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成骨诱导人牙周膜干细胞来源外泌体促进炎症微环境下人牙周膜干细胞成骨分化
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文题释义：

间充质干细胞：是一种来源于中胚层的成体干细胞，存在于骨髓、脂肪、脐带、脐血和胎盘等多种组织，具有多向分化潜能。根据国际细

胞治疗学会标准，间充质干细胞/祖细胞阳性表达表面标记CD73、CD90和CD105，不表达内皮和造血标记CD11b、CD19、CD79α、CD31、
CD34、CD45和HLA-DR等抗原。

外泌体：是一种直径为30-150 nm的细胞外囊泡，在生理和病理条件下，几乎所有类型的细胞都会分泌外泌体。外泌体可通过传递蛋白

质、脂质、miRNA等多种活性分子实现细胞间信息传递，此外，外泌体的生物发生受到许多外部因素的影响，包括细胞类型、血清条件、

细胞因子和生长因子等。

摘要

背景：成骨诱导间充质干细胞来源外泌体具有较强的成骨分化能力，但是在炎症微环境下对人牙周膜干细胞成骨分化的影响尚不明确。

目的：探究成骨诱导人牙周膜干细胞来源外泌体在炎症微环境下对人牙周膜干细胞成骨分化的影响。

方法：收集离体牙并分离培养人牙周膜干细胞，成骨诱导3 d后提取外泌体。将人牙周膜干细胞分为4组：对照组加入成骨诱导培养基，外

泌体组加入含5 μg/mL外泌体的成骨诱导培养基，炎症模型和炎症模型+外泌体组以1 μg/mL脂多糖处理24 h构建细胞炎症微环境，炎症模型

组在脂多糖处理后加入成骨诱导培养基，炎症模型+外泌体组在脂多糖处理后加入含5 μg/mL外泌体的成骨诱导培养基。通过茜素红以及碱

性磷酸酶染色法检测各组人牙周膜干细胞的成骨分化能力；实时荧光定量 PCR与免疫印迹法检测各组人牙周膜干细胞中Runt相关转录因子

2、骨桥蛋白、成骨细胞特异性转录因子Osterix(OSX)和wnt通路相关蛋白β-catenin的表达。

结果与结论：①与对照组相比，炎症模型组碱性磷酸酶染色相对面积、矿化结节染色相对面积以及Runt相关转录因子2、骨桥蛋白、OSX
的表达量显著降低(P < 0.05)；②与炎症模型组相比，炎症模型+外泌体组碱性磷酸酶染色相对面积、矿化结节染色相对面积以及Runt相
关转录因子2、骨桥蛋白、OSX的表达显著升高(P < 0.05)；③与对照组相比，炎症模型组wnt通路相关蛋白β-catenin表达量显著增加(P < 
0.05)；与炎症模型组相比，炎症模型+外泌体组β-catenin表达量显著降低(P < 0.05)。结果表明，成骨诱导人牙周膜干细胞来源外泌体可促

进炎症微环境下人牙周膜干细胞的成骨分化，其作用机制可能与wnt/β-catenin信号通路有关。

关键词：人牙周膜干细胞；外泌体；炎症微环境；成骨分化；成骨细胞；信号通路
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Abstract
BACKGROUND: The osteogenic differentiation ability of exosomes derived from osteogenic mesenchymal stem cells is well established. However, their impact 
on the osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells in an inflammatory microenvironment remains unclear.
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0   引言   Introduction
牙周炎是一种以牙周支持组织损伤及缺失为典型特

征的炎症性疾病，治疗牙周炎的关键在于控制炎症的同

时促进牙周缺损组织再生
[1]
。人牙周膜干细胞 (human 

periodontal ligament stem cells，hPDLSCs) 已成为牙周组织

再生过程中不可或缺的种子细胞
[2-3]

，具备自我更新能力

和多向分化潜能。然而，在炎症环境下，hPDLSCs 的成骨

分化能力会下降
[4]
。因此，研究如何促进 hPDLSCs 在炎症

微环境下的成骨分化对于牙周炎治疗具有重要价值
[5]
。研

究表明，旁分泌途径可能是干细胞促进组织再生的主要

机制
[6]
，外泌体作为最重要的细胞外囊泡之一，已受到学

者高度关注，尤其是内容物 ( 包括细胞因子、生长因子、

mRNA、miRNA和DNA等 ) 在细胞间通讯中的重要作用
[7-8]

。 

据报道，hPDLSCs 来源外泌体能够促进骨折愈合、骨

软骨再生以及颅骨缺损修复
[9-11]

，并且成骨诱导能够增

强 hPDLSCs 来源外泌体的促成骨分化能力
[12]
。成骨诱导

hPDLSCs 来源外泌体 (osteogenic induced hPDLSCs derived 

exosomes，OB-EXOs) 能否促进炎症环境下 hPDLSCs 的成

骨分化尚未明确。该研究旨在通过构建炎症微环境，探讨

OB-EXOs 对炎症微环境下 hPDLSCs 成骨分化的影响，为治

疗牙槽骨缺损提供新的思路。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞学实验，两组间数据比较采用独立样

本 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 2-11 月在新疆维吾尔自

治区人民医院医学研究与转化中心实验室完成。

1.3   材料   DMEM 基础培养基、胎牛血清 (Gibco，美国 )；
0.25% 胰蛋白酶，青霉素链霉素混合液、Ⅰ型胶原酶、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒、PKH26 红色细胞膜染色试剂

盒 (Solarbio，中国 )；外泌体提取试剂盒 ( 贝贝生物，中

国 )；CD45、CD146、CD90、CD105(eBioscience，美国 )；
CD63、CD81、TSG101、骨桥蛋白、Runt 相关转录因子 2

抗体和羊抗兔二抗 (Abcam，美国 )；OSX、β-actin 抗体 ( 博

士德，中国 )；油红 O 染色试剂盒 ( 索莱宝，中国 )；离

心机、CO2 培养箱、酶标仪、超净工作台 (Thermo，美国 )；

透射电镜 (Hitachi-4800，日本 )；倒置显微镜系统 (Nikon，

日本 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   hPDLSCs 提取及培养   在新疆维吾尔自治区人民医

院口腔科收集 16-24 岁健康因正畸拔牙患者 ( 均获得知情

通知书 ) 的前磨牙或智齿，将收集到的牙齿放入含 5% 双

抗的 PBS 中 4 ℃保存，送到实验室，准备 5 个 15 mL 离心

管，每管加入 5 mL 含 2% 双抗的 PBS，将收集到的牙齿依

次在 5 个离心管内反复洗涤，转移到培养皿，加入 2 mL

完全培养基 (DMEM 基础培养基 + 体积分数 20% 胎牛血

清 +1% 青 - 链霉素 )，用高压灭菌后的拔牙钳夹住牙冠，

用刮治器刮取根中 1/3 的牙周膜组织，800 r/min 离心 

2 min，弃上清，加入1 mLⅠ型胶原酶 (2 mg/mL)，充分混匀，

于 37 ℃培养箱中消化 110 min，每隔 15 min 摇匀 EP 管

内的混合物，直至组织消化为透明絮状，加入含体积分

数 20% 胎牛血清的 DMEM 培养基终止消化，颠倒混匀，

1 000 r/min 离心 5 min 后缓慢倒去上清，沉淀用 500 μL 

完全培养基轻柔吹打，细胞悬液按 1×106
个 / 瓶的密度种

于 T25 培养瓶中，置于 37 ℃培养箱中培养。当细胞融合

度达到 80%-90% 后加入 1 mL PBS 清洗 1 次，再加入 1 mL 

0.25% 胰酶消化 1 min，然后加入 3 mL 完全培养基终止

消化并吹打细胞 ( 注：在吹打过程中不能产生气泡 )，经 

1 000 r/min 离心 5 min 后按 1 ∶ 2 比例传代，取第 3-5 代

hPDLSCs 进行进一步实验。

该研究的实施符合新疆维吾尔自治区人民医院的相

关伦理要求 ( 医院伦理批件号：KY2023121201)。 

OBJECTIVE: To examine the impact of exosomes derived from osteogenesis-induced human periodontal ligament stem cells on the osteogenic differentiation of 
human periodontal ligament stem cells within an inflammatory microenvironment.
METHODS: Human periodontal ligament stem cells were isolated and cultured. After 3 days of osteogenic induction, exosomes were extracted. Human 
periodontal ligament stem cells were divided into four groups. Control group was treated with osteogenesis-induced medium. The exosome group was treated 
with osteogenesis-induced medium containing 5 μg/mL exosomes. Inflammatory model and inflammatory model + exosome groups were treated with 1 μg/
mL lipopolysaccharide for 24 hours to construct a cellular inflammatory microenvironment. The inflammatory model group was treated with osteogenesis-
induced medium after lipopolysaccharide intervention. The inflammatory model + exosome group was treated with osteogenesis-induced medium containing 
5 μg/mL exosome. The osteogenic differentiation ability of human periodontal ligament stem cells was assessed using alkaline phosphatase staining and alizarin 
red staining. The expressions of Runt-related transcription factor 2, osteopontin, osteoblast-specific transcription factor Osterix (OSX) and wnt pathway-related 
protein β-catenin were detected by real-time fluorescence quantitative PCR and western blot assay. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with the control group, the relative area stained by alkaline phosphatase, the relative area stained by mineralized 
nodules and the expression levels of Runx2, osteopontin, and OSX were significantly decreased in the inflammatory model group (P < 0.05). (2) Compared with 
the inflammatory model group, the expression of Runx2, osteopontin, and OSX in the inflammatory model + exosome group was significantly increased in the 
relative area of alkaline phosphatase staining, the relative area of mineralized nodules staining (P < 0.05). (3) Compared with the control group, the expression 
of wnt pathway-related protein β-catenin was significantly increased in the inflammatory model group (P < 0.05). Compared with the inflammatory model 
group, the expression of β-catenin in the inflammatory model + exosome group was significantly decreased (P < 0.05). These findings indicate that exosomes 
derived from human periodontal ligament stem cells induced by bone formation can enhance the osteogenic differentiation of human periodontal ligament 
stem cells within an inflammatory microenvironment, and the mechanism may be related to wnt/β-catenin signaling pathway.
Key words: human periodontal ligament stem cell; exosome; inflammatory microenvironment; osteogenic differentiation; osteoblast; signaling pathway 

How to cite this article: AIERKEN A, CHEN XT, BAHETI W. Osteogenesis-induced exosomes derived from human periodontal ligament stem cells promote 
osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells in an inflammatory microenvironment. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2025;29(7): 
1388-1394. 
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1.4.2   hPDLSCs 的多向分化   

(1) 成脂诱导：将第 3-5 代细胞以 2.5×104
个 / 孔的密

度接种到 12 孔板中，待细胞融合度达到 80% 时，弃去原

有培养基，用 PBS 洗涤后更换为成脂诱导培养基 (DMEM

完全培养基中添加 10 μmol/L 地塞米松、10 μmol/L 人胰

岛素、0.5 mmol/L IBMX 和 200 μmol/L 吲哚美辛 )，每隔

3 d 更换 1 次培养基，在显微镜下观察到孔内出现较多

脂滴时 (21 d 左右 )，每孔加入 500 μL 40 g/L 多聚甲醛溶

液固定 30 min，PBS 洗涤 3 次，加入油红 O 工作液染色 

30 min，显微镜观察并拍照。

(2) 成骨诱导：将第 3-5 代细胞以 2×104
个 / 孔的密

度种植到 12 孔板中，待细胞融合度达到 80% 时，弃去原

有培养基，用 PBS 洗涤后更换为成骨诱导培养基 (DMEM

完全培养基中添加 50 μmol/L 抗坏血酸、10 μmol/L 地塞

米松和 10 mmol/L β- 磷酸甘油钠 )，每隔 3 d 更换 1 次

培养基，在显微镜下观察到有相当数量的骨钙化结节形

成时 (14 d 左右 )，每孔加入 1 mL PBS 洗涤 3 次，再加入 

500 μL 40 g/L 多聚甲醛溶液固定 30 min，PBS 洗涤 3 次，

加入茜素红染色液染色 3-5 min，PBS 洗涤 3 次，保留最

后 1 次的 PBS 在显微镜下观察并拍照。

1.4.3   hPDLSCs 表面标志物的鉴定   取第 3-5 代 hPDLSCs，

用含体积分数 2% 胎牛血清的 PBS 重悬细胞洗涤 2 次，

以 1×109 L-1
的细胞浓度分装至 5 个 1.5 mL 离心管中 ( 每管

500 µL)，除阴性对照组外，其余每管分别加入 5 µL CD34、
CD90、CD105、CD146、HLA-DR 鼠抗人单抗，避光孵育 

45 min，1 000 r/min 离心 5 min 洗涤多余的抗体，弃上清

后再次加入洗涤液离心，重悬细胞并上流式细胞仪检测。

1.4.4   OB-EXOs 提取及鉴定   取第 3-5 代 hPDLSCs 接种在

T25 培养瓶中 (1×106
个 / 瓶 )，待细胞生长融合至 80% 左

右时更换成无血清的成骨诱导培养基，诱导 3 d 后收集上

清至离心管中。按照外泌体提取试剂盒的说明操作提取

外泌体，以 5 000 r/min 离心 10 min 弃去悬浮的细胞以及

细胞碎片，将上清过 0.22 µm 滤膜，再与 EP Solution 在 

4 ℃恒温摇床上孵育 1 h，12 000 r/min 离心 15 min 后得

到 OB-EXOs。

透射电镜观察外泌体：将铜网置于滤纸上，吸取 

10 μL OB-EXOs 滴加于铜网上静止 3-5 min，在液滴边缘用

滤纸吸去多余液体，稍干燥；滴加 10 μL 磷钨酸复染两三

分钟，常温干燥数分钟，透射电镜观察。

外泌体特异性蛋白鉴定：将提取的 OB-EXOs 与蛋白

上样缓冲液按 5 ∶ 1 的比例混合，在 95 ℃下孵育 5 min

使蛋白变性，制备 10% SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离胶

和浓缩胶进行蛋白分离，将胶上的蛋白印迹到 PVDF 膜上

(300 mA，2 h)，完成转膜后将 PVDF 膜置于 10% 多脂奶粉

37 ℃封闭 1 h，加入按 1 ∶ 2 000 稀释的 CD81、CD9 以及

TSG101 抗体，4 ℃过夜孵育；将一抗回收后用 1×TBST 洗

涤膜 (10 min×3 次 )，加入按 1 ∶ 5 000 稀释的辣根过氧化

物酶标记的二抗，室温孵育 1 h 后再次用 1×TBST 洗涤膜 

(10 min×3 次 )，滴加 ECL 化学发光试剂于化学发光成像系

统中进行成像显影。

1.4.5   外泌体摄取实验   使用 PKH26 红色亲脂性染料标记

OB-EXOs。按照说明书使用 200 μL 稀释液 C 重悬外泌体，

加入 5 μL PKH26 混匀后避光静止 5 min；加入 800 μL 5% 

BSA 溶液终止反应，离心弃上清，除去未结合的染料，用 

300 μL PBS重悬外泌体。取第 3-5代 hPDLSCs以 2×104
个 /孔 

接种在 12孔板中，细胞融合度达到 80%时每孔加入 100 μL  

PKH 标记的 OB-EXOs，37 ℃培养 4 h，弃去培养基，每孔

加入 1 mL 40 g/L 多聚甲醛溶液固定 30 min，PBS 洗涤 3 次，

每孔加入 200 μL DAPI 染色 15 min，PBS 冲洗 3 次，每次 

5 min，荧光显微镜下观察并保存图像。

1.4.6   细胞分组及处理   取第 3-5 代 hPDLSCs 以 2×104
个 /

孔、接种在 4 个 12 孔板中，细胞融合度达到 80% 时，分

为对照组、炎症模型组、外泌体组、炎症模型 + 外泌体组。

对照组更换为成骨诱导培养基，外泌体组更换为含 5 μg/mL  

OB-EXOs 的成骨诱导培养基
[3]
，炎症模型和炎症模型 +

外泌体组以 1 μg/mL 脂多糖处理 24 h 构建细胞炎症微环 

境
[13]
，炎症模型组在脂多糖处理后更换为成骨诱导培

养基，炎症模型 + 外泌体组在脂多糖处理后更换为含 

5 μg/mL OB-EXOs 的成骨诱导培养基
[3]
。

1.4.7   细胞成骨分化检测   成骨诱导培养 7 d 后，弃去培

养基，PBS 洗涤，用 40 g/L 多聚甲醛溶液固定 30 min，然

后采用碱性磷酸酶染色试剂盒进行染色。成骨诱导培养

21 d 后，弃去原有的培养基，PBS 洗涤，用 40 g/L 多聚甲

醛溶液固定细胞30 min，加入1 mL PBS洗涤3次，加入0.2%

茜素红 S 染色液进行染色，PBS 洗涤，倒置显微镜观察并

拍照。然后，使用 Image J 软件对各组的碱性磷酸酶染色

和矿化结节染色相对面积进行定量分析。

1.4.8   Western blot 检测 Runt 相关转录因子 2、骨桥蛋白、

OSX 以及 wnt/β-catenin 通路相关蛋白表达量   成骨诱导培

养 7 d 后收集各组细胞，加入 100 μL RIPA 裂解液提取总

蛋白，用 BCA 法测蛋白浓度，取 15 μg 蛋白 95 ℃变性后

进行凝胶电泳，然后电转至 PVDF 膜上，以 10% 脱脂奶粉

封闭 1 h，加入 Runt 相关转录因子 2、骨桥蛋白、OSX、
β-catenin、β-actin 一抗 (1 ∶ 2 000)4 ℃孵育过夜，次日，

回收一抗后用 1×TBST 洗涤膜 (10 min×3 次 )，加入 HRP

标记的二抗 (1 ∶ 5 000) 室温孵育 1 h，用 1×TBST 洗涤膜 

(10 min×3 次 )，以化学发光试剂对各蛋白印迹显色，用

Image J 软件量化其灰度值。

1.4.9   qPCR 检测 Runt 相关转录因子 2、骨桥蛋白、OSX

以及 wnt/β-catenin 通路相关 mRNA 表达量   成骨诱导培
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养 7 d 后收集各组细胞，使用 Trizol 提取细胞总 RNA，
Nanodrop 进行浓度测定，利用 Takara 的反转录试剂盒进

行反转录，然后进行荧光定量 PCR 反应，以 GADPH 基因

对照，通过 2-ΔΔCt
算法分析各组基因的相对表达量。引物

序列见表 1。

hPDLSCs 内，并聚集在细胞核附近，说明 OB-EXOs 能够直

接作用于 hPDLSCs，见图 4。
2.4   各组 hPDLSCs 成骨分化能力   与对照组相比，炎症模

型组的矿化结节相对面积与碱性磷酸酶相对面积显著降

低；与对照组相比，外泌体组细胞矿化结节相对面积与

碱性磷酸酶相对面积显著增加；与炎症模型组相比，炎

症模型 + 外泌体组细胞碱性磷酸酶相对面积与矿化结节

相对面积显著增加，见图 5-7。
2.5   各组 hPDLSCs 成骨相关因子 mRNA 的表达   与对照

组相比，炎症模型组 Runt 相关转录因子 2、骨桥蛋白和

OSX mRNA 表达降低；与对照组相比，外泌体组 Runt 相

关转录因子 2、骨桥蛋白和 OSX mRNA 表达升高；与炎症

模型组相比，炎症模型 + 外泌体组 Runt 相关转录因子 2、

骨桥蛋白和 OSX mRNA 表达升高，见图 8。
2.6   各组 hPDLSCs 成骨相关因子的蛋白表达   与对照组相

比，炎症模型组 Runt 相关转录因子 2、骨桥蛋白和 OSX 

蛋白表达量显著降低；与对照组相比，外泌体组 Runt 相

关转录因子 2、骨桥蛋白和 OSX 蛋白表达量显著升高；与

炎症模型组相比，炎症模型 + 外泌体组 Runt 相关转录因

子 2、骨桥蛋白和 OSX 蛋白表达量显著升高，见图 9。
2.7   各组 hPDLSCs 中 β-catenin 表达   与对照组相比，炎症

模型组 wnt 通路相关蛋白 β-catenin 表达量显著增加；外

泌体组与对照组之间无显著性差异；与炎症模型组相比，

炎症模型 + 外泌体组 β-catenin 蛋白和 mRNA 表达量显著

降低，见图 10。

3   讨论   Discussion
牙周炎症是导致成人失牙的主要原因之一，虽然牙

周基础治疗、牙周手术都取得了良好的治疗效果，但是牙

周炎导致骨缺损的治疗仍然是一个难题
[1]
。目前的研究认

为，导致牙槽骨缺损治疗失败的主要原因是炎症微环境

下局部间充质干细胞的成骨分化能力下降。由于 hPDLSCs

具有良好的组织再生能力和成骨分化潜能，在牙周组织

缺损修复中起着关键作用
[14-15]

。然而，研究表明 hPDLSCs

在炎症微环境下的成骨能力会下降
[16]
。因此，研究如何

促进 hPDLSCs 在炎症微环境下的成骨分化对于牙周炎的预

防和治疗具有重要价值。

该研究使用胶原酶消化方法成功分离了 hPDLSCs。

流式细胞分析结果显示，hPDLSCs 高表达 CD90、CD146

和 CD105，低表达 CD34，成脂以及成骨诱导结果显示，

PDLSCs 具有成脂和成骨分化潜力，符合间充质干细胞的

基本特征。ZHENG 等
[12]

以 1 μg/mL 牙龈卟啉菌来源的脂

多糖处理 hPDLSCs，发现能够促进炎症因子如白细胞介素

6、白细胞介素 8 和肿瘤坏死因子 α 等的表达，并降低抗

炎因子如白细胞介素 10 的表达，进而导致成骨相关因子

表 1 ｜各基因引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences of each gene

基因 引物序列 (5’-3’)

Runt 相关转录因子 2 F： CGC CTC ACA AAC AAC CAC AG
R： TGC AGC CTT AAA TGA CTC GGT

骨桥蛋白 F： AGC GAG GAG TTG AAT GGT GCA TAC
R： AAT CTG GAC TGC TTG TGG CTG TG

OSX F： GTC CTA TGG CGG GGA GGA CTG G
R： TGG CAG CTG CAA GCT CTC TGT A

β-catenin F： AGC TTC CAG ACA CGC TAT CAT
R： CGG TAC AAC GAG CTG TTT CTA C

GAPDH F： CAT GTT CGT CAT GGG GTG AAC CA
R： AGT GAT GGC ATG GAC TGT GGT CAT

1.5   主要观察指标   ① hPDLSCs 鉴定结果；②外泌体鉴定

结果；③ hPDLSCs 摄取外泌体结果；④在炎症微环境下

OB-EXOs 对 hPDLSCs 成骨分化的影响；⑤在炎症微环境下

OB-EXOs 对 wnt/β-catenin 通路的影响。

1.6   统计学分析   数据采用 SPSS 26.0 及 GraphPad Prism 8

软件进行统计学分析，多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 Tukey 事后检验。P < 0.05 为差异有显

著性意义。文章统计学方法已经通过新疆维吾尔自治区

人民医院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   hPDLSCs 的鉴定结果   原代 hPDLSCs 贴壁生长，相互

黏附，细胞形态不均一，呈多边形或长梭形，见图 1A。

成骨诱导后 hPDLSCs 由纤维状开始变为鳞片状，显微镜下

可见 hPDLSCs 逐渐形成钙结节，经 0.2% 茜素红染液染色

后钙结节被染成红色，见图 1B。成脂诱导培养后 PDLSCs

形态由原本的纤维状变圆，成脂诱导分化 8-10 d 在显微

镜下能够看到脂滴，油红 O 染色后可见脂滴颗粒均被染

成红色，见图 1C。

流 式 结 果 表 明 hPDLSCs 高 表 达 CD90、CD146 和

CD105 表面抗原，阳性表达率分别为 98.3%，73.7% 和

86.0%，低表达 CD34，阳性表达率为 0.62%，见图 2。
2.2   OB-EXOs 的鉴定结果   OB-EXOs 为圆形或椭圆形，膜

结构完整，见图 3A；Western blot 结果显示 CD9、CD81

和 TGS101 呈阳性表达，见图 3B，符合文献 [14] 报道的

外泌体的相关特征，表明成功提取 OB-EXOs。
2.3   hPDLSCs 摄 取 OB-EXOs   为 检 测 OB-EXOs 能 否 被 

hPDLSCs 摄 取， 首 先 用 PKH26 标 记 OB-EXOs， 进 一 步

与 hPDLSCs 共培养，发现 PKH26 标记的 OB-EXOs 位于 
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图注：图 A 为原代人牙周膜干细胞；B 为茜素红染色的钙结节；C 为油

红 O 染色的脂滴。

图 1 ｜人牙周膜干细胞形态及分化能力 (×40)
Figure 1 ｜ Morphology and differentiation of human periodontal ligament 
stem cells (×40)

图 5 ｜茜素红染色检测各组人牙周膜干细胞的成骨分化能力 (×40)
Figure 5 ｜ Osteoblast differentiation of human periodontal ligament stem 
cells in each group detected by alizarin red staining (×40)

对照组                                     炎症模型组

对照组                                       炎症模型组

外泌体组                           炎症模型 + 外泌体组

外泌体组                               炎症模型 + 外泌体组

A B C

图注：人牙周膜细胞表面 CD90、CD146 和 CD105 均呈强阳性表达，而

CD34 低表达。

图 2 ｜人牙周膜干细胞表面标记鉴定 
Figure 2 ｜ Identification of human periodontal ligament stem cell surface 
markers

CD34
0.62

CD90
98.3

CD146
73.7

CD105
86.0

图注：图 A 为透射电镜观察可见脂质双分子层形成的囊泡结构 (×10 000)； 

B 为 Western blot 检测外泌体特异性蛋白的表达。OB-hPDLSCs：成骨诱导人

牙周膜干细胞。

图 3 ｜成骨诱导人牙周膜干细胞来源外泌体 (OB-EXOs) 的鉴定

Figure 3 ｜ Identification of exosomes derived from osteogenesis-induced 
human periodontal ligament stem cells

OB-hPDLSCs         OB-EXOs

CD9 

CD81 

TGS101

A B

图注：PKH26 标记的成骨诱导人牙周膜干细胞来源外泌体位于人牙周膜

干细胞内，聚集在细胞核附近。

图 4 ｜人牙周膜干细胞摄取成骨诱导人牙周膜干细胞来源外泌体 (×40)
Figure 4 ｜ Human periodontal ligament stem cells ingest exosomes from 
osteoblast-induced human periodontal ligament stem cells (×40)

DAPI PKH26 MERGE

图 6 ｜碱性磷酸酶染色检测各组人牙周膜干细胞的成骨分化能力 (×40)
Figure 6 ｜ Osteoblast differentiation of human periodontal ligament stem 
cells in each group detected by alkaline phosphatase staining (×40)

多种病理生理过程中发挥重要作用
[18]
，并且在疾病诊断、

治疗和组织再生中得到了广泛研究，在骨缺损修复中具

有巨大潜力
[1，19]

。研究表明外泌体的生物学作用在很大

程度上取决于供体细胞的来源和所处的微环境
[20]
。因此，

该研究探讨 OB-EXOs 在炎症微环境下对 hPDLSCs 成骨分化

的影响。通过将 hPDLSCs 成骨诱导培养 3 d 后，利用外泌

体提取试剂盒分离得到纯度较好的外泌体，Western blot 

表达降低。该研究选用 1 μg/mL 脂多糖构建炎症模型。外

泌体是直径为 30-150 nm 的胞外小囊泡，几乎所有类型

的细胞都分泌外泌体，包括间充质干细胞、树突状细胞、

B 细胞、T 细胞等，并广泛存在于许多体液中，如血浆、

尿液、母乳、精液、羊水和唾液
[17]
。外泌体内携带母细

胞来源的蛋白、miRNA、核酸等遗传物质，是细胞间通讯

的新机制，在免疫调节、肿瘤生长和浸润、病毒传播等
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检测结果显示外泌体表达 CD9、CD81 和 TSG101 蛋白，透

射电镜观察可见外泌体为囊泡结构
[21-22]

。在 OB-EXOs 刺

激下，成骨诱导培养 14 d 后茜素红染色显示 hPDLSCs 形

成更多的钙结节，并且碱性磷酸酶表达量也显著增加，

说明 OB-EXOs 能够在炎症微环境下促进 hPDLSCs 的成骨

分化，与 LIU 等
[2]
的结果相符。

炎症微环境下，AKT 通路、NF-κB 通路、Notch 和

Wnt/β-catenin 等通路影响 hPDLSCs 成骨分化过程
[23-26]

。

典型的 Wnt 信号通路在间充质干细胞成骨分化中起重要

作用
[3]
。LIU 等

[27]
研究发现炎症因子过度激活典型 Wnt

信号抑制 hPDLSCs 的成骨分化，表明典型 Wnt 通路在炎

症环境下与 hPDLSC 成骨分化能力下调有关。因此，该研

究检测了 OB-EXOs 对典型 Wnt 信号通路激活的影响。与

先前报道的研究一致
[3，28]

，在炎症微环境下 hPDLSCs 中的

Wnt 信号通路过度激活，OB-EXOs 处理后抑制了 β-catenin

的蛋白表达，而外泌体组与对照组的 β-catenin 表达没有

显著性差异，结果表明 OB-EXOs 在炎症微环境下可能通

图注：
aP < 0.001，bP < 0.000 1，n=3。

图 10 ｜各组人牙周膜干细胞 β-catenin 蛋白和 mRNA 相对表达量
Figure 10 ｜ Relative expression levels of β-catenin protein and mRNA in 
human periodontal stem cells of each group
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图注：
aP < 0.01，bP < 0.000 1，n=3。

图 9 ｜各组人牙周膜干细胞 Runt 相关
转录因子 2(RUNX2)、骨桥蛋白和 OSX
蛋白相对表达量
Figure 9 ｜ Relative expression levels 
of Runt-associated transcription factor 
2 (RUNX2), osteopontin, and OSX 
proteins in human periodontal ligament 
stem cells of each group
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aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.000 1，
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图 8 ｜各组人牙周膜干细胞 Runt 相
关转录因子 2(RUNX2)、骨桥蛋白、
OSX mRNA 相对表达量
Figure 8 ｜ Relative mRNA expression 
levels of Runt-related transcription 
factor 2 (RUNX2), osteopontin, and 
OSX in human periodontal ligament 
stem cells of each group
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aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001，n=3。

图 7 ｜各组人牙周膜干细胞矿化结节相对面积 (A) 与碱性磷酸酶染色相
对面积 (B)
Figure 7 ｜ Relative area of mineralized nodules (A) and relative area of 
alkaline phosphatase staining (B) in human periodontal ligament stem cells 
of each group
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过抑制过度激活的 Wnt 信号传导促进炎症环境下 hPDLSCs

的成骨分化。

综上所述，OB-EXOs 能够促进炎症微环境下 hPDLSCs

的成骨分化及矿化，作用机制可能是在炎症微环境下 OB-

EXOs 抑制典型 Wnt 信号的过度激活，以恢复 hPDLSCs 在

炎症微环境的成骨分化能力。
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