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ＩＲＥ１α促进人牙周膜成纤维细胞增殖
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　　［摘要］　目的　研究内质网跨膜蛋白ＩＲＥ１α对人牙周膜成纤维细胞（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ｈＰＤＬＦｓ）
增殖的影响。方法 　 将成功构建的人ＩＲＥ１α基因重组质粒染入ｈＰＤＬＦｓ细胞，采用免疫印迹法检测 ＩＲＥ１α重组基因在
真核细胞内的表达情况，ＸＴＴ法和流式细胞仪（ＦＣＭ）检测转染后ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖和细胞周期变化。结果　 酶切及测序
结果证实ＩＲＥ１α重组质粒构建成功；免疫印迹分析结果证实，ＩＲＥ１α重组质粒能在ｈＰＤＬＦｓ细胞内正确表达；在内质网应
激（ＥＲＳ）状态下，与衣霉素（ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ，ＴＭ）对照组相比，ＸＴＴ检测结果显示：ＩＲＥ１α实验组ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖率明显增高
（Ｐ＜０．０１）；ＦＣＭ结果分析显示：ＩＲＥ１α实验组ｈＰＤＬＦｓ细胞Ｓ期比例增加而 Ｇ１期减少（Ｐ＜０．０５）。结论　 在 ＥＲＳ状态
下，ＩＲＥ１α促进ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖，促进ｈＰＤＬＦｓ细胞从Ｇ１期进入Ｓ期。
　　［关键词］　 ＩＲＥ１α；牙周膜成纤维细胞；细胞增殖；细胞周期
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩＲＥ１αｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ
ｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（ｈＰＤＬＦｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴｈｅＩＲＥ１αｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏｈＰＤＬＦｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＲＥ１αｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈＰＤＬＦｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＸＴＴａｓｓａｙ，ａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ＩＲＥ１αｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＲＥ１αｉｎｈＰＤＬＦｓｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ），ｔｈｅＸＴＴｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅＩＲＥ１αｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅＦＣＭｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔＳｐｈａｓｅａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄａｔＧ１ｐｈａｓｅｉｎｔｈｅＩＲＥ１αｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕ
ｓｉｏｎ　 ＩＲＥ１αｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｈＰＤＬＦｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｈＰＤＬＦｓｆｒｏｍＧ１ｐｈａｓｅｉｎｔｏＳｐｈａｓｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＩＲＥ１α；ｈＰＤＬＦｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬｉＰｉｎｇｐｉｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３８９０３５８２１８３０３，Ｅｍａｉｌ：ｎａｎｃｙｆｒｅｄ＠１６３．ｃｏｍ

　　人牙周膜成纤维细胞（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ｈＰＤＬＦｓ）是牙周膜中主要的感受性和效应性
细胞，是牙周组织再生和形成新附着的重要成分，其增

殖活性直接反映了牙周组织的状态。牙周炎症或创伤

时，ｈＰＤＬＦｓ数量的减少及生物学功能的降低阻碍了牙
周组织的再生。目前国内外对通过使用药物、外源性生

长因子、激素等促进ｈＰＤＬＦｓ增殖等方面的报道较多，但
少见探讨内质网信号通路肌醇需酶１α（ｉｎｏｓｉｔｏｌｒｅｑｕｉｒｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ１α，ＩＲＥ１α）对该种细胞增殖情况的影响。
　　内质网膜上ＩＲＥ１α活化后，首先通过特异的剪接

Ｘ盒结合蛋白（Ｘｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＸＢＰ１）ｍＲＮＡ
产生蛋白活性更强的ＸＢＰ１（ｕ），能促进含内质网应激
反应 元 件 （ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ，ＥＲＳＥ）的未折叠蛋白应激（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）靶分子的基因转录，上调内质网分子伴
侣蛋白的表达，诱导 ＵＰＲ，降低未折叠或错误折叠蛋
白在内质网内的积累，恢复内质网的正常功能，使细胞

恢复到正常状态，但如果应激继续加重，ＩＲＥ１α就会激
活细胞的凋亡通路［１］。虽然目前发现了 ＩＲＥ１α与各
种细胞的存活与凋亡密切相关，但其具体机制尚不清

楚。本实验主要通过观察ＩＲＥ１α对 ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖
和细胞周期的影响，为牙周组织再生的机制研究提供

一定的理论基础。
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１　材料与方法

１．１　细胞培养
　　人牙周膜成纤维细胞株（ｈＰＤＬＦｓ）由重庆医科大学钟晓波
教授惠赠，用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ（ＨｙＣｌｏｎｅ）培养基于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱内常规培养。待细胞密度在８０％左右时
传代，用５～８代的细胞进行实验。
１．２　分子生物学试剂和仪器
　　人ｐｃＤＮＡ３．１ＩＲＥ１α全长由日本东京大学ＫａｄｏｗａｋｉＨｉｄｅｋｉ
教授惠赠［２］，大肠杆菌ＤＨ５α和ｐｃＤＮＡ３．１空载体均为重庆医
科大学生命科学院提供；限制性内切酶，引物合成由ＴａＫａＲａ公
司提供服务；Ｔ４连接酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＴＭ购自Ｓｉｇｍａ公司；
质粒小量提取纯化试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司。重组质粒测序由
华东基因公司提供服务。脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＸＴＴ试剂盒为凯基生物公司产品；抗体购自
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配置试剂盒、ＥＣＬ化学发光试
剂盒购于中国碧云天生物技术研究所。酶标仪、凝胶成像分析

仪为 ＢｉｏＲａｄ公司产品。
１．３　ＩＲＥ１α重组质粒的鉴定
　　将人 ｐｃＤＮＡ３．１ＩＲＥ１α全长质粒转化扩增后，经 ＸｈｏⅠ和
ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定，初步鉴定正确后送华大公司测序。测序结果
比对正确后将ＩＲＥ１α重组质粒转染到 ｈＰＤＬＦｓ细胞，并设立未
处理的阴性对照组（ＮＣ）和转染 ｐｃＤＮＡ３．１的空质粒组
（Ｖｅｃｔｏｒ），２４ｈ后收集细胞提取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＲＥ１α
重组质粒在真核细胞中的表达。

１．４　ＸＴＴ检测ＩＲＥ１α对ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖的影响
　　取对数生长期ｈＰＤＬＦｓ细胞以３×１０３／孔接种于９６孔板，于
３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱培养２４ｈ。在ＴＭ（终浓度为５μｇ／ｍＬ）
处理条件下转染ｐＩＲＥ１α重组质粒，并设调零孔组、转染空载体
对照组（Ｖｅｃｔｏｒ），每组设定５个复孔；分别在转染前和转染后培
养１、２、３、４ｄ相应时间终止，每孔加入５０μＬ的 ＸＴＴ工作液
（加入ＸＴＴ前将培养基弃去换ＰＢＳ），３７℃下孵育４ｈ；用酶标
仪测４５０ｎｍ波长处的光密度值［Ｄ（４５０）］，实验重复３次。按
以下公式计算细胞增殖率（ＰＲ）：ＰＲ＝［实验组平均 Ｄ（４５０）值
－对照组平均Ｄ（４５０）值］／对照组平均Ｄ（４５０）值×１００％。
１．５　流式细胞仪检测 ＩＲＥ１α对 ｈＰＤＬＦｓ细胞周期的

影响

　　取对数生长期ｈＰＤＬＦｓ细胞接种于６孔板，待细胞融合率达
６０％～８０％时分别转染ｐｃＤＮＡ３．１、ＩＲＥ１α重组质粒，并设立未转
染的阴性对照组，每个实验组设２个复孔。在 ＴＭ终浓度为
５μｇ／ｍＬ时处理２４ｈ，收集各组细胞用１ｍＬ预冷７０％乙醇溶液
４℃固定１８～２４ｈ后，加入等体积的５０ｍｇ／Ｌ的碘化丙啶（ＰＩ）
染液染色，ＦＣＭ标准程序进行细胞周期分析。实验重复３次。
１．６　统计学分析
　　所有实验数据以 珋ｘ±ｓ来表示，多组数据间比较采用单因
素方差分析，２组间差异比较用成组ｔ检验。

２　结果

２．１　ＩＲＥ１α体重组质粒的鉴定
　　将扩增得到的 ＩＲＥ１α重组质粒经 ＸｈｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切鉴
定，得到约２９４４ｂｐ的外源 ＤＮＡ插入片段（图１Ａ），说明克隆
成功，送华大基因公司测序。重组质粒序列测定结果经ＮＴＩ软

件比对证明，ＩＲＥ１α重组质粒编码区序列与目的基因序列完全
一致，说明重组质粒构建正确。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，瞬
时转染的 ＩＲＥ１α重组质粒可以在 ｈＰＤＬＦｓ细胞内正确表达
（图１Ｂ），其中转染组有少量内源性ＩＲＥ１α，可能原因是脂质体
转染处理引起的轻微ＥＲＳ环境。
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Ａ：ＩＲＥ１α重组质粒 ＸｈｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切琼脂糖电泳结果　
Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ１２０００）；１：ｐＩＲＥ１α；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＲＥ１α
重组质粒在ｈＰＤＬＦｓ细胞中的表达　１：未处理组（ＮＣ）；２：空质粒
组；３：ＩＲＥ１α质粒（ｐＩＲＥ１α）

图１　ＩＲＥ１α真核表达载体的鉴定

２．２　ＸＴＴ法检测ＩＲＥ１α对ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖的影响
　　ＸＴＴ法检测结果显示，与未处理组比较，ＴＭ组各时间点的
ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖明显受到抑制，抑制率分别为４．２５％、９６７％、
１１．２４％、１１．３５％，说明本实验的 ＥＲＳ环境建模成功；在 ＴＭ处
理条件下，ＴＭ＋ＩＲＥ１α组各时间点的 ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖率见
图２，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ比较
Ａ：转染前及在ＴＭ处理条件下转染空载体（ＴＭ＋Ｖｅｃｔｏｒ）、ＩＲＥ１α
重组质粒（ＴＭ＋ＩＲＥ１α）后各组培养不同时间光密度值；Ｂ：转染后
各时相点细胞的增长率

图２　ＸＴＴ检测ＩＲＥ１α对ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖的影响
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２．３　ＦＣＭ检测ＩＲＥ１α对ｈＰＤＬＦｓ细胞周期的影响
　　ＦＣＭ检测结果显示，在ＴＭ刺激诱导ＥＲＳ条件下，ＴＭ组和
ＴＭ＋ＩＲＥ１α组处于 Ｓ期的 ｈＰＤＬＦｓ细胞分别为 ２７．０５％、
３９２３％，ＴＭ＋ＩＲＥ１α组ｈＰＤＬＦｓ细胞 Ｓ期比例明显增多（Ｐ＜
０．０５）；而Ｇ１期细胞比例（４２．１５％）低于 ＴＭ组（６０．７２％，Ｐ＜
０．０５）。这些表明ＩＲＥ１α促进ｈＰＤＬＦｓ细胞从Ｇ１期进入Ｓ期。

３　讨论

　　牙周炎是牙周组织的感染性疾病，近年来，内质网
应激（ＥＲＳ）被认为可能是慢性牙周炎的致病途
径［３－４］。因此在 ＥＲＳ引起牙周炎的机制中，如果人工
处理某一环节使诱导牙周炎的机制中断，促进牙周组

织修复和再生，则可望控制疾病的发展，是一种治疗牙

周疾病的新思路。因此本实验通过对 ｈＰＤＬＦｓ细胞进
行预处理并激活适度的 ＥＲＳ，从而启动细胞内源性保
护机制，提高ｈＰＤＬＦｓ的抗损伤能力。
　　内质网是膜蛋白和分泌性蛋白合成、翻译后修饰、
折叠组装等的场所。在没有ＥＲＳ状态时，内质网分子
伴侣葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）分别和３个 ＥＲＳ感
受蛋白：肌醇需酶（ＩＲＥ１）、ＰＫＲ样 ＥＲ调节激酶
（ＰＥＲＫ）、活化转录因子６（ＡＴＦ６）结合处于无活性状
态；当牙周炎症引起 ＥＲＳ时，细胞就会启动一组细胞
内信号传导通路，统称为 ＵＰＲ，ＵＰＲ是存在于真核细
胞中的一种保护性应激反应，通过未折叠蛋白在内质

网内堆积，使 ＧＲＰ７８／Ｂｉｐ从３种感受蛋白上解离，转
而去结合未折叠蛋白，解离后的感受蛋白被活化并启

动ＵＰＲ，降低未折叠或错误折叠蛋白在内质网内的积
累，从而增加细胞对内质网压力应激的耐受性，恢复内

质网的正常功能。然而，长时间的ＵＰＲ会导致内环境
稳态不能重建，最终将会诱导细胞凋亡［５］。ＩＲＥ１有
ＩＲＥ１α和 ＩＲＥ１β两个同源体［６－７］。ＩＲＥ１α是目前研
究最多的一条通路，在体内广泛存在，多项研究已证实

ＩＲＥ１α在未折叠蛋白积聚引起的 ＥＲＳ条件下对细胞
的生存起到关键作用，能促进细胞增殖［８］，是细胞在

ＵＰＲ中存活时起决定性作用［５，８］。

　　ＴＭ是蛋白质 Ｎ糖基化作用的抑制剂，具有抑制
蛋白质折叠的作用，常用作 ＥＲＳ的诱导剂［９－１０］。因

此，本研究应用 ＴＭ建立 ｈＰＤＬＦｓ的 ＥＲＳ模型。结果
显示，ＴＭ处理刺激ｈＰＤＬＦｓ后，引起 ｈＰＤＬＦｓ对化学刺
激的内质网应激，从而激活 ＵＰＲ。ＸＴＴ法检测转染
ＩＲＥ１α重组质粒后 ＥＲＳ状态下对 ｈＰＤＬＦｓ增殖的影
响，结果分析表明，ＩＲＥ１α实验组 ｈＰＤＬＦｓ的细胞增殖
率明显高于ＴＭ对照组（Ｐ＜０．０１）。ＦＣＭ检测ＥＲＳ条

件下ＩＲＥ１α重组质粒对 ｈＰＤＬＦｓ的各周期比例，结果
显示，ＩＲＥ１α实验组ｈＰＤＬＦｓ处于 Ｓ期的比例高于 ＴＭ
对照组（Ｐ＜０．０５），Ｇ１期细胞比例低于 ＴＭ对照组
（Ｐ＜０．０５），表明ＩＲＥ１α可在ＥＲＳ状态下促进ｈＰＤＬＦｓ
从Ｇ１期进入Ｓ期，加速细胞周期的进程，从而促进细
胞的增殖。

　　本实验将与ＥＲＳ相关的ＩＲＥ１信号通路与ｈＰＤＬＦｓ
细胞的生长联系起来，结果发现ＩＲＥ１α可在ＥＲＳ状态
下可促进ｈＰＤＬＦｓ细胞增殖。由于牙周组织再生修复
的过程复杂，本实验仅在体外环境完成，当其作用于人

体复杂环境中其作用是否发生改变尚不清楚，在今后

的进一步研究中可能会发现应激状态下 ｈＰＤＬＦｓ生长
的深层机制，为牙周组织再生的研究机制提供一定的

理论基础。
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