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miR-1260b通过靶向 ATF6β调控牙周膜干细胞成骨分化的作用研究
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附属医院检验科，河北 唐山 063000；3. 唐山职业技术学院附属医院病理科，河北 唐山 063000）

［摘 要］　目的　探究miR-1260b靶向活化转录因子 6β（ATF6β）在人牙周膜干细胞（hPDLSCs）成骨分化中的作用。方法　从

牙周炎患者拔除的第三磨牙上刮取牙周膜组织，并分离培养 hPDLSCs。使用流式细胞术检测CD34、CD45、CD29、CD90、CD105阳性

细胞的比例，免疫荧光染色检测 vimentin和 pan-cytokeratin表达。采用双荧光素酶报告基因实验分析miR-1260b mimic+WT/MUT组

（转染 miR-1260b mimic 和 ATF6β-WT/MUT）、mimic-NC 组（转染 miR-NC 和 ATF6β-WT/MUT）中 ATF6β-WT 和 ATF6β-MUT 的细胞荧

光素酶活性。另外将细胞分为miR-1260b mimic组（单独转染miR-1260b mimic）、ATF6β-OE组（单独转染ATF6β过表达载体）、联合

组（同时转染miR-1260b mimic和ATF6β过表达载体）及NC组（转染空载体）。对NC组、miR-1260b mimic组、ATF6β-OE组、联合组

hPDLSCs进行茜素红 S及碱性磷酸酶染色，同时采用 qRT-PCR检测各组细胞miR-1260b、ATF6β、Runt相关转录因子 2（Runx2）、骨钙

素（OCN）、骨桥蛋白（OPN）的 mRNA 表达水平。采用 Western blot 检测各组细胞葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、C/EBP 同源蛋白

（CHOP）、蛋白激酶R样内质网激酶（PERK）蛋白表达。结果　流式细胞术检测显示，分离培养的细胞表面CD29、CD90、CD105呈阳

性，CD34、CD45呈阴性；免疫荧光染色显示，细胞 vimentin 呈阳性，pan-cytokeratin 呈阴性，符合 hPDLSCs的特征。荧光素酶检测显

示，miR-1260b mimic能显著降低ATF6β-WT的荧光素酶活性（P<0. 05），而对ATF6β-MUT荧光素酶活性无明显影响（P>0. 05）。茜素

红 S 染色显示，hPDLSCs 培养 3 d、5 d、7 d 染色逐渐加深，提示成骨分化能力增强；随着 hPDLSCs 成骨分化能力增强，细胞内

miR-1260b表达呈逐渐升高趋势，而ATF6β的mRNA及蛋白表达水平则呈逐渐下降趋势（P<0. 05）。茜素红 S染色和碱性磷酸酶染

色结果显示，miR-1260b mimic组细胞的阳性面积占比高于NC组（P<0. 05），ATF6β-OE组和联合组细胞的阳性面积占比则低于NC
组（P<0. 05）。miR-1260b mimic组细胞ATF6β mRNA及蛋白水平低于NC组（P<0. 05），ATF6β-OE组和联合组细胞ATF6β mRNA及

蛋白水平高于NC组（P<0. 05）。miR-1260b mimic组细胞Runx2、OCN、OPN的mRNA水平显著高于NC组（P<0. 05）；ATF6β-OE组和

联合组细胞Runx2、OCN、OPN的mRNA水平显著低于NC组（P<0. 05）。miR-1260b mimic组细胞GRP78、CHOP、PERK蛋白表达水平

显著低于 NC 组（P<0. 05）；ATF6β -OE 组和联合组细胞 GRP78、CHOP、PERK 蛋白表达水平显著高于 NC 组（P<0. 05）。结论　

miR-1260b可通过靶向ATF6β抑制hPDLSCs内质网应激水平，促进hPDLSCs成骨分化。
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miR-1260b regulates osteogenic differentiation of periodontal ligament stem cells by targeting ATF6β
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Abstract: Objective　To explore the role of miR-1260b targeting activating transcription factor 6β （ATF6β） in osteogenic differentia⁃
tion of human periodontal ligament stem cells （hPDLSCs）. Methods　The periodontal ligament tissue was scraped from the third molar 
extracted from the patient with periodontitis，and hPDLSCs were isolated and cultured. The proportions of positive cells of CD34，CD45，
CD29，CD90 and CD105 were detected by flow cytometry， and the expression of vimentin and pan-cytokeratin were detected by immunofluo⁃
rescence staining.  The cellular luciferase activities of ATF6β-WT and ATF6β-MUT in the miR-1260b mimic+WT/MUT group （transfected 
with miR-1260b mimic and ATF6β-WT/MUT） and the mimic-NC group （transfected with miR-NC and ATF6β-WT/MUT） were analyzed by 
the dual luciferase reporter gene assay.  In addition，the cells were divided into the miR-1260b mimic group （transfected with miR-1260b 
mimic alone），the ATF6β -OE group （transfected with the ATF6β overexpression vector alone），the combined group （transfected with 
miR-1260b mimic and ATF6β overexpression vector simultaneously），and the NC group （transfected with empty vector）.  Alizarin red S 
staining and alkaline phosphatase staining were performed on hPDLSCs in the NC group，the miR-1260b mimic group，the ATF6β-OE group 
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and the combined group.  Meanwhile，the mRNA expression levels of miR-1260b，ATF6β，Runt-related transcription factor 2 （Runx2），

osteocalcin （OCN），and osteopontin （OPN） in each group of cells were detected by qRT-PCR.  The protein expressions of glucose-regulated 
protein 78 （GRP78），C/EBP homologous protein （CHOP），and protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase （PERK） in each group 
of cells were detected by Western blot. Results　The flow cytometry detection showed that CD29，CD90 and CD105 on the surface of the 
isolated and cultured cells were positive，while CD34 and CD45 were negative.  Immunofluorescence staining showed that vimentin in the 
cells was positive and pan-cytokeratin was negative，which was in line with the characteristics of hPDLSCs.  Luciferase assay showed that 
miR-1260b mimic could significantly reduce the luciferase activity of ATF6β-WT （P<0. 05），but had no significant effect on the luciferase 
activity of ATF6β-MUT （P>0. 05）.  After alizarin red S staining，the staining of hPDLSCs gradually deepened after 3 days，5 days and 7 days 
of culture，suggesting an enhanced osteogenic differentiation ability.  With the enhancement of osteogenic differentiation ability of hPDLSCs，
the expression of miR-1260b in the cells showed a gradually increasing trend，while the mRNA and protein expression levels of ATF6β 
showed a gradually decreasing trend （P<0. 05）.  The results of alizarin red S staining and alkaline phosphatase staining showed that the 
proportions of positive area in the miR-1260b mimic group were higher than those in the NC group （P<0. 05），while the proportions of 
positive area in the ATF6β -OE group and the combined group were lower than those in the NC group （P<0. 05）.  The mRNA and protein 
levels of ATF6β in the miR-1260b mimic group were lower than those in the NC group （P<0. 05），while the mRNA and protein levels of 
ATF6β in the ATF6β-OE group and the combined group were higher than those in the NC group （P<0. 05）.  The mRNA levels of Runx2，
OCN and OPN in the miR-1260b mimic group were significantly higher than those in the NC group （P<0. 05）.  The mRNA levels of Runx2，
OCN and OPN in the ATF6β-OE group and the combined group were significantly lower than those in the NC group （P<0. 05）. The protein 
expression levels of GRP78，CHOP and PERK in the miR-1260b mimic group were significantly lower than those in the NC group （P<0. 05）.  The 
protein expression levels of GRP78，CHOP and PERK in the ATF6β-OE group and the combined group were significantly higher than those 
in the NC group （P<0. 05）. Conclusion　miR-1260b can inhibit endoplasmic reticulum stress level and promote osteogenic differentiation 
of hPDLSCs by targeting ATF6β.

Keywords: miR-1260b；activating transcription factor 6β；human periodontal ligament stem cells；osteogenic differentiation；
endoplasmic reticulum stress

牙周炎主要是由局部因素引起的牙周支持组织

慢性炎症，早期多因无明显自觉症状而易被忽视，待

有症状时已较严重，甚至已不能保留牙齿[1]。牙周炎

最理想的治疗方法是促使牙周组织再生，即通过外科

或者组织工程方法使己被破坏的牙周组织再生[2]。但

目前对于牙周炎的临床治疗仅能阻止炎症的进展，不

能促进己被破坏的牙周组织再生。人牙周膜干细胞

（human periodontal ligament stem cells，hPDLSCs）是位

于牙周组织中的一群未分化的、具有自我更新和克隆

形成特性的成体干细胞。研究显示，hPDLSCs不仅能

促进牙槽骨组织再生和修复，同时还能调节牙周组织

分化，其成骨分化能力直接决定牙槽骨修复及牙周稳

态的维持情况，是牙周组织再生和骨质缺损修复的重

要种子细胞[3-4]。但目前 hPDLSCs 成骨分化的分子机

制仍未完全明确，值得深入研究。miRNA是一种短的

（20~25个核苷酸）小 RNA 序列，可通过与靶 mRNA 结

合，促进其降解或抑制其转录与翻译，降低靶基因蛋

白水平，继而调控相关生物过程[5]。miRNA 可调控多

种生物学行为，如生物体发育进程、干细胞分化、细胞

凋亡、疾病及肿瘤发生等，近年来受到广泛重视[6]。
miR-1260b 作为 miRNA 中的一员，可通过介导活化转

录因子 6β（activating transcription factor 6β，ATF6β）
调控骨肉瘤细胞成骨分化[7]。由于骨肉瘤细胞与

hPDLSCs均来源于间充质干细胞谱系，共享部分成骨

分化调控通路，因此，我们推测miR-1260b介导ATF6β
极有可能也是调控hPDLSCs成骨分化的主要机制之一。

本研究通过体外分离培养hPDLSCs，探究miR-1260b对

其成骨分化的调控作用，现报道如下。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

α-MEM培养基、青霉素-链霉素、胎牛血清购自美

国 ThermoFisher 公司；TRIzol 试剂、反转录试剂盒、

SYBR Green PCR master mix 购自北京天根生化公司；

碱性磷酸酶检测试剂盒、茜素红 S 染色试剂盒、RIPA
裂解液购自上海碧云天生物技术有限公司；pan-

cytokeratin抗体、vimentin抗体、ATF6β抗体、葡萄糖调

节蛋白 78（glucose regulated protein 78kD，GRP78）抗

体、C/EBP同源蛋白（C/EBP homologous protein，CHOP）
抗体、蛋白激酶 RNA 样 ER 激酶（protein kinase RNA-

like ER kinase，PERK）抗体、GAPDH 抗体及 HRP 标记

二抗购自英国Abcam公司；质粒载体由北京博恒科创

生物科技有限公司制备。

1. 2　hPDLSCs分离及鉴定

收集于本院接受拔牙治疗的青年牙周炎患者拔

除的第三磨牙，在超净台内使用无菌 PBS充分清洗牙
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根表面，并用手术刀片轻轻刮取牙根中 1/3 牙周膜组

织，将分离出的牙周膜组织放入 1. 5 mL离心管，加入

500 μL的Ⅰ型胶原酶（4 mg/L），37 ℃下消化 45 min，加
入完全培养基（含 10%胎牛血清的α-MEM）终止消化，

以 1 000 r/min离心 5 min，重悬后将悬液接种于 6孔板

中，于细胞培养箱内培养，待细胞密度达到 80%~90%
时，采用有限稀释法挑选单克隆细胞，并接种于 96孔

板，扩大培养。取第 2代 hPDLSCs，消化并调整细胞浓

度 为 1×107/mL，加 入 BV-421CD34、FITC-CD45、
PE-CD29、PerCP-CD90、APC-CD105 和同型对照抗体，

室温孵育 30 min，然后使用流式细胞术检测 CD34、
CD45、CD29、CD90、CD105 阳性细胞的比例。另取

第 2 代 hPDLSCs，PBS 冲洗 3 次，4% 多聚甲醛固定

20 min，移除固定液，PBS 冲洗 3 次，加入 1 mL 1% 的

Triton X-100 溶液 10 min，随后 PBS 冲洗 3 次，采用 5%
牛血清白蛋白封闭 30 min，然后按 1∶500 加入抗

pan-cytokeratin、抗 vimentin 抗体，4 ℃下孵育 12 h，PBS
冲洗3次，加入FITC标记二抗，荧光显微镜下拍照。

1. 3　荧光素酶活性检测

hPDLSCs 用含 100 g/L 胎牛血清的 DMEM 高糖培

养液于 37 ℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养并传代，取

对数生长期细胞进行实验。查找 ATF6β 基因序列并

通过PCR进行扩增，将扩增产物插入荧光素酶报告载

体 pGL3，构建野生型 ATF6β 载体（ATF6β-WT），同时

对 ATF6β 序 列 中 与 miR-1260b 结 合 的 位 点 进 行

TCGCA 到 ATCGG 的点突变，构建突变型 ATF6β 载体

（ATF6β -MUT），按照操作说明使用 lipofectamine TM 
3000将以上质粒与miR-1260b mimic或mimic-NC共转

染 hPDLSCs 48 h，分 别 设 为 miR-1260b mimic+WT/
MUT 组（miR-1260b mimic+ATF6β -WT/MUT）、mimic-

NC组（miR-NC+ATF6β-WT/MUT），利用双荧光素酶报

告基因试剂盒检测 miR-1260b mimic+WT/MUT 组、

mimic-NC 组中 ATF6β-WT和 ATF6β-MUT 的细胞荧光

素酶活性，实验重复3次。

1. 4　细胞转染与分组

将 hPDLSCs 接种至 6 孔板中培养，然后分为

miR-1260b mimic 组（单独转染 miR-1260b mimic）、

ATF6β-OE 组（单独转染 ATF6β 过表达载体）、联合组

（同时转染miR-1260b mimic和ATF6β过表达载体）及

NC组（转染空载体）。培养 1周后，收集各组细胞进行

后续实验。

1. 5　细胞染色

取各组分别培养 3 d、5 d、7 d 的细胞，弃培养基

后，用 PBS清洗 3次，然后加入 1 mL的 4%多聚甲醛室

温固定 30 min，移除固定液，加洗涤液 500 μL 清洗

2次；加入现配的碱性磷酸酶染色液、茜素红 S染色反

应工作液 500 μL，37 ℃ 染色 30 min，加入洗涤液

500 μL清洗2次，显微镜下观察细胞染色情况并拍照。

1. 6　qRT-PCR
收集各组细胞，采用 TRIzol 法提取 hPDLSCs 中

RNA，然后反转录获得 cDNA，采用 qRT-PCR 检测

hPDLSCs 中 miR-1260b、ATF6β、Runt 相关转录因子

2（Runt-related transcription factor 2，Runx2）、骨钙素

（osteocalcin，OCN）、骨桥蛋白（osteopontin，OPN）的

mRNA 表达水平，目的基因表达用 2-△△Ct法计算，其中

miR-1260b 以 U6 作为内参，ATF6β、Runx2、OCN、OPN
以GAPDH为内参。引物名称及序列见表1。

1. 7　Western blot
取各组细胞，弃培养基，用 PBS 清洗 3 次，然后加

入 1 mL RIPA 裂解液，冰上裂解 10 min 后 4 ℃下以

2 500 r/min 离心 5 min，取上清液；上清液中加入上样

缓冲液；SDS-PAGE 凝胶电泳、转膜，转印蛋白的膜用

5% 脱脂奶粉 37 ℃封闭 2 h 后，加入兔抗人 ATF6β、

GRP78、CHOP、PERK、GAPDH 抗体 4 ℃孵育 12 h，然
后使用 HRP 标记的二抗 37 ℃孵育 1 h，最后加入 ECL
发光液曝光。用 Quantity One软件分析蛋白条带灰度

值，以GAPDH作为内参。

1. 8　统计学处理

数据采用 GraphPad 8. 0软件进行统计学分析，计

量资料先进行正态检验，符合正态分布的数据以均

数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 LSD-t检验。P<0. 05 为差异有统计

学意义。

表1　引物名称及序列

引物名称

miR-1260b

ATF6β

Runx2

OCN

OPN

GAPDH

U6

引物序列

正向：5′-CGGAGCCAAGATTTGATCGA-3′
反向：5′-GTGCGCCTGATAAGTAGCAA-3′
正向：5′-ATGCACCTGCAGAGGTATAG-3′
反向：5′-AGAGGAGGTTCGCAACTCTA-3′
正向：5′-TCGAGAATGCCATGGTACGA-3′
反向：5′-CCATAGTGGCTAAGCTAGGA-3′
正向：5′-TGGTCACGAGGAGATAACCT-3′
反向：5′-GTCAGCTTAAGGCATAGGCA-3′
正向：5′-GGAGTGACCATATATAGCGC-3′
反向：5′-GTAGAGGTACCAATGCATCG-3′
正向：5′-AGGTAGCCGAATGACCGTTA-3′
反向：5′-GAATTGAGTCCCTGGACAGA-3′
正向：5′-CTCGCTTCGGCAGCACA-3′
反向：5′-AACGCTTCACGAATTTG-3′
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2　结果

2. 1　hPDLSCs鉴定

流式细胞术检测发现，分离培养的细胞表面

CD29、CD90、CD105呈阳性，CD34、CD45呈阴性；免疫

荧光染色显示，细胞 vimentin 呈阳性，pan-cytokeratin
呈阴性（图1），符合hPDLSCs特征。

2. 2　不同培养时间 hPDLSCs 中 miR-1260b 和 ATF6β
水平变化

茜素红 S 染色显示，hPDLSCs 培养 3 d、5 d、7 d 染

色逐渐加深，提示成骨分化能力增强；qRT-PCR 及

Western blot结果显示，随着 hPDLSCs成骨分化能力增

强，细胞内miR-1260b表达呈逐渐升高趋势，而ATF6β
的mRNA及蛋白表达水平则呈逐渐下降趋势，差异均

有统计学意义（P<0. 05），见图2、表2。

a：流式细胞术检测，b：免疫荧光染色

图1　hPDLSCs的鉴定

表 2　不同培养时间 hPDLSCs 中 miR-1260b、ATF6β mRNA
及蛋白水平变化（x̄±s）

培养时间

3 d
5 d
7 d
F

P

miR-1260b
1. 02±0. 05
5. 49±0. 68**

10. 79±2. 13**##

21. 835
<0. 001

ATF6β mRNA
1. 04±0. 08
0. 71±0. 11**

0. 38±0. 08**##

26. 770
<0. 001

ATF6β蛋白

1. 78±0. 23
1. 15±0. 15**

0. 46±0. 10**##

30. 732
<0. 001

**：与培养3 d相比，P<0. 01；##：与培养5 d相比，P<0. 01

a：茜素红S染色图；b：Western blot检测蛋白条带图

图2　不同培养时间hPDLSCs的成骨分化水平及细胞中ATF6β表达
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2. 3　各组细胞相对荧光素酶活性比较

荧光素酶检测发现，与 mimic-NC 组相比，miR-

1260b mimic 能够显著降低 ATF6β-WT 荧光素酶活性

（P<0. 05），而对 ATF6β-MUT 荧光素酶活性无明显影

响（P>0. 05），见表3。
2. 4　各组hPDLSCs茜素红S及碱性磷酸酶染色结果比较

miR-1260b mimic 组细胞茜素红 S 染色和碱性磷

酸酶染色的阳性面积占比均高于 NC 组（P<0. 05），

ATF6β -OE 组和联合组细胞茜素红 S 染色和碱性磷

酸酶染色的阳性面积占比则均低于 NC 组（P<0. 05），

见图3、表4。

2. 5　各组hPDLSCs中ATF6β mRNA及蛋白水平变化

Western blot 结果显示，与 NC 组相比，miR-1260b 
mimic 组细胞 ATF6β mRNA 及蛋白水平均显著下调

（P<0. 05），ATF6β-OE 组和联合组细胞 ATF6β mRNA
及蛋白水平均显著上调（P<0. 05），见图4、表5。

2. 6　各组 hPDLSCs 中 Runx2、OCN、OPN 的 mRNA 水

平比较

miR-1260b mimic 组 细 胞 Runx2、OCN、OPN 的

mRNA水平显著高于NC组（P<0. 05）；ATF6β-OE组和

联合组细胞Runx2、OCN、OPN的mRNA水平显著低于

NC组（P<0. 05），见表6。

2. 7　各组 hPDLSCs 中 GRP78、CHOP、PERK 蛋白水平

比较

Western blot 检测结果显示，miR-1260b mimic 组

细胞GRP78、CHOP、PERK蛋白表达水平显著低于NC
组（P<0. 05）；ATF6β -OE 组和联合组细胞 GRP78、
CHOP、PERK蛋白表达水平显著高于NC组（P<0. 05），

见图5、表7。

表3　各组相对荧光素酶活性比较（x̄±s）

组别

mimic-NC组

miR-1260b mimic+WT/MUT组

ATF6β-WT
0. 96±0. 12
0. 61±0. 11**

ATF6β-MUT
0. 99±0. 13
1. 03±0. 12

**：与mimic-NC组相比，P<0. 01

图3　各组细胞茜素红S染色和碱性磷酸酶染色图

表4　茜素红S染色和碱性磷酸酶染色细胞阳性面积占比（x̄±s，%）
组别

NC组

miR-1260b mimic组
ATF6β-OE组

联合组

F
P

茜素红S染色

34. 67±5. 79
65. 73±7. 50**

12. 82±1. 87**

11. 56±1. 63**

35. 703
<0. 001

碱性磷酸酶染色

38. 69±6. 99
88. 91±12. 62**

12. 92±1. 92**

11. 17±1. 70**

29. 893
<0. 001

**：与NC组相比，P<0. 01

图4　各组hPDLSCs中ATF6β蛋白表达

表5　各组hPDLSCs中ATF6β mRNA及蛋白水平变化（x̄±s）

组别

NC组

miR-1260b mimic组
ATF6β-OE组

联合组

F

P

ATF6β mRNA
1. 02±0. 06
0. 65±0. 10**

1. 79±0. 36**

1. 81±0. 39**

15. 609
<0. 001

ATF6β蛋白

1. 32±0. 16
0. 75±0. 09**

3. 31±0. 67**

3. 25±0. 61**

17. 810
<0. 001

**：与NC组相比，P<0. 01
表6　各组hPDLSCs中Runx2、OCN、OPN mRNA表达（x̄±s）

组别

NC组

miR-1260b mimic组
ATF6β-OE组

联合组

F

P

Runx2
1. 03±0. 08
7. 80±0. 77**

0. 73±0. 13**

0. 75±0. 15**

24. 703
<0. 001

OCN
1. 02±0. 07
5. 38±0. 56**

0. 69±0. 09**

0. 74±0. 12**

21. 092
<0. 001

OPN
0. 99±0. 06
8. 11±0. 93**

0. 76±0. 08**

0. 70±0. 11**

25. 825
<0. 001

**：与NC组相比，P<0. 01
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3　讨论

牙周炎是一种破坏性的牙周炎症性疾病，其病理

特征是牙周组织炎症、牙周袋形成、牙槽骨吸收和进

行性附着丧失。研究表明，牙周炎多由宿主对病原微

生物及其毒性产物产生过度炎症反应，进一步导致牙

周组织破坏所引起[2]。对于牙周组织被破坏的患者，

牙周治疗的首要目标是通过促进病变组织的修复与

再生来恢复其原有的形态、结构和功能。尽管临床对

牙周炎的发生发展进行了广泛的研究，但目前牙周炎

的发病机制仍未明确。hPDLSCs是存在于牙周膜中的

一种未分化的间充质干细胞，具有向成骨细胞或成牙

骨质细胞分化的潜能。有研究显示，hPDLSCs可以在

体内形成牙骨质-牙周膜-牙槽骨样结构，从而构建新

的牙周组织结构，重建牙周附着[8]。因此，对于因创伤

或牙周病引起牙周损伤的患者，hPDLSCs有望成为细

胞疗法的理想候选细胞。

越来越多的证据表明，miRNA可以通过转录后机

制调节干细胞的分化潜能。目前，miRNA已被发现参

与调控多种细胞的成骨分化和骨形成[9-10]。miR-1260b
作为 miRNA 中的一员，能够促进骨肉瘤细胞成骨分

化[7]。本研究双荧光素酶报告实验进一步发现，转染

miR-1260b mimic 后 ATF6β -WT 荧光素酶活性低于

mimic-NC 组，而转染 mimic-NC 后 ATF6β-MUT 荧光素

酶活性与 mimic-NC 组比较无统计学差异。这提示

miR-1260b 可 靶 向 调 节 ATF6β 表 达 ，即 ATF6β 是

miR-1260b 的直接靶分子，二者之间存在靶向作用，

miR-1260b通过种子序列与ATF6β mRNA的 3'非翻译

区结合，抑制翻译或促进降解，调控其蛋白表达。本

研究显示，随着 hPDLSCs 成骨分化能力的增强，miR-

1260b 的表达呈逐渐升高趋势，而 ATF6β 的 mRNA 及

蛋白表达水平则呈逐渐下降趋势，提示 miR-1260b/
ATF6β可能参与调控hPDLSCs的成骨分化。

以往研究证实，Runx2、OCN、OPN 是 hPDLSCs 成
骨分化的标志蛋白，参与 hPDLSCs 的成骨分化[11]。本

研究 qRT-PCR 检测显示，miR-1260b mimic 组细胞

Runx2、OCN、OPN 的 mRNA 水平显著高于 NC 组；

ATF6β -OE 组 和 联 合 组 细 胞 Runx2、OCN、OPN 的

mRNA水平显著低于NC组，这提示miR-1260b表达会

促进 hPDLSCs 的 Runx2、OCN、OPN 表达，而过表达

ATF6β 会使 Runx2、OCN、OPN 表达下调，同时过表达

miR-1260b和ATF6β则可在一定程度上逆转miR-1260b
对 Runx2、OCN、OPN 表达的促进作用。上述结果表

明，miR-1260b 可通过靶向抑制 ATF6β 表达，促进

hPDLSCs的成骨分化。

有研究显示，内质网应激被证实对 hPDLSCs的成

骨分化过程有着明显影响，抑制内质网应激能够促进

hPDLSCs的成骨分化[12]。ATF6β是内质网未折叠蛋白

反应（unfolded protein response，UPR）中关键的应激蛋

白，当其受到压力时会被切割为具有转录因子活性的

蛋白，并从高尔基体膜转位至细胞核中，激活靶基因

的表达，参与调控内质网应激反应，维持细胞内蛋白

质稳态[13]。作为内质网应激通路的关键转录因子，

ATF6β可激活UPR中下游基因（如CHOP）来诱导细胞

凋亡或抑制分化，从而抑制 hPDLSCs的成骨分化。在

内质网应激的初始阶段，UPR 被激活。GRP78 作为

UPR 的主要调节因子，在细胞应激状态下被激活。

GRP78是位于内质网的伴侣蛋白，是评估内质网应激

是否被诱导的经典分子标志物之一。当UPR累积时，

GRP78 从跨膜蛋白中解离，通过二聚化被激活，引发

下游通路蛋白反应，启动内质网应激信号转导通路。

PERK与GRP78解离后最先被激活[14-15]。PERK是一种

丝氨酸苏氨酸激酶，从GRP78解聚后通过自身磷酸化

和二聚化被激活。PERK 的激活导致 eIF2α 的 α 亚基

的磷酸化，磷酸化的 eIF2α 会驱动应激蛋白 CHOP 的

转录，增强各种蛋白编码基因的表达和蛋白合成[16]。
CHOP 的表达在诱导细胞转化中具有重要意义。因

此，GRP78、CHOP、PERK 均为内质网应激相关蛋白，

其表达越高，提示 hPDLSCs内质网应激水平越高。本

研 究 结 果 显 示 ，miR-1260b mimic 组 细 胞 GRP78、
CHOP、PERK 蛋白表达显著低于 NC 组；ATF6β-OE 组

和联合组细胞 GRP78、CHOP、PERK 蛋白表达显著高

图5　各组hPDLSCs中相关蛋白水平变化

表7　各组hPDLSCs中GRP78、CHOP、PERK蛋白表达（x̄±s）
组别

NC组

miR-1260b mimic组
ATF6β-OE组

联合组

F
P

GRP78
1. 26±0. 13
0. 88±0. 08**

3. 12±0. 49**

3. 03±0. 57**

21. 937
<0. 001

CHOP
0. 89±0. 08
0. 58±0. 05**

1. 89±0. 19**

1. 73±0. 15**

17. 365
<0. 001

PERK
0. 92±0. 10
0. 46±0. 04**

1. 77±0. 26**

1. 69±0. 25**

18. 640
<0. 001

**：与NC组相比，P<0. 01
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于NC组。上述结果提示，miR-1260b可通过靶向抑制

ATF6β 表达，下调 GRP78、CHOP、PERK 表达，进而抑

制内质网应激，为 hPDLSCs 成骨分化创造有利条件，

也说明了内质网应激引起的细胞凋亡及自噬是影响

hPDLSCs 成骨分化的关键，miR-1260b 高表达有利于

抑制ATF6β对促凋亡通路的激活，同时打破ATF6β诱

发的“内质网-成骨抑制”恶性循环，为成骨分化提供

更稳定的微环境[16]。研究认为，外泌体miRNA可通过

影响骨髓间充质干细胞、成骨细胞、破骨细胞的生物

学活性，参与骨代谢、血管生成过程来调控骨质疏松

症患者的骨代谢[17]。miR-1260b也被证实可通过负调

控ATF6β来抑制内质网应激，促进老年骨质疏松患者

的成骨分化，改善成骨与破骨细胞平衡，减少骨流

失[18]。由此可见，基于 miR-1260b 靶点的研究不仅有

助于口腔疾病的治疗，也可使老年骨质疏松患者

受益。

综上所述，miR-1260b 可通过靶向 ATF6β 抑制

hPDLSCs的内质网应激水平，促进hPDLSCs成骨分化。
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