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层粘连蛋白加速人龈上皮细胞
在纯钛表面早期附着的实验研究
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摘要　在建立上皮细胞体外培养模型的基础上,采用层粘连蛋白涂层技术,在落射荧光显微镜下观察人龈上皮细

胞在涂层粘连蛋白光滑纯钛表面和未涂层粘连蛋白光滑纯钛表面的附着并计数,计数结果进行统计学分析。结果

证实,层粘连蛋白有加速人龈上皮细胞在纯钛表面早期附着的作用。
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　　纯钛种植体暴露在口腔有菌环境中存在细菌

附着、感染的危险。1995年的一项研究表明,种植

体 2～ 3年内失败的病例集中在种植后初始菌斑指

数高的患者,感染与种植体早期失败明显相关 1 ,

且菌斑对种植体周围组织的破坏作用强于对牙周

组织的破坏作用 2 。故防治菌斑引起的种植体周围

炎对种植的成功具有重要意义。1987年, Grist ina 3

提出“表面赛跑”( race fo r the su rface)的理论, 即

组织细胞和口腔致病菌竞争性地在种植体表面附

着。如果组织细胞首先在种植体表面形成附着,这

个与组织细胞结合的表面则会因组织细胞的活力、

完整的细胞膜、多糖及宿主的功能性防御机制抵抗

细菌的粘附; 如果细菌首先在种植体表面附着,则

引起感染,而且一旦细菌粘附发生后,组织细胞将很

难取代细菌的位置与种植体表面结合。据此,作者试

图通过蛋白质涂层技术加速人龈上皮细胞在纯钛表

面早期附着以防止菌斑引起的种植体周围炎。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂

层粘连蛋白 (L am in in, LN )、无血清上皮细胞培养液

(Kerat inocyte2SFM )、分离酶 (dispace) , 以上均为 G IBCO

公司产品,鼠抗人鳞状上皮角蛋白单抗和羊抗鼠 F ITC 标

记荧光抗体为 Sigm a公司产品。

1. 2　纯钛片制备、清洁消毒以及LN 涂布

选用宝鸡产钛材 (纯度> 99% ) ,由西安市钟表研究所

加工成厚 1 mm、直径 5 mm 的钛片,钛片两面的光滑度与

临床用种植体基桩表面相同 (同一工厂同一标准加工) ,经

40%硝酸纯化, 100%三氯乙烯和无水酒精超声清洁, 钛片

使用前经高压蒸汽消毒后放入 24孔培养板备用。细胞接种

前 1 d,将LN 用无菌生理盐水配成 10 Λgöm l,每个钛片上

滴 1滴,均匀覆盖在钛表面,无菌条件下吹干备用。

1. 3　龈上皮细胞接种培养

取临床下颌第三磨牙冠周龈瓣切除术切下的龈组织一

块,放入盛有无血清DM EM 培养液的青霉素小瓶内,按文

献 4 的方法分离龈上皮细胞,再加入无血清上皮细胞培养

液,计数,调整细胞浓度为 1×104öm l。将此细胞悬液充分混

匀后, 向涂 LN 和未涂 LN 的钛片表面各加 50 Λl, 置于

37℃,湿度 100% ,含 5%CO 2 和 95%空气的培养箱内静置

4 h,然后每孔加入无血清上皮细胞培养液 1 m l,继续培养,

每 2 d换液一次。

1. 4　免疫荧光观察计数贴附细胞数

分别于细胞接种后 4 h、1 d、3 d 和 6 d 时取出钛片,按

文献5 方法用鼠抗人鳞状上皮角蛋白单抗及羊抗鼠 F ITC

标记荧光抗体进行免疫荧光染色。标本制备好后,立即在

OL YM PU S落射荧光显微镜下计数,并用A SA 800彩卷照

相记录。此实验重复 3次,取平均值用析因分析法进行统计

处理。另用 PBS及V im en tin作空白对照及阴性对照。

2　结　　果

2. 1　落射荧光显微镜下,清晰可见人龈上皮细胞

在钛表面呈亮绿色,圆形或多角形,可见细胞核和

细胞体轮廓, 大部分细胞为散在分布, 偶尔可见

2～ 5个细胞成团分布 (图 1, 2)。

2. 2　计数各段时期LN 涂层组和对照组的细胞

数,每组各时间段计数 3个钛片。 3 次实验计数的
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结果如下表。
附表　L N涂层组与对照组 4个时期

纯钛表面的附着细胞数 (xθ±s)

培养时间 对照组 LN 涂层组

4 h 213±26. 1 411±24. 633

1 d 246±29. 2 405±32. 933

3 d 252±23. 7 423±21. 533

6 d 351±21. 5 414±19. 833

33 　P < 0. 01　LN 涂层组与对照组两组间比较

析因分析结果: 时间和处理两因素间有交叉作

用, 4个时期 2组间的细胞数均有显著性差异。处

理组各时间点间细胞数无显著性差异 (P > 0105) ;

对照组中,培养 4 h 的细胞数与其它 3组间均有显

著性差异 (P < 0105) ,培养 6 d 组的细胞数与其它 3

组均有显著性差异 (P < 0105) , 但培养 1 d 和 3 d

两组间的细胞数无显著性差异 (P > 0105)。

3　讨　　论

正常生理情况下,上皮对其下方结缔组织的附

着是通过一层基底膜来实现的,上皮和结缔组织分

泌的层粘连蛋白和Ì 型胶原等成分共同形成基底
膜。作者以前的研究发现 5 ,人工基底膜M atrigel

有助于人龈上皮细胞在纯钛表面的粘附和铺展,但

M atrigel成分复杂,临床应用前景不佳。最近的研

究表明 6, 7 ,上皮对基质附着的分子机制是,上皮细

胞通过其细胞膜表面的整合素 ( In tegrin) Α6Β4 与其

配体、位于基质表面的层粘连蛋白结合而形成附

着。牙龈上皮基底细胞基底面含有 Α6Β4,牙骨质表

面有LN 成分,两者结合从而引起半桥粒的装配是

正常牙周龈上皮附着的分子机制。本研究发现,在

纯钛片表面涂以层粘连蛋白后,龈上皮细胞在其表

面的早期附着明显高于对照组。这可能是由于人为

地为龈上皮细胞膜上的 Α6Β4 提供了足够的配体,使

大部分龈上皮细胞能附着到种植体表面。这一结果

与作者以前的发现是不矛盾的,因为M atrigel的主

要成分就是LN (约占 70% )。本研究还发现,随着

培养时间的延长,处理组的附着细胞数没有明显变

化,而对照组的附着细胞数随着培养时间的延长而

增多。对照组中, 4 h 的附着细胞数比其它 3组少的

原因可能是因为没有加入足够的培养液,上皮细胞

本身分泌的层粘连蛋白成分太少的缘故,而 6 d 组

的附着细胞数显著高于其它 3 组则只可能是由于

细胞分裂增殖所致。因为培养条件下早期不贴壁的

上皮细胞不会存活太久。上述现象是否说明,龈上

皮细胞在层粘连蛋白表面比较稳定,这是否意味着

在涂层粘连蛋白种植体表面,龈上皮根向移行形成

盲袋的可能性较低? 有类似的研究表明 8 ,在结合

上皮根向移行过程中,层粘连蛋白含量明显下降,

伤口愈合过程中龈牙界面的层粘连蛋白可作为上

皮稳定附着的一个标志。由此可以推测,层粘连蛋

白不仅可以促进人龈上皮细胞在纯钛种植体表面

的早期附着,而且有可能保持这种附着的稳定性,

这种作用的机理尚待进一步研究。

本实验还不能回答层粘连蛋白促进人龈上皮

细胞在纯钛种植体表面的早期附着能否防治菌斑

引起的种植体周围炎,此外,层粘连蛋白在钛表面

的转归如何?层粘连蛋白在钛表面降解后上皮能否

依靠自身分泌的层粘连蛋白维持这种附着?这些都

是需要进一步研究并作出回答的问题。目前这些研

究正在进行当中。
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Express ion of P21 and P185 in Ben ign and

M a l ignan t Ep ithel ia of Cheek M ucosa
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J in Yan, Si X iaohu i

D ep a rtm en t of O ra l P a thology , S tam otolog ica l Colleg e, the F ou rth M ilita ry M ed ica l U n iversity

Abstract
To analyze the exp ression of P21 and P185 in no rm al ep ithelia, ch ron ic non2specific inflamm ato ry ep ithelia, squamous

cell carcinom a and ep ithelia imm ediately adjacen t to carcinom a of cheek m uco sa, imm unoh istochem istry techn ique and im age

analysis techn ique w ere used. T he resu lts show ed: there w as excellen t ly h igher exp ression of P21 and P185 in squamous cell

carcinom a and ep ithelia imm ediately adjacen t to carcinom a than in no rm al and inflamm ato ry ep ithelia of cheek m uco sa, w h ich

w ere compactly co rrela t ive.

Key words:　cheek m uco sa　　P21　　P185　　squamous cell carcinom a　　imm unoh istochem istry　　im age analysis
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An Exper im en ta l Study of Exped it ing the Early A ttachm en t of Human
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Abstract
U sing in vitro cu ltrue model, the at tachm en t of hum an gingival ep ithelia l cells to lam in in2coated pu re t itan ium w as stud2

ied. T he average num bers of at tached cells on differen t su rface of t itan ium w ith o r w ithou t lam in in w ere calcu lated under

catop tric fluo rescen t m icro scope and w ere stat ist ically analyzed w ith facto ria l design. T he resu lts show ed that L am in in cou ld

expedite the early at tachm en t of hum an gingival ep ithelia l cells to t itan ium.

Key words:　lam in in　　hum an gingival ep ithelia l cell　　at tachm en t　　t itan ium
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