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缺氧通过 HIF-1琢抑制 hPDLFs内毒素耐受 *
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摘要 目的：观察缺氧对人牙周膜成纤维细胞(human Periodontal Ligament Fibroblasts，hPDLFs)内毒素耐受(Endotoxin Tolerance，

ET)的影响并初步探讨其可能作用机制。方法：人牙周膜经组织块和胰蛋白酶消化，原代分离培养 hPDLFs并鉴定后，给予缺氧诱

导，检测其炎症因子白介素 -6(Interleukin 6，IL-6)和白介素 -8(Interleukin 8，IL-8)的分泌情况。进一步在常氧环境下通过慢病毒过

表达增强缺氧诱导因子 -1琢 (Hypoxia Inducible Factor 1琢, HIF-1琢) 表达或在缺氧环境下利用特异性抑制剂 YC-1 (3-(50-Hydrox-

ymethyl-20-furyl)-1-benzylindazole)抑制 hPDLFs中 HIF-1琢表达，分析 hPDLFs炎症因子 IL-6和 IL-8的分泌情况的变化。结果：①

缺氧时，脂多糖(Lipopolysaccharides，LPS)再次刺激 hPDLFs分泌炎症因子白介素 IL-6、IL-8没有明显减少(P>0.05)，提示 hPDLFs

的 ET能力受到抑制。② 常氧环境下，与 HIF-1琢未过表达组相比，过表达组的 hPDLFs受到 LPS再次刺激后，其分泌炎症因子

IL-6或 IL-8的能力并未显著降低 (P>0.05)；而在缺氧环境下，hPDLFs HIF-1琢表达受到抑制后，LPS再次刺激可以显著抑制
hPDLFs分泌 IL-6或 IL-8(P<0.05)。结论：缺氧可能通过诱导 HIF-1琢抑制 hPDLFs的 ET，调节 hPDLFs的免疫应答，从而加重牙周

组织的免疫损伤。
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Hypoxia inhibits the Endotoxin Tolerance of hPDLFs by Upregulating
HIF-1琢 Expression*

To observe the effect of hypoxia on the endotoxin tolerance (ET) of human periodontal ligament fibroblasts

(hPDLFs), and preliminarily investigate the underlying mechanism. hPDLFs were cultured and identified after human periodon-

tium were cut into pieces and digested with trypsin. Then to observe the effect of hypoxia and hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1琢)
on the secretions of cytokines interleukin-6 (IL-6) and IL-8 by hPDLFs, HIF-1琢 was overexpressed by lentivirus vector in normoxia or in-

hibited by specific inhibitor YC-1 in hypoxia. ① When hPDLFs were stimulated by lipopolysaccharides (LPS) again, the secre-

tions of cytokines interleukin-6 (IL-6) and IL-8 were not significantly reduced compared with the initial stimulation in hypoxia (P>0.05),
indicating that the activities of ET in hPDLFs were inhibited in hypoxia. ② Compared with the HIF-1琢 unoverexpressed group, the secre-

tion of inflammatory factor IL-6 or IL-8 by hPDLFs was not significantly decreased in the HIF-1琢 overexpressed group upon LPS

re-stimulation in normoxia (P>0.05), while the secretion was significantly inhibited when the expression of HIF-1琢 in hPDLFs was inhib-

ited in hypoxia (P<0.05). Hypoxia may inhibit hPDLFs ET through inducing the expression of HIF-1琢 to enhance the im-

mune injury of periodontal tissues, suggesting a new potential mechanism for hypoxia aggravating periodontitis.
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前言

牙周炎是一类严重危害人类口腔健康的慢性感染性疾病，

是导致成人牙齿丧失的首要原因[1,2]。研究表明缺氧能加重牙周

炎病变，影响牙周组织的防御与修复，但其机制尚不完全明

确[3,4]。研究显示 ET在维持牙周组织局部免疫稳态中发挥重要

作用，其抑制能影响组织细胞的免疫应答，维持炎症因子的高

水平分泌，造成牙周组织过度的免疫损伤[5]。课题组前期研究显
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示常氧时 hPDLFs存在 ET，表现为 LPS再刺激后其炎症因子

如 IL-6、IL-8分泌水平显著降低[6]。

鉴于缺氧能加重牙周炎，同时 ET在抑制宿主炎症因子高

水平分泌中发挥重要作用，我们推测缺氧能通过抑制 hPDLFs

ET能力，调节其炎症因子分泌，从而加重牙周组织炎症损伤。

为此，本研究首先观察缺氧环境下 hPDLFs ET能力的变化，而

后对缺氧调节 hPDLFs ET能力变化的具体机制进行了初步探

讨，旨在深入理解缺氧与宿主炎症相互作用的分子机制，同时

为缺氧环境下牙周炎的防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

人牙周膜细胞为原代分离培养所得，来源于 2016年 7月

因正畸就诊于新桥医院口腔科的牙周健康患者(12-18岁)。高

糖 DMEM培养基由 Hyclone公司提供；胎牛血清和胰蛋白酶

由 Gibco公司提供；小鼠抗人角蛋白抗体、小鼠抗人波形蛋白

抗体为北京中杉金桥生物技术有限公司产品；Escherichia coli

(E.coli) LPS、I 型胶原酶、YC-1 由 Sigma 公司提供；Porphy-

romonas Gingivalis (Pg) LPS由 Invivogen公司提供；青霉素 -

链霉素、BCA蛋白浓度测试盒、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

IgG (H+L) 均由 Beyotime公司提供；Mouse anti-human HIF-1琢
抗体由 BD Biosciences公司提供；Human IL-6 Precoated ELISA

kit、Human IL-8 Precoated ELISA kit为北京达科为生物技术有

限公司产品。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 hPDLFs的分离、培养以及鉴定 hPDLFs分离、培养以

及鉴定方法参照我们的前期研究[6]，简要描述如下：采用组织块

结合酶消化法进行 hPDLFs原代细胞分离和培养。收集因正畸

完整拔除的人健康前磨牙，牙齿离体后立即置于含双抗(青霉

素 -链霉素)的冰 DMEM培养液中，于超净台沿冠根单向刮下

根中 1/3的牙周膜组织，剪碎后加入 0.1% I型胶原酶 37℃处理

牙周膜 45 min，离心将沉淀均匀接种于 6孔板中，加入 DMEM

完全培养基(含双抗及 10%胎牛血清)，将培养瓶放入含 37℃、

5% CO2的培养箱中孵育。每 3天换液一次，当细胞从组织块中

爬出达 80%以上融合时进行传代。经波形蛋白和角蛋白抗体染

色方法鉴定细胞来源后，取 4-6代细胞用于后续实验。

1.2.2 细胞缺氧处理 将 hPDLFs接种入培养板，分别在常氧

CO2培养箱 (5% CO2、21% O2、74% N2) 及缺氧三气培养箱(5%

CO2、1% O2、94% N2)中培养。

1.2.3 hPDLFs ET模型构建 实验分 5组：① 对照组(未加处

理因素)：即在含 10%胎牛血清的高糖 DMEM培养基中培养的

细胞；② /④ -naive组：即在含 10%胎牛血清的 DMEM培

养基中培养 48 h 后分别加入 1000 ng/mL LPS 培养

24 h的细胞；③ /⑤ -tolerance组：即在含 10%胎牛血清的

DMEM培养基中培养 24 h后先加入 1000 ng/mL LPS

培养 24 h再加入 1000 ng/mL LPS培养 24 h的细胞。

具体研究方案参照我们之前发表的文章[6]，实验步骤大致如下：

hPDLFs铺板培养 24 h后，加入 1000 ng/mL LPS或

LPS进行初次刺激。预刺激 24 h后加入 1000 ng/mL LPS或

LPS再次刺激。24 h后，收集细胞培养上清，进行炎症因

子 IL-6和 IL-8浓度测定，具体检测方法参照 ELISA kit操作。

1.2.4 HIF-1琢慢病毒过表达载体构建、包装及感染 目的病

毒及阴性对照病毒由深圳市百恩维生物科技有限公司构建包

装，并进行测序鉴定和病毒滴度的检测。HIF-1琢过表达载体和
阴性对照载体均表达绿色荧光蛋白(Green Fluorescent Protein，

GFP)。hPDLFs铺板培养 24 h后，根据测得的病毒滴度计算

MOI(Multiplicities of Infection)值，分别按MOI值为 1、2、5、10、

20、50、100、200所需的病毒原液量进行转染，同时加入终浓度

为 5 滋g/mL polybrene。病毒转染细胞 24 h后，更换为新鲜的完

全培养基；转染 48 h后，荧光显微镜下观察 GFP的表达情况，

并进一步进行Western blot检测 HIF-1琢蛋白表达，确定病毒的
转染效率。

1.2.5 YC-1抑制 hPDLFs HIF-1琢表达 hPDLFs铺板培养 24

h后，YC-1按照浓度梯度为 0、5、10、20 滋M加入培养基中，培
养 24 h 后收集细胞进行 Western blot 检测，观察不同浓度

YC-1对 HIF-1琢蛋白表达的抑制作用。
1.2.6 Western blot检测蛋白表达 收集目的细胞，加入 RIPA

裂解液提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度后，进行 12%

SDS-PAGE电泳。将分离的蛋白转膜，5%脱脂奶粉常温振荡封

闭 1 h 后，加入 Mouse anti-human HIF-1琢 抗体(1:1000)，4℃孵

育过夜后，加入辣根过氧化物酶标记二抗(1:5000)，室温振荡孵

育 1 h，ECL显影检测蛋白表达。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism version 6软件对实验数据进行统计

学分析，计量数据采用均数± 标准差(x± s)表示，各组间比较差
异用非参数检验 (Mann-Whitney test) 和单因素方差分析，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 缺氧抑制 hPDLFs的 ET能力

我们既往采用小鼠抗人角蛋白抗体和小鼠抗人波形蛋白

抗体证实分离细胞为 hPDLFs，同时发现 hPDLFs在常氧环境

中存在 ET，能抑制宿主分泌炎症因子[6]。因此，本研究首先观察

hPDLFs在缺氧环境中 ET能力的变化，结果显示(图 1)常氧环

境中，Pg LPS或 E.coil LPS再次刺激均能显著抑制 hPDLFs炎

症因子 IL-6和 IL-8的分泌，与初次刺激相比差异具有统计学

意义(P<0.05)；而在缺氧环境下，Pg LPS或 E.coil LPS初次刺激
虽然能明显增强上述两种炎症因子分泌，但再次刺激并不能下

调 IL-6 和 IL-8 的分泌，与初次刺激相比差异无统计学意义

(P>0.05)。上述结果提示缺氧能抑制 hPDLFs的 ET能力。

2.2 HIF-1琢表达改变对 hPDLFs ET能力的影响

HIF-1是细胞在缺氧或氧气含量减少情况下活化的重要转

录因子，HIF-1琢是其活性亚基，介导细胞参与多种生物学过
程[7,8]。为了探讨 HIF-1琢在缺氧调节 hPDLFs ET能力中的作用，

我们首先构建 hPDLFs过表达 HIF-1琢 或 HIF-1琢 表达抑制平
台，通过慢病毒转染诱导 hPDLFs过表达 HIF-1琢，或使用特异
性抑制剂 YC-1抑制 hPDLFs表达 HIF-1琢蛋白[9,10]。我们在常氧

环境下摸索不同 MOI值对目的细胞转染效率的影响，并以

HEK293细胞作为对照细胞，观察公司合成病毒的转染效率。

结果显示当MOI值为 100时，慢病毒转染效率最高，约 90%目
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的细胞均表达 GFP(图 2A)。同时，我们对缺氧环境下 YC-1抑

制 hPDLFs HIF-1琢 蛋白表达的浓度进行摸索。结果显示当
YC-1加入浓度为 20 滋M时，hPDLFs HIF-1琢蛋白表达几乎完

全被抑制 (图 2B)。通过上述实验，我们成功构建 hPDLFs

HIF-1琢蛋白过表达或抑制平台，为进一步探讨 HIF-1琢 调节
hPDLFs的 ET能力奠定基础。

图 1 缺氧对 LPS刺激 24 h后 hPDLFs分泌 IL-6和 IL-8的影响

Fig.1 Effects of hypoxia on the secretion of IL-6 and IL-8 by hPDLFs after stimulation with LPS for 24 h

Note: *P<0.05; ns (no significance): P>0.05.

图 2 构建 hPDLFs过表达 HIF-1琢或 HIF-1琢表达抑制平台
A.慢病毒转染过表达 HIF-1琢(100× )；B.YC-1抑制 hPDLFs HIF-1琢表达

Fig. 2 Construction of platforms for promoting or inhibiting the expression of HIF-1琢 in hPDLFs

A. Lentivirus transfection for over-expression of HIF-1琢 (100× ); Note: bar=10 滋m;
B. Inhibition of HIF-1琢 expression in hPDLFs by YC-1

为进一步探讨 HIF-1琢在 hPDLFs ET中的作用，我们首先

在常氧或缺氧环境下，对 LPS刺激 hPDLFs后 HIF-1琢表达情
况进行Western blot检测。结果显示在常氧环境下，无论 LPS

初次或再次刺激 hPDLFs，其 HIF-1琢均处于低水平表达；而在
缺氧环境中，hPDLFs受到 LPS初次或再次刺激后，HIF-1琢表
达显著增加(图 3A)。Western blot结果也显示常氧环境下，MOI

值为 100时，慢病毒转染可以诱导目的细胞过表达 HIF-1琢；在
缺氧环境下，加入 20 滋M YC-1后，hPDLFs中 HIF-1琢表达受
到显著抑制(图 3A)。我们随后观察常氧环境下过表达 HIF-1琢
以及缺氧环境下抑制 HIF-1琢表达对 hPDLFs ET的影响。结果

显示在常氧环境下，与 HIF-1琢未过表达组相比，过表达组的
hPDLFs受到 LPS再次刺激后，其分泌炎症因子 IL-6或 IL-8的

能力并未显著降低，ET受到抑制；而在缺氧环境下，hPDLFs

HIF-1琢表达受到抑制后，LPS再次刺激可以显著抑制 hPDLFs

分泌 IL-6或 IL-8，表现出 ET能力。上述结果表明缺氧可能通

过诱导 HIF-1琢的表达抑制 hPDLFs的 ET能力。

3 讨论

牙周炎是一种累及牙周支持组织(牙龈、牙周膜、牙骨质、

牙槽骨)的慢性感染性疾病，以牙龈炎症、牙周袋形成、牙槽骨

丧失和牙齿松动为主要特征，严重者可导致牙齿缺失，其不仅

是危害现代人类口腔健康的首要疾病，而且还与许多全身疾病

密切相关[11,12]。牙周炎的病因机制极为复杂，在始动因子 -菌斑

微生物的慢性刺激下，伴随局部和全身易感因素，一方面对牙

周支持组织造成直接损伤，另一方面刺激牙周组织内细胞大量

释放炎症介质，并诱导单核、巨噬细胞等多种免疫细胞活化，活

化的免疫细胞进一步增强炎性介质释放，并介导免疫细胞黏附

移行募集到局部炎症部位，产生放大的免疫损伤，最终造成牙
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图 3 HIF-1琢对 hPDLFs ET能力的影响

A. Western blot检测 hPDLFs HIF-1琢表达；B. HIF-1琢对 LPS刺激 24 h后 hPDLFs分泌 IL-6和 IL-8的影响

Fig.3 Effects of HIF-1琢 on ET of hPDLFs

A. Detection of HIF-1琢 expression in hPDLFs byWestern blot;

B. Effects of HIF-1琢 on the secretion of IL-6 and IL-8 by hPDLFs after stimulation with LPS for 24 h

Note: *P<0.05; ns (no significance): P>0.05.

周组织不可逆的降解[13,14]。高原环境下空气稀薄、含氧量低，机

体对缺氧环境适应能力不足，导致组织细胞不同程度地缺氧，

从而产生各种变化。研究表明缺氧环境可以加重牙周炎的病理

损伤，影响牙周微环境的菌群种类，并直接诱导牙周组织细胞

的凋亡。本课题组前期研究显示在模拟高原缺氧环境下，牙周

炎动物模型的病变可因缺氧加重，尽管当前缺氧对牙周炎作用

的研究取得一定进展，但具体机制仍不明确[15,16]。缺氧与炎症能

相互影响，暴露在高原缺氧环境常常伴随炎症介质的增高[17,18]。

因此，缺氧可能通过影响牙周组织细胞炎症因子的释放，从而

增强免疫损伤。

ET是指机体以小剂量 LPS预刺激后，对后续 LPS刺激呈

低反应或无反应的一种状态，表现为发热、死亡等组织损伤现

象减轻甚至消失，或是细胞反应性降低，炎症介质分泌减少。目

前研究认为 ET是一种适应性应答，保护机体免受过度损伤[19,20]。

牙周组织持续暴露于各种不同的微生物和代谢产物中，菌群与

宿主间动态平衡的维系需要各种内源性调节机制，ET可能是

维持牙周局部免疫稳态的调节机制之一。研究表明在牙周炎发

生发展过程中，细菌 LPS诱导的 ET可能是宿主下调炎症反

应、避免组织过度损伤的重要途径之一[5]。因此，我们推测缺氧

可能通过抑制牙周组织细胞产生 ET，从而维持其炎症因子的

分泌。hPDLFs是牙周膜中数量最多、功能最重要的细胞，在机

体内能不断形成新的主纤维和牙骨质，改建牙周组织，受到破

坏时产生牙周组织疾病。此外，hPDLFs还具有独特的生物学功

能和免疫活性，在病原物质、炎症介质、机械刺激等多种刺激因

素下可表达和分泌多种生物活性物质，并能参与免疫细胞的粘

附、迁移、分化等重要过程[21]。研究证实 hPDLFs能通过其表面

的 Toll样受体(Toll-like Receptor, TLR)2、TLR4识别细菌 LPS，

刺激炎症因子大量释放[22]。课题组前期研究发现常氧时 LPS再

次刺激能诱导 hPDLFs产生 ET，表现为炎症因子 IL-6、IL-8分

泌水平显著降低 [6]。在本研究中，我们发现缺氧时 LPS诱导

hPDLFs ET能力减弱，IL-6、IL-8分泌没有明显降低，这表明缺

氧可能通过抑制 LPS诱导 hPDLFs产生 ET，维持炎症因子的

分泌，从而增强牙周组织的免疫损伤。那么，缺氧是如何抑制

LPS诱导 hPDLFs ET的呢?

缺氧和炎症存在复杂的联系，缺氧能促进组织炎症反应，

反之炎症可以加重局部组织和细胞缺氧[23-25]。HIF-1是缺氧时哺

乳动物体内产生的重要转录调节因子，常氧时其活性亚基

HIF-1琢羟基化后迅速被降解，转录活性受到抑制；而缺氧时
HIF-1琢羟基化受阻并聚集入核，与 HIF-1茁 结合形成异二聚
体，再与低氧反应元件结合后能诱导多种靶基因转录[8]。本研究

通过正反向实验验证了 HIF-1琢在 LPS诱导 hPDLFs ET中的

作用。结果显示常氧时增强 hPDLFs中 HIF-1琢的表达能抑制
宿主细胞产生 ET，表现为 LPS再刺激时 hPDLFs分泌的 IL-6、

IL-8没有降低；而缺氧时抑制 hPDLFs中 HIF-1琢表达，则能抑
制 LPS再刺激时 IL-6、IL-8的分泌，使 hPDLFs显示出 ET能

力。这表明缺氧可以通过 HIF-1琢的表达抑制 LPS诱导 hPDLFs
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产生 ET，维持其炎症因子的分泌，这可能加重了缺氧时牙周组

织的免疫损伤。但是，目前关于 HIF-1琢调节 hPDLFs ET的分

子机制，以及缺氧抑制 hPDLFs ET在牙周炎中的作用仍有待

进一步研究。

研究表明 HIF-1琢与核转录因子 -资B (Nuclear Factor-资B，
NF-资B) 之间关系密切，NF-资B则是许多炎症因子的转录调节
子，在炎症反应中起着关键作用[26-28]。在缺氧环境下，中性粒细

胞可以通过 HIF-1琢依赖的方式增强 NF-资B活化；而在巨噬细
胞中，HIF-1琢的表达则受到 NF-资B的调节[29]。由此，我们猜测

缺氧可能通过 HIF-1琢调节 NF-资B活性，从而在抑制 LPS诱导

的 ET中发挥重要作用。LPS识别受体 TLR4及其胞内信号通

路在诱导细胞 ET中起着至关重要的作用。当 LPS与受体复合

物(TLR4、CD14、MD2)结合后，能激活胞内髓样分化因子 88

(Myeloid Differentiation 88，MyD88)依赖和MyD88非依赖两条

信号通路。前者通过活化 NF-资B，诱导细胞表达炎症因子如
TNF-琢、IL-1茁、IL-6 和 IL-8 等。目前研究表明 ET 主要与

MyD88-NF-资B调节途径相关[30,31]。结合 hPDLFs在 LPS刺激下

诱导表达的炎症因子类型(IL-6、IL-8等)，我们推测缺氧可能通

过影响 hPDLFs中 TLR4-MyD88-NF-资B 活化途径，从而调节
hPDLFsET能力，但具体机制仍需深入研究。

综上所述，本研究结果表明缺氧可能通过 HIF-1琢 抑制
hPDLFs ET，调节 hPDLFs的免疫应答，从而加重牙周组织的免

疫损伤。后续我们将对 HIF-1琢调节 hPDLFs ET的具体机制以

及缺氧抑制 hPDLFs ET在牙周炎中的作用进行深入探讨。本

研究不仅进一步明确了缺氧对牙周组织的免疫损伤，同时也有

助于深入理解缺氧加重牙周炎的病理机制，为牙周炎的防治提

供了新的思路。
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