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摘要　 目的　 探讨人参皂苷 Ｒｇ１（ＧｓＲｇ１）对人牙龈成纤维

细胞（ＨＧＦｓ）增殖、迁移及成骨分化的影响及分子机制。 方

法　 采用组织块法分离培养 ＨＧＦｓ，并进行形态学和免疫荧

光鉴定；取第 ３ 代 ＨＧＦｓ，ＣＣＫ⁃８ 法检测 ６ 种浓度的 ＧｓＲｇ１
（０、６. ２５、１２. ５、２５、５０、１００ ｍｇ ／ Ｌ）对 ＨＧＦｓ 增殖的影响；Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 实验检测不同浓度 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 迁移能力的影响；碱
性磷酸酶（ＡＬＰ）染色检测成骨能力；茜素红染色观察并定量

钙结节；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＣＯＬ⁃Ⅰ、ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 成骨基因表达；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＯＣＮ、ＯＰＮ 和 ＣＯＬ⁃Ⅰ以及 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号

通路相关分子的蛋白表达情况。 结果　 与对照组比较，浓度

为 １２. ５、２５、５０、１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 可明显提高 ＨＧＦｓ 增殖能力

（Ｐ ＜ ０. ０５），其中 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 促增殖作用最强，６. ２５
ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 组与对照组比较差异无统计学意义；ＧｓＲｇ１ 处

理后 ＨＧＦｓ 迁移能力增强，且呈浓度依赖。 与对照组比较，
１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 组 ＡＬＰ 活性明显增加（Ｐ ＜ ０. ０１）；茜素红染

色钙结节定量明显增多（Ｐ ＜ ０. ０１）；成骨相关基因 ＯＣＮ、
ＯＰＮ 和 ＣＯＬ⁃Ⅰ的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；
ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达水平随时间上调明显（Ｐ ＜ ０. ０５），而
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋白表达水平无明显变化。 结论　 ＧｓＲｇ１ 可以促

进 ＨＧＦｓ 增殖和迁移，１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 能够促进 ＨＧＦｓ 的成

骨分化，可能与激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路有关。
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　 　 人牙龈成纤维细胞（ｈｕｍａｎ ｇｉｎｇｉｖａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，

ＨＧＦｓ）是牙周组织工程常用的种子细胞［１］。 已证实

ＨＧＦｓ 具有多向分化的潜能，可在不同诱导条件下

分化为骨细胞、平滑肌样细胞以及内皮样细胞

等［２］。 人参是一种传统中药材，人参皂苷 Ｒｇ１（ｇｉｎ⁃
ｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ１，ＧｓＲｇ１）是其主要活性成分之一，具有

抗炎、抗氧化等功能［３］。 研究［４］ 发现 ＧｓＲｇ１ 可调控

间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）的增

殖、分化、衰老、凋亡，从而影响机体组织修复。 Ｙｉｎ
ｅｔ ａｌ［５］研究发现，ＧｓＲｇ１ 可促进牙周膜干细胞（ｐｅｒｉ⁃
ｏｄｏｎｔａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＰＤＬＳＣｓ）增殖，增加碱

性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）的活性及骨桥

蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）和骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）
等蛋白的表达，从而促进 ＰＤＬＳＣｓ 的成骨向分化。
然而 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 增殖、迁移以及成骨机制的研

究尚未见报道。 因此，该研究探讨 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ
增殖、迁移的影响，并验证 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 成骨方向

分化的影响，初步探索其可能的作用机制，为 ＧｓＲｇ１
用于牙周组织修复再生及牙周病的治疗提供了实验

依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂　 ＧｓＲｇ１ 单体（纯度 ９８％ ，微科曼

得生物工程有限公司）；ＤＭＥＭ 高糖培养基、ＤＡＰＩ
染色试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司）；胎
牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）；Ｉ 型

胶原蛋白酶、Ｄｉｓｐａｓｅ Ⅱ（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＣＣＫ⁃８
试剂盒、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃ １００、正常山羊血清、青 －链霉素双

抗（微科曼得生物工程有限公司）；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体、
Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１７ 抗体、４８８ 荧光标记红色山羊抗兔子

ＩｇＧ（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 过滤器培养板

（美国 ＢＤ 公司），倒置光学显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ 公

司）；磷酸盐缓冲液（上海碧云天生物技术有限公

司）；０. ２５％胰酶细胞消化液（微科曼得生物工程有

限公司）；兔抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、兔抗 ＰＩ３Ｋ 抗体、兔抗 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ 抗体、兔抗 ＡＫＴ 抗体、兔抗 ｐ⁃ＡＫＴ 抗体（上海

碧云天生物技术有限公司）；兔抗 ＯＣＮ 抗体，兔抗 Ｉ
型胶原蛋白（ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ，ＣＯＬ⁃Ⅰ）抗体，兔抗 ＯＰＮ
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抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＨＧＦｓ 的提取与培养　 徐州医科大学附属口

腔医院口腔颌面外科门诊选取 １８ ～ ２２ 周岁健康成

年患者因正畸需要拔除前磨牙或第三磨牙，已获得

供者本人知情同意，牙齿无龋坏、牙髓炎、牙周炎等

疾病，牙齿周围牙龈质地及色泽正常，无炎症肿胀。
行拔除术前以 ７５％乙醇充分消毒牙体周围组织，切
取拔牙创周围的牙龈组织，立即置于含双抗的预冷

ＤＭＥＭ 中，迅速转移到实验室。
在超净工作台内，用含双抗的 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次

后，将组织块剪成 １ ～ ３ ｍｍ３的大小，采用胰酶消化

法，３７ ℃下水浴锅中消化组织 ２ ｈ，然后加入含 ２０％
血清的 ＤＭＥＭ 培养液终止消化，离心去除上清液后

再次加入含 ２０％血清的 ＤＭＥＭ 培养液，吹打均匀后

将细胞悬液放入培养皿中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养，每 ３ ｄ 换液 １ 次。 当细胞融合至 ８０％
～９０％后，弃培养液，ＰＢＳ 清洗，用 ０. ２５％ 胰蛋白酶

消化 ５ ｍｉｎ 得到细胞悬液，离心去上清夜，重新加入

含 ２０％血清的 ＤＭＥＭ 培养液重悬细胞，传代获得实

验用细胞，取第 ３ 代 ＨＧＦｓ 进行实验。 该项目由徐

州医科大学附属口腔医院伦理委员会批准、审查

（批准号：２０２００９ｗ０１４）。
１． ２． ２　 ＨＧＦｓ 的免疫荧光鉴定　 将第 ３ 代 ＨＧＦｓ 以

３ × １０４ 个 ／ ｍｌ 密度均匀接种于 ２４ 孔板中的爬片上，
待细胞铺满爬片约 ６０％ 时弃去培养液；用 ４％ 的多

聚甲醛固定爬片 １５ ｍｉｎ，干燥后 ＰＢＳ 液洗涤；然后

０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温通透 ２０ ｍｉｎ；爬片上滴加正

常山羊血清，室温封闭 ３０ ｍｉｎ 以减少非特异性背景

着色；加一抗［鼠抗人波形丝蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体、
鼠抗人细胞角蛋白（ＣＫ）抗体］４ ℃孵育过夜；次日

复温 ３０ ｍｉｎ 后加山羊抗兔二抗于 ３７ ℃湿盒内避光

孵育 １ ｈ；用 ＤＡＰＩ 处理 ３０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 液冲洗 ３ 遍，
封片。 用荧光显微镜采集细胞图像。
１． ２． ３ 　 不同浓度 ＧｓＲｇ１ 溶液配置 　 取 ２０ ｍｇ
ＧｓＲｇ１ 粉末，用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液配置浓

度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＧｓＲｇ１ 溶液，然后按比例稀释，配
成含 ０、６. ２５、１２. ５、２５、５０、１００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＧｓＲｇ１、１０％
ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液，长期低温密封保存。
１． ２． ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 增殖的影响

　 取生长良好的第 ３ 代 ＨＧＦｓ，配制浓度为 ４ × １０４

个 ／ ｍｌ 的单细胞悬液，以每孔 １００ μｌ 接种于 ９６ 孔培

养板中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中预培养 ２４ ｈ，
换液，每孔加入 １００ μｌ 不同浓度（０、６. ２５、１２. ５、２５、

５０、１００ ｍｇ ／ Ｌ）的 ＧｓＲｇ１，０ ｍｇ ／ Ｌ 为阴性对照，每个

浓度设 ５ 个复孔，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中继

续培养。 分别于 ２、２４ ｈ 后，按照 ＣＣＫ⁃８ 法说明书进

行操作，每孔加入 １０ μｌ 的 ＣＣＫ⁃８，将培养板在培养

箱中孵育 ２ ｈ，用酶标仪测定在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度。
１． ２． ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 迁移的

影响　 取生长良好的第 ３ 代 ＨＧＦｓ 细胞，配制浓度

为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ 的单细胞悬液，经血清饥饿 １２ ｈ
后，以每孔 １００ μｌ 接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室，下室置入

５００ μｌ １％ 胎牛血清 α⁃ＭＥＭ 培养基，分别用 ０、
６. ２５、１２. ５、２５、５０、１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 处理细胞，然后

分别于 ６、８、１２、２４ ｈ 后将下室经甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，
０. １％结晶紫染色并在倒置显微镜下观察计数小室

下表面的活细胞数。
１． ２． ６　 ＡＬＰ 活性检测　 取生长良好的第 ３ 代 ＨＧＦｓ
细胞，经胰蛋白酶消化计数，将 ＨＧＦｓ 密度调整为 ２
× １０４ 个 ／ ｍｌ，接种在 ２４ 孔板内，待细胞贴壁 ８０％
后，实验分组：实验组加入 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 处理，对
照组 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 处理。 培养 ４、７ ｄ 后，吸出原有

培养基，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，接着用 ４％多聚甲醛固定 ３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤，随后每孔加入配制好的 ＡＬＰ 显色剂

避光染色 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后用光学显微镜观察并

拍摄图像。
为了检测 ＡＬＰ 活性的定量表达，细胞培养 ４、７

ｄ 后，ＰＢＳ 冲洗，每孔加入 １００ μｌ １％曲拉通 Ｘ⁃１００，
置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，反复吹打后收集裂解液。 裂

解液置于冷冻离心机 ４ ℃温度下，以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
的转速离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清液。 根据 ＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒的说明，测定上清液的总蛋白浓度，并根据

ＡＬＰ 活性检测试剂盒的说明，计算样品的 ＡＬＰ 活

性。
１． ２． ７ 　 茜素红染色 　 取生长状态良好的第 ３ 代

ＨＧＦｓ，胰蛋白酶消化计数后，将 ＨＧＦｓ 密度调整为 ２
× １０４ 个 ／ ｍｌ 接种在 ６ 孔板中，待细胞贴壁生长至

８０％时，去除培养液，实验分组：对照组仅添加成骨

诱导培养液（含 １０％ ＦＢＳ 的 α⁃ＭＥＭ、０. ０５ μｇ ／ Ｌ Ｌ⁃
抗坏血酸磷酸、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸、１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
地塞米松），实验组分别添加浓度 １２. ５、１００ ｍｇ ／ Ｌ
ＧｓＲｇ１ 的矿化诱导培养液，分别培养 １４ ｄ，吸去原培

养液，ＰＢＳ 漂洗 ３ 遍。 每孔加入 １ ｍｌ 的 ４％ 多聚甲

醛固定 ４０ ｍｉｎ。 吸去固定液，ＰＢＳ 洗涤。 每孔加入

１ ｍｌ 茜素红染色液，染色 ５ ｍｉｎ。 吸去染色液，ＰＢＳ
反复漂洗至液体颜色不变红。 室温烘干，倒置显微

镜下观察并拍照记录各组培养皿表面钙结节的染色
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情况。 采集图像后，６ 孔板每孔加入 ＣＰＣ 处理 １０
ｍｉｎ，收集液体样本，测定 ＯＤ 值。
１． ２． ８　 成骨相关基因表达的检测　 将 ＨＧＦｓ 以 ２ ×
１０４ 个 ／ ｍｌ 的密度接种在 ２４ 孔板内。 实验分组：实
验组每孔加入 ２ ｍｌ 含 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 的 α⁃ＭＥＭ
进行培养，对照组每孔加入 ２ ｍｌ（０ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１）α⁃
ＭＥＭ 进行培养。 在培养 ４、７ ｄ 后，吸出原有培养

基，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每孔内加入 ２００ μｌ 的 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解

细胞，反复吹打后将裂解液收集至 １. ５ ｍｌ 的 ＥＰ 管

中。 随后每管加入三氯甲烷抽提 ＲＮＡ，于冷冻离心

机 ４ ℃温度下，以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速离心 １５ ｍｉｎ，
吸取上清液至 ＥＰ 管中。 接着每管加入等量的异丙

醇沉淀 ＲＮＡ，于冷冻离心机 ４ ℃温度下，以 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 的转速离心 ５ ｍｉｎ，留沉淀。 然后每管加入

ＤＥＰＣ 水配制的 ７５％ 无水乙醇洗涤沉淀，于冷冻离

心机 ４ ℃ 温度下，以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速离心 ５
ｍｉｎ，沉淀洗涤 ３ 次。 接着倒置 ＥＰ 管晾干沉淀，每
管加入 ＤＥＰＣ 水来溶解沉淀，使用紫外分光光度计

测定 ＲＮＡ 的浓度和纯度。 最后用逆转录试剂盒将

ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ，用实时定量 ＰＣＲ 试剂盒检测

ＣＯＬ⁃Ⅰ、ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 基因的相对表达。 实验中以

ＧＡＰＤＨ 基因作为内参，各基因引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

靶基因 引物序列

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′⁃ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ⁃３′

ＣＯＬ⁃Ⅰ Ｆ：５′⁃ＧＡＴＴＣＣＣＴＧＧＡＣＣＴＡＡＡＧＧＴＧＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＧＣＣＴＣＴＣＣＡＴＣＴＴＴＧＣＣＡＧＣＡ⁃３′

ＯＣＮ Ｆ：５′⁃ＧＣＣＣＴＧＡＣＴＧＣＡＴＴＣＴＧＣＣＴＣＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＣＣＴＧ⁃３′

ＯＰＮ Ｆ：５′⁃ＣＧＡＧＧＴＧＡＴＡＧＴＧＴＧＧＴＴＴＡＴＧＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＣＡＣＣＡＴＴＣＡＡＣＴＣＣＴＣＧＣＴＴＴＣ⁃３′

１． ２． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＯＰＮ、ＯＣＮ、ＣＯＬ⁃Ⅰ蛋

白表达　 取生长良好的 ＨＧＦｓ 均匀铺于 ６ 孔板中，
细胞培养箱培养至细胞贴壁生长至 ８０％ ，实验分

组：实验组 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 处理，对照组不做处理。
分别在第 ７、１４、２１ 天收集蛋白样品。 采用 ＲＩＰＡ 细

胞裂解液冰上裂解 １５ ｍｉｎ，在 ４ ℃、６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条

件下离心 １０ ｍｉｎ，提取上清溶液，即为实验用蛋白样

品。 采用 ＢＣＡ 法进行蛋白质定量，制备蛋白电泳样

品。 对两组蛋白样品电泳并转移至转膜上封闭 ２ ｈ。
孵育一抗：加入兔抗 ＯＣＮ 抗体、兔抗 ＣＯＬ⁃Ⅰ抗体、
兔抗 ＯＰＮ 抗体，在 ４ ℃环境下孵育过夜，ＰＢＳ 冲洗 ３
次，清理残余一抗。 孵育二抗：加入 ＨＲＰ 标记的二

抗（山羊抗兔 ＩｇＧ），室温孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次。
进行 ＥＣＬ 化学发光法检测，显色后进行半定量分

析。
１． ２． １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达　 取生长良好的 ＨＧＦｓ 均匀铺于 ６
孔板中，细胞培养箱培养至细胞贴壁生长至 ８０％ ，
实验分组：实验组 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 处理细胞 ４、８、
１２、２４ ｈ，对照组不做处理，相同培养条件下静置 ２４
ｈ。 收集蛋白样品，按 １． ２． ９ 实验方法检测 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达情况。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件进行统计

学分析，计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用 ｔ 检
验。 多组计量资料比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 示差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 ＨＧＦｓ 的分离与培养　 采集不同代次细胞，观
察其在倒置显微镜下的图像（图 １Ａ、Ｂ）。 观察到细

胞生长良好，形态稳定，绝大多数呈梭形，胞质丰满，
胞核位于细胞中央，呈圆形或椭圆形。 细胞长满时，
呈漩涡状分布，是 ＨＧＦｓ 的典型形态。

图 １　 分离和培养 ＨＧＦｓ × ４０
Ａ：第 １ 代 ＨＧＦｓ ；Ｂ：第 ３ 代 ＨＧＦｓ

２． ２　 ＨＧＦｓ 免疫荧光鉴定　 荧光显微镜下观察：细
胞为长梭形或纺锤形，细胞核为圆形或椭圆形，Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ 染色阳性（细胞核为蓝色，细胞胞浆为绿色，图
２Ａ１ ～ ３），ＣＫ 染色阴性（细胞核为蓝色，细胞胞浆不

显色，图 ２Ｂ１ ～ ３）。
２． ３　 不同浓度 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 增殖的影响　 ＨＧ⁃
Ｆｓ 中加入不同浓度的 ＧｓＲｇ１ 培养 ２４ ｈ，所测的吸光

度值随 ＧｓＲｇ１ 浓度的增高逐渐升高。 ６. ２５ ｍｇ ／ Ｌ
ＧｓＲｇ１ 组吸光度值与对照组比较差异无统计学意

义，其余 ４ 组与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５，图 ３）。
２． ４　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 迁移的作用　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

结果显示，与对照组比较，ＨＧＦｓ 中加入不同浓度的

ＧｓＲｇ１ 培养后，穿膜细胞数量增多，而且细胞迁移能
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力随着 ＧｓＲｇ１ 给药浓度升高而增强（图 ４）。

图 ２　 ＨＧＦｓ的免疫荧光鉴定 × ２００
Ａ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 染色阳性；Ｂ：ＣＫ 染色阴性；Ａ１、Ｂ１：ＤＡＰＩ；Ａ２：Ｖｉｍ⁃

ｅｎｔｉｎ；Ｂ２：ＣＫ；Ａ３、Ｂ３：图层合并

图 ３　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ增殖的影响

与对照组（０ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１）比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ ，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ迁移能力的影响 × ４０

２． ５　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦ 的 ＡＬＰ 表达作用　 ＡＬＰ 染色

及 ＡＬＰ 活性定量实验检测 ＧｓＲｇ１ （１００ ｍｇ ／ Ｌ） 对

ＨＧＦｓ 的 ＡＬＰ 表达的影响。 ＡＬＰ 染色结果显示，实
验组染色比对照组深。 第 ４、７ 天，实验组 ＡＬＰ 活性

均高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１，图 ５）。

图 ５　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ ＡＬＰ 活性的影响 × ４０
Ａ：对照组 ＡＬＰ 染色；Ｂ 实验组 ＡＬＰ 染色；Ｃ：两组 ＡＬＰ 活性；与

对照组（０ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１）比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ６　 茜素红染色结果　 在光学显微镜下观察各组

ＨＧＦｓ 培养染色情况，结果显示实验组红染结节明

显多于对照组。 钙结节定量结果与茜素红染色一

致，实验组吸光度值较对照组升高（Ｐ ＜ ０. ０１），且
１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 的吸光度明显高于 １２. ５ ｍｇ ／ Ｌ
ＧｓＲｇ１ （Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ６。
２． ７ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验检测成骨相

关基因（ＯＰＮ、ＯＣＮ、ＣＯＬ⁃Ⅰ）在第 ７、１４ 天的相对表

达水平。 结果表明：不同组间 ＯＰＮ 的表达差异有统

计学意义（Ｆ ＝ １１. ２５，Ｐ ＜ ０. ０５），不同组间 ＯＣＮ 的

表达差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４０. ７７，Ｐ ＜ ０. ０５），不同
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组间 ＣＯＬ⁃Ⅰ的表达差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２６. ５６５，
Ｐ ＜０. ０５）。 与对照组比较，实验组明显上调了 ＨＧＦｓ
中成骨相关因子 ＯＰＮ、ＯＣＮ、ＣＯＬ⁃Ⅰ的 ｍＲＮＡ 表达

量，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ７）。
２． ８　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 成骨相关蛋白表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测两组 ＨＧＦｓ 成骨相关蛋白表达。 结果表

明：与对照组比较，实验组 ＨＧＦｓ 成骨蛋白 ＯＰＮ、

ＯＣＮ、ＣＯＬ⁃Ⅰ的蛋白表达水平明显上调，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５， 图 ８）。
２． ９　 ＧｓＲｇ１ 处理激活 ＨＧＦｓ 的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 的通路

　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测两组 ＨＧＦｓ 的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路

的蛋白表达情况。 结果表明：实验组 ＨＧＦｓ 的 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ 两种蛋白表达水平随时间推移上调变

化明显，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ９），而实验

图 ６　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ成骨能力的影响 × ４０

Ａ：茜素红染色；Ｂ：采用 ＣＰＣ 对基质矿化情况的相对定量分析；与对照组（０ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１）比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 １２. ５ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 组比较：
＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测成骨相关基因的表达

Ａ：ＯＣＮ 基因表达；Ｂ：ＯＰＮ 基因表达；Ｃ：ＣＯＬ⁃Ⅰ基因表达；与对照组（０ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１）比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ８　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ成骨相关分子在蛋白水平的影响

Ａ：ＯＣＮ 蛋白水平表达及半定量分析；Ｂ：ＯＰＮ 蛋白水平表达及半定量分析；Ｃ：ＣＯＬ⁃Ⅰ蛋白水平表达及半定量分析；与对照组（０ ｍｇ ／ Ｌ
ＧｓＲｇ１）比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ ，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ９　 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路蛋白表达的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＧＦｓ 的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达；Ｂ：ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白水平的半定量分析；ａ：对照组（０
ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１）；ｂ：１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 组 ４ ｈ；ｃ：１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 组 ８ ｈ；ｄ：１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 组 １２ ｈ；ｅ：１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 组 ２４ ｈ；与对照组（０ ｍｇ ／ Ｌ
ＧｓＲｇ１）比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ ，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

组 ＨＧＦｓ 的 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋白表达水平随时间推移无

明显差异。

３　 讨论

　 　 牙周病可导致牙周附着丧失、牙槽骨破坏和吸

收。 牙周病治疗的主要目的在于促进牙周组织再

生［６］。 ＨＧＦｓ 易于取材、定向增殖分化能力优异，在
一定条件下具有成骨向分化能力，在牙周组织再生

的研究中成为理想的种子细胞［７］。
本实验以 ＨＧＦｓ 为切入点，采用组织块法进行

ＨＧＦｓ 的体外分离培养，免疫荧光鉴定细胞抗 Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ 染色阳性、抗 ＣＫ 染色阴性说明细胞来源于结

缔组织。 不同浓度的 ＧｓＲｇ１ 作用于 ＨＧＦｓ 后，ＣＣＫ⁃８
法和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验结果显示，ＧｓＲｇ１ 能够

促进 ＨＧＦｓ 细胞的增殖、迁移能力。 组织的修复和

再生都离不开细胞增殖和迁移，这一实验结果预示

着 ＧｓＲｇ１ 在组织工程研究中的应用潜力。
ＡＬＰ 是成骨早期标志物，当细胞分化成骨时，

ＡＬＰ 的活性明显提高，这一特性被广泛应用于验证

细胞成骨能力的实验中［８ － ９］。 有学者在 ＧｓＲｇ１ 对小

鼠骨髓干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的研

究中发现，与 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 比较，１００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１
作用于 ＢＭＳＣｓ 后，ＡＬＰ 活性明显提高，说明有大量

的成骨细胞形成；另有研究［１０］ 发现，经过 １ μｍｏｌ ／ Ｌ
浓度的 ＧｓＲｇ１ 培养后，ＰＤＬＳＣｓ 的 ＡＬＰ 活性显著提

高，说明 ＧｓＲｇ１ 具有促进 ＰＤＬＳＣｓ 成骨分化的能力。
本实验中 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 作用于 ＨＧＦｓ 后，ＡＬＰ 活

性明显增高，表明 ＧｓＲｇ１ 对 ＨＧＦｓ 早期成骨分化具

有促进作用。

钙结节是成骨晚期形成的一种标志物，茜素红

染色结果显示实验组红染结节明显多于对照组，钙
结节定量检测显示实验组吸光度值明显高于对照

组，且 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 的吸光度值明显高于 １２. ５
ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１，表明 ＧｓＲｇ１ 具有促进 ＨＧＦｓ 晚期成骨

分化的作用，且随着浓度的升高，促进作用增强。
ＯＣＮ 是成骨分化中期重要的标志物［１１］，可以用

于检验成骨细胞活性。 ＯＰＮ 是一种重要的骨基质

蛋白，与骨的形成和矿化密切相关［１２］。 ＣＯＬ⁃Ⅰ是由

成骨细胞分泌的骨基质中最主要的纤维胶原成分，
可有效刺激细胞的黏附和成骨分化［１３］。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显示：与对照组比较，实验组的

ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＣＯＬ⁃Ⅰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平增高，说
明 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＧｓＲｇ１ 具有促进 ＨＧＦｓ 成骨分化的效

果。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路与细胞生长、增殖、蛋白合

成、新陈代谢和凋亡等生物活动密切相关［１４］。 研

究［１５］表明 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路与骨生成和软骨内

骨化密切相关，激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路可促进

ＢＭＳＣｓ、ＰＤＬＳＣｓ 的增殖和成骨分化，促进成骨相关

因子 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ 等的表达。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验检测 ＧｓＲｇ１ 作用于 ＨＧＦｓ 后的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通

路相关蛋白表达，结果发现实验组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ｐ⁃ＡＫＴ
蛋白表达水平随给药时间的延长而明显上升，而
ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 蛋白表达随时间推移无明显改变，可能

的原因是成骨基因的蛋白水平表达升高，进而激活

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路，从而推断 ＧｓＲｇ１ 有可能通过

激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路达到促进 ＨＧＦｓ 成骨分化

的作用。 这一推论仍有待后续实验进一步完善论
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证。
综上所述，ＧｓＲｇ１ 可以提升 ＨＧＦｓ 增殖、 迁移以

及成骨分化能力，其作用机制可能与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信

号通路的激活有关。 本研究将为 ＧｓＲｇ１ 在牙周组

织再生工程中的应用提供参考，证实其在口腔医学

领域有广阔的应用前景。 但 ＧｓＲｇ１ 促进 ＨＧＦｓ 成骨

分化的作用机制是否与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的激活

有关仍需实验进一步证实。
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ＪＡＫ 抑制剂托法替布治疗类风湿关节炎
相关间质性肺病的实验研究
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摘要　 目的　 观察托法替布通过调控 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路

对间质性肺病（ＩＬＤ）的影响。 方法　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为正

常组、ＩＬＤ 模型组、醋酸泼尼松组、托法替布组。 除正常组

外，其余 ３ 组予 ３ ｍｇ ／ ｍｌ 博莱霉素溶液进行造模。 灌胃干预

２８ ｄ 后收集所有大鼠肺组织行 ＨＥ 染色、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ１ 蛋白含量；ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清中肿瘤坏死因

子（ＴＮＦ）⁃α、白细胞介素（ ＩＬ）⁃６、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１β 水平。 结果　
ＩＬＤ 模型组、醋酸泼尼松组、托法替布组肺组织 ＨＥ 染色均可

见肺泡组织增厚，肺泡壁毛细血管充血、支气管管腔上皮细

胞脱落、炎性细胞渗出。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＩＬＤ 模型组

ＪＡＫ１ 和 ＳＴＡＴ１ 均升高；与 ＩＬＤ 模型组比较，托法替布组、醋
酸泼尼松组均有不同程度下降（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＥＬＩＳＡ 结果显示

ＩＬＤ 模型组血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 表达较正常组升高（Ｐ ＜
０. ０１）；与 ＩＬＤ 模型组比较，托法替布组、醋酸泼尼松组表达
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均下降（Ｐ ＜ ０. ０５），ＩＬ⁃１０ 表达与之相反。 结论 　 托法替布

通过抑制 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路并下调炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１β 及上调抑炎因子 ＩＬ⁃１０ 的表达，减轻肺组织损伤，减轻炎

症反应，治疗 ＩＬＤ。
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种

多器官、多系统受累的免疫性疾病［１］。 普通型间质

性肺炎（ｕｓｕａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＵＩＰ）是 ＲＡ⁃间质

性肺病（ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｌｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＬＤ）中最常见的类

型之一，也是 ＲＡ 死亡的主要原因之一［２］。 目前

ＲＡ⁃ＩＬＤ 的发病机制尚不清楚，且缺乏有效的治疗手

段。 因此，探索 ＲＡ⁃ＩＬＤ 的发病机制及寻求有效治

疗药物尤为重要。 目前研究证实 ＪＡＫ 信号通路与

ＲＡ 密切相关，相关药物已经批准用于临床［３］。 临

床中也发现托法替布（ ＪＡＫ 抑制剂）不仅能有效缓

解 ＲＡ 病情，还能缓解 ＩＬＤ 影像学表现。 已有研

究［４］报道发现 ＩＬＤ 与 ＪＡＫ 信号通路有明显的相关

性，但无明确的证据显示 ＪＡＫ 信号通路与 ＲＡ⁃ＩＬＤ
发病的关系。 该研究通过建立 ＲＡ⁃ＩＬＤ 动物模型，
研究托法替布抑制 ＪＡＫ 信号通路治疗 ＲＡ⁃ＩＬＤ 的分

子机制，为临床治疗 ＲＡ⁃ＩＬＤ 提供新的方法。
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