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缺氧环境中土大黄苷对人牙周膜干细胞增殖和迁移能力的影响及机制研究
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科，江西 南昌 330006；3.南昌大学口腔医学院，江西 南昌 330006）

［摘 要］　目的　探讨缺氧环境下土大黄苷对人牙周膜干细胞（hPDLSCs）增殖和迁移的影响及其可能机制。方法　配制不同

浓度（0、12. 5、25、50、100、200、300 µmol/L）的土大黄苷，添加至缺氧环境下培养的 hPDLSCs，CCK-8实验检测土大黄苷对 hPDLSCs活
力的影响。EdU实验和Transwell实验评估土大黄苷对 hPDLSCs增殖和迁移的影响。Western blot检测PCNA、CXCR4和缺氧诱导因

子-1A（HIF1A）表达。使用AutoDock软件进行蛋白分子间的对接可视化。结果　100 µmol/L土大黄苷处理后细胞存活率显著增加

（P<0. 05），而土大黄苷浓度超过 100 µmol/L 时，细胞存活率显著下降（P<0. 05），故选择浓度为 100 µmol/L 的土大黄苷进行后续实

验。土大黄苷可显著促进缺氧环境下 hPDLSCs 的增殖和迁移。同时，土大黄苷处理后，hPDLSCs 增殖和迁移相关蛋白 PCNA、

CXCR4的表达水平升高（P<0. 05），而缺氧应激蛋白HIF1A的表达水平降低（P<0. 05）。分子对接模拟显示，土大黄苷与HIF1A蛋白

具有良好结合力。结论　缺氧环境下土大黄苷可促进hPDLSCs的增殖和迁移，其机制可能与调控HIF1A表达有关。
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Effects of rhaponticin on the proliferation and migration of human periodontal ligament stem cells under 
hypoxic conditions and its mechanism
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Abstract: Objective　To investigate the effects and potential mechanisms of rhaponticin on the proliferation and migration of human 
periodontal ligament stem cells（hPDLSCs） under hypoxic conditions. Methods　Rhaponticin solutions at various concentrations （0，12. 5，
25，50，100，200，300 µmol/L） were prepared， and then added to hPDLSCs cultured under hypoxic conditions.  The effect of rhaponticin on 
hPDLSCs viability was determined by CCK-8 assay.  Rhaponticin effects on the proliferation and migration of hPDLSCs were evaluated by 
EdU assay and Transwell assay.  The expressions of PCNA，CXCR4，and hypoxia inducible factor-1A（HIF1A）were determined by Western 
blot.  The protein-protein docking was visualized by AutoDock software. Results　Cell survival rate significantly increased after treatment 
with 100 µmol/L of rhaponticin（P<0. 05），while cell survival rate decreased significantly at rhaponticin concentrations exceeding 100 µmol/L 
（P<0. 05）. Therefore，100 µmol/L of rhaponticin was selected for subsequent experiments. Rhaponticin significantly promoted the proliferation 
and migration of hPDLSCs under hypoxic conditions. Concurrently，treatment with rhaponticin upregulated the expression levels of 
proliferation- and migration-related proteins PCNA and CXCR4 in hPDLSCs （P<0. 05）， while downregulated the expression level of hypoxia 
stress protein HIF1A（P<0. 05）.  Molecular docking demonstrated a favorable binding affinity between rhaponticin and HIF1A protein.
Conclusion　Rhaponticin promotes the proliferation and migration of hPDLSCs under hypoxic conditions.  This effect is likely mediated by 
the regulation of HIF1A expression.
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牙周炎是一种常见的慢性炎症性疾病，主要由牙

齿表面积聚的牙菌斑生物膜长期刺激牙周组织引

起[1]。严重的牙周炎不仅会显著损害牙周组织的健康

和功能，还与多种系统性疾病密切相关，若牙周炎未

得到有效控制，可能会导致口腔及全身健康问题的进

一步恶化[2]。研究表明，老年人和男性更易患牙周炎，

且该病常伴随较高的牙齿缺失率[3]。当前牙周炎的主

要治疗方法包括机械清创和抗生素治疗，两种方法在

短期内都能够有效缓解病情，但长期疗效有限，且可

能导致耐药性等问题[4-5]。来自植物、中草药及其他天

然来源的天然生物活性化合物展现出抗炎、抗氧化、
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抗菌和组织再生的特性[6-8]。因此，开发具有更高安全

性和显著疗效的天然药物，已成为牙周炎研究领域的

重要方向。

中药具有防治慢性疾病的独特优势[9]。传统中医

认为中药大黄具有清热解毒、活血化瘀的功效，广泛

用于各种炎症性疾病的治疗[10]。土大黄苷是大黄的主

要成分之一，具有显著的抗炎、抗氧化及促进成骨分

化的生物学特性，已被应用于炎症性疾病和骨重塑的

治疗中[11]。已有研究证实土大黄苷具有抑制炎症作

用。Li 等[12]的研究发现，土大黄苷可通过下调 iNOS、
COX2 及 NF-κB/MAPK 信号通路，显著抑制脂多糖诱

导的内皮细胞炎症反应；Zhang等[13]的研究则表明，土

大黄苷能够显著抑制中性粒细胞中活性氧和中性粒

细胞外陷阱的生成；Shi等[14]的研究发现，土大黄苷具

有降血糖、抗氧化和抗炎作用，可减轻糖尿病大鼠的

视网膜病变。

在牙周炎的病理过程中，缺氧是其典型的微环境

特征之一。缺氧诱导因子-1A（hypoxia inducible factor-
1A，HIF1A）作为关键的调节分子，负责调控细胞对缺

氧的应答[15]，通过调控与炎症、血管生成和组织修复相

关的基因表达，参与牙周组织的损伤与修复[16-17]。人

牙周膜干细胞（human periodontal ligament stem cells，
hPDLSCs）作为具有再生潜能的成体干细胞[18]，在缺氧

时其增殖、迁移及成骨分化能力受影响[19]。然而，目前

尚未见研究报道土大黄苷在牙周炎治疗中的作用，尤

其是在调控hPDLSCs生物学过程中的作用。

基于上述背景，本研究首先通过 EdU 增殖实验、

Transwell 迁移实验和 Western blot 实验验证缺氧环境

下土大黄苷对 hPDLSCs 增殖和迁移的促进作用；随

后，运用分子对接模拟进一步确认土大黄苷与 HIF1A
蛋白之间的结合程度，为深入了解土大黄苷治疗牙周

炎的分子机制提供理论依据，并为其是否可作为治疗

牙周炎的天然药物提供科学支持。

1　材料与方法

1. 1　细胞及主要试剂

hPDLSCs购自上海富衡生物科技有限公司；土大

黄苷（纯度≥98%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；α-MEM 培养基、特级胎牛血清购自赛澳美细胞

技术（北京）有限公司；厌氧产气袋、氧气指示剂购自

日本三菱；CCK-8试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司；EdU试剂盒购自杭州联科生物技术股份有限

公司；Transwell 小室购自美国 Corning 公司；一抗

（HIF1A抗体、PCNA 抗体、CXCR4抗体）购自美国 CST

公司；β-actin 抗体购自武汉博士德生物公司；二抗购

自杭州华安生物公司。

称取适量土大黄苷，配制 5 mL 300 µmol/L的土大

黄苷母液，根据后续实验要求再配制成不同浓度。用

0. 22 µm孔径的细菌滤器过滤配制好的土大黄苷后储

存在-20 ℃的冰箱备用。

1. 2　细胞培养和分组

将 hPDLSCs用含 10% 胎牛血清、1%青-链霉素的

α-MEM完全培养基培养，并置于 5% CO2、37 ℃恒温细

胞培养箱中，每 2~3 d更换培养基并观察细胞状态，待

细胞生长密度达 80% 后进行传代，取 3~5代的细胞进

行后续实验。筛选出土大黄苷的适宜浓度后，将细胞

置于缺氧条件下培养，分为对照组（未加入土大黄苷）

和土大黄苷组（加入 100 µmol/L 土大黄苷），24 h后进

行后续实验。

1. 3　体外缺氧模型建立

将厌氧密封盒和厌氧产气袋表面用酒精擦拭消

毒，置于超净工作台中紫外线照射 30 min。从培养箱

中取出需进行缺氧处理的细胞置于厌氧密封盒内，将

厌氧产气袋和氧气指示剂外包装撕开后迅速置于厌

氧密封盒的隔层中，盖上密封盖，置于 37 ℃恒温培养

箱中培养。观察氧气指示剂颜色变化确定细胞培养

环境。氧气指示剂变色范围：浅紫色至粉红色为缺氧

状态（氧浓度小于 0. 1%）；淡蓝色至深蓝色为有氧状

态（氧浓度大于0. 5%）。

1. 4　CCK-8实验

于 96孔板中接种细胞悬液（约 4 000个/孔），每孔

100 µL，设置 5个复孔及空白孔。加入含不同浓度（0、
12. 5、25、50、100、200、300 µmol/L）土大黄苷的α-MEM
完全培养基并置于缺氧环境中培养 24 h后，去除原培

养基，PBS清洗3次，每孔分别加入90 µL α-MEM完全培

养基和 10 µL CCK-8，于培养箱中培养 1. 5 h后用酶标

仪检测 450 nm波长处的吸光度，计算细胞存活率。细

胞存活率=[（实验孔吸光度-空白孔吸光度）/（对照孔

吸光度-空白孔吸光度）]×100%。

1. 5　EdU增殖实验

在 12孔板中培养 hPDLSCs，待细胞密度为 80%左

右时，置于缺氧环境中培养。将EdU溶解于不同浓度

的土大黄苷培养基中（终浓度为 10 µmol/L），然后加入

细胞中，37 ℃孵育 24 h。除去培养基，PBS 清洗 2 次。

加入 4% 多聚甲醛溶液，室温固定 15 min。用 0. 1% 
Triton X-100室温通透 10 min。根据试剂盒说明书，配

制Click反应液，然后加入样本，室温避光孵育 30 min。
PBS 清洗 3 次，去除未结合的荧光标记物。按照说明
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书配制 1×Hoechst33342溶液，每孔加入 500 µL稀释后

的Hoechst33342溶液，室温避光孵育 15 min；结束后除

去 Hoechst33342 溶液；每孔用 500 µL PBS 清洗 3 次，

每次 3 min。倒置荧光显微镜下拍照，计算细胞增殖

率。细胞增殖率=（红色荧光细胞数/蓝色荧光细胞

数）×100%。

1. 6　Transwell实验

取对数生长期的 hPDLSCs培养制备细胞悬液，调

整细胞密度为 2×105/mL，每孔加入 200 µL细胞悬液至

Transwell上室，下室加入 600 µL含 20%胎牛血清的培

养基。置于缺氧环境并加入不同浓度土大黄苷培养

24 h后，去除上室培养基，并在 4%多聚甲醛溶液中室

温固定 15 min。去除固定液后，PBS 清洗 3 次，加入

0. 1% 结晶紫溶液染色 30 min。用棉签轻轻擦去上室

表面，去除多余染料。适当风干后，倒置荧光显微镜

下选取不同视野观察细胞并拍照，使用 Image J软件计

算染色细胞数目。

1. 7　Western blot
在 缺 氧 环 境 中 用 不 同 浓 度 土 大 黄 苷 处 理

hPDLSCs，分别在 6 h、12 h、24 h 后收集蛋白。BCA 法

检测提取的蛋白浓度，将蛋白变性后通过凝胶电泳分

离蛋白，并转至 PVDF 膜上，封闭液封闭，蛋白条带置

于一抗稀释液中 4 ℃孵育过夜，随后室温下置于二抗

稀释液中孵育 1 h。在蛋白条带表面滴加显影液，置于

化学发光成像系统中进行曝光、显影和拍照。使用

Image J软件进行蛋白显影定量分析。

1. 8　分子对接模拟

在蛋白质数据库（http://www. rcsb. org/）中下载并

保存 HIF1A 的蛋白三维结构。在 PubChem 数据库

(http://pubchem. ncbi. nlm. nih. gov)中下载并保存土大

黄苷的三维结构。使用 AutoDock 软件将土大黄苷和

HIF1A蛋白进行分子对接。

1. 9　统计学分析

数据分析使用 SPSS 26. 0软件，实验数据以均数±
标准差（x̄±s）表示，多组间数据比较采用单因素方差分

析，两两比较采用独立样本 t检验。P<0. 05表示差异

有统计学意义。

2　结果

2. 1　细胞缺氧模型建立成功

通过氧气指示剂颜色的变化确定细胞培养环境，

结果显示，hPDLSCs处于缺氧环境中，缺氧模型建立成

功（图1）。

2. 2　土大黄苷促进缺氧环境下hPDLSCs的增殖

CCK-8实验结果显示，与 0 µmol/L土大黄苷相比，

100 µmol/L 土大黄苷处理后细胞存活率显著升高

（P<0. 05），而土大黄苷浓度超过 100 µmol/L 时，细胞

存活率显著下降（P<0. 05），见图 2。因此，后续实验选

择浓度为100 µmol/L的土大黄苷进行。

EdU实验结果显示，土大黄苷组细胞增殖率明显

高于对照组（P<0. 05），见图3。

2. 3　土大黄苷促进缺氧环境下hPDLSCs的迁移

Transwell 实验结果显示，与对照组相比，土大黄

苷组细胞迁移数显著增加（P<0. 05），见图4。
2. 4　土大黄苷对缺氧环境下 hPDLSCs 增殖、迁移及

缺氧相关蛋白表达的影响

Western blot检测结果显示：在 6、12、24 h时，土大

黄苷组中 hPDLSCs 的 PCNA、CXCR4 蛋白表达量均明

显高于对照组（P<0. 05），而 HIF1A 蛋白表达量低

于对照组（P<0. 05），见图5。
2. 5　土大黄苷与HIF1A蛋白的结合

分子对接模拟结果显示，土大黄苷能够与 HIF1A
蛋白活性位点的 GLU-64 残基形成多个氢键相互作

用，可较好地匹配结构口袋中的小分子结构（图 6a）；

土大黄苷能够较好地与 HIF1A 蛋白结构空腔处契合

（图6b）。

图1　氧气指示剂颜色变化

*：与0 µmol/L比较，P<0.05
图2　不同浓度土大黄苷对缺氧环境下hPDLSCs活力的影响
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3　讨论

截至 2021 年，全球已有超过 10 亿人受牙周炎的

影响[20]。牙周炎治疗的主要目标是去除生物膜控制感

染，并减缓或抑制骨质丧失的进展。这可通过加强口

腔卫生教育、激励患者重视自身口腔卫生健康及非手

术的龈下洁治等方法实现[21]。去除感染的牙根表面生

物膜后，牙龈上皮细胞可重新增殖并在牙根表面形成

长连接的上皮屏障。然而，对于难以进行机械治疗的

区域，如何有效去除生物膜和控制炎症仍无有效方

法。因此，辅助药物的使用显得尤为关键[22]。氯己定

作为常用的抗菌药物，具有广谱抗微生物活性，能够

有效清除生物膜。然而，长期使用氯己定可能出现味

觉改变、口干及牙齿和舌面染色等副作用[23]。因此，寻

找副作用较小的替代药物成为急需解决的问题。中

药由于其多组分、多靶点的特性，近年来越来越受到

关注。

氧气感知机制及缺氧信号通路逐渐成为炎症性

疾病治疗的关键靶点[24]。HIF1A作为唯一能够响应缺

氧的转录因子，在低氧环境下能稳定表达，参与重要

病理生理过程[25]。有研究表明，在牙周炎大鼠模型中，

牙龈出现炎性浸润并伴随牙槽骨丢失，同时HIF1A的

表达显著升高[26]。低氧环境显著影响人间充质干细胞

中 CXCR4 的表达，进而降低其向损伤区域的迁移能

力[27]。以上研究表明，HIF1A 可能是治疗牙周炎的潜

在靶点。本课题组前期的研究发现，土大黄苷可通过

ARNT 结构域靶向结合 HIF1A，并有效抑制其表达[28]。

此外，已有研究表明，土大黄苷能显著抑制 HIF1A 通

路，导致缺氧状态下HIF1A积累并减少其核内表达[29]。

这提示，土大黄苷可能通过调节 HIF1A 表达影响

a：EdU实验检测细胞增殖情况（×20）；b：细胞增殖率比较　*：与对照组比较，P<0.05
图3　土大黄苷对缺氧环境下hPDLSCs增殖的影响

a：Transwell 实验检测细胞迁移情况（×20）；b：细胞迁移定量分

析   *：与对照组比较，P<0.05
图4　土大黄苷对缺氧环境下hPDLSCs迁移的影响

*：与对照组比较，P<0.05
图5　土大黄苷对缺氧环境下hPDLSCs相关蛋白表达的影响

4



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2026,35（1）J  REG ANAT OPER SURG

hPDLSCs的生物学过程，为牙周炎的治疗提供了理论

依据。

目前，关于牙周炎的治疗研究主要集中在控制炎

症，而对于牙周组织中普遍存在的缺氧微环境及其在

疾病发生发展中的作用，相关研究仍较有限，还存在

较大的研究空白。本研究建立体外缺氧模型，模拟牙

周炎深部袋底的缺氧环境[30]。HIF1A作为细胞对低氧

环境的感知因子，通常调控细胞的迁移和代谢适应，

而其表达下调可能反映细胞逐渐适应微环境变化[15]。

PCNA、CXCR4 与细胞增殖、迁移密切相关。PCNA 的

上调提示细胞DNA复制和增殖能力增强[31]，CXCR4的

升高则表明干细胞迁移和归巢能力增强[32]。SDF-1/
CXCR4信号通路与 hPDLSCs归巢过程密切相关，是牙

周组织再生中重要的趋化和迁移机制之一[33]。本研究

在体外建立缺氧模型模拟炎症组织低氧微环境，观察

到土大黄苷在 100 µmol/L 浓度时对 hPDLSCs 促增殖

与迁移效果最强，而更高浓度则可导致细胞存活率下

降。这表明低浓度（≤100 µmol/L）土大黄苷可能作为

低氧应激调节剂，缓解缺氧诱导的线粒体活性氧积累

对细胞的损害和能量代谢压力，从而提高细胞存活

率；但当浓度>100 µmol/L时，可能干扰膜稳定性，导致

细胞毒性增加、代谢失衡等，最终细胞存活率下降。

在缺氧早期，HIF-1介导的防御程序被激活，这一程序

优先支持代谢适应与应激耐受，并非组织再生[34]。常

氧条件下，冯·希佩尔-林道蛋白可介导HIF1A的泛素

化，并促进其蛋白酶体降解[35]。因此，土大黄苷可能加

速 HIF1A 的泛素化降解过程，降低 HIF1A 的表达，调

控PCNA驱动的增殖及 SDF-1/CXCR4信号通路介导的

迁移，促进缺氧环境下 hPDLSCs的增殖和迁移。在分

子对接模拟中，当配体与受体间的结合能小于 0时，两

者可自发进行结合[36]。本研究分子对接模拟结果显示

两分子的结合能小于 0，提示土大黄苷可能与 HIF1A
蛋白表面的关键结构直接结合，改变其构象稳定性，

加速降解。结合本研究Western blot实验结果，可推测

土大黄苷可能通过直接靶向调节HIF1A稳态，继而间

接激活 hPDLSCs增殖与迁移的生物功能，这为土大黄

苷作为牙周炎的治疗药物提供了理论支持。

综上所述，土大黄苷可促进缺氧环境下 hPDLSCs
的增殖与迁移，其机制可能与调控 HIF1A 有关，这为

牙周炎的治疗提供了新的方向。
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