
·论著·

釉基质蛋白对人牙周膜细胞生物学影响的
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［摘　要］目的：了解釉基质蛋白对人牙周膜细胞的增殖、矿化、蛋白合成及超微结构的影响。方法：组织块法原代

培养人牙周膜细胞，茜素红染色进行细胞表型的鉴定；采用细胞增殖试剂盒及流式细胞仪检测釉基质蛋白对人牙

周膜细胞增殖及细胞周期的影响；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒分析釉基质蛋白对牙周膜细胞蛋白合成的影响；并用透射

电镜观察牙周膜细胞超微结构的改变；免疫组化染色观察釉基质蛋白作用下对牙周膜细胞骨涎蛋白和骨桥蛋白表

达的影响。结果：釉基质蛋白可促进牙周膜细胞增殖，促进牙周膜细胞 ＤＮＡ的合成，使牙周膜细胞周期的 Ｇ１期细

胞所占百分比降低，而 Ｓ期细胞所占百分比升高，并可提高牙周膜细胞蛋白总量，透射电镜观察可见经釉基质蛋白

作用后的牙周膜细胞胞浆丰富，与蛋白合成相关细胞器粗面内质网及高尔基体发达，釉基质蛋白可促进牙周膜细

胞矿化相关蛋白骨涎蛋白和骨桥蛋白的表达。结论：釉基质蛋白能促进牙周膜细胞增殖、蛋白合成及矿化相关蛋

白骨涎蛋白和骨桥蛋白的表达，促进牙周组织的再生。
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　　釉基质蛋白 ｅｍｄｏｇａｉｎ是一种商品化的釉基质
蛋白，已被引入牙周炎治疗领域，可以获得比较理想

的牙周组织再生，尽管目前其确切的作用机制尚不

清楚，但动物实验及临床资料表明
［１－２］

，ｅｍｄｏｇａｉｎ可
以有效促进牙骨质和牙槽骨的再生，利于牙周新附

着的形成，并且这种再生类似于牙周组织的正常发育

过程，而牙周膜细胞（ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｃｅｌｌ，ＰＤＬＣ）
是牙周组织再生的基础

［３］
，是牙周组织再生的主要细

胞来源，因此，本研究旨在通过观察 ｅｍｄｏｇａｉｎ对牙周
膜细胞的增殖、矿化、蛋白合成及超微结构的影响，阐

释 ｅｍｄｏｇａｉｎ促进牙周组织再生的机制。
本研究开始前经北京大学生物医学伦理委员会

·６·
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审核批准，所有患者均书面知情同意。

１　资料与方法

１．１　主要试剂
达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉ

ｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）购自美国 ＧＩＢＣＯ公司，
ＦＢＳ购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胰蛋白酶、地塞米松、Ｌ
抗坏血酸和 βＧＰ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＰＶ９０００免
疫组化试剂盒购自北京中杉生物公司，ＣＣＫ８试剂
盒购自日本同仁化学研究所，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
购自武汉博士德生物工程有限公司。

１．２　人 ＰＤＬＣ的原代培养及鉴定
取因正畸需要拔除的健康前磨牙，刀片刮

取牙根中 １／３牙周膜组织，剪成 １ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ碎块，接种于 ２４孔培养板，１０％ （质量分

数）ＦＢＳＤＭＥＭ培养液中，３７℃ ５％（体积分
数）ＣＯ２饱和湿度的培养箱内培养。将第 ３代

细胞以 １０４／孔接种于已置盖玻片的 ６孔板，含
矿化 液 （１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘 油 磷 酸 钠、５０ｍｇ／Ｌ
ＶｉｔＣ和 １０－７ｍｏｌ／Ｌ地塞米松）的 １０％（质量分
数）ＦＢＳＤＭＥＭ培养液培养，隔日换液，培养 ２１
ｄ。以 ４％（质量分数）多聚甲醛固定，茜素红染
色法进行矿化结节染色。

１．３　ｅｍｄｏｇａｉｎ对 ＰＤＬＣ增殖及细胞周期的影响
制备细胞悬液，调整细胞浓度至 ３×１０４／ｍＬ，取

９６孔培养板，每孔加入细胞悬液１００μＬ，每组复种４
孔。标准环境下培养２４ｈ，实验组加入１００ｍｇ／Ｌｅｍ
ｄｏｇａｉｎ１０％（质量分数）ＦＢＳ培养，对照组仍为 １０％
（质量分数）ＦＢＳ培养，分别于１ｄ、３ｄ和５ｄ后依据
ＣＣＫ８试剂盒说明书检测细胞生长情况，每个孔内加
入１０μＬ的ＣＣＫ８试剂，把培养板放在培养箱内培养
３ｈ，用酶标仪在４５０ｎｍ处测定光密度值（Ｄ）。

细胞周期分析：分组同上，培养 ３ｄ后，胰酶消
化收集细胞，用约 ３ｍＬ７５％（体积分数）冰乙醇固
定，离心后 ＰＢＳ重悬，洗 １遍，再加入 ＰＢＳ１ｍＬ，１０
ｇ／ＬＲＮＡａｓｅ２０μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，３６０目细胞筛
过滤，入１．５ｍＬ离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，去
除多余 ＰＢＳ，将余下的约 ０．７ｍＬＰＢＳ将细胞重悬，
０．１％（质量分数）Ｔｒｉｔｏｎ１００配成的１０ｇ／ＬＰＩ染液
取１滴，用流式细胞仪测试，然后用联机专用软件分
析结果。

１．４　ｅｍｄｏｇａｉｎ对 ＰＤＬＣ蛋白合成的影响及透射电
镜观察

细胞接种密度及分组同上，采用 ＢＣＡ蛋白浓度

测定试剂盒。培养３ｄ后去培养液，ＰＢＳ洗 ２遍，加
冰预冷的细胞裂解液，振荡 １０ｓ，各孔加入 ２００μＬ
ＢＣＡ工作液，３７℃放置３０ｍｉｎ，用酶标仪在 ５７０ｎｍ
处测定光密度值（Ｄ）。

将第３代细胞在６孔板中培养，按实验组和对照
组换加不同的培养液，孵育７２ｈ，收集于离心管内，用
４℃ 预冷的 ＰＢＳ洗涤２次，用４℃ 预冷的３％（体积
分数）戊二醛固定细胞团，丙酮系列脱水、真空干燥、

环氧树脂包埋、超薄切片、染色、透射电镜观察。

１．５　ｅｍｄｏｇａｉｎ对 ＰＤＬＣ骨涎蛋白、骨桥蛋白表达的
影响

分组同上，制备细胞爬片，３ｄ后取片，４％（体
积分数）多聚甲醛固定，ＰＶ９００免疫组化试剂盒进
行骨涎蛋白、骨桥蛋白染色，光镜下观察。

１．６　统计学分析
实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用统计软件 ＳＰＳＳ

１４．０分析，组间均数比较用方差分析和 ＬＳＤｔ检验，
Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　人 ＰＤＬＣ的原代培养及鉴定
体外培养的人 ＰＤＬＣ多为长梭形或多角形，胞

体丰满，胞突细长，核圆形或卵圆形（图 １），茜素红
染色可见红染的矿化结节，说明培养的成纤维细胞

具有成骨细胞表型（图２）。

图１　体外培养 ＰＤＬＣ

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｏｆＰＤＬＣ
　

２．２　ｅｍｄｏｇａｉｎ对 ＰＤＬＣ增殖及细胞周期的影响（图
３）

ｅｍｄｏｇａｉｎ可促进人 ＰＤＬＣ的增殖，第３天和第５
天测得平均 Ｄ值高于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

经 ＦＣＭ测试的细胞周期时相结果为：实验组
Ｇ０／Ｇ１８５％，Ｓ７．１８％，Ｇ２／Ｍ７．７４％，对照组 Ｇ０／Ｇ１
９３．１５％，Ｓ２．４２％，Ｇ２／Ｍ４．４３％，与对照组相比，实
验组的 Ｇ１％降低，而 Ｓ％升高，反映细胞增殖活力的
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增殖指数［包括 ＤＮＡ合成期（Ｓ）、ＤＮＡ合成后期
（Ｇ２）和有丝分裂期（Ｍ）的细胞所占百分比，即（Ｓ＋
Ｇ２Ｍ）％］也升高。

图２　茜素红染色可见红染的矿化结节

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｎｄｕｃｅｄＰＤＬＣｓｔａｉｎｅｄｂｙＡｌｉｚａｒｉｎｒｅｄ
　

２．３　ｅｍｄｏｇａｉｎ对 ＰＤＬＣ蛋白合成的影响及透射电
镜观察（图４～７）

ｅｍｄｏｇａｉｎ作用于 ＰＤＬＣ３ｄ后，实验组和对照组
酶标仪的光密度值分别为 ０．４４±０．０１６和 ０．２７±
０．０１４，进行方差分析比较发现，实验组与对照组比
较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　ｅｍｄｏｇａｉｎ对细胞增殖影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＤＬＣｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｅｍｄｏｇａｉｎ　

图４　牙周膜细胞　图５　发达的粗面内质网（箭头所示）　图６　髓鞘样结构（箭头所示）　图７　线粒体数量增多（箭头所示）

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｃｅｌｌ　Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｒｉｃｈｒｏｕｇｈｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（ａｒｒｏｗ）
Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｍｙｅｌｉｎｌｉｋｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（ａｒｒｏｗ）　Ｆｉｇｕｒｅ７　Ａｂｕｎｄａｎｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ（ａｒｒｏｗ）

　

　　透射电镜观察 ｅｍｄｏｇａｉｎ作用后细胞超微结构
与对照组相比，细胞核体积较大，核内常染色质增

多；胞浆丰富，可见发达的粗面内质网，有的内质网

池见不同程度的扩张或成囊状形成髓鞘样结构（图

５）；粗面内质网膜表面可见较多核糖体，胞浆内弥
散着大量游离核糖体；胞浆内可见呈同心圆或板层

状排列的髓鞘样结构（图６）；线粒体数量增多，体积
增大，结构完整（图７）。

·８·
北 京 大 学 学 报 （ 医 学 版 ）

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＰＥＫＩＮＧＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ（ＨＥＡＬＴＨＳＣＩＥＮＣＥＳ）　Ｖｏｌ．４４　Ｎｏ．１　Ｆｅｂ．２０１２



２．４　ｅｍｄｏｇａｉｎ对 ＰＤＬＣ骨涎蛋白、骨桥蛋白表达的
影响（图８和９）

ＢＳＰ、ＯＰＮ在正常 ＰＤＬＣ及 Ｅｍｄｏｇａｉｎ处理后
ＰＤＬＣ中均表达，胞浆可见棕黄色阳性反应，但 Ｅｍ
ｄｏｇａｉｎ处理后 ＰＤＬＣ染色加深。

３　讨论

牙周炎治疗的目的是修复或再生已破坏的牙周

组织包括牙周膜、牙槽骨和牙骨质以形成新附着。

传统的治疗方法如刮治和根面平整术、翻瓣术、植骨

术只能达到牙周组织的部分修复。理想的牙周组织

再生是胶原纤维埋入新生的牙槽骨和牙骨质，形成

Ｓｈａｒｐｅｙ’ｓ纤维，并可见成骨细胞和成牙骨质细胞。
而牙骨质是牙周组织特有的矿化组织，并为其周围

结缔组织内的胶原纤维附着提供支持，是维持牙周

附着的关键结构，牙骨质再生问题是牙周组织再生

的瓶颈。釉基质蛋白由于具有明显促进牙骨质再生

的作用而日益受到关注。

图８　正常 ＰＤＬＣＯＰＮ、ＢＳＰ染色

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＮａｎｄＢＳＰｉｎＰＤＬＣ
　

图９　ｅｍｄｏｇａｉｎ处理后 ＰＤＬＣＯＰＮ、ＢＳＰ染色

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＮａｎｄＢＳＰｉｎＰＤＬＣｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｍｄｏｇａｉｎ
　

　　ｅｍｄｏｇａｉｎ是一种商品化的釉基质蛋白，在临床
上主要用于牙周手术治疗Ⅱ度根分歧病变和三壁骨
袋，可以促进牙槽骨的再生，其牙周新附着的形成类

似于牙周组织的生理性再生
［２，４－５］

。釉基质蛋白是

釉质发育过程中未矿化釉质中的蛋白成分，由成釉

细胞和赫特威氏上皮根鞘（Ｈｅｒｔｗｉｇ’ｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｒｏｏｔ
ｓｈｅａｔｈ）内层细胞分泌［６］

，可促进牙囊细胞的增殖和

矿化结节的形成，提高胶原及骨桥蛋白的表达，并诱

导牙囊细胞向成牙骨质细胞的发生及牙骨质与牙本

质的附着，促进牙周组织的发生
［７－８］

。本实验表明，

ｅｍｄｏｇａｉｎ可促进牙周膜细胞骨涎蛋白和骨桥蛋白的
表达，这与釉基质蛋白对牙囊细胞的作用相似。

Ｒｉｎｃｏｎ等［９］
通过体外创伤模型发现，在 ｅｍ

ｄｏｇａｉｎ作用下，牙周膜细胞迅速增殖并迁移到损伤
区，说明 ｅｍｄｏｇａｉｎ可能通过加速牙周膜细胞的增殖
而促进创伤的愈合。本研究结果也证实 ｅｍｄｏｇａｉｎ

·９·张凤秋，等　釉基质蛋白对人牙周膜细胞生物学影响的体外研究



可促进牙周膜细胞的增殖，而且 ｅｍｄｏｇａｉｎ处理组的
Ｇ１％（ＤＮＡ合成前期细胞所占百分比）降低，Ｓ％
（ＤＮＡ合成期细胞所占百分比）升高，反映细胞增殖
活力的增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ）［包括 ＤＮＡ合
成期（Ｓ）、ＤＮＡ合成后期（Ｇ２）和有丝分裂期（Ｍ）的
细胞所占百分比，即（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）％］也升高。Ｄａｖｅｎ

ｐｏｒｔ等［１０］
研究发现 ｅｍｄｏｇａｉｎ也可以提高牙周膜细

胞在病理性根面的附着能力，从而有利于牙周膜细

胞优先占据根面，形成牙周新附着。

粗面内质网是蛋白质合成、转运和修饰加工的

场所，而 ｅｍｄｏｇａｉｎ处理组细胞超微结构观察中发现
胞浆细胞器丰富，粗面内质网发达，核糖体、线粒体

增多，表示细胞代谢和细胞合成蛋白功能旺盛，牙周

膜细胞处于功能活跃的状态。

本实验结果表明，ｅｍｄｏｇａｉｎ能促进牙周膜细胞
增殖、细胞蛋白合成及矿化相关蛋白骨涎蛋白和骨

桥蛋白的表达，从而可以解释 ｅｍｄｏｇａｉｎ在牙周组织
再生中的可能作用。
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（本文编辑：王　蕾）

·消息·

张丽珠教授荣获第十五届“宋庆龄樟树奖”

　　２０１１年 １２月 １日由中国福利会主办的第十五届“宋庆

龄樟树奖”颁奖典礼在北京亚洲大酒店隆重举行，“神州试管

婴儿之母”、北京大学第三医院生殖医学中心终身名誉主任

张丽珠教授获奖并参加颁奖典礼。

全国人大常委会副委员长、全国妇联主席陈至立，中国

福利会主席胡启立等领导出席颁奖典礼。国家教育部、民政

部、卫生部、解放军总政治部、全国妇联、中国宋庆龄基金会

等相关部委领导共 １００余人出席了颁奖典礼。

作为著名妇产科医学专家，张丽珠教授从 ２０世纪 ４０年

代起就从事妇产科临床工作，８０年代主持国家“七五”攻关

课题“优生———早期胚胎的保护、保存和发育”，并于 １９８８年

３月 １０日成功培育出我国大陆首例试管婴儿，被誉为“神州

试管婴儿之母”，为我国妇产科学、生殖医学的发展做出了巨

大贡献。张丽珠教授用一生的努力使无数父母实现了孕育

孩子的渴望，她勇于开拓的科学精神和人性光芒使其成为此

届宋庆龄樟树奖的人选。

张丽珠教授在获奖感言中说，感谢中国福利会将这个大

奖颁发给自己，它带来的是激动和鼓励。工作成绩是医护卫

等大家一起努力，在一穷二白的艰苦环境里克服困难取得

的，是共同努力的结果。希望现代生殖技术的不断发展能为

人民造福，促进家庭和谐，对国家和人类有所贡献。

樟树是国家名誉主席宋庆龄女士生前十分喜爱的树木，

象征着宋庆龄的伟大品格。“宋庆龄樟树奖”于 １９８５年 ６月

由中国福利会创立，每两年评选颁发一次，授予为妇女儿童

事业做出卓越贡献，在国内外具有一定知名度和影响力的人

士。迄今已有 １１５位人士获此殊荣。

（北京大学第三医院）
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