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· 论著 ·

KCNQ1OT1靶向miR-218对脂多糖诱导的人牙周膜干细胞

增殖和成骨分化的影响

王思青，张茂奇，胡婷婷，叶芳
（南昌大学附属口腔医院牙周科，南昌  330000）  

摘要  目的 探究KCNQ1重叠转录物1 （KCNQ1OT1） 靶向miR-218对脂多糖 （LPS） 诱导的人牙周膜干细胞 （hPDLSC） 增殖和

成骨分化的影响。方法   体外培养hPDLSC，随机分为hPDLSC组、LPS组、pcDNA-KCNQ1OT1组、pcDNA组、miR-218组、miR-NC

组。观察各组细胞增殖和茜素红染色情况，分别检测细胞碱性磷酸酶 （ALP） 活性，KCNQ1OT1和miR-218表达水平，白细胞介

素-1β （IL-1β）、白细胞介素-6 （IL-6）、肿瘤坏死因子α （TNF-α） 水平，以及细胞中骨桥蛋白 （OPN）、骨钙素 （OCN）、Runt相关转录因

子2 （RUNX2）、骨形态发生蛋白2 （BMP2） 表达水平。双萤光素酶实验验证KCNQ1OT1和miR-218的关系。结果   LPS组与hPDLSC

组相比，miR-218组与pcDNA-KCNQ1OT1组相比，细胞增殖率、ALP活性、KCNQ1OT1以及OPN、OCN、RUNX2、BMP2表达水平降

低，miR-218表达水平以及IL-1β、IL-6、TNF-α水平升高 （P < 0.05）； pcDNA-KCNQ1OT1组与LPS组相比，细胞增殖率、ALP活性、

KCNQ1OT1以及OPN、OCN、RUNX2、BMP2表达水平升高，miR-218表达水平以及IL-1β、IL-6、TNF-α水平降低 （P < 0.05）。

hPDLSC组、pcDNA-KCNQ1OT1组、miR-NC组钙化结节较多，为暗红色，LPS组、pcDNA组、miR-218组暗红色钙化结节较少。

KCNQ1OT1和miR-218间有靶向关系。KCNQ1OT1-WT+miR-218组萤光素酶活性低于KCNQ1OT1-WT+miR-NC组 （P < 0.05）。结

论  KCNQ1OT1能够下调miR-218，促进LPS诱导的hPDLSC的增殖和成骨分化。
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Effects of KCNQ1OT1 on lipopolysaccharide-induced proliferation and osteogenic differentiation of
human periodontal ligament stem cells by targeting miR-218
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Abstract  Objective To investigate the effects of the long noncoding RNA （lncRNA），KCNQ1 overlapping transcript 1 （KCNQ1OT1），

on lipopolysaccharide （LPS）-induced proliferation and osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells （hPDLSCs） 

by targeting miR-218. Methods  HPDLSCs were cultured in vitro  and randomly assigned into hPDLSC，LPS，pcDNA-KCNQ1OT1，

pcDNA，miR-218，or miR-NC groups. Cell proliferation and alizarin red staining of the cells were observed. The activity of alkaline phos-
phatase，the expression of KCNQ1OT1 and miR-218，the levels of interleukin-1β （IL-1β），interleukin-6 （IL-6），and tumor necrosis factor 

α （TNF-α），and the expression of osteopontin （OPN），osteocalcin （OCN），Runt-related transcription factor 2 （RUNX2），and bone morpho-
genetic protein 2 （BMP2） in cells were detected. A dual luciferase assay was performed to verify the relationship between KCNQ1OT1 and 

miR-218. Results  Compared with the hPDLSC group，the cell proliferation rate，the alkaline phosphatase  activity，and the expression 

of KCNQ1OT1，OPN，OCN，RUNX2，and BMP2 were significantly decreased，while the expression of miR-218 and the levels of IL-1β，

IL-6，and TNF-α were significantly increased in the LPS group （P < 0.05）. Compared with the pcDNA-KCNQ1OT1 group，all the above 

indicators had the same trend in the miR-218 group （P < 0.05）. Compared with the LPS group，the cell proliferation rate，the alkaline phos-
phatase  activity，and the expression of KCNQ1OT1，OPN，OCN，RUNX2，and BMP2 were significantly increased，while the expression of 

miR-218 and the levels of IL-1β，IL-6，and TNF-α were significantly decreased in the pcDNA-KCNQ1OT1 group （P < 0.05）. There was a 

targeting relationship between KCNQ1OT1 and miR-218. The luciferase activity in the KCNQ1OT1-WT+miR-218 group was significantly 

lower than that in the KCNQ1OT1-WT+miR-NC group （P < 0.05）. Conclusion  KCNQ1OT1 can downregulate miR-218 and promote 

LPS-induced proliferation and osteogenic differentiation of hPDLSCs.
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牙周炎会导致牙周韧带、牙骨质和骨骼破坏，

而人牙周膜干细胞 （human periodontal ligament stem 

cell，hPDLSC） 在诱导培养条件下表现出成骨潜力，

能与周围炎症微环境相互作用，产生牙周膜组织，促

进牙周组织再生［1］。因此，分析hPDLSC成骨分化并

探索其潜在机制具有重要意义。KCNQ1重叠转录物

1 （KCNQ1 overlapping transcript 1，KCNQ1OT1） 是 一

种 长 链 非 编 码RNA （long noncoding RNA，lncRNA），

可吸附多种微RNA （microRNA，miRNA），并调节下

游靶点，参与多种疾病的发病机制［2］。既往研究［3］报

道，KCNQ1OT1在hPDLSC成骨诱导过程中上调，能

靶向miR-24-3p调节成骨基因表达，加速hPDLSC成

骨分化。 miRNA可靶向成骨标志物或成骨相关途

径，参与人牙周膜细胞中成骨基因调节，影响成骨

分化，从而改善牙周病［4］。miR-218在人牙髓干细胞、

hPDLSC中下调，能通过调节成骨相关蛋白表达影响

细胞增殖和成骨分化［5］。以上研究提示，KCNQ1OT1

和miR-218是治疗牙周炎的潜在靶点。研究［6］表明，

KCNQ1OT1能靶向miR-218-5p，激活PI3K/AKT/mTOR

通 路，减 少 软 骨 细 胞 功 能 障 碍 发 生。因 此 推 测，

KCNQ1OT1可能通过调控miR-218影响hPDLSC增殖

和成骨分化。本研究以脂多糖 （lipopolysaccharide，

LPS） 诱导的hPDLSC为研究对象，分析KCNQ1OT1和

miR-218对LPS诱导的hPDLSC增殖、成骨分化的影

响，并探究KCNQ1OT1和miR-218的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

hPDLSC （武汉益普生物科技有限公司）；DMEM

培养基 （武汉艾美捷科技有限公司）；lipofectamine 

3000转染试剂 （美国ThermoFisher Scientific公司）；LPS 

（美国MCE公司）；KCNQ1OT1的pcDNA序列 （pcDNA-

KCNQ1OT1）、空 白pcDNA、miR-218模 拟 物、miR-NC

［汉恒生物科技 （上海） 有限公司］；Premix Ex TaqTMⅡ 

（日本TaKaRa公司）；碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase，

ALP） 活性染色试剂盒，白细胞介素-1β （interleukin-

1β，IL-1β）、白细胞介素-6 （interleukin-6，IL-6）、肿瘤

坏死因子α （tumor necrosis factor α，TNF-α） 酶联免疫

吸附试剂盒，双萤光素酶试剂盒，成骨细胞茜素红

染色试剂盒 （武汉纯度生物科技有限公司）；骨桥

蛋 白 （osteopontin，OPN）、骨 钙 素 （osteocalcin，OCN）、

Runt相关转录因子2 （Runt-related transcription factor 

2，RUNX2）、骨 形 态 发 生 蛋 白2 （bone morphogenetic 

protein 2，BMP2）、GAPDH、二抗 （英国abcam公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与处理：将hPDLSC置于DMEM培养

基中，37 ℃、5% CO2条件下培养、传代。取第3代对数

期hPDLSC置于含1 μg/mL LPS的培养基中［7］，分别培

养12、24、48 h。

1.2.2 CCK-8法测定细胞增殖：hPDLSC于96孔板 

（2×103/孔） 中培养24 h，加入10 μL CCK-8液，37 ℃

孵育2 h，检测450 nm处吸光度，计算细胞增殖率。

1.2.3 实时定量PCR：hPDLSC融合度至80%时，采用

TRIzol试剂分离各组细胞总RNA，逆转录为cDNA。

使 用Premix Ex TaqTM Ⅱ 在CFX96实 时 定 量PCR系

统中进行PCR。反应条件：94 ℃ 60 s，循环40次：94 

℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s。采用2-ΔΔCt法计算

KCNQ1OT1和miR-218表达，β-actin和U6为内参。引

物序列：KCNQ1OT1，正向5’-ACTCACTCACTCACT

CACT-3’，反向5’-CTGGCTCCTTCTATCACATT-3’；

U6，正向5’-GCTGGACTCTAGGGTGCAAG-3’，反向

5’-GAGCATACCAGGTGGTAGTAG-3’；miR-218，正

向5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，反向5’-AACGCT

TCACGAATTTGCGT-3’；β-actin，正向5’-ACACTCC

AGCTGGGTTGATCTAA-3’，反向5’-GGAAGATGGT

GATGGGATT-3’。

1.2.4 细胞分组：将细胞分为hPDLSC组、LPS组、

pcDNA-KCNQ1OT1组、pcDNA组、pcDNA-KCNQ1OT1+

miR-218组、pcDNA-KCNQ1OT1+miR-NC组。hPDLSC

组细胞常规培养24 h；LPS组细胞用1 μg/mL LPS处理

24 h；pcDNA-KCNQ1OT1组细胞用lipofectamine 3000

转染试剂转染pcDNA-KCNQ1OT1 24 h后再用1 μg/mL

LPS处理24 h；pcDNA组细胞转染pcDNA 24 h后再用

1 μg/mL LPS处 理24 h；pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218

组细胞转染pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218 24 h后再用

1 μg/mL LPS处理24 h；pcDNA-KCNQ1OT1+miR-NC
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组细胞转染pcDNA-KCNQ1OT1+miR-NC 24 h后再用

1 μg/mL LPS处理24 h。收集细胞备用。

1.2.5 ALP活性检测：裂解hPDLSC，取上清液，按照

试剂盒说明书加反应液，37 ℃孵育10 min，终止反

应，检测405 nm处吸光度，分析ALP活性。

1.2.6 茜素红染色：hPDLSC接种至6孔板 （1×106/孔），

PBS洗涤，2 mL 4%聚甲醛固定30 min，洗涤后用2 mL

茜素红染色10 min，再次洗涤后加2 mL PBS，于倒置

显微镜下观察钙化结节。

1.2.7 IL-1β、IL-6、TNF-α水平检测：hPDLSC消化后

离心取上清液，按试剂盒说明将上清液加入至已包

被抗原的板孔中，依次加酶标抗体、显色液、终止液

孵育，检测450 nm处吸光度，计算IL-1β、IL-6、TNF-α

水平。

1.2.8 Western blotting：RIPA液提取hPDLSC总蛋白，

BCA法定量，电泳，转膜封闭。用OPN、OCN、RUNX2、

BMP2 （1 ∶ 1 000）、GAPDH （1 ∶ 10 000） 一抗4 ℃培

养过夜，再与HRP标记的山羊抗大鼠IgG二抗 （1 ∶

5 000） 室温避光2 h，用ECL试剂将蛋白条带可视化，

通过条带灰度值分析蛋白表达。

1.2.9 双萤光素酶实验：在ENCORI网 站 （https：//

rnasysu.com/encori/agoClipRNA.php?source=lncRNA） 

预 测KCNQ1OT1和miR-218的 结 合 位 点。将KCN-

Q1OT1野生型或突变型序列插入到pmirGLO中，生

成KCNQ1OT1-WT和KCNQ1OT1-MUT，用lipofecta-

mine 3000将KCNQ1OT1-WT和KCNQ1OT1-MUT与

miR-218或miR-NC共转染至hPDLSC，48 h后用双萤

光素酶报告基因检测系统检测萤光素酶活性。

1.3 统计学分析

采用SPSS 26.00处理数据。符合正态分布的计

量资料以x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用SNK-q检验。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 LPS诱导hPDLSC增殖和KCNQ1OT1表达

与0 h比 较，LPS诱 导12、24、48 h时hPDLSC增 殖

率和KCNQ1OT1表达水平降低 （P < 0.05），24 h和48 h

比较，细胞增殖率和KCNQ1OT1表达水平的差异无

统计学意义 （P > 0.05）。因此，本研究选择24 h作为

后续实验中LPS处理时间。见图1。

2.2 各组细胞增殖率的比较

A，proliferation rates at different times；B，KCNQ1OT1 expression at different times. * P < 0.05 vs. 0 h；# P < 0.05 vs. 12 h.

图1  LPS诱导hPDLSC增殖和KCNQ1OT1表达

Fig.1  Proliferation rate and KCNQ1OT1 expression in hPDLSCs induced by LPS 

与hPDLSC组比较，LPS组细胞增殖率明显降低 

（P < 0.05）；与LPS组比较，pcDNA-KCNQ1OT1组细胞

增殖率明显升高 （P < 0.05）；与pcDNA-KCNQ1OT1组

比较，pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218组增殖率明显降

低 （P < 0.05），见表1。

2.3 各组细胞KCNQ1OT1和miR-218表达水平的比较

与hPDLSC组比较，LPS组细胞中KCNQ1OT1表

达水平明显降低，miR-218表达水平明显升高 （P < 

0.05）；与LPS组比较，pcDNA-KCNQ1OT1组KCNQ1OT1

表达水平明显升高，miR-218表达水平明显降低 （P < 

0.05）；与pcDNA -KCNQ1OT1组 比 较，pcDNA -

KCNQ1OT1+miR-218组KCNQ1OT1表达水平明显降

低，pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218表达水平明显升高 

（P < 0.05）。见表1。
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2.4 各组细胞ALP活性的比较

与hPDLSC组比较，LPS组细胞中ALP活性明显

降 低 （P < 0.05）；与LPS组 比 较，pcDNA-KCNQ1OT1

组细胞中ALP活性明显升高 （P < 0.05）；与pcDNA-

KCNQ1OT1组比较，pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218组细

胞中ALP活性明显降低 （P < 0.05）。见表1。

A，hPDLSC group；B，LPS group；C，pcDNA group；D，pcDNA-KCNQ1OT1 group；E，pcDNA-KCNQ1OT1+miR-NC group；F，pcDNA-KCNQ1OT1+

miR-218 group.

图2  各组hPDLSC茜素红染色情况  ×40

Fig.2  Alizarin red staining of hPDLSCs in each group ×40

表1  各组hPDLSC增殖率、ALP活性以及KCNQ1OT1和miR-218表达水平的比较

Tab.1  Comparison of cell proliferation rate，alkaline phosphatase activity，and expression  levels of KCNQ1OT1 and miR-218  in 

hPDLSCs of each group

Group Cell proliferation rate （%） 
KCNQ1OT1 expression 

level
miR-218 expression level

Alkaline phosphatase 
activity

hPDLS 100.00±0.00 1.03±0.07 1.02±0.10 5.93±0.11

LPS   60.32±4.751） 0.52±0.061） 2.38±0.141） 2.25±0.071） 

pcDNA   61.05±4.33 0.53±0.05 2.40±0.16 2.23±0.09

pcDNA-KCNQ1OT1   85.79±5.062） 0.99±0.082） 1.15±0.092） 5.56±0.102） 

pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218   58.61±3.583） 0.56±0.073） 2.27±0.153） 2.75±0.083） 

pcDNA-KCNQ1OT1+miR-NC   86.17±5.64 0.97±0.09 1.12±0.11 5.61±0.12

1） P < 0.05 vs. hPDLSC group；2） P < 0.05 vs. LPS group；3） P < 0.05 vs. pcDNA-KCNQ1OT1 group.

2.5 各组细胞成骨分化能力比较

hPDLSC组、pcDNA-KCNQ1OT1组、miR-NC组

hPDLSC中钙化结节较多，为暗红色，LPS组、pcDNA

组、miR-218组hPDLSC中暗红色钙化结节较少。见图2。

2.6 各组细胞中IL-1β、IL-6、TNF-α水平的比较

与hPDLSC组比较，LPS组IL-1β、IL-6、TNF-α水平

明显升高 （P < 0.05）；与LPS组比较，pcDNA-KCNQ1OT1

组IL-1β、IL-6、TNF-α水平明显降低 （P < 0.05）；与

pcDNA-KCNQ1OT1组 比 较，pcDNA-KCNQ1OT1+

miR-218组IL-1β、IL-6、TNF-α水平明显升高 （P < 0.05）。

见表2。

2.7 各组细胞中OPN、OCN、RUNX2、BMP2蛋白表

达水平的比较

与hPDLSC组比较，LPS组OPN、OCN、RUNX2、BMP2

蛋白表达水平明显降低 （P < 0.05）；与LPS组比较，

pcDNA-KCNQ1OT1组OPN、OCN、RUNX2、BMP2蛋

白表达水平明显升高 （P < 0.05）；与pcDNA-KCNQ1OT1

组比较，pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218组OPN、OCN、

RUNX2、BMP2蛋白表达水平明显降低 （P < 0.05）。

见表2、图3。

2.8 验证KCNQ1OT1和miR-218的关系

ENCORI网 站 显 示，KCNQ1OT1和miR-218间 可

能有靶向关系。见图4。KCNQ1OT1-WT+miR-NC组、

KCNQ1OT1-WT+miR-218组、KCNQ1OT1-MUT+miR-

NC组、KCNQ1OT1-MUT+miR-218组的萤光素酶活性

分别为1.33±0.11、0.45±0.06、1.28±0.09、1.31±0.08，

与KCNQ1OT1-WT+miR-NC组比较，KCNQ1OT1-WT+

miR-218组萤光素酶活性明显降低 （P < 0.05）。

A B C D E F
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3 讨论

牙周炎是牙周组织的慢性炎症，由龈下菌斑的

积累和革兰氏阴性厌氧菌的作用引起，可造成牙齿

支撑组织逐渐破坏，最终导致牙齿脱落，且与各种

全身性疾病的发生或进展有关［8］。因此，探究牙周

炎的发病机制可能对改善口腔健康和避免全身性

疾病的发展具有临床意义。hPDLSC是位于牙周韧

带组织中的间充质干细胞，具有恢复受损牙周组织

的成骨和再生潜力，能迁移到牙周病部位介导牙周

再生，而LPS可产生促炎性细胞因子，抑制hPDLSC

活力，导致牙周膜细胞分化紊乱，破坏微环境稳态

并损害牙周组织，已被广泛用于构建牙周炎体外实

验模型［8］。因此，本研究以LPS诱导的hPDLSC为研

究对象，分析其增殖和成骨分化能力，并探索机制。

表2  各组hPDLSC中IL-1β、IL-6、TNF-α水平以及OPN、OCN、RUNX2、BMP2蛋白表达水平比较

Tab.2  Comparison of  the  levels of  IL-1β，IL-6，and TNF-α and  the expression  levels of OPN，OCN，RUNX2，and BMP2  in 

hPDLSCs of each group 

Group IL-1β （pg/mL） IL-6 （pg/mL） TNF-α （pg/mL） OPN OCN RUNX2 BMP2

hPDLSC 12.34±1.35 35.63±3.74   62.37±6.86 0.75±0.08 1.63±0.11 1.50±0.13 2.35±0.26

LPS 45.72±5.311） 95.26±10.151） 177.25±18.731） 0.31±0.051） 0.76±0.081） 0.68±0.091） 1.06±0.101） 

pcDNA 43.61±5.88 95.73±9.97 175.83±18.46 0.27±0.04 0.73±0.07 0.65±0.06 1.12±0.12

pcDNA-KCNQ1OT1 19.85±2.422） 56.12±6.512） 101.32±11.452） 0.71±0.072） 1.57±0.132） 1.43±0.152） 2.23±0.212） 

pcDNA-KCNQ1OT1+miR-218 40.06±4.243） 87.85±8.923） 168.43±17.593） 0.41±0.063） 0.88±0.093） 0.73±0.083） 1.22±0.153） 

pcDNA-KCNQ1OT1+miR-NC 18.97±2.53 55.49±5.83   98.77±10.38 0.68±0.07 1.52±0.12 1.39±0.14 2.19±0.18

1） P < 0.05 vs. hPDLSC group；2） P < 0.05 vs. LPS group；3） P < 0.05 vs. pcDNA-KCNQ1OT1 group.

图4  KCNQ1OT1和miR-218的关系

Fig.4  Relationship between KCNQ1OT1 and miR-218

目前，已发现几种lncRNA和miRNA会影响成骨

过 程。其 中，KCNQ1OT1能 与miRNA、mRNA和 蛋 白

质相互作用，影响基因表达和各种细胞功能，从而

影响疾病进展［9］。研究［10］显示，KCNQ1OT1在骨髓

间充质干细胞成骨分化过程中上调，能增强ALP活

性，促进钙化和成骨分化。研究［11］报道，KCNQ1OT1

在成骨分化过程中表达增加，能促进细胞成骨分化

和钙化，加速骨形成。本研究中，LPS刺激后hPDLSC

细胞增殖率、ALP活性降低，暗红色钙化结节较少，

细胞中KCNQ1OT1、OPN、OCN、RUNX2、BMP2表达

水平降低，miR-218表达水平和IL-1β、IL-6、TNF-α水

平升高，说明LPS能通过诱导炎症反应，抑制ALP活
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1，hPDLSC group；2，LPS group；3，pcDNA group；4，pcDNA-KCNQ1OT1

group；5，pcDNA-KCNQ1OT1+miR-NC group；6，pcDNA-KCNQ1OT1+

miR-218 group. 

图3  各组hPDLSC中OPN、OCN、RUNX2、BMP2蛋白表达

Fig.3  Expressions of OPN，OCN，RUNX2，and BMP2  in 

hPDLSCs of each group
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性和钙化形成，进而抑制成骨分化。上调KCNQ1OT1

后，细胞增殖率、ALP活性、KCNQ1OT1、OPN、OCN、

RUNX2、BMP2表达水平升高，暗红色钙化结节增

多，miR-218表达水平和IL-1β、IL-6、TNF-α水平降低。

BMP2是成骨分化的正调节因子，能诱导成骨分化，

RUNX2是骨发育和成骨分化的主要基因，而OPN、

OCN能促进组织愈合和新生血管生成，进而促进成

骨细胞分化［12］。本研究表明，上调KCNQ1OT1能逆

转LPS对hPDLSC的伤害，通过促进成骨相关蛋白表

达和ALP活性，提高细胞增殖率，消除炎症，进而促

进成骨分化。

特定的miRNA和信号通路能参与人牙髓来源

的间充质干细胞分化的调节，其中，has-miR-140-5p、

has-miR-143和has-miR-218是最常报道的抑制成骨

分化的miRNA［13］。已有研究［14］表明，miR-218-5p下

调能增强hPDLSC活力，促进细胞成骨分化。还有研

究［15］表明，miR-218-5p可增强LPS介导的hPDLSC活

性，减缓细胞凋亡，并下调炎性细胞因子表达。本研

究发现，同时上调KCNQ1OT1和miR-218后，hPDLSC

的增殖率和ALP活性降低，暗红色钙化结节减少，

miR-218表达水平和IL-1β、IL-6、TNF-α水平升高，

KCNQ1OT1、OPN、OCN、RUNX2、BMP2表达水平降

低，说 明miR-218过 表 达 能 抵 消KCNQ1OT1上 调 引

发的hPDLSC增殖和成骨分化能力。KCNQ1OT1和

miR-218间 有 靶 向 关 系。KCNQ1OT1-WT+miR-218

组萤光素酶活性降低，说明KCNQ1OT1可能通过靶

向miR-218影响hPDLSC的增殖和成骨分化。

综上所述，KCNQ1OT1能靶向下调miR-218，促

进LPS诱导的hPDLSC的增殖和成骨分化。但本研究

未设置单独转染miR-218组进行分析，miR-218是否

直接或间接参与hPDLSC的成骨分化还需进一步研

究，且研究结果还需体内实验验证。
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