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lncRNA MALAT1 调节 miR-150-5p/XBP1 轴对人牙周膜 
干细胞增殖和成骨分化的实验研究

张 千，唐欣轶，汪 烈（武汉市第三医院口腔科，武汉 430000）

摘  要：目的 探讨长链非编码 RNA（lncRNA）肺腺癌转移相关转录子 1（MALAT1）调节 miR-150-5p/X- 框结合蛋

白 1（XBP1）轴对人牙周膜干细胞（PDLSCs）增殖和成骨分化的影响及机制。方法 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）

检测未分化及已分化 PDLSCs 中 lncRNA MALAT1，miR-150-5p 及 XBP1 mRNA 表达。取传至第三代的 PDLSCs，
将 其 分 为 对 照 组、pcDNA 组、pcDNA-lncRNA MALAT1 组、anti-miR-NC 组、anti-miR-150-5p 组、pcDNA-lncRNA 
MALAT1+mimic NC 组和 pcDNA-lncRNA MALAT1+miR-150-5p mimic 组。qRT-PCR 检测 lncRNA MALAT1，miR-150-
5p 及 XBP1 mRNA 在 PDLSCs 中的表达；CCK-8，克隆形成实验检测 PDLSCs 增殖；对硝基酚磷酸底物法检测碱性磷

酸酶（ALP）活性；茜素红染色检测矿化结节形成率；Western blot 检测 XBP1，细胞周期素 D1（Cyclin D1）、骨钙素

（OCN）、Runt 相关转录因子 2（RUNX2）和骨桥蛋白（OPN）表达；双荧光素酶实验验证 lncRNA MALAT1 与 miR-
150-5p及miR-150-5p与XBP1的靶向关系。 结果 与未分化组比较，已分化组PDLSCs中 lncRNA MALAT1表达（1.95±0.14 
vs 1.00±0.00）及 XBP1 mRNA 表达（1.63±0.12 vs 1.00±0.00）升高，miR-150-5p 表达（0.26±0.01 vs 1.00±0.00）降低，

差异具有统计学意义（t=16.622，12.860，181.262，均 P<0.001）。过表达 lncRNA MALAT1 或下调 miR-150-5p 均可促

进人 PDLSCs 增殖和成骨分化（t=13.693 ～ 45.518），miR-150-5p mimic 逆转了 lncRNA MALAT1 过表达对 PDLSCs 增

殖及成骨分化的促进作用（t= 9.229 ～ 27.854），差异具有统计学意义（均 P<0.05）。双荧光素酶实验证实，miR-150-
5P 过表达降低了转染 lncRNA MALATL-WT，XBP1-WT 细胞的荧光素酶活性（t=56.546，89.826，均 P ＜ 0.001）。结

论 过表达 lncRNA MALAT1 可能通过下调 miR-150-5p 促进 XBP1 表达进而促进人 PDLSCs 增殖和成骨分化。
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Experimental Study of lncRNA MALAT1 on Proliferation and Osteogenic 
Differentiation of Human Periodontal Ligament Stem Cells by Regulating  

miR-150-5p/XBP1 Axis
ZHANG Qian, TANG Xinyi, WANG Lie (Department of Stomatology, Wuhan Third Hospital, Wuhan 430000，China)

Abstract：Objective  To investigate the effects of long non coding RNA (lncRNA) metastasis associated lung adenocarcinoma 
transcript 1 (MALAT1) on the proliferation and osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells (PDLSCs) 
by regulating the miR-150-5p/X-box binding protein 1 (XBP1) axis. Methods Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used 
to detect the expression of lncRNA MALAT1, miR-150-5p and XBP1 mRNA in undifferentiated and differentiated PDLSCs. 
The third generation PDLSCs were divided into control group, pcDNA group, pcDNA-lncRNA MALAT1 group, anti-miR-NC 
group, anti-miR-150-5p group, pcDNA-lncRNA MALAT1+mimic NC group and pcDNA-lncRNA MALAT1+miR-150-5p mimic 
group. The expression of lncRNA MALAT1, miR-150-5p and XBP1 mRNA of PDLSCs were detected by qRT-PCR. CCK-8 and 
the clone formation assay were used to detect the proliferation of PDLSCs. P-nitrophenolphosphate substrate method was used to 
detect alkaline phosphatase (ALP) activity. Alizarin red staining was applied to detect the formation rate of mineralized nodules. 
Western blot was used to detect XBP1, Cyclin D1, osteocalcin (OCN), Runt related transcription factor 2 (RUNX2) and osteopontin 
(OPN) proteins. Dual luciferase assay was used to verify the targeting relationship between lncRNA MALAT1 and miR-150-5p, 
and between miR-150-5p and XBP1 was validated. Results  Compared with the undifferentiated group, the expression of lncRNA 
MALAT1 (1.95±0.14 vs 1.00±0.00) and XBP1 mRNA expression (1.63±0.12 vs 1.00±0.00) increased in the differentiated 
PDLSCs, the expression of miR-150-5p decreased (0.26±0.01 vs 1.00±0.00) in differentiated group, with the differences were 
statistical significance (t=16.622, 12.860, 181.262，all P<0.001). Overexpression of lncRNA MALAT1 or down-regulation of 
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miR-150-5p could promote the proliferation and osteogenic differentiation of human PDLSCs (t= 13.693 ～ 45.518)，miR-150-
5p mimic reversed the effects of overexpression of lncRNA MALAT1 on proliferation and osteogenic differentiation of PDLSCs 
(t=9.229 ～ 27.854)，and the differences were statistically significant (all P<0.05)，respectively. Dual luciferase assay confirmed 
that overexpression of miR-150-5P reduced the luciferase activity in transfected lncRNA MALAT1-WT and XBP1-WT cells 
(t=56.546, 89.826, all P<0.001). Conclusion  Overexpression of lncRNA MALAT1 may promote XBP1 expression by 
downregulating miR-150-5p, thereby promoting proliferation and osteogenic differentiation of human PDLSCs.

Keywords：long non coding RNA；metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1；microRNA-150-
5p；periodontal ligament stem cells；X-box binding protein 1；osteogenic differentiation

牙周炎是最普遍的口腔疾病，给公共卫生造成

巨大的经济负担 [1]。严重的牙周炎会引起牙槽骨萎

缩和吸收，从而导致牙齿松动和脱落，严重影响患

者生活质量 [2]。现有的临床治疗技术，如牙龈清洁

和牙龈下刮根平整，只能防止炎症发展，但不能促

进已破坏牙周炎组织的再生 [3]。随着细胞治疗研究

发展，间充质干细胞正在成为骨再生的理想种子细

胞之一。牙周膜干细胞（periodontal ligament stem 
cells，PDLSCs）作为牙周组织中间充质干细胞的

主要来源，具有成骨分化能力，有助于牙周组织

再生 [4]。因此，深入探究 PDLSCs 的增殖和成骨分

化机制对于牙周炎的治疗意义重大。肺腺癌转移

相关转录子 1（metastasis associated lung adenocar-
cinoma transcript 1，MALAT1）是位于人类染色体

11q13 上的一个长链非编码 RNA（long non-coding 
RNA，lncRNA）[5]，其过表达促进 PDLSCs 成骨分

化 [6]。相关研究显示，抑制 miR-150-5p 表达可促

进人 PDLSCs 成骨分化 [7]；X- 框结合蛋白 1（X-box 
binding protein 1，XBP1）可增强人牙周韧带细胞

的增殖和成骨能力 [8]。且生信分析显示，lncRNA 
MALAT1 与 miR-150-5p，miR-150-5p 与 XBP1 存

在结合位点。但 lncRNA MALAT1 能否通过调节

miR-150-5p/XBP1 轴影响人 PDLSCs 增殖和成骨

分化尚未报道。基于此，本实验主要探究 lncRNA 
MALAT1 对 PDLSCs 增殖和成骨分化的影响及分子

机制。

1 材料与方法

1.1 研究对象 人原代PDLSCs（美国ATCC公司）。

在 37℃，5% (v/v) CO2 培养箱中，将原代 PDLSCs
置于含 10g/dl 胎牛血清、1% (w/v) 青霉素 - 链霉素

α-MEM 培养液中培养，待其贴壁后消化处理，进

行后续传代培养。

1.2 主要试剂及仪器 lncRNA MALAT1 过表达

物（pcDNA-lncRNA MALAT1）及其阴性对照 pcD-
NA，miR-150-5p 抑制物（anti-miR-150-5p）及其阴

性对照 anti-miR-NC，miR-150-5p 模拟物（miR-150-5p 
mimic）及其阴性对照 mimic NC（艾迪基因科技有

限公司）；成骨诱导液（批号：HUXUC-90021，赛

业生物科技有限公司）；CCK-8 试剂盒（批号：JN-

E3226，上海纪宁生物科技有限公司）；碱性磷酸酶

（ALP）试剂盒（货号：P0321，上海碧云天生物技

术有限公司）；茜素红 S 溶液（批号：130-22-3，上

海康朗生物科技有限公司）；兔源一抗 XBP1，细

胞周期素 D1（Cyclin D1）、骨钙素（osteocalcin，
OCN）、Runt 相关转录因子 2（runt related transcrip-
tion factor 2，RUNX2）、 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAP-
DH）、骨桥蛋白（osteopontin，OPN）及二抗（批

号：ab37152，ab134175，ab133612，ab192256，
ab8245，ab214050，ab6721，英国 Abcam 公司）；

Q5 荧光定量 PCR 仪（美国 ABI 公司）；MK3 酶标

仪（美国赛默飞世尔公司）；BX53 光学显微镜（日

本奥林巴斯公司）；DYCZ-24DN 蛋白电泳仪（北京

六一仪器厂）。

1.3 方法

1.3.1 细胞分组及处理：取传至第三代的 PDLSCs，
分为未分化组和已分化组，未分化组 PDLSCs 用

α-MEM 培养液正常培养，已分化组 PDLSCs 用

含有成骨诱导液的 α-MEM 培养液诱导成骨分

化 14 天。另取传至第三代的 PDLSCs，分为对照

组（ 正 常 培 养），pcDNA 组（ 转 染 pcDNA），

pcDNA-lncRNA MALAT1 组（ 转 染 pcDNA-lncRNA 
MALAT1），anti-miR-NC 组（转染 anti-miR-NC），

anti-miR-150-5p 组（ 转 染 anti-miR-150-5p），pcDN 
A-lncRNA MALAT1+mimic NC 组（共转染 pcDNA- 
lncRNA MALAT1 和 mimic NC），pcDNA-lncRNA 
MALAT1+miR-150-5p mimic 组（共转染 pcDNA-ln-
cRNA MALAT1 和 miR-150-5p mimic）。各转染组均

转染 24h 后，收集细胞用于后续实验。对于 PDLSCs
的成骨分化诱导，先按照上述各组进行相应转染

处理后，再在含有成骨诱导液的 α-MEM（alpha-
minimum essential medium）培养液中诱导成骨分化

14 天，最后用于实验。

1.3.2 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 lncRNA 
MALAT1，miR-150-5p及XBP1 mRNA表达：取 1.3.1中

各组 PDLSCs，使用 TRIzol 试剂从 hPDLSCs 中提取总

RNA，将 500ng 总 RNA 合成第一链互补 DNA（com-
plementary DNA，cDNA）后，以第一链 cDNA 为模板
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进行定量 PCR 反应。反应条件：95℃预变性 10min；
然后95℃ 20s，62℃ 30s，75℃ 30s，43个循环。通过2-ΔΔCt

法计算 lncRNA MALAT1，miR-150-5p 及 XBP1 mRNA
表达。引物：lncRNA MALAT1：F：5’-GGGAGTGGTCT-
TAACAGGGAGGAG-3’，R：5’-AACAGCATAGCAGTA-
CACGCCTTC-3’；XBP1：F：5’-CACCTGAGCCCCGAG-
GAGAA-3’，R：5’-AACAGCAAGTGGTAGATTTA-3’；
GAPDH：F：5’-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3’，R：

5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’；miR-150-5p：
F：5’-ACACTCCAGCTGGGTCTCCCAACCCTTGTAC-
CA-3’，R：5’-CTCAACTGGTGTCGTGGA-3’；U6：F：
5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，R：5’-AACGCTTCAC-
GAATTTGCGT-3’。
1.3.3 CCK-8 检测增殖：PDLSCs 在 96 孔板上培养，

密度为 5×103 个 / 孔，培养 24h 后，各孔加 10μl 
CCK-8 试剂。吸光度值在 450 nm 波长下读取。

1.3.4 克隆形成实验检测克隆形成：PDLSCs 以 500
个 / 孔的密度置于 6cm 培养板中，细胞贴壁后，在

6cm 培养板上对应转染处理，培养 14 天后，磷酸

盐缓冲液（PBS）洗涤三次，加入 4g/dl 多聚甲醛

固定细胞，丢弃细胞固定液，加入结晶紫染色，并

统计克隆形成率。

1.3.5 对硝基酚磷酸底物法检测 ALP 活性：取成

骨分化 14 天后的各组 PDLSCs，使用含有 0.1g/dl 
Triton X-100，1mmol/L 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐

和 5mmol/L 氯化镁的裂解缓冲液裂解细胞，收集

细胞裂解液。将细胞裂解液与对硝基酚磷酸、2- 氨
基 -2- 甲基 -1- 丙醇和 2mmol/L 氯化镁在 37℃下孵

育 15min。加入 0.1 mol/L 氢氧化钠终止反应。在波

长 410nm 处测定吸光度。使用 Qubit® 测定总蛋白

浓度。ALP 活性以 U/mg 蛋白单位表示。

1.3.6 茜素红染色检测 PDLSCs 矿化结节形成率：取

成骨分化 14 天后的各组 PDLSCs，用 PBS 洗涤后

用冷甲醇在 4℃下固定 20min。用蒸馏水 (pH=4.2)
洗涤细胞 3 次，2% (w/v) 茜素红 S 溶液染色后再用

蒸馏水洗涤 3 次。显微镜下可见矿化为红色结节。

接着用 10g/dl 十六烷基氯化吡啶洗脱每个孔，定量

测定矿化结节形成率。

1.3.7 Western blot 检测 XBP1，Cyclin D1，OCN，R 
UNX2 和 OPN 蛋白：取各组 PDLSCs，用预冷 PBS
洗涤细胞，并在放射免疫沉淀法缓冲液中裂解。蛋

白经定量后，电泳分离蛋白质样品，将分离的蛋白

质转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上。PVDF 膜在

5g/dl 脱脂牛奶中室温封闭 1h，用 PBS 冲洗，与目

标抗体 XBP1（1:3 000），Cyclin D1（1:2 000），

OCN（1:5 000），RUNX2（1:4 000），GAPDH（1:6 
000），OPN（1:3 000）在 4℃下过夜孵育。再与二

抗（1:6 000）孵育 2h，冲洗除去二抗后，增强型化

学发光试剂检测 PVDF 膜，并用 ImageJ 定量蛋白

表达量。

1.3.8 靶向关系验证：利用 T4 DNA 连接酶将目标片段

插入荧光素酶载体 pmiRGLO，构建荧光素酶报告质粒

野生型（WT）-lncRNA MALAT1，突变型（MUT）-ln-
cRNA MALAT1，WT-XBP1，MUT-XBP1 将 WT-lncRNA 
MALAT1，MUT-lncRNA MALAT1，WT-XBP1，MUT-
XBP1 与 mimic NC 或 miR-150-5p mimic 共 转 染 到

PDLSCs 中。48h 后，使用双荧光素酶报告分析系统测

量荧光素酶活性。

1.4 统计学分析 所有数据均符合正态分布，以

均数 ± 标准差（x±s）形式表示，使用 GraphPad 
Prism 8 统计软件进行处理。两组间比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析及事后 SNK-q 检

验。P < 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 lncRNA MALAT1，miR-150-5p 及 XBP1 mRNA 在未

分化及已分化 PDLSCs 中的表达 qRT-PCR 结果显示，

与未分化组比较，已分化组 PDLSCs中 lncRNA MALAT1
（1.95±0.14 vs 1.00±0.00）及XBP1 mRNA（1.63±0.12 vs 
1.00±0.00）表达均明显升高，miR-150-5p表达（0.26±0.01 
vs 1.00±0.00）明显降低，差异具有统计学意义（t=16.622，
12.860，181.262，均P<0.001）。

2.2 过表达 lncRNA MALAT1 或抑制 miR-150-5p 表

达对 PDLSCs 中 miR-150-5p 及 XBP1 mRNA 表达的

影响 见表1。qRT-PCR结果显示，与pcDNA组比较，

pcDNA-lncRNA MALAT1 组 lncRNA MALAT1 及 XBP1 
mRNA 表达明显升高（t=23.212，18.075），miR-150-
5p 表达明显降低（t=40.083），差异具有统计学意义

（均 P<0.05）；与 anti-miR-NC 组比较，anti-miR-150-5p
组 miR-150-5p 表达明显降低（t=45.518），XBP1 mRNA
表达明显升高（t=13.693），差异具有统计学意义（均

P<0.05）；与pcDNA-lncRNA MALAT1+mimic NC组比较， 
pcDNA-lncRNA MALAT1+miR-150-5p mimic组miR-150-5p
表达明显升高（t=27.854），XBP1 mRNA 表达明显降低

（t=12.598），差异具有统计学意义（均 P<0.05）。 
2.3 过表达 lncRNA MALAT1 或抑制 miR-150-5p 表

达对 PDLSCs 增殖的影响 见图 1 和表 2。与对照组

比 较，pcDNA-lncRNA MALAT1 组，anti-miR-150-5p 组

细胞A450nm、克隆形成率明显升高，差异具有统计学意

义（t=14.218，36.757；16.214，42.744， 均 P<0.05）； 与 
pcDNA 组 比 较，pcDNA-lncRNA MALAT1 组 细 胞

A450nm、克隆形成率明显升高，差异具有统计学意义

（t=13.719，36.618， 均 P<0.05）； 与 anti-miR-NC 组

比较，anti-miR-150-5p 组细胞 A450nm，克隆形成率明显

升高，差异具有统计学意义（t=15.466，42.488，均
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P<0.05）；与 pcDNA-lncRNA MALAT1+mimic NC 组比

较，pcDNA-lncRNA MALAT1+miR-150-5p mimic 组细胞 
A450nm、克隆形成率明显降低，差异具有统计学意义

（t=9.229，25.530，均 P<0.05）。 
表 1 过表达 lncRNA MALAT1 或抑制 miR-150-5p 表达对 PDLSCs 中 miR-150-5p 及 XBP1 mRNA 表达的影响（x±s，n=6）

项目 对照组 pcDNA 组
pcDNA-lncRNA 

MALAT1 组
anti-miR-NC

组
anti-miR-150-

5p 组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1+mimic NC

组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1+miR-150-5p 

mimic 组
F P

lncRNA 
MALAT1

1.00±0.00 1.02±0.01 1.85±0.13 1.01±0.01 1.00±0.01 1.88±0.14 1.90±0.13 169.017 <0.001

miR-150-5p 1.00±0.00 1.02±0.02 0.43±0.03 1.03±0.02 0.36±0.03 0.45±0.04 0.86±0.07 437.670 <0.001

XBP1mRNA 1.00±0.00 1.01±0.01 1.67±0.12 1.01±0.02 1.51±0.11 1.69±0.13 1.23±0.11 74.518 <0.001

对照组 pcDNA 组 pcDNA-lncRNA MALAT1 组 anti-miR-NC 组

anti-miR-150-5p 组 pcDNA-lncRNA MALAT1+mimic NC 组 pcDNA-lncRNA MALAT1+miR-150-5p mimic 组

图 1 克隆形成实验检测 PDLSCs 增殖

表 2 过表达 lncRNA MALAT1 或抑制 miR-150-5p 表达对 PDLSCs 增殖的影响（x±s，n=6）

项 目 对照组 pcDNA 组
pcDNA-lncRNA 

MALAT1 组
anti-miR
-NC 组

anti-miR-150
-5p 组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1+mimic NC

组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1+miR-150

-5p mimic 组
F P

A450nm 0.86±0.08 0.88±0.07 1.43±0.12 0.89±0.07 1.51±0.10 1.45±0.13 1.08±0.10 54.667 <0.001

克隆形成率 (%) 12.77±0.5612.83±0.61 28.55±1.37 12.88±0.65 31.12±1.43 28.69±1.41 17.73±0.85 387.790 <0.001

2.4 过表达 lncRNA MALAT1或抑制miR-150-5p表

达对PDLSCs ALP活性及矿化结节形成率的影响 见

表3。与对照组比较，pcDNA-lncRNA MALAT1组，

anti-miR-150-5p组PDLSCs ALP活性及矿化结节形成

率明显升高，差异具有统计学意义（t=22.040，39.826；
25.557，41.352，均P<0.05）；与pcDNA组 比 较，pcD-
NA-lncRNA MALAT1组PDLSCs ALP活性及矿化结

节形成率明显升高，差异具有统计学意义（t=25.571，

39.768，均P<0.05）；与anti-miR-NC组比较，anti-miR-
150-5p组PDLSCs ALP活性及矿化结节形成率明显升

高，差异具有统计学意义（t=24.619，41.127均P<0.05）；
与pcDNA-lncRNA MALAT1+mimic NC组比较，pcD-
NA-lncRNA MALAT1+miR-150-5p mimic 组 PDLSCs 
ALP活性及矿化结节形成率明显降低，差异具有统计

学意义（t=11.254，17.204，均P<0.05）。
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表 3 过表达 lncRNA MALAT1 或抑制 miR-150-5p 表达对 PDLSCs ALP 活性及矿化结节形成率的影响（x±s，n=6）

项 目 对照组 pcDNA 组
pcDNA-
lncRNA 

MALAT1 组

anti-miR
-NC 组

anti-miR-150
-5p 组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1

+mimic NC 组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1+miR

-150-5p mimic 组
F P

ALP 活性 (U/mg) 0.71±0.07 0.73±0.06 1.65±0.13 0.75±0.07 1.80±0.14 1.63±0.12 1.15±0.11 129.495 <0.001

矿化结节形成率 (%) 31.16±1.46 31.22±1.45 71.88±3.15 31.39±1.58 73.44±3.22 70.97±3.23 53.38±2.54 399.775 <0.001

2.5 过表达 lncRNA MALAT1 或抑制 miR-150-5p 表

达对 PDLSCs 中 XBP1，Cyclin D1，OCN，RUNX2，
OPN 蛋白表达的影响 见表 4，图 2。Western blot 结
果显示，与 pcDNA 组比较，pcDNA-lncRNA MALAT1
组 PDLSCs 中 XBP1，Cyclin D1，OCN，RUNX2，
OPN 蛋白明显升高，差异具有统计学意义（均

P<0.05）；与 anti-miR-NC 组比较，anti-miR-150-5p 组

PDLSCs 中 XBP1，Cyclin D1，OCN，RUNX2，OPN
蛋白明显升高，差异具有统计学意义（均 P<0.05）；

与 pcDNA-lncRNA MALAT1+mimic NC 组比较，pcD-
NA-lncRNA MALAT1+miR-150-5p mimic 组 PDLSCs 中
XBP1，Cyclin D1，OCN，RUNX2，OPN蛋白明显降低，

差异具有统计学意义（均 P<0.05）。

表 4 过表达 lncRNA MALAT1 或抑制 miR-150-5p 表达对 PDLSCs 中 XBP1，Cyclin D1，OCN，RUNX2， 

OPN 蛋白表达的影响（x±s，n=6）

项 目 对照组 pcDNA 组
pcDNA-lncRNA 

MALAT1 组
anti-miR
-NC 组

anti-miR-150
-5p 组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1

+mimic NC 组

pcDNA-lncRNA 
MALAT1+miR

-150-5p mimic 组
F P

XBP1/GAPDH 0.43±0.04 0.46±0.04 1.33±0.12*# 0.45±0.04 1.56±0.14*@ 1.30±0.11 0.93±0.08& △ 170.387 <0.001

Cyclin D1/GAPDH 0.88±0.07 0.90±0.08 2.18±0.15*# 0.91±0.07 2.34±0.13*@ 2.20±0.14 1.50±0.10& △ 224.007 <0.001

OCN/GAPDH 0.61±0.05 0.59±0.05 1.54±0.11*# 0.60±0.05 1.72±0.14*@ 1.56±0.12 1.03±0.09& △ 175.209 <0.001

RUNX2/GAPDH 0.35±0.03 0.37±0.03 1.12±0.10*# 0.38±0.03 1.29±0.12*@ 1.15±0.11 0.75±0.06& △ 167.827 <0.001

OPN/GAPDH 0.12±0.01 0.15±0.01 0.78±0.07*# 0.14±0.02 0.86±0.07*@ 0.76±0.06 0.31±0.03& △ 323.020 <0.001

注：* 与对照组比较，t=24.366，28.863，24.264，24.121，35.041；t=30.593，32.416，28.960，29.446，39.288，均 P<0.05；# 与 pcDNA 组比较，

t=23.554，28.419，24.786，23.494，33.448，均 P<0.05；& 与 pcDNA-lncRNA MALAT1 组比较，t=10.830，15.098，13.306，11.591，24.953，
均 P<0.05；@ 与 anti-miR-NC 组比较，t=30.052，31.750，29.221，28.507，38.227，均 P<0.05；△与 pcDNA-lncRNA MALAT1+mimic NC 组比较，

t=10.017，15.542，13.828，12.530，23.892，均 P<0.05。

图 2 PDLSCs 中 XBP1，Cyclin D1，OCN，RUNX2，
OPN 蛋白的 Western blot 检测

2.6 lncRNA MALAT1 靶向调节 miR-150-5p/XBP1

轴 见图 3。Targetscan 网站发现 lncRNA MALAT1
与 miR-150-5p，miR-150-5p 与 XBP1 可结合。miR-
150-5p mimic 和 lncRNA MALAT1-WT 共 转 染 组

（0.29±0.03）的荧光素酶活性明显低于 mimic NC
和 lncRNA MALAT1-WT 共转染组（1.02±0.01），

差异具有统计学意义（t=56.546，P<0.001）；miR-
150-5p mimic 和 lncRNA MALAT1-MUT 共转染组

（1.01±0.06）的荧光素酶活性与 mimic NC 和 ln-
cRNA MALAT1-MUT 共转染组（1.03±0.08）差异

无统计学意义（t=0.490，P=0.635）。miR-150-5p 
mimic 和 XBP1-WT 共转染组（0.19±0.01）的荧光

素酶活性明显低于 mimic NC 和 XBP1-WT 共转染

组（1.01±0.02），差异具有统计学意义（t=89.826，
P<0.001）；miR-150-5p mimic 和 XBP1-MUT 共转

染组（0.99±0.05）的荧光素酶活性与 mimic NC 和

XBP1-MUT 共转染组（1.02±0.06）差异无统计学

意义（t=0.941，P=0.369）。
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图 3 lncRNA MALAT1 与 miR-150-5p，miR-150-5p 与 XBP1 的结合位点图

3 讨论

牙周炎是一种发生在牙周组织中的慢性炎症 [9]。

在世界范围内，尤其是中国，牙周炎发病率非常高 [10-11]。

PDLSCs 是具有多向分化潜能的细胞，也是牙周炎患者

牙周组织和骨再生的理想候选细胞 [12-13]。因此，确定

促进 PDLSCs 增殖和成骨分化的分子靶点，对于牙周

炎患者的临床治疗至关重要。

最近的研究表明，lncRNA 在调节干细胞增殖、

分化方面具有至关重要的作用 [14]。如沉默 lncRNA 
MALAT1 抑 制 人 PDLSCs 成 骨 分 化 [15]；lncRNA 
MALAT1 过表达促进人 PDLSCs 增殖 [16]；PDLSCs
成骨分化后 lncRNA MALAT1 表达上调 [17]。本研究

首先发现，已分化组 PDLSCs 中 lncRNA MALAT1
表达高于未分化组，这提示 lncRNA MALAT1 可能

参与了 PDLSCs 的分化过程。于是对 PDLSCs 进行

了过表达 lncRNA MALAT1 的处理，结果发现过表

达 lncRNA MALAT1 促进 PDLSCs 增殖及成骨分化。

此外，Cyclin D1 是增殖相关蛋白，其表达水平升高

表明 PDLSCs 增殖能力增强 [18]；OCN，RUNX2，
OPN 是成骨相关基因，有助于诱导 PDLSCs 成骨

分化 [19]。本研究中的 pcDNA-lncRNA MALAT1 组

PDLSCs 中上述蛋白高于 pcDNA 组，再次从蛋白水

平上证明了上调 lncRNA MALAT1 表达对 PDLSCs
增殖及成骨分化的促进作用。本研究在前人研究

的基础上再次验证了过表达 lncRNA MALAT1 对

PDLSCs 增殖及成骨分化的促进作用，为 lncRNA 
MALAT1 在 PDLSCs 增殖及成骨分化中扮演重要角

色提供了更坚实的理论基础。提示 lncRNA MALAT1
可能成为治疗牙周炎的潜在有效靶点之一。但具体

分子机制尚不完全明确。

目前已有 lncRNA MALAT1 调节 miR-150-5p 影

响 IL-1β 刺激的软骨细胞增殖的研究 [20]。miR-150-
5p 是在多种疾病中失调的 miRNA，已有研究报道，

miR-150-5p 在牙周炎患者中显著上调，且与病情的

严重程度和牙周指数密切相关 [21]。本研究发现抑制

miR-150-5p 表达促进了 PDLSCs 增殖及成骨分化。

且过表达 lncRNA MALAT1 可抑制 PDLSCs 中 miR-
150-5p 表达，lncRNA MALAT1 可靶向负调控 miR-
150-5p 表达，于是推测过表达 lncRNA MALAT1 可

能通过抑制 miR-150-5p 表达促进了 PDLSCs 增殖及

成骨分化。为了验证上述推测，本实验用 miR-150-
5p 模拟物 miR-150-5p mimic 进行了回复实验，结果

miR-150-5p mimic 逆转了过表达 lncRNA MALAT1 对

PDLSCs 增殖及成骨分化的促进作用。证实了推测的

合理性。

miRNA 通过靶向 mRNA 的 3’ 非翻译区在 mRNA
的转录后调控中发挥关键作用，导致 mRNA 降解或

翻译抑制 [22]。为了进一步探究 lncRNA MALAT1/miR-
150-5p 轴调控 PDLSCs 增殖及成骨分化的分子机制，

本实验证实了 XBP1 为 miR-150-5p 的靶基因。XBP1
是一种转录因子，据报道，过表达 XBP1 促进了牙龈

卟啉单胞菌来源的脂多糖诱导的脂肪细胞胰岛素信

号通路的激活 [23]。本研究中，XBP1 mRNA 在已分化

PDLSCs中高表达，亦提示XBP1可促进PDLSCs分化。

且过表达 lncRNA MALAT1 后，PDLSCs 中 miR-150-
5p 下调表达，XBP1 mRNA 及蛋白表达上调，与此同

时 miR-150-5p mimic 逆转了过表达 lncRNA MALAT1
对 PDLSCs 中 XBP1 mRNA 及蛋白表达的促进作用。

这证明了过表达 lncRNA MALAT1 可能通过调控 miR-
150-5p/XBP1 轴促进人 PDLSCs 增殖和成骨分化。然

而 PDLSCs 增殖和成骨分化分子机制复杂且多样，本

研究仅局限在体外细胞水平，lncRNA MALAT1 的调

控作用和机制还需通过体内实验进一步深入挖掘。

综上所述，过表达 lncRNA MALAT1 可能通

过下调 miR-150-5p 促进 XBP1 表达进而促进人

PDLSCs 增殖和成骨分化。该研究可能为牙周炎的

治疗提供新的参考依据。
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