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补肾中药醇提活性成分对人牙周膜细胞生物学性状的影响 

李丛华 ，杨 霞z，向学熔 
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【摘 要】目的：观察补肾中药醇提活性成分对体外培养人牙周膜细胞增殖和功能的影响。方法：应用组织块法和酶消化法体外 

培养人牙周膜细胞，以MIT法检测补肾中药活性成分对人牙周膜细胞的增殖率和中药活性成分对 ALP活性的影响。结果：补 

肾中药醇提活性成分对人牙周膜细胞增殖能力和AIJP活性有增强作用。结论：补肾中药醇提活性成分对体外培养人牙周膜细 

胞的增殖和功能有促进作用。 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of active components Chinese medicine for tonifying kidney extracted by alcohol on 

the proliferation and function of cultured human periodontal ligament cells．Methods：The human periodontal ligam ent cells were 

cultured in vitro an d the effect of active components of Chinese medicine for DIli ng kidney extracted by alcohol on the 

proliferation ability and alkaline phosphatase(ALP)activity of hPDLCs were detected．Results：The active components extracted by 

alcohol strengthened  the proliferation ability and ALP activity of cultured human  periodontal ligam ent cells．Conclusions：Th e 

active components of Chinese med icine for tonifying kidney extracted by alcohol had great promotion on the proliferation ability 

and function of cultured human  pe riodontal ligament cells． 

【Key words]Human periodontal ligament cells(hPDLCs)；Active components of Chinese medicine for tonifying kidney extracted 

by alcohol；Proliferation an d function． 

牙周炎是口腔常见病和多发病，危害甚大，其 

治疗的目的是修复破坏的牙周组织，以建立牙周新 

附着，而牙周组织再生的基础是牙周膜细胞的成骨 

作用【 ](Periodontal ligament cells，PDLCs)。而由肾主 

骨理论指导下的补肾法在牙槽骨吸收的治疗中占 

有重要地位。本研究旨在通过体外细胞培养人牙周 

膜细胞，观察补肾中药醇提活性成分对人牙周膜细 

胞增殖和功能的影响，初步探讨补肾中药中的醇提 

活性成分用于牙周病治疗的机理。 

1 材料和方法 

1．1 实验 药物 

作者介绍：李丛华(1974- )，男，硕士。主治医师。 

主要研究方向：牙周病病因及防治。 

补肾中药由菟丝子 、何首乌等提取的活性成分组成．由 

成都中医药大学提供。经乙醇萃取，50℃溶解离心，取上清液 

得到含有活性部位的浸膏。 

1．2 试剂和仪器 DMEM培养基 (Gibco，U．S．A)、胰蛋白酶 

(Sigma，U．S．A)、I型胶原酶(Sigma，U．S．A)、胎牛血清(Sigma 

U．S．A)、抗细胞角蛋白多克隆抗体、抗波形丝蛋白多克隆抗 

体、MTY溶液(Sigma，U．S．A)、96孔板培养板(u．s-A)、多孔板高 

效分析仪(美国PE公司)、CO 恒温培养箱、倒置相差显微镜。 

1-3 方法 

I．3．1 人牙周膜细胞分离培养 取因正畸需要拔除的新鲜第 

一 前磨牙根中 I／3的牙周膜，加入含 0．2％I型胶原酶 3ml， 

37℃振荡消化 lOmin，1000r／min离心 lOmin，弃上清液，加入 

含 IO％FBS(胎牛血清)的DMEM培养基，接种于 25rnl细胞 

培养瓶中，组织块置 37℃、5％C02和饱和湿度的孵箱中．1 

周后开始观察细胞生长情况，10-,．14天可见细胞基本长满瓶 
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底时 >㈣if, 咏代培养结束 

1 3．2 俦t j 苒 n 25q脯监 酶消化棘代细胞．制戚 细 

胞蛏液 血浒的培莘摧中止消化 去 清． ^舍IO％ 

FBS的 D~IEN培养丝 l：2完成传代 

j 4 靠与 罂定 

j 4 1 括悼细胞{ 察 倒置押差届徽镜莲n观察j 养细眦 

的生长生化和形态特缸E 

1 4．2 L千同膜细胞的龟牲组织化学 色鉴 f̂M 法 ) 

0 25％胰蛋n酶消汜细胞后托 l x l叶~ll／ml接种于裁玻H 

．制 备绑跑槌片耐怅．侍 l崛l裢单屠后 P'BS扳愦 攻 每 

扶 5rail L．4％多 壤甲醒 阍 20~in；I'BS撮 洗吐 干 ：3* H O 处 

理 lOmi r1．正常血清 j作液判闹 10min 升圳 人一抗 Vi,⋯itl 

和C：K ．于而张爬畔 (371 2h】，PBS振洗厉依敬加^二抗 

一抗处理 f 37 ．0 51,)．Dn̂ 显 色2～0m]u 苏 小磊复 

!一6min．树腔刮片 硅桃罐H 】 

I 4 3 M丌 法幢删圳胞增哺 补 肾中曲醇提活陆成廿用 

l0 FB~r]cJ DMEM 目自培养液配制所需浓度 过滤除菌 按 

照药物不同浓睦将 咆随机行为 IOOrnlz!L lO rn~L 1 nm ll 

n tmg／1 0．0Im L共5十实骑 和一 时皑组．每组 |殳3个 

簋孔 擅照药物作川时 啊分匀 物作用后 I、3 5 7 9无 

纽 细胞稀释战1 xI{ 丌】敞匿的细胞娃液 楼 It P 96孔板 

200 LLt／ L细胞噼胄24h弃去培养液 什 lHⅢ八并浓艘盘药 

培莽基ij一，I失 3 5无 7上 9无后 衄孔加^20 I 

M厂『 定萁光密度泊 片鞍均值 应川 s1 D统L1轼件包 

进行随机医组瞪汁话料的玎差好析，比鞍得H1在水同时司 

点 不 浓废绀的细Jfgl r~光度的 驯 

I 44 碱件磷噜I晦f̂ U，】检删 细胞稀释啦 I×【r ⋯1浓度 

胞钍液 描种 6孔蛐胞培养板 细胞孵育24}-并去培 

养潍 讣圳加A各浓度含蓟』冉养基 f，5正后搜集蜘胞，删； 

hPDLC的 Î l|活性．Jf用考弓氏亮监做饭法．定 删定佯啦 

中噩 求取ALl，比活 

2 结 果 

2I 细胞培养情况 

代细胞的 【 块培养周围 6大干『细胞爬出 

最初耙 的细胞旱长梭升j或星彤．长棱彤细悔逐渐 

增多．旱彤细胞生长相对缓慢：12犬后可 细胞妊 

满lil【底约 80瞽， 梭形细胞占绝时优姆 ．细胞 

胞体丰满．胞突细长．胞浆均匀 ．核圆形或卵I5{．形 

( I) 绑胞传至2～ 代后．细胞肜态不发生改 

变．牛K速度打Ⅱ ，细胞长满瓶底后呈磷涡状排 

列 f旧 2) 

囤 I原代细胞 HE(10×4⋯ 圉2传代细胞 II 10 ⋯ 

圉 拭波}[；丝蛋自染色 日性【10x轴l 图4抗细胞角蛋白染色阳性{10×40 
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2 2 细 胞免疽组 织学化 学染色鉴 定 

抗波丝蛋白多克降抗怍{v【M) 细胞中 m 

襄 I主 啦浆呈 棕黄 色( 31：抗 细胞 角蛋 r1(CK)染 

色阴性 ，u}_实细胞 的H川 源性 ，l nIIE 皮源 ( 4) 

!j MII击检)州如胞增 殖 

补肾中药醇挝活性成分引 I1̈ 增硫的时M 

做血见罔5 表叫：Illmg／L B几 n I g几 种浓度 

的补肾中药埘} lJl1lf均 ll4j J'~值作 

2 4 对 AL1]活 挫的蕾；响 

采用 I兀．t’推荐法测定71、肾 l药 #摇活性战分 

对 hPD](碱性磷酸酶的影响 ． 柱＆叫 从浓 

度 10m1 I到浓崖 匈(】lmg／I的}I、l肾中药均 促进 

IjPDI t的 磷舷酶活性．【I I I]rnt~／I浓度组的促 

进怍用最强 【 托l1 

3 讨 论 

1瓦 I’兀 j 几 g 

图 补肾中药醇提活性成分对1'11[C增殖影响(01)值490) 罔牙周痫而 失的 吲组 修复和眩建难 

表 I 不同药物浓度作用后 l_l_Ïl Îl_活性f【 

洼：丧 打统j{学瘟望．JJ(f 05 蠢示 柯雌 茎 ．p(I l_ 

[錾很大 ．近 年束 I TR技 术与植骨材 料 、生 长f 子 细 

胞移恤等联合应用f内组织1：程方法．备受人们关 

注 珂 阁组织工程所要解 的关键问题之 ．胜种 

了细袍的来源问题 圩刷组 I_ff Jl 成功的炎键．取 

决 』 爿‘ 膜I 参与组织再生的细胞——PDL』 的功 

能状志、 斯 J吉】膜细胞是 组织工程的 选圳 

咆． 一种 有多向分化功能的群体细胞．有人称 

之为牙周干细胞和前f,~lr r胞，它具有趋化 牯附、增 

生，生物台成和分化为成骨细胞 成牙骨质细胞 

形成矿化组织等多项 物学J 能．然l 在衍刷啸损 

部位牙用膜细胞的米源有限，很难丛刊打教的再生 

和章建 嗣此．如何增加病变部位牙网膜细胞的数 

苗和活性是牙周组织再生的关键问题 I 

中 中药作为我 的传统同粹 对 』占4髭的研 

究表明：圩J；；』炎的发生除 局部冈索打关外．迁与 

身 索密l 相关．这 西医的规止 l乳 认为玎 

同病病因舳内 址由于 L情所伤 脏腑功能失调． 

特别与肾气打炎‘ I肾虚除先犬素质外．久情累肾． 

谐倦过窿或生育过多都I·f造成肾气虚损 肾麻是牙 

用炎发病的主要闻素，肾中骨生髓．齿为骨之余 持 

衰则l由豁 精确 此观点挂近代中医用补肾 

法治疔牙周病的理沦基础．朴 中药治疗圩剧炎弥 

补丁四药治疗牙周炎 现的请多副作用 补 同由 

涉墁到免疫系统 内分泌系统 、植物神绛系统 肾l 

腺等不缝 所谓}}持、就是越过药物作}H r这 系 

统，『啦恫节功能得到政薄．帆而消际或触轻痪病 

这 过 是一漫长的过 ， 

大量的研究提 补肾中药11丁明显的促成骨作 

用．然而补肾中药补 多．药l物复 ．勾探L }其作H{ 

L埋，战找}H1 l惭的朴肾中药 1-活性成分显得很有 

必 木实验足秉 的LI苋丝了和何尚乌斯主的活 

陛成讣．该活性成分儿有强 丹补肾的功效 何苒-‘ 

为苕科植物的T垛块根，祖Ⅲ医学认为¨亡fq有补 

肝肾、铺精『血 乌须发、强筋哥等作用．碓 n̈等研究 

何荫乌能同时升高丹矿物雁 腔 量I I 

篼耸子为常 补益一̈药，观代研 觅表明楚丝 浸挺 

物j 有j硐节内分泌 抗衰甚 抗氧化等“r1,性。。I但这 

些活性成分 嘲桶的治疗 方而没仃 f戈报道 

其具体作州机制H前尚不完 清楚： 

卒贸验 外培养的 矧 细胞属于 畦，I，K 

细胞．具仃多种细胞成舒，『乖外靖养时能生长和传 

代的细胞 怎类似成 细胞．衄j{酱戒骨细胞的 

桀 功能，敞细胞鉴定 譬撒槲细胞形态观察 细 

胞的特异忡分泌遁 、 于 受津等 硬体外矿化功 

能特征等进衍榆测 本实验结果提示，腹丌J 蔸筵 

ff转 第 r i ) 

n m 
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主，由于手术在上腹部进行操作，引起膈肌的牵拉， 

肺不张等，手术时间较长 ，气管插管有利于保持气 

道通畅，便于呼吸道管理。同时可以避免术中术后 

低氧血症发生[1]。 

阿曲库铵在体内消除，不依赖肝肾功能，而是 

通过非特异性酯酶水解和 Hofman消除自行降解 ， 

对循环无抑制作用。异氟烷主要以原形从肺排除， 

不受肝功能的影响，儿童尤其是小婴儿对吸人麻醉 

药的摄取和排出明显均快于成年人。异氟烷对门静 

脉前血管床和肝动脉均有扩张作用，使门脉血流减 

少 ，而肝动脉及血流增加，结果是肝血流保持相对 

稳定[21，因而适合胆道闭锁患儿手术的麻醉。芬太尼 

主要在肝内进行生物转化，其代谢产物随尿液和胆 

汁排除，反复多次注射，可产生蓄积作用。肝功能损 

害重的病人代谢时间延长，更易发生蓄积 ，增加了 

术后呼吸抑制的危险性，胆道闭锁麻醉时宜尽量少 

用。 

该手术方式内脏牵拉明显，机体应激反应强 

烈。强烈的应激反应可致血浆 B一内啡肽、儿茶酚 

胺和去甲肾上腺素浓度升高，单纯全身麻醉不能完 

全消除机体的应激反应{31，有资料显示硬膜外麻醉 

加气管内全麻能显著降低血浆儿茶酚胺总量【4’51。上 

腹部手术使用单纯硬膜外麻醉的阻滞平面过宽可 

引起有效血容量下降，易导致血流动力学的波动， 

当麻醉平面高于 T4时则易发生呼吸功能的抑制； 

单纯气管内插管全麻具有诱导快、血流动力学干扰 

小、呼吸控制和管理易于进行，由于上腹部手术的 

肌松要求使肌松剂用量过大而影响到术后病人的 

清醒及拔管。而全麻复合硬膜外能很好地抑制手术 

牵拉导致的应激反应，又能很好地克服单纯全麻不 

能有效地阻滞局部伤害性刺激向交感神经中枢的 

传导网，同时减少了全麻药物用量，病人苏醒迅速， 

自主呼吸恢复快，拔管早，减少了喉水肿发生机会， 

硬膜外麻醉还便于术后镇痛。 

根据以上结果 ，静吸复合全麻和静吸复合全麻 

联合硬膜外麻醉均可用于婴儿胆道闭锁手术。但静 

吸复合全麻联合硬膜外麻醉更适合婴儿胆道闭锁。 
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子、何首乌等为主的补肾中药经乙醇提取的活性成 

分，直接作用于体外经组织块和酶消化法培养的人 

牙周膜细胞，显示对牙周膜细胞的增殖和功能有明 

显促进作用，表现在：(1)牙周膜细胞增殖率提高； 

(2)牙周膜细胞 AIJP活性增加。所以可以认为，补肾 

中药可以提高牙周膜细胞的增殖率、增加牙周膜细 

胞 ALP活性，因而能促进牙周膜细胞的形成 ，在合 

适的条件下能达到成骨的功能。本结果也为进一步 

研制开发补肾中药在治疗牙周病方面的应用提供 

了理论和实验基础。但由于该补肾中药中药物之间 

相互作用，药物成分复杂，所以还需结合药效动力 

学实验，进一步纯化提取加工其活性成分。 
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