
网络出版时间：２０２５ － ０２ － ０６ １５：０７：４９　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｌｉｎｋ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｕｒｌｉｄ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２５０２０６． １１３８． ０１２

ＦＧＦ１８ 通过上调 ＢＭＰ２ 诱导人牙龈成纤维细胞
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摘要　 目的　 研究成纤维细胞生长因子 １８（ＦＧＦ１８）是否能诱导体外分离培养的人牙龈成纤维细胞（ＨＧＦｓ）向成骨样细胞分

化，并探究其成骨机制。 方法　 组织块法分离培养 ＨＧＦｓ 并鉴定。 取第 ３ 代 ＨＧＦｓ，分为实验组和对照组。 实验组加入 ＦＧＦ１８
和 Ｌ⁃ＤＭＥＭ、对照组加入 Ｌ⁃ＤＭＥＭ。 噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测不同浓度 ＦＧＦ１８（０、０. ０１、０. ０２、０. ０４、０. ０６ ｍｇ ／ Ｌ）对 ＨＧＦｓ 增殖影响；
碱性磷酸酶（ＡＬＰ）和茜素红染色检测成骨能力和矿化能力；ＲＴ⁃ＰＣＲ、免疫细胞化学染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测成骨相关基因、蛋
白和 ＢＭＰ 信号通路中 ＢＭＰ２ 基因和蛋白表达情况。 结果　 与对照组比较，实验组培养 ３、５、７、９、１１ ｄ 均可促进 ＨＧＦｓ 增殖

（Ｐ ＜ ０. ０５）；培养 １４、２１ ｄ ＡＬＰ 活性、矿物盐沉积均增高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ 及 ＢＭＰ 信号通路中 ＢＭＰ２ ｍＲＮＡ 表达均

明显增高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 培养 ２１ ｄ ＯＰＮ、ＯＣＮ 及 ＢＭＰ２ 蛋白表达较培养 １４ ｄ 明显增高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 ＦＧＦ１８ 能促进 ＨＧＦｓ
增殖，诱导 ＨＧＦｓ 向功能性成骨样细胞分化，其成骨机制与上调 ＢＭＰ２ 有关。
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　 　 成纤维细胞是结缔组织中的主要细胞，是终末

分化的细胞。 但越来越多的的证据表明成纤维细胞

具有和间充质干细胞类似的分化能力［１ － ２］，具有一

定的可塑性和异质性［３］。 人牙龈成纤维细胞（ ｈｕ⁃
ｍａｎ ｇｉｎｇｉｖａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＧＦｓ）是从牙龈固有层分离

的成纤维细胞，它虽然不是干细胞，但也具有一定的

分化能力。 研究发现 ＨＧＦｓ 在不同诱导条件下可分

化为血管内皮样细胞［４］、骨骼肌样细胞及神经样细

胞［５］。 而且在适当的实验条件下 ＨＧＦｓ 还能表现很

好的成骨分化潜力，是目前骨组织工程中具有优势

的种子细胞之一［６］。 成纤维细胞生长因子 １８（ｆｉｂｒｏ⁃
ｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ１８，ＦＧＦ１８）是生长因子家族中的一

员，有促进细胞成骨的作用［７］。 而且其骨诱导作用

缓和，能避免骨形成异常、破骨细胞激活和组织炎

症。 同时它还能够促进细胞生长、迁移、软组织的修

复和血管再生。 Ｍｕｒｕｇａｉｙａｎ ｅｔ ａｌ［８］ 研究显示重组

ＦＧＦ１８ 能促进小鼠胚胎来源的间充质干细胞向成骨

细胞分化。 然而单一重组 ＦＧＦ１８ 是否能够诱导体

外分离培养的 ＨＧＦｓ 向功能性成骨样细胞分化鲜有

报道。 因此，该研究探讨 ＦＧＦ１８ 对 ＨＧＦｓ 成骨方向

分化的影响，并初步探索可能的作用机制，为下一步

牙龈注射 ＦＧＦ１８ 组织工程化牙槽骨提供理论基础。

１　 材料与方法

１． １　 人牙龈标本获取　 收集河北医科大学口腔医

院口腔颌面外科门诊智齿拔除术患者废弃牙龈组织

２ ～ ３ 例进行 ＨＧＦｓ 原代培养，患者年龄 ２０ ～ ３０ 岁。
本实验经河北医科大学口腔医院伦理委员会审查批

注，批准号为 ２０１９０４１。
１． ２　 主要仪器与试剂 　 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ７５００ ＰＣＲ Ｓｙｓ⁃
ｔｅｍｓ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；ＳＵＡＡＩＳＥＴＩＶ 酶标仪（美
国 Ｂｉｏｔｅｃｋ 公司）；细胞计数仪 （美国 Ｎｅｘｃｅｌｏｍ 公

司）；Ｌ⁃ＤＭＥＭ 培养基（赛默飞世尔生物化学制品北

京有限公司）；ＣＫ 抗体、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体（北京中杉金

桥生物技术有限公司）；ＯＰＮ 抗体、ＯＣＮ 抗体、ＢＭＰ２
抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司）； ＦＧＦ１８ （美国 ＰＥＰＲＯ⁃
ＴＥＣＨ 公司）；ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司）；茜素红 Ｓ、氯化十六烷基吡啶（美国 Ｓｉｇｍａ 公
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司）；甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ） （上海泊湾生物科技

有限公司）；ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒（北京索莱宝

科技有限公司）。
１． ３　 方法

１． ３． １　 ＨＧＦｓ 分离、培养与鉴定　 将智齿拔除患者

废弃牙龈组织浸泡、冲洗，剔除牙龈上皮，剩余纤维

结缔组织剪成 １ ｍｍ × １ ｍｍ × １ ｍｍ 组织块贴壁培

养、传代。 取生长状态良好 Ｐ３ 代 ＨＧＦｓ，制备细胞爬

片，进行免疫细胞化学染色。 一抗浓缩液分别为 ＣＫ
（１ ∶ １００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１ ∶ １００），按 ＰＶ９０００ 试剂盒说

明书操作，苏木精复染，脱水透明，封片。
１． ３． ２ 　 不同浓度 ＦＧＦ１８ 溶液配制 　 取 ０. ０２５ ｍｇ
ＦＧＦ１８ 粉末， 用灭菌双蒸水配制成 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 的

ＦＧＦ１８ 溶液，再按比例稀释，配成含 ０、０. ０１、０. ０２、
０. ０４、０. ０６ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＦＧＦ１８、１０％ ＦＢＳ 的 Ｌ⁃ＤＭＥＭ 培

养基，长期低温密封保存。
１． ３． ３ 　 噻唑蓝 （ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌ⁃ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ， ＭＴＴ）实验　 取生长状态良好 Ｐ３ 代 ＨＧＦｓ
消化、计数，接种于 ９６ 孔板。 细胞贴壁后加入含有

不同浓度 ＦＧＦ１８（０、０. ０１、０. ０２、０. ０４、０. ０６ ｍｇ ／ Ｌ ）
的 Ｌ⁃ＤＭＥＭ 培养基。 将 ９６ 孔板放入 ３７ ℃，５％ ＣＯ２

孵育箱培养 １、３、５、７、９、１１ ｄ，每孔加入 ２０ μｌ ＭＴＴ
溶液， 孵育 ４ ～ ６ ｈ 后弃掉 ＭＴＴ 溶液，每孔加入 １５０
μｌ 二甲基亚砜，吹打混匀，酶联免疫检测仪 ４９０ ｎｍ
处测量各孔吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，绘制生

长曲线。
１． ３． ４　 实验分组　 取 Ｐ３ 代 ＨＧＦｓ，分为实验组和对

照组。 实验组加入 ＦＧＦ１８ 和 Ｌ⁃ＤＭＥＭ、对照组加入

Ｌ⁃ＤＭＥＭ。 根据ＭＴＴ 实验结果选择最佳浓度作为实

验组 ＦＧＦ１８ 诱导浓度。
１． ３． ５　 诱导过程细胞形态观察及免疫表型检测　
倒置显微镜观察诱导过程中细胞形态变化。 分别于

７、１４、２１ ｄ 后消化细胞，制备细胞爬片，免疫细胞化

学染色检测细胞免疫表型。 一抗浓缩液分别为

ＯＣＮ（１ ∶ １００）和 ＯＰＮ（１ ∶ １００）。
１． ３． ６　 ＡＬＰ 染色及其活性半定量检测　 细胞消化、
计数后接种于 ２４ 孔培养板，分为实验组和对照组。
实验组加入 ＦＧＦ１８ 和 Ｌ⁃ＤＭＥＭ、对照组加入 Ｌ⁃
ＤＭＥＭ。 分别于 ７、１４、２１ ｄ 取出培养板进行 ＡＬＰ 染

色和活性半定量检测。 ＡＬＰ 染色：将 ＰＢＳ 冲洗后细

胞多聚甲醛固定，再冲洗，加入适量 ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 染色

工作液，室温避光孵育 ５ ～ ３０ ｍｉｎ，去除 ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ
染色工作液，蒸馏水洗涤终止后观察。 活性半定量

检测：按照 ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒说明书检测蛋

白浓度，然后用 ＡＬＰ 检测试剂盒检测溶液在波长

５２０ ｎｍ 处 ＯＤ 值。
１． ３． ７　 茜素红染色及半定量检测　 细胞消化、计数

接种于 ６ 孔培养板培养 ７、１４、２１ ｄ，加入茜素红染色

液染色，显微镜下观察矿化结节形成情况。 弃上清

液，每孔加入 １０％ 氯化十六烷基吡啶 １ ｍｌ，室温静

置 ３０ ｍｉｎ 后，每孔取出 １００ μｌ 加入 ９６ 孔板，在酶联

免疫监测仪上测定 ５６２ ｎｍ 时各孔 ＯＤ 值。
１． ３． ８　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 实验 　 细胞消化计数后，接
种 ６ 孔培养板培养 ７、１４ 和 ２１ ｄ。 然后提取总 ＲＮＡ，
测定浓度。 并将 ＲＮＡ 反转录合成互补 ＤＮＡ（ ｃｏｍ⁃
ｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ， ｃＤＮＡ），然后将 ３ μｇ ｃＤＮＡ 样本与

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 预混液混合后，进行 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ，检测 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ、ＢＭＰ２ 基因相对表达量，
并采用 ２ － ΔΔＣＴ进行统计学分析。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列
见表 １。

表 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ⁃ＰＣＲ
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ５′⁃ＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧＡＡ⁃３′

Ｒ： ５′⁃ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡ⁃３′
ＡＬＰ Ｆ： ５′⁃ＡＧＣＧＴＧＡＣＴＴＧＡＡＧＴＧＴＴＧＣＡＴＧ⁃３′

Ｒ： ５′⁃ＧＡＡＡＧＧＡＣＣＴＧＧＡＣＣＡＣＡＣＡＧＡ⁃３′
ＯＣＮ Ｆ： ５′⁃ＣＧＣＴＡＣＣＴＧＴＡＴＣＡＡＴＧＧＣＴＧＧ⁃３′

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

Ｒ： ５′⁃ＧＣＡＣＣＡＴＴＣＡＡＣＴＣＣＴＣＧＣＴＴＴＣ⁃３′
ＢＭＰ２ Ｆ： ５′⁃ＣＧＴＣＡＡＧＣＣＡＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＧＣ⁃３′

Ｒ： ５′⁃ＧＡＧＣＣＡＣＡＡＴＣＣＡＧＴＣＡＴＴＣＣＡＣ⁃３′

１． ３． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞，
用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，然后

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶分离蛋白质，转移至 ＰＶＤＦ 膜。 ５％
ＢＳＡ 封闭 ２ ｈ 后，与一抗 ＯＰＮ 抗体（１ ∶ １ ０００），ＯＣＮ
抗体（１ ∶ １ ０００），ＢＭＰ２ 抗体（１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过

夜，辣根过氧化物酶标记的 ＩｇＧ 荧光二抗抗体孵育

２ ｈ。 ＴＢＳＴ 清洗液清洗条带后使用显影剂在凝胶成

像系统显影，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行定量分析。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １９. ０ 软件进行统计

学分析。 若数据符合正态分布且方差齐，两独立样

本均数比较采用 ｔ 检验；若数据不符合参数检验条

件，则采用非参数秩和检验。 检验水准为双侧 α ＝
０. ０５。

２　 结果

２． １　 组织块原代培养 ＨＧＦｓ 形态学观察和鉴定　
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人牙龈组织块原代培养 ５ ～ ７ ｄ 后，ＨＧＦｓ 从组织块

周围游出，呈细长梭形，排列成束状或旋涡状（图
１Ａ）。 免疫细胞化学染色显示：ＨＧＦｓ 抗 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗

体阳性（图 １Ｂ），抗 ＣＫ 抗体阴性（图 １Ｃ）。 证实了

该细胞符合中胚层来源成纤维细胞生物学特性，且
无牙龈上皮细胞混杂。

图 １　 ＨＧＦｓ 原代培养及免疫细胞化学染色 × １００
Ｆｉｇ． １　 ＨＧＦｓ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ × １００

Ａ： Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＨＧＦｓ； Ｂ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ； Ｃ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＣＫ ａｎｔｉｂｏｄｙ．

２． ２　 ＦＧＦ１８ 对 ＨＧＦｓ 增殖影响　 ７ ｄ 内，ＦＧＦ１８ 在

０ ～ ０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ 范围内均能促进 ＨＧＦｓ 增殖（图 ２Ａ），
当 ＦＧＦ１８ 在 ０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ 时促增殖作用最佳。 ＦＧＦ１８
在 ０. ０４ ｍｇ ／ Ｌ 时，随着时间的延长细胞数目减少，促
增殖作用消失。 ＦＧＦ１８ 在 ０. ０６ ｍｇ ／ Ｌ 时，大部分细

胞死亡。 故选择 ０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ 作为实验最佳诱导浓

度。 ＭＴＴ 结果显示实验组培养 ３、５、７、９、１１ ｄ 可明

显促进 ＨＧＦｓ 增殖（图 ２Ｂ），与对照组比较差异有统

计学意义（ ｔ ＝ ５. ３２２，３. １１６，３. ５３８，６. ４１９，３. ００２，均
Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ２　 ＦＧＦ１８ 对 ＨＧＦｓ增殖的影响

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＧＦ１８ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦｓ
Ａ： Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＦＧＦ１８ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ＨＧＦｓ； Ｂ： ＭＴＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ａ：０
ｍｇ ／ Ｌ ＦＧＦ１８ ＋ Ｌ⁃ＤＭＥＭ ｇｒｏｕｐ；ｂ：０. ０１ ｍｇ ／ Ｌ ＦＧＦ１８ ＋ Ｌ⁃ＤＭＥＭ ｇｒｏｕｐ；
ｃ：０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ ＦＧＦ１８ ＋ Ｌ⁃ＤＭＥＭ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ０. ０４ ｍｇ ／ Ｌ ＦＧＦ１８ ＋ Ｌ⁃

ＤＭＥＭ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

２． ３　 不同诱导时间的形态学特征及成骨相关蛋白

表达　 形态学特征（图 ３）：７ ｄ 两组细胞形态均无明

图 ３　 诱导过程细胞形态特征

Ｆｉｇ． ３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
Ａ － Ｃ： Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ （Ａ， Ｂ： × ４０； Ｃ： × ２００）； Ｄ － Ｆ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｄ， Ｅ： × ４０； Ｆ： × ２００）．
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显改变，呈细长梭形；１４ ｄ 实验组细胞生长出现聚

集现象、形态开始变短呈短梭形，２１ ｄ 呈多边形似

成骨细胞样形态，而对照组细胞随时间无明显变化。
免疫细胞化学染色（图 ４）显示：１４ ｄ 时实验组细胞

ＯＰＮ 和 ＯＣＮ 均为弱阳性表达，２１ ｄ 表达均增强，均
呈现为强阳性。 对照组 ＨＧＦｓ 始终为阴性。
２． ４　 ＡＬＰ 表达 　 ＡＬＰ 染色结果（图 ５）显示：实验

组在 ０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ ＦＧＦ１８ 诱导下，ＡＬＰ 染色随时间延

长逐渐加深呈深紫色；而对照组随时间变化不大，呈
浅紫色。 ＡＬＰ 活性分析（图 ６）显示：培养 １４、２１ ｄ
时实验组 ＡＬＰ 活性较对照组明显增强，差异有统计

学意义（ ｔ ＝ １０. ５１７，８. ６５４，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ５　 矿化结节形成情况 　 １４、２１ｄ 茜素红染色（图
７），实验组可观察到有矿化结节形成，对照组无矿

化结节形成。 半定量结果（图 ８）显示：实验组 １４、
２１ ｄ 矿物盐沉积量均高于对照组，差异有统计学意

义（ ｔ ＝ ３. １７４ ，１０. ３８８，均 Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ６　 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ 、ＢＭＰ２ ｍＲＮＡ 表达情况　
ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果 （图 ９） 显示，１４、２１ ｄ 实验组 ＡＬＰ、
ＯＰＮ、ＯＣＮ、ＢＭＰ２ ｍＲＮＡ 表达均明显高于对照组，差
异有统计学意义 （ ｔ１４ ｄ ＝ １７. ０２６， ７. ２２４， １４. ９９３，
１７. １１１；ｔ２１ ｄ ＝ ３６. ４６５，１４. ３５２，３６. ６３８，１４０. ７２４，均

图 ４　 诱导 １４、２１ ｄ 后细胞免疫表型鉴定 × ２００
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ １４ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ × ２００

　 　 Ａ， Ｃ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＯＰＮ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ， Ｄ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＯＣＮ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ； Ｅ， Ｇ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＯＰＮ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｆ， Ｈ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＯＣＮ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 诱导后细胞 ７、１４、２１ ｄ ＡＬＰ 表达 × １００
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ａｔ ７， １４ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ × １００

Ａ － Ｃ： Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ － Ｆ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ６　 诱导后细胞 ７、１４、２１ ｄ ＡＬＰ 活性

Ｆｉｇ． ６　 ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ７， １４ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ７　 诱导后矿化结节观察 × １００
Ｆｉｇ． ７　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｎｏｄｕｌｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ × １００

Ａ， Ｂ： Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ； Ｃ， Ｄ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ８　 诱导后矿物盐半定量分析

Ｆｉｇ． ８　 Ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌ
∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ７　 ＯＰＮ、ＯＣＮ 、ＢＭＰ２ 蛋白表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果（图 １０）显示，实验组 ２１ ｄ ＯＰＮ、ＯＣＮ 蛋白表达

较 １４ ｄ 升高约 ５ 倍，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ７０. ９１１，

５４. ９９０，均 Ｐ ＜ ０. ０１）；实验组 ２１ ｄ ＢＭＰ２ 蛋白表达

较 １４ ｄ 升高约 ８ 倍，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ６. ２１８，
Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 ９　 诱导后细胞 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ 和 ＢＭＰ２ ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｆｉｇ． ９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ， ＯＰＮ， ＯＣＮ ａｎｄ ＢＭＰ２ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 １０　 诱导后细胞 ＯＰＮ、ＯＣＮ 和 ＢＭＰ２ 蛋白相对表达量

Ｆｉｇ． １０　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ， ＯＣＮ ａｎｄ
ＢＭＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ １４ ｄａｙｓ．

３　 讨论

　 　 ＨＧＦｓ 在临床获取方便，体外培养成活率高，分
裂增生能力强，并且具有很好的成骨分化潜能［６］，
是目前骨组织工程中比较有优势的种子细胞之一。
ＦＧＦ１８ 是一种多效生长因子［８］，不仅能够刺激多种

细胞和组织增殖［９］，而且在骨骼生长发育中发挥重

要作用［１０］。 牙龈下方为牙槽骨，其纤维结缔组织直
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接和牙槽骨接触。 如果 ＨＧＦｓ 能够在 ＦＧＦ１８ 诱导下

向成骨样细胞分化形成牙槽骨，将会为下一步牙龈

注射 ＦＧＦ１８ 组织工程化牙槽骨提供研究基础。
　 　 本研究利用组织块培养方法成功培养出 ＨＧＦｓ，
并用免疫细胞化学方法鉴定了其表型。 ＦＧＦ 是多种

间充质细胞和神经外胚层细胞的有丝分裂原，能促

进细胞分裂增生。 本研究用 ＭＴＴ 法评估了 ＦＧＦ１８
对 ＨＧＦｓ 的促增殖作用。 实验结果显示 ０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ
ＦＧＦ１８ 明显促进了 ＨＧＦｓ 增殖，能够短时间获得足

够数量种子细胞，为后续诱导实验提供基础。
　 　 ＡＬＰ、ＯＣＮ、ＯＰＮ 等是成骨细胞表型特异性标

记［１１］。 其中 ＡＬＰ 是成骨细胞分化早到中期标志

物［７］， ＯＰＮ 和 ＯＣＮ 是中到晚期标志物。 细胞成骨

能力和 ＡＬＰ 活性有关。 本研究结果显示 ７ ｄ 时实验

组和对照组细胞 ＡＬＰ 染色均有表达，但活性较低。
这是 ＨＧＦｓ 中有表达成骨细胞表型的成纤维细胞亚

群［１２］的结果。 但是其增殖的同时也分泌一些 ＢＭＰ２
拮抗剂如： Ｇｒｅｍｌｉｎ１、 Ｇｒｅｍｌｉｎ２ 等［１３］，抑制内源性

ＢＭＰ２ 表达，从而降低 ＡＬＰ 活性。 实验组虽然添加

了 ＦＧＦ１８，但是它在 ７ ｄ 前仅发挥一个促增殖作用，
促进 ＨＧＦｓ 数量增多，故两组 ＡＬＰ 活性在开始时无

差别。 研究［１４］发现骨髓间充质干细胞长时间增殖

潜能的下降可能标志向分化的转换。 据此，课题组

推测 ７ ｄ 时 ＨＧＦｓ 未呈现向成骨样细胞分化的趋势，
仅表现为细胞增殖。 ７ ｄ 后两组 ＡＬＰ 活性均开始增

强，但对照组随时间变化不大，而实验组随时间推移

不断增强。 这是由于 ７ ｄ 后两组细胞增殖均进入平

台期，细胞数量开始下降。 而 ＨＧＦｓ 数量下降又导

致其分泌的 ＢＭＰ２ 抑制剂—Ｇｒｅｍｌｉｎ１、Ｇｒｅｍｌｉｎ２ 等因

子减少，因而 ＢＭＰ２ 表达相对增强，ＡＬＰ 活性增强。
而 ＦＧＦ１８ 还可通过抑制 ｎｏｇｇｉｎ 来上调 ＢＭＰ２ 表达，
从而促进实验组成骨细胞的表型分化［１５］，ＡＬＰ 活性

不断增强。 故课题组推测 ７ ～ １４ ｄ 是 ０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ
ＦＧＦ１８ 诱导 ＨＧＦｓ 向成骨样细胞分化的时间段，但
具体时间节点有待进一步研究。
　 　 本研究分别从基因和蛋白水平对诱导后细胞进

行了研究。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，诱导

后细胞 ＡＬＰ、ＯＰＮ、ＯＣＮ 的 ｍＲＮＡ 及 ＯＰＮ、ＯＣＮ 蛋白

的表达均增高，表明 ０. ０２ ｍｇ ／ Ｌ ＦＧＦ１８ 能诱导 ＨＧＦｓ
向成骨方向分化。 在体内和 ／或体外，矿化是一种非

常可靠用来表征细胞类型为成骨细胞或类成骨细胞

的方法。 矿化结节形成不仅是成骨细胞成熟标志，
同时也是成骨细胞行使功能的一个主要形态学特

征［１６］。 茜素红染色及半定量结果显示诱导后的成

骨样细胞能够分泌矿物盐并形成矿化结节。 从而进

一步证明了诱导分化后的成骨样细胞有分泌功能，
是功能性的成骨样细胞。 本研究结果还显示 ＨＧＦｓ
经过 ＦＧＦ１８ 作用 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 后，ＢＭＰ２ 基因和蛋白

表达均升高，表明 ＦＧＦ１８ 通过上调 ＢＭＰ２ 诱导了

ＨＧＦｓ 向成骨样细胞分化，但具体机制仍需要进一

步研究。
　 　 综上所述， ＦＧＦ１８ 能够促进 ＨＧＦｓ 增殖和成骨

样分化，诱导 ＨＧＦｓ 向功能性成骨样细胞分化，其成

骨机制和 ＢＭＰ２ 升高有关，但具体机制有待进一步

实验论证。 本研究将为下一步牙龈注射 ＦＧＦ１８ 组

织工程化牙槽骨提供研究基础。
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（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ３Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｒａｌ ａｎｄ Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃｉａｌ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｓｃｈｏｏｌ ａｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，
Ｈｅｂｅｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ　 ０５００１７； ２Ｈｅｂｅｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ， Ｈｅｂｅｉ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｏｒａｌ Ｈｅａｌｔｈ，Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ　 ０５００１７）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １８ （ＦＧＦ１８） ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｈｕｍａｎ ｇｉｎｇｉｖａｌ ｆｉ⁃
ｂｒｏｂｌａｓｔｓ （ＨＧＦｓ） ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｔｏ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｓｔｅｏ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨＧＦｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＨＧＦｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＦＧＦ１８ ａｎｄ Ｌ⁃ＤＭＥＭ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐ ｗｈｉｌｅ Ｌ⁃ＤＭＥＭ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＦＧＦ１８ （０， ０. ０１，
０. ０２， ０. ０４， ０. ０６ ｍｇ ／ Ｌ） ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌ⁃ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ
（ＭＴＴ） ａｓｓａｙ． Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＡＬＰ） ａｎｄ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｎ⁃
ｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ． ＲＴ⁃ＰＣＲ， ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ＢＭＰ２ ｉｎ ｔｈｅ ＢＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦｓ ａｔ ３， ５，
７， ９， ａｎｄ １１ｄａｙｓ （Ｐ ＜ ０. ０５），ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｍｉｎｅｒａｌ ｓａｌｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ １４ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ
（Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＬＰ， ＯＰＮ， ＯＣＮ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＢＭＰ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ＢＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＯＰＮ， ＯＣＮ ａｎｄ ＢＭＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ２１ ｄａｙｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ａｔ １４ ｄａｙｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＦＧＦ１８ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦｓ， ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦｓ ｉｎｔｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ． Ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ２．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｈｕｍａｎ ｇｉｎｇｉｖａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ； ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １８； ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ； ｉｎｄｕｃｅ； ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ２０１９１０７６）； Ｕｎｄｅｒｇｒａｄｕａｔｅ Ｉｎｎｏｖａ⁃
ｔｉｖｅ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｎｏ． ＵＳＩＰ２０２３２３５）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｌｉ Ｈｅｘｉａｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １６６００９９９＠ ｈｅｂｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
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