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TGF-茁1诱导人牙周膜细胞细胞骨架重排的机制 *
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（上海交通大学附属第一人民医院口腔科 上海 200080）

摘要 目的：牙周病是由多种因素引起的，特别是人牙周膜细胞的缺失。转化生长因子 -茁1（TGF-茁1）是一种多功能细胞因子，在治
疗牙周病中发挥重要的作用，但很少有人清楚地研究 TGF-茁1对人牙周膜细胞的影响。因此，本研究的目的是探讨 TGF-茁1诱导
人牙周膜细胞细胞骨架重排的信号通路。方法：人牙周膜细胞取自健康的前磨牙，并向同步化处理的细胞中加入 10 ng / ml的
TGF-茁1，并通过相差显微镜观察它们的形态学变化。通过免疫组化和共聚焦显微镜观察 F-肌动蛋白重排。用Western blot分析蛋
白表达情况。结果：我们发现 TGF-茁1诱导人牙周膜细胞细胞骨架重排，激活 ROCK蛋白的表达，并增加 p-lIMK和 p-cofilin的
蛋白表达。ROCK抑制剂 Y-27632使 ROCK，p-lIMK和 p-cofilin的蛋白表达下降。结论：TGF-茁1可以诱导人牙周膜细胞细胞骨架
重排，并且是通过上凋 ROCK，p-lIMK和 p-cofilin的活性完成的。本研究可以增强对 TGF-茁1在治疗牙周疾病方面的作用机制的
了解。
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The Mechanism of TGF-茁1-Induced Cytoskeletal Rearrangement of
Human Periodontal Ligament Cells*

Periodontal disease caused by a variety of factors, particularly the loss of hPDLCs. Transforming growth
factor-茁1 (TGF-茁1) is a multifunctional cytokine known to play an important role in periodontal disease, but little is known about the ef-
fects of TGF-茁1 on human PDL cells. The aim of our study is to elucidate the signaling pathway that mediates these effects.
The human PDL cells were obtained from healthy premolars. Serum-starved hPDLCs were incubated with 10 ng/ml TGF-茁1, their mor-
phological changes were examined by phase-contrast microscopy. F-actin reorganization was observed by immunochemistry and confo-
cal microscopy. Protein expression was analyzed by Western Blot analysis. TGF-茁1 treatment induced cytoskeletal reorganiza-
tion, activated ROCK protein expression, and increased the phosphorylation of LIM kinase and cofilin. Additionally, protein expression
of ROCK and the phosphorylation of LIM kinase and cofilin were decreased by the ROCK inhibitor Y-27632. TGF-茁1 can
induce hPDLCs to undergo cytoskeletal rearrangement, and it is through upregulating ROCK, p-LIM kinase and p-cofilin activity. This
study may help our better understanding of the mechanism of TGF-茁1 in curing periodontal disease.

TGF-茁1; Human Periodontal Ligament Cells; Cytoskeletal Rearrangement; Rho signaling pathway

前言

牙周膜（PDL）起源于颅神经嵴外胚间充质细胞[1]，是位于

牙根和牙槽骨之间的结缔组织。一旦 PDL组织严重受损，如牙

周炎，它再生就很困难，最终将导致牙齿脱落[2]。因此，发展治疗

牙周炎的方法是需要的。TGF-茁1是 TGF-茁家族的一员，是一
种多功能细胞因子，调节各种细胞活动，包括增殖，分化和合成

细胞外基质（ECM）蛋白 [3，4]。此外，TGF-茁1还可以调节 I型胶
原的表达[5-7]。虽然有文献报道过 TGF-茁1诱导 PDL细胞的增殖
[8]和 ECM成分的表达[9]，但 TGF-茁1对牙周膜细胞细胞骨架重
排的影响并没有清楚地被研究过。

细胞骨架是广泛存在于真核细胞中的一种复杂的蛋白质，

可以引起细胞的运动，维持细胞的形态[10]。在牙周疾病发生过

程中，牙周组织发生了重建，牙周膜细胞细胞骨架也相应的发

生了变化[11]。这表明细胞骨架在这个过程中起着重要的作用。

然而，人牙周膜细胞的细胞骨架是怎样变化的，以及其中的信

号转导通路的确切机制尚未清楚地了解。

TGF-茁1可以诱导细胞内的多种信号转导通路，如 Rho家
族 GTP酶，Smad通路, Rac /Pak通路和 PI3K/Akt通路 [12-15]，但

哪个信号通路在 TGF- 茁1诱导的人牙周膜细胞细胞骨架重排
方面发挥了重要作用尚待阐明。

最近的一项研究表明，小 Rho GTP酶及其下游的 Rho激酶
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图 1A 牙周膜细胞呈细长的梭形；图 1B 阴性对照组染色阴性；图 1C 角蛋白染色组阴性；图 1D 波形蛋白染色组阳性（× 200）
Fig. 1A Periodontal ligament cells were elongated spindle; Fig. 1B Negative control group were stained negative;

Fig. 1C Cytokeratin group were stained negative; Fig. 1D Vimentin group were stained positive(× 200)

（ROCK）介导 TGF-茁1诱导的乳腺上皮细胞之间接触的重排
[16]。这一发现是特别有意义，因为 Rho是细胞骨架的主要调控
者[17]。Rho调节肌动蛋白纤维是通过激活 ROCK，LIM激酶磷

酸化，反过来又磷酸化 cofilin的形成。Cofilin结合肌动蛋白单
体及聚合物，并促进肌动蛋白丝的拆卸，但这个功能被 cofilin

的磷酸化抑制了。这些观察使我们推测 ROCK / cofilin信号通

路可能在 TGF-茁1介导的细胞骨架重排中起着重要作用。

当前研究的目的是阐明 TGF-茁1 改变人牙周膜细胞细胞

骨架重排的机制。我们首先研究发现了 TGF-茁1可以诱导人牙
周膜细胞细胞骨架重排。然后，我们力求通过 western blot法确

定介导这些效应的信号转导通路，并通过特定的化学抑制剂发

现可能由 ROCK/LIMK/cofilin通路介导。该研究成果将提高我

们对 TGF-茁1治疗牙周病的机制的理解。

1 材料与方法

1.1 人牙周膜细胞的培养与鉴定
用酶消化法培养获取人牙周膜细胞并体外培养和传代。取

因正畸矫治需要而拔除的健康牙齿，在超净台中用含双抗 (青

霉素 100 mg/L，链霉素 100 mg/L)的 Hanks液冲洗数次，用手术

刀刮取牙根中部 1/3处牙周膜细胞，加入 1 g /L的 I型胶原酶

消化 20 min，离心，沉淀移入 25 mL的培养瓶,加入含 10%胎

牛血清，100 mg /L青霉素，100 mg /L链霉素的 DMEM完全培
养液，置含 5 % CO2的培养箱 37 ℃孵育。4 d后，有细胞从组织

块中爬出。2 w后，第 1次传代。然后,采用波形蛋白和角蛋白

染色进行人牙周膜细胞的形态学观察和免疫组织化学鉴定，取

第 4~ 8代细胞用于后续实验。
1.2 TGF-茁1对细胞形态和细胞骨架的影响

首先我们测定 TGF-茁1对细胞形态的影响，我们将重组
TGF-茁1（10 ng /ml）(R&D Systems)加入到生长停滞的单层细胞

中。然后通过倒置显微镜观察细胞形态变化。

接下来，我们观察 TGF-茁1对细胞骨架的影响。我们将细

胞培养在 24孔板的细胞爬片上，并周步化后，加入 TGF-茁1刺

激，在 24小时和 48小时，将细胞在 PBS中漂洗 3分钟，在 5 %

多聚甲醛（PFA）中固定 30分钟，0.1 %的 Triton透膜液作用 10

分钟。用 1%BSA / PBS封闭 1小时后，将细胞用 FITC标记的

鬼笔环肽以 1:100稀释，在室温下孵育 30分钟。最后将细胞用
1:200稀释的 DAPI染色，在室温下孵育 5分钟。用 PBS洗涤

后，用封片剂封片（Calbiochem公司，美国），通过共聚焦显微镜

（Leica公司 TCS 4D，德国）观察分析。
1.3 蛋白免疫印迹检测(Western Blotting)

用蛋白裂解液提取 TGF-茁1刺激 6小时，24小时或未刺激
的人牙周膜细胞蛋白;蛋白免疫印迹实验检测 Rho-GDIa以及
ROCK, p-limk, p-cofilin 的表达量，用 茁-actin, limk and cofilin

作为内参。 一抗浓度: ROCK抗体，1：500 (Zymed Technolo-

gies); 茁-actin 抗体，1：5000 (Santa Cruz Technologies)；p-limk，
p-cofilin，1：500 (Cell Signaling Technologies)；limk，cofilin，1：
500 (Cell Signaling Technologies)。以 Bio-rad图像扫描分析系

统进行光密度积分值分析作统计分析。

1.4 抑制实验

以 ROCK抑制剂 Y-27632（10 滋M）预孵育人牙周膜细胞 2

h ,然后 TGF-茁1刺激 6 h或者 24 h，不添加抑制剂的细胞加入
相同量的 DMSO作为对照,提取总蛋白，免疫印迹检测蛋白变

化。

1.5 统计学分析

各组间实验数据以均数标准差 (Mean± SD)表示。两组数

据间的差异用 Students't检验，每次实验至少重复三次，P<0. 05

为差异具有显著性。

2 结果

2.1 人牙周膜细胞的形态和鉴定

传至第 3代的牙周膜细胞呈细长的梭形(图 1A)。用免疫组

化鉴定培养的细胞，结果显示阴性对照组和角蛋白染色组阴性

(图 1B，C)，而波形蛋白染色组阳性(图 1D)，证实该细胞为中胚
层来源，再根据取材部位，最终确定为人牙周膜细胞[18]。
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2.2 TGF-茁1增加人牙周膜细胞细胞骨架的重排

我们研究 TGF-茁1对细胞骨架重排的影响。未刺激的对照
细胞细胞质的纤维随机排列，而 TGF-茁1处理的细胞有较厚的

中央应力纤维，且纤维长轴相互平行（图 2）。

图 2 GF-茁1对人牙周膜细胞细胞骨架的影响（标尺：50 滋m）

Fig.2 The effects of TGF-beta1 on cytoskeletal rearrangements of human periodontal ligament cells(Bar: 50 滋m)

2.3 ROCK参与 TGF-茁1诱导的细胞骨架重排

由于 Rho GTP 酶是可以增加应力纤维形成的，这些小
GTP酶在 TGF-茁1引起的人牙周膜细胞的变化中可能起关键

作用。ROCK是 Rho信号通路的主要成员。我们推测，ROCK

可能参与 TGF-茁1诱导的细胞迁移和细胞骨架重排。因此，我

们使用免疫印迹检测 TGF-茁1对 ROCK的表达的影响。我们发

现，TGF-茁1增加 ROCK的蛋白表达水平（图 3A）。

然后，我们在加入 TGF-茁1前 2小时用 ROCK抑制剂预处
理人牙周膜细胞。ROCK抑制剂 Y-27632抑制 TGF-茁1诱导的
ROCK蛋白表达的上升（图 3B）。这些观察使我们推测 ROCK

很可能是 TGF-茁1诱导细胞骨架重排的关键信号分子。

图 3 ROCK参与 TGF-茁1诱导的细胞骨架重排

Fig.3 ROCK is involved in TGF-beta1 induced cytoskeletal rearrangements

（Mean± SD *P< 0.05, TGF-茁1(0h) vs. TGF-茁1 (6 h) and (24h);

A ^P< 0.05, TGF-茁1 (6 h) vs. TGF-茁1 (24h)

B ^P < 0.05, Y-27632 group vs. DMSO group N≥ 3）
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图 4 LIMK /cofilin作为 TGF-茁1治疗牙周病的 Rho通路的下游信号分子

Fig.4 Rho-GDIa is a downstream signaling molecule of the Rho pathway

in TGF-beta1 treatment of periodontal disease

（Mean± SD *P< 0.05, TGF-茁1(0h) vs. TGF-茁1 (6 h) and (24h);

A ^P < 0.05, TGF-茁1 (6 h) vs. TGF-茁1 (24h)

B ^P< 0.05, Y-27632 group vs. DMSO group

2.4 LIMK /cofilin作为 TGF-茁1治疗牙周病的 Rho通路的下游

信号分子

最近的研究表明，cofilin 的磷酸化可以由 Rho GTP 酶激

活，阻断肌动蛋白解聚，从而诱导细胞骨架重排。因此，我们检

测人牙周膜细胞 TGF-茁1处理后是否会影响丝切蛋白磷酸化。

同步化处理的细胞经 TGF-茁1 刺激 6 小时或 24 小时后，
p-limk，p-cofilin，limk,和 cofilin蛋白表达用免疫印迹方法进行

检测分析。TGF-茁1 处理在整个实验过程中增强 p-lIMK 和
p-cofilin的表达（图 4A）。因此，TGF-茁1抑制肌动蛋白切断丝切
蛋白活性。

为了证实这些结果，我们用 ROCK抑制剂 Y-27632预处
理人牙周膜细胞，然后用 TGF-茁1刺激细胞。该抑制剂抑制丝

切蛋白磷酸化（图 4B）。因此，LIMK和 cofilin的确作为 TGF-

茁1治疗牙周病的 Rho通路的下游信号分子。

3 讨论

牙周膜细胞在牙周炎的发病中发挥了至关重要的作用，因

为一旦他们缺失或损坏，可诱发牙周病。虽然 TGF-茁1在治疗

牙周病方面具有重要的作用，但它所涉及的机制尚不清楚。在

这项研究中，我们首次发现 Rock-cofilin途径在 TGF-茁1诱导
人牙周膜细胞的细胞骨架重排中起着重要作用。

要探索参与 TGF-茁1治疗牙周病的机制，我们首先培养了

人牙周膜细胞，观察其生物学特性[19]。然后我们发现，TGF-茁1

诱导牙周膜细胞细胞骨架重排。接下来我们试图找出其中的关

键信号通路。我们推测，小 GTPase Rho可能参与 TGF-茁1介导

的牙周膜细胞形态变化，因为 Rho是众所周知的在应力纤维的

形成中发挥重要作用的分子[17]。ROCK是 Rho信号通路的主要
成员。事实上，我们发现 TGF-茁1上调 ROCK在人牙周膜细胞

中的表达。然后为证明我们的发现，我们用 ROCK化学抑制剂
Y-27632预处理细胞，结果我们发现 Y-27632抑制了 TGF-茁1
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对人牙周膜细胞的作用。

无论是在体外和体内，LIMK和 cofilin都是 ROCK的下游
信号分子 [20]。丝切蛋白在肌动蛋白解聚反应中起着重要的作

用。在这项研究中我们发现，TGF-茁1处理增加 LIMK和 cofilin

的磷酸化，这些效果又被 ROCK化学抑制剂 Y-27632抑制。因

此，TGF-茁1刺激增加人牙周膜细胞中 LIMK和 cofilin的磷酸

化。丝切蛋白磷酸化进而促进肌动蛋白聚合，导致人牙周膜细

胞迁移和细胞骨架重排，进而起到治疗牙周病的作用。

总之，本实验初步揭示了 TGF-茁1作用下人牙周膜细胞细
胞骨架形态结构变化的规律，并研究了其中的作用机制，即

TGF-茁1 激活 ROCK，也上调 p-LIMK 和 p-cofilin 的活性。
P-cofilin促进肌动蛋白聚合，最终导致细胞骨架重排。该结果

增强了我们对 TGF-茁1在治疗牙周病方面的作用机制的了解，

为后续的研究提供了方向。针对这一信号通路，可能会产生未

来治疗牙周病的新的疗法。
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