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【摘要】 目的 探讨N6⁃甲基腺嘌呤（m6A）修饰与甲基转移酶样 3（METTL3）在牙周膜干细胞

（PDLSC）成骨分化和成脂分化中的作用。方法 使用流式细胞术、细胞集落形成实验分别鉴定

PDLSC的表面标志物和增殖能力。通过茜素红染色和油红O染色分别检测PDLSC的成骨和成脂分

化潜能。在人牙周膜干细胞（hPDLSC）和炎症来源牙周膜干细胞（pPDLSC）中分别构建METTL3过
表达和敲低模型，成骨诱导一定时间，通过实时定量反转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）、蛋白免疫印迹

（Western blot）、茜素红染色和油红O染色分别在mRNA水平、蛋白水平和宏观水平检测成骨和成脂

的变化。两样本比较使用独立样本 t检验，多组样本比较使用单因素方差分析。结果 （1）流式细

胞术结果显示，hPDLSC和 pPDLSC均阳性表达 CD29（100.0%，98.0%）、CD105（100.0%，99.5%）和

CD146（31.5%，17.8%），阴性表达CD34（1.3%，0.4%）和CD45（1.4%，0.4%）。（2）细胞集落形成实验

结果显示，hPDLSC和 pPDLSC的集落形成数量分别为 55 ± 5和 72 ± 8，hPDLSC的细胞增殖能力较

pPDLSC低（t = 3.16，P = 0.034）。（3）茜素红染色和油红O染色说明，两种细胞均具有成骨和成脂分

化能力，hPDLSC具有更强的成骨分化能力（t = 27.77，P＜0.001），而 pPDLSC具有更强的成脂分化能

力（t=5.02，P=0.007）。（4）成骨诱导培养7 d后的慢病毒转染模型中，METTL3过表达组比过表达对

照组的成骨关键基因Runx2的mRNA表达水平高，在hPDLSC和pPDLSC中的METTL3过表达组的表

达量是 3.63 ± 1.15和 1.61 ± 0.38，分别是其过表达对照组的 3.39倍（t = 3.777，P = 0.020）和 1.71倍（t =
2.948，P = 0.042）；而在METTL3敲低组较敲低对照组低，在 hPDLSC和 pPDLSC中的METTL3敲低组

的表达量是 0.16 ± 0.03和 0.26 ± 0.07，分别是其敲低对照组的 0.15倍（t = 9.669，P＜0.001）和 0.26倍

（t = 8.767，P＜0.001）。同样地，Runx2的蛋白表达水平也发生相同改变。将转染后的细胞进行 21 d
的成骨诱导培养后进行茜素红染色，结果显示METTL3过表达组较过表达对照组染色深且钙化结节

较大，定量分析结果显示在 hPDLSC和 pPDLSC中的METTL3过表达组是 28.47%±3.82%和 8.55%±
0.43%，分别是其过表达对照组的 1.78倍（t = 5.012，P = 0.007）和 1.76倍（t = 7.293，P = 0.002），而在

METTL3敲低组较敲低对照组染色浅且钙化结节较小，定量分析结果显示在hPDLSC和pPDLSC中的

METTL3敲低组是 6.36% ± 2.00%和 3.78% ± 0.56%，分别是其敲低对照组的 0.35倍（t = 4.444，P =
0.011）和 0.43倍（t = 5.337，P = 0.006）；将转染后的细胞进行 21 d的成脂诱导培养，再进行油红O染

色，结果显示脂滴的大小及数量在METTL3过表达组较过表达对照组少，定量分析结果显示在

hPDLSC和 pPDLSC中的METTL3过表达组是 0.89%±0.11%和 1.10%±1.15%，分别是其过表达对照

组的0.24倍（t=5.454，P=0.006）和0.49倍（t=2.935，P=0.043），而在METTL3敲低组则比敲低对照组

的脂滴更大且多，定量分析结果显示在 hPDLSC和 pPDLSC中的METTL3敲低组是 3.60%±1.08%和

5.34%± 1.31%，分别是其敲低对照组的 1.94倍（t = 2.794，P = 0.049）和 2.93倍（t = 4.131，P = 0.015）。

结论 pPDLSC的METTL3表达水平低于hPDLSC；METTL3的过表达可促进hPDLSC和pPDLSC的成

骨分化，并抑制两者的成脂分化。
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【Abstract】 Objective To investigate the role of methyltransferase⁃like 3（METTL3）in osteogenic
and adipogenic differentiation of periodontal mesenchymal stem cells （PDLSCs）. Methods Flow
cytometry and colony formation assay were used to identify the surface markers and proliferation ability of
PDLSCs. The osteogenic and adipogenic differentiation potential of PDLSCs was detected by alizarin red
staining and oil red O staining，respectively. Human periodontal mesenchymal stem cells（hPDLSCs）and
periodontal mesenchymal stem cells in patients with periodontitis（pPDLSCs）were used to construct
METTL3 overexpression and knockdown models， respectively. The changes of osteogenesis and
adipogenesis were detected by RT⁃PCR，Western blot，alizarin red staining and oil red O staining at mRNA
level，protein level and macroscopic level，respectively. Two samples were compared using independent
sample t test，and multiple groups were compared using One ⁃Way ANOVA. Results Flow cytometry
showed that hPDLSCs and pPDLSCs were positive for CD29（100.0%，98.0%），CD105（100.0%，99.5%）

and CD146（31.5%，17.8%），and negative for CD34（1.3%，0.4%）and CD45（1.4%，0.4%）. The results
of colony formation experiment showed that the number of colonies formed of hPDLSCs and pPDLSCs was
55 ± 5 and 72 ± 8，respectively，and the cell proliferation ability of hPDLSCs was lower than that of
pPDLSCs（t = 3.16，P = 0.034）. Alizarin red staining and oil red O staining showed that both cells had
osteogenic and adipogenic differentiation ability. hPDLSCs had stronger osteogenic differentiation ability
（t = 27.77，P＜0.001），while pPDLSCs had stronger adipogenic differentiation ability（t = 5.02，P = 0.007）.
In the lentivirus transfection model，after 7 days of osteogenic induction culture，the mRNA expression
level of Runx2 in the METTL3 overexpression group was higher than that in the overexpression control
group. The expression level of Runx2 in the METTL3 overexpression group was 3.63 ± 1.15 and 1.61 ± 0.38
for hPDLSCs and pPDLSCs，respectively，which was 3.39 times（t= 3.777，P= 0.020）and 1.71 times（t=
2.948，P = 0.042）of the control group. The expression level of Runx2 in the METTL3 knockdown group
was 0.16±0.03 and 0.26±0.07 for hPDLSCs and pPDLSCs，respectively，which was 0.15 times（t=9.669，
P＜0.001）and 0.26 times（t = 8.767，P＜0.001）of the control group. Runx2 protein expression level
changed in the same way. After 21 days of osteogenic induction culture，the transfected cells were stained
with alizarin red. The results showed that the METTL3 overexpression group had deeper staining and larger
calcified nodules than the overexpression control group. The quantitative analysis results showed that the
values of METTL3 overexpression group in hPDLSCs and pPDLSCs were 28.47% ± 3.82% and 8.55% ±
0.43%，which were 1.78 times（t=5.012，P=0.007）and 1.76 times（t=7.293，P=0.002）of the METTL3
overexpression control group. The staining was lighter and the calcified nodules were smaller in the
knockdown group. The results of quantitative analysis showed that Runx2 protein expression level in the
METTL3 knockdown group was 6.36% ± 2.00% and 3.78% ± 0.56% for hPDLSCs and pPDLSCs，
respectively，which was 0.35 times（t = 4.444，P = 0.011）and 0.43 times（t = 5.337，P = 0.006）of the
knockdown control group. The transfected cells were cultured for lipid induction for 21 days，and then
stained with oil red O. The results showed that the size and number of lipid droplets in the METTL3
overexpression group were less than that in the overexpression control group. The quantitative analysis
results showed that the values of lipid droplets in the METTL3 overexpression group in hPDLSCs and
pPDLSCs were 0.89%± 0.11% and 1.10%± 1.15%，which were 0.24 times（t = 5.454，P = 0.006）and 0.49
times（t= 2.935，P = 0.043）of the control. The lipid droplets in the METTL3 knockdown group were larger
and more than those in the knockdown control group. The quantitative analysis results showed that the
values of lipid droplets in the METTL3 knockdown group in hPDLSCs and pPDLSCs were 3.60% ± 1.08%
and 5.34% ± 1.31%，which were 1.94 times（t = 2.794，P = 0.049）and 2.93 times（t=4.131，P=0.015）of
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随着牙周再生医学在口腔医学领域掀起的热

浪，口腔组织再生的关键细胞——牙周膜干细胞

（periodontal mesenchymal stem cell，PDLSC）也随之进

入学者们的眼帘［1⁃2］。与间充质干细胞（mesenchymal
stem cell，MSC）相似，PDLSC也表现出自我更新和多

向分化的潜能［2］。牙周炎作为引起牙齿丧失的一大

顽固疾病，与多种系统性疾病也密切相关。在牙周

炎微环境中，PDLSC也发挥着一定的作用。已有大

量研究证明，牙周炎微环境会降低PDLSC的成骨分

化能力，导致牙槽骨进一步丢失［3］。同时，PDLSC在

牙周炎微环境中所发挥的作用多介于细胞信号通

路，包括 Wnt 信号通路、核转录因子κB（nuclear
transcription factor⁃kappa B，NF⁃κB）信号通路和丝裂

原活化蛋白激酶（mitogen⁃activated protein kinase，
MAPK）信号［4⁃6］。由于 PDLSC的干细胞特性，仍有

必要探讨以 PDLSC为中心的牙周炎成骨分化的具

体调控机制。

得益于高通量测序技术的发展，表观遗传学的

神秘面纱也将被层层揭开，N6 ⁃甲基腺嘌呤（N6 ⁃
methyladenosine，m6A）修饰作为表观修饰领域的明

星分子，已被证明在多种正常生理过程和疾病发展

过程中发挥重要作用［7⁃8］。m6A甲基化修饰存在三类

相关蛋白，包括甲基化转移酶、去甲基化酶和甲基

化阅读蛋白。甲基转移酶样 3（methyltransferase ⁃
like 3，METTL3）和METTL14作为甲基化转移酶，可

以形成m6A甲基化修饰；脂肪和肥胖相关蛋白（fat
mass and obesity⁃associated protein，FTO）和烷基化修

复蛋白B同源物5（alkB homolog 5，ALKBH5）作为去

甲基化酶，可以擦除m6A甲基化修饰。YTH结构域

家族蛋白 1/2/3（YTH domain family，YTHDF1/2/3）和

胰岛素样生长因子 2 mRNA结合蛋白 1/2/3（insulin⁃
like growth factor 2 mRNA⁃binding proteins，IGF2BP1/
2/3）作为甲基化阅读蛋白可以识别m6A甲基化修

饰。近期，已有一些学者发现干细胞中的m6A甲基

化修饰能够发挥一定的调控作用。METTL3/

IGF2BP3介导 pre⁃miR⁃34A的m6A甲基化修饰可以

促进MSC分泌miR⁃34a⁃5p，从而改善肠黏膜屏障功

能［9］。急性髓细胞性白血病（acute myeloid leukemia，
AML）患者的MSC中METTL3表达下降，从而使得蛋

白激酶B（又称AKT serine/threonine kinase⁃1，AKT⁃1）
的 mRNA 上的 m6A修饰水平下降，导致 AKT 蛋白

表达增加，最终使得脂肪形成增多产生AML化疗耐

药［10］。此外，癌症干细胞的产生和维持需要m6A甲

基化修饰的参与，癌症的发生和发展也是如此［11］。

一项研究表明，脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）处

理后，PDLSC中m6A甲基化修饰被激活［12］。另一项

研究表明，LPS抑制人牙周成纤维细胞成骨分化的

过程可能受到DNA高甲基化的影响［13］。基于以上

研究，本课题组推测 pPDLSC成骨能力减弱与m6A
甲基化修饰有关。

材料与方法

一、材料与试剂

α ⁃培养基（α ⁃MEM）、胎牛血清（fetal bovine
serum，FBS）、0.25%胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液（PBS）
（GIBICO，美国）；双抗（Hyclone，美国）；Ⅰ型胶原酶

（Sigma，美国）；抗CD29、CD34、CD45、CD105、CD146
流式抗体（Bioscience，美国）；rabbit anti⁃Runx2抗体

（ab236639，Abcam，美国）；rabbit anti⁃METTL3抗体

（E3F2A，CST，美国）；rabbit anti⁃GAPDH抗体（10494⁃
1 ⁃AP）、goat anti ⁃Rabbit IgG（H+L）（Proteintech，美
国）；Western blot及 IP细胞裂解液、蛋白酶抑制剂、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒、结晶紫、BCIP/NBT碱性

磷酸酯酶显色试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司）；PVDF膜（Thermo，美国）；蛋白⁃marker、快速封

闭液、ECL化学发光试剂盒抗体稀释液［米鼠（西安）

生物科技有限公司］；12.5% SDSPAGE胶（上海雅酶

生物医药科技有限公司）；茜素红、油红O、OriCell人
骨髓间质干细胞成骨诱导分化试剂盒、OriCell人骨

髓间质干细胞成脂诱导分化试剂盒（Cyagen，美国）；

the control group，respectively. Conclusions The METTL3 expression level in pPDLSCs was lower than
that in hPDLSCs. Overexpression of METTL3 can promote the osteogenic differentiation of hPDLSCs and
pPDLSCs，and inhibit the adipogenic differentiation.

【Key words】 Methyltransferase ⁃ like 3（METTL3）； N6 ⁃ methyladenosine（m6A）； Periodontal
mesenchymal stem cells（PDLSCs）； Osteogenic differentiation
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5 × Tris⁃甘氨酸电泳缓冲液（电泳液）和 10 ×电泳转

移缓冲液（转膜液）（上海尚宝生物科技有限公司）；

甲醇（天津市富宇精细化工有限公司），4%多聚甲醛

溶液（biosharp，北京兰杰柯科技有限公司）；AG
RNAex Pro RNA提取试剂、Evo M⁃MLV反转录预混型

试剂盒、SYBR® Green Pro Taq HS预混型 qPCR试剂

盒（湖南艾科瑞生物工程有限公司）。

二、实验方法

1. 样本获取：分别从8例患者（31 ~ 40岁）获得牙

齿，并培养人牙周膜干细胞（human periodontal
mesenchymal stem cell，hPDLSC）和炎症来源牙周膜

干细胞（periodontal mesenchymal stem cell in patients
with periodontitis，pPDLSC）［14］。hPDLSC来源于正畸

原因需要拔除的前磨牙或第三磨牙，纳入标准：

（1）患者无系统病史和手术史；（2）该牙的牙槽骨无

吸收；（3）该牙的牙周袋深度小于或等于3 mm。排除

标准：（1）患者有系统病史及手术史；（2）该牙的牙槽骨

存在吸收或炎症；（3）该牙的牙周袋深度大于3 mm。

pPDLSC则来源于被诊断为牙周炎而被拔除的患牙，

纳入标准：（1）患者无系统病史和手术史；（2）患牙

的牙槽骨有 2/3及以上程度的吸收；（3）患牙的牙周

袋深度至少存在1个位点大于或等于5 mm。排除标

准：（1）患者有系统病史及手术史；（2）患牙的牙槽骨吸

收程度小于2/3；（3）患牙的牙周袋深度均小于5 mm。

所得牙齿放于盛有α⁃MEM的离心管中，并通过冰盒

运输至实验室，在拔出后 2 h 内进行细胞分离工

作。所有样本均来自空军军医大学第三附属医院

颌面外科，并获得受试者的知情同意。

2. 分离和培养细胞：使用加有双抗的无菌PBS
反复冲洗所收集牙齿的牙根，直至肉眼不可见明显

血污存在。用无菌手术刀片将牙齿颈部牙结石刮

掉，再次使用PBS冲洗若干次。使用无菌手术刀片

将牙根中1/3的牙周膜组织刮下，用眼科剪将组织块

剪成体积为 1 mm3的碎屑，置于 PBS内并收集于离

心管中离心（1 000 r/min，5 min，离心半径 9.5 cm）。

弃去上清液，用Ⅰ型胶原酶浸泡组织块并置于37 ℃
的φ= 5% CO2的孵箱中消化 30 min。结束后加入等

体积基础培养基（含φ=1%双抗和φ=10% FBS的α⁃
MEM）重悬，离心，弃上清。加入 5 mL基础培养基，

重悬沉淀后接种于六孔板内，在孵箱中培养，每3天
换 1次基础培养基，直到细胞爬出［14］。期间使用倒

置显微镜观察细胞增殖情况，当细胞增殖至 80%汇

合度，使用胰蛋白酶进行细胞传代操作。所有实验

均使用第三代（P3）和P4细胞。

3. 流式细胞术：流式细胞术是一种可对单细胞

进行多参数分析的方法［15］，在此用于鉴定 hPDLSC
和pPDLSC的细胞表面标志物。分别对两种细胞孵

育相应抗体，如抗CD29、抗CD34、抗CD45、抗CD105
和抗CD146抗体［16］。向细胞培养瓶内加入 5 mL胰

蛋白酶，放入孵箱 5 min，倒置显微镜可见细胞呈亮

点状漂浮在液体中时，再加入等体积基础培养基中

和，并停止反应。将液体收集于离心管，离心后弃

上清。加入无菌 PBS重悬，离心弃上清，重复洗涤

3次。将两种细胞以 106的数量各自分装在 6个EP
（eppendorf）管内，分别用100 μL的PBS重悬每个EP
管内的细胞，并根据抗体使用说明书，分别在各管

内加入体积为 5 μL上述 5种抗体，剩余 1管作为空

白对照组。将所有EP管放置在 4 ℃环境孵育 1 h，
结束后离心弃上清，再加入500 μL的无菌PBS洗涤

3次，最后向各管加入400 μL的PBS重悬，待测。使

用流式细胞仪（Beckman Coulter，美国）进行细胞表

面标志物的检测及分析。

4.细胞集落形成实验：将P3的hPDLSC和pPDLSC
消化，细胞计数板计数后，分别向直径10 cm的大皿

接种细胞 500个，并加入 10 mL基础培养基，震荡使

细胞均匀接种于皿内，放入孵箱培养，每3天更换基

础培养基，并在倒置显微镜下观察细胞增殖情况。

培养约2周，在倒置显微镜下可见细胞形成集落时，

吸出培养液，加入 PBS洗涤 3次，各皿加入 6 mL的

4%多聚甲醛，常温固定 1 h，倒掉固定液，加入 PBS
洗涤 3次，再加入 6 mL的 3%结晶紫溶液，常温染色

10 min后，倒掉染液，使用PBS洗涤若干次直至多余

染液褪去，最后进行细胞集落计数分析，并分别使

用相机和倒置显微镜拍照记录。

5. 成骨分化能力鉴定：（1）成骨诱导培养：将P3
的hPDLSC和pPDLSC均以105/孔的密度接种于十二

孔板内，各孔加入 1.5 mL基础培养基，放入孵箱培

养，2 d后在倒置显微镜下观察，细胞已增殖至60% ~
80%融合度。在避光条件下，吸弃基础培养基，各孔

加入1.5 mL成骨诱导液，放置孵箱避光培养，每3天
更换 1次成骨诱导液，期间使用倒置显微镜观察细

胞变化及矿化结节生成。（2）碱性磷酸酶（alkaline
phosphatase，ALP）染色：ALP是一种水解酶，可用于

成骨能力的检测。在成骨诱导培养 7 d后，去除成

骨诱导液并使用PBS洗涤3次，然后使用4%多聚甲

醛溶液固定细胞 1 h，倒掉固定液并使用 PBS洗涤

18



中华口腔医学研究杂志（电子版）2023年 2月第 17卷第 1期 Chin J Stomatol Res（Electronic Edition），February 2023，Vol.17，No.1

3次，各孔加入配置好的ALP染色工作液2 mL（根据

商品说明书，ALP显色缓冲液∶BCIP溶液∶NBT溶液=
10 mL∶33 μL∶66 μL），室温避光孵育 30 min。结束

后去除染液，PBS洗涤 3次即可终止染色反应，待晾

干后使用相机和倒置显微镜拍照记录。（3）茜素红

染色：茜素红是茜素磺酸钠盐，能与钙盐螯合形成

橙红色复合物，可用于成骨诱导培养后钙化结节的

检测。在成骨诱导21 d后，可在倒置显微镜下观察到

细胞间存在黑色菱形的固体，去除成骨诱导液并使

用PBS轻柔洗涤3次，然后使用4%多聚甲醛溶液固

定细胞1 h，倒掉固定液并使用PBS轻柔洗涤3次，各

孔加入茜素红染液2 mL，室温染色5 min，吸除染液并

使用PBS轻柔洗涤若干次，直至去净多余染液，使用

相机和倒置显微镜拍照记录。

6. 成脂分化能力鉴定：（1）成脂诱导培养：将P3
的hPDLSC和pPDLSC均以105/孔的密度接种于十二

孔板内，各孔加入 1.5 mL基础培养基，放入孵箱培

养，3 d后在倒置显微镜下观察，细胞已增殖至90% ~
100%融合度。在避光条件下，吸弃基础培养基，各

孔加入1.5 mL成脂诱导A液（根据商品说明书配置），

放置孵箱避光培养，3 d后吸弃A液并加入1.5 mL成

脂诱导B液，1 d后吸弃B液更换为A液，A液和B液

交替使用，共诱导21 d，期间使用倒置显微镜观察细

胞变化及脂滴生成。（2）油红O染色：油红O可与

脂肪结合使之显色，可用于成脂诱导生成的脂滴检

测。在成脂诱导 21 d后，可在倒置显微镜下观察到

细胞内形成脂滴，去除成脂诱导液并使用PBS轻柔

洗涤3次，然后使用4%多聚甲醛溶液固定细胞1 h，
倒掉固定液并使用PBS轻柔洗涤3次，各孔加入2 mL
油红O染色工作液（根据商品说明书，油红O储存液∶

蒸馏水= 3∶2），室温染色 30 min，吸除染液并使用

PBS轻柔洗涤若干次，直至去净多余染液，使用倒置

相差显微镜拍照记录。

7. 实时定量反转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）：

（1）细胞总RNA提取：全程在冰盒上操作，吸弃六孔

板内的基础培养基，PBS洗涤 3次，待晾干后，各孔

加入 1 mL RNAex Pro RNA提取试剂，无RNA酶枪

头充分吹打使之完全与细胞接触，并将裂解液转移

至无RNA酶EP管中静止 5 min。每管加入 200 μL
氯仿，剧烈震荡使之混匀，室温静置 5 min后可见分

层现象，离心（4 ℃，12 000 r/min，15 min，离心半径

8.4 cm）。取上清液至新的无RNA酶EP管中，加入

等体积异丙醇，上下颠倒混匀，室温静置 10 min，离

心（4 ℃，12 000 r/min，10 min，离心半径8.4 cm），弃上

清，加入 200 μL φ= 75%乙醇/DEPC水溶液，洗涤沉

淀，离心（4 ℃，12 000 r/min，5 min，离心半径8.4 cm），
用无RNA酶枪头吸弃上清，开盖放置 5 min使之干

燥，加入 20 μL DEPC水，放入 56 ℃水浴 5 min促沉

淀溶解。（2）RNA定量及反转录：取 2 μL提取的

mRNA混合液，紫外分光光度仪检测吸光度，并计算

RNA 浓度。构建 10 μL 反转录体系（包含 500 ng
mRNA、2 μL反转录酶和DEPC水补足体积）进行反

转录（程序：37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s，4 ℃），获得 cDNA
后直接用于实时定量RT⁃PCR或-20 ℃保存。（3）实

时定量 RT⁃PCR：配置 10 μL RT⁃PCR 的反应体系

（5 μL SYBR®预混液，0.2 μL上游引物，0.2 μL下游

引物，1 μL cDNA，2.6 μL DEPC水），加入八连管。

使用CFX96实时定量PCR仪（Bio⁃Rad，美国），检测

程序设定为：95 ℃变性3 min，重复40次15 s 95 ℃和

30 s 62 ℃，程序结束后进行定量分析（引物序列见

表1，均由艾科瑞生物公司设计并合成）。

8. 蛋白免疫印迹（Western blot）：（1）蛋白样品

提取：全程在冰盒上操作，吸弃六孔板内的基础培

养基，PBS 洗涤 3 次，待晾干后，各孔加入 90 μL
Western blot及 IP细胞裂解液（已添加蛋白酶抑制

剂），冰上裂解 15 min后，使用干净的细胞刮收集细

胞至EP管内。使用超声裂解EP管内蛋白15 s（3 s ×
5次），结束后离心（4 ℃，12 000 r/min，15 min，离心

半径 8.4 cm），取上清进行蛋白浓度检测，配置BCA
试剂工作液（A液∶B液=50∶1）。稀释标准品蛋白质

量浓度为：0、0.25、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/mL
加入 96孔板作为对照，各蛋白样本稀释 10倍后加

到孔内，并添加200 μL/孔BCA试剂工作液，37 ℃孵

育30 min。酶标仪检测吸光度，绘制标准曲线，并计

算各蛋白样本的浓度。制备蛋白样本（质量浓度为

3 μg/2 μL），100 ℃加热15 min使蛋白变性，-20 ℃保

存。（2）Western blot：配置 12.5%的 SDS⁃PAGE胶，

并固定于电泳槽的夹板中。加入电泳缓冲液，在上样

表1 实时定量RT⁃PCR引物序列

基因

Runx2

β⁃actin

METTL3

引物序列

正向：5′⁃CCCGTGGCCTTCAAGGT⁃3′
反向：5′⁃CGTTACCCGCCATGACAGTA⁃3′
正向：5′⁃TGGCACCCAGCACAATGAA⁃3′
反向：5′⁃CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA⁃3′
正向：5′⁃TGGGGGTATGAACGGGTAGA⁃3′
反向：5′⁃CCTTTGACACCAACCAAGCAG⁃3′
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孔内加入 20 μL 的蛋白样本（总蛋白量一致）及

marker，调至恒压80 V电泳30 min，再调至恒压120 V
电泳1 h，待目标蛋白条带完全分离，终止电泳。用甲

醇预激活PVDF膜 5 min，取出电泳胶并将多余空白

部分裁剪，按顺序将电泳胶、PVDF膜和滤纸等放入

转膜夹中（三明治法），加入转膜液使之浸没转膜

夹，以恒流200 mA冰浴转膜1.5 h。转膜结束后取出

PVDF膜并做好标记，使用快速封闭液封闭 15 min。
配置一抗浓度 anti⁃METTL3（1∶1 000）、anti⁃Runx2
（1∶1 000）、anti ⁃GAPDH（1∶2 000），4 ℃过夜孵育

PVDF膜。一抗孵育后的PVDF膜以TBST摇床洗涤

10 min，重复3次。二抗goat anti⁃Rabbit IgG（H+L）以
1∶10 000浓度配置，室温二抗孵育PVDF膜2 h，TBST
摇床洗涤5 min，重复3次；配置ECL化学发光液（根据

商品说明书，试剂A液∶B液=1∶1），使PVDF膜表面

浸润发光液，置于显影仪（Bio⁃Rad，美国）中显影并

拍照，并使用软件 ImageJ进一步进行条带定量分析。

9. METTL3 慢病毒转染：将 P3 的 hPDLSC 和

pPDLSC以105/孔的密度接种于十二孔板中，1 d后可

见细胞增殖至60%融合度，吸弃原液，进行慢病毒转

染。根据预实验确定慢病毒感染复数（multiplicity
of infection，MOI）为 30，计算所需的过表达载体、

过表达对照、敲低载体和敲低对照的体积分别是

30、3、3和 5 μL；同时向各孔加入 1 μL的 Polybrene
以促进转染，混匀后放入孵箱培养，24 h后吸弃含病

毒的培养基，更换基础培养基或者成骨诱导液，进

行后续实验。

三、统计学处理方法

各实验使用不同个体来源细胞独立重复 3次，

实验数据由 x ± s来呈现。应用 SPSS 19.0软件统计

分析数据，所有数据首先进行正态分布检验和方差

齐性检验，两组样本之间的对比进行独立样本 t检

验，多组样本之间的对比进行单因素方差分析，P＜

0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、牙周膜干细胞的生物学特性

通过流式细胞术实验分析发现，hPDLSC 和

pPDLSC的表面均阳性表达CD29（100.0%，98.0%）、

CD105（100.0%，99.5%）和 CD146（31.5%，17.8%），

阴性表达 CD34（1.3%，0.4%）和 CD45（1.4%，0.4%）

（图1）。通过分析细胞集落形成实验得到hPDLSC和

pPDLSC的集落形成的数量分别为 55 ± 5和 72 ± 8

（P = 0.034），说明 pPDLSC的增殖能力比 hPDLSC强

（图2）。茜素红染色中hPDLSC的颜色较深，定量分

析结果显示 hPDLSC矿化结节面积占比为 6.37% ±
0.27%，为pPDLSC的6.74倍（t=27.77，P＜0.001），说
明 hPDLSC的成骨分化能力比 pPDLSC强（图 3）；油

红O染色中 pPDLSC的脂滴较大且多，定量分析结

果显示 pPDLSC脂滴面积占比为 7.45%± 2.03%，为

hPDLSC的 4.86倍（t = 5.02，P = 0.007），说明 pPDLSC
的成脂分化能力比hPDLSC强（图4）。

图 1 流式细胞术鉴定人牙周膜干细胞（hPDLSC）和炎症来源牙周

膜干细胞（pPDLSC）表面标志物
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二、健康牙周膜干细胞和炎症来源牙周膜干细

胞中甲基转移酶样3的表达水平

通过对课题组前期m6A芯片的结果进行分析，

推测m6A甲基化修饰相关蛋白METTL3在hPDLSC和

pPDLSC中表达不同。因此，本研究对m6A甲基转移酶

METTL3进行检测。实时定量RT⁃PCR和Western blot
的结果均发现，pPDLSC中的METTL3在mRNA水平和

蛋白水平都较hPDLSC低（图5）。METTL3 mRNA的

表达水平在 hPDLSC中是 1.01 ± 0.15，为 pPDLSC的

3.11倍，差异有统计学意义（t=7.924，P=0.002）。

三、甲基转移酶样3促进牙周膜干细胞成骨分化

1. METTL3促进PDLSC成骨分化过程中成骨关键

基因的表达：为了进一步探究甲基转移酶METTL3
对于PDLSC成骨分化能力的作用，本研究将METTL3
的过表达载体、敲低载体及空载体分别转染入hPDLSC
和pPDLSC中，通过实时定量RT⁃PCR检测转染效率

（图6A）。将转染后的细胞进行7 d的成骨诱导培养，

并提取RNA和蛋白，进行实时定量RT⁃PCR和Western
blot实验，结果显示成骨相关基因Runx2的mRNA水平

在METTL3过表达组较过表达对照组高，在hPDLSC
和pPDLSC中的METTL3过表达组的表达量是3.63±
1.15和1.61±0.38，分别是其过表达对照组的3.39倍
（t = 3.777，P = 0.020）和 1.71倍（t = 2.948，P = 0.042）；

而在METTL3敲低组较敲低对照组低，在hPDLSC和

pPDLSC中的METTL3敲低组的表达量是0.16±0.03
和0.26±0.07，分别是其敲低对照组的0.15倍（t=9.669，
P＜0.001）和 0.26 倍（t = 8.767，P＜0.001）（图 6B）。

同时，Runx2的蛋白表达水平也发生相同改变（图7）。

图 2 细胞集落形成实验鉴定人牙周膜干细胞（hPDLSC）和炎症来

源牙周膜干细胞（pPDLSC）细胞增殖能力 A：hPDLSC；B：pPDLSC；
C：定量分析统计图，组间比较，差异有统计学意义（aP＜0.05）。

图 3 茜素红染色鉴定人牙周膜干细胞（hPDLSC）和炎症来源牙周

膜干细胞（pPDLSC）成骨分化能力 A：hPDLSC；B：pPDLSC；C：定量

分析统计图，组间比较，差异有统计学意义（aP＜0.001）。

图 4 油红O染色鉴定人牙周膜干细胞（hPDLSC）和炎症来源牙周

膜干细胞（pPDLSC）成脂分化能力 A：hPDLSC；B：pPDLSC；C：定量

分析统计图，组间比较，差异有统计学意义（aP＜0.05）。

图 5 甲基转移酶样 3（METTL3）在人牙周膜干细胞（hPDLSC）和炎

症来源牙周膜干细胞（pPDLSC）中含量的检测 A：mRNA表达水

平，组间比较，差异有统计学意义（aP＜0.05）；B：蛋白表达水平。

A B

B

C

A

B

C

A

B

C

A
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2. METTL3促进PDLSC成骨分化过程中ALP的

表达：将转染后的细胞进行 7 d的成骨诱导培养后

进行ALP染色，结果显示METTL3过表达组较过表

达对照组的蓝色深，定量分析结果显示ALP染色区

域面积占比在 hPDLSC和 pPDLSC中的METTL3过

表达组是49.99%±3.34%和41.96%±4.33%，分别是

其过表达对照组的 1.59倍（t = 6.645，P = 0.003）和

1.65倍（t= 5.326，P= 0.006），而METTL3敲低组较敲

低对照组的蓝色浅，定量分析结果显示在hPDLSC和

pPDLSC 中的 METTL3 敲低组是 26.97% ± 4.69%和

23.15%±5.10%，分别是其敲低对照组的 0.67倍（t=
3.863，P=0.018）和0.57倍（t=4.971，P=0.008，图8）。

BA

图6 甲基转移酶样3（METTL3）促进人牙周膜干细胞（hPDLSC）和炎症来源牙周膜干细胞（pPDLSC）成骨分化 A：实时定量RT⁃PCR检测慢

病毒转染效率；B：METTL3慢病毒转染后Runx2 mRNA表达水平的变化；组间比较，差异有统计学意义（aP＜0.001，bP＜0.05）。

图7 Westen blot检测甲基转移酶样3（METTL3）慢病毒转染后Runx2蛋白表达水平的变化 A：人牙周膜干细胞（hPDLSC）；B：炎症来源牙周

膜干细胞（pPDLSC）。

A B

图 8 甲基转移酶样 3（METTL3）慢病毒转染后碱性磷酸酶（ALP）染色的变化及染色定量分析 A：METTL3过表达慢病毒转染后ALP染色；

B：METTL3敲低慢病毒转染后ALP染色；C：METTL3过表达慢病毒转染后定量分析统计图；D：METTL3敲低慢病毒转染后定量分析统计图；组

间比较，差异有统计学意义（aP＜0.05）。hPDLSC：人牙周膜干细胞；pPDLSC：炎症来源牙周膜干细胞。

A B

C D
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图9 甲基转移酶样3（METTL3）慢病毒转染后茜素红染色的变化及染色定量分析 A：METTL3过表达慢病毒转染后茜素红染色；B：METTL3
敲低慢病毒转染后茜素红染色；C：METTL3过表达慢病毒转染后定量分析统计图；D：METTL3敲低慢病毒转染后定量分析统计图；组间比较，

差异有统计学意义（aP＜0.05）。hPDLSC：人牙周膜干细胞；pPDLSC：炎症来源牙周膜干细胞。

A B

C D

3. METTL3促进PDLSC成骨分化过程中矿化结

节的生成：将转染后的细胞进行21 d的成骨诱导培养

后进行茜素红染色，结果显示METTL3过表达组较过

表达对照组染色深且钙化结节较大，定量分析结果

显示矿化结节面积占比在 hPDLSC和 pPDLSC中的

METTL3过表达组是28.47%±3.82%和8.55%±0.43%，

分别是其过表达对照组的 1.78 倍（t = 5.012，P =
0.007）和1.76倍（t=7.293，P=0.002），而在METTL3敲
低组较敲低对照组染色浅且钙化结节较小，定量分

析结果显示在hPDLSC和pPDLSC中的METTL3敲低

组是6.36%±2.00%和3.78%±0.56%，分别是其敲低

对照组的 0.35倍（t = 4.444，P = 0.011）和 0.43倍（t =
5.337，P=0.006，图9）。

四、甲基转移酶样3抑制牙周膜干细胞成脂分化

同样方法构建细胞模型，探索 METTL3 对

PDLSC成脂分化的作用。将转染后的细胞进行21 d
的成脂诱导培养，再进行油红O染色，结果显示脂滴

的大小及面积占比在METTL3过表达组较过表达对

照组少，定量分析结果显示在hPDLSC和pPDLSC中

的 METTL3 过表达组是 0.89% ± 0.11%和 1.10% ±
1.15%，分别是其过表达对照组的 0.24倍（t = 5.454，

P = 0.006）和 0.49倍（t = 2.935，P = 0.043，图 10A），而

在METTL3敲低组则比敲低对照组的脂滴更大且

多，定量分析结果显示在 hPDLSC和 pPDLSC中的

METTL3敲低组是 3.60%± 1.08%和 5.34%± 1.31%，

分别是其敲低对照组的 1.94倍（t = 2.794，P = 0.049）
和2.93倍（t=4.131，P=0.015，图10B）。

讨 论

本研究发现METTL3表达水平在pPDLSC中显著

降低，且METTL3促进了 hPDLSC和 pPDLSC的成骨

分化，并抑制了成脂分化。因此，pPDLSC的成骨分化

能力的减弱和成脂分化能力的增强可能与降低的

METTL3表达水平密切相关。结合课题组之前的研

究［17⁃18］，推测METTL3对于PDLSC的成骨分化及成脂

分化的影响是介于长链非编码RNA（long noncoding
RNA，lncRNA）的 m6A 甲基化修饰。METTL3可能

通过改变 lncRNA的m6A甲基化修饰水平从而影响

hPDLSC和pPDLSC的成骨和成脂分化能力，而这一

推测还需要进一步探索。

m6A甲基化修饰近年来得到了广泛的研究，已被

证实参与mRNA的剪接，调节mRNA的核输出，调节
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mRNA的翻译，影响mRNA的稳定性［19⁃20］。例如，研究

表明METTL3介导的m6A甲基化修饰通过增强肝素

结合生长因子（heparin binding growth factor，HDGF）
mRNA的稳定性来促进胃癌血管生成和糖酵解［21］。

METTL3通过调节转录因子EB（transcription factor EB，
TEFB）mRNA的m6A甲基化修饰，降低TFEB mRNA
的表达，从而抑制心肌细胞的自噬，且这一现象可被

ALKBH5逆转［22］。此外，关于METTL3介导的m6A甲

基化修饰对 lncRNA作用的研究也涉及许多疾病，

且已有研究认为METTL3介导的m6A甲基化修饰可

调节 lncRNA的表达和稳定性［23］。Song等［24］发现，

METTL3通过调节m6A修饰水平和 lncRNA（RP11⁃
44N12.5）表达水平激活MAPK信号通路，从而促进

人脂肪来源干细胞（human adipose⁃derived stem cell，
hADSC）的成骨分化。Yuan 等［25］发现，METTL3/
lncRNA XIST/miR⁃302a⁃3p/USP8轴可调节后纵韧带

骨化（ossification of the posterior longitudinal ligament，
OPLL），并且这一过程是通过METTL3调控 lncRNA
XIST的m6A甲基化修饰水平实现的。一项研究表

明，METTL3介导的m6A甲基化修饰通过调控miR⁃
320而促进Runx2表达，从而调控骨髓间充质干细胞

（bone marrow derived mesenchymal stem cell，BMSC）
的成骨分化［26］。与该研究相似，本课题组也证明了

METTL3介导的m6A修饰是成骨分化的正向调控因子。

本研究仅探讨了甲基转移酶METTL3在PDLSC
中对于成骨和成脂分化过程的作用，缺乏动物实验

的验证，并且没有深入探讨相关机制研究，因此具

有一定的局限性。今后，本课题组将继续展开该方

面的相关研究，补充机制研究及体内验证实验，为

m6A甲基化修饰在PDLSC中的功能做进一步诠释。

综上所述，本实验证明了pPDLSC的METTL3表
达水平相较hPDLSC降低，且过表达METTL3可促进

PDLSC的成骨分化并抑制成脂分化，而敲低METTL3
可抑制PDLSC的成骨分化并促进成脂分化。因此，

pPDLSC生物学性能改变与甲基转移酶METTL3有关。
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