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青藤碱对牙龈卟啉单胞菌脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞ＩＬ８表达的影响
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　　［摘要］　目的　探讨青藤碱对牙龈卟啉单胞菌脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞表达ＩＬ８的影响。方法　 用不同浓
度的青藤碱（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）预处理２４ｈ后，再加入１μｇ／ｍｌ的脂多糖（ＬＰＳ）处理人牙龈成纤维细胞。采用ＲＴＰＣＲ、
ＥＬＩＳＡ法检测青藤碱对脂多糖诱导细胞表达ＩＬ８的影响；用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测青藤碱对ＮＦκＢ核转位及ＩκＢα降解的影
响。加入ＮＦκＢ抑制剂Ｂａｙ１１７０８５１０μｍｏｌ／Ｌ、ＴＰＣＫ２０μｍｏｌ／Ｌ预处理细胞２４ｈ后，再用ＬＰＳ刺激细胞４ｈ，采用ＥＬＩＳＡ
法检测ＮＦκＢ抑制剂对脂多糖诱导的ＩＬ８表达的影响。结果　 青藤碱剂量依赖性地抑制脂多糖诱导的人牙龈成纤维细
胞中ＩＬ８ｍＲＮＡ及蛋白表达（Ｐ＜０．０５）；与脂多糖组比较，青藤碱基本上把ＮＦκＢ阻滞在细胞质中，而细胞经脂多糖处理
１ｈ后，大部分ＮＦκＢ被转运到细胞核中，经１００μｍｏｌ／Ｌ青藤碱预处理细胞的细胞质中ＮＦκＢ含量为脂多糖组的２倍；脂
多糖处理细胞１ｈ后，５０％的 ＩκＢα降解，但经青藤碱预处理细胞后，呈浓度依赖性抑制脂多糖诱导 ＩκＢα的降解（Ｐ＜
００５）。５０μｍｏｌ／Ｌ的青藤碱使脂多糖诱导ＩκＢα的降解恢复到正常水平；脂多糖处理组ＩＬ８表达量为对照组的２．４倍，但
加入ＮＦκＢ抑制剂Ｂａｙ１１７０８５（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＴＰＣＫ（２０μｍｏｌ／Ｌ）后ＩＬ８蛋白的表达量分别下降为对照组的１．８倍和１．６
倍。结论　 青滕碱可能通过阻断ＮＦκＢ的核转位以及ＩκＢα的降解来抑制牙龈卟啉单胞菌脂多糖诱导的人牙龈成纤维细
胞ＩＬ８的合成。
　　［关键词］　 青藤碱；牙龈；成纤维细胞；白细胞介素８；ＮＦκＢ
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　　牙龈卟啉单胞菌表面的毒力因子脂多糖能刺激细
胞分泌多种细胞因子，如 ＩＬ６、ＩＬ８［１］。ＩＬ８参与局部
的炎症反应和牙周组织的破坏，表达水平与牙周炎的

严重程度密切相关。因此，降低 ＩＬ８的表达可能是治
疗牙周炎的有效途径之一。青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，ＳＩＮ）
是从中药青风藤中提取的生物碱单体，它具有抗炎、免

疫抑制、镇痛、降压、抗心律失常等药理作用［２－３］。刘

良等［４］研究发现，青藤碱可抑制 ＩＬ８的表达，但其作
用机制尚不清楚。本研究以牙龈卟啉单胞菌脂多糖刺

激活化人牙龈成纤维细胞，观察青藤碱对人牙龈成纤

维细胞ＩＬ８表达的影响以及ＮＦκＢ信号转导通路中磷
酸化ＩκＢα蛋白、ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达变化，以了解青
藤碱抗牙周炎的分子机制，为其临床应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　实验用牙龈卟啉单胞菌ＡＴＣＣ３３２７７的ＬＰＳ由加拿大拉瓦尔
大学ＤａｎｉｅｌＧｆｅｎｉｅｒ教授惠赠，细胞质、细胞核蛋白提取试剂盒、
ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ波形丝蛋白多克隆抗体、角蛋白单克隆抗体（江苏
碧云天公司）；小牛血清、青霉素、链霉素、高糖 ＤＭＥＭ培养液
（美国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（上海生物工程有限公司）；ＮＦκＢ
Ｐ６５和ＩκＢα抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＩＬ８ＥＬＩＳＡ试剂盒（深
圳欣博盛公司）；青藤碱（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＮＦκＢ抑制剂
Ｂａｙ１１７０８５、ＴＰＣＫ（美国Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司）。

１．２　人牙龈成纤维细胞的分离、培养
　　人牙龈成纤维细胞的原代培养及鉴定［５］：取临床上因正畸

或阻生拔除的牙齿，无龋病及牙周病，牙龈组织取自牙乳头部

位，剪成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ，铺于２５ｍｌ的组织培养瓶内，加
入含２００ｍｌ／Ｌ小牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００Ｕ／ｍｌ链霉素、
２０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ液的高糖 ＤＭＥＭ培养液；瓶底向上，放入
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中，２ｈ后翻转，继续培养，３ｄ换１次液，
细胞长满瓶底后用浓度为２．５ｇ／Ｌ的胰蛋白酶消化，按１∶４传
代培养；采用免疫细胞化学染色鉴定人牙龈成纤维细胞。

１．３　细胞活力检测
　　将对数生长期的人牙龈成纤维细胞以１．０×１０４／孔的密度
接种于９６孔板中，分为对照组、脂多糖组（用１μｇ／ｍｌＬＰＳ处理
细胞２４ｈ）、青藤碱组（采用２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ的青藤碱处理
细胞２４ｈ）、脂多糖＋青藤碱组（用１μｇ／ｍｌＬＰＳ及浓度分别为
２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ的青藤碱处理细胞２４ｈ），采用ＭＴＴ法检测
细胞活力。待细胞贴壁后，按１．２方法预处理细胞，弃去上清
液。细胞经ＰＢＳ洗后，将含ＭＴＴ（１ｍｇ／ｍｌ）细胞培养液１００μｌ
加入９６孔板内，并将细胞放在３７℃孵箱里培养４ｈ。移去上
清液后，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，用酶标仪在４９０ｎｍ波长下检

测光密度值。每孔细胞的活性用各组与对照组相比较的百分

比表示。

１．４　上清液中ＩＬ８表达的检测
　　将对照组、脂多糖组（１μｇ／ｍｌＬＰＳ刺激细胞２４ｈ）、青藤碱
组（用浓度分别为２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ的青藤碱处理细胞２４ｈ
后，吸去上清液，加入１μｇ／ｍｌＬＰＳ处理细胞４ｈ）上清液收集在
ＥＰ管内，１３０００×ｇ离心，参照ＥＬＩＳＡ检测试剂盒说明书操作，
检测上清液ＩＬ８的含量。检测吸收波长为４５０ｎｍ，按标准曲
线求出ＩＬ８的浓度。每个样本设置３个复孔。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＩＬ８ｍＲＮＡ水平
　　按Ｔｒｉｚｏｌ提取ｍＲＮＡ说明书，从对照组、脂多糖组、青藤碱
组中提取总ＲＮＡ。然后采用分光光度计测 Ｄ（２６０）及 Ｄ（２８０）
值确定ＲＮＡ的浓度和纯度。然后按逆转录说明书将ｍＲＮＡ逆
转录成ｃＤＮＡ，逆转录条件为：在４２℃孵育６０ｍｉｎ，在９５℃孵
育５ｍｉｎ。ＰＣＲ的引物序列：ＩＬ８正义链：５′ＴＣＴＣＡＧＣＣＣＴＣＴ
ＴＣＡＡＡＡＡＣＴＴＣＴＣ３′，反 义 链：５′ＡＴＧＡＣＴＴＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣ
ＣＧＴＧＧＣＴ３′，片段大小为２９２ｂｐ；ＧＡＰＤＨ正义链：５′ＣＴＣＴＣＴ
ＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧ３′，反义链：５′ＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＴＴＧ
ＧＡＡＣＡＴＧＴ３′，片段大小为２３０ｂｐ。ＰＣＲ反应体系为５０μｌ，包
括：５μｌ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，３３．５μｌＨ２Ｏ，１μｌ正链引物，１μｌ反链
引物。０．５μｌ的 ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μｌ），４μｌｄＮＴＰｓ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）。ＰＣＲ扩增条件：ＧＡＰＤＨ：９４℃３０ｓ；５４℃３０ｓ；
７２℃ １ｍｉｎ；２３个循环后，７２℃延伸５ｍｉｎ；ＩＬ８：９４℃ ３０ｓ；
６０℃ ３０ｓ；７２℃ １ｍｉｎ；３０个循环后７２℃延伸５ｍｉｎ。取ＰＣＲ
产物用１．２％的聚丙烯酯胺凝胶进行电泳，紫外灯下观察ＩＬ８、
ＧＡＰＤＨ条带并拍照。ＩＬ８ｍＲＮＡ水平以特异性ＩＬ８的灰度与
ＧＡＰＤＨ的灰度值之比表示。

１．６　核蛋白的提取以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平
　　采用冰冷的ＰＢＳ洗对照组、脂多糖组（１μｇ／ｍｌＬＰＳ处理细
胞１ｈ）、青藤碱处理组（青藤碱处理细胞２４ｈ后，吸取上清液，
加入１μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ处理细胞１ｈ）细胞２次，加入ＰＢＳ１ｍｌ，并
将细胞刮下，按试剂盒说明书提取总蛋白或者胞浆胞核蛋白，

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法分析蛋白的含量。以５０μｇ／孔上样，在１０％的琼脂
糖凝胶上电泳，将电转分离的蛋白电转到 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶
粉封闭１ｈ，一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗３次，二抗３７℃孵育
１ｈ，ＥＣＬ发光显影。扫描后Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ进行灰度分析。

１．７　统计学分析
　　用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
采用ｔ检验及单因素方差分析。

２　结果

２．１　人牙龈成纤维细胞的培养及鉴定
　　原代培养的人牙龈成纤维细胞为梭形或星形，细胞质丰
满，细胞核为圆形。有时可见少量的扁平多角形上皮样细胞，
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但生长缓慢并逐渐消失，传至３～４代后，细胞即为纯化的梭形
细胞，免疫细胞化学染色鉴定：表现为抗波形丝蛋白多克隆抗

体阳性，抗细胞角蛋白阴性，证实细胞的间叶源性，而非上皮源

性。见图１。

! "

Ａ：波形丝蛋白染色阳性　↑：阳性细胞；Ｂ：角蛋白染色阴性
图１　免疫细胞化学染色鉴定人牙龈成纤维细胞　（ＳＡＢＣ×４００）

２．２　青藤碱对人牙龈成纤维细胞活性的影响
　　ＭＴＴ结果显示，细胞经脂多糖处理２４ｈ后，人牙龈成纤维
细胞的存活率为（９５．０±３．５）％。不同浓度（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）
的青藤碱预处理细胞２４ｈ后，可增加脂多糖诱导的细胞的存活
率。但与对照组比较，２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ青藤碱处理的细胞，
细胞的活力差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。表明 ２５、５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ的青藤碱对细胞没有明显毒性。见图２。
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Ａ：青藤碱对人牙龈成纤维细胞细胞活力的影响　１：对照组；

２：２５μｍｏｌ／Ｌ青藤碱组；３：５０μｍｏｌ／Ｌ青藤碱组；４：１００μｍｏｌ／Ｌ青
藤碱组；Ｂ：脂多糖存在的条件下青藤碱对人牙龈成纤维细胞细胞

活力的影响　１：对照组；２：脂多糖组；３：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤
碱（２５μｍｏｌ／Ｌ）组；４：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（５０μｍｏｌ／Ｌ）组；

５：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（１００μｍｏｌ／Ｌ）组
图２　ＭＴＴ检测青藤碱对人牙龈成纤维细胞细胞活力的影响

２．３　青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞 ＩＬ８
表达的影响

　　采用 ＲＰＰＣＲ及 ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子 ＩＬ８表达。结果
显示，青藤碱呈浓度依赖性抑制ＬＰＳ诱导的ＩＬ８蛋白和ｍＲＮＡ
水平的表达（Ｐ＜０．０５），见图３。
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１：对照组；２：脂多糖组；３：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（２５μｍｏｌ／Ｌ）组；
４：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（５０μｍｏｌ／Ｌ）组；５：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋
青藤碱（１００μｍｏｌ／Ｌ）组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与
脂多糖组比较

Ａ：ＥＬＩＳＡ检测青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞ＩＬ８蛋白
水平的影响；Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维
细胞ＩＬ８ｍＲＮＡ水平的影响；Ｃ：青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成

纤维细胞ＩＬ８ｍＲＮＡ水平的影响（灰度分析结果）

图３　青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞ＩＬ８蛋白及ｍＲＮＡ

水平表达的影响

２．４　青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞ＮＦκＢ
核转位的影响

　　在脂多糖（１μｇ／ｍｌ）处理细胞前用青藤碱（２５、５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞２４ｈ，与脂多糖组比较，青藤碱基本上
把ＮＦκＢ阻滞在细胞质中，而细胞经脂多糖处理１ｈ后，大部
分ＮＦκＢ被转运到细胞核中，经１００μｍｏｌ／Ｌ青藤碱处理的细
胞质中ＮＦκＢ含量为脂多糖组的２倍。见图４。
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１：对照组；２：脂多糖组；３：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（２５μｍｏｌ／Ｌ）组；

４：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（５０μｍｏｌ／Ｌ）组；５：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋

青藤碱（１００μｍｏｌ／Ｌ）组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与脂

多糖组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞细胞

核ＮＦκＢ蛋白表达的影响；Ｂ：青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维

细胞细胞核ＮＦκＢ蛋白表达的影响（灰度分析结果）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞细胞质ＮＦκＢ蛋白表

达的影响；Ｄ：青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞细胞质

ＮＦκＢ蛋白表达的影响（灰度分析结果）

图４　青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞ＮＦκＢ

核转位的影响

２．５　青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞 ＩκＢα
降解的影响

　　如图５所示，脂多糖处理细胞１ｈ后，５０％的 ＩκＢα降解。
青藤碱预处理细胞后，呈浓度依赖性地抑制脂多糖诱导 ＩκＢα

的降解。５０μｍｏｌ／Ｌ的青藤碱使脂多糖诱导 ＩκＢα的降解恢复
到正常水平。
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１：对照组；２：脂多糖组；３：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（２５μｍｏｌ／Ｌ）组；

４：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）＋青藤碱（５０μｍｏｌ／Ｌ）组；５：脂多糖（１μｇ／ｍｌ）

＋青藤碱（１００μｍｏｌ／Ｌ）组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，

与脂多糖组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞

ＩκＢα降解的影响；Ｂ：灰度分析结果

图５　青藤碱对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞ＩκＢα

降解的影响

２．６　ＮＦκＢ抑制剂对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细
胞ＩＬ８蛋白表达的影响

　　 加入 ＮＦκＢ抑制剂 Ｂａｙ１１７０８５（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＴＰＣＫ
（２０μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞 ２４ｈ，再用 ＬＰＳ刺激细胞 ４ｈ，按
ＥＬＩＳＡ法检测上清液中ＩＬ８蛋白的表达，将对照组ＩＬ８表达量
设为１，脂多糖处理组 ＩＬ８表达量为对照组的２．４倍，但加入
ＮＦκＢ抑制剂 Ｂａｙ１１７０８５（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＴＰＣＫ（２０μｍｏｌ／Ｌ）后
ＩＬ８蛋白的表达量分别下降为对照组的１．８倍和１．６倍，表明

ＮＦκＢ抑制剂对脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞 ＩＬ８蛋白表

达有抑制作用。

３　讨论

　　本研究显示：①青藤碱可以抑制牙龈卟啉单胞菌
脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞 ＩＬ８在蛋白以及
ｍＲＮＡ水平的表达；②青藤碱抑制脂多糖诱导的
ＮＦκＢ的核转位以及 ＩκＢα的降解；③ＮＦκＢ抑制剂
Ｂａｙ１１７０８５（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＴＰＣＫ（２０μｍｏｌ／Ｌ）可以有效
抑制脂多糖诱导的 ＩＬ８蛋白的表达。我们推测青藤
碱抑制脂多糖诱导的 ＩＬ８表达的具体通路可能是通
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过抑制ＮＦκＢ的核转位以及ＩκＢα的降解实现的。
　　炎症牙龈组织中存在 ＩＬ８的分泌，是龈沟液中
ＩＬ８的主要来源，ＩＬ８参与了牙周炎的病理过程。
ＩＬ８在中性粒细胞的激活及聚集中起着重要的作用，
ＩＬ８的过表达，会导致慢性炎症组织的破坏［６］。ＩＬ８
水平的量变在一定程度上反映了慢性牙周炎的严重程

度，牙周状况愈健康，ＩＬ８浓度愈低［７］。研究显示，作

为牙周组织主要组成细胞的成纤维细胞，在牙龈卟啉

单胞菌脂多糖刺激下可短暂或持续性增强 ＩＬ８的分
泌，引发初始的局部炎症反应，从而为炎症细胞的趋化

和浸润提供了基础［８］。本研究结果表明，青藤碱可浓

度依赖性地抑制牙龈卟啉单胞菌脂多糖诱导的人牙龈

成纤维细胞ＩＬ８蛋白及ｍＲＮＡ的表达，说明青藤碱有
抗牙周炎症的作用。有研究发现，细胞膜上的 ＴＬＲ４
识别牙龈卟啉单胞菌相关组分后，导致转录因子

ＮＦκＢ的早期激活，促进炎症因子的表达［１，９］。当细

胞受到各种刺激原作用时，ＩκＢα降解从而使ＮＦκＢ与
ＩκＢα发生解离，并迅速从细胞质易位到细胞核，在细
胞核内与相应基因上的 κＢ位点发生特异性的结合，
调控细胞因子、化学趋化因子、黏附分子等相关基因的

表达。本研究结果显示，牙龈卟啉单胞菌脂多糖

（１μｇ／ｍｌ）可诱导人牙龈成纤维细胞 ＮＦκＢ的核转
位，且诱导ＩκＢα的降解，但青藤碱在对细胞没有毒性
的浓度范围内，可以剂量依赖性地抑制 ＮＦκＢ的核转
位以及ＩκＢα的降解。
　　有数据显示青藤碱能对抗 ＬＰＳ诱导的脂质过氧
化及炎性损伤，提高软骨细胞的超氧化物歧化酶活性，

提高氧自由基清除水平，对软骨细胞具有保护作

用［１０］。青藤碱能抑制类风湿关节炎炎性细胞黏附，可

以抑制缺血及再灌注损伤［１１－１２］，尽管有很多关于青藤

碱阻止一些慢性疾病发生的文献报道，青藤碱在人牙

龈成纤维细胞功能方面的作用还少有报道。因此，我

们研究了青藤碱对 ＮＦκＢ／ＩκＢα通路的影响，以期确
定青藤碱对人牙龈成纤维细胞保护作用的具体机制。

结果表明青藤碱可能通过抑制脂多糖诱导的人牙龈成

纤维细胞ＮＦκＢ的激活，最终降低 ＩＬ８的表达，从而
达到抗牙周炎的作用。

　　牙周炎是我国成年人牙缺失的首要原因。发现针
对ＮＦκＢ／ＩκＢα信号通路作用的药物，可能是防治牙
周炎的有效途径之一。青藤碱抑制 ＩＬ８在蛋白和

ｍＲＮＡ转录水平上的表达，这种显著的抗炎效应可能
是其在防止牙周炎发生、发展方面发挥作用的重要因

素之一。本研究结果揭示了牙龈卟啉单胞菌脂多糖可

能通过ＮＦκＢ／ＩκＢα通路诱导人牙龈成纤维细胞 ＩＬ８
表达，同时也发现青藤碱可能通过 ＮＦκＢ／ＩκＢα通路
抑制牙龈卟啉单胞菌脂多糖诱导的人牙龈成纤维细胞

ＩＬ８的表达，最终发挥抗牙周炎的作用。
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