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[摘要] 目的:探讨唑来膦酸对牙龈成纤维细胞增殖、凋亡、分化的影响及机制。方法:从牙龈组织分离原代人牙

龈成纤维细胞(HGFs),0.5、1、5、10
 

μmol/L的唑来膦酸处理 HGFs
 

24、48、72
 

h后,CCK8实验检测细胞的增殖;流
式细胞仪检测10

 

μmol/L的唑来膦酸处理HGFs
 

72
 

h后的细胞凋亡情况;加入10
 

μmol/L的唑来膦酸的成骨诱导

分化液培养 HGFs
 

7
 

d后,碱性磷酸酶(ALP)试剂盒检测 ALP活性,Western
 

blot检测Runx2和 OPN的蛋白表

达;10
 

μmol/L的唑来膦酸处理 HGFs
 

72
 

h后,Western
 

blot检测NF-κB信号通路p65、IκBα蛋白表达。结果:唑
来膦酸可呈剂量依赖抑制 HGFs细胞增殖(P<0.01);唑来膦酸组细胞的凋亡率显著高于对照组,ALP活性及

Runx2、OPN蛋白表达显著高于对照组,p65、IκBα的蛋白表达显著低于对照组(P<0.01)。结论:唑来膦酸可抑制

HGFs增殖,促进细胞的凋亡和分化,其机制与下调NF-κB信号通路有关。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

zoledronic
 

acid
 

on
 

proliferation,
 

apoptosis,
 

and
 

differentiation
 

of
 

gingival
 

fibroblasts.
 

Methods:
 

Primary
 

human
 

gingival
 

fibroblasts
 

(HGFs)
 

isolated
 

from
 

the
 

gingi-
val

 

tissue
 

were
 

treated
 

with
 

0.5,
 

1,
 

5,
 

and
 

10
 

μmol/L
 

zoledronic
 

acid
 

for
 

24,
 

48,
 

and
 

72h.
 

Cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

CCK8
 

assay.
 

Cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

in
 

10
 

μmol/L
 

zoledronic
 

acid
 

treated
 

HGFs
 

cells
 

for
 

72h.
 

Alkaline
 

phosphatase
 

(ALP)
 

activity
 

was
 

detected
 

by
 

ALP
 

kit,
 

the
 

expression
 

of
 

Runx2
 

and
 

OPN
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

as
 

well
 

as
 

p65
 

and
 

IκBα
 

protein
 

after
 

treated
 

with
 

10
 

μmol/L
 

zoledronic
 

acid
 

for
 

72h.
 

Results:
 

Zoledronic
 

acid
 

inhibited
 

proliferation
 

of
 

HGFs
 

in
 

a
 

dose
 

dependent
 

manner
 

(P<0.01).
 

Apoptosis
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

zoledronic
 

acid
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group.
 

ALP
 

activity
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Runx2
 

and
 

OPN
 

protein
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

control
 

group,
 

whereas
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

p65
 

and
 

IκBα
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.01).
 

Conclusion:
 

Zoledronic
 

acid
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

but
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

and
 

differentiation
 

of
 

HGFs
 

by
 

downregulating
 

NF-κB
 

signaling
 

pathway.
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  牙周炎是一种细菌感染性疾病,可引起牙槽骨、
牙周膜等牙周组织的破坏,最终引起牙齿的松动脱

落,是引起成年人缺牙的主要原因,有高达90%的

发病率,因此,如何促进牙周组织的再生受到广泛关

注[1]。牙龈是牙周组织中的重要组成部分,主要的
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细胞成分为人牙龈成纤维细胞(human
 

gingival
 

fi-
broblast,HGFs),主要的体内功能是参与胶原纤维

的降解和合成,有研究发现,在体外特定条件下

HGFs能表达成骨相关的基因,且可诱导矿化,这为

牙周再生提供了一个新的途径[2]。双磷酸盐是强有

力的一种骨吸收抑制剂,在变形性骨炎、骨痛症、骨
质疏松症、恶性肿瘤引起的高钙血症等有广泛的应

用。唑来膦酸(zoledronic
 

acid,ZA)为第三代双磷

酸盐中最高效的,可结合到羟磷灰石上而抑制由破
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骨细胞诱导的骨吸收[3]。一些体内实验显示唑来膦

酸能更有效的预防骨相关事件且居留时间最长,用
其他的双磷酸炎效果不佳时,替换为唑来膦酸仍旧

能缓解骨痛,且唑来膦酸有更广泛的适应症,也是目

前在各种肿瘤骨转移中唯一被批准使用的双磷酸

盐[4]。目前,唑来膦酸对牙周炎的作用还未清楚。
因此,本研究旨在唑来膦酸对牙龈成纤维细胞增殖、
凋亡、分化的影响,并进一步研究其作用机制,为牙

周组织的再生和重建提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器 唑来膦酸由瑞士 Novartis
公司惠赠;Runx2(Runt-related

 

transcription
 

fac-
tor

 

2)、骨桥蛋白(osteopontin,
 

OPN)、p65,
 

IκBα
 

抗

体购自美国abcam公司;CCK8试剂盒、BCA试剂

盒、Annexin
 

V-FITC凋亡试剂盒、碱性磷酸酶(al-
kaline

 

phosphatase,ALP)检测试剂盒购自碧云天

生物技术研究所。

1.2 人牙龈成纤维细胞(HGFs)的原代培养 取

在牡丹江医学院第二附属医院口腔颌面外科因阻生

智齿拔除术就诊的志愿者中分离的健康牙龈组织,
年龄14~20岁,均无牙周病和牙龋病,用含有100

 

U青链霉素双抗的PBS液冲洗,以去除掉口腔中可

能存在的微生物及表面的血凝块,利用常规的组织

块法培养原代 HGFs,显微镜下观察细胞的生长情

况,细胞长满70%~80%瓶底时,用0.25%的胰蛋

白酶消化细胞,按照1∶2传代。实验所用细胞为第

3代细胞。

1.3 细胞增殖检测 取生长良好的 HGFs,0.25%
的胰蛋白酶消化细胞,调整细胞浓度为1×105 个/

mL,接种至96孔细胞培养板中,设只加培养基而不

加细胞作为空白对照孔,每组设置5个复孔。每孔

中加入含有10%的胎牛血清的DMEM细胞培养基

100
 

μL,培养24
 

h后弃掉原培养基,加入含有0.5、

1、5、10
 

μmol/L的唑来膦酸的不含血清的DMEM
培养基,不加唑来膦酸的为对照组,继续处理24、

48、72
 

h后,每孔细胞中加入CCK8试剂10
 

μL,培
养箱继续孵育2

 

h,收集细胞。利用空白对照孔调

零,酶标仪测定490
 

nm的A 值,实验重复3次。

1.4 细胞凋亡检测 以1×105 个/mL的浓度将

HGFs接种于6孔细胞培养板中,细胞生长稳定后

分别加入不含血清的DMEM培养及10
 

μmol/L的

唑来膦酸的不含血清的DMEM 培养基,继续培养

72
 

h后收集细胞,胰蛋白酶消化细胞,离心后收集

细胞,按照细胞凋亡试剂盒的操作说明检测各组细

胞的凋亡情况。

1.5 ALP活性及Runx2和OPN的蛋白表达检测

 取第3代 HGFs,以2×104 个/孔接种于6孔细

胞培养板中,细胞贴壁后更换为含有3%胎牛血清、

L- DMEM、1×10-7μmol/L 地 塞 米 松、1×
10-3μmol/Lβ-甘油磷酸钠、2×10-3μmol/L的L
-谷氨酰胺和5

 

mg/L的抗坏血酸及10
 

μmol/L的

唑来膦酸的培养基,不加唑来膦酸的为对照组,每3
 

d换液1次,培养至第7天,利用ALP检测试剂盒

检测ALP的活性,Western
 

blot检测Runx2和os-
teopontin的蛋白表达。简要操作步骤如下:细胞中

加入适量裂解液于冰上充分裂解,离心后收集上清,
取少量蛋白二喹啉甲酸(bicinchoninic

 

acid,BCA)
试剂盒检测蛋白浓度。取30

 

μg蛋白样品依次进行

12%的SDS-PAGE电泳分离、PVDF转膜、5%脱

脂奶粉封闭,分别加入Runx2和OPN(均按照1∶
500稀释)和GAPDH(1∶1000稀释)一抗,4

 

℃过

夜,TBST洗涤后加入1∶5000稀释的HRP标记的

羊抗鼠IgG,室温孵育1
 

h,ECL显色,显影后采用

Gel-Pro
 

analyzer分 析 各 个 条 带 的 光 密 度,以

GAPDH作为内参蛋白,分析Runx2和 OPN的蛋

白相对表达量。

1.6 NF-κB信号通路p65、IκBα蛋白表达检测 
10

 

μmol/L的唑来膦酸处理HGFs细胞72
 

h后,提
取细胞中的总蛋白,按照1.5方法检测各组细胞中

p65、IκBα的蛋白表达。

1.7 统计学方法 所有实验数据采用SPSS21.0
软件进行分析,计量资料用x±s表示,各组间差异

比较采用单因素方差分析,两组比较采用t检验,以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 唑来膦酸抑制 HGFs增殖 唑来膦酸可呈剂

量依赖抑制 HGFs增殖(24
 

h:t0.5μmol/L=3.107,

P0.5μmol/L=0.036;t1μmol/L=3.968,P1μmol/L=0.017;

t5μmol/L=5.889,P5μmol/L=0.004;t10μmol/L=8.179,

P10μmol/L=0.001;48
 

h:t0.5μmol/L=4.185,P0.5μmol/L=
0.014;t1μmol/L=5.733,P1μmol/L=0.005;t5μmol/L=9.
828,P5μmol/L=0.001;t10μmol/L=13.513,P10μmol/L=0.
000;72

 

h:t0.5μmol/L=4.040,P0.5μmol/L=0.016
 

;t1μmol/L
=6.321,P1μmol/L=0.003;t5μmol/L=

 

9.617,P5μmol/L=
0.001;t10μmol/L=13.910,P10μmol/L=0.000),见表1。

2.2 唑来膦酸促进 HGFs凋亡 对照组和唑来膦

酸组细胞的凋亡率分别为(1.02±0.32)%、(11.36
±0.57)%,唑来膦酸组细胞的凋亡率显著高于对照
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组(t=27.398,P=
 

0.000),见图1。

表1 唑来膦酸对人 HGFs增殖的影响

Table
 

1 Effect
 

of
 

zoledronic
 

acid
 

on
 

proliferation
 

of
 

human
 

HGFs
x±s

浓度 A 值

 24
 

h      48
 

h      72
 

h 

0
 

μmol/L 0.344±0.047 0.689±0.056 1.223±0.074
0.5

 

μmol/L 0.242±0.032 0.506±0.051 0.987±0.069
1

 

μmol/L 0.215±0.031 0.447±0.047 0.873±0.061
5

 

μmol/L 0.163±0.025 0.305±0.038 0.687±0.062
10

 

μmol/L 0.108±0.017 0.197±0.029 0.492±0.053

 注:每一时间点各浓度与0
 

μmol/L比较,P<0.05

2.3 唑来膦酸促进 HGFs分化 对照组和唑来膦

酸组ALP活性分别为(1.00±0.11)、(5.13±0.
44),Runx2的蛋白表达分别为(0.291±0.036)、
(0.547±0.053),OPN的蛋白表达分别为(0.216±
0.029)、(0.335±0.038),唑来膦酸组ALP活性及

Runx2和OPN的蛋白表达均显著高于对照组(tALP
=

 

15.772,PALP=0.000;tRunx2=
 

6.921,PRunx2=
 

0.
002;tOPN=4.312,POPN=0.013),见图2。

1a:流式细胞仪检测唑来膦酸处理后 HGFs的凋亡;1b:各组细胞的

凋亡率;与对照组比较,**
 

P<0.05
图1 唑来膦酸对 HGFs凋亡的影响

Fig.
 

1 Effect
 

of
 

zoledronic
 

acid
 

on
 

apoptosis
 

of
 

HGFs

2.4 唑来膦酸对NF-κB信号通路p65、IκBα蛋白

表达的影响 
   

对照组和唑来膦酸组p65的蛋白表

达分别为(0.492±0.043)、(0.248±0.032),IκBα
的蛋白表达分别为(0.271±0.035)(0.112±0.
024),唑来膦酸组p65、IκBα蛋白表达均显著低于对

照组(tp65=7.885,Pp65=0.001;tIκBα=
 

6.490,PIκBα=
0.003),见图3。

2a:ALP活性检测结果;2b:Western
 

blot检测Runx2和 OPN的蛋

白表达;2c:Runx2和OPN的蛋白相对表达量;与对照组比较,**
 

P<0.05
图2 唑来膦酸对 HGFs分化的影响

Fig.
 

2 Effect
 

of
 

zoledronic
 

acid
 

on
 

the
 

differentiation
 

of
 

HGFs

3a:Western
 

blot检测p65、IκBα蛋白表达;3b:p65、IκBα的蛋白相对

表达量;与对照组比较,**
 

P<0.05
图3 唑来膦酸对p65、IκBα蛋白表达的影响

Fig.
 

3 Effect
 

of
 

zoledronic
 

acid
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

p65
 

and
 

IκBα
 

protein

3 讨论

  成纤维细胞参与调控器官和组织的发生,维持

在创伤、炎症过程中机体内环境的稳定,且是一种在

结缔组织含量最丰富的细胞类型[5]。牙龈成纤维细

胞是牙龈组织的主要成分,具有比一般成纤维细胞

更高的潜能,即具有一定的胚胎样细胞表型,并能起

免疫调节和抗炎调节作用[6]。有研究显示,在牙龈

组织中分离的牙龈源性间充质干细胞能在体外成脂

或成骨分化,并可检测到成骨相关基因的表达,而在

有炎症的牙龈组织也能分离出牙龈源性间充质干细

胞,且有健康牙龈同样的功能[7]。这提示在牙周组

织再生中可利用牙龈成纤维细胞作用种子细胞。唑

来膦酸是一种对所有骨转移有效的双磷酸盐,可使

破骨细胞发生凋亡,降低血清钙的水平,减少骨损

伤[8]。

  ALP是骨形成中重要的酶,其活性是一个可反

映成骨细胞分化水平的重要指标,其活性越高说明

成骨细胞的分化越多[9]。Runx2是骨基质矿化及

成骨分化过程中的一个关键转录因子,有研究发现,
在前成骨细胞中可通过Runx2的活化促进成骨细
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胞的分化,OPN在多种细胞及组织中广泛分布,属
于细胞外的一种基质蛋白,目前已明确其在骨的代

谢、重建和矿化中的作用[10]。本研究检测结果显

示,唑来膦酸可显著抑制牙龈成纤维细胞增殖,促进

细胞的凋亡,可增加
 

ALP活性及上调Runx2、OPN
蛋白表达。

  NF-κB转录因子家族有p65、NF-κBp50、NF
-κBp52、c-Rel和RelB五个成员,在多种细胞内

上调表达,增加促炎因子的表达,进而引起炎症的继

发,增加脊髓组织的损伤[11]。有研究显示,降低NF
-κB的表达后可明显减少脑出血引起的炎症损

伤[12];抑制NF-κB信号通路可逆转TNF-α引起

的成骨分化能力降低[13]。本研究检测 NF-κB通

路p65、IκBα蛋白表达,结果显示,唑来膦酸可显著

下调牙龈成纤维细胞p65、IκBα的蛋白表达。

  综上所述,
 

唑来膦酸可通过影响NF-κB信号

通路抑制HGFs增殖,促进细胞的凋亡和分化。该

研究为牙周组织的再生和重建提供了一定的理论依

据。
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