
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２５０４１０ ·论著·
ｍｉＲ１７５ｐ调控ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３信号通路对牙龈卟啉
单胞菌ＬＰＳ诱导的人牙龈成纤维细胞炎症反应的影响
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【摘要】　目的　探讨微小ＲＮＡ１７５ｐ（ｍｉＲ１７５ｐ）调控硫氧还蛋白相互作用蛋白（ＴＸＮＩＰ）／ＮＬＲＰ３信号通路对牙龈卟
啉单胞菌脂多糖（ＰｇＬＰＳ）诱导的人牙龈成纤维细胞（ＰＤＬＦ）炎症反应的影响。　方法　以ＰＤＬＦ细胞为研究对象，随
机分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组（正常培养）、ＰｇＬＰＳ组（用１μｇ／ｍＬ的ＰｇＬＰＳ培养细胞２４ｈ）、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组（在ＰｇＬＰＳ诱导的基础
上转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ）、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组（在ＰｇＬＰＳ诱导的基础上转染ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ）、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ｐｃＤＮＡＮＣ组（在ＰｇＬＰＳ诱导的基础上转染ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ）、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组
（在ＰｇＬＰＳ诱导的基础上转染ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ）。ｑＲＴＰＣＲ法检测各组ＰＤＬＦ细胞中ｍｉＲ１７５ｐ、
ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ的表达；ＭＴＴ法检测ＰＤＬＦ细胞增殖；流式细胞仪检测ＰＤＬＦ细胞的凋亡；ＥＬＩＳＡ试剂盒检测
ＰＤＬＦ细胞中ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８的表达；ＷＢ检测ＰＤＬＦ细胞中ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３蛋白的表达；双荧光素酶报告
基因实验检验ｍｉＲ１７５ｐ与ＴＸＮＩＰ之间的互作。　结果　ＰｇＬＰＳ组Ａ４９０值、ｍｉＲ１７５ｐ低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组，凋亡率、
ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ和蛋白、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ和蛋白、ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８表达高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（犘＜０．０５）；ｍｉＲ１７５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组Ａ４９０值、ｍｉＲ１７５ｐ高于ＰｇＬＰＳ组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组，凋亡率、ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ和蛋白、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ和蛋白、
ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８表达低于ＰｇＬＰＳ组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组（犘＜０．０５）；与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ
＋ｐｃＤＮＡＮＣ组相比，ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组Ａ４９０值降低，凋亡率、ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ和蛋白、ＮＬＲＰ３
ｍＲＮＡ和蛋白、ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８表达升高（犘＜０．０５）；ｍｉＲ１７５ｐ可以靶向负调控。　结论　ｍｉＲ１７５ｐ可
以抑制ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３信号通路，抑制ＰｇＬＰＳ诱导的ＰＤＬＦ细胞的炎症反应。
【关键词】　微小ＲＮＡ１７５ｐ；单磷酸腺苷活化蛋白激酶；硫氧还蛋白相互作用蛋白；ＮＬＲＰ３；牙龈卟啉单胞菌；脂多糖；
人牙龈成纤维细胞；炎症反应
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犘狅狉狆犺狔狉狅犿狅狀犪狊犵犻狀犵犻狏犪犾犻狊；ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ

　　牙周炎是一种常见的慢性炎症性疾病，可导致牙
周组织的破坏，据统计，三分之二的成年人患有牙周
炎，成人中严重牙周炎的发生率约为１０％，是成人牙
齿脱落的首要原因［１］。牙周炎的发生和发展是牙周病
原与宿主免疫炎症反应复杂相互作用的结果，牙龈卟
啉单胞菌（犘狅狉狆犺狔狉狅犿狅狀犪狊犵犻狀犵犻狏犪犾犻狊，Ｐｇ）在内的牙
周病原体释放的脂多糖（ＬＰＳ）等多种内毒素可引起牙
周壁龛的炎症反应和基质降解，导致牙周组织破坏［２］。
牙周治疗的最终目的是控制炎症，实现牙周组织的完
全再生，目前，牙周炎常见的治疗策略包括全身使用抗
生素和局部合成抗菌物质，然而会导致不良副作用和
细菌耐药性增加，且不能阻止疾病的缓解和进一步进
展［３］。因此，人牙周韧带成纤维（ＰＤＬＦ）细胞是一类
具有多向分化能力的牙周细胞，ＰＤＬＦ的成骨分化是
牙周组织再生研究的重点，在牙周治疗中具有重要意
义［４］。因此，鉴定促进ＰｇＬＰＳ诱导的人ＰＤＬＦ炎症
反应的分子靶点，可以为治疗牙周炎提供新思路。微
小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）通过与靶蛋白编码ｍＲＮＡ的３′
ＵＴＲ相互作用，对基因活性具有抑制作用，ｍｉＲＮＡ
调节不同基因的表达，从而影响复杂的基因网络，在牙
周炎的进展中发挥重要作用［５］。相关研究显示，ｍｉＲ
１７５ｐ在牙周炎中低表达［６］。硫氧还蛋白相互作用蛋
白（ＴＸＮＩＰ）是氧化应激和炎症的重要分子传感器，在
调节能量代谢中起重要作用，ＴＮＸＩＰ中的富亮氨酸重
复序列（ＬＲＲ）在多种疾病中可与ＮＬＲＰ３炎症小体结
合，并诱导炎症反应［７］。相关研究显示，缺氧诱导的
ＲＯＳ可激活氧化应激下的ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３信号通
路，导致人牙周韧带细胞中炎症因子表达增加［８］。此
外，有研究表明来自脂肪源性间充质干细胞的外泌体
ｍｉＲ１７５ｐ通过抑制ＴＸＮＩＰＮＬＲＰ３炎性体抑制腹主
动脉瘤的进展［９］。

本研究前期通过生物信息学研究发现，ｍｉＲ１７５ｐ
与ＴＸＮＩＰ存在结合位点。据此推测ｍｉＲ１７５ｐ可能
调控ＴＸＮＩＰ调控牙周炎的进程，以提高牙周炎的治
疗潜能。

材料与方法
１　试剂与仪器

ＰＤＬＦ细胞（货号：ＹＳ０１Ｘ７６９５，上海研生实业有
限公司）；ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃ（货号：ＣＭＲ００５４，广州威
佳科技有限公司）；ＰｇＬＰＳ（货号：ｔｌｒｌｐｇｌｐｓ，上海研卉
生物科技有限公司）；ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ（货号：
２２２０３，上海圻明生物科技有限公司）；带ＤＮａｓｅ的一
步逆转录试剂盒（货号：ＲＴ３，上海海方生物技术有限
公司）；ＭＴＴ细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（货号：
Ｋ０１７，武汉菲恩生物科技有限公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（货号：ＧＶ３６００１８，上
海一基实业有限公司）；ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８
ＥＬＩＳＡ试剂盒检测（货号：ＫＭ０９１１５３、ＫＭ０９０２０１、
ＫＭ０９００７６、ＫＭ０９００５０，温州科淼生物科技有限公
司）；ＧＡＰＤＨ、ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３、ＨＲＰ（货号：
ａｂ１２８９１５、ａｂ２１５３６６、ａｂ２６３８９９、ａｂ２０５７１８，英国
Ａｂｃａｍ公司）；流式细胞仪（型号：ＣｙＦｌｏｗＣｕｂｅ６，青
岛康笃科贸有限公司）；引物由北京安必奇生物科技有
限公司合成；ｑＲＴＰＣＲ（型号：ＧｅｎｔｉｅｒＸ３，西安天隆科
技有限公司）。
２　方法
２．１　细胞转染　以ＰＤＬＦ细胞为研究对象，随机分
为Ｃｏｎｔｒｏｌ组（正常培养）、ＰｇＬＰＳ组（用１μｇ／ｍＬ的
ＰｇＬＰＳ培养细胞２４ｈ［８］）、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组（在ＰｇＬＰＳ
诱导的基础上转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ）、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ
组（在ＰｇＬＰＳ诱导的基础上转染ｍｉＲ１７５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ）、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组（在Ｐｇ
ＬＰＳ诱导的基础上转染ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡ
ＮＣ）、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组（在Ｐｇ
ＬＰＳ诱导的基础上转染ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡ
ＴＸＮＩＰ）。每组实验重复３次，每次２个平行。
２．２　ｑＲＴＰＣＲ法　检测ＰＤＬＦ细胞中ｍｉＲ１７５ｐ、
ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ的表达使用ＴＲＩｚｏｌ试剂从
ＰＤＬＦ细胞中提取总ＲＮＡ，使用试剂盒将提取的
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ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，采用ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
进行ＲＴｑＰＣＲ扩增，使用Ｕ６转录本对ｍｉＲ１７５ｐ的
表达进行归一化；ＧＡＰＤＨ对ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３基因的
相对ｍＲＮＡ表达量进行归一化处理，按２△△Ｃｔ计算。
引物序列见表１。

表１　狇犚犜犘犆犚引物序列
犜犪犫犾犲１　狇犚犜犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲

基因 上游引物（５′－３′） 下游引物（５′－３′）
ｍｉＲ１７５ｐＧＧＣＡＡＡＧＴＧＣＴＴＡＣＡＧＴＧＣ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ
ＴＸＮＩＰ ＴＣＡＡＴＡＣＣＣＣＴＧＡＣＣＴＡＡＴＧＧＣ ＴＴＣＴＧＴＣＡＡＴＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＡＣ
ＮＬＲＰ３ ＡＴＴＡＣＣＣＧＣＣＣＧＡＧＡＡＡＧＧ ＴＣＧＣＡＧＣＡＡＡＧＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧ
Ｕ６ ＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＡＧＧＧＴＧＣＡＡＧ ＧＡＧＣＡＴＡＣＣＡＧＧＴＧＧＴＡＧＴＡＧ

ＧＡＰＤＨ ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡ ＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧ

２．３　ＭＴＴ法检测ＰＤＬＦ细胞增殖　将转染的ＰＤＬＦ
细胞以５×１０４个／孔接种于９６孔板，加入０．５ｍｇ／
ｍＬ的ＭＴＴ溶液孵育４ｈ，使用酶标仪在４９０ｎｍ吸
光度下进行测量。
２．４　流式细胞仪检测ＰＤＬＦ细胞的凋亡　用ＰＢＳ短
暂洗涤细胞，用结合缓冲液重悬，３００ｇ离心１０ｍｉｎ，
用结合缓冲液重悬，调整浓度为１×１０６个细胞／ｍＬ，
并在２０～２５℃下进行ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色１０ｍｉｎ，
用ＰＩ在２０～２５℃下染色５ｍｉｎ，流式细胞术分析细胞
凋亡情况。
２．５　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测ＰＤＬＦ细胞中ＭＭＰ１、
ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８的表达　收集ＰＤＬＦ细胞上清液，
分别采用ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８试剂盒，按照说
明书操作，检测上清液中ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８
的表达。
２．６　蛋白印迹法（ＷＢ）检测ＰＤＬＦ细胞中ＴＸＮＩＰ、
ＮＬＲＰ３蛋白的表达　用含有１％蛋白酶抑制剂的
ＲＩＰＡ裂解缓冲液裂解ＰＤＬＦ细胞，用５％ＢＳＡ密封
后，用以下抗体孵育：ＴＸＮＩＰ（１∶１０００）、ＮＬＲＰ３（１∶
１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１００００）在３７℃下过夜，然后用
ＴＢＳＴ冲洗３次膜，并与二抗（１∶２０００）在室温下孵育
２ｈ，使用ＥＣＬ试剂增强蛋白质信号，并使用Ｂｉｏｒａｄ
ＧｅｌＤｏｃＥＱ系统进行可视化，使用ＩｍａｇｅＪ软件对灰
度值进行量化。
２．７　双荧光素酶报告基因实验　将携带结合位点野
生型ＴＸＮＩＰ（ＴＸＮＩＰＷＴ）或ＴＸＮＩＰ突变（ＴＸＮＩＰ
ＭＵＴ）的荧光素酶报告细胞和ｍｉｍｉｃＮＣ、ｍｉＲ１７５ｐ
ｍｉｍｉｃ共转染至ＰＤＬＦ细胞，６ｈ后，将培养基更换为
完全培养基，转染后４８ｈ，用双荧光素酶试剂盒测荧
光素酶活性。
３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２５．０软件对数据进行统计分析，计量
资料（ｍｉＲ１７５ｐ、ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ和蛋白表达等）以（狓
±狊）表示，ｍｉｍｉｃＮＣ组和ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃ组双荧光

素酶比较采用独立样本狋检验，不同组别ＰＤＬＦ细胞
比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用
犛犖犓狇检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果
１　犿犻犚１７５狆过表达对犘犇犔犉细胞中犿犻犚１７５狆、
犜犡犖犐犘、犖犔犚犘３犿犚犖犃的表达影响

ＰｇＬＰＳ组ｍｉＲ１７５ｐ表达低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组，
ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３表达高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（犘＜０．０５）；
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组ｍｉＲ１７５ｐ表达高于ＰｇＬＰＳ
组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组，ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３表达低于ＰｇＬＰＳ
组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组（犘＜０．０５）；与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ
组、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组相比，ｍｉＲ１７
５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３表达
升高（犘＜０．０５）。见表２。

表２　各组犘犇犔犉细胞中犿犻犚１７５狆、犜犡犖犐犘、犖犔犚犘３犿犚犖犃
表达比较

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犻犚１７５狆，犜犡犖犐犘
犪狀犱犖犔犚犘３犻狀犘犇犔犉犮犲犾犾狊狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆（狓±狊，狀＝６）

分组 ｍｉＲ１７５ｐ ＴＸＮＩＰ ＮＬＲＰ３
Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １．００±０．１８ １．００±０．３３ １．００±０．３１
ＰｇＬＰＳ组 ０．３５±０．０９ａ２．３７±０．４４ａ１．８９±０．４３ａ
ＮＣｍｉｍｉｃｓ组 ０．３７±０．１０ ２．３２±０．４１ １．９３±０．４２

ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组 ０．７４±０．１３ｂｃ１．４６±０．３７ｂｃ１．２８±０．３５ｂｃ
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组 ０．７６±０．１５ １．４３±０．３７ １．２６±０．３３
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组 ０．７５±０．１１２．１８±０．３９ｄｅ１．８４±０．３９ｄｅ

　　注：ａ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｂ与ＰｇＬＰＳ组比较，ｃＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，ｄ与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ
组比较，ｅ与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比较，犘＜０．０５。

２　犿犻犚１７５狆过表达对犘犇犔犉细胞增殖的影响
Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＰｇＬＰＳ组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１７

５ｐｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组、
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组Ａ４９０值分别
为１．２７±０．１９、０．３５±０．１０、０．３３±０．０９、０．８８±
０．１５、０．９２±０．１７、０．４３±０．１１。

ＰｇＬＰＳ组Ａ４９０值低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（犘＜０．０５）；
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组Ａ４９０值高于ＰｇＬＰＳ组、ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ组（犘＜０．０５）；与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ
１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组相比，ｍｉＲ１７５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组Ａ４９０值降低（犘＜０．０５）。
３　犿犻犚１７５狆过表达对犘犇犔犉细胞凋亡的影响

Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＰｇＬＰＳ组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１７
５ｐｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组、
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组凋亡率分别为
（１．１５±１．１９）％、（４３．５９±４．９６）％、（４４．７２±
５．０８）％、（１３．２９±２．３４）％、（１３．８６±２．２６）％、（３７．２５
±３．８７）％。
ＰｇＬＰＳ组凋亡率高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（犘＜０．０５）；

ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组凋亡率低于ＰｇＬＰＳ组、ＮＣ
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ｍｉｍｉｃｓ组（犘＜０．０５）；与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ
１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组相比，ｍｉＲ１７５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组凋亡率升高（犘＜０．０５）。
见图１。

图１　流式细胞仪检测犘犇犔犉细胞凋亡
犉犻犵．１　犜犺犲犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犘犇犔犉犮犲犾犾狊狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

４　犿犻犚１７５狆过表达对犘犇犔犉细胞中犕犕犘１、犕犕犘
９、犐犔６、犐犔８表达的影响

ＰｇＬＰＳ组ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８表达高于
Ｃｏｎｔｒｏｌ组（犘＜０．０５）；ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组ＭＭＰ１、
ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８表达低于ＰｇＬＰＳ组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ
组（犘＜０．０５）；与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１７５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组相比，ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组ＭＭＰ１、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＩＬ８表达
升高（犘＜０．０５）。见表３。

表３　犿犻犚１７５狆过表达对犘犇犔犉细胞中犕犕犘１、
犕犕犘９、犐犔６、犐犔８表达的影响（狓±狊，狀＝６）

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚１７５狆狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀
狅犳犕犕犘１，犕犕犘９，犐犔６犪狀犱犐犔８犻狀犘犇犔犉犮犲犾犾狊

分组 ＭＭＰ１
（ｐｇ／ｍＬ）

ＭＭＰ９
（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ６
（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ８
（ｐｇ／ｍＬ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １７．８５±６．４２ ４８．９６±９．０５ ５．２８±１．０５ ２３．９６±３．０５
ＰｇＬＰＳ组 ９８．７２±１０．２９ａ１５８．２３±１５．９７ａ７２．３１±８．３７ａ １０５．２８±１１．５９ａ
ＮＣｍｉｍｉｃｓ组 ９９．１６±１０．３４１５９．０７±１６．０８ ７２．９７±８．２９ １０３．１７±１０．８７

ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组 ３８．５３±７．４２ｂｃ６２．１５±１１．３５ｂｃ１９．５８±１．９６ｂｃ ３１．４８±８．３１ｂｃ
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ
＋ｐｃＤＮＡＮＣ组 ３７．２１±７．０３ ６１．３６±１１．２６ ２０．３６±２．３４ ３２．５７±８．２７

ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ
＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组 ８０．３４±９．３１ｄｅ１０９．８３±１４．２７ｄｅ６７．４５±７．３２ｄｅ ９８．２４±１０．２５ｄｅ

　　注：ａ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｂ与ＰｇＬＰＳ组比较，ｃＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，ｄ与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组比较，ｅ与
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比较，犘＜０．０５。

５　犿犻犚１７５狆过表达对犘犇犔犉细胞中犜犡犖犐犘、犖犔犚犘３
蛋白表达的影响
ＰｇＬＰＳ组ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３蛋白表达高于

Ｃｏｎｔｒｏｌ组（犘＜０．０５）；ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组ＴＸＮＩＰ、
ＮＬＲＰ３蛋白表达低于ＰｇＬＰＳ组、ＮＣｍｉｍｉｃｓ组（犘
＜０．０５）；与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ

＋ｐｃＤＮＡＮＣ组相比，ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡ
ＴＸＮＩＰ组ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３蛋白表达升高（犘＜
０．０５）。见图２、表４。

表４　各组犘犇犔犉细胞中犜犡犖犐犘、犖犔犚犘３蛋白表达比较（狓±狊，狀＝６）
犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犜犡犖犐犘犪狀犱犖犔犚犘３狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀犘犇犔犉犮犲犾犾狊狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆
分组 ＴＸＮＩＰ ＮＬＲＰ３

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０．４２±０．１３ ０．１８±０．０５
ＰｇＬＰＳ组 １．２５±０．２３ａ ０．７９±０．１１ａ
ＮＣｍｉｍｉｃｓ组 １．２１±０．２７ ０．７３±０．１０

ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组 ０．５３±０．１５ｂｃ ０．２３±０．０７ｂｃ
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组 ０．５５±０．１５ ０．２６±０．０６
ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组 ０．９８±０．１９ｄｅ ０．６８±０．０９ｄｅ

　　注：ａ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｂ与ＰｇＬＰＳ组比较，ｃＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，ｄ与ｍｉＲ
１７５ｐｍｉｍｉｃｓ组比较，ｅ与ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比较，犘＜０．０５。

　　Ａ　Ｃｏｎｔｒｏｌ组　Ｂ　ＰｇＬＰＳ组　Ｃ　ＮＣｍｉｍｉｃｓ组　Ｄ　ｍｉＲ１７
５ｐｍｉｍｉｃｓ组　Ｅ　ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组　Ｆ　ｍｉＲ１７
５ｐｍｉｍｉｃｓ＋ｐｃＤＮＡＴＸＮＩＰ组

图２　犠犅检测犘犇犔犉细胞中犜犡犖犐犘、犖犔犚犘３蛋白的表达
犉犻犵．２　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犜犡犖犐犘犪狀犱犖犔犚犘３狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犘犇犔犉犮犲犾犾狊

狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犅

６　双荧光素酶报告实验检测犿犻犚１７５狆和犜犡犖犐犘的
靶向关系
Ｓｔａｒｂａｓｅ网站显示ｍｉＲ１７５ｐ和ＴＸＮＩＰ有多个

结合位点（图３）。在转染ＴＸＮＩＰＭＵＴ的细胞中，
ｍｉｍｉｃＮＣ组和ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃ组的荧光素酶活性
分别为１．００±０．１８、０．９３±０．１５。在转染ＴＸＮＩＰ
ＷＴ的细胞中，ｍｉｍｉｃＮＣ组和ｍｉＲ１７５ｐｍｉｍｉｃ组的
荧光素酶活性分别为１．００±０．１１、０．２７±０．０８，ｍｉＲ
１７５ｐｍｉｍｉｃ组的荧光素酶活性降低（犘＜０．０５）。

图３　犿犻犚１７５狆与犜犡犖犐犘的结合位点
犉犻犵．３　犜犺犲犫犻狀犱犻狀犵狊犻狋犲狅犳犿犻犚１７５狆犪狀犱犜犡犖犐犘

讨　论
牙周炎是最常见的口腔疾病之一，影响全球２０％

～５０％的人口，特征是牙齿周围组织的进行性破坏，这
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会导致结缔组织、牙龈胶原蛋白、牙周韧带和牙槽骨的
损失［１１］。由于，牙根暴露在外，隐藏着细菌生物膜，这
些细菌生物膜固化为牙结石，如果不及时治疗，这种疾
病的缓慢、慢性本质最终会导致牙齿移动、咀嚼困难、
审美问题，并最终导致牙齿脱落。牙周炎的影响不仅
限于口腔健康，还会引发对其他器官有害的低度全身
炎症，牙槽骨是连接糖尿病、肝脏问题、心血管疾病和
骨质疏松症等全身疾病的桥梁，是造成其他并发症的
重要原因［１２］。牙龈卟啉单胞菌是一种厌氧革兰氏阴
性杆状细菌，被认为是牙周炎症进展的主要原因之一，
这种口腔细菌通过多种生物活性物质攻击宿主的免疫
系统，包括细胞质膜、肽聚糖、ＬＰＳ和菌毛。ＰｇＬＰＳ
被认为是牙周炎发病和发展过程中的关键致病成分，
其中细菌ＬＰＳ对炎症细胞因子的产生和骨吸收起着
关键的促进作用［１３］。ＰＤＬＦ通过产生成骨细胞相关
的细胞外基质蛋白（ＭＭＰ１、ＭＭＰ９），在牙周组织的
维持和再生中发挥着不可或缺的作用，细菌感染及其
成分，包括ＰｇＬＰＳ，介导ＰＤＬＦｓ过度分泌促炎细胞因
子（ＩＬ６、ＩＬ８）导致疾病的进展［１０］。因此，探讨Ｐｇ
ＬＰＳ诱导的ＰＤＬＦ参与炎症反应的分子机制，并寻找
合适的治疗靶点，对改善牙周炎的治疗潜能，至关重
要。本研究采用ＰｇＬＰＳ处理ＰＤＬＦ细胞，结果发现
细胞的增殖能力下降，凋亡率升高，炎症因子（ＩＬ６、
ＩＬ８）和细胞外基质蛋白（ＭＭＰ１、ＭＭＰ９）表达升高，
提示ＰｇＬＰＳ处理ＰＤＬＦ细胞可以通过促进炎症反应
和骨吸收，导致细胞的损伤和死亡，是牙周炎疾病发生
的重要原因。

ｍｉＲＮＡ是各种调节网络的一个组成部分，通过
启动ｍＲＮＡ降解或抑制ｍＲＮＡ的翻译来抑制
ｍＲＮＡ转化为蛋白质，从而导致许多细胞过程的下调
或加剧，在牙周炎的疾病进展中发挥重要作用［１４］。
Ｓｕｎ等［１５］发现，在ＬＰＳ诱导的脓毒性急性肾损伤小鼠
中ｍｉＲ１７５ｐ持续降低，并在２４ｈ时达到最低，注射
ｍｉＲ１７５ｐ激活剂可调节ＴＧＦβＲ２／ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３信
号通路明显改善急性肾损伤后小鼠的肾损伤和存活
率，并抑制炎性细胞因子的产生和肾细胞凋亡，可作为
脓毒症治疗的潜在靶点。Ｘｕ等［１６］发现，建立了非酒
精性脂肪性肝病继发于牙周炎的共病模型，ｍｉＲＮＡ
分析指出ｍｉＲ１７５ｐ与树突状细胞的受损迁移相关，
可能是非酒精性脂肪性肝病继发于牙周炎的潜在治疗
靶点。本研究发现，ｍｉＲ１７５ｐ在ＰｇＬＰＳ处理的
ＰＤＬＦ细胞中表达下调，过表达ｍｉＲ１７５ｐ可以促进
在ＰｇＬＰＳ处理ＰＤＬＦ细胞的增殖、抑制细胞凋亡，进
而抑制炎症反应和骨吸收，提示过表达ｍｉＲ１７５ｐ可
通过抑制ｇＬＰＳ处理的ＰＤＬＦ细胞炎症和骨吸收，促
进细胞增殖，抑制牙周炎疾病的进展。

ＴＸＮＩＰ是硫氧还蛋白的抑制剂，控制细胞内的氧
化稳态，并在调节ＮＬＲＰ３炎性体的激活，相关研究显
示ＴＸＮＩＰ表达水平升高可直接激活ＮＲＬＰ３炎性小
体，并最终诱导炎症反应［１７］。Ｃｈｅｎ等［１８］发现，ｍｉＲ
２００ａ３ｐ通过抑制ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３介导的心肌细胞焦
亡减轻大鼠冠状动脉微栓塞诱导的心肌损伤。Ｌｉａｎ
等［１９］发现，在ＰｇＬＰＳ诱导的ＰＤＬＦ中ＲＯＳ、ＴＸＮＩＰ
蛋白和ＴＸＮＩＰ与ＮＬＲＰ３的结合显著增加，可导致
ＰＤＬＦ的迁移功能障碍，ＲＯＳ生成抑制剂显著降低
ＰｇＬＰＳ诱导ＰＤＬＦ中ＴＸＮＩＰ蛋白的表达，ＮＬＲＰ３
炎性小体形成和ＩＬ１β的产生，减轻ＰＤＬＦ的损伤，抑
制牙周炎的进展。本研究发现，在ＰｇＬＰＳ处理的
ＰＤＬＦ细胞中，ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３均呈高表达，提示
ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３信号通路的激活是牙周炎疾病进展
的重要原因。

相关研究显示，ｍｉＲ１７５ｐ可以靶向调控ＴＸＮＩＰ
调节ＮＬＲＰ３的表达。Ｌｉｕ等［２０］发现，ｍｉＲ１７５ｐ通过
抑制糖尿病小鼠ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３炎性小体通路，减少
胰腺β细胞焦亡，改善糖尿病小鼠的葡萄糖耐量和胰
腺β细胞功能。Ｇａｍｄｚｙｋ等［２１］发现，ＰＰＡＲβ／δ受体
激动剂ＧＷ０７４２激活ｍｉＲ１７５ｐ，抑制大鼠和ＰＣ１２
细胞缺氧缺血损伤后ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３介导的炎症。
本研究通过生物信息学研究发现，ｍｉＲ１７５ｐ与
ＴＸＮＩＰ之间存在结合位点，ｍｉＲ１７５ｐ可以靶向负调
控ＴＸＮＩＰ，过表达ＴＸＮＩＰ可以逆转过表达ｍｉＲ１７
５ｐ对ＰｇＬＰＳ处理的ＰＤＬＦ细胞增殖、凋亡、炎症因
子及ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３信号通路蛋白的影响，提示
ｍｉＲ１７５ｐ可以抑制ＰｇＬＰＳ诱导的ＰＤＬＦ细胞炎症
反应，其机制可能是通过抑制ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３信号通
路实现的。

综上所述，ｍｉＲ１７５ｐ可以抑制ＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３
信号通路，抑制ＰｇＬＰＳ诱导的ＰＤＬＦ细胞的炎症反
应。然而，本研究只在细胞水平上进行实验，后续会补
充动物实验，深入研究。
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［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣａｒｄｉｏｖａｓｃＭｅｄ，２０２１，８（２）：６９３２５７６９３２７０．

［１９］　ＬｉａｎＤ，ＤａｉＬ，ＸｉｅＺ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｖｉａＲＯＳ／ＴＸＮＩＰ／Ｎｌｒｐ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ｐａｔｈｗａｙｗｉｔｈ犘狅狉狆犺狔狉狅犿狅狀犪狊犵犻狀犵犻狏犪犾犻狊ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．
ＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ［Ｊ］．２０１８，１０３（２）：２０９２１９．

［２０］　ＬｉｕＳ，ＴａｎｇＧ，ＤｕａｎＦ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１７５ｐＩｎｈｉｂｉｔｓＴＸＮＩＰ／
ＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐａｎｃｒｅａｔｉｃβ
Ｃｅｌｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣａｒｄｉｏｖａｓｃＭｅｄ，
２０２１，８（１）：７６８０２９７６８０３８．

［２１］　ＧａｍｄｚｙｋＭ，ＤｏｙｃｈｅｖａＤＭ，ＫａｎｇＲ，ｅｔａｌ．ＧＷ０７４２ａｃｔｉｖａｔｅｓ
ｍｉＲ１７５ｐａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓＴＸＮＩＰ／ＮＬＲＰ３ｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈａｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓａｎｄｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０２０，２４（２１）：１２３１８１２３３０．

【收稿日期】　２０２４１１２４　【修回日期】　２０２５０２１０

·５６４·
中国病原生物学杂志
犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔　
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