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  [摘 要] 目的 通过研究康复新对牙周组织相关细胞增殖的影响及康复新在细胞炎症反应模型中的抗

炎作用,从促进牙周组织再生和抗炎2个方面探讨康复新治疗牙周炎的相关机制。方法 (1)采用淋巴细胞增

殖检测法(MTS法)检测不同浓度康复新对人牙周膜成纤维细胞(hPDLFs)、人牙龈上皮细胞(hGECs)、人单核

巨噬细胞(THP-1)和小鼠胚胎成骨细胞(MC3T3-E1)活性的影响;(2)通过细菌脂多糖(LPS)刺激小鼠巨噬细

胞RAW264.7建立细胞炎症模型,采用实时定量聚合酶链反应(qRT-PCR)法检测康复新对细胞白细胞介素-
1β(IL-1β)、IL-10、一氧化氮合酶(NOS)和基质金属蛋白酶-13(MMP-13)mRNA表达水平的影响。结果 (1)
与对照组比较:0.100

 

0、0.050
 

0、0.025
 

0、0.012
 

5
 

mg/mL的康复新组在24
 

h和48
 

h时间点均可刺激hP-
DLFs、THP-1和 MC3T3-E1增殖(P<0.01),且促增殖作用具有浓度依赖性;(2)在炎症细胞模型中,与对照组

比较,0.050
 

0
 

mg/mL和0.012
 

5
 

mg/mL的康复新组IL-1β和IL-10
 

mRNA表达水平比较,差异均无统计学意

义(P>0.05),NOS和 MMP-13
 

mRNA表达水平降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 康复新在一定

浓度范围内能促进hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1增殖;康复新可抑制LPS诱导的RAW264.7细胞

炎症反应,其抗炎机制可能是降低NOS和 MMP-13
 

mRNA表达水平。康复新可能是通过促进牙周组织再生

和抗感染治疗牙周炎。
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[Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

Kangfuxin
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

periodontal
 

tissue-related
 

cells
 

and
 

the
 

anti-inflammatory
 

effect
 

of
 

Kangfuxin
 

in
 

the
 

cell
 

inflammatory
 

response
 

model,and
 

to
 

explore
 

the
 

related
 

mechanism
 

of
 

Kangfuxin
 

in
 

treating
 

periodontitis
 

from
 

the
 

aspects
 

of
 

promoting
 

periodontal
 

tissue
 

regeneration
 

and
 

anti-inflammatory.Methods (1)MTS
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

con-
centrations

 

of
 

Kangfuxin
 

on
 

the
 

activities
 

of
 

Human
 

Periodontal
 

Ligament
 

Fibroblasts(hPDLFs),human
 

Gin-
gival

 

Epithelial
 

Cells(hGECs),THP-1
 

and
 

MC3T3-E1
 

proliferation.(2)The
 

cell
 

inflammation
 

model
 

was
 

es-
tablished

 

by
 

stimulating
 

mouse
 

macrophage
 

RAW264.7
 

with
 

bacterial
 

lipopolysaccharide(LPS).The
 

quantita-
tive

 

Real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

Kangfuxin
 

on
 

the
 

mR-
NA

 

expression
 

of
 

interleukin-1β(IL-1β),IL-10,nitric
 

oxide
 

synthase(NOS)
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-13
(MMP-13).Results (1)Compared

 

with
 

the
 

control
 

group:the
 

0.100
 

0,0.050
 

0,0.025
 

0,0.012
 

5
 

mg/mL
 

re-
habilitation

 

groups
 

could
 

stimulate
 

the
 

proliferation
 

of
 

hPDLFs,THP-1
 

and
 

MC3T3-E1
 

at
 

24
 

h
 

and
 

48
 

h
 

time
 

points(P<0.01),and
 

the
 

proliferation
 

promotion
 

effect
 

was
 

concentration-dependent.(2)In
 

the
 

inflammatory
 

cell
 

model,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,there
 

was
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

IL-1β
 

and
 

IL-10
 

mRNA
 

ex-
pression

 

levels
 

in
 

the
 

0.05
 

mg/mL
 

group
 

and
 

the
 

0.012
 

5
 

mg/mL
 

group(P>0.05).The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

NOS
 

and
 

MMP-13
 

were
 

decreased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).Conclusion Kangfuxin
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

hPDLFs,hGECs,THP-1
 

and
 

MC3T3-E1
 

in
 

a
 

certain
 

concentration
 

range.Kang-
fuxin

 

inhibit
 

LPS-induced
 

inflammatory
 

response
 

of
 

RAW264.7,and
 

its
 

anti-inflammatory
 

mechanism
 

may
 

be
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the
 

decrease
 

of
 

mRNA
 

expression
 

of
 

NOS
 

and
 

MMP-13.Kangfuxin
 

may
 

treat
 

periodontitis
 

by
 

promoting
 

peri-
odontal

 

tissue
 

regeneration
 

and
 

anti-inflammation.
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ligament
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  康复新是由美洲大蠊提取物制备的生物制剂,该
药主要成分为多元醇类及肽类活性物质,能够理气散

结、补气养阴、解毒生肌[1]。康复新具有抗炎、促进组

织增生、加速机体损伤修复、消除水肿和增强机体免

疫力等功效[2]。目前,临床上康复新常用来治疗口腔

溃疡[3]、牙周炎[4]、溃疡性结肠炎[5]等疾病,效果良

好。牙周炎是慢性感染性疾病,其发生涉及一系列免

疫炎症反应,主要表现为牙周软硬组织的破坏改建。
炎症介质的产生是宿主反应的一部分,与组织破坏有

关的介质包括蛋白酶、细胞因子和前列腺素,与牙周

组织破坏有关的介质有基质金属蛋白酶(MMPs)类、
白细胞介素(IL)-1、肿瘤坏死因子(TNF)、前列腺素

E2(PGE2)等[6]。前 期 研 究 中 检 测 了 炎 症 模 型 中

IL-6、TNF-α、前列腺素内过氧化物合酶(PTGS)的表

达水平,发现康复新可能是通过抑制前列腺素(PG)而
产生抗炎效应[7]。本研究再次建立细胞炎症反应模

型,用实时定量聚合酶链反应(qRT-PCR)法检测细胞

IL-1β、IL-10、一氧化氮合酶2(NOS2)和基质金属蛋

白酶-13(MMP-13)mRNA表达水平;并建立人牙周

膜成纤维细胞(hPDLFs)、人牙龈上皮细胞(hGECs)、
人单 核 巨 噬 细 胞(THP-1)和 小 鼠 胚 胎 成 骨 细 胞

(MC3T3-E1)体外培养体系,采用较低浓度的康复新,
研究其对hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1增

殖的影响,进一步探讨康复新治疗牙周炎的机制。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 hPDLFs(培养基低糖为DMEM):
原代培养;hGECs(培养基为高糖DMEM):购于北京

北纳创联生物技术研究院;MC3T3-E1(培养基为α-
MEM):购于中国科学院昆明细胞库;THP-1(培养基

为RPMI-1640):由云南省第一人民医院临床基础研

究所赠送;RAW264.7(培养基为DMEM):购于中国

科学院昆明细胞库。
1.1.2 主要试剂 康复新(大理大学昆虫生物医药

研究院提供,批号:160802);MTS粉剂:美国 Pro-
mega;吩嗪硫酸甲酯(PMS)粉剂(大连美仑生物技术

有限公司);抗波形丝蛋白单克隆抗体(福州迈新公

司);抗细胞角蛋白(PCK)单克隆抗体(武汉博士德生

物工程有限公司)。LPS、核因子-κB抑制剂BAY11-
7082均购于美国Sigma公司;Trizol

 

Reagent购于美国

Invitrogen公司;反转录试剂盒和聚合酶链反应(PCR)
引物均购于大连 Takara公司;荧光定量PCR(qRT-
PCR)试剂盒购于北京康为世纪生物科技有限公司;二
甲基亚砜(DMSO)购于安徽合肥Biosharp公司。

1.1.3 主要仪器和设备 倒置显微镜及显微摄像系

统(德国蔡司公司);生物显微镜CX-21(菲律宾奥林

巴斯公司);CO2 恒温孵育箱(美国Thermo公司);倒
置显微镜 AE2000(中国 Motic公司);超净工作台

SW-CJ-ID型 (苏 州 净 化 设 备 有 限 公 司);酶 标 仪

ELX800(美 国 BioTek 公 司);DNA
 

Engine
 

Dyad
 

Thermal
 

Cycler
 

Line
 

Drawings(美国Bio-Rad公司);
荧光定量PCR仪C1000

 

Thermal
 

Cycler(美国Bio-
Rad公司)。
1.1.4 主要试剂的配制 MTS/PMS的配制:将
MTS粉 剂 和 PMS 粉 剂 溶 于 杜 氏 磷 酸 盐 缓 冲 液

(DPBS)中按20∶1混合后避光保存于-20
 

℃备用;
康复新液:先将康复新浸膏用 DMSO 溶解后再用

PBS稀释为10
 

mg/mL 的康复新液,分 装 保 存 于

-20
 

℃备用。
1.2 方法

 

1.2.1 hPDLFs的原代培养 选取11~15岁青少年

因正畸需要拔除的前磨牙,所取牙齿无龋坏和其他牙

体及牙周组织疾病。牙拔出后,立即放入含有5%青

链霉素的PBS缓冲液中。无菌条件下使用手术刀片

刮取牙根中1/3牙周膜组织放入6孔板中,向孔板内

加入0.2
 

mL含20%胎牛血清及1%青链霉素的低糖

DMEM(以色列Bioind公司)培养液后放入CO2 培养

箱内(37
 

℃,5%
 

CO2,100%湿度)培养,组织块贴于

板底后再向孔板内加入含20%胎牛血清(FBS)及1%
青链霉素的低糖DMEM培养液2

 

mL后放入CO2 培

养箱内继续培养,5
 

d换培养液1次,并于倒置显微镜

下观察细胞生长状况。当细胞生长融合达80%以上

时进行 首 次 传 代,加 含 乙 二 胺 四 乙 酸(EDTA)的
0.25%胰蛋白酶,按1∶3比例传代培养,传至4~6
代细胞用于实验。
1.2.2 hPDLFs的免疫组织化学鉴定 将生长良好

的第4代牙周膜成纤维细胞接种于含有小盖玻片的

35
 

mm×15
 

mm 培 养 皿 中,放 入 CO2 培 养 箱 内

(37
 

℃,5%
 

CO2,100%湿度)培养,待细胞爬满盖玻

片60%后,4%多聚甲醛室温固定10
 

min,0.5%的

Triton
 

X-100处理20
 

min,
 

加PBS液振荡机上荡洗

5
 

min,3%过 氧 化 氢 液 滴 在 爬 片 表 面,37
 

℃温 箱

20
 

min,羊血清37
 

℃温箱封闭30
 

min;滴加一抗(波
形丝蛋白抗体或角蛋白抗体)后放入湿盒中,37

 

℃孵

育1
 

h后加多聚物酶标二抗,
 

DAB显色5~10
 

min,
显微镜下观察控制显色时间;苏木精衬染及蓝化,脱
水及封固,镜下采集图片。
1.2.3 淋巴细胞增殖检测(MTS)法绘制hPDLFs、
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hGECs、THP-1和 MC3T3-E1生长曲线 取对数生

长期的4代hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1
细胞,分别配制成浓度为2×103/100

 

μL、1×10
3/

100
 

μL、2×10
3/100

 

μL和2×103/100
 

μL的细胞悬

液,将细胞悬液依次加入96孔板,设置1、2、3、4、5、
6

 

d
 

6个时间点,每个时间点都设置空白孔(无细胞)
和对照孔(有细胞)。每组6个复孔,每孔100

 

μL;接
种后放入CO2 培养箱内(37

 

℃,5%
 

CO2,100%湿度)
培养,分别培养1、2、3、4、5、6

 

d后,每孔加入 MTS/
PMS混 合 液 20

 

μL,孵 育 3
 

h,酶 联 免 疫 仪 检 测

490
 

nm下的吸光度(A)值。以培养时间作为横坐标,
对照孔与空白孔A 均值之差作为纵坐标,用Graph-
Pad

 

prism5绘制细胞的生长曲线。
1.2.4 MTS法 检 测 康 复 新 对 hPDLFs、hGECs、
THP-1和 MC3T3-E1增殖的影响 取生长良好的第

4代 hPDLFs、hGECs和 MC3T3-E1细 胞,以 每 孔

2.0×103 个细胞的浓度接种于96孔培养板,每孔总

体积为100
 

μL,hPDLFs、hGECs和 MC3T3-E1的培

养液分别为加10%
 

FBS和1%双抗(100
 

U/mL青霉

素,100
 

μg/mL 链 霉 素)的 低 糖 DMEM、高 糖

DMEM,以及α-MEM 培养基,放入5%
 

CO2 培养箱

37
 

℃条件下培养24
 

h后,弃去旧培养液,更换为加

1%
 

FBS和1%双抗(100
 

U/mL青霉素,100
 

μg/mL
链霉素)的培养液。5%

 

CO2 培养箱37
 

℃条件下继

续培养24
 

h,再次更换培养液加10%
 

FBS和1%双抗

(100
 

U/mL青霉素,100
 

μg/mL链霉素)的培养液。
因THP-1是悬浮细胞,实验过程未更换培养液,具体

操作:取生长良好的第6代 THP-1细 胞,以 每 孔

2.0×103 个细胞的浓度接种于无菌96孔培养板,每
孔总体积为90

 

μL,培养液为加10%
 

FBS和1%双抗

(100
 

U/mL青霉素,100
 

μg/mL链霉素)的 RPMI-
1640培 养 液,

 

5%
 

CO2 培 养 箱37
 

℃条 件 下 培 养

48
 

h。实验分为7组,对照组1组,实验组6组,每组

随机选
 

6个孔。对照组加完全培养液,实验组分别加

终浓度为0.200
 

0、0.100
 

0、0.050
 

0、0.025
 

0、0.012
 

5、0.006
 

2
 

mg/mL 的 康 复 新 液;每 组 每 孔 液 量

100
 

μL,继续培养24
 

h和48
 

h后,每孔加入 MTS/
PMS混合液20

 

μL,5%
 

CO2、37
 

℃环境下孵育3
 

h,

酶联免疫仪检测490
 

nm下的A 值。
1.2.5 康复新对细胞炎症模型IL-1β、IL-10、NOS和

MMP-13
 

mRNA表达水平的影响

1.2.5.1 细 胞 培 养 和 分 组  取 生 长 良 好 的

RAW264.7,以每孔3×105 个细胞的浓度接种于12
孔细胞培养板,用10%

 

FBS及1%双抗(100
 

U/mL
青霉素+100

 

mg/L 链 霉 素)的 DMEM 培 养 液 在

37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养12
 

h后,弃去旧培养

液,更换为含1%
 

FBS及1%双抗的DMEM 培养液

继续培养12
 

h,经10%
 

FBS及1%双抗的DMEM培

养液继续培养。将上述细胞随机分为6组:空白对照

组、炎症模型组阳性药物对照组及3个不同浓度康复

新实验组,每组设3个复孔。空白对照组和炎症模型

组加DMSO,阳性药物组加BAY11-7082,3个实验组

加康 复 新 液,康 复 新 液 终 浓 度 分 别 为 0.200
 

0、
 

0.050
 

0、0.012
 

5
 

mg/mL。药物干预后培养1
 

h,空白

对 照 组 加 DMEM 培 养 液,其 余 5 组 加 入 LPS
(100

 

μg/L)5
 

μL诱导细胞炎症反应模型,造模后4、8
 

h
收集细胞,拟提取RNA。康复新0.200

 

0
 

mg/mL组在

收集细胞时观察到细胞死亡,故未做进一步检测。
1.2.5.2 qRT-PCR 检测各组 细 胞IL-1β、IL-10、
NOS和 MMP-13

 

mRNA表达水平 用 Trizol试剂

采用一步法提取细胞总RNA,紫外分光光度计检测

总RNA浓度及质量,取500
 

ng
 

RNA按说明书配制

10
 

μL反 转 录 体 系(混 合 物5
 

μL、上 下 游 引 物 各

0.2
 

μL、cDNA 模 板 3
 

μL 及 RNase-Free水 补 足

10
 

μL),反转录cDNA;根据表1基因序列合成实验

相关引物,配制10
 

μL反应体系,上机检测。反应程

序为95
 

℃预变性10
 

min,95
 

℃变性15
 

s,60
 

℃退火、
延伸1

 

min,扩增35~40个循环,检测各基因的表达,
重复3次。然后对反应产物进行相对定量分析。以

甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)为参照基因,根据公

式2-ΔΔCT 计算目的基因的相对表达水平。
1.3 统计学处理 应用SPSS23.0统计软件进行数

据分析,对计量资料进行正态性检验和方差齐性检

验,若满足以x±s表示,统计分析采用单因素方差分

析,两两比较采用SNK法(q 检验),P<0.05为差异

有统计学意义。

表1  引物序列表

基因 正向引物(5'~3') 反向引物(5'~3')

GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG
IL-1β TCCAGGATGAGGACATGAGCAC GAACGTCACACCAGCAGGTTA
IL-10 GCCAGAGCCACATGCTCCTA GATAAGGCTTGGCAACCCAAGTAA
NOS CAAGCTGAACTTGAGCGAGGA TTTACTCAGTGCCAGAAGCTGGA
MMP-13 TCCCTGGAATTGGCAACAAAG GCATGACTCTCACAATGCGATTAC

2 结  果

2.1 原代培养的hPDLFs细胞形态观察 原代培养

的贴壁组织块有40%在接种后10~14
 

d,观察到有细

胞从组织块爬出,呈放射状生长或伪足生长(图1A)。
第14~20天,镜下可见大量成纤维细胞游出,成纤维

细胞以组织块为中心,向四周呈放射状生长,呈束状、
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小聚落放射生长,长满后可复层生长(图1B)。传代后

的细胞在高倍镜下观察,细胞呈长梭形或多角形,胞
体丰满,细胞质均匀,细胞透明度大、折光性强,细胞

核为椭圆形或圆形,核仁清晰,贴壁生长。传代3~
5

 

d后细胞布满瓶底达融合状,呈放射状或漩涡状生

长。原代培养的hPDLFs细胞免疫组织化学方法来

源鉴定:光镜下对第4代hPDLFs进行免疫组织化学

染色观察,显示细胞抗波丝蛋白阳性,阳性颗粒在胞

质内分布均匀,胞核清晰无染色(图1C);抗角蛋白染

色阴性(图1D),表明所培养的细胞为来源于中胚层

的成纤维细胞,且无外胚层来源的细胞污染,结合细

胞的形态及取材时来源的部位可判定细胞为人牙周

膜成纤维细胞。
2.2 hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1生长曲

线 细胞接种后,细胞形态变化与传代时相似,无明

显异常。细胞生长曲线呈“S”形,接种后第1天,细胞

增殖较慢;而第2天,细胞增殖加速并进入对数生长

期,一直持续到第5、6天细胞增殖速度变缓进入平台

期。hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1生长曲

线见图2。

  注:A.原代培养第10~14天组织块周围有细胞伪足生长;B.原代培养第14~20天组织块周围爬满细胞呈束状生长;C.波形丝蛋白染色阳性;

D.角蛋白染色阴性。

图1  原代培养的hPDLFs细胞形态图(40×)

2.3 康复新对hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1
增殖的影响 康复新0.200

 

0
 

mg/mL组观察到hP-
DLFs、hGECs、MC3T3-E1细胞死亡,未做进一步检测。
而THP-1

 

所有浓度组细胞状态良好。与对照组比较:
(1)浓度为0.1

 

00
 

0、0.050
 

0、0.025
 

0、0.012
 

5
 

mg/mL
的康复新组在24

 

h和48
 

h时间点均可刺激hPDLFs增

殖(P<0.05),浓度为0.025
 

0
 

mg/mL的康复新组A
值最 高。(2)浓 度 为 0.100

 

0、0.050
 

0、0.025
 

0、
0.012

 

5
 

mg/mL的康复新组在24
 

h时间点均可刺

激hGECs增殖(P<0.05),浓度为0.012
 

5
 

mg/mL
的康复 新 组 A 值 最 高;浓 度 为0.025

 

0、0.012
 

5、
0.006

 

2
 

mg/mL的康复新组在48
 

h时间点均可刺激

hGECs增殖(P<0.05),浓度为0.006
 

2
 

mg/mL的

康复新组 A 值最高。(3)浓 度0.050
 

0、0.025
 

0、
0.012

 

5、0.006
 

2
 

mg/mL的康复新组在24
 

h时间点可

刺激MC3T3-E1增殖(P<0.05),浓度0.006
 

2
 

mg/mL
的康复新组A 值最高。(4)浓度为0.100

 

0、0.050
 

0、

0.025
 

0、0.012
 

5
 

mg/mL的康复新组在24
 

h时间点均

可刺激THP-1增殖(P<0.05),浓度0.050
 

0
 

mg/mL
的康复新组A 值最高;浓度为0.100

 

0、0.050
 

0、0.025
 

0、
0.012

 

5、0.006
 

2
 

mg/mL的康复新组在48
 

h时间点均可

刺激THP-1增殖(P<0.05),浓度为0.050
 

0
 

mg/mL的

康复新组A 值最高。见表2。
 

2.4 康复新对LPS诱导的RAW264.7中IL-1β、IL-
10、NOS和 MMP-13

 

mRNA表达的影响 实验组康

复新0.200
 

0
 

mg/mL+脂多糖(LPS)组收集细胞时

观察到细胞死亡,故未进行后续实验检测。与空白对

照DMSO+DMEM组比较,炎症模型DMSO+LPS组

中,IL-1β、IL-10、MMP-13和NOSmRNA
 

4
 

h和8
 

h时

间点表达水平均升高(P<0.05);与DMSO+LPS组比

较,阳性对照BAY11-7082组IL-1β、IL-10、MMP-13和

NOS的 mRNA 表 达 水 平 均 降 低 (P <0.05);与
DMSO+LPS组 比 较,康 复 新(0.050

 

0
 

mg/mL及

0.012
 

5
 

mg/mL)+LPS组4
 

h时间点IL-1β表达水平
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降低(P<0.05),8
 

h时间点IL-1β表达水平差异无统

计学意义(P>0.05),MMP-13和NOS
 

mRNA表达

水平降低,且差异有统计学意义(P<0.05)。此外。
在相同时间点,不同浓度康复新(0.050

 

0
 

mg/mL及

0.012
 

5
 

mg/mL)+LPS组之间比较,NOS和 MMP-

13
 

mRNA表达水平差异无统计学意义(P>0.05);
不同浓度康复新对LPS诱导的RAW264.7中

 

IL-1β、
IL-10、MMP-13和 NOS

 

mRNA表达水平的影响见

表3。

  注:A为hPDLFs生长曲线;B为hGECs生长曲线;C为THP-1生长曲线;D为 MC3T3-E1生长曲线。

图2  hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1生长曲线

表2  不同浓度康复新对hPDLFs、hGECs、MC3T3-E1和THP-1增殖的影响(x±s,n=6)

组别
 

浓度(mg/mL)
hPDLFs

24
 

h 48
 

h

hGECs

24
 

h 48
 

h

对照组 0.000
 

0 0.392±0.053 0.468±0.028 0.747±0.040 1.842±0.072

实验组 0.006
 

2 0.419±0.045 0.483±0.033 0.829±0.048a 2.073±0.078a

0.012
 

5 0.502±0.550a 0.532±0.037a 0.967±0.060a 1.967±0.080a

0.025
 

0 0.542±0.043a 0.585±0.023a 0.954±0.096a 1.947±0.061a

0.050
 

0 0.522±0.026a 0.536±0.032a 0.949±0.038a 1.904±0.063

0.100
 

0 0.496±0.067a 0.517±0.034a 0.939±0.110a 1.856±0.115

0.200
 

0 - - - -

F - 6.426 8.999 9.457 6.464

P - <0.010 <0.010 <0.010 <0.010

组别
 

浓度(mg/mL)
MC3T3-E1

24
 

h 48
 

h

THP-1

24
 

h 48
 

h

对照组 0 0.362±0.017 0.586±0.200 0.401±0.030 0.620±0.094
实验组 0.006

 

2 0.600±0.019a 0.817±0.183a 0.417±0.017 0.706±0.075a

0.012
 

5 0.591±0.014a 0.816±0.124a 0.444±0.025a 0.754±0.052a

0.025
 

0 0.545±0.027a 0.776±0.107a 0.452±0.027a 0.777±0.034a

0.050
 

0 0.483±0.046a 0.765±0.124a 0.509±0.027a 0.807±0.058a

0.100
 

0 0.388±0.037 0.669±0.147 0.500±0.008a 0.756±0.063a

0.200
 

0 - - 0.407±0.024 0.459±0.019
F - 74.249 2.220 20.407 18.859
P - <0.010 0.078 <0.010 <0.010

  注:-表示无此项;与对照组比较,aP<0.05。
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表3  康复新对LPS诱导的RAW264.7中细胞因子 mRNA表达水平的影响(x±s,n=3)

组别
IL-1β

4
 

h 8
 

h

IL-10

4
 

h 8
 

h

DMSO+DMEM组 1.01±0.17 1.02±0.24 1.12±0.56 1.08±0.49

DMSO+LPS组 129.22±32.53a 177.34±43.77a 22.47±6.85a 137.04±55.83a

BAY11-7082+LPS组 8.06±0.28b 25.59±16.28b 2.13±0.34b 25.45±4.47b

康复新0.050
 

0
 

mg/mL+LPS组 56.96±15.46b 149.33±45.96 11.98±3.13 119.87±36.31
康复新0.012

 

5
 

mg/mL+LPS组 68.43±9.66b 106.17±21.45b 14.65±2.26 89.77±7.28

F 29.083 18.638 4.080 11.644

P <0.010 <0.010 <0.010 0.001

组别
NOS

4
 

h 8
 

h

MMP-13

4
 

h 8
 

h

DMSO+DMEM组 1.01±0.12 1.03±0.25 1.07±0.49 1.25±1.01

DMSO+LPS组 10.72±0.69a 8.74±1.07a 186.76±116.28a 241.72±63.42a

BAY11-7082+LPS组 1.64±0.42b 3.22±0.67b 7.71±0.83b 44.41±2.51b

康复新0.050
 

0
 

mg/mL+LPS组 0.39±0.17b 0.67±0.57b 22.28±14.42b 93.85±7.64b

康复新0.012
 

5
 

mg/mL+LPS组 0.14±0.02b 0.56±0.24b 23.15±4.79b 34.18±15.49b

F 375.021 87.687 6.336 31.073

P <0.010 <0.010 <0.010 <0.010

  注:与DMSO+DMEM组比较,aP<0.05;与DMSO+LPS组比较,bP<0.05。

3 讨  论

  康复新是美洲大蠊干燥虫体的乙醇提取物,美洲

大蠊有促血管新生、组织修复、抗菌、抗病毒、抗肿瘤、
增强免疫、抗炎、消肿和镇痛的作用[8-9]。临床上利用

康复新和其他药物联合治疗牙周炎,取得了良好

疗效[10-11]。
牙周炎是由微生物引起的一种慢性炎症性疾病,

牙周组织破坏的程度主要取决于微生物与宿主的相

互作用[12],牙周炎的大多数组织损害是由于宿主对感

染的应答引起的,而不是感染的微生物直接引起的。
在牙周炎的发生过程中,对组织会产生破坏的介质主

要包括 MMP、细胞因子(IL
 

和
 

TNF)和前列腺素
 

PGE2
 [6]。研究发现,MMP-13

 

在慢性牙周炎患者龈

沟液中的表达水平升高,可以独立作为牙周炎的诊断

分子,且与牙周炎患者非活动性位点及健康人比较,
牙周炎患者活性位点的 MMP-13

 

活性更高。促炎细

胞因子和基质金属蛋白酶的表达,促进牙周炎患者牙

周组织的破坏[13-14]。NO是细胞毒效应分子,也是炎

症产物,其细胞毒性作用具有双重性。有研究报道,
增加唾液

 

NO
 

水平则牙周炎的严重程度增加,即唾液

中
 

NO
 

的含量与牙周炎的发展呈正相关[15],
 

NOS是

NO合成过程中的关键酶,许多关于NO的研究都集

中在NOS的研究上。本研究结果显示,康复新能降

低细胞 MMP-13和NOS
 

mRNA的表达水平,推测康

复新的抗炎作用可能与抑制基质金属蛋白酶和NOS
表达水平相关。
IL-1β

 

是IL家族中与牙周炎发生密切相关的一

类因子,可上调炎症细胞因子、趋化因子、转录因子、
基质金属蛋白酶及黏附分子的水平[16]。刘荣坤等[17]

研究结果显示,快速进展性牙周炎炎症反应与IL-1β

表达呈正相关。IL-10又称为细胞因子合成抑制因

子,主要由Th2细胞、巨噬细胞等分泌,具有较强的抗

炎作用[18]。有研究表明,局部药物诱导牙龈组织中

IL-10+B细胞表达及移植外源性IL-10+B细胞能够

抑制牙周炎症和骨丢失[19]。本研究中,康复新组的

IL-1β和IL-10
 

mRNA表达与炎症模型组比较,差异

无统计学意义(P>0.05),提示康复新药液的抗炎机

制与IL-1β和IL-10相关性不大,结果与实验预期不

相符,康复新抗炎与IL-1β和IL-10的相关性需进行

进一步的探讨。
巨噬细胞在动员宿主的防御机制抗细菌感染中

发挥关键作用,作为固有免疫系统的重要组成部分,
 

在牙周炎的发生、发展过程中起重要作用。
 

一方面,分
泌细胞因子刺激其他细胞的抗菌反应,杀灭病原菌;
另一方面,通过释放促炎因子刺激破骨细胞,促进骨

破坏,加重牙周炎[20]。本研究中,康复新能促进人单

核巨噬细胞THP-1增殖,表明康复新可能有增强免

疫的作用。
牙周病的治疗主要是通过机械方法如洁治、刮治

和根面平整以清除病因,但单纯的机械治疗有些患者

效果欠佳,药物治疗可作为牙周机械治疗的辅助手

段,加强疗效,防止疾病复发[6]。有研究结果显示,应
用盐酸米诺环素联合诊疗与单纯进行牙周基础治疗

相比,患者的各项临床指标改善更为显著,预后效果

更为良好[21]。
牙周炎治疗的终极目标是通过牙周组织再生的

手段重建已丧失的牙周支持组织结构,使因牙周炎而

丧失的牙周支持组织再生,理想的牙周炎愈合过程是

所有牙槽骨、牙骨质及牙周韧带等牙周组织都能够再

生[2]。本 研 究 探 讨 康 复 新 对 与 牙 周 组 织 相 关 的
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hPDLFs、hGECs、THP-1和 MC3T3-E1增殖的影响,
结果显示,康复新在一定浓度范围内能促进hPDLFs、
THP-1和 MC3T3-E1增殖。在有效浓度范围内,促
增殖效应与康复新浓度呈相关性,低于最优浓度时,
增殖效应随浓度的增加而增强,达到最优浓度后,增
殖效应随浓度的增加反而减弱。康复新对人牙龈上

皮细胞为24
 

h时间点促进增殖,随着时间的推移,
48

 

h则抑制细胞增殖。
总之,康复新在一定浓度范围内能促进hPDLFs、

hGECs、THP-1和 MC3T3-E1增殖,在有效浓度范围

内,促增殖效应与康复新浓度呈相关性,表明康复新

可能是通过促进牙周组织再生而治疗牙周炎;康复新

能降低细胞 MMP-13和NOS
 

mRNA的表达水平推

测康复新还有可能是通过降低 MMP-13和NO的表

达水平发挥抗炎效应。康复新治疗牙周炎的机制一

方面可能是促进与牙周组织再生相关细胞的增殖,从
而促进牙周组织再生;另一方面,也可能是通过降低

MMP-13和NO表达水平产生抗炎的作用。
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