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【摘要】 目的 探讨程序性坏死特异性抑制剂⁃1（Nec⁃1）对高糖环境下牙周膜干细胞（PDLSC）
的增殖和成骨分化的影响。方法 体外克隆培养的 PDLSC，按照如下处理方法分为 3组：对照组

（5 mmol/L葡萄糖）、高糖组（25 mmol/L葡萄糖）和高糖+Nec⁃1组（25 mmol/L葡萄糖+30 μmol/L Nec⁃1）。
通过蛋白免疫印迹（Western blot）检测细胞坏死性凋亡相关分子RIP1、RIP3的表达，噻唑蓝（MTT）比

色法检测各组细胞增殖活力，通过茜素红染色、碱性磷酸酶（ALP）定量检测和实时荧光定量PCR等

方法分析PDLSC的成骨分化情况。使用SPSS 26.0软件进行统计分析，采用单因素方差分析比较各

组间细胞增殖活力（MTT吸光度A值）、ALP表达含量及成骨相关基因（COL1、RUNX2、OCN）相对表达

水平，并用 LSD⁃t检验进行组间多重比较。结果 Western blot结果显示，高糖组 PDLSC的RIP1和

RIP3的表达较对照组明显增加，而高糖+Nec⁃1组的RIP1和RIP3的表达明显弱于高糖组。PDLSC培

养 7 d后，高糖组增殖活力较对照组明显降低，其吸光度 A值（0.67 ± 0.06）显著低于对照组（1.23 ±
0.12），差异有统计学意义（t=9.652，P＜0.001）；而Nec⁃1抑制后，PDLSC的增殖活力明显增加，高糖+
Nec⁃1组吸光度 A值（1.12 ± 0.11）显著高于高糖组（0.67 ± 0.06），差异有统计学意义（t = 8.185，P＜
0.001）。经矿化诱导后，高糖组PDLSC 14 d时形成的矿化结节、7 d时ALP表达含量（3.42 ± 0.37）和

成骨相关基因COL1（1.86±0.16）、RUNX2（1.55±0.23）、OCN（1.08±0.20）的相对表达量均较对照组均

显著减少，差异均有统计学意义（tALP = 13.149，tCOL1=14.257，tRUNX2=7.593，tOCN=8.606，P均＜0.001）；而

Nec⁃1抑制后，PDLSC的成骨分化增加，高糖+Nec⁃1组PDLSC 14 d时形成的矿化结节、7 d时ALP表

达含量（6.06 ± 0.26）和成骨相关基因COL1（3.64 ± 0.30）、RUNX2（2.53 ± 0.26）、OCN（2.14 ± 0.30）的相

对表达量较高糖组均显著升高，差异均有统计学意义（tALP = 13.033，tCOL1 = 11.636，tRUNX2 = 6.332，tOCN =
6.573，P均＜0.001）。结论 体外培养条件下，高糖环境抑制了PDLSC的增殖和成骨分化，而Nec⁃1
明显改善了高糖环境下PDLSC的增殖和成骨分化。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of necrostatin ⁃ 1（Nec ⁃ 1） on the biological
characteristics of periodontal ligament stem cells（PDLSCs） in the high ⁃ glucose environments in vitro.
Methods PDLSCs were successfully cultured by single colony and divided into three groups according to
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糖尿病患者的牙周组织容易损伤，并且自我修

复能力差。牙周膜干细胞（periodontal ligament stem
cell，PDLSC）具有自我更新和多向分化等特点，在特

定环境下，可形成牙骨质/牙周膜组织结构，是牙周

组织缺损修复和再生的关键细胞群［1］。然而，糖尿

病患者的高糖环境抑制了PDLSC的增殖与分化，降

低了其牙周组织修复能力，具体机制尚不清楚［2］。

研究发现，糖尿病患者的牙周组织中存在大量肿瘤坏

死因子α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）［3］，TNF⁃α
介导的程序性坏死（necroptosis）信号已证实在炎性

疾病中发挥着重要的作用［4］。本研究通过探讨高糖

环境下程序性坏死特异性抑制剂-1（necrostatin⁃1，
Nec⁃1）对PDLSC的生物学特性的影响，为糖尿病患

者牙周组织再生与修复的机制研究提供一定的实

验和理论依据。

材料与方法

一、主要试剂与仪器

Ⅰ型胶原酶、基质细胞抗原 1（STRO⁃1）单克隆

抗体、Nec⁃1抑制剂（Abcam，美国）；RIPA裂解液、茜

素红染色剂、甲苯胺蓝染色剂、碱性磷酸酶（alkaline
phosphatase，ALP）试剂盒（Sigma，美国）；实时荧光

定量 PCR 试剂盒（TaKaRa，日本）；胎牛血清（fetal
bovine serum，FBS；浙江天杭生物科技公司）；细胞总

RNA 提取试剂盒、胰蛋白酶、α ⁃ MEM 培养基

（GIBCOBRL，美国）；照相系统（OLYMPUS，日本）；

实时荧光定量PCR仪器（Applied Biosystems，美国）。

二、细胞培养与鉴定

1. 原代细胞培养：取青少年因正畸治疗拔除的新

鲜健康牙齿，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗，用刀片轻刮根

the following treatments：control group（5 mmol/L glucose），high⁃glucose group（25 mmol/L glucose），

high⁃glucose + Nec⁃1 group（25 mmol/L glucose + 30 μmol/L Nec⁃1）. Western blot was used to detect the
expression of necroptosis related molecules（RIP1 and RIP3）and the cell proliferation of PDLSCs were
evaluated by MTT assay in the above three groups. The osteogenic differentiation of PDLSCs were
evaluated by alizarin red staining，the quantitative detection of alkaline phosphatase（ALP）and real⁃time
quantitative PCR assay. All statistical analyses were used SPSS 26.0 software. One way ANOVA was used
to compare the cell proliferation activity（A value of the MTT absorbance），the expression of ALP and the
relative levels of osteogenesis related genes（COL1，RUNX2，OCN）among the groups，and the LSD⁃t test
was used for multiple comparisons between the groups. Results Western blot showed that the expression
levels of RIP1 and RIP3 in high⁃glucose group were significantly higher than those in control group，while
significantly lower in high⁃glucose + Nec⁃1 group than in high⁃glucose group. The proliferation activity of
PDLSCs at day 7 in high⁃glucose group was significantly lower than that in the control group，and its MTT
absorbance（0.67 ± 0.06）was significantly lower than that of the control group（1.23 ± 0.12）（t = 9.652，
P＜0.001）. After the inhibition of Nec⁃1，the proliferation activity of PDLSCs increased significantly，and
the MTT absorbance at day 7 of high⁃glucose + Nec⁃1 group（1.12±0.11）was significantly higher than that
of high ⁃ glucose group（0.67 ± 0.06）（t = 8.185，P＜0.001）. Compared with the control group，the
mineralized nodules formed by PDLSCs at day 14，the levels of ALP（3.42 ± 0.37）and the relative
expression of osteogenesis related genes COL1（1.86 ± 0.16），RUNX2（1.55 ± 0.23），OCN（1.08 ± 0.20）
at day 7 were significantly lower in high⁃glucose group（tALP = 13.149，tCOL1 = 14.257，tRUNX2 = 7.593，tOCN =
8.606，all P＜0.001）. After the inhibition of Nec⁃1，the osteogenic differentiation of PDLSCs increased，
and the mineralized nodules formed by PDLSCs at day 14，the levels of ALP（6.06±0.26）and the relative
expression of osteogenesis related genes COL1（3.64 ± 0.30），RUNX2（2.53 ± 0.26），OCN（2.14 ± 0.30）
at day 7 of high⁃glucose + Nec⁃1 group were significantly higher than those of high⁃glucose group（tALP =
13.033，tCOL1 = 11.636，tRUNX2 = 6.332，tOCN = 6.573，all P＜0.001）. Conclusions The proliferation and
osteogenic differentiation of PDLSCs were inhibited in the high ⁃ glucose environments in vitro. Nec ⁃ 1
significantly improved the proliferation and osteogenic differentiation of PDLSCs in the high ⁃ glucose
environments.

【Key words】 Necrostatin ⁃ 1； Periodontal ligament； Stem cells； Biological characteristic；
Osteogenic differentiation
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中部位的牙周膜，手术剪剪碎、清洗，加入1∶1的Ⅰ型

胶原酶（3 mg/mL）和Dispase（4 mg/mL），消化40 min，
含φ=10% FBS的α⁃MEM中止消化，1000 r/min离心

5 min（离心半径13.5 cm）后，接种于 6 孔板，α⁃MEM
培养基中培养，每3 d换液1次。

2. 细胞克隆培养、鉴定：取培养的第1代（P1代）

细胞，α⁃MEM（含φ=10% FBS）培养液调整细胞密度

为 10个/mL，分别接种于10 cm培养皿和96孔板中克

隆培养14 d，弃去培养液，PBS清洗2遍，培养皿加入

w=0.5%甲苯胺蓝染色液 10 mL染色，室温 20 min，
PBS清洗 2遍，照相。镜下观察 96孔板中的细胞长

满至孔底 80%时，胰酶消化，传代培养，取 P3 代

PDLSC用于实验。

将培养的PDLSC调整细胞密度为1×105个/mL，
φ=75%乙醇溶液固定，PBS清洗，滴入0.5 μg/100 μL
的 FITC标记鼠抗人 STRO⁃1抗体，4 ℃孵育 30 min，
流式细胞仪检测。

3. 实验分组方法：体外克隆培养的同批次

PDLSC，按照如下处理方法分为 3组。（1）对照组：

PDLSC在α⁃MEM（含葡萄糖 5 mmol/L）培养液中培

养；（2）高糖组：PDLSC在含有葡萄糖（25 mmol/L）培
养液中培养；（3）高糖+Nec⁃1组：PDLSC在含有葡萄

糖（25 mmol/L）+Nec⁃1（30 μmol/L）培养液中培养。

三、蛋白免疫印迹（Western blot）检测

将对数生长期的PDLSC以2×104个/孔细胞密度

均匀接种于 6孔板，培养 7 d后，加 50 μL RIPA裂解

液，刮取细胞蛋白，12 000 r/min离心10 min（离心半径

13.5 cm），取上清，置于-80 ℃冰箱冻存。蛋白 4 μL
上样，煮沸10 min，电泳分离待测蛋白、转膜，w=5%脱

脂奶粉封闭，加入抗体β⁃actin、RIP1和RIP3，4 ℃孵

育10 h，TBST 洗涤，二抗孵育1 h，进行化学发光、图像

分析，结果以目的蛋白与β⁃actin 的灰度比值表示。

四、细胞的增殖检测

将P3代PDLSC以 1 × 103个/孔细胞密度接种于

96孔板培养，每组设5个复孔，每2 d换液1次，于实

验第 1、3和 7天时间点，按照噻唑蓝（thiazolyl blue
tetrazolium bromide，MTT）试剂盒（北京索莱宝科技

有限公司）说明书方法进行检测，每孔滴入 20 μL
MTT，培养 4 h，弃去孔内液体，加入二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）150 μL，酶标仪于490 nm
波长检测吸光度（A）值。

五、细胞的茜素红染色

将PDLSC以每孔2×104个/孔细胞密度均匀接种

于12孔板培养24 h后，换成每组成骨诱导液（50 μg/mL
抗坏血酸+10 mol/L地塞米松+10 mmol/L β⁃甘油磷

酸钠）继续培养，每 2 d换液 1次，于实验第 14天，弃

去各孔原培养液，按照试剂说明进行茜素红染色。

六、细胞的碱性磷酸酶染色和检测

PDLSC以每孔1×103个细胞分别均匀接种于24
孔板和96孔板中，培养24 h后，矿化诱导液培养7 d，
弃去 24孔板中各孔的培养液，PBS洗涤 3次，w=4%
多聚甲醛溶液固定 30 min，PBS再次清洗，ALP染色

液 5 min；分别在实验第 1、3和 7天时间点，弃去 96
孔板每孔培养液，PBS洗涤，按照ALP试剂盒操作进

行活性检测，在酶联仪在波长520 nm处检测每个孔

的A值，取均值。

七、细胞成骨的相关基因实时荧光定量 PCR
检测

PDLSC以每孔2×104个细胞密度均匀接种于6孔
板中培养24 h后，矿化诱导培养7 d，每2 d换液1次，

提取细胞RNA，按照反转录试剂盒说明书将mRNA
反转录成 cDNA，参照实时荧光定量 PCR试剂盒说

明书，检测细胞成骨相关基因（COL1、RUNX2、OCN）

的表达。PCR引物序列见表1。
八、统计学处理方法

采用SPSS 26.0软件进行数据处理与统计分析，

计量资料数据用 x ± s表示。在MTT检测细胞增殖

及ALP定量检测实验中，A值采用重复测量资料的

表1 实时荧光定量PCR引物序列

目的基因

COL1

RUNX2

OCN

β⁃actin

引物序列

F：5′⁃GGGCGAGTGCTGTGCTTT⁃3′
R：5′⁃GACCCATTGGACCTGAACC⁃3′
F：5′⁃CACTGGCGCTGCAACAAGA⁃3′
R：5′⁃ACTTGGTTTTTCATAACAGCGGA⁃3′
F：5′⁃ATGAGGACCCTCTCTCTGCTC⁃3′
R：5′⁃CTAAACGGTGGTGCCATAGAT⁃3′
F：5′⁃GAGACCTTCAACACCCCAGCC⁃3′
R：5′⁃CATAGCACAGCTTCTCTTTAA⁃3′

产物长度（bp）
180

176

155

160

基因库登记号

NM_000089.4

NM_001015051.4

NM_199173.6

NM_001101.5
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方差分析，细胞增殖及ALP表达量与时间存在交互

作用，每个时间点进行单因素方差分析（One⁃Way
ANOVA），并采用LSD⁃t检验进行高糖组与对照组、

高糖组与高糖+Nec⁃1组之间的多重比较。成骨相

关基因检测实时荧光定量PCR实验中，数据采用单

因素方差分析和 LSD⁃t检验进行比较。以P＜0.05
为差异有统计学意义。

结 果

一、体外培养的牙周膜干细胞

原代接种PDLSC，培养1 d后贴壁，2 d后在组织

周围有细胞游离出来，14 d左右细胞汇合至80%，可

传代。在 96 孔板中，有限稀释法克隆化培养的

PDLSC，在接种后 4 h细胞贴壁，8 h伸展（图 1A），

14 d左右形成细胞克隆（图 1B ~ 1C）。纯化培养的

PDLSC，繁殖能力强，3 d左右可再次传代。倒置显

微镜下观察，克隆培养的 PDLSC胞体丰满，胞质均

匀，胞核呈椭圆形或圆形，细胞形状多数呈现长梭

形的纤维样细胞，少数有多角形或不规则形（图1D）。
流式细胞检测PDLSC STRO⁃1表达15.38%（图1E）。

二、高糖环境下牙周膜干细胞中RIP1、RIP3的

表达

高糖环境下培养PDLSC，Western blot检测结果

显示：高糖组与对照组相比，RIP1、RIP3的表达明显

增强，而Nec⁃1抑制后，RIP1、RIP3的表达明显减弱

（图2）。

三、程序性坏死特异性抑制剂-1对高糖环境下

牙周膜干细胞增殖的影响

细胞培养 7 d，MTT检测细胞增殖情况，可见各

组 490 nm波长 A值均逐渐升高，各组 PDLSC的增

殖活性随着培养时间的延长而持续增高（表 2）。

高糖组A值在实验第 1、3和 7天均显著低于对照组

（t1 d = 3.980，P1 d = 0.004；t3 d = 7.046，P3 d＜0.001；t7 d =
9.652，P7 d＜0.001），其PDLSC的增殖活力较对照组

明显降低。高糖+Nec⁃1组与高糖组相比，其A值在

培养第 1、3和 7天时均显著升高（t1 d = 2.866，P1 d =
0.021；t3 d = 5.298，P3 d = 0.001；t7 d = 8.185，P7 d＜0.001），

PDLSC的增殖活力明显增加。而高糖+Nec⁃1组与

对照组之间各时间点 A 值差异均无统计学意义

（t1 d = 1.551，P1 d = 0.159；t3 d = 1.637，P3 d = 0.140；t7 d =
1.547，P7 d = 0.161），二者 PDLSC的增殖活力无显著

变化（图 3）。

图 1 牙周膜干细胞（PDLSC）的特性 A：单个PDLSC（低倍放大）；B：PDLSC克隆（w=0.5%甲苯胺蓝染色 低倍放大）；C：肉眼观PDLSC克隆

（w=0.5%甲苯胺蓝染色）；D：第3代PDLSC（低倍放大）；E：流式细胞检测PDLSC中STRO⁃1的表达。

E

A B C

D

图2 高糖环境对牙周膜干细胞中RIP1和RIP3表达的影响
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图5 程序性坏死特异性抑制剂-1（Nec⁃1）对高糖环境下牙周膜干细胞（PDLSC）碱性磷酸酶（ALP）表达的影响 A：对照组矿化诱导7 d；B：高
糖组矿化诱导7 d；C：高糖+Nec⁃1组矿化诱导7 d。

A B C

四、程序性坏死特异性抑制剂-1对高糖环境下

牙周膜干细胞成骨能力的影响

茜素红染色结果显示，3组 PDLSC经矿化诱导

后均形成红染钙化结节，高糖组与对照组相比，

PDLSC矿化形成的红染钙化结节量少；而高糖+Nec⁃1
组与高糖组相比，PDLSC形成红染钙化结节量多

（图4）。
五、程序性坏死特异性抑制剂-1对高糖环境下

牙周膜干细胞碱性磷酸酶表达的影响

ALP染色结果显示，3组细胞矿化诱导 7 d后均

有不同程度的蓝色ALP染色，蓝染程度越深，ALP活

性越大。高糖组的ALP蓝色染色较对照组浅，ALP
活性弱（图5A~5B）；而经Nec⁃1抑制后，高糖+Nec⁃1
组的ALP蓝色染色较高糖组深，ALP活性强（图5C）。

ALP 定量检测，细胞矿化诱导培养 7 d，各组

PDLSC的ALP表达水平随矿化诱导培养时间延长而

逐渐升高，高糖组PDLSC的ALP表达含量在实验第

图4 程序性坏死特异性抑制剂-1（Nec⁃1）对高糖环境下牙周膜干细胞（PDLSC）矿化能力的影响 A：对照组；B：高糖组；C：高糖+Nec⁃1组。

A B C

表2 各组牙周膜干细胞（PDLSC）的增殖活力比较（MTT法检测490 nm波长吸光度A值）

注：单因素方差分析比较实验第1、3 和7天时，各组PDLSC增殖情况（490 nm波长吸光度A值），并用LSD⁃t检验进行组间多重比较。

组别

对照组

高糖组

高糖+Nec⁃1组
F值

P值

样本量

5
5
5

第1天
0.28±0.04
0.17±0.05
0.25±0.03

9.585
0.003

第3天
0.56±0.05
0.32±0.05
0.51±0.06
26.425
＜0.001

第7天
1.23±0.12
0.67±0.06
1.12±0.11
45.902
＜0.001

F值

192.229
116.245
184.496

P值

＜0.001
＜0.001
＜0.001

图 3 高糖环境下程序性坏死特异性抑制剂-1（Nec⁃1）对牙周膜干

细胞（PDLSC）增殖的影响 组间比较差异有统计学意义（aP＜0.05、
bP＜0.001）。
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1、3和7天均显著低于对照组（t1 d=8.646，P1 d＜0.001；
t3 d = 8.086，P3 d＜0.001；t7 d = 13.149，P7 d＜0.001）；经

Nec⁃1抑制后，高糖+Nec⁃1组与高糖组相比，其ALP表
达含量在培养第1、3和7天时均显著升高（t1 d=4.166，
P1 d = 0.003；t3 d = 5.798，P3 d＜0.001；t7 d = 13.033，P7 d＜

0.001）；而高糖+Nec⁃1组与对照组之间在实验第3和
7天时，ALP 表达含量差异均无统计学意义（t3 d =
1.274，P3 d=0.238；t7 d=1.050，P7 d=0.324；表3、图6）。

六、程序性坏死特异性抑制剂-1对高糖环境下

牙周膜干细胞成骨基因表达的影响

实时荧光定量 PCR检测细胞成骨培养 7 d后，

每组PDLSC的成骨基因COL1、RUNX2、OCN均有表

达，高糖组与对照组相比，PDLSC 形成的 COL1、

RUNX2、OCN相对表达量均显著降低（tCOL1=14.257，
PCOL1＜0.001；tRUNX2 = 7.593，PRUNX2＜0.001；tOCN = 8.606，
POCN＜0.001）；高糖+Nec⁃1组与高糖组相比，PDLSC
形成的COL1、RUNX2、OCN相对表达量均显著增加

（tCOL1=11.636，PCOL1＜0.001；tRUNX2=6.332，PRUNX2＜0.001；
tOCN=6.573，POCN＜0.001）；而高糖+Nec⁃1组与对照组

之间，成骨相关基因 COL1、RUNX2、OCN的相对表

达量，差异均无统计学意义（tCOL1=0.791，PCOL1=0.452；
tRUNX2 = 1.268，PRUNX2 = 0.240；tOCN = 0.943，POCN = 0.373；
表4、图7）。

讨 论

牙周病的最终治疗目标是实现牙周组织的再

生，恢复牙周组织的生理结构与功能［5］。位于牙周

组织中的PDLSC可分化为牙周膜细胞、成骨细胞和

成牙骨质细胞，决定着牙周再生的成功与否［6⁃8］。本

实验通过单克隆方法培养的PDLSC表达了 STRO⁃1
15.38%，文献已证明 STRO⁃1为早期间充质干细胞

的标记物［9］，提示培养的PDLSC为间充质干细胞，然

而，PDLSC的增殖和分化等功能受到其所处微环境

的影响［10⁃11］。

糖尿病患者的高浓度血糖抑制了组织器官细

胞的增殖与分化，包括PDLSC和成骨细胞。文献已

表3 各组牙周膜干细胞（PDLSC）的碱性磷酸酶表达含量比较（520 nm波长吸光度A值）

注：单因素方差分析比较实验第1、3 和7天时，各组PDLSC的ALP表达含量（吸光度A值），并用LSD⁃t检验进行组间多重比较。

组别

对照组

高糖组

高糖+Nec⁃1组
F值

P值

样本量

5
5
5

第1天
1.71±0.14
0.87±0.17
1.31±0.17
35.019
＜0.001

第3天
3.28±0.33
1.80±0.24
2.99±0.39
28.970
＜0.001

第7天
6.25±0.31
3.42±0.37
6.06±0.26
125.009
＜0.001

F值

358.298
112.192
350.625

P值

＜0.001
＜0.001
＜0.001

表4 各组牙周膜干细胞（PDLSC）的成骨相关基因

表达含量比较

注：单因素方差分析比较各组 PDLSC的成骨相关基因（COL1、

RUNX2、OCN）相对表达量，并用LSD⁃t检验进行组间多重比较。

组别

对照组

高糖组

高糖+Nec⁃1组
F值

P值

样本量

5
5
5

COL1

3.78±0.26
1.86±0.16
3.64±0.30
93.976
＜0.001

RUNX2

2.74±0.26
1.55±0.23
2.53±0.26
31.962
＜0.001

OCN

2.30±0.24
1.08±0.20
2.14±0.30
34.932
＜0.001

成骨相关基因

图 6 程序性坏死特异性抑制剂-1（Nec⁃1）对高糖环境下牙周膜干

细胞（PDLSC）碱性磷酸酶（ALP）表达的影响定量检测 组间比较差

异有统计学意义（aP＜0.01）。
图7 实时荧光定量PCR检测牙周膜干细胞（PDLSC）成骨相关基因

的表达 COL1为Ⅰ型胶原；RUNX2为RUNX家族转录因子 2；OCN
为骨钙素；组间比较差异有统计学意义（aP＜0.001）。
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证实，高糖环境中PDLSC的增殖能力和成骨分化能

力降低，形成牙骨质/牙周膜样复合体能力也降低，

炎性因子增加［12⁃13］。如何提高高糖环境中PDLSC的

增殖与分化能力是糖尿病牙周组织再生中亟待解

决的问题。

有研究发现，程序性坏死信号在糖尿病发展中

也起着至关重要的作用［14］。高糖环境下，T细胞、单

核细胞、心脏心肌细胞等多种细胞均发生了程序性

坏死，增加了组织炎症反应［15⁃16］。本研究发现，高糖

环境下培养的 PDLSC，其RIP1、RIP3表达明显较对

照组增强（程序性坏死的生物学标志物），抑制剂

Nec⁃1抑制后，RIP1、RIP3表达明显减弱，表明了高

糖环境下，PDLSC存在程序性坏死，Nec⁃1抑制了高

糖环境下的程序性坏死。

Nec⁃1对脑外伤、脑缺血、视网膜脱落、心梗起

着保护性作用，Nec⁃1通过抑制RIP⁃1激酶的活性阻

断细胞发生程序性坏死。本研究发现高糖环境下，

PDLSC的细胞增殖活力较对照组下降，而Nec⁃1抑

制后PDLSC的细胞增殖活力增强，说明Nec⁃1在高

糖环境下对 PDLSC增殖有保护作用。由此推测，

Nec⁃1可能通过抑制 PDLSC的程序性坏死的发生，

从而逆转高糖环境对PDLSC的细胞增殖的影响。

研究发现，Nec⁃1促进了糖皮质激素诱导的骨

质疏松症大鼠的新骨形成，骨密度增加［17］。本课题

组前期的实验也得知在炎性状态下，Nec ⁃ 1 对

PDLSC成骨的生物学特性具有一定的保护作用，并

有效抑制了PDLSC的死亡促进了牙周组织再生［18］，

说明Nec⁃1在某些特定环境下可以保护骨再生。本

实验中，高糖环境下，PDLSC经成骨矿化诱导后形

成的钙化结节减少，Nec⁃1抑制后形成的钙化结节

增多；3组细胞矿化后，均有不同程度的ALP蓝色染

色，高糖环境下，PDLSC成骨诱导后形成的ALP蓝

色染色浅，Nec⁃1抑制后形成 ALP蓝色染色较深，

ALP蓝色染色程度，代表了不同程度的ALP活性，颜

色越深ALP活性越大，说明Nec⁃1抑制后 PDLSC成

骨诱导后形成ALP多。此外，ALP和PCR的定量检

测也发现高糖环境下，PDLSC经矿化 7 d后形成的

ALP水平及成骨相关基因COL1、RUNX2、OCN的相

对表达量明显比对照组减少，而高糖+Nec⁃1组ALP
和 COL1、RUNX2、OCN的表达量比高糖组明显增

多。ALP、COL1、RUNX2、OCN等成骨矿化相关蛋

白，在成骨、成牙的细胞基质中有广泛且明确的表

达，在成骨和成牙的过程中起着重要作用［19⁃20］，进一

步证明了Nec⁃1保护了高糖环境PDLSC的成骨。

本研究证实了高糖环境下，程序性坏死信号参

与了高糖微环境下的PDLSC的生物学特性，其抑制

剂Nec⁃1保护了高糖环境下PDLSC的增殖活性和成

骨分化，丰富了程序性坏死信号与糖尿病相关的研

究内容，具有重要的理论与临床意义。
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