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成骨生长肽对人牙周膜细胞增殖和总蛋白含量的影响 
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【摘 要】目的：研究成骨生长肽(Osteogenic growth peptide，OGP)对体外培养的人牙周膜细胞增殖和细胞总蛋白含量的影响。 

方法：在体外培养的人牙周膜细胞中加入不同浓度的 OGP(10 一10 mol／L)，用 MTT法检测细胞的增殖率；考马斯亮蓝染色法 

检测细胞内总蛋白含量的变化。结果：OGP在该浓度范围内时，对人牙周膜细胞的增殖率有明显的促进作用(P<O．05)，并且在 

该浓度范围内时，能明显增加人牙周膜细胞总蛋白的合成(P<0．05)，最佳作用浓度为 10 mol／L。结论：OGP可促进人牙周膜细 

胞的增殖活性，同时可以增强细胞总蛋白的合成，提示 OGP在牙周组织再生领域中具有良好的应用前景。 
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靶细胞溶解作用。 

Exosomes是由肿瘤细胞排出 的包含肿瘤抗原 

的结构单位，调节机体的免疫功能『l21。与以往的以细 

胞为基础的肿瘤疫苗相比，exosomes为非活体细 

胞，膜很稳定，无致瘤性，可以高效地将抗原由抗原 

提呈细胞传递给其他细胞，促发并扩大抗原特异性 

免疫应答。 

本实验结果表明肿瘤来源的 exosomes能诱导 

体内抗肿瘤的免疫应答，对肿瘤起到免疫治疗作用， 

这种新兴的肿瘤疫苗将给各种恶性肿瘤的免疫治 

疗带来希望。然而，肿瘤治疗往往是多种手段的综 

合治疗 ，单一肿瘤疫苗诱导的抗肿瘤免疫效应有 

限，还需要探求更多更好的生物学技术以增强exo 

somes肿瘤疫苗诱导的CTL活性，从而起到更强的抗 

肿瘤作用。 
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Effects of osteoblastic growth peptide on the proliferation and total protein 

content in cultured human periodontal ligament cells 

XULing，et al 

(Department ofProsthodontics，the Affiliated Stomatology Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To elucidate the effect of osteogenic growth peptide(OGP)on proliferation and protein synthesis of human PDLCs 

in vitro．Methods：Human PDLCs were cultured individually in medium contained various concentrations of OGP；and cell proliferation 

quantity and protein synthesis were examined by MTI"and coom asie brilliant blue staining．Results：In vitro，the addition of OGP in 

cultures resulted in an increase ofcell proliferation(P<0．05)and protein synthesis(P<0．05)．All OGP concentrations used(10 ’-10 mol／L) 

were effective but the maximum response was obtained with 10-gmol／L OGP．Conclusion：OGP stimulates proliferation and protein 

synthesis of human PDLCs in vitro，suggesting that OGP is a promising growth factor in the region of periodontal tissue regeneration． 

【Key words】osteogenic growth peptide；human periodontal ligament cells；Proliferation；Total protein contents 

牙周膜细胞 (Periodontal ligament cells，PDLCs) 

是一组多能干细胞，具有多向分化潜能，在一定条 

件下可分化为成牙骨质细胞 、成骨细胞 ，在牙周组 

织再生中发挥了重要作用。目前临床上大部分病 

例，往往由于 PDLCs数量的减少以及生物学功能 的 

减弱，导致牙周组织再生的效果并不理想。因此，选 

择合适的生长因子促进其生物学活性，是当前牙周 

组织再生领域的研究热点。成骨生长肽(Osteogenic 

growth peptide．OGP)是近年来发现的一种新 的生长 

因子，具有促进有丝分裂、促进成骨等作用，在组织 

损伤后的修复过程中发挥了重要的生理作用『】-4]。目 

前 尚无文献报道 OGP对 PDLCs的影响。为此 。我们 

通过人 PDLCs体外培养模型，研究 OGP对其增殖 

活性 和总蛋 白(Total protein contents)合成 的影 响。 

旨在通过本研究 ，为临床应用 OGP促进牙周组织再 

生提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要的实验试 剂和仪 器 

DME：M(Gibco，USA)，胎 牛血 清 (Hyclone，USA)，OGP 

(Sigma，USA)，胰蛋白酶(Gibco，USA)，M1Tr(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)。C0 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)， 

HTS7000plus多孔板高效分析仪(PE，USA)，Epics Elite Esp 

型流式细胞仪(Coulter，USA)。 

1．2 人 PDLCs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 x 0．2 

mm x 0．2mm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。 

1．3 不同浓度 OGP对人 PDLCs增殖率的MTT检测 

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

OGP组 、10 mol／L OGP组 、10 mol／L OGP组 和 10 mol／L 

OGP组。将生长良好的第五代人 PDLCs，按每孔 1 X 104个 

／200 IX l细胞密度接种于 96孔细胞培养板中，按上述分组方 

案 ，每组设 5个复孔，共接种 3块 96孑L培养板。12 h细胞贴 

壁后 ，在各孔内换人相应的培养液，继续培养。在 l、2、3 d 3 

个时间段，分别在所需检测的培养孔内每孑L加入 MrITI1溶液 

(5mg／m1)20 I，37℃继续孵育4 h，终止培养，小心吸弃孔内 

培养上清夜，每~L)JtI入 200 l二甲基亚砜(DMSO)，室温下 

振荡 10 min。选择 490 nm波长，在酶联免疫检测仪上测定各 

孔吸光度值(A)。 

1．4 OGP对人 PDLCs细胞总蛋白含量的考马斯亮蓝染色法 

检测 

实验分为 6组：即对照组、10 mol／LOGP组、10 。mol／L 

OGP组 、10 mol／L OGP组 、l0 mol／L OGP组 和 10。mol／L 

OGP组。取第五代人 PDLCs，按每孔 1 X 104个 ／200 l细胞 

密度接种于 96孔细胞培养板中，按上述分组方案 ，每组设 5 

个复孔，用于细胞总蛋白含量测定。在 1、3、5 d 3个时间段， 

分别在所需检测 的培养孔 内每孔加入 100 l 0．2％Tri— 

tonX一100，振荡 30min，吸取 20 l，转移到另一个 96孔板 ， 

每孔加入考马斯亮蓝 200 l，振荡 10 min，在酶联免疫检测 

仪上选择 595 nm波长测定吸光度值(A)。无血清的培养基作 

为空白对照。 

1．5 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 
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有 统计学 意义 。

2 结 果

2 ． 1 人 P D L C s 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 。 1 4 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 。

图 1 原 代培 养 接 种 3 、 4 d 后 可 见 单

个 细 胞 贴 壁 ( x 4 0 0 )

2 ． 2 不 同 浓 度 O G P 对 人 P D L C s 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 (P < O． 0 5 ) 。

说 明 当 O G P 浓 度 在 1 0
。 ’

～ 1 0
。

m o l ／L 范 围 内 时 ， 能 明

显 促 进 细 胞 的增 殖 活 动 。 在 各 实 验 组 中 ， O G P 浓 度

为 1 0
胡

m o l ／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 ( 尸< 0 ． 0 5 ) 。

2 -3 不 同 浓 度 O G P 对 人 P D L C s 细 胞 总 蛋 白 含 量 的

影 响

见 表 2 。 实 验 组 在 培 养 第 1 、 3 、 5 d ， 细 胞 总 蛋 白

含 量 值 高 于 对 照 组 ( P < 0 ． 0 5 ) 。 当 O G P 浓 度 为 1 0
4

m o l ／L 时 ， 增 加 细 胞 内 总 蛋 白含 量 达 到 最 大 值 ， 且 与

其 它 实 验 组 相 比 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。

图 2 免 疫 细 胞 化 学 染 色 ， V i m e n t i n

染 色 阳 性 ( x 2 0 0 )

图 3 免疫 细 胞 化 学 染 色 ， K e r a t i n 染 色

阴 性 ( x 2 0 0 )

表 1 实 验 组 和 对 照 组 人 牙 周 膜 细 胞 吸 光 度 值 (互± s 。 n = 5 )

注 ：

‘

P < O． 0 5 ， 与对 照 组 相 比较 ；
n

P < O． 0 5 ， 与其它实 验组 相 比较

表 2 实 验 组 和 对 照 组 人 牙 周 膜细 胞 细 胞 总 蛋 白含量 ( ~ g ／m 1 )(；± s ， n = 5 )

注 ：
+ P < 0 ． 0 5 ， 与对 照 组 相 比较 ；P < 0 ． 0 5 ， 与其 它 实验组 相 比较

D
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3 讨 论 

牙周病治疗 的最终 目的是牙周组织 的再 生和 

形成牙周新附着。而牙周组织再生修复的首要基础 

是要有一定数量的健康牙周膜细胞。大部分牙周病 

晚期病例无法获得理想的牙周组织再生，其主要原 

因之一就是牙周病缺损部位参与牙周组织再生细 

胞的数量和来源不足。因此 ，选择合适的生长因子 

促进其生物学活性 ，是当前牙周组织再生领域 的研 

究热点。1992年，Bab等LlJ首先报道了愈合的骨髓组 

织能产生促进成骨细胞增殖 的活性 因子 ，通过进一 

步分离、纯化 ，得 到一个 14个 氨基 酸组成 的多肽 ， 

命名为 OGP。研究证实 OGP对细胞有促有丝分裂 

活性[5--8]。本实验应用 MTF法观察 OGP对人PDLC的 

增殖效应 ，结果显示在 10-11~10 mol／L浓度范围内， 

OGP对人 PDLC具有显著的促增殖作用，其最佳促 

人 PDLC增殖的浓度为 10 mol／L。此实验结果提示 

GP可通过诱导牙周膜细胞增殖以保证参与牙周再 

生细胞的数量而促进牙周组织再生。 

合成和分泌蛋白是牙周膜细胞的基本功能，牙 

周组织的形成也是在此基础上进行的，因而细胞合 

成 和分泌 的总蛋 白含量是检测牙周膜 细胞 的活性 

的指标之一。牙周膜细胞的蛋 白成分除了组成本身 

结构和维持生存 、增殖必需的蛋 白外 ，主要是 与细 

胞功能密切相关的蛋白成分，可分为胶原蛋白和非 

胶原蛋 白。本实验通过测定细胞 总蛋 白，虽不具有 

特异性 ，但能说明 OGP作用下牙周膜细胞总体功能 

变化情况 ，结果表明 OGP浓度 10-11~10 mol／L内，明 

显增加人牙周膜细胞总蛋白的合成，与对照组比较 

有显著性差异，并且 10 mol／L作用效应最大。由此 

可见 。OGP浓度 10-"-i0 mol／L范围内，对细胞增殖 

和总蛋白合成影响效应最大，有关其最佳作用浓度 

尚未见报道 ，本实验的数据有助于为以后相关研究 

提供参考。 

已有 的研究证实 OGP由 14个氨基 酸组成 ，免 

疫原性低，远远小于其它外源性生长因子，如转化 

生长因子(Transforming growth factor—p，TGF—p)、骨 

形成蛋 白(Bone morphogenetic protein，BMP)、釉 基 

质蛋白(Enamal matrix protein，EMP)等。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[9- 1。这也为临床使用的 

安全性提供了可靠的保障。 

OGP在牙周组织再生方面具有 良好的应用前 

景，其对牙周膜细胞的具体调控机制以及临床使用 

中的用药方式还有待进一步研究。 
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