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没食子水提取物对人牙龈上皮角质形成细胞的体外影响*

徐 娜 1，李 恺 1，高 鹏 1，张若冰 2，艾 林 1△

（1. 中国人民解放军空军军医大学第九八六医院，陕西 西安 710054； 2. 陕西省药品监督管理局，陕西 西安 710065）
摘要：目的 探讨没食子水提取物对脂多糖诱导的人牙龈上皮角质形成细胞（HGEK）的抗炎作用，以及对细胞组织伤口愈合作用的影响。

方法 选取中国人民解放军空军军医大学第九八六医院口腔科 2020年 6月至 12月收治的 10例牙冠延长术患者的健康牙龈，体外

培养 HGEK细胞，使用第 3～5代细胞。分为阴性对照组（A组，PBS），脂多糖组（B组，质量浓度为 1 µg / mL），低、中、高没食子水提取

物组（分别为 C1组、C2组、C3组，没食子酸质量浓度分别为 1，5，10 mg / mL），氯己定组（D组，蒸馏水调整 20%葡萄糖酸氯己定质量分

数至 0. 2%）。采用四甲基偶氮唑盐比色（MTT）法测定细胞活力；采用酶联免疫吸附（ELISA）法测定白细胞介素 1β（IL - 1β）、白细胞介

素 6（IL - 6）、肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）基因和蛋白表达的水平；采用划痕愈合实验观察没食子水提取物对细胞迁移的影响；采用

蛋白免疫印迹法测定核因子 E2相关因子（Nrf2）和血红素加氧酶 1（HO- 1）基因和蛋白表达水平。两组间定量资料采用 Bonferroni检验，多组

间定量资料比较采用方差分析（ANOVA）。结果 与 A组比较，C2组、C3组细胞活力显著增强（P < 0. 05）。与 B组比较，C2组、C3组 IL - 1β，

IL - 6，TNF - α 基因和蛋白表达水平均显著降低（P < 0. 05），C3 组细胞迁移率显著增加（P < 0. 05）；与 A 组比较，C3 组 Nrf2 和

HO - 1 基因和蛋白的表达水平显著增强（P < 0. 05）。结论 没食子水提取物可下调炎性细胞因子水平，减轻脂多糖诱导的 HGEK的炎

性反应，具有作为口服口腔抗炎药的可能性。

关键词：没食子水提取物；人牙龈上皮角质形成细胞；脂多糖；炎性细胞因子；抗炎作用；作用机制；划痕伤口愈合实验
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In Vitro Effect of Gallic Water Extract on Human Gingival Epithelial Keratinocytes
XU Na1，LI Kai1，GAO Peng1，ZHANG Ruobing2，AI Lin1

（1. No. 986 Air Force Hospital of Air Force Medical University，Xi'an，Shaanxi，China 710054； 2. Shaanxi Medical Products Administration，Xi'an，
Shaanxi，China 710065）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the anti - inflammatory effect of gallic water extract on lipopolysaccharide （LPS）- induced
human gingival epithelial keratinocytes（HGEK），and its effects on the wound healing of cells and tissue. Methods The healthy
gums of 10 patients underwent crown lengthening surgery who were admitted to the Department of Stomatology of the No. 986 Air
Force Hospital of Air Force Medical University from June to December 2020 were selected. The HGEK cells were cultured in vitro
and the third to fifth generation cells were used. They were divided into the negative control group （group A，PBS），LPS group
（group B，with a mass concentration of 1 µg / mL），low - ，medium - and high - gallic water extract groups（groups C1，C2 and C3，
with the mass concentration of gallic acid of 1，5 and 10 mg / mL，respectively） and chlorhexidine group（group D，distilled water
adjusted the mass fraction of 20% chlorhexidine gluconate to 0. 2%）. Cell viability was determined by the methylthiazoletrazolium

doi:10.3969 / j.issn.1006 - 4931.2022.09.014
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没食子是常用中药材，为没食子蜂科昆虫没食子

蜂的幼虫寄生于壳斗科植物没食子树幼枝上产生的干

燥虫瘿，具有潜在的药用特性，已应用于临床研究［1 - 2］。
没食子性寒，味苦，有效成分主要为鞣质、没食子酸、没

食子酸烷基酯等，具有固涩、收敛、燥湿、止血功效，其

抗炎、抗肿瘤、抗氧化和抗菌活性较强［3］。与甾体或非甾

体抗炎化学药物相比，中草药长期应用的副作用较小，

治疗成本更低［4］。目前，没食子已用于制备漱口液和义

齿清洁剂，治疗生物膜依赖性口腔疾病，但其在口腔软

组织炎症、愈合及修复中的作用仍不明确。牙龈上皮是

抵御病原微生物入侵牙周组织的第一道屏障，人牙龈

上皮角质形成细胞（HGEK）是牙龈上皮组织的重要组

成部分，牙龈上皮与先天和适应性免疫细胞间的“沟

通”对于快速识别和有效清除上皮表面的病原体至关

重要，是抵抗外界侵袭的第一道防线。其对微生物攻击

免疫细胞后产生的细胞因子、趋化因子和抗微生物肽

等可溶性介质均可产生相应免疫反应［5］，对于保持牙周

组织的完整性、深化牙周炎研究有重要意义。本研究中

探讨了没食子水提取物对脂多糖诱导的抗炎作用，以

及通过核因子 E2相关因子（Nrf2）及血红素加氧酶 1
（HO - 1）信号通路的作用机制。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与研究标本

仪器：GenoSens 6200型蛋白免疫印迹（Western
blot）荧光分析仪，QuantStudio 6型实时荧光定量仪，

NanoDrop™ One / OneC型酶标仪，均购自美国Bio - Rad
公司；IXplore Standard型倒置荧光显微镜（日本Olympus
公司）；Heracell VIOS 160i型 CO2培养箱（美国 Thermo
Fisher公司）；TY - 7002型小型粉碎机（江苏天源试验

设备有限公司）。

试药：没食子（中国新疆奇康哈博维药有限责任公

司，批号为 20161112）；20%葡萄糖酸氯己定（中国上海

麦克林生化科技有限公司，批号为C832370）；酶联免疫

吸附（ELISA）试剂盒（批号为 11585878001），胎牛血清

（来源于澳大利亚，批号为 12103C），四甲基偶氮唑盐比

色（MTT）试剂盒（批号为M5655），白细胞介素1β（IL - 1β，
批号为RAB0273），白细胞介素 6（IL - 6）ELISA试剂盒

（批号为RAB0306），肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）ELISA
试剂盒（批号为RAB0476），蛋白酶抑制剂混合物（批号

为 P2714），BCA蛋白定量试剂盒（批号为 BCA1），胰蛋

白 酶（批 号 为 T2600000），DMEM 培 养 基（批 号 为

D0819），均购自美国 Sigma公司；RNeasy试剂盒（美国

Qiagen公司，批号为 74104）；TaqMan试剂盒（赛默飞世

尔科技 <中国 >有限公司，批号为4331182）。

研究标本：选取中国人民解放军空军第九八六医

院口腔科2020年6月至12月收治的牙冠延长术患者10例，

采用龈切手术切取健康牙龈。本研究方案通过医院医

学伦理委员会批准（批件号为202003017）。

1. 2 方法

没食子水提取物制备：取没食子，粉碎为粗粉，加

5倍量水浸泡 4 h，煎煮 3次，过滤，每次 1 h；合并煎液，

过滤，真空干燥，得浸膏，称定质量，分装，待用。

实验分组：共设 6组。阴性对照组（A组，PBS），脂多

糖组（B组，质量浓度为 1 µg / mL），低、中、高没食子水

提取物组（分别为C1组、C2组、C3组，已加入1 µg / mL脂多

糖预处理，没食子酸质量浓度分别为 1，5，10 mg / mL），

氯己定组（D组，已加入脂多糖预处理，蒸馏水调整 20%
葡萄糖酸氯己定质量分数至0. 2%）。

HGEK - 16系的建立：取行龈切手术患者的健康牙

龈，用PBS清洗 3次，去除多余结缔组织。置 0. 25%胰蛋

白酶和 0. 05%乙二胺四乙酸二钠（1∶1，V / V）混合液中，

37 ℃消化 1 h，取上层溶液，离心（转速为 2 000 r / min）
5 min，弃上清液。PBS清洗，加入限定型无血清角质细

胞培养液 10 mL，混匀，调整细胞密度至 104个 / cm2后
计数，并接种培养（37 ℃）；当细胞融合约为 80%密度

时，进行传代培养。每天观察细胞的形态、生长、增殖情

（MTT） colorimetry assay. The expression levels of interleukin 1β（IL - 1β），interleukin 6（IL - 6），tumor necrosis factor - α（TNF - α）
genes and proteins were determined by the enzyme - linked immunosorbent assay （ELISA）. The effect of gallic water extract on
cell migration was observed by the scratch wound healing assay. The expression levels of nuclear factor E2 related factor（Nrf2）
and heme oxygenase - 1（HO - 1） genes and proteins were determined by the Western blot. Quantitative data between two groups
was analyzed by the Bonferroni test，and quantitative data among multiple groups was compared by the analysis of variance
（ANOVA）. Results Compared with those in group A，the cell viability in group C2 and group C3 enhanced significantly（P < 0. 05）.
Compared with those in group B，the expression levels of IL - 1β，IL - 6 and TNF - α genes and proteins in group C2 and group C3
decreased significantly （P < 0. 05），and the cell migration rate in group C3 increased significantly （P < 0. 05）. Compared with
those in group A，the expression levels of Nrf2 and HO - 1 genes and proteins of group C3 enhanced significantly（P < 0. 05）.
Conclusion The gallic water extract can down - regulate the level of inflammatory cytokines，alleviate the inflammatory response of
HGEK induced by LPS and has the possibility of being used as an oral anti - inflammatory drug.
Key wordsKey words：：gallic water extract；human gingival epithelial keratinocytes；lipopolysaccharide；inflammatory cytokine；anti - inflammatory
effect；mechanism；scratch wound healing assay
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况；采用 Envision法进行角蛋白免疫组化染色，以鉴定

角质细胞，于 - 80 ℃低温冰箱冰冻保存。

细胞培养：实验前，复苏 HGEK细胞，置培养箱

（5%CO2、95%相对湿度、37 ℃）中培养。细胞置于DMEM
培养基，加入0. 25%胰蛋白酶、100U /mL青霉素、100mg /mL
链霉素、2 mmol / L L -谷氨酰胺、0. 25 mg / mL真菌酮。

每隔 4 d更换 1次培养基，每周传代 1次。本研究中使用

的细胞均为第3～5代细胞。

细胞活力测定：采用MTT法测定HEGK的细胞活

力。将HGEK（0. 1 × 106个 / mL）置 12孔板中，加入各试

验组培养（5%CO2、95%相对湿度、37 ℃）24 h，吸去培养

液，使用 PBS冲洗细胞，加入不同浓度没食子水提取物

（1，5，10 mg / mL）培养 24 h，每孔加入 500 mL MTT，
37 ℃下避光培养 4 h，弃去MTT，添加异丙醇。采用分光

光度计，于 570 nm 波长处测定光密度（OD570），重

复3次。

炎性标志物基因及蛋白表达水平测定：各组细胞

传代培养 24 h，采用实时荧光定量聚合酶链反应分析

（RT - qPCR）检测细胞上清液中 IL - 1β，IL - 6，TNF - α
基因的水平；采用组织和细胞总RNA提取（Trizol）法提

取总RNA；利用 Primer3在线引物设计 IL - 1β，IL - 6，
TNF - α的引物序列（表 1）。RT - PCR法使用TaqMan试
剂盒进行，反应体系总量 25 µL：TaqMan Mix 12. 5 µL，
DNA模板 5 µL，ddH2O 4. 625 µL。反应流程为 50 ℃、

2 min，95 ℃、10 min，95 ℃、30 s，60 ℃、30 s，进行 60个循

环，并在反应过程中自动绘制线性标准曲线。计算以

3 -磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）为对照的相关基因表

达水平，重复 3次。使用人 IL - 1β，IL - 6，TNF - α
ELISA试剂盒，根据使用说明书收集细胞培养上清液，分

别将标本和不同浓度标准品（每孔100 µL）加入相应孔

中，加入酶标抗体工作液（每孔 50 µL），并增加1孔作为

空白对照。用封板胶纸封住反应孔，室温孵育180 min。充分

混匀，振荡（转速为700 r / min）。自动洗板机洗板4次，注入

洗涤液350 µL，注入与吸出间隔15～30 s。每孔加入显色

剂 100 µL，避光，室温孵育 20～25 min。每孔加入终止液

100 µL，混匀，即刻测量450 nm波长下的光密度（OD450）。
划痕伤口愈合迁移实验（细胞迁移）：将HGEK以

105个 / mL的密度接种至12孔板进行建模，37 ℃下培养

24 h。将细胞置DMEM培养基，加入10 µg / mL丝裂霉素C，
培养 2 h，以抑制细胞的有丝分裂。使用 10 µL移液管尖

（直径为 700～900 µm）制造划痕伤口，制造划痕后，使

用PBS冲洗，去除细胞碎片，分为 6组。24 h后使用倒置

显微镜观测伤口长度，伤口闭合度为伤口加样后 0 h和
24 h的宽度差。

Nrf2和 HO - 1蛋白表达水平测定：采用Western

blot法检测阴性对照、脂多糖（1µg /mL）、脂多糖（1µg /mL）+
没食子（10 mg / mL）溶液处理 HEGK细胞，将细胞

（105个 / mL）接种至 12孔板中，37 ℃培养 24 h，使用含

有蛋白酶抑制剂的缓冲液提取蛋白质，4 ℃下离心（转

速为 12 000 r / min）15 min，采用 BCA法对上清液蛋白

质进行定量分析。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 21. 0统计学软件分析。细胞活力多重比

较采用方差分析（ANOVA），组内比较行 Bonferroni分
析。P < 0. 05为差异有统计学意义。采用Excel 365软件

和 Image J图像软件进行绘图、计算。

2 结果

2. 1 对 HGEK 细胞活力的影响

与 A组比较，C2组、C3组、D组细胞活力显著提高

（P < 0. 05），且随没食子水提取物质量浓度的增加而

提高，但差异无统计学意义（P > 0. 05）。与 D组比较，

C2组、C3组差异无统计学意义（P > 0. 05）。详见图1。
细胞活力 / %200

150

100

50

0 A组 B组 C1组 C2组 C3组 D组
组别

注：与A组比较，*P < 0. 05。图2、图3、图5同。

图1 没食子水提取物对HGEK细胞活力的影响

Note：Compared with those in group A，*P < 0. 05（for Fig. 1 - 3
and Fig. 5）.
Fig. 1 Effect of gallic water extract on the viability of HGEK cells

2. 2 对炎性标志物的影响

由图 2可知，与 A组比较，B组 IL - β1，IL - 6，
TNF - α的表达显著增加（P < 0. 05），表明脂多糖是满

足实验要求的促炎性细胞因子。与A组比较，C2组、C3组、

D组上述指标显著降低（P < 0. 05），但C1组无显著差异

表1 3种炎性细胞因子的特异性引物序列

Tab. 1 Specific primer sequences for three kinds of inflamma⁃
tory cytokines

细胞因子

IL - 1β

TNF - α

IL - 6

GAPDH

引物序列

上游：TAGAGCTGCTGGCCTTGTTA
下游：ACCTGTAAAGGCTTCTCGGA
上游：TGCCTATGTCTCAGCCTCTT
下游：GAGGCCATTTGGGAACTTCT
上游：ATGAACTCCTTCTCCACAAGC
下游：GTTTTCTGCCAGTGC CTCTTTG
上游：GCTCTCTGCTCCTCCCTGTT
下游：CACACCGACCTTCACCATCT
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（P > 0. 05）。与 B组比较，C2组、C3组、D组上述指标均

显著降低（P < 0. 05），但 C2组、C3组、D组均无显著差

异（P > 0. 05）。详见图2。
表达水平6
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3
2
1
0 组别A组 B组 D组 C1组 C2组 C3组 D组 C1组 C2组 C3组 D组 C1组 C2组 C3组IL - 1β IL - 6 TNF - α

A

IL - 1β IL - 6 TNF - α

表达水平500
400
300
200
100
0 组别A组 B组 D组 C1组 C2组 C3组 D组 C1组 C2组 C3组 D组 C1组 C2组 C3组

B
A. 基因表达 B. 蛋白表达

注：与B组比较，△P < 0. 05。
图2 没食子水提取物对炎性标志物的影响

A. Gene expression B. Protein expression
Note：Compared with those in group B，△P < 0. 05.

Fig. 2 Effect of gallic water extract on inflammatory markers

2. 3 划痕伤口愈合实验（细胞迁移）

伤口闭合数据以 24 h时相对于基线时间点的百分

比平均值表示。与A组比较，C3组HEGK细胞 24 h内迁

移率的差异有统计学意义（P < 0. 05），24 h后伤口几乎

完全闭合。详见图3和图4。
伤口闭合率 / %100
80
60
40
20
0 A组 B组 C1组 C2组 C3组 D组 组别

图3 24 h内划痕伤口愈合实验

Fig. 3 Scratch wound healing assay within 24 h

2. 4 Nrf2 和 HO - 1 蛋白表达

与A组比较，B组、C3组Nrf2和HO - 1基因和蛋白

质表达水平均显著升高（P < 0. 05）。详见图5。
3 讨论

没食子有效成分主要为提取物中的没食子鞣质、

没食子酸、没食子酸烷基酯等，可在体外抑制一氧化氮

（NO）、前列腺素等炎性介质，提示其可能具有抗肿瘤活

性［5 - 6］。其中，鞣质具有抗炎活性，是制作药物漱口水的

必要成分，没食子水提取物还可增强口腔过氧化物酶

活性，防止牙周炎的发生和发展［7 - 9］。
本研究结果表明，与 B组比较，C2组、C3组、D组

HGEK细胞活力显著提高。但没食子水提取物在较高浓

度下对细胞毒性及细胞增殖周期的影响尚不明

确［10 - 11］。故在体外实验中，需谨慎控制没食子水提取物

的质量浓度。本研究预实验结果显示，50 mg / mL质量

浓度的没食子水提取物溶液是无细胞毒性的。

脂多糖是革兰阴性菌外膜的重要组成部分，通过

12 h

24 h

A组 B组 C3组

图4 划痕伤口细胞迁移实验

Fig. 4 Scratch wound cell migration assay

A组 B组 C3组
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相对表达量

6
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2
1
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相对表达量

6
5
4
3
2
1
0 A组 B组 C3组
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a1 a2
A

b1 b2
B

a1，b1. 电泳图 a2，b2. 统计数据

A. Nrf2 B. HO - 1
图5 没食子水提取物对脂多糖刺激角质形成细胞中Nrf2和

HO - 1基因和蛋白表达的影响

a1，b1. Electropherograms a2，b2. Statistical data
A. Nrf2 B. HO - 1

Fig. 5 Effect of gallic water extract on the expression of Nrf2
and HO - 1 genes and proteins in keratinocytes stimulated by LPS
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toll样受体、白细胞介素、二十烷酸和NO的分泌，促进

细胞信号转导［12 - 13］。TNF - α可通过上调其他促炎性

细胞因子（如 IL - 6，IL - 1）诱导血管生成和活化，并刺

激NO的产生，从而导致炎性细胞水平提高［14 - 15］；IL - 1β
诱导 IL - 6和 IL - 8的分泌，同时可起到促炎性细胞因

子的启动和增强作用［16］。与 A组比较，B组 IL - 1β，
IL - 6，TNF - α基因和蛋白质表达水平均显著提高，C2组、

C3组、D组上述指标水平均显著降低，提示没食子水提

取物可降低其基因及蛋白质表达水平，减轻组织炎性

反应。

体外划痕伤口愈合实验结果显示，24 h内脂多

糖（1 µg / mL）组细胞的活动性 / 迁移活性显著降

低，5 mg / mL和 10 mg / mL的没食子水提取物与B组相

比有显著差异，可成功地刺激炎性环境中细胞的活性

与迁移，而 1 µg / mL的没食子水提取物和 0. 2%氯己定

溶液刺激作用与A组相比，差异不明显。这可能是由于

没食子含量较低，从而降低了刺激效力，提示HGEK对

没食子的反应可能存在一个阈值，而氯己定并未提升

细胞的活力 /迁移活性的能力。

没食子水提取物对HGEK细胞迁移的影响反映了

该类细胞对脂多糖的相对敏感性，本研究中同时进行

了分子信号通路的研究。结果显示，没食子水提取物可

激活Nrf2通路，对脂多糖暴露的细胞发挥抗炎作用。同

时，Nrf2依赖的抗氧化基因HO - 1也显著增加。有研究

表明，Nrf2通路的激活可阻止脂多糖诱导的促炎性细胞

因子的上调［17］。故可用于激活Nrf2通路的药物被认为

是治疗牙龈炎或牙周炎等口腔炎性疾病的潜在疗法。

目前，临床口腔使用的Nrf2活化药物很少，故使用没食

子开发新型的Nrf2激活剂具有重要的临床意义。

综上所述，没食子水提取物可下调炎性细胞因子，

以减轻脂多糖诱导的HGEK的炎性反应，具有作为口服

口腔抗炎药的潜在开发价值。本研究结果可为中草药

的进一步应用于口腔提供方向，未来的研究需要在更

复杂的体内环境下分析没食子的抗菌作用。
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