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文题释义： 

全基因组表达谱芯片：通过高通量平行检测基因的一种优越技术手段，可以在全基因的范围中检测慢性牙周

炎的差异基因，进而快速的从分子水平为慢性牙周炎的治疗提供实验基础。 

PI3K/Akt 信号通路：广泛存在于各种细胞中，在细胞的增殖、分化、存活、凋亡、炎症等方面发挥着重要作用，

并且该信号通路参与了以骨破坏为主要特征的骨质疏松、骨关节炎、骨肉瘤等疾病中。PI3K 是位于细胞内的

一种磷脂酰肌醇 3 激酶，可以激活丝氨酸/苏氨酸激酶 Akt 后，激活下游因子，进而影响细胞的增殖与凋亡。 

 

摘要 

背景：全基因组表达谱芯片是一种用于基因表达研究的技术手段，具有高度敏感性以及特异性，它可以在全

基因组范围内检测与慢性牙周炎相关的差异基因，从而高效快速地发现与慢性牙周炎密切相关的因子。 

目的：应用全基因组表达谱芯片筛选慢性牙周炎相关基因。 

方法：选取 15 例正畸拔牙患者正常牙周膜组织作为对照组，21 例慢性牙周炎患者牙周组织。比对 4 例慢性

牙周炎组织和 4 例正常组织的全基因组表达谱芯片，筛选出上调基因及下调基因。通过 Real-Time PCR(7

例正常及 13 例患者)和 Western Blot(4 例正常及 4 例患者)对 2 组牙周膜组织中差异基因 PI3K-Akt 信号通路

的表达进行验证。实验方案由海南医学院第一附属医院伦理委员会批准(批准号：HNM20180034)并获得所

有患者的知情同意。 

结果与结论：①全基因组表达谱芯片结果分析发现慢性牙周炎样本中均存在显著差异表达的上调基因 1 565

个，下调基因 1 849个；②富集分析发现其中在慢性牙周炎中 PI3K-Akt 信号通路表达有显著差异(P < 0.001)；

③Real-Time PCR 及 Western Blot 检测发现 PI3K 及 Akt 的 mRNA 和蛋白在慢性牙周炎中较对照组表达高

(P < 0.05)；④结果说明，全基因组表达谱芯片在筛选慢性牙周炎相关基因的改变时具有快速且高敏感度等

特点。PI3K-Akt 信号通路在慢性牙周炎表达出现明显差异，为慢性牙周炎的治疗提供实验依据。 
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Abstract 

BACKGROUND: Whole-genome expression profiling is a technical method for gene expression research, with high sensitivity and specificity. 

This technique can be used to detect differential genes related to chronic periodontitis in the whole genome, therefore efficiently and quickly 

finding chronic periodontitis-related factors. 

OBJECTIVE: To screen genes related to chronic periodontitis by using the whole-genome expression profiling. 

METHODS: Normal periodontal ligament tissue of 15 patients with orthodontic extraction was selected as control group, and periodontal 

tissue of 21 patients with chronic periodontitis was selected as experimental group. To screen up-regulated and down-regulated genes. the 

genome-wide expression profile chips of four chronic periodontitis tissues and four healthy tissues were compared. The expression of the 

differential gene PI3K-Akt signal pathway was verified by real-time PCR (7 normal cases and 13 cases of chronic periodontitis) and western 

blot (4 normal cases and 4 cases of chronic periodontitis). The experimental protocol was approved by the Ethics Committee of the First 

Affiliated Hospital of Hainan Medical University (approval No. HNM20180034) and informed consent was obtained from each patient. 

RESULTS AND CONCLUSION: Analysis of the whole genome expression profile chip revealed that 1 565 up-regulated genes and 1 849 

down-regulated genes were significantly differentially expressed in chronic periodontitis samples. The enrichment analysis revealed that the 

expression of PI3K-Akt signaling pathway was significantly different in chronic periodontitis (P < 0.001). Real-time PCR and western blot 

assay results indicated that PI3K and Akt expression was higher in the experimental group than in the control group (P < 0.05). All the findings 

indicate that the genome-wide expression profile chip is fast and highly sensitive to screen the changes in chronic periodontitis-related genes. 

Significantly differential expression of PI3K-Akt signal pathway in chronic periodontitis provides an experimental basis for the treatment of 

chronic periodontitis. 

Key words: chronic periodontitis; genome-wide expression profile chip; PI3K; AKT; GO analysis; up-regulated gene; down-regulated gene 
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0  引言  Introduction 

慢性牙周炎是机体对细菌等病原刺激物产生的免疫应

激反应，导致牙周组织区域出现牙槽骨的吸收，最终导致

牙齿的脱落[1-6]。细菌作用于牙周组织后造成了骨组织吸收

量增大，并且多于新形成的骨组织的量，其主要是成骨细

胞与破骨细胞之间的平衡状态被打乱[7-15]。全基因组表达谱

芯片是具有高通量平行检测优越性的一种技术手段，用于

基因表达研究，具有高度敏感性以及特异性[16-18]。它可以

在全基因组范围内检测与慢性牙周炎相关的差异基因，从

而高效快速地发现与慢性牙周炎密切相关的因子[9，19-23]。

目前学者都在寻找慢性牙周炎治疗的靶向因子，而全面了

解慢性牙周炎的基因改变，筛选慢性牙周炎相关基因，将

为解决这一问题提供了可靠的实验室依据。 

 

1  对象和方法  Subjects and methods 

1.1  设计  临床试验、分组对照观察。 

1.2  时间及地点  于2018年2月至2019年11月在海南医

学院第一附属医院口腔科完成。 

1.3  对象  选取15例正畸拔牙患者正常牙周膜组织作

为对照组，21例慢性牙周炎患者牙周组织，通过牙周手

术中刮取的牙周组织。实验方案由海南医学院第一附属

医院伦理委员会批准(批准号：HNM20180034)并获得所

有患者的知情同意。对照组男性6例，女性9例；年龄为

23-37岁；慢性牙周炎组男性8例，女性13例；年龄为

27-40岁。两组之间性别、年龄比较差异无显著性意义

(P > 0.05)。 

两种牙周组织中，4例正常牙周膜组织及4例慢性牙周

炎患者牙周膜组织进行全基因组表达谱芯片试验，筛选慢

性牙周炎上调及下调相关基因。7例正常牙周膜组织及13

例慢性牙周炎患者牙周膜组织进行Real time PCR验证。4

例正常牙周膜组织及4例慢性牙周炎患者牙周膜组织进行

Western Blot验证。 

1.3.1  慢性牙周炎样本纳入标准  患者需要进行牙周手

术且患者年龄大于18岁；曲面断层显示有的牙槽骨吸收，

且2个或2个以上牙齿探诊深度(PD)≥6 mm。 

1.3.2  排除标准  患者患有糖尿病、高血压等全身系统性

疾病。 

1.4  材料  人全基因组芯片(华联生物科技股份有限公司)；

SYBR
 ®

 Premix ExTaqMⅡ(TaKaRa)；p-PI3K抗体(abcam)；

PI3K抗体(Elabscuence)；Akt抗体(Elabscuence)；p-Akt抗

体(abcam)；ECL 发光液(Thermo Fisher Scientific)；PVDF

膜(Merck Millipore)；Trizol(TaKaRa)。 

1.5  方法 

1.5.1  全基因组表达谱芯片 

(1)RNA萃取：将牙周炎及对照组样本置于EP管中，并

进行研磨。加0.2 mL氯仿，4 ℃，12 000 r/min 离心10 min，

取上层水相至EP管。加体积分数80%乙醇1 mL混匀，4 ℃，

7 600 r/min离心5 min，弃乙醇，室温干燥5 min，取30 μL 

DEPC Treated DDW 溶解，-80 ℃储存备用。吸收光谱分

析RNA 浓度和纯度。 

(2)样品制备：RNA 样品扩增后，进行荧光标定反应

及Phalanx OneArray
TM杂交反应，将NewOAHyb Buffer 

置于加热板加热60 ℃约10 min，对夹空白芯片与完成前杂

交的芯片，备用储存于50 ℃烘箱，于芯片口处加215 μL

预热的aRNA mixture，套第二层热缩膜，置于50 ℃杂交

烘箱旋转架16 h，打开芯片于小盒清洗液中于42 ℃震荡烘

箱放置芯片摇洗5 min，杂交清洗液Ⅱ置于芯片中，弃杂交

清洗液Ⅱ加25 ℃杂交清洗液Ⅱ摇洗后在杂交清洗液Ⅲ垂

直向5 s，离心并甩干芯片，避光扫描。 

1.5.2  Real-Time PCR检测PI3K及Akt的mRNA表达  样本

组织提取RNA，取出临床样本组织，用研磨棒抵住EP管底

端于冰盒上间断研磨至匀浆状；将样品室温放置5-10 min，

使核酸于核蛋白完全分离或4 ℃ 12 000 r/min离心10 min；

加200 μL氯仿于样本EP管中，剧烈震荡30 s，室温放置3 min 
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或4 ℃ 12 000 r/mim离心10 min；吸200 μL上层水相至EP

管；加入100 μL无水乙醇，混匀，小离心机离心1.0-2.0 min；

10 000 r/min离心30 s，弃掉收集管中液体。 

引物序列，GAPDH：GCA CCG TCA AGG CTG AGA 

AC与TGG TGA AGA CGC CAG TGG A；PI3K：AGC ATT 

GGG ACC TCA CAT TAC ACA与ACT GGA AAC ACA GTC 

CAT GCA CAT A；Akt：AGC GAC GTG GCT ATT GTG AA

与CAC GTT GGT CCA CAT CTG。  

1.5.3  Western Blot检测PI3K及Akt蛋白表达  取临床慢

性牙周炎组织以及正常组织分别为实验组和对照组，置于

冻存管中放-80 ℃贮存备用。 

提取样本总蛋白，测量蛋白浓度，蛋白变性，根据目

的蛋白的分子量大小选择10%的分离胶，转膜，封闭、一

抗孵育(抗体浓度PI3K及Akt为1∶500，p-PI3K、p-Akt及

GAPDH为1∶1 000)，二抗孵育、显影，用BIO-RAD凝胶

成像系统采集蛋白印迹结果，使用Image Lab软件进行蛋

白印迹结果分析。 

1.6  主要观察指标  ①差异倍数柱状图、火山图及聚类分

析检测全基因组表达谱芯片的上调及下调基因；②生物途

径富集分析检测慢性牙周炎中差异明显信号通路；③

Real-Time PCR及Western Blot 验证PI3K及Akt是否与芯

片筛选结果相一致。 

1.7  统计学分析  采用SPSS 17.0 for windows中卡方检

验分析男女比例；t 检验及单因素方差分析对芯片结果、

Real-Time PCR及Western Blot的结果进行检测，P < 0.05

为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  全基因组表达谱芯片结果   

2.1.1  正常及慢性牙周炎牙周膜组织全基因组表达谱芯

片实验结果(n=4)  差异倍数柱状图结果显示所有检出的

基因探针于分组比对中讯号差异的分布。差异倍数以

Rosetta Resolver 7.2软件误差模型计算得出，随后通过

Amersham Pairwise Ration Builder进行组间比较。柱状图

的横坐标以log2表示差异倍数，纵坐标则代表探针数目。

一般情况下此图显示出正态分布，代表比对中的上/下调基

因大致相当，见图1。 

火山图结果显示分组比对中差异基因探针的分布。横

坐标为差异倍数(fold change，log2)，纵坐标以负log(P值)

代表差异的显著性。图中每一个点为一个检出的基因探针

(不含控制探针及flagged探针)，见图2。Rosetta Resolver
® 

System进行全基因表达谱芯片的数据前处理分析。采用

R3.0.3版本，丛聚分析采用package功能，主成分分析采

用R内建的prcomp功能，当有过少的差异基因出现时执行

ANOVA，one-way ANOVA中P 值小于0.00。结果显示慢

性牙周炎样本中均存在显著差异表达的上调基因1 565个，

下调基因1 849个。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.2  无监督层次聚类分析实验样本间整体基因表达的

相似性  聚类分析的相关数据包含基因名称的聚类图。聚

类分析是通过数据建模简化数据的一种方法，目的在于获

得数据的分布状况，观察每一簇数据的特征。并以距离指

标描述样本簇之间的关联性，见图3。分析中以差异表达基

因探针讯号差异(该探针在所有芯片间的讯号值差异大于

31 000)筛选出的294基因探针进入分析。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.3  功能富集分析  以差异基因进行生物途径富集分

析。所有组别结果、芯片表达量与KEGG反应路径图、分

析逻辑、详细结果与其他组生物途径富集分析相关数据，
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图 1  两组全基因组表达谱芯片实验差异倍数柱状图 

Figure 1  Histogram of multiples of difference in whole-genome 

expression profile microarray experiments 
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图注：差异表达基因的筛选阈值为 |Fold change|≥1 且 P 值 < 0.05 

图 2  对照组对比慢性牙周炎临床样本火山图 

Figure 2  Volcano plot of clinical samples of chronic periodontitis in 

comparison with control group 

图注：通过聚类分析可视化重复及

样本间的相似性。图中每一行为一

张芯片，每一列为一个基因探针。

色阶标示探针讯号上/下调的变化

幅度。线的长度则代表距离指标，

同簇样本或基因的相似性高 

图 3  聚类分析检测全基因组表达

谱芯片的上调及下调基因 

Figure 3  Cluster analysis of up- 

and down-regulated genes using 

the whole genome expression 

profile chip 
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结果显示排名前3的信号通路主要是：PI3K-Akt信号通路、

细胞黏附分子信号以及ECM-受体信号。见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  PI3K-Akt信号通路在慢性牙周炎中的表达  通过上

述结果发现PI3K-Akt信号通路在慢性牙周炎样本中表达增

高，差异非常有显著性意义(P < 0.001)，因此将对PI3K-Akt

信号通路在慢性牙周炎临床样本基因及蛋白水平的表达进

行验证。 

2.2.1  Real-Time PCR检测PI3K-Akt mRNA的表达情况  

7例正常牙周膜组织及13例慢性牙周炎患者牙周膜组织进

行Real time PCR验证。结果显示PI3K及Akt在慢性牙周炎

临床样本中基因表达水平增高，差异有显著性意义(P < 

0.05)，其结果与芯片结果一致。见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2  Western Blot检测PI3K-Akt蛋白表达情况  4例正

常牙周膜组织及4例慢性牙周炎患者牙周膜组织进行

Western Blot验证。结果显示p-PI3K/PI3K及p-Akt/Akt在慢

性牙周炎临床样本中蛋白表达水平增高，差异有显著性意

义(P < 0.05)，其结果与芯片结果一致。见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

全基因组表达谱芯片是目前研究疾病基因特异性表达

的主要方法之一，它不仅改善了之前只是针对于单一基因

或者少数基因进行分析的缺点，它可以更广泛的对疾病进

行全面的提取所能采集到的全部生物学信息，进而从分子

生物学的基因角度对疾病进行快速及高通量的分析[24-26]。 

慢性牙周炎的主要特征是细菌刺激机体产生防御反

应，造成了牙槽骨出现了骨组织的破坏[9，27-29]。其主要原

因是病原刺激物促进了破骨细胞的增殖量多余成骨细胞的

增殖量[30-31]。PI3K/Akt信号通路广泛存在于各种细胞中，

在细胞的增殖、分化、存活、凋亡、炎症等方面发挥着重

要作用，并且该信号通路参与了以骨破坏为主要特征的骨

质疏松、骨关节炎、骨肉瘤等疾病中[32-37]。PI3K是位于细

胞内的一种磷脂酰肌醇3激酶，可以激活丝氨酸/苏氨酸激

酶Akt后，激活下游因子，进而影响细胞的增殖与凋亡[38-43]。 

此次研究通过采用HunmanOneArray Plus全基因组

表达图谱进行基因芯片筛选，发现在所检测的慢性牙周炎

临床样本采用差异倍数柱状图、火山图检测全基因组表达

谱芯片的上调及下调基因，结果显示慢性牙周炎样本中均

存在显著差异表达的上调基因1 565个，下调基因1 849个。

试验采用的是表达谱基因芯片较常见的全基因组测序及转

0   1.0  2.0  3.0  4.0  5.0   6.0  7.0   8.0  9.0 

ECM-受体信号 

细胞黏附分子信号 

P13K-Akt 信号通路 

-log10(P-value) 
-log10(Q-value) 
 

图注：纵坐标为排序前十的生物途径名称，横坐标对 P 值及 q 值 

(Benjamini)取负 log 值以表示富集的显著性 

图 4  生物途径富集分析 

Figure 4  Enrichment analysis of biological pathways 

图注：图A为2组样本中PI3K mRNA表达；B为2组样本中Akt mRNA

表达。a
P < 0.05 

图 5  两组牙周膜组织临床样本中 PI3K 及 Akt 的 mRNA 表达 

Figure 5  mRNA expression of PI3K and Akt in clinical samples of 

periodontal ligament tissue in two groups 
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图注：图 A 为 2 组样本中 Akt、p-Akt、p-PI3K 及 PI3K 蛋白的表达；

B 为 2 组样本中 p-PI3K/PI3K 与 p-Akt/Akt 比值。a
P < 0.05 

图 6  两组牙周膜组织临床样本中 PI3K 及 Akt 蛋白表达 

Figure 6  PI3K and Akt protein expression in clinical samples of 

periodontal ligament tissue in two groups 
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录组测序芯片而言，其改进了以前针对单一或少数基因分

析的缺点，它可以最广泛全面的提取所能采集到的生物信

息，综合分析疾病发展过程中多基因的功能其表达，具有

高通量、速度快等特点。有学者通过全基因组测序发现在

慢性牙周炎中ECM-受体相互作用、细胞黏附分子、焦点

粘连等信号通路密切相关。 

为了更好的检测基因差异，采用聚类分析筛选出的

294基因探针进入分析，之后以差异基因进行生物途径富

集分析。所有组别结果、芯片表达量与KEGG反应路径图、

分析逻辑、详细结果与其他组生物途径富集分析相关数据，

结果显示排名前3的信号通路主要是：PI3K-Akt信号通路、

细胞黏附分子信号以及ECM-受体信号。而由于目前关于

PI3K-Akt信号通路在慢性牙周炎中的研究较少，且其是此

次基因芯片筛选出的首条通路，通过Real-Time PCR及

Western Blot在慢性牙周炎临床样本中对PI3K-Akt 信号通

路的表达进行了验证，结果表明PI3K及Akt在慢性牙周炎中

较对照组表达高，此结果与芯片筛选结果相一致。Western 

Blot的结果显示PI3K及Akt在慢性牙周炎及对照组中表达

差异不明显，之后检测了p-PI3K/PI3K及p-Akt/Akt的蛋白表

达情况，结果显示p-PI3K/PI3K及p-Akt/Akt的蛋白表达在慢

性牙周炎表达增高，其结果表明PI3K及Akt是通过其磷酸化

发挥其调节慢性牙周炎的骨破坏及炎性相关的功能。研究

表明PI3K-Akt信号通路与炎症密切相关，在胃溃疡患者的

胃黏膜中发现PI3K-Akt信号通路表达增高，试验发现在慢

性牙周炎患者中PI3K-Akt信号通路表达增高，可能与其与

炎症密切相关有关。此次研究通过全基因组表达图谱筛选

出PI3K-Akt信号通路在慢性牙周炎中为重要的信号通路，

但是其在慢性牙周炎中起到的作用，以及其在炎性通路中

的作用，需要进一步细胞学实验进行验证。 
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