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骨碎补柚皮苷对人牙周韧带细胞增殖

和成骨分化潜能的影响

胡其勇1”，陈莉丽1，王仁飞2

(I．浙江大学医学院附属第二医院，浙江杭州310009；

2．杭州口腔医院，浙江杭州310006)

[摘要] 目的：探讨骨碎补柚皮苷对人牙周韧带细胞的增殖能力以及成骨分化潜能的影响。方

法：M7rr法检测在含有不同浓度骨碎补柚皮苷的细胞培养液中人牙周韧带细胞的增殖特性；检测

不同浓度骨碎补柚皮苷作用后人牙周韧带细胞中碱性磷酸酶(ALP)活性的改变。结果：骨碎补柚

皮苷I>0．Ol斗mol／L时能增进人牙周韧带细胞增殖(P<0．05)，并能增加其ALP活性(P<O．05)。

结论：骨碎补柚皮苷可提高人牙周韧带细胞的增殖能力及成骨分化的潜能。
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Traditional Chinese medicine Drynaria fortunei】．Smith naringin

promotes proliferation and differentiation of human periodontal ligament

cells

HU Qi—yon91，CHEN Li—lil，WANG Ren-fei2(1．Department of Stomatology，The Second Affiliated

Hospital，College of Medicine，Zhejiang University，Hangzhou 3 10009，China；2．Hangzhou Stomatology

Hospital，Hangzhou 3 1 0006，China)

[Abstract]0bjective：To investigate the effects of Drynaria fortunei上Smith naringin(DFSN)on

proliferation and differentiation of human pefiodontM ligament cells(hPDLC)．Methods：Cultured

human periodontal ligament cells were treated with DFSN at different concentrations．Cell proliferation was

determined by M，ITr method：eell differentiation was evaluated through the examination of alkaline

phosphate(ALP)activities．Results：DFSN in a concentration ranged from 0．Ol pLmol／L to 10 i山moL／L
showed a promoting effect on proliferation of hPDLC(P<0．05)，and it also promoted ALP activities of

hPDLC(P<0．05)．Conclusion：Drynariafortunei工Smith naringin can promotes the proliferation and

differentiation of human periodontal ligament eeBs．
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Cell differentiation；Cell proliferation；Osteoblasts／drug eft

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2010，39(1)：79-83．]

牙周炎的主要病理改变是牙周袋形成和牙

槽骨吸收，是导致我国中老年人牙缺失的主要

原因¨J。人牙周韧带细胞是牙周膜中的主要

细胞成分，具有多向分化的潜能，在牙周组织的

创伤修复和组织再生中发挥着藿要作用。中药

骨碎补为水龙骨科植物槲蕨或中华槲蕨的干燥

根茎旧J，是中医骨伤科方剂中常用主药，具有

促进骨折愈合，强骨补肾的功效【3J，在牙周病

治疗上也多有应用。现代中药药物化学研究证

实，骨碎补中的有效成分主要为一种黄酮类化

合物．柚皮苷M】。研究表明含骨碎补成分的复

方药物对牙周炎有较好II台i床治疗效果"o，但其

相关的机制还不清楚。作者研究了骨碎补柚皮

苷对人牙周韧带细胞的增殖能力和成骨分化潜

能的影响，为更好地开发和利用骨碎补在牙周

炎治疗中的作用提供了新的实验数据。

1材料与方法

1．1人牙周韧带细胞的培养 经患者(18—

25岁)知情同意后，取其冈正畸需要拔除的新

鲜双尖牙，反复冲洗后刮取根中1／3牙周膜组

织，剪成1 mm×1 mm×l mm组织块，均匀铺

于细胞培养瓶瓶底。以含100 g／L胎牛血清

(FBS，Gibco，USA)的DMEM(Gibco，USA)培

养液，在100％饱和湿度、50 mVL C02、950

mL／L空气、37℃下培养。待细胞生长至70％一

80％融合后，用2．5 g／L胰蛋白酶消化，进行传

代培养，取5—8代细胞用于实验。

1．2实验药品 骨碎补柚皮苷标准品(中国

药品生物制品检定所)5．805 g溶于l ml DMSO

(Sigma，USA)后，配制成10 mmol／L溶液。5

g／L MTr(Sigma，USA)液。M—PER蛋白提取试

剂盒(Pierce，USA)。BCA试剂盒(上海生

工)。ALP试剂盒(南京建成)。

1．3 实验分组和处理 含20％胎牛血清的

DMEM培养液中加入骨碎补柚皮苷标准品溶液，

调整其终浓度分别为10、l、0．1、0．01、0．001

l上rnob／L。在不同培养容器中接种牙周韧带细

胞，在5％CO：中37℃预培养24 h。实验分组：

10 la,moVL、1 lamol／L、0．1 gmol／L、0．01 gmoVL、

0．001 I山mol／L 5个实验组和1个对照组。各实

验组分别用～卜述不同终浓度含柚皮苷细胞培养

液100 Ixl，对照组用未含柚皮苷细胞培养液

100 Ixl(每个浓度3孔)，间隔24 h每个处理组

和对照组均检测1次，共检测3次。

1．4检测指标

1．4．1细胞增殖效应检测MrlT法检测细胞增

殖效应∞J。在96孑L板(Coming，USA)中每孔接

种2×104／m1人牙周韧带细胞。终止药物作用

后，分别加入10山M1Tr，孵育4 h；弃去上清，每

孔加入100山DMSO，振荡10 min；酶标仪

(DG3022A型，国产)570 nm测定每孑L OD值。

1．4．2碱性磷酸酶(ALP)活性测定"J 6孔

板(Coming，USA)中每孑L接种2×105／m1人牙

周韧带细胞。终止药物作用后，用M．PER蛋白

提取试剂盒分别提取每孔的总蛋白；用BCA试

剂盒测定总蛋白浓度；ALP测定。

1．5统计学处理应用SPSS 13．0统计软件

对各组数据进行单因素方差分析，检验水准Ot

<0．05为差异具有统计学显著性。

2结果

2．1细胞培养结果原代培养第7～9天组织

块周围可见细胞游出，以组织块为中心，放射状

排列。细胞为长梭形，胞体丰满，两端有细长突

起，核圆形或卵侧形。传代后细胞生长旺盛，呈

一定方向排列，形态规则，胞体中满，胞浆均匀，

核仁清晰(图1A～C)。

2．2 MTT法检测结果含l Ixmol／L柚皮苷培

养液在24 h后，含0．1 I．Lmol／L柚皮苷培养液

在48 h后，0．01 I忆moVL含柚皮昔培养液在72

h后均能促进人牙周韧带细胞数日增加(P<

0．05)，其余浓度药物在不同时问点均无促细

胞增殖作用(P>0．05)。除0．001 la,mol／L浓

度组外，各浓度组的PDLC随着培养时间的延

长，细胞数量均有显著性增加(表1)。
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A：原代培养5 d有细胞从组织块周围游离出来；B：原代培养10 d后，细胞逐渐增多；C：原代培养20 d左右

细胞长满瓶底，成梭形或旱形，胞突细长，放射状排列(x20)．

图l细胞原代培养结果

Fig．1 Cell in primary culture results

表l 不同浓度合柚皮苷细胞培养液作用的人牙周韧带细胞MrITll法吸光度

Table 1 MrrI’absorbance of hPDLC promoted by DFSN at different dosages

(n=7，元4-s，A570)

与对照组比较，’P<0．05

2．3碱性磷酸酶(ALP)检测结果 与相J、证对

照组比较，同2．2各组别同一作用时间均能使

细胞ALP活性升高(P<0．05)。其中含10

p。mol／1．柚皮苷培养液在24 h后，含1 pLmol／L

柚皮苷培养液在48 h后，含0．1 p,mol／I．柚皮

苷培养液在72 h后，均能使细胞ALP活性显著

性升高(P<O．01)。其余浓度药物在不同时间

点均无使细胞AIJP活性升高作用(P>0．05)。

除0．001斗mol／浓度组外，各浓度组的PDLC随

着培养时问的延长，细胞ALP活性有显著性增

加(表2)。

表2 不同浓度含柚皮苷细胞培养液作用的人牙周韧带细胞AIJP活性

Table 2 ALP activities of hPDLC promoted by DFSN at different concentrations

(n=3，元±s，U·g一1)

柚皮苷培养液／p,mol·L。1 24 h 48 h 72 h

10 6．730±1．332’’ 10．850±1．132’‘ 12．817±1．609+’

1 5．165±1．672‘ 6．875±1．065’‘ 10．736±1．494+‘

0．1 4．435±l。229 6．402±0．779’ 9．344±0．955‘+

0．0l 4．295±0．776 4．434±0．614 5．645±0．625’

0．001 2．2852±1．018 3．104±0．174 4．649-t-0．488

对E镬组 2．763±0．767 2．824±0．522 4．118±0．942

与对照组比较，+P<0．05．一P<0．OI．
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3讨论

牙周韧带细胞具有成骨分化潜能，是牙周

组织再牛修复的主要细胞来源，可合成和分泌

大量的胶原和非胶原蛋白，表达较高的ALP活

性等一J。Sun【l叫的研究表明骨碎补提取物能促

进成骨细胞增殖，提高其ALP的表达活性。柚

皮苷为骨碎补中主要的活血化瘀成分，为探讨

骨碎补在牙周炎治疗中的作用，本实验将骨碎

补中的主要药理成分——柚皮苷作用于体外培

养的人牙周韧带细胞，发现具有促进细胞增殖

和提高其中ALP的表达活性的作用。

细胞增殖实验表明：培养基中柚皮苷浓度

除了在0．001“mol／L时，72 h内促进牙周韧带

细胞增殖的效应不明显外，其余在10斗mol／L、

1斗mol／L、0．1 I-Lmol／L、0．Ol斗mol／L等不同浓

度时，在72 h内的不同作用时间后均能促进牙

周韧带细胞增殖，且浓度越高，诱导牙周韧带细

胞增殖效应发挥得越早。这表明柚皮苷促进细

胞增殖的效应具有浓度依赖性。并且，除

0．001坤moL／L浓度组外，各浓度组随着培养时

间的延长，细胞数量均有显著性增加。这表明

柚皮苷促进细胞增殖的效应具有一定的时间关

联性。

ALP是一类主要分布于细胞膜的钙结合转

运蛋白，具有促进细胞成熟分化的作用，是成骨

细胞早期分化的标志物112|。牙周韧带细胞有

成骨细胞的潜能。本实验ALP活性的检测结

果发现：柚皮苷作用于牙岗韧带细胞后，柚皮苷

浓度在10斗moVL，1斗moL／L，0．1斗moL／L，0．01

斗moVL时，在不同作用时间后均能促进牙周韧

带细胞的分化，且Lj其促进牙周韧带细胞增殖

的效应一致，浓度越低，所需要发挥促分化效应

或ALP活性显著性升高的时间越长；同一浓度

随着时间的延长促分化或ALP活性娃著性提

高。这表明柚皮苷在促进人牙周韧带细胞的分

化上具有浓度依赖性和时间关联性。有研究发

现¨孓14 J，骨碎补提取物能促进MC3T3一E1增殖，

提高其ALP活性，本实验结果与这些报道一

致。本实验中，72 h内柚皮苷促进PDLC增殖，

提高其ALP活性的最低效应浓度是0．01

肛moL／L、10灿moVL浓度组作用最强，但在一定

的观察时间内，骨碎补柚皮苷作用于人牙周韧

带细胞的最佳效应浓度尚待进一步研究。

牙周组织损伤后的的愈合趋势主要取决于

牙周组织中各种细胞成分在牙根表面的竞争性

定居，如果牙龈成纤维细胞首先占据根面则导

致牙根吸收或纤维性愈合¨5’161，成骨细胞首先

占据根面则形成骨黏连Ⅲ1，只有牙周韧带细胞

首先占据根面才能形成新的牙槽骨牙周膜牙骨

质l 18-23]。许彦枝等Ⅲ1发现骨碎补能促进体外

培养的人牙龈成纤维细胞ALP活性增强，提示

其可能参与牙周结缔组织新附着的过程。本实

验研究发现，骨碎补柚皮苷具有促人牙周韧带

细胞增殖和分化的功能，因此可将其用于牙周

炎或牙周创伤的治疗，促进牙周组织的新生。

柚皮苷作用于牙刷组织，促使牙周韧带细胞增

殖和分化，具体的调控机制尚待进一步研究。
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