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［摘 要］ 目的：检测Del⁃1蛋白在人牙周膜成纤维细胞中的表达情况，并观察内毒素（lipopolysaccharides，LPS）对人牙周膜成

纤维细胞Del⁃1表达的影响，探讨其在牙周炎进展中的可能作用机制。方法：组织块法取人牙周膜成纤维细胞，用细胞免疫荧

光、流式细胞术及体外管腔形成试验鉴别细胞来源，细胞免疫荧光检测Del⁃1蛋白在人牙周膜成纤维细胞中的表达情况；用不

同浓度LPS刺激细胞，检测Del⁃1蛋白的表达水平，以Del⁃1减少最显著的LPS浓度为最佳刺激浓度，再用该浓度的LPS刺激细

胞不同时间，检测Del⁃1及炎症因子 IL⁃6的表达水平；用不同浓度的Del⁃1蛋白预刺激细胞1 h，再用最佳浓度的LPS刺激细胞

24 h，检测炎症因子 IL⁃6的表达情况；用最适宜浓度的Del⁃1蛋白预刺激细胞1 h，再用LPS刺激细胞10 min，检测 IκBα的激活情

况。结果：Del⁃1蛋白在人牙周膜成纤维细胞中有表达，定位于细胞的胞浆中；LPS刺激细胞时Del⁃1的表达水平降低，并随浓

度的升高和处理时间的延长而下降，IL⁃6的表达与之相反；Del⁃1蛋白可下调LPS诱导的炎症因子 IL⁃6的表达，抑制 IκBα的磷

酸化。结论：本研究首次发现Del⁃1可以在人牙周膜成纤维细胞中表达，且在LPS刺激人牙周膜成纤维细胞时表达量降低，Del
⁃1蛋白可通过抑制NF⁃κB通路的激活，在牙周炎的发生发展中发挥拮抗作用。
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［Abstract］ Objective：To investigate whether Del⁃1 is expressed in human periodontal ligament cells（hPDLCs），and the effect of
lipopolysaccharides（LPS）on the expression of Del⁃1 in hPDLCs，and to explore the potential mechanism of Del⁃1 in the development of
periodontitis. Methods：HPDLCs were isolated and cultured by tissue block method，and immunofluorescence assay，flow cytometry
and Matrigel assay were used to identify cells. Immunofluorescence was used to detect if Del ⁃ 1 was expressed in hPDLCs. Then
variable concentrations of LPS were used to stimulate hPDLCs，and the expression of Del⁃1 was detected. The optimal concentration of
LPS was selected，based on the most significant decrease of Del ⁃ 1. The optimal concentration was selected to be used in the time⁃
dependent experiment. The expressions of Del⁃1 and IL⁃6 were respectively assayed. hPDLCs were pretreated with Del⁃1 of variable
concentrations（0，0.05，0.5 and 5 μg/mL）for 1 h，and then stimulated with LPS for 24 h. The expressions of IL ⁃ 6 were assayed.
hPDLCs were pretreated with the optimal concentration of Del⁃ 1 for 1 h，and then stimulated with LPS for 10 min，for detecting the
phosphorylation of IκBα. Results：Del⁃1 could be expressed in hPDLCs，locating in cytoplasm of hPDLCs. The expressions of Del⁃1
were significantly down⁃regulated by LPS in a dose⁃independent and time⁃independent manner，which were contrary to IL⁃6. Del⁃1
could down ⁃ regulate the expression of IL ⁃ 6 which was induced by LPS and inhibit the phosphorylation of IκBα in hPDLCs.
Conclusions：Our study discovered for the first time that Del⁃1 could be expressed in hPDLCs，and it was down⁃regulated by LPS in
hPDLCs，Del⁃1 could suppress the phosphorylation of NF⁃κB，playing an antagonistic role in the development of periodontitis.
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牙周炎是发生于牙周支持组织的慢性感染性

疾病，菌斑生物膜是其始动因子。越来越多的研究

发现牙周炎与宿主的易感性相关，牙周炎的大部分

组织破坏是由于宿主对感染的免疫应答，引起大量

的免疫细胞和炎症细胞入侵牙周组织并释放多种

细胞因子，最终导致牙周袋的形成、牙槽骨的吸收

和进行性附着丧失［1］。牙周致病菌内毒素（lipopoly⁃
saccharides，LPS）是一种重要的毒力因子，能直接作

用于牙周组织细胞，引起牙周组织的破坏。同时，

它也是一种潜在的细胞激活因子。早期研究证明

LPS能通过活化核因子（nuclear factor，NF）⁃κB通路

诱导牙周组织细胞表达并释放炎症因子，如白介素⁃
6（interleukin⁃6，IL⁃6）、肿瘤坏死因子⁃α（tumor necro⁃
sis factor⁃α，TNF⁃α）等，为LPS靶基因创造促炎微环

境，其中 IL⁃6可抑制成骨细胞胶原和非胶原蛋白的

合成，作用于破骨细胞前体细胞，促进骨吸收，导致

牙周组织的破坏［2-3］。人牙周膜成纤维细胞（human
periodontal ligament fibroblasts，hPDLCs）是牙周膜中

最主要的细胞，其在 LPS刺激下可产生炎症反应。

作为LPS刺激的靶细胞，hPDLCs常被用作体外研究

牙周炎的实验载体。

Del⁃1（developmental endothelial locus⁃1），又名

EDIL3（EGF ⁃ like repeats and discoidin Ⅰ ⁃ like do⁃
main 3），最初以内皮细胞分泌的一种糖蛋白而被

发现［4］。近年来有研究表明Del⁃1以组织特异性的

方式在小鼠脑、肺及眼组织中高表达，在牙龈组织中

也有表达。以前研究认为Del⁃1是一种很好的促血管

再生因子，现在发现它还是一种免疫调节因子［5］，在

炎症性疾病中具有抗炎作用。

有研究发现牙周炎患者牙龈组织中Del⁃1表达

减少，而健康牙龈组织中Del⁃1表达较多［6］。此外研

究发现人牙龈上皮细胞可以表达Del⁃1［7］，而Del⁃1
在 hPDLCs中是否表达尚未见报道，并且其在牙周

炎发生发展中的作用的研究仍较少，在国内尚无相关

报道。因此，本研究观察了Del⁃1在hPDLCs中的表

达，及在LPS作用下Del⁃1表达的变化，为进一步探究

Del⁃1在LPS通路调控牙周炎骨破坏中机制提供基

础，并为研究牙周炎的免疫学机制提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endo⁃
thelial cells，HUVECs）为南京医科大学口腔疾病研

究江苏省重点实验室保存。

DMEM、胎牛血清（FBS）、双抗（青霉素100 U/L、
链霉素 100 μg/L）、胰蛋白酶（Gibco公司，美国）；兔

抗人Del⁃1抗体（Abcam公司，英国），鼠抗人CD31抗
体（CST公司，美国），兔抗人vWF抗体（Abcam公司，

英国），Cy3标记山羊抗兔 IgG（H+L）、FITC标记山羊

抗鼠 IgG（H+L）、DAPI（上海碧云天公司），正常山羊

血清封闭液（武汉博士德公司），辣根酶标记山羊抗

兔 IgG（H+L）（Peprotech公司，美国），CCK8试剂盒

（武汉Biosharp公司），脂多糖LPS（Invivogen公司，美

国），人 IL⁃6定量分析酶联免疫检测试剂盒、重组

Del⁃1蛋白（R&D公司，美国），兔抗人p⁃IκBα抗体、兔

抗人 IκBα抗体（南京巴傲得生物），CO2三气培养箱

（Thermo公司，美国），CD31⁃PE抗体（Biolegend公司，

美国），vWF⁃FITC抗体（Abcam公司，英国），Martrigel
基质胶（BD公司，美国），FIX&PERM Kit固定破膜剂

（南京福麦斯公司）。

1.2 方法

1.2.1 hPDLCs的体外培养

于 2016年 6—9月收集本院口腔颌面外科门诊

12~18岁健康青少年因正畸需要而拔除的正常前磨

牙，获得患者及监护人的知情同意后，无菌条件下

刮取根中 1/3的牙周膜组织并剪碎；将剪好的组织

块均匀置于 25 cm2的培养瓶内壁上，加入 4 mL含

15% FBS的DMEM培养液，置于 5% CO2，37 ℃培养

箱中孵育使组织块贴壁，4~6 h后再缓慢翻转培养

瓶。获得原代细胞后，每隔 3~4 d换液。经波形丝

蛋白表达鉴定后取4~8代细胞用于实验。

1.2.2 流式细胞术鉴定细胞表型

取第 4代 hPDLCs和HUVECs，胰酶消化制成细

胞悬液，离心，弃上清，用1 mL冰冷的PBS（含5%FBS）
重悬细胞并计数，调节细胞浓度为 1.0×106个/管，

1 200 r/min离心5 min，弃上清，每管加入100 μL PE
标记的CD31抗体或PBS阴性对照，轻轻涡旋混匀，

室温下避光孵育 15 min，洗涤，300 g离心 5 min×2；
每管加入 100 μL A液（固定剂），室温下避光孵育

15 min，洗涤，300 g离心 5 min×2；每管加入 100 μL
B液（破膜剂），室温下避光孵育 15 min，洗涤，300 g

离心5 min×2；每管加入100 μL FITC标记的 vWF抗

体或PBS阴性对照，室温下避光孵育 15 min，洗涤，

300 g离心 5 min×2；向每个试管中加入 300 μL PBS
重悬细胞，上流式细胞仪检测。

1.2.3 体外管腔形成试验

取第 4代 hPDLCs和HUVECs，胰酶消化，离心，

弃上清，加各自的细胞培养液制成细胞悬液，细胞计
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数板计数，调整细胞密度为2.0×105个/mL，接种于铺

有Matrigel胶的 96孔板中，每组加入 200 μL细胞悬

液，在细胞培养箱中培养24 h，倒置显微镜下观察。

1.2.4 细胞免疫荧光检测蛋白表达

取对数生长期的hPDLCs，胰酶消化制成细胞悬

液，调整细胞密度为2.0×104个/mL，接种于铺有盖玻

片的 12孔板，每孔 2 mL，24 h后取出盖玻片，用 4%
的多聚甲醛固定 30 min，PBS洗涤 3次，每次 5 min，
0.5%的 Triton X⁃100稀释液通透 10 min，PBS洗涤

3次，每次5 min，加入正常山羊血清封闭液在37 ℃
恒温箱内孵育 1 h，吸出血清，加入兔抗人Del-1抗

体（1∶250）、鼠抗人 CD31 抗体（1∶1 000）、兔抗人

vWF抗体（1∶250）、4 ℃湿盒内过夜。PBS洗涤3次，

每次 5 min，加入 二抗：Cy3标记山羊抗兔 IgG（H+L）
和 FITC 标记山羊抗鼠 IgG（H+L），稀释比例均为

1∶500，湿盒内避光 37 ℃恒温箱内孵育 1 h，PBS洗

涤 3 次，每次 5 min，避光加入 DAPI 80 s，PBS 洗

涤 3次，每次5 min。用抗免疫荧光淬灭剂封片，用合

适波段激发，倒置荧光显微镜下观察并照相保存。

1.2.5 实验分组

将 4~8代 hPDLCs按 2.5×105个/mL接种于 6孔

板中，以含不同浓度 LPS（0、1、2、10 μg/mL）的

DMEM培养液刺激细胞，根据Del⁃1蛋白减少情况选

择最佳处理浓度；再以该浓度LPS处理细胞不同时

间（0、6、12、24、48 h），利用Western blot和ELISA分

别检测各组Del⁃1蛋白及 IL⁃6的表达水平。用不同

浓度的Del⁃1蛋白（0、0.05、0.50、5.00 μg/mL）预处理

细胞1 h，再改用含最佳浓度LPS的DMEM培养液培

养 24 h，利用ELISA检测各组 IL⁃6的表达水平。最

后用最适宜浓度的Del⁃1蛋白预处理细胞 1 h，再改

用含低浓度和最适宜浓度LPS的DMEM培养液培养

10 min，利用Western blot检测各组 IκBα和p⁃IκBα蛋
白的表达水平。

1.2.6 CCK8比色法检测细胞增殖

取对数生长期的细胞，胰酶消化制成悬液，调

整细胞密度为 2.0×104个/mL，接种于 96孔板中，每

孔100 μL，常规培养24 h后根据实验分组加入不同

浓度的LPS（0、1、2、10 μg/mL）。每组设5个复孔，分

别培养 24 h 和 48 h，实验终止时每孔加入 10 μL
CCK8溶液，在细胞培养箱中避光孵育2 h，用酶标仪

测定450 nm处的吸光值。

1.2.7 Western blot检测蛋白表达

细胞相应处理后，收集各组细胞，参照试剂说

明提取蛋白。考马斯亮蓝法检测各组蛋白浓度，调

整蛋白浓度一致后加样进行电泳，将蛋白转移至

PVDF膜，用5%的脱脂奶粉或5%的BSA进行封闭，

加一抗 4 ℃过夜孵育（GAPDH和β⁃Tubulin为内参，

1∶1 000稀释；目的蛋白Del⁃1按照1∶10 000稀释，p⁃
IκBα和 IκBα按照 1∶1 000稀释）。二抗常温孵育

1 h，清洗后加ECL发光剂，置于 ImageQuant凝胶成

像系统成像。

1.2.8 ELISA检测细胞因子 IL⁃6的表达

将收集的细胞条件培养液常温下溶解，按照

ELISA试剂盒的说明书。分别将不同浓度的标准品

或细胞条件培养液（100 μL/孔）加入包被了人 IL⁃6
单抗的96孔板中，采用双抗体夹心法检测 IL⁃6细胞

因子的表达水平。终止反应后，用微孔板分光光度计

检测450 nm的吸光度值。根据IL⁃6标准品450 nm处

的吸光度值绘制标准曲线，计算所测定的细胞条件

培养液中 IL⁃6的含量。

1.3 统计学方法

采用SPSS17.0软件进行统计学分析，多组定量

资料比较采用单因素方差分析，多组间两两比较选

用LSD⁃t检验（方差齐时）或Dunnett’s T3检验（方差

不齐时），以P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 组织块法获取的hPDLCs的鉴定

细胞免疫荧光结果显示 hPDLCs不表达内皮细

胞特异性标记物CD31和 vWF（图 1）。流式细胞术

实验结果（图2）进一步证明了此结果。体外管腔形

成试验结果显示，组织块法所培养的 hPDLCs不能

在 Matrigel 胶上形成管腔样结构（图 3A），而 HU⁃
VECs 可以在 Matrigel 胶上形成管腔样结构（图

3B）。综上所述，组织块法获取的hPDLCs为牙周膜

来源的成纤维细胞，其中不含血管内皮细胞。

2.2 Del⁃1蛋白可在hPDLCs中表达

细胞免疫荧光检测Del⁃1蛋白在 hPDLCs的表

达情况。结果显示Del⁃1在hPDLCs中表达，并定位

于hPDLCs的胞浆中，Del⁃1蛋白显示为红色荧光，细

胞核显示为蓝色荧光（图4）。
2.3 LPS对hPDLCs细胞增殖的影响

CCK8实验结果显示，不同浓度 LPS在 24 h及

48 h时对hPDLCs的增殖无明显影响，组间无统计学

差异（P > 0.05，图5）。
2.4 LPS刺激对hPDLCs表达Del⁃1蛋白的影响

Western blot 检测 LPS 刺激对 Del⁃1 表达的影

响。结果显示，在LPS刺激下，Del⁃1表达减少，且在
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1 μg/mL时减少最显著，但其水平不随LPS浓度的增

加而减少（图 6）。采用 1 μg/mL LPS处理细胞不同

时间，结果显示随刺激时间的延长Del⁃1蛋白表达

减少，在 24 h时表达减少最多（图 6），差异具有统

计学意义（P < 0.01），说明 LPS可下调 hPDLCs Del⁃
1的表达。

2.5 LPS刺激hPDLCs对 IL⁃6表达的影响

结果显示，hPDLCs中 IL⁃6蛋白的表达随LPS浓
度的增加而增多，且在 1 μg/mL时增加最显著（图

7A）。采用1 μg/mL LPS处理细胞不同时间，结果显

示 IL⁃6蛋白在刺激 24 h后表达的增加最显著（图

7B），说明LPS可促进 hPDLCs表达 IL⁃6。该趋势与

Del⁃1表达趋势相反，提示Del⁃1可能对 IL⁃6的表达

有一定的调控作用。

hPD
LC

s
HU

VE
Cs

CD31 vWF CD31+vWF

图1 细胞免疫荧光鉴定hPDLCs（×100）
Figure 1 Identification of hPDLCs by immunofluorescence assay（×100）
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图2 流式细胞术鉴定hPDLCs的表型

Figure 2 Identification the phenotype of hPDLCs by flow cytometry
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A：组织块法取得的 hPDLCs在Matrigel基质胶上的生长形态；

B：HUVECs在Matrigel基质胶上的生长形态。

图3 体外管腔形成实验结果（×100）
Figure 3 Results of Matrigel assay（×100）
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Figure 5 CCK8 assay under different LPS concentrations
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Figure 4 Immunofluorescence assay the expression of Del⁃1 in hPDLCs

2.6 Del⁃1对LPS诱导的 IL⁃6表达的影响

用不同浓度（0、0.05、0.50和5.00 μg/mL）的Del⁃
1蛋白预处理hPDLCs 1 h，再用1 μg/mL的LPS刺激

各组细胞 24 h，利用ELISA检测各组 IL⁃6的表达水

平。结果显示，随着Del⁃1蛋白浓度的升高，IL⁃6表
达减少，在0.50 μg/mL时减少最为显著，随后基本保

持稳定（图 8）。提示Del⁃1对 hPDLCs在LPS刺激下

的 IL⁃6表达有一定的调控作用。

2.7 Del⁃1对LPS诱导hPDLCs IκBα磷酸化的影响

按照实验分组用0.5 μg/mL的Del⁃1蛋白预处理

细胞 1 h，再用低浓度（0.1 μg/mL）或最适宜浓度

（1.0 μg/mL）的LPS刺激细胞 10 min，Western blot检
测 p⁃IκBα及 IκBα的表达水平。结果显示，在 hP⁃
DLCs中，低浓度和最佳浓度的LPS均可使 IκBα磷酸

化，最佳浓度的 LPS作用更强，而Del⁃1可抑制 LPS
诱导的 IκBα磷酸化（图 9），从而抑制NF⁃κB通路的

激活。提示Del⁃1可通过NF⁃κB通路抑制炎症因子

IL⁃6的表达。

3 讨 论

最初研究发现Del⁃1蛋白来源于胚胎发育过程

中的内皮组织和胸腺组织，出生后不再表达［2］，之后

研究发现Del⁃1在出生后个体的内皮细胞、某些类

别的巨噬细胞和肥大软骨细胞中表达［5］。最近研究

发现中枢神经系统的神经元细胞、牙龈上皮细胞、

牙龈内皮细胞及人和小鼠的破骨细胞、成骨细胞也

可以表达Del⁃1［7⁃11］。本课题组前期通过组织块法成
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图 6 Western blot检测LPS对 hPDLCs表达Del⁃1蛋白的

影响

Figure 6 Effects of LPS on the expression of Del⁃1 protein
in hPDLCs
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图7 LPS对hPDLCs表达 IL⁃6的影响

Figure 7 Effects of LPS on the expression of IL⁃6 in hP⁃
DLCs

功获得人牙周膜成纤维细胞，并通过波形丝蛋白抗

体鉴定其为中胚层来源［12］，本研究通过细胞免疫荧

光、流式细胞术及体外管腔形成试验证明所获得的细

胞中不含血管内皮细胞，与司晓辉等［13］研究结果一

致。本研究通过细胞免疫荧光及Western blot首次证

明Del⁃1可在人牙周膜细胞中表达，细胞免疫荧光实

验结果提示Del⁃1位于hPDLCs的胞浆中。

研究表明牙龈炎患者龈沟液内 LPS的含量在

2 μg/mL左右［14］，故本实验结合以往的研究，选择了

1、2、10 μg/mL的LPS作用于hPDLCs，观察不同浓度

LPS对 Del⁃1蛋白表达的影响。张凤秋等［15］发现

1 μg/mL LPS对 hPDLCs的增殖无影响，10 μg/mL时

抑制细胞的增殖。但黄美香等［16］发现 1 μg/mL的

LPS对 hPDLCs的增殖有明显的抑制作用。本研究

发现 LPS浓度在 1、2和 10 μg/mL时对 hPDLCs的增

殖均无明显影响，与Yamaji等［17］的研究结果一致。

各文献实验结果不尽一致，可能是 hPDLCs的来源

不同、LPS的种类及来源不同、LPS对细胞作用的时

间不同所致。

Del⁃1在最初的研究中被证实是一种促血管生

成的因子，可使血管形成增加［18］。随后研究发现，

作为一种特殊的细胞因子，Del⁃1可被表达并释放到

肿瘤微环境中，促进肿瘤血管生成，促进肿瘤生长

及转移［19］。现代肿瘤学认为，肿瘤微环境的显著特

点之一正是肿瘤相关性炎症［20］，更进一步将Del⁃1
与炎症的关系联系起来。近年来，越来越多的研究

将焦点集中在Del⁃1与炎症的关系中。研究证实

Del⁃1参与了类风湿性关节炎、多发性硬化、银屑病

等多种免疫炎症性疾病的发生发展［21⁃23］，在不同组

织的炎性反应中，Del⁃1都起到了抗炎作用。最近

Del⁃1与牙周炎的关系也开始受到关注。Shin等［9］

发现Del⁃1可调节破骨细胞的分化，限制破骨细胞

的生成；给灵长类动物猕猴牙龈组织局部注射Del⁃1

与对照组相比，***P < 0.001，n=3。
图8 不同浓度Del⁃1对LPS诱导hPDLCs表达 IL⁃6的影响

Figure 8 Concentration⁃dependent effects of Del⁃1 on the
expression of IL⁃6 in hPDLCs under the induc⁃
tion of 1 μg/mL LPS
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蛋白可抑制牙槽骨的吸收。Folwaczny等［24］发现牙

周炎患者牙龈组织中Del⁃1表达减少，并随疾病严

重程度的增加，Del⁃1减少更加明显。Fujimura等［7］

的体外实验发现小剂量二极管激光照射人牙龈上

皮细胞可使Del⁃1表达增多，IL⁃6表达减少，提示Del
⁃1在牙周炎症免疫调节中有重要作用。

本研究发现，hPDLCs中 IL⁃6的表达水平随LPS
浓度的增加及时间的延长而增多。姜竹玲等［14］的

体内实验也显示，牙周袋或龈沟液中LPS的含量与

牙周组织的炎症程度相关。说明在LPS刺激下，hP⁃
DLCs作为体外研究牙周炎的模型构建成功。在

LPS刺激下，hPDLCs表达的Del⁃1蛋白减少，但其表

达水平随LPS浓度的增加基本保持稳定，可能由于

LPS仅作为开关作用，抑制了 hPDLCs中Del⁃1的表

达，其表达水平不随 LPS浓度的增加而发生变化。

在1 μg/mL LPS刺激下，随刺激时间的延长，hPDLCs
表达Del⁃1减少，在 24 h时减少最多，48 h时略有增

加，但与 24 h相比，基本趋于稳定。本体外实验研

究结果表明，在LPS刺激下hPDLCs表达Del⁃1减少，

与 IL⁃6的增加呈负相关，提示可通过调控Del⁃1的表

达调节牙周炎的发生发展。进一步的研究结果表

明在 hPDLCs中，Del⁃1可抑制LPS诱导的炎症因子

IL⁃6的表达，其抑制作用随Del⁃1浓度的升高而增

强，在0.5 μg/mL时抑制作用最强。此外本研究表明

在 hPDLCs中，Del⁃1可抑制LPS诱导的 IκBα的磷酸

化，说明Del⁃1蛋白可通过抑制NF⁃κB通路的激活，

在牙周炎的发生发展中发挥拮抗作用。

本研究首次发现Del⁃1蛋白在 hPDLCs中表达，

牙周致病菌内毒素LPS可显著下调hPDLCs中Del⁃1
的表达，与 IL⁃6的上调趋势相反。Del⁃1蛋白可通过

抑制NF⁃κB通路的激活，抑制 IL⁃6的表达，进而发挥

拮抗效应。但Del⁃1在牙周炎中的相关具体机制仍

需进一步的研究。
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