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circRNA_079813抑制牙髓细胞损伤的机制研究

周 洋,张 悦,刘 景　（新疆医科大学第五附属医院口腔科，新疆 乌鲁木齐 830011）

［摘 要］　目的　探讨 circRNA_079813对脂多糖（LPS）诱导的人牙髓细胞（hDPCs）损伤的作用和机制。方法　原代分离培养

脱落乳牙牙髓细胞，用免疫荧光化学法鉴定原代分离培养的 hDPCs。将培养的 hDPCs分为 vector组、过表达 circRNA_079813的重

组载体组（circRNA_079813组）、腺相关病毒（AAV）空载体组（AAV-Null组）、Smad1过表达重组AAV载体组（AAV-Smad1组）、小干扰

RNA（siRNA）沉默 Smad1 的重组载体组（si-Smad1 组）以及 siRNA 阴性对照组（si-NC 组）。另外，将 hDPCs 分为空白对照组（Control
组）、LPS组、LPS+vector组、LPS+circRNA_079813组、LPS+circRNA_079813+si-NC组、LPS+circRNA_079813+si-Smad1组。采用CCK-8
法和流式细胞术分别检测 hDPCs的增殖活力和凋亡水平。ELISA法检测白细胞介素（IL）-1β和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平。检测

碱性磷酸酶（ALP）活性、ALP蛋白表达水平以及茜素红 S（ARS）染色程度以评估成骨分化能力。Western blot 检测 runt 相关转录因

子 2（RUNX2）以及 Smad1 的蛋白水平。结果　在 LPS 诱导的 hDPCs 中过表达 circRNA_079813 可增加 hDPCs的增殖活性，提高成

骨分化能力，抑制 hDPCs的凋亡和炎症反应，提高 Smad1和RUNX2的蛋白表达，差异均有统计学意义（P<0. 05）。在 LPS 基础上过

表达 Smad1 与过表达 circRNA_079813 对 hDPCs 的影响一致（P<0. 05），而沉默 Smad1 逆转了过表达 circRNA_079813的上述效果

（P<0. 05）。结论　过表达 circRNA_079813通过Smad/RUNX2信号通路改善LPS诱导的hDPCs损伤。
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Mechanism of circRNA_079813 inhibiting dental pulp cells injury
ZHOU Yang， ZHANG Yue， LIU Jing　（Department of Stomatology， Fifth Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University， 
Urumqi Xinjiang 830011， China）

Abstract: Objective　To investigate the effect and mechanism of circRNA_079813 on lipopolysaccharide （LPS）-induced injury of human 
dental pulp cells （hDPCs）. Methods　Primary pulp cells of deciduous teeth were isolated and cultured， and the hDPCs were identified by 
immunofluorescence chemistry.  The cultured hDPCs were divided into the vector group， the overexpressed circRNA_079813 recombinant 
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vector group （the circRNA_079813 group）， the adeno-associated virus （AAV） empty vector group （the AAV-Null group）， the Smad1-over‐
expressed recombinant AAV vector group （the AAV-Smad1 group） and the small interference RNA （siRNA） silencing Smad1 recombinant 
vector group （the si-Smad1 group） and the siRNA negative control group （the si-NC group）.  In addition， hDPCs were divided into the blank 
control group （the Control group）， the LPS group， the LPS+vector group， the LPS+circRNA_079813 group， the LPS+circRNA_079813+si-NC 
group， and the LPS+circRNA_079813+si-Smad1 group.  CCK-8 method and flow cytometry were used to detect the proliferative activity and 
apoptosis level of hDPCs.  ELISA was used to detect the levels of interleukin （IL）-1β， tumor necrosis factor-α （TNF-α）.  Alkaline phosphatase 
（ALP） activity， ALP protein expression level， and alizarin red S （ARS） staining degree were detected to evaluate the osteogenic differentia‐
tion ability.  The protein levels of runt-associated transcription factor 2 （RUNX2） and Smad1 were detected by Western blot. Results　Over‐
expression of circRNA_079813 in LPS-induced hDPCs might increase the proliferative activity of hDPCs， improve the osteogenic differentia‐
tion ability， inhibit the apoptosis and inflammation response of hDPCs， and increase the protein expression of Smad1 and RUNX2， 
with statistically significant differences （P<0. 05）.  Overexpression of Smad1 on the basis of LPS had the same effect on hDPCs as overex‐
pression of circRNA_079813 （P<0. 05）， while silencing Smad1 reversed the above effect of overexpression of circRNA_079813 （P<0. 05）.
Conclusion　Overexpression of circRNA_079813 improves LPS-induced hDPCs injury through the Smad/RUNX2 signaling pathway.

Keywords: circRNA_079813； human dental pulp cells； osteogenic differentiation； cell apoptosis； Smad/RUNX2 signaling pathway

牙髓炎是一种由共生口腔微生物的机会性感染

引起的疾病，可导致患牙缺失，降低患者的生活质量，

其发病机制目前尚不清楚[1-2]。研究表明，改善人牙髓

细胞（human dental pulp cells,hDPCs）的炎症损伤并激

活成骨分化是治疗牙髓炎的关键[3]，但是目前仍缺乏

改善hDPCs炎症损伤并促进成骨分化的分子靶标。

环状 RNA（circular RNA，circRNA）是一种无 5'端
帽子和 3′端多聚腺苷酸尾巴的内源性非编码RNA，稳

定性高[4]。circRNA 与细胞凋亡、代谢和炎症密切相

关，能诱导 runt 相关转录因子 2（runt-associated tran‐
scription factor 2, RUNX2）的表达或激活 Smad1 信号，

从而促进成骨过程[5-8]。circRNA_079813 是新发现的

circRNA，其在成骨诱导的条件下表达下调[9]，推测其

可能参与了成骨分化，但是目前仍缺乏circRNA_079813
的研究报道。因此，本研究检测 circRNA_079813在内

毒素脂多糖（lipopolysaccharide,LPS）诱导 hDPCs损伤

中的表达，并基于Smad/RUNX2信号通路探讨circRNA_
079813调控hDPCs损伤的作用，现报告如下。

1　材料与方法

1. 1　hDPCs的分离培养与处理

牙髓组织分离自 1名接受正畸治疗志愿者的健康

第三磨牙（志愿者本人和家属均知情同意）。分离牙

髓组织并用 PBS 冲洗，用 2 mg/mL 胶原酶和 0. 25% 胰

蛋白酶消化 30 min。将悬液离心（4 ℃，1 200 r/min，
5 min）后，收集 hDPCs。本研究通过我院医学伦理委

员会的审查（20210325-08）。

hDPCs 在 37 ℃ 、含 5%CO2 及 10% 胎牛血清的

α -MEM 中培养 14 d。并以 1×1010/L 的细胞浓度培养

48 h后，在倒置显微镜下进行拍照观察，随后用免疫荧

光化学法检测表面标志物骨钙蛋白的表达：将 hDPCs
单细胞悬液接种于有盖玻片的培养皿中，培养 48 h后

取细胞爬片。4%多聚甲醛室温固定后用PBS洗涤，加

入兔抗人骨钙蛋白抗体（1:400），37 ℃孵育 60 min，用
PBS洗涤，加入生物素化山羊抗兔 IgG，37 ℃孵育30 min，
PBS 洗涤后，再加入异硫氰酸荧光素（fluorescein iso‐
thiocyanate, FITC），37 ℃孵育 30 min后避光封片，并用

荧光显微镜进行拍照观察。

将 hDPCs分为Control组和LPS组。LPS组在体外

模拟牙髓炎的炎症状态，即在含 100 ng/mL LPS（美国

Sigma-Aldrich 公司）的 α -MEM 中培养 hDPCs 24 h。
Control 组 hDPCs 进行常规培养且不进行任何处理。

当LPS诱导 hDPCs中促炎性细胞因子的表达显著性增

加且上调程度不低于 1倍，则认为体外牙髓炎的炎症

状态模拟成功。

1. 2　hDPCs的转染和分组

首先，将 hDPCs 分为 vector 组、circRNA_079813
组、si-Smad1 组、si-NC 组、AAV-Smad1 组、AAV-Null
组 、LPS+circRNA_079813 组 、LPS+vector 组 、LPS+
circRNA_079813+si-Smad1 组、LPS+circRNA_079813+
si-NC组。vector组按照说明书将空载体 vector转染至

hDPCs。 circRNA_079813 组 将 过 表 达 circRNA_
079813 的 pcDNA3. 1 重 组 载 体 转 染 至 hDPCs 。
si-Smad1 组 hDPCs 转染沉默 Smad1 的小干扰 RNA
（small interference RNA，siRNA）。si-NC组 hDPCs转染

siRNA 的阴性对照（si-NC）。AAV-Smad1 组和 AAV-

Null组分别将针对Smad1过表达的腺相关病毒（adeno-

associated virus, AAV）重组载体（AAV-Smad1）和 AAV-
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Smad1的阴性对照（AAV-Null）转染至 hDPCs。以上载

体均购自上海吉玛公司。LPS+circRNA_079813 组将

过表达 circRNA_079813的pcDNA3. 1重组载体转染至

hDPCs，并联合100 ng/mL LPS孵育hDPCs。LPS+ vector
组将空载体 vector 转染至 hDPCs，并联合 100 ng/mL 
LPS 孵育 hDPCs。 LPS+circRNA_079813+si-Smad1 组

将过表达 circRNA_079813的pcDNA3. 1重组载体和沉

默 Smad1的 siRNA（si-Smad1）共同转染至 hDPCs，并联

合 100 ng/mL LPS孵育 hDPCs。LPS+circRNA_079813+
si-NC 组将过表达 circRNA_079813 的 pcDNA3. 1 重组

载体和 si-NC 共同转染至 hDPCs，并联合 100 ng/mL 
LPS孵育hDPCs。各组细胞均孵育24 h。
1. 3 qPCR检测 circRNA_079813的表达

使用PARIS™Kit（美国 Invitrogen公司）从 hDPCs的
细胞核和细胞质中分离 RNA。总 RNA 用 TRIzol 试剂

（美国 Invitrogen 公司）分离，NanoDrop ND-1000 定量。

RNase R（3 U/μg, Geneseed）用 3 μg总 RNA 在 37 °C下

处理 30 min。使用反转录系统试剂盒（日本 Takara 公

司）将总 RNA 逆转录为互补 DNA，随后使用 SYBR 预

混 剂 ExTaq（日 本 Takara 公 司）进 行 qPCR 分 析 。

GAPDH作为内参，基因的相对表达量用 2−ΔΔCt法测定。

引物序列（5′-3′）：circRNA_079813 正向 GCATTATCC
GGAGAACCAAA，反 向 TGGGGCTTTCTTCATTGTTC；

GAPDH 正 向 AGAAGGCTGGGGCTCATTTG，反 向

AGGGGCCATCCACAGTCTTC。

1. 4　CCK-8法检测细胞增殖活性

将 hDPCs 接种于 96 孔板（5×103 个/孔）过夜，用

10 μL CCK-8 溶液（北京 Solarbio 公司）在 37 ℃下反应

2 h。随后用酶标仪测定450 nm处的吸光度。

1. 5　流式细胞术检测细胞凋亡情况

用 PBS 重悬各组 hDPCs 至 1×106/mL。将 5 μL 
FITC和 5 μL碘化丙啶（美国BestBio公司）作为染色工

作液，在避光条件下将 1 mL细胞悬液与染色工作液孵

育 15 min，并在 1 h 内利用流式细胞仪（美国 Applied 
Biosystems公司）进行凋亡分析。

1. 6　Western blot 检测 Bcl-2、C-caspase3、Bax、RUNX2、
Smad1 和碱性磷酸酶（alkaline phosphatase, ALP）
的表达 

用RIPA缓冲液（上海Beyotime公司）裂解 hDPCs，
提取总蛋白，随后使用双胞二酸法定量总蛋白的浓

度。取 40 μg蛋白的样品，使用 SDS-PAGE凝胶分离蛋

白，并用湿转法将蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜（美国

Millipore 公司）上；在膜上加入 5% 脱脂牛奶密封 1 h；

在 4 ℃ 下将膜与一抗孵育 24 h。一抗包括 Bcl-2
(1∶1 200)、C-caspase3(1∶500)、Bax(1∶200)、RUNX2
(1∶1 000)、Smad1(1∶500)和 ALP(1∶1 000)。将膜与

HRP 偶联的山羊抗兔 IgG (1∶2 000)孵育 1 h。应用

ECL试剂显示蛋白条带，并使用 ImageJ软件分析每个

条带的灰度值。

1. 7　ELISA检测白细胞介素（interleukin, IL）-1β和肿瘤

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

从各组 hDPCs中收集细胞培养物的上清液样本。

按照 ELISA 试剂盒（美国 Abcam 公司）说明书，将

20 μL 细胞上清液与 50 μL 抗体在 37 ℃下孵育 2 h。
通过计算 450 nm 和 570 nm 处的吸光度，从而确定

IL-1β和TNF-α的水平。

1. 8　ALP染色检测ALP活性

将 hDPCs 在含有成骨培养基的 12 孔板中培养

2 周。用 4% 多聚甲醛固定 10 min，然后使用 NBT/
BCIP 染色试剂盒（美国 Cwbiotech 公司）进行 ALP 染

色。使用 ALP 检测试剂盒（上海 Beyotime 公司）测定

ALP 活性，于倒置显微镜（美国 Bio-Rad 公司）下观察

ALP染色情况。

1. 9　茜素红 S（alizarin red S, ARS）染色检测细胞矿化

程度

将 hDPCs接种到 12孔板中，在成骨培养基中培养

21 d。4% 多聚甲醛固定 30 min 后，使用 2%ARS 溶液

在 37 ℃下染色 10 min，然后用十六烷基氯化吡啶

（100 mmol/L，美国 Sigma-Aldrich公司）洗脱 1 h。利用

微孔板阅读器（美国Bio-Rad公司）在 562 nm处测量吸

光度，以确定细胞的矿化程度。

1. 10　统计学分析

使用 GraphPad PRISM 5. 01进行数据录入和统计

学分析。正态分布的数据以均数±标准差（x-±s）表示。

使用 t检验评估 2组之间的差异；使用单因素方差分析

（ANOVA）评估多组间的差异，多重比较采用 LSD-t检
验。检验水准设为 α=0. 05，P<0. 05 表示差异具有统

计学意义。

2　结果

2. 1　原代分离的 hDPCs 的形态特征和成骨分化标志

物表达的鉴定

hDPCs培养10 d的形态见图1a。倒置显微镜下观

察到 hDPCs 的生长状态良好，细胞形态呈梭形。

hDPCs培养 10~15 d后传代培养 3代（每代 5 d）。本研

究使用第 3代 hDPCs进行检测。经过免疫荧光化学法
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鉴定，骨钙蛋白的阳性率在80%以上（图1b）。

2. 2　circRNA_079813 的表达特征及其过表达对 LPS
诱导的hDPCs损伤的影响

与 Control组比较，LPS组 circRNA_079813的表达

降低（P<0. 05），见图 2a；与 vector 组比较，circRNA_
079813 组的 circRNA_079813 明显上调（P<0. 05），见

图2b。与Control组比较，LPS组的细胞活力、ALP相对活

性、ARS相对量、Bcl-2和ALP蛋白相对表达水平均降低

（P<0. 05），而细胞凋亡率和 Bax、C-caspase3、IL-1β 及

TNF-α的表达均增加（P<0. 05）。与LPS+vector组比较，

LPS+circRNA_079813组的细胞活力、ALP 相对活性、

ARS 相对量、Bcl-2 和 ALP 蛋白相对表达水平均增加

（P<0. 05），而细胞凋亡率和 Bax、C-caspase3、IL-1β 及

TNF-α的表达均降低（P<0. 05），见图2c~j。

2. 3　circRNA_079813激活Smad1/RUNX2信号通路

与Control组比较，LPS组的 Smad1和RUNX2的表

达均降低（P<0. 05）。与 LPS+vector 组比较，LPS+
circRNA_079813 组的 Smad1 和 RUNX2 的表达均增加

（P<0. 05），见图3。

a：qPCR 检测 circRNA_079813水平；b：circRNA_07981过表达的转染效率；c：CCK-8法检测细胞活力；d：流式细胞术检测细胞凋亡水

平；e：Western blot检测 hDPCs中 Bax、C-caspase3和 Bcl-2蛋白水平；f、g：ELISA 检测 hDPCs中 IL-1β 和 TNF-α 的水平；h：ALP 相对活性

的统计图；i：ARS相对量的统计图；j：Western blot检测成骨分化标志物ALP水平 *：P<0.05
图2　circRNA_079813过表达对LPS诱导的hDPCs损伤的影响

a：hDPCs 培养 10 d；b：免疫荧光化学法检测 hDPCs 中骨钙蛋白

阳性的细胞

图1　hDPCs的形态特征和成骨分化标志物鉴定
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2. 4　过表达Smad1对LPS诱导的hDPCs损伤的影响

与 AAV-Null 组比较，AAV-Smad1 组的 Smad1 和

RUNX2 的表达均明显上调（P<0. 05），见图 4a。与

LPS+AAV-Null 组比较，LPS+AAV-Smad1 组的细胞活

力、ALP 相对活性、ARS 相对量及 Bcl-2、ALP、RUNX2
蛋白相对表达水平均增加（P<0. 05），而细胞凋亡

率和 Bax、C-caspase3、IL-1β 及 TNF- α 的表达均减

少（P<0. 05），见图4b~i。
2. 5　 circRNA_079813 通过 Smad1/RUNX2 信号通路

改善LPS诱导的hDPCs损伤

与 si-NC组比较，si-Smad1组 Smad1表达明显下调

（P<0. 05），见图 5a。与 LPS+circRNA_079813+si-NC
组比较，LPS+circRNA_079813+si-Smad1 组的细胞活

力、ALP 相对活性、ARS 相对量及 Bcl-2、ALP、RUNX2

*：P<0.05
图 3　过表达circRNA_079813对LPS诱导下Smad1和RUNX2

表达的影响

a：Western blot检测 Smad1和 RUNX2的表达；b：CCK-8法检测细胞活力；c：流式细胞术检测细胞凋亡水平；d：Western blot检测 hDPCs
中 Bax、C-caspase3 和 Bcl-2 蛋白水平；e、f：ELISA 检测 hDPCs 中 TNF-α 和 IL-1β 水平；g：ALP 相对活性的统计图；h：ARS 相对量的统计

图；i：Western blot检测成骨分化标志物ALP和RUNX2水平   *：P<0.05
图4　过表达Smad-1对LPS诱导的hDPCs损伤的影响
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蛋白相对表达水平均下调（P<0. 05），而细胞凋亡

率和 Bax、C-caspase3、IL-1β 及 TNF- α 的表达均上

调（P<0. 05），见图5b~i。

a：Western blot 检测 Smad1 的表达；b：CCK-8 法检测细胞活力；c：流式细胞术检测细胞凋亡水平；d：Western blot 检测 hDPCs 中 Bax、
C-caspase3 和 Bcl-2 蛋白水平；e、f：ELISA 检测 hDPCs 中 TNF-α 和 IL-1β 的水平；g：ALP 相对活性统计图；h：ARS 相对量的统计图；

i：Western blot检测成骨分化标志物ALP和RUNX2的水平   *：P<0.05
图5　过表达Smad-1对LPS诱导的hDPCs损伤的影响
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3　讨论

研究表明，炎症反应在牙髓炎中发挥着重要作

用[10-11]，在临床和动物实验中已广泛观察到牙髓炎的

发生伴随炎症细胞因子的过度释放[12]。LPS来源于革

兰氏阴性菌的外膜，可触发炎症牙髓组织中促炎性细

胞因子（如 IL-6 和 TNF-α 等）的产生。本研究观察到

LPS暴露组中 IL-6和 TNF-α的表达量显著性上调 1倍

以上，说明本研究使用 LPS诱导的 hDPCs在体外成功

模拟了牙髓炎的炎症状态。此建模方案是研究体外

牙髓炎中 hDPCs功能的常用方法，如 LPS刺激牙髓干

细胞后在体外形成了明显的促炎反应和细胞凋

亡[13-14]。本研究不仅观察到 LPS 诱导了 hDPCs 中促炎

性细胞因子的显著增加和 hDPCs 凋亡，还观察到

hDPCs 增殖活力降低。表明LPS在体外诱导了 hDPCs
的炎症反应，抑制了细胞增殖，并增加了细胞凋亡。

非编码RNA已成为国内外学者的研究热点之一，

其中 circRNA 的结构相对于其他非编码 RNA 而言更

加稳定，且具有分布广泛、保守性高、特异性表达等特

点[15-17]。circRNA 在成骨分化中具有重要作用。Bahn
等[18]发现 circRNA可能在牙源性细胞成牙本质及成骨

向分化过程中起着重要的作用；张雄等[19]发现在骨向

诱导 21 d的人牙周膜干细胞中 circRNA8433显著高表

达，并认为 circRNA8433 可能是人牙周膜干细胞成骨

向分化新的生物学标记物。 Li 等[6] 发现 circRNA 
CDRlas可通过激活 Smad1通路，促进牙周膜干细胞的

成 骨 分 化 。 circRNA_079813 是 一 种 新 发 现 的

circRNA，关于其功能的研究报道较少。Chen等[9]报道

circRNA_079813 的表达随着牙髓细胞的牙源性诱导

而降低，推测其可能在牙髓炎治疗靶点的筛选中有重

要价值。然而，其在牙髓炎进展中的作用和机制仍有

待阐明。本研究结果显示，circRNA_079813在 LPS诱

导的 hDPCs 中显著降低；此外，circRNA_079813 过表

达 保 护 hDPCs 免 受 LPS 诱 导 的 炎 症 损 伤 ，表 明

circRNA_079813 是 LPS 诱导 hDPCs 效应的关键抑制

因素，其有望成为牙髓炎治疗的新靶点。本研究发现

在 hDPCs 中过表达 circRNA_079813 逆转了 LPS 诱导

的细胞凋亡和炎症，促进了 hDPCs 的成骨分化，并改

善了细胞的增殖活性。表明 circRNA_079813 参与了

牙髓炎的发病过程。

Smad/RUNX2信号通路可以调节成骨细胞的分化

和骨关节的炎症损伤。如丝氨酸蛋白酶通过 Smad/
RUNX2 信号通路促进大鼠原代成骨细胞的成骨分

化[20]。此外，Smad 和 RUNX2 的激活可以促进成骨分

化，如 Smad1/5/8 被激活后增强后纵韧带骨化中人骨

髓间充质干细胞的成骨分化，而且RUNX2被激活后也

促进了人骨髓间充质干细胞的成骨分化[21-22]。本研究

表明，circRNA_079813 过表达激活 Smad1/RUNX2 信

号通路，而且过表达 Smad1激活 Smad1/RUNX2信号通

路也呈现出与 circRNA_079813 类似的抗 hDPCs 损伤

的效果。已知 Smad1/RUNX2 信号通路可被多种

circRNA 所调控，从而促进成骨分化，Li 等[6] 发现

circRNA CDRlas可通过激活 Smad1通路促进牙周膜干

细 胞 的 成 骨 分 化 ，从 而 改 善 牙 周 疾 病 。 另 外 ，

circRNA_0011269 也可通过激活 RUNX2，从而促进成

骨细胞的分化[22]。提示 circRNA 通过激活 Smad1/
RUNX2信号通路，从而改善受损的 hDPCs增殖活性和

成骨分化功能。为验证 circRNA_079813 过表达是否

通过 Smad1/RUNX2信号通路而改善 hDPCs损伤，本研

究在 circRNA_079813 过表达的基础上沉默 Smad1 以

抑 制 因 circRNA_079813 过 表 达 而 导 致 的 Smad1/
RUNX2 信号通路激活。结果表明，在 LPS 暴露的

hDPCs 中，沉默 Smad1明显逆转了 circRNA_079813对

细胞增殖活性和成骨分化的正向调控作用，也逆转了

过表达 circRNA_079813 对细胞凋亡和炎症反应的负

向调控作用。本研究结果均表明，circRNA_079813通

过 Smad1/RUNX2信号通路抑制了 hDPCs的炎症损伤，

并促进了成骨分化。

综上所述，在 LPS 诱导的体外牙髓炎模型中，

circRNA_079813 可以通过 Smad1/RUNX2 信号通路有

效抑制 hDPCs的凋亡和炎症反应，并促进细胞增殖和

成骨分化。本研究为 circRNA_079813 在牙髓炎中的

作用模式提出了新的见解，并提供了牙髓炎的潜在治

疗靶点。
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