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  [摘要] 目的 探讨Yes相关蛋白(YAP)在牙周炎伴咬合创伤加重骨吸收中的作用及其分子机制,评估

靶向抑制YAP对牙槽骨破坏的干预效果。方法 通过体外机械应力加载联合脂多糖(LPS)刺激破骨细胞,模

拟体外咬合应力与炎症协同作用,并建立牙周炎伴咬合创伤小鼠模型。利用流式细胞术、Western
 

blot、qPCR
及免疫荧光染色等技术,分析细胞和动物模型中YAP的去磷酸化与核转位情况,并探讨YAP对c-Jun氨基末

端激酶(JNK)/核因子-κB受体活化因子配体(RANKL)通路的调控作用。通过应用YAP抑制剂XAV939干

预该通路,评估其对破骨细胞活化及骨吸收的影响。结果 体外机械应力与LPS协同刺激明显降低破骨细胞

YAP磷酸化水平,促进YAP核转位,激活JNK-RANKL通路。动物模型中,牙周炎伴咬合创伤组YAP、JNK、
RANKL表达水平明显高于牙周炎组(P<0.001)。XAV939干预可逆转 YAP核转位,抑制JNK磷酸化及

RANKL表达水平(P<0.01),减少破骨细胞数量。结论 YAP作为力学-炎症信号交互的枢纽分子,通过激

活JNK/RANKL通路加剧破骨细胞分化及骨吸收;靶向抑制YAP可有效阻断该病理进程,为牙周炎伴咬合创

伤的精准治疗提供新思路。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

Yes-associated
 

protein
 

(YAP)
 

in
 

bone
 

resorption
 

exac-
erbated

 

by
 

occlusal
 

trauma
 

during
 

periodontitis
 

and
 

its
 

molecular
 

mechanisms,and
 

to
 

evaluate
 

the
 

interven-
tional

 

effect
 

of
 

YAP
 

inhibition
 

on
 

alveolar
 

bone
 

destruction.Methods Osteoclasts
 

were
 

stimulated
 

by
 

in
 

vitro
 

mechanical
 

loading
 

combined
 

with
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)
 

to
 

simulate
 

the
 

in
 

vitro
 

synergistic
 

effect
 

of
 

occlu-
sal

 

stress
 

and
 

inflammation.A
 

murine
 

periodontitis
 

model
 

with
 

occlusal
 

trauma
 

was
 

established.Flow
 

cytome-
try,Western

 

blot,qPCR,and
 

immunofluorescence
 

staining
 

were
 

employed
 

to
 

analyze
 

YAP
 

dephosphorylation
 

and
 

nuclear
 

translocation
 

in
 

cellular
 

and
 

animal
 

models,and
 

to
 

investigate
 

YAP’s
 

regulatory
 

effect
 

on
 

the
 

c-
Jun

 

N-terminal
 

kinase
 

(JNK)/receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor
 

kappa-B
 

ligand
 

(RANKL)
 

pathway.The
 

YAP
 

inhibitor
 

XAV939
 

was
 

administered
 

to
 

evaluate
 

its
 

impact
 

on
 

osteoclast
 

activation
 

and
 

bone
 

resorption
 

through
 

pathway
 

intervention.Results In
 

vitro,combined
 

mechanical
 

stress
 

and
 

LPS
 

stimulation
 

significantly
 

reduced
 

YAP
 

phosphorylation
 

in
 

osteoclasts,promoted
 

YAP
 

nuclear
 

translocation,and
 

activated
 

the
 

JNK-
RANKL

 

pathway.In
 

vivo,the
 

periodontitis
 

with
 

occlusal
 

trauma
 

group
 

exhibited
 

markedly
 

elevated
 

expres-
sion

 

of
 

YAP,JNK,and
 

RANKL
 

compared
 

to
 

the
 

periodontitis-alone
 

group
 

(P<0.001).XAV939
 

intervention
 

reversed
 

YAP
 

nuclear
 

translocation,suppressed
 

JNK
 

phosphorylation
 

and
 

RANKL
 

expression
 

(P<0.01),and
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reduced
 

osteoclast
 

numbers.Conclusion YAP
 

acts
 

as
 

a
 

central
 

hub
 

integrating
 

mechanical
 

and
 

inflammatory
 

signals,exacerbating
 

osteoclast
 

differentiation
 

and
 

bone
 

resorption
 

via
 

activation
 

of
 

the
 

JNK-RANKL
 

axis.
Targeted

 

inhibition
 

of
 

YAP
 

effectively
 

blocks
 

this
 

pathological
 

cascade,offering
 

a
 

new
 

approach
 

for
 

the
 

precise
 

treatment
 

of
 

periodontitis
 

complicated
 

by
 

occlusal
 

trauma.
[Key

 

words] YAP;hippo
 

signaling
 

pathway;occlusal
 

trauma;periodontitis;osteoclasts

  牙周炎是全球范围内最常见的慢性炎症性疾病

之一,其患病率随年龄增长明显上升,全球患病率达

11%,是成年人牙齿缺失的首要原因[1]。该病以牙周

支持组织被进行性破坏为特征,临床表现为牙龈出

血、牙周袋形成、牙槽骨吸收及牙齿松动,严重影响患

者咀嚼功能、营养摄入及生活质量[2-3]。菌斑生物膜

是牙周炎发生的始动因子,然而,局部生物力学因素

(如异常咬合力)可通过协同炎症反应明显加速牙周

组织受破坏的进程[4-6]。临床观察表明,伴有咬合创

伤的牙周炎患者牙槽骨吸收速率较单纯牙周炎患者

提高2~3倍,且对常规治疗反应不佳,提示机械应力

与炎症信号的交互作用在疾病进展中至关重要。
咬合创伤通过异常咬合力施加持续性机械应力,

导致细胞外基质变形与细胞骨架重构,进而激活细胞

内力学信号通路。研究表明,牙周膜成纤维细胞在机

械应力刺激下可释放前列腺素E2、基质金属蛋白酶

及核因子-κB受体活化因子配体(receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor
 

κB
 

ligand,RANKL)等因子,直接或间

接促进破骨细胞分化[7-10]。然而,机械应力信号如何

与炎症信号协同调控破骨细胞活化,其机制尚未完全

阐明。
近年来,机械敏感转录共激活因子Yes相关蛋白

(Yes-associated
 

protein,YAP)的生物学功能广受关

注。YAP作为 Hippo通路的核心效应分子,经去磷

酸化后可发生核转位,并与
 

TEA 结构域转录因子

(TEA
 

domain
 

transcription
 

factor,TEAD)
 

结合,调
控细胞增殖、凋亡及分化等相关基因表达[11-14]。研究

显示,YAP在血管内皮细胞中能通过整合素/c-Jun
氨基末端激酶(c-Jun

 

N-terminal
 

kinase,JNK)
 

通路

感知血流剪切力[15-16];在骨组织中,YAP/转录共激活

因子与 PDZ结合基序(transcriptional
 

co-activator
 

with
 

PDZ-binding
 

motif,TAZ)通路在调控成骨细胞

活性以维持骨稳态中发挥重要作用[17-18]。本团队前

期研究发现,伴咬合创伤的牙周炎患者牙周组织中

YAP去磷酸化水平明显升高,且YAP磷酸化与JNK
磷酸化及RANKL表达水平呈正相关[19],提示YAP
可能是力学-炎症信号交叉传递信息的枢纽分子。
JNK作为应激与炎症信号通路中的关键分子,可

被RANKL激活进而促进破骨细胞分化并抑制凋

亡[19-20]。机械应力亦可明显提升牙周膜细胞JNK磷

酸化水平,并与破骨细胞分化标志物表达相关[21]。然

而,YAP是否通过调控JNK/RANKL通路介导应力

对破骨细胞的协同活化,尚缺乏系统证据;靶向YAP

能否逆转咬合创伤加重的骨破坏,亦有待阐明。基于

此,本研究通过构建体外机械应力加载联合脂多糖

(lipopolysaccharide,LPS)模型及牙周炎伴咬合创伤

小鼠模型,系统探讨:(1)机械应力与炎症刺激如何协

同调控YAP去磷酸化及核转位;(2)YAP是否通过

激活JNK/RANKL通路促进破骨细胞分化;(3)YAP
抑制剂XAV939能否逆转咬合创伤协同牙周炎的骨

吸收效应。本研究将揭示 YAP在力学-炎症信号交

互调控中的分子机制,为开发靶向YAP的牙周炎治

疗策略提供实验依据,对改善相关患者的临床预后具

有重要转化价值。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

42只雄性健康BALB/c小鼠,4~6周龄,体重

(20±4)g,购自斯贝福(北京)生物技术有限公司,许
可证号:SCXK(京)2019-0010。小鼠单核/巨噬细胞

系RAW264.7(货号CL-0490)购自武汉赛维尔生物

科技有限公司。本研究已通过厦门大学附属第一医

院实验动物管理与伦理委员会批准,动物实验过程遵

照我国实验动物相关法律法规条例要求进行。
1.1.2 试剂与药品

HT(货号BES21661BO)购自上海博尔森生物科

技有限公司;HE染色试剂盒(货号 MB9898-2)、中性

树胶(货号 MB9899)、BCA 蛋白定量试剂盒(货号

MA0082-2)、10%聚丙烯酰胺凝胶超快速制备试剂盒

(货 号 MA0382)、预 染 彩 虹 蛋 白 marker(货 号

MA0342)、青 霉 素/链 霉 素 溶 液 (货 号 MA0110)、
0.25%胰 蛋 白 酶-乙 二 胺 四 乙 酸(货 号 MA0233)、
DMEM 基 础 培 养 基 (货 号 MA0212)、PBS(货 号

MA0015)购自大连美仑生物技术有限公司;NovoSta-
rt􀆿

 

SYBR
 

qPCR
 

SuperMix
 

Plus(货号E096-01B)购
自苏州近岸蛋白质科技股份有限公司;胎牛血清(货
号AUS-01S-02)购自长沙赛尔博克斯生物科技有限

公司;YAP抑制剂XAV939(货号T6779)购自上海陶

术生物科技有限公司。YAP一抗(1∶1
 

000稀释,货
号14074)购自美国Cell

 

Signaling
 

Technology公司;
磷酸化YAP(p-YAP)一抗购自美国Abcam公司(1∶
1

 

000稀释,货号ab76252);JNK一抗(1∶1
 

000稀

释,66210-1-Ig)、RANKL一抗(1∶1
 

000稀释,货号

23406-1-AP)购自安诺伦(北京)生物科技有限公司;β-
actin一抗(1∶1

 

000稀释,货号1308114360)购自上海

谱振生物科技有限公司;辣根过氧化物酶(horseradish
 

9252重庆医学2025年11月第54卷第11期



peroxidase,HRP)标记的山羊抗兔/小鼠IgG(1∶5
 

000
稀释)购自上海碧云天生物技术股份有限公司。
1.1.3 设备与软件

小动物麻醉机购自上海玉研科学仪器有限公司,
K3酶标仪购自广东丹利科技有限公司,低温高速离

心机购自美国Beckman公司,数显恒温水浴锅购自上

海邦西仪器科技有限公司,轨道式摇床购自杭州米欧

仪器有限公司,Western
 

blot实验中特定蛋白条带的

显影仪购自杭州易博特科技有限公司,磁力搅拌器购

自上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司,qPCR仪购自

美国ABI公司,蛋白垂直电泳仪、PCR仪购自美国

Bio-Rad公司,CO2 培养箱购自美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司,生物显微镜、荧光倒置显微镜购自日

本Nikon公司。
1.2 方法

1.2.1 实验分组

细胞实验分为两部分,实验1:细胞分为正常对照

组(n=3)、应力刺激组(n=3)、LPS刺激组(n=3)及
应力+LPS刺激组(n=3);实验2:细胞分为正常对

照组(n=3)、应力+LPS刺激组(n=3)及应力+
LPS+XAV939组(YAP抑制剂干预,n=3)。动物实

验选取30只 BALB/c小鼠,随机分为正常对照组

(n=6)、牙周炎组(n=6)、咬合创伤组(n=6)、牙周炎

伴咬合创伤组(n=6)及牙周炎伴咬合创伤+XAV939
组(n=6)。
1.2.2 细胞培养与传代

细胞培养:细胞用完全培养基(含10%
 

胎牛血

清、1%青霉素/链霉素溶液)培养,置于37
 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度的培养箱中培养。
细胞换液:吸弃培养液,加入PBS润洗,加入新鲜

的完全培养基,置于37
 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度的培养

箱中培养。
细胞传代:待细胞生长达到80%汇合度时进行细

胞传代,吸弃培养液,加入适量0.25%胰蛋白酶消化,
用完全培养基终止消化后收集细胞悬液,1

 

000
 

r/min
离心3

 

min,弃上清液,用新鲜的完全培养基重悬细胞

沉淀,按所需比例进行传代,置于37
 

℃、5%
 

CO2 饱

和湿度的培养箱中培养。
1.2.3 细胞干预

取对数生长期的细胞,用胰蛋白酶消化,1
 

000
 

r/
min

 

离心
 

3
 

min后,弃上清液,用新鲜的完全培养基

调整细胞密度为1×104/mL,接种于6孔板,置于
 

37
 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度的培养箱中。正常对照组:不
做任何处理。应力刺激组:使用四点弯曲体外细胞力

学加载装置进行处理,将培养有单层小鼠破骨细胞的

细胞加力板置于力学加载装置内,冲压头垂直向下压

迫细胞,使处于上、下压头之间的细胞加力板弯曲变

形,其上、下表面积发生改变,细胞加力板上表面受到

压缩,使附着于上表面的细胞发生形变,受到压应力,

反之,则受到张应力,使用频率0.5
 

Hz,细胞加力板变

形量2
 

500
 

ustrain。LPS刺激组:细胞加入1
 

μg/mL
的LPS处理24

 

h。应力+LPS刺激组:将LPS刺激

24
 

h的破骨细胞采用力学加载装置进行压迫,使用频

率0.5
 

Hz,细胞加力板变形量2
 

500
 

ustrain。应力+
LPS+YAP抑制剂组:破骨细胞中加入1

 

μg/mL的

LPS及XAV939(YAP蛋白抑制剂)处理24
 

h,使用

频率0.5
 

Hz,细胞加力板变形量2
 

500
 

ustrain的力学

加载装置进行压迫。
1.2.4 实验动物检疫和饲养

BALB/c小鼠放入屏障环境检疫室,进行为期3
 

d
的检疫观察,无异常后即可进行使用,继续后续实验。
小鼠饲养在独立通风笼具中,饲养环境要求:温度

20~26
 

℃,湿度40%~70%,12
 

h/12
 

h昼夜交替,饲
料使用大小鼠维持饲料,饲料与饮用水保证定期更

换,保证饮食自由。
1.2.5 动物造模及干预

正常对照组:正常饲养,不做任何处理。牙周炎

组:用微量注射器在小鼠上颌第一磨牙的腭侧或下颌

第一、第二磨牙的牙间乳头注射LPS,每周3次,注射

一周完成牙周炎小鼠模型构建。咬合创伤组:75%乙

醇棉球清洁小鼠牙齿表面,待干燥。将约1
 

mm厚的

流体树脂通过两步自酸蚀光固化粘结剂粘接到小鼠

上颌第一磨牙咬合面上,粘连后每周检查树脂的固位

力,若树脂丢失,则重新粘连,收样前2周建立咬合创

伤模型。牙周炎伴咬合创伤组:先建立牙周炎伴咬合

创伤小鼠模型,在此基础上进行LPS注射完成建模。
牙周炎伴咬合创伤+XAV939干预组:在成功建立牙

周炎伴咬合创伤模型的基础上,于造模结束后开始给

予YAP抑制剂XAV939进行干预。XAV939使用二

甲基亚砜溶解后采用腹腔注射方式给药,给药剂量为

5
 

mg/kg,每2天给药1次,持续干预4周。同时,该
组小鼠在干预期间,咬合创伤装置保持原位,且不再

进行LPS注射。
1.2.6 病理切片与抗酒石酸酸性磷酸酶(tartrate-re-
sistant

 

acid
 

phosphatase,TRAP)染色

小鼠安乐死后取上颌骨,经4%多聚甲醛固定

48
 

h后,采用10%乙二胺四乙酸溶液脱钙4周,随后

进行石蜡包埋并制备5
 

μm连续切片。TRAP染色参

照Sigma-Aldrich试剂盒(货号387A)说明书进行:切
片脱蜡后,于37

 

℃孵育TRAP工作液1
 

h,苏木素复

染细胞核,中性树胶封片,TRAP染色阳性的多核细

胞(细胞核数≥3个)被定义为破骨细胞。
1.2.7 流式细胞术

采用Annexin
 

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒(BD
 

Biosciences,货号556547)进行检测:收集细胞后经

PBS清洗,重悬于结合缓冲液,加入5
 

μL
 

Annexin
 

V-
FITC及5

 

μL碘化丙啶,避光孵育15
 

min。使用BD
 

FACSCanto
 

Ⅱ流式细胞仪进行检测,FlowJo软件分
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析早期及晚期凋亡细胞比例。
1.2.8 Western

 

blot
细胞或小鼠牙周组织匀浆后采用含1%蛋白酶抑

制剂的RIPA裂解液(Beyotime,货号P0013B)冰上裂

解30
 

min,12
 

000
 

r/min离心15
 

min取上清液。通过

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

dode-
cyl

 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,SDS-
PAGE,美国Bio-Rad公司)分离蛋白,湿转法转移至

聚偏氟乙烯膜(美国 Merck公司)。将膜与 YAP、p-
YAP、JNK、RANKL、β-actin一抗于4

 

℃孵育过夜;室
温孵育HRP标记的山羊抗兔/小鼠IgG

 

1
 

h。电致化

学发光试剂显影,Image
 

Lab软件(美国Bio-Rad公

司)定量分析灰度值,以β-actin为内参。
1.2.9 qPCR

采用 TRIzol(美 国 Invitrogen 公 司)提 取 总

RNA,检测260
 

nm
 

波长处吸光度[A(260)]与A(280)比

值(1.8~2.0),合格后,采用 NovoScript􀆿
  

Plus反转

录试剂盒合成cDNA。引物序列如下:Ankrd1正向

5'-CTG
 

GAA
 

GAC
 

CTG
 

GTG
 

AAG-3',反 向 5'-
TGG

 

TAG
 

AGG
 

TGG
 

CAT
 

AG-3';Cyr61正向5'-
CAG

 

CTC
 

CCT
 

GAA
 

AAT
 

GAA,反向5'-GTT
 

CTT
 

GGG
 

GTC
 

TTT
 

GTA;AP-1 正 向 5'-CAG
 

AGC
 

CAG
 

AAG
 

TCA
 

GAA,反 向 5'-GTT
 

CTT
 

GGC
 

GTT
 

CTC
 

TGT;GAPDH 正向5'-AGG
 

TCG
 

GTG
 

TGA
 

ACG
 

GAT-3',反向5'-TGT
 

AGA
 

CCA
 

TGT
 

AGT
 

TGA
 

G-3'。反 应 体 系:NovoStart􀆿
 

SYBR
 

qPCR
 

SuperMix
 

Plus
 

10
 

μL,正、反向引物(10
 

μmol/
L)各0.4

 

μL,cDNA
 

1
 

μL,最后用无酶水补足至20
 

μL,于ABI
 

7300
 

qPCR仪进行反应:95
 

℃预变性10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s、60
 

℃
 

1
 

min,共40循环。数据采用

2-ΔΔCt法分析,以GAPDH为内参。
1.2.10 免疫荧光染色

细胞爬片经4%多聚甲醛固定15
 

min,牙周组织

切片固定48
 

h;随后分别以0.1%
 

Triton
 

X-100透化

10
 

min(细胞)或20
 

min(组织),5%牛血清白蛋白

(bovine
 

serum
 

albumin,BSA)封闭1
 

h以减少非特异

性结合先后加入一抗4
 

℃孵育过夜、二抗室温避光孵

育1
 

h。YAP检测采用兔源一抗及 Alexa
 

Fluor
 

488
标记的二抗(1∶500,美国Invitrogen公司,货号 A-
11008);JNK检测使用兔源一抗及 Alexa

 

Fluor
 

594
标记的二抗(1∶500,美国Invitrogen公司,货号 A-
11012);RANKL检测则采用兔源一抗与Alexa

 

Fluor
 

647标记的二抗(1∶500,美国Invitrogen公司,货号

A-21245)。
 

1
 

μg/mL
 

4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(4’,6-
diamidino-2-phenylindole,DAPI)染核5

 

min后,中性

树胶封片,荧光显微镜(日本 Nikon公司,型号 Ts2-
FL)拍摄图像。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism8.0软件进行数据统计分

析,计量资料以x±s表示,多组比较采用单因素方差

分析(ANOVA),两两比较采用Tukey检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 体外应力结合LPS刺激对小鼠破骨细胞的刺激

效果明显

通过细胞实验探究体外应力与炎症协同作用对

破骨细胞活化的影响,流式细胞术检测显示,与正常

对照组比较,应力刺激组、LPS刺激组细胞凋亡率明

显降低(P<0.01),而与应力刺激组及LPS刺激组比

较,应力+LPS刺激组细胞凋亡率进一步降低(P<
0.01),见图1A。Western

 

blot结果显示,与正常对照

组比较,应力刺激组与LPS刺激组的p-YAP表达水

平明显降低(P<0.01);而与应力刺激组及LPS刺激

组比较,应力+LPS刺激组的p-YAP表达水平进一

步降低(P<0.01)。进一步研究发现,与正常对照组

比较,应力刺激组与LPS刺激组JNK、RANKL表达

水平明显升高(P<0.01),而与应力刺激组及LPS刺

激组比较,应力+LPS刺激组JNK、RANKL表达水

平进一步升高(P<0.01),见图1B。qPCR结果显

示,与正常对照组比较,应力刺激组与LPS刺激组中

YAP下游靶基因(Ankrd1、Cyr61)及JNK通路转录

因子AP-1
 

mRNA表达水平明显升高(P<0.01);而
与应力刺激组及LPS刺激组比较,应力+LPS刺激组

中上述基因的 mRNA 表达水平进一步升高(P<
0.01),见图1C。
2.2 YAP抑制剂明显逆转应力联合LPS刺激对破

骨细胞的激活效应

流式细胞术检测结果显示,与正常对照组比较,
应力+LPS刺激组细胞凋亡率明显降低;与应力+
LPS刺激组比较,应力+LPS+XAV939组细胞凋亡

率明显升高(P<0.001),见图2A。Western
 

blot结果

显示,与正常对照组比较,应力+LPS刺激组细胞p-
YAP表达水平明显降低(P<0.001);JNK、RANKL表

达水平明显升高(P<0.001),;与应力+LPS刺激组比

较,应力+LPS+XAV939组p-YAP表达水平明显升高

(P<0.001),JNK、RANKL表达水平明显降低(P<
0.001),见图2B。qPCR结果显示,与正常对照组比

较,应力+LPS刺激组 Ankrd1、AP-1、Cyr61
 

mRNA
表达水平升高(P<0.001);与应力+LPS刺激组比

较,应力+LPS+XAV939组Ankrd1(P<0.05)、AP-
1(P<0.001)、Cyr61(P<0.05)mRNA表达水平明

显降低,见图2C。免疫荧光染色显示,与正常对照组

比较,应力+LPS刺激组的YAP、JNK、RANKL表达

强度增强;与应力+LPS刺激组比较,应力+LPS+
XAV939组的YAP、JNK、RANKL表达强度减弱,细
胞核内YAP荧光强度也明显增强,见图2D。
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  A:流式细胞术检测各组细胞凋亡情况及定量分析图;B:Western
 

blot检测各组细胞YAP、JNK、RANKL表达及定量分析图;C:qPCR检测各

组细胞Ankrd1、Cyr61、AP-1
 

mRNA表达及定量分析图;D:免疫荧光染色检测各组细胞YAP、JNK、RANKL(红色)表达定位(蓝色为DAPI);①:

正常对照组;②:应力刺激组;③:LPS刺激组;④:应力+LPS刺激组;a:P<0.01。

图1  应力与LPS刺激对破骨细胞的影响

2.3 牙周炎伴咬合创伤小鼠模型明显激活 YAP/
JNK/RANKL通路并促进破骨细胞分化

在小鼠模型中,Western
 

blot结果显示,牙周炎伴

咬合创伤组YAP、JNK和RANKL表达水平较正常

对照组明显升高(P<0.001),且高于牙周炎组和咬合

创伤组,见图3A。qPCR分析表明,牙周炎伴咬合创

伤组Ankrd1、Cyr61、AP-1
 

mRNA 表达水平较正常

对照组明显升高(P<0.001),且高于牙周炎组和咬合
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创伤组,见图3B。TRAP染色显示,牙周炎伴咬合创

伤组牙周组织中破骨细胞数量较正常对照组明显增

加,且多于单纯牙周炎组及咬合创伤组,同时细胞体

积增大、核数量增多,见图3C。免疫荧光染色进一步

证实,正常对照组YAP蛋白主要定位于细胞质,而牙

周炎伴咬合创伤组YAP核内荧光强度较正常对照组

明显增强,且强于单纯牙周炎组和咬合创伤组;JNK
与RANKL在该组的表达强度亦较正常对照组明显

升高,且高于单纯牙周炎组及咬合创伤组,见图3D。

  A:流式细胞术检测各组细胞凋亡情况及定量分析图;B:Western
 

blot检测各组细胞YAP/p-YAP、JNK、RANKL表达及定量分析图;C:qPCR
检测各组细胞Ankrd1、Cyr61、AP-1

 

mRNA表达及定量分析图;D:免疫荧光染色检测各组细胞YAP、JNK、RANKL(红色)表达定位(蓝色为DA-

PI);①:正常对照组;②:应力+LPS刺激组;③:应力+LPS刺激+XAV939组;a:P<0.05,b:P<0.001。

图2  YAP抑制剂对破骨细胞活化的调控作用
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  A:Western
 

blot检测各组小鼠牙周组织 YAP、JNK、RANKL表达及定量分析图;B:TRAP染色检测各组小鼠牙周组织破骨细胞数量;C:

qPCR检测各组小鼠牙周组织Ankrd1、Cyr61、AP-1
 

mRNA表达及定量分析图;D:免疫荧光染色检测各组小鼠牙周组织 YAP、JNK、RANKL(红

色)表达定位(蓝色为DAPI);①:正常对照组;②:牙周炎组;③:咬合创伤组;④:牙周炎伴咬合创伤组;a:P<0.001。

图3  牙周炎伴咬合创伤模型对YAP通路及破骨细胞的影响

2.4 YAP抑制剂明显抑制牙周炎伴咬合创伤小鼠

的YAP/JNK/RANKL通路及破骨细胞活性

Western
 

blot结果显示,
 

牙周炎伴咬合创伤组

YAP、JNK及RANKL表达水平较牙周炎组明显升
高(P<0.001),而牙周炎伴咬合创伤+XAV939组

YAP(P<0.001)、JNK(P<0.001)、RANKL(P<
0.01)的以上蛋白表达水平较牙周炎伴咬合创伤组明

显降低,见图4A。qPCR结果显示,牙周炎伴咬合创
伤组Ankrd1、Cyr61、AP-1

 

mRNA 表达水平较牙周
炎组明显升高(P<0.001),而牙周炎伴咬合创伤+
XAV939组上述基因mRNA表达水平较牙周炎伴咬
合创伤组明显降低(P<0.001),与牙周炎组无明显差
异,见图4B。TRAP染色显示,牙周炎伴咬合创伤组
牙周组织中破骨细胞数量较牙周炎组明显增加,而牙
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周炎伴咬合创伤+XAV939组较牙周炎伴咬合创伤

组明显减少,且细胞体积缩小、核数量减少,见图4C。
免疫荧光染色进一步显示,牙周炎伴咬合创伤组YAP、

JNK、RANKL荧光强度较牙周炎组明显升高,而牙周

炎伴咬合创伤+XAV939组YAP、JNK、RANKL荧光

强度较牙周炎伴咬合创伤组明显降低,见图4D。

  A:Western
 

blot检测上颌骨组织中YAP、JNK、RANK表达及定量分析图;B:qPCR检测各组小鼠上颌骨组织Ankrd1、Cyr61、AP-1
 

mRNA表

达及定量分析图;C:TRAP染色检测各组小鼠上颌骨组织破骨细胞计数;D:免疫荧光染色检测各组小鼠上颌骨组织中YAP、JNK、RANKL(红色)

表达定位(蓝色为DAPI);①:牙周炎组;②:牙周炎伴咬合创伤组;③:牙周炎伴咬合创伤+YAP抑制剂组;a:P<0.01;b:P<0.001。

图4  YAP抑制剂逆转小鼠牙周炎伴咬合创伤的病理过程
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3 讨  论

  本研究系统探讨了YAP在咬合创伤协同牙周炎

症加重骨吸收中的调控作用,揭示了体外机械应力与

炎症信号通过 YAP/JNK/RANKL通路驱动破骨细

胞活化的分子机制。实验结果表明,体外机械应力与

LPS刺激的联合作用明显降低YAP的磷酸化水平,
并诱导其核转位,这一过程与JNK磷酸化及RANKL
表达水平上调高度同步。YAP的激活不仅依赖于经

典的Hippo信号通路,更与体外机械应力直接调控其

磷酸化状态密切相关[13,22]。研究证实,YAP核转位

后上调下游靶基因(Ankrd1、Cyr61),并通过细胞骨架

重组或整合素信号激活JNK通路;活化的JNK磷酸

化AP-1转录因子,后者直接驱动 RANKL基因转

录[23-24]。这种级联放大效应在动物模型中尤为明显:
牙周炎伴咬合创伤组的RANKL表达水平及破骨细

胞数 量 均 明 显 高 于 牙 周 炎 组。值 得 注 意 的 是,
RANKL不仅是YAP/JNK通路的终末效应分子,其
介导的骨吸收通过降低细胞外基质强度(如胶原降

解),可能反向激活 YAP,从而形成潜在的正反馈循

环,加剧骨吸收进程。这一机制或可解释为何伴咬合

创伤的牙周炎患者骨破坏进展难以通过单纯控制菌

斑得到缓解。
YAP抑制剂XAV939的应用明显逆转了上述病

理过程。在细胞实验中,XAV939处理抑制 YAP核

转位,并明显降低JNK与RANKL的表达水平;在动

物模型中,XAV939明显减少破骨细胞数量。这种抑

制作用提示,靶向YAP不仅能阻断机械应力信号传

导,还可通过下调JNK/AP-1通路抑制炎症驱动的

RANKL表达,从而实现病因性治疗。此外,免疫荧

光染色显示,YAP核定位与骨吸收区域的重叠性,提
示YAP激活状态可能作为评估牙周炎进展的生物标

志物。
YAP的研究多聚焦在肿瘤或发育生物学,其在

慢性炎症性骨病中的角色长期被忽视[25]。本研究创

新性地揭示了 YAP在力学-炎症交叉调控中的核心

枢纽作用,通过构建咬合创伤与牙周炎复合模型,证
实YAP的激活程度与骨吸收的相关性,且抑制YAP
可明显阻断JNK/RANKL通路活性,逆转骨吸收的

程度。这一发现不仅为理解咬合创伤加速牙周炎骨

破坏提供了分子基础,也为开发靶向力学信号通路的

治疗策略开辟了新方向。然而,研究仍存在一定局限

性:咬合创伤模型中机械应力尚未标准化,未来需精

确模拟不同咬合力参数开展研究;此外,YAP调控的

微RNA或表观遗传修饰在通路中的作用仍有待

探索。
值得注意的是,YAP作为关键的信号整合因子,

其调控作用并非孤立于JNK/RANKL通路。在复杂

的牙周微环境中,YAP可能与其他重要的骨代谢和

炎症信号通路存在广泛交互。YAP与经典的 Hippo
通路核 心 激 酶 级 联 哺 乳 动 物 不 育-20样 激 酶1/2
(mammalian

 

sterile
 

20-like
 

ki-nase1/2,Mst1/2)、大

肿瘤 抑 制 因 子 1/2(large
 

tumor
 

suppressor
 

1/2,
LATS1/2)存在紧密联系。

 

虽然本研究观察到体外机

械应力能调控 YAP磷酸化状态,但炎症刺激(如
LPS)也可能通过激活 Hippo上游调节因子间接影响

LATS活性,从而协同调控YAP的核质穿梭[11]。另

外,YAP与 Wnt/β-catenin通路的交互作用在骨稳态
中也至关重要。

 

研究显示,活化的YAP可与β-cate-
nin竞争结合TEAD转录因子,或直接调控 Wnt基因

表达,影响成骨-破骨细胞平衡[26]。在本研究观察到

的骨吸收加速背景下,YAP激活可能通过抑制成骨

相关的 Wnt信号通路或促进破骨相关因子的表达,间
接加剧骨破坏。此外,丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated

 

protein
 

kinase,MAPK)家族的其他成员如

细胞外信号调节激酶(extracellular
 

signal-regulated
 

kinase,ERK)也广泛参与机械应力和炎症诱导的细胞

反应,并可能通过p-YAP或共享上游激酶与YAP信

号发生交叉[27]。
综上所述,本研究分析的YAP/JNK/RANKL通

路是咬合创伤协同炎症加速牙槽骨吸收的重要通路。
然而,骨吸收的病理进程受到包括 Hippo、Wnt/β-
catenin及 MAPK家族成员在内的复杂信号网络的精

密调控。YAP很可能处于这一网络的中心节点,整
合来自力学刺激和生物刺激的信号,并通过与上述通

路的多层次交互,最终决定破骨细胞的分化与活性。
这种网络的复杂性提示,单纯靶向单一通路可能效果

有限。本研究证实靶向抑制YAP可有效阻断这一病

理进程,其优势可能在于YAP作为枢纽分子的位置,
为伴咬合创伤的牙周炎的精准治疗提供了新思路。
未来研究需进一步优化 YAP抑制剂的局部递送系

统,并探索其与现有疗法(如光动力抗菌治疗)的联合

应用潜力[28-29],以期实现从机制研究到临床转化的

跨越。
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