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TRAF6敲低对低氧状态下 IL⁃17调控人牙周膜成纤维细胞表达
OPG及RANKL的影响
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［摘 要］ 目的：探讨敲低肿瘤坏死因子受体相关因子6（tumor necrosis factor receptor⁃associated factor 6，TRAF6）对人牙周膜

成纤维细胞（human periodontal ligament cells，hPDLCs）在低氧状态经白介素17（interleukin 17，IL⁃17）刺激表达骨保护素（osteo⁃
protegerin，OPG）及核因子κB受体活化因子配体（receptor activator for nuclear factor⁃κB ligand，RANKL）的影响。方法：将 hP⁃
DLCs细胞设为常氧加 IL⁃17组、低氧加 IL⁃17组以及单纯低氧组，每组内分为阴性对照组（TRAF6⁃NC组）和干扰组（TRAF6⁃
shRNA组）。将靶向TRAF6基因的 shRNA慢病毒载体（TRAF6⁃shRNA）感染hPDLCs，通过倒置显微镜观察病毒感染效率并用

RT⁃PCR方法验证，用Western blot及RT⁃PCR方法检测分析 hPDLCs低氧诱导因子（hypoxia inducible factor⁃1，HIF⁃1）、OPG及

RANKL的表达变化。结果：低氧加 IL⁃17组RANKL与OPG蛋白相对表达量的比值RANKL/OPG高于常氧加 IL⁃17组及低氧

组。在低氧加 IL⁃17条件下，与 TRAF6⁃NC组相比，TRAF6⁃shRNA组RANKL表达减少，RANKL与OPG相对表达量的比值

RANKL/OPG减少。结论：TRAF6参与低氧状态下 IL⁃17刺激hPDLCs表达骨吸收分子的调控，敲低TRAF6可使低氧状态下 IL⁃
17诱导的hPDLCs表达骨吸收分子减少。
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［Abstract］ Objective：This study aimed at the effect of tumor necrosis factor receptor⁃associated factor 6（TRAF6）knockdown on
interleukin⁃17（IL⁃17）modulating the expression of osteoprotegerin（OPG）and receptor activator for nuclear factor⁃κB ligand（RANKL）
in human periodontal ligament cells（hPDLCs）under hypoxia. Methods：The experiment was set as the normoxia plus IL⁃17 group，the
hypoxia plus IL⁃17 group and the hypoxia group. Each group was divided into the negative control group（the TRAF6⁃NC group）and
the disturbance group（the TRAF6⁃shRNA group）. The shRNA lentiviral vector was used to infect hPDLCs. The efficiency of infection
was observed by inverted microscope and verified by RT⁃PCR. The expression of HIF⁃ 1α，RANKL and OPG in human periodontal
ligament cells were detected by Western blot and RT⁃PCR. Results：The ratio of RANKL/OPG relative expression of RANKL and OPG
protein in the hypoxia plus IL⁃17 group was higher than that in the hypoxia group. Under hypoxia plus IL⁃17 conditions，the expression
of RANKL was decreased in the TRAF6⁃shRNA group compared with the TRAF6⁃NC group，and the ratio of RANKL/OPG relative
expression of RANKL and OPG was decreased. Conclusion：TRAF6 is involved in the regulation of IL⁃17⁃stimulated expression of
bone resorption molecules in human periodontal ligament cells in hypoxic conditions. Knocking down TRAF6 can reduce IL ⁃ 17 ⁃
induced expression of bone resorption molecules in human periodontal ligament cells.
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牙周炎是以牙周结缔组织降解、牙槽骨吸收为

主要特征的慢性炎症性疾病。牙槽骨的改建处于

动态平衡中，包括骨形成与骨吸收；当组织处于炎

症浸润状态，牙槽骨改建的动态平衡被打破。核因

子κB受体活化因子配体（receptor activator for nucle⁃
ar factor ⁃ κB ligand，RANKL）/骨保护素（osteoprote⁃
gerin，OPG）体系是调节破骨细胞分化成熟、发挥骨

吸收功能的关键因子，二者比例变化可引起骨改建

的发生［1］。体外实验培养证明，牙周膜细胞也能产

生RANKL、OPG［2］。辅助性 T细胞 17（T helper cell
17，Th17）是一种CD4+T细胞亚群，以分泌白介素17
（interleukin 17，IL⁃17）为主要特征。研究发现患有慢

性牙周炎的牙龈中存在Th17细胞，炎症牙龈、牙槽骨

中有 IL⁃17的表达［3］。在炎症组织中，因细胞代谢活

跃及微循环障碍，使得局部组织容易形成低氧微环

境［4］，研究发现慢性牙周炎患者的炎症牙龈组织中低

氧诱导因子（hypoxia inducible factor⁃1，HIF⁃1）的表达

明显高于健康对照组［5］，说明牙周炎时牙周组织处于

低氧状态。因此，在低氧状态下的机制研究更接近于

发生牙周炎时局部微环境的表现。还有研究发现，在

缺氧诱导的风湿性关节炎模型中，HIF⁃1α过表达增强

了RASF介导的炎性Th1和Th17细胞的扩张，导致促

炎性 IFN⁃γ和 IL⁃17产生［6］。肿瘤坏死因子受体相关

因子 6（tumor necrosis factor receptor⁃associated factor
6，TRAF6）属于肿瘤坏死因子超家族，可介导多条信

号通路，激活转录因子NF⁃κB等，引起炎症反应［7］。

最新研究发现，在TRAF6条件性敲除的小鼠模型中，

破骨细胞的形成被显著抑制［8］。

本课题组前期实验证实，IL⁃17在常氧状态下可

促进人牙周膜成纤维细胞（human periodontal liga⁃
ment cells，hPDLCs）中RANKL的表达，且 IL⁃17处理

hPDLCs 24 h后RANKL表达最强［9］，提示 IL⁃17可通

过调控hPDLCs骨吸收相关分子的表达，诱导破骨细

胞生成，参与骨代谢。此外，常氧条件下IL⁃17可通过

TRAF6/TBK1⁃JNK/NF⁃κB途径调控RANKL及OPG
的表达进而发挥骨破坏的作用，在 JNK、NF⁃κB抑制

剂作用于hPDLCs及采用RNA干扰技术下调hPDLCs
中TRAF6基因表达后发现，常氧下 IL⁃17诱导的hP⁃
DLCs表达RANKL明显下调［10］。当氧体积分数在5%
的低氧状态下，RANKL/OPG的比例被最大程度地上

调［11］。基于上述研究，本实验应用RNA干扰技术下

调hPDLCs中TRAF6的表达，研究TRAF6敲减对hP⁃
DLCs在5%低氧状态下，经过 IL⁃17刺激24 h后表达

RANKL及OPG的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

DMEM培养液、胎牛血清（FBS）、双抗（青霉素

100 U/L、链霉素100 U/L）、胰蛋白酶（Gibco公司，美

国），重组人 IL⁃17（Peprotech公司，美国），BCA蛋白

定量试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），

TRIzol（Invitrogen公司，美国），PrimeScript 逆转录试

剂盒、SYBR Premix Ex Taq定量 PCR酶混合物试剂

盒（TaKaRa公司，日本），兔抗人RANKL抗体、兔抗

人OPG抗体（Abcam公司，英国），辣根过氧化物酶

标记山羊抗兔 IgG（H+L）（Peprotech公司，美国）。

ABI7300实时定量RT⁃PCR仪（ABI公司，美国），二

氧化碳三气培养箱（Thermo公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 hPDLCs的体外培养

于 2016年 6—9月取南京医科大学附属口腔医

院口腔颌面外科门诊12~18岁健康青少年因正畸需

要拔除的前磨牙，于生物安全柜刮取根中 1/3的牙

周膜组织，剪碎后均匀接种于25 cm2培养瓶中，加入

5 mL含有 10% FBS的DMEM培养液，置于 5% CO2

37 ℃培养箱中孵育，等待组织块贴壁，4~6 h后缓慢

翻转培养瓶。获得原代细胞后每 3 d换 1次液。经

波形丝蛋白抗体染色方法鉴定细胞来源后，取 3~7
代hPDLCs用于后续实验。

1.2.2 慢病毒干扰载体的构建与包装

携带靶向 TRAF6 基因的 shRNA 慢病毒载体

（TRAF6⁃shRNA）和靶向无关序列的阴性对照慢病

毒（TRAF6⁃NC）均由上海吉凯基因化学技术有限公

司合成并包装，并进行测序鉴定和病毒滴度的测

定。干扰载体和阴性对照载体均表达绿色荧光蛋白

（green fluorescene protein，GFP）。慢病毒载体及阴

性对照载体的名称与靶向基因序列见表1。

1.2.3 慢病毒感染hPDLCs
将3~7代hPDLCs以每皿1×106个细胞数接种于

表1 TRAF6 shRNA序列及阴性对照序列

Table 1 Target sequences of three shRNA and negative
control of TRAF6

名称

TRAF6⁃RNAi（57659⁃1）
TRAF6⁃RNAi（57660⁃21）
TRAF6⁃RNAi（57661⁃1）
NC

靶向基因序列（5′→3′）
CACGGGAAATATGTAATAT
TCTCAGAGGTCCGGAATTT
GGTGAAATGTCCAAATGAA
TTCTCCGAACGTGTCACGT
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培养皿，24 h后分别加入适量的各TRAF6⁃shRNA和

对照TRAF6⁃NC慢病毒溶液（感染复数均为5），并加

入终浓度为 5 μg/mL 的 polybrene 进行病毒转染。

12 h后更换为常规培养基，72 h后于倒置荧光显微

镜下观察GFP的表达情况，以此确定病毒的转染效

率，并提取RNA检测TRAF6基因表达变化。

1.2.4 实验分组

选择干扰效果最佳的TRAF6⁃shRNA病毒载体

感染 hPDLCs细胞，TRAF6⁃NC作为阴性对照。72 h
后，将细胞接种于 6孔板，细胞密度为 3×105个/孔。

设为常氧加 IL⁃17组、低氧加 IL⁃17组及单纯低氧

组。低氧加 IL⁃17组加入终浓度为50 mg/L的 IL⁃17，
再与单纯低氧组细胞一起放入氧浓度为5%的乏氧

箱中，常氧加 IL⁃17组加入终浓度为50 mg/L的 IL⁃17
后在普通培养箱中培养，24 h后提取蛋白及RNA。

1.2.5 Western blot检测蛋白表达

各组细胞中加入 150 μL RIPA蛋白裂解液，冰

上裂解20 min。刮下裂解的细胞，用移液枪移至EP
管中，超声震荡 80 s。予以 4 ℃，12 000 r/min离心

10 min，取总蛋白，BCA法检测蛋白质浓度，调整蛋

白浓度一致，按体积加入 5×SDS蛋白上样缓冲液，

煮沸5 min，-70 ℃保存备用。配制SDS⁃PAGE凝胶，

上样（15~20 μL）。以60 V恒压电泳，300 mA恒流1 h
电转至PVDF膜，置于5%脱脂奶粉中室温封闭2 h。
加稀释度 1∶1 000的抗 RANKL、OPG及 GAPDH抗

体，封膜后置于4 ℃冰箱过夜。TBST洗膜3次，每次

10 min。加相应的二抗，室温孵育 50 min。TBST洗

膜 6次，每次 10 min。加发光剂，避光，暗室曝光。

ImageJ软件进行数据及图像处理和分析。

1.2.6 实时定量RT⁃PCR检测基因表达

在细胞中加入 TRIzol 裂解液提取细胞总

RNA。利用 PrimerScript 逆转录试剂盒，将 1 μg
RNA逆转录为 cDNA。利用 SYBR Premix Ex Taq定

量 PCR酶混合物试剂盒进行实时定量 PCR。使用

ABI 7300仪器进行RT⁃PCR反应。PCR反应条件如

下：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 31 s，共40个循环。按

照 2-ΔΔCT法计算各组特定基因的相对表达量。实验

重复 3次。RT⁃PCR所用引物由南京思普金生物科

技有限公司设计合成（表2），以GAPDH为内参。

1.3 统计学方法

采用 SPSS19.0进行统计学分析。计量资料用

均数±标准差（x ± s）表示，病毒感染阴性对照组与实

验组的比较采用配对 t检验；采用单因素方差分析比

较多样本均数；P ≤ 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 TRAF6⁃shRNA慢病毒感染hPDLCs
将阴性对照病毒和载有TRAF6⁃shRNA的慢病

毒分别感染 hPDLCs，在倒置荧光显微镜下观察 hP⁃
DLCs的感染效率。结果显示，在 TRAF6⁃NC组和

TRAF6⁃shRNA组中，绝大部分 hPDLCs在镜下可见

绿色荧光，提示两组细胞均有效感染了慢病毒（图

1）。细胞经扩大培养后用于后续研究。

2.2 TRAF6⁃shRNA 慢病毒感染 hPDLCs对 TRAF6
mRNA表达的影响

为明确 TRAF6 ⁃ shRNA 慢病毒对 hPDLCs 中

TRAF6干扰效果，RT⁃PCR检测hPDLCs中TRAF6基
因水平。结果显示（图2），3个不同的 shRNA干扰慢

病毒中，57660 ⁃ 21 干扰 TRAF6 的效果最佳，其

TRAF6基因水平显著低于TRAF6⁃NC组（P < 0.01），

故采用57660⁃21干扰慢病毒用于后续实验。

2.3 TRAF6⁃ shRNA 慢病毒感染 hPDLCs 对 OPG、

RANKL及其比值RANKL/OPG的影响

为研究下调TRAF6表达对hPDLCs在低氧状态

表2 RT⁃PCR引物序列

Table 2 The primers in real⁃time RT⁃PCR

基因

GAPDH

TRAF6

HIF⁃1α

引物

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

序列（5′→3′）
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAGATGGTGATGGGATTTC
CCTTTGGCAAATGTCATCTGTG
CTCTGCATCTTTTCATGGCAAC
TCCAAGAAGCCCTAACGTGT
ATGATCGTCTGGCTGCTGTA

荧光明场光

TR
AF

6⁃N
C

TR
AF

6⁃s
hR

NA

图1 TRAF6⁃shRNA慢病毒感染hPDLCs（×100）
Figure 1 TRAF6 ⁃ shRNA lentivirus infected hPDLCs（×

100）
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两组比较，**P < 0.01（n=3）。
图 2 TRAF6⁃shRNA慢病毒感染对 hPDLCs中TRAF6基

因表达水平的影响

Figure 2 Effect of TRAF6⁃shRNA lentivirus infection on
the expression level of TRAF6 gene in hPDLCs

下经 IL⁃17刺激 24 h后RANKL、OPG 表达的影响，

采用Western blot检测OPG与RANKL蛋白表达变化

（图 3A）。对Western blot结果进行灰度值分析，结

果显示：在常氧加 IL⁃17组、低氧加 IL⁃17组及低氧组

各组内，与TRAF6⁃NC组比较，TRAF6⁃shRNA组hP⁃
DLCs 中 RANKL 表达均减少（P < 0.05，图 3C）；此

外，各组内RANKL/OPG比值均下降（P < 0.05），各

组间经TRAF6⁃shRNA慢病毒感染后，低氧加 IL⁃17
组RANKL/OPG比值高于常氧加 IL⁃17组及低氧组

（P < 0.05，图3D）。
2.4 TRAF6⁃shRNA慢病毒感染 hPDLCs对HIF⁃1α
表达的影响

为研究下调TRAF6表达对hPDLCs在低氧状态

下经 IL⁃17刺激后HIF⁃1α表达的影响，采用Western
blot检测HIF⁃1α蛋白表达变化，采用RT⁃PCR检测

HIF⁃1α mRNA表达变化。Western blot结果显示（图

4A），在常氧加 IL⁃17组、低氧加 IL⁃17组及低氧组各

组内，与 TRAF6⁃NC组比较，TRAF6⁃shRNA组 hP⁃
DLCs 中 HIF ⁃ 1α蛋白表达均增加（P < 0.05）；经

TRAF6⁃shRNA慢病毒感染后，低氧加 IL⁃17组HIF⁃
1α蛋白表达量低于常氧加 IL⁃17组及低氧组（P <
0.05，图 4B）。RT⁃PCR结果显示：在常氧加 IL⁃17
组、低氧加 IL⁃17组及低氧组各组内，与TRAF6⁃NC
组比较，TRAF6⁃shRNA组 hPDLCs中HIF⁃1α mRNA
表达均增加，经TRAF6⁃shRNA慢病毒感染后，低氧

加 IL⁃17组HIF⁃1α mRNA表达量高于常氧加 IL⁃17
组但低于低氧组（P < 0.05，图4C）。
3 讨 论

牙槽骨吸收是牙周炎的主要病理变化之一，因

此，明确牙周炎牙槽骨吸收的分子机制对于阐明牙

周炎发病机制及制定有效的治疗方案具有十分重

要的意义。近年来研究发现，IL⁃17可刺激牙周膜成

纤维细胞表面RANKL的表达，间接诱导破骨前体

细胞分化成熟，促进骨吸收［12］。本课题组前期证

实：常氧状态下 IL⁃17可通过TRAF6信号分子调节

hPDLCs骨吸收相关分子的表达，干扰 TRAF6信号

分子后，RANKL表达减少，OPG表达增加，RANKL/
OPG比值下调，破骨趋势小于成骨趋势［10］。该实

验是在常氧状态下进行的，而低氧状态更接近牙周

常氧加 IL⁃17组 低氧加 IL⁃17组 单纯低氧组
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图3 TRAF6⁃shRNA慢病毒感染对 hPDLCs中RANKL、OPG及RANKL/OPG表达水平的影响

Figure 3 Effect of TRAF6⁃shRNA lentivirus infection on the expression of RANKL, OPG in hPDLCs
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图4 TRAF6⁃shRNA慢病毒感染对 hPDLCs中HIF⁃1α表达水平的影响

Figure 4 Effect of TRAF6⁃shRNA lentivirus infection on the expression of HIF⁃1α in hPDLCs
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炎的低氧微环境。因此，本课题组在体外低氧环境

下培养 hPDLCs，建立模拟牙周组织局部缺氧的模

型，继而探讨干扰 TRAF6表达对 hPDLCs在低氧下

经过 IL⁃17刺激后对RANKL及OPG表达的影响。

首先，利用RNA干扰技术将 TRAF6⁃shRNA慢

病毒载体感染 hPDLCs，成功构建稳定敲低 TRAF6
的细胞株。本研究通过Western blot实验及蛋白灰

度值分析发现，敲低TRAF6可使经过 IL⁃17刺激的

hPDLCs 在低氧环境下表达 RANKL 蛋白减少，

RANKL/OPG比值下降，进而导致 hPDLCs促破骨分

化能力减弱。在常氧加 IL⁃17组及单纯低氧组内，

与 TRAF6⁃NC组相比，TRAF6⁃shRNA组同样出现

RANKL蛋白减少，RANKL/OPG比值下降现象，这说

明TRAF6信号分子参与常氧状态加 IL⁃17刺激及单

纯低氧状态下hPDLCs骨吸收相关信号分子表达的

调控。在均经TRAF6⁃shRNA慢病毒感染后，与常氧

加 IL ⁃17 组及单纯低氧组比较，低氧加 IL ⁃17 组

RANKL、OPG蛋白相对表达量的比值RANKL/OPG
增加，该结果提示 IL⁃17在低氧状态下具有较强的促

进hPDLCs表达骨吸收相关分子蛋白的作用。动物

实验证实，使用抗 IL⁃17抗体可以减轻雌性激素缺陷

小鼠骨质疏松的症状［13］。丁鳌等［14］发现在人源化小

鼠的牙周炎模型组，使用已制备的 IL⁃17抗体后，其

牙周情况明显好于单纯牙周炎组，建立的动物疾病

模型结果均证实 IL⁃17在炎症状态下的破骨作用。

Kim 等［15］发现在类风湿性关节炎中，通过抑制

TRAF6的表达可以使 IL⁃17诱导的RANKL表达下

降，这说明TRAF6参与类风湿性关节炎低氧微环境

下 IL⁃17诱导的骨吸收相关分子表达。Yu等［16］发现

2%氧浓度可导致hPDLCs OPG表达减少，RANKL增

加。HIF⁃1是细胞感应低氧环境的一个重要调节蛋

白，参与调控血管生成、糖代谢以及细胞增殖与存

活等生命过程［17］。本研究中，通过Western blot及
RT⁃PCR实验发现，在三种条件下，敲低TRAF6信号

分子后, HIF⁃1α表达均上调。有研究发现，体外实

验中 IL⁃17可以抑制低氧状态下HIF⁃1α的表达［18］，

低氧加 IL⁃17组HIF⁃1α表达显著低于低氧组，说明

在低氧环境下 IL⁃17对 hPDLCs表达HIF⁃1α同样具

有抑制作用；此外，在基因水平上，常氧加 IL⁃17组

HIF⁃1α mRNA相对表达量较低氧加 IL⁃17组及单纯

低氧组相比显著减少，而蛋白水平上，常氧加 IL⁃17
组HIF⁃1α表达高于低氧加 IL⁃17组。基因水平与蛋

白水平的结果不一致，推测可能与常氧状态下HIF⁃
1α不能稳定存在有关 ，常氧状态下基因调控蛋白翻

译后，相关mRNA可能发生部分降解。有学者证

实，短期低氧条件下HIF⁃1表达水平高于长期低氧

条件，这可能与短期低氧避免了负反馈机制有关
［19］。虽然HIF⁃1α在低氧状态下有所增加，但是并未

导致实验组骨吸收相关分子表达随之增加，说明

TRAF6信号分子在调控骨吸收信号分子表达发面

作用强于HIF⁃1α。
综上所述，本研究构建了敲低TRAF6基因表达

的hPDLCs，并发现TRAF6在对低氧状态下 IL⁃17作
用于 hPDLCs 产生 RANKL 及 OPG有着重要影响。

随后，我们将继续研究TRAF6信号通路相关下游信

号分子对低氧状态下 IL⁃17诱导 hPDLCs表达骨吸

收相关分子的作用，进一步明确骨吸收的具体机

制，为牙周炎的诊断和治疗提供新的靶点。
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