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Toll样受体家族（Toll like receptors，TLRs）是

一种重要的模式识别受体，可识别保守的病原体相

关的分子位点激活先天性免疫系统产生炎症细胞因

子，进而启动后天性免疫系统。Toll样受体4（Toll 
like receptor 4，TLR4）是第一个被发现的哺乳动物

的Toll样受体，可以通过经典的病原相关分子模式

（pathogen association molecular pattern，PAMP）识

别细菌脂多糖（lipopolysaccharide，LPS），启动细

[摘要]     目的   观察乳铁蛋白（LF）对经脂多糖（LPS）刺激的人牙周膜细胞（hPDLCs）表达Toll样受体4（TLR4）

的影响。方法   采用组织块酶消化法培养hPDLCs，鉴定后取第4代细胞，分成空白对照组、LPS组、LPS+LF组。空

白对照组不加任何刺激，LPS组加入0.1 μg•mL-1 LPS；LPS+LF组在加入0.1 μg•mL-1 LPS 2 h后，加入10 μg•mL-1 LF。

以加入LF时开始计算时间，4 h后采用实时定量聚合酶链反应（RT-PCR）法检测hPDLCs中TLR4 mRNA的表达，24 h

后采用细胞免疫荧光染色法观察TLR4蛋白的表达。结果   RT-PCR检测显示：LPS+LF组TLR4 mRNA表达较LPS组

明显降低（P<0.05），与空白对照组无明显差异（P>0.05）。细胞免疫荧光染色法显示：LPS+LF组TLR4蛋白的表

达强度较LPS组减弱（P<0.05），与空白对照组无明显差别（P>0.05）。结论   LF可以下调LPS激发的hPDLCs中

TLR4的表达，在牙周炎症TLR4信号通路的调控过程中有一定的作用。
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[Abstract]     Objective   To examine the role of lactoferrin (LF) on Toll like receptor 4 (TLR4) stimulated by lipopolysaccharide 

(LPS) in human periodontal ligament cells (hPDLCs). Methods   Primary hPDLCs were cultured by tissue block enzymolytic 

method. Cells obtained from four passages were identified and used in this experiment. Cells without stimulation served as 

the controls and cells treated with LPS (0.1 μg·mL-1) comprised the LPS group. The LPS+LF group was pretreated with LPS 

(0.1 μg·mL-1) for 2 h, and then treated with LF (10 μg·mL-1). Four hours after LF stimulation, the mRNA expression levels 

of TLR4 were examined by real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR). The protein expression of TLR4 

was observed by cell immunofluorescence staining after LF stimulation of 24 hours. Results   TLR4 mRNA expression in the 

LPS+LF group was significantly more decreased than that in the LPS group (P<0.05), but exhibited no difference with that 

in the control group (P>0.05). Cell immunofluorescence staining showed that the protein expression of TLR4 in the LPS+LF 

group was significantly more decreased than that in the LPS group (P<0.05), but exhibited no difference with that in the con-

trol group (P>0.05). Conclusion   LF can decrease the expression of TLR4 stimulated by LPS in hPDLCs, thus presenting 

potential application for controlling the TLR4 immune pathway of periodontitis.
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胞内信号传导，诱发细胞炎症因子分泌，启动炎症

免疫反应[1-2]。牙周炎是以革兰阴性厌氧菌为主的混

合感染性疾病，这些细菌能分泌大量的LPS，LPS在

相关分子的协同下引发TLR4炎症信号通路，是细菌

破坏牙周组织的关键途径。

乳铁蛋白（lactoferrin，LF）是一种存在于人体

多种组织中的糖蛋白，具有抗细菌、真菌及病毒等

特性，参与构成非特异性免疫系统，也是口腔唾液

防御系统的重要组成部分[3-5]。LF可以通过干扰LPS
引发的TLR4免疫反应来抑制内毒素毒性，进而抑制

炎症发展。抑制LPS激发的TLR4反应从而调控相关

的炎症反应，是近年来研究炎症治疗方法的热点。

本研究采用实时定量聚合酶链反应（real-time quan-
titative polymerase chain reaction，RT-PCR）和细胞

免疫荧光染色法，检测LF对LPS引发的牙周膜细胞

TLR4表达的影响，以期了解LF在牙周炎免疫治疗

方面的作用。

1   材料和方法

1.1   主要材料和设备

大肠杆菌LPS、Ⅰ型胶原酶、乳铁蛋白（Sigma
公司，美国），胎牛血清、高糖DMEM细胞培养液

（Hyclone公司，美国）；RNAiso Plus（总RNA提取

试剂），反转录试剂盒、RT-PCR试剂盒（Takara公

司，日本）；抗荧光衰减封片剂、山羊血清封闭液、

4,6-联脒-2-苯基吲哚 (4’,6-diamidino-2-phenylindole，

DAPI）染色液（武汉博士德生物工程有限公司）；

鼠抗人TLR4一抗（Abcam公司，英国），山羊抗小

鼠二抗（Santa Cruz公司，美国）；流式抗体CD29、

CD90、CD105、CD44（eBioscience公司，美国）；

流式细胞仪（BD公司，美国）；Real-time RQ RT-
PCR仪（Applied Biosystems公司，美国）；生物安

全柜、离心机（Thermo Electron公司，美国）；显

微镜及照片获取系统（Olympus公司，日本）。

1.2   人牙周膜细胞（human periodontal ligament cells，
         hPDLCs）分离培养和鉴定

1.2.1   hPDLCs分离和培养    取南方医科大学南方医

院口腔科15~25岁因正畸减数拔除的志愿者牙周组

织健康的前磨牙，牙齿拔出后立即置于含双抗的

DMEM培养液中，低温转移至实验室，用含双抗的

PBS冲洗3遍，无菌湿润条件下刮取根中1/3的牙周膜

组织，剪成1 mm3大小的组织块，PBS冲洗并离心后

加入200 μLⅠ型胶原酶，37 ℃培养箱内消化10 min，

终止消化并离心后将组织块平整置于六孔板中，上

盖无菌盖玻片，每孔加入2 mL含10%体积分数胎牛

血清的DMEM培养液，37 ℃、5%CO2孵箱中培养。

次日换液，以后每3 d换液，待细胞从组织块中爬出

并铺满瓶底达80%时进行首次传代。

1.2.2   hPDLCs鉴定   1）Ⅰ、Ⅳ型胶原的PCR检测。

取第3代生长良好的细胞，以1×106个·mL-1的密度接

种于6孔板，常规培养24 h至细胞贴壁后，TRIzol法
提取总RNA，并以此作为模板合成cDNA，以磷酸

甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde phosphate dehydroge-
nase，GAPDH）为内参，引物序列见表1。半定量

PCR条件：95 ℃ 5 min， 95 ℃变性30 s，58 ℃退火

30 s，68 ℃延伸45 s，共35个循环；68 ℃ 5 min，

4 ℃结束。取PCR产物2 μL用1.2%琼脂糖进行凝胶

电泳（100 V，30 min），凝胶成像分析系统进行分

析并拍照。2）流式细胞术检测细胞分子表型。取第

3代hPDLCs，PBS洗2次，制成密度为1×106个·mL-1

的单细胞悬液，分别加入小鼠抗人CD105、CD29、

CD44、CD90单抗，室温孵育1 h；再次洗涤后分别

加入羊抗鼠Ig-FITC，室温避光45 min；PBS洗涤3
次，弃上清，PBS重悬，流式细胞仪检测细胞表面

分子。

1.3   RT-PCR检测TLR4 mRNA的表达

取第4代生长良好的hPDLCs，以1×106个·mL-1接

种于6孔板中，37 ℃、5%CO2、饱和湿度条件下培

养24 h至贴壁后，弃原培养液，加入含1%双抗、10%
胎牛血清的DMEM，随机分成空白对照组、LPS组、

LPS+LF组。空白对照组不加任何刺激，且于0 h用

TRIzol法提取总RNA，-80 ℃冻存备用；LPS组加入

0.1 μg·mL-1 LPS；LPS+LF组在加入0.1 μg·mL-1 LPS 
2 h后，加入10 μg·mL-1 LF。以加入LF时开始计算时

间，4 h后用TRIzol 法提取总RNA。以各组总RNA为

模板，用Takara逆转录试剂盒分别合成cDNA，引物

由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成，以β-actin

表  1    引物和序列

Tab  1    Primers and sequences

   引物                     序列（5’—3’）
 片段大

 小/bp

β-actin F: GCGCGGCTACAGCTTCA 59

R: TCTCCTTAATGTCACGCACGAT

TLR4 F: TGAGGACCGACACACCAATG 147

R: TGCAATGGATCAAGGACCAG

Ⅰ型胶原 F: GGAGGGAATCACTGGTGCTA 381

R: AGGGGGAAAAACTGCTTTGT

Ⅳ型胶原 F: GGATCCTTCTGTTGATCACGGCTTC 700

R: CTCGAGTGTTCTTCTCATACAGAC

GAPDH F:GACAGTCAGCCGCATCTTCT 395

R:AAATGAGCCCCAGCCTTCTC
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为内参（引物序列见表1），然后进行RT-PCR。每

组各取2 μL cDNA作为模板，按表1所列引物在ABI 
Prism 7500 Real-Time PCR System（Applied Biosystems
公司，美国）检测系统中进行扩增，分别检测各组

细胞中的TLR4 mRNA，以β-actin作为内参同时进行

检测。 RT-PCR反应体系为：SYBR Premix Ex Taq
（2×）10.0 μL，引物（10 mol·L-1）各0.8 μL，模板

cDNA 2.0 μL，dH2O补足总体积至 20 μL；其中DNA
聚合酶、PCR buffer、dNTP以及SYBR GreenⅠ均已

事先混合于商品化的SYBR Premix Ex Taq中。PCR
优化反应条件为95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，

95 ℃延伸15 s，循环40次。最后利用ABI Prism 7500 
Real-Time PCR System联机软件进行Ct值相对定量

分析。

1.4   细胞免疫荧光化学染色法检测TLR4蛋白的表达

将生长良好的第4代hPDLCs以5×104个·mL-1密度

接种于每孔底部放有盖玻片的24孔培养板，加入适

量DMEM培养液，37 ℃、5% CO2、饱和湿度条件下

培养至贴壁并基本铺满盖玻片后，弃原培养液，分别

加入800 μL含1%双抗、10%胎牛血清的DMEM，随

机分成空白对照组、LPS组、LPS+LF组。空白对照

组不加任何刺激；LPS组加入0.1 μg·mL-1 LPS；LPS+
LF组加入0.1 μg·mL-1 LPS 2 h后，加入10 μg·mL-1 LF。

以加入LF时开始计算时间，24 h后收集各组细胞爬

片，按下列步骤操作：4%多聚甲醛固定10 min，PBS
漂洗5 min，0.5%triton穿孔15 min，PBS漂洗2次各

5 min，1%牛血清白蛋白封闭30 min，加一抗4 ℃孵

育过夜（各组分别取一张爬片以PBS代替一抗为阴性

对照），PBS漂洗2次各5 min，加二抗37 ℃孵育1 h，

PBS漂洗2次各5 min，5 μg·mL-1 DAPI染色2 min，甘

油封片后用光学显微镜观察。利用多功能真彩色细

胞图像分析管理系统对染色标本进行图像分析，每

张爬片随机选择5个高倍视野（×400），用免疫组织

化学十三点评分方法进行免疫评分[6]，分别计算TLR4
在各组的阳性细胞数分值与荧光强度分值乘积。

1.5   统计学分析

使用SPSS 13.0软件对所得数据进行单因素方差

分析，RT-PCR结果两两比较用Dunnett T3检验，免

疫荧光计分的比较用LSD检验，检验水准α=0.05。

2   结果

2.1   hPDLCs的培养和鉴定

组织块酶消化法分离培养hPDLCs游出时间为5 d
左右，且游出率和成活率较高。形态学观察：游出

细胞多为梭形和星形，体积较小，核卵圆形且位于

细胞质中央，为成纤维细胞样细胞（图1）。流式

细胞仪分子表型检测显示：CD44、CD29、CD90和

CD105标志的阳性细胞率分别为99.13%、98.17%、

100%和78.21%，说明培养细胞为间充质来源。半定

量PCR产物电泳结果见图2：Ⅰ型胶原阳性，Ⅳ型胶

原阴性，此为牙周膜细胞特异性标记，证实培养细

胞为牙周膜细胞。

图  1    hPDLCs原代培养第7天    倒置相差显微镜    × 100 

        Fig  1    Primary culture of hPDLCs at 7 days    inverted phase contrast

                      microscope    × 100

图  2    Ⅰ、Ⅳ型胶原的电泳结果

Fig  2    Expression of collagen Ⅰand Ⅳ

2.2   LF对LPS激发的hPDLCs TLR4 mRNA表达的影响

RT-PCR检测结果显示：空白对照组、LPS组、

LPS+LF组mRNA相对表达量分别为1.444±0.439、

4.558±1.580、1.704±0.481。LPS刺激后hPDLCs的

TLR4 mRNA表达增高；加入LF后，TLR4 mRNA表

达下降；LF作用后TLR4 mRNA的表达与空白对照

组无明显差异（P>0.05），但明显低于LPS刺激组

（P<0.05）。

2.3   LF对LPS激发的hPDLCs TLR4蛋白表达的影响

hPDLCs爬片的免疫荧光染色结果显示：TLR4
主要表达于细胞膜和细胞质中，阳性表达为绿色荧

光，细胞核呈蓝色（图3）；以PBS代替一抗的阴性

对照组染色均为阴性，无任何刺激的空白对照组

TLR4呈弱阳性表达（图3A），LPS刺激24 h后TLR4

Ⅰ

700 bp

500 bp

300 bp

Marker GAPDHⅣ
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表达明显增强（图3B），加入LF后TLR4表达减弱

（图3C）。免疫评分结果：空白对照组、LPS组、

LPS+LF组的评分分别为8.000±0.000、11.500±1.256、

9.056±0.816；LPS+LF组与空白对照组相比无明显

差异（P>0.05），与LPS组相比差异具有统计学意

义（P<0.05）。

A：空白对照组；B：LPS组；C：LPS+LF组。

图  3    3组细胞TLR4蛋白的表达    免疫荧光染色    × 400

Fig  3    Expression of TLR4 protein in three groups    immunofluorescence stain    × 400

3   讨论

Toll样受体信号通路是重要的炎症通路之一，

其下游炎症信号的级联式反应往往会使疾病朝不良

的方向发展。TLR4介导的炎症反应与牙周炎的发生

发展有极为紧密的联系[7-8]。牙周炎的主要感染细菌

为革兰阴性厌氧菌，LPS作为该类细菌的主要毒力

因子，是炎症侵袭牙周组织的关键因素。TLR4通过

PAMP识别LPS后，启动细胞内信号传导，诱发细

胞炎症因子分泌[1-2]，启动牙周炎症免疫反应，从而

造成牙周组织破坏。

LF是口腔唾液防御系统中的重要组成部分。研

究[9-10]证实：LF可减少口腔细菌如牙龈卟啉单胞菌、

中间普氏菌等在牙周的吸附，阻止细菌破坏牙周组

织。Drago-Serrano等[11]研究发现，LF与LPS的结合限

制了LPS与细胞表面配体复合物的形成，可干扰Toll
样受体通路的激活，起到免疫防御的作用。LF通过

干扰LPS引发的TLR4免疫反应，可以抑制内毒素毒

性，限制TLR4下游信号传导通路中核转录因子（nu-
clear transcription factor kappa B，NF-κB）、肿瘤坏

死因子受体相关因子6（tumor necrosis-factor receptor-
associated factor-6，TRAF6）、核因子-κB 抑制蛋白

（inhibitor of NF-κB-α，IκBα）和IκB激酶β（inhibitor 
kappa B kinase β，IKKβ）等因子的活性，从而抑制

LPS引发的炎症损害[12-13]。这些研究结果均表明，LF
对LPS引发的炎症有一定的抑制作用。

本研究结果显示：LPS刺激后，hPDLCs的TLR4
表达明显升高，表明LPS激发了细胞的TLR4反应。

这一结果与其他学者[14-15]的研究结果类似。本研究

在LPS刺激2 h后加入LF，TLR4表达较LPS刺激组明

显下降，说明LF对LPS激发的TLR4反应有抑制作

用，提示LF在调控TLR4信号传导通路进行炎症治

疗方面有一定的作用。Drago-Serrano等[11]证明，LF
可以限制LPS引发的细胞TLR4通路反应，从而起到

免疫防御作用；Inubushi等[13]则直接证明LF可通过

干扰LPS引发的TLR4免疫反应抑制内毒素毒性，从而

减少LPS引起的骨吸收。这些研究结果预示LF可用

于治疗牙周炎、关节炎等伴有骨缺损的炎症性疾病。

本研究还发现，LF作用后hPDLCs的TLR4表达与空

白对照组无明显差别，这意味着LF对TLR4的抑制作

用并不会影响正常牙周膜细胞的TLR4表达。在正常

牙周膜细胞中，TLR4的表达与牙周自身免疫防御功

能有关，为达到炎症治疗的目的过度抑制TLR4表达

会影响牙周膜细胞自身的免疫防御功能[16]。

通过调控TLR4炎症免疫通路来抑制LPS引发的

炎症反应，是近年来炎症免疫治疗的研究热点。已

有研究[17-18]证明，通过受体阻断剂或RNA干扰等方

法可以抑制TLR4的表达和信号传导，在某些程度上

可以控制LPS引发的炎症反应；然而，调控TLR4介

导的炎症免疫传导通路可能会干扰细胞自身的免疫

防御功能，引发新的问题。本研究结果证实，LF可

以下调LPS引发的牙周膜细胞TLR4表达至正常水平，

这对其在炎症治疗中的应用无疑有着积极的意义；

但LF对牙周组织其他免疫防御功能是否有影响，还

需进一步研究和探讨。此外，因为LPS引发的牙周

炎症免疫通路及其信号转导较为复杂，各通路间存

在一定的影响，因此LF对多通路共同作用下牙周炎

症的调控作用还需进行大量的深入研究。
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