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微小RNA-218-5p靶向Jagged 1调控人牙周膜干细胞的
活性和骨向分化
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摘要： 目的 研究微小RNA-218-5p（miR-218-5p）对人牙周膜干细胞（hPDLSCs）活性和骨向分化的影响并探讨其机制，为牙

周炎的治疗提供研究基础。方法 将 anti-miR-218-5p组（转染 anti-miR-218-5p）、anti-miR-NC组（转染 anti-miR-NC）、pcDNA组

（转染 pcDNA）、pcDNA-JAG1组（转染 pcDNA-JAG1）、anti-miR-218-5p+si-NC组（共转染 anti-miR-218-5p和 si-NC）、anti-miR-218-

5p+si-JAG1组（共转染 anti-miR-218-5p和 si-JAG1），用脂质体法转染至 hPDLSCs细胞；运用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应

（qRT-PCR）法检测细胞中miR-218-5p、Ⅰ型胶原蛋白（Col-1）、骨钙素、Runt相关转录因子 2（Runx2）的表达；蛋白质印迹法

（Westrn blotting）检测细胞中 Jagged 1（JAG1）的蛋白表达；MTT法检测细胞活性；茜素红染色实验检测细胞的矿化结节；双荧光

素酶报告基因检测实验检测细胞的荧光活性。结果 与 anti-miR-NC组相比，anti-miR-218-5p组 hPDLSCs细胞培养 48、72 h
时，细胞活性升高［48 h：（0.44±0.04）比（0.62±0.06）；72 h：（0.53±0.05）比（0.83±0.08）；P<0.001］，细胞的矿化结节明显升高，

Col-1［（0.26±0.03）比（0.74±0.07）］、骨钙素［（0.21±0.02）比（0.54±0.05）］、Runx-2［（0.29±0.03）比（0.61±0.06）］蛋白相对表达量均

显著升高（均 P<0.001）。与 pcDNA组相比，pcDNA-JAG1组 hPDLSCs细胞培养 48、72 h时，细胞活性显著升高［48 h：（0.42±
0.04）比（0.59±0.05）；72 h：（0.55±0.05）比（0.81±0.08）；P<0.001］，Col-1［（0.34±0.03）比（0.71±0.07）］、骨钙素［（0.23±0.02）比
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（0.48±0.04）］、Runx-2［（0.25±0.03）比（0.56±0.05）］蛋白表达量均显著升高（均 P<0.001）。miR-218-5p可靶向调控 JAG1的表

达。抑制 JAG1可逆转抑制miR-218-5p对 hPDLSCs的活性和骨向分化作用。结论 抑制miR-218-5p可促进人牙周膜干细胞

活性和骨向分化，其机制与靶向 JAG1有关。

关键词： 微小RNA-218-5p； Jagged 1； 牙周韧带； 人牙周膜干细胞； 骨向分化

MicroRNA-218-5p regulates the activity and osteogenic differentiation of
human periodontal ligament stem cells by targeting Jagged 1
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Abstract： Objective To investigate the effect of microRNA-218-5p (miR-218-5p) on the activity and osteogenic differentiation of
human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) and to explore its mechanism, and to provide research basis for the treatment of peri⁃
odontitis.Methods Cells were divided into anti-miR-218-5p group (transfected with anti-miR-218-5p), anti-miR-NC group (transfect⁃
ed with anti-miR-NC), pcDNA group (transfected with pcDNA), pcDNA-JAG1 group (transfected with pcDNA-JAG1), anti-miR-218-

5p+si-NC group (co-transfected with anti-miR-218-5p and si-NC), anti-miR-218-5p+si-JAG1 group (co-transfected with anti-miR-218-

5p and si-JAG1), transfected into hPDLSCs cells by liposome method. Real-time fluorescence quantitative reverse transcription poly⁃
merase chain reaction (qRT-PCR) method was used to detect miR-218-5p, type I collagen (Col-1), osteocalcin (OCN), Runt-related tran⁃
scription factor 2 (Runx2) in cells; Western blotting method was used to detect the protein expression of Jagged 1 (JAG1) in cells; tetra⁃
methylazolylazolyl salt microenzyme reaction colorimetric method (MTT) was used to detect cell viability; alizarin red staining test was
used to detect mineralized nodules of cells; dual luciferase reporter assay was used to detect the fluorescence activity of cells.Results
Compared with the anti-miR-NC group, the cell viability of hPDLSCs in the anti-miR-218-5p group was increased at 48 and 72 h [48 h:
(0.44±0.04), (0.62±0.06); 72 h: (0.53±0.05), (0.83±0.08); P<0.001]; the mineralized nodules of cells were significantly increased, and
the relative expressions of Col-1, OCN, and Runx-2 proteins were significantly increased [Col-1 protein: (0.26±0.03), (0.74±0.07); OCN
protein : (0.21±0.02), (0.54±0.05); Runx-2 protein: (0.29±0.03), (0.61±0.06); P<0.001]. Compared with the pcDNA group, the cell via⁃
bility of hPDLSCs in the pcDNA-JAG1 group was significantly increased when cultured for 48 and 72 h [48 h: (0.42±0.04), (0.59±
0.05); 72 h: (0.55±0.05), (0.81±0.08); P<0.001], the expression of Col-1, OCN, and Runx-2 proteins all were increased significantly
[Col-1 protein: (0.34±0.03), (0.71±0.07); OCN protein: (0.23±0.02), (0.48±0.04); Runx-2 protein: (0.25±0.03), (0.56±0.05); P<0.001].
miR-218-5p can target the expression of JAG1. Inhibition of JAG1 reversibly inhibited the activity and osteogenic differentiation of hP⁃
DLSCs by miR-218-5p.Conclusions Inhibition of miR-218-5p can promote the activity and osteogenic differentiation of human peri⁃
odontal ligament stem cells. The mechanism is related to the targeting of JAG1.
Key words： MicroRNA-218-5p; Jagged 1; Periodontal ligament; Human periodontal ligament stem cells; Osteogenic differen⁃
tiation

微小RNA（miRNA）为长度在19~23个核苷酸之

间的短链非编码微小RNA，其在多种疾病中均具有

调控功能，其中包括牙周炎［1-2］。微小 RNA-218-5p
（miR-218-5p）在牙周炎中的作用虽然已得到部分学

者的肯定，但其调控机制与Notch信号通路的关系

尚未清楚。Notch信号通路在维持细胞生长、分化

方面具有关键作用，其在疾病的进程中具有重要作

用［3-4］。Notch信号通路通过Notch蛋白与相邻细胞

上的配体 Jagged 1（JAG1）蛋白结合而被激活，Notch
蛋白的裂解在细胞内发生，导致Notch细胞内结构

域易位到细胞核中并进一步调节 Notch靶基因表

达［5-6］。Notch信号通路参与成骨分化过程和破骨细

胞生成的诱导过程［7-8］。但是miR-218-5p与 JAG1在

人牙周膜干细胞（hPDLSCs）中的作用关系尚不清

楚。2018年 12月至 2019年 9月，本研究拟以人牙周

膜干细胞 hPDLSCs为研究对象，观察抑制miR-218-

5p、过表达 JAG1对 hPDLSCs细胞活性、分化的影

响，揭示其机制，为牙周膜干细胞治疗牙周炎，促进

牙周骨组织再生提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料 hPDLSCs购自 ATCC；兔抗人 JAG1、Ⅰ
型胶原蛋白（Col-1）、骨钙素、Runt相关转录因子 2
（Runx2）多克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔免疫球蛋白 G（IgG）抗体均购自 Santa Cruz；pcD⁃
NA 3.1载体购自康为世纪；α-MEM培养基购自Hy⁃
clone公司；胎牛血清均购自 Gibco公司；噻唑蓝
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（MTT）试剂盒购自美国GIBCO公司；转染试剂Lipo⁃
fectamineTM2000购自北京索莱宝科技有限公司；

BCA蛋白定量试剂盒购自上海源叶生物公司；逆转

录试剂盒购自大连 Takara公司；聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜购自德国罗氏诊断有限公司；ECL发光液

购自北京普利莱基因技术有限公司；RIPA裂解液购

自碧云天生物技术公司；双荧光素酶报告基因检测

试剂盒购自美国Promega公司。实验中所有引物的

合成及序列均由上海吉玛公司合成。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 用含 10 %胎牛血清的α-MEM培

养基培养人牙周膜干细胞 hPDLSCs，置于 37 ℃，5%
二氧化碳的培养箱中常规培养。

1.2.2 细胞转染 将未做任何处理的 hPDLSCs细
胞标记为对照组；anti-miR-218-5p、anti-miR-NC、
pcDNA、pcDNA-JAG1、anti-miR-218-5p+si-NC、anti-
miR-218-5p+si-JAG1 按 照 脂 质 体 Lipofectami⁃
neTM2000说明书操作步骤要求转染至正常培养的

hPDLSCs细胞，分别标记为 anti-miR-218-5p组、anti-
miR-NC 组、pcDNA 组、pcDNA-JAG1 组、anti-miR-

218-5p+si-NC组、anti-miR-218-5p+si-JAG1组，转染

48 h后，用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-

PCR）检测转染效率。转染成功后，用于后续试验。

1.2.3 qRT-PCR检测细胞中 miR-218-5p、Col-1、
骨钙素、Runx-2 的表达 为了观察 miR-218-5p、
JAG1对 hPDLSCs细胞中 Col-1、骨钙素、Runx-2的
mRNA表达的调控，本探究通过抑制miR-218-5p、过
表达 JAG1、敲减 JAG1 检测其中 Col-1、骨钙素、

Runx-2的 mRNA表达情况。将对照组、anti-miR-

218-5p组、anti-miR-NC组、pcDNA组、pcDNA-JAG1
组 、anti-miR-218-5p+si-NC 组 、anti-miR-218-5p+si-
JAG1组细胞，遵照RNA抽提试剂盒说明书要求操

作提取RNA，进行定量，然后按逆转录试剂盒按照

说明书操作合成互补 DNA（cDNA），相关序列信息

见表 1。最后按 qRT-PCR试剂盒说明书操作进行

miR-218-5p、Col-1、骨钙素、Runx-2检测。用 2−ΔΔCt计
算miR-218-5p、Col-1、骨钙素、Runx-2的表达。

1.2.4 MTT法检测细胞活性 调整对照组、anti-
miR-218-5p组、anti-miR-NC组、pcDNA组、pcDNA-

JAG1 组 、anti-miR-218-5p+si-NC 组 、anti-miR-218-

5p+si-JAG1组细胞密度至 105/mL，取 200 μL，加入

20 μL 5 g/L的MTT溶液，培养 4 h，然后弃去上清，每

孔加入 150 μL二甲基亚砜（DMSO），震荡，使结晶溶

解，在490 nm波长下检测细胞吸光度。

1.2.5 茜素红染色实验 将对照组、anti-miR-218-

5p组、anti-miR-NC组 hPDLSCs细胞调整至 105/mL，

然后接种在 6孔板中进行常规培养，弃去未贴壁的

细胞和培养液，用 10 nmol/L地塞米松、10 mmol/L β
甘油酸钠及 50 mg/L维生素C的α-MEM成骨诱导液

或者10 μg/L转化生长因子β1（TGF-β1）的α-MEM成

骨诱导液处理hPDLSCs。每2~3天换液，分别培养14
d、21 d、28 d，在倒置显微镜下观察矿化结节的形成。

1.2.6 蛋白质印迹法（Westrn blotting）实验检测细

胞中 JAG1、Col-1、骨钙素、Runx-2的蛋白表达 收

集对照组、anti-miR-218-5p组、anti-miR-NC组、pcD⁃
NA组、pcDNA-JAG1组、anti-miR-218-5p+si-NC组、

anti-miR-218-5p+si-JAG1组细胞，调整细胞密度至

105/mL，加入裂解液，冰上裂解 30 min。12 000 r/min
离心 10 min。取上清置于离心管，加入 5×SDS上样

缓冲液，沸水煮沸 10 min。电泳后用转膜仪将蛋白

转移至 PVDF膜；5 %脱脂奶粉将膜封闭 2 h，洗膜，

加入Ⅰ抗（1∶500倍稀释的兔抗人 JAG1、Col-1、骨钙

素、Runx-2多克隆抗体），4 ℃过夜孵育，洗膜，加Ⅱ
抗（1∶1 000倍稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG），4 ℃，2 h。加发光液，曝光。

1.2.7 双荧光素酶报告基因检测实验 将目的基

因 JAG1-WT和 JAG1-MUT进行XhoⅠ和NotⅠ酶切，

并回收目的片段，克隆至 PUC-T载体。再将目的序

列与 psiCHECK-2载体链接，点击法插入DH5α感受

态细胞，再用 500 μL LB液体培养基进行摇菌和优

势菌落挑选，扩大优势菌落培养，最后提取质粒

DNA。用脂质体法将 psiCHECK2-JAG1-3′非翻译区

（UTR）WT、psiCHECK2-JAG1-3′UTR MUT转染至对

照组、miR-218-5p组、miR-NC组细胞。最后按双荧

光素酶报告基因检测试剂盒技术手册要求操作。

psiCHECK2载体以萤火虫荧光素酶活性为内参，

表1 相关序列信息

名称

anti-miR-218-5p
miR-218-5p引物

Col-1引物

骨钙素引物

Runx-2引物

JAG1引物

pcDNA-JAG1
序列

si-JAG1序列

序列信息

5′-ACAUGGUUAGAUCAAGCACAA-3′
正向：5′-TTGCGGATGGTTCCGTCA AGCA-3′，
反向：5′-ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG-3′
正向：5′-GCAAGGTGTTGTGCGATGA-3′，
反向：5′-TGGTCGGTGGGTGACTCTG-3′
正向：5′-CCCAGGCGCTACCTGTATCAA-3′，
反向：5′-GGTCAGCCAACTCGTCACAGTC-3′
正向：5′-CACTGGCGCTGCAACAAGA-3′，
反向：5′-CACTGGCGCTGCAACAAGA-3′
正向：5′-CAACTGGACAAACAAACAGGA⁃
CAAC-3′，反向：5′-CCTCAGACTGGGATAC⁃
GACAACA-3′
5′-AGGAAGAGAGAAAATTTTTTGGAGTTAG⁃
GTTTGT-3′
5′-ACGAGGCCAAACCTTGTGTAAA-3′
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psiCHECK2-JAG1-3′UTR WT 和 psiCHECK2-JAG1-

3′UTR MUT的表达为对照，检测荧光强度。海肾荧

光素酶的发光强度与萤火虫荧光素酶发光强度的

比值反映miR-218-5p与 JAG1的结合力。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 21.0统计，计量数据

以 x̄ ± s表示，多组间数据比较采用单因素方差分

析+LSD-t检验，两组比较采用两独立样本 t检验，以

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 抑制miR-218-5p表达对 hPDLSCs活性的影

响 与 anti-miR-NC组相比，anti-miR-218-5p组 hP⁃
DLSCs细胞中miR-218-5p表达显著降低（P<0.001），

48、72 h时，细胞活性显著升高（均P<0.001）。见表2。
2.2 抑制miR-218-5p表达对 hPDLSCs骨向分化

的影响 与 anti-miR-NC组相比，anti-miR-218-5p组

hPDLSCs细胞的矿化结节明显升高，Col-1、骨钙素、

Runx-2 的mRNA和蛋白的相对表达量均显著升高

（均P<0.001）。见图1、图2、表3。

2.3 JAG1过表达对 hPDLSCs活性和骨向分化的

影响 与 pcDNA组相比，pcDNA-JAG1组 hPDLSCs
细胞中 JAG1蛋白表达显著升高（P<0.001），48、72 h
时，细胞活性显著升高（均P<0.001），Col-1、骨钙素、

Runx-2 的mRNA的相对表达量和蛋白表达量均显

著升高（均P<0.001）。见表4。
2.4 miR-218-5p 靶向调控 JAG1 的表达 运用

miRcode数据库预测到 miR-218-5p与 JAG1 3′UTR
存在结合位点（图 3）；双荧光素酶活性检测结果显

示，与miR-NC组相比，miR-218-5p组WT-JAG1细胞

中荧光活性显著降低（P<0.001），MUT-JAG1细胞中

表2 抑制miR-218-5p表达对人牙周膜干细胞（hPDLSCs）
活细胞数的影响/x̄ ± s

组别

对照组

anti-miR-NC
组

anti-miR-
218-5p组

F值

P值

重复

次数

9
9

9

miR-
218-5p
1.00±0.10
1.02±0.08
0.38±
0.04①
198.600
<0.001

细胞增殖（490 nm吸光度）

24 h
0.30±0.03
0.32±0.03

0.33±0.04
0.794
0.464

48 h
0.42±0.04
0.44±0.04
0.62±
0.06①
48.176
<0.001

72 h
0.51±0.04
0.53±0.05
0.83±
0.08①
82.629
<0.001

注：①与 anti-miR-NC组比较，P<0.05。
表3 抑制miR-218-5p表达对人牙周膜干细胞（hPDLSCs）骨向分化的影响/x̄ ± s

组别

对照组

anti-miR-NC组

anti-miR-218-5p组
F值

P值

重复次数

9
9
9

mRNA相对表达量

Col-1
1.00±0.10
1.01±0.08
2.96±0.21①
568.577
<0.001

骨钙素

1.00±0.09
1.00±0.07
2.01±0.17①
219.115
<0.001

Runx-2
1.00±0.11
0.98±0.08
2.03±0.19①
178.335
<0.001

蛋白相对表达量

Col-1
0.27±0.02
0.26±0.03
0.74±0.07①
327.629
<0.001

骨钙素

0.20±0.02
0.21±0.02
0.54±0.05①
306.273
<0.001

Runx-2
0.30±0.03
0.29±0.03
0.61±0.06①
165.500
<0.001

注：Col-1为Ⅰ型胶原蛋白，Runx2为Runt相关转录因子2。
①与 anti-miR-NC组比较，P<0.05。
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—Runt相关转录因子

2（Runx-2）；3—骨钙素；4—Ⅰ型胶原蛋白（Col-1）；5—对照组；6—
anti-miR-NC组；7—anti-miR-218-5p组。

图2 蛋白质印迹法检测抑制miR-218-5p表达后人牙周膜干细胞

（hPDLSCs）骨向分化时Col-1、骨钙素、Runx-2蛋白电泳图

表4 JAG1过表达对人牙周膜干细胞（hPDLSCs）活性和骨向分化的影响/x̄ ± s
组别

对照组

pcDNA组

pcDNA-JAG1组
F值

P值

重复

次数

9
9
9

JAG1蛋白

0.45±0.04
0.46±0.05
0.86±0.07①
164.100
<0.001

细胞增殖（490 nm吸光度）

24 h
0.30±0.03
0.31±0.03
0.32±0.03
1.000
0.383

48 h
0.42±0.04
0.42±0.04
0.59±0.05①
51.632
<0.001

72 h
0.51±0.04
0.55±0.05
0.81±0.08①
68.229
<0.001

mRNA相对表达量

Col-1
1.00±0.10
0.99±0.08
2.87±0.19①
602.691
<0.001

骨钙素

1.00±0.09
0.98±0.09
1.96±0.18①
174.296
<0.001

Runx-2
1.00±0.11
1.01±0.07
1.98±0.19①
161.136
<0.001

蛋白相对表达量

Col-1
0.27±0.02
0.34±0.03
0.71±0.07①
373.949
<0.001

骨钙素

0.20±0.02
0.23±0.02
0.48±0.04①
265.875
<0.001

Runx-2
0.30±0.03
0.25±0.03
0.56±0.05①
173.930
<0.001

注：JAG1为 Jagged-1，Col-1为Ⅰ型胶原蛋白，Runx-2为Runt相关转录因子2。
①与pcDNA组比较，P<0.05。
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荧光活性不受影响（P=0.308），见表 5。对照组、

miR-NC组、miR-218-5p组、anti-miR-NC 组及 anti-
miR-218-5p组细胞中 JAG1蛋白相对表达量分别为

（0.45±0.04）、（0.52±0.05）、（0.21±0.03）、（0.49±0.04）
及（0.84±0.08）（F=175.396，P<0.001）；与 miR-NC组

相比，miR-218-5p组 JAG1蛋白相对表达显著降低

（P<0.001），与 anti-miR-NC组相比，anti-miR-218-5p
组 JAG1蛋白相对表达显著升高（P<0.001）。

2.5 抑制 JAG1表达逆转了抑制miR-218-5p表达

对 hPDLSCs活性骨向分化的作用 结果如图 4和
表 6所示，与 anti-miR-NC组相比，anti-miR-218-5p组
hPDLSCs 细 胞 中 JAG1 蛋 白 表 达 显 著 升 高（P<
0.001），48、72 h 时，活细胞数显著升高（均 P<
0.001），Col-1、骨钙素、Runx-2的mRNA和蛋白的相

对表达量均显著升高（均P<0.001）；与 anti-miR-218-

5p +si-NC组相比，anti-miR-218-5p +si-JAG1组 hP⁃
DLSCs细胞中 JAG1蛋白表达显著降低（P<0.001），

48、72 h时，细胞增殖显著降低（均P<0.001），Col-1、
骨钙素、Runx-2的mRNA和蛋白的相对表达量均显

著降低（均P<0.001）。

3 讨论

miRNA在人类各种疾病的发生发展中均具有

调节作用，其中包括牙周组织流失［9-10］。Hao等［11］使

用微阵列分析成骨分化期间的miRNA表达谱发现，

miR-218-5p是其中差异表达的miRNA之一。李建

嘉等［12］通过诱导 hPDLSCs发生成骨分化，检测其中

miR-218-5p及成骨相关基因的表达发现，诱导分化

后miR-218-5p表达下调，miR-218-5p在 hPDLSCs成
骨分化过程中可能起负调控作用。最近Guo等［13］在

研究中发现，miR-218的过度表达可以抑制Ⅰ型和

Ⅳ型胶原蛋白和牙本质唾液蛋白（DSP）的降解，抑

制破骨细胞的形成，并抑制促炎细胞因子的分泌，

其机制与靶向基质金属蛋白酶 9（MMP9）相关。

Zhong等［14］研究发现，LncRNA CCAT1通过负调控

miR-218促进牙周膜细胞细胞增殖和分化。本研究

运用 MTT、qRT-PCR法检测了抑制 miR-218-5p的

图3 Jagged-1（JAG1）的3’非翻译区（UTR）中含有与miR-218-5p
互补的核苷酸序列

表5 双荧光素酶报告实验/x̄ ± s
组别

对照组

miR-NC组

miR-218-5p组
F值

P值

重复次数

9
9
9

WT-JAG1
1.00±0.09
1.01±0.08
0.36±0.04①
232.602
<0.001

MUT-JAG1
1.00±0.10
1.04±0.07
1.00±0.09
0.626
0.543

注：WT-JAG1和MUT-JAG1分别为 JAG1野生型和突变型荧光

素酶报告载体。

①与miR-NC组比较，P<0.05。
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—Runt相关转录因子

2（Runx-2）；3—骨钙素；4—Ⅰ型胶原蛋白（Col-1）；5—Jagged 1
（JAG1）蛋白；6—对照组；7—anti-miR-NC组；8—anti-miR-218-5p组；

9—anti-miR-218-5p +si-NC组；10—anti-miR-218-5p +si-JAG1组。

图4 蛋白质印迹法检测人牙周膜干细胞（hPDLSCs）JAG1、Col-1、
OCN、Runx-2蛋白电泳图

表6 抑制 JAG1表达逆转了抑制miR-218-5p表达对人牙周膜干细胞（hPDLSCs）增殖骨向分化的作用/x̄ ± s
组别

对照组

anti-miR-NC组

anti-miR-218-5p
组

anti-miR-218-5p
+si-NC组

anti-miR-218-5p
+si-JAG1组

F值

P值

重复

次数

9
9
9

9

9

JAG1
蛋白

0.45±0.04
0.47±0.05
0.79±
0.07①

0.81±0.08
0.61±
0.05②
73.106
<0.001

细胞增殖（490 nm吸光度）

24 h
0.30±0.03
0.31±0.03
0.33±0.04

0.34±0.03

0.32±0.03
2.163
0.091

48 h
0.42±0.04
0.41±0.04
0.66±
0.05①

0.65±0.06
0.49±
0.05②
56.555
<0.001

72 h
0.51±0.04
0.53±0.05
0.89±
0.08①

0.86±0.07
0.64±
0.06②
76.571
<0.001

mRNA相对表达量

Col-1
1.00±0.10
1.00±0.08
3.01±
0.22①

3.03±0.25
1.14±
0.11②
378.184
<0.001

骨钙素

1.00±0.09
0.99±0.07
2.06±
0.19①

2.08±0.21
1.07±
0.12②
138.743
<0.001

Runx-2
1.00±0.11
1.01±0.08
2.04±
0.18①

2.03±0.16
1.11±
0.09②
158.973
<0.001

蛋白相对表达量

Col-1
0.27±0.02
0.24±0.03
0.72±
0.07①

0.74±0.07
0.41±
0.04②
205.264
<0.001

骨钙素

0.20±0.02
0.22±0.02
0.55±
0.05①

0.57±0.06
0.37±
0.03②
177.519
<0.001

Runx-2
0.30±0.03
0.28±0.03
0.62±
0.06①

0.63±0.06
0.39±
0.04②
123.241
<0.001

注：JAG1为 Jagged-1，Col-1为Ⅰ型胶原蛋白，Runx-2为Runt相关转录因子2。
①与 anti-miR-NC组比较，P<0.05。②与 anti-miR-218-5p+si-NC组比较，P<0.05。
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hPDLSCs细胞的活性和成骨相关基因 Col-1、骨钙

素、Runx-2的表达发现，细胞活性显著增强，成骨相

关基因Col-1、骨钙素、Runx-2的表达水平明显上调，

说明抑制miR-218-5p具有促进 hPDLSCs细胞成骨

分化的功能，提示miR-218-5p具有促进人牙周膜干

细胞分化的潜力。而Guo等［13］在牙周炎的研究中支

持过表达miR-218能够通过减轻牙周炎病人的骨吸

收和炎症达到保护作用，这说明miR-218-5p在牙周

膜干细胞中的功能与在牙周炎病人中的功能存在

差异，但本课题组并没有在实验动物体内进行验

证，这也为临床试验提供参考。深入研究，通过生

物信息学、双荧光素酶报告基因检测实验验证miR-

218-5p与 JAG1存在靶向负调控的关系，这为miR-

218-5p在成骨分化中的作用机制研究奠定基础。

JAG1和Notch1是Notch信号通路的关键基因，

该通路是细胞间发生作用的重要机制，近几年其在

成骨分化中的功能成为研究的热点［15-16］。袁萍等［17］

报道，在牙周炎病人牙周膜干细胞中Notch信号通

路受到抑制，而在轻微牙周炎症病人中，激活Notch
信号通路有助于病人缺损牙槽骨的成骨分化。张

文等［18］研究发现，在 hPDLSCs细胞不发生增殖的情

况下，成骨相关基因及Notch信号通路的配体表达

发生上调。最近，马玉等［19］研究显示，在 PDLSCs发
生增殖时，成骨标志基因的表达量发生下调，Notch
信号通路相关分子 JAG1发生下调，提示Notch信号

通路可调控 PDLSCs的骨向分化能力。本研究发

现，过表达 JAG1可增强细胞的活性，促进成骨相关

基因 Col-1、骨钙素、Runx-2的表达，可见，过表达

JAG1具有促进 hPDLSCs细胞发生骨向分化的功能，

这与前人的激活Notch信号通路可治疗牙周炎牙槽

缺损的实验结果相一致，这是首次在体外验证

Notch信号通路关键基因 JAG1具有促进 hPDLSCs
细胞骨向分化的功能。深入研究发现，抑制 JAG1
表达可逆转抑制miR-218-5p对 hPDLSCs的活性和

骨向分化作用。

综上所述，抑制miR-218-5p可促进人牙周膜干

细胞发生成骨分化，其作用机制与靶向 JAG1相关，

为牙周膜干细胞用于治疗人牙周疾病奠定理论

基础。

（本文图1见插图12-3）
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