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感染根管是厌氧菌为主的混合感染，其中牙髓

卟啉单胞菌（Porphyromonas endodontalis，P.endodon-
talis）几乎只在感染根管内出现，且检出率较高，被
认为是牙髓感染的特有病原菌 [1]。牙髓卟啉单胞菌

是革兰阴性菌，其细胞壁外膜的内毒素（lipopolysac-
charides，LPS）是主要的毒力因子。前期实验表明，
牙髓卟啉单胞菌LPS以剂量和时间依赖方式诱导成
骨细胞表达白细胞介素（interleukin，IL）-1β和IL-
6[2]，但其具体机制尚不清楚。本实验将检测抑制剂
对牙髓卟啉单胞菌LPS诱导成骨细胞表达IL-1βmRNA
和IL-6 mRNA的影响。

牙髓卟啉单胞菌内毒素诱导成骨细胞
表达炎症因子的信号通路研究
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[摘要] 目的 检测细胞外信号调节激酶（ERK）1/2和p38丝裂原活化蛋白激酶抑制剂对牙髓卟啉单胞菌内毒素
（LPS）诱导成骨细胞白细胞介素（IL）-1β mRNA和IL-6 mRNA的影响，探讨根尖周病变牙槽骨吸收的可能病理机
制。方法 成骨细胞MG-63经PD98059和SB203580预处理1 h后，加入牙髓卟啉单胞菌LPS作用6 h，应用逆转录聚
合酶链反应（RT-PCR）检测IL-1β mRNA和IL-6 mRNA的表达水平。结果 PD98059预处理后，牙髓卟啉单胞菌LPS
诱导MG-63表达IL-1β mRNA的水平下降。SB203580预处理后，牙髓卟啉单胞菌LPS诱导MG-63表达IL-1β mRNA和
IL-6 mRNA水平均下降。结论 牙髓卟啉单胞菌LPS诱导MG-63细胞表达IL-1β mRNA依赖ERK1/2和p38MAPK信号
转导通路，表达IL-6 mRNA依赖p38MAPK信号转导通路。
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Study of signal transduction pathway in the expression of inflammatory factors stimulated by lipopolysac－
charides from Porphyromonas endodontalis in osteoblasts YANG Di1, QIU Li-hong1, LI Ren1, LI Zi-mu1, LI
Chen2.（1. Dept. of Endodontics, School of Stomatology, China Medical University, Shenyang 110002, China; 2. Cen－
tral Laboratory, School of Stomatology, China Medical University, Shenyang 110002, China）
[Abstract] Objective To quantify the interleukin（IL）-1β mRNA and IL-6 mRNA expression induced by lipo-
polysaccharides（LPS） extracted from Porphyromonas endodontalis（P.endodontalis） in osteoblasts, and to relate P.
endodontalis LPS to the bone resorptive pathogenesis in the lesions of chronic apical periodontitis. Methods MG63
cells was pretreated with PD98059 or SB203580 for 1 h and then treated with P.endodontalis LPS for 6 h. The
expression of IL-1β mRNA and IL-6 mRNA were detected by reverse transcription polymerase chain reaction（RT-
PCR） technique. Results The production of IL-1β mRNA induced by P.endodontalis LPS decreased in osteoblasts
pretreated with PD98059. Both of the production of IL-1β mRNA and IL-6 mRNA induced by P.endodontalis LPS
decreased in osteoblasts pretreated with SB203580. Conclusion The synthesis of IL-1β mRNA stimulated by P.en－
dodontalis LPS in MG63 probably occur via extracellular signal-regulated kinase（ERK） 1/2 and p38 mitogen activat－
ed protein kinase（MAPK） signal transduction system. The synthesis of IL-6 mRNA stimulated by P.endodontalis LPS
in MG63 probably occur via p38MAPK signal transduction system.
[Key words] Porphyromonas endodontalis； lipopolysaccharides； osteoblasts； extracellular signal-regulated ki－
nase 1/2； p38 mitogen activated protein kinase
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1 材料和方法

1.1 材料
牙髓卟啉单胞菌国际标准株ATCC35406（首都

医科大学附属北京口腔医院口腔医学研究所），人

骨肉瘤细胞系MG63（中国细胞库典藏细胞中心），脑
心浸液（brain heart infusion，BHI）培养基（BD公司，
美国），RNAiso Plus及逆转录聚合酶链反应（reverse
transcription-polymerase chain raction，RT-PCR）试
剂（Takara公司，日本），细胞外信号调节激酶（extra-
cellular signal -regulated kinase， ERK）1/2抑制剂
PD98059（Cell Signaling公司，美国），p38丝裂原活
化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase，MAPK）
抑制剂SB203580（Promega公司，美国）。
1.2 牙髓卟啉单胞菌的培养
冻干保存的牙髓卟啉单胞菌在37℃厌氧箱（80%

N2、10%CO2、10%H2）中复苏培养，培养基为添加

5%脱纤维羊血、5 μg·mL-1氯化血红素、1 μg·mL-1

维生素K的BHI琼脂培养基，复苏培养72 h，革兰染
色及生化鉴定为纯培养物，BHI液体培养基增菌
48 h，3 500 r·min-1离心15 min收集细菌，4倍体积的
生理盐水和无热原水各洗涤1次，-20 ℃保存备用。
1.3 牙髓卟啉单胞菌LPS的提取和定性分析
采用热酚水方法 [2-3]提取牙髓卟啉单胞菌LPS。

采用凝胶鲎试剂方法对所提取的内毒素进行定性分

析，操作步骤依据鲎试剂说明书进行。本实验提取
的LPS的最小凝集鲎试剂浓度为10 ng·mL-1。
1.4 成骨细胞MG-63的培养
成骨细胞MG -63生长于含 10%胎牛血清、

100 U·mL-1青霉素和100 U·mL-1链霉素的RPMI1640
培养基中，置于含5%CO2、37 ℃、饱和湿度的培养
箱中培养。
1.5 实验分组
实验将同一代、生长状态相同的细胞分为4组。

阴性对照组为不加任何刺激的正常细胞。根据前期
实验结果 [2]，阳性对照组为10 μg·mL-1的牙髓卟啉

单胞菌LPS作用于细胞6 h。抑制剂与LPS联合作用
组分别用 10 μmol·L -1 PD98059和 10 μmol·L -1

SB203580预处理细胞1 h，加入终浓度为10 μg·mL-1

的牙髓卟啉单胞菌LPS，继续培养6 h。抑制剂单独
处理组为 10 μmol·L -1 PD98059和 10 μmol·L -1

SB203580分别处理细胞7h。同一时间点收集各组细
胞，-80 ℃保存。实验重复3次。
1.6 RT-PCR法检测IL-1β mRNA和IL-6 mRNA表达
按照RNAiso Plus试剂说明书提取各组细胞的总

RNA，逆转录反应合成第一链cDNA，PCR反应扩增

各组细胞表达的IL-1β mRNA和IL-6 mRNA，以β-
actin作为内参。IL-1β上游引物序列为：5′-AAAC-
AGATGAAGTGCTCCTTCCAGG-3′，下游引物序列
为：5′-TGGAGAACACCACTTGTTGCTCCA-3′，产
物大小为391 bp。IL-6上游引物序列为：5′-CATC-
CTCGACGGCATCTCAGC-3′，下游引物序列为：5′-
TTGGGTCAGGGGTGGTTATTG -3′，产 物 大 小 为
332 bp。β-actin上游引物序列为：5′-CAGAGCAA-
GAGAGGCATCC-3′，下游引物序列为：5′-CTG-
GGGTGTTGAAGGTCTC-3′, 产物大小为217 bp。反
应条件为：94 ℃预变性3 min，94 ℃ 30 s、55 ℃
30 s、72 ℃ 60 s，共35个循环，72 ℃ 10 min延伸终
止反应。PCR产物与Gene Finder以5∶1体积比混合
后，在2%琼脂糖凝胶中进行电泳，凝胶成像处理系
统得到目的基因和β-actin的平均灰度值。
1.7 统计学分析
所有实验数据应用SPSS 11.0软件包建立数据

库，行单因素方差分析和SNK-q检验。

2 结果

2.1 PD98059对牙髓卟啉单胞菌LPS诱导MG-63细
胞表达IL-1β mRNA和IL-6 mRNA的影响
10 μmol·L-1 PD98059预处理后，与未加抑制剂

组比较，牙髓卟啉单胞菌LPS诱导IL-1β mRNA的表
达水平降低（P<0.01），IL-6 mRNA的表达水平无明
显变化（P>0.05），且PD98059单独处理组促进IL-6
mRNA的表达增加（图1）。

M：Marker；1：阴性对照组；2：阳性对照组；3：PD98059与LPS
联合作用组；4：PD98059单独处理组。
图 1 牙髓卟啉单胞菌LPS诱导PD98059预处理的MG-63细胞表
达IL-1β mRNA和IL-6 mRNA

Fig 1 Expression of IL-1β mRNA and IL-6 mRNA in PD98059-
pretreated MG-63 induced by P.endodontalis LPS

2.2 SB203580对牙髓卟啉单胞菌LPS诱导MG-63细
胞表达IL-1β mRNA和IL-6 mRNA的影响
10 μmol·L-1 SB203580预处理后，与未加抑制

剂组比较，牙髓卟啉单胞菌LPS诱导IL-1β mRNA和
IL-6 mRNA的表达均受到抑制（P<0.01）（图2）。
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M：Marker；1：阴性对照组；2：阳性对照组；3：SB203580与
LPS联合作用组；4：SB203580单独处理组。
图 2 牙髓卟啉单胞菌LPS诱导SB203580预处理的MG-63细胞表
达IL-1β mRNA和IL-6 mRNA

Fig 2 Expression of IL-1βmRNA and IL-6 mRNA in SB203580-
pretreated MG-63 induced by P.endodontalis LPS

3 讨论

根尖周病变的骨组织吸收和炎症细胞浸润与多

种细胞因子的产生有关。IL-1β和IL-6是主要的前
炎症因子，具有较强的致炎作用，直接或间接参与

破骨细胞的骨吸收，在根尖病变组织中，检测出高

度表达的IL-1β和IL-6[4-5]。在成骨细胞和破骨细胞
的表面均存在着IL-6受体，牙髓卟啉单胞菌LPS刺
激成骨细胞产生IL-6，一方面可以反过来刺激成骨
细胞本身继续产生其他炎症因子；另一方面，可以

作用于根尖周组织中的破骨细胞前体细胞，加速破

骨细胞的分化和骨组织吸收。IL-6也可以直接与破
骨细胞表面的特异性受体结合，激活受体本身的酪

氨酸蛋白激酶，并依赖此激酶的活性完成信号的跨

膜传递，使细胞内靶蛋白酪氨酸残基磷酸化，从而

引起破骨细胞反应[6-7]。牙髓卟啉单胞菌LPS刺激成
骨细胞产生的IL-1β可以通过调节黏附分子、免疫
球蛋白FC受体、一氧化氮的合成以及基质金属蛋白
酶（matrix metalloproteinases，MMPs）的产生促进结
缔组织、成纤维细胞的激活，还可以通过激活单核
巨噬细胞释放炎症因子的产生，相互间协同作用共

同刺激根尖周病变中炎症反应和骨吸收的发生。
在成骨细胞膜表面存在着CD14[8]，LPS介导细胞

激活首先需要与细胞膜上的LPS结合蛋白和CD14相
结合，其中LPS结合蛋白负责将LPS转运到细胞膜上
与CD14结合，CD14与LPS及LPS结合蛋白形成三联
复合物，三联复合物与作为LPS低亲和力的Toll样受
体4结合，从而形成具备高亲和力结合和信号转导
功能的受体复合体，通过信号通路的逐级传递，将

信号转导至细胞核内[9]。MAPK是真核细胞内一组非
常保守的丝/苏氨酸蛋白激酶，在上游双特异性激酶
的作用下，由氨基酸序列的苏氨酸、酪氨酸位点发

生磷酸化而激活。经典的MAPK级联由MAPK激酶激
酶、MAPK激酶和MAPK组成。它们通过蛋白磷酸化
反应顺序激活，通过其主要底物核转录因子磷酸化

并与特异DNA序列结合从而启动转录过程，将细胞
外刺激信号传导至核内。目前，MAPK家族有5大类
成员，分别为ERK1/2、c-Jun氨基末端激酶/应激激
活蛋白激酶（stress-activated protein kinase，SAPK）、
p38MAPK、ERK5/大分子MAPK 1（big mitogen ac-
tivated protein kinase 1，BMK1）和ERK3/4等。这些
不同的激酶受不同的上游激酶调节，并介导不同的

细胞反应，其中MAPK的激酶1（mitogen activated
protein kinase kinase 1，MEK1）、MEK2分别激活
ERK1和ERK2，MEK3和MEK6激活p38MAPK[10]。信
号通路的存在一定程度上赋予了生物反应的独特

性，也给LPS诱导炎症反应的药物治疗提供可供选
择的靶位，阻断病理性信号的传入，减轻机体病理

学反应是信号阻断治疗的根本目的。
PD98059和SB203580分别是ERK1/2和p38MAPK

通路的专一性抑制剂，利用抑制剂特异性的阻断来

确定信号通路的依赖与否，是目前该领域普遍采用

的研究方法。本实验结果表明SB203580和PD98059
对牙髓卟啉单胞菌LPS诱导MG-63细胞表达IL-1β
mRNA均有抑制作用，但只有SB203580能够抑制IL-
6 mRNA的表达。PD98059本身能够诱导MG-63细胞
表达IL-6 mRNA，对于这一现象尚未有科学的解释。
PD98059除了抑制剂的作用外，其本身是否也是成
骨细胞表达IL-6 mRNA的一个促进因子还需进一步
研究。Kondo等[11]研究表明SB203580和PD98059均能
够抑制大肠杆菌内毒素诱导成骨细胞表达IL-6，且
SB203580的抑制作用强于PD98059。这也证明了
Darveau等[12]的观点，即不同菌种之间，内毒素的主

要毒力成分脂肪酸酰基的构成存在差异，从而导致

宿主细胞反应的不同，依赖的信号转导通路也不

同。MAPK的底物多为核转录因子，有关对MAPK的
作用将直接影响相关物质mRNA的转录，从而为从
基因水平控制LPS诱导的炎症反应提供了新的途径。
由于来源于不同菌种的LPS与LPS结合蛋白和

CD14的结合力存在差异，从而引起宿主的炎症反应
程度也不同[13]。牙髓卟啉单胞菌是牙髓根尖周病的
主要致病菌，应用牙髓卟啉单胞菌LPS探讨根尖周
病骨吸收的病理机制，可以为根尖周病的治疗提供

科学的理论和实验依据。
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