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[摘要] 目的:研究雌孕激素对牙周膜细胞hPDLCs的成骨化的影响,探讨雌孕激素是否有协同作用。方法:原代

培养hPDLCs,取第4~6代细胞用于实验。分为空白对照组,孕酮组,雌二醇组,孕酮组和雌二醇共同处理组。用

含有50
 

nmol/L孕酮、50
 

nmol/L雌二醇的培养液培养hPDLCs
 

24
 

h或48
 

h后,采用 MTT法检测在孕激素、雌激

素作用下hPDLCs的增殖情况。通过Real-time
 

PCR方法检测雌孕激素对牙周膜细胞hPDLCs中PLAP-1、OPG、

ODF、Col-1和 MMP-9等成骨分化相关基因表达的影响。茜素红染色定量分析雌孕激素对矿化hPDLCs细胞成骨

分化的影响。结果:孕酮、雌激素干预hPDLCs后,细胞的增殖显著高于对照组(P<0.05),孕酮和雌激素共同处理

组显著高于两者分别处理组(P<0.05)。与普通培养组相比较,孕酮和雌激素对成骨促进相关基因表达有显著的

提高作用(P<0.05),两者共同作用促进相关基因更为明显。雌孕激素处理对矿化hPDLCs细胞成骨分化的影响

高于对照组(P<0.05),两者联合显著高于单独处理组(P<0.01)。结论:孕酮和雌激素能够协同促进人牙周膜细

胞的增殖和成骨分化。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

detect
 

the
 

proliferation
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

genes
 

of
 

osteogenic
 

differentiation
 

in
 

human
 

periodontal
 

ligament
 

cells
 

(hPDLCs)
 

by
 

estrogen
 

and
 

progesterone.
 

Methods:
 

The
 

hPDLCs
 

were
 

isolated,
 

cultured
 

and
 

stimulated
 

with
 

estrogen
 

and/or
 

progesterone
 

for
 

24h
 

or
 

72h.
 

MTT
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

assess
 

the
 

effects
 

of
 

estrogen
 

and/or
 

progesterone
 

on
 

cell
 

proliferation.
 

To
 

quantify
 

the
 

effects
 

of
 

estrogen
 

and/or
 

progesterone
 

on
 

osteogenic
 

differentiation
 

of
 

hPDLCs,
 

real-time
 

PCR
 

was
 

performed
 

in
 

estrogen
 

and/or
 

progesterone-treated
 

hP-
DLCs.

 

Results:
 

Estrogen
 

and/or
 

progesterone
 

could
 

stimulate
 

the
 

proliferation
 

of
 

the
 

hPDLCs,
 

and
 

promote
 

the
 

ex-

pression
 

of
 

PLAP-1,
 

OPG,
 

MGP,
 

ODF,
 

COL-1,
 

and
 

MMP-9
 

in
 

hPDLCs.
 

Furthermore,
 

estrogen
 

and/or
 

proges-
terone

 

exerted
 

the
 

synergistic
 

effect
 

in
 

the
 

promotion
 

of
 

cell
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

of
 

hPDLCs.
 

The
 

effect
 

of
 

estrogen
 

or
 

progesterone
 

treatment
 

on
 

osteoblast
 

differentiation
 

of
 

mineralized
 

hPDLCs
 

cells
 

was
 

increased
 

in
 

con-
trast

 

to
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
 

The
 

combined
 

treatment
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

single
 

treat-
ment

 

group
 

(P<0.01).
 

Conclusion:
 

Estrogen
 

and
 

progesterone
 

can
 

synergistically
 

stimulate
 

the
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

of
 

the
 

hPDLCs.
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ligament
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  骨质疏松症是以骨强度下降而易于骨折为特征

的骨骼系统疾病[1]。有研究表明雌孕激素的下降是

绝经后妇女的骨质疏松的主要原因[2],而骨质疏松
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症被认为是牙周病及牙齿缺失的重要原因[3]。大量

研究证实,在女性绝经之后,体内的雌激素逐渐减

少,其牙周疾病的发病率呈现上升趋势[4]。人牙周

膜成纤维细胞(hPDLCs),在牙齿支持组织的发育

及损伤修复再生过程中起重要作用[5]。其表达的

PLAP-1、OPG、ODF、Col-1和 MMP-9等因子与成

骨分化相关[6]。雌孕激素在牙周病症状的预防和治
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疗中可有效控制牙槽骨的吸收[7]。过去的研究多单

独研究雌激素或孕激素对人牙周膜成纤维细胞的分

化的影响,目前尚未见雌激素和孕激素联合给药对

hPDLCs的成骨促进作用的报道? 本研究从基因水

平上对雌孕激素联合应用对hPDLCs的影响进行

检测,为雌孕激素在牙周病预防中的应用奠定了理

论基础。

1 材料与方法

1.1 材料、仪器 α-MEM
 

培养基(美国Gibco公

司),胰酶、孕酮(P4)、17β-雌二醇(E2)(美国Sigma
公司),TRNzol(天根生化科技有限公司),Prime-
ScriptTM

 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser,

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

(TliRNaseH
 

Plus)和

DL2,000
 

DNA
 

Marker(日本宝生物公司),引物由

Invitrogen公司合成,氯化十六烷基吡啶(美国sig-
ma公司)。实时定量PCR仪(美国Applied

 

Biosys-
tems公司),酶标仪(美国BioTek公司)分光光度计

NANODROP
 

2000(美国Therno
 

scientific公司)。

1.2 人牙周膜成纤维细胞的培养 选取因正畸治

疗需要拔除的健康前磨牙6颗,分别来自3名身体

健康的女性患者(16~25岁),拔牙前已征得了患者

的知情同意。在超净工作台内,用0.01
 

mol/L
 

PBS
 

将拔除的前磨牙冲洗3遍,然后用无菌手术刀片刮

取根中1/3区域的牙周膜组织,避免牙龈和根尖组

织的污染。在无酚红α-MEM
 

培养基的浸润下将组

织块切割成约1.0
 

mm×1.0
 

mm×1.0
 

mm
 

的小

块,将牙周膜组织碎块均匀放置在6孔板中,加入

10%的FBS、100
 

U/mL的青霉素和100
 

U/mL链

霉素的α-MEM 培养液2
 

mL,置于细胞培养箱,在

37
 

℃,5%CO2 条件下培养,每3
 

d更换1次培养

液。当细胞铺满瓶底80%~90%时,用
 

0.25
 

%的

胰酶消化,按1∶2或1∶3的比例传代。实验选用

4~6代的细胞。

1.3 人牙周膜成纤维细胞的鉴定 培养后的细胞

用western-blot方法检测细胞波形丝蛋白和角蛋白

的表达,结合细胞的取材部位,证实细胞来源。使用

细胞刮刀刮离贴壁细胞,离心收集细胞。冰上加入

裂解液裂解细胞(含蛋白酶抑制剂),10,000
 

r/min
离心10

 

min后收集上清即裂解液。采用考马斯亮

蓝法以BSA作为标准品进行蛋白定量。采用SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白样品。待蛋白分离完

毕后以恒压20
 

V转硝酸纤维素膜膜90
 

min。以封

闭液室温封闭1
 

h。加入波形丝蛋白或角蛋白的一

抗稀释液室温1
 

h。以相应的 HRP标记的二抗稀

释液室温孵育l
 

h。采用化学发光显色收集蛋白信

号。

1.4 hPDLCs增殖 实验分为空白对照组(普通培

养液)、孕酮组(普通培养液,50
 

nmol/L孕酮)、雌二

醇组(普通培养液,50
 

nmol/L雌二醇)、雌孕激素联

合组(普通培养液,50
 

nmol/L孕酮,50
 

nmol/L雌

二醇)。培养24或48
 

h后,吸弃液体,加入0.5
 

g/L
溶解于培养基的 MTT培养基100

 

μL/孔。4~6
 

h
后,弃上清,加DMSO

 

100
 

μL/孔过夜。采用酶标仪

检测其在570
 

nm处A 值。

1.5 Real-time
 

PCR检测检测hPDLCs分化相关

基因的表达 实验分为空白对照组(普通培养液)、
孕酮组(普通培养液,50

 

nmol/L孕酮)、雌二醇组

(普通培养液,50
 

nmol/L雌二醇)、雌孕激素联合组

(普通培养液,50
 

nmol/L孕酮,50
 

nmol/L 雌二

醇)。培养24或48
 

h后,收集细胞。采用TRNzol
进行样本RNA提取,使用NanoDrop

 

ND-2000测

定RNA浓度和纯度,采用PrimeScriptTM
 

RT
 

rea-
gent

 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser进行cDNA反转录,最
后采用Real-time

 

PCR检测相关基因的表达。Re-
al-time

 

PCR按以下程序进行:95
 

℃,30
 

s;40个

PCR循环(95
 

℃,10
 

s;60
 

℃,60
 

s;95
 

℃,15
 

s)。各

样品的目的基因和内参分别进行Real-time
 

PCR反

应,每个样本检测3个复孔。数据采用2-△△Ct 法进

行分析,引物序列见表1。

表1 引物序列

Tab.
 

1 Primer
 

sequence

基因名称 引物序列(5’→3’)

PLAP-1 F:
 

5’-CCTCAGTCCCAACCAACATT-3’

R:
 

5’-GACAGATACAGCCTTCGCAAC-3’

OPG F:
 

5’-GGCGCTACCTTGAGATAGAGTTC-3’

R:
 

5’-TTGTGTGTTTTCTACAGGGTGCT-3’
 

MGP F:
 

5’-GCCTTAGCGGTAGTAACTTTGTG-3’

F:
 

5’-GGCTTAGAGCGTTCTCGGAT-3’

ODF F:
 

5’-CCCTGATGAAAGGAGGAAGC-3’

R:
 

5’-GTTGGAGACCTCGATGCTGA-3’

Col-1 F:
 

5’-TGATGCCAATGTGGTTCGTG-3’

R:
 

5’-TTGGTTGGGGTCAATCCAGTA-3’

MMP-9 F:
 

5’-ATTCAGGGAGACGCCCATTT-3’

R:
 

5’-GGCAGGGTTTCCCATCAG-3’

18srRNA F:
 

5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’

R:
 

5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’
 

1.6 茜 素 红 染 色 定 量 分 析 雌 孕 激 素 对 矿 化

hPDLCs细胞成骨分化的影响。为进一步研究雌孕

激素对hPDLCs细胞成骨分化的影响,采用成骨诱

导液(10
 

mmol/L
 

β-甘油磷酸 钠,50
 

mg/L 维 生
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35,No.
 

7 



素C,10
 

nmol/L地塞米松,10%FBS,
 

α-MEM
 

培养

液)对hPDLCs细胞进行诱导。设置为诱导对照组

(成 骨 诱 导 液),诱 导 孕 酮 组 (成 骨 诱 导 液,

100
 

nmol/L孕酮),诱导雌二醇组(成骨诱导液,

50
 

nmol/L雌二醇)、诱导雌孕激素联合组(成骨诱

导液,50
 

nmol/L孕酮,50
 

nmol/L雌二醇)。连续

培养
 

21
 

d。各组培养至
 

21
 

d,弃培养液用
 

PBS
 

缓冲

液反复漂洗3遍,经4%多聚甲醛固定15~20
 

min,

PBS缓冲液洗3遍,加入茜素红染液,37
 

℃孵育

15
 

min,弃茜素红染液,PBS漂洗。加入200
 

μL
 

10%氯化十六烷基吡啶(Sigma)溶解1
 

h,收集染

料,分光光度计590
 

nm处A 值。

1.7 统计学分析 采用SPSS
 

12.0统计软件包,测
量结果进行单因素方差分析,并对数据进行统计处

理。实验数据采用x±s表示,P<0.05为显著性

差异。

2 结果

2.1 人牙周膜成纤维细胞的鉴定 波形丝蛋白和

角蛋白是牙周成纤维细胞的标志蛋白,本实验采用

Western
 

blot检测培养后的hPDLCs细胞,发现两

种蛋白的表达随细胞数目的增加而增多。结合细胞

1:1×103;2:2×103;3:1×104;4:2×104;5:5×104

图1 分离得到的人牙周膜成纤维细胞中特征蛋白的表达情况

Fig.
 

1 The
 

expression
 

of
 

characteristic
 

proteins
 

in
 

isolated
 

hP-

DLCs.

的取 材 部 位,证 实 细 胞 为 人 牙 周 膜 成 纤 维 细 胞

(图1)。

2.2 雌孕激素对hPDLCs细胞增殖的影响 在细

胞培养24
 

h或48
 

h后,孕酮组、雌二醇组和雌孕激

素联合组hPDLCs的增殖活性明显升高,显著高于

空白对照组hPDLCs的增殖(P<0.05)。其中雌孕

激素联合组显著高于孕酮组或雌二醇组单独处理组

(P<0.05,图2)。

*
 

P<0.05;**
 

P<0.01
图2 雌孕激素对hPDLCs细胞增殖的影响

Fig.
 

2 Effect
 

of
 

estrogen
 

and/or
 

progesterone
 

on
 

proliferation
 

of
 

hPDLCs.

2.3 Real-timePCR检测雌孕激素对成骨分化相关

基因mRNA表达的影响 在细胞培养24
 

h或48
 

h
后,孕酮组、雌二醇组和雌孕激素联合组hPDLCs
中与成骨细胞分化相关的Col-1和 OPG的表达明

显高于空白对照组(P<0.05)。孕酮组、雌二醇组

和雌孕激素联合组hPDLCs中与骨细胞分化相关

的PLAP-1、破骨细胞分化相关的 ODF、MMP-9基

因表达显著下降,低于空白对照组(P<0.05)。其

中雌孕激素联合组显著高于孕酮组或雌二醇组单独

处理组的叠加,说明两者存在协同作用(表2、表3)。

表2 雌孕激素处理24
 

h对hPDLCs成骨分化相关基因表达的影响

Tab.
 

2 mRNA
 

expression
 

of
 

osteogenic
 

genes
 

induced
 

by
 

estrogen
 

and/or
 

progesterone
 

for
 

24h x±s

组别 PLAP-1
 

mRNA OPG
 

mRNA ODF
 

mRNA Col-1
 

mRNA MMP-9
 

mRNA

空白组 1.00±0.07 1.00±0.05 1.00±0.07 1.00±0.09 1.00±0.08
雌激素组 0.45±0.20* 3.12±0.10* 0.77±0.05 13.88±0.80** 0.31±0.03*

孕激素组 0.78±0.70* 4.31±0.90* 0.09±0.00* 105.02±7.00** 0.07±0.00*

孕激素和雌激素组 0.03±0.04* 51.57±0.13* 0.02±0.00* 1545.10±8.12** 0.03±0.00*

  注:与空白组比较,*
 

P<0.05

表3 雌孕激素处理48
 

h对hPDLCs成骨分化相关基因表达的影响

Tab.
 

3 mRNA
 

expression
 

of
 

osteogenic
 

genes
 

induced
 

by
 

estrogen
 

and/or
 

progesterone
 

for
 

48h x±s

组别 PLAP-1
 

mRNA OPG
 

mRNA ODF
 

mRNA Col-1
 

mRNA MMP-9
 

mRNA

空白组 1.00±0.07 1.00±0.08 1.00±0.04 1.00±0.03 1.00±0.09
雌激素组 0.47±0.07* 12.93±0.20* 0.09±0.07* 18.58±0.90* 0.01±0.00*

孕激素组 0.37±0.03* 8.94±0.70* 0.08±0.00* 117.02±6.00* 0.01±0.00*

雌激素和孕激素组 0.06±0.00* 70.00±3.00* 0.02±0.00* 5096.30±10.00* 0.00±0.00*

  注:与空白组比较,*
 

P<0.05
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2.4 茜 素 红 染 色 定 量 分 析 雌 孕 激 素 对 矿 化

hPDLCs细胞成骨分化的影响 在空白对照组茜素

红A 值为(0.22±0.10),孕酮组为(1.05±0.11),
雌二醇组为(1.58±0.02)和雌孕激素联合组为

(2.70±0.06)。由结果可知:孕酮组、雌二醇组和雌

孕激素联合组hPDLCs中的钙化明显高于空白对

照组。其中雌孕激素联合组显著高于孕酮组或雌二

醇组单独处理组的叠加,说明两者在矿化诱导的

hPDLCs细胞成骨分化中也存在协同作用。

3 讨论

  最近的研究发现,孕激素与雌激素具有协同治

疗骨质疏松症的作用。Schmidt等[8]发现雌激素和

孕激 素 都 能 有 效 的 抑 制 骨 小 梁 数 目 的 减 少。

Yamamoto等[9]对联合应用雌孕激素组可促进卵巢

切除大鼠的骨体积和骨形成。将36名绝经后的妇

女分成3组,雌激素治疗组、雌孕激素联合治疗组和

对照组,发现在联合治疗组的骨量丢失显著低于单

独给药组[10]。此外,孕酮与雌二醇联合应用能显著

促进人类成骨肉瘤细胞细胞的增殖[11]。

  本研究发现,在孕激素、雌激素和雌孕激素联合

作用下,h
 

PDLCs的增殖和成骨分化都发生了变

化。本研究结果表明,与空白对照组相比,孕酮、雌
二醇和雌孕激素联合应用都能促进hPDLCs的增

殖,其中雌孕激素共同处理组显著高于孕酮和雌二

醇单独处理组。说明雌孕激素对h
 

PDLCs的增殖

起到协同的作用。

  破骨细胞抑制因子(OPG),又叫骨保护素,是
一种生长因子受体,

 

OPG是RANKL(破骨细胞分

化因子)的诱导受体,通过与RANKL的结合减少

破骨细胞的产生。1型胶原(Col-1)促进成骨细胞分

化。雌 孕 激 素 联 合 应 用 与 单 独 应 用 相 比,对

hPDLCs中Col-1和 OPG的表达有显著的促进作

用。牙周膜相关蛋白1(PLAP-1)可负性调节牙周

组织 的 分 化 和 矿 化 过 程。破 骨 细 胞 分 化 因 子

(ODF)诱导骨髓细胞向破骨细胞分化。基质金属

蛋白酶-9(MMP-9)破骨细胞标志基因。雌孕激素

联合应用与单独应用相比,对hPDLCs中PLAP-1、

ODF和 MMP-9的表达有显著的抑制作用。综上,
雌孕联合应用与单独应用相比能够促进成骨细胞分

化相关因子的表达,抑制破骨分化因子的表达。本

研究为研究绝经妇女牙槽骨吸收的激素替代治疗提

供一定的参考。
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