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成骨生长肽对钛表面人牙周膜成纤维细胞增殖分化 

影响的研究 

周 雯雯，王 璐 ，徐 凌 

(重庆医科大学附属 口腔医院修复科 ，重庆 400015) 

【摘 要】目的：研究成骨生长肽(Osteogenic growth peptide，OGP)对人牙周膜成纤维细胞(Periodontal ligament cells，PDLCs)在钛 

金属表面增殖分化的影响。方法：将纯钛试件放在 12孑L培养板内，取生长良好的第五代人牙周膜成纤维细胞接种在试件表面， 

加入不同浓度的 OGP(10-。 ～10- mol／L)，分别在接种后 l、3、5、7 d应用 MTF法检测细胞增殖；接种后 3、7、10 d应用酶联免疫 

法检测细胞内碱性磷酸酶(Mkaline phosphatase，ALP)活性的表达。结果：OGP在该浓度范围内时，对钛表面的人牙周膜成纤维 

细胞的增殖率有明显的促进作用(尸<O．05)，并且能促进细胞内ALP表达活性(P≮0．05)，最佳作用浓度为 10 mol／L。结论 ：OGP 

可促进钛片表面人牙周膜成纤维细胞的增殖活性 ，同时可以增强细胞碱性磷酸酶表达的活性 ，提示 OGP在口腔种植领域中具 

有良好的应用前景。 
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Effects of osteoblastic growth peptide on the proliferation in human periodontal 

Iigament cells located on t_tanium disc in vitro． 

zH0U Wen-wen et越 

(Department ofPeriodontics，theAffiliatedStomatologic Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To elucidate the effect ofosteogenic growth pcptide(OGP)on p~ ration and differentiation ofhuman periodontal 

ligament cells on titanium disc in vitm ．M ethods：Human periodontal ligament cells were cultured located on titanium disc individually in 

medium contained various concentrations of OGP；and cell proliferation quantity were examined by MTF and alkaline phosphatase activity 

were examined by enzyme-linked immunosorbentassay．Results：In vitro，the addition of OGP in cultures resulted in an increase of cell 

proliferation and ALP activity (P<O．05)．MI OGP concentrations used (10-。 -10_7'mol／L)were effective but the maximum response was 

obtained with 10—9mol／L OGP．Conclusion：Our results demonstrate that OGP stimulates proliferation and ALP expression of human 

periodontal hgament cells located on titan ium disc in vitro and suggest that OGP is a promising growth factor in the region of oral implant． 
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随着种植技术的 日臻完善 ，种植体 一软组织界面的良好 

结合成为种植义齿成败的关键。牙周膜成纤维细胞 (Peri一 

0dontal ligamEmt cells，PDLCs)是种植体 一软组织界面中的重 

要组成成分。如何促进牙周膜成纤维细胞在钛种植体表面 

附着和生长，越来越受到国、内外学者的关注。成骨生长肽 

(Osteogenie growth peptide，OGP)是新近发现的促进有丝分裂 

的多肽类生长因子_ll。本实验的目的是应用人牙周膜成纤维 

细胞体外培养模型，观察 OGP对 PDLCs在钛金属表面附着 
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和生长的影响，从而为临床研究工作提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要 的实验试剂和仪 器 

改良Eagle培养基(Dulbecco’S modification of Eagle’S med 

iumDulbecco，DMEM)(Gibco，USA)，胎牛血清(Hydone，USA)， 

OGP(Sigma，USA)，胰蛋白酶(Gibco，USA)，3-(4，5一二甲基噻 

唑一2)一-2，5一二苯基四氮唑溴盐(3一(4，5一Dimethy4thiazo1．一2一-y1) 

一 2，5-diphenyltetrazolium bromide，MTF)(Gibco，USA)，二甲基 

亚砜(分析纯)，考马斯亮兰(Sigma，USA)，牛血清白蛋白 BSA 

(Sigma，USA)，碱性磷酸酶(Mkaline phospha tase，ALP)检测 
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试剂盒(南京建成公司)。CO 恒温培养箱，YJ一2450医用净化 

工作台(苏州净化设备厂)，倒置相差显微镜(Olympus，Japan)， 

HTST000plus多孔板高效分析仪(PE，USA)，钛片(宝鸡科迪 

普有色金属加工有限公司)。 

1．2 钛片的制备 

钛片由西安宝鸡科迪普有色金属加工有限公司制备提 

供。具体方法：用直径 10 mm纯钛棒线切割成 1 mm厚的圆 

钛片，以金相砂逐级打磨至 1 200目，直至表面平滑、呈现灰 

白的金属色为止，然后用丙酮、75％乙醇和去离子水在超声 

清洗器(KQ250)轮流清洗 15 min，以除去材料表面机械加工 

而残留的油污，40℃烤箱烘干，即得到所需的钛片。 

1_3 人PDLC8的体外培养及来源鉴定 

取临床上因正畸需要拔除的牙周健康、无龋的新鲜第一 

前磨牙，在无菌条件下用无血清 DMEM培养液冲洗牙根面 3 

遍 ；用刀片刮取牙根中 1／3的牙周膜组织，剪成 0．2 mm X0．2 

mm大小碎块 ，均匀铺散于培养瓶瓶底 ；瓶底向上，在 37℃、 

饱和湿度、5％CO：孵箱中孵育 4 h，待组织块贴壁牢固后，翻 

转培养瓶，加入 5 ml含 10％胎牛血清的 DMEM继续培养。 

待细胞从组织块周围游出并铺满培养瓶瓶底后，用 2．5 g／L 

胰蛋白酶消化传代 ，取4—6代细胞用于实验。取第五代细胞 

行波形丝蛋白及角蛋白免疫组化染色，予以鉴定。 

1．4 不同浓度 OGP对钛表面人 PDLCs增殖率的 MTT检测 

实验分为 6组：即对照组、10。 mol／L OGP组 、10m1 mol／L 

OCP组 、10 mol／L OGP组 、10 mo]／L OCP组 和 10 mol／L 

OGP组。将生长良好的第五代人PDLCs，按每孔 1×10 个 

，2oo l细胞密度接种于24孔细胞培养板中的钛片表面，按 

上述分组方案，每组设5个复孑L。12 h细胞贴壁后，在各孔内 

换人相应的培养液，继续培养。在 1、3、5、7 d 4个时间段，吸 

去培养液，PBS液洗 3次，收集样本。在所需检测培养孔内的 

钛片表面加人 Mr丌 溶液 (5 mg／m1)30 l，37 qC继续孵育 4 

h，终止培养，小心吸弃孑L内培养上清夜，每孑L加入 300 ul二 

甲基亚砜(DMs0)，室温下振荡 10 min，待结晶充分溶解后转 

移至 96孔培养板中，选择 490 nm波长，在酶联免疫检测仪 

上测定各孔吸光度值(A)。 

1．5 不同浓度 OGP对人 PDLCsALP表达活性的影响 

实验分为 6组：即对照组、1O一-mo／／LOGP组 、10—10mo／／L 

OCP组 、10_9 mol／L OGP组 、10 mol／L OC-P组 和 10 mo]／L 

OCP组。取生长良好的第五代人 PDLCs，按每孔 1×10 个 

／200 l细胞密度接种于24孔细胞培养板中的钛片表面，按 

上述分组方案 ，每组设 8个复孑L，5个孑L用于碱性磷酸酶活 

性测定，剩余3个孔用于细胞计数。12 h细胞贴壁后，在各孔 

内换人相应的培养液，继续培养。在第 3、7、10 d后，对行 

ALP检测各孑L，弃孔内液体，用 PBS液冲洗 3次，吸于，每孔 

加入 200 l的 2ml／LTritonX一100，振荡 30min。倒置显微 

镜镜下观察，见细胞破碎 、已无完整细胞结构后 ，每孔加入 

37℃的保温工作液 250 Ix l，在酶联免疫检测仪上选择405 

nm 波长测定吸光度值 (A)，再乘以系数 1．383求出样本中 

ALP活性(U／L)。每组剩余3个孔的细胞用消化液消化后配 

置成300 l的细胞悬液，用计数板进行计数。最后计算出各 

实验组中的每个细胞内相对的 ALP活性值。 

1．6 统计学处理 

实验所得数据以 ±s表示，采用 SPSS10．0统计分析软 

件进行处理。采用单因素方差分析处理组间各值，P<0．05为 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 人 PDLCs培养 

倒置显微镜下观察，可见原代培养第5—8 d时有细胞 

从组织块中游离出来 ，成长梭形或星形 ，胞体丰满 ，胞突细 

长，胞质均匀，中央胞核呈椭圆形或圆形，核仁清晰。14 d左 

右细胞长满培养瓶底，呈放射状、漩涡状排列。免疫细胞化学 

染色显示细胞波形丝蛋 白染色阳性 ，角蛋白染色阴性，提示 

细胞来源于外胚间充质。见图 1～3。 

2．2 不同浓度 OGP对钛表面人 PDLCs增殖率的影响 

见表 1。由表可见，实验组细胞的吸光度值较高 ，与对照 

组相比，差异均有统计学意义(尸<0．05)。说明当OGP浓度在 

l0一 ～10 mol／L范围内时，能明显促进钛片表面细胞的增殖活 

动。在各实验组中，OGP浓度为 10 mol／L时，促进细胞增殖作 

用最强，与其它实验组比较，差异也有统计学意义(P<0．05)。 

2．3 不同浓度 OGP对钛表面人 PDLCs ALP表达活性的影响 

见表 2。实验组在培养第3、7、10 d，ALP表达活性高于 

对照组(P<O．05)。当OGP浓度为 10_9 mol／L时，增加细胞内 

ALP活性作用最为明显，ALP活性表达达到最大值，且与其 

它实验组相比，差异均有统计学意义( 0．05)。 

3 讨 论 

种植义齿具有良好的固位、稳定和支持作用，咀嚼功能 

良好且戴用舒适，近年来广泛地应用于口腔修复临床中。尽 

管种植义齿有诸多优点，但是种植体失败的问题在很大程度 

上限制了其更广泛的应用，尤其表现在种植体一软组织的连 

接上。在临床上，种植体的失败首先表现在软组织正常结构 

的破坏，甚至丧失，最终出现被称为“种植体周围炎”的类似 

于慢性牙周炎的一系列表现，如种植体周软、硬组织炎症，种 

植体周袋形成，种植体周骨吸收等 。因此，获得质量良好的 

种植体一软组织界面是一个急待解决的问题。促进牙周膜细 

胞在种植体表面附着和生长，是形成并保持穿粘膜处种植体 

颈部牙龈上皮屏障，防止口腔内细菌等破坏因素侵蚀颌骨， 

以及提高种植体成功率的有效途径。生长因子以其独特的生 
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已有的研究发现 OGP氨基酸序列短，免疫原性低 ，远远 

小于其它外源性生长因子。其氨基酸序列在啮齿类和人类完 

全一致，大多数动物具有同源性。这种进化上的保守性暗示 

了OGP具有潜在的生物学价值和医学价值。并且自身调节 

极其敏感，已有研究证实外源性 OGP加入，浓度从较适宜至 

最适宜变化时，正向调控内源性 OGP产生，呈剂量依赖型； 

超出最适浓度时，呈负调控 q。这也为临床使用的安全性提 

供了可靠的保障。 

OGP在口腔种植修复领域具有 良好的应用前景，但其临 

床应用仍需进一步的动物实验提供依据。 
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