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牙骨质基质提取物促进牙周细胞
在牙根表面附着的研究
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摘要　目的: 明确附着在牙根表面的牙骨质基质提取物具有促进牙周膜细胞附着的功能。方法: 采集健康的牙龈组

织和牙周膜, 体外培养牙龈成纤维细胞和牙周膜成纤维细胞。从因正畸需拔除的健康牙体表面获得牙骨质基质提

取物, 分别观察不同作用时间、不同浓度的牙骨质基质提取物对牙龈成纤维细胞和牙周膜成纤维细胞在牙体表面

附着的影响。结果: 牙龈成纤维细胞、牙周膜成纤维细胞均对牙骨质基质提取物有浓度和时间依赖性, 最佳作用时

间为 2 小时, 最合适浓度为 10 Λgöm l。且牙骨质基质提取物促牙周膜成纤维细胞附着的作用高于对牙龈成纤维细

胞的作用。结论: 牙骨质基质提取物能够促进牙周膜细胞在牙根表面上的附着。

关键词　牙骨质基质提取物　牙周膜成纤维细胞　牙龈成纤维细胞

　　牙骨质基质内含有多种可促进牙周膜细胞附

着和移行的活性蛋白 (统称牙骨质基质提取物) , 已

证实牙骨质基质提取物可以附着到牙根表面上 1 ,

那么就有必要明确那些附着在牙根表面的牙骨质

基质提取物是否具有促进牙周膜细胞附着的功能,

以便于牙骨质基质提取物用于牙周病的治疗。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂和仪器

DM EM 培养液 (G IBCD 公司, 美国) , 胰酶 (G IBCD 公

司, 美国) , 胎牛血清 (金华清湖犊牛生物制品厂, 浙江) , 牛

血清白蛋白 (华美生物工程公司) , 3164 型CO 2 孵箱 (Fo rm a

公司, 美国) , YM T 2Z 型倒置显微镜 (O lympus, 日本) , 24 孔

培养板 (Co ring 公司, 美国) , YJ 2875 型超净工作台 (苏州净

化设备厂)。

1. 2　细胞培养

1. 2. 1　牙龈成纤维细胞的培养　采集健康的牙龈组织块,

放入含庆大霉素的DM EM 细胞培养基中, 然后将牙龈组织

块放置在玻片上, 用眼科剪剪成细碎小块, 并将剪碎的组织

块粘附于培养瓶瓶壁上, 加含抗菌素的 DM EM 培养液,

37℃的CO 2 孵箱内培养。当瓶壁细胞铺满时, 用胰酶消化后

传代, 每 3 天换 1 次液, 5 至 14 代均可用于实验。

1. 2. 2　牙周膜成纤维细胞的培养　取因正畸而拔除的健

康恒牙, 置入含培养液的培养瓶中, 在超净工作台中用培养

液冲洗数遍, 刮取牙根中部 1ö3 牙周膜, 在玻片上剪成

小于 lmm 3大小的碎决 , 均匀铺于25m l培养瓶底再加入

DM EM 培养液, 37℃下CO 2 孵箱培养, 隔日换液, 瓶壁细胞

铺满时胰酶消化传代, 4 代以后用于实验。

1. 3　牙片的制备

从口腔颌面外科临床采集牙周未感染的正畸牙, 切除

牙冠, 在牙根表面贴上大小约 0. 3 cm ×0. 3 cm 的双面胶,

顺双面胶的边缘切取牙片, 将牙本质面磨平, 用丙酮除去牙

片牙骨质面上的胶, 再将牙片放入含 3 m göm l 胶原酶和

0. 25% 胰酶的溶液中, 置 37℃约 72 小时, PBS 缓冲液冲洗

3 遍, 将牙片放入含 1 m göm l 青霉素和 500 Λgöm l 庆大霉素

溶液中 24 小时, 再将牙片放入含 1 m göm l 青霉素和 500

Λgöm l 庆大霉素的DM EM 中 24 小时后, 即可使用。

1. 4　牙骨质基质提取物的提取

将健康成人牙齿表面的牙骨质刮下, 通过含蛋白酶抑

制剂的醋酸和胍两步抽提浓缩、冻干后备用。

1. 5　细胞附着实验

1. 5. 1　牙骨质基质提取物不同作用时间对两种细胞附着

的影响　牙片放入 24 孔板后, 每孔分别加入BSA、牙骨质

基质提取物, CO 2 孵箱内孵化 1 小时, 分别接种牙龈成纤维

细胞、牙周膜成纤维细胞, 再孵化 l、2、4 小时。胰酶消化后

计附着细胞的数量, 换算成单位面积附着细胞的数量, 每个

实验点各测 3 次, 取平均值。

1. 5. 2　牙骨质基质提取物不同浓度对两种细胞附着的影

响　细胞附着的检测同 Som erm an 等的方法 2 。
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2　结　　果

牙骨质基质提取物能够促进牙周膜细胞在牙

根表面附着, 牙龈成纤维细胞和牙周膜成纤维细胞

均对牙骨质基质提取物有浓度和时间依赖性, 最佳

作用时间为 2 小时 (图 1～ 4)。与未加牙骨质基质提

取物组对照, 5 Λgöm l 的牙骨质基质提取物即能明

显提高牙周膜成纤维细胞在牙根表面的附着, 而对

于牙龈成纤维细胞, 则需 10 Λgöm l 牙骨质基质提

取物方可显著增强细胞在牙根表面的附着, 从统计

图上分析牙骨质基质提取物浓度 10 Λgöm l 对牙龈

成纤维细胞和牙周膜成纤维细胞较为合适, 而且牙

骨质基质提取物促进牙周膜成纤维细胞附着的作

用高于对牙龈成纤维细胞的作用。

图 1　牙骨质基质提取物不同时间对牙龈成纤维细胞附着的影响

3 　牙片牙骨质基质提取物处理组 (下同)

▲　牙骨质基质提取物空白组 (下同)

图 2　牙骨质基质提取物不同时间对牙周膜成纤维细胞

附着的影响

图 3　不同浓度牙骨质基质提取物作用 2 小时牙龈成纤维

细胞附着数

图 4　不同浓度牙骨质基质提取物作用 2 小时牙周膜成纤维

细胞附着数

3　讨　　论

细胞附着在底物上是其发挥正常功能的先决

条件, 如细胞增殖、移行、分化、蛋白合成和组织修

复。病变牙周组织修复需要牙周结缔组织重新附着

在牙根表面上形成新附着。牙周新附着形成首先是

牙周膜细胞在根面上的附着、生长、移行、分化。因

此, 许多研究集中于如何能提高牙周膜细胞再附

着。患牙周病后牙周膜细胞再附着的主要障碍是牙

龈上皮的根向生长 3 。为了解决这一问题, Isido r

等 3 提出在做过刮治术的牙根表面上覆盖微孔膜

以防止上皮细胞的根向移行, 而使健康的牙周膜细

胞移行并附着在牙根表面。其它一些实验也支持这

种治疗方案 4, 5 , 用枸橼酸或四环素处理牙根表

面 6 , 牙根表面脱矿后胶原纤维暴露或者是在牙根

表面涂布纤维粘连蛋白 (FN ) 7～ 9 。胶原和 FN 均为

结缔组织细胞的趋化和附着因子。

牙骨质的一个重要作用就是固定牙周韧带在

牙根表面上。此外, 牙骨质对牙周病的治愈也有一

定的作用, 实际上一些研究显示没有健康牙骨质出

现, 牙周膜就不能完全恢复健康 10 。临床上牙周膜

的修复包括新的骨组织和新的牙骨质的形成, 以及

牙周结缔组织的附着, 在组织愈合期, 细胞的附着

和生长是至关重要的 8 , 所以, 牙骨质基质内提取

的附着蛋白在临床上具有很重要的价值。一些研究

表明牙骨质基质内存在特异性强且活性很高的附

着蛋白, 这类蛋白似乎对牙骨质的发育、保持和再

造有着重要的作用 9 。在牙本质的形成过程中, 细

胞外基质内的附着蛋白, 如 FN、层粘连蛋白、胶原

和肌腱蛋白对成牙本质细胞的分化均有一定的作

用 10 。此外, 这类附着蛋白与牙根周围组织细胞间

的作用对维持健康的牙周组织也是十分必要的, 而

且牙骨质基质内确实含有只有其组织特有的附着
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蛋白。W rsternb lo t 显示此蛋白并不是 FN、层粘连

蛋白、骨桥蛋白中的一种 11 , 所以它的性质还有待

研究, 统称为牙骨质基质提取物 9 。牙骨质的再生

是牙周修复的关键 11 , P ita ru 等 11 认为鉴于牙骨

质基质提取物对牙周膜细胞有一定的作用, 并为牙

骨质所特有, 提示牙骨质基质提取物与成牙骨质细

胞的分化有关, 进而表明牙骨质基质提取物影响着

牙周组织的修复。虽然牙骨质被认为主要起着结构

上的功能, 但近期的研究表明牙骨质还具有重要的

生理功能, 牙骨质基质提取物可刺激牙周膜细胞的

附着、移行、生长和蛋白与胶原的合成 11 。由于细

菌内毒素与牙骨质基质提取物有相互竞争的作

用 3 , 因此, 成纤维细胞不能良好地附着在患有牙

周病的牙根表面。所以, 不难得出牙骨质基质提取

物能调节牙周结缔组织的形成。由本实验结果可以

推测牙骨质基质提取物作为牙根表面的生物涂层

材料, 可有效地促进牙周组织的再生和修复, 为牙

周病的治疗提供一种新的可靠的途径。
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Extract of Cem en ta l M a tr ix Enhance Per iodon ta l Cells B ind to the Root Surface
Su iW en, Hong Yonglong, X iao M inzhen

Colleg e of S tom a tology , the F ou rth M ilita ry M ed ica l U n iversity

Abstract
Objective: To invest igate w hether the ex tract of cem en tal m atrix can enhance periodon tal cells b inding to the roo t su r-

faces. M ethods: H ealthy hum an gingiva and periodon tal ligam en t w ere acqu ired from patien ts, then gingival fib rob lasts and

periodon tal cells w ere cu ltu red in vitro. O n the o ther hand, ex tract of cem en tal m atrix w as separated and clarified from

healthy teeth w h ich w ere ex tracted because of o rthodon tic treatm en t. F inally, the effects of cem en tum m atrix w ith differen t

concen trat ion and differen t t im e on the at tachm en t of gingival fib rob last and periodon tal cells to roo t su rface w ere observed.

Results: T he ex tract of cem en talm atrix cou ld enhance the in it ia l a t tachm en t of hum an gingival fib rob lasts (H GF) and hum an

periodon tal cells (H PC) to the su rface of roo t, and such effects w ere strengthened w ith increasing density and tim e. T he op ti2
m al concen trat ion of ex tract of cell a t tachm en t 10Λgöm l, and the at tachm en t w as also p ropo rt ional to the incubation tim e,

reach ing near m ax im al levels at 2 hou rs, fu rthermo re, the ex tract of cem en talm atrix w as mo re effect ive in p romo tt ing the at2
tachm en t of hum an periodon tal cells than that of gingival fib rob lasts. Conclusion: T he ex tract of cem en talm atrix can enhance

the in it ia l a t tachm en t of H GF and H PC on the roo t su rface.

Key words: 　ex tract of cem en tal m atrix　　hum an gingival fib rob last　　hum an periodon tal cell
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