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[摘要]     目的   探讨程序性死亡配体1（PD-L1）在慢性牙周炎中是否有表达，以及与不同程度慢性牙周炎的相关关

系，为阐明慢性牙周炎的免疫调控机制、临床治疗和预后提供依据。方法   收集健康人和慢性牙周炎患者的牙龈和牙

周膜组织。根据临床探测，分为正常对照组、轻度牙周炎组、重度牙周炎组。运用荧光定量聚合酶链反应（PCR）测

定不同组牙周组织中PD-L1 mRNA的表达；免疫印迹（Western blot）以及免疫组织化学方法测定不同组牙周组织中

PD-L1蛋白的表达。结合临床影像资料，分析PD-L1的差异表达量和不同程度慢性牙周炎的关系。结果   轻度牙周炎

组牙周组织中PD-L1的相对表达量显著高于重度牙周炎组（P<0.01）；正常对照组牙周组织中PD-L1的相对表达量与

重度牙周炎组牙周组织相比无统计学意义（P>0.05）。结论   PD-L1在牙周组织的表达可负性调控炎症牙周组织损伤。
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Programmed death ligand 1 negatively regulates inflammatory response of chronic periodontitis   Yuan Wenwen, Wang 

Xiaoqian, Zhang Jiehua, Zhou Wenjie, Feng Yun, Chen Jiao, Zhang Ping.   (State Key Laboratory of Oral Diseases, West 

China Hospital of Stomatology, Sichuan University, Chengdu 610041, China)

[Abstract]     Objective   To investigate whether programmed death ligand 1 (PD-L1) expressed in the periodontal tissue of 

chronic periodontitis and the correlativity of PD-L1 and different degrees of chronic periodontitis, provide experience for 

immunoregulation mechanism, clinical treatment and prognosis of chronic periodontitis. Methods   Gingiva and periodontal 

tissue of healthy people and chronic periodontitis patients were collected. Based on clinical probing, periodontal tissue were 

classified into three groups: periodontal tissues of healthy people, periodontal tissue of mild chronic periodontitis, periodontal 

tissue of severe chronic periodontitis. Fluorescent quantitation polymerase chain reaction was applied to explore the expression 

of PD-L1 mRNA in the periodontal tissue of the different groups. Western blot and immunohistochemistry method were utilized 

to test the expression of PD-L1 protein in the periodontal tissue of the different groups. Combining with clinical image data, 

the relationship between differentially expressions of PD-L1 and different degrees of chronic periodontitis was analyzed. 

Results   The relative expression quantity of PD-L1 in the periodontal tissue of the mild chronic periodontitis was significantly 

higher that of the severe chronic periodontitis (P<0.01). The relative expression quantity of PD-L1 in the periodontal tissue 

of healthy subjects and severe chronic periodontitis had no statistical significance (P>0.05). Conclusion   The expression of 

PD-L1 in the periodontal tissue negatively regulates inflammatory periodontal tissue damage. 

[Key words]     programmed death ligand 1;    chronic periodontitis;    immunoregulation;    alveolar absorption

牙周病是一种全球流行的多种致病微生物引起

的口腔疾病，可以影响到全世界90%的人口[1]。其

中较为常见的慢性牙周炎是由位于龈下菌斑的革兰

阴性致病菌启动和发展的，最终导致结缔组织的附

着丧失、牙槽骨的吸收及成人牙齿的丧失。此外，

还与牙周病和一些威胁生命的系统性疾病的发生呈

正相关，如动脉粥样硬化以及糖尿病等[2-3]。

程序性死亡分子1（programmed death 1，PD-1）

是B7基因家族的一员，是T细胞活化过程中的负性

调节分子[4]。程序性死亡配体1（programmed death 
ligand 1，PD-L1）是PD-1的配体，文献[5]报道PD-L1
诱导性表达于体内多种细胞，包括抗原提呈细胞

（antigen presenting cells，APCs）、γ-干扰素（in-
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terferon-γ，IFN-γ）诱导的人外周血单个核细胞、激

活的树突细胞等。还有文献[6]称PD-L1广泛表达于各

种肿瘤细胞表面，如乳腺癌、卵巢癌、口腔癌等。

PD-1/PD-L1是一对重要的负性协同刺激分子[4]，PD-1
与PD-L1结合后会抑制T细胞受体介导的淋巴细胞增

殖和细胞因子的分泌[5]，从而在免疫调控中发挥负性

调节作用。PD-1/PD-Ls途径对维持外周免疫耐受有

重要作用。此外，PD-1/PD-Ls和T细胞介导的多种

疾病相关，如自身免疫性疾病、肿瘤免疫等[7-8]。

PD-L1与慢性炎症的关系目前还不清楚。本课

题旨在探讨慢性牙周炎组织细胞表面PD-L1的表达

与牙周炎症程度的相关性，为阐明慢性牙周炎免疫

调控机制，建立慢性牙周炎的实验诊断、临床预防

和治疗新方法奠定基础。

1   材料和方法

1.1   主要试剂和仪器

兔抗人PD-L1抗体（Abcam公司，美国），Im-
mobilon Western化学发光HRP底物（Millipore公司，

美国），Trizol（Invitrogen公司，美国），TaKaRa
逆转录试剂盒（TaKaRa公司，日本），QuantiTect-
SYBR Green PCR试剂盒（Qiagen公司，美国），HRP
山羊抗兔IgG抗体、山羊抗兔IgG免疫组化试剂盒（北

京中杉金桥生物技术有限公司），十二烷基磺酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate polyacry-
lamide gelelectrophoresis，SDS-PAGE）仪、快速转

印仪、荧光化学发光成像仪（BIO-RAD公司，美

国），Varioskan Flash多功能读数仪（Thermo公司，

美国），ABI7300荧光定量聚合酶链反应（polyme-
rase chain reaction，PCR）仪（ABI公司，美国）。

1.2   样本收集

本实验分为3组，分别为正常对照组、轻度牙周

炎组和重度牙周炎组。纳入标准如下。1）正常对

照：探诊牙龈基本无出血，探诊深度<3 mm，无牙

周袋，无附着丧失，X线片显示牙槽骨无吸收。2）

轻度牙周炎：探诊有出血，牙周袋≤4 mm，附着丧

失1~2 mm，X线片显示牙槽骨吸收不超过根长的1/3，

缺失牙不超过3颗。3）重度牙周炎：牙周袋>6 mm，

附着丧失≥5 mm，X线片显示牙槽骨吸收超过根长

的1/2甚至达根长的2/3，多根牙有根分叉病变，牙多

有松动，缺失牙不超过14颗。排除标准：有糖尿病、

甲亢、心脏病、高血压等全身系统疾病的患者。牙

龈组织块大小约为2 mm×2 mm×2 mm，所有样本均

取自四川大学华西口腔医院牙周科和口腔颌面外科

门诊。其中，正常牙龈4例（男性2例，女性2例），

取自因正畸需要进行开窗牵引术的患者。轻度牙周

炎牙龈4例（男性2例，女性2例），取自牙齿纵折需

拔除的患者（纵折不超过3 d，全口检查符合轻度牙

周炎确诊标准并且未进行牙周治疗）。重度牙周炎

牙龈4例（男性2例，女性2例），取自因牙松动需做

翻瓣术的患者。正常牙齿牙周膜16例（男性8例，女

性8例），取自因正畸需要拔除的前磨牙。轻度牙周

炎牙周膜16例（男性8例，女性8例），取自残根无

法保留需拔除的牙齿。重度牙周炎牙周膜16例（男

性8例，女性8例），取自因松动无法保留需拔除的

牙齿。牙龈组织立即浸泡在4%多聚甲醛中4 ℃固定，

牙周膜立即转移至-80 ℃冰箱备用。牙周组织样本的

收集经过四川大学华西口腔医院医学伦理部门的严

格审查和批准，并征得了患者或其家属的同意。

1.3   荧光定量PCR
取-80 ℃冻存的50~100 mg各组牙周膜组织（各

8例），冰上解冻，分别加入1 mL Trizol，用匀浆器

匀浆处理，按照Trizol说明书提取总RNA。以提取的

总RNA为模板进行逆转录，得到cDNA第一链，以

cDNA为模板，分别加入PD-L1引物（上游和下游引

物序列分别为5’-GAACTACCTCTGGCACATCCTC-
C-3’和5’-TAAACGGAAGATGAATGTCAGTGC-3’）
和甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH）引物（上游和下游引物序

列分别为5’-AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC-3’和5’-
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’）进行PCR扩增。

通过溶解曲线反映扩增的特异性。2-ΔΔCt方法计算组

间的mRNA相对表达量（倍数）[9]。

1.4   免疫印迹（Western blot）检测

根据凯基全蛋白提取试剂盒说明书提取各组牙

周膜的全蛋白（各8例），-80 ℃冻存备用。将蛋白

样品上样加入10%的SDS-PAGE胶加样孔内分离蛋白

质。将电泳分离的蛋白质转移到聚偏氟乙烯（poly-
vinylidene fluoride，PVDF）膜上（200 mA，7 min）。

5%脱脂奶粉室温封闭1 h。分别加入PD-L1抗体（1︰
200）和GAPDH抗体（1︰1 000），4 ℃过夜，TBST
洗涤3次，每次10 min。加入HRP山羊抗兔二抗（1︰
5 000），37 ℃ 1 h，TBST洗涤3次，每次10 min。用

化学发光检测系统采集图像。

1.5   免疫组织化学方法

将各组牙龈组织放置于ASP-200S自动脱水机脱

水，石蜡包埋，切片（4 μm），二甲苯脱蜡，乙醇

梯度脱水；3%H2O2室温15 min灭活内源性过氧化物

酶，蒸馏水洗2次；高压锅抗原修复，PBS洗3次；山

羊血清封闭30 min；向不同组切片中分别加入PD-L1
抗体（1︰40），阴性对照加入PBS，4 ℃湿盒过夜，



•368•
   华西口腔医学杂志  第 33 卷  第 4 期  2015 年 8 月

     West China Journal of Stomatology  Vol.33  No.4  Aug. 2015      http://www.hxkqyxzz.net

PBS洗涤3次；加入HRP山羊抗兔二抗，37 ℃ 1 h，

PBS洗3次；DAB显色，苏木素复染，氨水返蓝，脱

水透明，封片，显微镜观察。

1.6   统计学处理

mRNA的平均相对表达量用平均值±标准误表

示，采用GraphPad Prism 5行统计分析，根据资料类

型用ANOVA检验，取P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果

2.1   各组牙齿牙槽骨的吸收情况

对收集的牙齿的影像学资料进行整理，牙槽骨

吸收的高度用X线片中釉牙骨质界到牙槽骨水平最

低点的距离表示，正常对照组、轻度牙周炎组、重

度牙周炎组牙槽骨的平均吸收高度分别为（0.09±
0.03）、（1.71±0.04）、（7.26±0.10） mm。

2.2   总RNA的纯度

采用多功能读数仪测定吸光度，所有样本RNA
的OD260/OD280均为1.8~2.0，说明提取的总RNA纯度

较高。

2.3   各组患者牙周膜中PD-L1 mRNA的相对表达量

在不同组的牙周膜样本中，PD-L1均有表达。

正常对照组、轻度牙周炎组、重度牙周炎组PD-L1 
mRNA的平均相对表达量分别为1.01±0.02、5.00±
0.15、1.57±0.05。轻度牙周炎组牙周膜中PD-L1的

表达量最高。轻度牙周炎组和重度牙周炎组间差异

有统计学意义（P<0.01）；重度牙周炎组和正常对

照组间差异无统计学意义（P>0.05）。

2.4   Western blot结果

采用Western blot检测不同组PD-L1的表达，结

果表明3组牙周膜组织中均有PD-L1表达（图1）。正

常对照组、轻度牙周炎组、重度牙周炎组中PD-L1表

达的平均灰度值分别为0.46±0.02、2.30±0.06、0.23±
0.02。轻度牙周炎组和重度牙周炎组间差异有统计

学意义（P<0.01）；重度牙周炎组和正常对照组间

差异无统计学意义（P>0.05）。

1：正常对照组；2：轻度牙周炎组；3：重度牙周炎组。

图  1    Western blot检测不同组牙周膜中PD-L1的表达

        Fig  1    The expression of PD-L1 in different groups of parodontium

                       by Western blot

2.5   免疫组织化学结果

收集不同组牙龈组织做石蜡切片，免疫组织化

学染色结果见图2。由图2可见，阴性对照组中无PD-
L1表达，其他各组牙龈中均有PD-L1的表达，轻度牙

周炎患者牙龈中PD-L1的表达高于重度牙周炎。

A：阴性对照组；B：正常对照组；C：轻度牙周炎组；D：重度牙周炎组。

图  2    不同组牙龈PD-L1的表达    免疫组织化学    × 400

Fig  2    The expression of PD-L1 in different groups of gingival    immunohistochemistry    × 400

   
3   讨论

既往研究[6,10]表明，肿瘤细胞表面的PD-L1与T
细胞表面的PD-1结合后，形成共抑制分子，减少细

胞因子如白细胞介素（interleukin，IL）-2、IFN-γ、

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

的产生，抑制T细胞的增殖分化，损害T细胞的新陈

代谢，抑制抗凋亡蛋白Bcl-X2的分泌，导致T细胞

衰竭或凋亡，造成肿瘤的免疫逃逸。同时，PD-L1
在肿瘤的转移和发展中起到关键作用，PD-L1表达

高者癌症患者预后差[4]。

慢性牙周炎牙周组织的破坏，除了病原微生物

及其分泌物直接损伤外，炎症细胞及其分泌的炎症

A B C D
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PBS洗涤3次；加入HRP山羊抗兔二抗，37 ℃ 1 h，

PBS洗3次；DAB显色，苏木素复染，氨水返蓝，脱

水透明，封片，显微镜观察。

1.6   统计学处理

mRNA的平均相对表达量用平均值±标准误表

示，采用GraphPad Prism 5行统计分析，根据资料类

型用ANOVA检验，取P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果

2.1   各组牙齿牙槽骨的吸收情况

对收集的牙齿的影像学资料进行整理，牙槽骨

吸收的高度用X线片中釉牙骨质界到牙槽骨水平最

低点的距离表示，正常对照组、轻度牙周炎组、重

度牙周炎组牙槽骨的平均吸收高度分别为（0.09±
0.03）、（1.71±0.04）、（7.26±0.10） mm。

2.2   总RNA的纯度

采用多功能读数仪测定吸光度，所有样本RNA
的OD260/OD280均为1.8~2.0，说明提取的总RNA纯度

较高。

2.3   各组患者牙周膜中PD-L1 mRNA的相对表达量

在不同组的牙周膜样本中，PD-L1均有表达。

正常对照组、轻度牙周炎组、重度牙周炎组PD-L1 
mRNA的平均相对表达量分别为1.01±0.02、5.00±
0.15、1.57±0.05。轻度牙周炎组牙周膜中PD-L1的

表达量最高。轻度牙周炎组和重度牙周炎组间差异

有统计学意义（P<0.01）；重度牙周炎组和正常对

照组间差异无统计学意义（P>0.05）。

2.4   Western blot结果

采用Western blot检测不同组PD-L1的表达，结

果表明3组牙周膜组织中均有PD-L1表达（图1）。正

常对照组、轻度牙周炎组、重度牙周炎组中PD-L1表

达的平均灰度值分别为0.46±0.02、2.30±0.06、0.23±
0.02。轻度牙周炎组和重度牙周炎组间差异有统计

学意义（P<0.01）；重度牙周炎组和正常对照组间

差异无统计学意义（P>0.05）。

 

1：正常对照组；2：轻度牙周炎组；3：重度牙周炎组。

图  1    Western blot检测不同组牙周膜中PD-L1的表达

        Fig  1    The expression of PD-L1 in different groups of parodontium

                       by Western blot

2.5   免疫组织化学结果

收集不同组牙龈组织做石蜡切片，免疫组织化

学染色结果见图2。由图2可见，阴性对照组中无PD-
L1表达，其他各组牙龈中均有PD-L1的表达，轻度牙

周炎患者牙龈中PD-L1的表达高于重度牙周炎。

因子发挥至关重要的作用[1]。炎症细胞不仅可以分泌

基质金属蛋白酶等直接破坏组织，还可以分泌IL-1、

核因子-κB受体活化因子配体等炎症因子活化破骨

细胞促进牙槽骨吸收。本课题的研究结果显示：在轻

度牙周炎组织中PD-L1高表达，而重度牙周炎组织

中PD-L1表达显著减少。PD-L1作为一种保护性配体

在慢性牙周炎中发挥重要作用。PD-L1抑制牙周组

织炎症的机制可能是减少TNF-α的表达以及刺激

CD11c+CD11b+固有层细胞分泌IL-22。TNF-α刺激T
细胞产生多种炎症因子，促进炎症反应的发生，是

加速炎症反应的一个重要细胞因子，而PD-L1可能是

抑制TNF-α产生的一个重要因素。在黏膜感染的过程

中，IL-22启动固有免疫并且促进上皮细胞的修复，

PD-L1可能刺激IL-22的分泌，从而加速黏膜上皮细

胞的自我修复和生长，最终在控制牙周组织的炎症

反应中起至关重要的作用。组织受到感染后，PD-L1
本身并不能影响组织修复，但可能有抑制上皮细胞

凋亡和坏死的作用。此外，在牙周组织的炎症反应

过程中，PD-L1可能有维持黏膜上皮完整性以及抑

制共生菌过度繁殖的作用[11]。总之，PD-L1的高表

达，抑制了炎症细胞活化、增殖和分泌炎症因子，

减少了炎症因子对组织的破坏。在重度牙周炎组中，

发现PD-L1表达减少，不排除实验中存在个体差异，

推测信号通路的多样性及分子之间多元性的相互交

错最终产生了这一现象，但是究竟是PD-L1的减少

加重了炎症程度还是炎症的继续发展导致了PD-L1
的减少还不明确，还亟需针对这一现象的研究。

新近研究[12]表明，牙周炎组外周血CD4+、CD8+

T淋巴细胞表面PD-L1的阳性表达率显著高于健康对

照组，可能是因为PD-L1在外周血淋巴细胞表面和

薄壁组织细胞表面发挥不同的作用。在慢性感染过

程中，外周血淋巴细胞表面PD-L1的表达受到刺激

后上调，抑制CD8+T的免疫反应，负性调节T细胞

功能。然而，薄壁组织细胞表面PD-L1表达的上调

对控制组织的炎症反应有重要作用[13]。

综上所述，PD-L1在牙周组织的表达对牙周炎症

反应发挥重要的负性调控作用，对牙周组织起保护

性效应。这提示，特异性靶向增强PD-L1的活性可

能对慢性牙周炎的治疗和控制有有利作用。本实验

的结果为牙周炎的预后和治疗提供了潜在的研究价

值，同时也拓宽了PD-L1在免疫学中的重要作用，为

以后研究PD-L1与慢性牙周炎的关系奠定了基础。
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