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没食子水提物对人牙周膜成纤维细胞生物学活性的影响没食子水提物对人牙周膜成纤维细胞生物学活性的影响**
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德雅正尚口腔门诊部，陕西 西安 710018； 3. 中国人民解放军空军军医大学第九八六医院，陕西 西安

710054； 4. 陕西省药品监督管理局，陕西 西安 710065）
摘要摘要：：目的 探讨没食子水提物在防治口腔炎性疾病中的作用。方法 分离培养人牙周膜成纤维细胞（HPDLF），设立阴性对照组

（PBS）、脂多糖组（1 μg / mL）、没食子组（10 mg / mL）、氯己定组（0. 2%，m / m）。对没食子水提物粉末进行大体检查，采用扫描电子显微

镜观察没食子水提物粉末的微观特征。采用 MTT 法检测细胞活力，XTT 法检测细胞增殖水平，以划痕伤口愈合迁移试验考察细胞迁

移情况，采用酶联免疫吸试验（ELISA）法检测白细胞介素 1β（IL - 1β）、白细胞介素 6（IL - 6）和肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）表达

水平。结果 没食子水提物粉末大体检查及显微特征明显。没食子组细胞活力显著高于其他组（P < 0. 05）。给药后第 3，5，7天，没食子

组 HPDLF 增殖水平显著高于其他组（P < 0. 05）。与阴性对照组比较，没食子组 IL - 1β、IL - 6、TNF - α 的表达水平显著降低（P <
0. 05）。没食子组细胞 24 h划痕伤口几乎完全闭合。结论 没食子水提物可减轻 HPDLF相关炎性反应。

关键词关键词：：没食子；牙周炎；人牙周膜成纤维细胞；生物学活性；炎性反应
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the role of water extract of Galla Turcica in the prevention and treatment of oral inflammatory
diseases. Methods The human periodontal ligament fibroblasts（HPDLFs） were isolated and cultured，and divided into the negative
control group（PBS），the lipopoly saccharide group（1 μg / mL），the Galla Turcica group（10 mg / mL），and chlorhexidine group
（0. 2%，m / m）. The gross examination was performed on the water extract powder of Galla Turcica，the scanning electron
microscope（SEM） was used to observe the microscopic characteristics of the the above water extract powder. The MTT assay was
used to measure cell viability，the XTT assay was used to detect cell proliferation level，the wound healing assay was used to
investigate cell migration，and the enzyme - linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the expression levels of
interleukin - 1β（IL - 1β），interleukin - 6（IL - 6），and tumor necrosis factor - α（TNF - α）. Results The gross examination
and characteristics microscopic characteristics of water extract powder of Galla Turcica were obvious. The cell viability in the Galla
Turcica group was significantly higher than that in the other groups（P < 0. 05）. On the 3rd，5th，and 7th days after administration，
the proliferation level of HPDLFs in the Galla Turcica group was significantly higher than that in the other groups（P < 0. 05）.
Compared with those in the negative control group，the expression levels of IL - 1β，IL - 6 and TNF - α in the Galla Turcica
group significantly decreased（P < 0. 05）. The wound healing assay after 24 h showed that the scratch wound in the Galla Turcica
group almost completely healed. Conclusion The water extract of Galla Turcica can relieve the inflammatory reactions of HPDLFs.
Key wordsKey words：：Galla Turcica；periodontitis；human periodontal ligament fibroblast；biological activity；inflammatory reaction

牙周病是由牙周致病菌、机体免疫反应和口腔环

境影响导致的牙周组织（牙周膜、牙槽骨、牙骨质）破

坏，病理过程主要是通过免疫因子介导免疫细胞在牙

周组织中浸润、转移和集聚，其破坏程度取决于细菌的

种类及数量、宿主对细菌感染的免疫反应和环境因素

之间的动态平衡［1 - 2］。人牙周膜成纤维细胞（HPDLF）
是牙周组织的重要组成部分，不仅能合成胶原、基质、

弹力纤维和糖蛋白，吸收胶原吞噬异物，还参与牙周组

织的病变、修复及再生过程，并可调节牙周组织的免疫

反应［3 - 4］。牙菌斑为牙周病的始动因素，故控制牙菌斑

对于牙周炎的防治有重要作用。目前主要采取机械方

式去除或控制牙菌斑，有时也使用化学制剂预防，但化

学制剂可能造成牙齿染色、口腔黏膜溃疡等不良反应。

近年来天然草药因具有的活性成分性质温和、效果持

久且不产生耐药性的优势，应用范围不断扩大。且其纳

米化后将导致药物的物理和生物特性发生重要变化，

可提高机体的吸收率和生物利用度，增强疗效，减少毒

副作用。没食子为口腔疾病治疗常用药材［5］，有效成分

主要为鞣质、酚酸及其酯类、黄酮类、甾体类及微量元

素等。具有固涩、收敛、燥湿、止血、消炎作用，已被证实

有抗炎、抗肿瘤、抗氧化和抗菌的药理作用［6 - 7］。本课题

组前期研究结果提示，没食子对牙周炎性组织有显著

修复作用［8 - 10］，但目前对其在口腔牙周组织疾病诊疗

过程中的机理和作用研究较少。在此，拟评估没食子提

取物对 HPDLF作用，并检测其对口腔黏附分子、炎性因

子表达水平的影响，为开发新型口腔没食子药物提供

理论依据。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试药

仪器：NanoDrop One OneC型酶标仪（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：20%葡萄糖酸氯己定（上海麦克林生化科技

有限公司，批号为 C832370）；酶联免疫吸附试验（ELI‐
SA）试剂盒（批号为 11585878001）、胎牛血清（批号为

12103C）、汉克斯平衡盐溶液（HBSS，批号为H6648）、细

胞增殖试剂盒Ⅱ（XTT，批号为 11465015001）、噻唑盐

（MTT）试剂盒（批号为 M5655）、胰蛋白酶（批号为

T2600000）、DMEM培养基（批号为D0819）、白细胞介素

1β（IL - 1β，批号为 RAB0273）、白细胞介素 6（IL - 6，
批号为RAB0283）和肿瘤坏死因子 - α（TNF - α，批号

为RAB0476）酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒，均购

自赛默飞世尔科技（中国）有限公司。没食子（新疆奇康

哈博维药有限责任公司，批号为20161112）。

1. 2 细胞培养

本研究经空军军医大学第九八六医院医学伦理委

员会批准（批准号：202003017），患者均签署知情同意

书。收集 9例患者，男 5例，女 4例；年龄 15～27岁，平均

（17. 6 ± 3. 5）岁。拔除正畸前磨牙，搔刮牙根获得的正

常牙周纤维组织。使用无血清DMEM的培养液冲洗组

织 3次，将牙龈组织剪碎成为 1～3 mm3的碎块，置 CO2
培养箱（5%CO2、37℃、饱和湿度）中厌氧培养。细胞贴壁

后隔日少量换液，细胞组织出现融合后使用胰蛋白酶

消化法处理细胞，每周传代 1次，使用第 2 - 3代细胞，

- 80 ℃低温冰冻保存。实验前复苏细胞，置CO2培养箱

（5%CO2、37℃，相对湿度 95%）中培养（含 DMEM培养

基、0. 25%胰蛋白酶、100 U / mL青霉素、100 mg / mL链
霉素、2 mmol / L L -谷氨酰胺和0. 25 mg / mL酮康唑）。
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1. 3 样品制备与分组

取没食子药材适量，以高速粉碎机粉碎，过 80目
筛，与水按料液比 1∶10（g / mL）于 80 ℃浸提 3次，每次

1 h。冷却、滤过，旋转蒸发仪浓缩，80 ℃烘干，得没食子

水提物粉末［5 - 7］，与HBSS溶液混合得样品溶液。设立

阴性对照组（PBS）、脂多糖组（1 μg / mL）、没食子组

（10 mg / mL）；氯己定组（0. 2%，m / m）。

1. 4 观察指标

肉眼观察及微观特征：对没食子水提物粉末进行

大体检查并拍照鉴定，并采用扫描电子显微镜观察其

微观特征。

细胞活力：采用MTT法。将细胞以 0. 1 × 106个 / mL
的密度接种于 24孔板，分别加入各组溶液 1 mL，CO2
培养箱（5%CO2、37 ℃、相对湿度 95%）培养 24 h，检
测 570 nm波长处光密度（OD570）。重复 3次，计算平

均值。

细胞增殖：采用XTT法。将细胞以 5 × 103个 / mL的
密度接种于 96孔板，并加入 100 μL DMEM和 10%FBS，
CO2培养箱（5%CO2、37 ℃、饱和湿度）培养 24 h。分别于

第 1，3，5，7天吸去溶液，加入 XTT 试剂，CO2培养箱

5%CO2、37 ℃、相对湿度 95%）培养 4 h后测定 450 nm波

长处光密度（OD450），重复3次，计算平均值。

炎性因子表达：采用 ELISA法。加入相应溶液

（100 μL /孔），加入酶标抗体工作液（50 μL /孔），并设

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（1 000 r / min）。加入显色剂 100 μL /孔，

避光，室温孵育 20～25 min。加入终止液 100 μL /孔，混

匀，以酶标仪检测 IL - 1β、IL - 6、TNF - α OD450值。

细胞迁移：采用划痕伤口愈合迁移试验。将HPDLF
以 106个 / mL的密度接种于 24孔板，室内环境下 37 ℃
培养 48 h。迁移细胞至DMEM培养基，室温培养 4 h，使
用 10 μL移液管尖（直径为 700～900 μm）划过培养基，

PBS洗去细胞碎片。分别加入没食子水提物和氯己定溶

液培养 24 h、48 h，使用显微镜观测伤口宽度，计算伤口

闭合度（伤口加样前后的宽度差）。

1. 5 统计学处理

采用 SPSS 21. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，组间比较采用方差分析。P < 0. 05为差异有统计

学意义。

2 结果

2. 1 大体观察及微观特征

没食子水提物粉末呈黄褐色，微香，味微甜。SEM
结果显示，粉末直径均小于300 μm。粉末图片见图1。

A B
A. 肉眼观察 B. 扫描电子显微镜观察

图1 没食子水提物粉末图片

A. Visual image B. SEM image
Fig. 1 Images of water extract powder of Galla Turcica

2. 2 细胞活力

没食子组细胞活力显著高于其他组（P < 0. 05），脂

多糖组细胞活力显著低于阴性对照组与氯己定组（P <
0. 05）。详见图2。

100
80
60
40
20
0

OD570值 *

* *

阴性对照组 脂多糖组 氯己定组 没食子组
组别

注：*P < 0. 05。
图2 细胞活力检测结果

Note：*P < 0. 05.
Fig. 2 Results of cell viability detection

2. 3 细胞增殖

细胞培养第 3，5，7天时，没食子组细胞增殖程度显

著高于其他组（P < 0. 05），而脂多糖组显著低于阴性对

照组与氯己定组（P < 0. 05）。详见图3。
OD450值100
80
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40
20
0
0 2 4 6 8

t / d

阴性对照组

脂多糖组

氯己定组

没食子组

图3 细胞增殖检测结果

Fig. 3 Results of cell proliferation detection

2. 4 炎性因子表达

与阴性对照组比较，脂多糖组 IL - 1β、IL - 6和
TNF - α的表达水平显著升高（P < 0. 05），没食子组和氯

己定组3指标表达水平显著降低（P < 0. 05）。详见表1。
2. 5 细胞迁移

没食子组 24 h后划痕伤口几乎完全闭合，氯己定

组和阴性对照组划痕无显著变化。详见图4。
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3 讨论

没食子为雌性没食子蜂在没食子树中繁殖产卵，

幼虫成熟穿孔飞离后残留的虫瘿［11］，主治湿热疾病，如

牙龈肿痛等［12］。主要含有鞣质、酚酸等成分，可抗炎、收

敛、镇痛［13 - 14］。本研究中，样品溶液以HBSS和没食子

水提物混合制备，HBSS具有生理 pH和渗透压，含葡萄

糖及钠、钙、钾和磷酸盐等细胞代谢物［15］。以HBSS作溶

剂，可将其细胞培养液的特性与没食子水提物的抗炎、

抗菌和促进组织修复的特点相结合，提高疗效。

有研究报道，HPDLF活力检测可通过台盼蓝染色

法测定原代细胞得到，由于单个拔除牙齿所能提供的

原代细胞数量过少，该方法无法评估细胞的生理健康

或增殖能力［16］。本研究中使用传代培养的HPDLF，避免

了拔牙技术和患者机体差异带来的影响。预试验中考

察了 0，5，10，20，40，60，80，100 mg / mL质量浓度下样

品溶液，5%CO2、温度 37 ℃、相对湿度 95%条件下培养

细胞24 h，结果显示，没食子水提物质量浓度为10 mg / mL
时细胞活力最强。细胞活力研究结果显示，没食子组细

胞活力显著高于其他组。本研究中使用灵敏度更高的

XTT法评估细胞增殖能力，对线粒体脱氢酶活性的测量

可定量显示细胞的生理状况信息。结果显示，没食子水

提物可提高 HPDLF的增殖水平。体外划痕伤口愈合试

验结果，没食子组与氯己定组有显著差异，提示没食子

水提物可刺激组织中细胞的活性与迁移。

LPS是革兰氏阴性菌外膜的重要组成部分，通过

toll样受体、白细胞介素、二十烷酸和一氧化氮（NO）的

分泌促进细胞信号转导［17］，选取的炎性细胞因子中，

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，从而导致炎性因子水平升

高［18］；IL - 1β、IL - 6起到了促炎性细胞因子的启动和

增强作用［19］。同时发现，LPS是满足实验要求的促炎性

细胞因子，没食子水提物则可显著降低炎性细胞因子

的表达水平。

综上所述，本研究中证实了没食子水提物可提高

HPDLF活力、增殖能力，并下调炎性细胞因子水平，从而

显著减轻牙周炎性组织病变程度，促进牙周组织修复。
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表1 各组细胞炎性因子表达水平比较（X ± s）
Tab. 1 Comparison of expression levels of inflammatory factors

in different groups（X ± s）

组别

阴性对照组

脂多糖组

没食子组

氯己定组

IL - 1β
1. 53 ± 0. 12
5. 24 ± 0. 46#
0. 86 ± 0. 21#
0. 67 ± 0. 13#

IL - 6
25. 55 ± 4. 36
81. 27 ± 6. 73#
14. 33 ± 2. 79#
11. 88 ± 1. 92#

TNF - α
166. 57 ± 12. 82
456. 11 ± 29. 29#
108. 61 ± 21. 45#
99. 53 ± 13. 21#

注：与阴性对照组比较，#P < 0. 05。
Note：Compared with those in the negative control group，#P < 0. 05.

基线 24 h 48 h

阴性对照组

氯己定组

没食子组

图4 细胞迁移情况

Fig. 4 Cell migration
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