stem cells;
osteogenic differentiation
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组织，因而疗效不佳。人骨髓间充质干细胞（hBMMSCs）

可以通过分泌外泌体促进hPDLSCs的增殖和分化，从

而促进牙周组织再生和牙周炎的愈合［7,8］，然而hBMMSCs

通过外泌体促进牙周组织再生和牙周炎愈合的机制尚

不清楚。外泌体中有大量的miRNA，miRNA可以作为

牙周炎诊断的分子标志研究标志［9］。miR-335-5p是近

来发现的短链非编码RNA，研究表明miR-335-5p可以

促进小鼠成骨分化［10］，且miR-335-5p在人牙周炎牙周

组织中表达下调［11］。但目前尚没有hBMMSCs外泌体

miR-335-5p在牙周炎成骨分化中的研究报道。因此，

本研究推测hBMMSCs外泌体可能通过miR-335-5p促

进hPDLSCs增殖分化从而促进牙周组织再生和牙周炎

的愈合，并通过实验进一步探究具体的调控机制。

1 材料和方法

1.1 细胞培养和诱导

hBMMSCs和hPDLSCs购自武汉普诺赛生命科技

有限公司。hBMMSCs经免疫荧光检测，CD29和CD90

阳性率达90%以上。hPDLSCs经免疫荧光检测，CD44

阳性率达90%以上。接种于含有双抗和10% FBS完全

培养基中。待细胞融合至70%~80%时，重悬细胞，将细胞

浓度调整为1×105/mL，接种后培养24 h，待其贴壁后饥

饿处理再进行后续实验。取生长良好的hPDLSCs，培养

在添加100 nmol/L地塞米松、200 μmol/L L-抗坏血酸和

10 mmol/L β-磷酸甘油的标准生长培养基中以诱导成骨

分化，2 d/次换液。

1.2 外泌体的分离和鉴定

采用细胞上清液外泌体提取试剂盒（普利莱，中国）

提取hBMMSCs上清液中外泌体。使用扫描透射电镜

观察细胞形态和Western blot检测外泌体中CD9、CD81

的表达用于外泌体的鉴定。

1.3 外泌体摄取实验

外泌体用PKH67染色并加到hPDLSCs培养基中，

分别在加入外泌体后的3、6、12、24、36、48、72 h在荧光

显微镜（Olympus）下观察并获取图像，使用ImageJ计算

荧光强度。

1.4 细胞转染

将 mimic NC 或 miR-335-5p mimic 转 染 进

hBMMSCs后提取外泌体。牙周炎细胞模型采用10 ng/mL

TNF-α诱导hPDLSCs 12 h后再加入提取的外泌体进行

处理，如需转染pcDNA-DKK1或pcDNA-NC，则在诱

导炎症状态后再转染。细胞转染为当细胞生长至融合

度为80%~90%时使用Lipofectamine 3000（Invitrogen）

进行转染，上述序列均由广州锐博生物合成。加入外泌

体处理3 d后，进行后续检测。

1.5 细胞分组

将细胞分为 6 组：Ctrl 组（hPDLSCs），TNF-α组

（hPDLSCs+10ng/mLTNF-α），TNF-α+Exo组（hPDLSCs+

10 ng/mL TNF-α+hBMMSCs-Exo），TNF-α+Exo/miR-

NC 组（hPDLSCs+10 ng/mL TNF-α+hBMMSCs-Exo/

miR-NC），TNF-α + Exo/miR-335-5p 组（hPDLSCs +

10 ng/mL TNF-α+hBMMSCs-Exo/miR‐335‐5p mimic），

TNF-α + Exo/miR-335-5p + DKK1 组（hPDLSCs +

10 ng/mL TNF-α+hBMMSCs-Exo/miR-335-5p mimic+

pcDNA-DKK1）。

1.6 Western blot

RIPA裂解细胞，提取总蛋白，BCA法进行蛋白浓

度测定，外泌体标志蛋白不需要提取直接用BCA法测

定蛋白浓度。用10% SDS-PAGE凝胶分离蛋白，分离

后转移到PVDF膜上，并用5%的脱脂奶粉在室温下封

闭 1 h，和一抗 CD9（1/2000，abcam）、CD81（1/1000，

abcam）、Wnt（1/1000，abcam）、β-catenin（1/1000，abcam）

孵育过夜，PBST洗膜后和在室温下和二抗孵育1 h，再

次洗膜后用ECL系统检测，灰度值用 Image J测量。

1.7 qRT-PCR

用Trizol法提取细胞中总RNA，用分光光度法测

定RNA浓度，使用逆转录酶试剂盒（赛默飞）将RNA逆

转录为cDNA。然后在qRT-PCR反应体系中进行扩增

和测序。mRNA以GAPDH为内参，miRNA以U6为内

参，采用2-ΔΔCt法计算RNA相对表达量。qRT-PCR扩增

引物序列见表1。

1.8 茜素红染色

茜素红染色用于检测骨结节的形成。细胞处理

14 d后，用4%多聚甲醛固定25 min，用PBS清洗后加入

Target

miR-335-5p

IL-1β

IL-6

IL-8

RunX2

OCN

BMP-2

U6

GAPDH

Primer sequences (F: forward, R: reverse, 5'-3')

F: GCTCAGTGCACTACAGAAC

R: GCTGTCAACGATACGCTACG

F: ATGGCAGAAGTACCTAAGCTCGC

R: ACACAAATTGCATGGTGAAGTCAGTT

F: ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC

R: GAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG

F: ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT

R: TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC

F: TGGTTACTGTCATGGCGGGTA

R: TCTCAGATCGTTGAACCTTGCTA

F: GCAGCCACCGAGACACCAT

R: AGAGCGACACCCTAGACCG

F: TCTGCGGTCTCCTAAAGGTC

R: GGAAGCAGCAACGCTAGAAG

F: GCTTCGGCAGCACATATACTAA

R: CGAATTTGCGTGTCATCCTT

F: CGAATTTGCGTGTCATCCTT

R: CGAATTTGCGTGTCATCCTT

表1 qRT-PCR引物序列
Tab.1 Primer sequences for qRT-PCR
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40 mmol/L茜素红染液染色10 min，然后用PBS清洗直

至透明。

1.9 Alkaline phosphatase（ALP）染色

ALP染色可以检测ALP在细胞中的表达量。细胞

处理3 d后，用10%福尔马林固定细胞10 min，之后用

0.1%萘酚AS-MX、0.1%耐晒兰BB盐和0.1 Tris-buffer

（pH 9.2）在37℃下染色，30 min后用蒸馏水洗涤。

1.10 双荧光素酶报告基因实验

ENCORI 数据库预测 miR-335-5p 的靶基因为

DKK1。将DKK1和miR-335-5p结合的位点进行点突

变，克隆并扩增野生型（WT）和突变型（MUT）的DKK1

的 3'-UTR，将PCR产物插入 pMirGlo Dual-Luciferase

载体，分别将荧光载体和miR-335-5p mimic或mimic

NC转染进293T细胞。转染48 h后，用荧光素酶检测试

剂盒（Promega）检测细胞中的荧光素酶活性。

1.11 统计学分析

所有数据采用GraphPad Prism 9.0进行分析并作

图，定量数据采用均数±标准差表示，多组比较采用

One-Way ANOVA分析，通过Student's-t test分析两组

之间的差异。P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 外泌体的鉴定和摄取

分离纯化后的外泌体，用透射电子显微镜观察发

现，分离出的物质为双层膜的圆形或椭圆形囊泡，直

径约为100 nm（图1A）。进一步采用Western blot检测

显示，CD9和CD81在分离纯化得到的囊泡中高表达

（P<0.05，图1B~D）。结果显示成功提取外泌体。

图1 hBMMSCs中外泌体鉴定
Fig.1 Identification of exosomes from human bone marrow mesenchymal stem cells (hBMMSCs). A: Transmission electron microscopy of
the exosomes. B-D: Western blotting for detecting the expressions of CD9 and CD81 in the exosomes. *P<0.05.
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为确定hPDLSCs能否摄取hBMMSCs外泌体及最

佳处理时间，将PHK67标记的外泌体加入hPDLSCs细

胞中，不同时间点用荧光显微镜观察显示，6 h后荧光强

度最强（图2A，B）。后续实验中，外泌体处理的时间均

为6 h。qRT-PCR检测结果显示，miR-335-5p在外泌体

中高表达（P<0.01，图2C）。

2.2 hBMMSCs 来 源 的 外 泌 体 促 进 慢 性 牙 周 炎

hPDLSCs成骨分化

将10 ng/mL hPDLSCs培养12 h后，加入10 ng/mL

外泌体。6 h后，qRT-PCR检测显示，TNF-α组中促炎细

胞因子 IL-1β、IL-6、IL-8水平高于NC组（均P<0.001，

图3A~C），加入hBMMSC-exo降低促炎因子的表达（均

P<0.05）。在TNF-α诱导下细胞中成骨分化标志基因

RunX2、OCN、BMP-2 mRNA 表达降低（均 P<0.001，

图 3D~F），加 入 hBMMSCs-exo 后 RunX2、OCN、

BMP-2表达高于TNF-α组（均P<0.05）。茜素红和ALP

染色结果显示，TNF-α处理降低了细胞中钙结节的数

量，而hBMMSCs来源的外泌体增加了细胞中钙结节的

数量（图3G、H）。

2.3 hBMMSCs-exo来源的miR-335-5p调控hPDLSCs

成骨分化

qRT-PCR检测显示，miR-335-5p在炎症状态下明

显下调（P<0.0001，图4A）。同时，将转染mimic NC和

miR- 335- 5p mimic 的 hBMMSCs- exo 与 hPDLSCs 共

培。RT-qPCR检测发现，TNF-α+Exo/miR‐335‐5p组

中 miR-335-5p 的表达高于 TNF-α+Exo/miR-NC 组

（P<0.01，图4A）。

相比于TNF-α组，TNF-α+Exo/miR-NC组中促炎

因子 IL- 1β（P<0.0001）、IL- 6（P<0.01）、IL- 8 mRNA

（P<0.01）水平升高（图4B~D）；成骨细胞标志物BMP-2、

OCN、RunX2 mRNA 表达降低（P<0.01，图 4E~G）。

TNF-α+Exo/miR‐335‐5p组中 IL-1β、IL-6、IL-8表达低

于TNF-α+Exo/miR-NC组（P<0.05），BMP-2、OCN（P<

0.001）、RunX2上水平高于TNF-α+Exo/miR-NC组。此

外茜素红染色和ALP染色的结果也显示，TNF-α诱导的

炎症状态下细胞中钙结节和ALP减少，而外泌体作用

增加了hPDLSCs中钙结节和ALP，miR‐335‐5p mimic

的转染进一步增加了ALP和钙结节的数量（图4H、I）。
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2.4 hBMMSCs外泌体来源的miR-335-5p靶向DKK1

调控hPDLSCs成骨分化

通过starbase数据库预测miR-335-5p的下游靶标，

发现DKK1和miR-335-5p具有潜在结合位点（图5A）。

双荧光素酶报告基因实验显示，过表达miR-335-5p可

抑制野生型DKK1的荧光素酶活性（P<0.001，图5B），

对突变型DKK1荧光素酶活性无明显作用。Western

blot检测hPDLSCs中DKK1的表达显示，与Ctrl组相

比，在TNF-α组DKK1表达明显上调（P<0.001，图5C）。

hBMMSCs外泌体处理后hPDLSCs中DKK1的表达下

调（P<0.001），过表达miR-335-5p进一步降低DKK1的

表达（P<0.01），pcDNA-DKK1可逆转过表达miR‐335‐

5p对DKK1表达的抑制作用（P<0.01）。

进一步通过探索 hBMMSCs外泌体来源的miR-

335-5p通过DKK1对hPDLSCs成骨分化的调控作用。

qRT-PCR结果显示，同时过表达miR-335-5p和DKK1

组中促炎细胞因子IL-1β、IL-6、IL-8 mRNA水平明显高

于仅过表达miR-335-5p（均P<0.05，图5E~J），成骨细胞

标志基因RunX2、OCN、BMP-2 mRNA表达水平明显

低于仅过表达miR-335-5p（均P<0.05，图5H~J）。茜素

红染色和ALP染色也显示miR-335-5p通过下调DKK1

表达促进hPDLSCs成骨分化（图5K、L）。

3 讨论

消除牙周组织的炎症可以阻断牙周炎的进展，牙周

组织的再生和重建是牙周炎治疗的关键［11-14］。干细胞是

一种未充分分化的细胞，已被应用于再生医学，可增殖

分化修复再生组织［15］。hPDLSCs是来源于牙周组织的

一种成体干细胞［5］，是牙周组织修复和再生中的关键细

胞。而牙周炎患者牙周组织处于炎症状态，hPDLSCs

的增殖和分化能力受到限制［16］。研究发现hBMMSCs

外泌体可以促进hPDLSCs成骨分化［17］。本研究通过提

取并鉴定hBMMSCs外泌体，发现其在TNF-α诱导的炎

症状态下可促进hPDLSCs成骨分化，为牙周炎的牙周

再生机制提供了一定的理论基础。

外泌体可以通过传递其包含的miRNA参与调控

多种疾病的发展进程［18］，以及细胞的成骨分化。研究报

道，机械力诱导的小鼠骨样细胞MLO-Y4来源的外泌

体miR-181b-5p促进人牙周韧带干细胞的增殖和成

骨分化［19］。破骨细胞来源的外泌体miR-23a-5p通过抑

制 Runx2，促进 Yap 介导的 MT1DP 有效抑制成骨分

化［20］。骨髓间充质干细胞外泌体miR-101通过抑制
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图2 hBMMSCs外泌体摄取实验
Fig.2 Exosome uptake assay of hBMMSCs. A: PKH67 labeling (green) of the exosomes and DAPI staining (blue) of the nuclei.
B: Changes of average fluorescence intensity overtime in human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) co-cultured
with the exosomes. C: qRT-PCR for detecting miR-335-5p expression. **P<0.01.
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图3 hBMMSCs外泌体促进成骨分化
Fig.3 Exosomes derived from hBMMSCs promote osteogenic differentiation of hPDLSCs in vitro. A-F: qRT-PCR
detection of mRNA expressions of IL-1β (A), IL-6 (B), IL-8 (C), BMP-2 (D), OCN (E), and RunX2 (F). G: Alizarin red
staining of hPDLSC cultures (×200). H: ALP staining of hPDLSC cultures (Original magnification: ×200). *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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FBXW7增强间充质干细胞的成骨分化能力［21］。本研究

发现，在hBMMSCs来源外泌体中过表达miR-335-5p

降低了hPDLSCs中炎性细胞因子IL-1β、IL-6、IL-8的表

达，促进成骨标志基因RunX2、OCN、BMP-2的表达以

及ALP表达和钙结节的生成，说明hBMMSCs中miR-

335-5p可以降低hPDLSCs中的炎症水平并促进细胞成

骨分化。

miRNA是一种非编码短链RNA，通过和下游靶基

因结合而调控靶基因的表达来发挥作用［22］。大量证据

表明，miRNA在细胞分化、增殖、凋亡和转移等多种生

理过程中发挥关键作用［23, 24］。过表达miR-452-3p靶向

抑制SMAD4，抑制成骨细胞分化和骨形成［25］。miR-

143通过靶向HDAC7，促进血管形成和细胞的成骨分

化［26］。本研究发现，miR- 335- 5p 在 TNF-α诱导的

J South Med Univ, 2023, 43(3): 420-427 http://www.j-smu.com··424



hPDLSCs中低表达，hBMMSCs来源的外泌体处理可

明显促进hPDLSCs的成骨分化，且在外泌体中过表达

miR-335-5p进一步促进细胞的成骨分化能力。miR-

335-5p也被报道促进软骨细胞的凋亡介导骨关节炎的

发展［27］以及作为肿瘤细胞的抑制因子，抑制肺腺癌［28］、

胃癌［29］、子宫平滑肌瘤［30］和乳腺癌细胞的恶性生物

学行为［31］。

Dickkopf- related protein 1（DKK1）可与 LRP5/

LRP6受体特异性结合，从而抑制Wnt/β-Catenin信号通

路［32］，在多种疾病中发挥复杂的细胞和生物学作用。有

研究报道，抑制DKK1表达可逆转胃癌细胞的多药耐药

性［33］。DKK1通过抑制β-catenin并促进β-catenin的磷

酸化水平，抑制非小细胞肺癌的侵袭和迁移［34］。本研究

发现，DKK1是miR-335-5p的靶基因，在hBMMSCs外

泌体中过表达 miR-335-5p 可显著下调 DKK1，抑制

hPDLSCs的炎症反应促进细胞的成骨分化。此外，有

研究认为TGF-β1治疗可通过抑制DKK1，抑制成骨细

胞分化的基质矿化［35］。

综上所述，本研究发现hBMMSCs外泌体来源的

miR-335-5p在TNF-α诱导的hPDLSCs中表达降低，在

hBMMSCs外泌体中过表达miR-335-5p通过靶向下调

DKK1，抑制hPDLSCs的炎症水平促进细胞的成骨分

化。miR-335-5p/DKK1分子轴可为牙周炎的临床治疗

提供新的分子依据和理论基础。

图4 hBMMSCs-exo来源的miR-335-5p调控hPDLSCs成骨分化
Fig.4 MiR- 335- 5p derived from hBMMSCs exosomes regulates osteogenic differentiation of hPDLSCs. A- G: qRT- PCR
detected expression of miR-335-5p (A) and mRNA levels of IL-1β (B), IL-6 (C), IL-8 (D), BMP-2 (E), OCN (F), RUNX2 (G). H:
Alizarin red staining of hPDLSC cultures (×200). I: ALP staining of hPDLSC cultures (×200). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
****P<0.0001.
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图5 hBMMSCs外泌体来源的miR-335-5p通过DKK1促进hPDLSCs成骨分化
Fig.5 MiR- 335- 5p from hBMMSC exosomes promote osteogenic differentiation of hPDLSCs via DKK1. A: Starbase database
analysis for predicting the binding sequences between miR-335-5p and DKK1. B: Dual-luciferase reporter gene assay for verifying
the targeting relationship between miR-335-5p and DKK1. C, D: Western blotting for detecting DKK1 protein expression in
hPDLSCs. E-J: qRT-PCR for detecting mRNA levels of IL-1β (E), IL-6 (F), IL-8 (G), BMP-2 (H), OCN (I), and RunX2 (J). K: Alizarin
red staining of hPDLSC cultures (×200). L: ALP staining of hPDLSC cultures (×200). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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