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摘要　目的 :探索釉基质蛋白 ( EMPs)促进成骨细胞增殖分化的作用 ,为进一步研究提供基本数据。方法 :选择

MC3T32E1成骨细胞株 ,利用体外细胞培养方法 ,分别加入不同浓度的 EMPsα2MEM培养液 ,于培养 0、1、2、3、4 ,5、6 d

进行细胞计数 ,采用 SAS软件对细胞计数数据作单因素方差分析。结果 : EMPs各组细胞计数均高于阴性对照 (C)

组 ( P < 0101)。第 2 天 ,100μg/ ml 和 150μg/ ml EMPs组的细胞计数高于阳性对照 ( T)组 ( P < 0101) ;第 5 天 ,100

μg/ ml EMPs组的细胞计数不但高于 C、T组 ,还明显高于其它 EMPs浓度组。结论 :釉基质蛋白可明显促进成骨细胞

的增殖分化。
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Abstract
Objective :Some research suggested that enamel matrix proteins( EMPs) not only induced formation of cementum , but also

could promote regeneration of periodontal tissue and alveolar bone. In order to recognize the mechanisms of periodontal regenera2
tion induced by EMPs and provide a basic data for further study , influences of EMPs on osteoblast proliferation and differentiation

are explored in this study. Methods : Porcine enamel matrix proteins were extracted by using acetic acid. MC3T32E1 osteoblasts

were selected and cell culture was used in vitro. EMPs with different concentrations of 50μgΠml , 100μgΠml and 150μgΠml were

added separately inα2MEM culture medium and compared with negative group and positive group (TGF2β1 ) . The count of cell was

recorded after 0 ,1 ,2 ,3 ,4 ,5 ,6 days , then the data were analysed satistically by using SAS. Results : The cell count of all EMPs

groups were higher than that in the negative control group ( P < 0101) , 100μgΠml as well as 150μgΠml EMPs groups were higher

than the positive group (TGF2β1 ) on the second day ( P < 0101) . The cell count of 100μgΠml EMPs group was not only higher than

C and T groups , but also higher than that of other EMPs dose groups on the fifth day.Conclusion : The proliferation and differenti2
ation of osteoblasts can be promoted distinctly by enamel matrix proteins.
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　　国外的一些研究表明 ,釉基质蛋白 (enamel ma2
trix proteins ,EMPs)能有效诱导牙周组织的再生 ,且

这种再生与这些组织的正常发育过程类似 1～5 。

这些报道和作者的研究结果均已肯定了 EMPs对牙

槽骨再生的生物活性 ,但诱导牙槽骨再生的机制不

甚明了。本实验的目的旨在通过体外细胞培养的

方法 ,观察 EMPs对 MC3T32E1 成骨细胞株增殖分

化的影响 ;以期对 EMPs对成骨细胞的作用机制作

一初步了解 ,为进一步研究提供基本数据。

1　材料和方法

1. 1　材料及仪器

选择 6月龄新鲜猪颌骨标本 ,用外科手术方法将埋于
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上、下颌骨内的恒牙胚取出 ,270℃低温保存备用。仔细分

离奶酪样牙釉基质 ,采用乙酸提取法获得 EMPs ,冷冻干燥

备用 6 。

α2MEM 培养液 ( Gibco ,美国 ) ,β 2甘油磷酸钠 ( Fluka

AG) , HEPES (Nacalai ,日本 ) ,胎牛血清 ( Hyclone ,美国 ) ,

TGF2β1 ( Gibco ,美国) ,二氧化碳培养箱 (SANYO ,日本) ,倒置

显微镜 (Nikon ,日本) ,24 孔培养板 ( Gibco ,美国)。

1. 2　实验分组

阴性对照 (C)组 :α2MEM培养液 ;阳性对照组 ( T)组 :上

述 C组培养液 + 1 ng/ ml TGF2β1 ; E1组 :上述 C组培养液 +

50μg/ ml EMPs ; E2组 :上述 C组培养液 + 100μg/ ml EMPs ; E3

组 :上述 C组培养液 + 150μg/ ml EMPs。将如上培养液过滤

消毒 ,备用。

1. 3　细胞培养及计数

将MC3T32E1成骨细胞株置于含α2MEM培养液的培养

瓶中 ,37 ℃;5 % CO2 恒温环境中培养。在细胞尚未完全长

满整个培养瓶底面时 ,以 0125 %胰蛋白酶液 37℃消化 10

min ,于倒置显微镜下观察细胞消化情况。细胞收缩成球

形 ,基本呈单个分离状态时中止消化 ,分别置 5支离心管中

离心 1000 rΠmin×5 min ,弃上清液 ,加入 5组不同的培养液

各 4 ml ,轻轻吹打后 ,吸取少量细胞悬液 ,在血球计数板上

计数 ,按如下公式计算细胞数 :细胞数Πml = (4大格细胞数/

4) ×104

每组重复 2次计数 ,计算平均数。将 5组细胞分别加

入 5块 24孔培养板中 ,使每孔的细胞数为 1×104 ,然后补加

培养液至每孔达 015 ml ,37℃,5 %CO2 恒温培养。每天每组

随机取 3 个孔 ,轻轻吸去培养液 ,以 0125 %胰蛋白酶液

37℃,充分消化 ,中止消化后吸取少量消化液置于血球计数

板计数细胞。

1. 4　统计学分析

用统计分析系统 ( statistical analysis system ,SAS)软件对

细胞计数数据作单因素方差分析。

2　结　　果

细胞计数结果见表 1 ,显示 :C组第 1天细胞数

下降 ,以后则呈指数上升 ,第 5天达到顶峰 ,以后细

胞数增长速率降低 ,但仍维持在一定水平 ;其余各

组细胞增长趋势与 C组相似。第 2 天 , E1、E2、E3

各组细胞计数均较 C组高 ,方差分析表明组间出现

极显著差异 ( P < 0101) ,而 E2、E3两组细胞计数高

于阳性对照 ( T)组 ( P < 0. 01) 。第 3 至第 5 天 , E2

组的细胞计数始终非常显著地高于 C 组 ( P <

0. 01) ,在第 5天达到顶峰 (图 1) ,不但明显高于 C、

T组 ,还明显高于 E1、E3两组 ( P < 0. 05) 。

表 1　各组细胞计数结果(细胞均数Πml)

分组 0d 1d 2d 3d 4d 5d 6d

C 10000 5792 5889 14056 23083 68347 64222

T 10000 4542 9556 24778 50250 99945 99556

E1 10000 4500 12833 25500 45444 111778 101556

E2 10000 5333 17333 31833 71000 147889 91000

E3 10000 7083 15944 28250 65667 114111 89778

图 1　各组细胞计数结果比较

3　讨　　论

MC3T32E1成骨细胞株采用 Wistar大鼠胚胎颅

骨成骨细胞来源 ,在体外培养中具有成骨细胞的表

型特征 ,因而可作为一个良好的研究成骨细胞表型

发骨的体外模型系统 7 。本研究在体外培养的第 1

天即呈现贴壁生长行为 ,并见有树枝状突起伸展 ;

3 d后大量细胞贴壁生长 ,细胞形态呈梭形、多角

形 ,部分突起伸展明显 ,细胞互相接触 ,连成网和

片 ;7 d左右开始出现多层生长现象 ,聚集成团 ,逐

渐形成细胞结节。表明具有一定的成骨细胞表型

分化特征。因此 ,MC3T32E1 细胞株可为体外研究

模型提供一个良好的途径。骨组织是 TGF2β最丰
富的来源之一 ,通过对间质前体细胞、软骨细胞、成

骨细胞和破骨细胞的协调作用 ,骨中 TGF2β在骨形
成和不断重建矿化组织中起着关键作用。有证据

表明 ,TGF2β在骨生长、重建以及损伤修复过程中同
样起着重要作用 ,也是培养体系中成骨细胞的促有

丝分裂剂 8 ,9 。因此 ,本研究选择 TGF2β作为 EMPs

对成骨细胞促增殖分裂作用的阳性对照 ,对判断

EMPs的生物活性极有价值。

牙周病手术治疗后组织的愈合为创伤愈合。

近年来现代细胞生物学和分子生物学研究的介入

推动了创伤愈合研究的发展 ;大量的实验观察了创
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伤愈合过程中的细胞活动及其影响因素 ,从细胞和

分子水平解释和分析了可能的调控机理 ,丰富和深

化了对创伤愈合的认识 ,逐步形成了创伤愈合的现

代概念。其中重要的发现之一是多种体液介质和

细胞介质影响炎症细胞和修复细胞的行为 ,从而参

与调控创伤愈合过程。很多肽类生长因子在这些

介质中占有关键地位 ,是影响创伤愈合的调控因

素。它们诱导炎症细胞浸润 ;促进修复细胞的增殖

分化 ;刺激肉芽组织的增生 ;影响伤口愈合和组织

重建10 。作为肽类生长因子 ,其产生的生物效应可

分为趋化作用、合成分泌作用和增殖分化作用三

类 ,它们构成了创伤愈合过程中生长因子影响的主

要细胞活动 ,而创伤愈合过程中最重要的细胞活动

之一就是增殖分化 10 。本实验体外细胞培养的结

果显示 ,EMPs各组均对成骨细胞有强烈的分裂增

殖效应 ,不仅与阴性对照组比较有极显著差异 ,而

且 E2、E3组还明显高于阳性对照组 ,证实 EMPs促

进骨组织再生的作用与直接促进骨细胞增殖的生

物效应有关。为进一步研究 EMPs对牙槽骨再生的

机制奠定了基础。
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由郭媛珠、凌均　和陈成章主编的《氟与口腔医学》是中国第一部由中山医科大学口腔医学和公共卫生学专家共同编写

的有关氟与口腔医学和预防医学专著 ,全书共 13章 ,30多万字。本书根据中国国情 ,全面、系统、深入地介绍“除氟害 ,兴氟

利”的最新国内外资料 ,并结合作者自己的实践经验和科研成果阐述了以下五个问题 : ①氟的一般特性及其在自然界中的存

在和分布 ,人体氟的分布、来源和代谢以及分析监测方法 ;②氟的生理和毒理学 ; ③龋病和氟 ; ④氟牙症与地氟病的流行病学、

发病机制、临床表现、诊断与防治的新动向 ,客观地论述饮水氟化的新观点 ; ⑤氟的临床应用。本书对口腔医学、公共卫生学、

预防医学、儿童医学及药剂学专业人员 ,教学科研人员 ,医生、学生以及保健工作者 ,地氟病防治工作者和卫生政策的有关决

策部门的人员等均有参考价值。本书将于 2000年 8月由科学技术文献出版社出版 (北京复兴路 15号 ,邮编 100038)出版发行 ,

全国各地新华书店经销。
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