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脱乙酰壳多糖（chitosan，CS）又名壳聚糖，其

化学名为 1,4-2-氨基-2-脱氧-β-D-葡聚糖 [1]，

因其对人体无毒 [2]、无害、抑菌[3-4]、生物相容性

好[5]和可被生物降解[6-7]等优点，近年来在生物医

药领域被广泛应用于药物缓释载体[8-9]和组织工程

支架[10]。在牙周病治疗领域，CS 及其衍生物的应

用与开发正方兴未艾，如作为牙周病抑菌剂 [11]，

药物缓释载体[12]和组织工程支架[10,13]等。但是，CS
水溶性差（pH≤6.5），限制了其在中性环境中的应

用 [14]。2-羟丙基三甲基氯化铵脱乙酰壳多糖（2-
hydroxy-propyl trimethyl ammonium chloride chi－
tosan，HTCC）将CS的氨基引入季铵基团，从而改

善其水溶性。研究[15-16]显示，HTCC 有较 CS 更好

2-羟丙基三甲基氯化铵脱乙酰壳多糖和碱性成纤维细胞

生长因子对白细胞介素-1β 和肿瘤坏死因子-α 的影响

吉秋霞，袁昌青，徐全臣，于新波

（青岛大学医学院附属医院口腔科 山东 青岛 266003）

[摘要] 目的 观察在脂多糖（LPS）刺激下，2-羟丙基三甲基氯化铵脱乙酰壳多糖（HTCC）和碱性成纤维细胞生

长因子（bFGF）对人牙周膜成纤维细胞（hPDLF）分泌白细胞介素（IL）-1β和肿瘤坏死因子（TNF）-α的影响。方法

在 50 mg·L－1 的 LPS 刺激下，采用酶联免疫吸附测定观察质量浓度为 1 g·L－1 的 HTCC 和 100 μg·L－1 的 bFGF 对

50 mg·L－1 的 LPS 刺激 hPDLF 分别于 24、48 和 72 h 分泌 IL-1β 和 TNF-α 的质量浓度变化。结果 1 g·L－1 的

HTCC 具有促进 LPS 刺激 hPDLF 分泌 IL-1β 和 TNF-α 的作用，分泌量 48 h 达高峰。在 100 μg·L－1 的 bFGF 的作

用下，LPS 介导的 hPDLF 分泌 IL-1β 和 TNF-α 的质量浓度明显下降。HTCC 与 bFGF 联合较单独应用时，IL-
1β 和 TNF-α 的质量浓度下降显著（P≤0.001）。结论 HTCC 对 LPS 介导 hPDLF 分泌 IL-1β 和 TNF-α 具有促进

作用，HTCC 与 bFGF 联合应用能有效地抑制 IL-1β 和 TNF-α 的分泌。
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Effect of 2-hydroxy-propyl trimethyl ammonium chloride chitosan and basic fibroblast growth factor on

production of interleukin-1β and tumor necrosis factor-α JI Qiu-xia, YUAN Chang-qing, XU Quan-chen,
YU Xin-bo.（Dept. of Stomatology, The Affiliated Hospital of Medical College, Qingdao University, Qingdao 266003,
China）
[Abstract] Objective The aim of this study was to observe the effect of 2-hydroxy-propyl trimethyl ammonium
chloride chitosan（HTCC） and basic fibroblast growth factor（bFGF） on production of interleukin（IL）-1β and tumor
necrosis factor（TNF）-α in human periodontal ligament fibroblast（hPDLF） stimulated by lipopolysaccharide（LPS）.
Methods The levels of IL-1β and TNF-α in hPDLF stimulated by 50 mg·L－1 LPS was observed and the effects
of 1 g·L－1 HTCC and 100 μg·L－1 bFGF on the IL-1β and TNF-α were determined by enzyme-linked immunosor－
bent assay. Results 1 g·L－1 HTCC can stimulate the level of IL-1β and TNF-α in hPDLF stimulated by LPS
and the level of cytokines were highest at 48 h. 100 μg·L－1 bFGF can decrease the IL-1β and TNF-α. The level
of IL-1β and TNF-α in hPDLF stimulated by LPS was statistically decreased by association of HTCC and bFGF

（P≤0.001）. Conclusion HTCC can increase the production of IL-1β and TNF-α in hPDLF stimulated by LPS.
And HTCC associated with bFGF can effectively inhibit the level of IL-1β and TNF-α of hPDLF.
[Key words] 2-hydroxy-propyl trimethyl ammonium chloride chitosan； human periodontal ligament fibroblast；
lipopolysaccharide； interleukin-1β； tumor necrosis factor-α
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的抑菌性能和黏膜透过性。近年来，HTCC 被逐

渐应用于牙周病局部药物缓释体系中[17]。
白细胞介素（interleukin，IL）-1β 和肿瘤坏死

因子（tumor necrosis factor，TNF）-α 的产生和聚

集，与牙周病的发生与发展密切相关。人牙周膜

成纤维细胞（human periodontal ligament fibroblast，
hPDLF）在内毒素脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）
的刺激下，可导致 IL-1β 和 TNF-α 的分泌增加。
本研究旨在通过 LPS 刺激，观察 HTCC 和碱性成

纤维细胞生长因子（basic fibroblast growth factor，
bFGF）对hPDLF 分泌 IL-1β 和 TNF-α 的影响，为

进一步认识 HTCC 的生物医学特性及其在牙周病

领域的应用奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

HTCC（中国海洋大学生物化学实验室制备，

相对分子质量为 1.08×106，取代度为75%），达尔

贝科极限必需培养液（Dulbecco minimum essential
medium，DMEM；Gibco 公司，美国），胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS；Gibco 公司，美国），

胰蛋白酶（Gibco 公司，美国），青霉素、链霉素、
两性霉素B（华北制药股份有限公司）， IL-1β、
TNF-α 酶联免疫吸附测定（enzyme-linked imm-
unosorbent assay，ELISA）试剂盒（武汉博士德生

物工程有限公司），大肠杆菌脂多糖（E.coli，O55：

B5；Sigma 公司，德国），bFGF（珠海亿胜生物制

剂有限公司）。
1.2 方法

1.2.1 hPDLF 的原代培养 将青岛大学医学院附

属医院口腔门诊因正畸需要拔除的无龋、无牙周

病的青少年前磨牙（患者年龄 12～16 岁，平均 14
岁），置于预冷的含有青霉素和链霉素的无菌汉克

液中。在超净工作台内，用含双抗的 DMEM 将其

反复冲洗 3 次，再将刮取于牙根中部 1/3 的牙周

膜组织剪成小块，平铺于 50 mL 的培养瓶底，加

入 2 mL 含有体积分数 20%FBS 的 DMEM，翻转

培养瓶。将其置于 37 ℃、含体积分数 5%的二氧

化碳、饱和湿度条件下，恒温孵育 2 h 后再次翻

转培养瓶，补加培养液 1 mL，继续培养。待细胞

长出后，每隔 3 d 换液 1 次。待组织块中游出的

细胞铺满瓶底 80%时，用 2.5 g·L-1 胰酶消化传

代。倒置相差显微镜下观察细胞，待大部分细胞

回缩变圆后，用含血清的培养液终止消化，换液

后完成传代。第 3～5 代细胞用于实验。
1.2.2 LPS 刺激 hPDLF 对 IL-1β 和 TNF-α 的影

响 采用 2.5 g·L-1 胰酶消化生长良好的第 3 代

hPDLF，调整细胞密度至 4×104 个每升，将细胞

接种于 48 孔培养板，每孔 0.5 mL，培养 24 h 后

观察细胞贴壁情况，弃上清液，每孔加入实验溶

液0.5 mL，每一质量浓度复种 5 孔，继续培养1、
3和 5 d 后，吸取上清液，置－20 ℃冰箱内待检。
实验溶液为含体积分数 10%FBS 的 DMEM 稀释溶

液：1）50 mg·L－1 LPS；2）1 g·L－1 HTCC＋50 mg·L－1

LPS；3）100μg·L－1 bFGF＋50 mg·L－1 LPS；4）1 g·L－1

HTCC＋100 μg·L－1 bFGF＋50 mg·L－1 LPS。
同时，设阴性对照组（为含体积分数 10%FBS

的 DMEM），严格按照 ELISA 试剂盒说明检测 IL-
1β 和 TNF-α 的质量浓度。
1.3 统计学处理

用 SPSS 13.0 统计软件对数据进行统计分析。
所得结果用均数正负标准差表示，两组和多组之

间比较分别用 t 检验和单因素方差分析。P≤0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 IL-1β 和 TNF-α 标准曲线的建立

严格按照 ELISA 试剂盒说明书操作，IL-1β
和 TNF-α的标准曲线显示，IL-1β 在质量浓度0～
100 ng·L－1、TNF-α 在质量浓度 0～250 ng·L－1 有良

好的线性关系（图 1A、1B）。根据直线方程，换算

出既定条件下培养液中的 IL-1β 和 TNF-α 的质量

浓度。
2.2 LPS 介导 hPDLF 分泌 IL-1β 和 TNF-α

hPDLF 经 LPS 刺激 24～72 h 后，细胞培养液

中的 IL-1β 和 TNF-α 的质量浓度较阴性对照组明

显增多，且随时间的延长，其质量浓度逐渐上升

（图 2A、2B）。
2.3 HTCC 对 LPS 介导hPDLF 分泌 IL-1β和 TNF-

α 的影响

HTCC 刺激 hPDLF 分泌 IL-1β 的质量浓度较

对照组明显增多，且在 48 h 达到高峰。与阴性对

照组和 LPS 组相比较，其差异有统计学意义（P≤
0.001，表 1 和图2A）。

HTCC 刺激 hPDLF 分泌 TNF-α 的质量浓度较

对照组明显增多，且在 24 h 达高峰，后随时间的

推移逐渐下降。与阴性对照组和 LPS 组相比较，

其差异有统计学意义（P≤0.001，表 2 和图2B）。
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2.4 bFGF 与 HTCC 联合应用对 LPS 介导 hPDLF
分泌 IL-1β 和 TNF-α 的影响

hPDLF 分泌 IL-1β 和 TNF-α 的质量浓度较对

照组明显降低，说明 bFGF 对 LPS 介导的 hPDLF
有抑制作用。当 HTCC 与 bFGF 联合应用的时候，

IL-1β 和 TNF-α 的质量浓度较单纯 HTCC 组显著

降低，48 h 之后呈逐渐下降趋势。

3 讨论

牙周致病菌是牙周病发生的始动因子 [18]，是

由革兰阴性厌氧菌、鞭毛菌、螺旋体和阿米巴原

实验溶液（组）
TNF-α 的质量浓度

24 h 48 h 72 h

阴性对照 5.81±1.560 5.97±0.860 10.60±0.050

LPS 6.43±1.630 7.87±1.950 16.89±0.940

bFGF+LPS 4.88±1.470 2.00±0.990 2.87±1.140

HTCC+LPS 76.36±3.001,2） 75.73±10.1601,2） 63.02±1.4201,2）

HTCC+bFGF+LPS 25.65±3.230 29.79±1.950 18.34±3.980

表 2 HTCC对LPS介导hPDLF分 泌TNF-α的 影 响

（ρ/ng·L－1，x±s）
Tab 2 Effect of HTCC on the TNF-α of hPDLF

mediated by LPS（ρ/ng·L－1，x±s）

注：1）相对于对照组，P≤0.001；2）相对于 LPS 组，P≤0.001。

表 1 HTCC 对 LPS 介导 hPDLF 分泌 IL-1β 的影响

（ρ/ng·L－1，x±s）
Tab 1 Effect of HTCC on the IL-1β of hPDLF

mediated by LPS（ρ/ng·L－1，x±s）

实验溶液（组）
IL-1β 的质量浓度

24 h 48 h 72 h

阴性对照 0.85±0.005 0.77±0.017 1.79±0.053

LPS 1.12±0.120 1.98±0.460 3.92±2.060

bFGF+LPS 0.69±0.140 0.92±0.520 0.80±0.210

HTCC+LPS 38.59±5.4201,2） 54.35±3.2701,2） 39.08±3.7201,2）

HTCC+bFGF+LPS 10.64±1.230 21.90±2.340 11.24±0.990

注：1）相对于对照组，P≤0.001；2）相对于LPS 组 P≤0.001。

19· ·



国际口腔医学杂志 第 37 卷 1 期 2010 年 1 月 www.gjkqyxzz . cn

虫等微生物引起的发生在牙齿支持组织的非特异

性炎症性疾病 [19]。LPS 对hPDLF 具有明显的细胞

毒性作用，能激活宿主细胞产生 IL-1β 和 TNF-α
等炎症细胞因子，而这些细胞因子可导致牙周组

织的继发性损伤。IL-1β 是由免疫细胞产生的一

组调节细胞功能的高活性、多功能的免疫递质，

是炎症和免疫过程的起始因子和效应器；TNF-α
由单核和巨噬细胞分泌，有介导肿瘤免疫和调节

机体免疫功能以及参与炎症病变过程等多种生物

学效应。研究显示，IL-1β 和 TNF-α 参与牙周病

的发生和发展，因此在分子水平中断或减少两者

的分泌是治疗牙周病的途径之一。
水溶性 CS 衍生物不仅能够刺激巨噬细胞和

单核细胞激活因子，而且还能够刺激 T 淋巴细胞

的分化增殖，提高自然杀伤细胞的活力，诱导IL-
1、2 的产生，从而改善牙周局部微生态环境，调

动非特异性免疫反应间接发挥杀菌作用 [20]。本

研究 HTCC 可诱导 IL-1β 产生的结果，与上述结

果相似。研究显示，1 g·L－1 质量浓度的 HTCC 会

因促进 IL-1β 和 TNF-α 的分泌而导致组织损伤，

对牙周病的治疗带来不利影响。另一方面说明，

这一质量浓度的 HTCC 对 hPDLF 有较强的细胞毒

性。bFGF 的体外生物学效应十分强烈，对成纤

维细胞、骨细胞、软骨细胞、血管内皮细胞、肾

上腺皮质和髓质细胞、神经元和神经胶质等具有

较强地促细胞分裂增殖活性。在体外细胞培养中，

bFGF 能在1 g·L－1 的低质量浓度发挥其作用[21]。
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