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慢性牙周炎患者唾液中miR-21水平与牙周指标、炎性
细胞因子及蛋白酶相关分子的相关性研究*

罗业姣,龚仁国△,陈 齐,张 静,王君莲

(成都医学院第一附属医院口腔科,四川成都
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  摘 要:目的 研究慢性牙周炎患者唾液中微小RNA(miR)-21水平与牙周指标、炎性细胞因子及蛋白酶

相关分子水平的相关性。方法 选择2016年3月至2019年3月该院收治的50例慢性牙周炎患者作为慢性牙

周炎组,同期体检的50例健康志愿者作为健康对照组,检测唾液中miR-21、炎症细胞因子白细胞介素(IL)-1β、
IL-6、IL-17、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、蛋白酶相关分子基质金属蛋白酶(MMP)-1、MMP-8、MMP组织抑制物

(TIMP)-1水平及牙周指标菌斑指数(PLI)、牙龈指数(GI)、牙周探诊深度(PD)、附着丧失(AL)。结果 慢性

牙周炎组唾液中miR-21、IL-1β、IL-6、IL-17、TNF-α、MMP-1、MMP-8、TIMP-1水平及牙周指标PLI、GI、PD、
AL均高于健康对照组,差异均有统计学意义(P<0.05);Pearson相关性分析显示,慢性牙周炎患者唾液中

miR-21水平与IL-1β、IL-6、IL-17、TNF-α、MMP-1、MMP-8、TIMP-1、PLI、GI、PD、AL的水平呈正相关(P<
0.05)。结论 慢性牙周炎患者唾液中 miR-21水平异常升高,且与牙周指标、炎性因子、蛋白酶分子水平存在

一定的相关性,其可能参与了慢性牙周炎的发生、发展过程。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

microRNA(miR)-21
 

in
 

saliva
 

and
 

per-
iodontal

 

indexes,inflammatory
 

cytokines,protease-related
 

molecules
 

in
 

patients
 

with
 

chronic
 

periodontitis.
Methods A

 

total
 

of
 

50
 

cases
 

of
 

patients
 

with
 

chronic
 

periodontitis
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

March
 

2016
 

to
 

March
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

chronic
 

periodontitis
 

group
 

and
 

50
 

cases
 

of
 

healthy
 

volunteers
 

who
 

under-
went

 

physical
 

examination
 

at
 

the
 

same
 

time
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group.miR-21
 

in
 

saliva,inflam-
matory

 

cytokines
 

interleukin
 

(IL)-1β,IL-6,IL-17,tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),protease-related
 

mole-
cules

 

matrix
 

metalloproteinase
 

(MMP)-1,MMP-8
 

and
 

tissue
 

inhibitor
 

of
 

MMP-1
 

(TIMP-1)
 

and
 

periodontal
 

index
 

plaque
 

index
 

(PLI),gingival
 

index
 

(GI),periodontal
 

exploration
 

depth
 

(PD)
 

and
 

attachment
 

loss
 

(AL)
 

were
 

measured.Results The
 

levels
 

of
 

miR-21,IL-1β,IL-6,IL-17,TNF-α,MMP-1,MMP-8,TIMP-1
 

in
 

saliva
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

periodontal
 

indexes
 

PLI,GI,PD
 

and
 

AL
 

in
 

chronic
 

periodontitis
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

healthy
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

analy-
sis

 

showed
 

that
 

the
 

levels
 

of
 

miR-21
 

in
 

saliva
 

of
 

patients
 

with
 

chronic
 

periodontitis
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6,IL-17,TNF-α,MMP-1,MMP-8,TIMP-1,PLI,GI,PD,AL
 

(P<0.05).Conclusion The
 

level
 

of
 

miR-21
 

in
 

saliva
 

of
 

patients
 

with
 

periodontitis
 

increase
 

abnormally,and
 

has
 

a
 

certain
 

correlation
 

with
 

periodon-
tal

 

index,inflammatory
 

factors,protease
 

molecular
 

level,which
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

devel-
opment

 

of
 

chronic
 

periodontitis.
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  慢性牙周炎是口腔科的常见疾病,表现为牙周组

织慢性炎症性破坏,严重危害口腔健康,同时也是导

致成年人牙缺失的主要原因之一。牙菌斑被认为与

慢性牙周炎的发病密切相关,其可引起牙周组织炎性

反应激活[1-2],但牙菌斑激活炎性反应的机制仍不明

确。近年来,微小RNA(miR)在多种炎症性疾病中的

作用受到了越来越多的关注[3-4],其中 miR-146a已经

被证实在慢性牙周炎患者的唾液中存在异常表达,并
且与多项牙周指标、炎性细胞因子均存在相关性[5];
miR-21则 被 证 实 在 侵 袭 性 牙 周 炎 中 存 在 异 常 表

达[6],但国内关于 miR-21在慢性牙周炎中的变化及

意义鲜见报道。为此,本研究拟分析慢性牙周炎唾液

中miR-21水平与牙周指标、炎性细胞因子及蛋白酶

相关分子水平的相关性,旨在阐明 miR-21在慢性牙

周炎发生及病情发展中的作用,进而为将来探究慢性

牙周炎发病机制,寻找慢性牙周炎新的诊疗靶点提供

依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2016年3月至2019年3月本

院收治的50例慢性牙周炎患者作为慢性牙周炎组,
纳入标准:(1)经临床判断为慢性牙周炎且至少一颗

牙探诊深度超过5
 

mm;(2)首次诊断,入组前未接受

过牙周治疗;(3)临床资料及唾液标本完整。排除标

准:(1)合并慢性咽炎、扁桃体炎等口腔局部炎症;(2)
近3个月接受过抗菌药物、免疫抑制剂治疗;(3)合并

恶性肿瘤、自身免疫性疾病、糖尿病。选择同期体检

的50例健康志愿者作为健康对照组。慢性牙周炎组

中男29例,女21例;年龄34~59岁,平均(44.58±
8.12)岁。健康对照组中男27例,女23例;年龄33~
60岁,平均(46.17±9.67)岁。两组间一般资料的比

较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。本研

究取得研究对象的知情同意及本院伦理委员会批准,
审批号为伦审(H20151223)。
1.2 仪器与试剂 miRNA提取试剂盒、miRNA

 

cD-
NA第一链合成试剂盒、miRNA荧光定量PCR检测

试剂盒购自北京康为世纪公司,白细胞介素(IL)-1β、
IL-6、IL-17、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、基质金属蛋白

酶(MMP)-1、MMP-8、MMP组织抑制物-1(TIMP-1)
的酶联免疫吸附试剂盒购自上海西唐公司。
1.3 方法

1.3.1 唾液标本的收集 慢性牙周炎组在治疗前进

行标本收集,健康对照组在体检时进行标本收集,晨
起后用蘸有2%枸橼酸的棉签擦拭口腔,然后用1.5

 

mL的 EP管收集唾液约1
 

mL,在4
 

℃离心机中

3
 

000
 

r/min离心15
 

min,取唾液上清并分为两份,放
置在-80

 

℃保存。
1.3.2 唾液中 miR-21表达水平的检测 取一份唾

液标本,采用miRNA提取试剂盒提取标本中的 miR-
NA,采用miRNA

 

cDNA第一链合成试剂盒将 miR-

NA反转录为cDNA,采用 miRNA荧光定量PCR检

测试剂盒对cDNA中的miR-21及U6进行荧光定量

PCR 扩 增,miR-21 的 上 游 引 物 序 列 为 5'-
TAGCTAGCGTAGCTAGCT-3',下游引物为试剂盒

通用 引 物;U6 的 上 游 引 物 序 列 为 5'-GCATG-
TAGCTAGCTAGCTAA-3',

 

下 游 引 物 序 列 为 5'-
TGCTAGCTTAGCTAGAACTG-3'。PCR 程 序 为

95
 

℃预变性5
 

min后95
 

℃
 

5
 

s、60
 

℃
 

20
 

s重复40个

循环,反应完成后在软件中自动生成循环曲线及循环

阈值(Ct),以 U6为内参、计算 miR-21的表达量,用
2-ΔCt法计算,ΔCt=CtmiR-21-CtU6。
1.3.3 唾液中炎性细胞因子及蛋白酶相关分子的检

测 取另一份唾液标本,采用酶联免疫吸附试剂盒检测

IL-1β、IL-6、IL-17、TNF-α、MMP-1、MMP-8、TIMP-1的

水平,均按试剂盒说明书进行操作。
1.3.4 牙周指标的检测 由主治医师级别以上的医

生进行牙周指标的检测,具体指标包括 菌 斑 指 数

(PLI)、牙龈指数(GI)、牙周探诊深度(PD)、附着丧失

(AL)。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行数据处

理和统计分析,计量资料均为符合正态分布的连续变

量,以x±s表示,组间比较采用t检验;计数资料以

百分数表示,组间比较采用χ2 检验;采用Pearson相

关分析各指标之间的相关性。P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 慢性牙周炎组与健康对照组唾液中 miR-21表

达水平比较 健康对照组唾液中 miR-21的表达水平

为0.95±0.18,慢性牙周炎组唾液中 miR-21的表达

水平为2.11±0.52;与健康对照组比较,慢性牙周炎

组唾液中 miR-21的表达水平明显升高,差异有统计

学意义(t=14.906,P<0.001)。
2.2 慢性牙周炎组与健康对照组牙周指标比较 与

健康对照组比较,慢性牙周炎组的PLI、GI、PD、AL
均明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1  慢性牙周炎组与健康对照组牙周指标比较(x±s)

组别 n PLI GI PD(mm) AL(mm)

慢性牙周炎组 50 3.29±0.62 3.51±0.84 6.58±0.94 7.79±1.21

健康对照组 50 0.91±0.15 1.14±0.24 1.89±0.51 0.77±0.22

t 26.493 19.182 31.076 40.420

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.3 慢性牙周炎组与健康对照组唾液中炎性细胞因

子水平比较 与健康对照组比较,慢性牙周炎组唾液

中IL-1β、IL-6、IL-17、TNF-α水平均明显升高,差异

有统计学意义(P<0.05),见表2。
2.4 慢性牙周炎组与健康对照组唾液中蛋白酶相关

分子水平比较 与健康对照组比较,慢性牙周炎组唾
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液中 MMP-1、MMP-8、TIMP-1水平均明显升高,差 异有统计学意义(P<0.05),见表3。

表2  慢性牙周炎组与健康对照组唾液中炎性细胞因子水平比较(x±s)

组别 n IL-1β(pg/mL) IL-6(pg/mL) IL-17(pg/mL) TNF-α(ng/mL)

慢性牙周炎组 50 3.59±0.72 5.85±0.94 12.75±3.12 2.41±0.62

健康对照组 50 2.09±0.41 3.16±0.62 7.79±1.18 0.87±0.18

t 12.801 16.892 10.514 16.867

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表3  慢性牙周炎组与健康对照组唾液中蛋白酶相关

   分子水平比较(x±s,ng/mL)

组别 n MMP-1 MMP-8 TIMP-1

慢性牙周炎组 50 3.85±0.85 32.49±7.24 4.24±0.85

健康对照组 50 1.77±0.35 12.57±2.58 3.12±0.67

t 15.933 18.326 7.317

P <0.001 <0.001 <0.001

2.5 慢性牙周炎患者唾液中 miR-21水平与其他指

标的相关性 慢性牙周炎患者唾液中 miR-21水平与

IL-1β、IL-6、IL-17、TNF-α、MMP-1、MMP-8、TIMP-
1、PLI、GI、PD、AL呈正相关(P<0.05),见表4。

表4  慢性牙周炎患者唾液中 miR-21水平与其他

   指标的相关性(n=50)

指标 r P

PLI 0.347 0.006

GI 0.295 0.017

PD 0.241 0.022

AL 0.329 0.015

IL-1β 0.432 <0.001

IL-6 0.266 0.019

IL-17 0.241 0.039

TNF-α 0.265 0.032

MMP-1 0.394 <0.001

MMP-8 0.218 0.047

TIMP-1 0.285 0.029

3 讨  论

  慢性牙周炎的发病机制复杂,涉及多因素及多环

节,牙周组织在牙菌斑作用下出现炎性反应的过度激

活是其基本的病理变化,阐明在牙菌斑促进炎性反应

激活过程中的关键分子有助于深入认识慢性牙周炎

的发病机制,进而也为探寻新的诊疗靶点提供依

据[7]。miR是近年来口腔科领域的研究热点,miR本

身不具备编码氨基酸的功能,需要通过与靶基因 mR-
NA结合来改变靶基因表达,进而产生相应的生物学

作用。miR-21是一类参与炎性反应调控的 miR,但
目前关于 miR-21在炎性反应中的具体调控作用尚无

定论。有研究认为,miR-21通过靶向JNK及 TSG4
发挥抑炎作用[8-9];另有研究认为,miR-21通过上调

NLRP3及IL-8的表达发挥促炎作用[10-11]。
吴丽娜等[6]以侵袭性牙周炎患者为对象的研究

结果显示,侵袭性牙周炎患者的龈沟液中 miR-21表

达水平明显升高,且与疾病的严重程度相关。本研究

结果显示,慢性牙周炎患者唾液中 miR-21的表达水

平明显升高,提示 miR-21表达水平升高与慢性牙周

炎的病情加重有关。进一步通过牙周指标的检查来

评价慢性牙周炎的病情,发现PLI、GI、PD、AL
 

4项指

标均发生了明显变化,且 miR-21的表达水平与4项

牙周指标均呈正相关,提示 miR-21可能在一定程度

上影响了慢性牙周炎的发生、发展,发生这一变化可

能与miR-21促进炎性反应激活有关,也可能与 miR-
21抑制炎性反应,并在牙周炎发生、发展过程中代偿

性表达增多有关,但 miR-21在慢性牙周炎中起到促

炎作用还是抑炎作用,仍需后续细胞或动物实验来

验证。
牙周组织在牙菌斑刺激下发生炎性反应的激活

是慢性牙周炎基本的病理改变,IL-1β、IL-6、IL-17、
TNF-α等多种炎性细胞因子在牙周组织炎性反应激

活的过程中被大量释放。已有多项研究证实,牙周炎

患者龈沟液中上述几种炎性细胞因子的水平明显升

高[12-14],本研究的分析结果与既往研究结果一致。进

一步相关性分析发现,慢性牙周炎患者唾液中 miR-
21的表达水平与IL-1β、IL-6、IL-17、TNF-α的水平呈

正相关,说明 miR-21表达水平升高可能与炎性细胞

因子的释放、炎性反应的激活有关。牙周组织中炎性

反应的激活能够使多种炎症细胞在局部浸润,进而释

放 MMP-1、MMP-8、TIMP-1等蛋白酶及抑制分子并

介导牙周组织的水解和破坏[15-17]。本研究结果显示,
慢性牙周炎组唾液中 MMP-1、MMP-8、TIMP-1的水

平升高且与miR-21呈正相关,说明miR-21表达水平

升高可能与慢性牙周炎病程中蛋白酶介导的牙周组

织破坏有关。
4 结  论

  慢性牙周炎患者唾液中 miR-21表达水平异常升

高,且与牙周指标、炎性细胞因子及蛋白酶分子水平

均有一定相关性,提示其可能在慢性牙周炎的发生、
发展过程中发挥了一定作用。但是,miR-21在慢性

牙周炎中具体发挥促炎还是抑炎的作用有待进一步
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的细胞实验或动物实验来验证。
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