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[摘要]     目的   研究Zeste基因增强子人类同源物2（EZH2）抑制剂GSK343调节巨噬细胞亚群的分化，探讨EZH2在

牙周炎中潜在的治疗作用。方法   将巨噬细胞RAW264.7分为4组：空白组（A组）、对照组（B组）、内毒素（LPS）

刺激组（C组）、LPS+GSK343组（D组）。细胞经培养及相应处理后，利用免疫印迹和酶联免疫吸附试验检测其

表型生物学标志变化，包括肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、白细胞介素-10（IL-10）和

精氨酸酶-1（Arg-1）。利用大肠杆菌吞噬试验检测巨噬细胞RAW264.7在不同条件下对大肠杆菌的吞噬作用。结果   

LPS可以诱导RAW264.7产生M1表型生物标志（TNF-α和iNOS表达增加），在加入EZH2抑制GSK343后，IL-10和

Arg-1表达升高，提示EZH2抑制剂GSK343可以诱导RAW264.7细胞由M1型向M2型转化；RAW264.7细胞具有吞噬

大肠杆菌的作用，加入LPS的条件下吞噬大肠杆菌作用加强，而EZH2抑制剂GSK343可以调节RAW264.7细胞对大

肠杆菌的吞噬作用。结论   EZH2抑制剂GSK343可以调节巨噬细胞的分化，在牙周炎的治疗中可能具有潜在作用。

[关键词]     巨噬细胞；  牙周炎；  表观遗传学；  微环境

[中图分类号]     R 780.2     [文献标志码]     A     [doi]     10.7518/hxkq.2017.03.007

 

Therapeutic effect of enhancer of Zeste homolog 2 inhibitor GSK343 on periodontitis by regulating macrophage diffe-

rentiation   Wang Zhongchao1,2, Fan Liyuan1,3, Tan Dan1,2, Zhou Cong1,2, Luo Shijun1,3.   (1. Orofacial Reconstruction and 

Regeneration Laboratory, Southwest Medical University, Luzhou 646000, China; 2. Dept. of Oral Medicine, The Affiliated 

Stomatological Hospital of Southwest Medical University, Luzhou 646000, China; 3. Dept. of Prosthodontics, The Affiliated 

Stomatological Hospital of Southwest Medical University, Luzhou 646000, China)

Supported by: Fund of Science and Technology Bureau of Luzhou [2016-S-66(1/3)]. Correspondence: Fan Liyuan, E-mail: 

243683547@qq.com.

[Abstract]     Objective   To explore the therapeutic effect of enhancer of Zeste homolog 2 (EZH2) inhibitor GSK343 on 

periodontitis by regulating microphage differentiation. Methods   Macrophage RAW264.7 cells were divided into the blank 

(A group), control (B group), lipopolysaccharide (LPS) stimulation (C group), and LPS+GSK343 (D group) groups. Phenotype 

transformations was determined through Western blot analysis and enzyme-linked immunosorbent assay by detecting the 

differentiation of phenotypic biological markers, including tumor necrosis factor-α (TNF-α), inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), interleukin-10 (IL-10), and Arginase-1 (Arg-1). Metergasis was identified by performing a phagocytosis test on Esche-

richia coli (E. coli). Results   Macrophage RAW264.7 cells produced classical phenotypic biomarkers (M1) TNF-α and iNOS 

under LPS stimulation. The expression levels of IL-10 and Arg-1 increased after adding GSK343 into the culture medium. 

GSK343 also induced the conversion of M1 macrophages into M2 macrophages. Macrophage RAW264.7 cells exerted a 

phagocytic effect on E. coli, and this effect was enhanced after adding LPS into the culture medium. GSK343 regulated the 

macrophage RAW264.7 phagocytosis of E. coli. Conclusion   GSK343 possibly participates in the regulation of macrophage 

differentiation and, consequently, in the latent treatment of 

periodontitis.
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巨噬细胞是免疫系统的重要成分之一，在机体

的先天性免疫反应和获得性免疫反应中起着关键作

用，对机体内稳态环境平衡具有重要意义。它能够

侦测入侵病原体和异质性抗原，启动先天性免疫反

应，且其抗原加工递呈作用对获得性免疫反应的启

动也十分重要，在维持促炎和抗炎的免疫平衡中可

能起到控制开关的作用[1-2]。在炎症状态下，单核细

胞到达病灶，并进一步分化为M1和/或M2型巨噬细

胞，不同分化状态下其细胞表面的主要生物学标志

物不同，其中M1型为经典活化型，其表面主要生物

学标志物为肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）和诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide 
synthase，iNOS）等，主要功能是促炎和介导吞噬

等；M2型为选择性活化型，其表面主要生物学标志

物为白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）和精氨

酸酶-1（Arginase-1，Arg-1），其主要功能是调节免

疫反应和促进组织修复。牙周炎是一个复杂的慢性

感染性疾病，其特征为产生炎症及造成牙齿支持组

织的破坏。巨噬细胞参与的免疫反应在牙周炎的发

生发展过程中起着非常重要的作用，是防止细菌侵

入牙周组织的防线，与此同时，过度的免疫反应也

可能会破坏牙周组织，最终导致附着丧失和牙槽骨

的吸收[3]。因此，在牙周炎的治疗中，如果巨噬细

胞能转化为M2型，那么既能发挥抗炎及免疫调节的

作用，又可以防止对牙周组织的破坏，达到最佳的

治疗效果。Zeste基因增强子人类同源物2（enhancer 
of Zeste homolog 2，EZH2）属于多梳基因家族，是

一种重要的组蛋白，具有甲基转移酶作用，能够抑

制其下游靶基因的转录，调节干细胞的自我更新。

本文通过研究EZH2抑制剂GSK343诱导巨噬细胞亚

群分化的作用，探讨其在牙周炎中潜在的治疗作用。

1   材料和方法

1.1   主要试剂

大肠杆菌内毒素（lipopolysaccharide，LPS）及

胎牛血清（Sigma公司，美国），TNF-α及IL-10酶联

免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay，

ELISA）试剂盒（BioLegend公司，美国），β-actin、

Arg-1和iNOS免疫印迹抗体（Cell Signaling Techno-
logy公司，美国）。

1.2   细胞培养[4]

RAW264.7小鼠巨噬细胞购于西南医科大学基

础医学院。培养于含10%胎牛血清的DMEM培养基

中，提前12 h以密度为每孔1×106个细胞接种于六孔

板中。

1.3   细菌培养[5]

大肠杆菌（0111:B4）由西南医科大学微生物实

验室提供，培养于pH=7的LB（Luria-Bertani）培养

基中。取400 mL液体培养基，加琼脂粉6 g，溶解，

灭菌，灭菌温度121 ℃，时间20 min。将菌落接种

到装有5 mL种子培养基的具塞试管中，在37 ℃、

200 r·min-1的摇床上培养。

1.4   实验方法

实验分4组：A组，空白组，仅为大肠杆菌，不

添加巨噬细胞；B组，对照组，大肠杆菌和巨噬细

胞共培养；C组，LPS刺激组，大肠杆菌和巨噬细胞

共培养基础上加入100 ng·L-1 LPS刺激细胞；D组，

LPS+GSK343组，在C组基础上添加3 μg·L-1 EZH2抑

制剂GSK343共培养。利用免疫印迹和ELISA检测细

胞表型生物学标志变化，包括TNF-α、iNOS、IL-10
和Arg-1；利用大肠杆菌吞噬试验检测细胞在不同条

件下对大肠杆菌的吞噬作用。

1.4.1   ELISA法检测TNF-α和IL-10的表达   分别收集

LPS刺激24 h的RAW264.7细胞培养上清，检测巨噬

细胞TNF-α和IL-10的表达情况。按照TNF-α及IL-10 
ELISA试剂盒说明操作，以1︰250稀释包被抗体

200 μL，4  ℃包被过夜，洗板3次，加入培养上清

100 μL，室温孵育1 h后洗板3次，加入以1︰250稀

释的生物素标记检测抗体100 μL，室温孵育1 h后洗

板3次，加入以1︰300稀释的亲和素标记辣根过氧

化物酶100 μL，室温孵育30 min后洗板7次，加入底

物液100 μL，室温避光孵育15 min后加入2 mol·L-1的

H2SO4终止反应，450 nm波长检测光密度（optical 
density，OD）值。

1.4.2   免疫印迹法测定iNOS和Arg-1活性     1）iNOS
活性测定。LPS刺激RAW264.7细胞24 h后收集培养

液上清，按检测试剂盒的操作程序，取200 μL培养液

上清，加入100 μL Griess Reagent R1，再加入等体积

Griess Reagent R2，混匀，室温静置10 min，于540 nm
处检测各样品OD值，以β-actin为基准。2）Arg-1活性

测定。参照Lumeng等[6]的方法，加入100 μL 0.1%Triton 
X-100裂解液，LPS刺激细胞48 h后，加入150 mmol·L-1 

Tris-HCl和10 mmol·L-1 MnCl2共100 μL，56 ℃温育

10 min，加入100 μL 0.5 mol·L-1 Arg-1，37 ℃温育

30 min，加入800 μL H2SO4/H3PO4混合液终止反应。

随后加50 μL 9% α-异亚硝基苯丙酮，95 ℃温育30 min，

于540 nm处检测各样品OD值，以β-actin为基准。

1.4.3   荧光标记大肠杆菌吞噬试验[7]   加入大肠杆菌

前，RAW264.7细胞饥饿2 h，以100 ng·L-1 LPS和

3 μg·L-1 GSK343刺激24 h。刺激完成后，使用100 µL 
PBS重悬大肠杆菌至终质量浓度20 g·L-1，低速超声



•266•
   华西口腔医学杂志  第 35 卷  第 3 期  2017 年 6 月

     West China Journal of Stomatology  Vol.35  No.3  Jun. 2017      http://www.hxkqyxzz.net

混匀20 s，共3次，然后加入100 µL IgG，37 ℃下涡

旋振荡孵育1 h，以4 ℃ PBS清洗20 min，洗3次，移

出上清液，同2 mL PBS及2 mg处理完成的大肠杆菌

加入玻璃试管中，超声振荡5 min，加入到刺激完毕

的细胞中，每孔100 µL，作用1~2 h，PBS洗3 min，

共3次，再加入100 µL PBS读数，照相，在吞噬荧光

标记大肠杆菌后测量OD值进行荧光定量分析。

1.5   统计学分析

采用SPSS 10.0统计学软件处理数据，统计方法

采用单因素方差分析，多重比较采用LSD检验，检

验水准为双侧α=0.05。

2   结果

2.1   LPS可以诱导RAW264.7产生M1型生物标志

如图1所示，在LPS刺激下（C组），巨噬细胞

产生的TNF-α较对照组和空白组升高，IL-10较对照

组和空白组降低（P<0.05）；图2显示，在LPS刺激

下（C组），巨噬细胞iNOS的表达水平较对照组和

空白组升高，Arg-1的表达水平较对照组和空白组降

低，以上差异均有统计学意义（P<0.05）。该结果

提示，在LPS刺激下，巨噬细胞具有异质性，在局

部炎症反应特异性微环境中可以活化成M1型巨噬细

胞，具有促炎功能，引起组织破坏。

上：TNF-α；下：IL-10。

图  1    ELISA检测TNF-α及IL-10的结果

Fig  1    The results of ELISA on TNF-α and IL-10

左：电泳图；中：Arg-1相对表达量；右：iNOS相对表达量。

图  2    免疫印迹测定法结果

Fig  2    The results of the Western blotting

2.   2    GSK343抑制LPS诱导的M1型标志物并使RAW264.7
          产生M2型生物标志物

如图1所示，在LPS刺激后，加入EZH2抑制剂

GSK343（D组），巨噬细胞产生的TNF-α较对照组

和空白组明显升高，较LPS刺激组明显降低，IL-10
较对照组和空白组明显降低，较LPS刺激组明显升

高；图2显示，在LPS+GSK343刺激下，巨噬细胞

iNOS表达水平较对照组和空白组明显升高，较LPS
刺激组明显降低，Arg-1的表达水平较对照组和空白

组明显降低，较LPS刺激组明显升高（P<0.05），以

上差异均有统计学意义（P<0.05）。由此可以推测，

EZH2抑制剂GSK343可以介导巨噬细胞由M1型向

M2型转化，从而发挥抗炎和组织修复的作用。

2.3   GSK343同时介导LPS导致的巨噬细胞RAW264.7
           吞噬功能的改变

在LPS刺激下，巨噬细胞活化成M1型，而GSK343
可以介导巨噬细胞由M1型向M2型转化。如图3所

示，巨噬细胞活化成M1型，吞噬功能增强，细胞核

外吞噬的红色的大肠杆菌颗粒增多，在加入EZH2抑

制剂GSK343后，巨噬细胞的吞噬功能恢复到与对照

组相似。经统计学分析，LPS刺激组吞噬功能增加

（P<0.05），而LPS+GSK343组吞噬功能与对照组

无明显差异（P>0.05），提示巨噬细胞M1型的促炎

状态被抑制，而恢复到M2型的抗炎状态。
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A：A组；B：B组；C：C组；D：D组。

图  3    巨噬细胞的吞噬功能变化    荧光显微镜    × 200

Fig  3    Changes in phagocytic function of macrophages    fluorescence microscope    × 200

3   讨论

牙周炎可以造成牙周支持组织的破坏。牙菌斑

生物膜是最主要的致病因素，菌斑的细菌及其产物

是引发牙周炎必不可少的始动因子。LPS是革兰阴

性细菌独有的一类具有高度活性的致病物质，对牙

周组织有很高的毒性和抗原性，在牙周炎的发生发

展过程中起重要作用。牙周炎的发生是细菌、毒素

因子和机体之间防御功能的平衡被打破所致，是一

种复杂的免疫炎症反应。目前有研究[8]证实，一些

编码抗体反应以及炎症介质的重要基因，包括IL-1、

IL-6、TNF-α、维生素D受体等，其基因序列的变异

可能会改变机体某些组织结构、抗体反应以及炎症

介质的调控，从而对牙周炎的易患性及其严重程度

产生影响。除了基因多态性对牙周炎易患性的影响，

个体在环境因素的作用下，一些与牙周炎相关基因

的甲基化状态也可能影响疾病的发生和发展，并且

这种改变是可以遗传的。牙周组织中特定的基因启

动子感应激素而引起表观遗传学方面的改变可能是

牙周炎发病的重要原因。在牙周炎中，基因表达的

改变是由于表观遗传的修饰。Gomez等[9]研究发现，

细胞因子基因表达改变导致的甲基化模式可能导致

炎症疾病。在牙周炎中发现，炎症细胞因子如IL-1、

IL-4、IL-6和IL-10存在过表达。Stenvinkel等[10]发

现，持续性的炎症导致DNA甲基化，使细胞因子信

号传导抑制剂沉默，诱导细胞因子信号的活跃表达。

细胞因子如IL-6和干扰素 -γ（interferon-γ，IFN -γ）

在慢性牙周炎患者的炎症组织中过表达[11]。IFN-γ启

动子的低甲基化可能会增加IFN-γ在慢性牙周炎的转

录，从而导致IFN-γ过表达[12-13]。相反，一些基因[8]，

例如TNF-α和环氧合酶-2在CpG位点的甲基化则抑

制其表达。Zhang等[14]报道，甲基化模式的改变可能

是牙周炎中调节TNF-α转录的关键因素。

巨噬细胞是具有异质性的细胞，在不同环境中

可以发生不同性质的活化，成为具有不同表型和功

能特征的亚群。从活化途径看，至少包括M1和M2两

种类型[15]。M1型巨噬细胞，即经典活化的巨噬细胞

（classically activated macrophage），其活化需双信

号，包括IFN-γ、外源性或内源性TNF-α的诱导剂如

细菌LPS等；其基本表现是IL-12高表达和IL-10低表

达，较特异的标志物有人白细胞抗原（human leuko-
cyte antigen，HLA）-DR、CD40L、iNOS等；其功

能是参与Th1型免疫应答，抗感染和抗肿瘤。M1型

巨噬细胞具有促炎的功能，不但能分泌大量促炎因

子（主要包括TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-12和IL-23
等）发挥促炎作用，而且能产生一氧化氮和活性氧

（reactive oxygen species，ROS）来杀伤溶酶体内的

细胞和病原体。但M1型巨噬细胞的促炎功能亢进会

加重组织破坏，甚至发展成为全身炎症反应综合征

（systemic inflammatory response syndrome，SIRS）

导致死亡。M2型巨噬细胞，即替代性活化的巨噬细

胞（alternatively activated macrophage），包括3种亚

型，分别为M2a、M2b、M2c，其活化不需要双信

号，由IL-4、IL-13等诱导分化；其基本表现为IL-10
高表达和IL-12低表达，较特异的标志物有CD163、

CD206等；其功能是参与Th2型免疫应答，抑制Th1
型免疫应答和炎症，诱导局部的免疫耐受状态，促

进组织重建以及修复，促进新生血管生成进而促进

肿瘤细胞增殖和转移。M2a型细胞主要发挥促基质

重建和组织修复功能，其生成的纤维连接蛋白1属于

细胞外基质结构元件，能连接糖蛋白和细胞基质，

二者都有利于基质重建和组织修复。此外，M2a型

细胞合成的聚胺类物质，能影响细胞因子的生成并

抑制邻近淋巴细胞的增殖，进而发挥一定的免疫调

节功能。M2b和M2c型细胞主要发挥免疫调节功能，
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两者均表达大量的IL-10，而IL-10能通过抑制多种促

炎因子的生成及其功能抑制炎症反应，发挥免疫调

节作用。

EZH2是一种甲基化酶[16-18]，属于多梳基因家族，

是一种重要的组蛋白，具有甲基转移酶活性，能够

抑制其下游靶基因的转录，并调节干细胞的自我更

新。在胚胎发育、肿瘤进展及干细胞维持中发挥重

要作用。EZH2通过H3K27侧链上的ε氨基使组蛋白

发生甲基化，参与基因的转录抑制，通过抑制染色

体中的靶基因而调节细胞增殖，可能参与了肿瘤的

增殖、侵袭与转移等过程。

本研究利用免疫印迹及ELISA检测RAW264.7
细胞表型生物学标志变化，大肠杆菌吞噬试验检测

RAW264.7细胞功能变化，结果显示，GSK343可以

诱导RAW264.7细胞由M1型向M2型转化，因此可以

推论，EZH2抑制剂GSK343可抑制巨噬细胞甲基化，

在牙周炎的治疗中具有潜在作用，这为牙周炎的治

疗提供了一种可能的思路和方法。

遗传信息，如DNA序列已不能完全解释基因调

控和疾病过程的机制。表观遗传学，包括DNA甲基

化、组蛋白修饰和非编码RNA，可以调节基因表达

和影响疾病的进展[19]。目前口腔表观遗传学研究尚

处于早期阶段，认识遗传因素和表观遗传因素的作

用，对开发口腔疾病预防和治疗有不可忽视的价值。
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